Navod k pouziti
RIA stanoveni Plasmatickych nefrint
(Nephrines plasma RIA)



RIA stanoveni Metanefrinu-Normetanefrinu v plasmé

1. U&el pouziti a princip testu

125] — radioimunoanalyza pro kvantitativni stanoveni volného metanefrinu a volného
normetanefrinu v plasmé.

Nejdiive jsou precipitaci z plasmy odstranény plasmatické bilkoviny. Poté jsou metanefrin
(metadrenalin) a normetanefrin (normetadrenalin) kvantitativné acylovany.

Zakladni princip stanoveni spo¢iva v radioimunoanalyze, pfi které dochazi ke kompetitivni
reakci radioaktivniho a neradioaktivniho antigenu s omezenym poctem vazebnych mist
protilatky. Mnozstvi antigenu znaGeného ?°l navdzaného na protilatku je nepfimo imérné
koncentraci analytu ve vzorku. Po dosaZeni rovnovahy je radioaktivita navazana na protilatku
vysrazena druhou protiladtkou za pfitomnosti polyethylen glykolu. Srazenina je poté zméfena
gama-c¢itacem. Kvantifikace neznamych vzorkii je provedena srovnanim jejich aktivity s
referencni kiivkou sestrojenou pomoci znamych kalibratort.

Antiséra pouzita vtéto soupravé rozpoznavaji pouze biologicky vyznamné L-formy
metanefrinti. Komeréné dostupny synteticky normetanefrin nebo metanefrin je vzdy smési
jejich D- a L-forem. Pomér mezi obéma formami se Sarzi od Sarze zna¢né liSi, coz ma
zavazné disledky pfi obohacovani nativnich vzorkii syntetickymi metanefriny. Jelikoz pfi
pouziti této soupravy bude detekovano jen okolo 50 % syntetickych metanefrint, tj. podil
jejich L-formy, budou takovéto vzorky podhodnoceny. Z tohoto diivodu by mély byt pouzity
pouze nativni vzorky.

2. Navod k pouziti soupravy

2.1 Spolehlivost vysledku

K zajisténi spolehlivého vyhodnoceni vysledkl testu je nutné postupovat dle pfilozenych
instrukci a vsouladu se b&znymi pravidly a pokyny (GLP, RILIBAK, atd.). Zvlastni
pozornost musi byt vénovana kontrole preciznosti a spravnosti béhem testu; vysledky téchto
kontrol musi byt v normalnich mezich. V pfipadé¢ vyznamnych nesrovnalosti mezi predem
stanovenymi parametry testu a aktualnimi vysledky kontaktujte vyrobce soupravy, ktery vam
sdéli dalsi pokyny.

2.2 Reklamace

V piipadé stiznosti ptedlozte vyrobci pisemnou zpravu obsahujici iidaje o zplisobu provedeni
zkousky a ziskani jejich vysledka a kopii tisténého originalu protokolu zkousky. Kontaktujte
prosim vyrobce, od kterého obdrzite reklamacéni formuldf a kompletné vyplnény ho poslete
zpét vyrobci.

2.3 Zaruka

Tato testovaci souprava byla vyrobena dle nejnovéjsich technologii a podrobena ptisné interni
a externi kontrole kvality. Jakékoli zmény v testovaci soupraveé, metodé stanoveni nebo
pouziti reagencii z riznych Sarzi miize mit negativni vliv na vysledky, a proto se na tyto
piipady zaruka nevztahuje. Vyrobce neni odpovédny za poskozeni béhem piepravy.

2.4 Likvidace

Zbytky substanci a/nebo vSechny zbyvajici chemikalie, reagencie a roztoky pfipravené
k pouziti jsou povazovany za specialni odpad. Jejich likvidace je pfedmétem mistnich zakont
a nafizeni. O likvidaci specialniho odpadu informujte pfislusné organy nebo firmy
specializované na likvidaci odpadi. Likvidace soupravy musi byt provedena podle mistnich



ptredpist. Pravnim zékladem pro likvidaci specialniho odpadu je zdkon o odpadech a systému
recyklace.

Ptislusné bezpecnostni listy jednotlivych vyrobkl jsou k dispozici na webovych strankach.
Bezpecnostni listy odpovidaji norme¢ 1SO 11014-1.

2.5 Interference

Nemichejte reagencie a roztoky z riznych Sarzi. Méjte na paméti jejich odlisné skladovaci
podminky a prepravu. Nevhodné zachédzeni se vzorky nebo odchylky od pokynt v testu
mohou ovlivnit jeho vysledky. Nepouzivejte zadné soucasti soupravy po uplynuti doby
exspirace. Zamezte mikrobialnimu zneciSténi reagencii a promyvaci vody. Dodrzujte doby
inkubace a instrukce k promyvani.

2.6 Bezpecnostni opatieni

Dodrzujte délku inkubacnich dob a instrukce k promyvéni. Nikdy nepipetujte usty a zamezte
kontaktu kuze sreagenciemi a vzorky. Nekuite, nejezte a nepijte v prostorach, kde je
manipulovano se vzorky nebo zkumavkami ze soupravy. Pfi praci se soupravou nebo se
vzorky vzdycky pouzivejte ochranné rukavice a umyjte si fadné¢ ruce ihned po ukonceni
prace. Zamezte jakémukoli rozstfikovani. Zamezte kontaktu reagencii s pokozkou. Pouzivejte
ochranny odév a jednorazové rukavice. VSechny kroky musi byt provedeny dle navodu.
Optimalnich vysledkl 1ze dosdhnout pouze s pouzitim kalibrovanych pipet. Azid sodny miize
reagovat s olovénym nebo médénym potrubim za vzniku vysoce vybusnych azidii kovovych
prvkil. Pro zamezeni jejich vzniku splachnéte odpad velkym mnoZstvim vody. Souprava
obsahuje 1?51 (polo¢as rozpadu: 60 dni), ktery emituje ionizujici rtg zafeni (28 keV) a zaieni
gama (35,5 keV).

Radioaktivni material mize byt ptijiman, pofizovan, drZzen a pouzivan pouze lékafi, veterinafi
ve veterinarni praxi, klinickymi laboratofemi a nemocnicemi, a to pouze pro in-vitro klinické
nebo laboratorni testy, které nezahrnuji vnitini nebo vnéjsi podani materialu nebo zafeni z n¢j
vychézejiciho lidem nebo zvifatim. Jeho pfijeti, pofizovani, drZeni, pouZivani a pieprava
podléha predpisim a obecné licenci Komise pro dohled nad jadernou bezpe¢nosti USA (U.S.
Nuclear Regulatory Commission) nebo statu, s nimZ komise uzaviela dohodu o vykonu
regulacni pravomoci. Pfipravek nesmi byt v Zadném ptipad¢ podavan lidem ani zviratim.
Veskera manipulace s radioaktivnim materidlem musi byt provadéna v prostorach k tomu
uréenych, stranou béZného provozu. Kniha zaznamenavajici pfijem a skladovani
radioaktivniho materidlu musi byt ulozena v laboratofi. Laboratorni vybaveni a sklo, které
muize byt kontaminovano radioaktivnimi latkami, by mélo byt oddéleno, aby se ptedeslo
zkiizené kontaminaci jinymi radioizotopy.

Jakykoli rozlity radioaktivni material musi byt okamzité v souladu s bezpe¢nostnimi postupy.
Radioaktivni odpad musi byt zlikvidovan podle mistnich pfedpisti a pokynii piislusnych
uradt. Dodrzovani zékladnich pravidel radia¢ni bezpecnosti zarucuje dostate¢nou ochranu.
Vsechny reagencie soupravy obsahujici lidské nebo zviteci sérum nebo plasmu byly testovany
na pritomnost HIVI/II, HbsAg a HCV metodami schvalenymi FDA a byly shledany jako
negativni. I pfesto musi byt vSechny reagencie pii manipulaci a likvidaci pokladany za
potencialné rizikovy biologicky material.

3. Skladovani a trvanlivost

Skladujte reagencie — kromé Acyla¢niho koncentratu — pii 2-8 °C do data exspirace.
Acylaéni koncentrat by mél byt skladovan pii pokojové teploté. Nepouzivejte zddnou ze
slozek soupravy po uplynuti data exspirace uvedeného na obalu. Pfi jednotlivych stanovenich
nemichejte souc¢asti z raznych souprav.



4.1 Obsah soupravy

BA D-0023 Reagencni 2 x50 Ptipraveno k pouziti
zkumavky zkumavek
BA R-0030 Precipita¢ni ¢inidlo | 2 x 55 ml Ptipraveno k pouziti, kozi
anti-krali¢i sérum v PEG a
fosfatovém pufru. Pred
pouzitim diitkladné
promichejte!
BA R-0028 Vyrovnavaci ¢inidlo | 2 x 10 ml Ptipraveno k pouziti
BA R-0050 Tlumici roztok 3x4ml Ptipraveno k pouziti
BA R-0120 125]-Adrenalin- 1x55ml Aktivita < 200 kBq,
Metanefrin pripraveno k pouziti, Cervené
zbarveni, modré vicko
BA R-0220 125|_Noradrenalin- 1x5,5ml Aktivita < 200 kBq,
Normetanefrin pfipraveno k pouZziti, Cervené
zbarveni, zluté vicko
BA R-7110 Adrenalin- 1x5,25 ml Krali¢iho pivodu,
Metanefrin pripraveno k pouziti, zluté
antisérum zbarveni, modré vicko
BA R-8210 Normetanefrin 1x5,25 ml Krali¢iho pivodu,
antisérum pripraveno k pouziti, zluté
zbarveni, Zluté vicko
BA R-8301 Standard A 1x12ml Ptipraveno k pouziti
BA R-8302 Standard B 1x4ml Pfipraveno k pouziti
BA R-8303 Standard C 1x4ml Ptipraveno k pouziti
BA R-8304 Standard D 1x4ml Pipraveno k pouziti
BA R-8305 Standard E 1x4ml Ptipraveno k pouziti
BA R-8306 Standard F 1x4ml Ptipraveno k pouziti
BA R-8312 Acylaéni koncentrat | 1 x 1,5 ml Koncentrovany
BA R-8351 Kontrolni vzorek 1 1x4ml Ptipraveno k pouziti
BA R-8352 Kontrolni vzorek 2 1x4ml Ptipraveno k pouziti

4.2 Dalsi potiebny materiil a vybaveni neobsaZené v soupravé
- Kalibrované mikropipety s variabilnim objemem (napt. 10 - 100 ul / 100 — 1000 pl)
- Koénické zkumavky a odpovidajici stojan,

- Vhodné zatizeni pro odsdvani nebo dekantovani zkumavek

- Centrifuga s rychlosti alespoii 3000x g
- Pro alternativni postup s kratkou inkubac¢ni dobou - tfepacka (amplituda 3 mm, ptiblizné

600 rpm)

- Gama-cita¢, vibraéni michadlo (vortex), destilovana voda

5. Odbér vzorku a jejich skladovani

Je nutné pouzit EDTA- nebo citratovou plasmu. Hemolyzované a zvlast€ lipemické vzorky
by nemély byt analyzovany.

Skladovani: do 6 hodin pti 2-8 °C, pro delsi obdobi (max. 6 mésict) pii -20 °C

Je tfeba zamezit opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.

6. Postup



Vytemperujte vSechny reagencie — S vyjimkou precipitacniho ¢inidla — na pokojovou teplotu a
pied pouzitim je fadn€ promichejte opatrnym pievracenim dnem vzhiiru. Oc¢islujte zkumavky.
Je vhodné provadét stanoveni v duplikatech.

Pipetované tekutiny by nemély ulpivat na sténdch RIA zkumavek. V pripadé potieby odstrante ulpivajici tekutinu
odstredenim po dobu 1 minuty pri 500xg.

6.1 Priprava reagencii

Vyrovnavaci ¢inidlo

Vyrovnavaci €inidlo musi byt rekonstituovano 10 ml destilované vody. Rekonstituované
vyrovnavaci ¢inidlo, které neni ihned pouzito, musi byt zmrazeno na -20 °C (po alikvotech) a
miZe byt rozmrazeno pouze jednou.

Acylaéni roztok

Napipetujte 80 ul koncentratu acylacniho ¢inidla do 3 ml destilované vody a fadné
promichejte. Okamzité spotiebujte!

Acylacni roztok je staly pouze po dobu 3 minut.

6.2. Precipitace

1. Napipetujte 100 pl standardi, 100 pl kontrolnich vzorki a 500 pl vzorki plasmy do
odpovidajicich reagen¢nich zkumavek.

2. Pridejte 500 pl vyrovnavaciho ¢inidla do vSech zkumavek obsahujicich standardy a
kontrolni vzorky.

3. Pridejte 100 pl Standardu A do vsech zkumavek obsahujicich vzorky plasmy.

4. Promichejte dukladné reagenéni zkumavky (vortex) a odstied’'ujte 15 minut pii rychlosti
3000x g. Odeberte 100 pl ¢irého supernatantu pro RIA stanoveni metanefrinu a 25 pl
¢irého supernatantu pro RIA stanoveni normetanefrinu.

6.3 RIA stanoveni Metanefrinu

Pro RIA stanoveni se dirazné doporucuje pouzit konické zkumavky!

1. Napipetujte 100 pl destilované vody do zkumavek uréenych na stanoveni nespecifické
vazby NSB (non-specific binding).

2. Napipetujte 100 pl ¢irych supernatanti standardi, kontrolnich vzorka a vzorki do
odpovidajicich zkumavek.

3. Napipetujte 50 pl tlumivého roztoku do vsech zkumavek (mimo téch, které jsou urceny
pro zméreni celkového poctu impulsii — ,, Total*).

4. Napipetujte 25 pl acylaéniho roztoku (viz bod 6.1) do vSech zkumavek (kromé
zkumavek ,,Total*).

Acylaéni roztok je staly pouze po dobu maximdlné 3 minut.

5. Dikladné promichejte (vortex) a inkubujte po dobu 15 minut p¥i pokojové teploté
(20-25 °C).

6. Napipetujte 50 pl antiséra proti metanefrinu do vSech zkumavek (kromé zkumavek
»Total“ a NSB), dikladné promichejte (vortex).

7. Inkubujte po dobu 1 hodiny p¥i pokojové teploté (20-25 °C).

8. Napipetujte 50 pl *°I-metanefrinu do viech zkumavek a diikladné promichejte (vortex).

9. Uzaviete zkumavky. Inkubujte 15 — 20 hodin (pfes noc) pti 2-8 °C.

Alternativne inkubujte 2 hodiny pii pokojové teploté (20-25 °C) na titepacce (priblizné 600
rpm).

10. Dikladné promichejte vychlazené (2-8 °C) precipita¢ni ¢inidlo, napipetujte 0,5 ml
¢inidla do kazdé¢ zkumavky (kromé zkumavek ,, Total*) a promichejte na vortexu.

11. Inkubujte 15 minut pii 2-8 °C.

12. Odstied’ujte po dobu 15 minut p#i 3000x g, pokud mozno ve chlazené centrifuze.



Pristupte bez prodleni ke kroku 13.

13. Opatrné slijte nebo odsajte supernatant ze zkumavek (kromé zkumavek ,,Total).
Obratte zkumavky dnem vzhtliru, umistéte na savy papir a ponechejte je 2 minuty oschnout.
14. Proméite zkumavky gama-¢itatem po dobu 1 minuty.

6.4 RIA stanoveni Normetanefrinu

Pro RIA stanoveni se diirazné doporucuje pouzit konické zkumavky!

1. Napipetujte 25 pl destilované vody do zkumavek uréenych na stanoveni nespecifické
vazby NSB (hon-specific binding).

2. Napipetujte 25 pl €irych supernatanti standarda, kontrolnich vzorka a vzorkid do
odpovidajicich zkumavek.

3. Napipetujte 50 pl tlumivého roztoku do vsech zkumavek (mimo téch, které jsou urceny
pro zméfeni celkového poctu impulsi — ,, Total*).

4. Napipetujte 25 pl acylaéniho roztoku (viz bod 6.1) do vSech zkumavek (kromé
zkumavek ,,Total®).

Acylacni roztok je staly pouze po dobu maximdlné 3 minut.

5. Dutikladné promichejte (vortex) a inkubujte po dobu 15 minut pFi pokojové teploté
(20-25 °C).

6. Napipetujte 50 pl antiséra proti normetanefrinu do vsech zkumavek (kromé zkumavek
»Total* a NSB), dikladné promichejte (vortex).

7. Inkubujte po dobu 1 hodiny p¥i pokojové teploté (20-25 °C).

8. Napipetujte 50 pl '?°I-normetanefrinu do vSech zkumavek a diikladné promichejte
(vortex).

9. Uzaviete zkumavky. Inkubujte 15 — 20 hodin (pfes noc) pti 2-8 °C.

Alternativn¢ inkubujte 2 hodiny pii pokojové teploté (20-25 °C) na tiepacce (pifiblizné 600
rpm).

10. Dukladn¢ promichejte vychlazené (2-8 °C) precipita¢ni ¢inidlo, napipetujte 0,5 ml
¢inidla do kazdé zkumavky (kromé zkumavek ,, Total*) a promichejte na vortexu.

11. Inkubujte 15 minut pii 2-8 °C.

12. Odstied’ujte po dobu 15 minut p#i 3000x g, pokud mozno ve chlazené centrifuze.
Pristupte bez prodleni ke kroku 13.

13. Opatrné slijte nebo odsajte supernatant ze zkumavek (kromé zkumavek ,,Total).
Obrat’te zkumavky dnem vzhiliru, umistéte na savy papir a ponechejte je 2 minuty oschnout.
14. Proméite zkumavky gama-¢itatem po dobu 1 minuty.

7. Vypocet vysledkii

Koncentrace standardi

Standard A B C D E F
Normetanefrin (pg/ml) |0 48 160 480 1600 4800
Normetanefrin (pmol/l) | 0 262 874 2620 8740 26200
Metanefrin (pg/ml) 0 36 120 360 1200 3600
Metanefrin (pmol/l) 0 183 608 1830 6080 18300
Piepocet: Normetanefrin (pg/ml) x 5.46 = Normetanefrin (pmol/l)

Metanefrin (pg/ml) x 5.07 = Metanefrin (pmol/l)

Odectéte primérnou hodnotu cpm nespecifickych vazeb NSB od primérné hodnoty cpm
standardi, kontrolnich vzorkl a vzork.

Kalibra¢ni kiivka, ze které jsou odecitany koncentrace vzorki, je sestrojena vynesenim
procenta (B-NSB)/(BO-NSB) zméteného pro standardy (linearni méfitko, osa y), proti




odpovidajicim koncentracim (logaritmické métitko, 0sa X). Pro prolozeni kiivky pouzijte
nelinearni regresi (napf. spline, ¢tyfparametrovou funkci, akima).

Koncentrace vzorku a kontrolnich vzorkti mohou byt odecteny piimo z kalibracni kiivky.
Vzorky s vy$si koncentraci nez ma nejvysSi standard (Standard F) by mély byt ziedény
vyrovnavacim ¢inidlem (BA R-0028) a znovu analyzovany.

7.1 Kontrola kvality

Je doporuc¢eno pouzivat kontrolni vzorky dle pfisluSnych mistnich norem. Jejich koncentrace
by méla odpovidat normalnim i patologickym hodnotam. Vysledky kontrolnich vzorka (ze
soupravy nebo jiné komeréné dostupné) by se mély nachazet uvnitt stanovenych ptipustnych
limitt. Ptipustné limity kontrolnich vzork® ze soupravy jsou uvedeny na protokolu kontroly
kvality.

7.2 Typické kalibraéni kiivky (pouze ptiklady, nepouzivejte k vypoctu!)
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8. Charakteristiky metody

Ocekavané Metanefrin Normetanefrin
referen¢ni hodnoty | Plasma <90 pg/mL < 180 pg/mL
Analyticka citlivost Metanefrin Normetanefrin
(limit detekce) Plasma 19 pg/mi 24 pg/ml
Analyticka Substance ZkiiZena reakce (%)
specificita Metanefrin Normetanefrin
(zktiZena Derivatizovany 100 0,08




reakce) metanefrin
Derivatizovany 0,04 100
normetanefrin
3-methoxytyramin.HCI < 0,001 1,74
Adrenalin < 0,001 < 0,001
Noradrenalin < 0,001 < 0,001
Dopamin.HCI < 0,001 < 0,001
Kyselina vanilmandlova | < 0,001 < 0,001
Kyselina homovanilinova | < 0,001 < 0,001
L-DOPA < 0,001 < 0,001
L-tyrosin < 0,001 < 0,001
Tyramin.HCI < 0,001 < 0,001
Normetanefrin < 0,001 <0,001
Acetaminofen < 0,001 < 0,001
Preciznost
V sérii Mezi sériemi
Vzorek | Rozsah | CV (%) Vzorek | Rozsah | CV (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Metanefrin 1 185+18 | 9,8 Metanefrin 1 217+30 | 14
2 372+32 | 8,7 2 388+47 |12
3 891 + 15 3 781 £87 | 11
131
Normetane- 1 234 +24 |10 Normeta- 1 240 +20 | 8,3
frin 2 488 +43 | 8,7 nefrin 2 518+29 | 5,6
3 1180 + 79 3 1144 + 6,2
93 71
Rozsah Sériové Pramér (%)
. . (pg/ml) fedéni do:
Linearita I "Gotonefrin | Plasma 25-2100 1:65 91
Normetanefrin | Plasma 40-6000 1:129 100
Pramér (%) | Rozsah (%) | % Vytéznost
Vytéznost | Metanefrin Plasma 103 85-122 po obohaceni
Normetanefrin | Plasma 107 95-119
Srovnani Metanefrin Plasma LC-MS/MS =x - 13,2 R=0,99; n=50
metody s Normetanefrin | Plasma LC-MS/MS =1,2x - 29,6 | R=0,99; n=50
LC-MS/MS

Pro aktualni literaturu, klinické informace nebo jakékoli dalsi informace kontaktujte svého

dodavatele.
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