020 DIAZYME

Homocysteine 2 Reagent Enzymatic
Assay

SloZeni

Reagencie pro test Diazyme Homocysteine 2 jsou
poskytovany ve velkém mnozstvi a v §gsbu obsazeny v
néasledujicim zastoupeni.

Typ baleni Kat. ¢islo Objem
Univerzalni baleni DZ568B-K E; %;ESZr:Iﬂ
Systém Olympus AU DZ568B-BY1 E%:: :% ; fszr;? !
s¢arovym kédem. DZ568B-BY2 E;:g;fszr;?l

Poznamka:Kalibrator je prodavan samostatn

Pouziti

Diazyme Homocysteine 2 Reagent Enzymatic Assay Z§loke

kvantitativnimu u&eni obsahu L-homocysteinu ve vzorcich séra neb

plazmyin vitro. Test niize byt uZitény pi diagnostice a ¢ pacient
se suspektni hyperhomocysteinémii nebo homocyiitinur

Pacienti, kt#f uZzivaji methotrexat, karbamazepin, fenytoin, ;,ON
antikonvulziva nebo 6-azuridin triacetat mohou mySsi hladiny Hcy
zpisobené interakcemi vySe uvedenyaiMé metabolismem Hcy.

Klinicky vyznam

Homocystein (Hcy) je aminokyselina obsahujici thv@u skupinu a je
produkovana intracelularni demethylaci metioninelk@vy homocystein
(tHcy) zahrnuje vSechny formy Hcygetns oxidované, vazané na protein a
volné.

ZvySena hladina tHcy je vyznamnym rizikovym fakiore
kardiovaskularnich onemoami}® Nadbytény Hcy v krevnim registi
maze diky své drazdivé povazetzpbit poskozeni arterii, coz naslédn
zpisobuje za&t a tvorbu plat, které mohou byt i

krevniho zasobeni srdce.

ZvySené hladiny tHcy jsou #pobenéctyfmi hlavnimi gicinami: a)
geneticky podminy deficit enzynd (kastnicich se metabolismu Hcy,
jako je cystathionin beta-syntaza (CBS), methiomitdza (MS), a
methylentetrahydrofolat reduktaza (MTHFR); b) ninfideficit vitamiri

B fady, jako jsou B Bi2 a kys. listova; c) neschopnost ledvin efekdivn
odstraiovat aminokyseliny z krve a d) interakce dgkjako je NO,
methotrexat a fenytoin, které owiivji metabolismus Hcy.

Zvy3ené hladiny tHcy jsou rowd spojené s Alzheimerovou choroBau
osteopor6zau V nedavné dabbyly vydany smirnice pro stanoveni tHcy
v klinickych laborateich®

Princip testu
Test Diazyme Homocysteine 2 Reagent Enzymatic agsaguje na

MDSS
Schiffgraben 41
30175 Hannover, Germany

12889 Gregg Court
Poway, CA 92064, USA
Tel: (858) 455-4754
Fax: (858) 455-4750

€ o

SAH je pak stanoven pomoci navazujicich enzymadbkyeakci
zahrnujicich  SAH  hydrolazu, adenosin (Ado) deamindza
glutamatdehydrogenazu, kdy je SAH hydrolyzovandenasin (Ado) a Hcy
SAH hydrolazou. Takto vytweny Hcy, ktery pochazi tpodem z ko-
substratu  SAM je zderén do cyklické reakce fpmeny Hcy S-
methyltransferazou. Tim vznika cyklicky systém &dakalozeny na ko-
substratovém konverznim produktu, ktery vykazujeatené zesileni
detekovanych sign&l Vznikajici Ado je okamzit hydrolyzovan na
inosin a amoniak, ktery reaguje s glutamatdehydrageu za soutiné
premsny NADH na NAD'. Koncentrace Hcy ve vzorku je ré@po
Gmeérna mnozstvi NADH femenéného na NAD( A Asaonn).

Potfebné vybaveni, které neni saiésti soupravy
Analyzator schopny davkovat 2 reagencie &itmabsorbanci p vinové
délce 340 nm, s moznosti nastavit teplotu (na 37° C

Kalibratory jsou prodavany samostatr(Kat. ¢islo DZ568B-CAL a

OD2568A-CA5)

Kontroly jsou prodavany samostatfCat. No. DZ568A-CON).

SlozZeni reagencii

Aktivni slozky Koncentrace
S-adenosylmethionin (SAM) 0,1 mM
NADH >0,2 mM
TCEP >0,5 mM
2-oxoglutarat 5,0 mM
Glutamatdehydrogenaza 10 KU/I
SAH hydrolaza 3,0 KU/l
Adenosindeaminaza 5,0 KU/I
Hcy methyltransferaza 5,0 KU/I

Priprava reagencii

Reagencie testu Diazyme Homocysteine 2 Readeamtymatic assay
jsou stabilni reagencie v tekuté farmpripravené k pouziti. Kalibratory a
kontroly jsou stabilni tekutinyijfpravené k pouZiti.

Stabilita a uchovavani reagencii

Reagencie, kalibratory a kontroly Diazyme Homodyste2 Reagent
Enzymatic assay by &y byt skladovany § teplog 2-8° C.
NEZMRAZUJTE . Reagencie, kalibratory a kontroly jsou stabil@aido
data expirace uvedeného na Stitku, pokud jsou ekiay podle instrukci.
Nemichejte reagencie éanych Sarzi.

Odbér vzork a jejich priprava

V testu niize byt pouzitocerstvé sérum, heparinizovana plazma nebo

plazma oSé¢ena EDTA. Vzorky krve jei¢ba ihned po odhu centrifugovat,
aby se oddila plazma od krevnich bgh. Pokud neni mozné vzorky

neobvyklém principu, i kterém se stanovuje ko-substratovy konverznicentrifugovat okamai{ mely by byt uchovany vledu a centrifugovany
produkt (molekula, ktera neni substratem Hcy kduyiefho enzymu a behem hodiny. Vzorky, které jsou hemolyzované, kairebo vykazuji
neobsahuje Zadnotast vzorku Hcy) namisto stanovovani ko-substratuvysokou lipemii doporéujeme v testu nepouzivat. Po separacickuod

nebo konverzniho produktu Hcy, jak se uvadi v odéditeratie. V tomto
testu je oxidovany Hcy nejprve redukovan na volrgy Hktery nésledh
reaguje s ko-substratem, S-adenosylmethioninem (SAMakci, ktera je

plazmy je Hcy stabilni nejmérpo dobuctyi dni @i pokojové teplat, po
nekolik tydna pri teplotach 0-8° C aipteplot —20° C po #kolik mé&siai
az let!

katalyzovana Hcy S-methyltransferazouwiimz vznikd methionin
(konverzni produkt Hcy) a S-adenosylhomocysteinHSRo-substratovy
konverzni produkt).
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Bezpe&nostni instrukce

Reagencie jsou eny vyhrads k in vitro diagnosticeREAGENCIE
NEPOLYKEJTE . Zabraite kontaktu s#zi a @ima. Obsahuje azid sodny,
ktery mize reagovat s &li nebo olovem za vzniku vybuSnychésin

Dohie proplachujte vodouipodstraiovani zbytk této reagencie ve vylevce.
Kalibratory a kontroly se vyrabi zlidského séraReagencie obsahuji
glycerol jako stabilizator. Automatizované chekéicanalyzatory jsou
vybaveny integrovanym mycim systémem, ktery ma &aibr
nezadoucimu #@nosu reagencii sondou. Efektivita integrovanélyti m

. Pacienti, kté uzivaji methotrexat, karbamazepin, fenytoinON
antikonvulziva nebo 6-azuridin triacetat mohou my&si hladiny
Hcy zpisobené interakcemi vySe uvedenyativiés metabolismem
Hcy.

. Pro utlumeni tvorby Hcy v erytrocytech bylo navra@emidani 3-
deazaadenosinu. V testu Diazyme Hcy vSak vzorkghulgeci 3-
deazaadenosin nemohou byt pouzity, protoze inhijafen
z klicovych enzym pouzitych v tomto testu.

Charakteristika vykonu

sondy se vSak uiznych fistroji liSi a je mozné, zZe bude nutné zavést do

postupu dalsi myci kroky - viz. technicky manud. \&orky obsahujicimi
material lidského fwvodu by nglo byt nakladano jako s potencidin
infekénimi dle laboratornich bezpeostnich postuj jako jsou ty, které
jsou popsany v Biosafety in  Microbiological andBiomedical
Laboratories (HHS Publication Number [CDC] 93-839h)odaténé
bezpénostni instrukce tykajici se skladovani a zachazenimto
produktem naleznete v bezp@stnim listu (MSDS) tohoto produktu.

Chcete-li ho obdrzet, kontaktujte naSe dddi zakaznickych sluzeb na tel.

858-455-4768.

Priabéh testu
Pred vzorkovanim jemi promichejte kalibrator a kontrolu fixsym

Detekéni limit

K uréeni detekniho limitu (LOD) testu Diazyme Homocysteine 2 Rematy
Enzymatic Assay byl testovan kalibrator zero a &plikati. LOD byl
definovan jako pimér + 3x snérodatna odchylka (SD).

Kalibrator zero |

n 12

pramer 0,05
SD 0,117
pramér+3SD 0,40

| LOD= 0,4uM HCY

pohybem, aby byla zajita homogenita. Po kazdém pouziti je ihnedPFesnost ve srovnani

uzavete vikem a vrate do skladovaciho prostoru s teplotou 2-8° C.

R1:24Q, |
Sample: 13. | R2: 653 |
l 37°C l }' ;i
0 340 nm 5 7.5 10 min
Al A2

Aplika¢ni listy pro pouZiti testu na automatizovanychikkgch
analyzatorech jsou dostupné na vyzadani. Volejtelns858-455-4768,
poSlete fax na 858-455-3701, nebo email na adresu:
support@diazyme.com

Kalibrace
Pro kalibraci analyzatmpouzijte kalibratory 1-5.
Kalibracni kiivka je stabilni nejménhpo dobu pti dni.

Kontrola kvality

Doporwtujeme, aby kazda laboréatpouzivala Hey kontroly k potvrzeni
platnosti a spravnosti Hcy testu. Set normalnicbmaormalnich interval
je sowasti sortimentu Diazyme Laboratories (kdtlo DZ568A-CON).
Prijateiné kontrolni intervaly by #ty byt stanoveny individualnimi
laborat@emi.

Vysledky

Vysledky jsou vyti&tny v umol/l. Poznamka: Pokud je hodnota ve vzorku s+ Testované koncentrace jsotilglizng 5-10 krat vy:

vyss§i nez 5Qumol/l, mel by byt vzorek ¥edén vodou v poréru 1:1 a test
opakovan. Vysledek pak vynasobitestha.

Referergni interval

Ve wtSirg klinickych laboratsi v USA je 15umol/l hranéni hodnota pro
normalni hladiny Hecy u dogjych®® V Evrops se pouZiva jako hramii
hodnota 12umol/l. Dopordujeme, aby si kazda laborateytvorila
vlastni intervaly z fyziologickych hodnot vyskyteith se v populaci dané
oblasti.

Omezeni

* Rozsah n¥itelnych hodnot je 3 az 50mol/ll.  Vzorky s hodnotami
vy§Simi nez 5Qumol/l by mely byt Z‘edény vodou v poréru 1:1.

* Roztok reagencii by &hbyt ¢iry. Roztok by nerél byt pouzivan, pokud
je zakaleny nebo pokud je gieni absorbance nizsi nez 015 ynové
délce 340 nm (délka optické drahy 0.6 cm).

e S-adenosylhomocystein (SAH) igobuje

znatelnou  pozitivni

interferenci Ve fyziologické plazma je vSak nedetekovatelny nebo se

pohybuje v koncentracich nizSich nez v nmol/l a #ehy pasobit
problémy.

Testovanim 40 vzoikséra a plazmy byly provedeny korgia studie, ve
kterych byl test srovnavan se sasnymi metodami stanoveni hodnot Hcy.
Linearni regresni ifmka ma korekni koeficient f 0,99, sklon 0,94 a
prasesik s osou y 1,05.

Presnost

Studie hodnoticiiesnost byly provedeny podle protokolu NCCLS EP-5
s nasledujicimi Gprava. Vnitini presnost (Varieni koeficient% proslyctyfi
vzorky obsahuijici 7,0; 12,0; 15,6; a 29,0 M HCVYteasHCY Enzymatic
Assay na fistroji OLYMPUS AU400 s 20 replikaty v ppéhu jednoho
dne. Variaéni koeficien (CV%) pro¢tyti Grovré Hcey ve vzorcich séije
4,5% pro 7uM Hcy, 1,87% pro 12M Hcey, 3,04% pro 15,6M Hcy

a 2,4% pro 29,0uM Hcy. Pro zjiSéni odchylek v pesnosti mezi
jednotlivymi testy bylytyii vzorky HCY obsahuijici 7,0, 12, 15,6 a 29,0
uM HCY testovany i se svymi triplikaty dvakrat deénpo dobu pti dni.
Nepresnost mezi testy prétyti urovrg Hey kontrol je 5.87% pro aM
Hcy, 4,88% pro 1210M Hcy, 5,51% pro 15,aM Hcy a 2,57% pro 29,0
uM Hcy.

Linearita
Test ma linearni charakter do 50 pmol/l Hey.

Rusivé vlivy

Testovanim sérového vzorkutenymi koncentracemi endogennich latek

byla provedena interferéni studie. Néasledujici latky, které se v séru

bezne vyskytuji, zapicinily pfi uvedenych koncentracich odchylku nizsi

nez 10%: 40 mg/dl bilirubinu, 1000 mg/dl triglyadtj 500 mg/dl

hemoglobinu, 40 mg/dl konjugovaného bilirubinu, DM kyseliny

askorbové a 10aM** cystathioninu.

$Si neZ jsou
fyziologické hodnoty v séru.
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