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Androstanediol-Glucuronide ELISA

English

INTENDED USE
For the direct quantitative determination of 3a-Diol G by enzyme immunoassay in human serum.
For in vitro diagnostic use only.

PRINCIPLE OF THE TEST

The principle of the following enzyme immunoassay test follows the typical competitive binding scenario.
Competition occurs between an unlabelled antigen (present in standards, controls and patient samples) and an
enzyme-labelled antigen (conjugate) for a limited number of antibody binding sites on the microplate. The
washing and decanting procedures remove unbound materials. After the washing step, the enzyme substrate is
added. The enzymatic reaction is terminated by addition of the stopping solution. The absorbance is measured

on a microtiter plate reader. The intensity of the colour formed is inversely proportional to the concen n of
3a-Diol G in the sample. A set of standards is used to plot a standard curve from which the amount o@ -Diol G
in patient samples and controls can be directly read. \‘Q
CLINICAL APPLICATIONS ,\{'(\
5a-Androstane-3a, 17B-diol glucuronide is a C19 steroid and is either abbreviated as 3a G, 5a-Diol G or
simply, a-Diol G. It is produced mainly as a metabolite of testosterone and dihydrote erone (DHT). It is

largely produced in target peripheral tissues such as the skin, especially around hair fog1 s. The stimulation by
large amounts of 3a-Diol G leads to excessive hair formation, notably where hairgs hot normally present in
women. Q

In recent years the interest in the measurement of this steroid has increa%@among clinical investigators
studying women suffering from idiopathic hirsutism.

Among the steroids known to be precursors for 3a-Diol G aré&ehydroepiandrosterone (DHEA),
dehydroepiandrosterone sulphate (DHEAS), dihydrotestosterone (DI-@ androstenedione and testosterone.
Only 3a-Diol G has been shown to increase with hirsutism and decre with treatment. This correlation has

also been demonstrated in patients with polycystic ovarian syndr, (PCO). 3a-Diol G determinations have
therefore proved to be a useful indicator in a variety of ways in% g monitoring the progress of treatment of
idiopathic hirsutism and women with PCO. X

&)
Furthermore, diabetic patients (both men and women) unckegbyclosporine A therapy have shown increased 3a-
Diol G levels, a side effect resulting in the appearance of h% in previously hairless areas.

\\
PROCEDURAL CAUTIONS AND WARNINGS N
1. Users should have a thorough understandin§‘o this protocol for the successful use of this kit. Reliable
performance will only be attained by stric%u careful adherence to the instructions provided.

2. Control materials or serum pools should.be’included in every run at a high and low level for assessing the
reliability of results. .

3. When the use of water is specified dilution or reconstitution, use deionized or distilled water.

4. In order to reduce exposure to ntially harmful substances, gloves should be worn when handling kit
reagents and human specimeqs:

5. All kit reagents and speci should be brought to room temperature and mixed gently but thoroughly

before use. Avoid repeat eezing and thawing of reagents and specimens.

6. A standard curve must be established for every run.

7. The controls should icluded in every run and fall within established confidence limits.

8. Improper procedurkal*techniques, imprecise pipetting, incomplete washing as well as improper reagent
storage may b(e@cated when assay values for the controls do not reflect established ranges.

9. When reading(@fie microplate, the presence of bubbles in the microwells will affect the optical densities

(ODs). Caregfully remove any bubbles before performing the reading step.
10. The sub te solution (TMB) is sensitive to light and should remain colourless if properly stored.
Instab@y or contamination may be indicated by the development of a blue colour, in which case it should

not Beused.
11. g@ ssay buffer is sensitive to light and should be stored in the original dark bottle away from direct
nlight.

12. %Vhen dispensing the substrate and stopping solution, do not use pipettes in which these liquids will come
into contact with any metal parts.

13. To prevent contamination of reagents, use a new disposable pipette tip for dispensing each reagent,
sample, standard and control.

14. Do not mix various lot numbers of kit components within a test and do not use any component beyond
the expiration date printed on the label.

15. Kit reagents must be regarded as hazardous waste and disposed of according to national regulations.
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LIMITATIONS

1. All the reagents within the kit are calibrated for the direct determination of 3a-Diol G in human serum.
The kit is not calibrated for the determination of 3a-Diol G in saliva, plasma or other specimens of human
or animal origin.

2. Do not use grossly hemolyzed, grossly lipemic, icteric or improperly stored serum.

3. Any samples or control sera containing azide or thimerosal are not compatible with this kit, as they may
lead to false results.

4, Only Standard A may be used to dilute any high serum samples. The use of any other reagent may lead
to false results.

5. The results obtained with this kit should never be used as the sole basis for a clinical diagnosis. For

example, the occurrence of heterophilic antibodies in patients regularly exposed to animals or animal
products has the potential of causing interferences in immunological tests. Consequently, the clinical
diagnosis should include all aspects of a patient’s background including the frequency of expo.s{re to

animals/products if false results are suspected. \{)
SAFETY CAUTIONS AND WARNINGS \‘QQ
POTENTIAL BIOHAZARDOUS MATERIAL . \Q
Human serum that may be used in the preparation of the standards and controls has been tf@d and found to
be nonreactive for Hepatitis B surface antigen and has also been tested for the presence ntibodies to HCV
and Human Immunodeficiency Virus (HIV) and found to be negative. No test met owever, can offer

complete assurance that HIV, HCV and Hepatitis B virus or any infectious agents x absent. The reagents
should be considered a potential biohazard and handled with the same precautio s applied to any blood

specimen. Q&

CHEMICAL HAZARDS @6
Avoid contact with reagents containing TMB, hydrogen peroxide and sulfur'rc)cid. If contacted with any of these
reagents, wash with plenty of water. TMB is a suspected carcinogen. s\oﬁ

SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE &,

Approximately 0.2 ml of serum is required per duplicate dete ation. Collect 4 - 5 ml of blood into an
appropriately labelled tube and allow it to clot. Centrifuge and efully remove the serum layer. Store at 4 °C
for up to 24 hours or at -10 °C or lower if the analyses 0 be done at a later date. Consider all human
specimens as possible biohazardous materials and take a riate precautions when handling.

N\
SPECIMEN PRETREATMENT
This assay is a direct system; no specimen pretrea@nt is necessary.

REAGENTS AND EQUIPMENT NEEDED Blg\lQT PROVIDED

1. Precision pipettes to dispense 50, 100, 15§~and 300 pl
2. Disposable pipette tips @\

3. Distilled or deionized water @K

4. Plate shaker 3

5.

Microplate reader with a filter s\ t 450 nm and an upper OD limit of 3.0 or greater*
(see assay procedure step 1&‘2}

Z
REAGENTS PROVIDED \\'Q

1. AA E-0030 ASH-CONC] [10x Wash Buffer Concentrate - requires preparation X10
Content: One bottle containing buffer with a non-ionic detergent and a non-mercury preservative.
Volume: %650 ml/bottle
Storage: Refrigerate at 2 - 8 °C
Stabili;? 12 months or as indicated on label.
Pr@@ation: Dilute 1:10 in distilled or deionized water before use. If the whole plate is to be used dilute
50 ml of the wash buffer concentrate in 450 ml of water.
2. AA E-0055 TMB Substrate - Ready To Use
Content: One bottle containing tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide in a non-DMF or DMSO
containing buffer.
Volume: 16 ml/bottle
Storage: Refrigerate at 2 - 8 °C
Stability: 12 months or as indicated on label.
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3. AA E-0080

Content:
Volume:

Storage:
Stability:

Hazards
identification:

STOP-SOLN

One vial containing 1 M sulfuric acid.

6 ml/vial

Stopping Solution - Ready To Use

Refrigerate at 2 - 8 °C

12 months or as indicated on label.

D

H315 Causes skin irritation.

H319 Causes serious eye irritation.

. Standards and Controls - Ready To Use

NA

Listed below are approximate concentrations, please refer to vial labels for exact concentrations; &

Volu %al

Cat. no.
AA E-1501
AA E-1502
AA E-1503
AA E-1504
AA E-1505
AA E-1506
AA E-1551
AA E-1552

Content:

Storage:
Stability:

. AA E-1513
Content:
Volume:
Storage:
Stability:

. AA E-1531
Content:

Storage:

Stability: @,
(06

) Aezgﬁsm

Content:

Volume:

Storage:

Stability:
Preparation:

Version: 7.0a

A\

Symbol Standard Concentration
[STANDARD A Standard A 0 ng/ml §§9 ml
Standard B 0.25 ng/ml 6 .6 ml
STANDARD[C Standard C 1 ng/ml \b@ 0.6 ml
[ETANDARDI D Standard D 3 ng/ml &04 0.6 ml
STANDARD|[E| Standard E 10 ng/mIQ 0.6 ml
STANDARD|F Standard F 50@ 0.6 ml
Control 1 Refer to vial labels for 0.6 ml
CoNTROLE Control 2 expected valia and 0.6 ml

acceptableange!

3a Diol G in a protein-based buffer with a no|
buffer with a defined quantity of 3a Diol G'C}'

Refrigerate at 2 - 8 °C \ﬁ'

12 months in unopened vials or as | ated on label. Once opened, the standards should
be used within 14 days or aliquot@ nd stored frozen. Avoid multiple freezing and thawing

cycles. \(\
\\

ercury preservative. Prepared by spiking

Assay %f%r - Ready To Use AWarm to completely dissolve before use.
One vial containing a protein-based buffer with a non-mercury preservative.
15 mi/bottle @y

Refrigerate at.% °C
12 months&@s indicated on label.

[ 96 \\QQ Rabbit Anti-3a Diol G Antibody Coated Microwell Plate — Break
Apart Wells - Ready To Use
%6 well (12x

@ 8) polyclonal antibody-coated microwell plate in a resealable pouch with
siccant.

&~ Refrigerate at 2 - 8 °C

12 months or as indicated on label.

3a Diol G-Horseradish Peroxidase (HRP) Conjugate Concentrate -

requires preparation X50
3a Diol G-HRP conjugate in a protein-based buffer with a non-mercury preservative.
300 pl/vial
Refrigerate at 2 - 8 °C
12 months or as indicated on label.

Dilute 1:50 in assay buffer before use (e.g. 40 ul of HRP in 2 ml of assay buffer). If the
whole plate is to be used dilute 240 pl of HRP in 12 ml of assay buffer. Discard any that is
left over.
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ASSAY PROCEDURE

Specimen Pretreatment: None. H

All reagents must reach room temperature before use. Standards, controls and specimen samples should be
assayed in duplicate. Once the procedure has been started, all steps should be completed without interruption.

1. Prepare working solutions of the 3a Diol G-HRP conjugate and wash buffer.

2. Remove the required number of well strips. Reseal the bag and return any unused strips to the

refrigerator.

3. Pipette 50 pl of each standard, control and specimen sample into correspondingly labelled wells in

duplicate.

4. Pipette 100 pl of the conjugate working solution into each well. XU

(We recommend using a multichannel pipette.) \{~\

5.  Incubate on a plate shaker (approximately 200 rpm) for 30 minutes at room temperature\"Q

6. Wash the wells 3 times with 300 pl of diluted wash buffer per well and tap the plate fir @;ainst

absorbent paper to ensure that it is dry (The use of a washer is recommended.). 3
7. Pipette 150 pl of TMB substrate into each well at timed intervals. 666
8. Incubate the plate on a plate shaker for 10 = 15 minutes at room temperature \
(or until Standard A attains dark blue colour for desired OD). Q&
9. Pipette 50 pl of stopping solution into each well at the same timed intergals'as in step 7.
10. Read the plate on a microwell plate reader at 450 nm within 20 minut er addition of the stopping
solution. é
/\  Ifthe OD exceeds the upper limit of detection or if a 450nm filter j. sbnavai/ab/e, a 405 or 415 nm filter may
be substituted. The optical densities will be lower, however, thisQ% not affect the results of patient/control
samples. \\
\9}
&

CALCULATIONS %\

1. Calculate the mean optical density of each standar&&mplicate.

2. Draw a standard curve on semi-log paper wi@b mean optical densities on the Y-axis and the standard
concentrations on the X-axis. If immunoassa( ftware is being used, a 4-parameter or 5-parameter curve
is recommended. @)

3. Calculate the mean optical density of e unknown duplicate.

4. Read the values of the unknowns di@ y off the standard curve.

5. If a sample reads more than 50 rg/ml then dilute it with Standard A at a dilution of no more than 1:8. The

result obtained should be mLQ'\ ied by the dilution factor.

TYPICAL TABULATED DA T&A

Standard | OD\1 | OD 2 | Mean OD | Value
\‘A' (ng/ml)
A O ~2.480 | 2.474 2.477 0
E\Q 2.102 | 2.106 2.104 0.25
N [ 1428[1.413] 1421 1
ng D 0.877 | 0.883 0.880 3
Q\Q f E 0.360 | 0.368 0.364 10
F 0.147 | 0.143 0.145 50
Unknown | 0.598 | 0.596 0.597 5.4
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TYPICAL STANDARD CURVE

Sample curve only. Do not use to calculate results:

OD 450nm

25

2

3}
)

o
3

o

0.25

1

3
3a Diol G (ng/ml)

10

50

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
SENSITIVITY

The lower detection limit is calculated from the standard curve by determining the resulti
the mean OD of Standard A (based on 10 replicate analyses) minus 2 SD. Therefore,

The

&
Q

RN
n&\}oncentration of
sensitivity of the

Direct 3a-Diol G ELISA kit is 0.1 ng/ml. . 6@
\)
SPECIFICITY (CROSS REACTIVITY) @)
The following compounds were tested for cross-reactivity with the Direct 3a-Dig)*G ELISA kit with 3a-Diol G
cross-reacting at 100%. (%)
: - N5
Steroid % Cross Reactivity

3a Diol G 100 S\é

Testosterone 0.2 S

Progesterone 0.16 Q

Androstenedione 0.14 (\}O

Cortisol 0.05 O

&
following steroids were tested but cted at less than 0.01%: Corticosterone,

Dehydroepiandrosterone, Dihydrotestosterone, Epiandrbs erone, 17B-Estradiol and Estrone.

INTRA-ASSAY PRECISION

Three samples were assayed ten times each on the same standard curve. The results (in ng/ml) are tabulated
below:

INTER-ASSAY PRECISION

O
Sample Mean SD ,@fv%
1 0.87 0.07.@} 7.8
2 6.86 0.49> 7.2
3 21.26 R 6.0
(0‘

Three samples were assay@ en times over a period of four weeks. The results (in ng/ml) are tabulated below:
L\

Sample | Mean SD CV%
1 0.98 0.10 10.4
2 ¢, 7.05 0.46 6.5
3 2] 20.92 2.26 10.8
%

,0%

<

Q\
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RECOVERY
Spiked samples were prepared by adding defined amounts of 3a Diol G to three patient serum samples. The
results (in ng/ml) are tabulated below:

Sample Obs. Result Exp. Result Recovery %
1 Unspiked 0.67 - -
+0.5 1.07 1.17 91.4
+5.0 4.99 5.67 88.0
+15.0 12.66 15.67 80.8
2 Unspiked 1.83 - -
+0.5 2.07 2.33 88.8
+5.0 6.18 6.83 90.5
+15.0 17.64 16.83 104.8
3 Unspiked 12.76 - - \{:\\
+0.5 15.32 13.26 115.5
+5.0 19.22 17.76 108.2 \'\Q@
+15.0 22.68 27.76 81.7 \(\
&
LINEARITY $
Three patient serum samples were diluted with Standard A. The results (in ng/ml) are tabzéted below:
Sample Obs. Result Exp. Result Recovery % 4\
1 6.24 - - Q)
1:2 2.83 3.12 90.7 Q‘K
1:4 1.55 1.56 99.4 (%)
1:8 0.74 0.78 94.9 \)9
2 13.55 - - <
1:2 6.00 6.77 88.6 S\()
1:4 2.71 3.39 80.0 (%)
1:8 1.70 1.64 103,60V
3 17.05 - o\~
1:2 6.93 8.53 \?‘2
1:4 4.09 4.26 %('96.0
1:8 2.34 2.13 1,97 109.8
\\
EXPECTED NORMAL VALUES <

As for all clinical assays each laboratory should co{ data and establish their own range of expected normal
values. @)

O
Group Range (ng/mBhO}
Males 1.53 - 14.829"
Premenopausal 0.22 - 464"
Postmenopausal 0.61 23.71
Puberty (Female) 0.51\5%4.03
A‘U’
R %)
N
@O
&)
Q)\‘)
&)
>
Q¥
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Androstanediol-Glucuronide ELISA

Deutsch
VERWENDUNGSZWECK

Fir die direkte quantitative Bestimmung von 3a-Diol-G in Humanserum durch Enzymimmunoassay.
Nur zu in-vitro-Diagnosezwecken.

TESTPRINZIP

Das Prinzip des folgenden Enzymimmunoassays folgt dem typischen kompetitiven Bindungsszenario.
Kompetition um eine begrenzte Anzahl von Antikérperbindungsstellen auf der Mikrotiterplatte entsteht zwischen
einem unmarkierten Antigen (in Standards, Kontrollen und Patientenproben vorhanden) und einem
enzymmarkierten Antigen (Konjugat). Die Wasch- und AbgieBschritte entfernen ungebundenes Material. Nach
dem Waschschritt wird das Enzymsubstrat zugegeben. Die enzymatische Reaktion wird durch Zugabe der
Stopplosung beendet. Die Extinktion wird mit einem Mikrotiterplattenlesegerat gemessen. Die Inte&t der
gebildeten Farbe ist umgekehrt proportional zur Konzentration von 3a-Diol-G in der Probe. Eine¢Reihe von
Standards wird verwendet, um eine Standardkurve zu erstellen, von der die Menge an\‘Q}-Diol-G in
Patientenproben und Kontrollen direkt abgelesen werden kann. \sg\

KLINISCHE ANWENDUNGEN

5a-Androstan-3a,17B-diol-Glucuronid ist ein Cio-Steroid und wird als 3a-Diol-G, 5a-Diql er einfach a-Diol-G
abgekiirzt. Es wird hauptsachlich als Metabolit von Testosteron und Dihydrotestostera&HT) gebildet. Es wird
vor allem in peripheren Zielgeweben, wie der Haut, insbesondere um die ollikel herum, erzeugt.

Stimulation durch groBe Mengen von 3a-Diol-G fihrt zu UbermaBiger Haarbil , vor allem, wo Haar bei
Frauen in der Regel nicht vorhanden ist.
In den letzten Jahren ist das Interesse an der Messung dieses Steroids bei kliftschen Forschern, die Frauen mit

idiopathischem Hirsutismus untersuchen, gestiegen.

Zu den bekannten steroidalen Vorstufen fir 3a-Diol-G ge%@u Dehydroepiandrosteron (DHEA),
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), Dihydrotestosteron (DHT), Androstendion und Testosteron. Nur fir 3a-
Diol-G wurde Anstieg bei Hirsutismus und Sinken unter Behandl nachgewiesen. Diese Korrelation wurde
auch bei Patientinnen mit polyzystischen Ovarien (PCO) nachg€Wiesen. 3a-Diol-G-Bestimmungen haben sich
daher als nitzlicher Indikator fiir viele Zwecke, einschlieBlich ferwachung des Fortschritts der Behandlung bei
idiopathischem Hirsutismus und Frauen mit PCO erwiesen.

Weiterhin finden sich bei Diabetikern (M@nnern und Fra@ unter Cyclosporin A-Therapie erhéhte 3a-Diol-G-
Spiegel, eine Nebenwirkung, die zu Haarbildung in vorh@aarlosen Bereichen flihrt.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWE

1. Anwender sollten fiir den erfolgreichen I§\satz dieses Kits das Protokoll griindlich verstanden haben.
Zuverlassige Leistung wird nur durch str und sorgféltige Einhaltung der Anleitung erreicht.

2. Kontrollmaterialien oder Serumpools. ten mit hoher und niedriger Konzentration in jeden Lauf zur
Beurteilung der Zuverlassigkeit der @%nisse einbezogen werden.

3. Wenn Wasser zur Verdiinnung odﬁ%ﬁekonstitution zu verwenden ist, ist demineralisiertes oder destilliertes
Wasser einzusetzen.

4. Um Kontakt mit potenziell’@'adlichen Substanzen zu reduzieren, sollten bei der Handhabung der
Testreagenzien und Huma@ en Handschuhe getragen werden.

5. Alle Reagenzien und Ppgbén sollten vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht und vorsichtig, aber
grindlich durchmiscn&@rden. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Reagenzien und
Proben.

6. Fir jeden Lauf m %ine Standardkurve erstellt werden.

7. Die Kontrollen édliten in jeden Lauf eingeschlossen werden und innerhalb etablierter Vertrauensgrenzen
liegen. (%)

8. Unsachgeggﬁe Verfahrenstechniken, unprazises Pipettieren, unvollsténdiges Waschen und unsachgemaBe
Lagerur@ er Reagenzien kdénnen in Frage kommen, wenn die Messwerte flr die Kontrollen nicht in den
etablj n Bereichen liegen.

9. Be}i‘@ esen der Mikrotiterplatte beeinflussen Blasen in den Wells die Extinktionswerte (ODs). Entfernen Sie
@ dem Messschritt jegliche Blasen sorgfaltig.

10. Die Substratlésung (TMB) ist lichtempfindlich und sollte bei richtiger Lagerung farblos bleiben. Instabilitat
und Verunreinigung kénnen an der Entstehung einer blauen Farbe erkannt werden, in welchem Fall die
Lésung nicht verwendet werden sollte.

11. Der Assay-Puffer ist lichtempfindlich und sollte in der urspringlichen dunklen Flasche vor direkter
Sonneneinstrahlung geschitzt gelagert werden.

12. Beim Dosieren von Substrat und Stopplésung verwenden Sie keine Pipetten, in denen diese Flissigkeiten in
Kontakt mit Metallteilen kommen.

13. Um Kontamination der Reagenzien zu vermeiden, verwenden Sie zur Entnahme aller Reagenzien, Proben,
Standards und Kontrollen jeweils eine neue Einweg-Pipettenspitze.

14. Verschiedene Chargen von Kit-Komponenten sind innerhalb eines Tests nicht zu mischen, und keine
Komponente darf nach dem Verfallsdatum auf dem Etikett verwendet werden.

15. Kit-Reagenzien missen gemaB nationalen Vorschriften als geféhrlicher Abfall entsorgt werden.

Version: 7.0a Effective: 2024-06-07 9/15



EINSCHRANKUNGEN

1. Alle Reagenzien in dem Kit sind fiir die direkte Bestimmung von 3a-Diol-G in menschlichem Serum geeicht.
Das Kit ist nicht fiir die Bestimmung von 3a-Diol-G in Speichel, Plasma oder anderen Proben menschlichen
oder tierischen Ursprungs geeicht.

2. Verwenden Sie keine stark hamolysierten, lipamischen, ikterischen oder unsachgemaB gelagerten Seren.

3. Thimerosal enthaltende Proben oder Kontrollseren sind mit diesem Kit nicht kompatibel, da sie zu falschen
Ergebnissen flihren kénnen.

4. Nur Standard A darf verwendet werden, um Proben mit hoher Serumkonzentration zu verdinnen.
Verwendung anderer Reagenzien kann zu falschen Ergebnissen flhren.

5. Die mit diesem Kit erhaltenen Ergebnisse sollten niemals als alleinige Grundlage flir die klinische Diagnostik
verwendet werden. Zum Beispiel hat das Auftreten heterophiler Antikdrper bei Patienten, die regelmaBig
Kontakt mit Tieren oder Tierprodukten haben, ein Stérpotential flir immunologische Tests. Daher sollte die
klinische Diagnose alle Aspekte des Hintergrunds eines Patienten einschlieBlich der Haufigkeit, seiner
Exposition gegeniber Tieren/Tierprodukten berilicksichtigen, wenn falsche Ergebnisse vermutet w

VORSICHTSMASSNAHl_\_dEN UND WARNHINWEISE \"QQ
POTENZIELL INFEKTIOSES MATERIAL

Humanserum, das zur Herstellung der Standards und Kontrollen verwendet werden ka urde auf das
Hepatitis B-Oberflachen-Antigen sowie auf Antikérper gegen HCV und HIV getestet fir nichtreaktiv
befunden. Jedoch kann keine Testmethode mit absoluter Sicherheit Freiheit von HIV, d Hepatitis-B-Virus

oder anderen infektiésen Erregern garantieren. Die Reagenzien sollten als po elle Biogefahrdungen
betrachtet und mit den gleichen VorsichtsmaBnahmen wie jede Blutprobe gehandha%\v erden.

CHEMISCHE GEFAHREN
Kontakt mit Reagenzien, die TMB, Wasserstoffperoxid oder Schwefelsaure e Qﬁ’ten vermeiden. Bei Kontakt mit
einem dieser Reagenzien: mit viel Wasser abwaschen. TMB steht im Verdad& ebserregend zu sein.

PROBENNAHME UND -LAGERUNG $\

Etwa 0,2 ml Serum ist pro Doppelbestimmung erforderlich. Neh Sie 4 - 5 ml Blut in ein entsprechend
gekennzeichnetes Rohrchen auf und lassen es gerinnen. Zenfhfugieren Sie und entfernen vorsichtig die
Serumschicht. Lagerung bei 4 °C bis zu 24 Stunden oder bei& °C oder kalter, wenn die Analysen zu einem
spateren Zeitpunkt durchgefiihrt werden sollen. Bet en Sie alle Humanproben als potentielle
Biogefahrdungen und ergreifen geeignete SchutzmaBnah beim Umgang.

O
PROBENVORBEHANDLUNG
Dieses Assay ist ein Direktsystem; keine Probenvor@handlung ist notwendig.

BENOTIGTE, ABER NICHT MITGELIEFERT AGENZIEN UND INSTRUMENTE

e Prazisionspipetten fiir 50, 100, 150 und @

Einweg-Pipettenspitzen

Destilliertes oder demineralisiertes ser

Plattenschittler

Mikrotiterplattenlesegerat mit €i 450-nm-Filtersatz und einer oberen OD-Messgrenze von 3.0 oder héher
* (siehe Messverfahren - Sc & 10)

MITGELIEFERTE REAGE, N

1. AA E-0030 Waschpufferkonzentrat - bendétigt eine Vorbereitung X10
Inhalt: Eine Flasche Puffer mit nichtionischem Detergens und quecksilberfreiem

@ Konservierungsmittel.
Volumen: D~ 50 ml/Flasche
Lagerur‘@g Gekiihlt bei 2 - 8 °C
Sta{kg t: 12 Monate oder gemaB Angabe auf dem Etikett.

Vcheremung Vor der Verwendung 1:10 in destilliertem oder demineralisiertem Wasser verdinnen. Wenn
die gesamte Platte verwendet werden soll, 50 ml Waschpufferkonzentrat mit 450 ml Wasser

verdinnen.
2. AA E-0055 [SUBSTRATE| TMB Substrat - Gebrauchsfertig
Inhalt: Eine Flasche Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid in einem DMF- und DMSO-freien
Puffer.
Volumen: 16 ml/Flasche
Lagerung: Gekiihlt bei 2 - 8 °C
Stabilitat: 12 Monate oder gemaB Angabe auf dem Etikett.
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3. AA E-0080

Inhalt:
Volumen:
Lagerung:
Stabilitat:

Maogliche
Gefahren:

Ein Flaschchen 1 M Schwefelsaure.

6 ml/Flaschchen

Gekuhlt bei 2 — 8 °C

12 Monate oder gemaB Angabe auf dem Etikett.

b

H315 Verursacht Hautreizungen.
H319 Verursacht schwere Augenreizung.

Stopplosung - Gebrauchsfertig

4. Standards und Kontrollen - Gebrauchsfertig ‘\\,
Nachfolgend sind ungefdahre Konzentrationen angegeben; die genauen Konzentrationen finden sich@h‘?den

5.

6.

7.

Etiketten der Flaschchen:

Artikelnr.
AA E-1501
AA E-1502
AA E-1503
AA E-1504
AA E-1505
AA E-1506
AA E-1551
AA E-1552

Inhalt:

Lagerung:
Stabilitat:

AA E-1513

Inhalt:
Volumen:
Lagerung:
Stabilitat:

AA E-1531
Inhalt:

Lagerung@)
Stabiktat:

A@1540

Inhalt:

Volumen:
Lagerung:
Stabilitat:

Vorbereitung:

Version: 7.0a

Komponente Standard Konzentration Volumg@;{gschchen
ETANDARD Standard A 0 ng/ml &‘2,0 ml
Standard B 0,25 ng/ml 0,6 mi
STANDARD][C] Standard C 1 ng/ml 4\6 0,6 ml
[STANDARD D Standard D 3 ng/ml \O 0,6 ml
STANDARD [ Standard E 10 ng/ml @Q 0,6 ml
STANDARD|[F Standard F 50 ng 0,6 ml
Kontrolle 1 Siehe Fléschch\%qeg}tititdten 0,6 ml

Kontrolle 2 0,6 ml

far Erwartun
[CoNTROLI akzeptablﬁ%reich!
3a-Diol-G in proteinhaltigem Puffer mit qu ilberfreiem Konservierungsmittel. Hergestellt
durch Dotieren von Puffer mit einer defini n Menge 3a-Diol-G.

Gekilhlt bei 2 - 8 °C S

12 Monate im ungedffneten FIéschc)&w oder wie auf dem Etikett angegeben. Einmal

gedffnet, sollten die Standards.i rhalb von 14 Tagen verwendet oder aliquotiert und
eingefroren gelagert werdeng\l%e rfache Einfrier- und Auftauzyklen sind zu vermeiden.

Ass

.

Puffer — Gebrauchsfertig

Vor der Verwendung durch Anwdrmen vollsténdig auflésen.
Ein Flaschchen miggf'oteinhaltigem Puffer mit quecksilberfreiem Konservierungsmittel.

15 mI/FIasch%

Gekiihlt bei\- 8 °C

12 MC@@ oder gemaB Angabe auf dem Etikett.
Imlﬂ Mikrotiterplatte mit Anti-3a-Diol-G-Kaninchenantikérper
O beschichtet — herausbrechbare Wells — Gebrauchsfertig

@yEine 96-Loch-Mikrotiterplatte (12x8), mit polyklonalem Antikérper beschichtet, in einem

wiederverschlieBbaren Beutel mit Trockenmittel.
Gekuhlt bei 2 — 8 °C
12 Monate oder gemaB Angabe auf dem Etikett.

[CONJUGATE-CONC] [50x| 3a-Diol-G-Meerrettichperoxidase(HRP)-Konjugat-Konzentrat -

bendtigt eine Vorbereitung X50

3a-Diol-G-HRP-Konjugat in proteinhaltigem Puffer mit quecksilberfreiem
Konservierungsmittel.

300 ul/Flaschchen

Gekuhlt bei 2 — 8 °C

12 Monate oder gemaB Angabe auf dem Etikett.

Vor der Verwendung 1:50 mit Assay-Puffer verdiinnen (z.B. 40 pl HRP mit 2 ml Assay-
Puffer). Wenn die ganze Platte verwendet werden soll, 240 pl HRP mit 12 ml Assay-Puffer
verdinnen. Was Ubrigbleibt, ist zu entsorgen.
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TESTVERFAHREN

Probenvorbehandlung: Keine. H

Alle Reagenzien mussen vor der Verwendung auf Raumtemperatur gebracht werden. Standards, Kontrollen und
Proben sollten jeweils doppelt getestet werden. Sobald das Verfahren begonnen wurde, sollten alle
Arbeitsschritte ohne Unterbrechung durchgefiihrt werden.

1. Stellen Sie Arbeitsldsungen von 3a-Diol-G-HRP-Konjugat und Waschpuffer her.

2. Entnehmen Sie die bendétigte Anzahl von Mikrotiterstreifen. VerschlieBen Sie den Beutel und legen alle
nicht verwendeten Streifen wieder zurlick in den Kihlschrank.

3. Pipettieren Sie 50 pl jeder Standard, Kontrolle und Probe jeweils zweifach in entsprechend
markierte Wells.

4. Pipettieren Sie jeweils 100 gl der Konjugat-Arbeitslosung in jeden Well. \{:\\'
(Wir empfehlen Verwendung einer Mehrkanalpipette.) ‘QQ)

5. 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Plattenschiittler (= 200 UPM) inkubieren.\(\

6. Waschen Sie die Wells 3x mit 300 gl verdiinntem Waschpuffer pro Well und schlagen d.@ latte fest auf
saugfahigem Papier aus, um sicherzustellen, dass sie trocken ist (Verwendung eines Wa@bautomaten wird
empfohlen). .

7. Pipettieren Sie jeweils 150 pl TMB-Substrat in definierten Zeitintervallen in @}Vells.

8. 10 - 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Plattenschittler inkubi
(oder bis Standard A dunkelblaue Farbe fiir gewiinschte OD erreicht). %Q

9. Zu den gleichen Zeitintervallen wie in Schritt 7 je 50 pl Stopplésun jedes Well pipettieren.

10. Messen der Platte auf einem Mikrotiterplattenlesegerat bei 450 nm‘@erhalb von 20 Minuten nach der
Zugabe der Stopplésung. (\6

/N Wenn die OD die obere Messgrenze liberschreiten oder kein nm-Filter verfiigbar ist, kann ersatzweise
ein 405- oder 415-nm-Filter eingesetzt werden. Die optisch ichten sind damit niedriger, jedoch hat dies
keine Auswirkungen auf die Ergebnisse der Patienten-/l,(&h)ol/proben.

BERECHNUNGEN \Q

1. Berechnen Sie die mittlere optische Dichte je tandard-Duplikats.

2. Zeichnen Sie auf halblogarithmischem PapieKeine Standardkurve mit mittlerer optischer Dichte als Y-Achse
und Standardkonzentration als X-Achse. n Immunoassay-Software verwendet wird, wird eine 4- oder
5-Parameter-Kurve empfohlen. . q

3. Berechnen Sie die mittlere optische Diehte jedes unbekannten Duplikats.

4. Lesen Sie die unbekannten Werte djrekt von der Standardkurve ab.

5. Wenn eine Probe mit mehr s\k ng/ml gemessen wird, verdinnen Sie sie mit Standard A auf eine

Verdinnung von nicht meh\ Is 1:8. Das erhaltene Ergebnis ist mit dem Verdlinnungsfaktor zu
multiplizieren.

TYPISCHE TABELLARIS\GQ@DATEN

Standard | OD 1.0D 2 | MW OD | Wert
8 (ng/ml)
A 2,480 | 2,474 | 2,477 0
B 2,102 | 2,106 | 2,104 | 0,25
9 |1,428|1,413| 1,421 1
B
A\Q}Q 0,877 | 0,883 | 0,880 3
- 0,360 | 0,368 | 0,364 10
F 0,147 | 0,143 | 0,145 50
Unbekannt | 0,598 | 0,596 | 0,597 5,4
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TYPISCHE STANDARDKURVE
Beispielkurve. Nicht zur Ergebnisberechnung verwenden.

25

2

OD 450nm
-~ &

o
3

o

0.25 1 3 10 50
3a Diol G (ng/ml)
&
%
LEISTUNGSMERKMALE \‘Q
EMPFINDLICHKEIT . \‘(\
Die untere Nachweisgrenze ergibt sich aus der Standardkurve durch die Bestimmun .Q%} resultierenden

Konzentration der mittleren OD der Standard A (basierend auf 10 Analysen) minus 2@) Daher betrdagt die
Empfindlichkeit des "Direct 3a-Diol-G ELISA Kit" 0,1 ng/ml. . b
\)

SPEZIFITAT (KREUZREAKTIVITAT) @)
Die folgenden Verbindungen wurden mit dem "Direct 3a-Diol-G ELISA Kit" auf KQ(Uzreaktivitéit getestet, wobei
100% die Kreuzreaktivitat von 3a-Diol-G war. @Q

Steroid % Kreuzreaktivitat
3a-Diol-G 100 S\OK
Testosteron 0,2 S
Progesteron 0,16 Q
Androstendion 0,14 (\30
Cortisol 0,05 O
&

Die folgenden Steroide wurden getestet, aber zeigte c@eniger__als 0,01% Kreuzreaktivitat: Corticosteron,
Dehydroepiandrosteron, Dihydrotestosteron, Epiandro%t n, 17B-Ostradiol und Ostron.

REPRODUZIERBARKEIT INNERHALB EINES YS
Drei Proben wurden jeweils 10-mal mit der gl en Standardkurve getestet. Die Ergebnisse (in ng/ml) sind im

Folgenden dargestellt: ) (\Q
Probe | Mittelwert [ StAbw [ QWK%
1 0,87 0,07 .&" 7,8
2 6,86 0,49 | 7,2
3 21,26 N 6,0
(0‘
REPRODUZIERBARKEIT CHEN ASSAYS

Drei Proben wurden zehn

im Folgenden dargeste%

Lo

FaN

Probe | Mittelwert | StAbw [ VK%
1 20,98 0,10 10,4
2 27,05 0,46 6,5
3 o) 20,92 2,26 10,8
9
{03

Q¥

Version: 7.0a
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WIEDERFINDUNG

Dotierte Proben wurden durch Zugabe von definierten Mengen von 3a-Diol-G zu drei Patientenserumproben
hergestellt. Die Ergebnisse (in ng/ml) sind im Folgenden dargestellt:

Probe Beob. Resultat Erw. Resultat | Wiederfindung (%)
1. Undotiert 0,67 - -
+0,5 1,07 1,17 91,4
+5,0 4,99 5,67 88,0
+15,0 12,66 15,67 80,8
2. Undotiert 1,83 - -
+0,5 2,07 2,33 88,8
+5,0 6,18 6,83 90,5
+15,0 17,64 16,83 104,8
3. Undotiert 12,76 - - \{:\\
+0,5 15,32 13,26 115,5 2
+5,0 19,22 17,76 108,2 \‘Q
+15,0 22,68 27,76 81,7
)
LINEARITAT
Drei Patientenserumproben wurden mit Standard A verdiinnt. Die Ergebnisse (in ng sind nachfolgend
tabellarisch dargestellt: R
. . K\
Probe Beob. Resultat Erw. Resultat | Wiederfindung (%) | .
1 6,24 - -
1:2 2,83 3,12 90,7 N
1:4 1,55 1,56 99,4
1:8 0,74 0,78 94,9 .
2 13,55 - —;éo‘
1:2 6,00 6,77
1:4 2,71 3,39 ,0
1:8 1,70 1,64 s;\o.to3,6
3 17,05 - S T -
1:2 6,93 8,53 xS 81,2
1:4 4,09 4,26 N 96,0
1:8 2,34 2,13 N\ 109,8
Qw
ERWARTETE STANDARDWERTE s\\
Wie bei allen klinischen Tests sollte jedes Labor Qaten sammeln und seinen eigenen Bereich erwarteter
Standardwerte erstellen. .
Gruppe Bereich (ng/m@\
Manner 1,53 - 14,82
Pramenopausal 0,22 - 4,64
Postmenopausal 0,6133,71
Frauen (Pubertét) 0,51< 4,03
<
&
M
@O
Q)\\}%
’b%
Q¥
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