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SKLADOVANI PRI 15-30°C

Reagenty pro méfeni koncentrace 17-ketosteroidd
Pouze pro laboratorni in vitro diagnostiku

17-KETOSTEROIDY

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

17-KETOSTEROIDY

Chromatografie-spektrofotometrie
ZIMMERMANN

PRINCIP METODY

Vzorek po hydrolyze v kyselém prostfedi nésledné prochdzi neutrainim
ionexem (pryskyfice), kde jsou 17-ketosteroidy zachyceny. Hydrofilni a
fenolické interference jsou odstranény vymytim a 17-ketosteroidy jsou poté
eluovany. Jejich mnozZstvi se stanovuje spektrofotometricky na zakladé
Zimmermanovy reakce'?.

OBSAH A SLOZENi

1.Reagent. 1 x 5 mL. Hexametylenetetramin 0,7 mol/L, azid sodny 0,5 g/L.

Skodlivy (Xn): R42/43: Mcze zplsobit podrézdéni pfi inhalaci nebo pii

styku s pokozkou. S18-24-28.1: Manipulujte a otevirejte nadobky s

opatrnosti. Zabrarite styku s pokoZkou. Potfisnénou pokozku oplachnéte

pod tekouci vodou.

2.. Reagent. 1 x 500 mL. Hydroxid draselny 1 mol/L v etanolu 3,4 mol/L.

Korozivni (C): R35: Zplsobuje véziné popaleniny. S26-36/37/39-45:

V pfipadé kontaktu s o¢ima, vyplachnéte je neprodlené pod tekouci vodou

a vyhledejte lékarskou pomoc. Pri manipulaci se doporucuje nosit vhodny

ochranny odév, rukavice a ochranny obliCejovy S§tit. V pfipadé nehody,

nebo kdyz se necitite v pofadku, vyhledejte okamZité lekarskou pomoc.

3. Reagent. 1 x 250 mL. Bezvody etanol 99% (analyticka tfida).

Vysoce hoflavy (F): R11: S7: Skladujte nadobu pevné uzavienou. S16:

Zabrafite kontaktu s otevienym ohném — nekurte.

4. Mikrokolony. 2 x 20. Obsahuji pufrovanou neutralni pryskyfici.

A. Reagent. 2x po 20 mL. m-Dinitrobenzen prach 60 mmol/L v etanolu,
po rozpusténi.

Velmi toxicky (T+), Nebezpecny pro Zivotni prostfedi (N): R26/27/28-33-

50/53: Velmi toxicky pfi inhalaci, kontaktu s pokoZkou a pfi poZiti.

Nebezpeci kumulativniho efektu. Velmi toxicky pro vodni organismy. MizZe

zplsobit dlouhodobé nepfiznivé podminky vodniho prostfedi. S28.1-36/37-

45-60-61: Pri kontaktu s pokozkou ji okamZité oplachnéte pod tekouci

vodou. Pii manipulaci se doporucuje nosit vhodny ochranny odéy,

rukavice. V pfipadé nehody, nebo kdyz se necitite v pofadku, vyhledejte

okamZité lékafskou pomoc. Tato latka se nesmi vylévat do odpadu a

nesmi se odstrariovat do béZného Zivotniho prostfedi. Pro likvidaci pouzijte

specidlni instrukce v bezpecnostnich  listech - kdispozici na
www.jktrading.cz

B. Reagent. 1 x 90 mL. Hydroxid draselny 9 mol/L.

Korozivni (C): R22-35: Skodlivy pfi poZiti. Zplsobuje riizné popéleniny.
§26-36/37/39-45:  V pfipadé kontaktu s ocima, vyplachnéte je
neprodlené pod tekouci vodou a vyhledejte lékarskou pomoc. Pri
manipulaci se doporucuje nosit vhodny ochranny odév, rukavice.
V pfipadé nehody, nebo kdyZz se necitite v pofadku, vyhledejte
okamZité lékafskou pomoc.

C. Reagent. 1 x 230 mL. Dichlormetan 99%.

Skodlivy (Xn): R40: Mozné nebezpedi nevratného poskozeni. $23.2-24/25-

36/37: Nedychejte vzniklé vypary. Zabrarite kontaktu s pokoZkou a o¢ima.

Pri manipulaci se doporucuje nosit vhodny ochranny odév, rukavice.

S. Standard. 1 x 5 mL. Dehydroepiandrosteron (DHEA) 1000 mg/L =
3470 umoliL, etanol. Zakladni standard.

Vysoce horlavy (F): R11 . S7: Skladujte nddobu pevné uzavienou. S16:

Zabrarnite kontaktu s otevienym ohném — nekurte.

SKLADOVANI

Skladujte pfi 15-30°C. Reagenty jsou stabilni do data expirace uvedené na
§titku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je zabranéno kontaminaci
v priibé&hu jejich uzivani.

Znamky zhorseni kvality:

— Reagenty: Pfitomnost sraZeniny, zakalu, absorbance reagent blanku
nad 0,100 pfi 520 nm.

— Mikrokolony (4): Nepfitomnost pufru nad krycim diskem pryskyfice.

PRIDAVNE REAGENCIE

—Koncentrovana kyselina chlorovodikova (analyticka kvalita).

PRIPRAVA REAGENCII

Reagent A: Rozpustte suchy prasek ve 20 mL reagentu 3. Stabilita 2
mésice pfi 2-8°C.

Toxicky (T), Viysoce hoflavy (F): R11: Vysoce hoflavy. R23/24/25: Velmi
toxicky pfi inhalaci, kontaktu s pokoZkou a pfi poZiti. R52/53: Velmi toxicky
pro vodni organismy. Muze zpdsobit dlouhodobé nepfiznivé podminky
vodniho prostfedi. Skladujte nadobu pevné uzavienou. S16: Zabrarite
kontaktu s otevienym ohném - nekurte. Pii kontaktu s pokozkou ji
okamzité oplachnéte pod tekouci vodou. Pfi manipulaci se doporucuje
nosit vhodny ochranny odév, rukavice. V pfipadé nehody, nebo kdyz se
necitite v pofadku, vyhledejte okamZité Iékarskou pomoc.

PRIDAVNA ZARIZENI
— Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 520 nm (515-525)
— Termostaticka vodni lazen
— Varna vodni lazen
— Stolni centrifuga

VZORKY

Mo¢. 24 hodinovy vzorek odebrany standardnim postupem. Vzorek mlze
byt skladovan maximainé 15 dni pfi 2-8°C, nebo 1 mésic pfi -20°C, jestlize
je upraveno pH na 3-6 koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. Vzorek
pfed testovanim odstfedte nebo Zfiltrujte.

POSTUP
Pouzijte pouze mikrokolony (4) a reagent (2) ze stejné Sarze !
Hydrolyza vzorku:
1. Pipetujte do zkumavky:
Vzorek 5,0mL
Koncentrovana HCI 1,0 mL
Reagent (1) 1 kapka

2. Dikladné promichejte a inkubujte zkumavku v horké vodni lazni po
dobu 10 minut. Pak zkumavku ochladte pod tekouci vodou. ( Pozn. 1)

Chromatograficka separace

3. Odstrante jako prvni horni uzavér (4) a poté spodni uzavér kolony.
Pomoci okrouhlého konce pipety zatlatte homi filtr smérem dold
k povrchu pryskyfice tak, abyste ji pfili§ nestlacili. Ponechte kapalinu
volné protékat kolonou ven.

4. Nalejte obsah zkumavky (hydrolyzovany vzorek) do kolony a ponechte
kapalinu volné protékat kolonou ven.

5. Pridejte do kolony:

Destilovana voda 2,0mL ponechte volné protékat ven
Reagent (2) 10,0 ml ponechte volné protékat ven
Destilovana voda 2,0mL ponechte volné protékat ven
Reagent (3) 4,0 mL zachytte eluat

6. Eluat dikladné promichejte.



Kolorimetrie:
7. Pipetujte do oznagenych centrifugacnich zkumavek se Sroubovacim

uzaverem:
Blank Standard Vzorek
Eluat O O 1,0 mL
Reagent (3) 1,0mL 1,0mL |
DHEA Standard | 25 L O
Reagent (A) 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Reagent (B) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

8. Dukladné promichejte, uzavfete a inkubujte 25 min pfi 25°C nebo 60
min. pfi 2-8°C. Potom pfidejte:

[ Reagent(C) | 25mL | 25mL | 2,5mL

9. Ddikladné promichejte a centrifugujte 5 min pfi 3000 ot./min.
10. Odectéte absorbanci (A) vrchni faze vzorku a standardu proti blanku pfi
520 nm (Pozn&mka 2 a 3).

VYPOCET
Koncentrace 17-KS ve vzorku se vypocita podle vztahu:
A vzorku Ve Vsic c
o X = C vzorku
A Standardu X VS X VEC X Vaork

Objem vzorku (Vs) je 5 mL, objem eluatu (V) jsou 4 mL, objem eluatu pfi
kolorimetrii (Vec) je 1 mL, objem Standardu pfi kolorimetrii (Vstc) je 0,025
mL, koncentrace Standardu (Cst) je 3,470 pmol/L (1000 mg/L) a priméma
vytéznost (Rec) je 0,88. Nasledujici vzorec je pro vypocet koncentrace:

A Vzorku X 22,7 = mg/L 17-KS

A Standardu

x 78,9 = pmol/L 17-KS

MnoZstvi 17-KS ve 24 h vzorku moce se vypodita:

mg/L 17-KS mg 17-KS/24 h
X Vmozei2an (L) =
umol/L 17-KS umol 17-KS/24 h
REFERENCNi HODNOTY
Zeny: 6 - 14 mg/24h - 21 - 49 pmol/24h
Muzi: 10 - 25 mg/24h - 35 - 87 pumol/24h

Tyto hodnoty? jsou pouze orientaéni; Kazda laboratoi by si méla stanovit
sva vlastni normalini rozmezi.

KONTROLA KVALITY

Pro ovéfeni spravnosti méfeni se doporu€uje pouzit Kontrolni mo¢ (kéd.
18036 a 18037). Kazda laborator by si méla stanovit svoji viastni vnitfni
kontrolu kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleran¢nim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
— Detekéni limit; 2,85 mg/L = 9,9 umol/L.
- Linearita: do 173 mg/L = 600 pmol/L. Pfi vy8Sich hodnotach zfedte
vzorek 1/2 destilovanou vodou a opakujte méfeni.

- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

Priméma koncentrace CV n
4,32 mg/L = 15 pmol/L 52% 25
25,65 mg/L = 89 pumol/L 6,6 % 25

- Reprodukovatelnost (run to run):
Primérma koncentrace CV n
4,32 mg/L = 15 pmol/L 4,0 % 25
25,65 mg/L = 89 pumol/L 6,0 % 25

- Citlivost: 12,25 mA/mg = 3,52 mA/umol.
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- Spravnost:Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly systematické
rozdily pfi porovnani s teoretickymi hodnotami. Podrobnosti o
porovnavaci zkousce jsou k dispozici na vyzadani.

— Interference: Nékteré potraviny, Iéky a dal3i latky mohou interferovat?.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

17-ketosteroidy jsou metabolity latek vyluGovanych adrendlnimi Zldzami,
varlaty a do znaéné miry i vajecniky. Jsou charakterizovany ketoskupinou
na uhliku 17 a jsou vyluGovany moéi. U muzu je pfiblizné 2/3 celkovych
mocovych 17-KS vytvoreno z adrenalnich Zlaz, zatimco u Zen jsou tvoreny
vyluéné z adrenalnich Zlaz. Méfeni steroidnich metabolitt je duleZité pro
uréeni adrenalni androgenni produkce. Snizené hodnoty 17-KS se
vSeobecné naléza u muzl s primarnim hypogonadismem (Klinifelteriv
syndrom, kastrace), se sekundamim hypogonadismem
(panhypopituitarismus) a u Zen s hypofiznim hypoadrenalismem
(Addisonova nemoc)®. ZvySené hodnoty se nalézaji u pacienti s
testikularnimi  tumory (intersticiélni buné&cny nédor, chorioepiteliomie)
adrendlni hyperplasie, adrenalni karcinom, Cushinglv syndrom a u
nékterych zen s nadmémym ochlupenim (hirsutismus)®.

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

POZNAMKY

1.Hydrolyzované vzorky vZdy centrifugujte jestlize obsahuji v&tSi mnoZstvi
precipitatu (napf. mocoveé kontroly).

2.Pokud se zd& byt horni faze kalna, odstraite ji, pfidejte kousek
bezvodého siranu sodného, protiepejte a odstredte.

3.U nékterych vzorkl se u posledniho extraktu mdze pfipadné objevit
tmavé-hnédé zabarveni, které vede kfaleSné zvySenym hodnotam.
Pokud se tak stane, je doporuCeno upravit absorbanci vzorku dle
Talbotovy korekce: Acorr = (As20 — 0,6 X A4zo) / 0,73.

Pozn. Distributora: Dlouhodobé uskladnéni kolonek vede k utladeni

pryskyfice a tim i ke zpomaleni priitoku kapaliny pfes pryskyfici. Pro

obnovu funkce obratte kolonu pfed stanovenim na 10 minut tak, aby se
pryskyfice pfesypala. Poté kolonu umistéte do pracovni polohy a pryskyfici
nechejte usadit.
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