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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

RADIOIMMUNOASSAY FOR THE IN VITRO
QUANTITATIVE MEASUREMENT OF
DIHYDROTESTOSTERONE (DHT) IN HUMAN
SERUM OR PLASMA

For in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE

The radioimmunoassay of dihydrotestosterone (5a-Dihydrotestosterone;
DHT; 17B-Hydroxy-5a-androstan-3-one) is a competitive assay. The
procedure follows the basic principle of radioimmunoassay where there
is a competition between a radioactive and a non-radioactive antigen for
a fixed number of antibody binding sites. The amount of [125I]-labeled
dihydrotestosterone bound to the antibody is inversely proportional to the
concentration of unlabeled DHT present. The separation of the free and
bound antigen is achieved by decanting or aspirating the antibody-coated
tubes. A standard curve is constructed and unknown DHT values are
obtained from the curve by interpolation.

For Summary and Explanation of the Test see APPENDIX.
WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

. For in vitro diagnostic use.

. The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as
possible to avoid evaporation.

. Do not mix the reagents from kits of different lots.

. Do not use any component beyond the expiration date shown on its
label.

. A standard curve must be established with each assay.
. It is recommended to perform the assay in duplicate.

. Calibrators and controls should be mixed before use by inverting or
swirling gently rather than vortexing.

Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material are
subject to the regulations of the country of use. Adherence to the basic rules
of radiation safety should provide adequate protection:

. No eating, drinking, smoking or application of cosmetics should be
carried out in the presence of radioactive materials.

. No pipeting by mouth.

. Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and lab
coat.

. All manipulation of radioactive substances should be done in an
appropriate location, away from corridors and other busy areas.

. Radioactive materials should be stored in the container provided in a
designated area.

. A record of receipt and storage of all radioactive products should be
kept up to date.

. Laboratory equipment and glassware which are subject to
contamination should be segregated to prevent cross-contamination
of different radioisotopes.

. Each case of radioactive contamination or loss of radioactive material
should be resolved according to established procedures.

. Radioactive waste should be handled according to the rules
established in the country of use.

Sodium azide

Some reagents contain sodium azide as preservative. Sodium azide may
react with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Dispose of
the reagents by flushing with large amounts of water through the plumbing
system.

Materials of human origin

Patient samples and blood-derived products may be routinely processed
with minimum risk using the procedure described. However, handle these
products as potentially infectious according to universal precautions and
good clinical laboratory practices, regardless of their origin, treatment, or
prior certification. Use an appropriate disinfectant for decontamination.

PI-DSL96001-02

Store and dispose of these materials and their containers in accordance with
local regulations and guidelines.

GHS HAZARD CLASSIFICATION

&

Oxidation Solution

H411 Toxic to aquatic life with
long lasting effects.

P273 Avoid release to the
environment.

P391 Collect spillage.
Potassium Permanganate
1-5%

Sample Buffer DANGER

H226 Flammable liquid and
vapour.

H314 Causes severe skin burns
and eye damage.

P210 Keep away from heat, hot
surfaces, and sparks. No
smoking.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P301+P330+P331 IF SWALLOWED: rinse
mouth. Do NOT induce
vomiting.

P303+P361+P353 |F ON SKIN (or hair): Rinse
skin with water.

P305+P351+P338 IF IN EYES: Rinse
cautiously with water for
several minutes. Remove
contact lenses, if present
and easy to do. Continue
rinsing.

P310 Immediately call a

POISON CENTER or
doctor/physician.

Ethyl Alcohol 10 - 20%
Sodium Hydroxide 20 - 30%

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com
SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Serum and plasma-EDTA are the recommended sample types.
. Allow serum samples to clot completely before centrifugation.

. Store separated serum or plasma at 2-8 °C for up to 24 hours. For
longer storage keep frozen at <-20 °C, up to 1 year. Itis recommended
to prepare aliquots to avoid repeated freezing and thawing. Thawing
of sample should be performed at room temperature.

. Samples MUST be extracted prior to assay. See Procedure.

. Any sample reading greater than the highest calibrator should be
diluted appropriately with the 0 pg/mL calibrator and reassayed.

. Serum and EDTA plasma values for 19 samples (serum values
ranging from 53.75 to 341.5 pg/mL) were compared using the Active
Dihydrotestosterone RIA kit DSL9600(i). Results are as follows:

[EDTA-plasma] = 0.9592[serum] + 31.583 R = 0.9783

MATERIALS PROVIDED

All reagents in the kit are stable until the expiration date indicated on the kit
label, when stored at 2-8 °C. Expiry dates printed on vial labels apply to the
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long-term storage of components by the manufacturer only, prior to assembly
of the kit. Do not take into account.

Storage conditions for opened reagents are indicated in appropriate
paragraphs.

Anti-dihydrotestosterone antibody coated tubes: 2 x 50 tubes

(ready-to-use)

Plastic tubes with polyclonal rabbit anti-DHT immunoglobulin immobilized to
the inside wall of each tube.

125I-labeled dihydrotestosterone tracer: one 55 mL vial (lyophilized)

On the date of manufacture, the vial contains 185 kBq (<5 pCi) of 125I-labeled
DHT in buffer with proteins (BSA) and sodium azide (<0.1 %). Reconstitute
tracer with 55 mL of deionized water. After reconstitution, store at 2-8 °C for
up to 14 days in order to achieve maximum binding (%Bg/T) > 25%.

Calibrators: one 50 mL vial labeled 0 (ready to use) and seven vials
labeled 1-7 (lyophilized).

The calibrator vials contain from 0 to approximately 2,500 pg/mL (0 to
approximately 8,600 pmol/L) of dihydrotestosterone in buffer with proteins
(BSA) and sodium azide (<0.1%). The exact concentration is indicated on
each vial label. The calibrator values were established using a certified
reference material (Cerilliant). Do NOT extract calibrators prior to assay.

Controls: two vials labeled 1, 2 (lyophilized)

The vials contain dihydrotestosterone in human serum and sodium azide
(<0.1%). The expected values are in a supplement found in the kit. Controls
MUST be extracted prior to assay. (See Procedure).

Oxidation Solution: two 25 mL bottles (ready-to-use)

Bottles contain potassium permanganate solution (<5 %) in a buffer with
sodium azide (<0.1 %).

Sample buffer: one 5.5 mL vial (ready-to-use)

The vial contains buffer with <23 % Ethyl Alcohol and <29 % Sodium
Hydroxide.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:

. 12 x 75 mmor 13 x 100 mm or 16 x 150 mm GLASS tubes and safety
caps.

. Test tube rack for 12 x 75 mm tubes.

. Deionized water.

. Precision micropipet (100 pL, 250 yL and 400 pL).

. Semi-automatic pipet (500 pL).

. Vortex type mixer.

. 5 mL graduated glass pipettes - USED IN EXTRACTION.
. Organic solvents: n-hexane and ethanol (HPLC grade).

. Centrifuge (1500 x g, preferably refrigerated).

. Nitrogen gas or a speed-vac assembly with heating (for extractions).
. Shaker capable of = 180 rpm.

. A sponge rack or similar device for decantation.

. Aspiration system.

. Absorbent material for blotting tubes.

. Gamma counter set for 125 iodine.

. Semi-log (log-linear) graph paper or computer RIA data analysis
program.

RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve is
used for the determination of dihydrotestosterone concentrations in samples
measured at the same time as the calibrators.

Standard curve

The results below were calculated using a log-linear curve fit (“spline“ mode)
with B/T (%) or B/Bg (%) on vertical axis and the DHT concentration of the
calibrators on the horizontal axis (pg/mL). Other data reduction methods may
give slightly different results.

ED50 = 100.7 pg/mL
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Total activity: 57,936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (cpr;) BIT (%) | B/Bg (%)
n=
0 0 37.670 65.0 100
1 24.0 31.164 53.8 82.7
2 48.0 26.403 45.6 70.1
3 96.0 19.356 334 51.4
4 192 12.449 215 33.0
5 480 6.948 12.0 18.4
6 960 4.570 7.88 12.1
7 2.400 2.514 4.33 6.67

(Example of standard curve, do not use for calculation)

Samples

For each sample locate the ratio B/T (%) or B/Bg (%) on the vertical axis of
the standard curve and read off the corresponding DHT concentration of the
sample on the horizontal axis in pg/mL. To convert concentrations from pg/mL
to pmol/L, multiply results by 3.44.

EXPECTED VALUES

Each laboratory should establish its own reference ranges. An internal study
of healthy adults gave the DHT concentrations shown in the table below and
are provided for reference only.

Age n Median 2.5% 97.5% Range
(pg/mL) | Percentile| Percentile| (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Male 20 -60 119 274.7 109.2 583.1 33.69 -
756.4
Female | 20 - 60 122 82.81 33.28 196.5 17.67 -
245.8

(For more details, see APPENDIX)

QUALITY CONTROL

Good laboratory practices require that control samples be used regularly to
ensure the quality of the results obtained. These controls must be processed
in exactly the same way as the patient samples, and it is recommended that
their results be analyzed using appropriate statistical methods.

Failure to obtain the appropriate values for controls may indicate imprecise
manipulations, improper sample handling, or deterioration of reagents. In
case of packaging deterioration or if data obtained show some performance
alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail
address: imunochem@beckman.com

PROCEDURE
Preparation of reagents

Let all the reagents come to room temperature and mix them thoroughly by
gentle inversion before use.

Reconstitution of tracer

Reconstitute tracer with 55 mL of deionized water. Wait for 10 min following
reconstitution and mix gently to avoid foaming before dispensing. Store at
2-8 °C for up to 14 days.

Reconstitution of calibrators and control samples

Reconstitute calibrators 1-7 and controls 1-2 with with the volume of deionized
water indicated on the vial label. Wait for 10 min following reconstitution
and mix gently to avoid foaming before dispensing. Store at <-20 °C until
expiration date of kit.

Extraction of samples

Note: Extractions must be done using clean, preferably disposable, GLASS
tubes and pipettes. Allow the Oxidation Solution and other extraction
reagents to reach room temperature (18-25 °C) before use.

Samples and controls require extraction. Do NOT extract calibrators.
. Number one tube for each sample or control.

. Add 400 pL of sample or control to a numbered glass tube and add
500 pL of Oxidation solution. Thoroughly vortex and incubate at room
temperature (18-25 °C) for 15 minutes.

. Prepare the extraction mixture: 98% n-hexane and 2% ethanol.

. Using a glass pipette, extract the oxidized sample by adding 4.0 mL
n-hexane-ethanol mixture (98% hexane: 2% ethanol). Vortex each
sample immediately for 1 minute.
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. Add 50 pL of DHT Sample Buffer, cap tubes and mix gently by inverting
tubes 3-4 times.

. Centrifuge at 1500 X g for 15 minutes at 2-8 °C to separate the organic
layer from the aqueous layer.

. Transfer 2.5 mL of the upper organic layer into appropriately labeled
clean glass tubes and evaporate to dryness, using either nitrogen gas
or a speed-vac assembly with heating.

Reconstitute the dried material with 250 pL of the DHT zero calibrator.
Thoroughly vortex and keep at room temperature (18-25 °C) at least
1 hour.

NOTE:
. DO NOT EXTRACT KIT CALIBRATORS

. Use 12 x 75 mm or 13 x 100 mm glass tubes with safety caps. If
safety caps are not available, 16 x 150 mm tubes can be used. After
extraction, cover the 16 x 150 mm tubes with aluminum foil to avoid

evaporation of organic solvent.

. Avoid using lipemic samples.

Assay procedure

Run Calibrators, Controls and patient samples in duplicate.

Step 1
Additions

Step 2
Incubation

Step 3
Counting

Extract samples and
controls as directed in
section Procedure.

To antibody coated
tubes successively
add:

100 pL of calibrator,
control or sample and
immediately add
500 pL of tracer.*

Vortex all tubes.

Cover and incubate 2
hours on a shaker
(=180 rpm) at
room temperature
(18-25°C).
Aspirate or decant
all tubes, (except
«total cpm» tubes), by
simultaneous inversion
with a sponge rack into
a radioactive waste
receptacle.

Add 3.0 mL deionized
water to all tubes,
except «total cpm»

tubes.

Aspirate or decant
all tubes, (except
«total cpm» tubes), by
simultaneous inversion
with a sponge rack into
a radioactive waste
receptacle.
Strike the tubes
sharply on absorbent
material to facilitate
complete drainage.
Drain for >2 minutes.
Blot the tubes.
Count bound cpm
(B) and total cpm (T)
for 1 minute.

*Add 500 pL of tracer to 2 additional tubes to obtain total cpm.
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PERFORMANCE CHARACTERISTICS

(For more details, see APPENDIX)

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

Sensitivity

Analytical sensitivity: 9.14 pg/mL
Functional sensitivity: 19.63 pg/mL
Specificity

The antibody used in the immunoassay is highly specific for DHT. Extremely
low cross reactivities were obtained with several related molecules
(androstenedione, estradiol, testosterone etc).

Precision
Intra-assay

Samples were assayed 25 times in the same run. The coefficients of variation
were £ 7.9 %.

Inter-assay

Samples were assayed in duplicate in 10 different series. The coefficients of
variation were found below or equal to 7.1 %.

Accuracy
Dilution test

Five serum samples were serially diluted with zero calibrator. The recovery
percentages ranged from 80.5 % to 114 %.

Recovery test

Five serum samples were spiked with known quantities of DHT. The recovery
percentages ranged from 88.0 % to 107 %.

Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator): 9.14
to approximately 2,500 pg/mL.

LIMITATIONS

Failure to follow these instructions for use (IFU) may significantly affect
results.

. Failure to blot the tubes adequately following decantation may result
in poor replication and spurious results.

. Avoid repeated freezing and thawing of reagents or specimens.
. Do not use hemolytic, lipemic or icteric samples.

. If there is evidence of microbial contamination or excessive turbidity in
a reagent, discard the vial.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

TROUSSE RADIOIMMUNOLOGIQUE POUR LE IN VITRO
DOSAGE QUANTITATIF DU DIHYDROTESTOSTERONE
(DHT) DANS LE SERUM OU PLASMA HUMAIN
Utilisation comme test de diagnostic in vitro.

PRINCIPE

Le dosage radioimmunologique du dihydrotestosterone,
(5a-dihydrotestosterone DHT 17B-hydroxy-5a-androstan-3-on) est
un dosage par compétition. La procédure suit le principe de base de
limmunodosage selon lequel des antigénes radioactifs et non radioactifs
entrent en compétition pour un nombre fixe de sites de liaison d’anticorps.
La quantité de dihydrotestosterone marquée a [I125] liée a I'anticorps est
inversement proportionnelle a la concentration en dihydrotestosterone non
marquée présente. La séparation d’antigénes libre et lié est effectuée
par décantation ou aspiration des tubes enduits d’anticorps. Une courbe
d’étalonnage est établie. Les valeurs inconnues sont déterminées par
interpolation a 'aide de cette courbe.

Pour Résumé et explication du test voir APPENDIX.
AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Précautions générales

. Pour un usage diagnostique in vitro.

. Les flacons de calibrateurs et controles devront étre ouverts le moins
longtemps possible pour empécher I'évaporation.

. Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

. N’utilisez aucun des composants au-dela de la date de péremption
indiquée sur I'étiquette.

. Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des
échantillons.

. Il est recommandé de réaliser les dosages en double.

. Avant leur emploi, standards et contréles doivent étre mélangés par
inversion ou en les faisant tourbillonner doucement plutét que par
vortex.

Les régles de bases de la radio protection

L'achat, la possession, I'utilisation et 'échange de matieres radioactives
sont soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de ['utilisateur.
L'application des regles de base de protection contre les rayonnements
ionisants assure une protection adéquate.

. Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans
les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés.

. Pipetage a la bouche interdit.

. Eviter le contact direct avec tout produit radioactif en utilisant des
blouses et des gants de protection.

. Toute manipulation de matiéres radioactives se fera dans un local
approprié, éloigné de tout passage.

. Les produits radioactifs seront stockés dans leur conditionnement
d’origine dans un local approprié.

. Un cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu
a jour.
. Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent

étre éliminés au fur et a mesure afin d’éviter une contamination croisée
de plusieurs isotopes.

. Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra
étre résolu selon les procédures établies.

. Toute mise aux déchets de matiére radioactive se fera en accord avec
les réglements en vigueur.

Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de l'azide de sodium comme agent
conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre
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et le laiton et former des azides métalliques explosifs. Lors du rejet de
telles solutions a I'évier, laisser couler un volume important d’eau dans les
canalisations.

Les produits d’origine humaine

Les échantillons de patients et les produits dérivés du sang peuvent
étre traités en routine avec un risque minimum si la procédure décrite
est respectée. Cependant, manipuler ces produits comme s’ils étaient
potentiellement infectieux en suivant les précautions universelles et les
bonnes pratiques de laboratoire, quels que soient leur origine, leur traitement
ou leur certification antérieure. Utiliser un désinfectant approprié pour la
décontamination. Conserver et éliminer ces produits et leurs récipients en
suivant les reglements et les procédures locales.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

H411

Oxidation Solution

Toxique pour les
organismes aquatiques,
entraine des effets néfastes
a long terme.

Eviter le rejet dans
I'environnement.

Recueillir le produit
répandu.

Permanganate de
potassium 1 - 5%

P273

P391

DANGER

&

H226

Sample Buffer

Liquide et vapeurs
inflammables.

Provoque de graves
brilures de la peau et de
graves lésions des yeux.
Tenir a I'écart de la chaleur,
des surfaces chaudes, et
des étincelles. Ne pas
fumer.

Porter des gants de
protection, des vétements
de protection et un
équipement de protection
des yeux/du visage.

EN CAS D’'INGESTION :
rincer la bouche. Ne PAS
faire vomir.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LA PEAU (ou les
cheveux) : rincer la peau a
I'eau.

EN CAS DE CONTACT
AVEC LES YEUX : rincer
avec précaution a I'eau
pendant plusieurs minutes.
Enlever les lentilles de
contact si la victime en
porte et si elles peuvent
étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

EN CAS d’exposition

: appeler un CENTRE
ANTIPOISON ou un
médecin.

H314

P210

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310
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Alcool éthylique 10 - 20%
Hydroxyde de sodium 20 -
30%

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
techdocs.beckmancoulter.com

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Recueillir le sang dans des tubes secs sans additif ou avec EDTA.

. Pour les sérums, laisser les échantillons coaguler complétement avant
la centrifugation.

. Conserver les échantillons a 2-8 °C si le dosage est réalisé dans les
24 heures. Sinon, il est préférable de les conserver congelés (<-20 °C)
jusqu'a 1 an et de préférence aliquotés, afin d’éviter les congélations
et décongélations successives. La décongélation de I'échantillon peut
étre réalisée a température ambiante.

. Les spécimens devraient étre EXTRAITS avant leur emploi. Voir

Procédure.

. Tout échantillon plus élevé que le plus haut calibrateur devra étre dilué
correctement avec du calibrateur zéro et redosé.

. Des valeurs sériques et de plasma EDTA de 19 spécimens (valeurs
sériques allant de 53,75 a 341,5 pg/mL) ont été comparées au moyen
du kit RIA DSL9600i. Les résultats sont comme suit :

[EDTA plasma] = 0,9592[serum] + 31,583 R = 0,9783
ELEMENTS FOURNIS

Tous les réactifs de la trousse conservés a 2-8°C sont stables, jusqu’a la date
de péremption mentionnée sur la trousse. Les dates d’expiration imprimées
sur les étiquettes des flacons concernent uniquement le stockage a long
terme des réactifs par le fabricant, avant 'assemblage de la trousse. Ne
pas en tenir compte.

Si nécessaire, les conditions de conservation des réactifs ouverts, sont
indiquées dans le paragraphe correspondant.

Tubes revétus d’anticorps anti-DHT : 2 x 50 tubes (préts a I'emploi)

Tubes en plastique, avec des immunoglobulines de lapin anti-DHT
immobilisées sur la paroi interne de chaque tube.

Traceur DHT marqué a I'iode 125 : 1 flacon de 55 mL (lyophilisé)

Le flacon contient 185 kBq (<5 pCi), en début de lot, de DHT marqué a l'iode
125 dans un tampon avec des protéines, de I'azide de sodium (<0,1%).
Reconstituer le contenu de flacon avec 55 mL d’eau désionisée. Aprés
reconstitution, stocker entre 2-8 °C jusqu’a 14 jours, pour atteindre le taux
maximum (Bo/T %) > 25%.

Calibrateurs : 1 flacon de 50 mL marqué 0 (prét a 'emploi) + 7 flacons
marqués 1-7 (lyophilisés)

Les flacons de calibrateur contiennent entre 0 a environ 2500 pg/mL (0 a
environ 8600 pmol/L) du dans le tampon avec des protéines, de I'azide de
sodium (<0,1%). La concentration exacte est indiquée sur chaque flacon.
Les valeurs de calibrateurs ont été attribuées selon le standard de référence
certifié (Cerilliant). NE PAS EXTRAIRE les calibrateurs avant usage.
Controles : 2 flacons, marqués 1, 2 (lyophilisées)

Les flacons contiennent du DHT, dans du sérum humain en présence de
'azide de sodium (<0.1%). Les valeurs attendues sont comprises dans la
fourchette de concentrations indiquée sur le supplément. EXTRAIRE les
contréles avant la determination. (Voir Procédure)

Solution d’oxidation : 2 bouteilles de 25 mL (prétses a I'emploi)

Les bouteilles contiennent tampon avec du permanganate de potassium
(<5%) et de I'azide de sodium (<0.1%).

Tampon de reprise : 1 flacon de 5,5 mL (prét a 'emploi)

Le flacon contient tampon avec <23 % ethyl alcohol et <29 % d hydroxide de
sodium.

ELEMENTS NECESSAIRES, MAIS NON
FOURNIS

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :
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. tubes a essai en 12 x 75 mm ou 13 x 100 mm ou en VERRE de 16 x
150 mm vec les bouchons,

. Support pour tubes a essai de 12 x 75 mm

. Eau déionisée.

. micropipettes de précision (100 L, 250 pL and 400 L),

. pipette semi-automatique (500 pL).

. Mélangeur de type vortex.

. pipette sérologique en verre graduée de 5 mL - Pour I'extraction,
. solvants organiques: n-hexane et ethanol (de qualité HPLC),

. Centrifuge (1500 X g, de préférence réfrigérée)

. appareil d’évaporation muni d’un bloc chauffant ou par aspiration sous
azote (Pour I'extraction)

. agitateur pouvant agiter a = 180 rpm

. Support en éponge ou appareil semblable pour décantation
. Systéme d’aspiration.

. Matériel absorbant pour éponger les tubes

. Compteur gamma calibré pour I'iode 125.

. Papier quadrillé semi-log (log-linéaire) ou logiciel d’analyse de
données RIA.

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux de DHT de tous les échantillons mesurés en méme
temps que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats présentés dans cette notice ont été calculés par avec
ajustement de courbe log-linéaire (“spline* mode) pour la gamme standard
avec en ordonnée le rapport B/T (%) ou B/Bg (%) et en abscisse les

concentrations en DHT des calibrateurs (pg/mL). L'utilisation d'un autre
mode de calcul peut conduire a des résultats légérement différents.

ED50 = 100.7 pg/mL

Activité totale : 57 936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CP';) BIT (%) | BIBg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)

Echantillons

Pour chaque échantillon, repérer le rapport B/T (%) ou B/Bg (%) sur I'axe
vertical, puis le point correspondant de la courbe standard et en déduire par
lecture sur I'axe horizontal la concentration en DHT de I'échantillon. Pour
convertir des concentrations de pg/mL en pmol/L, multipliez les résultats par
3,44.

VALEURS ATTENDUES

Il est recommandé a chaque laboratoire d’établir ses propres valeurs
normales. A titre indicatif, une étude réalisée en interne sur adultes
apparemment sains, donne les concentrations en DHT indiquées dans la
table ci dessus.

tranches n Médian 2,5% 97,5% | Gamme

d’age (pg/mL) | percentile| percentile| absolue

(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)

Homme: | 20 - 60 119 2747 109,2 583,1 33,69 -
756,4

Femme: | 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(voir la feuille “APPENDIX” pour plus de détails)
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CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
contréle soient utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélévements a doser et il est recommandé d’en
analyser les résultats a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

L'obtention de valeurs inappropriées pour les contrdles peut indiquer des
manipulations imprécises, des manutentions inexactes de I'échantillon ou la
détérioration de réactifs. En cas de détérioration de 'emballage ou si les
résultats obtenus montrent une perte de performance du produit, veuillez
contacter: imunochem@beckman.com

PROCEDURE

Preparation des réactifs

Equilibrer les réactifs a température ambiante et mélanger avant usage en
les inversant ou en les faisant tourbillonner doucement.

Reconstitution de traceur

Reconstituer le contenu de flacon avec 55 mL d’eau désionisée. Attendre 10
minutes apres reconstitution et agiter doucement avant de répartir dans les
tubes. Entreposer entre 2-8 °C jusqu’a 14 jours.

Reconstitution des calibrateurs et contréles

Reconstituer le contenu des claibrateurs 1-7 et contrdles avec le volume
d’eau désionisée indiqué sur I'étiquette du flacon. Attendre 10 minutes
apres reconstitution et agiter doucement avant de répartir dans les tubes.
Entreposer <-20 °C jusqu’a la date de péremption de la trousse.

Extraction des échantillons biologiques

Note : les extractions doivent étre réalisées en utilisant des tubes et des
pipettes en verre propres et de préférence jetables. Laisser la solution
d’oxidation et les autres réactifs d’extraction se stabiliser a température
ambiante (18-25 °C) avant utilisation.

Les échantillons et les controls doivent étre extraits. NE PAS EXTRAIRE les
calibrateurs.

. Numéroter un tube pour chaque échantillon ou control.

. Ajouter 400 pL d’échantillon ou de contrdles dans un tube en verre
numérotés et ajouter 500 pyL de solution d’oxidation. Vortexer
doucement et incuber a température ambiante (18-25 °C) pendant 15
minutes.

. Préparer le mélange d’extraction: 98% n-hexane et 2% ethanol.

. Extraire I'échantillon oxydé par I'ajout de 4,0 mL de n-hexane-ethanol
en utilisant une pipette en verre. Vortexez chaque tube
immédiatement pendant une minute.

. Ajouter 50 pyL de tampon d’échantillon DHT, boucher les tubes et
mélanger par inversion douce 3 a 4 fois.

. Centrifuger a 1500 X g pendant 15 minutes a 2-8 °C pour séparer les
phases aqueuse et organique.

. Transférer 2,5 mL de la phase supérieure organique dans un tube en
verre étiquetté de fagon appropriée et évaporer, en utilisant de I'azote
ou un speed-vac avec chauffage.

Reconstituez le matériel deshydraté avec 250 yL de calibrateur 0

pg/mL. Agitez vigoureusement a l'aide d’'un vortex et laissez au
minimum 1 heure a 18-25 °C.

REMARQUE:
. NE PAS EXTRAIRE LES CALIBRATEURS.

. Utilisez des tubes de 12 x 75 mm ou 13 x 100 mm avec des bouchons
de sécurité. Sides bouchons de sécurité ne sont pas disponibles, des
tubes de 16 x 150 mm peuvent étre utilisés. Aprés I'extraction, couvrir
les tubes de 16 x 150 mm avec de I'aluminium pour éviter I'évaporation
du solvant organique.

. Ne pas utiliser d’échantillons lipémiques.
Mode opératoire

Les calibrateurs, contréles et échantillons inconnus devront étre dosés en
deux exemplaires.
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Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Comptage
Extraire les Incuber 2 heures sur | Ajouter 3,0 mL d’eau

échantillons et les
contrdles, selon
Procedure.

Au fond des tubes
revétus, distribuer
successivement :

un agitateur réglé
sur 2180 rpm a
température ambiante
(18-25 °C).
Aspirer ou décanter
tous les tubes, par
inversion simultanée
avec une claie en
éponge dans un
récipient a déchets
radioactifs. (sauf les 2
tubes «cpm totaux»).

désionisée a chaque
tube, excepté les tubes
d’activité totale.

Aspirer ou décanter
tous les tubes, par
inversion simultanée
avec une claie en
éponge dans un
récipient a déchets
radioactifs. (sauf les 2
tubes «cpm totaux»).

Frapper
vigoureusement
les tubes sur un

buvard pour faciliter
I'égouttage complet.
Laisser égoutter
pendant 2 minutes.
Frotter rebord des
tubes.
Compter les cpm liés
(B) et les cpm totaux

100 pL de calibrateur,
de contrdle ou
d’échantillon,
immédiatement

500 L de traceur.”

Agiter tous les tubes.

(T) pendant 1 min.

*Ajouter 500 pL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir
les cpm totaux.

PERFORMANCES DU DOSAGE
(voir la feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Les données représentatives ne sont fournies qu’a titre d'illustration. Les
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Sensibilité

Sensibilité analytique : 9,14 pg/mL.

Sensibilité fonctionelle : 19,63 pg/mL

Spécificité

L'anticorps utilisé dans ce dosage est hautement spécifique du DHT. Des

réactivités croisées extrémement basses ont été obtenues vis a vis de
quelques molécules proches (androstenedione, oestradiol et testosterone).

Précision
Intra-essai

Des échantillons ont été dosés 25 fois dans une méme série. Les coefficients
de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 7,9 %.

Inter-essais

Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 7,1 %.

Exactitude
Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été dilués dans le calibrateur
zéro de la trousse. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre
80,5 % et 114 %.

Epreuve de surcharge

Des quantités connues de DHT ont été ajoutées a des sérums humains. Les
pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 88,0 % et 107 %.

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
9,14 a environ 2500 pg/mL.

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice
peut avoir un impact significatif sur les résultats.

. Si les tubes ne sont pas épongés correctement apres la décantation,
cela peut entrainer des valeurs fausses et des répétitions médiocres.

. La congélation et décongélation répétées des échantillons et des
réactifs peut diminuer les taux d’aldostérone.

. Ne pas utiliser de spécimens hémolysés, icteriques ou lipémiques.
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. Si une contamination microbienne ou un trouble excessif apparait
dans un réactif, éliminer le flacon.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

RADIOIMMUNOASSAY FUR DIE QUANTITATIVE
IN-VITRO BESTIMMUNG VON DIHYDROTESTOSTERON
(DHT) IN HUMANEM SERUM ODER PLASMA
In-vitro-Diagnostikum.

PRINZIP

Der Assay fur die Bestimmung von Dihydrotestosteron
(5a-Dihydrotestosteron; DHT; 17B3-Hydroxy-5a-Androstan-3-one)
ist ein radioimmunologischer, kompetitiver Assay. Dem Verfahren
liegt das Grundprinzip eines Radioimmunoassays zugrunde, wobei
radioaktive und nicht radioaktive Antigene um eine konstante Anzahl von
Antikorper-Bindungsstellen konkurrieren. Die an den Antikdrper gebundene
Menge des mit [125]-] markierten DHTs ist umgekehrt proportional zur
Konzentration des vorhandenen unmarkierten DHTs. Die Trennung des
freien und gebundenen Antigens wird durch Dekantieren oder Absaugen der
mit Antikérpern beschichteten Réhrchen erreicht. Unbekannte Probenwerte
werden durch Interpolation aus der Standardkurve bestimmt.

Zusammenfassung und Erlduterung des Tests siehe “APPENDIX”
WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Allgemeinhinweise:

. In-vitro-Diagnostikum.

. Flaschchen mit Kalibratoren oder Kontrollen sollten nur kurz gedffnet
werden um jegliche Verfliichtigung zu vermeiden.

. Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten
nicht miteinander vermischt werden.

. Keine Komponenten nach dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum verwenden.

. Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.
. Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.

. Kalibrator- und Kontrollldsungen sollten vor der Verwendung durch
vorsichtiges Umdrehen oder Schwenken und nicht mit Hilfe eines
Vortex-Mixers gemischt werden.

Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitét

Annahme, Besitz und Verwendung, Lagerung, Transport und Beseitigung
unterliegen den Vorschriften der Atomenergie- bzw. der jeweiligen
staatlichen Behorde. Die Einhaltung der Grundregeln beim Umgang mit
Radioaktivitat sollte eine ausreichende Sicherheit gewahrleisten:

. In Rdumen, in denen mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird,
sollte Essen, Trinken, Rauchen und das Auftragen von Kosmetika
vermieden werden.

. Kein Pipettieren im Mund.

. Jeglicher Kontakt mit radioaktiven Materialien muss durch Tragen von
Handschuhen und Laborkittel vermieden werden.

. Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muss in dafir speziell
gekennzeichneten Bereichen, die vom normalen Laborbetrieb
und von anderen beschaftigten Bereichen abgetrennt sind, erfolgen.

. Radioaktive Materialien sollten in einem speziell gekennzeichneten
Bereich gelagert werden.

. Ein Register der Eingange und Lagerung aller radioaktiven Produkte
sollte standig aktualisiert werden.

. Kontaminierte Labor- und Glasgerate sollten isoliert werden, um eine
Kreuzkontamination von verschiedenen Radioisotopen zu verhindern.

. Kontaminationen des Arbeitsplatzes missen unverziglich sorgfaltig
nach den Ublichen Verfahren entfernt werden.

. Radioaktiver Abfall muss entsprechend den Richtlinien jedes
Einsatzortes entsorgt werden.

Natriumazid

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination enthalten einige Reagenzien
Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing zu explosiven
Metallaziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespiilt werden.
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Bestandteile menschlichen Ursprungs

Patientenproben und aus Blut hergestellte Produkte kénnen, wie in dieser
Anleitung beschrieben, mit minimalem Risiko routinemaRig getestet
werden. Diese Produkte sollten jedoch, ungeachtet ihrer Herkunft,
Aufbereitung oder vorherigen Bescheinigung, wie potenziell infektidses
Material unter Beachtung allgemein anerkannter Vorsichtsmaflnahmen
und der GLP-Richtlinien gehandhabt werden. Zur Dekontamination ist ein
geeignetes Desinfektionsmittel zu verwenden. Diese Materialien und ihre
Behalter sind nach den 6rtlichen Vorschriften und Richtlinien zu lagern und
zu beseitigen.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

Oxidation Solution %

H411 Giftig fur
Wasserorganismen,

mit langfristiger Wirkung.
Freisetzung in die Umwelt
vermeiden.

Verschiittete Mengen
aufnehmen.

Kaliumpermanganat 1 - 5%

P273

P391

GEFAHR

&

H226

Sample Buffer

Flissigkeit und Dampf
entzundbar.

Verursacht schwere
Veratzungen der Haut und
schwere Augenschéaden.
Von Hitze, heillen
Oberflachen und Funken
fernhalten. Nicht rauchen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI VERSCHLUCKEN:
Mund ausspulen. KEIN
Erbrechen herbeifiihren.
BEI BERUHRUNG MIT
DER HAUT (oder dem
Haar): Haut mit Wasser
abwaschen.

BEI KONTAKT MIT DEN
AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser
spllen. Vorhandene
Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen.
Weiter splen.

Sofort

H314

P210

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

GIFTINFORMATIONSZENTRUM

oder Arzt anrufen.
Ethylalkohol 10 - 20%
Natriumhydroxid 20 - 30%

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com
verfligbar

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Serum oder EDTA-Plasma wird empfohlen.
. Serumproben vor dem Zentrifugieren vollstandig gerinnen lassen.

. Die abzentrifugierten Proben kénnen bei 2-8 °C bis zu 24 Stunden
bzw. aliquotiert und tiefgekihlt bei -20 °C oder darunter bis zu 1
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Jahr gelagert werden. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren sollte
vermieden werden. Auftauen sollte bei Raumtemperatur stattfinden.

. Proben MUSSEN vor dem Assayansatz extrahiert werden. Siehe

Durchfiihrung.

. Wenn die Probenkonzentration tber dem hdéchsten Kalibratorwert
liegen mussen sie mit Nullkalibrator verdinnt werden.

. Serum- und EDTA-Plasmawerte von 19 Proben (Serumwerte im
Bereich zwischen 53,75 und 341,5 pg/mL) wurden unter Verwendung
des DSL9600i RIA-Kits verglichen. Das Ergebnis lautet:

[EDTA Plasma] = 0,9592[Serum] + 31,583 R = 0,9783
PRODUKT

Die Reagenzien sind bis zum Verfallsdatum verwendbar, wenn sie bei 2-8°C
gelagert werden. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur
die Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits.
Bitte nicht beachten.

Lagerungskonditionen der Reagenzien nach der Offnung werden in
jeweiligem Paragraph erlautert.

Rohrchen mit Anti-DHT Antikorpern beschichtet:
(gebrauchsfertig)

2 x 50 Rohrchen

Kunststoffréhrchen mit polyklonalem Kaninchen-anti-DHT-Immunglobulin,
das an die Innenseite der Réhrchen gebunden ist.

125l-markierter DHT Tracer: eine 55 mL Flasche (lyophilisiert)

Die Flasche enthalt 185 kBq (<5 pCi), (am Tag der Herstellung) des 125l
markierten DHTs in Puffer mit Proteinen (BSA), Natriumazid (<0,1%). Den
Tracer mit 55 mL deionisiertem Wasser rekonstituieren. Der aufgeldste
Tracer kann bei 2-8 °C flr 2 Wochen gelagert werden, um eine maximale
Bindung (%Bg/T) von >25% zu erhalten.

Kalibratoren: eine 50 mL Flasche (0) (gebrauchsfertig) und sieben
Flaschchen (1 - 7) (lyophilisiert)

Die Kalibratorflaschchen enthalten DHT von 0 bis ungefahr 2500 pg/mL (0
bis ungefahr 8600 pmol/L) in Puffer mit Proteinen (BSA) und Natriumazid
(<0,1%). Die genauen Konzentrationen sind auf jedem Flaschchen
angegeben. Die Kalibratoren-Werte wurde mithilfe eines zertifizierten
Referenzmaterials (Cerilliant) etabliert. Kalibratoren vor der Bestimmung
NICHT extrahieren.

Kontrollen: zwei Flaschchen (1, 2) (lyophilisiert)

Die Flaschchen enthalten DHT in humanem Serum mit Natriumazid (<0,1%).
Der Konzentrationsbereich ist auf einem Beiblatt in der Packung angegeben.
Kontrollen vor der Bestimmung EXTRAHIEREN (siehe Durchfiihrung).

Oxidationslosung: zwei 25 mL Flaschen (gebrauchsfertig)

Die Flaschen enthalten Kaliumpermanganat-Losung (<5 %) in einem Puffer
mit Natriumazid (<0,1 %).

Probenpuffer: ein 5,5 mL Flaschchen (gebrauchsfertig)

Das Flaschchen enthdlt einen Puffer mit <23 % Ethylalkohol und <29 %
Natriumhydroxid.

BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE NICHT IM
LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung, werden die folgenden
Materialien bendtigt:

. 12 x 75 mm oder 13 x 100 mm oder 16 x 150 mm Glasréhrchen mit
Stopfen.

. Réhrchenstander fir 12 x 75 mm Roéhrchen

. Deionisiertes Wasser

. Prazisionspipette (100 L, 250 uL, 400 pL).

. halbautomatische Pipetten (500 pL).

. Vortex-Mixer.

. Graduierte 5 mL Glaspipetten - FUR DIE EXTRAKTION.

. Organische Lésungsmittel: n-Hexan und Ethanol (HPLC grade).
. Zentrifuge (1500 x g, vorzugsweise gekuhlt)

. Stickstoff oder eine Speed-Vac mit Heizmdglichkeit (zur Extraktion).
. Schdttler 2 180 rpm

+  Dekantierstander oder Ahnliches

. Absaugsystem.
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. Saugfahiges Material zum Austropfen der Réhrchen
. Gamma-Counter fir [-125.

. Halblogarithmisches oder

RIA-Datenanalyse.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve durch Interpolation ermittelt.
Die Kurve kann fiir die Bestimmung der Dihydrotestosteron-Konzentrationen
in den Proben dienen, die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen
wurden.

Papier Computerprogramm  zur

Standardkurve

Die Ergebnisse in der Packungsbeilage wurden durch eine log-lin
Kurvenanpassung ermittelt (“spline” Mode), mit B/T (%) oder B/Bg (%)
auf der y-Achse und den DHT-Konzentrationen der Kalibratoren auf der
x-Achse (pg/mL). Andere Datenreduktions-Methoden kdnnen zu leicht
abweichenden Ergebnissen fuhren.

ED50 = 100.7 pg/mL

Totalaktivitidt: 57 936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (cpr;n) BIT (%) | B/Bg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung verwenden)

Proben

Fur jede Probe wird der B/T (%) oder B/Bg (%)-Wert auf der y-Achse
aufgetragen und die entsprechende DHT-Konzentration (in pg/mL) auf der
x-Achse abgelesen. Um die Werte von pg/mL in pmol/L umzurechnen,
mussen sie mit 3,44 multipliziert werden.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte seinen eigenen Normalbereich festlegen. Eine interne
Studie mit gesunden Erwachsenen ergab die in der Tabelle gezeigten
DHT-Werte, die aber nur als Richtlinie gelten.

Alter n Median 25 97,5 Bereich
(pg/mL) | Perzentil | Perzentil | (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Ménnlich | 20 - 60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Weiblich | 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX ”)

QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der Laborgrundregeln sollten regelméafig Kontrollproben
benutzt werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern. Diese Proben
mussen in genau derselben Weise wie die Assay Proben getestet werden,
und die Analyse der Ergebnisse sollte mit angebrachten statistischen
Methoden stattfinden.

Wenn fiir die Kontrollen nicht die richtigen Werte ermittelt werden, kann
dies auf ungenaues Arbeiten, unvorschriftsmafigen Umgang mit den
Proben oder Verfall der Reagenzien zuriickzufiihren sein. Im Falle von
Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des Produkits,
kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie die folgende
e-mail: imunochem@beckman.com

DURCHFUHRUNG
Reagenzienvorbereitung

Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben und vor der Verwendung
durch vorsichtiges Umdrehen gemischt werden.

Rekonstitution des Tracers

Tracer mit 55 mL deionisiertem Wasser rekonstituieren. Nach dem Auflésen
10 Minuten warten und nur leicht Mischen, um jegliche Schaumbildung vor
dem Pipettieren zu vermeiden. Der aufgel6sten Tracer kann bei 2-8 °C fiir 2
Wochen gelagert werden.
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Rekonstitution der Kalibratoren und Kontrollen

Kalibratoren 1-7 und Kontrollen 1-2 mit einem auf dem Etikett angegebenen
Volumen deionisiertem Wassers rekonstituieren. Nach dem Auflésen 10
Minuten warten und nur leicht Mischen, um jegliche Schaumbildung vor dem
Pipettieren zu vermeiden. Die aufgel6sten Kalibratoren und Kontrollen bei
<-20 °C bis zum Verfallsdatum des Kits lagern.

Extraktion der Proben

Hinweis: Die Extraktion muss in sauberen Einweg-Glasréhrchen und
mit Glaspipetten durchgefiihrt werden. Vor der Verwendung miissen die
Oxidationslésung und die anderen Reagenzien Raumtemperatur (18-25 °C)
haben.

Proben und Kontrollen miissen extrahiert werden. Kalibratoren NICHT

extrahieren.
. Ein Rohrchen fir jede Probe oder Kontrolle beschriften.

. 400 pL Probe oder Kontrolle in die beschrifteten Glasréhrchen geben
und 500 pL Oxidationsldsung hinzuftigen. Sorgfaltig vortexen und 15
Min. bei Raumtemperatur (18-25 °C) inkubieren.

. Extraxtionslésung vorbereiten: 98% n-Hexan und 2% Ethanol

. Oxidierte Proben durch Zugabe von 4,0 mL
n-Hexan-Ethanol-Mischung  (98% Hexan : 2% Ethanol)
mit einer Glaspipette extrahieren. Jede Probe sofort 1 Min. vortexen.

. 50 pyL DHT-Probenpuffer hinzufligen, Réhrchen verschlieRen und
durch vorsichtiges Umdrehen (3-4x) mischen.

. 15 Min. bei 1500 x g und 2-8 °C zentrifugieren, um die organische von
der wéassrigen Phase abzutrennen.

. 2,5 mL der oberen organischen Phase in ein sauberes beschriftetes
Glasrohrchen Uberfiihren und mit Stickstoff oder einer heizbaren
Speed-Vac zur Trockene eindampfen.

Den getrockneten Rickstand mit 250 pL DHT-Nullkalibrator
aufnehmen.  Sorgfaltig vortexen und fir mindestens 1 Stunde
bei Raumtemperatur (18-25 °C) stehen lassen.

ANMERKUNG:
. KEINE KALIBRATOREN EXTRAHIEREN!

. 12 x 75 mm oder 13 x 100 mm Glasréhrchen mit Verschluss
verwenden. Falls keine Stopfen zur Verfigung stehen kénnen die
16 x 150 mm Roéhrchen verwendet werden. Diese dann nach der
Extraktion mit Aluminiumfolie bedecken, um ein Verdampfen des
organischen Lésungsmittels zu verhindern.

. Keine lipamischen Proben verwenden.
Testdurchfiihrung

Kalibratoren, Kontrollen und Proben sollten als Doppelbestimmung
durchgefiihrt werden.
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Schritt 1
Zugabe

Schritt 2
Inkubation

Schritt 3
Messung

Proben und Kontrollen

extrahieren, wie
unter Durchfihrung
beschrieben.

Zugabe zu den
beschichteten
Rohrchen (in dieser
Reihenfolge):

100 pL Kalibrator,
Kontrolle oder Probe,
und unverziglich

Roéhrchen bedecken
und 2 Stunden bei
Raumtemperatur
(18-25 °C) auf einem
Schttler (=180 rpm)
inkubieren.

Alle Réhrchen (ausser
»Totalaktivitat*) durch
Umdrehen des
Dekantierstanders
in einen Behalter fur
radioaktiven Abfall
dekantieren oder
absaugen.

In alle Réhrchen,
mit Ausnahme
der Réhrchen zur
Bestimmung der
Totalaktivitat, 3,0
mL deionisiertes
Wasser geben.
Alle Réhrchen (ausser
»Totalaktivitat) durch
Umdrehen des
Dekantierstéanders
in einen Behalter fur
radioaktiven Abfall
dekantieren oder
absaugen.

Die Réhrchen auf einer
saugfahigen Unterlage
kraftig ausklopfen,

damit diese voéllig
entleert werden.
Roéhrchen >2 Minuten
auf einer saugfahigen
Unterlage austropfen
lassen und ausklopfen.
Gebundene cpm (B)
und Totalaktivitat (T)
1 min zahlen.

500 pL Tracer.*

Alle Réhrchen
vortexen.

*Fugen Sie 500 pL Tracer in 2 zusatzliche Réhrchen hinzu, um die
Totalaktivitat zu erhalten.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX ”)

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kdnnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit

Analytische Sensitivitat: 9,14 pg/mL
Funktionale Sensititvitat: 19,63 pg/mL
Spezifitat

Der in diesem Immunoassay verwendete Antikdrper ist hoch spezifisch
fur Dihydrotestosteron.  Extrem niedrige Kreuzreaktionen wurden mit
einigen verwandten Molekiilen gemessen (Androstendion, Estradiol und
Testosteron).

Préazision
Intra-Assay

Proben wurden 25-fach im selben Ansatz getestet. Der Variationskoeffizient
betrug <7,9 %.

Inter-assay

Proben aus 10 verschiedenen Serien wurden in Doppelbestimmungen
gemessen. Der Variationskoeffizient war jeweils kleiner oder gleich 7,1 %.

Genauigkeit
Verdiinnungstest

Serumproben wurden seriell mit Nullkalibrator verdiinnt. Die erhaltene

Wiederfindung befindet sich zwischen 80,5 % und 114 %.
Wiederfindungstest

Serumproben wurden mit definierten DHT-Mengen vermischt. Die erhaltene
Wiederfindung befindet sich zwischen 88,0 % und 107 %.

Messbereich (von der analytischen Sensitivitat bis zum héchsten Kalibrator):
9,14 bis ungeféhr 2 500 pg/mL.

EINSCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann
die Ergebnisse signifikant beeinflussen.

. Wenn die Réhrchen nach dem Dekantieren nicht ausreichend von
noch vorhandener Flissigkeit befreit werden, so kann dies ungenaue
Doppelbestimmungen und falsche Messwerte zur Folge haben.

. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Proben oder Reagenzien
sollte vermieden werden.
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. Es dirfen keine hamolytischen, ikterischen oder lipdmischen Proben . Flaschchen nicht benutzen, die Anzeichen fir eine mikrobielle
verwendet werden. Kontamination zeigen oder stark getriibt sind.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

KIT RADIOIMMUNOLOGICO PER LA DETERMINAZIONE
QUANTITATIVA IN VITRO DEL DIIDROTESTOSTERONE
IN SIERO O PLASMA UMANI
Per uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

Questo kit per il dosaggio del diidrotestosterone, (5a-Dihydrotestosterone,
DHT; 17B-hydroxy-5a-androstan-3-on) utilizza un metodo radioimmunologico
competitivo. La procedura segue il principio fondamentale del dosaggio
radioimmunologico, che comporta la competizione tra un antigene radioattivo
e uno non radioattivo per un numero fisso di siti leganti I'anticorpo. La
quantita di DHT marcato con [125]] legato all’anticorpo & inversamente
proporzionale alla concentrazione di DHT non marcato presente. La
separazione tra antigene libero e legato si ottiene usando un sistema a
provette sensibilizzate. Si traccia una curva di taratura e si calcolano per
interpolazione sulla curva le concentrazioni dei campioni.

Sommario e spiegazione del test sono riportati in APPENDICE.
AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:

. Per uso diagnostico in vitro.

. | flaconi di calibratori e controlli devono essere aperti il meno possibile
per evitare I'evaporazione.

. Non utilizzare reattivi di lotti diversi.

. Non utilizzare i componenti oltre la data di scadenza indicata
sull’etichetta.

. Inserire la curva standard in ogni esperimento.
. Eseguire il dosaggio in duplicato.

. Prima dell'uso, mescolare calibratori e controlli capovolgendoli o
agitandoli delicatamente; non vortexarli.

Norme di radioprotezione

L'acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. Lo scrupoloso rispetto delle norme per
I'uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.

. Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito
consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici.

. Non pipettare con la bocca.

. Evitare ogni contatto con i materiali radioattivi usando guanti e camice
da laboratorio.

. Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere effettuate
in un luogo appropriato, lontano da corridoi o altre aree affollate.

. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non

autorizzate.

. Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale
radioattivo.

. Il materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all'uso di

isotopi specifici per evitare cross-contaminazioni.

. In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare
riferimento alle norme locali di radioprotezione.

. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le norme locali di
radioprotezione.

Sodio azide

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che 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.

Materiale di origine umana

Campioni di pazienti e prodotti emoderivati possono essere analizzati
di routine con rischio minimo, osservando la procedura indicata.
Tuttavia, maneggiare questi prodotti come fonte potenziale di infezione,
indipendentemente dall’'origine, dal trattamento o da precedente
certificazione, adottando le precauzioni adeguate e seguendo le corrette
pratiche cliniche di laboratorio. Per la decontaminazione, utilizzare un
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disinfettante adeguato. Per la conservazione e lo smaltimento di queste
sostanze e dei loro contenitori, attenersi scrupolosamente alle locali norme
di legge in materia.

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS

Oxidation Solution %

H411 Tossico per gli organismi
acquatici con effetti di lunga
durata.

Non disperdere
nell’ambiente.

Raccogliere il materiale
fuoriuscito.

Permanganato di potassio
1-5%

P273

P391

PERICOLO

&

H226

Sample Buffer

Liquido e vapori
infiammabili.

Provoca gravi ustioni
cutanee e gravi lesioni
oculari.

Tenere lontano da fonti di
calore, superfici calde e
scintille. Non fumare.
Indossare guanti/indumenti
protettivi. Proteggere gli
occhilil viso.

IN CASO DI INGESTIONE:
sciacquare la bocca. NON
provocare il vomito.

IN CASO DI CONTATTO
CON LA PELLE (o

con i capelli): lavare
abbondantemente con
acqua.

IN CASO DI CONTATTO
CON GLI OCCHI:
sciacquare accuratamente
per parecchi minuti.
Togliere le eventuali lenti a
contatto se € agevole farlo.
Continuare a sciacquare.
Contattare immediatamente
un CENTRO
ANTIVELENI/un medico.
Alcool etilico 10 - 20%
Idrossido di sodio 20 - 30%

H314
P210
P280
P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

La scheda tecnica sulla sicurezza & disponibile su
techdocs.beckmancoulter.com

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in provette senza anticoagulante o con EDTA.

. Lasciar coagulare completamente i campioni di siero prima della
centrifugazione.

. Conservare i campioni a 2-8 °C fino a 24 ore oppure, suddivisi in
aliquote, a -20 °C o a temperature inferiori per un massimo di 1 anno.
Evitare ripetuti cicli di congelamento / scongelamento dei campioni.
Lo scongelamento deve avvenire a temperatura ambiente.

. Estrarre i campioni prima di utilizzarli per il dosaggio, vedi § Procedura.

. Diluire con calibratore zero i campioni con concentrazioni di DHT
superiori a quelle dell’ultimo calibratore.
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. Sono stati comparati i valori di siero e di plasma anticoagulato con
EDTA per 19 campioni (valori del siero compresi nel range da 53,75 a
341,5 pg/mL), usando il kit DSL9600i RIA. Sono stati ottenuti i risultati
seguenti.

[EDTA plasma] = 0,9592[siero] + 31,583 R = 0,9783

MATERIALI FORNITI

| reattivi, conservati a 2-8°C, sono stabili fino alla data di scadenza riportata
sul kit. Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun flacone si
riferiscono alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione, prima del
loro inserimento nel kit.

Le modalita di conservazione dei reattivi, una volta aperti sono riportate nel
paragrafo corrispondente.

Provette sensibilizzate con anticorpo anti-DHT: 2 x 50 provette (pronte
per l'uso)

Provette di plastica, sensibilizzate con immunoglobulina di coniglio anti-DHT,
adesa alla parete interna di ogni provetta.

Marcato 125I-DHT: un flacone 55 mL (liofilizzato)

Il flacone contiene meno di 185 kBq (<5 uCi), (alla data di marcatura) di
1251-DHT in tampone con proteine (BSA) e sodio azide (<0,1%). Ricostituire
il contenuto del flacone con 55 mL di acqua deionizzata. Conservare |l
marcato ricostituito a 2-8 °C per un massimo di due settimane in modo tale
da mantenere la massima capacita legante (%Bg/T) > 25%.

Calibratori: un flacone da 50 mL (0) (pronto per l'uso) + 7 flaconi (1-7)
(liofilizzati)

| flaconi contengono DHT a concentrazioni comprese tra 0 e circa 2500 pg/mL
(0 e circa 8600 pmol/L) in tampone con proteine (BSA) e sodio azide (<0,1%).
L'esatta concentrazione dei calibratori & riportata sulle etichette di ciascun
flacone. | Valori dei calibratori sono stati determinati utilizzando materiale di
riferimento certificato (Cerilliant). NON ESTRARRE | CALIBRATORI PRIMA
DI UTILIZZARLI PER IL DOSAGGIO.

Controlli: due flaconi (1, 2) (liofilizzati)

| flaconi contengono DHT in siero umano con sodio azide (<0,1%). |
valori attesi sono riportati sul foglio del controllo di qualita. ESTRARRE |
CONTROLLI PRIMA DI DOSARLI. Vedi § Procedura.

Soluzione di Ossidazione: due flaconi da 25 mL (pronti per I'uso)

Flaconi contenenti una soluzione di permanganato di potassio (<5 %) in
tampone con sodio azide (<0.1 %).

DHT Sample Buffer: un flacone da 5,5 mL (pronto per I'uso)

Il flacone contiene un tampone con <23 % di Alcol Etilico e <29 % di Idrossido
di Sodio.

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, & richiesto il materiale
seguente:

. Provette da 12 x 75 mm o 13 x 100 mm, o0 16 x 150 mm in vetro dotate
di tappi di sicurezza

. portaprovette per provette da 12 x 75 mm

. Acqua deionizzata.

. Micropipette di precisione (100 pL, 250 pL, 400 pL)

. pipette semi-automatiche (500 pL).

. Agitatore tipo vortex.

. Pipette graduate di vetro da 5 mL — UTILIZZATE NELL’ESTRAZIONE
. Solventi organici: n-Esano ed Etanolo (per HPLC)

. centrifuga (1500 x g, preferibilmente refrigerata)

. Azoto o sistema speed-vac con dispositivo di riscaldamento (per le
estrazioni)

. agitatore (con una capacita di = 180 rpm)

. rack per la decantazione o dispositivo simile

. Sistema di aspirazione.

. materiale assorbente per tamponare le provette
. Contatore gamma programmato per leggere 2.

. carta semilogaritmica (log-lineare) oppure software adatto all’analisi
dei dati del dosaggio radioimmunologico.
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RISULTATI

Le concentrazioni di diidrotestosterone nei campioni e controlli vengono
calcolate per interpolazione sulla curva standard. Dosare i campioni e
controlli assieme ai calibratori.

Curva standard

| risultati contenuti in queste istruzioni sono stati calcolati usando come
interpolazione log-lin (modo “spline®), con B/T % o B/Bg % sull'asse verticale
(asse delle ordinate) e le concentrazioni degli calibratori (pg/mL) sul’asse

orizzontale (asse delle ascisse). Altri metodi di interpolazione dati possono
dare risultati leggermente differenti.

ED50 = 100.7 pg/mL

Attivita totale: 57 936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CP';) BIT (%) | B/Bg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni)

Campioni

Calcolare B/T % o B/Bg % per ogni campione, riportarlo sullasse delle
ordinate e leggere le concentrazioni corrispondenti sullasse delle ascisse.
Fattore di conversione per passare da pg/mL a pmol/L: Moltiplicare i risultati
per 3,44.

VALORI ATTESI

Uno studio interno su individui adulti sani, ha fornito le concentrazioni di DHT
riportate nella tabella seguente; tali dati vengono qui descritti solo a titolo di
esempio.

Eta n Mediana| 2,5% 97,5% Intervallo
(pg/mL) | Percentile| Percentile| (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Uomini 20 - 60 119 2747 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Donne 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(Ulteriori dati sono riportati in appendice)

CONTROLLO QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente sieri di controllo per
verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

I mancato ottenimento di valori appropriati per i controlli, pud indicare
manipolazioni errate, trattamento inappropriato dei campioni o
deterioramento dei reagenti. Nel caso di deterioramento dell'imballaggio o
nel caso in cui i dati ottenuti mostrino una diminuzione di performance del
prodotto, si prega di contattare il distributore locale o di riferirsi all’indirizzo
e-mail imunochem@beckman.com

PROCEDURA

Preparazione dei reattivi
Equilibrare i reattivi a temperatura ambiente e mescolare le con cura.
Ricostituzione di marcato

Ricostituire il contenuto di flacone con 55 mL di acqua deionizzata. Lasciar
riposare per almeno 10 minuti e controllare la completa dissoluzione del
liofilizzato invertendo piu volte il flacone. Conservare a 2-8 °C per un
massimo di due settimane.

Ricostituzione di calibratori e di controlli

Ricostituire il contenuto dei flaconi con il volume di acqua deionizzata
riportato sull’etichetta di ciascun flacone. Lasciar riposare per almeno 10
minuti e controllare la completa dissoluzione del liofilizzato invertendo piu
volte i flaconi. Conservare ad almeno <-20 °C fino alla data di scadenza del
kit.
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Estrazione dei campioni

Nota:  Eseguire [l'estrazione utilizzando provette DI VETRO pulite,
preferibilmente monouso. Lasciar equilibrare a temperatura ambiente
(18-25 °C) la Soluzione di Ossidazione e gli altri reattivi per I'estrazione
prima dell’'uso.

Estrarre i campioni e i controlli del kit. NON ESTRARRE | calibratori.
. Numerare una provetta per ciascun campione e controllo.

. Aggiungere 400 pL di campione o controllo alle provette di vetro
corrispondenti e pipettare 500 pL di Soluzione di Ossidazione.
Vortexare vigorosamente e incubare per 15 minuti a temperatura
ambiente (18-25 °C).

. Preparare la miscela di estrazione: 98% n-Esano e 2% Etanolo.

. Utilizzando una pipetta di vetro graduata, estrarre il campione ossidato

aggiungeno 4.0 mL di miscela n-Esano/Etanolo (98% n-Esano; 2%
Etanolo). Vortexare subito dopo ciascun campione per 1 minuto.

. Aggiungere 50 pL di Tampone DHT per i Campioni (“DHT Sample
Buffer”), tappare le provette e mescolare delicatamente invertendole
3-4 volte.

. Centrifugare a 1500 X g pe 15 minuti at 2-8 °C per separare la fase
organica da quella acquosa.

. Trasferire 2,5 mL della fase organica superiore in provette di vetro
pulite e numerate ed evaporare a secco, utilizzando o corrente di Azoto
oppure un dispositivo speed-vac con dispositivo di riscaldamento.

Ricostituire il materiale essiccato con 250 uL del calibratore DHT
zero. Agitare bene su vortex e conservare a temperatura ambiente
(18-25°C) per almeno 1 ora.

NOTA:
. NON ESTRARRE | CALIBRATORI DEL KIT.

. Utilizzare provette 12 x 75 mm o 13 x 100 mm di vetro con tappi di
sicurezza. Nel caso in cui non siano disponibili i tappi di sicurezza,
possono essere utilizzate provette 16 x 150 mm. Dopo I'estrazione,
coprire le provette 16 x 150 mm con un foglio di alluminio per evitare
I'evaporazione del solvente organico.

. Evitare di dosare campioni lipemici.
Schema del dosaggio
Analizzare calibratori, controlli e campioni sconosciuti in duplicato.

Fase 1
Dispensazione

Fase 2
Incubazione

Fase 3
Conteggio

Estrarre campioni e
controlli seguendo la
procedura descritta al
paragrafo Procedura.

Aggiungere in
successione alle

100 pL di calibratori,
controlli o campioni,
immediatamente

500 uL di marcato.*

Vortexare tutte le
provette.

provette sensibilizzate:

Coprire e incubare a
temperatura ambiente
(18-25 °C) per 2 ore su
un agitatore impostato

sulla velocita di
2180 rpm.
Aspirare o fare
decantare, eccetto
provette per le conte
totali, capovolgendo
contemporaneamente
il rack di decantazione
in un recipiente per
rifiuti radioattivi.

Aggiungere 3.0 mL di

acqua deionizzata in
tutte le provette, ad
eccezione di quelle
per le conte totali.

Aspirare o fare
decantare, eccetto
provette per le conte
totali, capovolgendo
contemporaneamente
il rack di decantazione
in un recipiente per
rifiuti radioattivi.
Picchiettare le provette
con decisione su
materiale assorbente
per facilitare lo
svuotamento
completo.
Lasciar svuotare le
provette su materiale
assorbente per 2
minuti e tamponarne
delicatamente il bordo.
Contare la radioattivita
legata (B) e I'attivita
totale (T) per 1 min.

*Aggiungere 500 uL di marcato a 2 provette non sensibilizzate per la
determinazione dell'attivita totale.
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CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI

(Ulteriori dati sono riportati in appendice)

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo. | risultati

possono variare da laboratorio a laboratorio.
Sensibilita

Sensibilita analitica: 9,14 pg/mL
Sensibilita funzionale: 19,63 pg/mL
Specificita

L'anticorpo utilizzato in questo dosaggio & altamente specifico per DHT.
Cross-reazioni molto basse sono state trovate per alcune molecole correlate
(androstenedione, estradiolo e testostrone).

Precisione
Intra-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati 25 volte in uno stesso esperimento. Per
i campioni di siero & stato trovato un coefficiente di variazione del 7,9 % o
inferiore.

Inter-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati in duplicato in 10 esperimenti differenti.
E’ stato trovato un coefficiente di variazione del 7,1 % o inferiore.

Accuratezza
Test di diluizione

Alcuni campioni ad alta concentrazione di DHT sono stati diluiti serialmente
con il calibratore zero. Il recupero & risultato essere compreso tra 80,5 % e
114 %.

Test di recupero

Ad alcuni campioni a bassa concentrazione di DHT sono state aggiunte
quantita note di DHT. Il recupero & risultato essere compreso tra 88,0 % e
107 %.

Campo di misura (&€ compreso tra la concentrazione pari alla sensibilita
analitica e la concentrazione del calibratore piu elevato): 9,14 e circa 2500
pg/mL.

LIMITAZIONI
. Seguire fedelmente le istruzioni d’'uso per evitare risultati aberranti.

. Un’asciugatura non appropriata delle provette dopo la decantazione,
pud determinare replicati inadeguati e valori non attendibili.

. Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento dei reagenti o
dei campioni.

. Non usare campioni emolizzati, itterici o lipemici.

. Se si rilevano segni di contaminazione microbica o torbidita eccessiva
in un reagente, scartare il flaconcino.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

RADIOINMUNOENSAYO PARA LA DETERMINACION “IN
VITRO” CUANTITATIVA DEL DIHYDROTESTOSTERONA
(DHT) EN SUERO O PLASMA HUMANOS

Para uso en diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

El radioinmunoensayo del dihydrotestosterona (DHT,
5a-dihydrotestosterona, 17B-hidroxy-5a-androstan-3-one) es un
ensayo competitivo. El procedimiento sigue el principio basico del
radioinmunoensayo, en donde existe una competencia entre un antigeno
radiactivo y otro no radiactivo por un numero fijo de sitios de unién a
anticuerpos. La cantidad de DHT marcado con 1251 unida al anticuerpo es
inversamente proporcional a la concentracion de DHT sin marcar presente
en la muestra. La separacion del antigeno libre del unido se realiza
mediante una simple decantaciéon o aspiracion de los tubos recubiertos.
Se prepara una curva estandar y los valores desconocidos se determinan
mediante interpolacién con dicha curva.

Para RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO ver la pdgina de
“APENDICES”.
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales
. Para uso diagnéstico in vitro.

. Los frascos con los calibradores y controles deben abrirse el menor
tiempo posible para evitar evaporacion.

. No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

. No utilice ningin componente después de la fecha de caducidad
indicada en su etiqueta.

. Incluir una curva estandar en cada ensayo.
. Se recomienda realizar el ensayo por duplicado.

. Los calibradores y controles deben mezclarse antes de su uso, para
lo cual es mejor invertirlos o agitarlos suavemente en vez de vortexear
(agitacion fuerte).

Reglas basicas de seguridad radiolégica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetas
a las disposiciones legales del pais en el que se utiliza. EI cumplimiento
de las normas basicas de seguridad radiolégica proporciona proteccion
adecuada.

. No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia
de materiales radiactivos.

. No pipetear con la boca.

. Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso
de guantes y bata de laboratorio.

. Toda manipulacion de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.

. Los materiales radiactivos deben almacenarse en el contenedor
aprobado en una zona especializada.

. Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.

. El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de
contaminaciéon se deben separar para evitar la contaminacion con
otros radioisétopos.

. Cada caso de contaminacion radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos
establecidos.

. El desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas
establecidas por el pais donde se utiliza.

Azida de sodio

Algunos reactivos contienen azida de sodio como conservador. La azida de
sodio puede reaccionar con el plomo, el cobre y el bronce para formar azidas

PI-DSL96001-02

metalicas explosivas. Deseche los reactivos a través del sistema de drenaje
mediante lavado con grandes cantidades de agua.

Material de origen humano

Las muestras de los pacientes y los hemoderivados pueden procesarse
rutinariamente con un minimo de riesgo utilizando el procedimiento
descrito. No obstante, deben manipularse dichos productos como
potencialmente infecciosos con arreglo a las precauciones universales y
a las buenas practicas de laboratorio clinico, independientemente de su
origen, tratamiento o certificacion previa. Debe utilizarse un desinfectante
apropiado para la descontaminacién. Deben conservarse y eliminarse
dichos materiales y sus envases con arreglo a las normas y directrices
locales.

CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO

SEGUN EL SGA

Oxidation Solution
H411

Toxico para los organismos
acuaticos, con efectos
nocivos duraderos.

No dispersar en el medio
ambiente.

Recoger los vertidos.
Permanganato potasico 1 -
5%

P273

P391

PELIGRO

&

H226

Sample Buffer

Liquido y vapores
inflamables.

Provoca graves
quemaduras en la piel

y lesiones oculares.
Mantener alejado del calor,
superficies calientes y
chispas. No fumar

Use guantes/ropa de
proteccion y equipo de
proteccion para los ojos/la
cara.

EN CASO DE INGESTION:
Enjuagar la boca. NO
provocar el vémito.

EN CASO DE CONTACTO
CON LA PIEL (o el pelo):
Enjuagar la piel con agua.
EN CASO DE CONTACTO
CON LOS OJOS: Enjuagar
con agua cuidadosamente
durante varios minutos.
Quitar las lentes de
contacto cuando estén
presentes y pueda hacerse
con facilidad. Proseguir con
el lavado.

Llamar inmediatamente

a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA o a un
médico.

H314

P210

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310
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Alcohol etilico 10 - 20%
Hidréxido de sodio 20 - 30%

La hoja de datos de seguridad esta disponible en
techdocs.beckmancoulter.com

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Se recomienda el uso tanto de muestras séricas como plasmaticas
EDTA.

. Permitir que las muestras de suero se coagulen completamente antes
de su centrifugado.

. Las muestras pueden conservarse entre 2 °C y 8 °C si el ensayo
se realiza dentro de las primeras 24 hs. Si las muestras requieren
ser conservadas por un periodo mayor, se recomienda almacenar
las mismas, a una temperatura <-20 °C durante maximo de 1 afio.
Es fundamental el uso de alicuotas para asi evitar congelamientos
y descongelamientos sucesivos de las muestras séricas. La
descongelacion de las muestras debe realizarse a temperatura
ambiente.

. Las muestras DEBEN SER EXTRAIDAS previo al ensayo. Vea el
Procedimiento.

. Toda muestra cuyo resultado sea mayor que el calibrador mas alto
debe ser cuidadosamente diluida con el calibrador 0 pg/mL y ser
procesada nuevamente.

. Se compararon los valores en suero y plasma con EDTA de 19
muestras (valores séricos de 53.75 a 341.5 pg/mL) usando el equipo
DSL9600i. Los resultados fueron los siguientes:

[EDTA-plasma] = 0.9592[suero] + 31.583 R = 0.9783
MATERIALES SUMINISTRADOS

Todos los reactivos provistos-sin abrir- son estables entre 2 y 8 °C hasta la
fecha de caducidad del equipo, la cual se indica en la etiqueta externa. Las
fechas de caducidad impresas sobre las etiquetas de los frascos son validas
solo para el fabricante, durante su almacenamiento a largo plazo hasta antes
del ensamblaje del equipo. No tener en cuenta.

Las condiciones de almacenaje para los reactivos una vez abiertos, se
indican en los parrafos respectivos.

Tubos recubiertos con anti-DHT (dihydrotestosterona): 2 x 50 tubos
(listos para usar).

Tubos de plastico recubiertos en su pared interna con la inmunoglobulina
policlonal de conejo, anti-dihydrotestosterona.

Trazador dihydrotestosterona marcado con 125l: 1 frasco x 55 mL
(liofilizado)

El frasco contiene 185 kBq (<5 uCi), en el dia de la elaboracién, de DHT
marcado con 125| en buffer proteico (albumina sérica bovina) (BSA) con
azida sédica (<0.1%). El contenido del vial se reconstituye con 55 mL de
agua deionizada. Una vez reconstituido conserve el trazador entre 2-8 °C
hasta un maximo de 14 dias, de manera tal de alcanzar el maximo binding
(%Bg/T)> 25%.

Calibradores: 1 frasco x 50 mL, rotulado 0 (listo para usar) + 7 frascos,
rotulados 1-7 (liofilizados)

Los frascos contienen desde 0 hasta aproximadamente 2,500 pg/mL (desde
0 hasta aproximadamente 8,600 pmol/L) de DHT en buffer proteico (albumina
sérica bovina) (BSA), con azida sédica (<0.1%). La concentracidon exacta
se indica en la etiqueta de cada frasco. Los valores de los calibradores
fueron establecidos utilizando material de referencia certificado (Cerilliant).
NO extraiga los calibradores previo al ensayo.

Controles: 2 frascos, (rotulados 1, 2) (liofilizados)

Los frascos contienen dihydrotestosterona en suero humano + azida sédica
(<0.1%). La concentracion exacta se indica en la hoja anexa. Los controles
DEBEN ser extraidos previo al ensayo. Vea el Procedimiento.

Solucién Oxidativa: 2 frascos x 25 mL (listos para usar)

Los frascos contienen permanganato de potasio (<5 % agente oxidativo) en
un buffer con azida sédica (<0.1 %).
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Buffer para la Muestra: 1 frasco x 5.5 mL (listo para usar)

El frasco contiene el buffer para la muestra con <23 % Alcohol etilico y <29
% Hidréxido de sodio.

MATERIALES NECESARIOS, PERO NO
SUMINISTRADOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:

. Tubos de VIDRIO: 12 x 75 mm 6 13 x 100 mm 6 16 x 150 mm con
tapa bien segura.

. Gradilla para tubos de ensayo de 12 x 75 mm

. Agua desionizada.

. Micropipetas de precision (100 pL, 250 yL y 400 pL).

. Pipeta semiautomatica (500 pL).

. Agitador tipo vortex.

. Pipeta de VIDRIO graduada en 5 mL (USAR EN LA EXTRACCION),
. Solventes Organicos: n-hexane y ethanol (grado para HPLC),

. Centrifuga (1500 x g, preferiblemente refrigerada)

. Gas Nitrégeno 6 sistema de aceleracion de la evaporacion al vacio
con calor (para el proceso extractivo).

. Agitador (adecuado para = 180 rpm)

. Gradilla —absorbente- para decantacién o dispositivo similar
. Sistema de aspiracion.

. Material absorbente para secado de los tubos

. Contador gamma calibrado para 1125.

. Papel grafico semilogaritmico (logaritmico — lineal) o programa
informatico de analisis de datos de RIA.
RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacion con la curva estandar. La curva
sirve para la determinacion de las concentraciones de la DHT en las muestras
medidas al mismo tiempo que los calibradores.

Curva estandar

Los resultados que se muestran mas abajo han sido obtenidos utilizando
una curva de ajuste logaritmica—lineal (modo “spline”), en donde B/T (%) 6
B/Bq (%) corresponde al eje de las “y” (vertical) y las concentraciones de los

calibradores de la DHT en pg/mL sobre el eje de las “X” (horizontal). El uso
de otros tipos de calculo pueden dar resultados ligeramente diferentes.

ED50 = 100.7 pg/mL

Actividad total: 57 936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (cpr;) BIT (%) | BIBg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para realizar los calculos)

Muestras

Para cada muestra marcar sobre el eje vertical el B/T (%) o el B/Bg (%) y
sobre el eje horizontal, interpolar la correspondiente concentracién de la DHT
de las muestras en pg/mL. Para convertir de pg/mL a pmol/L, multiplicar los
resultados por 3.44.

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de
referencia. En la Tabla de mas abajo se informan los valores de DHT
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realizados en un estudio interno de adultos saludables y se dan solamente
como referencia.

Edad n Mediana| 2.5% 97.5% Rango
(pg/mL) | Percentilo| Percentilo| (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Varén: 20-60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Hembra: | 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 | 17,67 -
245,8

(Para mayores detalles ver la pagina de “APENDICES”)

CONTROL DE CALIDAD

Las buenas practicas de los laboratorios implica que las muestras controles
sean utilizadas en forma regular para asi asegurar la calidad de los
resultados que se obtengan. Dichas muestras controles deben ser
procesadas de la misma manera que las muestras séricas de los pacientes.
Y se recomienda que dichos resultados sean analizados utilizando métodos
estadisticos apropiados.

Fallas en la obtencion de valores adecuados para los controles podria indicar
manipulaciones imprecisas, mal manejo de las muestras, 6 deterioro de los
reactivos. En caso de deterioro del embalaje o si los resultados obtenidos
muestran un desarrollo alterado, por favor, contacte su distribuidor local 6
utilice la siguiente direccién de e-mail: imunochem@beckman.com

PROCEDIMIENTO

Preparacion de los reactivos

Antes de su uso, permita que todos los reactivos alcancen temperatura
ambiente y mézclelos totalmente mediante una inversion suave.

Preparacioén del Trazador

El contenido del vial se reconstituye con 55 mL de agua deionizada. Espere
10 minutos, y mezcle suavemente par evitar la formacién de espuma antes
de dispensar. Conserve el trazador entre 2-8 °C hasta un maximo de 14 dias.

Reconstitucion de los calibradores y controles

Reconstituya los calibradores de 1-7 y los controles 1-2 con el volumen de
agua deionizada sefialado en la etiqueta. Espere 10 minutos, y mezcle
suavemente para evitar la formacién de espuma antes de dispensar.
Consérvelos a <-20 °C hasta la fecha de vencitmiento del equipo.

Extracion de las muestras

NOTA: la extraccién debe ser procesada en material de VIDRIO limpio,
preferentemente descartable ya sea para los tubos como para las pipetas.
Permita que tanto la solucién oxidativa como otros reactivos extractivos
alcancen temperatura ambiente ( 18-25 °C) previo a su uso.

Tanto las muestras como los controles requieren extraccion. NO EXTRAIGA
LOS CALIBRADORES.

. Numere un tubo por muestra 6 control.

. Agregue 400 pL de muestra 6 control a cada uno de los tubos ya
rotulados, + 500 pL de la Solucién Oxidativa. Agite completamente
con el vortex e incube a Temperatura Ambiente (18-25 °C) durante 15
minutos.

. Prepare la mezcla extractiva: 98% de n-hexano + 2% de etanol.

. Utilice la pipéta de vidrio extraiga la muestra oxidada con el agregado
de 4 mL de una mezcla de n-hexano-etanol (98% de hexano: 2% de
etanol). agite enérgicamente (vortex) cada muestra, inmediatamente
después, por el término de 1 minuto.

. Agregue 50 pL del Buffer para la Muestra provisto, tape los tubos y
mezcle suavemente los tubos por inversiéon 3-4 veces.

. Centrifugue a 1500xg durante 15 minutos entre 2 °C y 8 °C (centrifuga
refrigerada) para separar la capa organica de la acuosa.

. Transfiera 2.5 mL de la capa organica superior en tubos de vidrio
limpios, rotulados apropiados para ser llevados a sequedad por
evaporacioén utilizando, ya sea, gas nitrégeno 6, un dispositivo de
aceleracién de la evaporacion al vacio + calor.

Reconstituir el material seco con 250 pL del Calibrador Cero de DHT.

Mezcle completamente con Vortex y conserve a temperatura ambiente
(18-25 °C) por al menos 1 hora.

NOTA:
. NO EXTRAIGA LOS CALIBRADORES PROVISTOS.
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. Utilice solo tubos con tapa bien segura de 12 x 75 mm 6 13 x 100 mm.
Si las tapas no se encuentran disponibles se pueden utilizar tubos de
16 x 150 mm. Después de la extraccién, cubra con papel de aluminio
los tubos de 16 x 150 mm para asi evitar la evaporacion del solvente

organico.

. Evite procesar muestras lipémicas.

Procedimiento del ensayo

Los calibradores, controles y muestras de concentracién desconocida deben
ser procesados en el ensayo por duplicado.

Paso 1
Adiciones

Paso 2
Incubacién

Paso 3
Contaje

Extraiga las muestras

y controles como se

indica en la seccion
Procedimiento.

Agregue en el fondo
de los tubos rotulados
lo siguiente:

100 pL de
calibradores, controles
6 muestras, e
inmediatamente
después
500 uL de trazador.*

Agite con el vortex.

Tape e incube los
tubos durante 2
horas a temperatura
ambiente (18-25 °C)
en un agitador a
2180 rpm.
Aspire 6 decante
todos los tubos,
(excepto los tubos
de cuentas totales),
mediante inversion
simultanea con una
gradilla absorbente-6
dispositivo similar-
para decantacion,
volcando el contenido
radiactivo dentro del
dispositivo especial
de recoleccion de
residuos liquidos
radiactivos.

Agregue 3.0 mL de
agua deionizada
a todos los tubos,

excepto los tubos de

cuentas totales (T)

Aspire 6 decante
todos los tubos,
(excepto los tubos
de cuentas totales),
mediante inversion
simultanea con una
gradilla absorbente-6
dispositivo similar-
para decantacion,
volcando el contenido
radiactivo dentro del
dispositivo especial
de recoleccion de
residuos liquidos
radiactivos.
Golpeé los tubos
firmemente sobre un
material absorbente
para facilitar su drenaje
completo.
Drene durante 2
minutos. Seque
los tubos.
Determine con un
contador gamma,
las cpm unidas (B)
y las cpm totales (T)
durante 1 min.

*Agregar 500 pL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las cpm

totales.

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

(Para mayores detalles ver la pagina de “APENDICES”)

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. El rendimiento

obtenido en los distintos laboratorios puede variar.

Sensibilidad

Sensibilidad Analitica: 9.14 pg/mL
Sensibilidad funcional: 19.63 pg/mL

Especificidad

El anticuerpo usado en este inmunoensayo es altamente especifico para
la dihydrotestosterone (DHT), presentando niveles extremadamente bajos
de reaccion cruzada con otras moléculas realacionadas (androstenediona,
estradiol, testosterona, etc).

Precision
Intra- ensayo

Las muestras se evaluaron 25 veces en las mismas series. Los coeficientes
de variacion fueron < 7.9 %.

Inter-analisis

Las muestras se evaluaron 10 veces en diferentes series. Los coeficientes

de variacion fueron iguales o por debajo de 7.1 %.
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Precision .

Prueba de dilucion

Las muestras muy concentradas se diluyeron serialmente con el calibrador
cero. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron entre 80.5 % vy

114%. .
Prueba de recuperacion .

A muestras de baja concentracion se les agreg6 cantidades conocidas de
DHT. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron entre 88.0 % y 107 %.

Rango de medida (desde la sensibilidad analitica del calibrador mas alto):
desde 9.14 hasta aproximadamente 2,500 pg/mL.

LIMITACIONES

. Siga atentamente las instrucciones de uso ya que de lo contrario, los
resultados pueden verse afectados significativamente.

PI-DSL96001-02 19 of 50

No proceder con el buen secado de los tubos después de la
decantacion, puede arrojar duplicados y/o resultados erréneos.

Evite congelar y descongelar repetidamente los reactivos y las
muestras.

No utilice muestras hemolizadas, ictéricas o lipémicas.

Descarte el vial, si hubiera evidencia de contaminacién microbiana o
una excesiva turbidez en el reactivo.



ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

RADIOIMUNOENSAIO PARA DETERMINAGAO
QUANTITATIVA‘IN VITRO’ DE DIHIDROTESTOSTERONA
(DHT) EM SORO OU PLASMA HUMANO

Para fins de diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

O radioimunoensaio de dihidrotestosterona (5a-Dihydrotestosterona;
DHT; 17B-Hydroxy-5a-androstan-3-ona) € um ensaio de competicdo. O
procedimento segue o principio basico de radioimunoensaio, onde existe
competicdo entre um antigeno radioativo e um nao radioativo por um nimero
fixo de sitios de ligacdo ao anticorpo. A quantidade de substancia dosada
marcada com [1251] DHT ligada ao anticorpo é inversamente proporcional a
concentragcdo de DHT ndo marcada presente na amostra. A separacao do
antigeno livre e do ligado é feita utilizando-se a decantagéo ou aspiragéo dos
tubos revestidos. Uma curva padréo é construida e os valores das amostras
desconhecidas de DHT sé&o obtidos a partir da curva por interpolagéo.

Para SUMARIO E EXPLICAGAO DO TESTE veja o Apéndice.
AVISOS E PRECAUCOES
Orientagoes Gerais:

. Para fins de diagnéstico in vitro.

. Os frascos dos calibradores e controlos devem estar abertos durante
o menor tempo possivel, de forma a evitar evaporagdo excessiva.

. N&o misture os reagentes de kits de diferentes lotes.

. Nao utilize qualquer componente para além da data de validade
indicada no rétulo.

. Deve ser estabelecida uma curva padrédo em cada ensaio.
. E recomendado que o ensaio seja feito em duplicado.

. Calibradores e Controles devem ser homogeineizados antes do uso
por inversao ou por agitagéo suave ao invéz do uso de vortex.

Regras basicas de seguranga para radiagao

A compra, uso e transferéncia de material radioactivo estdo sujeitos a
regulamentacdo de cada pais. A adeséo as regras basicas de seguranga
para a radiagao fornecem a protec¢do adequada:

. Nao comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na presenga de
materiais radioativos.

. N&o pipetar com a boca.

. Utilize luvas e bata para evitar qualquer contacto com materiais
radioativos.

. A manipulagdo de substancias radioativas deve ser efetuada em local
apropriado e longe de corredores e outras zonas muito frequentadas.

. Materiais radioativos devem ser armazenados no frasco fornecido e
em area designada.

. O registro de recepcdo e armazenamento de produtos radioativos
devem ser mantidos atualizados.

. Equipamentos laboratoriais e vidrarias que estdo sujeitas a
contaminagao devem ser separados para prevenir a contaminagéo
cruzada de radioisétopos diferentes.

. Cada caso de contaminagéo ou perda de material radioativo deve ser
efetuada de acordo com os procedimentos estabelecidos.

. Descarte dos reagentes e materiais deve ser de acordo com a
regulamentacao aplicavel.

Azida Sdédica

Alguns dos reagentes contém azida de sédio como conservante. A azida
de sédio reage com chumbo e cobre das canalizagcdes e forma azidas
metalicas altamente explosivas. Ao descartar os liquidos, deixe correr
grande quantidade de agua a fim de prevenir a formagéo destas azidas.

Soro Humano

As amostras dos doentes e os produtos hemoderivados podem ser
analisados rotineiramente com riscos minimos utilizando o procedimento
descrito. Contudo, deve manusear estes produtos como potencialmente
infecciosos de acordo com as precaugdes gerais e os métodos adequados
de laboratdrios clinicos, independentemente da origem, tratamento
ou certificagdo anterior. Usar um desinfectante apropriado para a
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descontaminagdo. Armazenar e eliminar estes materiais e os respectivos
contentores segundo o regulamento e as normas locais.

CLASSIFICAGAO DE PERIGO DO GHS

Oxidation Solution %

H411 Toxico para os organismos
aquaticos com efeitos
duradouros.

Evitar a libertagao para o
ambiente.

Recolher o produto
derramado.

Permanganato de Potassio
1-5%

P273

P391
PERIGO

H226
H314

Sample Buffer

Liquido e vapor inflamaveis.
Provoca queimaduras na
pele e lesdes oculares
graves.

Manter afastado do calor,
superficies quentes e
faisca. Nao fumar.

Use luvas de protecéo,
vestuario de protegéo e
protegé@o ocular/protegéo
facial.

EM CASO DE INGESTAO:
enxaguar a boca. NAO
provocar o vomito.

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM A PELE
(ou o cabelo): enxaguar a
pele com agua.

SE ENTRAR EM
CONTACTO COM

OS OLHOS: enxaguar
cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se
usar lentes de contacto,
retire-as, se tal lhe for
possivel. Continuar a
enxaguar.

Contacte imediatamente
um CENTRO DE
INFORMAGCAO
ANTIVENENOS ou um
médico.

Alcool etilico 10 - 20%
Hidréxido de sédio 20 - 30%

P210

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

A SDS (FDS — Ficha de dados de seguranga) esta disponivel
em techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAMENTO, E DILUICAO DAS
AMOSTRAS

Colete em tubos contendo EDTA ou sem aditivos. Soro ou plasma é
recomendado como amostra.

. Deixar as amostras de soro coagularem completamente antes da
centrifugacao.

. As amostras podem ser armazenadas de 2-8 °C, se o ensaio for
realizado dentro de 24 horas. Para longos periodos mantenha
congelado a <-20 °C, por até 1 ano apos aliquotar as amostras,
evitando assim o0s repetidos ciclos de descongelamento.
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Descongelacdo da amostra deve ser realizada a temperatura
ambiente.

. As amostras devem ser extraidas antes do ensaio (veja §
Procedimento).

. Qualquer amostra com leituras acima da maior concentragdo da
curva deve ser diluida apropriadamente com o calibrador 0 pg/mL e
ensaiada novamente.

. Os valores de 19 amostras de soro e plasma EDTA (valores séricos
que variam de 53,75 a 341.5 pg/mL) foram comparados utilizando o
kit DSL9600i. Os resultados sdo como se segue:

[EDTA-plasma] = 0.9592[soro] + 31.583 R = 0.9783
MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagentes fechados do kit sdo estaveis até a data de validade
apontada no rétulo do kit, quando armazenado de 2-8 °C. As datas de
validade impressa nos rétulos séo validas, somente, para armazenamento
dos componentes em longo prazo pelo fabricante.

As condigbes de armazenamento dos reagentes apos abertos estédo
indicadas nos paragrafos apropriados.

Tubos revestidos com Anticorpo anti-DHT: 2 x 50 tubos (pronto para uso)

Tubos plasticos com imunoglobulina de coelho anti-DHT imobilizadas as
paredes de cada tubo.

Tragador DHT-[125I]: um frasco 55 mL (liofilizado)

O frasco contém, na data de fabricacédo, 185 kBq (<5 pCi) de [125]] ligado
ao DHT, em tampdo com proteinas (BSA) e azida sédica (<0.1 %). O
conteudo do frasco é reconstituido com 55 mL de agua deionizada. Depois
de reconstituido armazenar de 2-8 °C por até duas semanas para que seja
atingido o méximo de ligagéo (%Bg/T) > 25%.

Calibradores: um frasco 50 mL (0) (pronto para uso) + sete frascos (1-7)
(liofilizados)

O calibrador contém de 0 a, aproximadamente 2,500 pg/mL (0 a,
aproximadamente 8,600 pmol/L) de DHT em tampdo com proteinas
(BSA) e azida sodica (<0.1 %). A concentracédo exata é indicada no rotulo
de cada frasco. Os calibradores foram calibrados utilizando-se material de
referéncia certificado (Cerilliant). NAO EXTRAIR os calibradores antes do
ensaio.

Controlos: dois frascos identificados 1,2 (liofilizados)

Os frascos contém DHT em soro humano com azida (<0.1 %). Os valores
esperados estédo na faixa de concentragéo indicada em um suplemento. Os
controles DEVEM SER EXTRAIDOS antes do ensaio. Veja § Procedimento.

Solugao de Oxidagao: dois frascos 25 mL (pronto para uso)

Frascos contendo solugdo de permanganato de potassio (<5%) em um
tamp&o com azida sédica (<0.1%).

Tampao de Amostra: um frasco 5.5 mL (pronto para uso)

Frasco contendo tamp&o com <23 % alcool etilico e <29 % de hidroxido de
Sadio.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO
FORNECIDOS

Em adicdo ao material usual de laboratério, é ainda necessario:

. Tubos DE VIDRO para teste de 12 x 75 mm ou 13 x 100 mm ou 16 x
150 mm.

. Suporte para tubos 12 x 75 mm.

+  Agua desionizada.

. Micropipetas de Precisdo (100 pL, 250 pL and 400 pL).

. Pipeta semi-automatica (500 pL).

. Agitador tipo Vortex

. Pipeta Graduada de vidro 5 mL — UTILIZADA NA EXTRAGAO.
. Solventes Organicos: n-hexano e etanol (HLPC ‘grade’).

. Centrifuga (1500 x g, de preferéncia refrigerada).

. Comprimido azoto ou evaporador de vacuo para secar os extractos,
. Agitador capaz = 180 rpm.

. Uma estante de espuma para decantagao ou dispositivo similar.
. Sistema de Aspiragéo.
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. Material absorvente para secagem dos tubos.
. Contador Gamma ajustado para iodo 125.
. Papel grafico semi-log (log-linear) ou programa de analise de RIE.

RESULTADOS

Os resultados sdo obtidos da curva padrdo por interpolagdo. A curva
fornece as concentragdes de DHT nas amostras dosadas ao mesmo tempo
dos calibradores.

Curva Padrao

Os resultados no protocolo sdo calculados utilizando-se uma curva
log-linear (modo “spline*) com B/T (%) ou B/Bg (%) em um eixo vertical e as
concentragbes de DHT dos calibradores no eixo horizontal (pg/mL). Outro
método de analise de dados pode apresentar um resultado diferente.

ED50 = 100.7 pg/mL

Atividade Total: 57,936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CPf;l) BIT (%) | B/Bg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Exemplo de curva padréo, nao utilize para célculo)
Amostras

Estabelega a relagé@o B/T (%) para cada amostra ou B/B( (%) no eixo vertical
da curva padréo e leia a concentragdo de DHT correspondente da amostra
no eixo horizontal em pg/mL. Para conversao para pmol/L: pg/mL x 3.44 =
pmol/L.

VALORES ESPERADOS

E sugerido que cada laboratério estabelega seus préprios valores normais.
Um estudo interno com adultos aparentemente saudaveis forneceu as
concentragées de DHT mostradas na tabela abaixo e s&o fornecidos apenas
como referéncia.

Idade n Mediana| 2.5% 97.5% Faixa
(pg/mL) | Percentil | Percentil | (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Homens:| 20 - 60 119 2747 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Mulheres] 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(Para mais detalhes, veja o data sheet “APPENDIX”)

CONTROLO DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério implicam a execugéo regular do controlo
para garantir a qualidade dos resultados obtidos. Estes controlos devem ser
processados exactamente como as amostras do ensaio, e é recomendado
que seus resultados sejam analisados utilizando um método estatistico
adequado.

Falha na obtencéo de valores apropriados para os controles podem indicar
manipulagdo inadequada ou deterioracdo do reagente. Em caso de
deterioragdo da embalagem ou se o dado obtido mostrar alguma alteracao
de desempenho, por favor, contate o distribuidor local ou utilize o seguinte
enderego de e-mail: imunochem@beckman.com

PROCEDIMENTO
Preparagcao dos Reagentes

Deixe todos os reagentes atingirem a temperatura ambiente e homogenize
bem por suave inversdo antes do uso.

Reconstitui¢ao do tragador

O conteudo do frasco é reconstituido com 55 mL de agua deionizada.
Aguarde 10 min e misture suavemente evitando espuma antes da
pipetagem. Armazenar as solugdes reconstituidas de 2-8 °C por até duas
semanas
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Reconstitu¢ao dos calibradores e amostras controlo.

O conteudo do frasco é reconstituido com o volume de agua deionizada
indicado no rétulo. Aguarde 10 minutos e misture gentilmente evitando
espuma antes da pipetagem. Depois de reconstituido armazenar a <-20 °C
até a data validade do kit

Extragdo das amostras

NOTA: A extragdo deve ser feita em vidraria limpa, preferencialmente
descartavel. Deixe os reagentes Solugao de Oxidagao e outros reagents de
extracdo a temperature ambiente (18-25 °C) antes do uso.

Somente as amostras e controles requerem extragdo. Nao extraia os

calibradores.
. Numere um tubo para cada amostra.

. Adicione 400 pL de amostra ou controle aos tubos numerados
e adicione 500 pL de Solugdo de Oxidagdo. Vortex e incube a
temperatura ambiente (18-25 °C) por 15 minutos.

. Preparar da mistura de n-hexano-etanol homogeneize: 98% hexano:
2% ethanol

. Extraia a amostra oxidada por adigao da mistura de n-hexano-etanol
homogeneize (98% hexano: 2% ethanol) no total de 4 mL. Utilize
pipeta de vidro. agite em vértex cada amostra imediatamente por 1
minuto.

. Adicione 50 pL de Tampédo de Amostra,
homogeneize por suave inverséo de 3-4 vezes.

tampe os tubos e

. Centrifugue a 1500 X g por 15 minutos de 2-8 °C para separar a
camada organica da aquosa.

. Transfira 2.5 mL da camada organica superior em tubos de vidro
limpos apropriados e identificados e evapore até secar, usando ou
gas nitrogénio ou um vacuo com aquecimento.

Reconstitua o material seco com 250 yL de Diluente de amostra
(calibrador Zero). Completamente vértice e manter a temperatura
ambiente (18-25 °C), pelo menos 1 hora.

NOTA:
. NAO EXTRAIA OS PADROES

. Use tubos de 12 x 75 mm ou 13 x 100 mm com tampas. Se as tampas
nao estiverem disponiveis tubos de 16 x 150 mm podem ser usados.
Ap0s extracéo, cubra o tubo de 16 x 150 mm com papel aluminio para
evitar a evaporagéao do solvente organico.

. Evite a utilizacdo de amostras lipémicas.
Procedimento de Ensaio
Ensaiar os Calibradores, Controles e amostras de pacientes em duplicata.

Passo 1
Pipetagens

Passo 2
Incubagio

Passo 3
Contagem

Extrair as amostra
e controles como
especificado na segéo
Procedimento.
Nos tubos
revestidos adicione
sucessivamente:

100 pL de calibrador,
controles ou amostras,

imediatamente
adicione 500 pL do
marcador.”

Agite em vortex todos
os tubos.

Cubra e incube 2 horas
em um agitador (=180
rpm) a temperatura
ambiente (18-25 °C).
Decantar ou aspirar
todos os tubos, (exceto
tubos de contagem
total «total cpomy), Poe
inversdo simultanea
com uma raque a um
recipiente de descarte
de radioativos.

Adicione 3 mL de agua
deionizada para todos
os tubos, exceto os de
contagem total.
Decantar ou aspirar
todos os tubos, (exceto
tubos de contagem
total «total cpm»), Poe
inversado simultanea
com uma raque a um
recipiente de descarte
de radioativos.
Bata os tubos
vigorosamente em
papel absorvente para
facilitar a completa
drenagem.
Aspire o decante em
material absorvente
por 2 minutos e
gentiimente bata
os tubos.
Conte a cpm ligada
(B) e a cpm total (T)
por 1 minuto.

*Adicione 500 pL do marcador a 2 tubos adicionais para obter “cpm total”.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

(Para mais detalhes, veja o data sheet “APPENDIX”)

Sao fornecidos dados representativos apenas para fins ilustrativos. O
desempenho pode variar de um laboratério para outro.

Sensibilidade

Sensibilidade analitica: 9.14 pg/mL
Sensibilidade funcional: 19.63 pg/mL
Especificidade

O anticorpo usado no imunoensaio é altamente especifico para DHT. Foram
obtidas reatividades cruzadas extremamente baixas com os seguintes
compostos: (androstenediona, estradiol, testosterona, etc).

Precisao
Intra-ensaio

Amostras foram testadas 25 vezes na mesma série. Os coeficientes de
variagdo encontrados foram < 7.9 %.

Inter-ensaio

As amostras foram analisadas em duplicado em 10 ensaios diferentes. Os
coeficientes de variagéo obtidos foram < 7.1 %.

Exactidao
Teste de Diluigao

Altas concentragbes foram diluidas em série com o calibrador zero. As
porcentagens de recuperagéo obtidas estdo entre 80.5 % e 114 %.

Teste de Recuperagao

Em baixas concentragdes foram adicionadas quantidades conhecidas de
DHT. As porcentagens de recuperagdo obtidas estdo entre 88.0 % e 107 %.

Intervalo de dosagem (da sensibilidade analitica ao calibrador mais alto)
9.14 a, aproximadamente 2,500 pg/mL.

LIMITACOES
. O nao cumprimento das instrugdes deste protocolo pode afectar
significantemente os resultados.

. Falha na decantagéo dos tubos pode resultar e duplicatas pobres e
resultados erréneos. - Os resultados devem ser interpretados com a
clareza de toda apresentagéo clinica do paciente, incluindo histéria
clinica, dados de testes adicionais e outras informagdes apropriadas.

. Evite repetidos ciclos de congelamento e descongelamento de
amostras.

. N&o use amostras hemolizadas, ictéricas ou lipémicas.

Se existir evidéncia de contaminagdo microbiana ou turvagéo
excessiva num reagente, elimine o tubo.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

ANOZOPAAIOMETPIKH EZETAZH I'lA TON
MOZOTIKO MPOZAIOPIZMO IN VITRO THZ
AIYAPOSUTEXZTOZTEPONHZ ZE ANOPQIIINO OPO KAI
NAAZMA

MNa diayvwoTiKA XPAOoN in vitro.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H diadikacia akoAouBei Tn Bacik apxry Tou avoooAOyIKOU TTPOCadIopIoHoU
OTTOU  UTTAPYXEl aVTOYWVIOUOG PETAEU €vOog padievepyol Kal €vOG [N
padievepyoU avTiyovou yia €vav kaBopiopévo apiBud Béoewv déoueuong
avTIowpdaTwy. H moodtnTa NG onuacpévng pe [I-125] diudpoguteatooTepdvn
ToU €ival SeOPEUPEVN OTO AVTIOWHA €ival AvTIOTPOPWG avaAoyn TTPOG Tn
OUYKEVTPWON TNG UTTAPXouodg avOpPoOTEVEDIOVNG. O diaxwplopdg
eAeUBepOU KOl BECPEUPEVOU QVTIYOVOU ETTITUYXAVETOI PECW METAYYIONG N
avappoenonNg TwV ETTICTPWHEVWY PE QVTIOWHA CWANVApPiwWV.

BAéme tn ogAida “APPENDIX” lNepiAnwn kai emeénynon tng e§eraong
MPOEIAONOIHZH KAI MPO®YAAZEIZ
levikég TTapaATNPAOEIG:

. MNa diayvwaTikA xprion in vitro.

. Ta @iaAidia pe 1o BaBuovountég kal Ta OtiypaTta €AEyou TTPETTEI
va avoiyovTal yia 600 PIKPOTEPO XPOVIKO BIACTNUA YivETal, WOTE VA
atropelyeTal n e€aTpion.

. Mnv avakaTeUeTe avTidpacTAPIa aTTO SIAPOPETIKEG TTOPTIOEG.

. Mn xpnoiyoTToIEiTE OTTOIOBNTIOTE AVTIOPACTAPIO PETA TNV NUEPOUNVia
AAgNG TToU avaypda@eTal TNV ETIKETA TOU.

. Kdavete Tautéxpova Tnv TPOTUTIN KAPTTUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TIPOCBIOPIOUO TWV BEIYUATWV.

. >ag ouoTAveTal KGOe

TTPOoCdIoPITUO.

va  TIpaygarotroleite U0  QOopég  ToV

. ol BaBuovouNTEG Kal Ol 0pOi EAEYXOU TTPETTEI VO AVOKATEUOVTAI EAEPPE
JE TO X€PI TTAPA VA YiVETQI XPAONG TOU vortex.

MNpooTacia amwé Tnv 1ovijouoa akTivooAia

H ayopd, n katoxn, n XpAon kai n petapopd Tou padievepyoU UAIKOU
UTTOKEIVTOI OTOUG KAVOVIOPOUG TNG XWPOg OTnv OTfoia TO UAIKG auTo
xpnoipotroigital. H ocupudpewan pe Toug Bacikolg Kavoveg acPAAeiag atréd
TNV aKTIVOBOAIa TTapEXEI ETTAPKA TTPOOTACIA :

. Y6 TNV TTapouaia padievepywV UAIKWY, JNV KOTOVOAWVETE TPOQIUA i
TIOTA, PNV KATTVICETE KAl N XPNOIMOTIOIEITE KAAAUVTIKG.

. Mnv avappo@eite uypd Tou EpyaaTnpiou Ye To aTOUa Siknv TTITTETAG.

. AmroQUyeTe K&Be eTTaQr HE Padlevepyd UAIKG, Kal XPNOIUOTIOIEITE
YAvTIa KAl EPYOCTNPIOKA UTTAOULa.

. KdbBe xeipiopdg padlievepywy OUCIWV TTPETTEI Va YiveTal O KATAAANAO
XWPO, HOKPIG aTrd 81adpdpuoug Kal AAAa TToOAucUXvaoTa PEPN.

. To apxeio TTapaAafig Kal aTToBriKeUoNG PAdIEVEPYWYV UAIKWV TTPETTE
va gival TTavta evnUEPWHEVO.

. To apxeio TTapaAaBAg Kal aTTOBAKEUONG PABIEVEPYWYV UAIKWV TTPETTEI
va €ival TTAvTa EVNPEPWHEVO.

. O epyaoTnpiokdg £EOTTAIOUSG ) Ta YUdAIva oKeUn TTou £XOUV PHOAUVOEI
ammé padievepyd UAIKG TTPETTEI VO OTTOMOVWVOVTQI, TTPOKEINEVOU va
atro@euxBei poAuvon atré dla@opeTikG padioigdToTra.

. KdaBe mepimrwon padievepyrg HOAuvong 1 ammwAeiag padievepyou
UAIKOU Ba TrpéTtTel va etTIAUETaI hE BAon TIG I0XU0OUCEG DIOdIKOTIEG.

. O xeIpIoPOG TV Padievepywv aTTOBAATWY TIPETTEI VO OKOAOUBEI Toug
KQVOVIOPOUG TNG XWPAG OTNV OTIoia XPNOIUOTIOIEITalI TO PadIEVEPYO
UAIKO.

Alidi0 Tou Nartpiou

Kamoia avmidpactipia Trepiéxouv adidio Ttou Nartpiou wg ouvinpnTiko.
To agidio Tou NaTtpiou pTTopei va avTIOPACEl PE TO XAAKO ) TO pOAUBdO
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TTPOG TO OXNUOTIOPO EKPNKTIKWV adIdiwv Twv PETAAwyv. H otmoppiyn
TWV avTIOPaCTNPiwWY TTPETTEI va yiveTal péoa atmd 10 udpauAikd cuoTnua,
XPNOIMOTTOIVTOG PEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU.

YAIKO avBpwTrivng TTpoéAEuong

H emre€epyacia Twv deIlyPaTWY aoBEVWV Kal TWV TTPOIOVTWY TTOU TTPOEPXOVTAl
amd aigya PTTopEi va  yivel TOKTIKG pE eAdxioTn Tmlavotnta  KivoUvou
XPNOIKOTTIOIVTAG TN d1adIKacia TTou TTEPIYPAPNKE TTPONyoupévwg. QoTo00,
XEIPIOTEITE TA TTPOIOVTA QUTA WG TTIBAVEG HOAUCUOTIKEG OUTTIEG CUPPWVA PE TIG
YEVIKEG TTPOPUAGEEIG Kal TIG KAAEG TAKTIKEG KAIVIKWV £pyaaTnpiwv avegapTnTta
atré TNV TTPOEAEUCN, TO XEIPIOWS A TNV TTponyoUpEvn TTIGTOTToINOT) Toug. TNa
aTmmoAUUaVON XPNOIPOTIOINOTE £va KATAAANAO PECO a@aipeang ETTIKIVOUVWY
n avemBuuntwv Tpoopifewv.  DUAGETE Kal ammoppiyTe Ta UAIKG auTd
KOl TOUG TTEPIEKTEG TOUG OUPQPWVA PE TOUG TOTTIKOUG Kavoviopoug Kal Tig
KOTEUBUVTHPIEG YPAUUEG.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

Oxidation Solution ‘g

H411 Togiké yia Toug udpoORIoUG
opyaviopoug, Me
MOKPOXPOVIEG ETTITITWOEIG.
Na atrogevyetal n
eAeuBépwon oTo
TTEPIBAAAOV.

MaléwTe Tn Xupévn
ToodTNTaA.
YTreppayyavikd KaAio 1 -
5%

P273

P391
KINAYNOZ

H226
H314

Sample Buffer

Yypo kal atuoi eUQAEKTA.
MpokaAei coBapd
OeppaTIKA gykaupata

Kal 0@BaAUIKEG BAGREG.
Makpid ammé BeppdTnTa,
BepUEG ETTIPAVEIEG Kal
omvOnpeg. Mnv katvigeTe.
Na @opdre TTPOOTATEUTIKA
YAVTIO/TTPOCTATEUTIKA
evOUNATA KOI HEOT OTOMIKAG
TTpooTaCiag yia Ta paTa/To
TTPOCWTTO.

YE NEPINTQZH
KATAMNOZHZ: gemAUveTe TO
otépa. MHN trpokaAéoeTe
EUETO.

>E NEPINTQZH ENAPHE
ME TO AEPMA (A pe 100
MaANIG): EeTTAUVTE ThV
emMOEPUIdA PE VEPOD.

>E NEPINTQZH ENAPHE
ME TA MATIA: &emrAuvTe
TIPOOEKTIKA UE VEPO

yla OpKeTa AeTrTd. Edv
UTTAPXOUV PaKOi ETTAPNG,
aQaIPETTE TOUG, £pOTOV
gival e0KOAO. ZuvexioTe va
CeTTAEvETE.

KaAéoTe apéowg

10 KENTPO
AHAHTHPIAZEQN 1

£va ylaTpo.

P210

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310
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AlBuhoaAkooin 10 - 20%
Yopoceidio vatpiou 20 -
30%

To AeATio dedopévwy ao@aAeliag eival dilaBéoiyo otn dielBuvon
techdocs.beckmancoulter.com

2YANOT'H, ENMEZEPTAZIA, ATTOOGHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEIrMATQN

Qa mpéTrel va xpnolpoTroigital opdg A TAdopa (EDTA) kai Ba TrpéTrel
va ThpouvTal Ol GUVABEIG TTPOPUAAGEEIS YIa GAEBOTTAPAKEVTNON.

. AonioTe Ta deiypata 0pou va TIMEOUV EVTEAWG TIPIV TN QUYOKEVTPNOT.

. Ta deiypata opou utropouv va diatnpnBoulv otoug 2-8 °C, av n eg€Taon
TIPOKEITAI VA YiveEl O 24 WPES. YIa PEYAAUTEPO XPOVO BIaTHPNONG
KaTayuxTe oTtoug -20 °C yia peyaAutepeg TepIddOUG, yia 1 Xpovo
TO0 TTOAU. EvOUKkveTe n dnuioupyia 1Ic0ouepwvV dOCEWY, €101 WOTE VA
ammo@euxBei n emavalauBavopevn wogn kai améywuen. H améywuén
TwV OEIYUATWYV TTPETTEI Va YiveTal 0€ BEpPokpacia dwpuartiou.

. Ta Odeiypata OTMOOTIACTE TIPIV OTTO TOV  TTPOCOIOPICUO. Oeite

AIAAIKAZIA

. Av Ta deiypata TTou £Xouv avoAuBEi £xouv JeYaAUTEPN CUYKEVTPWON
amé 10 BabuovounTto WE TNV UWNASGTEPN CUYKEVTPWON, TIPETTEI va
apaiwBouv aTo pndevikd BabuovounTo.

. TIWEG a1Té opd Kal TTAGopa EDTA amd 19 deiypata (o1 TiéG opou
gival petagu 53.75 pe 341.5 pg/mL) ouykpiBnkav xpnoiyoTroidévTag 10
DSL9600i kit. Ta amoteAéopata £xouv wg €EAG,

[EDTA- TAGopa] = 0.9592[opou] + 31.583 R = 0.9783

NMAPEXOMENA YAIKA

OAa 10 avTidpaoTpla gival oToBepd péxpl TNV nuepounvia ARENg Trou
avaypdeetal otnv €TIKETA Tou kit, étav amoBnkevovtal oe Bepuokpaaia
2-8 °C. O1 npuepopnvieg AAENG TTOU avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG TWV
@I0AISiWV aopoUV OTTOKAEIOTIKG OTn WAKPOTTPOBEOUN aATTOBrKEUON TWV
avTIdPACTNPIWY ATTd TOV KATAOKEUAOTH, TTPIV OTT0 TN CuvappoAdynon Tou
kit. Na pn AapBdvovtal utroyn.

O1 ouvbnkeg @UAaENG Twv avTIdPACTNPIWV  TTOU
uTrodeIkvUovTal OTIG QVTIOTOIXEG EVOTNTEG.

£€XOUV  QVOIXTEN

ZwAnvdpla emoTpwpéva He avTl- SiudpodutecTooTepovn: 2 x 50

owAnvdpia (£Tolua TTpog xpAon)

MAaoTikd owAnvdapia Pe avoooo@aipivn  avTi-OludpoguTECTOOTEPOVN
KOUVEAIOU AKIVNTOTTOINKEVN OTO ECWTEPIKO TOiXWHA KAOE wAnvapiou.

IxvnBérng diudpofuteoTooTEPOVNG emionuacuévo pe 1251: 1 @iaAidio
Twv 55 mL (Auo@iAnuuéva)

To @IoAidIo TTepIEXEl, TNV nuépa TTou TTapaokeuddetal, 185 kBq (<5 pCi),
emonuaopévou pe 1251- diludpoguTeoTooTEPOVN OE PUBUICTIKO TTOU TTEPIEXE
Tpwreiveg, agidio Tou Narpiou (<0.1 %). H avacUaTtacn Tou 1xvnOETn pe 55
mL ammoviopévou vepou. MeTd Tnv avacuoTaon, uAdooete o€ 2-8 °C og 2
€Bdopadeg yia va emTeuxOei n péyiotn déopeuong (% Bo/T)> 25%.

BaBupovountég: 1 @iaAidio Twv 50 mL (0) (EToipo TTpog xprion) +7 @laAidia
(1-7) (Avo@iAnupéva)

Ta BaBuovounTég @iaAidia TTepiExouv peTagu 0 péxpl katd TTpootyyion 2,500
pg/mL (0 péxpr katd Tpooéyyion 8,600 pmol/L) diudpofutecTooTEPdVN OF
pUBUIOTIKG TToU TTEPIEXEI TTPWTEIVEG, agidio Tou Natpiou (<0.1 %). Or akpiBeig
OUYKEVTPWOEIG avaypa@ovTal oTnv €TIKETA KABe @laAidiou. Or TIUEG Twv
BaBuovounTtwy KaBopioTnKav PE TN XPHRON TTIIOTOTTOINUEVOU UAIKOU avagopdg
(Cerilliant). MHN exxuAioeTe Toug BaBpovounTég TTPIV TNV XProng Toug.

Opog eAéyxou: 2 @iaAidia (1, 2) (A\uo@IAnupéva)

Ta @iaAidia TepiExouv dIudPOEUTECTOOTEPOVN aPUOATWHEVN OE avOPWTTIVO
opd pe agidio Tou NaTtpiou (<0.1%). O1 avapevOopeveg TIMEG €ival OTN OEIpa
OUYKEVTPWONG TTOU avaypAageTal 0To cupTTAfpwpa. O1 opoi eAEyxou TTPETTE
va eKXUAIOTOUV TTPIV TN Xpron Toug. Ocite AIAAIKAZIA

AidAupa oeidwong: 800 25 mL @ualidia (éToipya TTPOg XprHon)

Ta @iaAidia TTepiéxouv utreppayyaviké kaAio (<5 %) oe pubuioTikG SidAupa
agidiou Tou vaTpiou (<0.1 %).

PuBpioTiké didAupa: 1 @laAidio Twv 5.5 mL (étoipo pog xpron)

To @iaAidio TTepiExel pUBUIOTIKG didAupa e <23 % aiBuAikf) aAkOOAN kal <29
% UTTEPOEEIDIO TOU vaTpiou.
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YAIKA MOY AMNAITOYNTAI AAAA AEN
MAPEXONTAI

O amraitoupevog epyaoTnPIakos £E0TTAICNGG, ETTITTAEOV TOU ouvhBoug, gival o
€gng:
. FudAiva dokipaoTikéd owAnvapia 12 x 75 mm i 13 x 100 mm f 16 x
150 mm ka1 KaTrdkia aoPaAeiag.

"Edpavo cwAnvapiwv SoKIYaoIwy yia 12 X 75 mm cwAnvapia.
ATTIOVIOUEVO VEPO.

. Mikpommréreg akpieiag (100 pL, 250 pL, 400 pL).

. Hui-autépatn miméra (500 plL).

. Migep TUTTOU VOrtex.

. 5ml diaBaBuiopéveg yudAiveg TIITTETTEG. XPNOIMOTTOIOUVTAI YIO THV
€EKXUAION.

. Opyavikoi diaAuTeg: n-hexane and aiBuAikfy aAkooAn (HPLC grade).
. PuyokevTpog (1500 x g, kaTd TTPOTINON WE WOgN).

. Aépio dlwTo | cuoKeun Kevou aépog pe BEpuavan (yia Tnv ekxUAIoN).
. MEIKTNG 1Kavog yia = 180 rpm

. ‘Eva £€0pavo pe oTTOYYOo I TTOPOHOIO CUOKEUR Yia atToxuon.

. >0UoTnua aTTéXuUoNG.

. ATToppo@®nTIKS UAIKO Yyia. cwAnvapia avoooatrotutrwong (blotting).

. Gamma counter, g€T yia lwdio 125.

. HuihoyapiBuiké (log-linear) xapTi fj nAekTpovikd TTpdypaupa avaAuang
oedopévwy RIA.

AMNMOTEAEZMATA

Ta otmoTteAéopata Twv BelypdTwy uTroAoyidovral Pe TTOPEUPOA otV
TPOTUTTN KAWTTUAN.  H KapTTUAn XpNOIYOTTIOIEITAI YIO TOV TTPOCBIOPICHO
TWV OUYKEVTpWOoewv DHT oe deiypata TTou PETPWVTAI TAUTOXPOVA HE TA
BaBuovounTég.

MpoéTuTrn KAPTTUAN

Ta atmroteAéopata TTou TTapouaidlovTal o€ autd To UAAGSIO uTToAoyioTnKav
pe TN xpnon log-lin (u€Bodog "spline") kauTTuAng TTpoocapuoyng e 1o Adyo
B/T (%) 1 B/Bg (%) otov k&Beto dfova, Kai Tig ouykevipwoelg DHT Twv
BaBuovountwyv (pg/mL) oTtov opifdvTio dfova. AAAeg péBodol avaywyng
0edoPEVWYV PTTOPET va 00NYACOUV 0€ EAAPPWG JIOQOPETIKA aTTOTEAéTHATA.

ED50 = 100.7 pg/mL

OAIKR padievépyela: 57,936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CP';) BIT (%) | BIBg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Mapddeiyua TUTTIKAS KQUTTUANG, Unv TNV XPNOILOTTOIEITE yia uTToAoyIoUOUS)

Agiypara

ZnueiwoTe Tov Adyo B/T 1) B/Bg oTov kdBeto dgova, ETEITa TO QVTIOTOIXO
onueio otnv KautUuAn kai diaBdoTte otov opifdvTio dfova Tnv avtioToixn
auykévipwon OdiudpotuteatooTepdvn o€ pg/mL. MNa va PeTaTpéweTe TIG
OUYKEVTPWOEIS atré pg/mL oto pmol/L, TToOAaTTAQCIGOTE T aTTOTEAéOUOTA
pe 3.44.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Mpoteivoupe 1O KAGBE €pyaocTrplo va KaBliEpwoel TIG OIKEG TOU TIMEG
avagopds. Mia eowTepIKA HEAETN O€ UyIEiG EVIAIKEG £DWOE TUYKEVTPWOEIG
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S1udpPOoLUTEDTOOTEPOVNG OTIWG TTAPABETOVTAl OTOV TTAPOKATW TTivaKa Kal
diaTiBovTal pévo wg avagopad.

HAikia n Aigpegon| 2.5% 97.5% osipd
TIUA ekaroo- | ekaroo- | (pg/mL)
(pg/mL) | Tnuépioe | TnuSpPIOE
(pg/mL) | (pg/mL)
AvTPEG: 20 - 60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
yuvaikeg:| 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(Ia mepioodrepes Asmrrouépeiss, BA. TAPAPTHMA)

EAErXOzZ NMOIOTHTAZ

ZUuQwva ME TIG KAAEG €PYAOTNPIOKEG TTPOKTIKEG Ta Oeiypata eAEyxou
TTPETTEI VA XPNOIYOTTOIOUVTal TAKTIKA yia va S1Iao@aAICeTal n TToI0TNTA TWV
AapBavopevwy amoteAeopdTwy. H emmegepyacia Twv v Adyw opwv eAEyxou
TTPETTEl Va YIVETAI aKPIBWG PE TOV iB10 TPOTTO OTTWG Kal yia Ta deiypaTa Twv
agBevwV Kal GUVIOTATAI VA YivETAl avAAUCN TWV ATTOTEAECUATWY HE TN XProN
TWV KAat@AANAWV OTATIOTIKWY HEBOOWV.

ATTOTUXiO OTO va OTTOKTACETE TIG AVAPEVOUEVEG TIHEG TWV OPWV EAEYXOU
pTTOpEi Vo KaTaARgEl o€ aoaPng XeIpIoPoUg delyudTwy A utrodbuion Twyv
avTIdpaoTnpiwy. € TEPITITWON POOPAG TNG CUCKEUATIAG 1 av TrTapaTnpnOei
METABOAR aTnV atrédoon Twv dedoUEVWY, TTAPAKAAOUUE va EPBETE OE £TTAPR
ME TNV TEXVIKA Mag utnpeaia: E-mail: imunochem@beckmancoulter.com

AIAAIKAZIA

MposToipaoia avTidSpaonTpiwv

AogrioTte 10 avTIdpacTApIa va emavéNBouv o€ Bepuokpacia dwuaTiou Kai
avapeigte KaAG avaoTpéPovtag eEAa@Pd To QIaAidIo TTpIV TN XpAoN.

AvacuiUoTtaon 1xvn0érng

To Tepiexdpevo Twv @IOAISiwv avacuoTdtal pe 55 mL ameoTayuévou
vepPOU TTOU avaypd@eTal aTnv €TIKETA. [Mepiyévere 10 AeTITd pETd OTd TNV
avooUoTaon Kal avokaTéWwTe PE TTPOCOXN Xwpig va dnuioupynbei agpdg,
TPV TN S1avour| Tou avTidpacTnpiou aTa cwAnvapia. MeTd Tnv avacloTtaon
TOUG atroBrikeuon oToug 2-8 °C péxpl 2 BOOUAdES.

AvacUoTaon Babuovountwy Kal Twv opwyv eAEyXou

To TTePIEXOUEVO TWV PICAIBIWY OVOOUCTATAI PE TOV OYKO OTTECTAYMEVOU
vepoU TTou avaypda@etal oTnv eTIkETA. Mepiuévere 10 AeTTTd petd atmmd tnv
avaoUoTaon Kal avakatéWTe Pe TTPOoOoXN Xwpig va dnuioupynBei agpog,
TPV TN Slavour) Tou avTidpacTnpiou oTa cwAnvapia. MeTa Tnv avacloTtaon
Toug atroBrkeuon aToug <-20 °C péxpr TNV AREN Tou kit.

EkxUAION TwV delypdTwyv

lMaparipnaon: O ekxulioeis TTPETEI va XPNOIUOTTOIOUV KaBapés, Kara
TpoTiuNoN UIag XpNong yudAIveS mIméTTeG Kai owAnvapia. Agrore 1o digAupa
oéeidwong kai Ta uréAoiTa avridpaacTipIa yia TNV eKxUAIon va mapouv v
Bepuokpacia dwuariou (18-25 °C), mpiv 1 xpron.

Ta é¢iyuara kai o1 0poi eAEyxou xpeidlovral ekxuAion. MHN ekxulioere Toug
Babuovounrég.
. apibunoe éva cwAnvapio yia KaBe deiypa i opd eAéyxou.

. TpooBéoTe 400 pL Tou Oeiypatog ) Tou 0poU eAEyXou OE €va
apiBunuévo yudAivo cwAnvdpiokal mpdoBeoe 500 pL dioAUpaTog
o&eidwong.  AvakivioTe Kal eMmwdoTe ot Beppokpacia dwpuariou
(18-25 °C) yia 15 AetrTd.

. TTapackeudaTe To peiypa ekxUMIong: 98% n-hexane kal 2% aiBUAIKN
aAKOOAN.

. XPNOIUOTTOIOVTOG pIa YUAAIVN TTITTETTA,EKXUAIOTE TO OEEIBWUEVO Oeiyua
mpooBEétoviag 4.0 mL n-hexane-ethanol mixture (98% hexane: 2%
ethanol). AvakiviioTe kGOe deiypa kateubeiav yia 1 AeTTTo.

. TpooBéote 50 pL DHT puBuioTikoU BI0AUPATOG, KATTAKWOTE TO
owAnvdpia kal avapeifte eha@pd avakivovtag ta cwAnvapia 3-4
POPEG.

. Puyokevtpiote otoug 1500 X g yia 15 Aemrtd oToug 2-8 °C yia va
ATTOXWPIOTEI TO opyavikéd TUAPA aTrd To USATIVO.

. ueTa@épere 2.5 mL TOUu QvWTEPOU OPyavikoU TUAMATOG PECO OE
KaBapd yudAivo cwAnvdplio Kal €£aEPWOTE yia va amoénpaveei,
XPNOIMOTTOIOVTAG 0€PIO AJWTO A uNXavh KEVOU a€pog PeE Bepuokpaaia.

To amognpapévo UNIKG TTpéTTel va avacuoTabei pe 250 L of the DHT
UNSevIkS BabuovounTr]. KaAn avakivnon Kal ETTwacn o€ BEpUoKpaaia
dwuarTiou (18-25 °C) yia TouhayioTov 1 wpa.
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HMEIQZH:

. MHN EKXYAIZETE TOYZ BAOMONOMHTEZ
. Xpnoigotroinoe 12 x 75 mm 4 13 x 100 mm yudAiva cwAnvapia

ME KATTAKI.

Edv dev pmropolv va Bpebouv katdkia, UTTopolv va
xpnoigotroinBouv cwAnvdpia 16 x 150 mm.

MeTd TNV ekxUAion,

KoAUWTE Ta 16 x 150 mm ocwAnvdapia PeE GAOUMIVOXOPTO Yia va
aTToQeUXOEi N €EATUION TOU OpyaVIKOU SIaAUTH.

. ATTOQUYETE VO XPNOIMOTTOINCETE AITTAIMIKG DEiypaTa.

Ailadikacia egéraong

Ta BaBpovounTég diaAuuara, ol opoi EAEyxou kal Ta dyvwoTa deiypaTa TTPETTEl
va uttofBdAAovTal og TTpoadiopiopé €ig dITTAoUV.

BAua 1
MNpooBnkeg

BApa 2
Emrwaon

BAiua 3
Mérpnon

EkxuAioTe Ta deiypata
KaI TOUG 0poUG EAEYXOU
OTTWG UTTOdEIKVUETAI
aTnv TTapaypago
«Aladikaciay.

270 ETMIOTPWUEVA
owAnvdpia,
TTPocBéoTe SladoyIKA:

100 pL BaBuovountég,
0opoU eAéyxou N
deiypaTtog Kai

500 pL 1xvneémn*

Avapeigte avakIvwvTag
£viova HeE TO XEpI
™ Bdon omipigng
TwV OOKIUACTIKWV

owAnvapiwv.

KaAuyrTe kai emwdoTe
2 wpa o€ Bepuokpaacia
dwpaTiou oToUg
18-25°C pe avadeuon
(=180 rpm).

MpoxwpnoTe o€
GVGPW‘PHOH i
aTéxuan Tou
TIEPIEXOMEVOU TWV
ogwAnvapiwy, (ekT6G
atmé Ta cwAnvapia
«OAIKO cpmy),
JE TOUTOXPOVN
avaoTpoQr Me
éva €dpavo pe
OTIOyYO o€ €I0IKO
KGd0 padIEVEPYWV
atmmoBAATWY.

MpooBéaTe ae 6Aa Ta
owAnvdpia 3.0 mL
QTTIOVIOUEVO VEPOD,
ue TNV e€aipeon Twv

OWAAVWY "GUVOAIKWV

KpoUoEwVv".
MpoxwpnoTe o€
UVGPPC'XPTIGI'] n

aTmméxuaon Tou
TTEPIEXOMEVOU TWV
owAnvapiwv, (ekT6G
atmé Ta cwAnvapia
«OAIKO cpm»),
JE TaUTOXPOVN
avaoTpoQrn MHe
£va €dpavo pe
OTTIOyYO o€ €10IKO
KGd0 padievepywv
atmoBAATWV.
XTUTTAOTE Ta
owAnvapia atréToua
o€ aTToPPOPNTIKS UANIKO
yla va emTaxuvOEi To
aTEYVWHA.
2TEYVWOoTE yia > 2
AeTIT6. Avoite Ta
owAnvapia.

MeTprioTe 1O

deopeupévo cpm (B)
KOl TO OUVOAIKG cpm

(T) yia 1 Aetrro.

*MpooBéaTte 500 pL 1xvnBETN o€ 2 emmAéov cwANVApIa yia va BPEiTe Tig

ONIKEG KPOUOEIG.

XAPAKTHPIZTIKA ANMOAOZHZ

(I'a mepioadrepeg Asmrrouépeiss, BA. TAPAPTHMA)

Ta avTITTPOOWTTEUTIKA Oedopéva TTAPEXOVTAl POVO WG TTAPAdEIYUA.

H

atrédoa0n TToU ETTITUYXAVETAI O KABE EpyaOTAPIO UTTOPET va SIaPEPEL.

Evaiobnoia

AvoAuTiki guaioBnaia: 9.14 pg/mL

AgiToupyiki evaioBnoia: 19.63 pg/mL

Ege1dikeuon

To avriowpa TIOU XPNOIYOTIOIEITE OTNV  AvOOOoELETaon  gival

uywnAd

egeidikeupévo yia Tnv DHT. Akpwg xaunAég BlaoTaupwTéG avTIdpAoElg

Bpébnkav o€
testosterone KAT.)

AkpiBeia
Intra-assay

apketd avaloya poépia  (androstenedione,

estradiol,

Aciypata e€etdotnkav 25 gopég atnv idia oeipd. O cuvTeAEOTEG ATTOKAIONG
TTOU TTPOEKUYAV MATAV HIKPOTEPOI 1) iool pE 7.9 %.

Inter-assay

Acgiypata egetdotnkav U0 @opég 1o KabBéva ot 10 diagopeTikég aelpég. Ol
OUVTEAEOTEG TTOKAIONG TTOU TTPOEKUYAV ATAV PIKPOTEPOI 1) iool pE 7.1 %.
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AkpiBela
AoKiyn apaiwong

Agiypata upnAng ouykévipwong apaiwbnkav diadoxikd oTo pPndeviko
BaBuovountrg Tou kit. Ta TToooaTd avakTnang kKupaivovtav yetagy 80.5 %
kol 114 %.

AoOKIUA avdkTnong

M'vwoTég TToooTNTEG T3 TTPOooTEBNKAV O€ deiypaTa XAuNARG CUYKEVTPWONG.
Ta T0000Ta avaKTNoNng Kupaivovtav petagu 88.0 % kai 107 %.

EUpog pérpnong (amdé avaAuTikh euaiobnoia €wg Tov  uwnAdTEPO
BaBuovountn): 9.14 péxpi kata Tpooéyyion 2,500 pg/mL.

MEPIOPIZMOI
. H pn 1Apnon Twv OUYKEKPIMEVWY 0dNYIWV XPAONG MTTOpEi va
£TTNPEACEI ONPAVTIKA TO ATTOTEAETATA.
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Ta amoTeAéopata TTPETTEI va epunveuBolv AapBdvovtag utrdéywn Tn
OuVvOAIKR KAIVIKA) TTapouaiaon Tng agBevolg CUUTTEPIAANBAVOUEVWV
NG KAIVIKNAG 10TOpiag, Twv Oedopévwy atrd CUPTTANPWHOATIKESG
€€eT@OEIG KAl GAAWY KATAAANAWY TTANPOPOPILIV.

ATTOQUYETE TNV ETTAVEIANMPEVN KATAWUEN Kal aTTéWuén Twv SelyuaTwV
1 avTIdpacTnPiwV.

ATToQUYETE TN Xprion Bapid aipdAuacn, IKTEPIKA 1) AITTaIYIKG deiypaTa

Av umtdpyouv evdeigelig  pIKpoBIokAg poAuvaong 1 uTTEPPOAIKAG
BoAdTNTAG O€ £va avTIdPACTHPIO, ATTOPPIYTE TO PIAAIDIO.



ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

RADIOIMMUNOASSAY A DIHIDROTESZTOSZTERON
(DHT) SZERUMBOL ES PLAZMABOL TORTENO IN
VITRO MENNYISEGI MEGHATAROZASARA

In vitro diagnosztikai hasznalatra.

MUKODESI ELV

A dihidrotesztoszteron radioimmunoassay (5a-Dihidrotesztoszteron;
DHT; 17B-Hidroxi-5a-androsztan-3-on), egy vetélkedési assay. Az eljaras a
radioimmunoassay alapelvét kdveti, amikoris a radioaktiv és a non-radioaktiv
antigén az antitest korlatolt szamu kotéhelyeiért vetélkedik. A [1251]-jelzett
dihidrotesztoszteron antitesthez kotétt mennyisége forditva aranyos a

A szabad és a kotott antigén
szétvalasztasat ledntéssel vagy az antitesttel bevont csdvek leszivasaval
érhetjik el. Standard gorbét készitlink, s az ismeretlen DHT értékeket a
gOrbérdl olvassuk le interpolacioval.

A teszt 6sszefoglaldsét és magyardzatat a FUGGELEKBEN talélja meg.
FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
Altalanos megjegyzések:

. In vitro diagnosztikai hasznalatra.

. A kalibnrator és kontroll tGvegeket olyan rovid ideig tartsuk nyitva,
amennyire csak lehet, hogy a tulzott parolgast elkeriljuk

. Ne keverjen 6ssze kiildnb6z6 gyartasi szamu reagenseket.

. A cimkeén lathato lejarati idén tul egyik 6sszetevét se hasznaljuk fel.
. Minden vizsgalathoz készitsen standardgorbét.

. Ajanlott a vizsgalat soran két parhuzamos mérést végezni.

. A kalibratorokat és a kontrollokat 6ssze kell keverni hasznalat elétt
forgatassal vagy gyengéd keveréssel vortexelés helyett.

Alapvet6 sugarzasbiztonsagi szabalyok

Radioaktiv anyagok beszerzését, felhasznalasat és szallitasat kulon
jogszabalyok irjak elé. Az alabbi alapveté szabalyok betartasa megfelelé
védelmet biztosithat:

. Radioaktiv anyagok jelenlétében ne fogyasszon ételt,
dohanyozzon és ne hasznaljon kozmetikumokat.

italt, ne

. Ne pipettazzon szajjal.

. Kertlje a radioaktiv anyagokkal torténd érintkezést: viseljen keszty(t
és laboratoriumi kdpenyt.

. Minden, radioaktiv anyaggal végzett miveletet egy erre megfeleld,
folyoséktol és mas forgalmas teriletektdl tavol esé helyen kell

elvégezni.

. A radioaktiv reagenseket egy erre kijelolt helyen tartott edényben kell
tarolni.

. A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérél és

tarolasardl vezessen jegyz6konyvet.

. Azokat a laboratériumi eszkdzoket és Uvegedényeket, amelyek
radioaktiv anyaggal szennyezd&dhettek, kulonitse el, hogy elkertlje a
kilénb6zd radioizotopokkal torténd keresztszennyezddést.

. Sugarszennyezddés vagy radioaktiv anyag kiomlése esetén tartsa be
az erre vonatkozo el6irasokat.

. A radioaktiv hulladékot kezelje az adott orszagban érvényes
szabalyoknak megfelel6en.

Natrium azid

Néhany reagens tartésitdszerként natrium azidot tartalmaz. A natrium azid
reakciéja o6lommal, rézzel, vagy sargarézzel robbanékony fém-azidokat
eredményezhet. Ezért a natrium azid tartalmu reagenseket a lefolyéba
térténd kiontés utan nagy mennyiségi folyovizzel 6blitsuk le.

Emberi eredetii anyagot

A paciensektdl vett mintakat és a vérbdl szarmazo termékeket az
ismertetett eljaras segitségével minimdlis kockazattal, rutinszerlien
dolgozhatja fel. Azonban az altalanos évintézkedéseknek és a helyes
klinikai laboratériumi gyakorlatoknak megfeleléen ezeket a termékeket
kezelje ugy, mint a ferté6zések egyik lehetséges forrasa, tekintet nélkil az
eredetlikre, kezelésukre vagy a korabbi tanusitvanyokra. A szennyez&dések
eltavolitasara hasznaljon megfelel6 fertétlenitészert; ezen anyagokat és a
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taroldedényzetiiket a helyi szabalyozasoknak és iranyelveknek megfeleléen
tarolja és semmisitse meg.

GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS

Oxidation Solution %

H411 Mérgez6 a vizi élévilagra,
hosszan tarté karosodast
okoz.

P273 Kerulni kell az anyagnak a
kérnyezetbe valo kijutasat.

P391 A kiomlott anyagot 6ssze
kell gyUjteni.
Kalium-permanganat 1 -
5%

Sample Buffer VESZELY!

H226 Tlzveszélyes folyadék és
g6z.

H314 Sulyos égési sériilést és
szemkarosodast okoz.

P210 Hétél/forrd
fellletekt6l/szikratol
tavol tartandé. Tilos a
dohanyzas.

P280 Védbkesztyl, védbruha
és szemvédd/arcvédd
hasznalata kotelezd.

P301+P330+P331 LENYELES ESETEN: a
szajat ki kell obliteni. TILOS
hanytatni.

P303+P361+P353 HA BORRE (vagy hajra)

KERUL: A bért le kell
Obliteni vizzel.

P305+P351+P338 SZEMBE KERULES
ESETEN: Tébb percig tarté
Ovatos Oblités vizzel. Adott
esetben a kontaktlencsék
eltavolitasa, ha kénnyen
megoldhatoé. Az dblités
folytatasa.

Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI
KOZPONTHOZ vagy
orvoshoz.

Etil-alkohol 10 - 20%
Natrium-hidroxid 20 - 30%

P310

A biztonsagi adatlap megtalalhat6 a kovetkezd internetes
helyen: techdocs.beckmancoulter.com

MINTAVETEL, FELDOLGOZAS, TAROLAS ES
HIGITAS

. Szérum és EDTA -plazma hasznéalhatd mintaként.

. Hagyja a szérum mintakat teljesen megalvadni centrifugalas el6tt.

. A szeparalt szérumot vagy plazmat 2-8 °C-on 24 hosszat lehet tarolni.
Hosszabb tarolashoz a mintakat -20 °C ala, kell hiiteni, igy max. 1 évig
tarolhatok. Tobb aliquotot tanacsos lefagyasztani, hogy a tébbszori
felolvasztast elkerlljik. A gfelolvasztast szobahémérsékleten kell
végezni.

. A mintakat az assay elétt FELTETLENUL extrahalni sziikséges. Ld
JEljaras” fejezetet.

. Barmely mintat, emi magasabb értéket ad, mint a legmagasabb
kalibrator, a 0 pg/mL kalibratorral megfeleléen higitani és Ujra mérni
szukséges.
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. 19 db szérum és EDTA-plazma mintat vizsgaltunk (a szérum értékek
53.75 és 341.5 pg/mL kozottiek voltak) és hasonlitottunk 6ssze az
Active Dihidrotesztoszteron RIA kittel [DSL9600(i)]. A kovetkezd
eredményt kaptuk:

[EDTA-plazma] = 0.9592[szérum] + 31.583 R = 0.9783

BIZTOSITOTT ANYAGOK

A kitben talalhaté 6sszes reagens - a kit 2-8 °C-on torténd tarolasa esetén —
a cimkén jelzett lejarati ideig megdrzi stabilitasat. A csdvek cimkéjén jelzett
lejarati id6k a gyarto részére szogaltatnak informaciét az adott komponens
hosszu tavu eltarthatésagaval kapcsolatban. Kérjlik ezt az adatot ne vegyék
figyelembe!

A nyitott reagensekre vonatkozd tarolasi korulményeket a megfelel
paragrafusban mutatjuk be.

Anti-dihidrotesztoszteron antitest bevont csévek: 2 x 50 csé

(hasznalatra kész)

Mlanyag csévek, minden csé belsé falahoz poliklonalis nydl anti-DHT
immunoglobulint kétottek.

125l-jelzett dihidrotesztoszteron tracer: 1 db 55 mL-es liveg (liofilizalt)

Az Uveg 185 kBq (<5 pCi) 125l-jelzett DHT-t tartalmaz fehérje (BSA) és
natrium-azid (<0.1 %) tartalmu pufferben. A tracert 55 mL deionizalt vizbenm
kell felioldani. Feloldast kévetéen 2-8 °C-on 14 napig tarolhaté, hogy a
maximalis gatlasi szazalék(%Bg/T) > 25%.

Kalibrator: 1 db 50 mL-es liveg, “0” jelzés( (hasznalatra kész) és 7 db
uiveg, 1-7 jelzéssel (liofilizalt).

A kalibrator Gvegek 0-t6l kb. 2,500 pg/mL (0-tél kb.

8,600 pmol/L)

tartalmu pufferelt oldatok. A pontos koncetrnacié az lvegek cimkéjén
talalhaté. A kalibratorok értékét tanusitott referencia anyagra (Cerilliant)
allitottak be. Ne extrahalja a kalibratorokat az assay el6tt!

Kontrollok: két liveg 1 és 2 jeldléssel (liofilizalt)

Az lvegek nétrium-azid (<0.1 %) tartalmi human szérumban odott
dihidrotesztoszteron-t tartalmaznak. A vart értékek a kitben elhelyezett
szupplementumon olvashatok. A kontrollokat KOTELEZO extrahalni az
assay el6tt! (Ld. “Eljaras” fejezetben).

Oxidaios oldat: 2 db 25 mL-es iiveg (hasznalatra kész)

Az lvegben natrium-azid (<0.1 %)
kalium-permanganat (<5 %) oldat talalhato.

tartalma  pufferben  oldott

Minta puffer: 1 db 5.5 mL-es liveg (hasznalatra kész)

The Uvegben <23 % Etil-alkoholt és <29 % natrium-hidroxidot tartalmazo
puffer talalhato.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT
ANYAGOK

A standard laboratériumi felszerelésen kivil az alabbiak sziikségesek:

. 12 x 75 mm vagy 13 x 100 mm vagy 16 x 150 mm méreti
UVEG-csdvek bizteonsagos

. Teszt cs6 allvany 12 x 75 mm méretl cséveknek.

. lonmentes viz.

. Preciziés mikropipettak (100 yL, 250 pL és 400 pL).
. félautomata pipetta (500 L)

. Vortex tipusu keverd

. 5 mL osztott (vegpipettdk — AZ EXTRAKCIOHOZ EZEK

HASZNALANDOK!
. Organikus oldoszerek: n-hexan és etanol (HPLC tisztasagu).
. Centrifuga (1500 x g, lehetéleg hiitott).
. Nitrogén gaz vagy hiithetd speed-vac parol6 (az extrakciéhoz).
. Razogép = 180 rpm fordulatszammal.
. Szivacs allvany vagy hasonl6 eszkdz a dekantalashoz.
. Leszivérendszer
. Abszorbens anyag a csovek leitatasahoz.
. 125l-ra beallitott gamma-szamlalo

. Fél-log (log-linearis) grafikon papir vagy szamitogépes RIA adat
analizis program.
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EREDMENYEK

Az eredmények a standard gorbébdl interpolaciéval szamithatok. A
gorbe hasznalhaté arra, hogy a kalibratorokkal egy idében mért mintak

Standard gorbe

A Hasznélati utmutatoban talalhaté eredményeket log-log gorbeillesztéses
maodszerrel (“spline” eljaras) szamitottuk ki. A mért aktivitas értékeket
(B/IT (%), vagy B/Bg (%)) a flggbleges tengelyen, a standardok
dihidrotesztoszteron koncentracioit (ng/mL) a vizszintes tengelyen
tintettik fel. Egyéb adatkiértékelési eljarasok a megadottél némileg
eltér6 eredményeket adhatnak.

ED50 = 100,7 pg/mL

Total aktivitas: 57,936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CP';) BIT (%) | BIBg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(A megadott standard gérbe csak minta, ne hasznaljuk szamitasokhoz.)
Mintak

Minden minta B/T (%) vagy B/Bg (%) értékét helyezziik el a standard gorbe
vertikalis tengelyén és olvassuk le a hozza tartoz6 DHT koncentraciét a

horizontdlis tengelyen pg/mL-ben. A konentraciok pg/mL-r6l pmol/L-re
torténé atszamitasahoz szorzzuk meg az eredményt 3.44-dal.

VARHATO ERTEKEK

Javasolt a laborok szamara a sajat normal tartomanyok meghatarozasa. A
kovetkezd értékek egészséges populaciotél szarmazé DHT koncentraciok,
melyek bemutato jelleggliek.

Eletkor n Median | 2.5% 97.5% | Tartomany
(pg/mL) | Percentilis Percentilis (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Férfi 20-60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
N6 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(A részletekért nézzék meg a FUGGELEKET)

MINOSEG-ELLENORZES

J6 laboratériumi gyakorlat szerint kontroll mintakat kell rendszeresen
hasznalni a kapott eredmények minéségének biztositasa érdekében. Ezeket
a kontrollokat a betegek mintaival megegyez6 mddon kell feldolgozni és
ajanlott, hogy ezek eredményeit megfelel6 statisztikai eljarassal analizaljak.

Amennyiben a csomagolas sérllt, vagy amennyiben az adatok a kit
teljesitbképességének romlasara utalnak, kérjuk, hogy lépjen kapcsolatba
orszaganak Immunotech képvisel6jével, vagy irjon a kévetkezd e-mail cimre:
imunochem@beckman.com

ELJARAS
A reagensek el6készitése

Engedjék a reagenseket szobah6re melegedni és alaposan keverjék dssze
azokat gyengéd forgatassal hasznalat el6tt.

A tracer feloldasa

A tracert oldjuk fel 55 mL deionizalt vizben. A feloldast kdvetéen varjunk 10
percet, majd keverjik meg évatosan az elegyet, hogy a felhabzast elkeruljik.
2-8 °C-on 14 napig tarolhato.

Kalibratorok és kontroll mintak feloldasa

A kalibratorokat (1-7) és kontrollokat (1-2) az lvegek cimkéjén lathato
térfogatu deionizalt vizben oldjuk fel. Varjunk 10 percet a feloldast kdvetéen
majd keverjik meg évatosan az elegyet, hogy a felhabzast elkeriljik.
Téroljuk <-20 °C a kit lejarati idejéig.

A mintak extrakcidja

Megjegyzések: Extrahalni csak tiszta, lehetbleg egyszer hasznalatos
UVEG-csében, UVEG pipettakat hasznalva szabad! Varjuk meg, hogy az
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Oxidalé oldat és a tobbi extrakkciés reagens felvegye a szobahémérsékletet
(18-25 °C) hasznalat elétt.

A mintakat és a kontrollokat sziikséges extrahalni.
kalibratorokat!

NE extrahaljuk a

. Minden egyes mintahoz és kontrollhoz szamozzuon be egy csovet.

. Mérjen 400 pL mintat vagy kontrollt a szamozott csévekbe, majd
adjon hozzajuk 500 yL oxidacios oldatot. Vortexelje 6ket alaposan és
inkubalja szobahémérsékleten (18-25 °C) 15 percig.

. Készitsen extrakcids keveréket: 98% n-hexan és 2% etanol.

. Uvegpipettat hasznalva extrahdlia az oxidalt mintakat 4.0 mL
n-hexan-etanol eleggyel (98% hexan: 2% etanol). Vortexeljen
minden mintat azonnal 1 percig.

. Adjon 50 pyL DHT minta-puffert a csdvekhez, majd zarja le azokat,
6vatosan forgassa meg 3-4-szer a csoveket.

. Centrifugaljon 1500 X g-vel 15 percig 2-8 °C-on az organikus és a
vizes faézis szétvalasztasahoz.

. Mérjen at 2.5 mL fels6, organikus fazist tiszta, megfeleléen és parolja
be az anyagot szarazra, nitrogen gazt vagy flitheté speed-vac parolét
hasznalva.

A visszamaradt szarazanyagot oldja fel 250 pL DHT zéré
kalibratorban. Vortexeljen alaposan és tartsa az oldatot
szobah6mérsékleten (18-25 °C) legalabb 1 6ra hosszat.

MEGJEGYZES:
. NE EXTRAHALJA A KIT KALIBRATOROKAT

. Hasznaljon 12 x 75 mm vagy 13 x 100 mm méretd, biztonsagosan
zarhat6 UvegcsOveket. Amennyiben biztonsagi dugé nem kaphato,
16 x 150 mm méretl csdvek hasznalhatdk. Extrakciot kdvetéen fedje
be a 16 x 150 mm-es csdveket aluminum félidval hogy az organikus
olddszer elparolgasat megakadalyozza.

. Ne elemezzen lipémias mintat.

A vizsgalat menete

A kalibratorokat, kontrollokat és a betegek mintait duplikaumban mérjék.

kontrollokat és
mintékat a Eljaras
pont szerint

Az ellenanyaggal
fedett csdvekhez
egymas utan adjunk:

100 uL of kalibratort,
extrahalt kontrollt vagy
mintat, majd azonnal
meérjink hozza
500 L tracert.”

Vortexelje 6ssze a
csoveket.

at razon (2180 rpm)
szoba-hémérsékleten
(18-25 °C) inkubaljuk
a csOveket.
Szivja le vagy
dekantalja az 6sszes
csovet (kivéve
a «total cpm»
csOveket) tobbszori
megforditassal egy
szivacs tartéval egy
radioaktiv hulladék
gyljtéedénybe.

1. lépés 2. lépés 3. lépés
Bemérések Inkubacio Aktivitasmérés
Extrahaljuk Fedjuk le és 2 6ran Adjunk 3.0 mL

deionizalt vizet minden
cs6hoz (a «total cpm»
cs6 kivételével).

Szivja le vagy
dekantalja az 0sszes
csoOvet (kivéve
a «total cpm»
csOveket) tobbszori
megforditassal egy
szivacs tartoval egy
radioaktiv hulladék
gyUjtéedénybe.
Sztrajk a csévek
élesen nedvszivo
elésegitéséhez teljes
vizelvezet6.
Itassuk le a csdveket
>2 percig.
Mérje meg szamlaloval
a kotott cpm értékeket
(B) és a total cpm
értékeket (T) 1 percig.

*Mérjen 500 pL tracer oldatot 2 cs6be a total cpm (T) meghatarozasahoz.
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MINOSEGI JELLEMZOK

(A részletekért nézzék meg a FUGGELEKET)

A reprezentativ adatok kizardlag szemléltetd jellegdek.
laboratériumok eredményei ettél eltérhetnek.

A kalonallo

Erzékenység

Analitikai szenzitivitas: 9.14 pg/mL

Funkcionalis szenzitivitas: 19.63 pg/mL

Specificitas

Az immunoassayhez hasznalt antitest nagyon specifikus DHT-re.

Rendkivil alacsony keresztreakcié volt észlelhetd toébb rokonmolekulara
(androsténdion, dsztradiol, tesztoszteron stb.).

Pontossag
Intra-assay

A mintakat 25 sz6r mértik uyganabban a sorozatban. A variacios koefficines
7.9 % volt.

Inter-assay

A mintakat duplikatumban, 10 kilénb6z6 sorozatban mértiik. A variacios
koefficiens < 7.1 % volt.

Valéssag

Higitasi teszt

Ot szérumminta sorozathigitasat végeztiik el zéré kalibratorral. A
visszanyerési szazalék 80.5 % és 114 % kozottinek adddott.

Visszanyerési teszt

Ot szérummintaba ismert mennyiségli DHT-t mértiink.
szazalék 88.0% és 107 % kozotti volt.

Méréstartomany (az analitikai szenzitivitastél a legmagasbb kalibratorig):
9.14-t6l kb. 2,500 pg/mL.

KORLATOZASOK

Ezen hasznalati utmutaté (IFU) be nem tartasa jelentés hatassal lehet
az eredményekre.

A visszanyerési

. A csdvek nem megfelel6 leitatasa vagy leszivasa nagy szorast, hibas
eredmeényt okozz.

. Keruljik a reagensek és a mintak ismételt feklolvasztasat.
. Hemolizalt, icterusos vagy lipémias mintat ne hasznaljanak.

. A reagens mikrobidlis fertézottségére utald jelek esetén vagy tul
zavaros, akkor dobja ki az ampullat.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

RADIOIMMUNOLOGICZNA METODA DO ILOSCIOWEGO
OZNACZANIA IN VITRO DIHYDROTESTOSTERONU
(DHT) W SUROWICY LUB OSOCZU CZtLOWIEKA

Do uzytku diagnostycznego in vitro.

ZASADA

Zestaw  radioimmunologiczny  do
(5a-Dihydrotestosterone; DHT;
jest zestawem kompetycyjnym. Niniejsza procedura jest zgodna
z podstawowymi zatozeniami metody radioimmunologicznej, tzn.
radioaktywne antygeny konkuruja z nieradioaktywnymi antygenami o
okreslong liczbe wigzan z przeciwciatem. Przy czym ilos¢ znakowanego
1251 dihydrotestosteronu zwigzanego z przeciwciatem jest odwrotnie
proporcjonalna do stezenia obecnego w prébie nieoznakowanego DHT.
Oddzielenie wolnych antygenéw od antygendéw zwigzanych uzyskuje
sie poprzez dekantacjg¢ lub odciggnigcie ptynnej zawartosci z pokrytych
przeciwciatem probowek. Uzyskane wartosci DHT odczytuje sie poprzez
interpolacje ze skonstruowanej krzywej standardowe;.

oznaczania  dihydrotestosteronu
17B-Hydroxy-5a-androstan-3-on)

Podsumowanie i Wyjasnienia dotyczace Testu patrz APPENDIX.
OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
Uwagi ogélne:

. Do uzytku diagnostycznego in vitro.

. Fiolki z kalibratorami i kontrolami nie powinny pozostawa¢ otwarte
przez czas dtuzszy niz jest to konieczne, aby unikng¢ nadmiernego
odparowania zawartosci fiolki.

. Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z réznych serii produkcyjnych.

. nie wolno uzywaé¢ sktadnikow po ich dacie waznosci podanej na
etykiecie,

. Krzywa standardowa musi
oznaczania.

by¢ wykonana podczas kazdego

. Zalecane jest wykonywanie oznaczen w duplikatach.

. kalibratory i kontrole nalezy delikatnie wymiesza¢ przed uzyciem; nie
mieszaé vortexem

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem Wejscie w posiadanie, uzywanie, utylizacja i transfer
materiatéw radioaktywnych powinien by¢ zgodny z prawem obowigzujacym
w kraju uzytkownika. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa
przy stosowaniu materiatéow radioaktywnych powinno zapewni¢ odpowiednig
ochrone:

. Nie jesé, nie pi¢, nie pali¢ wyrobow tytoniowych, nie aplikowaé
kosmetykéw w obecnosci materiatow radioaktywnych.

. Nie pipetowac ustami.

. Nalezy unikaé wszelkich kontaktow z materiatami
promieniotwdrczymi, stosujac rekawice i fartuch laboratoryjny.

. Wszelkie manipulacje zwigzane z substancjami promieniotworczymi
powinny by¢ wykonywane w wyznaczonej lokalizacji, z dala od
korytarzy i innych zattoczonych miejsc.

. Materialy  radioaktywne
zabezpieczonym pojemniku.

powinny by¢é przechowywane w

. Nalezy zapisa¢ date przyjecia radioaktywnych produktéw, a czas ich
przechowywania powinien by¢ zgodny z odpowiednim terminem.

. Sprzet laboratoryjny i naczynia, ktére ulegty kontaminacji powinny
by¢ oddzielone od pozostatych, aby nie spowodowa¢ kontaminaciji
krzyzowej réznymi radioizotopami

. W sytuacji zanieczyszczenia radioizotopami i/lub zgubieniu
radioaktywnego materialu powinno byé powziete postepowanie
zgodne z prawem obowigzujacym w kraju uzytkownika.

. Radioaktywne odpady powinny byé przechowywane zgodnie z
przepisami obowigzujacymi w kraju uzytkownika.
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Azydek sodu

Niektére odczynniki zawierajg azydek sodu jako s$rodek konserwujacy.
Azydek sodu wchodzi w reakcje z otowiem, miedzig lub mosigdzem, tworzac
wybuchowe azydki. W zwigzku z tym odczynniki zawierajace azydek
sodu powinny by¢ rozcienczane duzg iloscig wody przed wylaniem ich do
kanalizacji.

Materiaty pochodzace od cziowieka

Zastosowanie opisanej procedury umozliwia rutynowe przetwarzanie prébka
pochodzfca (pobrana) od pacjenta i preparatéw krwiopochodnych przy
minimalnym ryzyku. Mimo to nalezy obchodzi¢ si¢ z nimi jak z preparatami
potencjalnie zakaznymi, zgodnie z powszechnie stosowanymi $rodkami
ostroznosci i dobrg praktyka laboratoryjng, niezaleznie od pochodzenia,
rodzaju badan i wczesniejszego $wiadectwa. Nalezy stosowa¢ odpowiednie
$rodki dezynfekujace do odkazania. Materialy i ich opakowania nalezy
przechowywac i usuwac zgodnie z miejscowymi zasadami i wytycznymi.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

Oxidation Solution %

H411 Dziata toksycznie na
organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate
skutki.

Unika¢ uwolnienia do
Srodowiska.

Zebra¢ wyciek.
Nadmanganian potasu 1 -
5%
NIEBEZPIECZENSTWO

®

P273

P391

Sample Buffer

tatwopalna ciecz i pary.
Powoduje powazne
oparzenia skory oraz
uszkodzenia oczu.
Przechowywac z dala od
zrodet ciepta, goracych
powierzchni i zrédet
iskrzenia. Nie pali¢.
Stosowacé rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

W PRZYPADKU
POLKNIECIA: wyptukac
usta. NIE wywotywac
wymiotéw.

W PRZYPADKU
KONTAKTU ZE SKORA
(lub z wtosami): Sptukaé
skére pod strumieniem
wody.

W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU:
Ostroznie ptuka¢ woda
przez kilka minut. Wyja¢
soczewki kontaktowe, jezeli
sg i mozna je tatwo usunac.
Nadal ptukaé.

Natychmiast skontaktowac
sie z OSRODKIEM
ZATRUC/ lekarzem.

P210

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310
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Alkohol etylowy 10 - 20%
Wodorotlenek sodu 20 -
30%

Karta charakterystyki jest dostepna w witrynie
techdocs.beckmancoulter.com

ZBIERANIE PROB, PRZYGOTOWYWANIE,
ROZCIENCZANIE | PRZECHOWYWANIE

Zalecane typy préb to surowica i osocze z EDTA.

. Przed odwirowaniem nalezy odstawi¢ probki do wytworzenia petnego
skrzepu.

. Prébki z oddzielonej surowicy lub osocza moga by¢ przechowywane w
temp. 2-8 °C do 24 godzin; przy diuzszym przechowywaniu (najdtuze;j.
1 rok) probki nalezy zamrozi¢ w temperaturze <-20°C po ich uprzednim
rozdozowaniu azeby unikna¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania
tej samej probki. Rozmrazanie probek musi by¢ przeprowadzane w
temperaturze pokojowe;j.

. Probki WYMAGAJA ekstrakcji przed rozpoczegciem oznaczania (patrz
Procedura).

. Jesdli probka pokazuje stezenie wigksze niz stezenie najwyzszego
kalibratora, powinna by¢ odpowiednio rozcienczona kalibratorem zero
(0 pg/mL) a samo oznaczenie powtérzone.

. Wartosci surowic i EDTA-osocza dla 19 prébek (warto$¢ surowic byta
w zakresie od 53.75 do 341.5 pg/mL) poréwnano z uzyciem zestawu
DSL9600i. Rezultaty sg nastepujace:

[EDTA-osocze] = 0.9592[surowica] + 31.583 R = 0.9783
MATERIALY DOSTARCZONE

Wszystkie nienaruszone odczynniki zestawu sa stabilne zgodnie z ich
datg waznosci umieszczong na etykiecie zestawu, pod warunkiem
przechowywania ich w temperaturze 2-8 °C. Daty waznosci sa wydrukowane
tylko na etykietach fiolek z przedtuzonym okresem sktadowania skfadnikéw
przez producenta. Nie nalezy bra¢ ich pod uwage.

Warunki przechowywania otwartych odczynnikéw podane sg w odpowiednich
paragrafach.

Probowki optaszczone pokryte przeciwciatem
dihydrotestosteronowi: 2 x 50 probéwek (gotowy do uzycia)

przeciw

Plastikowe probowki z kroliczg immunoglobuling poliklonalng przeciw DHT
unieruchomiong na wewnetrznej $ciance kazdej probowki.

Znacznik 125l-dihydrotestosteronu: jedna fiolka 55 mL (liofilizat)

Na dzien produkcji, fiolka zawiera 185 kBq (<5 uCi), DHT znakowanego 125l
w buforze z biatkami (BSA) i azydkiem sodu (<0.1%). Odtworzy¢ znacznik
dodajac do fiolki 55 mL zdejonizowanej wody. Odtworzony odczynnik
mozna przechowywac¢ w temperaturze 2-8 °C do 14 dni co pozwoli uzyskac
maksymalng ilo$¢ wigzan (%Bg/T)> 25%.

Kalibratory: jedna fiolka 50 mL, kalibrator 0 (gotowy do uzycia) + siedem
fiolek kalibratory 1-7 (liofilizat)

Fiolki z kalibratorami zawierajg od 0 do okoto 2,500 pg/mL (0 do okoto 8,600
pmol/L) DHT w buforze z biatkami (BSA) i azydkiem sodu (<0.1%). Doktadne
stezenia sg podane na etykiecie kazdej fiolki. Wartosci kalibratoréw sa
ustalone w oparciu o certyfikowany materiat referencyjny (Cerilliant). NIE
ekstrahowac kalibratoréw przed rozpoczeciem oznaczania.

Kontrole: dwie fiolki oznaczone 1,2 (liofilizat)

Fiolki zawierajg dihydrotestosteron w ludzkiej surowicy i azydek sodu
(<0.1%). Oczekiwane stezenia sg podane w suplemencie dotaczonym do
zestawu. Kontrole WYMAGAJA ekstrakcji przed rozpoczeciem oznaczania
(patrz Procedura).

Roztwér utleniajacy: dwie buteleczki 25 mL (gotowy do uzycia)

Buteleczki zawierajg (<5 %) roztwér nadmanganianu potasu w buforze z
azydkiem sodu (<0.1 %).

Bufor do prébek: jedna fiolka 5.5 mL (gotowy do uzycia)

W fiolce znajduje sie bufor zawierajacy <23 % alkoholu etylowego i <29 %
wodorotlenku sodu.

MATERIALY NIEZBEDNE, LECZ
NIEDOSTARCZONE

Poza standardowym wyposazeniem laboratorium wymagane sg nastepujace
urzgdzenia:
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. SZKLANE probéwki 12 x 75 mm lub 13 x 100 mm lub 16 x 150 mm z
korkami

. stojak na probdéwki (12 x 75 mm)

. Woda dejonizowana.

. doktadne mikropipety (100 pL, 250 L i 400 pL)

. Pétautomatyczna pipeta (500 pL).

. Mieszadto wirowe (,vortex").

. 5 mL skalowane szklane pipety — DO UZYCIA PRZY EKSTRAKCJI

. rozpuszczalniki organiczne: n-hexan i etanol (o czystosci
chromatograficznej HPLC)

. wiréwka (1500 x g, zalecana z chtodzeniem)

. linia azotowo-prézniowa lub wyparka prozniowa obrotowa z typu

“speed-vac”
. wytrzgsarka osiggajaca = 180 rpm.
. stojak gabkowy lub inne urzgdzenie do dekantac;ji
. System odciggajacy.
. materiat chtongcy do osuszania probéwek
. Licznik gamma do 125 J.

. papier do wykresu pot-logarytmicznego lub program komputerowy do
analizy danych metody RIA

WYNIKI

Wyniki nalezy odczyta¢ z krzywej standardowej. Krzywa ta stuzy do
oznaczania stezenia dihydrotestosteronu w prébkach, mierzonego w tym
samym czasie co kalibratory.

Krzywa standardowa

Zestawienie  wynikobw jest przygotowane przy uzyciu krzywej
semilogarytmicznej (“spline mode”) skorelowanej z B/T (%) lub B/Bqg (%)
na osi pionowe;j i stezeniem DHT w kalibratorach na osi poziomej (pg/mL).
Zastosowanie innych metod do opracowania danych moze dac nieco inne
wyniki.

ED50 = 100.7 pg/mL

Catkowita aktywnosé: 57,936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (Cpf;) BIT (%) | B/Bg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 334 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Przyktadowe wartosci do krzywej wzorcowej, nie do zastosowania)
Probki
Dla kazdej prébki odnajdz B/T(%) lub B/Bg (%) na osi pionowej i odczytaj

odpowiadajace tej wartosci stezenie DHT, w pg/mL, na osi poziomej. Aby
przeliczy¢ pg/mL na pmol/L pomnéz wynik przez 3.44.
OCZEKIWANE WARTOSCI

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wilasne wartosci normalne. Dane

dotyczace stezen DHT przedstawione w ponizszej tabeli sg rezultatem
badan zdrowych dorostych oséb. Podane sg wylacznie jako wskazéwka dla
odniesienia.

Wiek n Median 2.5% 97.5% Zakres
(pg/mL) | percentyl | percentyl | (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Mezczyzni| 20 - 60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Kobiety | 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(Szczegoly, patrz APPENDIX)
KONTROLA JAKOSCI

Dobrze funkcjonujgce laboratorium wymaga regularnego stosowania préb
kontrolnych azeby zapewni¢ jakos$¢ i wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikéw.
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Przygotowanie probek kontrolnych odbywa sie w doktadnie taki sam sposéb
jak prébek od pacjentéw. Zaleca sie takze by rezultaty ich oznaczania byly
dokfadnie i statystycznie analizowane aby prawidtowo ocenié¢ jakos¢ zestawu
lub prawidtowos¢ przebiegu procedury.

Odbiegajace od normy rezultaty dla préb kontrolnych mogg bowiem
wskazywac na nieprecyzyjnos¢ czynnosci w czasie oznaczania, niewtasciwe
uzytkowanie probek lub wadliwo$¢ odczynnikow. W przypadku wadliwosci
zestawu lub jesli uzyskane dane odbiegajg od normy prosimy o kontakt z
lokalnym dystrybutorem lub na adres: imunochem@beckman.com

PROCEDURA

Przygotowanie odczynnikéow

Doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do temperatury pokojowej a nastepnie
doktadnie wymieszac¢ delikatnie wstrzgsajac (przez odwracanie fiolki) przed
uzyciem.

Odtworzenie znacznika

Odtworzy¢ znacznik dodajgc do fiolki 55 mL zdejonizowanej wody. Odczekaé
10 minut od odtworzenia liofilizatu wodg, nastepnie delikatnie zmieszaé
aby unikng¢ spienienia, przed pipetowaniem. Mozna przechowywaé w
temperaturze 2-8 °C do 14 dni.

Przygotowanie kalibratoréw i kontroli

Zawartos¢ fiolek jest odtwarzana przez dodanie wody destylowanej, ktorej
objetos¢ podana jest na etykiecie fiolki. Odczeka¢ 10 minut od odtworzenia
liofilizatu woda, nastepnie delikatnie zmiesza¢ aby unikng¢ spienienia, przed
pipetowaniem. Mozna przechowywa¢ w temperaturze <-20 °C do daty
waznosci zestawu.

Ekstrakcja probek

Uwaga: Ekstrakcja musi by¢ przeprowadzona przy uzyciu czystych, najlepiej
Jjednorazowych SZKLANYCH probéwek i pipet. Roztwor utleniajgcy i inne
odczynniki do ekstrakcji nalezy przed uzyciem doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej (18-25 °C).

Tylko prébki i kontrole wymagajg ekstrakcji. NIE ekstrahowa¢ kalibratoréw.
. Ponumerowac jedng fiolke dla kazdej prébki lub kontroli.

. Doda¢ 400 pL probki lub kontroli do oznaczonej numerem fiolki,
nastepnie doda¢ 500 pL roztworu utleniajacego. Doktadnie mieszac
vortexem i inkubowaé przez 15 minut w temperaturze pokojowej
(18-25 °C).

. Przygotowac mieszanke ekstrakcyjna: 98% n-hexanu i 2% etanolu.

. Uzywajac szklanej pipety, ekstrahowaé utleniong probke poprzez
dodanie 4.0 mL mieszanki n-hexanu z etanolem (98% hexan i 2%
etanol). Kazdg prébke niezwlocznie wymieszaé vortexem przez 1
minute.

. Dodaé¢ 50 uL bufora do probek, zakorkowaé préboéwki i delikatnie
wymieszac¢ odwracajgc 3-4 krotnie.

. Odwirowywacé w 1500 X g przez 15 minut w temperaturze 2-8 °C azeby
oddzieli¢ faze organiczng od fazy wodne;.

. Przenies¢ 2.5 mL wierzchniej fazy organicznej do odpowiednio
oznaczonych czystych szklanych probdéwek, nastepnie
odparowac catkowicie — do suchosci, uzywajac do tego celu linii
azotowo-prozniowej lub podgrzewanej wyparki prézniowej typu
“speed-vac’.

Odtworzyé suchy materiat w probéwce dodajac 250 uL kalibratora
DHT zero. Wymiesza¢ doktadnie na wytrzasarce "vortex" i pozostawi¢
w temperaturze pokojowej (18-25 °C) przynajmniej 1 godzine.

UWAGA:
. NIE EKSTRAHOWAC KALIBRATOROW.

. Uzywaé szklanych prébéwek 12 x 75 mm lub 13 x 100 mm
zaopatrzonych w odpowiednie korki. Jesli korki sa niedostepne
mozna uzy¢ proboéwek 16 x 150 mm. Po etapie ekstrakcji przykry¢
probéwki 16 x 150 mm folig aluminiowg azeby zapobiec wyparowaniu
rozpuszczalnika organicznego.

. Nie uzywaé probek lipemicznych.
Procedura oznaczania

Oznaczac kalibratory, kontrole i prébki pacjentow w duplikatach.
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Procedura.

Do pokrytych
przeciwciatem
probéwek dodac
kolejno:

100 pL kalibratora,
wyekstrahowanej
kontroli lub
probki, nastepnie
niezwtocznie dodac
500 pL znacznika.”

Zmieszac.

pokojowej (18-25°C)
na wytrzasarce
ustawionej na 2180
rpm.
Odciagna¢ lub
dekantowac ptynng
zawartos¢ probowek,
(poza probowkami
«catkowite cpm» ),
odwracajac stojak
gabkowy tak by
zawartos¢ sptyneta
do pojemniczka na
odpad radioaktywny

Etap 1 Etap 2 Etap 3
Dodawanie Inkubacja Zliczanie
Dokonac¢ ekstrakgciji Przykry¢ i inkubowac¢ Doda¢ 3.0 mL
probek i kontroli wg 2 godziny w zdejonizowane;j
wskazan w punkcie temperaturze wody do wszystkich

probéwek poza
probowkami
«catkowite cpmy.

QOdciagna¢ lub
dekantowaé ptynnag
zawartos¢ probowek,
(poza probowkami
«catkowite cpm» ),
odwracajgc stojak
gabkowy tak by
zawartos¢ spitynefa
do pojemniczka na
odpad radioaktywny
Strzasnaé
zdecydowanie
probowki na chtonacy
materiat, aby utatwi¢
catkowite odsaczenie,
Odsaczaé przez
minimum 2 minuty.
Osuszy¢ probowki.
Zlicza¢ zwigzane cpm
(B) oraz catkowite cpm
(T) przez 1 min.

*Dodac¢ 500 pL znacznika do 2 dodatkowych probéwek, aby otrzymaé

catkowite cpm.

CHARAKTERYSTYKA TESTU
(Szczegoly, patrz APPENDIX)

Reprezentatywne dane sa przedstawiane tylko do celéw ilustracyjnych.
Uzyskiwane parametry moga sie rézni¢ w zalezno$ci od laboratoriow.

Czutos¢

Czutos¢ analityczna: 9.14 pg/mL

Czutos¢ funkcjonalna: 19.63 pg/mL

Specyficznosé

Przeciwciato uzyte w zestawie jest wysoce specyficzne w stosunku do DHT.
Otrzymano niezwykle niska reaktywnos$¢ krzyzowa w stosunku do kilku
pokrewnych molekut (androstenedion, estradiol, testosteron etc).

Precyzja

Wewnatrz zestawu

Probki z tej samej serii byly oznaczane 25 razy. Wspétczynniki wariancji

wyniosty < 7.9 %.

Miedzy oznaczeniami

Prébki byly oznaczane w duplikatach w 10 réznych seriach. Wspétczynniki
wariancji byly ponizej lub réwne 7.1 %.

Kontrola doktadnosci

Test rozcienczania
Trzy probki

surowicy byly seryjnie

rozcienczane kalibratorem zero.

Procentowe odzyski obliczono w zakresie 80.5 % do 114 %.

Test odzysku

Do trzech prébek surowicy dodano prébki o znanej zawartosci DHT.
Procentowe odzyski obliczono w zakresie 88.0 % to 107 %.

Zakres pomiarowy (od czutosci analitycznej testu do stezenia najwyzszego
kalibratora): 9.14 do okoto 2,500 pg/mL

OGRANICZENIA

Niestosowanie sie do instrukcji uzywania moze znaczaco wptyng¢ na

wyniki

. Niewystarczajace osuszenie

probéwek po dekantacji

moze

spowodowac stabg replikacje i btedne wartosci.

. Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania sktadnikow
zestawu oraz probek.

. Nie uzywac zhemolizowanych, zéttaczkowych i lipemicznych prébek.
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. Jezeli wystepujg objawy $wiadczace o skazeniu mikrobiologicznym
lub nadmierne zmetnienie odczynnika, nalezy wyrzuci¢ fiolke.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

RADIOIMUNOANALYTICKE KVANTITATIVNI IN VITRO
STANOVENI DIHYDROTESTOSTERONU (DHT) V
LIDSKEM SERU NEBO PLAZME

Pro diagnostické uéely in vitro.

PRINCIP

Radioimunoanalytické stanoveni dihydrotestosteronu (DHT;
5a-dihydrotestosteron;  173-hydroxy-5a-androstan-3-on) je kompetitivni
stanoveni. Postup je zaloZen na principu radioimunoanalyzy, kde spolu
soutézi radioaktivné znaceny a neznaceny antigen o dany pocet vazebnych
mist na protilatce. Mnozstvi 125l-znaéeného DHT vazaného na protilatku
je nepfimo Umérné mnozstvi neznateného DHT pfitomného ve vzorku. K
separaci vazané a volné frakce z roztoku se pouziva odsati nebo dekantace
zkumavek pokrytych specifickou protilatkou. Po zméfeni vazané aktivity v
gama-cCitaCi se sestroji kalibraéni kfivka a z ni se odec¢tou koncentrace DHT
v neznamych vzorcich.

Souhrn a vyklad stanoveni jsou uvedeny v priloze “APPENDIX*.
VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

. Pro diagnostické ucely in vitro.

. Lahvi¢ky s kalibratory a kontrolnimi vzorky nechavejte oteviené jen po
nejnutnéjSi dobu, aby nedochazelo k odparovani.

. Nemichejte substance ze souprav raznych Sarzi.

. Nepouzivejte zadnou slozku po uplynuti doby exspirace uvedené na
jejim §titku.

. Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.

. Doporucuje se provadét stanoveni v duplikatech.

. Kalibratory a kontroly se musi pfed pouzitim promichat pfevracenim,
spi$ nez na vibraénim michadle vortex.

Zakladni pravidla radiaéni bezpeénosti
Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splfiuji platné zakonné predpisy upravujici podminky
pro bezpec€né nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafici. PFi praci s
radioaktivnimi latkami dodrzujte nasleduijici pravidla:
. V8echny radioaktivni latky musi byt skladovany v plvodnim baleni a
jen na mistech k tomu uréenych.
. Nepipetujte Usty.
. PFi praci s radioaktivnimi materialy zamezte kontaktu s nimi pouzitim
rukavic a laboratorniho plasté.

. Veskera manipulace s radioaktivnimi latkami musi
v pfislusnych prostorach oddélenych od chodeb a
frekventovanych mist.

probihat
jinych

. V laboratofich uréenych k praci s radioaktivnimi latkami je zakazano
jist, pit, koufit, liCit se a pod.

. Obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
bézného odpadu pouze po odstranéni varovnych napisd a znacek.

. Povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, je tfeba
pravidelné kontrolovat. VSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito
pro praci s radioaktivnimi latkami, musi byt fadné dekontaminovano a
proméreno pred dal§im pouzitim.

. V pfipadé kontaminace nebo uniku radioaktivniho materialu

postupujte podle stanovenych predpist.
. Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zakony a predpisy.
Azid sodny
Nekteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny muze

reagovat s olovem, medi nebo mosazi za vzniku prisluSnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnoZstvim vody.

Material lidského plivodu

Pacientské vzorky a materialy pochazejici z krve Ize popsanym postupem
rutinné zpracovavat s minimalnim rizikem. S témito materidly vSak
zachazejte jako s potencialné infekénimi podle vSeobecnych bezpecénostnich
opatfeni a zasad spravné klinické laboratorni praxe bez ohledu na jejich
puvod, Upravu nebo pfedchozi certifikaci. K dekontaminaci pouzijte vhodny
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desinfekéni prostfedek. Tyto materidly a jejich obaly skladujte a likvidujte v
souladu s mistnimi pfedpisy a smérnicemi.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Oxidation Solution %

H411 Toxicky pro vodni
organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

Zabrarnite uvolnéni do
zivotniho prostredi.

Unikly produkt seberte.
Manganistan draselny 1 -
5%

P273

P391

Sample Buffer NEBEZPECI

®

Hoflavéa kapalina a pary.
Zpusobuje tézké poleptani
klize a poskozeni oci.
Chrarite pred teplem,
horkymi povrchy a jiskrami.
Zéakaz koureni.

Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/oblicejovy
Stit.

PRI POZITI: Vyplachnéte
usta. NEVYVOLAVEJTE
zvraceni.

PRI STYKU S KUZi (nebo
s vlasy): Oplachnéte kuzi
vodou.

PRI ZASAZENI OCI:
Nékolik minut opatrné
vyplachujte vodou. Vyjméte
kontaktni ¢oc¢ky, pokud jsou
nasazeny a pokud je Ize
vyjmout snadno. Pokracujte
ve vyplachovani.

Okamzité volejte
TOXIKOLQGICKE
INFORMACNI
STREDISKO nebo lékare.
Ethylalkohol 10 - 20%
Hydroxid sodny 20 - 30%

P210

P280

P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese
techdocs.beckmancoulter.com

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANi A REDEN
VZORKU

Odebirejte vzorky krve do zkumavek s EDTA nebo bez aditiv.
. Vzorky séra nechejte pfed odstfedénim nalezité srazit.

. Vzorky séra nebo plazmy Ize skladovat pfi 2-8 °C, jestlize bude
stanoveni provedeno do 24 hodin. Pfi delSim skladovani, nejdéle 1
rok, je nutno vzorky zamrazit pfi <-20 °C, nejlépe v alikvotech, aby se
predeslo opakovanému rozmrazovani a zmrazovani. Rozmrazovani
provadeéjte pfi laboratorni teploté.

. Vzorky je tfeba pfed stanovenim EXTRAHOVAT, viz Postup.

. Pokud obsahuji vzorky vysSi koncentraci nez je koncentrace
nejvyssiho kalibratoru, je tfeba je zfedit nulovym kalibratorem a znovu
analyzovat.

. Soupravou DSL9600i bylo porovnano 19 dvojic vzorkl séra a
EDTA-plazmy (hodnoty sér byly od 53,75 pg/mL do 341,5 pg/mL).
Vysledky davaji rovnici:
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[EDTA-plazma] = 0,9592[sérum] + 31,583 R = 0,9783

POSKYTNUTE MATERIALY

V8echny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize jsou skladovany pfi 2-8 °C. Data exspiraci uvedené
na Stitcich jednotlivych sloZek se vztahuji pouze k dlouhodobému skladovani
u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na né tedy, prosim, ohled.

Podminky pro skladovani reagencii po otevieni jsou uvedeny v pfislusnych
kapitolach.

Zkumavky potazené protilatkou proti dihydrotestosteronu: 2 x 50 kusti;
pfipraveny k pouziti.

Plastové zkumavky, potazené krali¢im imunoglobulinem proti DHT na vnitfni
sténé kazdé zkumavky.

Radioindikator 1251-DHT: 1 lahvicka (55 mL); lyofilizat

Lahvi¢ka obsahuje ke dni vyroby 185 kBq (<5 pCi), 125l-znaceného DHT v
tlumivém roztoku s proteiny (BSA) a azidem sodnym (<0,1%). Rekonstituujte
obsah lahvi¢ky 55 mL deionizované vody. Po rekonstituci skladujte pfi 2-8 °C
po dobu 14 dn(, aby bylo dosazeno maximalniho poméru (%Bg/T) > 25%.

Kalibratory: 1 lahvicka (50 mL, oznaéena 0), pfipravena k pouziti + 7
lahviéek (oznaéenych 1-7); lyofilizaty

Lahvi¢ky obsahuji od 0 do pfiblizné 2 500 pg/mL (0 do pfiblizné 8 600 pmol/L)
DHT, v tlumivém roztoku s proteiny (BSA) a azidem sodnym (<0,1%). Pfesné
koncentrace jsou uvedeny na $titcich lahvic¢ek. Kalibratory jsou kalibrovany
na certifikovany referenéni material (Cerilliant). NEEXTRAHUJTE
kalibratory.

Kontrolni vzorky: 2 lahvicky oznacené 1, 2; lyofilizaty.

Lahvicky obsahuji DHT, lyofilizovany v lidském séru s azidem sodnym
(<0,1%). Koncentra¢ni rozsah ocekavanych hodnot je uveden v pfiloze
navodu. Kontrolni vzorky MUSI BYT pfed stanovenim EXTRAHOVANY. Viz.
Postup

Oxidacni €inidlo: 2 lahvi¢ky (po 25 mL); pfipravené k pouziti

Lahvi¢ky obsahuji manganistan draselny (<5%) v pufru s azidem sodnym
(<0,1%).

Pufr pro fedéni vzorkua: 1 lahvi€ka (5,5 mL); pfipravena k pouziti

Lahvi¢ka obsahuje tlumivy roztok s <23 % etylalkoholu a <29 % hydroxidu
sodného.

MATERIALY POZADOVANY, ALE
NEPOSKYTNUTY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

« 12 x 75 mm nebo 13 x 100 mm nebo 16 x 150 mm SKLENENE
zkumavky se zatkami,

. stojanek pro zkumavky rozmeéru 12 x 75 mm,

. Deionizovana voda.

. presna mikropipeta (100 L, 250 pL a 400 uL),

. poloautomaticka pipeta (500 pL)

. Vibraéni michadlo.

. sklenéné pipety 5 mL délené — PRO EXTRAKCI,

. organicka rozpoustédla: n-hexan, a etanol (Cistota pro HPLC),
. centrifuga (1500x g, chlazena),

. stlaceny dusik nebo vakuova odparka pro vysuseni extraktd,
. horizontélni tfepacka (= 180 kmitd /min),

. stojanek s drzakem zkumavek — pro dekantaci,

. Vyvéva.

. filtracni papir pro osuseni zkumavek,

. Gama-citac, kalibrovany na 125l

. semi-logartitmicky (log-lin) papir nebo pocita¢ s programem pro
vyhodnocovani analyz RIA.

VYSLEDKY

Vysledky jsou ziskany prolozenim z kalibraéni kfivky. Kfivka slouzi k uréeni
koncentrace DHT pouze ve vzorcich méfenych soucasné s kalibratory.
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Kalibraéni krivka

Vysledky uvedené v navodu byly ziskany v log-lin zobrazeni s pouZitim
funkce ,spline”. Na vertikalni osu bylo vyneseno B/T (%) nebo B/Bg (%) a
na horizontalni osu byly vyneseny koncentrace DHT v kalibratorech (pg/mL).
Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.

ED50 = 100.7 pg/mL

Celkova aktivita: 57 936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CP';) BIT (%) | BIBg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Priklad typického stanoveni, nepouZivejte pro vypocet.)
Vzorky

Na vertikalni ose lokalizujte pro kazdy vzorek hodnoty B/T nebo B/Bg (%) a na
horizontalni ose odectéte odpovidajici koncentrace DHT v pg/mL. Pfepocet
koncentraci z pg/mL na pmol/L se provede vynasobenim vysledku faktorem
3,44.

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozmezi referenénich hodnot.
Studie provedena na zdravych dospélych dava nasledujici vysledky DHT.
Uvadi se pouze jako ptiklad.

Stari n Median 2,5. 97,5. Rozsah
(pg/mL) | Percentil | Percentil | (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Muzi 20 -60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Zeny 20 -60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(podrobnosti jsou uvedeny v priloze “APPENDIX”)

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada, Ze se kontrolni vzorek pouziva v
kazdé kalibraci, aby se zajistila kontrola kvality ziskanych vysledkd. Kontrolni
vzorky musi byt zpracovany stejnym zpusobem jako neznamé vzorky a k
vyhodnoceni vysledkl se maji pouzit vhodné statistické metody.

Jestlize kontrolni vzorky neposkytnou nalezité hodnoty, mize to byt znamkou
nepfesné manipulace, nespravného nakladani se vzorky nebo znehodnoceni
reagencii. V pfipadé zavazného poSkozeni obalu, nebo jestlize ziskané
vysledky nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte
prosim nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com

POSTUP
Priprava a skladovani reagencii

Vytemperujte vSechny reagencie na
promichejte jemnym pfevracenim.

laboratorni teplotu a Ffadné je

Priprava radioindikatoru

Obsah lahvi¢ky se rozpusti v 55 mL deionizované vody. Po pfidani vody
nechte volné rozpoustét 10 minut a potom lehce bez napé&néni promichejte.
Po rekonstituci skladujte pfi 2-8 °C po dobu 14 dnu.

Priprava kalibratort a kontrolnich vzorku

Obsah lahvicek se rozpusti v destilované vodé, jeji objem je uveden na Stitku
lahvi€ky. Po pfidani vody nechte volné rozpoustét 10 minut a potom lehce bez
napénéni promichejte. Po rekonstituci skladujte pfi <-20 °C do data exspirace
soupravy.

Extrakce vzork(

Poznamka:  Extrakce musi byt provadéna v Ccistych pokud mozno
pomoci jednorazovych SKLENENYCH zkumavek a pipet. Pred pouZzitim
vytemperujte oxidacni cinidlo a ostatni reagencie na laboratorni teplotu
(18-25 °C).

Kontroly a vzorky vyZaduji extrakci, neextrahujte kalibratory.
. Oc¢islujte po jedné zkumavce pro kazdy kontrolni i neznamy vzorek.
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. Napipetujte po 400 pL kontroly nebo vzorku do ocislovanych
sklenénych zkumavek a pfidejte 500 pL oxida¢niho ¢inidla. Radné
promichejte a inkubujte 15 min pfi laboratorni teploté (18-25 °C ).

. PFipravte si extrakéni smés: 98% n-hexan + 2% etanol

. Sklenénou pipetou pfidejte k oxidovanému vzorku 4,0 mL smési
n-hexan-etanol. Michejte kazdou zkumavku po dobu 1 min na
vibraénim michadle.

. Pfidejte 50 pL pufru pro fedéni vzorkl, zazatkujte zkumavku a
promichejte pfevracenim zkumavky 3-4krat.

. Centrifugujte 15 min pfi 2-8 °C a 1500x g, aby se oddélila organicka a
vodna faze.

. Pfeneste 2,5 mL horni organické faze do shodné ocislovanych Cistych
sklenénych zkumavek a odpaite do sucha bud pod proudem dusiku
nebo na vakuové odparce s ohfevem.

Rozpustte suchy extrakt 250 pL nulového kalibratoru. Dukladne
zvortexujte a nechte pfi laboratorni teploté (18-25 °C) minimalné 1

hodinu.
POZNAMKA:

. NEEXTRAHUJTE KALIBRATORY

. Pouzivejte zkumavky o rozméru 12 x 75 mm nebo 13 x1 00 mm
Pokud nemate zatky, pouZzijte zkumavky rozméru 16
x 150 mm a zakryjte je alobalem, aby se neoparovala organicka

se zatkami.

rozpoustédla.

. Nepouzivejte lipemické vzorky.

Schéma postupu

Kalibratory, kontroIni vzorky a neznamé vzorky analyzujte v duplikatech.

Krok 1
Pipetace

Krok 2
Inkubace

Krok 3
Méreni

Extrahujte kontrolni a
neznamé vzorky podle
kap. Postup.

Do potazenych
zkumavek pipetujte
na dno postupné:

100 pL kalibratoru,
kontroly nebo vzorku,
a okamzité
500 uL
radioindikatoru.”

Promichejte vSechny
zkumavky.

Zakryjte a inkubujte
2 hodiny za stalého
trepani (=180
kmitd/min) pfi
laboratorni teploté
(18-25 °C).
Odsajte nebo vylijte
obsah zkumavek
do radioaktivniho
odpadu (s vyjimkou 2
zkumavek pro ,total®).

Napipetujte 3,0 mL
deionizované vody (s
vyjimkou 2 zkumavek

pro ,total®).

Odsaijte nebo vylijte
obsah zkumavek
do radioaktivniho

odpadu (s vyjimkou 2

zkumavek pro ,total*).
Oklepnéte zbylé kapky
na savy podklad.

Oklepnéte zkumavky
na savy material a
nechte nejméné 2

minuty okapat. Otfete

okraj zkumavek.

Méfte po dobu 1 min.

vazanou aktivitu (B) a

celkovou aktivitu (T).

*Napipetujte po 500 pL radioindikatoru do 2 nepotazenych zkumavek pro
zjisténi celkové aktivity (T).
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FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

(podrobnosti jsou uvedeny v priloze “APPENDIX”)

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim uéelim. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou lisit.

Citlivost

Analyticka citlivost: 9,14 pg/mL
Funkeni citlivost: 19,63 pg/mL
Specifita

Protilatka pouzita v systému je vysoce specificka pro DHT. Ostatni pfibuzné
molekuly (androstendion, estradiol, testosteron atd.) davaji extrémné nizkou
zkFizenou reakci.

Presnost
Intra-assay

Pfesnost intra-assay byla stanovena 25krat opakovanou analyzou. Hodnota
variaéniho koeficientu byla mensi nebo rovna 7,9 %.

Inter-assay

Vzorky byly analyzovany duplikatech v 10 nezavislych analyzach. Hodnota
variacnich koeficientd byla mensi nebo rovna 7,1 %.

Spravnost
Test fedéni

Vzorky s vysokou koncentraci byly postupné fedény nulovym kalibratorem a
analyzovany. Naméfené hodnoty ,recovery” se pohybovaly v rozmezi 80,5%
az 114 %.

Test ,,recovery“

Ke vzorkim byla pfidana riiznd znama mnozstvi DHT a vzorky byly
analyzovany. Naméfené hodnoty ,recovery” se pohybovaly v rozmezi 88,0%
az 107 %.

Rozsah stanoveni (od analytické citlivosti do nejvy$$iho kalibratoru): Od
9,14 do pfiblizné 2 500 pg/mL.

OMEZENI
. Nedodrzeni instrukci uvedenych v tomto navodu mize vést k
nespravnym vysledkdm.
. Nedostateéné osu$eni zkumavek po dekantaci muze vést k
nepfesnym vysledkdm.

. Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani reagencii a
vzorkd.

. Nepouzivejte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

. Pokud reagencie jevi znamky mikrobialni kontaminace nebo je silné
zakalena, lahvicku vylijte.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

KVANTITATIVNE RADIOIMUNOANALYTICKE IN VITRO
STANOVENIE DIHYDROTESTOSTERONU (DHT) V
LUDSKOM SERE

Na in vitro diagnostické pouzitie.

PRINCIP

Radioimunoanalytické stanovenie dihydrotestosteronu (DHT;
5a-dihydrotestosteron; 17B-hydroxy-5a-androstan-3-on) je kompetitivne
stanovenie.  Postup je zaloZzeny na principe radioimunoanalyzy, kde
spolu sutazia radioaktivne znaceny a neznaceny antigén o dany pocet
vazbovych miest na protilatke. Mnozstvo 125l-znaceného DHT viazaného
na protilatku je nepriamo Umerné mnozstvu nezna¢eného DHT pritomného
vo vzorke. K separacii viazanej a volnej frakcie z roztoku sa pouzivaju
skumavky potiahnuté Specifickou protilatkou. Po zmerani viazanej aktivity v
gama-c¢itaCi sa zostroji kalibracna krivka a z nej sa odpocitaju koncentracie
DHT v nezndmych vzorkach.

Suhrn a vyklad stanoveni su uvedené v prilohe “APPENDIX*.
VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:
. Na in vitro diagnostické pouzitie.
. Flasti¢ky a kalibratormi a kontrolnymi vzorkami nechavajte otvorené
€o najkratSie, aby nedochadzalo k odparovaniu.
. NemieSajte substancie zo suprav réznych Sarzi.
. Nepouzivajte Ziadnu zloZzku po uplynuti exspiracie uvedenej na jej
Stitku.
. Ku kazdému radu stanoveni je treba vzdy stanovit novu kalibraénu
zavislost.
. Doporucuje sa robit’ stanovenia v duplikatoch.

. kalibratory a kontroly sa musia pred pouzitim premiesat prevracanim,
skoér ako na vibraénom mieSadle vortex.

Zakladné pravidla radiacnej bezpecnosti

Tento radioaktivny material mézu prijimat, skladovat a pouzivat iba
pracoviska, ktoré splfiaju platné zakonné predpisy upravujuce podmienky
pre bezpe¢né nakladanie s otvorenymi radionuklidovymi Ziariémi. Pri praci s
radioaktivnymi latkami dodrzujte nasledujuce pravidla:
. VSetky radioaktivne latky sa musia skladovat v pévodnom baleni a iba
na miestach k tomu uréenych.
. Nepipetujte ustami.
. Pouzivanim rukavic a laboratérneho plasta zabrarnte kontaktu
s radioaktivnymi materialmi.
. VSetky manipulacie s radioaktivnymi latkami by sa mali vykonavat na
vhodnom mieste mimo chodieb a inych rusnych priestorov.
. V laboratoriach ur€enych na pracu s radioaktivnymi latkami je
zakazané jest, pit, fajcit, liCit sa a pod.
. Obalovy material, ktory nie je kontaminovany, mozno odlozit do
bezného odpadu az po odstraneni vystraznych napisov a znaciek.

. Povrch pracovnych stolov, ktory by mohol byt kontaminovany, treba
pravidelne kontrolovat.

. V pripade kontaminacie alebo uniku radioaktivneho materialu

postupujte podla stanovenych predpisov.
. Radioaktivny odpad likvidujte v sulade s platnymi zakonmi a
predpismi.
Azid sodny
Niektoré substancie su konzervované azidom sodnym. Azid sodny méze

reagovat' s olovom, medou alebo mosadzou za vzniku prislusnych vybusnych
azidov. Preto likvidované reagencie splachujte velkym mnozstvom vody.

Material l'udského pévodu

Pacientove vzorky a materidly pochadzajuce z krvi mozno popisanym
postupom rutinne spracovavat s minimalnym rizikom. S tymito materialmi
v8ak zachadzajte ako s potencialne infekénymi podla vSeobecnych
bezpecnostnych opatreni a zasad spravnej klinickej laboratérnej praxe
bez ohladu na ich pévod, Upravu alebo predchadzajucu certifikaciu. Pre
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dekontaminaciu pouzivajte vhodny dezinfekéni prostriedok. Tieto materialy a
ich obaly skladuijte a likvidujte v stlade s miestnymi predpismi a smernicami.

KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS

Oxidation Solution %

H411 Toxicky pre vodné
organizmy, s dlhodobymi
ucinkami.

Zabrarite uvolneniu do
zivotného prostredia.
Zozbierajte uniknuty
produkt.

Manganistan draselny 1 -
5%

NEBEZPECENSTVO

®

P273

P391

Sample Buffer

Horfava kvapalina a pary.
Spdsobuje vazne
poleptanie koze a
poskodenie odi.
Uchovavajte mimo dosahu
tepla, horucich povrchov a
iskier. Nefajcite.

Noste ochranné
rukavice/ochranny

odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.
PO POZITI: vyplachnite
usta. Nevyvolavajte
zvracanie.

PRI KONTAKTE S
POKOZKOU (alebo viasmi):
Pokozku oplachnite vodou.
PO ZASIAHNUTI OCI:
Niekolko minut ich opatrne
vyplachujte vodou. Ak
pouzivate kontaktné
SosSovky a ak je to mozné,
odstrante ich. Pokradujte
vo vyplachovani.
Okamzite volajte
TOXIKOLOGICKE
INFORMACNE
CENTRUM/lekaral...
Etanol 10 - 20%

Hydroxid sodny 20 - 30%

P210

P280

P301+P330+P331
P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Bezpecnostny list je k dispozicii na strankach
techdocs.beckmancoulter.com

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

Odoberajte vzorky krvi do skimaviek s EDTA alebo bez aditiv.
. Vzorky krvi nechajte pred centrifugaciou Uplne vyzrazat.

. Vzorky séra alebo plazmy mozno skladovat pri 2-8 °C, ak bude
stanovenie urobené do 24 hodin. Pri dlh§om skladovani (najdlhSie
1 rok) je nutné vzorky zamrazit pri <-20 °C, najlepSie v alikvotach,
aby se prediSlo opakovanému rozmrazovaniu a zmrazovaniu.
Rozmrazovanie robte pri laboratérnej teplote.

. Vzorky je treba pred stanovenim EXTRAHOVAT, vid § Postup.

. Pokial obsahuju vzorky vysSie koncentracie ako je koncentracia
najvysSieho kalibratoru, je treba ich zriedit nulovym kalibratorom a
znovu analyzovat.
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. Sérum a EDTA plazma hodnoty pre 19 vzoriek (sérové hodnoty v
rozmedzi 53,75 az 341,5 pg/mL) boli porovnané pomocou supravy
DSL9600i. Vysledky su nasledovné:

[EDTA-plazma] = 0,9592[sérum] + 31,583 R = 0,9783

POSKYTOVANY MATERIAL

VSetky reagencie v suprave su stabilné do datumu exspiracie, uvedeného
na §titku krabice, ak su skladované pri 2-8 °C. Datumy exspiracii uvedené
na Stitkoch jednotlivych zlozZiek sa vztahuju iba na dlhodobé skladovanie u
vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na ne, prosim, ohlad.

Podmienky pre skladovanie reagencii po otvoreni su uvedené v prisluSnych
kapitolach.

Skumavky potiahnuté protilatkou proti dihydrotestosterénu: 2 x 50
kusov; pripravené k pouzitiu.

Plastové skumavky, potiahnuté zaja¢im imunoglobulinom proti DHT na
vnutornej stene kazdej skimavky.

Radioindikator 1251-DHT: 1 flasticka (55 mL); lyofilizat.

Flasticka obsahuje ku driu vyroby 185 kBq (<5 pCi), 125l-znaéeného DHT v
timivom roztoku s proteinmi (BSA) a azidom sodnym (<0,1%). Rekonstituujte
obsah flasticky 55 mL deionizovanej vody. Po rekonstitucii skladujte pri 2-8°C
po dobu 14 driov, aby bolo dosianuté maximalneho pomeru (%Bg/T) > 25%.

Kalibratory: 1 flasticka (50 mL, oznacena 0); pripravena k pouzitiu + 7
frasticiek (oznacenych 1-7); lyofilizaty.

Frasti¢ky obsahuju od 0 do priblizne 2 500 pg/mL (0 do priblizne 8 600 pmol/L)
DHT, v timivom roztoku s proteinmi (BSA) a azidom sodnym (<0,1%). Presné
koncentracie su uvedené na Stitkoch flasticiek. Kalibratory su kalibrované na
certifikovany referenény material (Cerilliant). NEEXTRAHUJTE kalibratory.

Kontrolné vzorky: 2 ffasticky oznacené 1, 2; lyofilizaty.

Frasticky obsahuji DHT, lyofilizované v ludskom sére s azidom sodnym
(<0,1%). Koncentra¢ny rozsah oCakavanych hodnét je uvedeny v prilohe
navodu. Kontrolné vzorky MUSIA BYT pred stanovenim EXTRAHOVANE,
vid' § Postup.

Oxidaéné ¢inidlo: 2 ffasticky (po 25 mL); pripravené k pouzitiu.

Flasticky obsahuju manganistan draselny (<5 %) v pufre s azidom sodnym
(<0,1 %).

Pufer pre riedenie vzoriek: 1 ffasticka (5,5 mL); pripravena k pouzitiu.

Flasticka obsahuje timivy roztok s <23 % etylalkoholu a <29 % hydroxidu
sodného.

POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

Okrem obvyklého laboratérneho =zariadenia je pre analyzu potrebné
nasledujuce vybavenie:

. 12 x 75 mm alebo 13 x 100 mm alebo 16 x 150 mm SKLENENE
skumavky so zatkami,

. stojan pre skumavky rozmeru 12 x 75 mm,

. Deionizovana voda

. presna mikropipeta (100 pL, 250 pL a 400 pL),

. poloautomaticka pipeta (500 pL)

. Vibraéné mieSadlo.

. sklenené pipety 5 mL delené — PRE EXTRAKCIU,

. organické rozpustadla: n-hexan, a etanol (Cistota pre HPLC),
. centrifuga (1500x g, chladena),

. stlaCeny dusik alebo vakuova odparka pre vysuSenie extraktov,
. horizontalna trepacka (= 180 kmitov/min)

. stojan s drziakom skimaviek — pre dekantaciu,

. Vyveva.

. filtraény papier pre osu$enie skumaviek,

. Gama-merac kalibrovany na 125I.

. semi-logartitmicky (log-lin) papier alebo pocitaé s programom pre
vyhodnocovanie analyz RIA.

VYSLEDKY

Vysledky su ziskané preloZzenim z kalibracnej krivky. Krivka sluzi k uréeniu
koncentracie DHT iba vo vzorkach meranych sucastne s kalibratormi.
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Kalibraéna krivka

Vysledky uvedené v navode boli ziskané v log-lin zobrazeni s pouZitim
funkcie ,spline”. Na vertikalnu os boli vynesené B/T (%) alebo B/Bg (%) a
na horizontalnu os boli vynesené koncentracie DHT v kalibratoroch (pg/mL).
Iné metddy spracovania mézu davat mierne rozdielne vysledky.

ED50 = 100.7 pg/mL

Celkova aktivita: 57 936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CP';) BIT (%) | BIBg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)
Vzorky

Na vertikalnej ose lokalizujte pre kazdu vzorku hodnoty B/T alebo B/Bg (%)
a na horizontalnej ose odcitajte odpovedajuce koncentracie DHT v pg/mL.
PrepocCet koncentracii z pg/mL na pmol/L sa urobi vynasobenim vysledkov
faktorom 3,44.

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium by si malo stanovit vlastné rozmedzie referencnych
hodndt. Studia urobena na zdravych dospelych dava nasledujuce vysledky
DHT. Uvadza sa iba ako priklad.

Vek n Median 2,5. 97,5. Rozsah
(pg/mL) | Percentil | Percentil | (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Muz 20 -60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Zena 20 -60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada, Ze sa kontrolna vzorka pouziva
v kazdej kalibracii, aby sa zaistila kontrola kvality ziskanych vysledkov.
Kontrolné vzorky musia byt spracované rovnakym sposobom ako nezname
vzorky a k vyhodnoteniu vysledkov sa maju pouzit vhodné Statistické metody.

nespravneho manipulovania so vzorkami alebo znehodnotenia reagencii.
V pripade zavazného poSkodenia obalu, alebo ak ziskané vysledky nie su
v zhode s analytickymi parametrami stanovenia, kontaktujte prosim nasich
odbornych pracovnikov. E-mail: imunochem@beckman.com

POSTUP
Priprava reagencii

Vytemperujte vSetky reagencie na riadne ich

premieSajte jemnym prevracanim.

laboratérnu teplotu a

Priprava radioindikatoru

Obsah flasti¢ky sa rozpusti v 55 mL deionizovanej vody. Po pridani vody
nechajte volne rozpustat 10 minut a potom lahko bez napenenia premiesajte.
Po rekonstitucii skladujte pri 2-8 °C po dobu 14 dni.

Priprava kalibratorov a kontrolnych vzoriek

Obsah flasticiek sa rozpusti v deionizovanej vode, ktorej objem je uvedeny na
Stitku flasticky. Po pridani vody nechajte volne rozpustat 10 minut a potom
fahko bez napenenia premiesajte. Po rekonstitucii skladujte pri <-20 °C do
datumu exspiracie supravy.

Extrakcia vzoriek

Poznamka: Extrakcia musi byt prevedena v Ccistych pokial mozZno
pomocou jednorazovych SKLENENYCH skumaviek a pipiet. Pred pouZitim
vytemperujte oxidacné cCinidlo a ostatné reagencie na laboratérnu teplotu
(18-25 °C).

Kontroly a vzorky vyZaduju extrakciu, neextrahujte kalibratory.
. Ocislujte po jednej skimavke pre kazdu kontrolnd i neznamu vzorku.
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. Nepipetujte po 400 pL kontroly alebo vzoriek do ocislovanych
sklenenych skimaviek a pridajte 500 pL oxidaéného ¢inidla. Riadne
premiesajte a inkubujte 15 min pri laboratérnej teplote (18-25 °C ).

. Pripravte si extrakénu zmes: 98% n-hexan + 2% etanol

. Sklenenou pipetou pridajte k oxidovanej vzorke 4,0 mL zmesi
n-hexan-etanol.  MieSajte kazdu skumavku po dobu 1 min na
vibraénom miesadle.

. Pridajte 50 pL pufru pre riedenie vzoriek, zazatkujte skumavku a
premieSajte prevracanim skimavky 3-4krat.

. Centrifugujte 15 min pri 2-8 °C a 1500x g, aby sa oddelila organicka a
vodna faza.

. Preneste 2,5 mL hornej organickej faze do shodne ocislovanych
Cistych sklenenych skumaviek a odparte do sucha bud pod prudom
dusiku alebo na vakuovej odparovacke s ohrevom.

Rozpustite suchy extrakt 250 pL nulového kalibratora. PremieSajte
na vibraénom mieSadle a ponechte pri laboratérnej teplote (18-25 °C)
minimalne 1 hodinu.

POZNAMKA:
. NEEXTRAHUJTE KALIBRATORY

. Pouzivajte skimavky o rozmere 12 x 75 mm alebo 13 x 100 mm
so zatkami. Pokial nemate zatky, pouzite skimavky rozmeru 16
x 150 mm a zakryte ich alobalom, aby sa neodparovala organicka
rozpustadla.

. Nepouzivajte lipemické vzorky.
Schéma postupu
Kalibratory, kontrolné vzorky a nezname vzorky analyzujte v duplikatoch.

Krok 1
Pipetacia

Krok 2
Inkubacia

Krok 3
Meranie

Extrahujte kontrolné a
nezname vzorky podla
kap. Postup.

Zakryte a inkubujte
2 hodiny za staleho
trepania (=180
kmitov/min) pri
laboratérnej teplote
(18-25 °C).
Odsaijte alebo vylejte
obsah skumaviek
do radioaktivneho

Napipetujte 3,0 mL
deionizovanej vody (s
vynimkou 2 skimaviek

pre ,total®).

Do potiahnutych
skumaviek pipetujte
na dno postupne:

Odsajte alebo vylejte
obsah skumaviek
do radioaktivneho

100 L kalibratora,
kontroly alebo vzorky,
a okamzite
500 uL
radioindikatora.”

PremieSaijte.

odpadu (s vynimkou 2
skumaviek pre ,total“).

odpadu (s vynimkou 2
skumaviek pre ,total”).
Oklepte kvapky na
savy podklad.

Oklepte skumavky
na savy material a
nechajte najmenej 2
minuty odkvapkat.
Otrite okraj skumaviek.
Merajte po dobu 1 min.
viazanu aktivitu (B) a
celkovu aktivitu (T).

*Napipetujte po 500 uL radioindikatora do 2 nepotiahnutych skumaviek na
zistenie celkovej aktivity (T).
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VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Vzorové data sluzia iba k informacnym ucelom.
jednotlivych laboratériach sa moézu lisit.

Citlivost’

Analyticka citlivost: 9,14 pg/mL

Vysledky ziskané v

Funkéna citlivost’: 19,63 pg/mL
Specifita
Protilatka pouzita v systéme je vysoko Specificka pre DHT. Ostatné pribuzné

molekuly (androstendion, estradiol, testosteron atd.) davaju extrémne nizku
skrizenu reakciu.

Presnost’
Intra-assay

Presnost intra-assay bola stanovena 25krat opakovanou analyzou. Hodnota
variacného koeficientu bola mensia alebo rovna 7,9 %.

Inter-assay

Vzorky boli stanovené v duplikatoch v 10 réznych stanoveniach. Najdené
hodnoty variaénych koeficientov nepresiahli 7,1 %.

Spravnost’
Test riedenia

Vzorky s vysokou koncentraciou boli postupne riedené nulovym kalibratorom
a analyzované. Namerané hodnoty ,recovery” sa pohybovali v rozmedzi
80,5% az 114 %.

Test ,,recovery*

Ku vzorkam boli pridané rézne zname mnozZstva DHT a vzorky boli
analyzované. Namerané hodnoty ,recovery” sa pohybovali v rozmedzi
88,0% az 107 %.

Rozsah stanovenia (od analytickej citlivosti po najvyssi kalibrator): od 9,14
do priblizne 2 500 pg/mL.

OBMEDZENIA

NedodrZanie indtrukcii uvedenych v tomto navode mdézZe viest k
nespravnym vysledkom.

. Vysledky stanovenia by mali byt interpretované vo svetle celkového
klinického obrazu pacienta vratane anamnézy, udajov z dalSich testov
a inych vhodnych informacii.

. Vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu reagencii a
vzoriek.

. Nepouzivajte silne hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

. Pokial sa v reagenciach objavia znamky mikrobialnej kontaminacie
alebo nadmerny zakal, obsah flasti¢ky zlikvidujte.
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ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

INSAN SERUM VEYA PLAZMASINDA
DIHIDROTESTOSTERON (DHT)’NIN KANTITATIF o
OLCUMU ICIN IN VITRO RADIOIMMUNOASSAY KITTIR
In vitro diagnostik kullanim igindir.

PRENSIP

Dihidrotestosteron (50-Dihydrotestosterone; DHT;
17B-Hydroxy-5a-androstan-3-one), radio-immunoassay  testi, bir
yarisma deneyidir. Prosedir, radyoaktif ve radyoaktif olmayan antijenlerin
belli sayida antikor baglanmis bdlgeler igin yarigsmasi temeline dayali,
radioimmunoassay prensibine goére calisir. Antikora baglanmig
[1251]-isaretlenmis DHT miktari, isaretlenmemis DHT miktar ile ters
orantiidir. Serbest ve baglanmis antijenin ayristiriimasi, antikor kaplanmig
tiplerin ylkanmasi ve aspire edilmesi ile saglanir. Bir kalibrasyon egrisi
olugturulur ve bilinmeyen DHT degerleri interpolasyon yontemiyle egriden
tespit edilirler.

Testin Ozeti ve Agiklamasi igin APPENDIX-EK’e bakiniz.
UYARILAR VE ONLEMLER
Genel yorumlar:

. In vitro diagnostik kullanim igindir.

. Kalibratér ve kontrol siseleri, buharlagsmayi
mumkin oldugunca kisa sureli agik kalmahdir.

Onlemek amaciyla

. Farkli lotlardan kit reaktiflerini karistirmayiniz.

. Hicbir bileseni etiketinde gosterilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

. Her deney icin bir standard egrisi dahil edilmelidir.
. Testi duplike olarak galigsmak 6nerilmektedir.

. Kalibratorler ve kontroller kullanilmadan &nce elde gevirerek
karistirnimalidir, vortekslemek énerilmez.

Radyasyon giivenligi i¢in temel kurallar

Radyasyon guivenligi igin temel kurallar Satinalma, sahip olma, kullanma
ve radyoaktif materyalin tasinmasi, kullanilan Glkenin yonetmeligine tabidir.
Radyasyon guvenlidinin temel kurallarina bagli kalinmasi, yeterli korumayi
saglayacaktir.

. Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, icme, sigara igme,
kozmetik uygulamasi gibi faaliyetler gerceklestiriimemelidir.

. Agizla pipetleme yapilmamalidir.

. Radyoaktif maddelerle temastan kaginmak igin eldiven ya da
laboratuvar 6nligu kullanin.

. Radyoaktif maddelerle ilgili tim islemler, koridorlardan ve diger islek
bélimlerden uzakta, uygun bir yerde yapiimalidir.

. Radyoaktif materyaller, bu malzemeler igin ayrilmis bir bélimde ve
kapall bir dolapta saklanmalidir.

. Radyoaktif Grlinlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit gtincel olarak
tutulmalidir.

. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tipler, farkl
radyoizotoplarin ¢apraz kontaminasyonunu o©nlemek igin ayri
tutulmalidir.

. Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip
vakasi, belirlenen prosediirler izlenerek ¢ozilmelidir.

. Radyoaktif atiklar, Glkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok
edilmelidir.

Sodyum asit

Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit icermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya piring ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir.

Insan kaynakli materyal

Hasta drnekleri ve kandan elde edilen Urlnler, belirtilen prosedir kullanilarak
minimum risk ile rutin bigcimde c¢alsilabilir. Fakat bu Urinleri, kaynagina,
islenmesine veya 0On sertifikalarina bakilmaksizin evrensel koruma
onlemlerine ve iyi klinik laboratuar uygulamalarina uygun olarak bulasici
potansiyele sahip maddeler gibi kullanin. Dekontaminasyon igin uygun bir
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dezenfektan kullanin.

Bu maddeleri ve kaplarini yerel yénetmeliklere ve
kilavuzlara uygun olarak saklayin ve atin.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Oxidation Solution %

H411 Sucul ortamda uzun stre
kalicl, toksik etki.
Cevreye verilmesinden
kaginin.

Dokintuleri toplayin.
Potasyum Permanganat 1
-5%

P273

P391

Sample Buffer TEHLIKE

®

Alevlenir sivi ve buhar.
Ciddi cilt yaniklarina ve g6z
hasarina yol acar.

Isidan, sicak ylzeylerden
ve kivilcimdan uzak tutun.
Sigara igilmez.

Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.
YUTULMASI HALINDE:
agzinizi galkalayin. Istifra
etmeye CALISMAYIN.
CILDIN (VEYA SACIN)
UZERINDE OLMASI
HALINDE: Cildinizi su ile
durulayin.

GOZLE TEMASI HALINDE:
Birkag dakika dikkatli
sekilde suyla yikayin. Varsa
ve ¢ikariimasi kolaysa,
kontak lensleri gikarin.
Yikamaya devam edin.
Hemen ULUSAL ZEHIR
DANISMA MERKEZININ
114 NOLU TELEFONUNU
veya doktoru/hekimi arayin.
Etil Alkol 10 - 20%

Sodyum Hidroksit 20 - 30%

P210
P280
P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310

Guvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com
adresinden ulasilabilir

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU
. Numune tipi olarak serum veya plazma (EDTA) dnerilmektedir.

. Santriflij ©6ncesinde serum o&rneklerinin tamamen pihtilagsmasini
bekleyin.

. Ayrilmis serum veya plazmayi 24 saat 2-8 °C’de saklayiniz. 1 yil
kadar uzun sireli saklamak igin <-20 °C’de dondurulmasi onerilir.
Dondurma ve ¢6zme islemini tekrarlamamak icin numunelerin
bélinerek dondurulmasi &nerili.  Numunelerin buzu oda Isisinda
¢Ozduriimelidir.

. Numuneler testten 6nce mutlaka EKSTRAKTE edilmelidir. Prosediir
bakiniz.

. En ylksek kalibratériin konsantrasyonundan daha yiiksek okumalar O
pg/mL kalibratér ile dilte edilerek tekrar test edilmelidir.

. Degerleri 53,75 ile 341,5 pg/mL arasinda degisen 19 adet
EDTAlI plazma numunesinin degerleri DSL9600i kiti kullanilarak
karsilastinimistir. Sonuglar su sekildedir
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[EDTA-plasma] = 0,9592[serum] + 31,583 R = 0,9783
SAGLANAN MALZEMELER

2-8°C’'de saklandiginda bitlin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma
tarihine kadar stabildir. Sise tzerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan iceriklerin uzun sureli saklanmalari durumunda gecerlidir.

Acilmig reaktifler icin saklama kosullari, ilgili paragraflarda belirtilmistir.

Anti-dihidrotestosteron antikor kaplanmig tiipler: 2 x 50 tiipler

(kullanima hazir)

Tuplerin i¢ duvan poliklonal tavsan anti-DHT immunoglobulin sabitlenmis
plastik tupler.

125l-igsaretlenmis dihidrotestosteron tracer: 55 mL bir sise (liyofilize)

Uretim tarihinde sise, sodyum asit (<0,1 %) ve proteinler (BSA) igeren
tampon iginde 185 kBq (<5 pCi) 125I-igaretlenmis DHT icerir. Tracer’t 55 mL
deiyonize su ile ¢6ziinliz. Cozuldikten sonra, en ylksek baglanma oranina
ulagmak igin (%Bg/T) > 25 %, 14 gline kadar 2-8 °C’de saklayiniz.

Kalibratorler: 0 isaretlenmis 50 mL bir sise (kullanima hazir) ve 1-7
igsaretlenmis yedi sige (liyofilize).

Kalibrator siseleri, sodyum asit (<0,1 %) ve protein (BSA) igeren tampon
icinde 0O ile yaklasik 2 500 pg/mL (O ile yaklasik 8 600 pmol/L) arasinda
dihidrotestosteron igerir. Tam konsantrasyon, her bir sisenin Uzerindeki
etikette belirtilmistir. Kalibrator degerleri, onayl referans materyali (Cerilliant)
kullanilarak olusturulmustur. Kalibratorleri testten 6nce ekstrakte etmeyiniz.

Kontroller: 1, 2 etiketlenmis iki sise (liyofilize)

Siseler, sodyum asit (<0,1 %) ve insan serumunda iginde dihidrotestosteron
icerir. Beklenen degerler, kit icinde saglanan ekte belirtiimistir. Testten dnce
kontroller ekstrakte edilmelidir! (Prosedir bakiniz).

Oksidasyon Soliisyonu: 25 mL iki sige (kullanima hazir)

Siseler, sodyum asit (<0,1 %) igeren bir tampon
permanganat solusyonu (<5 %) igerir.

icinde potasyum

Numune tamponu: 5,5 mL bir sige (kullanima hazir)
Sise, <23 % Etil Alkol ve <29 % Sodyum Hidroksit tamponu igerir.

GEREKEN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagidaki
gerekmektedir:

malzemeler

. 12 x 75 mm veya 13 x 100 mm veya 16 x 150 mm CAM tiipler ve
guvenlik kapaklari.

. 12 x 75 mm tlpler igin rack.

. Deiyonize su.

. Hassas mikropipet (100 pL, 250 pL ve 400 pL).

. Yari-otomatik pipet (500 L).

. Vorteks tipi mikser.

. 5 mL dereceli cam pipetler - EKSTRAKSIYONDA KULLANILACAK.

. Organik ¢ozlcller: n-hexane ve etanol (HPLC sinifi).

. Santriflij (1500 x g, tercihen sogutuculu).

. Nitrojen gazi veya isitmali speed-vac gereci (ekstraksiyonlar igin).

. 2 180 rpm hizinda calkalayici.

. Tupleri bosaltmak icin stingerli rack veya benzer bir gereg.

. Aspirasyon sistemi.

. Tuplerin icini kurutmak igin kagit haviu

. 125 iyot igin gamma counter seti.

. Semi-log (log-linear) grafik kagidi veya RIA veri analizi igin bilgisayar
programi.

SONUGLAR
Sonuglar, standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Egri,
kalibratorlerle ayni anda O&lglilen numunedeki DHT konsantrasyonunu
belirlemede hizmet eder.

Standard egrisi

Paket igindeki kullanma kilavuzundaki sonuglar, dikey eksende yari logaritmik
(“spline” mode) egri cizgisi le B/T (%) veya B/Bg (%) ve yatay eksende
(pg/mL) kalibratorlerin DHT konsantrasyonlari kullanilarak hesaplanmistir.
Diger veri indirgeme metodlari biraz farkli sonuglar verebilir.
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ED50 = 100.7 pg/mL

Total aktivite: 57,936 cpm
Calibrators DHT (pg/mL) (CPf;) BIT (%) | B/Bg (%)
n=
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 33,4 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Standard egrisi 6rnegdi, hesaplamada kullanmayiniz)
Numuneler

Her bir numune igin, dikey eksende B/T (%) veya B/Bg (%) yerini belirleyiniz
ve yatay eksende ona karsilik gelen DHT konsantrasyonunu pg/mL olarak
okuyunuz.pg/mL’yi pmol/L’e dénustirmek icin sonuglari 3,44 ile carpiniz.

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvar kendi normal degerlerini olusturmalidir. Goérunuste saglikli
yetiskin Uzerinde yapilan bir internal calismada DHT degerleri ile olusturulan
sonuglar asagida verilmigtir ve sadece referans amaghdir.

Yas n Medyan | % 2,5 %97,5 Sinir
(pg/mL) | yiizdelik | Yiizdelik | (pg/mL)
(pg/mL) | (pg/mL)
Erkek 20 -60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
Kadin 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(Daha fazla bilgi icin APPENDIX-EK’e bakiniz)

KALITE KONTROL

lyi laboratuvar uygulamalari, alinan sonuglarin kalitesini garanti altina
almak igin kontrol numunelerinin dizenli olarak kullaniimasini gerektirir. Bu
numuneler, aynen test numuneleri gibi kullaniimahdir ve sonuglarinin uygun
istatiksel metodlarla analiz edilmesi 6nerilmektedir.

Kontrollerden, beklenen sonuglarin alinamamasi, hatali manipilasyon,
numunenin hazirlanmasindaki hata veya reaktiflerin bozulmasindan
kaynaklanabilir. Paketteki bozulma veya alinan verilerde degisiklik oldugu
durumlarda lutfen yerel distribltoriiniizi arayiniz veya asagidaki e-mail
adresini kullaniniz: imunochem@beckman.com

PROSEDUR
Reaktiflerin hazirlanmasi

Kullanmadan 6nce butin reaktifleri oda isisina getiriniz ve yavasca gevirerek
karistiriniz.

Tracer’in ¢oziilmesi

Tracer’t 55 mL distile su ile ¢oziinliz. Cézuldikten sonra 10 dakika bekleyiniz
ve kullanmadan 6énce, kdpuklendirmeden yavasca karistiriniz. 2-8 °C ‘de 14
guine kadar saklayabilirsiniz.

Kalibrator ve kontrol numunelerinin ¢éziilmesi

Siselerin igerigi etikette belirtilen miktarda distile su ile sulandiriimaldir.
Cozildikten sonra 10 dakika bekleyiniz ve kullanmadan Once,
kdpuklendirmeden yavasga karistiriniz.  <-20 °C’de kitin son kullanma
tarihine kadar saklayabilirsiniz.

Numunelerin ektraksiyonu

Not: Ekstraksiyonlar temiz, tercihen tek kullanimlik CAM tiplerde ve
pipetlerle yapilmalidir. ~ Kullanmadan énce, Oksidasyon Soylisyonu ve
ekstraksiyon reaktiflerinin oda i1sisina (18-25 °C) gelmesini saglayiniz.

Numuneler ve kontroller ektraksiyon gerektirir. Kalibratérieri EKSTRAKTE
ETMEYINIZ!

. Her numune ve kontrol igin tipleri numaralandiriniz.

. Numaralandiriimig tiplere 400 pL numune veya kontrollerden
ekleyiniz ve 500 pL Oksidasyon solusyonu ekleyiniz. lyice
vorteksleyiniz ve oda isisinda (18-25 °C) 15 dakika inklbe ediniz.

. Ekstraksiyon karigimini hazirlayiniz: 98% n-hexane ve 2% etanol.
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. Cam pipet kullanarak oksidize numuneye 4,0 mL n-hexane-ethanol
karisimi (98% hexane: 2% ethanol) ekleyerek ekstrakte ediniz. Herbir
numuneyi hemen 1 dakika vorteksleyiniz.

. 50 yL DHT Numune tamponu ekleyiniz ve tiiplerin kapagini kapattiktan
sonra 3-4 defa gevirerek yavasga karistiriniz.

. Organik tabakayi, sivi tabakadan ayirmak igin 15 dakika, oda 1sisinda,
1500 X g'de santrifijleyiniz.

. Organik tabakanin ustiinden 2,5 mL alarak etiketlenmis temiz cam
tiplere koyunuz ve nitrojen gazi kullanarak veya isitmali speed-vac
gereci kullanarak buharlastirarak kurutunuz.

Kurutulmus materyali 250 pyL DHT sifir kalibratérii ile ¢éziiniiz. lyice
vorteksleyiniz ve oda isisinda (18-25 °C) en az 1 saat bekletiniz.

NOT:
. KALIBRATORLERI EKSTRAKTE ETMEYINizZ

. 12 x 75 mm veya 13 x 100 mm kapakh cam tup kullaniniz. Givenlik
kapaklari yoksa 16 x 150 mm tlpler kullanilabilir. Ekstraksiyondan
sonra, organik ¢ézuculerin buharlagsmasini énlemek igin 16 x 150 mm
tupleri aliminyum folyo ile kapatiniz.

. Lipemik numuneleri kullanmayiniz.
Test prosediirii
Kalibratorler, Kontrol ve hasta numunelerini duplike olarak ¢aliginiz.

Asama 1
Eklemeler

Asama 2
Inkiibasyon

Asama 3
Sayim

Ornek ve kontrolleri
Prosedir bélimunde
aciklandigi sekilde
ekstrakte ediniz.

Antikor eklenmis
tlplere dikkatlice
ekleyiniz:

Kapatiniz ve 2 saat,
oda isisinda (18-25
°C), shaker lzerinde
(=180 rpm) inkiibe
ediniz.
Siinger rack’taki
tupleri, radyoaktif atik
kabina ters gevirerek
ayni anda bosaltiniz
veya aspire ediniz
(«total cpm» tapleri
harig).

«Total cpmy tupleri

hari¢ butln tlplere

3.0 mL deiyonize su
ekleyiniz.

Siinger rack’taki
tupleri, radyoaktif atik
kabina ters cevirerek
ayni anda bosaltiniz

veya aspire ediniz
(«total cpm» tlpleri
haric).

100 pL kalibrator,
ektrakte kontrol veya
numuneler, ve hemen

Tupleri kagit haviu
Uzerine ters gevirerek
sertge vurarak
tamamen bosaltiniz.
Tupleri kagit haviu
lizerine ters geviriniz
ve bosalmayi
hizlandirmak igin
sertce vurunuz ve
>2 dakika bekleterek
tupleri kurutunuz.
Bagh cpm (B) ve total
cpm’yi (T) 1 dakika
sayiniz.

500 L tracer
ekleyiniz.”

Batun tapleri
vorteksleyiniz.

*Total cpm’yi elde etmek icin 2 bos tipe 500 pL tracer ekleyiniz.
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PERFORMANS OZELLIKLERI

(Daha fazla bilgi icin APPENDIX-EK’e bakiniz)

Temsili veriler yalnizca drnek olarak verilmistir.
edilen performans farklilk gosterebilir.

Her bir laboratuarda elde

Duyarlilik

Analitik duyarlihik: 9,14 pg/mL
Fonksiyonel duyarhlik: 19,63 pg/mL
Ozgiilliik

Immunoassay’de kullanilan antikor DHT'ye yliksek 6zgullige sahiptir. Birkag
ilgili molekile karsi (androstenedione, estradiol, testosterone vb) disik
gapraz reaksiyona rastlanmigtir.

Kesinlik
Deney-igi

Numuneler, ayni galisma iginde 25 kez test edildi. Degiskenlik katsayisi % <
7,9 bulundu.

Testler arasi

Numuneler, 10 farkli ¢alismada duplike olarak test edildi.
katsayisi < 7,1 % bulundu.

Degiskenlik

Dogruluk
Diliisyon testi

Numune, sifir kalibrator ile seri olarak dilie edildi. Dlizeltme orani %80,5 ile
%114 arasinda degisti.

Diizeltme testi

Serum numunesine bilinen miktarda DHT eklendi. Diizeltme orani %88,0 ile
%107 arasinda degisti.

Olgiim sinirlani (analitik duyarliliktan en yiiksek kalibratére kadar): 9,14 ile
yaklasik 2,500 pg/mL.

SINIRLAMALAR

Bu kullanma kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin bir sekilde
etkileyebilir.

. Tuplerin bosaltildiktan sonra iyi kurutulmamasi, zayif replikasyon ve
hatali sonuglara neden olabilir.

. Reaktifler ve numunelerin dondurulma ve ¢ézme isleminin tekrarindan
kagininiz.

. Cok hemolizli, sararmis ve lipemik numuneleri kullanmayiniz.

. Bir reaktifte mikrobik kontaminasyon veya asiri bulaniklik belirtisi varsa
siseyi atin.

42 of 50



ACTIVE® Dihydrotestosterone RIA
DSL9600i

HABOP ONnA PAODUOMMMYHOITOMTMYECKOIO
KOJNMMMYECTBEHHOIO IN VITRO ONMPEAENEHUA
AUTMOPOTECTOCTEPOHA (DHT) B CbIBOPOTKE U
NMNA3ME KPOBU YEJITOBEKA

Ona guarHocTukm in vitro.

nPAHUMUN

PagvonmmyHonoruyeckoe onpeneneHue OUMMAPOTECTOCTEPOHa
(50-pUrnapoTECTOCTEPOH; DHT; 17B-rnppokcun-5a-aHgpocTaH-3-0oH)
OTHOCUTCSI K KOHKYPEHTHbIM BuAaM aHanusa. Mpouenypa aHanusa
COOTBETCTBYET ~ OCHOBHOMY  MPWHUMMNY  PagvoOMMMYHHOTO  aHanuaa,
B KOTOPOM MEYEHHbII U HEeMEYEHbI aHTUreHbl KOHKYpUPYKT 3a
OrpaHNYeHHOE KONMMYecTBO MecCT cBa3biBaHus.  KoHueHTpauua DHT B
obpasue obpaTHO nponopuMoHanbHa BenuyinHe medeHHoro 1251 DHT,
CBSI3aHHOIO C aHTMTenamu. PasgeneHve CBSI3aHHOTO U HECBSI3aHHOMO
AHTUrEHOB  BbIMOMHAETCA NyTeM  yAaneHWst >KUOKOro  COOepPXMMOro
npo6upok, KoHueHTpauuo DHT onpegenstoT MeTogom MHTEeprnonsuum no
KanmbpoBOYHON KPUBOW.

Teopust u mpakmoeka mecma npueedeHbi 8 pasdene «<APPENDIX».

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbDI
NMPEAOCTOPOXHOCTHU

O6wue 3ameyaHus:
. [ns guarHocTuku in vitro.

. ®dnakoHbl C KanMbpoBOYHLIMW U KOHTPOMbHbIMKM Npobamu crnegyeT
AepXaTb OTKPbITbIMW B TEYEHMe Kak MOXHO 6ornee KOpTOKOro
npomMexyTka BpeMeHW C TeM, 4ToObl MpefoTBpaTUTb MCMapeHve
BOAbI.

. He cmelumBaTh peareHTbl U3 HAGOPOB pasHbIX CEPUNA.

. He wucnonb3ynte peareHTbl MOCME OKOHYaHUSI CpOKa rOA4HOCTH,
yKa3aHHOro Ha aTUKeTKe.

*  AHanu3 KanmMbpoBOYHbIX U UCCIIEAyeMbIX NPOG AOIHKEH MPOBOAUTLCS
OLIHOBPEMEHHO.

. AHanus pekoMeHayeTcda NpoBoOAUTb B ,El,yﬁﬂMKaTaX.

. Kanubpatopbl 1 KOHTpOnbHble 06pasubl crnegyet TLATeNbHO
nepemeLlaTb, OCTOPOXHO MepeBopayMBas Unv nokavmsas pnakoHsbl.
He ncnonb3oBaTb BUXpEBOWN BCTPsIXMBATENb.

OcHOBHbIe NpaBuna paguauMoHHOW 6e3onacHocTU

MonyyeHwe, ncnonb3oBaHne U TPaAHCNOPTUPOBKa  pagNOaKTUBHbIX
mMartepuanoB [OOSMKHbl MNPOUCXOAUTb B COOTBETCTBUM C MNPUHATbIMU B
[aHHOW CTpaHe HopmMamu pagunalvoHHOM 6esonacHocTu 1 CaHUTapHbIMN
npaesunamu paGOTbI C paauoakTMBHbIMU BeLEeCTBaMMU.

. B naGopaTopusix 3anpeLiaercs
nosb30BaTbCA KOCMETUKOWN.

npUHUMaThb

nuwy,  KypuTb,

. He nunetuposatb pToMm.

. Mcnonb3yinTe nepuyatkm u nabopaTopHbIl XxanaT BO u3bexaHve
KOHTaKTa C paAnoakTVBHLIMU MaTepuanamu.

. JTio6oe obpallieHne ¢ pagnoakTUBHbLIMW BELLECTBAaMU OCYLLECTBASIOT
B MOOXOASLEM MECTOMONOXEHWUN, BAANM OT MPOXOQOB W ApYruxX
OXUBIEHHbIX 30H.

* PagnoakTvBHble BellecTBa CrneagyeT XpaHUTb C MCMOMNb3oBaHWEM
KOHTBVIHGPOB B cneunanbHO OTBEeAEHHbIX OANnA 3TOro Mectax.

. Heobxognmo pernctpmposaTb
pafvoakTUBHBIX MaTepuanos.

nocrtynneHune n pacxon

. JTabopaTopHoe obopynoBaHve 1 nocyay cnegyet XpaHUTb OTAENbHO,
4YTOObI NPEAOTBPaTUTL UX 3arpsi3HEHVE PaANMOAKTUBHBIMI N30TONaMM.

. ITioboi crnyya pagvoakTUBHOIMO 3arpsi3HEHUS WINW UCYE3HOBEHMS!
pagvMoakTMBHOIO  MaTepuana [OfKeH  paccmaTpuBaTtbCcsl B
COOTBETCTBUM C 3aKOHOAATENLCTBOM.

M YTunusaumsa PaonoakTUBHbLIX OTXOAO0B AO0JDKHA OCYLLeCTBNATbCA B
COOTBETCTBMN C 3aKOHOAATENbCTBOM.

PI-DSL96001-02

A3ua HaTpusa

HekoTopble kOMMNOHEHTbl Habopa copepxkaT a3ua HaTpusi B KavecTse
KOHcepBaHTa. BcTynas B peakumio CO CBMHLOM, MeAblo W NMaTyHbio, as3ug
HaTpus obpasyeT B3pbiBOOnacHble asnabl MeTannoB.  OTpaboTaHHble
peareHTbl crnefyeT pa3baBnsATb GOMbLIMM KOMMYECTBOM BOAOMPOBOAHON
BOfbl, MOCHE Yero X MOXHO CMMBATb B KaHanu3auuio.

MaTepuan 4enoBe4YecKoro NPOUCXOXAeHUs

Mpobbl nauveHTa, a Takke NPOAYKTbl, MOMYyYEHHble W3 KPOBW, MOTyT
obpabaTtbiBaTbCsi B~ CTAHOAPTHbIX  YCIOBUSIX  MPU  MUHUMAarbHOM
pucke C MCMofb30BaHMEM OMWCaHHOW npoLeaypsbl. Tem He MeHee,
OaHHble MpOoAyKThbl, HE3aBMCMMO OT WX MPOUCXOXAEHMUS!, 0bpaboTkm
Unu npeaBapuTenbHoW cepTudukaumun, crnegyer obpabaTtbiBaTbh  Kak
NOTEHUMANbHO WHMEKUMOHHbIE B COOTBETCTBUM C YHUBEPCANbHbIMU
MepaMu MNpefoCTOPOXHOCTU UM NpaBuiiaMu npoBedeHus nabopaTopHbIX
N KIUHUYECKUX  UCMbITAHWIA. Ons  pesuHdekunn  ucnonb3ynte
COOTBETCTBYOLEE Ae3uHdMUMpytoLlee  CPeacTBo. XpaHute
YTUNU3NpYTE AaHHbIE MaTepuarbl U eMKOCTU U3-MoA HUX B COOTBETCTBUM C
OENCTBYOLUMM MECTHBIMU NPEANUCAHUSMU U PYKOBOACTBaMMU.

KNACCU®UKALIMA ONACHOCTEM NO
CUCTEME GHS

Oxidation Solution

H411 TokcnyHo Ans

BOAHbIX OpPraHW3mMoB

C [ONrocpOYHbIMMU
nocneacTBUsIMU.

He ponyckaTb nonagaHus B
OKpY>XatoLLyto cpeay.
JlvkBngauus pasnuea.
MepmanraHat kanus 1 - 5%

P273
P391

Sample Buffer OMNACHO

H226 BocnnameHsitoLiascs
XMOKOCTb M nap.
Bbi3biBaeT cepbesHble
OXOrU KOXW 1 NOBPeXaeHUs
rnas.

Bepeyb ot BAanu ot
WCTOYHMKOB Tenna, ropsiunx
NOBEPXHOCTEN U UCKP. —
He kypuTb.

HapeBatb 3aluTHblE
nepyatkv, 3alUUTHYIO
ofexay, CpeacTsa 3awuTbl
opraHoB 3peHus/nuua.
MNP MPOIMATbIBAHUW:
npononockatb poT, HE
BbI3bIBaTb PBOTY.

NPV NONAOAHUN HA
KOXY (unun Bonochl):
NPOMBbITb KOXY BOAOMN.
NPV NONAJAHN B
[TIA3A: oCTOpOXHO
npombIBaTb BOAON
HEeCKONbKO MUHYT. CHATb
KOHTaKTHbIE MUH3bI, €Crnn
OHW eCTb U 3TO Nerko
caenatb. [MpogomkuTb
NpOMbIBaHMeE.
HemeaneHHo o6patnTbes B
TOKCUKONOTIMYECKMN
LUEHTP wrm «
Bpavy-creymnanmcry.

H314

P210

P280

P301+P330+P331

P303+P361+P353

P305+P351+P338

P310
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Omunosbivi cnvpT 10 - 20%
KaycTtnyeckasa coga 20 -
30%

MacnopT 6e3onacHOCTU AOCTYMNEH Ha cante
techdocs.beckmancoulter.com.

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BE,EI,EHI/IE OBPA3LIOB

PekomeHayemble 06pa3ubl cbiBOpoTka nnu nnasma (c SATA).

«  [Joxaoutecb  MomnHoro
LieHTpUDYrvipoBaHneM.

cBepTbiBaHUsi 06pasuoB KpoBW nepeq

. O6pasupbl CbIBOPOTKM M MNna3mbl MOXHO XpaHuTb npu 2-8 °C B
TeyeHve 24 vacoB. [ina Gonee AnuTenbHOro xpaHexus, no 1
roga, WX HeobxogumMo pasfenuTb Ha arnvkBOTbl U 3aMOPO3UTb
npu Temnepatype <-20 °C, u4rtobbl Wu3beratb MNOBTOPHOrO
3aMOpaxnBaHWsA-oTTanBaHMa npoo. AHnanunampyemble 0o6pasubl
cnegyeT pa3MopaxuvBaTb Npu KOMHATHOWM TemnepaType.

. OkcTparuposatb 06pa3ubl nepes nccnegosaHuemM. Cum. Mpoueaypa.

. Ecnn koHueHTpaums DHT B obpasue npeBbiliaeT KOHLUEHTpauuio
MakcumanbHON kanmbpoBoyHoM npobbl, ero crneadyeT pa3baBuTb
HyneBoWr KannmbpoBOYHON NMPOGOM.

. Bbino npoBeaeHo cpaBHeHWe pe3ynbTaTtoB  MccniegoBaHus 19
06pa3uoB cbiBOPOTKM M nnasmbl (3ATA) ¢ ncnonb3oBaHvem Habopa
DSL9600i (quana3oH koHUeHTpauuii B cbiBopoTke oT 53,75 no 341,5
nr/mn). Mony4yeHbl crnegytoLme pesynerarhbl:

[BOTA-nna3sma] = 0,9592[cbiBOopoTka] + 31,583 R = 0,9783
NMPEOOCTABNAEMbIE MATEPUAITbI

Bce peareHTbl cTabunbHbl Npu 2-8 °C [0 OKOHYaHUsi Cpoka rogHOCTM Habopa.
Cpoku rofHOCTW, YKasaHHble Ha 3JTUKETKax (PrakoHOB C peareHTamu,
OTHOCATCA TOMbKO K UX XPaHEHMWIO B NMPOU3BOACTBEHHbIX YCIOBUSIX BMMOTb
[0 MOMEHTa KOMMIeKTaumm Habopa 1 He pacnpoCTPaHSATCS HANOMy4YeHHYO
3aKa34nMKoM NPOJYKLMIO.

YcnoBusa XxpaHeHUsi nocrie pacTBOpPeHUs 1 pa36aBJ'IeHVI$I peareHTOB yKa3aHbl
B COOTBETCTBYHOLNX pasaenax.

Mpo6upkn, nokpbiTble aHTuTenamm k DHT: 2 x 50 wr (rotoBbl K
MCMONb30BaHUI0)

MnactukoBble NPOBUPKM, Ha BHYTPEHHEW MNOBEPXHOCTU  KOTOPbIX
MMMOBUNN30BaHbI MOMNWKNOHANbHBLIE KPOMUYbM UMMYHOTMOGBYNMHBI kK DHT.

Mertka, 1251-gurnpportectoctepoH: 1 chnakoH, 55 mn (MModunnnsosaHHbIN
npenapar)

Ha paty u3rotoBnexus dnakoH cogepxut 185 kbk (<5 pCi), 125I-DHT B
Bydepe ¢ 6enkom (BCA), asngom HaTpus (<0,1%). PacTBopuTb cogepxmmoe
¢nakoHa B 55 mMn genoHu3mMpoBaHHOW BoAbl. PacTBOPEHHY0 METKY MOXHO
XpaHutb npu 2-8 °C B TeyeHune 14 gHeln npu ycroBuu, YTO MakcMmanbHOe
ceasbiBaHne (%Bg/T) > 25%.

Kann6poBo4Hble npobbi: 1 conakoH 50 mn (0) (roToB K MCMonb30BaHuo) +
7 donakoHoB, (1 - 7) (NModunnmsoBaHHbIE NpenapaTtbl)

KannbpoBouHble npobbl cogepxat DHT B guanasoHe koHueHTpauun ot 0
Ao npubnuantensHo 2 500 nr/mn (0 oo npmbnusutensHo 8 600 nvonk/n) B
6ydepe c 6enkom (BCA) n asngom HaTpus (<0,1 %). ToYHbIe KOHLEHTpaLuuK,
yKa3aHbl Ha aTUKeTKax (PNakoHOB. 3HayeHust KanmbpoBOYHBIX NPO6 Obinn
nony4yeHbl C MOMOLLbID CEPTUMDULIMPOBAHHOIO CMPaBOYHOIO Martepuana
(Cerilliant). KannbpaTophbl He noaBepraTe 3KCTPAKLMUN.

KoHTponbHas cbiBopoTka: 2 donakoHa (1, 2) (nmodunmsoBaHHble)

dnakoHbl cogepxart nuodununsosaHHbIn DHT B cbiIBOPOTKE KpOBU YernoBeka
c asugom Hatpus (<0,1 %). Oxupgaemble AManas3oHbl KOHLEHTpauuin
yKa3aHbl Ha [OMOIHUTENbHOM IMCTKe-BKNadblle, BIIOXEHHOM B Habop.
KoHTponbHble CbIBOPOTKM [AOSMKHbI  MOABepraTbCs  3KCTpakuuu nepeg
npoBeaeHnemM aHanmaa (cm. lMpouenypa).

Okucnutens: 2 cphnakoHa, No 25 Mn (rOTOB K MCMOMb30BaHMI0)

dnakoHbl cogepxaT pacTBop nepmaHraHata kanus (<5 %) B 6ydepe c
asngom Hatpus (<0,1 %).

Bydep ana o6pasuoB: 1 nakoH 5,5 Mn (roToB K MCMOMb30BaHMIO)

dnakoH copgepxut Bydep ¢ <23 % aTunosoro cnupta n <29 % rugpokcuaa
HaTpus.
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HEOBXOAUMbIE, HO HE
NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUAITbI

Momumo ctangapTHoro nabopartopHoro obopygoBaHus HE06XoauMO UMeTb
crepywollee:

. npo6upku 12 x 75 mm unu 13 x 100 MM nnu 16 x 150 MM (CTEKNSIHHBIE
C KpbILLKamu),

. LWITaTUBbI Anst Npo6upok 12 x 75 mMm.

. [evoHunanposaHHas Boga.

. mukponunetkm (100 mkn, 250 mkn, 400 mkn),
. nonyasTomaTtunyeckas nunetka (500 mkr)

. BUXPEBOW CMecuTenb Tuna vortex

. 5 Mn rpagyvpoBaHHas cTeknsaHHas nunetka - UCMOJIb30OBATb NPU
SKCTPAKLUWN,

. opraHuM4yeckne pacTBOpPUTENN: H-TekcaH n ataHon (ans BOXKX),
. ueHTpudyra ¢ oxnaxgeHvem (1500x g),

. a30T UK LEeHTPUMYXKHBIN BaKyyMHbIA ncnaputens (speed-vac) (ans
3KCTpaKuum),

. BCcpsixuBatens (= 180 ocu/MuH)

 wratvB u3 ryGKM WNM aHanorMyHoe YCTPOWCTBO ANS yAarneHus
COAEPXMMOro NPOBMPOK

. BOOOCTPYWMHbIA Hacoc

*  unsTpoBansHas bymara Ans npocywmBaHus Npobupok

*  rammMa-CHeTuMK NS M3MEPEeHNs akTMBHOCTM 129,

*  norapudmuyeckass Oymara WM COOTBETCTBYIOLLEE MpOrpamHoe
obecrneyeHne anst kKOMnboTepa

PE3YJIbTATbI

PesynbTaThl paccuMTbiBAOT METOAOM WHTEPMOnsuuM Mo KanuGpoBOYHOW
KPWBOWA, NONyYeHHON O4HOBPEMEHHO C aHaNM30M HEVU3BECTHbIX 06Pa3LoB.

Kann6poBoyHasa kpuBasi

PesynbtaTbl nmpeacTaBrneHHble  HKe,  MOMyYeHbl MpW  MOCTPOEHUU
KkanubpoBo4HON KpuBOM B koopauHatax log-lin  (cnnaiH-cyHKums)
¢ cooTHoweHnem B/T (%) wnm B/Bg (%) no BepTukanbHOW OCU K
KoHueHTpauuenr DHT (nr/mn) no ropusoHTanbHOM OCK KannbpoBOYHOrO
rpadmka. [ipyrne metogbl obcueta MOryT faBaTh HECKOSLKO OTNMyaroLmecs
peaynerarthbl.

ED50 = 100.7 nr/mn

o6wmun cyet: 57 936 umn./mMuH.
Calibrators DHT (nr/mn) Umn./ BIT (%) | B/Bg (%)
MWH.
(n=2)
0 0 37,670 65,0 100
1 24,0 31,164 53,8 82,7
2 48,0 26,403 45,6 70,1
3 96,0 19,356 334 51,4
4 192 12,449 21,5 33,0
5 480 6,948 12,0 18,4
6 960 4,570 7,88 12,1
7 2,400 2,514 4,33 6,67

(Mpumep munu4Hol kanubposoyHol Kpueol. He ucronb3oeame 0ns
obcyema pe3yrbmamos.)

O6pasubl

Ona kaxporo obpasua HalWTM Ha BepTUKanbHOW OCKU KanubpoBOYHOrO
rpadmka 3HaveHne B/T (%) wim B/Bg (%), a Ha ropusoHTanbHomn
OCM COOTBETCTBYIOLLYI KOHUeHTpaumio DHT B nr/mn. [ns nepesoga
KOHLEHTPaLMIA U3 Nr/MI B NMMOMNb/M HY>XHO YMHOXWTb MOMNyYeHHbIN pe3ynbrat
Ha 3.44.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxgon nabopaTtopuv pekoMmeHayeTCsl yCTaHOBUTb COBCTBEHHbIE YPOBHU
DHT, cooTBeTtcTBYlOWME HOpManbHbIM. Pedynstatel DHT, nonyyeHHble npu
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nccrneaoBaHnM 300pPOBbIX NOAEN NpeacTaBneHbl B Tabnuue n MoryT ObITb
NCNONb30BaHbl Kak OPUEHTUPOBOYHbIE.

BospacTt n Meaguana 2,5% 97,5% | OnanasoH
(I1F/MJ1) MNepcenTuns | MepceHTunnb (nr/mn)
(nr/mn) | (nr/mn)
My>xumnHb| 20 - 60 119 274,7 109,2 583,1 33,69 -
756,4
XKenwwmrsl| 20 - 60 122 82,81 33,28 196,5 17,67 -
245,8

(6on1ee nodpobHas uHgopmayusi npueedeHa e pasdene “APPENDIX”)

KOHTPOJ1Ib KAHECTBA

B cootBetcTBUM C TpeboBaHusimMu Good laboratory practices ans koHTpons
Ka4yecTBa NPOBOAUMBIX UCCNEAOBaHWMA credyeT perynsipHo MCrnonb3oBaTb
KOHTpOrbHble 06pasubl, KOTOpble [AOMKHbI MPOXOAUTL Te e cTaguu
aHanusa, 4YTo 1 aHanuaupyemble nNpobbl. PesynbraTtbl KOHTPOMS KavecTBa
pekoMeHayeTcst obpabaTbiBaTh C MOMOLLLIO CrieuparnbHbIX CTaTUCTUYECKMX
MEeTOoO0B.

OTKNoOHEHWe pe3ynsTaToB WCCNEAOBaHUSt KOHTPOMbHbIX 06pasuoB  OT
3afaHHbIX 3HaYEHU MOXET CBUAETENbCTBOBAaTb O TEXHUYECKMX OLUMOKaXx,
HenpaBuUIbHON MOAroToBKke obpasua WM NoBpexAeHWn peareHToB. B
cryyae Cepbe3HOro NoBpPeXAEHNs YMakoBKM1, UMW B CIlyyae HECOOTBETCTBUS
MoMyYeHHbIX Pe3ynbTaToB aHaNMTUYECKUM XapaKkTepucTukam obpaTtuTecs,
noxanyncra, K BalleMy AMCTPUOBLIOTOPY MMM K HaluWM crneuvanvctam:
imunochem@beckman.com unn beckman.ru@beckman.com

NMPOLIEQYPA

MoagroToBKa peareHTOB

Hosectn Bce peareHTbl 00 KOMHaTHOM TeMmnepartypbl TUWATENbHO
nepemeLlaTb, OCTOPOXHO NepeBopayMBas Unm nokaymeas pnakoHsbl.

PacTBOpeHune meTku

PactBopute mMeTky 55 mn guctunnuposaHHon Bogbl. Yepe3 10 mMuHyT
akkypaTHO nepemeLluatb, nsberas o6paszoBaHust neHbl. XpaHuTb npu 2-8 °C
no 14 nHen.

PacTBOpeHue Kann6poBOYHbIX NPOG U KOHTPONLHLIX CbIBOPOTOK

PactBopuTb nunodunmnsoBaHHble npenapatbl B yKa3aHHOM Ha 3TUKETKe
obbemMe [UCTUNNMPOBaAHHON BOABI. Yepes 10 MUHYT akkypaTHO
nepemewarb, usberas obpasoBaHusi neHbl. XpaHutb npu <-20 °C go
OKOHYaHWs cpoka rogHocTu Habopa.

JKcTpakumsa obpasuoB

BHumaHue:  [Ona skcmpakyuu HeobxodumMo ucriofib308amb 4YuCMbIe,
JXeramenbHo 00Hopasosbie, CTEK/ISIHHBIE npobupku u nunemku.
lMeped ucnonb3osaHuem dosecmu Okucnumers U Opyaue peazeHmbl Ons
aKcmpakyuu 0o KomHamHol memnepamypsi (18-25 °C).

O6pasubl U  KOHMPOSbHbIE  CbIBOPOMKU
Kanu6pamopb! He akcmpazu- pogame.

mpebyiom  aKcmpakyuu.

»  [poHymepoBaTb MO oaHOM NpoGupke AN Kaxpgoro obpasua u
KOHTPOTISA.

. Brectn no 400 mkn obpasua unvM KOHTPOMbHOW CbIBOPOTKM B
NPOHYMEpPOBaHHbIE CTeKMsiHHblE NPOoBUpkM 1 fobaBuTb No 500 Mkn
Oxkucnutens. TwartenbHo nepemelatb (vortex) n uHkybuposats 15
MUWHYT Npy KOMHaTHoW TemnepaTtype (18-25 °C).

. MpurotoBnTbL CMech Ans akcTpakumm: 98% H-rekcaH u 2% ataHona

. Mcnonb3ys CTeKnsHHY nuneTky, B MNPOGWMPKM C  OKUCMEHHBLIMU
obpasuamu BHecTn no 4.0 mn cmecu H-rekcaH-ataHon (98% rekcaH:
2% ataHon). HemeaneHHo nepemeluatb (vortex) kaxabln obpasel, B
TeyeHne 1 MUHYTBI.

. Brectun 50 mkn Bydepa ans o6pasuos, 3aKpbiTb MPOBUPKM KPbILLIKAMM
1 OCTOPOXHO NepemMeLlaTh nepeBepHyB Npobupku 3-4 pasa.

. LlenTpudpyrmposatb 15 muHyT npyu 1500 X g n npu 2-8 °C, 4toObI
pasfenuTb OrpaHUYecknii U BOAHbIN CrOW.

. MNepeHecTn 2,5 Mn BEPXHErO OpPraHMYECKOro Crosi B MapkMpOBaHHbIE
YNCTblE CTEKMSAHHblE NPODBMPKU U BbINAPWUTB, WCNONb3ys asoT Unu
LeHTPUMYXHbIA BakyyMHbIN ncnaputens (speed-vac).

BHecTn B mpobupku c cyxum octatkom no 250 MK «HyneBoro»
kanubpatopa. TwaTtensHo nepemeLLlanTe Ha BUXPEBOM CMecuTene un
ocTaBbTe Npu KOMHAaTHOW Temnepatype (18-25 °C), no kpaviHen mepe
Ha 1 vac.
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3AMEYAHUE:

. HE SKCTPATMPOBATb KAJIMBPATOPbI

. Mcnonb3yinTe creknsHHble npobupku 12 x 75 mm mim 13 x 100
Ecnu Kpblllek HET, MOXHO MCMonbL3oBaTb

MM C KpbIKaMW.
npobupkn 16 x 150 mMm.

Mocne akcTpakumm, npobupkn 16 X

150 MM HeobXxoAMMO HaKpbiTb antoMUHUEBON OMLION, YTOObI
npenoTBpaTUTh BbiNapyBaHWE OPraHU4ecKoro pacTBoOpUTENS.
. He pekomeHayeTcs ucnonb3oBaTh NMnemMmnyHble o6pasuibl.
Mpoueaypa aHanu3sa
AHanus cnegyeT NnpoBoauTb B Aybnukartax.
Cragusa 1 Cragusa 2 Cragusa 3
BHeceHue peareHTOB WHky6auums N3mepeHune
pe3ynsraToB
OkcTparmpoBaTb 3aKkpbITb NPOBUPKU BHectn 3,0 mn
obpasubl # 1 MHKYOupoBaTb 2 [EVOHM3NPOBaAHHOMN

KOHTPOIbHblE
CbIBOPOTKM Kak
onuncaHo B pasgerne
«lMpouenypa».

B nokpbiTble
aHTUTenamm Npobupkm
nocneaosaTenbHO
BHECTU:

100 mkn
KanmbpOoBOYHbIX
npo6, KOHTPOMbHbIX
N aHanuanpyembIx
ob6pa3uoB. 3artem
HeMeaneHHo
500 MK mMeTKu.*

Mepemewwatsb.

yaca npu KOMHaTHOM
Temneparype
(18-25°C) n
MOCTOSAHHOM
BCTpsAxvBaHuu (=180
ocu./MUH.)
Yoanutb cogepxumoe
npobupok, (kpome
«T»), 0QHOBPEMEHHO
nepeBepHyB rybyarbii
LUTaTUB Haj eMKOCTbIO
ANS pagnoakTUBHbLIX
OTXOAOB.

BOAbl BO BCE
npobupkn, kpome «T».

Yaanutb cogepxumoe
npobupok, (kpome
«T»), 0AHOBPEMEHHO
nepeBepHyB rybyaTbin
LUTaTUB Haj EMKOCTbIO
ANs pagnoaKkTUBHBIX
OTXO[OB.

Pesko cTpsaxHuTe
npobupkn Hap
uUnsTPOBanbHON
Gymaron Ans nonHoro
yAaneHus XuaKocTy .

OcywuTtb Ha
apcopbupytoLlem
maTtepuane He MeHee
2 MUHYT. OCTOPOXHO
BbITEepeTb NPOBMPKM.
M3mepuTb CBSI3aHHYI0
(B) n obuwyto (T)
akTMBHOCTb 1251 B
Te4yeHne 1 MuH.

*B aBe gononHuTenbHble Npobupky BHeCTM No 500 MKN METKM ANS OLEHKM
obuuent akTmBHOCTU 1251 (Npobbl «T»).

TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU

(6on1ee nodpobHas uHgopmayusi npueedeHa e pasdene “APPENDIX”)

PenpeseHTatnBHbIE
NOSICHEHWIA.
MOryT OTNM4aThCs.

L‘lyBcTBI/ITeanOCTb

AHanuTuyeckas YyBcTBUTENbHoOCTb: 9,14 nr/mn

OaHHble
Mokasarenu,

npeaocTaBneHbl
nonyyeHHble B KOHKpeTHOW naGopatopuu,

UCKMIOYNTENbHO AN

DyHKUMOHANbHasA YyBCTBUTENbHOCTL: 19,63 nr/mn

CneuunduyHoCcTb

AHTUTENA,

uncnonb3yemble B OaHHOM Ha60pe,

obnapatT  BbICOKOM

cneuundunyHoctbio k DHT. MNepekpecTHas peakuusi ¢ GrM3kOpOACTBEHHLIMM

Monekynamu
ype3BblyaiHO HU3Kas.

BocnpousBogMmocTb

BHyTpu aHanusa

(aHOPOCTEHAMOH,

3CTpagunon,

TECTOCTEPOH, uTA.)

AHanus obpasuoB npoBoaunu B 25 pennukatax B npegenax ogHou cepum

onpegenexHun.

CbIBOpPOTKE KpoBY He npesbiwan 7,9 %.

Mexay aHanusamu

KoadbduumeHT Bapuauum nsmepeHHbix yposHe DHT B

Ananu3 obpasuoB B Aybnukartax nposoamnu B 10 pasnuuHbIX cepusx
onpegenenun. KoadduuneHT Bapnauum namMepeHHoro ypoBHsi doparmeHTa
uuTokepatuHa 19 B cbiBOpoTKe kpoBu He npesbiwan 7,1 %.
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To4HOCTb .
TecT Ha pa3BeaeHue

BenuumHa “oTKpbITNA” B CEPUNHO pa3BedeHHbIX «HYNeBbIM» KanmbpaTtopom
ob6pasuax ¢ Bblcokol koHueHTpaumern DHT coctasuna ot 80,5 % £o 114 %.

TecT Ha OTKpbITUE CTaHAAPTHOM A06aBKM

B o6pasubl C HWM3KOM KOHUEHTpauuen TopMOHA BHOCWIM W3BECTHbIE
konuyecTtBa DHT. BennumHa «oTkpbITusi» cocTaBuna ot 88,0 % go 107 %.

Ounana3oH onpegeneHUn (OT aHaNUTMYECKOW YYBCTBUTENBHOCTUM A0
3HaYeHUs HaMBbICLLEN KannbpoBOYHOW Npobbl): oT 9,14 [0 NPUBNU3NTENBHO
2500 nr/mn.

OIrPAHNYEHUA

* HapymeHme MEeTOAUKM npoBedeHUA aHanm3a MOXeT MNpuBecTu K
NCKaXXeHUo pe3ynbraTtoB nccnenosaHuA.
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Pe3synbraTbl onpeaeneHnst 4OMmKHbI BbITb MHTEPNPETUPOBAHLI B CBETE
06LLe KNMHUYECKON KapTUHbI MauMeHTa, BKIoYas aHaMHes, JaHHbIe
APYTMX TECTOB U MOAXOASLLYIO UHYH0 UHGOPMALMIO.

M3beravite NOBTOPHOTO 3aMOpaXWBaHUS U Pa3MOPaKUBAHMUS
peareHTOB 1 06pasLoB.

He IACI'IOJ'IbSylhTe CUNMbHO TreMonn3npoBaHHbIe, XenTylHbl € WUnu
nmnemunyeckune O6pa3leI.

Mpn npusHakax GakTepnanbHOro 3arps3HEHWs WNKU MOBbILLEHHOW
MYTHOCTU peareHTa ¢oriakoH HeobxoanMo BbIOPOCUT.



APPENDIX
PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

Summary and explanation of the test

5a-Dihydrotestosterone (DHT; 178-Hydroxy-5a-androstan-3-one), the most
potent naturally-occurring androgen, is produced from testosterone through
the action of cholestenone 5a-reductase. The concentrations of 5a-reductase
are highest in certain peripheral tissues, including genital skin and hair
follicles, and is localized intracellularly in apparent association with the
nuclear membrane. DHT exerts its biological action by intracellular binding
to the androgen receptor; this complex is then transferred to the nucleus
where DNA-binding occurs with resultant effects on DNA transcription. Most
of the residual DHT undergoes intracellular metabolism to 3a-androstanediol
and 3a-androstanediol glucuronide. Only a small proportion of DHT escapes
into the peripheral circulation, where it is present primarily complexed
to sex-hormone binding globulin. Testosterone causes virilization of the
Wolffian ducts during fetal life, while DHT is responsible for the development
of the male external genitalia and prostate, and is primarily responsible
for the physical changes which occur during male sexual maturation.
An autosomal-recessive genetic deficiency of 5a-reductase, sometimes
called male pseudohermaphroditism or pseudovaginal perineoscrotal
hypospadias, leads to inadequate differentiation of DHT-dependent
peripheral tissues. Male infants with this disorder have ambiguous genitalia
and are often raised as females, although significant virilization may occur
later in life presumably due to the natural increase in testosterone levels.
Measurement of DHT concentrations can be complicated by antibody
cross-reactivity to testosterone. This DHT Radioimmunoassay utilizes a
sample oxidation/extraction procedure to remove most of the testosterone,
coupled with a relatively specific immunoassay for DHT.

Sensitivity

The analytical sensitivity, or minimum detection limit, calculated by the
interpolation of the mean minus two standard deviations of 20 replicates of
the 0 pg/mL DHT calibrator, is 9.14 pg/mL.

Specificity

The cross-reactivity of the DHT antiserum has been measured against the
following compounds. The percent cross-reactivity is expressed as the ratio
of the DHT concentration to the concentration of the reacting compound at
50% binding of the 0 pg/mL DHT calibrator.

Samples S$1 S2 S3

Number of determinations 10 10 10

Mean value, pg/mL 54.65 315.7 813.4

CV, % 5.17 7.08 2.47
Accuracy

Dilution test

Five human serum samples were diluted with 0 pg/mL DHT calibrator after
extraction and assayed.

Sample Dilution Measured Expected Ratio (%)
factor conc. conc. Measured/
(pg/mL) (pg/mL) Expected
S1 - 301.2 - -
1:2 148.9 150.6 98.87
1:4 75.46 75.30 100.2
1:8 42.93 37.65 114.0
S2 - 620.9 - -
1:2 268.4 310.5 86.45
1:4 132.1 155.2 85.12
1:8 64.20 77.61 82.72
1:16 31.61 38.81 81.46
S3 - 409.9 - -
1:2 173.2 205.0 84.50
1:4 86.97 102.5 84.87
1:8 53.73 51.24 104.9
S4 - 481.9 - -
1:2 194.0 240.9 80.50
1:4 107.8 120.5 89.48
1:8 49.21 60.23 81.70
S5 - 1,126 - -
1:2 561.6 563.0 99.75
1:4 239.1 281.5 84.94
1:8 127.0 140.8 90.24
1:16 64.92 70.38 92.25
1:32 33.44 35.19 95.03

Recovery test

Five serum samples containing different levels of endogenous DHT were
spiked with known amounts of DHT after extraction and assayed.

COMPOUND % CROSS-REACTIVITY
Dihydrotestosterone 100 Sample | Endogen. | Added | Expected | Measured | Ratio (%)
Androstenedione 1.90 conc. conc. conc. conc. Measured/
Estradiol 1.41 (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | Expected
Testosterone 0.02* S1 270.7 119.0 389.8 370.3 95.01
Androstanediol 0.25 279.6 409.8 689.4 636.2 92.28
Androstanediol Glucuronide 0.19 275.1 806.5 1,082 1,049 97.03
Androsterone Glucuronide ND S2 284.8 119.0 403.9 388.8 96.28
Dehydroepiandrosterone ND 294.2 409.8 704.0 684.1 97.18
Cortisol ND 289.4 806.5 1,096 1,153 105.2
11-Deoxycortisol ND S3 371.7 156.3 528.0 501.6 95.00
17a-OH-Progesterone ND 390.0 409.8 799.9 854.3 106.8
Progesterone ND 383.7 806.5 1,190 1,201 100.9
. S4 154.7 80.65 235.3 230.3 97.85
*after extraction, ND - Not detectable (<0.01 %) 1475 192.3 3398 209 1 88.02
Precision 157.2 409.8 567.0 545.8 96.25
Intra-assay S5 316.8 156.3 473.1 439.1 92.81
3324 409.8 742.2 756.2 101.9
The intra-assay precision (after extraction) was determined from the mean of 327.0 806.5 1,134 1,158 102.1
25 determinations.
Expected values
Samples S1 S2 S3
Number of determinations 25 25 25 Male
Mean value, pg/mL 71.47 3324 843.4 Age n Median 25 % 97.5 % Range
CV., % 7.89 6.52 4.45 Percentilg Percentileg
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) (pg/mL)
Inter-assay 20 - 30 26 343.0 168.6 691.7 150.7 - 756.0
The inter-assay precision (after extraction) was determined from the mean of | 31-40 32 283.2 162.8 596.5 155.0 - 655.0
average duplicates for 10 separate runs. 41 - 50 29 255.6 76.86 440.3 70.62 - 454.4
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Male
Age n Median 25 % 97.5 % Range
Percentileg Percentile
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) (pg/mL)
51 -60 32 228.1 93.45 412.9 33.69 - 515.2
20 - 60 119 274.7 109.2 583.1 33.69 - 756.4
Female
Age n Median 25 % 97.5 % Range
Percentilg Percentile
(pg/ml) | (pg/mL) | (pg/mL) (pg/mL)
20 - 30 30 103.4 46.39 217.0 33.16 - 245.8
31-40 31 95.80 46.02 201.1 45.24 - 244.5
41 - 50 32 76.40 37.27 122.3 21.24 - 127.3
51-60 29 54.70 18.52 78.55 17.67 - 84.36
20 - 60 122 82.81 33.28 196.5 17.67 - 245.8
25| Characteristics
T1/2 ("®1) = 1443 h = 60.14 d
125) E (MeV) %
) 0.035
X 0.027 114
0.032 25
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