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Androstendion
(cz) Cesky
REF| Obsah
K00197 - 1 mikrotitracni desticka: 96 jamek (12x 8-jamkovych protilatkou potazenych prouzkd, jednotlivé zlomitelnych)

- 6 x 1 mL Kalibratory

- 1 x 1 mL Kontrola

- 1x 21 mL enzymovy konjugat

- 1x 15 mL roztok substratu

- 1x 15 mL zastavovaci roztok

- 1x 50 mL promyvaci roztok (10x konc.)
- 1 pfibalovy letak

- 1 certifikat analyzy.

Pouze pro profesionalni in vitro diagnostické pouziti!

UCEL POUZITI

ELISA pro kvantitativni stanoveni androstendionu v lidském séru nebo plazmé.
Tento kit je uréen pouze pro in vitro diagnostické pouziti.

DIAGNOSTICKE VYZNAM

Androstendion (také znamy jako A4-androstendion) je steroidni hormon produkovany v nadledvinach a gonadach jako
meziprodukt v biochemické draze produkujici androgen testosteron a estrogeny estron a estradiol. Je to spole€ny prekurzor
muZskych a Zenskych pohlavnich hormont. Cast androstendionu je také vyluSovana do plazmy a miZe byt v perifernich tkanich
proménén na testosteron a estrogeny.

Androstendion mé relativné slabou androgenni aktivitu odhadovanou na ~20% testosteronu. Nicméné sérové hladiny
androstendionu €asto prevySuji testosteron jak v normalnich tak i chorobnych stavech. Rychlost produkce a sekrece také
prevysuiji ty testosteronu u Zen, u kterych dochazi ke zna¢né extra-adrenalni proméné androstendionu na testosteron.

U Zen pfed menopauzou nadledviny a vajecniky obé produkuji pfiblizné polovinu celkového androstendionu (pfiblizné 3 mg/den).
Po menopauze se produkce androstendionu snizi na polovinu, hlavné kvdli sniZzeni steroidu vyluéovanych vajecniky.
Androstendion je nicméné hlavnim steroidem produkovanym postmenopauzalnim vaje€nikem.

Mérfeni sérového androstendionu poskytuje uzite€ny marker biosyntézy androgen(. ZvySené hladiny androstendionu byly
prokazany u virilizujici kongenitalni adrenalni hyperplazie. Hladiny sérového androstendionu jsou také zvySeny u syndromu
polycystickych ovarii a v pfipadé hirsutismu u Zen. ZvySené sérové hladiny androstendionu se mohou také vyskytovat u
virilizujicich nadort nadledvin a vaje¢nika.

PRINCIP TESTU

Androstendion (antigen) ve vzorku soutézi s antigennim androstendionem konjugovanym s kfenovou peroxidazou (HRP) o vazbu
na omezeny pocet proptilatek proti androstendionu nanesenych na mikrotitracni destiCku (pevna faze).

Po inkubaci se vykona separace navazanych/volnych molekul jednoduse promytim pevné faze.

Potom enzym HRP v navazané frakci reaguje se substratem (H.O,) a TMB substratem za vzniku modré barvy, ktera se zméni na
Zlutou po pfidani zastavovaciho roztoku.

Intenzita barvy je nepfimo iumérna koncentraci androstendionu ve vzorku.

Koncentrace androstendionu ve vzorku se vypocita z kalibraéni kfivky.

SLOZENI REAGENCIE

Slozky Popis
Mikrotitraéni Protilatky proti androstendionu absorbované na mikrotitraéni desticku
desticka
Kalibratory Kalibratory maiji nasledujici koncentraci androstendionu
Co Cy C, Cs Cqy Cs

ng/mL 0 0.1 0.4 1.2 4.0 10.0
Kontrola Koncentrace androstendionu v kontrole je specificka pro $arzi a je uvedena na oznaceni vialky
Enzymovy Androstendion konjugovany s kfenovou peroxidazou (HRP)
konjugat
Roztok substratu H,0,-TMB (0.26 g/L) (zabrarite jakémukoli styku s pokozZkou)
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Zastavovaci roztok

Kyselina sirova 0.15 mol/L (zabrarite jakémukoli styku s pokozkou)

Promyvaci roztok
(10x konc.)

0.2 M fosfatovy pufr, pH 7.4

POTREBNE, ALE NEDODAVANE MATERIALY

Destilovana voda

Automaticky davkovac

Reader mikrotitracnich desti¢ek (450 nm, 620-630 nm)

PRIPRAVA REAGENCIE

Priprava kalibratord (Co-Cs)

Pred pouzitim nechte kalibratory na rotatoru na alespor 5 minut.
Kalibratory jsou pfipraveny k pouziti a maji koncentrace androstendionu:

C G C. Cs Cs Cs

ng/mL 0 0.1 0.4 1.2 4.0 10.0

Stabilita: do data exspirace vytisknutého na oznaceni.
Po otevreni jsou kalibratory stabilni po dobu Sesti mésicu pfi 2-8 °C.

Pfiprava promyvaciho roztoku

PFed pouzitim zfedte obsah kazdé vialky pufrovaného promyvaciho roztoku (10x) destilovanou vodou na kone¢ny objem 500 mL.
Pro menSi objemy dodrzujte pomér fedéni 1:10. zfedény promyvaci roztok je stabilni 30 dnd pfi 2-8 °C. v koncentrovaném
promyvacim roztoku je mozné zpozorovat pfitomnost krystal(; v tomto pfipadé michejte pfi pokojové teploté do kompletniho
rozpusténi krystal(. Pro vétsi presnost zfedte celou lahev koncentrovaného promyvaciho roztoku do 500 mL, dbejte o uplny
prenos krystald a potom michejte do kompletniho rozpusténi krystald.

STABILITA A SKLADOVANI

VSechny reagencie skladujte pfi 2-8 °C ve tmé.

Sacek s mikrotitracni destiCkou oteviete, az kdyz je pfi pokojové teploté a okamzité po pouziti jej zaviete; po otevreni je stabilni
do data exspirace kitu.

VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

Pouzivejte vhodné osobni ochranné vybaveni béhem prace s poskytovanymi reagenciemi.

Dodrzujte spravnou laboratorni praxi (GLP) pro manipulaci s krevnimi produkty.

Né&které reagencie obsahuiji jako konzervovadlo malé mnozZstvi Proclin 300®. Zabraiite styku s pokoZkou nebo sliznicemi.
TMB substrat obsahuje drazdivou latku, ktera mize byt Skodliva po vdechnuti, poziti nebo absorpci pfes pokozku. Pro
zamezeni zranéni zabrante vdechnuti, poziti nebo styku s pokozkou a o€ima.

Zastavovaci roztok pozustava ze zfedéného roztoku kyseliny sirové. Kyselina sirova je jedovata a zirava a mize byt toxicka
po poziti. Pro pfedchazeni chemickym popaleninam zabrarite styku s pokozkou a o¢ima.

Zabrarite vystaveni reagencie TMB/H,O, pfimému sluneénimu svétlu, koviim nebo oxidantim. Roztok nezamrazuijte.
Dodrzujte prosim striktné sekvenci pipetovacich krokl uvedenou v tomto protokolu. Zde uvedené Gdaje ¢innosti byly ziskany
s pouziti specifickych reagencii a uvedenych v tomto navodu k pouziti.

VSechny reagencie maiji byt skladovany v lednici pfi 2-8°C v plvodnich nadobach. Jakékoli vyjimky jsou jasné oznaceny.
Reagencie jsou stabilni do data exspirace, pokud jsou skladovany a manipuluje se s nimi podle popisu.

VSechny soucasti kitu a vzorky nechte pfed pouzitim dosahnout pokojovou teplotu (22-28°C) a dukladné promichejte.
Nevyménuijte souc¢asti kitu z riznych $arzi. Je tfeba dodrzovat datum exspirace uvedeny na krabici a oznagenich vialek.
Nepouzivejte zadné soucasti kitu po jejich datu exspirace.

Pokud pouzivate automatizované zafizeni, pfebira uzivatel odpovédnost pro zajisténi, ze kit byl adekvatné otestovan.
Neuplné nebo nepfesné odstranéni kapaliny z jamek muze ovlivnit preciznost metody a/nebo zvysit pozadi. Pro zlepSeni
¢innosti kitu na automatizovanych systémech se doporucuje zvysit pocet promyti.

Je dulezité aby byla doba reakce v kazdé jamce konstantni kvlli opakovatelnosti vysledk(. Pipetovani vzork( nesmi trvat
déle jako 10 minut, aby se zamezilo posunu pfi analyze. Pokud je potfebnych vic jako 10 minut, dodrzujte stejné poradi
davkovani. Pokud se pouziva vice jako jedna desticka, doporucuje se zopakovat kalibraéni kfivku v kazdé desticce.

PFidani roztoku substratu spousti kinetikou reakci, ktera je zastavena pfidanim zastavovaciho roztoku. Proto je tfeba roztok
substratu a zastavovaci roztok pfidavat ve stejném poradi, aby se odstranila ¢asova odchylka v priibéhu reakce.

Dodrzujte postupy pro vykonavani kontroly kvality ve zdravotnickych laboratofich méfenim kontrol a/nebo spojenych sér.
Maximalni preciznost je potfebna pfi pfipraveé a davkovani reagencii.
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e V této metodé se nemaiji pozivat mikrobiologicky kontaminované, vysoce lipemické nebo hemolytické vzorky.
e Readery mkrotitranich destiCek méfi svisle. Nedotykejte se dna jamek.
ODBER A SKLADOVANI VZORKU

Priprava vzorku

Stanoveni androstendionu je mozné vykonat tak v plazmé jako i v séru. Vzorky skladujte pfi -20 °C, pokud se stanoveni nema
vykonat v den odbéru vzorku. Vyhnéte se opakovanym cyklim rozmrazeni a zmrazeni vzork(.

Vzorky s hodnotou vy$Si jako 10 ng/mL zfedte kalibratorem O (v poméru 1:2).

Kontrola je ur€ena k pfimému pouziti.
POSTUP TESTU

e Reagencie a vzorky pfivedte na pokojovou teplotu (18-25 °C) na alespon 30 minut. Na konci analyzy uloZte reagencie
okamzité na 2-8°C: vyhnéte se dlouhodobému vystavéni pokojové teploté.

o Nepouzité potazené mikrotitraéni prouzky je tfeba nechat bezpecné ve féliovém sacku s desikantem a skladovat pfi 2-8 °C.

e Pro zabranéni potencionalni mikrobialni nebo chemické kontaminace se nikdy nesmi nepouzité reagencie vracet do
puvodnich vialek.

e Protoze je nutné vykonavat stanoveni v duplikatech kvuli zlepSeni pfesnosti vysledki testu, pfipravte pro kazdy bod kalibraéni
kfivky (Co-Cs) dvé jamky, dvé pro kazdou kontrolu, dvé pro kazdy vzorek, jednu pro blank.

1. Pipetujte
Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Vzorek/Kontrola - 25 uL -
Kalibratory Co-Cs 25 uL - -
Enzymovy konjugat 200 pL 200 pL -

2. Inkubujte pfi +37 °C po dobu 1 hodiny.

3. Odstrarite obsah kazdé jamky. Promyjte jamky 3 krat 300 pL zfedéného promyvaciho roztoku.
Dullezita poznamka: v pribéhu kazdého promyvaciho kroku jemné tfeste destickou 5 sekund a odstrarite prebytecny roztok
oklepanim obracené desticky na absorpéni papirovy ubrousek.
Automaticka promyvacka: pokud pouzivate automatizované vybaveni, promyjte jamky alespon 5 krat.

4. Pipetujte

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Roztok substratu 100 pL 100 pL 100 pL

5. Inkubujte pfi pokojové teploté (22-28 °C) 15 minut ve tmé.
6. Pipetujte

Kalibrator Vzorek/Kontrola Blank
Zastavovaci roztok 100 pL 100 pL 100 pL

7. Jemné zatfeste mikrotitracni destickou.
Zméfte absorbanci (E) pfi 450 nm proti referenéni vinové délce 620-630 nm nebo proti blanku v priibéhu 5 minut.
INTERPRETACE VYSLEDKU
Prameérna absorbance
Vypoctete primér absorbance (Em) pro kazdy bod kalibracni kfivky (Co-Cs) a pro kazdy vzorek.
Kalibracni krivka
Vyneste pramérnou hodnotu absorbance (Em) kalibratord (Co-Cs) proti koncentraci. Prelozte nejlépe odpovidajici kFivku
vynesenymi body. (napf. 4 parametrova logisticka).
Vypocet vysledku
Interpolujte hodnoty vzorkl na kalibraéni kfivce pro ziskani pfislusnych hodnot koncentraci vyjadfenych v ng/mL.
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KONTROLA KVALITY A KALIBRACE

Kazda laboratof by méla méfit kontroly s normalnimi, vysokymi a nizkymi rozsahy hladin androstendionu pro sledovani ¢innosti
analyzy. S témito kontrolami je tfeba zachazet jako s neznamymi a jejich hodnoty urcit v kazdém vykonaném testovacim postupu.
Je tfeba udrzovat tabulky kvality kontroly pro sledovani ¢innosti dodavanych reagencii. Je tfeba pouzit vhodné statistické metody
pro zjisténi trendd. Jednotliva laboratof musi nastavit pfijatelné limity ¢innosti analyzy. Jiné parametry, které je tfeba sledovat,
jsou 80, 50 a 20% prlseciky kalibra¢ni kfivky pro opakovatelnost mezi béhy. Dale musi byt maximalni absorbance konzistentni
s predchozimi zkuSenosti. Znacna odchylka od zavedené cinnosti mize udavat nepozorovanou zménu v experimentalnich
podminkach nebo znehodnoceni reagencii kitu. Je tfeba pouzit Cerstvé reagencie pro zjisténi pficiny odchylek.

CHARAKTERISTIKY CINNOSTI

Preciznost

Rozptyl v ramci analyzy

Rozptyl v rdmci analyzy byl stanoven opakovanym (20x) méfenim tfech rliznych kontrolnich sér v jedné analyze. Rozptyl

v ramci analyzy je < 10.0%.

Rozptyl mezi analyzami

Rozptyl mezi analyzami byl stanoven opakovanym (10x) méfenim tfech rliznych kontrolnich sér v rliznych Sarzich. Rozptyl mezi
analyzami je < 9.5%.

Presnost

Vytéznost 0.4 — 0.8 — 1.6 — 3.2 ng/mL androstendionu pfidaného ke vzorku poskytla primérnou hodnotu (+SD) 100.91%+5.61%
vztazeno na puvodni koncentrace.

Test fedéni vykonany na tfech sérech zfedénych 2 — 4 -6 -8 -16 krat poskytl primérnou hodnotu (+SD) 107.18%+3.03%.

Specificita

KFizova reakce protilatky vypoctena pfi 50% podle Abrahama je uvedena v tabulce:
Androstendion 100%
5 a-dihydrotestosteron | 0.05%
DHEA 0.05%
Epitestosteron 0.04%
DHEA-S 0.027%
Kortizol 0.008%
Progesteron 0.007%
Estron 0.007%
Testosteron <0.001 %
17B-estradiol <0.001 %
Estriol <0.001 %
Aldosteron <0.001 %

Citlivost

Korelace

Dialab kit androstendion byl porovnan s komeréné dostupnou chemiluminiscen¢ni metodou.

Bylo analyzovano 60 vzork(l séra pomoci obou testovacich systému.

Byla vypoctena linearni regresni kfivka:

Y =0.92*X - 0.02

r=0.84

NAVAZNOST

Navaznost hodnot pfifazenych kalibratoru: SIGMA A9630, 4-Androstene-3, 17-dione, (Prasek, Cistota (HPLC) = 98%)

OCEKAVANE HODNOTY
Referenéni hodnoty androstendionu v séru nebo plazmé jsou:

ng/mL
5 Folikulami faze 0.75— 3.1
ZENY Luteinicka faze 0.04_32
MUZI 0.60_2.7
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Povsimnéte si prosim faktu, Ze stanoveni rozsahu o¢ekavanych hodnot pro ,normalni“ populaci pro danou metodu zavisi na
mnoha faktorech, jako specificita a citlivost pouzité metody a druh zkoumané populace. Proto by méla kazda laboratof brat
rozsah udavany vyrobcem jako obecné doporuceni a vytvofit si vlastniho rozsahu oekavanych hodnot na zakladé vlastni
populace, v misté kde laborator plsobi.

OMEZENI

o Kit je ur€en pouze pro in vitro pouziti kvalifikovanym personalem. Ne pro vnitini nebo vnéjsi uziti u lidi nebo zvifat.

e Kiinicky vyznam stanoveni androstendionu mdze byt zneplatnén, pokud byl pacient Ié¢en kortizonem nebo pfirodnimi nebo
syntetickymi steroidy.

e Tato metoda umozriuje stanoveni androstendionu od 0.1 ng/mL po 10 ng/mL.

LIKVIDACE ODPADU

Reagencie je tfeba likvidovat podle mistnich nafizeni.
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POUZITE SYMBOLY

Symbol Popis
Obsah
Cont.

g°C

C€E [ivD] =
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