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5-HYDROXYINDOLOCTOVA KYSELINA (5-HIAA)

kod 11010 40 Testd

SKLADOVANI PRI 15-30°C

Reagenty pro méfeni koncentrace 5-hydroxyindoloctové kyseliny
Pouze pro laboratorni in vitro diagnostiku

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

5-HYDROXYINDOLOCTOVA
KYSELINA

Chromatografie-spektrofotometrie

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-naftolem’2.

OBSAH A SLOZENI

1. Reagent. 1 x 500 mL. Kyselina chlorovodikova 0,1 mol/L.

. Reagent. 1 x 200 mL. Amoniak 20 mmol/L.

3. Mikrokolony. 2 x 20. Obsahuji pfesné navazené mnozstvi pufrované
neutraini pryskyfice.

A. Reagent. 1 x 100 mL. Kyselina sirova 1 mol/L.

Drazdivy (Xi): R36/38: Drazdivy pro oc¢i a pokoZku. S26: V pfipadé
kontaktu s o¢ima, vyplachnéte je neprodlené pod tekouci vodou a
vyhledejte lékarskou pomoc. S45: V pfipadé nehody, nebo kdyz se
necitite v pofadku, vyhledejte okamZité Iékafskou pomoc.

B. Reagent. 1 x 100 mL. 1-Nitroso-2-naftol 6 mmol/L, etanol 99%.
Vysoce hoflavy (F): R11: Vysoce hoflavy. S7: Skladujte néadobu
pevné uzavienou. S16: Zabrarite kontaktu s otevienym ohném -
nekurte.

C. Reagent. 1 x5 mL. Dusitan sodny 0,7 mol/L.

Skodlivy (Xn), Nebezpecny pro Zivotni prostiedi (N): R22: Skodlivy pfi
poziti. R51: Toxicky pro vodni organismy. S45: V pfipadé nehody,
nebo kdyZ se necitite v pofadku, vyhledejte okamZité Iékarskou
pomoc. S61: Tato latka se nesmi do bézného odpadu. Pro likvidaci
pouZijte specialni instrukce v bezpecnostnich listech - k dispozici na
www.jktrading.cz

D. Reagent. 1 x 280 mL. Dichloretan.

Viysoce hoflavy  (F), Toxicky (T): R11: Vysoce hoflavy. R22: Skodlivy
pfi poZiti. R36/37/38: draZdi oci, dychaci cesty a pokoZku. R45: Mize
vyvolat rakovinu. S45: V pfipadé nehody, nebo kdyZz se necitite
v poradku, vyhledejte okamZité lékafskou pomoc. S53: . Pro likvidaci
pouZijte specialni instrukce v bezpecnostnich listech - k dispozici na
www.jktrading.cz

S. S. Standard. 1 x 20 mL. Serotonin 46,1 mg/L ekvivalentni 50 mg/L =
261 pmol/L 5-HIAA, Kyselina chlorovodikova 0,1 mol/L, stabilizator.
Vodny primami standard.

SKLADOVANI

Skladujte pfi 15-30°C. Reagenty a standard jsou stabilni do data expirace

uvedeného na Stitku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je zabranéno

kontaminaci v pribéhu jejich uzivani.

Znamky zhorseni kvality:

— Reagenty: Pfitomnost srazeniny, zakalu, absorbance reagent blanku
nad 0,060 pfi 540 nm (1 cm kyveté).

— Mikrokolony: Nepfitomnost pufru nad krycim diskem pryskyfice.

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

VZORKY

Mo¢. 24 hodinovy vzorek odebrany standardnim postupem, ktery byl
uchovan pf 2-8°C a stanoven do 24 h od odbéru.

Vzorek mlze byt skladovan maximalné 15 dni pfi 2-8°C, nebo 1 mésic pfi
-20°C, jestlize bylo upraveno pH na 3-6 koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. Vzorek pfed testovanim odstiedte nebo Zfiltruite.

POSTUP

Chromatograficka separace

1. Odstranite jako prvni horni uzavér (3) a poté spodni uzavér kolony.
Pomoci  okrouhlého konce pipety zatlatte horni filtr smérem dold
k povrchu pryskyfice tak, abyste ji pfili§ nestlacili. Ponechte kapalinu
volné protékat kolonou ven. (Pozn.1)

2. Pridejte do kolony:

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

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

[ Reagent(2) [ 20mL | Shirejte eluat |
4. Poradné promichejte.
Kolorimetrie
5. Pipetujte do oznacené 10 mL Sroubovaci centrifugacni zkumavky:
Blank Standard Vzorek
— — Eluat
Reagent (2) 2,0 mL 1,5 mL —
Standard (S) — 0,5mL —
Reagent (A) 1,0mL 1,0 mL 1,0 mL
Reagent (B) 1,0mL 1,0 mL 1,0 mL
Reagent (C) 1 kapka 1 kapka 1 kapka

6. Pofadné promichejte a ponechte 10 minut stat v klidu pfi pokojové
teploté (15-30°C), pak pfidejte:

[ Reagent (D) 30mL | 30mL [ 30mL

7. Uzaviené zkumavky 10 sekund pofadné 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)

VYPOCET
Koncentrace 5-HIAA ve vzorku se vypogita podle vztahu:
A Vzorku VE V 1
X X ik X Cst = C vzorku
A standardu Vs Vec Rec

Objem vzorku (Vs) je 2 mL, objem eluatu (Ve) je 2 mL, objem eluatu pfi
kolorimetrii (Vec) je 2 mL, objem Standardu pfi kolorimetrii (Vstc) je 0,5 ml,
koncentrace Standardu (Cst) je 50 mg/L nebo 261 pmol/L a primérna
vytéZnost (Rec) je 0,87. Nasledujici vzorec je pro vypoget koncentrace:

x 14,4 = mg/L 5-HIAA

A Vzorku

A Standardu

X 75,1 = pmol/L 5-HIAA




MnoZstvi 5-HIAA ve 24 h vzorku moce se vypodita:

mg/L mg/24 h
X VMoger2ah (L) =
umol/L pmol/24 h
REFERENCNi HODNOTY

Moc?3: 2 - 6 mg/24-h = 10,4 — 31,2 umol/24-h
Tyto hodnoty? jsou pouze orientaéni; Kazda laboratof by si méla stanovit
sva vlastni normalni 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
— Detekeni limit: 0,9 mg/L = 4,9 umol/L.
— Linearita; 200 mg/L = 1.050 umol/L. Pfi vy$Sich hodnotach zfedte
vzorek 1/2 destilovanou vodou a opakujte méfeni.
- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

Priimérna koncentrace CV n
1,5 mg/L = 8,1 umol/L 52% 25
12,9 mg/L = 67,9 pmol/L 3.6 % 25
- Reprodukovatelnost (run to run):
Primérna koncentrace Ccv n
1,5 mg/L = 8,1 umoliL 7% 25
12,9 mg/L = 67,9 umol/L 72% 25

— Citlivost: : 2,29 mA/mg = 11,98 mAL/umol.

— Sprévnost:  Vysledky ziskané touto soupravou nevykazovaly
systematické rozdily pfi porovnani teoretickymi hodnotami. Podrobnosti
0 porovnavaci zkouSce jsou k dispozici na vyZadani.

- Interference: Nékteré potraviny, jako jsou banany, ananasy, avokada,
kiwi, Svestky, rajcata, vlaSské ofechy a Cokolada zvySuji vyluGovani 5-
HIAA. Proto by se nemély jist 3-4 dny pfed odbérem. Léky a dalSi latky
mohou interferovat®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

5-hydroxindoloctova  kyselina  (5-HIAA) je koneénym  produktem
tryptofanového metabolismu a je vyluGovana moci. Je vysledkem stalé
oxidativni deaminace serotoninu (5-hydroxytryptaminu).

Serotonin, silny stimulant hladkého svalu je produkovan ve velkém
mnozstvi karcinoidnimi tumory a tak vysoké hladiny 5-HIAA se nachazeji v
moci pacientl s témito tumory3?.

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

POZNAMKY

1. Nékdy se ve vrtvé pryskyfice mohou objevit tmavé partikule. Jejich
vyskyt neovliviiuje stanoveni.
2. Volitelné vymyti serotoninu: (tento vysledek je orientacni).
Po aplikaci vzorku pipetujte do kolony:

Reagent (1) 4,0mL Ponechte volné protékat ven
Reagent (1) 6,0 mL Shirejte eluat

Chromatograficka separace miiZze pokracovat pfidanim reagentu 2 (pro
ziskani 5-HIAA eluatu).

Protfepejte eluat (obsahujici serotonin a 5-hydroxytryptofan), napipetujte
2 ml do 10 ml centrifugacni zkumavky se Sroubovacim vickem a
pokracujte kolorimetrii tak, jak je popséno pro stanoveni 5-HIAA.
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Koncentrace Serotoninu+ 5-hydroxytryptofanu se vypocita podle vzorce:

A vzorku x 45,4 = mg/L Serotoninu

A Standardu
3. Jestlize se v horni fazi objevi z&kal, odstrarite tuto ¢ast, pfidejte kousek
bezvodého siranu sodného, protfepejte a odstiedte.

4. Pozn. distributora: Dlouhé uskladnéni kolonek vede k utlaceni pryskyfice
a tim i ke zpomaleni jejich pritoku. Pro obnovu jejich 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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x 258 = umol/L Serotoninu

UPOZORNENI
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