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17-OH-Progesterone ELISA (RE52071) DEUTSCH

1. ZWECKBESTIMMUNG

Enzymimmunoassay zur quantitativen in-vitro-Bestimmung von 17-OH-Progesteron in humanem Serum und
Plasma.

2. KLINISCHE BEDEUTUNG

Das Steroidhormon 17-a-Hydroxyprogesteron (17-OH-Progesteron, 17-OHP) wird sowohl in der
Nebennierenrinde als auch in den Gonaden gebildet. Obwohl 17-OH-Progesteron nur eine geringe
gestagene Wirkung zeigt, ist es doch von klinischem Interesse, da es eine unmittelbare Vorstufe des 11-
Desoxycortisols (Compound S, CpS) ist. CpS wird aus 17-OH-Progesteron durch Hydroxylierung des
Kohlenstoffatoms C21 gebildet. Daher ist 17-OH-Progesteron ein nltzlicher indirekter Parameter fiir die 21-
Hydroxylase-Enzymaktivitat der Nebennierenrinde.

Bei einer angeborenen 21-Hydroxylasestérung, der haufigsten Form der kongenitalen adrenalen
Hyperplasie (CAH), wird 17-OH-Progesteron im UberschuB sezerniert und deshalb im Blut in erhdhter
Konzentration gefunden. Bei Patienten mit einem 11-Hydroxylasedefekt ist es dagegen maBig erhéht. Die
17-OH-Progesteron-Bestimmung ist daher bei der Differentialdiagnostik der kongenitalen adrenalen
Hyperplasie von groBer klinischer Bedeutung.

Bei der erwachsenen, nichtschwangeren Frau im gebarfahigen Alter schwanken die 17-OH-Progesteron-
Konzentrationen in Abh&ngigkeit vom Menstruationszyklus. In der Lutealphase sind die Konzentrationen
héher als in der Follikelphase, da 17-OH-Progesteron genauso wie Progesteron vom reifen Follikel,
besonders jedoch vom Corpus luteum sezerniert wird.

Die 17-OH-Progesteron-Werte sind tageszeitabhangig. Dieser Tagesrhythmus lauft parallel zu dem der
adrenalen Cortisolsekretion ab. Ein Konzentrations-maximum findet sich in Proben, die zwischen
Mitternacht und 8 Uhr morgens abgenommen wurden.

Bei erwachsenen Mannern gibt es nur wenige Hinweise auf systematische Schwankungen der 17-OH-
Progesteron-Werte.

Waéhrend der Schwangerschaft wird 17-OH-Progesteron in groBen Mengen vom Fetus, der Plazenta und
der Nebennierenrinde gebildet und sowohl in den Kreislauf des Fetus als auch in den der Mutter
abgegeben. Die mditterlichen 17-OH-Progesteron-Werte nehmen nach der 32. Schwangerschafts-woche
sehr stark zu und sind am Ende der Schwangerschaft etwa viermal so hoch wie in der Lutealphase. Auch im
Blut der Nabelschnur neugeborener Kinder ist 17-OH-Progesteron nachweisbar.

3. TESTPRINZIP

Kompetitiver Enzymimmunoassay (ELISA). Die unbekannte Menge an Antigen in der Probe und eine
bekannte Menge an enzymmarkiertem Antigen (E-Ag) konkurrieren um die Bindungsstellen des an die
Wells der Mikrotiterstreifen gebundenen Antikérpers. Nach der Inkubation wird nicht gebundenes E-Ag
durch Waschen entfernt. Die Intensitat der gebildeten Farbe nach der Substratreaktion ist umgekehrt
proportional zur Antigen-Konzentration in den Proben. Die Ergebnisse der Proben kénnen direkt anhand der
Standardkurve bestimmt werden.

4. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Nur zum In-vitro-Gebrauch. Nur fir den Gebrauch durch Fachpersonal.

2. Vor der Testdurchfihrung sollte die Arbeitsanleitung vollstdndig und sorgfaltig gelesen werden und
verstanden worden sein. Die gultige Version aus dem Kit verwenden. Weitere Informationen (klinischer
Hintergrund, Testcharakteristika, Automatisierung, alternative Anwendungen, Literatur, etc.) finden Sie
auf der IBL-Homepage.

3. Im Falle einer erheblichen Beschadigung der Testpackung ist IBL bzw. der jeweilige Lieferant innerhalb
einer Woche nach Empfang der Ware schriftlich zu benachrichtigen. Beschadigte Komponenten dirfen
nicht zur Testdurchfihrung verwendet werden, sondern sollten solange aufbewahrt werden, bis der
Transportschaden endgultig geregelt ist.

4. Chargen-Nummer und Verfallsdatum beachten. Es dirfen keine Reagenzien aus unterschiedlichen
Chargen in einem Test verwendet werden. Verfallene Reagenzien dlrfen nicht verwendet werden.

5. Gute Laborpraxis und Sicherheitsrichtlinien beachten. Je nach Bedarf sollten Laborkittel, Einmal-
Latexhandschuhe und Schutzbrillen getragen werden.

6. Reagenzien dieses Kits, die Gefahrstoffe enthalten, kdnnen Reizungen der Augen und der Haut
hervorrufen. Siehe Angaben in KOMPONENTEN DES KITS und auf den Etiketten.
Sicherheitsdatenblatter flr dieses Produkt sind auf der IBL-Homepage zum Download verfligbar oder
auf Anfrage direkt von IBL erhaltlich.
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7. Chemikalien und vorbereitete oder gebrauchte Reagenzien sind unter Beachtung der jeweiligen
nationalen Bestimmungen als Gefahrstoffabfall zu entsorgen.

8. Kontakt mit Stopplésung vermeiden. Kann Hautreizungen und Veratzungen hervorrufen.

9. Alle Reagenzien dieses Kits, die humanes Serum oder Plasma enthalten, ergaben bei der Priifung auf
HCV, HBsAg bzw. Antikdrper gegen HIV I/lI-Virus ein negatives Ergebnis. Trotzdem kann das
Vorhandensein solcher infektiéser Erreger nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden. Die
Reagenzien sollten deshalb wie potentiell infektidses Material behandelt werden.

5. LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Der Kit wird bei Umgebungstemperatur angeliefert und sollte bei 2-8°C gelagert werden. Vor Hitze und
direkter Sonneneinstrahlung schitzen. Hinweise zur Lagerung und Haltbarkeit der Proben und vorbereiteten
Reagenzien sind den entsprechenden Kapiteln zu entnehmen.

Die Mikrotiterplatte ist auch nach dem Offnen der Verpackung bis zum Verfallsdatum des Kits haltbar, wenn
der Beutel sorgfaltig wieder verschlossen und bei 2-8°C gelagert wird.

6. PROBENGEWINNUNG UND -AUFBEWAHRUNG

Serum, Plasma (EDTA)

Die Ublichen VorsichtsmaBnahmen bei der Blutabnahme sind einzuhalten. Die chemische Integritat der
Blutproben muss vom Zeitpunkt der Blutabnahme bis zur Testdurchflihrung erhalten bleiben. Keine
hamolytischen, ikterischen oder lipdmischen Proben verwenden. Getrlibte Proben sollten vor der
Testdurchfuhrung zentrifugiert werden, um Partikel zu entfernen.

Lagerung: 2-8°C (aslicﬁgtigrt) Vor Hitze und Sonneneinstrahlung schiitzen.
Haltbarkeir 74 3 mon Wiederholtes Auftauen und Einfrieren vermeiden.
7. KOMPONENTEN DES KITS
Anzahl/ Symbol Komponente
Menge
Mikrotiterplatte
1x12x8 Wells einzeln abbrechbar.
Beschichtet mit anti-Kaninchen IgG (Ziege, polyklonal), 17-OH-Progesteron Antiserum.
Enzymkonjugat
1x20 mL ENZCONJ Gelb gefarbt. Gebrauchsfertig. Enthélt: 17-OH-Progesteron, konjugiert mit HRP,
Phosphatpuffer, Stabilisatoren.
1x20mL | [CALA-g |Standard A-G

0; 0.15; 0.5; 1.5; 3.0; 7.5; 20 ng/mL

6x0.5mL 0.45; 1.5, 4.5; 9.1; 22.7; 60.6 nmol/L

Gebrauchsfertig. Standard A = Nullstandard (steroidfreies Serum).
Enthélt: 17-OH-Progesteron, Humanserum, Stabilisatoren.

Kontrolle 1+2
Gebrauchsfertig. Konzentrationen / Akzeptanzbereiche siehe Flaschchenetiketten.

2x0.5mL | |CONTROL 1+2

Waschpuffer Konzentrat (20x)
1x 50 mL m Enthalt: Phosphatpuffer, Tween, Stabilisatoren.
CONC
TMB Substratlosung
1x10mL TMB SUBS Gebrauchsfertig. Enthalt: TMB, Puffer, Stabilisatoren.

TMB Stopplésung
1x10mL TMB STOP| Gebrauchsfertig. 1 M HzSOs.

3x FoIl Haftklebefolie

8 ZUSATZLICHES MATERIAL (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

1. Pipetten (Multipette Eppendorf oder vergleichbare Produkte, < 3% VK). Volumina: 5; 25; 50; 100; 500 puL
2. Orbitalschdittler (200-900 U/min) (z.B. EAS 2/4, SLT)

3. Vortex-Mischer

4. 8-Kanal Mikropipette mit ReagenziengefaBen

5. Waschflasche, automatisches oder halbautomatisches Waschsystem fiir Mikrotiterplatten

Version 2008_10_01 2/6



17-OH-Progesterone ELISA (RE52071) DEUTSCH

6.

© N

- ©

10.

Messgerat fur Mikrotiterplatten zur Messung der Absorption bei 450 nm (Referenzwellenldange 600-650
nm)

Bidest. oder deionisiertes Wasser

Papiertlicher, Pipettenspitzen, Stoppuhr

HINWEISE ZUR TESTDURCHFUHRUNG

Fehler bei der Handhabung der Proben oder Abweichungen von der beschriebenen Testdurchflihrung
kénnen die Ergebnisse verfalschen. Die angegebenen Pipettiervolumina, Inkubationszeiten,
Temperaturen und Vorbereitungsschritte sind unbedingt geman Arbeitsanleitung einzuhalten. Nur
kalibrierte Pipetten und Gerate verwenden.

Sobald mit der Testdurchfihrung begonnen wird, sollten alle Arbeitsschritte ohne Unterbrechung
durchgefiihrt werden. Es ist sicherzustellen, dass alle bendétigten Reagenzien, Gerate und Hilfsmittel zur
rechten Zeit zur Verfligung stehen. Alle Reagenzien und Proben missen auf Raumtemperatur (18-25°C)
gebracht und vor Gebrauch vorsichtig ohne Schaumbildung gemischt werden.

Kontaminationen der Reagenzien, Pipetten und Wells/Réhrchen sind zu vermeiden. Neue Einmal-
Pipettenspitzen fir jede zu pipettierende Komponente und jede Probe verwenden. Die Deckel der
Flaschchen nicht vertauschen. Nicht benétigte Fldschchen immer verschlossen halten. Wells/Réhrchen
oder Reagenzien diirfen nicht wiederverwendet werden.

Es wird empfohlen, Doppelbestimmungen durchzufiihren, um eventuelle Pipettierfehler zu erkennen.

Es sollte ein Pipettierschema verwendet werden um die Identifikation der Standards und Proben auf der
Platte sicherzustellen.

Die Inkubationszeiten beeinflussen die Ergebnisse. Bei jedem Pipettierschritt sollten alle Wells in der
gleichen Reihenfolge und im gleichen Zeittakt behandelt werden. Die Verwendung einer 8-Kanal-
Mikropipette zum Pipettieren in alle Wells wird empfohlen.

Die korrekte Durchfiihrung der Waschschritte ist entscheidend. Ungentgend gewaschene Wells
ergeben falsche Ergebnisse. Die Verwendung einer Multikanalpipette oder eines automatischen
Waschsystems fir Mikrotiterplatten wird empfohlen. Zwischen den Inkubationen die Wells nicht
austrocknen lassen. Beim Waschen und Ausschutteln dirfen die beschichteten Wells nicht beschadigt
werden. Alle Reagenzien missen daher mit Vorsicht pipettiert werden. Beim Waschvorgang ist es
wichtig, dass alle Wells vollstéandig und gleichméaBig mit Waschpuffer geflllt werden und nach dem
Ausschitteln kein Rickstand an Flussigkeit zurtickbleibt.

Feuchtigkeit beeinflusst die beschichteten Wells/Réhrchen. Verpackung nicht 6ffnen bevor
Raumtemperatur erreicht ist. Nicht benétigte Wells/Réhrchen sofort in den wiederverschlieBbaren Beutel
mit Trockenmittel zurliickgeben.

TESTVORBEREITUNGEN

10.1. Vorbereitung lyophilisierter oder konzentrierter Komponenten

Ver-

Verd./ . . Haltbark
rekonst. Komponente Diluent h:il: Bemerkungen Lagerung eit
15mL Waschpuffer 3ogdm|_ bidest. Wasser | 1:20 Grindlich mischen. 2-8°C 4w

10.1. Probenverdiinnung

Proben, bei denen eine Konzentration tGber dem hdchsten Standard erwartet wird, miissen mit Standard A
verdlinnt werden.
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11. TESTDURCHFUHRUNG

1. |Je 25 pL von jedem Standard, jeder Kontrolle und Probe in die entsprechenden Wells der
Mikrotiterplatte pipettieren.

2. |Je 200 pL Enzymkonjugat in jedes Well pipettieren.

3. | Platte mit Haftklebefolie abdecken. Platte vorsichtig schitteln. 60 min bei RT (18-25°C) inkubieren.
4. | Folie entfernen. Inkubationslésung verwerfen. Platte 3 x mit je 250 uL verdinntem Waschpuffer
waschen. Restliche Flussigkeit auf Papiertichern ausklopfen.

5. | Substrat- und Stopplésung mdéglichst mit einer 8-Kanal-Pipette pipettieren und Substrat- und
Stopplésung in denselben Zeitintervallen zugeben. Mit positivem Vorhub pipettieren, um die Bildung
von Luftblaschen zu vermeiden.

6. |Je 100 pL TMB Substratlésung in jedes Well pipettieren.

7. |30 min bei RT (18-25°C) inkubieren.

8. | Die Substratreaktion durch Zugabe von 100 pL TMB Stoppldsung in jedes Well stoppen. Platte
kurz schutteln.

9. |Die optische Dichte mit einem Photometer bei 450 + 10 nm (Referenzwellenlange: 600-650 nm)
innerhalb 30 min nach dem Pipettieren der Stopplésung messen.

12.  QUALITATSKONTROLLE

Die Testergebnisse sind nur glltig, wenn der Test gemaR der vorliegenden Arbeitsanleitung abgearbeitet
wurde. Ferner muss der Anwender die GLP- Regeln (Good Laboratory Practice) und andere einschlagige
Normen und Gesetze beachten. Alle Kit-Kontrollen missen innerhalb der Akzeptanzbereiche, die auf den
Etiketten angegeben sind, gefunden werden. Wenn die Kriterien nicht erfillt sind, sind die Ergebnisse
ungultig und der Test sollte wiederholt werden. Jedes Labor sollte dartber hinaus eigene bekannte Proben
als weitere Kontrollen mitfGhren.

Es wird empfohlen, an den einschlagigen Ringversuchen teilzunehmen.

Bei Abweichungen sind die folgenden Fehlermdglichkeiten zu Uberprifen: Haltbarkeit der (vorbereiteten)
Reagenzien, Lagerungsbedingungen, Pipetten, Gerate und Hilfsmittel, Inkubationsbedingungen und
Waschmethoden.

13. TESTAUSWERTUNG

Die erhaltenen OD der Standards (y-Achse, linear) gegen deren Konzentration (x-Achse, logarithmisch)
auftragen, entweder auf semi-logarithmischem Papier oder durch ein entsprechendes Computerprogramm.
Bei Verwendung eines Computerprogramms werden die Cubic-Spline-Methode, 4-Parameter-Analyse (lin-
log) oder Logit-Log-Berechnung empfohlen.

Zur Berechnung der Standardkurve sollten alle Werte der Standards verwendet werden (bei Doppelwerten
kann ein offensichtlicher AusreiBerwert eliminiert und stattdessen der plausiblere Einzelwert verwendet
werden).

Die Konzentrationen der Proben kdnnen von der Standardkurve abgelesen werden.

Proben, die oberhalb des héchsten Standards gemessen werden, missen wie in TESTVORBEREITUNGEN
beschrieben verdinnt und erneut analysiert werden.

Umrechnung:

17-OH-Progesteron (ng/mL) x 3.03 = nmol/L

Typische Standardkurve oD 450 nm

(Beispiel. Nicht zur Testauswertung verwenden!)

Standard | 17-OH-Progesteron | Mittelwert OD/ODmax T
(ng/mL) oD (%) 1.500 L o
A 0.00 1.487 100.00 T \m
B 0.15 1.276 85.80 1000 7 q
C 0.50 1.015 68.30
D 1.50 0.691 46.50 0.500 1 b
E 3.00 0.496 33.30 0.000 I I WL
F 7.50 0.274 18.40 001 04 1 10 100
G 20.00 0.152 10.20 ' !
17-OH-Progesterone (ng/mL)
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14. NORMWERTE

Therapeutische Konsequenzen sollten nicht allein aufgrund der mit diesem Test ermittelten Werte getroffen
werden, sondern nur unter BerUcksichtigung aller klinischen Beobachtungen und weiterer diagnostischer
Mittel.

Augenscheinlich gesunde Spender zeigten die folgenden Normwerte:

17-OH-Progesteron (ng/mL
female male

Phase Mlttﬁlwe Bereich N M'ttﬁlwe Bereich N
Follikelphase 0.51 0.3-1.0 16

Lutealphase 0.96 0.2-29 16

nach ACTH-Stimulation 1.4 <3 17 0.75 0.05-1.6 48
thwangerschaft (3. 91 1.8-20.0 52

Trimester)

Jedes Labor sollte unter Bertiicksichtigung regionaler Gegebenheiten eigene Normalwertbereiche erstellen.

15. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die folgenden Blutbestandteile haben bis zu der angegebenen Konzentration keinen signifikanten Einfluss
auf die Testergebnisse (+/- 20 %):

Hamoglobin 8.33 mg/mL
Bilirubin 0.33 mg/mL
Triglyceride 0.25 mg/mL
16. TESTCHARAKTERISTIKA

Substanz Kreuzzs/a)knwtat

170-OH-Pregnenolon 1.7
Analytische Spezifitat Progesteron 1.4 Kreuzreaktivitat aller anderen
(Kreuzreaktivitat) 11-Desoxy-Cortisol 1.3 getesteten Substanzen < 0.001 %

Desoxy-Corticosteron 0.12

Cortisol 0.013

Pregnenolon 0.012
Analytische Sensitivitat | o3 i | Mittieres Signal (Nullstandard) - 25D
(Nachweisgrenze)
Prazision Bereich (ng/mL) VK (%)

Intra-Assay | 2.44-11.41 2.8-4.9
Inter-Assay 0.26 —5.74 58-9.2
Bereich (ng/mL) Héchste Bereich (%)
Linearitat Verdlnnungsstufe
1.56 —9.23 1:16 80-120

Wiederfindung M|ttel1\/\6e1rt (%) B%?[CTZ(:A) % Wiederfindung nach Spiken
Methodenvergleich o
versus GCMS IBL-Assay = 1.31 x GCMS - 0.45 r=0.94;n=22
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Symbols / Symbole / Symbdles / Simbolos / Simbolos / ZUpBoAa

Cat.-No.: / Kat.-Nr.: / No.- Cat.: / Cat.-No.: / N.2 Cat.: / N.-Cat.: / ApiBu6g-Kar.:

Lot-No.: / Chargen-Bez.: / No. Lot: / Lot-No.: / Lote N.%: / Lotto n.: / ApiBudg -Mapaywyn:

Use by: / Verwendbar bis: / Utiliser a: / Usado por: / Usar até: / Da utilizzare entro: /
XpnaolyoTrolgital aTrd:

No. of Tests: / KitgréBe: / Nb. de Tests: / No. de Determ.: / N.® de Testes: / Quantita dei tests: /
ApIBubg eCeTdoewy:

Lyophilized / Lyophilisat / Lyophilisé / Liofilizado / Liofilizado / Liofilizzato / Auo@iAlaopévo

In Vitro Diagnostic Medical Device. / In-vitro-Diagnostikum. / Appareil Médical pour Diagnostics In
Vitro. / Dispositivo Médico para Diagnéstico In Vitro. / Equipamento Médico de Diagnéstico In
Vitro. / Dispositivo Medico Diagnostico In vitro. / laTpikr) cuokeun yia In-Vitro Aidyvwon.

Evaluation kit. / Nur fir Leistungsbewertungszwecke. / Kit pour évaluation. / Juego de Reactivos
para Evaluacié. / Kit de avaliacdo. / Kit di evaluazione. / Kit A§loAdynaong.

Read instructions before use. / Arbeitsanleitung lesen. / Lire la fiche technique avant emploi. /
Lea las instrucciones antes de usar. / Ler as instru¢des antes de usar. / Leggere le istruzioni
prima dell'uso. / AiaBdaaoTe 11 0dnyieg TpIV TNV XPAON.

CONC| |Concentrate / Konzentrat / Concentré / Concentrar / Concentrado / Concentrato / Zuptrukvwpua
)
]

Keep away from heat or direct sun light. / Vor Hitze und direkter Sonneneinstrahlung schiitzen. /
= | Garder a I'abri de la chaleur et de toute exposition lumineuse. / Manténgase alejado del calor o la
2N\ |luz solar directa. / Manter longe do calor ou luz solar directa. / Non esporre ai raggi solari. / Na
QUAGOCETOI JaKPIA atrd BepudTNTA KOl AUECN ETTAPA PE TO QWG TOU nAiou.

OTOUG:

/ﬂ/ Store at: / Lagern bei: / Stocker a: / Alimacene a: / Armazenar a: / Conservare a: / ATrobrikeuon

Manufacturer: / Hersteller: / Fabricant: / Productor: / Fabricante: / Fabbricante: / Mapaywydg:

/f\ Caution! / Vorsicht! / Attention! / jPrecaucién! / Cuidado! / Attenzione! / Mpocoxn!

Symbols of the kit components see MATERIALS SUPPLIED.
Die Symbole der Komponenten sind im Kapitel KOMPONENTEN DES KITS beschrieben.
Voir MATERIEL FOURNI pour les symbdles des composants du kit.
Simbolos de los componentes del juego de reactivos, vea MATERIALES SUMINISTRADOS.
Para simbolos dos componentes do kit ver MATERIAIS FORNECIDOS.
Per i simboli dei componenti del kit si veda COMPONENTI DEL KIT.
MNa Ta cUPPOAa Twv CUCTATIKWY Tou KIT cupBouleuTteite To NMAPEXOMENA YAIKA.

IBL AFFILIATES WORLDWIDE

. Tel.: +49 (0) 40 532891 -0 Fax:-11
“ ::B|LII- Ln;]%r:;:msgap{ cI;DmZZgSS Hamburg, German E-MAIL:  IBL@IBL-International.com
9 ] ’ 9 y WEB: http://www.|BL-International.com
Tel.: +31570-66 15 15 Fax:-60 73 86
“ IZE:JIt_pIP?eexseg\}veergBSIg.NL-7418 AH Deventer, The Netherlands = MAIL:  IBL@IBL-International.com
’ ’ WEB: http://www.|BL-International.com
Toll free:  +1 (866) 645 -6755
IBL - Transatlantic Corp. Tel.: +1 (416) 645 -1703 Fax:-1704
288 Wildcat Road, Toronto, Ontario M3J 2N5 E-MAIL: IBL@IBL-Transatlantic.com
WEB: http://www.IBL-Transatlantic.com

LIABILITY: Complaints will only be accepted in written and if all details of the test performance and results are included (complaint form available
from IBL or supplier). Any modification of the test procedure or exchange or mixing of components of different lots could negatively affect the results.
These cases invalidate any claim for replacement. Regardless, in the event of any claim, the manufacturer’s liability is not to exceed the value of the
test kit. Any damage caused to the kit during transportation is not subject to the liability of the manufacturer.
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