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17-HYDROXYKORTIKOSTEROIDY (17-OH)

Kod 11006 40 Testd

SKLADOVANI PRI 15-30°C

Reagenty pro méfeni koncentrace 17-Hydroxykortikosteroid(
Pouze pro laboratorni in vitro diagnostiku

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

17-HYDROXYKORTIKOSTEROIDY

Chromatograficka-spektrofotometrie
PORTER-SILBER

PRINCIP METODY

Vzorek je upraven kaolinem a po prichodu neutrainim adsorbénim
ionexem (pryskyfice) na koloné jsou 17-hydroxykortikosteroidy (17-OH)
zachyceny. Interferujici Castice jsou na koloné vymyty a 17-
hydroxykortikosteroidy jsou poté kvantitativné stanoveny
spektrofotometricky na zakladé Porter-Silberovy reakce'.

OBSAH A SLOZENI

1. Reagent. 1 x 10 mL. Kyselina sirové 8 mol/L.

Korozivni (C): R35: Zpusobuje vazné popaleniny. S26-36/37/39-45:

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

a vyhledejte lékafskou pomoc. Pfi manipulaci se doporucuje nosit vhodny

ochranny odév, rukavice a ochranny oblicejovy $tit. V pfipadé nehody,

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

2. Reagent. 1 x 90 mL. Fosfore¢fian sodny- pufr 1 mol/L pH 6,6, azid
sodny 15 mmol/L.

3. Reagent. 2 x 20. Aktivovany kaolin. 0,25 g.

Skodlivy (Xn): R20/21/22: Skodlivy pfi inhalaci, kontaktu s kiiZi a pfi pozit.

S22: Nedychejte jeho prach. S24/25: Zabrarite kontaktu s kiZi a ocima.

S36/37/39: Pii manipulaci se doporuéuje nosit vhodny ochranny odév,

rukavice a ochranny oblicejovy §tit.

4. Mikrokolony. 2 x 20. Obsahuji pfesné navazené mnozstvi pufrované
neutralni pryskyfice.

A. Reagent. 3 x 55 mL. Kyselina sirova 15 mol/L.

Korozivni (C): R35: Zplsobuje vazné popaleniny. S26-30-45: V pfipadé
kontaktu s ocima, vyplachnéte je neprodlené pod tekouci vodou a
vyhledejte lékarskou pomoc. Nikdy nepridavejte vodu do tohoto produktu.
V pfipadé nehody, nebo kdyZ se necitite v pofadku, vyhledejte okamZité
lékar'skou pomoc.

B. Reagent. 2 pro 55 mL. Fenylhydrazin prach 6 mmol/L, po rekonstituci.
Toxicky (T), Nebezpecny pro Zivotni prostiedi (N): R23/24/25-36/38-43-45-
48/23/24/25-50-68: Toxicky pfi inhalaci, kontaktu s pokoZkou a pfi poZiti.
Prfi kontaktu miZe zplsobit poskozeni pokozky. Mize vyvolat rakovinové
bujeni. Toxicky: Nebezpeci vazného poSkozeni zdravi ppfi déletrvajici
expozici a pfi inhalaci, kontaktu s pokoZkou a pfi poziti. Velmi toxicky pro
vodni organismy. MdZe zpusobit nevratna poskozeni. S45-53-61:
V pfipadé nehody, nebo kdyz se necitite v pofadku, vyhledejte okamzité
lékafskou pomoc. Po upotfebeni - tato latka se nesmi odstrafiovat do
bézného Zivotniho prostfedi. Pro likvidaci pouzijte specialni instrukce v
bezpecnostnich listech - k dispozici na www.jktrading.cz

S. Standard. 1 x 5 mL. Kortisol 1.000 mg/L= 2.770 umol/L v etanolu.
Vysoce hoffavy (F): R11: Viysoce hoflavy. S7-16: Skladujte nadobu pevné
uzavfenou. Zabrarite kontaktu s otevienym ohném — nekurte.

SKLADOVANI

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

Znamky zhorseni kvality:

— Reagenty: Pfitomnost sraZeniny, zé&kalu, absorbance reagent blanku
nad 0,090 (v 1 cm kyvetg).

— Mikrokolony: Nepfitomnost pufru nad krycim diskem pryskyfic

PRIDAVNE REAGENCIE

— Bezvody etanol (Analytické tfidy).
— Redici pomér lution solvent: Bezvody etanol zfedte nasledovné:
70 mL etanolu + 30 mL destilované vody

PRIPRAVA REAGENCII

Pracovni reagent: Poklepejte na uzavér lahvicky reagentu B, aby se
prach usadil na dné lahvicky. Pak ji oteviete a pfidejte obsah lahvicky
reagentu A. Uzavfete a tfepejte do rozpusténi. Stabilita je 4 mésice pfi 2-
8°C na tmavém misté.

Pracovni standard: Naredte 17-OH Standard (S) 1/6 s Etanolem (1 mL
17-OH Standardu + 5 mL Etanolu). Stabilita je 2 mésice pfi 2-8°C.

PRIDAVNA ZARIZENI
— Spektrofotometr nebo fotometr s filtrem 370, 410 a 450 nm
— Termostaticka vodni lazen
— Stolni centrifuga

VZORKY

Mo¢. 24 hodinovy vzorek odebrany standardnim postupem. Vzorek mize
byt skladovan maximalné 7 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
Pfiprava vzorku:
1. Pipetujte do zkumavky (3):

Vzorek 5,0 mL

Reagent (1) 2 kapky
2. Dukladné 3 minuty protfepejte, pak centrifugujte 5 minut pfi 4000 r.p.m.
3. Nalejte supernatant do centrifugani zkumavky a pfidejte:

Reagent (2) 2,0 mL

4. Promichejte a 5 minut centrifugujte pfi 4000 r.p.m.
Chromatograficka separace (Poznamka 2)

5. Odstrarite jako prvni homni uz&vér a poté spodni uzavér kolony (4).
Pomoci okrouhlého konce pipety zatlate horni filtr smérem dold
k povrchu pryskyfice tak, abyste ji pfili§ nestlacili. Ponechte kapalinu
volné protékat kolonou ven.

6. Nalejte obsah centrifugacni zkumavky do kolony a ponechte kapalinu
volné protékat kolonou ven.



7. Pridejte do kolony ( poznamka 1):

Destilovana voda 10,0 mL
Eluéni ¢inidlo (3) 6,0 mL

Ponechte odtéct pry¢
Sbirejte eluat

Kolorimetrie:

8. Dlkladné eluat promychejte a pipetute do uzaviratelnych
centrifugaénich zkumavek:

Reagent Vzorek
Blank Standard Blank Vzorek
Eluat O O 1,0 mL 1,0 mL
Pracovni Standard | 0,1 mL O g
Eluéni ¢inidlo 1,0mL 0,9 mL O o

9. VloZte zkumavky do ledové |azné a opatrné pridejte:

Reagent (A) O O 1,0mL O
Pracovni Reagent 1,0 mL 1,0 mL o 1,0 mL

10. N&kolikrat zkumavky opatrné protfepejte a ponofte je zpét do ledové
|azné, abyste zabranili pfehrati.

11. Zkumavky uzaviete a inkubujte po dobu 15 minut pii 60°C nebo 90
minut pfi 37°C.

12. Zkumavky ochladte na pokojovou teplotu (15-30°C) a odectéte

absorbanci (A) vzorku proti vzorku blanku a absorbanci standardu proti
reagentu blanku pfi 370, 410 a 450 nm.

VYPOCET
Koncentrace 17-OH ve vzorku se vypogita:
AA Vzorku VE X VStC X C 1 C
X St = 'zorku
DA standardu Vs Vee Rec e
DA se vypocita podle Allenovy korekce?:

AA= 2 X Ag1o - (As7o + Aaso)

Objem vzorku (Vs) je 5 mL, objem eluatu (Ve) je 6 mL, objem eluatu pri
kolorimetrii (Vec) je 1 mL, objem Standardu pfi kolorimetrii (Vstc) je 0,1 mL,
koncentrace Standardu (Cst) je 166,7 mg/L nebo 461,7 umol/L (standard je
nafedén 1/6) a primérna vytéznost (Rec) je 0,664. Nasledujici vzorec je
pro vypodet koncentrace:

AA Vzorku

AA Standardu

x 30,1 =mg/L 17-OH
x 83,4 = pmol/L 17-OH

Mnozstvi 17-OH ve 24 h/ vzorku moce se vypocita:

mglL 17-OH S mg 17-OH/24 h
umollL 17-0n | X Viezen (U= umol 17-OH/24 h
REFERENCNi HODNOTY

Zeny: 2 - 8 mg/24-h =5,5-22,2 umol/24-h
Muzi: 3 - 10 mg/24-h = 8,3 — 27,7 umol/24-h

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

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

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
— Detekéni limit: 1,3 mg/L = 3,4 umol/L.

M11006i-0307

— Linearita; do 72 mg/L = 200 pmol/L. Pfi vy$Sich hodnotach zfedte
vzorek 1/2 destilovanou vodou a opakujte méfeni.

- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

Primérna koncentrace Ccv n
2,8 mg/L =7,8 umol/L 9.3% 25
10,5 mg/L = 29,0 umol/L 9.7% 25
— Reprodukovatelnost (run to run):
Primérna koncentrace cv n
2,8 mg/L =7,8 pmol/L 11,2% 25
10,5 mg/L = 29,0 pmol/L 9,1% 25

— Citlivost: 9,61 mA@/mg = 3,47 mA/umol.

— Spravnost:  Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly
systematické rozdily ve srovnani s teoretickymi hodnotami. Podrobnosti
0 porovnavaci zkousce jsou k dispozici na vyzadani.

— Interference: Nékteré léky a dal$i latky mohou interferovat®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

17-Hydroxyketosteroidy ~ jsou  metabolity ~ steroidnich ~ hormond
z kortisolového  metabolismu. Jsou charakterizovany  hydroxylovou
skupinou na uhliku 17. Jejich produkty jsou vyluovany moci.

Méfeni 17-OH v modi indikuje stupen kortisolu uvolnéného z adrenalniho
kortexu do krve.

Snizené hodnoty 17-OH se nalézaji u Cushingova syndromu jako vysledek
adrendlniho tumoru, tumoru hypofyzy, ektopického tumoru, a ostatnich
pficin jako jsou: obezita, hypertense a téhotenstvi.35

Zvysené hodnoty se nalézaji u Addisonova onemocnéni.?5

Klinickd diagnéza by neméla byt stanovena jen na zakladé vysledku
jednoho testu, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni Udaje.

POZNAMKY

Pozndmka 1. Test je mozné v tomto kroku stanoveni pferusit. Skladujte
v uzaviené zkumavce pfi 2-8°C, maximalné v§ak po dobu 3 dnd.
Poznamka 2: Dlouhé uskladnéni kolonek vede k utladeni pryskyfice a tim i
ke zpomaleni jejich pratoku. Pro obnovu jejich funkce obratte kolonu pred
stanovenim na 10 minut tak, aby se pryskyfice pfesypala. Poté kolonu
umistéte do pracovni polohy a pryskyfici nechejte usadit.
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UPOZORNENI
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