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PRINCIiP METODY
Produkty tryptofanového metabolizmu vo vzorke su zachytené
neutralnou Zivicou. Serotonin (5-HT) a 5- hydroxytryptofan (5-
HTP) su spolocne eluované v prvej faze, potom nasleduje
kyselina 5 — hydroxyindoloctova. Tieto metabolity sa stanovuju
kvantitativne spektrofotometricky ako komplex, ktory vznikol
reakciou s 1-nitrozo-2-naftolom'2.

OBSAH A ZLOZENIE
1. Reagent. 1X500 ml. Kyselina chlorovodikova 0,1mol/l.
2. Reagent. 1X200 ml. Amoniak 20 mmol/l.
3. Mikrokolony. 2X20. Obsahuju presne navazené mnozstvo
pufrovanej neutralnej Zivice.
A. Reagent . 1X100ml. Kyselina sirova 1mol/l.
Vystraha :
H315 — Drazdi kozu
H319 — Spdsobuje vazne podrazdenie oci
Upozornenie :
P305 + P351+ P338 - Po zasiahnuti o€i : Niekolko minut ich
opatrne oplachujte vodou. Ak pouzivate kontakiné SoSovky a
je to mozné, odstrarite ich. Pokracujte vo vyplachovani.
P332 + P313 — Ak sa objavi podrazdenie pokozky :
Vyhladajte lekarsku pomoc/oSetrenie.
B. Reagent. 1X100ml. 1-nitrozo-2-naftol 6ml/l, etanol 99%.
Vystraha :
H225 — Velmi horfavéa kvapalina a pary
Upozornenie :
P420 — Skladujte oddelene od ostatnych materialov.
C. Reagent. 1X5ml. Dusitan sodny 0,7mol/l.
Vystraha :
H302 — Zdraviu Skodlivy pri poziti
H411 — Jedovaty pre vodné organizmy, s dlhodobymi
ucinkami
Upozornenie :
P330 — Vyplachnite usta
P301 + P312 — Pri poziti : Ak sa necitite dobre, volajte
Toxikologické informacéné stredisko
P391 — Uniknuty produkt odstrarite
D.Reagent. 1X280ml. Dichléretan.
Vystraha :
H225 — Velmi horfavéa kvapalina a pary
H302 — Zdraviu Skodlivy pri poziti
H315 — Drazdi kozu
H319 — Spdsobuje vazne podrazdenie oci
H335 — Mbze sposobit’ podrazdenie dychacich ciest
H350 - Mbze vyvolat rakovinu
Upozornenie :
P210 - Chrante pred teplom/iskrami/otvorenym palmeriom
/horucimi povrchmi. Z&akaz fajcenia.
P261 — Zabrarite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/par/
aerosolov
P305 + P351+ P338 - Po zasiahnuti o€i : Niekolko minut ich
opatrne oplachujte vodou. Ak pouzivate kontakiné SoSovky a
je to mozné, odstrarite ich. Pokracujte vo vyplachovani.
P308 +P313 — Pri expozicii alebo podozreni na fiu :
Vyhladajte lekarsku pomoc/oSetrenie.
P420 — Skladujte oddelene od ostatnych materialov.
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S.Standard. 1X20ml. Serotonin 46,1mg/l ekvivalentny
50mg/l = 261 pmol/l 5-HIAA, kyselina chlorovodikova
0,1mol/l, stabilizator. Vodny primarny Standard.

Dalsie varovania a upozornenia — vid bezpeénostny list.

SKLADOVANIE
Skladujte pri 2 — 30°C.
Reagenty a Standard su stabilné do datumu uvedeného na
Stitku v pripade, ze su skladované uzatvorené a je zabranené
kontaminacii v priebehu pouzivania.
Priznaky zhorsenia kvality :
» Reagenty : Pritomnost zrazeniny, zakalu , absorbancia
blanku nad 0,060 pri 540nm (1cm kyveta)
» Mikrokoldny : nepritomnost pufru nad krycim diskom Zivice.

PRIDAVNE ZARIADENIA
» Spektrofotometer alebo fotometer s filtrom 540nm (510 — 570)
« Stolna centrifuga

VZORKY
Mog€. 24 hodinové vzorky odobrané Standardnym spésobom.
Udrzujte pri 2-8°C a pouzite do 24 hodin. Vzorky mbézu byt
skladované pri 2-8°C po dobu max. 15 dni, alebo pri -20°C po
dobu 1 mesiaca pri pH upravenom na hodnotu 3 — 6 pomocou
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej. Pred testovanim
vzorku odstredte alebo prefiltrujte.

POSTUP

Chromatograficka separacia

1. Najprv odstrarite horny uzaver kolény (3), potom uzaver v jej
spodnej Casti. Pomocou okruhleho konca pipety zatlacte
horny filter smerom dole k povrchu Zivice tak, aby ste ju prili§
nestlacili. VSetku kvapalinu nechajte volne vytiect von.
(Poznamka1).

2. Do kolony pridajte :

Reagent (1) 2,0 ml nechajte volne vytiect von
Vzorka 2,0 ml nechajte volne vytiect von
Reagent (1) (Poznamka2) 10 mi nechajte volne vytiect von
Reagent (2) 1,0 mi nechajte volne vytiect von

3. Kolénu umiestnite nad uzavieratelnd 10 ml skimavku a
pipetujte :

Reagent (2) 2,0ml Zachytte eluat

4. Eluat dokladne zamiesajte.
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Kolorimetria
5. Pipetujte do oznacenej 10 ml uzavieratelnej skimavky :

blank Standard vzorka
eluat
Reagent (2) 2,0ml 1,5 ml -
Standard (S) - 0,5ml -
Reagent (A) 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
Reagent (B) 1,0 ml 1,0 ml 1,0 ml
Reagent (C) 1 kvapka 1 kvapka 1 kvapka

6. Poriadne premiesSajte a nechajte v klude 10 minut stat’ pri
izbovej teplote (15 — 30°C), potom pridajte :

Reagent (D) ‘ 3,0ml ‘ 3,0ml 3,0ml

7. Uzatvorené skumavky 10 sekund mixujte v mixéri a potom
centrifugujte 2 minuty pri 3000 ot/min.

8. Od¢itajte absorbancie (A) vrchnej fazy vzorky a Standardu
oproti blanku pri 540nm. (Poznamka 3)
VYPOCET
Koncentracia 5- HIAA vo vzorke sa vypo ita :
A vorky Ve Vsic 1

X X X

x Csr = CVzorky
A Standardu VS VEC REC

Objem vzorky (Vs) je 2ml, objem eluatu (Ve) je 2ml, objem
eluatu pri kolorimetrii (Vec) je 2 ml, objem Standardu pri
kolorimetrii (Vsc) je 0,5ml, koncentracia standardu (Cy) je
50mg/l alebo 261 pmol/l a priemerna vytaznost ( Rec) je 0,87.
Nasledujuci vzorec sluzi pre vypocet koncentracie :

A vorky x 14,4

mg/| 5- HIAA

A standardu X 75,1 pmol/l 5-HIAA

MnozZstvo 5-HIAA v 24 hodinovej vzorke moci sa vypocita :

mg/l mg/24 h
x V moca/24 h (L)
pmol/l pmol/ 24 h
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REFERENCNE HODNOTY

Mo¢3: 2—6mg/l24h = 10,4 —31,2 umol/24 h . Tieto
hodnoty 3 st iba orientatné. Kazdé laboratérium by si malo
stanovit svoje vlastné, normalne rozmedzie.

KONTROLA KVALITY

Pre overenie spravnosti merania sa odporuca pouzit Kontrolny
mo¢ ( kéd 18036 a 18037). Kazdé laboratérium by si malo
stanovit svoju vlastnd vnatornu kontrolu kvality a postupy pre
napravu pre pripad, Ze kontroly nie su v toleranénom rozpati.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA

 detekeny limit : 0,9mg/l =4,9 pmol/l

* linearita : 200mg/I = 1050 pmol/l ; pri vy$Sich hodnotach
vzorku nariedte na 1/2 destilovanou vodou a meranie
opakujte.

» opakovatelnost ( jednej vzorky) :

Priemerna koncentracia cv n
1,5mg/l = 8,1 pmol/l 5,2% 25
12,9mg/l = 67,9 pmol/l 3,6% 25

» reprodukovatelnost ( run to run) :

Priemerna koncentracia cv n
1,5mg/l = 8,1 pmol/l 7,7% 25
12,9mg/l = 67,9 pmol/l 7.2% 25

« citlivost’ : 11,98 mA.L/mg = 2,29 mA.L/umol

« spravnost : vysledky ziskané touto supravou pri porovnani
s teoretickymi hodnotami nevykazovali systematické rozdiely.
Podrobnosti o porovnavacej skuske su k dispozicii na
vyZiadanie .

« interferencie : niektoré potraviny, ako su banany, ananasy,
avokada, kiwi, slivky, paradajky, viasské orechy a ¢okolada
zvySuju vyluCovanie 5- HIAA, preto by sa nemali jest 3 — 4 dni
pred odberom. Interferovat mézu aj niektoré lieky a dalSie
latky*.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

Kyselina 5- hydroxyindoloctova je kone¢nym produktom
tryptofanového metabolizmu a vylu€uje sa mo¢om. Je
vysledkom stélej oxidativnej deaminacie serotoninu (5-
hydroxytryptaminu). Serotonin, silny stimulant hladkého
svalstva, je produkovany vo velkom mnoZstve karcinoidnymi
tumormi a preto sa vysoké hladiny 5-HIAA nachadzaju v moci
pacientov, ktori maju tieto tumory.*° Klinicka diagnéza by
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nemala byt stanovena len na zaklade vysledku jediného testu,
je potrebné zhodnotit klinické i dalSie laboratorne udaje.

POZNAMKY
1. Niekedy sa vo vrstve Zivice mdzu objavit tmavé Castice.
Ich vyskyt vysledok stanovenia neovplyvni.
2. VoliteIné vymytie serotoninu (ziskany vysledok bude iba
orientacny) :
Po aplikacii vzorky pipetujte do kolény :

Reagent (1) | 4,0ml

6,0ml

Ponechajte volne vytiect von

Reagent (1) Zachytte eluat

Pre ziskanie 5-HIAA eluatu méze chromatograficka
separacia pokracovat pridanim Reagentu (2) . Eluat
obsahujuci serotonin a 5-hydroxytryptofan pretrepte

a napipetujte 2ml do 10ml centrifugaénej uzavieratelnej
skumavky a pokracuijte kolorimetrickym stanovenim tak,
ako je to popisané pre stanovenie 5-HIAA.

Koncentracia serotoninu+ 5-hydroxytryptofanu sa vypocita
podla vzorca :

A vzorky x 454 = mg/| serotoninu

A standardu x 258 = umol/l serotoninu

3. V pripade, ze sa v hornej faze eluatu objavi zakal, odstrante

tuto Cast, pridajte trochu bezvodého siranu sodného,
pretrepte a odstredte.
4. Poznamka distributora : DIhodobé skladovanie kol6n vedie

k utlaceniu Zivice, ¢im sa spomali prietok kvapaliny cez tuto

Zivicu. Pre obnovu funkcie obratte kolénu pred stanovenim
tak, aby sa Zivica presypala a ponechajte tak cca 10 minut.
Potom kolénu umiestnite do pracovnej polohy a Zivicu
nechajte usadit.

LITERATURA
1. Udenfriend S, Titus E, Weissbach H. The identification of

5-hydroxy-3-indoleacetic acid in normal urine and
a method for its assay. J Biol Chem 1955; 216:499-505.

2. Contractor SF. A rapid quantitative method for the estimation

of 5-hydroxyindoleacetic acid in human urine.
Biochem Pharm 1966; 15:1701-1706.

3. Tietz Textbook of Clinical Chemistry and Molecular
Diagnostics, 4th ed. Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE.
WB Saunders Co, 2005.

4. Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory tests,
5th ed. AACC Press, 2000.

5. Friedman and Young. Effects of disease on clinical laboratory

tests, 4th ed. AACC Press, 2001.

UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 25.7.2016.
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Vzhlfadom k moznej inovacii vyrobku sa odporuca
prekontrolovat’ slovensky preklad s originalnym pribalovym
letakom tak, Ze sa porovnaju identifikacné Cisla uvedené v
zapati. Originalny navod najdete v suprave a na internetovej
adrese www.biosystems-sa.com.

Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz

Vyhradny distributor:
CR : JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha5,
tel.: +420 257 220 760

SK : JK-Trading spol.s.r.o., Me¢ikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591

V pripade mimoriadnych udalosti:

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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