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URCENY UCEL POUZITI

Souprava SPECTRIA SHBG IRMA firmy Orion Diagnostica, vyuzivajici
techniky zkumavek potazenych protilatkou, je urCena pro kvantitativni
radioimunoanalytické in vitro méfeni koncentrace SHBG v séru.

KLINICKY VYZNAM SHBG

Globulin vazajici sexuélni hormony je cirkulujici glykoprotein s molekulovou
hmotnosti okolo 86 000. Jeho biologickou funkci v cirkulaci je pfenos
steroidnich sexualnich hormonu. SHBG molekula ma jedno vazebné misto
pro steroidy. Pfedpoklada se , Zze SHBG je syntetizovan v jatrech a jeho
produkce je silné ovlivnéna rovnovahou mezi androgeny a estrogeny.
Koncentrace SHBG se zvySuje béhem téhotenstvi, po aplikaci syntetickych
estrogenu, u hyperthyroidnich pacientd nebo po Ié¢bé thyroidalnimi hormony.
Na druhou stranu existujici nizSi koncentrace v plazmé u muzu nez u Zen je
didsledkem snizené SHBG synthézy, coz indukuji androgeny béhem puberty
u chlapcd. SHBG vaze testosteron a estradiol s vysokou afinitou. Asi 44%
testosteronu u normalnich dospélych muzt je vazano na SHBG. U
normalnich Zen je odpovidajici hodnota 66%, ve vysokém stupni téhotenstvi
az 95%. Asi 20% estradiolu u normalnich muzu a 37% u normalnich Zen je
vazano na SHBG, zatimco v pozdnim t&hotenstvi je to az 88%. Velmi malé
procento testosteronu se vaze ke globulinu vazajici kortizol (CBG), ale
vétSina zbyvajiciho testosteronu a estradiolu je volné vazana k albuminu.
,volné“ biologicky aktivni steroidy predstavuji jen nékolik procent z celkového
mnozstvi. Volna frakce je pouzitelnd pfislusSnymi tkanémi, i kdyz i cast
z celkovych steroidd vazanych na albumin muze byt navazana na nékteré
tkané. Koncentrace cirkulujiciho SHBG je hlavnim faktorem relativniho
mnoZstvi testosteronu a estradiolu, které nejsou vazany na protein nebo jsou
vazany na albumin.

Nizké koncentrace SHBG u zen  jsou obvykle  spojeny
s hyperandrogenizmem. U Zenského hyperandrogenizmu jsou obvykle
zvySeny  koncentrace volného testosteronu, i kdyz celkové hladiny
testosteronu nejsou vzdy zvySeny. Méfeni koncentraci cirkulujiciho SHBG je
indikovano v pfipadech, kdy hladiny celkového testosteronu jsou
v normalnim rozmezi, ale jsou pfitomny pfiznaky hyperandrogenizmu a
soucasné se predpokladaji nebo jsou znamy zvySené hodnoty volného
testosteronu. Indikaci ktestu SHBG u Zen je hirsutizmus, virilizmus
a infertilita.

U muzi se koncentrace cirkulujiciho SHBG zvySuje s vékem . ZvySené

koncentrace cirkulujiciho SHBG byly pozorovany u hypogonadizmu, ackoliv
hladiny testosteronu jsou normalni.
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Zvysené hladiny SHBG byly zjistény i u obéznich osob, a to obou pohlavi.
Myxedém signifikantné snizuje hladiny SHBG, coz bylo pozorovano u Zen,
ale ne u muzu. Hyperthyroidizmus zvySuje koncentraci cirkulujiciho SHBG,
zatimco hypothyroidizmus je sniZuje u obou pohlavi.

Méfeni SHBG je z klinického hlediska zvlasté dulezité, kdyz se soucasné
stanovi hladina celkového sérového testosteronu pro odhad mnoZzstvi
volného biologicky aktivniho testosteronu a jeho efekt. Pomér mezi celkovym
sérovym testosteronem a SHBG je bézné vyjadien tzv. ,volnym
androgenovym indexem (FAI)", vypocCtenym jako koncentrace testosteronu
(nmol/l) x 100, déleno koncentraci SHBG (nmol/l). Tento pomér je pfimo
umérny koncentraci cirkulujiciho volného, biologicky aktivniho testosteronu.

PRINCIP TESTU

Spectria SHBG test je zaloZzen na nekompetitivni imunoradiometrické
technice ,sendviCového typu“, ve které je pouzita separacni technologie
zkumavek potazenych protilatkou firmy Orion Diagnostica. Vzorky seéra
spoleéné s prebytkem radioindikatoru, [*?°l]-znadené monoklonalni mysi
protilatky proti SHBG, jsou pfidany do zkumavek potazenych dalSi
monoklonalni mysi protilatkou proti SHBG. Po vymyti nenavazaného
antigenu je mnozstvi znateného SHBG ve Spectria zkumavce nepfimo
umérné mnozstvi SHBG ve vzorku. Koncentrace SHBG v neznamych
vzorcich se odectou z kalibraéni kfivky.
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REAGENCIE

Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE

MNOZSTVi

SKLADOVANI

SHBG COATED TUBES:
Zkumavky s navazanou SHBG
protilatkou:

Geometricky optimalizované
testovaci zkumavky potazené smési
monoklonalnich protilatek (mySich)
proti lidskému SHBG.

100 ks
v plastové krabicce

PFi 2 - 8°C v pavodnim
obalu do data expirace.

K analyze vezméte pouze
nezbytné nutné mnozstvi
zkumavek. Krabi¢ku
skladujte v uzaviracim
plastovém sacku spolec¢né
se silikagelem.

SHBG TRACER:

SHBG radioindikator:

Pfipraven k pouZziti.

Radioindikatorem je [‘**l]-znadena
monoklonalni protildtka proti SHBG
v tlumivém roztoku.

NaN; a ¢ervené barvivo.

1 lahvi¢ka
22 ml

Radioaktivita je
< 222 kBq.

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

SHBG CALIBRATORS:

SHBG kalibrétory:

Lyofilizované s koncentraci SHBG
6,25; 12,5; 25; 50; 100 a

200 nmol /I v hovézim séru.

NaNs.

Kalibrovano proti master kalibracni
soupravé pripravené vyrobcem.

6 lahvicéek

Rekonstituujte
pfidavkem 500 i
destilované vody. Pred
pouzitim nafedte
1:101 viz. pracovni
postup.

Pfi 2 — 8°C do data
expirace.

Pfi 2 — 8°C 3 tydny po
rekonstituci.

SHBG CONTROLS, Low & High:
SHBG kontroly Low & High (nizka,
vysoka):

Lyofilizované; v lidském a hovézim
séru.

NaNs;

Oc¢ekavané hodnoty jsou uvedeny na

2 lahvicky

Rekonstituujte
pridavkem 500 i
destilované vody. Pred
pouzitim nafedte
1:101 viz. pracovni

Pfi 2 — 8°C do data
expirace.

Pfi 2 — 8°C 3 tydny po
rekonstituci.

zvlastni pfibalové informaci. postup
SHBG BUFFER: 1 lahvicka Pfi 2 — 8°C do data
SHBG tlumivy roztok: 110 mi expirace.

PFipraven k pouziti. PBS tlumivy
roztok, pH 7,6.
NaNs.

Reagencie obsahuji NaN; jako konzervaéni Cinidla, ¢téte ,Upozornéni a

varovani®.
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Upozornéni a varovani

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouziti in vitro. Neni uréeno pro interni
nebo externi pouziti u lidi nebo u zvifat. PouZivejte pouze soucasti jedné
soupravy. Nemichejte zkumavky s navazanou protilatkou z rdznych souprav
(krabic). Reagencie nepouzivejte po expiracni dobé soupravy.
Nepipetujte Usty. Pfi praci s radioaktivnim materidlem je zakazano jist, pit
nebo koufit. Pouzivejte jednordzové rukavice a vhodny ochranny odév.
Zabrarite kontaktu s k0zi a oima. Po skoc€eni prace stémito latkami si
dikladné umyjte ruce. Ukdpnuty material je nutno okamzité omyt velkym
mnoZzstvim vody. Materidly pouzité k &isténi by mély byt likvidovany dle
predpisu.
VAROVANI 2: Souprava obsahuje **I (polo¢as rozpadu Ty, 60 dni) emitujici
35,5 keV gama zéafeni a 27 - 32 keV rentgenového zéafeni. Radioaktivni
material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze pracovisté, ktera splriuji
ustanoveni zakona 18/1997 Sb.v platném znéni a pfislusSnych vyhlaSek
Ministerstva zdravotnictvi.
PFi praci s radioaktivnim materidlem dodrzujte nasleduijici pravidla:
vSechny radioaktivni materialy skladujte v pivodnim baleni a jen na
mistech k tomu uréenych, s radioaktivnim materidlem pracujte pouze
ve schvalenych prostorach
pFijem a spotfebu radioaktivnich latek evidujte
povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, pravidelné
kontrolujte
ukapnuty radioaktivni material je nutno okamzité utfit a kontaminované
Gistici materidly umistit do sbérné nadoby pro radioaktivni odpad,
potfisnéné povrchy vycistéte pfislusSnym dekontaminantem (Cisténi je
mozno usnadnit pfekrytim pracovni plochy jednorazovym absorb&nim
materialem)
obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
béZného odpadu pouze po odstranéni varovnych napisu a znacek
vSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito pro praci s radioaktivnimi
latkami, musi byt pfed dalSim pouzitim Ffadné dekontaminovano a
promeéreno
radioaktivni material, uréeny do odpadu,musi byt likvidovan v souladu s
platnymi pravnimi pfedpisy v daném staté
VAROVANI 3: Se v3emi vzorky pacientd je nutno pracovat jako
s potenciélné infekénim materidlem. Vychozim materidlem pro kalibratory je
lidska krev, ktera byla testovana licencovanymi reagenciemi a shledana
negativni na HbsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV protilatky. Vzhledem k tomu, Ze
Zadny zndmy test nemuze dat jistotu, Ze material neni infekéni, pracujte s nim
jako s materialem potencialné infekénim.
VAROVANI 4: Reagencie obsahuji azid sodny (NaNs) jako konzervaéni
¢inidlo. Lyofilizované reagencie obsahuji < 1% azid sodny, ktery je v této
koncentraci Skodlivy pfi vdechnuti, polknuti a pfi kontaktu s kudzi.
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ProdlouZzenim expozice se zvySuje nebezpeci vazného poskozeni zdravi. Po
rekonstituci obsahuji kalibratory < 0,1% azidu sodného, coz se za Skodlivou
koncentraci nepovazuje.

Azid sodny muze reagovat s olovénymi nebo médénymi uzavéry za tvorby
vysoce explozivnich azidd pfislusSnych kovu. Jako prevenci tvorby azidd
oplachnéte uzavéry pred likvidaci velkym mnozstvim vody. Vyjimecné mohou
byt kovové uzavéry oplachnuty také 10% hydroxidem sodnym. Pfi kontaktu
s kyselinami tvofi NaN3 toxické vypary.

PRISTROJE

K méfeni Ize pouzit jakykoliv gama c¢itaC schopny méfeni Uginnost
méfeni by méla byt pravidelné kontrolovana, stejné tak i promérovano
pozadi. Doporucuje se systematicka kalibrace pfistroje. Podrobnosti tykajici
se zapojeni, pouziti, udrzby a kalibrace najdete v navodu k obsluze
dodavaném vyrobcem pfistroje.

125|

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv se doporucuje pouzit jako vzorek sérum, se soupravou lze pouzit
také vzorky heparin plazmy. Vzorky séra je mozno uchovavat 12 hodin pfi
laboratorni teploté, 3 dny pfi teploté 2-8°C, delSi dobu pfi teploté -20°C.
Zabrarite opakovanému rozmrazeni a zmrazeni vzorku. Nafedéné vzorky,
kalibratory, nebo kontroly nemohou byt mrazeny.

PRACOVNI POSTUPY

Materialy potfebné, ale nedodavané se soupravou
MIKROPIPETY pro presné odméfeni 10 m ,100 mi, 200 m, 500 m a 1ml
TESTOVACI ZKUMAVKY (pro stanoveni celkové radioaktivity)
VIBRACNI MICHADLO

DEKANTOVACI STOJANEK

VODNI LAZEN s teplotou 37°C

BUNICITA VATA

GAMMA-CITAC

KRYCI FOLIE PARAFILM

DESTILOVANA VODA

Rekonstituce reagencii

VSechny lahvicky vytemperujte na laboratorni teplotu. Kalibratory a
kontrolni séra rekonstituujte pfidavkem 500 ul destilované vody do kazdé
lahvicky. Lahvi¢ku uzaviete a pfed pouzitim nechte 30 minut stat. Dobfe
promichejte jemnym krouzenim nebo inverzi lahvi¢ky, aniz by se vytvofila
péna.

Pracovni postup
1. VSechny reagencie, vzorky a kontroly temperujte na laboratorni
teplotu (18 — 25 °C) alespon 30 minut pfed pouzitim.
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2. Kalibratory a kontrolni a pacientskd séra nared'te 1:101 v bézné
zkumavce, napf. 10 m séra a 1 ml tlumivého roztoku. Séra téhotnych
Zen nebo jin4 séra, u kterych se o¢ekava koncentrace SHBG vétsi nez
200 nmol/l by méla byt dale fedéna alespori Ctyfikrat. Roztoky
promichejte na vibracnim michadle.

3. Oznaéte zkumavky s navazanou protilatkou pro kalibratory. kontrolni a
pacientskd séra a pro nespecifickou vazebnost (NSB). Pracujte
v duplikatech. Oddélené pfipravte dvé normalni zkumavky pro
stanoveni celkové radioaktivity.

4. Napipetujte 100 pl fedénych kalibratoru, kontrolnich a pacientskych
sér do pfislusnych zkumavek. Do NSB zkumavek pipetujte 100 ni
tlumivého roztoku. Zkumavky pro stanoveni celkové radioaktivity
ponechte zatim prazdné.

5. Do vSech zkumavek pridejte po 200 mi radioindikatoru. VSechny

zkumavky peclivé promichejte jemnym potfesenim stojankem.

Nepouzivejte vibracni michadlo.

Inkubujte 3 hodiny pfi teploté 37°C.

Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové

radioaktivity, dekantujte a zbytek tekutiny nechte vstfebat jemnym

poklepanim do bunicité vaty.

8. Zkumavky 1-2 krat promyjte 1 ml destilované vody. Obsah vSech
zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové radioaktivity,
dekantujte a zbytek tekutiny nechte vstfebat jemnym poklepanim do
bunicité vaty. Zkumavky nechte stat dnem vzhuru alespon 5 minut.

9. Zmeérte radioaktivitu vSech zkumavek pomoci gamma-¢itaCe po dobu
alespon 1 minuty nebo po akumulaci 10 000 impulst/ zkumavku.

N o

Poznamky

Abyste dosahli vysoké presnosti, dodrzujte nasledujici pravidla:

- Reagencie pipetujte pfimo na dno zkumavek.

- Predchazejte poskrabani dna zkumavek Spi¢kami pipet.

- Po odséti nebo dekantaci nechte zbytek tekutiny ze zkumavek vstiebat
jemnym poklepanim do bunicité vaty.

OMEZENI| METODY
Jako zaklad pro jakékoli diagnostické a terapeutické rozhodnuti musi byt
vysledky jednotlivych testd podlozeny jinymi klinicky relevantnimi daty.

ZAJISTENI JAKOSTI

Doporucujeme vSem laboratofim pouzivat interni program kontroly kvality tak,
Ze se souCasné analyzuji séra s nizkou i vysokou hraniéni koncentraci
normalniho rozmezi. Doporu€ujeme, aby si kazda laboratof vytvofila vlastni
pfijatelné rozmezi pro kontrolni vzorky. Pramér kontrolniho rozmezi by mél
byt uvniti pfijatelného rozmezi daného vyrobcem. K méfeni kontrolnich
hodnot pouZzijte alespon dvou rdznych Sarzi.
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(BIT)%

VYPOCET VYSLEDKU

Pfi automatickém vypoc¢tu vysledkd doporu€ujeme pouzit spline funkci.
Vysledky lze odeCist manualné =z kalibraCni kfivky  vynesené

v semilogaritmickych soufadnicich .

Vypoététe primeér Cetnosti vSech zkumavek. Odeététe Cetnost NSB od
Cetnosti vSech kalibratoru a ¢etnosti neznamych vzorka.

Vypoététe % (B/T) pomoci rovnice:
( Cetnost kalibratoru nebo vzorku-NSB) x 100
% B/T= YoYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYa

celkova c¢etnost

Vyneste kalibraéni kfivku v semi—logaritmickych soufradnicich tak, aby
%(B/T) byla na ose y a koncentrace kalibratori SHBG na ose x.

Odecététe koncentrace SHBG v neznamych vzorcich z kalibraéni kfivky.

80_ Zkumavka Prameér Netto SHBG
70 cpm cpm (B/T)% | (nmol/l)
] Celkova 76209
601 aktivita
1 NSB 139
50 Kal 6.25 2710 2571| 3.4
401 Kal 12.5 5435 5296 6,9
1 Kal 25 10255 | 10116 | 13,3
30 Kal 50 17667 | 17528 | 23,0
20 Kal 100 29538 | 29399 | 38,6
| Kal 200 48811 | 48672 | 63,9
19 Neznamy 4464 | 4325| 57| 101
O+ — . vzorek 1
10 20 50 100 200 Neznamy 29273 | 29134 | 38,2 98,8
KONZENTRATION nmol/l vzorek 2
Obr. 1 Tabulka 1
Typick& kalibragni kfivka. Typické kalibraéni kfivka a vypocet vysledkau.
Priklad. Priklad.

(str. 9 originalni pfibalové informace)
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REFERENCNI INTERVALY
Z duvodu etnické, dietarni a vékové variability nemusi tyto referenéni hodnoty
odpovidat celé populaci. Kazda laboratof by si proto méla vytvofit vlastni
rozmezi referencnich hodnot.

Hodnoty SHBG u zfejmé zdravych dospélych osob byly naméfeny soupravou
Spectria SHBG IRMA neparametrickou metodou doporuc¢enou IFCC a byly

Nl

U normélnich Zen jsou hodnoty menSi nez 12 (9,9-12,3; 0,9-interval
spolehlivosti, 165 osob, Orion Diagnostica, nepublikovana data).

Tabulka 2 Referenéni koncentrace SHBG

Zeny MuZzi
Pocet osob 164 147
Pramér 57 nmol/l 33 nmol/l
Referenéni interval* 21 — 139 nmol/l 16 — 61 nmol/l
0,90-interval spolehlivosti
pro nejnizsi hodnotu 15 — 24 nmol/l 14 — 18 nmol/l
pro nejvyssi hodnotu 98 - 159 nmol/l 57 — 73 nmol/l

* Referenéni interval = 0,025 & 0,975 fraktil

ANALYTICKE PARAMETRY MERENI

NiZze uvedené vysledky byly ziskany v Orion Diagnostica a predstavuji typicka
analytick& data.

Mérici rozmezi
6,25 — 200 nmol/l.

Mez detekce

Mez detekce, definovana jako nejnizSi detekovatelna koncentrace
odpovidajici dvojnasobku smérodatné odchylky hodnot nulového kalibratoru,
je nez lepsi 1,3 nmol/l.

Linearita

Vzorky s vysokou koncentraci SHBG Ize fedit do poméru 1:800 reak&nim
tlumivym roztokem ze soupravy.
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Hook efekt
Nebyl zjiStén zadny Hook efekt do koncentrace 800 nmol/l. Tato koncentrace
dava vyssi hodnotu nez nejvyssi kalibrator.

Preciznost (precision)
Vzorky s rlznou koncentraci SHBG byly analyzovany k uréeni intra-assay a
inter-assay variability.

Tabulka 3 Intra-assay/ inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznost
10 replikata 10 duplikatl
Vzorek Pramér CV (%) Vzorek Pramér CV (%)

(nmol/l) (nmol/l)

1 17,7 5,3 5 13,2 3,3

2 45,8 4,0 6 53,6 5,5

3 104,6 4,7 7 1240 5,5

4 156,8 5,5 8 165,5 6,9

Str.11 origindlni pfibalové informace

Metoda standardniho pfidavku (recovery)

Znadma mnozstvi SHBG (30 — 140 nmol/l) byla pfidana ke 4 pacientskym
sérim. Standardni pfidavky mély prdmérnou hodnotu 102,1 %
a smeérodatnou odchylku 7,6 %.

Specificita

Pfi analyze soupravou Spectria SHBG IRMA nebyla zjiSténa interference se
Zadnym sérovym proteinem. Testovany byly nasledujici latky v koncentracich
vysoce prekracujicich fyziologické hodnoty: lidsky albumin, a;—antitrypsin,
fibrinogen, haptoglobin, IgA, 1gG, orosomukoid, plazminogen a transferin.

TSEKKI 68562-CZ05 11



Spectria SHGB IRMA

Radioimunoanalytické stanoveni, zkumavky s navazanou protilatkou

Kat.¢.: 68562

Obsah soupravy
(100 TESTU)

SHBG coated tubes: Zkumavky s navazanou protilatkou proti SHBG
SHBG tracer: SHBG radioindikator
SHBG calibrators: SHBG kalibratory

SHBG controls: SHBG kontroly

SHBG buffer: SHBG tlumivy roztok

Souhrn pracovniho postupu

(vSechny objemy jsou v i)

Celkova NSB* Kalibrator Kontrolni Neznamy

aktivita vzorek vzorek
Pipetovani redéného 100* 100 100 100
vzorku
Pipetovani 200 200 200 200 200
radioindikatoru
(€erveny)
Promichani (zatfepani) X X X X
Inkubace 3h pfi 37°C X X X X
Dekantace X X X X
Promyvani X X X X
1ml destilované vody
(1-2krat)
Dekantace X X X X
Méreni po dobu 1min. X X X X X

nebo 10.000 impulst

*100ul Puffer fir NSB*pro NSB pipetujte 100m tlumivého roztoku

Spectria je ochranné znamka firmy Orion Diagnostica Oy 68562-CZ05

Sidlo v CR (zastoupeni pro CR a SR): Orion Diagnostica-organizaéni slozka

Bélohorska 57, 169 00 Praha 6
Tel. +420 233 350 533, fax:+420 233 350 532
E-mail: orion@oriondiagnostica.cz
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