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Skladovani pfi 2 - 30°C

Reagencie pro méfeni koncentrace kyseliny
5-hydroxyindoloctové.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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PRINCIP METODY
Produkty tryptofanového metabolismu ve vzorku jsou zachyceny
neutralni pryskyfici. Serotonin (5-HT) a 5-hydroxytryptofan (5-HTP)
jsou eluovany spole¢né v prvni fazi a poté 5-hydroxyindoloctova
kyselina (5-HIAA). Tyto metabolity jsou kvantitativné stanoveny
spektrofotometricky jako komplex vznikly reakci s 1-nitroso-2-
naftolem2.

OBSAH A SLOZENI

1. Reagencie. 1 x 500 mL. Kyselina chlorovodikova 0,1 mol/L.
VAROVANI: H315: ZpGsobuje podrazdéni kb(ze. H319:
ZpUsobuje vazné podrazdéni oc¢i. H290: Muze byt korozivni pro
kovy. P305+P351+P338: PRI ZASAZENI OCI: Opatrné& nékolik
minut vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, pokud jsou
pritomny a Ize je snadno odstranit. Pokracujte ve vyplachovani.
P332+P313: Pfi podrazdéni klze: Vyhledejte I|ékafskou
pomoc/opatfeni. P390: Absorbujte rozlité latky, aby nedoslo k
poskozeni materialu.

2. Reagencie. 1 x 200 mL. Amoniak 20 mmol/L.

3. Mikrokolony. 2 x 20. Obsahuji pfesné navazené mnoZstvi
pufrované neutralni pryskyfice.

A. Reagencie. 1 x 100 mL. Kyselina sirova 1 mol/L.
Varovani : H315 — Drazdi kuzi.H319 — Zpuasobuje vazné
podrazdéni o&i.P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI:
Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni
CoCKky, jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno.
Pokracujte ve vyplachovani.P332 + P313 — Pri podrazdéni kuze:
Vyhledejte Iékarskou pomoc/osetreni.

B. Reagencie. 1 x 100 mL. 1-Nitroso-2-naftol 6 mmol/L, etanol
99%.
Nebezpeci : H225 — Vysoce horlava kapalina a pary.
P420 — Skladujte oddélené od ostatnich materiald.

C. Reagencie. 1 x 5 mL. Dusitan sodny 0,7 mol/L.
Varovani : H302 — Zdravi $kodlivy pfi poZiti. H411 — Toxicky pro
vodni organismy, s dlouhodobymi ucinky.P330 — Vyplachnéte
usta.P301 + P312 — PRI POZITI: Necitite-li se dobre, volejte
TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO
P391 — Unikly produkt seberte.

D. Reagencie. 1 x 280 mL. Dichloretan.
Nebezpeci :H225 — Vysoce hoflava kapalina a pary.H302 —
Zdravi skodlivy pfi poZiti.H315 — Drazdi kazi. H319 — Zpusobuje
vazné podrazdéni oci.H335 — Muze zpisobit podrazdéni
dychacich cest.H350 — Muze vyvolat rakovinu P210 — Chrarite
pfed teplem/jiskrami/otevienym plamenem/horkymi povrchy. —
Zakaz koureni. P261 - Zamezte vdechovani
prachu/dymu/plynu/mlhy/par/aerosold.
P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut
opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li
nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve
vyplachovéni. P308 + P313 — PRI expozici nebo podezieni na ni:
Vyhledejte lékarskou pomoc/oSetieni. P420 — Skladujte
oddélené od ostatnich materiald.

S. Standard. 7 x 20 ml. Serotoninhydrochlorid 55,6 mg/L to je

ekvivalent ke kyseliné 5-hydroxyindoctové 50 mg /| = 261 umol / I,

kyselina chlorovodikova 0,1 mol / |, stabilizator. Vodny primarni

standard.

SKLADOVANI
Skladujte pfi 2-30 °C.
Reagencie a standard jsou stabilni do data expirace uvedeného na
Stitku, jestlize jsou skladovany uzavfené a je zabranéno kontaminaci

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI
Dodrzujte bézna opatfeni pozadovana pro manipulaci se vSemi
laboratornimi reagenciemi. Pro profesionalni uzivatele je na vyzadani
k dispozici bezpec€nostni list. Likvidace veSkerého odpadniho
materialu by méla byt v souladu s mistnimi smérnicemi.
Jakykoli vazny incident, ktery by mohl nastat v souvislosti se
zafizenim, musi byt oznamen spole¢nosti BioSystems S.A

PRIDAVNA ZARIZENI
- Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 540 nm (510-570)
- Stolni centrifuga

VZORKY
Moc¢. 24 hodinovy vzorek odebrany standardnim postupem, ktery byl
uchovan pfi 2-8°C a stanoven do 24 h od odbéru.
Vzorek mize byt skladovan maximalné 15 dni pfi 2-8°C, nebo 1
meésic pfi - 20°C, jestlize bylo upraveno pH na 3-6 koncentrovanou
kyselinou chlorovodikovou. Vzorek pred testovanim odstfedte nebo
prefiltrujte.

POSTUP
Chromatograficka separace
1. Odstraiite jako prvni horni uzavér (3) a poté spodni uzavér
kolony. Pomoci okrouhlého konce pipety zatlaéte horni filtr
smérem doll k povrchu pryskyfice tak, abyste ji pfili§ nestlagili.
Ponechte kapalinu volné protékat kolonou ven. (Pozn.1)

2. Pridejte do kolony:

Reagencie (1) 2,0 mL Ponechte volné protékat ven
Vzorek 2,0 mL Ponechte volné protékat ven
Reagencie(1) (Pozn.2) 10,0 mL Ponechte volné protékat ven
Reagencie (2) 1,0 mL Ponechte volné protékat ven

3. Kolonu umistéte nad centrifugaéni Sroubovaci zkumavku
(o objemu 10 ml) a pipetujte:
Reagencie (2)

2,0mL Sbirejte eluat

4. Poradné promichejte.

Kolorimetrie

5. Pipetujte do oznatené 10 mL Sroubovaci centrifugacni
zkumavky:
Blank Standard Vzorek
— — Eluat
Reagencie (2) 2,0 mL 1,5 mL —
Standard (S) — 0,5mL —
Reagencie (A) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Reagencie (B) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Reagencie (C) 1 kapka 1 kapka 1 kapka

6. Poradné promichejte a ponechte 10 minut stat v klidu pfi
pokojové teploté (15-30°C), pak pfidejte:
Reagencie (D) ‘ 3,0 mL

3,0mL 3,0mL

7. Uzavifené zkumavky 10 sekund poradné promichej na mixeru
a pak 2 minuty centrifuguijte pfi 3000 ot./min.

8. Odectéte absorbance (A) vrchni faze vzorku a standardu
proti blanku pfi 540 nm.(Poznamka 3)

v pribéhu jejich uZivani. VYPOGET
Znamky zhorseni kvality: Koncentrace 17-OH ve vzorku se vypog&ita:
—Reagencie: Pfitomnost srazeniny, zakalu, absorbance blanku nad

0,060 pfi 540 nm (1 cm kyveta). A sample VE Vstc 1
— Mikrokolony: Nepfitomnost pufru nad krycim diskem pryskyfice. X X X CsTX =C Sample

A Standard Vs Vec Rec
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Objem vzorku (Vs) je 2 mL, objem eluatu (Ve) je 2 mL, objem eluatu
pfi kolorimetrii (Vec) je 2 mL, objem Standardu pfi kolorimetrii (Vsic) je
0,5 mL, koncentrace Standardu (Cs;) je 50 mg/L nebo 261 ymol/L a
prameérna vytéznost (Rec) je 0,87.

Nasledujici vzorec je pro vypocet koncentrace:

Avzorku x 14,4 = mg/L 5-HIAA

A Standardu X 75,1 = ymol/L 5-HIAA

Mnozstvi 5-HIAA ve 24 h vzorku moce se vypogita:

mg/L mg/24 h
X VMogera h (L) =

pmol/L umol/24 h

REFERENCNi HODNOTY
Mog?: 2 - 6 mg/24-h = 10,4- 31,2 umol/24h
Tyto hodnoty® jsou pouze orientaéni; Kazda laboratof by si méla
stanovit sva vlastni normaini rozmezi.

KONTROLA KVALITY
Pro ovéfeni spravnosti méfeni se doporucuje pouzit Kontrolni mo¢
(kod. 18036 a 18037). Kazda laboratof by si méla stanovit svoji
vlastni vnitfni kontrolu kvality a postupy pro napravna jednani,
jestlize kontroly nejsou v toleranénim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
- Detekéni limit: 0,9 mg/L = 4,9 pmol/L.
- Linearita: 200 mg/L = 1.050 pmol/L. Pfi vySSich hodnotach zfedte
vzorek 1/2 destilovanou vodou a opakujte méfeni.

- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

Prdmérna koncentrace CVv n

1,5 mg/L = 8,1 umol/L 52% 25
12,9 mg/L = 67,9 ymol/L 3.6 % 25

- Reprodukovatelnost (run to run):
Primérna koncentrace CV n
1,5 mg/L = 8,1 umol/L 7,7 % 25

12,9 mg/L = 67,9 pmol/L 72 % 25

- Citlivost: 11,98 mA.L/mg = 2,29 mA.L/umol.

— Spravnost: Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly
systematické rozdily pfi porovnani teoretickymi hodnotami.
Podrobnosti o porovnavaci zkouSce jsou k dispozici na vyzadani.

- Interference: Né&které potraviny, jako jsou banany, ananasy,
avokada, kiwi, Svestky, rajCata, viaSské ofechy a Cokolada zvySuji
vylu€ovani 5-HIAA. Proto by se nemély jist 3-4 dny pfed odbérem
vzorku. Léky a dalsi latky mohou interferovat*.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
5-hydroxindoloctova kyselina (5-HIAA) je koneénym produktem
tryptofanového metabolismu a je vylu¢ovana moci. Je vysledkem
stalé oxidativni deaminace serotoninu (5-hydroxytryptaminu).
Serotonin, silny stimulant hladkého svalstva je produkovan ve
velkém mnozstvi karcinoidnimi tumory a proto se vysoké hladiny 5-
HIAA nachazeji v moci pacientd s témito tumory®*.

Klinicka diagn6za by neméla byt stanovena jen na zakladé vysledku
jednoho testu, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni udaje.

POZNAMKY
1. Nékdy se ve vrstvé pryskyfice mohou objevit tmavé ¢astice.
Jejich vyskyt neovliviiuje stanoveni.
2. Volitelné vymyti serotoninu: (ziskany vysledek bude pouze
orientaéni).
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Po aplikaci vzorku pipetujte do kolony:

Reagencie (1) 4,0 mL Ponechte volné protékat ven
Reagencie (1) 6,0 mL Sbirejte eluat
Chromatograficka separace muze pokracovat pfidanim reagencie
2 (pro ziskani 5-HIAA eluatu).
Protfepejte eluat (obsahujici serotonin a 5-hydroxytryptofan),
napipetujte 2 ml do 10 ml centrifugac¢ni zkumavky se Sroubovacim
vickem a pokracujte kolorimetrii tak, jak je popsano pro stanoveni
5-HIAA.
Koncentrace Serotoninu+ 5-hydroxytryptofanu se vypocita podle
vzorce:

A vzorku x 45,4 = mg/L Serotoninu

A standardu x 258 = pmol/L Serotoninu

3. Jestlize se v horni fazi eluatu objevi zakal, odstrarite tuto ¢ast,

pfidejte kousek bezvodého siranu sodného, protfepejte
a odstiedte.

4. Pozn. distributora: Dlouhodobé uskladnéni kolonek vede
k utlaéeni pryskyfice a tim i ke zpomaleni pratoku kapaliny pres
pryskyfici. Pro obnovu funkce obratte kolonu pfed stanovenim na
10 minut tak, aby se pryskyfice pfesypala. Poté kolonu umistéte do
pracovni polohy a pryskyfici nechte usadit.
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Vzhledem kmozné inovaci vyrobku Vam  doporucujeme
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porovnanim podle identifikaniho €isla navodu uvedeném v zapati.
Originalni navod, LOT certifikat a bezpec€nostni listy jsou k dispozici
na internetové adrese: https://einfo.bio a na: www.jktrading.cz

Vyhradni distributor:

CR: JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha 5,
tel.: +420 257 220 760

SK: JK-Trading spol.s.r.o., Dlha 43, 900 31 Stupava,

tel.: + 421 264 774 591, jk-trading@jk-trading.sk
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CR : Toxikologické informaéni stredisko (TIS), klinika pracovniho
lékafstvi VFN a LF UK,
tel.: +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK : Toxikologické informaéné centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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