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DHEA-S-RIA-CT

.  INTENDED USE

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

[I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name: DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Catalog number : KIP0481: 96 tests
C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue del'Indudrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[11. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological Activity

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

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

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

B. Clinical Applications

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

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

DHEA-S is usualy undetectable with adrenal insufficiency or panhypopituitarism. Concentrations are dightly
decreased in pregnancy and with oral contraceptive use and markedly decreased following glucocorticoid
adminigtration.

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

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of | labelled DHEA-S competes with the DHEA-S to be
measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody
stes being immobilized to the wall of a polystyrene tube. After 1-hour incubation
at 37°C in water bath, an aspiration step terminates the competition reaction. The

tubes

are then washed with 2 ml of Working Wash Solution and aspirated. A

calibration curve is plotted and the DHEA-S concentrations of the samples are
determined by dose interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit | Colour Recongtitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 ivory | Ready for use
U DHEA-S
Ag 125) 1via red Ready for use
55 ml
235kBq

TRACER:  lodine labelled
DHEA-S (HPLC grade) in buffer
with bovine casein and azide

(<0.1%)
CAL n 1vial yellow | Add 0.5 mi digtilled
lyophilised water
Zero cdibrator in human serum, yop
thymol
Svias | yellow | Add 0.5 mi distilled
lyophilised water
Cdibraors DHEAS - N = 1t05 | P
(see exact vaues on vial labels) in
human serum, thymol
1via brown | Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml distilled water (use a

magnetic stirrer).

Wash solution (TRIS-HCI)

2vids silver | Add 0.5 ml distilled

CONTROL | N | Lyophilised water

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

Note

VI.

: Usethe zero calibrator for sample dilutions.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.
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VII.

nw>

VIII.

Distilled water

Pipettes for ddlivery of: 20 pl and 500 pl (the use of accurate pipettes with
disposable plastic tipsis 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 ?*l may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

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

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

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, calibrators and controls are stable for one week at 2
to 8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at
-20°C for maximum 3 months. Avoid successive freezing and thawing.
Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, the tracer is stable until expiry date, if kept in the
original well-closed vial at 2 to 8°C.

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

IX.  SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

- Serum samples must be kept at 2-8°C.
- If the test is not run within 24 hours, storage in aliquots at -20°C is

recommended.

- Avoid success ve freezing and thawing.

X. PROCEDURE

A. Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots. Bring al 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 theincubation times.

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

B. Procedure

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

2. Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 20 ul of each
into respective tubes.

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

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

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

6. Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be
sure that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated
tubein order to removeall theliquid.

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

Wash solution.

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

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

Xl.  CALCULATION OF RESULTS

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

Counts (Calibrator or sample)

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

3. Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/BO(%)) values for each calibrator point as a function of the DHEA-S
concentration of each calibrator point. Reject obviousoutliers.

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

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

6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled DHEA-S (BO/T) must be checked.

XIl.  TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
thereal time calibration curve.

DHEA-SRIA-CT cpm B/Bo0 (%)
Total count 98506

Cdibraor 0.0 pgd 53690 100.0
12 pgd 48550 90.4

65 pg/d 36580 68.1

32.0 pgd 20803 38.7

150.0 pg/di 7804 145

800.0 ug/dl 2087 39

Conversion factor:

From pg/dl to pmol/l : x 0.0271
From pumol/l to pg/dl : x 36.85



XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations bel ow the average counts at zero binding, was 0.59 pg/dl.

B. Specificity

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

TIME DELAY

Serum o 10 20 30
(ng/dI)

Serum 1 235 20.9 23.0 212
Serum 2 193.9 192.1 181.9 197.1

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises.

XV. REFERENCE INTERVALS
These values are given only for guidance; each laboratory should establish its

own normal range of values.
Theranges are expressed as 2.5% to 97.5% percentiles.

Compound Cross-Reactivity
(%)
DHEA-S 100.00
DHEA <01
DHEA-Glucuronide ND
Androsterone 0.06
Androstenediol 0.02
Androstenedione 0.09
Corticol ND
Cortisosterone ND
Estradiol-17b ND
Estrone ND
Estrone-Sulfate 0.19
Pregnenolone ND
17-Hydroxyprogesterone ND
Progesterone ND
5a-Dihydrotestosterone 0.02
Testosterone 0.03

Note: Thistable shows the cross-reactivity for theanti DHEA-S.
ND : not detectable
C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(Hg/dl) (%) (Ho/dl) (%)
A 20 10.8+ 0.6 53 A 20 21.7+10 45
B 20 141.2+51 3.6 B 20 1528+ 7.7 51
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accur acy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(no/di) (Ho/dl)
Serum 1 V1 - 660.9
12 338.8 330.5
14 155.9 165.2
/8 80.8 82.6
116 381 11.3
1/32 214 20.7
1/64 11.4 10.3
Samples were diluted with the zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added DHEA-S Recovered Recovered
(Hg/dI) DHEA-S (ug/dl) (%)
Serum 300.0 305.6 101.9
150.0 163.9 109.2
75.0 77.9 103.8
375 389 103.7

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

E. Time delay between last calibr ator and sample dispensing

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

Subjects (age group) N Mean (ug/dl) Range *
Women
<15 15 129.7 37.8 - 264.5
15-19 19 276.7 117.3- 531.0
20-24 16 244.0 118.7 - 4289
25-29 33 197.5 70.2 - 4134
30-34 29 175.1 75.2 - 398.7
35-39 23 162.0 63.3 - 291.4
40-44 19 144.4 37.3 - 255.8
45-49 13 109.8 20.9 - 198.0
50-54 16 117.0 26.8 - 3754
55-59 13 102.9 345 - 1781
60-64 10 92.8 246 - 1823
> 65 15 114.3 6.3 - 377.0
Men
<15 14 138.9 349-284.1
15-50 42 262.2 80.5-479.4
>50 37 177.6 51.8-470.7

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains I (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and 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 legidation 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 radioi sotopes.

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 explosve 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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SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS

pl pl pl

Cdibrators (0-5) - 20 -
Samples, controls - - 20
Tracer 500 500 500

Incubation

1 hour & 37°C in water bath

Separation
Working Wash solution
Separation

Aspirate
20ml
Aspirate carefully

Counting

Count tubes for 60 seconds
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

DHEA-S-RIA-CT

I. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro dela 5-Androsténe-3b-
OL-17-Dione Sulfate humaine (Déhydro-épiandrostérone Sulfate ou DHEA Sulfate) dansle sérum
humain.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource DHEA-S-RIA-CT kit
B. Numérodecatalogue: KIP0481: 96 tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgique.

Pour une assistance technique ou uneinformation sur une commande :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activité biologique

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

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

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

B. Applicationscliniques

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

La DHEA-S est souvent dosée en conjonction avec la testostérone libre lors dun screening initia dun
hyperandrogénisme en cas dhirsutisme. Parfois, la DHEA-S est 1a seule hormone circulante a étre au-dessus des
valeurs normaes et a apparemment plus de chances d'étre élevée dans les premiers stades de I'hirsutisme que la
plupart des autres androgenes.

La DHEA-S est généralement indéectable dans l'insuffisance surrénalienne ou le panhypopituitarisme. Les
concentrations diminuent faiblement pendant |a grossesse et lors d'une contraception orale et diminuent fortement
apres |'administration de glycocorticoides.

Des concentrations circul antes basses se voient dans des mal adies séveres et chez |es patients atteints du SIDA.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe de DHEA-S marquée a1'*?| est en compétition avec la DHEA-
S amesurer et présente dans |’ échantillon ou dans e calibrateur pour une quantité
fixe d'anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne. Aprés 1 heure
d'incubation & 37°C dans un bain-marie, le liquide est aspiré pour terminer la
réaction de compétition. Les tubes sont lavésavec 2 ml de Solution de Lavage et
aspirés a nouveau. Une courbe de calibration est réalisée et la concentration en
DHEA-S des échantillons est déterminée par interpolation dela dose sur la courbe
de calibration.

V. REACTIFSFOURNIS

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
2x48 Ivoire Prét al’emploi
U Tubes recouverts avec
I"anti DHEA-S
Prét al’emploi
15 15flsarcnclm Rouge rét al’emploi
235kBq

TRACEUR: DHEA-Smarquée a
I'*®| ode (grade HPLC) dans un
tampon avec de |a caséine bovine et
de |’ azoture de sodium (<0,1%)

CAL n 1 flacon Jaune Ajouter 0,5ml d'eau
) - ~ lyophilisés distillée

Cdlibrateur zéro dans du sérum
humain et du thymol

5 flacons Jaune Ajouter 0,5ml d'eau

) N lyophilisés distillée
CdibraeursDHEA-S-N =1 a5 (cf.
vaeurs exactes sur chaque flacon)
dans du sérum humain et du thymol

| WASH | SOLN | CONC | 1flacon Brun | Diluer 70x avecde
10ml I’eau distillée (utiliser
. un agitateur
Solution de lavage (TRIS-HCI) magnéti que).
| CONTROL | N | 2 flacons Gris Ajouter 0,5ml d'eau
lyophilisés distillée

Contréles- N=1o0u 2
dans du sérum humain et, du thymol

Note: Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau digtillée

2. Pipettes pour distribuer: 20 pl et 500 pl (I’ utilisation de pipettes préci ses et
de pointes jetables en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Bain-mariea 37°C

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d'aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer I'1251 peut ére utilisé
(rendement minimum 70%).

O N OAW

VIl. PREPARATION DESREACTIFS

Calibrateurs: Reconstituer les calibrateursavec 0,5 ml d’ eau distill ée.
Controles: Recondtituer les contrélesavec 0,5 ml d’ eau distillée.

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

0w>

VIII.

XI.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

Avant |’ ouverture ou la reconsgtitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I’ &iquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Apres recongtitution, les calibrateurs et les contréles sont stables pendant
une semaine entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront ére réalisés et ceux-ci seront gardés a—20°C. Eviter des
cycles de congélation et décongéation successifs.

La Solution de Lavage préparée doit ére utiliséele jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusgu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

Des atérations dans I'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.

S le test n'est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres 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 a fond tous les réeactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.

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

Mode opératoire

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

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contrles. Puis distribuer 20 ul de chacun d' eux dans|eurstubes respectifs.
Distribuer 500 pl de DHEA-S marquée a I’ **®lode dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination del’ activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tubes pour libérer toute bulle dair
emprisonnée.

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

Aspirer le contenu de chaque tube (a |’ 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 deliquide.

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

Laisser lestubes droits pendant 2 minutes et aspirer lereste de liquide.
Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
Calculer |a capacité de liaison de |’ essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyenne descpm (CAL ou échantillon) X100

B/BO(%) =
06 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/BO(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en DHEA-S, écarter |es valeurs aberrantes.

Des méthodes i nformati ques peuvent auss &re utilisées pour congruire la
courbe de calibration. Si un systéme d' analyse de traitement informatique
des données est utilisé, il est recommandé d'utiliser la fonction «4
parameétres » du lissage de courbes.
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L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) déermine les
concentrations en DHEA-S a partir de la courbe de calibration.

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

DONNEES TYPES

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

TEST DE RECUPERATION

Echantillon DHEA-S DHEA-S récupéré Recupération
gjouté (ug/dl) (ng/dl) (%)
Sérum 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
375 389 103,7

DHEA-SRIA-CT cpm B/Bo0 (%)
Activité totde 98506
Cdibrateur 0,0 pg/d 53690 100,0
1,2 ugd 48550 90,4
6,5 pg/d 36580 68,1
32,0 pgd 20803 38,7
150,0 upg/di 7804 14,5
800,0 pg/d 2087 3,9

XIHI.

A.

B.

PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

Limite de détection

Vingt calibrateurs zéro ont éé 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 déerminée a la fixation
zéro, était de 0,59 pg/dl.

Spécificité

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

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

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

Comme montré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes aprés que le calibrateur ait

éé gjouté aux tubes avec | anticorps.

DELAI
Sérum o 10 20 30
(ng/dl)
Sérum 1 235 20,9 23,0 212
Sérum 2 1939 192,1 181,9 197,1

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

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

Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
controles, lesquels doivent &re aliquotés et congel és.

Les criteres d'acceptation pour les écarts des valeurs en double des
échantillons doivent étre basés sur |es pratiques de laboratoire courantes.

VALEURSATTENDUES

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

Composé Réactivité Croisée (%)

DHEA-S 100,00
DHEA <0,1
Cortisol ND
DHEA-Glucuronide 0,06
Androstérone 0,02
Androsténediol 0,09
Androsténedione ND
Corti costérone ND
Oestradiol-17b ND
Oestrone ND
Oestrone -Sulfate 0,19
Pregnénol one ND
17a-Hydroxyprogestérone ND
Progestérone ND
5a-Dihydrotestostérone 0,02
Testostérone 0,03

Domaine de mesure basé sur les percentiles de 2,5% & 97,5%.

Note: cettetable montrela réactivité croisée pour I'anti-DHEA-S

ND : n’est pas détectable

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+ 8D Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(Ho/dl) (%) (Hg/dl) (%)
A 20 10,8+ 0,6 53 A 20 21,7+1,0 45
B 20 1412+ 51 36 B 20 152,8+ 7,7 51

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude

TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(ng/dl) (ng/dl)

Sérum 1 1 - 660,9
12 338,8 330,5

14 155,9 165,2

1/8 80,8 82,6

116 381 11,3

1/32 214 20,7

1/64 11,4 10,3

Sujets (groupesd'age) N Moyen (ug/dl) | Domaine de mesure
Femmes
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3- 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 4289
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 27 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 291,4
40-44 19 1444 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 345 - 1781
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
> 65 15 114,3 6,3 - 377,0
Hommes
<15 14 138,9 349-284,1
15-50 42 262,2 80,5-479,4
>50 37 177,6 51,8 -470,7

Les échantillons ont été diluésavec le Calibrateur zéro.



XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement &re regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; |'achat, le stockage, I’ utilisation et I’ échange de produits
radioactifs sont soumis a la légidation du pays del'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas &re administré al’ homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent é&re exécutées dans un secteur
désigné, doigné de tout passage. Un journal de réception e de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait &re 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
ére 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 &é évalués par des
méthodes approuvées par |I' Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas é&é détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

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

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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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTILLON(S)
TOTALE TEURS CONTR;O'- ES

M) (1) )
Cdibraeurs (0 a5) - 20 -
Echantillons, - - 20
controles
Traceur 500 500 500
Incubation 1 heure dans un bain-mariea 37°C
Séparation - aspiration
Solution de Lavage 20ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radi oactivité)
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Vor Gebrauch desKitslesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

DHEA-S-RIA-CT

.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fur die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 5-Androsten-3b-OL -
17-Dione Sulfat (Dehydroepiandrosteron - Sulfat oder DHEA - Sulfat) in Serum.

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

C. Hergestelt von : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgien.

Fur technische Unter stiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitét

Dehydroepiandrosteron (DHEA) und seine sulfatierte Form (DHEA-S), sind die am reichlichst vorhandenen
steroiden Produkte der Nebennierendriisen. Die Nebenniereist die Hauptquelle dieser Steroide bel Frauen, wéhren
d bei Ménnern eine geringe Abgabe Uber die Hoden erfolgt. Die Freisetzung von DHEA wird durch ACTH
stimuliert, das eine signifikante tagliche Schwankung der Serumkonzentrationen hervorruft. DHEA wird mittels
eines Enzyms, das in der Nebenniere, der Leber und im Dunndarm vorhanden ist, schnell in DHEA-S
umgewandelt. DHEA-S kommt in bis Giber 200 ma hdheren Konzentrationen vor als DHEA und hat eine |&ngere
Halbwertszeit, was die Tagesschwankung grofdenteils neutralisiert.

Die Einfllsse des Alterns auf die endokrine temporae Struktur, einschliefdich auch auf DHEA-S, das deswegen
als ein Biomarker des Alters angesehen werden kann, wird durch den schrittweisen Riickgang der Bildung dieser
Subgtanzen bel dlteren Subjekten bewiesen. Die Plasma-Level von DHEA-S steigen stetig ab dem siebten
Lebensjahr und sinken schrittweise nach dem dritten Jahrzehnt.

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

B. Klinische Anwendungen

Steigende Werte von DHEA-S werden im Plasma von Patienten mit Nebennierentumoren oder beim
adrenogenitalen Syndrom gefunden. DHEA-S kann auch leicht erhéht sein bei Patienten mit polyzystischem
Ovarid syndrom, begleitet von einer adrenalen Komponente, was unter diesen Bedingungen zur Virilisierung fuhrt.
HCG-produzierende Tumore beim Mann kénnen zu einer erhdhten testikul&ren Produktion von DHEA fiihren.
DHEA-S wird oft untersucht in Verbindung mit freiem Testosteron als Anfangsbild der Hyperandrogenamie bel
Hirsutismus. Manchmal ist DHEA-S das einzig zirkulierende Hormon, dessen Werte tiber normal liegen, und esist
anscheinend eher erhht wéhrend der frihen Stadien des Hirsutismus als die meisten anderen Androgene.

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

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



IV. GRUNDSATZLICHESZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an '2|-markiertem DHEA-S konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen DHEA-S um eine
festgesetzte Menge an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des
Polystyren Rohrchens fixiert sind. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C im
Wasserbad, beendet das Absaugen die Verdréangungsreaktion. Die Roéhrchen
werden anschliessend mit Waschlosung gewaschen, danach wird nochmals
abgesaugt. Eine Standardkurve wird gedruckt und die DHEA-S-K onzentrationen
der Proben werden Uiber Dosis Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti DHEA-S - 2x48 Elfenbein | gebrauchsfertig
beschichtete Réhrchen
Ag 125 1 GefdlR Rot gebrauchsfertig
55 ml
235kBq
TRACER: %) od-markiertes

DHEA-S (HPLC grade) in Puffer
mit Rindercasein und Azid

(<0,1%)
cAL n 1 Gefay Gelb | 05m dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Null-Kdibrator: Humanserum und
Thymol
cAL 5 Gefalie Gelb | 0,5ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kdibratoren- N =1his5
(genaue  Werte auf  Gefdl-
Etiketten) in Humanserum und
Thymol
1 Gefdl3 Braun
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml 70x mit dest. Wasser
(Magnetrihrer
Waschl ésung (TRIS-HCI) verwenden) ver diinnen
2 Gefdlle Silber 0,5 ml dest. Wasser
| CONTROL | N | lyophilisiert zugeben

Kontrollen - N = 1 oder 2
in Humanserum, und Thymol

Bemer kung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator fir Serumverdinnungen.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Deds. Wasser

2. Pipetten: 20 pl und 500 pl (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

Vortexmixer

Magnetrihrer

Wasserbad bei 37°C

5 ml automati sche Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

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

ONOOOAW

VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Rekongituieren Sie die Kalibratoren mit 0,5 ml ded.
Wasser.

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

C. Waschlésung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschlésung, mischen Sie zu eénem Volumen Waschlésung (70x) 69
Volumen digtilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die tiberflissige Waschl dsung.

VIll.  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 Verfall sdatum haltbar.

Nach der Rekongtitution sind die Kalibratoren und Kontrollen eine Woche
bei 2 bis 8°C dabhil. Fir eine langere Aufbewahrung sollten diese
Reagenzien aliquotiert und bei —20°C eingefroren werden wahrend max. 3
Monaten. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

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

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschlof3enen
Originalgefa3 bel 2 bis 8°C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfall sdatum haltbar.

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

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

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

Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfihrung

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

Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Rihren.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination zu
vermeiden. Prézisonspipetten oder en automatisches Pipettiersystem
erhdhen die Prazision.

Achten Sie auf die Einhaltung der | nkubationszeiten.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchl&dufen.

Dur chfiihrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben kurz und geben Sie 20 pl
von jedem in ihre Réhrchen.

Geben Sie 500 pl des *lod-markierten DHEA-S in jedes Rohrchen,
einschlielllich der unbeschi chteten Rohrchen fiir die Gesamtaktivitat.
Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 1 Stunde bel 37° C im Wasserbad

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (oder dekantieren Sie) (auf3er
Gesamtaktivitdt). Vergewissern Sie sich, dass die Plagikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Rohrchens erreicht, um die
gesamte Fliissigkeit zu entfernen.

Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschldsung (aul3er Gesamtaktivitét)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschl dsung.

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

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppe bestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Aktivitét (Kalibrator oder Probe)

Aktivitdt (Null-Kalibrator)
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uiber 3 GrolRenordnungen), tragen Sie die (B/BO(%))-
Werte fur jeden Kalibratorpunkt ein as Funktion der DHEA-S
Konzentration fir jeden Kalibratorpunkt. Schliefen Sie offensichtliche
JAusreil3er’ aus.
Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstdlung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer,
4 Parameter’ -Kurvenfunktion.
Besimmen Sie die DHEA-S Konzentrationen der Proben durch
Interpolation der Probenwerte (B/BO(%)) aus der Referenzkurve.
Be jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes DHEA-S (BO/T) gepruft werden.

B/BO (%) =



XIl.  TYPISCHE WERTE

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

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 98506

Kdibrator 0,0 pg/d 53690 100,0
1,2 ugd 48550 90,4

6,5 pg/d 36580 68,1

32,0 pgd 20803 38,7

150,0 upg/di 7804 14,5

800,0 pg/d 2087 3,9

Konverti erungsfaktor:
Von pg/dl bispumal/l : x 0,0271
Von umol/l bispg/d : x 36,85

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert as die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabwei chungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bel
Nullbindung, entsprach 0,59 pg/dl.

B. Spezfitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschétzt
wurde, wel che eine 50%ige Inhibition ergibt, betragt respektive:

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. DHEA-S Wieder gef. Wiedergefunden
(ng/dl) DHEA-S (%)
(Hg/dl)
Serum 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
375 389 103,7

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

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

ZEITDIFFERENZ

Serum o 10 20 30
(ng/dl)

Serum 1 235 20,9 23,0 212
Serum 2 1939 192,1 181,9 197,1

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die | st-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen diese Werte, ohnetreffende Erklarung fir die
Abwei chungen, nicht weiterverarbeitet werden.

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

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

XV. ZUERWARTENDER BEREICH
Diese Werte snd nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermitteln.
Bereich auf Basis der 2,5% und 97,5% Perzentile

Substanz Kreuzreaktivitat
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <01
Cortisol ND
DHEA-Glucuronid 0,06
Androsteron 0,02
Androstendiol 0,09
Androstendion ND
Corti costeron ND
Ostradiol-17b ND
Ostron ND
Ostron-Sulfat 0,19
Pregnenolon ND
17a-Hydroxyprogesteron ND
Progesteron ND
5a-Dihydrotestosteron 0,02
Testosteron 0,03

Bemer kung: Diese Tabelle zeigt die Kreuzreaktivitat fur dieanti-DHEA-S
NN: nicht nachwei shar
C. Prazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+8D Ccv
(ng/dl) (%) (Ho/dl) (%)
A 20 10,8+ 0,6 53 A 20 21,7+10 45
B 20 1412+ 51 36 B 20 152,8+ 7,7 51
SD: Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit }
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinnung Theoretische Gemessene
Konzent. Konzent.
(no/di) (Hordl)
Serum 1 1 : 660,
12 338,8 330,5
14 155,9 165,2
18 80,8 82,6
116 381 11,3
1/32 21,4 20,7
1/64 11,4 10,3

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

Subjekte (Alter sgruppe) N M('Hg/lé\ll‘)art Bereich

Frauen

<15 15 129,7 37,8 - 2645

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

20-24 16 2440 118,7 - 4289

25-29 33 1975 70,2 - 4134

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

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

40-44 19 1444 37,3 - 2558

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

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

55-59 13 102,9 345 - 1781

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

> 65 15 114,3 6,3 - 377,0
Manner

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

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

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




XV. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fir in vitro diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt | (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autoris erte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des L andes
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 attfinden. Ein Logbuch fur Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glashehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radi oi sotopen zu verhindern.

Verschiittete radi oaktive Substanzen missen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle missen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das Labor zusténdigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausrei chenden Schutz.

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

Vermeden 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 Metalazide bilden. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR griindlich mit vid Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

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

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

Kalibratoren (0to 5) - 20 -
Proben, Kontrollen - - 20
Tracer 500 500 500
Inkubation 1 Std bei 37°C im Wasserbad
Separation - Absaugen (oder dekantieren)
Waschl ésung - 20ml
Separation - Absaugen (oder dekantieren)
Auswertung Messen der Rohrchen 60 Sekunden

DI Asource Kata ognummer: Beipackzettelnummer: Or':lglf:e;na‘irsg?rabe
KI1P0481 1700437/de 090427/

Revisionsdatum : 2009-04-27
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L ees het hele protocol voér gebruik.

DHEA-S-RIA-CT

I. BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van humaan 5-androstene-3b-OL-17-dione
sulfaat (dehydro-epiandrosteronsulfaat of DHEA-sulfaat) in serum.

II. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource DHEA-S-RIA-CT kit
B. Catalogusnummer: K1P0481: 96 testen.

C. Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinfor matie
kunt u contact opnemen met :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

I11. KLINISCHE ACHTERGROND

A. Biologische activiteit

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

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

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

B. Klinischetoepassngen

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

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

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

Bij een ernstige ziekte en bij aids-patiénten worden er lage circul erende concentrati es waargenomen.



V.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoevedheid *°| gdabeld DHEA-S concurreert met DHEA-S dat
bepaald moet worden en aanwezig is in het monster of in de kalibrator voor een
vast aantal plaatsen met antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van
een buisie van polystyreen. Na een incubatieperiode van 1 uur bij 37°C in een
waterbad, wordt de concurrentiereactie beéindigd door een aspiratiefase. Daarna
worden de buiges gewassen met 2 ml werk-wasoplossing en opnieuw afgezogen.
Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de concentraties van DHEA-S van de
monsters worden bepaald door dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagens Kit voor | Kleur Reconstitutie
96 testen | -code
Buisjes gecoat met anti 2x48 Ivoor | Klaar voor gebruik
U DHEA-S
Ag 125 1 flacon Rood | Klaar voor gebruik
55 ml
235kBq
Tracer : DHEA-S-gelabeld met *jood
(HPLC-kwadliteit) in buffer met bovien
caseine en azide (< 0,1%)
CAL n 1flacon | Geel | 0,5ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Nulkaibrator in humaan serum met droogd
thymol
CAL 5flacons | Ged | 0,5ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Kaibrators DHEA-S : N=1tot5 droogd
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in humaan serum met
thymol
| WASH | SOLN | CONC | 1flacon | Bruin | 70x met gedistilleerd
10ml water verdunnen
. . (gebruik een
Wasoplossing 70x : TRIS-HCI magnetische roerder)
| CONTROL | N | Zﬂacons, zilver 05 ml gedeﬂllleerd
gevries- water toevoegen
droogd
Controles: N =1 of 2
in humaan serum met thymol

Opmerking: Gebuik de nulkalibrator voor monsterverdunningen

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 20 pl en 500 pl (het gebruik van

nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevol en).

3. Vortexmenger.

4. Magnetische roerder.

5. Waterbad bij 37°C

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

7. Afzuigsysteem (facultatief).

8. Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van '#|. Een maximale

telefficiéntie moet worden gegarandeerd.

VII. BEREIDING VAN HET REAGENS

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

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

C. Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-
wasoplossing door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de
homogenisering. Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-
wasopl ossing afgevoerd worden.

VIII. OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

V6or opening of recongtitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na reconstitutie zijn de kalibrators en controles gedurende 1 week houdbaar
bij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots gemaakt
worden, die bij -20°C bewaard moeten worden. Vermijd herhaalde
invriezing en ontdooiing.

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

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

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serummonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

Indien de bepaling niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

PROCEDURE

Opmer kingen bij de procedure

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

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

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

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

Procedure

Etiketteer de gecoate buisies in duplo voor elke kalibrator, voor ek
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buiges voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
distribueer 20 pl van ek in het deshetreffende buige.

Distribueer 500 pl DHEA-S dat met '®| gdabeld werd in dk buisie,
inclusief de niet gecoate buiges voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buiges voorzichtig zodat eventuele ingedoten
luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 1 uur bij 37°C in een waterbad

Zuig de inhoud van ek buige (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buige komt zodat alle vloe stof verwijderd wordt.

Was de buises met 2 ml werk-wasvloestof (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging
van de werk-wasvloei stof.

Na de wasfase moeten de buiges gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloei stof op.

Tel de buigesin een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddel de voor de bepalingen in duplo.
Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster)
cpm (Nulkalibrator)

B/BO (%) =

Zet de (B/B0O(%)) waarden uit voor ek kalibratorpunt, als een functie van
de DHEA-S concentratie van ek kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-
logaritmisch of dubbellogaritmisch papier, verwerp hierbij de duiddijke
uitschieters.

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

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

Voor elke bepaling moet het totaal percentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld DHEA-S (BO/T), gecontrol eerd worden.



XII.

KENMERKENDE GEGEVENS

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

RECOVERY -TEST

DHEA-SRIA-CT Cpm B/Bo0 (%)
Totad telling 98506

Kalibrator 0,0 pgd 53690 100,0
12 pgd 48550 90,4

6,5 pg/d 36580 68,1

32,0 pgd 20803 387

150,0 pg/dl 7804 14,5

800,0 pg/dl 2087 39

Monster DHEA-S Recovery van Recovery
toegevoegd DHEA-S (ug/dl) %)
(Ho/dl)
Serum 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
375 38,9 103,7

Omrekeningsfactor:

Van pg/dl naar umol/l: x 0,0271
Van pmol/l naar pg/dl: x 36,85

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

E. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster

Zoal

s hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling

nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 30 minuten na toevoeging van de
kalibrator over de gecoate bui g es gedistribueerd wordt.

TIJDSPANNE
Serum o 10 20 30
(ng/dl)
Serum 1 235 20,9 23,0 212
Serum 2 1939 192,1 181,9 197,1

XI1l. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN
A.  Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,59 pg/dl.
B.  Specificiteit
De percentages van kruisreactiviteit geschat naar de vergelijking van de
concentraties (een remming van 50% toegevend) zijn respectievelijk:
Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <01
Cortisol ND
DHEA-glucuronide 0,06
Androsteron 0,02
Androsteendiol 0,09
Androsteendion ND
Corti costeron ND
Estradiol-17b ND
Estron ND
Estron-Sulfaat 0,19
Pregnenolon ND
17a-Hydroxyprogesteron ND
Progesteron ND
5a-Dihydrotestosteron 0,02
Testosteron 0,03

XIV.

XV.

INTERNE KWALITEITSCONTROLE

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

Indien gewens, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer.

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

REFERENTIE-INTERVALS

Deze waarden worden dechts als leidraad gegeven; ek laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.
Bereik gebaseerd op 2.5% & 97.5% percentielen.

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

ND : niet detecteerbaar

C. Precisie
PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN
Serum N <X>=*SD vC Serum N <X>+SD vC
(Ho/dl) (%) (Hg/dl) (%)
A 20 10,8+ 0,6 53 A 20 21,7+10 45
B 20 1412+ 51 36 B 20 152,8+ 7,7 51

SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid
VERDUNNINGSTEST
Monster Verdunning Theoretische Concentratiedie
concentratie bepaald werd
(no/di) (no/di)

Serum 1 1 - 6609
12 338,8 330,5

V4 155,9 165,2

/8 80,8 82,6

116 381 11,3

1/32 214 20,7

1/64 11,4 10,3

estijcsgroe) V| g porelk

Vrouwen

<15 15 129,7 37,8 - 2645

15-19 19 276,7 117,3- 5310

20-24 16 244,0 118,7 - 4289

25-29 33 1975 702 - 4134

30-34 27 1751 752 - 3987

3539 23 162,0 633 - 2914

40-44 19 1444 37,3 - 2558

45-49 13 109,8 20,9- 1980

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

55-59 13 1029 345 - 1781

60-64 10 92,8 24,6 - 1823

> 65 15 1143 63 - 3770
Mannen

<15 14 1389 34,9-284,1

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

>50 37 1776 51,8—470,7

Monsters werden verdund met de Nulkalibrator.




XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat *®| (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personeel; ontvangst, opslag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personeel toegelaten wordt. Een
loghoek met ontvangst en opdag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om krui sbesmetting van verschill ende radioi sotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor sralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultast. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veilighei dsprocedures.

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

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

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond  pipetteren. Draag beschermende kleding en  gebruik
wegwer phandschoenen.
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TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
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Kaibrators (0 tot 5) - 20 -
Monsters, controles - - 20
Tracer 500 500 500
Incubdtie 1 uur bij 37°C in een waterbad
Scheiding opzuigen
Werk-wasopl ossing 2,0ml
Scheiding opzuigen
Telling Tel buisies gedurende 60 seconden

DI Asource cata ogusnummer:

Revisienummer :
090427/1

Bijsluiternummer :

KIP0481 1700437/nl

Revisiedatum : 2009-04-27



C€ It

Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

DHEA-S-RIA-CT

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 5-Androstene-3b-OL-17-dione
solfato umano (Del droepiandrosterone solfato o DHEA solfato) in sero.

I[I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP0481: 96 test
C. Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.

Rue del’Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 67 88.99.99 Fax: +32 (0) 67 88.99.96

. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologica

Il deidroepiandrosterone (DHEA) e la suaforma solfato, DHEA-S, rappresentano gli steroidi maggiormente prodotti dalle
ghiandole surrendli. La ghiandola surrenae € I'unica fonte di questi steroidi nelle donne, mentre nell'uomo € presente
anche una piccola quota prodotta dai teticoli. La produzione di DHEA viene stimolata dall'ACTH, che ne provoca una
variazione diurna significativa nelle concentrazioni sieriche. Il DHEA viene rapidamente convertito in DHEA-S da un
enzima presente in surrenali, fegato e piccolo intestino. 1| DHEA-S é presente a concentrazioni superiori di 200 volte
rispetto al DHEA e presenta un'emivita pit lunga, che non risente in maniera evidente della variazione diurna.

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

Il DHEA e uno steroide a 19 atomi di carbonio con peso molecolare di 288 Kd ed emivita plasmatica di circa 1-3 ore. Il
peso molecolare del DHEA-S e di 368,5 Kd e I'emivita € di circa 10-20 ore. I| DHEA viene prodotto a partire dal
pregnenolone dall'enzima 17,20 desmolasi e metabolizzato in androstenedione o testosterone dalla 3 beta- 0 17 beta-
idrogteroido deidrogenasi rispettivamente. La idrosteroido solfatasi converte il DHEA in DHEA-S e la solfoidrolasi
inverte questa reazione.

B. Applicazioni cliniche

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

Il DHEA-S viene spesso testato inseme al testosterone libero come screening inizidle per I'iperandrogenismo
nellirsutismo. A volte il DHEA-S € |'unico ormone circolante che superaiil livello normale e sembra che sia quello che
piu probabilmente s elevi durantelefasi iniziali dell'irsutismo rispetto alla maggior parte degli atri androgeni.

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

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



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di DHEA-S marcata con *®| compete con il DHEA-S
presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo
adsorbito sulla superficie interna di provette di polistirene. Dopo 1 ore di
incubazione a 37°C a bagnomaria, la reazione di competizione viene interrotta
per aspirazione della miscela di reazione. Le provette vengono quindi lavate con
tampone di lavaggio diluito e aspirate. La concentrazione di DHEA-S nei
campioni viene calcolata per interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate ) ,
con anticorpo anti 2x48 avorio Pronte per |I'uso
DHEA-S
Ag 125 1 flacone rosso Pronte per I'uso
55 ml
Marcato: DHEA-Smarcao con 235KBq
| (grado HPLC), in tampone
contenente casei na bovina e sodio
azide (<0,1%)

CAL n 1 flacone gidlo | Aggiungere 0,5 ml di
Cdibraore zero in siero umano e liofilizzati acquadistillata
timolo

CAL 5 flaconi gidlo | Aggiungere 0,5 ml di
Cdibraore 1-5 di DHEA-S, (le liofilizzati acquadigtillata
concentrazi oni esate  degli
cdibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in sero
umano e timolo

WASH SOLN CONC o
‘ ‘ ‘ ‘ 1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua
) ) 10ml distillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) agitatore magnetico
| CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 ml di
Controlli: N=102, inSero liofilizzati acquadistillata
umano e timolo

Note: Usarelo calibratore zero per diluirei campioni

VI. REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale érichiesto per il dosaggio ma non € fornito nel kit.

1. Acquadistillata

2. Pipette per dispensare 20 pl e 500 m (Si raccomanda di utilizzare
pi pette accurate con puntalein plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Bagnomariaa 37°C

Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

O N O AW

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratori: Ricostituirei calibratori con 0,5 ml di acquadistillata.

B. Controlli: Ricogtituirei controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

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

VIII. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

IX.

XI.

Dopo ricogtituzione, calibratore e controlli sono stabili 1 settimana a 2-
8°C e, suddivisi in aliquote a —20°C per periodi piu lunghi. Evitare
ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

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

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

Alterazioni dell’aspetto fisco dei reettivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di sieroa2-8°C.

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

Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

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

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

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sisemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

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

Metodo del dosaggio

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

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
20 m di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 500 ni di DHEA-S marcato con | 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 1 ore a 37°C a bagnomaria.

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quele per
|’ attivita total e, facendo attenzione cheil puntale dell’ aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tuttoil liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circa e
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

Calcolare il rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita |egata
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) <1

B/BO (%) =
6 cpm (Zero Cdibratore)

00

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 DHEA-S, tracciare la curva di taratura,
scartarei valori palesemente discordanti.

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

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



XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di DHEA-S in campioni e controlli al posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

TEST DI RECUPERO

Campione DHEA-S aggiunto DHEA-S Recupero
(ng/dl) recuperato %)
(Ho/dl)
Serum 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
375 38,9 103,7

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Attivitatotae 98506

Cdibratore 0,0 pgd 53690 100,0
12 pgd 48550 90,4

65 pg/d 36580 68,1

32,0 pgd 20803 38,7

150,0 pg/d 7804 14,5

800,0 po/dl 2087 39

Fattore di conversione:
Dapg/d apmol/l : x 0,0271
Dapmol/l apg/d : x 36,85

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

La sensihilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari ala media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello calibratore
zero, érisultata essere 0,59 pg/dl.

B.  Specificita

Le percentuali di crossreattivita stimata rispetto alla concentrazione in grado di
produrre un’inibizione al 50% sono ri spettivamente:

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

E. Tempo trascorso tral’aggiunta dell’ultimo calibr atore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato

anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30
minuti dopo I’ aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Serum o 10 20 30
(ng/dI)
Serum 1 235 20,9 23,0 212
Serum 2 193,9 192,1 181,9 197,1

XIV. CONTROLLODI QUALITAINTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al’interno dei limiti riportati  sull’ etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non s trovi una

giustificazione soddi sfacente.
L - Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
Composto Cross-ljeamwta controllo, da conservare congelato in aliquote.
(%) - | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basars sulla buona prass di laboratorio.
DHEA-S 100,00
DHEA <01
Cortisol ND
DUEA Glicuronide 006 XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO
Androsterone 0,02 o ) o
Androstenediol 0,09 Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
Androstenedione ND propri intervalli normali.
Corticosterone ND Intervallo basati su 2,5% e 97,5% percentili.
Estradiolo-17b ND
Estrone ND
Estrone-Solfato 0,19 i 3 N M edi |
Pregnenclone ND Soggetti (gruppo eta) edia (ug/dl) Intervallo
17a-idrossi progesterone ND FEMMINE
Progesterone ND
5a-Diidrotestosterone 88; <15 15 129,7 37,8 - 264,5
Tetosterone - _ 15-19 19 276,7 117,3- 531,0
Nota: Questatabella mostrala cross-regattivitareativaall’anti DHEA-S
ND : non dosabile 20-24 16 2440 118,7 - 428,9
25-29 33 1975 70,2 - 4134
C.  Precisione 30-34 27 1751 752 - 398,7
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO 35-39 23 1620 633 - 2914
Siero | N | <X>£SD cv Siero N <X>+SD cv 40-44 19 1444 373 - 2558
(Ho/dl) (%) (Ho/dl) (%) 45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
A 20 | 108+06 53 A 20 21,7+ 1,0 45 50-54 16 117.0 268 - 3754
B 20 | 1412%51 36 B 20 152,8+ 7,7 51 55-59 13 102,9 345 - 1781
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione 60-64 10 92,8 24,6 - 1823
> 65 15 114,3 6,3 - 377,0
MASCHI
D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE <15 14 1389 3492841
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione 15—-50 42 262,2 80,5—479,4
teorica misurata
(pordl) (pordl) >50 37 177,6 51,8 -470,7
Serum 1 1 - 660,9
12 338,8 330,5
14 155,9 165,2
/8 80,8 82,6
116 38,1 41,3
32 21,4 20,7
64 11,4 10,3

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.



XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene *?| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (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 o0 animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e 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. || 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 material e radioattivo, fare riferimento
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smalfiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radi oattive 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 oi 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 paes dove non sono stati segnalati
cas di BSE. E' comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’ epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide 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 s usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettarei reattivi con pipette a bocca.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivitatotale Calibratore Campioni
Controlli
m m m
Cdibratore (0 - 5) - 20 -
Campioni, controlli - - 20
Marcato 500 500 500
Incubazione 1 orea37°C a bagnomaria.
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di cataogo di DI Asource :

KIP0481

P.I. numero:
1700437/t

Revisione numero :

090427/1

Datadi revisione : 2009-04-27
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Leer el protocolo completo antesde usar.

DHEA-S-RIA-CT

[. INSTRUCCIONESDE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de Sulfato de 5-Androsten-3b-OL-17-
Dionahumana (Sulfato de Dehidroepiandrosterona o Sulfato de DHEA) en suero.

1. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. NUmerodeCatalogo: KIP0481: 96 tests

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

Para cuestiones técnicas y informacion sobr e pedidos contactar :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[11. INFORMACION CLiNICA

A. Actividad biolégica

La dehidroepiandrosterona (DHEA) y su forma sulfatatada, e DHEA-S, son las sustancias esteroides més
abundantes producidas por las glandulas suprarrenales. La glandula suprarrena es la Unica fuente de dichos
esteroides en lamujer, pero en & hombre | os testicul os contribuyen con la produccion de pequefias cantidades. La
formacion de DHEA es ve estimulada por la ACTH, produciendo una variacion diurna significativa en las
concentraciones séricas. La DHEA es convertida répidamente en DHEA-S por una enzima presente en las
suprarrenales, higado e intestino delgado. EIl DHEA-S se encuentra presente en concentraciones 200 veces
superiores ala DHEA y tiene un periodo de vida mas largo, |o que disminuye notabl emente su patron de variacion
diurna

El envejecimiento influye en la estructura tempora endocrina, incluyendo el DHEA-S que puede considerarse un
marcador biologico del envejecimiento, ya que sus niveles disminuyen gradual mente en los sujetos de edad méas
avanzada. Los niveles plasméticos de DHEA-S aumentan de forma consistente aproximadamente desde € séptimo
afo delaviday, a partir de ahi, disminuyen gradual mente hasta la tercera década de la vida.

LaDHEA es un esteroide con 19 domos de carbono con un peso molecular de 288 Kd y una vida media en plasma
de gproximadamente 1 a 3 horas. El peso molecular del DHEA-S es de 3685 Kd y su vida media es
aproximadamente de 10 a 20 horas. La DHEA es formada a partir de la pregnenolona por la enzima 17, 20
desmolasa y es metabolizada a androstendiona o a testosterona por la 3b 6 la 17b-hidrosteroide-deshi drogenasa,
respectivamente. La hidrosteroide-sulfatasa convierte la DHEA a DHEA-S y la sulfohidrolsa invierte esta
reaccion.

B.  Aplicacionesclinicas

Los niveles plasméticos de DHEA-S se encuentran aumentados en pacientes con tumores suprarrenaes o con
hiperprasia suprarrena congénita. EIl DHEA-S también puede estar ligeramente elevado en enfermos con ovario
poliquisticos, 10 que apoya la exitencia de un componente suprarrena en la virilizacion observada en esta
enfermedad. Los tumores productores de GCH (Gonadotropina Coriénica Humana) en el varén pueden conducir a
la produccién elevada de DHEA.

A menudo se han estudiado los niveles ddd DHEA-S junto a los de la testosterona libre en la investigacion inicia
del hiperandrogenismo en d hirsutismo. A veces el DHEA-S constituye |a Uinica hormona circul ante que presenta
un nivel superior al norma y, aparentemente, es més probable encontrarla elevada durante las primeras fases del
hirsutismo que cualquier otro andrégeno.

El DHEA-S normamente no se detecta en la insuficiencia suprarrend o panhipopituitarismo. Normalmente su
concentracién disminuye ligeramente en € embarazo y también con el uso de anticonceptivos orales, y disminuye
notablemente tras la administracién de glucocorti coides.

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



V.

PRINCIPIOSDEL METODO

Una cantidad fija de DHEA-S marcada con I'® compite con el DHEA-S a medir,
presente en la muestra 6 en € calibrador, por los puntos de union del anticuerpo
inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. Después de 1 hora de
incubacion a 37°C en bafio de agua, una aspiracion termina con la reaccion de
competicion. Los tubos selavan con 2 ml de Soluciéon de lavado y se aspiran otra
vez. Se dibuja la curva de calibracién y las concentraciones de DHEA-S de las
muestras se determinan por interpolacion de la dosis en la curva de calibracién.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test Cdédigo | Reconstitucion
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 Marfil | Listo parauso
anti DHEA-S
Ag 125 1via rojo Listo parauso
55 ml
235kBq
TRAZADOR: DHEA-S marcado con I'®
(grado HPLC) en tampdén con caseina
bovinay azida(<0,1%)
CcAL n 1vid | amaillo | ARadir 05ml
liofilizados de agua
il
Cdibrador cero en suero humano con destilada
thymol
cAL ‘Svides | amaillo | Afiadir 05 mi
liofilizados de agua
CalibradoresDHEA-S-N =14l 5 destilada
(mirar los va ores exactos en | as eti quetas)
en suero humano con thymol
1via marrén Diluir 70 x con
| WASH | SOLN | cone | 10 mi agua destilada
L (utilizer
Solucién de lavado ( TRIS-HCI) agitador
magnéti co)
2vides plaeado | Afiadir 0,5ml
| CONTROL | N | liofilizados de agua
destilada
Controles-N=102
en suero humano con thymol y
gentamicina

Nota: Paradiluciones de muestras utilizar calibrador cero.

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1.
2.

O N O~

VII.

0w>

Aguadestilada

Pipetas de 20pul y 500 pl (Se recomienda € uso de pipetas precisas con
puntas desechabl es de plasti co)

Vortex

Agitador magnético

Bario de aguaa 37°C

Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para e lavado

Sistema de aspiraci 6n (opcional)

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

PREPARACION REACTIVOS

Calibrador es: Recondtituir los calibradores con 0,5 ml de agua destilada.
Controles: Recondtituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.
Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de Solucién
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.

VIII.

[ullve)

XI.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 recondtituir todos los componentes de los kits son
estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan
a2-8°C.

Después de su reconstitucion los calibradores y controles son estables
durante una semana a 2-8°C. Para periodos més largos, alicuotar vy
guardar a—20°C. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

Después del primer uso, €l trazador es establ e hasta la fecha de caducidad,
s seguardaen el via origina cerrado a2-8°C.

Las ateraciones de los reactivos en el aspecto fisco pueden indicar
inestabilidad 6 deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.
Si d ensayo no seredliza en 24 hrs., amacenar las muestras a—20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

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

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensaci on automatica
meorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

Preparar |a curva de calibraci6n en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Protocolo

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

Agitar brevemente los calibradores, muestrasy controlesy dispensar 20 m
de cada uno en susrespectivos tubos.

Dispensar 500 pl de DHEA-S marcadd con 1'% en cada tubo, incluyendo
lostubos no recubiertos alas Cuentas Totales.

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

Incubar durante 1 horaa 37°C en bafio de agua.

Aspirar € 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 lostubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la
adicion dela Solucion delavado

Dear los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar € liquido
restante.

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

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media delos duplicados.
Calcular la radiactividad enlazada como un porcentgje de la unién con
respecto a calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula

Cuentas (Cdibrador 6 muestra)

Cuentas( Calibrador Cero)
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contraciones del
DHEA-S de cada calibrador, rechazando los extremos claros.

B/BO (%) =



4, Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion gréfica“ 4 parametros’.

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

6. El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de DHEA-S no
marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como gemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracién real .

D.  Exactitud .
TEST DILUCION

Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(ng/dl) (ng/dl)
Serum 1 1 - 660,9
12 338,8 330,5
14 155,9 165,2
1/8 80,8 82,6
116 381 11,3
1/32 214 20,7
1/64 11,4 10,3

Las muestras fueron diluidas con € Calibrador cero.

TEST DE RECUPERACION

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Cuentas Totaes 98506

Cadibrador 0,0 pgd 53690 100,0
1,2 ugd 48550 90,4

6,5 pg/d 36580 68,1

32,0 pgd 20803 38,7

150,0 upg/di 7804 14,5

800,0 pg/d 2087 3,9

Muestra DHEA-S DHEA-S Recuperado
afiadido Recuperado %)
(ng/dl) (ng/dl)
Serum 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
375 389 103,7

Factor de conversién:
Depg/d apmoal/l: x0,0271
Depumol/l apg/d: x 36,85

XI1l. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Limite de deteccion
Vente calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.
El limite de detecci6n, definido como la concentraci 6n aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace ddl calibrador
cero, fuede 0,59 pg/dl.

B. Especificidad

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

De acuerdo con nuestros conocimientos, no existe ninguna preparacion de
referenciainternacional de este pardmetro.

E. Tiempo de esperaentrela dispensacion del Gltimo calibrador y lade
lamuestra

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene incluso en e
caso de dispensar la muestra 30 minutos después de haberse adicionado e
calibrador alos tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

Serum o 10 20 30
(ng/dI)

Serum 1 235 20,9 23,0 212
Serum 2 1939 192,1 181,9 197,1

Componente Reaccién-cruzada
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <01
Cortisol ND
DHEA-Glucuronide 0,06
Androsterona 0,02
Androstenediol 0,09
Androstenediona ND
Corti costerona ND
Estradiol-17b ND
Estrona ND
Estrona-Sulfato 0,19
Pregnenolona ND
17a-Hidroxiprogesterona ND
Progesterona ND
5a-Dihidrotestosterona 0,02
Testosterona 0,03

Nota: Estatablapresentalareaccién cruzadaparad anti DHEA-S
ND : no es detectable

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+ 8D CcVv Suero N <X>+ 8D CcVv
(Ho/dl) (%) (Hg/dl) (%)

A 20 10,8+ 0,6 53 A 20 21,7+1,0 45

B 20 1412+ 5,1 36 B 20 152,8+ 7,7 51

SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

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

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

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA
Estos val ores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus

propios valores normal es.
Alcance basados en percentilos de 2.5% & 97.5%

Sujetos (grupo de edad) N M edia(ug/dl) Alcance
MUJERES
<15 15 129,7 37,8 - 2645
15-19 19 276,7 117,3- 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 27 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 291,4
40-44 19 1444 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 345 - 1781
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
> 65 15 114,3 6,3 - 377,0




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

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene I'® (vida media: 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de
rayosy (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser manegjado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos a la legidacion del pais del usuario. En ningin caso e producto debera
ser suministrado a humanosy animales.

Todo & manejo de producto radiactivo se hard en una &rea sefidizada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente deberd de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otrosisétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
amacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legidacion ala cual pertenezca € laboratorio. El gjustarse alas normas basi cas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

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

Todos los productos animalesy 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 cons deradas como potencia mente infecciosas.

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTAILES REIS CONTROL(9)
(nl) (nl) (ul)
Cdibradores (0 d 5) - 20 -
Muestras, controles - - 20
Trazador 500 500 500
Incubacion 1 horaa37°C en bafio de agua.
Separacion - aspirar
Solucién de lavado de - 20ml
trabgo
Separacion - aspirar
Contge Contar los tubos durante 60 segundos
DIAsource Cataogo Nr : P.I. Numero : Revisionnr :
KIP0481 1700437/es 090427/1
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

DHEA-S-RIA-CT

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Pad100voconpocdioptodg yia. v in Vitro mocotikn uétpnon g avipamvng Osukng S5-avépootev-3p-
OL-17-816vn¢ (@guxn debdpoemovdpootepovn 1| DHEA-S) ctov opo.

II. TENIKEX IAHPO®OPIEX
A. Epmopwua ovopasio:  Kit DHEA-S-RIA-CT g DIAsource
B. ApwOpog katordyov: KIPO481: 96 mpocdiopicpol

I' Koataokevaletor amo tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue de I'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN teyviki] fo10gia | IAnpoP opicg oYeTIKG pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|GTE GTA:
Thy.: +32 (0)67 88.99.99 Dog: +32 (0)67 88.99.96

1. KAINIKO YIIOBA®PO
A. Buoloywi) opaon

H deddpoemiovipootepovn (DHEA) ko 1 Beukn g popen, n DHEA-S, eivar 1o otepoedr] mpoiovia tov
emve@pinv Tov vdpyovy oe peyolvtepn apbovia. To emtveEpidio ival 1 LOVASIKY TNY CVTMOV TOV GTEPOEISDOV
OTIG YUVOIKEG, OAAG OTOVG AvOpes LIApyeL emiong pkpr cvpPorn and tovg opyes. H avamtoén mg DHEA
Seyelpetar omd v ACTH, TpokaA®VTOG ONUOVTIIKY NUEPNOL SIOKDUOVOT OTIS GUYKEVIPMOGELS Tov opov. H
DHEA petatpéneton toxéog o DHEA-S amd éva évlupo mov vrdpyet oto emveppidia, To HTap Kot T0 AENTO
évtepo. H DHEA-S eivan mopovca o cvykevipmoeig peyorutepeg kotd 200 popég and ekeiveg g DHEA ko €xet
peyaivtepn nulon, Katt mov Katapyel oe peyddo Padud Ty nueprioa SLoKOHLOVOT).

H yfpavon emmpedlet ta dopkd otoryeio T@v evdokpvav ov oyetilovtat pe v niia, omog eivar 1 DHEA-S,
1 omoio pmopel va Bempndel g Prodeixtng yrpoavong, epdcov to eminedd TG HEWDVOVTOL GTUSIKA GE GTOpO
peyaivtepng nikiog. Ta enineda g DHEA-S oto midopo avédvovtor otabepd amd nepinov to £Bdopo £tog g
Lo, émetta peidvovtol oTadloKkd petd mv Tpitn dekoetio.

H DHEA egivar éva. otepoetdég C19 pe poprakod Bapog 288 Kd ko nulen oto mhdopa mepinov 1-3 mpeg. To
popaxd Papog g DHEA-S givan 368,5 Kd kot  nulmn givon mepimov 10-20 dpeg. H DHEA oynpartiCeton and
™V TPeYVEVOLOVT HEG® Tov evlvpov 17,20 decpordomn kot petaforifetor o avdpootevediovn i TecTO0TEPOVN
péoom g 3 B- 1 17 f-uvdpoctepoetdovg debdpoyevaong avtictorye. H vdpootepoetdng covipatdorn HeTaTpEnel T
DHEA e DHEA-S kot 11 GovApobdpoAdon avIIGTPEPEL VTNV TNV AVTIOPOOT).

B. Klvikéc epappoyég

Avénuéva eninedo. DHEA-S Bpiokovtal oto midopo acbevov pe O6ykovg tov emveppdiov 1 Ue ovyyevn
vrepmhacio tov emveppiov. H DHEA-S evdéyetar va sivor emiong elappd oavénuévn oe acbeveilg pe
TOAVKVOTIKEG MOONKES, YeYOVOG OV VTOGTNPILEL KOO0 GLUUETOXN TMV EMVEPPSI®V GTNV OPPEVOTOINGCT| TOL
nopomnpeitor oty koatdotaon ovt. Oykol pe mopaymy] HCG otovg dvdpeg evdéyetar va odnynoovv ce
avénuévn mapayoyn DHEA arnd toug 6pyels.

H DHEA-S mpocdiopiletar cuyvd oe cuvdvacpd pe v eledfepn te0T00TEPOVN ©OG OPYIKN €EETAOT YEVIKOD
ELEYYOL Y10 VTEPUVIPOYOVICUO GE TIEPINTMOT daovuTpryiopon. Mepicég popég 1 DHEA-S eivor 1 povn oppovn mov
KuKAOQOpEL G eMiMed0 TAVO 0O TO PLGLOAOYIKO Kot ival TPOPUVAOG o TOAVO vo. avEAveTat KAt T mpdTo.
GTAO0 SUGLTPLIGHOD O OTL TO TEPLGGOTEP AVIPOYOVOL.

H DHEA-S givar coviifmg pun aviyvedoiun o€ TePInT®OT OVETAPKELNS TV ENVEPPSIOV 1) TOVOTOUTOPUGIGUOD.
O1 GUYKEVTIPAOGELS HELOVOVTOAL EAOPPO KOTA TV KONOT KO HE T YPTOT] OVTICUAANTTIK®OV TTov AapPdvovTot omd 1o
GTOLO KO LELOVOVTOL EVIOVA [ETA TIV XOPTYT|OT YAVKOKOPTIKOEWO V.

XopnAég KOKAOPOPOVGES GLYKEVTPAOGELS TapaTnpodvTal Le coPapn achévela kot oe aceveic pe AIDS.



V.

M

BAXIKEX APXEXY THX MEOOAOY

otafepy mocotro. DHEA-S onuacpévne pe 1 aviayoviCetar pe

DHEA-S nov Oa petpnbsei, n omoia vidpyet oto deiypa 1 oto Babpovounty, yuo
otafepn mocOdMTO OE0E®V AVTICOUAT®V 7OV &ivol OKLVNTOTONUEVE GTO
Tolyopa evog coAnvapiov ToAvoTLPEViov. Metd and 1 dpa endoong otovg 37°
C og vdotOlOLTPO, N AVTIOPOOT OVTAYOVIGUOL Teppotiletar pe éva Prpo
avappdéenong. Ta cwinvaplo kotomy mAévovtor pe 2 Ml dedvpatog TAveNG

epyaciog

KOl OvVOppOQOvVTOL. Iopotdvetonr  ypoPikd  Ho.  KopmOAn

BoBpovounong ko mpoodiopilovtar ot ovykevipwoels T DHEA-S 1ov
SEIYUATOV [LE OVAYOYT) CVYKEVIPMOOEMY OO TNV KAUTOAN Babpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
AvridpoosTtiipra K 96 Xpopa- AvacvoeTaon
TPOGILopt- TIKOG
oPAV KO3KOG
U ZOAMVAPLL EMGTPOUEVOL 2x48 ehegavtd | "Etowpo yio ypion
ue avii-DHEA-S dovto
125, 1 pradido kokkwo | "Etowpo yua ypnon
Ag : 55ml
235kBq
IXNHOETHZ: DHEA-S
ONHACUEV HE 2 (katnyopiog
HPLC) og pubuioticd didhopa pe
Boewa kaleivn kot alidio (<0,1%)
CAL n 1 pradido kitpwvo | MpoeOiote 0,5 ml
Avopthonot- AMEGTAYUEVOL VEPOD
Mndevikog  Pabpovountg o€ Nuévo
avOpdrvo 0po, Bupoin
CAL 5 groAidia kitpwvo | MpoeBiote 0,5 ml
Avopthomot- AMEGTAYUEVOD VEPOD
BabBpovountég - N =1 éwg 5 nuévo
(Beite 11 axpiPeic Tyég Tve oTig
etcéteg  TOvV  Quldiov)  og
avOpdrvo 0po, Bupoin
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 praidio Kopé Apardete 70X pe
i i 10ml OMEGTAYUEVO VEPO
Awdhopa hdong (TRIS-HCI) (xpnowonotioTe
UOyVITIKO OVadELTHPa).
2 puokidio aonui MpocOiote 0,5 ml
| CONTROL | N | Avopthonot- AMEGTAYUEVOL VEPOD
nuévo
Opoi eréyyov -N =172
og avOpdrvo opo, Bupoin

Inueioon: Xpnoyonoteite to pndevikd Babrovountn yio apotdoelg opmv.

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovOo VAKE amwartovvTon aAAG dev TapéyovToL 6To KT

NP

© N O W

VII.

Amectoypévo vepd

IMréteg y100 Savoun; 20 pl xar 500 ul (cvvietdron M ypron mmETOV
axpipeiog pe avardoipo Thactikd poyym)

Avapeiktmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Ydatorovtpo otovg 37° C

Avtéporn ovpryye tov 5 ml (torov Cornwall) yio mhvon

ZvoTnuo avoppoenong (TpoatpeTikd)

Mmnopei va ypnoworomBei omoloodnmote UeTPNTNG ¥ OKTVOBOAlNG e
duvarotnra pérpnong g 2l (edyiot anddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopntis: Avacvotfiote touvg Baduovountég pe 0,5 ml aneotoypévov
vEPOUL.

Opoi réyyov: Avoovotiote Tovg 0polg eAéyyov ue 0,5 ml aneotoypuévov
vEPOUL.

Awdopa mOong epyacios: Ilpostodote emoapkn Oyko SADLOTOS
mAoong epyaciog pe mpoohnkn 69 dykwv oameotaypévov vepol og 1 dyko
Sradvpotog TAdong (70x). Xpnoomoote payvnTikd avadsvtpo yio v
opoyevonoinon. Amoppiyte TO pun yPNOWOTOMUEVO  StdAvpa mAHoNG
£PYOOL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

VIII.

A.

XI.

N

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ipw omd 10 Gvorypo 1 TNV avecDOTOCT, OAQ TO GLOTOTIKG TOL KIT
mapopévouy otafepd Emg TV nuepounvie Anéng, N omoia avaypaeetat
oV eTIkéTa, £QOoOV dratnpovviat og Oeppokpacio 2 £mg 8° C.

Metd v avachoTtoot, ot 0poi eAEyxov mapapévovy otabepoi emi 7
nuépeg otovg 2-8° C.

TNo peyaditepeg meplodovg @OAaéng, Oa mpémer va dnuiovpyndovv
KAGopata/docelg g xpriong Kot va dtatnpndody oe Oeppokpacio —20°
C eni 3 pufveg 10 péyloto. Amogevyete TOVg €maKOAOVOOVG KVKAOVG
KOTOYOENG-0mOYLENS.

Dpéoko, TUPACKELOOHEVO dldAvpa TAbong epyaciog Oo mpémer vo
xpNoyLomoteitol T idio uéPaL.

Metd v pdTn ¥pHon Tov, o yvnbétng mapapével otabepdg £mg v
nuepounvio. AMéEng, €pocov dotnpeitol 610 apPYIKO, EPUNTIKA KAEOTO
@uoAidio og Beppokpacio 2 émog 8° C.

Toxdv petaPoréc ™G QUOIKNG EUEAVIONS TMV AVTIOPACTNPI®YV TOV KIT
evd&xeTOL VL VTTOdINA®GVOLV aoTtdfeta 1| odAloimon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Ta deiypora opov mpémet va purdccovtal og Beppokpacio 2-8° C.

Eav 1 e&étoom dev mpaypatonombel evidg 24 wpdv, ocvviotdtol N @OAaEN
otovg -20° C.

AmopehyeTe TOVG ETAKOAOVOOVG KHKAOVG KATAWVLENG-ATOYVENG.

ATAAIKAZIA

INUEIDCELS CYETIKA UE TO YEPLGUO
Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. GLGTATIKG HETA TNV NUEPOUN Vi ARENG.
Mnv avoperyviete VAKE arnd d10popeTIKEG TaPTIOES KIT.
Dépete Oha To. avTdpaothiplo. og Beppokpacio dwpatiov mpwv omd ™
xpfiom.
Avapei&te koG OAo To avTIdpaOTAPLEL Kot TO OElypoto, HE  OmOAN
avokivion 1 avadevon.
Xpnowonoteite éva kobapd avaddopno phyyog TUTETOG Yo TV Tpocdnkn
KGOe  SQOPETIKOL  avTIdpooTPiov Kot OElYHOTOG TPOKEWEVOL Vo
amo@Vyete v emuolvovon. H oxpifela Bedtidverar pe yprion nimetdv
VYNNG aKpiPELOG 1) CVTOUATOTONUEVOL EEOTAGHOD SLOVOUNG HE TITETES.
Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.
Ipoetopdote o kKopmdAn Pobuovounong yuwr ke avéivon kot un
xpNoyLonoteite dedopéva and mponyodueves avaldoeLS.

Awdikaoio
ENUAVETE EMOTPOUEVE COANVAPLY €1G SuTAoDY Yo kGOe Babuovounty, ogé
eléyyov kat detypa. o Tov Tpoodlopiopd Tov HETPRGE®Y TOL 1YvnOET 125)
("total"), onudvete 2 kowd (Un EXGTPOUEVE) COATVEPLAL.
Avopei&te yioo AMyo (pe avopeiktn otpofihicpod tomov vortex) opodg
ehéyyov ko detypota kor Swaveipete 20 ul and ékooto oe avtictoryo
COANVAPLO.
Awveipete 500 pl DHEA-S onuacpévng pe 2l oe kdfe owlnvapio,
GUUTEPIAOUPAVOVTOC TO [N ETMOTPOUEVE COANVAPLOL TOL OPOPOLYV TIG
peTprioeig Tov ryvnoém 2 (“total") .
Avakwviote anald pe 1o xépt T Phon oTHpENG TOV COANVOPI®V Yo Vo
ameAeVOEPDOETE TLYOV TAYIOEVUEVEG PUOAADEG aéPQL.
Enwdote Yo 1 dpa otovg 37° C o€ vdotOLOLTPO.
Avoppopficte (| upetayyiote) to mepigydpevo kdbe coinvapiov (ue
eEaipeon ekeiva oL wPOPOVY TIG PETPRGELS Tov tyvnoém 21 [“total"]).
Befawmbeite 6t 10 Thaotikd puyyxog Tov avappopnti eOavel otov Tubuéva
TOV EMOTPOUEVOD COANVOPIO TPOKEUEVOD VoL oponpedel OAn 1 ToooTTOL
TOV VYPOV.
[MAovete ta cornvapio pe 2 ml Sralvpatog thdong epyaciog (ue eEaipeon
eKelvo, OV apoOpodV TIC MeTpRoEl Tov ywvndémy 2 ["total"]) ko
avappo@riote (1 petayyiote). AToQUyETe T0 GYNUATICHO a@POD KATd ™)
duapketa ™G TpocOnkng Tov SLHAVHATOG TAVONG EPYACING.
Agnote to coAnvapla va otabodv o opblo Béomn Yoo dVO AemTd Ko
OVOPPOPTIOTE TN GTOLYOVO VYPOL TOV ATOUEVEL.
Metpiote o cOANVAPLL GE HETPNTN ¥ aKTvoPoriag yio 60 devtepdrenta.

YIIOAOTIEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

Ynohoyiote T péoN TN TOV SITADV TPOGIOPIGLDV.

Ynohoyiote T SEOUEVUEV PASIEVEPYELD, MG TOGOOTO TNG SECUEVONG TOL
npocdlopiletar 610 onueio pundevikov Baduovount (0) cduewva pe tov
akoAovho THmo:

Kpotoeig (BBabpovoprng 1 deiypar)

B/ BO(%) = X100

Kpoboeig (MMndevik@adpovountic)

Me ypfion nuloyoapldukod xaptiod ypoenratos 1 XopTiod YPoPHLoTOs
logit-log 3 xbdxhov, mapoctiote ypagikd T Twég (B/BO(%)) yio kdde



onueio Pabpovount wg cvvapmon mg ovykévipoong ms DHEA-S yo
ka0e onueio Pabpovount. Amoppiyte Tig ELOAVEIS UM OTOIEKTEG TULEG.

4. Tw ™y Katacksvl] NG KoumoAng Pabupovopnmong sivar dvvotd va
xpnoyoromBovv exiong puéBodot pe ™ Pordeia NAekTpovikod VITOAOYIGT.
Edav ypnowonoteitor autopatn ene&epyncioo amoTEAEOUATMV, GUVIGTOTOL
TPOCAPLOYN KOAUTVANG AOYIOTIKNG cLVApTNONG 4 TapapéTpmy.

5. Me avayoyn tov Tipuav tov dsiypdtov (B/BO (%)), mpocdiopicte Tig
ovykevipooelg DHEA-Stov detypdtov and v kaumoin fabupovopnonge.

6. Tio kGBe TPOodIOPIGHO, TPEMEL VO ELEYYETOL TO TOGOGTO TOV GUVOALKOD
yvnoém mov deopedetal ev ™ amovsio un onpacuévng DHEA-S (BO/T).

XII.  TYINIKA AEAOMENA

Ta axdrovba dedopéva mpoopilovial pHOvVo ®G mopadelypo Kot dgv mPEmMEL Vo
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTUANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.

A. OpBoTTO

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

Kpovoetg tov yvndém 21 ("tota") 98506

BoOpovountig 0,0 pg/d 53690 100,0

12 pg/d 48550 90,4

65 ugd 36580 68,1

32,0 pgd 20803 38,7

150,0 pg/dl 7804 145

800,0 po/dl 2087 39

ZUVTELEOTNG UETOTPOTNG:
Ané pg/dl g pmol/l: x 0,0271
And pmal/l og pg/dl: x 36,85

XIII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZXMOI1

A. ‘Opro aviyvevong
Metpinkav gikoot undevikoi Babpovountés pali pe £vo ovvoro GALmv
Bobuovountav.
To 6po aviyvevong, opllOHEVO ®G T QOLVOUEVIKY] GLYKEVIp®OTN 600
TUTKOV  OTOKAMOE®V KAT® omd TG HECEG WETPNOEG O UNOEVIKN
déopevon, frav 0,59 pg/dl.

B. Ewwémra

H eldwémrto Tov TOAVKA®VIKOD OVTIOOUOTOS 7OV  YXPTCLUOTOLEITOL GTOV
TPpoodloplopd avtd a&lorloynonke pécm g pebddov RIA, g o Adyog Tng
noodmrtag DHEA-S, 1 omoio omodider 50% avoactodn g déopevong g
onuacpévig DHEA-S, kot g mocdmTtog TV EVAOCE®MY TOL TOPOVGLALovV
Sractavpovpevn avtidpaocn (avaioya), ot onoieg emPEPOVY TNV 8100 AVOSTOAN.

AOKIMAZIA APAIQXHX
Agiypa Apaioon OempNTIKN) MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(ng/dl) (ng/dl)
Opds 2 1 - 6609
12 338,8 330,5
14 155,9 165,2
/8 80,8 82,6
116 38,1 11,3
132 21,4 20,7
164 11,4 10,3
Ta deiypora aporddnkav pe pndevikd Padpovounm.
AOKIMAZIA ANAKTHXZHX
Agiypa Mpootedeica AvaxtnOcica AvaxtnOcica
DHEA-S DHEA-S (%)
(ng/dl) (ng/dl)
Opog 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
375 38,9 103,7

And 600 eivar dvvatd va yvopilovpe, dev vmapyer Sebvég VAo
AVOPOPAS YL TNV TOPAUETPO OVTN.

Msoodwgotnpua petold TG owavoung tehevtaiov fadpovounty ko
dsiypotog

Onwg @aivetar ©Tn GUVEYELD, TO OTOTEAEGLOTO TOL TPOGOLOPIGHOD
mapopévouy aglomioto akope kot otav dtovépeton éva deiypo 30 Aemtd
UETA TNV TPOSHNKN TOV PaBUOVOUNTH GTO ETGTPOUEVE COAVAPLO.

MEZOAIAXTHMA

Opéc o 10 20 30
(ng/dl)

Opog 1 235 20,9 23,0 21,2

Opéc 2

193,9 192,1 181,9 197,1

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Ebv to oroteréopata mov Aapfdvoviar yio tov opo eréyyov 1 fi/kot tov opod
‘Evoon Aweotavpodpevn avtidpaon eléyyov 2 de PBpiokovton evtdg tov mediov Twdv mov Kobopiletor otV
(%) etikétoe  Tov  QoMdiov, To  amoteAéopoto  dev  givar  duvatd  va
xpnoyomomBovv, ektoc eav €xel dobel wavomomtikny e€nynon yoo v
DHEA-S 100,00 QCVUP®VICL.
DHEA' <01 - Edv eivor embountd, ke epyactiplo pmopei va dnpiovpynoet ta S1kd tov
Kopritorn " . ) Mn ovixv uetypoto derypdtov edéyxov (pools), ta omoio mpémer va StoTnpovvion
l"hzkoupovtﬁrw mg Aeddpo-Ent-Avdpootepoving 0,06 KoTeyvyHEVa o8 KAGOPOTO/SO0EIC Hac YpRoTC.
ggggigg@m 883 - To kpripla 0odoyng Yo T doeopd HETAED TOV SITAMY OTOTEAECUATMV
AVv3pocTevedtovn Mn avigy TV detypdtov 0o tpénet va Bacilovtal og 0pBEc epyacTNPLOKEG TPAKTIKEG.
Koptikootepovn Mn aviy
17b-o6tpadioin Mn avixy XV. TIMEX ANADPOPAX
OwTpdvn Mn aviy
g‘mpém):,@w"ﬁ 2/’[190“,1 y Ot Tpég owtég mapéyoviol povov ag odnyoc. Kabe epyaotipio 0o mpémet va
f 7;)-%\,;(\),21) ﬁggygmgpém Mq av&v KaB1EpOGEL TO d1KO TOV TESGIO PLUOLOLOYIKDV TIHMV.
Tpoyeotepovn Mn ovigy To nedio Tindv ek@paletol mg T0600Td £l To16 ekatd 2,5 % kar 97,5 %.
50-3108poTEGTOGTEPOVN 0,02
Teot00TEPOVN 0,03
Yroxsipevo (MAkioxn N Méon Twun Iedio Tipdv
Tnueioon: 1oV TIVaKe VT TOPOVGLALETOL 1] SIUGTOVPOVHEVT onada) Hg/dl
avtdpaotikomto. yro v avti-DHEA-S.
Mn avyyv: pun aviyveboipo Tuvaikeg
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
I.  Axpipaw 15-19 19 2767 117,3- 531,0
AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAEY 20-24 16 2440 1187 - 4289
TIPOSAIOPIEMO AIAGOPETIKQN TTPOSAIOPIEMON gg‘gg 23 i%i ;gg - gég"?‘
Opoc | N | <X>+T.A. | ZA Opés | N <X>+T.A. TA. 35-39 23 162,0 633 - 2914
(/) 9) (ug/dl) 9) 40-44 19 1444 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9- 198,0
A | 20| 10806 | 53 A | 20| 217:10 45 50-54 16 117,0 268 - 3754
B 20 | 1412+51 36 B 20 152,8+ 7,7 51 55-59 13 102,9 34,5 - 178,1
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
T.A.: Tomikn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg dtakdpovong > 65 15 114,3 6,3 - 377,0




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

XVI. IIPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopaleiog

Movo yia Stoyveotiky ypfion in vitro.

To kit awtd mepéyel 10 2 | (Xpovog muleng: 60 nuépec), pio. pudtevepyn ovoia
1 onoio eknépmet 1oviCovoa aktvoBoria X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avto 10 padievepyd mpoidv givor duvatd vo petapepbel kot va xpnotporomdei
povo amd e€ovolodotnuéva dropa. H ayopd, @Oraén, xpion kor aviodlayn
padievepydv Tpoidvimv vroKewTal ot vopobesio ™G xOpag TOv TEMKOD
xpNoTn. e Kopio nepintwon 6gv TPETEL VO, XOPNYELTAL TO TPOIOV GE avOpOTOUG 1
Loa.

Olog 0 xePIOHOG TOL padlevepyod VAIKOVL Oo mpémel va extelsiton oF
KaBoplopévo xdpo, HOKPLE oo yOPOLG TOKTIKNG S1EAEVONG. XTO €PYACTIPLO
mpémel va droTnpeitan nuepordyto yuo v woapadapn Kot T @OAAEN padlevepydV
vVAkdv. EomMopdg kor yvdAva okedn tov epyaotpiov, Ta omoio. Oa
pmopovoav va poAvvBovv pe padievepyég ovoieg, Ba Tpénel va puAdocovtal o€
EeyxwproTd YOPO Yo TNV TPOANYN ETUOAVVON G TV S10POP®V PadIOIGOTOTMV.
Toydv dtappoésg padievepydv vypav Tpénet vo, kabopilovtol apéoms COUEMVA LE
TG dadikaoieg ac@drsiag and padievépyeta. Ta padievepyd andfinta npémet va
QTOPPITTOVTOL GOUP®VE [E TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHOVG Kol TIG KOTELOLVTHPLEG
odnyieg TV apydv mov éyovv dikatodocio. oto epyacthplo. H thpnon tov
BooIKOV KOvOV®V Ao QAAELNG 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL ETOPKT TPOCTUCTOL.

Ta cvoTaTikd avOpOTIVOL CiLaTog TOv TEPIAAUPAVOVTAL 6TO KIT 0VTd EYOuV
eheyyOei pe puebodovg eykekpiuéves oty Evpdnn ffkor and tov FDA xat €xet
Swumiotodel 61l givon apynTikd og mpog v nopovsio HbsAG, avti-HCV, avti-
HIV-1 xou 2. Kapio yvoory pébodog dev eivar duvatd vo mopéyel mAnpn
Srac@diion 0Tt mapdywyo, Tov avOpdTvoL aipatog de Ba petaddoovy nratitida,
AIDS 7 d\heg Mowpdéels. Enopévag, o xepiopds aviidpaotpiov, detypdtov
0pob N TAGopatog Ba Tpénel vo yivetar cOUPOV UE TIG TOTIKEG dtadikacies Tepi
ACPOAELOG.

Oha o {oikd Ttpoidvta kon Tapdywyo £xovv cviieydei amd vym (da. Ta Bosia
oLOTATIKG TPoépyovTal amd ymdpes Omov dev £xel avapephei BSE. IMap' OL' avtd,
ovotatikd mov TEpEyovy (mikég ovoieg Ba mpémel va avtipetomilovior ®g
SVVNTIKDOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omoladnmote  €map]  TOL  OEPUOTOG  HE  AVTIOPOCTAPLO.
(xpnowporoteitonr alido tov vorpiov wg cvvinpntikd). To alidio oto kit AwTd
evdéyeton v avtidpdoet pe pOALPSO Ko YOAKO TV VIPOVAKDY COANVOCEDY
KO VoL OXNUOTIoEL e TOV TPOTO 0vTo 1iaitepa ekpnKTikG alidio petddlwv. Katd
™m Ouwpkelr tov Pinatog TAOONG, EKTAVVETE TNV OTOYETELON ME UEYAAN
TooOTNTA VEPOD, Y10 TV TTPOANYT TVYOV GLGGMPELONS al1diov.

Mnv komvilete, unv wivete, pnv TpOTE KoL U1 YPNOLOTOLEITE KAAAVVTIKG GTO
XOpo epyaciog. Mnv SlavépeTe pe TMETO YPNCILOTOLDVING TO OTOUO GOG.
XpNOUOTOLEITE TPOCTUTEVTIKO POVYIGUO KO YOVTLLL LIOG XPTONG.
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XVIII. HEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

KPOYZEIZ BAGMONO- AEITMA
"TOTAL" MHTEZ (TA) OPOI
| EAETXOY
pl pl
BoOpovountég (0 émg 5) - 20 -
Agiypora, opot eELéyyov - - 20
IxwnBéng 500 500 500
Endaon 1 dpa otovg 37° C og vdatdLoLTPO.
Awyopiopds - Avoppoenon (1 petdyyion)
Addopa TAvong 2,0ml
epyaciog Avappoenon (1 petdyyion)
Aoy opiopog
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devteporenta

Ap. xotoioyov DI Asource:

ApOpog P.I.:
1700437/l

Ap. avabedpnong:

KIP0481 090427/1

nuepounvia avadsdpnong : 2009-04-27
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IIpoueTeTe meHsi MPOTOKOJ MPeEIN yoTpeda

DHEA-SRIA-CT

|. YIIOTPEBA

PagnouMyHHO H3ClieBaHE 3a KOJIMYECTBEHO W3MepBaHe iN Vitr0 Ha ChIbPKAHUETO HA YOBEIIKH 5-
angpocren-3b-OL-17-nuoH cyadar (nexuapoenranapocrepon cyindat win DHEA-S) B cepyM.

II. OBIIA HH®OPMALIUA

A. TlaTtenTtoBaHO UMe: DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Karaso:xkeHn Homep: KIP0481: 96 Tecra

C. IIpousBeneHo oT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue De I’ Industrie 8 B-1400 Nivelles, Belgium.

3a TexHMYeCKa MOMOII WJIH MOPBYKA:
Ten.: +32 (0)67 88.99.99 daxkc: +32 (0)67 88.99.96

1. KIHMHHUYEH IIPEIJIE]]

A. buonozuuna akmuenocm

Hexunpoenuanapocreporst (DHEA) u nerosara cyndarupana ¢opma, DHEA-S, ca npousBexnaHure B Haii-
rOJIeMH KOJIMYECTBA CTEPOMIHH HPOIYKTH Ha Haa0bOpeuHute sxie3u. HanOwnOpeunara jxie3a € eJIMHCTBCHHST
M3TOYHUK HA TE3M CTEPOMIM IPH JKCHHUTE, HO MPH MBKETC TAKHBA CE HMPOM3BEKAAT B MAJKH KOJIHYECTBA W B
tecrucute. OO6pasyBanero Ha DHEA ce crumynupa OT aIpeHOKOPTHKOTPOIHHS XOPMOH, IMPEIN3BHKBAIL
3HAUMTENIHA JCHOHOIIHA BapHanus B cepyMHHTe KoHueHTpauun. DHEA 65p3o ce mpeobpazysa B DHEA-S or
€H3MM, HAIMYeH B HagOBOpEeYHUTE KJIe3H, YepHHUs Ipod 1 ThHKOTO 4epBo. DHEA-S e Hannuen B KoHIIeHTpaImy,
najpuiasanm 200 oetu Te3u Ha DHEA 1 MMa mo-Imiibr HOMYXKHUBOT, KOETO B 3HAUMTENIHA CTENICH HaMassiBa
JICHOHOIIHHUTE BapHalliH.

CrapeeHeTo OKa3Ba BIMSHUE BbPXY CHIOKPUHHATA NPEXOZHA CTPYKTYpa, BKIounTesHO BhpXy DHEA-S, Kkoiiro
MOXE JIa Ce CYnTa 32 OMOMapKep Ha CTApEeeHEeTO, Thil KATO HErOBUTE HHBA IIOCTEIICHHO HAMAISIBAT C Bh3pacTTa.
ITna3menure nuBa Ha DHEA-S ce yBennuaBaTt cTaGHIIHO OT OKOJIO CeAMara TOMHA Ha JKHBOTA M MOCTEHEHHO
3aI104BaT 112 HAMAJLSIBAT CJIE TPETOTO JAECETHIETHE.

DHEA e 19-wriieposier crepous ¢ MoiekyiHo teryio ot 288 Kd u nonyxuBor B miasmara ot okoino 1-3 gaca.
MonexynHoro terno Ha DHEA-S e 368.5 Kd, a nomyxuBorsT - okono 10-20 waca. DHEA ce ¢opmupa or
MIPErHEHOJIOHA TpM HayimyueTo Ha eH3uma 17,20 nmecmonaza W ce MeTabonu3upa B aHIPOCTEHIMOH MM
TECTOCTEPOH CHOTBETHO OT 3-Oera mim 17-Oeta-XMApocTepou] AEXUAporeHasa. XHUIPOCTEpoua cyidarasaTa
npespbiia DHEA B DHEA-S, a cyndoxuponaszara o0pblia IocokaTa Ha Ta3u peakiysl.

B. Knunuunu npunoscenus

[MoBumenn HuBa Ha DHEA-S ce orkpuBar B ma3mara Ha manueHTH ¢ ObOpeYHHM TYMOpPH WM C BpOICHA
XHIepIUIa3nsl Ha HanObOpeunnTe xJe3n. HuBara na DHEA-S morar na ca Jieko HOBHIIGHH U TP MAlUEHTH C
TIOJIMKMCTO3HY SHYHMIY, MTOUIbPIKAI BHPWIN3AIMATA HA HaZOBOPEYHHsS KOMIIOHEHT, HAaOJIoaBaHa IpU TOBA
cberostHue. Tymopu B ipousBeskaannst UXI mpu MbkeTe MoXe J1a IoBEJIe 10 YBEIMUEeHO pou3BoacTBo Ha DHEA
B TECTHUCHTE.

DHEA-S gecro mpTH ce u3cie/Ba 3aeJHO ChC CBOOOIHHUS TECTOCTEPOH KaTo HavallHO CKPUHMUHIOBO M3CIIE/IBaHE 32
XHIIEpaHAPOreHn3bM IpH XUpcyTH3bM. [lonsikora DHEA-S e enquHCTBEHHAT XOPMOH, IUPKYIIUpAI IIPH HUBA HaJ
HOPMAJITHATE M OYEBHIHO € II0-BEpPOSITHO Aa ObJe C IMO-BHCOKM HHMBA Ipe3 PaHHUTE CTAJAUM HA XHPCYTH3BM,
OTKOJIKOTO T€3H Ha OCTaHAINTE aHPOTeHH.

Oo6uknoBeHo DHEA-S He ce u3sBsiBa Ipy HATMYHETO HA OBOpedHa HEOCTATHYHOCT WITH MAHXHUITOMHUTYHTApU3bM.
KoHrenTpanuure ca jJeKo NOHMWKEHH IPH OPEMEHHOCT U IIPH OPaJIHO NIPUeMaHe Ha KOHTPALETITUBH U OT4EPTaHO
TIOHIKEHH CIIe]T TIPHEM Ha TITFOKOKOPTHKOUIH.

Hucky mupkynmupany KOHIIGHTpauK ce HaOJroqaBaT pyu ocTpu 3aboisiBanus 1 npu narueHtu cbe CITMH.



\V. IDPHHIHUIIH HA METO/1A

OrnpeieneHo KomuecTso HatoBapeH ¢ 22| DHEA-S ce KOHKYpHpa C HATMYHHS B
npoda wimm kanubparop DHEA-S, momiexaiy Ha u3MepBaHe, 3a OIpEICIeHO
KOJIMYECTBO LIEHTPOBE Ha Cl'lel.ll/l(bl/l“lHl/l AHTHUTEIIA, 14M0614n14314pa1-114 KbM CTCHHUTC
Ha MoJMcTUpoJioBa enpyserka. Cien emHodacoBa uHKyOauus npu 37°C BbB
BOfHAa OaHs KOHKYpEHTHATa peakiMs HpHKIoYBa ¢ acnupauus. Ciex ToBa
enpyBeTkuTe ce usmuBar ¢ 2 ml PaGoren MsmuBaiy Pa3tBop u ce acnupupar.
HauepTraBa ce xanubpannoHHa KpuBa, a KoHieHTpaunure Ha DHEA-S B npo6ure
ce OIPEACIIAT YPe3 HHTEPHONALHs HA 103aTa OT KaJIMOpAI[MOHHATA KPUBA.

V. H3IIOJI3BAHH PEATEHTH

PearenTn KoanuecTBo IBeren Ipuroresine
96 Tecta KOJT
EnpyBeTKH, IIOKPUTH C 2
x4 T
U anmi-DHEA-S 8 CroHoBa 0TOB 3a yrorpeda
KoCT
1 pnakon YepBeH T'oToB 3a ynorpeba
Ab ) 55ml
235kBq
TMPOCJIEASIBAILIO
BEILECTBO: DHEA-S,
HatoBapen ¢ Ziox (HPLC
ckaia) B Oydep ¢ BOJICKH
kasenH u asux (<0.1%)
CAL 0 1 pnakon HKBIT Jlo6asere 0,5ml
Hyse Kammoparop s Hosemk JHO(HITH3UpPaHH JICCTHIIMPaHa BOJa
CepyM € THMOI
5 makona HKBIT Jlo6asere 0,5ml
JIHO(HITH3HpPaHH JICCTHIIMPaHa BOJa
Kamu6parop -N =110 5
(BHX TOYHHTE CTOMHOCTH HA
eTHKeTa Ha (hIIaKOHHTE) B
HOBEIIKH CEPYM C THMOJ
wasH | son | cone 1 pnakon Ka(siB Pa3penere 70X ¢
10ml JIeCTHIIMpaHa Bojia
Wsmusarn pasrsop (TRIS-HCI) (u3nonsBaiite
MarHuTeH
cemnaparop)
| CONTROL | N | 2 nakona cpebbpen | Jobasere 0.5ml
Romponn L 25 Sosemmat JHO(HITH3HpPaHH JICCTHIIMPaHa BOJa
CepyM € THMOI

3abenexka: M3mnonsBaiite HyleBUs KaaIuOpaToOp 32 CEPYMHUTE Pa3peKAAHHUS.

VI. CPE/ICTBA, KOHUTO HE CE OCHT'YPABAT

CrenHHUTE MaTepHan ca He0OXOIMMHU, HO HE Ce OCHTYpsBAT B Ha0Opa:

1.  JecrmimpaHa Boja

2. Tluneru or: 20 pl u 500 pl (mpenopbuBa ce M3MOJ3BAHETO HA MPELU3HH
IIUIIETH C HAKPAWHUIM 3@ SAHOKpaTHA yroTpeba ).

3. 3aBuXpsI CMECHTEN

4.  MarHuTeH cenapatop

5. Boana 6ans npu 37°C

6. 5ml aBromarnuna cnpunuoska (tun Cornwall) 3a usmuBane

7. Acnupaunonsa cucrema (110 u30op).

8.  Bceskakbs rama 0posid, KOHTO MOXE Jia U3MEPH YIIOTPEOEHOTO KOJIMYECTBO

15| (vunrnmanen kanamurer o 70%)

VII. IIPUTI'OTBAHE HA PEATEHTA

A. KaauGparopu : PexoHcturynpaiite kanubparopure ¢ 0,5 ml necruimpana
BOJIA.

B. Konrpouu: Pexoncrurynpaiire konrpoiure ¢ 0,5 ml recruimpana soza.

C. PaGoren u3muBauy pa3rBop: Ilogrorsere ajaekBateH o6eM OT pabOTHUS
M3MHBAILl Pa3TBOP 4pe3 gobaBsiHeTo Ha 69 obema aecTuiMpaHa Boja KbM 1
obeM ot uamuBanuwst pa3rop (70X). M3non3saiire MarHuTeH cernaparop, 3a
ma XoMoreHusupate. VI3XBbpieTe HEymoTpeOCHOTO KOJMYECTBO OT
PabOTHHUSI K3MHBAIL PA3TBOP B Kpast HAa JACHS.

VIII. CbXPAHEHHE H CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTHTE

- Bcuuky KOMIIOHEHTH Ha KMTA ca CTAOWJIHY 10 JaTaTa Ha CPOKa Ha TOAHOCT,
MIOCOYCH Ha ONAKOBKaTa, IPH TemiepaTypa Ha chxpanenue ot 2 °C po 8°C
IPEAU OTBAPSHE MIIM PEKOHCTUTYUPAHE.

- Criel peKOHCTUTYHpPAHE, KaIHOPaTOpUTEe M KOHTPOJIUTE ca CTAOWIHH 3a
cpok oT 7 muHu mpu Temmeparypu 2-8°C. 3a mo-AbArH CpOKOBE Ha
ChXpaHEHHE, ce OMpe/elisi KpaTHO U Ce ChXpaHsBa npu temmeparypa -20 °C
3a MakcuMyM 3 Mecera. M30sraiiTe mocneaBaiy UUKIA Ha 3aMpa3siBaHe-
pa3mpassiBaHe.

- Ilpsicho mnpurorBeHuss PaboTeH wu3MuBall pa3TBOp TpsiOBa na Obiae
H3I10JI3BaH CbIIUA ACH.

- Cnen mbpBaTa ymorpeba, Tpelicepa € CTaOWIeH 10 W3THYaHE CpOKa Ha
FOJHOCT, aKO C€ ChbXpaHsABAa B OPUIMHAIHMS 0Ope 3aTBOpeH (JIaKOH MpH
Temmneparypu 2-8°C.

- IlpoMenn BBB (U3MYECKHS BHJ HAa pEAreHTHTe HA KUTAa HHAULMpAT
HECTaOMITHOCT MITH HETOJHOCT.

IX. CBBUPAHE HA ITPOBUTE H OBPABOTKA

CepyMbT TpsiOBa fa ce ChXpaHsBa IpH Temiepatypu 2-8°C.

AKO TecThT HE Ce HampaBd B paMKuTe Ha 24 dYaca, ce HpEHOpbUBa
chXpaHeHue npu Temuneparypa -20°C.

W306srBaiiTe nmocieABaliy UKIIM Ha 3aMpa3siBaHe-pa3MpassiBaHe.

X. MPOLEAYPA

A. OO GesreRKH

He u3non3Baiite kuta WM KOMIIOHEHTHTE My CJIe]] AaTaTa Ha U3THYaHE CpoKa Ha
rogHoct. He cmecBaiite MaTtepuanu OT pasiauyHuM naprtuau kurtose. Ilpenn
ynoTpeda ocTaBeTe BCHYKHM PEareHTH Ha CTaiiHa TemIeparypa.

BHUMATEIHO CMECBalTe BCHYKH PEArcHTH C MPOOHUTE 4Ype3 HEKHO pakiiallaHe
WIM BBPTEIMBO pa3MecBaHe. 3a 1a H30erHeTe KpbCTOCAaHA KOHTAMHMHALWS,
M3M0JI3BAlTE YUCT MUIMETEH HaKpalHUK 3a eJHOKpaTHA ynoTrpeda 3a 100aBsHETO
Ha BCEKH pearcHT KbM ChOTBETHATa pooda.

Bl/lCOKO NPEUU3UPAHUTE MMUNETA WM aBTOMATHUYHUTE IMUIICTHU 614xa l'lOLlOﬁpl/lJ'll/l
TouHocTTa. CHOOpa3siBaiiTe ce ¢ BpEMETO 3a HHKyOauusl.

IMoxrorsere KaanOpanMOHHA KPUBA 32 BCSKO H3MEPBaHE U He H3I0JI3BaiiTe JaHHU
OT NPEANIIHU U3MEPBAaHUA.

B. IIpoueaypa

1. Osnauere JBe MO JBE MOKPUTHTE CIPYBETKH 3a BCEKH KaiuOpaTop,
KOHTpOJIA 1 11po0ba. 3a onpejesiHe Ha o0wust Opoil uMITyJicH, o6o3Hauere 2
HOPMAJIHH EIPYBETKH.

2. PasknaTtere 3a KpaTKo BpeMe KaquOpaTOpPUTE, KOHTPOJUTE H NpoOUTEe U
pasnpezenere no 20 Pl OT BCIKO B CbOTBETHUTE EIPYBETKH.

3. Pasmpenenere 500 ul DHEA-S, natoBapen ¢ ‘2o BbB BCSKA NpyBETKA,
BKJIOYHMTETHO B HEIIOKPUTUTE SPYBETKH 33 0OLIOTO MpedposiBaHe.

4, Pa3kiatere HSKHO C pbKa KOHTEHHEpa ¢ elMpyBETKHTE, 33 Jia 0CBOOOIUTE
BCSKO OCTaHaJIO BB3/1YLIHO MEXypye.

5. Huky6Gupaiite 3a 1 yac npu 37°C BbB BogHA OaHsL.

6.  Acnupupaiite (1M npeneiTe) ChAbPKAHUETO Ha BCSKA enpyBeTka (OCBEH
eNpyBETKUTE 3a ONpelesiHe Ha oOums Opoil uMmyscu). YBepere ce, 4e
IJIACTMACOBUSIT Kpall Ha acmupaTopa JAOCTHra JIbHOTO Ha IOKpHTATa
eNpyBETKa, 32 1a MOXKE 112 OTCTPAHHU LSUIATa TEIHOCT.

7. Vsmuiire enpyserkute ¢ 2 ml PaGoren PastBop 3a wusmuBane (c
M3KIIFOYEHHE Ha 001ms Opoil) u acnupupaiite (nmm npeneiire). M36srsaiite
pasrieHBaHe 110 BpeMe Ha jgo0aBsiHeTo Ha PaGoTHus Pa3TBop 3a u3MuBaHe.

8. OcraBere CHPYBETKMTE B H3MPABEHO IIOJIOKEHUE 3a JBE MUHYTH W
acnupupanTe OCTAHAIUTE KAIKU TEYHOCT.

9.  Oruerere enpyBeTkuTe B rama Oposiy 3a 60 cexyHau.

Xl. H3YHCIIABAHE HA PE3YJIITATHTE

1. H3uuciere cpeHOTO apUTMETUYHO HA PE3YJITATUTE, IIOJIYUYCHH OT ABE 10
JIBE CIIPYBETKUTE.

2. V3uwuciere cBbp3BallaTa PaJHOAKTHBHOCT KAaTo MPOLEHT OT CBBP3BAHETO,
ompezeseH Npu Hynesara KanuOpaunonHa touka (0) cropex cieaHara
dopmyia :

3. Msnomnspaiiku 3 qMKIMYHA ceMU-TorapuTMuuHa wim |0git-log rpapuuna
xaprusi, Hanecere (B/B0(%)) croiiHocThTe 32 BCsIKA KaMOpaloOHHA TOYKa
kato (ynkuus Ha DHEA-S kxoHuenTpanusita Ha Besika KanuOparoHHa
TOYKa. OTXB'pr'leTe OYCBUIHHUTEC OTKJIOHCHHUS ..

B/BO (%) = 6poii (KanuGpaTop 1 npoba) x 100
6poii (Hynes Kanmi6paro)

4.  KOoMIIOTHPHO aCHCTUPaHH METOAM ChILO MOraT Aa Objar M3IO0JBaHH, 33 1a
ce [OCTPON KanuOpaluoHHaTa KpUBa. AKO Ce U3I10J13Ba aBTOMATHIEH METO/
Ha 00paboTKa Ha pe3yiTaTuTe, Ce MpernopbyuBa Moaxosima 4-napamerpoBa
JIOrUCTUYHA KpHUBa.

5. Upes unrepnonanus Ha (B/BO (%)) croiiHocTuTe OT Mpobara ce OnpeaesT
DHEA-S koHIeHTpanuuTe Ha MpoOUTe OT KaanOpalnoHHATa KPHBA.



6.  IIpoueHTsbT Ha OOLIOTO MPOCIEASBALIO BELECTBO, CBBP3aHO [PH JIHIICA HA
nenaropaped DHEA-S (BO/T), TpsibBa na ce mnposepu  3a BCAKO
M3CIIC/IBAHE.

XII. XAPAKTEPHH JAHHHU

HaHHl/lTC, U3JI0KEHHU I10-0J1y Ca CaMO 3a WIIFOCTPALUs U HUKOTa HE OuBa Ja ce
H3I10JI3BAaT BMECTO HCTHHCKATa Kannﬁpaunox—u—xa KpuBa.

DHEA-SRIA-CT cpm B/Bo (%)
061 6poit 98506

Kaym6parop 0,0 pg/d 53690 100,0
12 upgd 48550 90,4

65 pg/d 36580 68,1

32,0 pgd 20803 387

150,0 pg/dl 7804 14,5

800,0 pg/d 2087 39

Kongepcuonen dakrop:
Ot pg/dl go pmol/L :
Ot pmol/L zopg/d :

x 0,0271
x 36,85

XUI. A3IIBJIHEHHE H OTPAHHYEHUA

A. OnpejesieH TUMUT

JlBasieceT HyJieBH KanuOpaTopa ca OMIM M3MHTaHH 33€QHO C KOMILUICKT OT JPYru
kamubpatopu. OnpeneneHus JIMMHT, Ae(pUHAPAH KAaTo sIBHATA KOHLEHTPALHS HA
JIBe CTAHIAPTHH OTKJIOHEHMsS HaJ CPEeAHHs Opoil MpH HyJIeBO CBBP3BaHE, € OHII

0,59 pg/dl.

B. Cnenn¢gnunocr

CreuupuYHOCTTa Ha H3MOI3BAHOTO 32 TOBA H3CIEIBAHE IOJUKIOHAIHO
aHTUTSI0 O€ ompezeneHo Ha Gasata Ha pagnoummyHHO u3ciensane (RIA), karo
ChOTHOIIGHHE Mexay koiumdecrBoro Ha DHEA-S, npenussuksamy 50%
HHXHOHpaHe Ha CBbp3BaHeTOo Ha HaToBapeHus DHEA-S, n xommuectBoTo Ha
ChEAMHEHMATA C KPBCTOCAHA PEAKTUBHOCT (AHAJO3M), HPEAM3BUKBALIM CHLIOTO
HHXHOMpPaHE.

D. Tounoct
TECT C PASPEXXJIAHE
Ipoda Pazpexnane TeopeTnyHa H3mepena
KOHUEHTpauus KOHUEHTpauus
(ng/di) (ng/di)
Cepym 71 - 660,9
12 338,8 330,5
14 155,9 165,2
/8 80,8 82,6
/16 38,1 413
132 21,4 20,7
164 11,4 10,3
IIpoGure 6s1xa pa3peieHu ¢ HyJIeB KalubpaTop
BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
IIpo6a nooasen DHEA-S Bb3cTanoBeH Bb3cTanoBeH
(pgrdl) DHEA-S %)
(ng/dl)
Cepym 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
375 38,9 1037

JIOKOJIKOTO HH € M3BECTHO, 3@ TO3M I1apPaMEThp HE ChILECTBYBA MEXIYHAPOACH
pedepeHTeH MaTepuail.

. 3akbCcHeHHe

Kakro e mokasaHo 1o-J0iy, pe3yiIrTaTuTe OT M3[MHTBAHETO OCTABAT TOYHH JOPH
koraro npobara e pasmnpenencHa 30 MHHYTH Ciiell KaTO KaluOpaTtopbT € Oui
1100aBEeH KbM IIOKPHTATa CIPYBETKA.

3aKkbCHeHHE
Cepym pg/di o 10 20 30
Cepym 1 235 20,9 23,0 21,2
Cepym 2 1939 192,1 181,9 197,1

ChennHeHue KpbcTocana peak THBHOCT
(%)
DHEA-S 100.00
DHEA <01
DHEA- rmoxyposn ND
Anpnpocrepon 0.06
AHZIpOCTEH IO 0.02
AHZIPOCTEHTHOH 0.09
Kopruxon ND
Kopruxocrepon ND
Ecrpamuon-17b ND
Ecrpon ND
Ecrpon-cyndar 0.19
Iperuenonox ND
17-XupoKCUIIporecTepoH ND
Iporecrepon ND
5a-TMXHCPOTECTOCTEPOH 0.02
Tecrocrepone 0.03

3a0esexka: B Ta3u Tabimia e nokasaHa KpbCTOCaHATa PEAKTHBHOCT HA aHTHU-
DHEA-S. ND: nHenzmepum

I'. Ipenusnoct

XIV. BBTPELIEH KAYECTBEH KOHTPOJI

- Ako pesynrature, nonydenn 3a Konrtpona 1 w/wim Kontpona 2 He ca B
paMKUTE Ha HHBOTO, YKa3aHO Ha €THKETa Ha ()JIaKOHA, TO PE3YJITATHTE He
Morar Aa ObJaT M3MOJI3BaHH, OCBEH aKO HE CE PEJOCTaBH 3aI0BOJUTEIHO
00sICHEeHHE Ha TOBa HECHOTBETCTBHE.

- Ilo sxenaHue, Besika J1abOpaTOpUsi MOXKE Jla CH HalpaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHH NPOOH, KOUTO TPSOBa [1a ce ChbXPaHsIBAT 3aMpPa3eHH B KPaTHH
CbOTHOILICHHUSI.

- Kpurepunte 3a mpueMaHe Ha pa3iukaTta OT ABOWHUTE pe3yJNTaTH Ha
npodute TpsioBa jaa ce onupat Ha JloOpara JlabopatopHa ITpakTuka.

XV. PEQEPEHTHH HHTEPBATH

CTOHOCTHTE, II0Ka3aHU MO-J0Jy, Ca HPEAOCTABEHH CaMO 3a HAIIBTCTBHE; BCSKA
nabopaTopusi TpsOBa Ja yCTAHOBH CBOM COOCTBEH HOpMaJieH 00XBar Ha
CTOHHOCTH.

VHTepBanuTe ca H3pa3eHH KaTo MIPOLEHTHH cToiHOCTH: OT 2,5% 1o 97,5%.

110 BPEME HA U3IITMTBAHETO MEXJ1Y UBITMTBAHETO
Cepym N <X>*SD CcVv Cepym N <X>+SD CcVv
(Hg/dl) (%) (Hg/dl) (%)
A 20 10,8+ 0,6 53 A 20 21,7+10 45
B 20 1412+ 51 36 B 20 152,8+ 7,7 51

SD : Crangaprro otkionenue; CV: KoedpuuneHnT Ha Bapuans

Cy0exTH (Bb3pacToBU Bpoii Cpenno Jnana3on *
rpymnu) APUTMETHYHO
(pg/dl)
PKenu
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3- 531,0
20-24 16 244.0 118,7 - 4289
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 29 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 291,4
40-44 19 144,4 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0




50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 34,5 - 1781
60-64 10 92,8 24,6 - 1823
> 65 15 114,3 63 - 377,0
MbiKe
<15 14 138,9 34,9-284,1
15-50 42 262,2 80,5-479,4
>50 37 177,6 51,8-470,7

XVI. IIPEJITA3SHH MEPKH U IIPE/]YIIPEK/ITEHHA

BesonacuHoct

Camo 3a in Vitro quarsocruka.

Tosu HaGop chabpxa 2| (momyxuBot: 60 fHu), eMuTHpal iorm3upamm X (28
keV) u y (35.5 keV) npuenus.

To3u paanoakTHBEH MPOAYKT MOXKE Ja Ce IPeHacs M Ja Ce U3I0J3Ba CaMO OT
OTOPHU3MpPAHU JMI[A; IOKyNKaTa, ChXPaHCHHETO, ymoTpebaTa H pa3MsHaTa Ha
PaJMOAKTHBHU NMPOAYKTH ca MpeIMeT Ha 3aKOHOJATEeJICTBOTO Ha JbpkaBara, Ha
KpaiiHus nmotpebuten. To3u mpoayKkT He OMBa B HUKAKbB CIydail 1a ce mpuiara
Ha XOopa HUJIk )KUBOTHHU.

BbopaBeHeTo ¢ paanakTHBHHS HPOAYKT TPsiOBa [1a ce U3BHPLIBA B ONpe/eiicHa 3a
LesTa TePUTOPHsl, aied OT PeryJsipHU 30HM Ha peMuHaBaHe. B maGoparopusita
TpﬂGBa Ja c€ noaabpKa AOHEBHHUK 3a II0JIy4aBaHETO W CBXPAHCHHETO Ha
pasMoaKTHBHUH MaTepuand. JlaboparopHaTta eKMIMPOBKA M CTBKIAPHs, KOHTO
Morar Ja 0bJaT KOHTAMHHHPAHU C PaJHOAKTUBHHU CyOCTaHLNH, TPs1OBa aa Obaar
OTHCNCHH C el Ja ce H30erHe KPbCTOCaHa KOHTAMHUHALMS C Pa3IndHH
PaZIMOU30TOIH.

BesikakBH  pafiMioaKTHBHM HPBCKH TPsiOBa 1Oa ce IOYMCTBAT He3abaBHO B
CHOTBETCTBHE € NPOLEAYPUTE 3a pagualioHHa Oe30macHOCT. PagnoakTHBHHTE
oTmagblM TpsOBa 1a ce U3XBBPILIT, CIEIBAKH MECTHHTE HapeabH U
PBKOBOACTBA HA BJIACTUTE, YINPAXKHABAIIW HOPUCIUKUUATA, HAX naﬁopaTopm/lTe.
IlpuaspikaHeTo KbM OCHOBHHUTE MpaBWiIa 33 PaJMIMOHHA OE30MaCHOCT
ocurypsBaT aJJ€KBaTHa 3alluTa.

qOBeLLlKl/lTe KPBbBHU KOMIIOHECHTH, BKJIFOYCHH B KHTa, Ca 6l/lJ'll/l TECTYyBaHU 4Ype3
onobpenn or Espomneiickn n/unmn FDA (AmepukaHcKa areHUus 110 XpaHUTE U
JIeKapcTBaTa) METOIM M ca jJand orpuuareiaed pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV,
anTu-HIV-1 u 2. Hsima u3BecTeH METO/, KOWTO Ja JaBa IIbJIHA FapaHIlks 3a TOBa,
4ye YOBELIKUTE KPBbBHU jaepuBatd He npenacsar xenatut, CIIMH wm npyru
uHbekunu. ETo 3a10, 60paBeHETO ChC PEareHTUTE, CEPyMHUTE MM IUIA3MEHUTE
1podu TpsioBa aa Ob/e B ChOTBETCBHE C MECTHHTE MPOLIEAYPH MO 6€30I1aCHOCT.
Benukd JKMBOTHHCKM TPONYKTH W JACpHBATH ca OWiH CbhbOMpaHH OT 37ApaBH
KUBOTHH. BOJICKMTE KOMIIOHEHTH Ca C IPOH3XO/ OT CTpanu, kbaero BSE (Boicka
cepyMHa eHuedanonartis) He ¢ Ouia ycraHoBsBaHa. HesaBucumo OT TOBa,
KOMITOHEHTHTE, ChABPIKAILM XUBOTHHCKH CyOCTaHIMH TpsiOBa Ja ce TpeTUpaT
KaTo MOTCHIIMAJIHO l/lH(beKL[l/l03Hl/l.

W36sirBaiite KakbBTO M Ja OWIIO KOXEH KOHTaKT C peareHTHTe (ChIbpiKar
HATPHEB a3U/l KATO KOHCEPBAHT). A3HABT B TO3H KHT MOXE /1a pearupa ¢ 0J0BOTO
U ME€ATa BbB BOAOIPOBOJHHUTE MHCTAJALlMKM KaTO IO TO3UW HAYMUH CC MoOJIy4daBaT
CUJIHO C€KCIUIO3UBHHW MCTAJIHU a3uu. HO BpEMEC Ha U3MHUBHHIA €Tall, l'lpOMPlﬁTe
ChC CHJIHA M OOMIJIHA CTPYsl BOJA KaHAJIM3ALUATA, 32 fa u3bernere HopMHUpPAHETO
Ha a3uau.

He nyuwiere, He mnuiiTe, HE SDKTE M HE CH Cllaraiite Ko3MeTHKa B paboTHaTa
Tepuropus. He nunerupaiite ¢ ycra. M3non3saiiTe 3aiiTHO 00JICKIIO M PhKaBHIIU
3a eHOKpaTHA yrnoTpeoa.
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XVIHI. OBOBIEHHE HA IIPOTOKO.IA
OBIIA MPOBA (1)
AKTUBHOCT KATHBPATOPH KOHTPOJIN
ul
pl ul
Kamu6paropu (0-5) - 20 -
ITpo6u, KOHTpOIM - - 20
Tpeiickp 500 500 500
Viny6ars 1uac npu 37°C BB BOJIHA OaHs.
Cenapanus - acnupupaiite
Vi3muBall pa3TBop - 20ml
Cemnaparjust - acruMpupaiiTe BHUMATEIHO
Bpoene Oruerere enpyserkute 3a 60 cekyHm
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Przed zastosowaniem nalezy pr zeczyta¢ caly protokol.

DHEA-S-RIA-CT

I.  PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunol ogiczne do ilosciowego pomiaru in vitro ludzkiego Siarczan 5-androsteno-3b-OL-17-
dionu (siarczan dehydroepiandrosteronu lub siarczan DHEA) w ludzkigj surowicy.

I[l. INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: DIAsource DHEA-S-RIA-CT
B. Numer katalogowy: KIPO481: 96 oznaczen

C. Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgia

Dzial pomocy technicznej oraz infor macje dotyczace zaméwien:
Tel: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

I11. INFORMACJE KLINICZNE
A.  Aktywnosé biologiczna

Dehydroepiandrosteron (DHEA) oraz jego zwiazek siarczanowy, DHEA-S, sa gtéwnymi produktami sterydowymi
nadnerczy. Gléwnym zrédiem tych sterydéw u kobiet sa nadnercza, natomiast u mezczyzn istnigje jeszcze niewidka
produkcja tych substancji w jadrach. Produkcja DHEA jest stymulowana przez ACTH, w wyniku czego obserwuje Si¢
Znacznego stophia zmiennosé dobowa, jezeli chodzi o stezenia tego hormonu w surowicy. DHEA jest szybko przeksztatcane
do DHEA-S przez enzym obecny w nadnerczach, watrobie i jeicie cienkim. DHEA-S wystepuje w stezeniach
przekraczajacych 200-krotnos¢ poziomu DHEA i charakteryzuje sie dtuzszym czasem péitrwania, w wyniku tego zmiennosé
dobowa poziomu tgj substancji jest mnigj istotna

Z uwagi na wptyw starzenia na strukture endokrynologiczna, w tym DHEA-S, poziom tego hormonu moze by¢ brany pod
uwage jako biomarker procesu starzenia, poniewaz poziomy substancji stopniowo maleja wraz z wiekiem. Poziomy DHEA-S
W 0soczu stopniowo wzrastaja od okoto siédmego roku zycia, nastepnie stopniowo maleja od trzecig) dekady.

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

B. Zastosowania kliniczne

Podwyzszone poziomy DHEA-S stwierdza sie¢ u pacjentéw z guzami nadnerczy lub z wrodzona hiperplazja nadnerczy.
Poziom DHEA-S moze by¢ réwniez nieznacznie podwyzszony u pacjentéw z zespotem policystycznych jajnikéw, co
potwierdza role nadnerczy w wirylizacji obserwowang w tym stanie chorobowym. Guzy wytwarzagjace HCG u mezczyzn
moga prowadzi¢ do zwiekszenia wytwarzania DHEA w jadrach.

DHEA-S jest czesto oznaczany razem z wolnym testosteronem w poczatkowym tescie przesiewowym hiperandrogenizmu
w hirsutyzmie. W niektérych przypadkach, DHEA-S jest jedynym hormonem we krwi krazacej, ktérego poziomy
przekraczaja wartosci prawidiowe. Do takig) sytuacji dochodzi ngjczesciej w poczatkowych stadiach hirsutyzmu i dotyczy to
czescigg DHEA-S, niz innych androgendw.

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

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



V.

ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

W cdu pomiaru substancji obecnegj w prébce lub w kalibratorze, odpowiednia ilos¢
czasteczek DHEA-S oznakowanych 2| wspdtzawodniczy z DHEA-S o okreslon
ilos¢ migsc na przeciwdiatach unieruchomionych na sciance probéwki polistyrenowsj.
Po jednogodzinng inkubacji w temperaturze 37°C w tazni wodnd, przebieggacej
w temperaturze pokojowej reskcja wspétzawodnictwa jest przerywana przez aspirage.
Nastepnie probowki sa ptukane przy pomocy 2 ml roztworu ptuczacego i aspirowane.
Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a st¢zenia DHEA-S w probkach s3 okreslane na
podstawie natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE
Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probowki oplaszczone 2x 48 kos¢ Gotowe do zastosowania
anty-DHEA-S stoniowa
Ag 125 1fiolka czerwony | Gotowy do zastosowania.
55 ml
ZNACZNIK |ZOTOPOWY: 235kBq
DHEA-S oznakowany jodem'®
(poziom HPLC) w  buforze
fosforanowym z kazeina bydlgca
i azydkiem(<0,1%).
CAL n 1fiolka 6ty | Dodaé 0,5 ml wody
materiat destylowanej
Kadibrator zerowy w surowicy | liofilizowa
ludzkiegj, tymolem. ny
cAL 5 fiolek s6tty | Dodaé 05 ml wody
materiat destylowanej
Kaibratory DHEA-S - N = od 1 do | liofilizowa
5 (doktadne wartosci na etykietach ny
fiolek) w surowicy ludzkiej,
tymolem.
1fiolka brazowy | Rozcienczyé 70x woda
WASH SOLN CONC 10ml destylowana (wykorzysta¢
mieszadto magnetyczne).
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI)
2 fiolki srebrny Doda¢ 0,5 ml wody
CONTROL | N | materiat destylowanej
liofilizowa
Kontrole-N =od 1do2 ny
w surowicy ludzkiej, tymolem

Uwaga: Dorozcienczania probek uzywac kalibrator zerowy.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty s3 wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

1.  Woda destylowana

2. Pipety do dozowania: 20 ul i 500 pl (zaleca si¢ korzystanie z doktadnych

pipet z jednorazowymi koncowkami plastikowymi)

3. Mieszadto wirowe

4.  Mieszadto magnetyczne

5. Lazniawodnaw 37°C

6.  Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania

7. Uklad do aspiracji (opcjonalnie)

8. Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do

pomiaru 2| (minimalny uzysk 70%)

VII. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

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

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

C. Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwa objgtos¢ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowaé dodajac 69 objetosci wody destylowang
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

VIII. PRZECHOWYWANIE | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu zachowuja
trwatos¢ do daty waznosci przedstawiong na etykiecie, jezdi s
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rekonstytugji, kalibratory i kontrole zachowuja trwatos¢ przez
1 tydzien, pod warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C.
Swiezo przygotowany roboczy roztwér ptuczacy powinien by
wykorzystany w tym samym dniu. W razie koniecznosci przechowywania
przez diuzszy okres czasu, nalezy przygotowaé niewielkie objetosci
kontroli, co pozwala przechowywaé¢ je w temperaturze -20 °C przez
3 miesiace. Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje trwatosé
do podang daty waznosci jezeli jest przechowywany w oryginane,
dobrze zamknietg fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikbw w zestawie moga
wskazywac naich niestabilnos¢ lub zuzycie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

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

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

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikoéw zestawu po uplynieciu podane

daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatéw pochodzacych z réznych serii zestawéw.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnac
temperature pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki
delikatne potrzasanie lub obracanie.
Aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego, do dodawania poszczeg6linych
odczynnikéw i prébek nalezy wykorzystywaé czyste koncowki
jednorazowe pipet. Pipety wysokig precyzji lub pipety automatyczne
poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

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

nalezy dokladnie wymiesza¢é przez

Procedura

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

Szybko wymiesza¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowa¢ po 20
ul kazdg substancji do odpowiednich probowek.

Do kazdeg probowki, w tym do probéwek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, doda¢ po 500 ul DHEA-S oznakowanego jodem125.
Ddikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwiezionych
pecherzyk 6w powietrza.

Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze 37°C w tazni wodnej.
Aspirowa¢ (lub odlat) zawartos¢ kazdeg probowki (z wyjatkiem probowek
do catkowitego zliczania). Aby usunaé caty ptyn nalezy upewni¢ sg¢, ze
plastykowa koncéwka aspiratora osiagneta dno optaszczonegj probowki.
Przeptuka¢ probéwki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu pluczacego
(z wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania) i aspirowa¢ zawartosé
(lub odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego roztworu ptuczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Pozostawi¢ probdwki w pozycji sojacej do géry na dwie minuty
i aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Zlicza¢ probéwki w liczniku gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ srednia oznaczen podwajnych.
Obliczy¢ zwiazana radioaktywnos¢ jako odsetek wiazania okreslonego
w zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczbazliczen (dla kalibratoralub probki) .,

B/BO(%) =
/BOC%) Liczba zliczen (dla kalibratora zerowego)

100

Na 3 arkuszach p6tlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢
wartosci (B/BO(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcjg stezenia
DHEA-S kazdego punktu kalibratora Odrzuci¢ oczywiste wartosci
graniczne.

Do opracowania krzywej kalibracyjng moga by¢ wykorzystane réwniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikéw, zaleca si¢ dopasowanie krzywe
logistyczng 4 parametrowsj.

Naktadajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresdli¢ stezenia DHEA-S
w probkach z krzywej kalibracyjnej.

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



XIl.  PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

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

DHEA-SRIA-CT cpm B/Bo (%)

Zliczanie catkowite 98506

Kdibrator 0,0 pg/d 53690 100,0

1,2 ugd 48550 90,4

6,5 pg/d 36580 68,1

32,0 pgd 20803 38,7

150,0 upg/di 7804 14,5

800,0 pg/d 2087 3,9

Wspdtczynnik konwergi:
Z pg/dl napmoal/l : x 0,0271
Z pmol/l napg/dl : x 36,85

XI1. DZIALANIE | OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stezenie dwoch odchylen
standardowych ponizej przecietng wartosci zliczania przy wiazaniu zerowym
ksztattowala si¢ na poziomie 0,59 pg/dl.

B. Swoistosé

Odsetek  reaktywnosci  krzyzowej, oceniany przez poréwnanie stezenia
prowadzacego do 50% zahamowania, przedstawia Si¢ nastepujaco:

BADANIE ODZY SKU

Probka Dodano Odzyskany Odzysk
DHEA-S DHEA-S (%)
(no/di) (Ho/dl)
Surowica 300,0 305,6 1019
150,0 163,9 109,2
75,0 779 103,8
375 389 1037

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

E. Opoéinienie  pomiedzy  oznaczeniem  ostatniego  kalibratora
i dozowaniem pr 6bki

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

momentu dodania kalibratora do optaszczonych probéwek mingto 30 minut.

OPOZNIENIE
Surowica 0 10 20' 30
(ng/dl)
Surowical 235 20,9 23,0 21,2
Surowica 2 1939 192,1 181,9 197,1

Zwigzek Reaktywnosé¢ krzyzowa
(%)
DHEA-S 100.00
DHEA <0,1
Glukuronid DHEA nw.
Androsteron 0,06
Androstenodiol 0,02
Androstenodion 0,09
Kortyzol n.w.
Kortykosteron nw.
17b-Estradiol n.w.
Estron n.w.
Siarczan estronu 0,19
Pregnenolon nw.
17-hydroksyprogesteron nw.
Progesteron n.w.
5a-dihydrotestosteron 0,02
Testosteron 0,03

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie zngjduja S¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopdki nieuda sig¢ znal ez¢ wiasciwego wyjasnieniatego odchylenia

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

- Dopuszczalne kryteria dotyczace réznicy pomiedzy wynikami oznaczen
podwdjnych prébek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy
w laboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE
Wartosci sy przedsawione wytacznie w celach orientacyjnych, kazde

laboratorium powinno opracowaé wiasne wartosci referencyjne.
Zakresjest oparty na percentylach od 2,5% do 97,5%.

Nota: W tg tabeli przedstawiono reaktywnos¢ krzyzowa dla anty-DHEA-S.
n.w. : nie wykrywalne

C. Precyzja
PRECY ZJA W SERI|I PRECY ZJA MIEDZY SERIAMI
Surowica | N | <X>+SD Ccv Surowica | N <X>+SD Ccv
(Hg/dl) (%) (Hg/dI) (%)
A 20 10,8+ 0,6 53 A 20 21,7+10 45
B 20 | 141,2+51 36 B 20 152,8+ 7,7 51

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wsp6tczynnik zmiennosci

D. Dokladnosé :
BADANIE ROZCIENCZENIA

Prébka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(ng/dl) (ng/dl)

Surowica 1l 1 - 660,9
12 338,8 330,5

v4 155,9 165,2

18 80,8 82,6

116 38,1 41,3

132 21,4 20,7

164 11,4 10,3

Prébki zostaty rozcieficzone przy pomocy kalibrator zerowy.

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

K obiety
<15 15 129,7 37,8 - 2645
15-19 19 276,7 117,3- 531,0
20-24 16 244,0 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 29 1751 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 144,4 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 34,5 - 1781
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
>65 15 1143 63 - 377,0

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

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera | (Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowaniejonizujace X (28 keV) i y (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktéw radioaktywnych podiega 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 migjsc ogélng uzytecznosci. W laboratorium
mus by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie |aboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie
Zmigiscowymi przepisami i ogélnie przyjetymi wytycznymi obowiazujacymi
w laboratorium.  Przestrzeganie  podstawowych  zasad  bezpieczenstwa
radiol ogi cznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Skiadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europgjskie i/lub FDA. Stwierdzono,
ze nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ calkowitg pewnosci ze materiaty pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikéw zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno byé zgodne z migscowymi  procedurami  dotyczacymi
bezpieczenstwa

Produkty pochodzenia zwierzecego byty pobierane od zdrowych zwierzat.
Skiadniki bydlece pochodza z krajow, w ktérych nie odnotowano wystepowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawiergjace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skéry z odczynnikami (zawiergja azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy Si¢ w zestawie moze reagowaé z miedzia i
otfowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarmoéw, badz uzywaé kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rgkawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWIT KALIBRATORY PROBK |
ALICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
pl

Kadibratory (0 - 5) - 20 -
Probki, kontrole - - 20
Znacznik izotopowy 500 500 500
Inkubacja 1 godzinaw temperaturze 37°C w tazni wodnej
Rozdzielenie - Aspiracja
Roboczy roztwoér - 20ml
ptuczacy
Rozdzielenie Aspiracjaostroznie
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund

Nr katalogowy DI Asource Numer P.I. Nr aktudizagji :
KI1P0481 1700437/pl 090427/1

Datawydania : 2009-04-27
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Leiatodo o protocolo antes de utilizar.

DHEA-S-RIA-CT

|.  UTILIZAGAO PREVISTA

Radioimunoensaio para adeterminacdo quantitativa in vitro do 5-Androsten-3b-OL-17-Dione Sulfato
(Deidroepiandrosterona Sulfato ou DHEA Sulfato) humano no soro.

Il.  INFORMACOES GERAIS
A. Nomedoproprietério: DIAsource DHEA-S-RIA-CT
B. NUmerodocatdlogo: KIP0481l: 96 testes

C. Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Bégica

Para obter informagdes sobr e aquisi¢do ou assisténciatécnica, contacte :
BélgicaTel : +32(0)6788.99.99  Fax : +32 (0)67 88.99.96
Ou orepresentante local

1. SIGNIFICADO CLIiNICO

A.  Atividade Biolégica

Deidroepiandrosterona (DHEA) e sua forma sulfatada, DHEA-S, s&0 os esterdides mais abundantes produtos da
glandula adrend. A adrenal é a principa fonte destes esterdides em mulheres, mas em homens também tem uma
pequena contribuicdo para os testes. A formagéo de DHEA é estimulada pela ACTH produzindo uma variagéo
diurna significativa nas concentragdes de soro. DHEA é rapidamente convertida em DHEA-S pela enzima presente
na adrenal, figado e intestino delgado. DHEA-S esta presente em concentrages 200x maior que DHEA e tem uma
meia-vida maior, que remove largamente as variagdes diurnas.

A influéncia da idade na estrutura temporal endécrina, incluindo DHEA-S a qual pode ser considerada como
marcador biolégico de idade, desde que seus niveis decrescam graduadmente em pessoas mais velhas, Niveis
plasméticos de DHEA-S aumentam significativamente por volta dos dezessete anos e, entdo declinam
gradua mente apds aterceiraidade.

DHEA é um esteréide carbono 19 com peso molecular de 288 Kd e meia vida plasmética em torno de 1-3 horas.
O peso molecular de DHEA-S é 368,5 Kd e a mea-vida em torno de 10-20 horas. DHEA é formado de
pregnenol ona pela enzima 17,20 desmol ase e metabolizada para androstenediona ou testosterona por 3 beta- ou 17
beta-hidrosteroide dehidrogenase, respectivamente. Hidrosteréide sulfatase converte DHEA em DHEA-S e a
sulfohidrolase reverte estareacdo.

B. AplicagBes Clinicas

Niveis aumentados de DHEA-S sdo encontrados no plasma de pacientes com tumores adrenais ou hiperplasa
congénita da adrenal. DHEA-S pode estar um pouco elevado em pacientes com ovérios palicisticos, auxiliando o
componente da adrena para virilizag&o visto nestas condi¢Bes. A producdo de tumores HCG em homens pode
levar ao aumento testicular da producéo de DHEA.

DHEA-S é muitas vezes anadlisada em conjunto com a testosterona livie como um screen inicid para
hiperandrogenismo em hirsutismo. Algumas vezes a DHEA-S € o Gnico hormdnio circulando em niveis acima do
normal, e é gparentemente mais e evado durante os estagios iniciais de hirsutismo que os outros andrégenos.
DHEA-S é usualmente indetectavel com insuficiéncia adrend ou panipopituitarismo. ConcentragBes sdo
ligeiramente diminuidas na gravidez e com o uso de contraceptivos orais e fortemente diminuidos na
administracdo de glicocorticdides.

Concentragdes baixas circulando sdo vistas em pacientes com doengas severas e pacientes com AIDS.



V.

PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa DHEA-S marcado com '®| compete com 0o DHEA-S a ser
medido, que estgja presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade
fixa de locais de anticorpo, que é imobilizado nas paredes dos tubos de

poliesi

reno. Apés umaincubagdo de 1 hora a 37°C em banho maria, a reaccéo de

competicdo termina com a operagdo de aspiragdo. A seguir os tubos sfo lavados
com 2ml de solucdo de lavagem de trabalho e novamente aspirados. Traga-se uma

curva
determ

de calibragdio e as concentraces de DHEA-S nas amostras sdo
inadas por interpolacdo da dose a partir da curva de calibragéo.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Cadigo Reconstitui¢io
Testes de cor
Tubos revestidos com 2x48 marfim | Prontoparautilizar
anti DHEA-S
125) 1recipiente | vermelho | Pronto para utilizar
Marcador: DHEA-S marcado com 23555rknll3q
5] (grau HPLC) em tampao com
caseina bovina (1%) e azida
(<0,1%)
CAL 1recipiente | amarelo | Adicione 0,5 ml de dgua
liofili il
Cdibrador Zero no soro humano, tofilizado destilada
timol
CAL 5 amaelo | Adicione 0,5 ml de &gua
. recipientes destilada
Cdibradores DHEA-S - N = 1| Jicfilizados
para’5 (ver osva ores exactos nos
rétulos do recipiente) no soro
humano, timol
| WAS | SOLN | CONC | Lrecipiente | cestanho | Dilua70x com dgua
10ml destilada (use um
Solugo de lavagem (TRIS-HCI) agitador magnéti co).
2 prateado | Adicione 0,5 ml de &gua
recipientes destilada
Controlos-N =1o0u2 liofilizados
No soro humano, timol

Note:

Use o calibrador zero para dilui¢oes de amostras.

Pipetas autométicas: 20 ul e 500 pl (recomenda-se a utilizagdo de

Pipeta automética de 5 ml paralavagem (tipo Cornwall)

Qualquer contador gamma capaz de medir **°| pode ser utilizado

Calibrador es : Recongtitua os calibradores com 0,5 ml de agua destilada.
Controlos : Recongtitua os controlos com 0,5 ml de agua destilada.
Prepare um volume adequado de
Solugdo de lavagem de trabalho ao adicionar 69 volumes de &gua destilada
para 1 volume de solucéo de lavagem (70x). Use um agitador magnético
para homogeneizar. Rgeite a solugdo ndo utilizada no final do dia.

VI. MATERIAL NAO FORNECIDO
O seguinte material é necessario, mas néo fornecido com o kit:
1. Agua destilada
2.
pipetas precisas, com pontas descartaveis)
3. Misturador de vortex
4. Agitador magnético
5. Banho maria 37°C
6.
7. Sistema de aspiracado (opcional)
8.
(min al cance de 70%).
VII. PREPARACAO DOS REAGENTES
A.
B.
C. Solucdo de lavagem de trabalho :
VIII.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de abrir e recongtituir, todos os componentes do kit sdo estaveis até
ao final do prazo de validade, indicado no rétulo desde que mantido entre
2to08°C.

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

A solucéo de lavagem de trabal ho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
Depois da 12 utilizaco o marcador é estavel até final do prazo de validade,
desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre2 a 8°C.

= @

XI.

XII.

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

RECOLHA E PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

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

Se a andlise ndo for redlizada em 24 hrsrecomenda-se conservar em
aiquotasa -20°C.

Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagao

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

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

Pipetas de ata precisio ou equipamento automatico de pipetagem
mel horam a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

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

Procedimento

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

Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e control os e dispense
20 ul de cada, para os tubos respectivos.

Dispense 500 pl de DHEA-S marcado com | *# para cada tubo, incluindo
0stubos normais para as contagens totais.

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

Incube durante 1 horaa 37°C em banho maria

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

Lave ostubos com 2 ml de solucdo de lavagem de trabal ho (excepto os das
contagenstotais) e aspire (ou despreze). Evite formacao de espuma quando
adiciona a solugdo de lavagem.

Deixe os tubos direitos durante 2 minutos e seguidamente aspire a Ultima
porcao de liquido.

Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule a média das determinagfes em duplicado.

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

Contagens (Calibrador ou amostra) t
Contagens (calibrador Zero)

B/BO (%) =

Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log
trage osvalores (B/BO(%)) para cada ponto de calibragdo como uma fungéo
da concentragdo do DHEA-S em cada ponto. Rejeitando os “outliers’ (casos
marginais) 6bvios.

Os métodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibracdo. Se o processamento dos resultados for automético,
recomenda-se a curva com funcgdo de gjuste de“4 parametros’.

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

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

DADOS TiPICOS

Os dados seguintes sdo apenas para exemplificagdo e nunca devem ser utilizados
em detrimento dos dados reai s da curva de calibraggo.

DHEA-SRIA-CT cpm B/BO (%)

Contagens tota 98506

Cadlibrador 0,0 pgd 53690 100,0

1,2 ugd 48550 90,4

6,5 pg/d 36580 68,1

32,0 pgd 20803 38,7

150,0 upg/di 7804 14,5

800,0 pg/d 2087 3,9




Fator de conversio:
Depg/dl parapmoal/l : x 0,0271
Depmol/l parapg/d : x 36,85

XIll. DESEMPENHO E LIMITES

A. Limite de deteccdo
Foram analisados 20 calibradores zero , juntamente com um conjunto de
outros calibradores.
O limite de detecgdo, definido como a concentragéo aparente, 2 DP abaixo
das contagens médias com zero ligagoes, foi de 0,59 pg/dl.

B. Especificidade

A especificidade de anticorpos policlonais usados neste ensaio foram avaliadas
por RIA. A quantidade média de DHEA-S, a qual permite a inibi¢do de 50% de
ligacdo de DHEA-S marcado e a quantidade de reagtes cruzadas dos compostos
(andogos) ddo a mesma inibicao.

E. Intervalo de atr aso detempo entre o ultimo calibrador e a
dispensa de amostra

Conforme demonstrado a seguir, os resultados das analyses continuam
precisos, mesmo quando é dispensada uma amostra 30 minutos depois da
adicdo do calibrador aos tubos revestidos.

INTERVALO DE ATRASO DE TEMPO

Soro o 10 20 30
(ng/dl)

Soro 1 235 20,9 23,0 21,2
Soro 2 1939 192,1 181,9 197,1

Composto Reactividade-cruzada
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <01
DHEA-Glucuronida ND
Androsterona 0,06
Androstenediol 0,02
Androstenediona 0,09
Corticol ND
Cortisosterona ND
17p-Estradiol ND
Estrona ND
Estrona-Sulfato 0,19
Pregnenol ona ND
17-Hidroxyprogesterona ND
Progesterona ND
5a-Dihidrotestosterona 0,02
Testosterona 0,03

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

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

- Se for desgjavel, cada laboratério pode fazer os seus prorios conjuntos de
amostras de control o, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.

- Critérios de aceitacao para as diferencas entre os resultados duplicados das
amostras dependem das Boas Praticas de Laboratério.

XV. |INTERVALOSDE REFERENCIA
Este valores sdo dados apenas como referéncia; cada laborat6ério deve estabe ecer

seu proprios valores normais..
Os val ores s30 expressos como 2,5% para 97,5% .

Nota : Estatabela mostra areactividade-cruzada para o anti DHEA-S.

ND : ndo detectavel

C. Precisdo
PRECISAO INTRA-ENSAIO

PRECISAO INTER-ENSAIO

Sujeitos (grupoidade) N M édia (ug/dl) Interval o*

Mulheres
<15 15 129,7 37,8 - 2645
15-19 19 276,7 117,3- 531,0
20-24 16 244,0 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 29 1751 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 144,4 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 34,5 - 1781
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
>65 15 1143 63 - 377,0

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

Soro N <X>+DP CcVv Soro N <X>+DP CcVv
(Ho/dl) (%) (Ho/dl) (%)
A 20 | 10,8+0,6 53 A 20 21,7+1,0 45
B 20 | 1412+51 36 B 20 1528+ 7,7 51
DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo
D. Exactiddo .
TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluicéo Conc. tedrico. Conc. medida
(ng/dl) (ng/dl)
Soro 1 1 - 660,9
12 338,8 330,5
14 155,9 165,2
/8 80,8 82,6
116 38,1 41,3
132 21,4 20,7
164 11,4 10,3
Asamostras foram diluidas com calibrador zero.
TESTE DE RECUPERACAO
Amostra DHEA-S DHEA-S Recuper agéo
adicionado recuperado %)
(ng/dl) (ng/dl)
Soro 300,0 305,6 101,9
150,0 163,9 109,2
75,0 77,9 103,8
37,5 38,9 103,7

Para nosso entendimento, ndo existe material de referéncia para este

parametro.

XVI. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca
Apenas para uso em diagnéstico in vitro.
Este kit contém | (meia-vida: 60 dias), emitindo radiacdes X (28 keV) ey (35.5
keV) ionizantes.
Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utilizaggo e troca de produtos radioactivos
estdo sujeitas a legidacdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrados a seres humanos ou aanimais.
Toda a manipulagdo readioactiva deve ser efectuada em local proprio e exclusivo
paratal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepgéo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminagdo cruzada com diferentes isétopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedi mentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser regjeitado de acordo
com alegidacéo vigente e asregras do laboratdrio. A adesdo asregras basicas da
radioseguranca, fornece a protecgéo adequada

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legidacéo europeia e/lou FDA e dados como negativos
para 0 HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Ndo existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranga quanto a impossibilidade de transmisso



de hepatite, HIV ou outras infecgOes, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, 0 soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiai s potencial mente infecci 0sos.

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

Evite 0 contacto da pele e mucosas com o0s reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizacbes e
formar compostos explosvos. Rejeitar com abundante quantidade de é&gua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

N&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o pipette
com o auxilio da boca. Use vestuario adequado de proteccéo e luvas.
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XVIIT.RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES SDAS
AMOSTRAS
(nl) (nl) (nl)
Cdibradores (0to 5) 20 -
Amostras, controlose - - 20
marcadores 500 500 500
Incubacéo 1 horaa37°C em banho maria
Separagdo aspirar
Solugdo de lavagem de 2,0ml

trabaho
Separagdo

Aspire cuidadosamente

Contagem

Contar os tubos durante 60 segundos

N° do catdogo DI Asource :

KIP0481

NedeP.l.:
1700437/pt

N° de revisdo :
090427/1

Data darevisio: 2009-04-27
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Used symbols

Symboles utilisés

Consult instructions for use

Consulter lesinstructions d' utilisation

f ] Storage temperature Température de conservation
: Use by Utiliser jusque

LoT] Batch code Numéro de lot

[FEF] Cata ogue number Référence de catal ogue
[BOHTROL] Control Controle

In vitro diagnostic medica device

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Manufacturer

Fabricant

Contains sufficient for <n> tests

Contenu suffisant pour <n> tests

Wash solution concentrated Solution de lavage concentrée
CAL 0 Zero calibrator Cadlibrateur zéro
CAL N Calibrator # Calibrateur #
CONTROL | N Control # Controle#
Ag | 128l Tracer Traceur
A | sl Tracer Traceur
Ag | 1251 | cone Tracer concentrated Traceur concentré
A 125 | CONC Tracer concentrated Traceur concentré
j Tubes Tubes
INC | BUF Incubation buffer Tampon dincubation
ACETONITRILE Acetonitrile Acétonitrile
SERUM Serum Sérum
DL | sPE Specimen diluent Diluant du spécimen
DL | BUF Dilution buffer Tampon de dilution
ANTISERUM Antiserum Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunoadsorbant

Cadlibrator diluent

Diluant de caibrateur

Reconstitution solution

Solution de reconstitution

Polyethylene glycol

Glycol Polyéthyléne

Extraction solution

Solution d’extraction

ELU | SON Elution solution Solution d’elution
GEL Bond Elut Silica cartridges Cartouches Bond Elut Silica
PRE | SOLN Pre-treatment solution Solution de pré-traitement

Neutraization solution

Solution de neutralisation

Tracer buffer

Tampon traceur

Microtiterplate

Microplaque detitration

Conjugeate buffer

Ab | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré
CONJ | BUF Tampon conjugué

Chromogenic TMB concentrate

Chromogéne TMB concentré

CHROM TMB | CONC

CHROM | TMB Chromogenic TMB solution Solution chromogéne TMB
SUB | BUF Substrate buffer Tampon substrat
STOP | SOLN Stop solution Solution d’ arrét
INC | SR Incubation serum Sérum dincubation
BUF Buffer Tampon
Ab AP AP Conjugate AP Conjugué
SuB | PNPP Substrate PNPP Tampon PNPP

Biotin conjugate concentrate

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentrate

Avidine HRP concentré

Assay buffer

Tampon de test

Biotin conjugate

Biotine conjugué

Specific Antibody

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate Concentré streptavidine HRP
NS8 Non-specific binding Liant non spécifique
2nd Ab 2nd Antibody Second anticorps
ESEE Adidification Buffer Tampon dacidification
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Gebruikte symbolen

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

owom] Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek In Vitro Diagnostikum

| Fabrikant Hersteller

[ Inhoud vol doende voor <n> testen Ausreichend fir <n> Ansétze

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Nulkalibrator Null kalibrator
CAL N Kalibrator # Kalibrator #
CONTROL | N Controle# Kontrolle #
Ag | 128l Tracer Tracer
A | sl Tracer Tracer
Ag | 1251 | conc Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
j Buisies Rohrchen
INC | BUF Incubatiebuffer Inkubationspuffer
ACETONITRILE Acetonitrile Azetonitril
SERUM Serum Humanserum
DL | sPE Specimen diluent Probenverdiinner
DL | BUF Verdunningsbuffer Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdunner Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Reconstitutieopl ossing Rekonstitutionsl6sung
Polyethyleen glycol Polyethylenglykol

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

GEL Bond Elut Silica kolom Bond Elut Silikakartuschen
PRE | SOLN Pre-behandelingsoplossing Vorbehandlungsl 6sung
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing Neutralisierungsl dsung
TRACEUR | BUF Tracerbuffer Tracer-Puffer

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

Ag | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat
CONJ | BUF Conjugaat buffer Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB Farblésung TMB

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

BIOT | CONJ | CONC Geconcentreerd Biotine conjugaat Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID | HRP | CONC Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat Avidin-HRP-Konzentrat
ASS | BUF Assay buffer Assaypuffer

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

NS8 Aspecifieke binding Unspezifische Bindung
2nd Ab 2de antilichaam Sekundérer Antikdrper
| ACID | BUF | Verzuringsbuffer Ansauerungspuffer
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Simboli utilizzati

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

: Utilizzare entro Fecha de caducidad
Lot Numero di lotto Codigo delote
[FEF] Numero di catalogo NUmero de catédl ogo
[BOHTROL] Controllo Control
owom] Dispositivo medico-diagnostico in vitro Producto sanitario paradiagndstico in vitro
ﬂ Fabbricante Fabricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

CAL N Standard # Calibrador #
CONTROL | N Controllo # Control #

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

DL | SPE Diluente campione Diluyente de Muestra
DIL | BUF Tampone diluizione Tampén dedilucion
ANTISERUM Antisiero Antisuero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente Inmunoadsorbente

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

TRACEUR | BUF Tracer Buffer Tamp6n de trazador
Piastradi microtitolazione Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ab | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada
Ag | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

SuB | BUF Tampone substrato Tampoén de sustrato
STOP | SOLN Soluzione di arresto Solucion de Parada
INC | ser Incubazione con siero Suero de Incubacion
BUF Buffer Tampén
Ab AP AP Coniugato AP Conjugado
SUB | PNPP Substrato PNPP Sustrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

N8 Legame non-specifico Uni6n no especifica
2nd Ab 2° Anticorpo Segundo anticuerpo
ESEE Tampone Adidificante Tampon de Acidificacion
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Simbolos utilizados Anvanda symboler
il Consulteinstrugdes de utilizagio Lés instruktionerna fére anvandning

f ] Temperatura de conservaggo Forvaringstemperatur
= Utilizar antes de Anvénds av
LoT] Cédigo de lote Lotnummer
[FEF] NUmero de catédl ogo Katal ognummer
[BOHTROL] Controlo Kontroll
KL Dispositivo médico de diagndstico in vitro In vitro diagnostiskt kit
Fabricante Tillverkare

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

CAL 0 Calibrador zero Nollkaibrerare
CAL N Calibrador # Kalibrator #
CONTROL | N Controlo # Kontroll #
Ag | 1251 Marcador Radioisotop, antigen
Ab 1251 Marcador Radioisotop, antikropp
Ag | 125 | conc Marcador concentrada Radioisotop, antigen koncentrerad
Ab | 1251 | CONC Marcador concentrada Radioisotop, antikropp koncentrerad
1 Tubos Ror
INC | BUF Tampéo de incubagéo Inkuberingsbuffert
ACETONITRILE Acetonitrilo Acetonitril
UM Soro Serum
L Diluidor de espécimes Spadningsbuffert for prover
Tampéo de diluicdo Spédningsbuffert
ANTISERUM Anti-soro Antiserum
Imunoadsorvente Immunoadsorberare

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

REC | SOLN Solucdo de Reconstitui¢éo Rekonstitutionslsning
Polietileno-glicol Polyetylenglykol

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador Tracerbuffert
Placa de micro titulagéo Microtiterplatta
A | HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ag HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ab | HRP | conc HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
Ag HRP | CoNC HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
cons | BUF Conjugue o tamp&o Konjugatbuffert

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

SUB | BUF Tampéo de substrato Substratbuffert
STOP | SOLN Solugéo de Paragem Stopldsning
INC [ SR Soro deincubaggo Inkubationsserum
BUF Tampéo Buffert
Ab AP AP Conjugagéo AP-konjugat
SUB | PNPP Substrato PNPP Substrat-PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

NSB Ligagdes n&o especificas -
2ndAb Anticorpo secundério -
ESEE -
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Enrelijynon ov OV

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

: Hypepopmvia Anéng Anvend inden
LOT Ap1Opdg Toptidog Batchkode
[FEF] ApBpdg Kataddyon Katal ognummer
ECATROL] Tpotvmo eréyyov Kontrol

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

CAL N BaBpovopntig # Kalibrator nr.
CONTROL | N Opodg eréyyov # Kontrol nr.

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
A 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
'] ZoMvapla Tuber

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

DIL | cAL Apowtikd Babpovountédv Kalibratordiluent
REC | SOLN Awhopa ovecvoTaong Rekonstitueringsopl gsning
PEG ToAvatbvievoyAvkoin Polyetylenglykol
EXTR | SOLN Awdhopa exydiong Ekstraktionsoplgsning
ELU | SOLN Awdhopa Ekhovong Elueringsopl gsning
GEL Dvoryyeg moprtiov Bond Elut Patroner med bindingselueringssilica
PRE | SOLN Forbehandlingsopl gsning

NEUTR | SOLN Awdhopa e€0vdetépmong Neutraliseringsopl@sning
TRACEUR | BUF PuBuiotikd dddvpa Markerbuffer
TTAGKo LkpoTThodoToNg Mikrotiterplade
Ab | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ag | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ab | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
Ag | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
CONJ | BUF Pubpiotikd didhvpo ovledypatog Konjugatbuffer
CHROM | TMB | CONC Xpopoyovog TMB Kromogen TMB-koncentreret
CHROM | TMB Audhopa ypopoyovov TMB Kromogen TM B-opl gsning
SUB | BUF Pubpiotikd didAupio VTOGTPMUOTOG Substratbuffer
STOP | SOLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo Stopopl gsning
INC | SR Opdg emdaong Inkubati onsserum
BUF PouBuiotikd dddvpa Buffer
Ab AP AP Z0levypo AP-konjugat
SUB | PNPP PNPP vrtoctpdpatog Substrat PNPP

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

SAV | HRP | CONC Topmvkvopévn otpentafidivy cuvetevypuévn pe HRP -
N8 un-edikn déopevon -
2nd Ab 20 Avticopo -

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

f ] Temperatura przechowywania Térolasi homérséklet
: Zuzy¢ przed Lejérati id6
LT Kod serii Gyértési kod
[FEF] Numer katal ogowy Katal 6gus szam
ECHTROL] Kontrola Kontrol
v o Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro In vitro diagnosztikai eszkdz

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

CAL 0 Kalibrator zerowy Zero kalibrétor
CAL N Kalibrator nr Kalibrétor #
CONTROL | N Kontrolanr Kontrol #

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

1 Probowki Csbvek
INC | BUF Wymegana i nkubacja buforu Inkubd 6 puffer
ACETONITRILE Acetonitryl Acetonitril
UM Surowica Szérum
L Rozcienczalnik probki Mintahigitd
Bufor do rozcienczania Higito puffer
ANTISERUM Antysurowica Antiszérum
Immunoadsorbent Immunadszorbens

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

REC | SOLN Roztwor do rozcienczania Mintael 6készité ol dat
Glikol poli(oksy)etylenowy Polietilén glikol

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

TRACEUR | BUF Bufor znacznika Nyomjelz6 izotdp higitd puffer
mikroptytka Mikrotiter lemez
Ab | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ab | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentrétum
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentratum
CONJ | BUF Bufor do koniugacji Konjugéatum puffer

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

SUB | BUF Bufor substratu Szubsztrét puffer
STOP | SOLN Roztwér zatrzymujacy reakcje Stop oldat
INC | SR Wymegana i nkubacja surowicy Inkubéci 6s szérum
BUF Bufor Puffer
Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej) AP konjugétum

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP Sztreptavidin HRP koncentrétum
NSB Wiazanie nieswoiste Nem-specifikus kétédés
2nd Ab Drugie przeciwciato Mésodlagos €llenanyag
[aco [ sur | Bufor zakwaszajacy Savas puffer
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H3n0,3BaHU CUMBOJIH

il BuskTe nHCTpyKIMATa 32 paboTa
f Temneparypa Ha CbXpaHeHHE
L o
- Hsnonsgaiite ¢
LOT IMapTunen xox

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

CAL 0 Hynes kanu6parop
CAL N KanuGpartop #
CONTROL | N Kontpon #

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

A 1251 | CONC KoHueHTpupan Mapkep
1 EnpyseTku
INC | BUF Hukyb6armonen Oydep
ACETONITRILE AICTOHUTPHI
SERUM Cepym
DIL | SPE Paspenuren 3a npodure
oL | BUF Bybep 3a paspexnane
AHTHCEPYM
HmyHoabcopOeHT

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

CoNJ | BUF Bydep 3a kontorara
CHROM | TMB | CONC Xpomorenen TMB konueHTpar
CHROM | TMB Xpowmorenen TMB pasteop

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

Lo | o ]
BIOT CONJ | CONC
[ | e Joore]

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

NSB He crienu(uIHO CBbp3BaHe
2ndAb BTOPO aHTHTSUIO
| ACID | BUF |

KHcenuHu3upai oydep
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