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URCENE POUZITI

Q-NADMED Blood, zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro, je analyticka souprava pro méreni
koncentrace metaboliti NAD+ a NADH v lidské plné krvi. Analyza je kvantitativni. Uréené uzivatele
analytické soupravy Q-NADMED predstavuje Skoleny laboratorni personal. Prvnim uréenym ucelem je
detekce systémovych zmén v NAD+ a NADH. Primarni uréeni uzivatelé vysledkd analyzy jsou zdravotnicti
pracovnici, ktefi ziskané vysledky interpretuji v kontextu onemocnéni ¢i zdravotniho stavu. Vysledky ziskané
pomoci analytické soupravy Q-NADMED lze vyuzivat pfi rozhodovani o lécbé, jako je napfiklad doplrikové
podavani prekurzord NAD. Druhym uréenym ucCelem analytické soupravy Q-NADMED je monitorovani
hladiny NAD+ a NADH u pacientt lé¢enych napriklad dopliikovym podavanim prekurzor NAD a Uprava
davek.

ZAKLADNI KLINICKE UDAJE

Metabolity NAD+ a NADH adaptuji metabolismus a energetické homeostazy lidského téla na ménici se
endogenni a exogenni podminky. Nashromazdéné udaje z vyzkumU ukazuji, ze systémova hladina NAD+
klesa v reakci na projevy onemocnéni, coz vytvari signal pro nerovnovahu v energetické homeostaze téla.
Mira poklesu NAD+ se LiSi u rliznych pacientl a patologii. Postupny pokles hladiny NAD+ télu znemozniuje
udrzovani zakladnich metabolickych funkci i za podminek probihajici éCby. Analyzator Q-NADMED
umoziuje screening pacientt zaméreny na deficit NAD+ a NADH za uéelem jeho korekce a zvyseni efektivity
léCby. Probihajici vyzkum podilu NAD+a NADH na mechanismech a progresi riznych nemoci je velmi aktivni.
Seznam patologii s podezienim na zmény koncentraci NAD+ a NADH se stale rozrlsta, pricemz uz byly
publikovany dlkazy pro mitochondridlni onemocnéni, starnuti, sepsi, virové infekce, kardiovaskularni
onemocnéni a onemocnéni ledvin, diabetes I. a Il. typu, neurologické poruchy a rakovinu.

PRINCIPY ANALYZY

Princip analyzy je cyklicka enzymaticka reakce s kolorimetrickou detekci koncového bodu. Nejprve jsou
metabolity NAD+ a NADH spole¢né extrahovany z krevniho vzorku v jednom kroku. Poté se extrakt rozdéli
na dvé &asti. V prvni ¢asti se stabilizuje NAD+, zatimco NADH se odstrani, ve druhé ¢ésti se stabilizuje NADH
a odstrani se NAD+. Dale se metabolity NAD+ a NADH analyzuji na dvou samostatnych desti¢kach
enzymatickou reakci spojenou s barevnou zménou. Intenzita barevné zmény v ramci analyzy je linearné
proporciondlni ke koncentraci NAD+ nebo NADH ve smési pro reakci.
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DODANE REAGENCIE

REAGENCIE POPIS* PRED ANALYZOU
BUFFER A 28 ml extrakéniho pufru N“me“mggggg?m“mmm“
NADIStRbiliZiN Sesgent 8 ml pufrovanét;\?pi'gitoku pro méreni Nechte ustél(i;gggoolgj.ovou teplotu
NADH stabilizing reagent 8 ml pufrovanét;\loArgi'toku pro méreni Nechte ustél(i{gfzgoelgj‘ovou teplotu
NAD+ standard stock 1 mikrozkumavka se 40 ul 1 mM NAD+ Viz pokyny k pripravé.

NADH standard stock 1 mikrozkumavka se 40 ul 1 mM NADH Viz pokyny k pfipravé.
BUFFERC 2 lahvigky s 19 ml analyzadniho pufru Mg (i 79 el oo el ity

Assay color reagent

Enzyme

Stop solution

Positive control (buffer)

2 lahvi¢ky se 3 ml reagencie s barvou
analyzy

2 mikrozkumavky s 40 ul enzymu.
Jedna na desticku.

3 ml roztoku pro zastaveni reakce analyzy

1 mikrozkumavka s 200 pl
pufru pro pripravu pozitivni kontroly

(15-25 °C).

Nechte ustalit na pokojovou teplotu
(15-25 °C). Spotrebujte do 2 h
od ustaleni.

Rozmrazte az pred pridanim do
smeési master mix.

Nechte ustalit na pokojovou teplotu
(15-25 °C).

Nechte ustalit na pokojovou teplotu
(15-25 °C). Viz pokyny k pripravé.

*Poznamka: Prijatelna odchylka plniciho objemu je 5 %.

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

Bezpecnost

Pouze pro diagnostiku in vitro. Pouze pro pouziti Skolenym personalem.

Slozka Stop solution muZze zpUsobit podrazeni pokozky, o¢i a dychacich cest. Nevdechujte vypary.

Slozka Assay color reagent muize zpUsobit podrazdéni pokozky. Manipulujte s ni opatrné, v rukavicich.

Slozka BUFFER A m(ze zpUsobit podrazdéni oci. Manipulujte s ni opatrné, v ochrannych brylich.

V pracovni zdné nekurte, nepijte, nejezte ani neaplikujte kosmetiku. PouZivejte ochranné rukavice, ochranné

obleceni a ochranu oéi. Po manipulaci si dikladné umyjte ruce.

Identifikovana rizika chemickych latek obsazenych v této soupravé a prislusna varovani a informace

souvisejici s témito riziky jsou uvedeny v bezpecnostnim listu Q-NADMED.

Bezpecnostni list Q-NADMED obsahuje informace o likvidaci pouzitych slozek soupravy.
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UCHOVAVANI A DATA EXSPIRACE REAGENCI|

Do otevreni je tfeba vSechny slozky uchovavat pri -80 °C. Zamezte teplotnim vykyvim v mrazaku.

Po rozmrazeni jsou slozky BUFFER A, NAD+ a NADH stabilizing reagents, Positive control (buffer) a
Stop solution stabilni po dobu dvou tydn( pfi pokojové teploté.

Slozku BUFFER C je treba nechat roztat a pouzit v den provadéni stanoveni.

Slozka Assay color reagent je po rozmrazeni stabilni po dobu az 3 hodin pri pokojové teploté.
Slozku Enzyme je nutné spotfebovat bezprostfedné po rozmrazeni.

Standardy a pozitivni kontrolu je tfeba pripravit a spotrebovat v den analyzy.

Standardy je tfeba chrénit pred svétlem.

DALSI POTREBNY MATERIAL

Nasledujici materidl je potfebny, ale neni dodany v rdmci soupravy:

Deionizovand voda (voda milli-Q ze systému purifikace vody nebo komeréné dostupnd deionizovana
voda, napf. Sigma kat. &. 38796).

Mikrozkumavky, 1,5 ml, pro pfipravu vzorkd, extrakci, stabilizaci a pfipravu standard{ pro stanoveni.
Pozadavky na materidl mikrozkumavek: pouzivejte zakladni nesterilni zkumavky do
mikorocentrifugy vyrobené z transparentniho / prirozené zbarveného polypropylénu (PP) urcené pro
diagnostiku in vitro (napf. Sarstedt &. 73.690.001). Nepouzivejte mikrozkumavky uréené pro
molekularni biologii oznacené jako sterilni (chemicky sterilizované), bez obsahu endotoxin(,
pyrogenni, pro lidskou DNA a s nizkou retenci. Nepouzivejte mikrozkumavky pro praci s proteiny,
oznacené jako LoBind.

Dvé plastové vanicky pro vicekanalové pipety (z nesterilniho polystyrenu): jedna pro pipetovani
smeési master mix, druha pro pipetovani slozky Stop solution

Dvé 96 jamkové desticky z transparentniho polystyrenu se stfedné vysokou afinitou k vazani protein(
ur¢eného pro kolorimetrické a absorbancni analyzy.

Suchd lazen (zahfivaci blok) s nastavitelnou teplotou (do 80 °C).
Stolni centrifuga s chlazenim (max. rychlost 20 000 x g).

Ledova vodni lazer (napéchovany led s pridanou kohoutkovou vodou do stavu smési, ktera pevné
udrzi vlozené zkumavky a neumozni jejich pohyb).

Kalibrované jednokanalové pipety (0,5-10 ul, 5-50 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul) a vicekanalové pipety
(5-50 pl, 30—-300 pl) a zkosené pipetovaci Spicky, s nizkou retenci.

Spektrofotometricky analyzator destiCek s moznosti méreni absorbance 570-573 nm.

Hlinikova félie k ochrané mikrozkumavek a desti¢ek pred svétlem.

Souprava pro stanoveni obsahu NAD+ a NADH Q-NADMED BLOOD



PRIPRAVA REAGENCI|

Pred analyzou rozmrazte vSechny slozky pro stanoveni NAD+ a/nebo NADH podle pokynl v tabulce na
strané 5.

A. BUFFER A: pfipraveno k pouziti
NAD+ stabilizing reagent: pripraveno k pouziti
NADH stabilizing reagent: pripraveno k pouziti

Enzyme: pripraveno k pouziti

m o O W

Stop solution — pripraveno k pouziti. Pokud se ve sloZzce Stop solution po rozmrazeni utvori
precipitat, je nutné jej znovu rozpustit S5minutovou inkubaci pfi 37 °C a pred pouzitim zchladit zpét na
25 °C. Se slozkou Stop solution silné netrepejte.

F. Positive control (buffer): pripraveno k pouziti. (DalSi pokyny uvadi ¢ast vénovana pripravé pozitivni
kontroly)

G. 50 pM NAD+ standard working stock: pridejte 25 ul slozky 1 mM NAD+ standard stock (dodano) do
475 pl deionizované vody, vortexujte. Chrante pred svétlem. (Dalsi pokyny uvadi ¢ést vénovana
pripravé standard( a pozitivni kontroly.)

H. 10 pM NADH standard working stock: pridejte 10 ul slozky 1 mM NADH sstandard stock (dodano)
do 990 ul deionizované vody, vortexujte. Chrante pred svétlem. (DalSi pokyny uvadi ¢ast vénovana
pripravé standard( a pozitivni kontroly.)

. Master mix: 1 lahvicku slozky Assay color reagent (3 ml) je tfeba vmichat do 1 lahviCky slozky
BUFFER C, ¢imz vznikne 1 lahvicka smési master mix potfebné pro 1 desticku k analyze NAD+ nebo
NADH. Chrarite pred svétlem v plvodni jantarové zbarvené lahvicce. Neprotrepavejte silné. Zbytky
zlikvidujte. Nezmrazujte opakované.

ODBER A UCHOVAVANI VZORKU

Souprava je ur¢ena pouze pro analyzovani vzorkl plné krve. Vhodnymi typy vzorkU jsou Zilni krev odebrana
z vpichu do Zily a periferni krev odebrana prostfedkem pro odbér krve lancetového typu. Vzorky plné krve je
tfeba sbirat do odbérovych zkumavek s nasprejovanym lithiovym heparinem nebo K2 EDTA jako
antikoagulantem a radné promichat prevracenim nahoru a dold.

Pozadavky na zkumavky pro odbér zilni krve s antikoagulanty (BD Vacutainer nebo Vacuette): pouzivejte
zkumavky na krev K2 EDTA obsahuijici povlak K2 EDTA pro zajisténi koncentrace 1,2-2 mg K2 EDTA na 1 ml
odebrané krve nebo zkumavky na krev s lithium-heparinem (LH) obsahujici povlak LH pro zajisténi
koncentrace 17-18 IU LH na 1 ml odebrané krve. Analyza vyzaduje malé objemy plné krve. Proto
doporudujeme pouzivat malé zkumavky pro odbér krve, napf. 2-3 ml. Odebrani ur¢eného objemu krve do
zkumavky je absolutné nezbytné pro zajisténi cilové koncentrace antikoagulantu ve vzorku.

Vzorky lze analyzovat erstvé nebo zmrazené. Cerstvou krev lze analyzovat do 72 hodin od odebrani, pokud
byla nepretrzité uchovavana pri teplotach 4-8 °C. Pred analyzou prochazi krev fazi separace v odbérové
zkumavce. Pred odebranim alikvotni ¢asti pro extrakci je extrémné dulezité opatrné promichat vzorek. Pokud
krev nelze analyzovat Cerstvou, dlrazné doporucujeme alikvotovat vzorek do 72 hodin od odebrani na
alikvoty o objemu 150-200 ul s pouzitim nesterilnich, jednosténnych, transparentnich polypropylénovych
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zkumavek o objemu 0,5-2 ml a jejich zmrazeni na teploty -20 °C nebo -80 °C. Zmrazeni odbérovych
zkumavek s vétSim objemem vzorku (t.j. >2 ml) nebo v dvousténnych zkumavkach s lemem prodlouzi dobu
zmrazovani a zejména dobu rozmrazovani pred extrakci, coz mlze zpUsobit vysokou variabilitu vysledk(.
Skladovaci doba pro malé alikvoty je jeden mésic pri teploté -20 °C a priblizné jeden rok pri teploté -80 °C.
Souprava méri intracelularni obsah NAD. Proto je velmi dllezité kazdy Cerstvy vzorek béhem alikvotace
dostatecné promichat, aby bylo zajisténo, Zze kazdy alikvot bude obsahovat priblizné stejny pocet bunék.
Zmrazené vzorky musi byt pred analyzou udrzovany neustale zmrazené. Pro klinické hodnoceni dirazné
doporuéujeme dodrzovat pro vSechny vzorky ve studii stejny ¢asovy interval mezi odebranim vzorku a
alikvotaci/zmrazenim. Pro méreni NAD+ a NADH je tfeba 100 pl plné krve. Znovu zmrazené a rozmrazené
vzorky krve nelze pouzit pro analyzu.

PRAKTICKE INFORMACE

¢ Komponenty soupravy nepouzivejte po datu exspirace.
¢ Nemichejte materidly z riznych Sarzi souprav. DalSi cykly zmrazeni-rozmrazeni nejsou povoleny.

e Tato analyza NENI vhodna pro méreni NAD+ a NADH v plazmé ani séru, kultivovanych burikach ani
tkanich (lidskych ani zvirecich).

e Opatrnym vifenim ddkladné promichejte vSechny reagencie. Malé mikrozkumavky je treba pred
otevrenim rychle centrifugovat pfi nizké rychlosti.

e Proanalyzu lze pouzit Cerstvé i zmrazené krevni vzorky. Pro analyzu je velmi dulezité mit homogenni
(spravné namichany) vzorek.

eV zajmu minimalizace manipula¢ni doby doporucujeme extrakci nejvySe osmi vzorkd najednou.

¢ Analyzy NAD+ a NADH se provadéji na dvou samostatnych destickach. Analyzy NAD+ a NADH
doporudujeme provadét v den extrakce.

e Aby nedoslo ke krizové kontaminaci, vyménujte pipetovaci Spicky za nové po pridani kazdé slozky
Standard, vzorku i reagencie. Pouzivejte rovnéz samostatné vanicky pro smés master mix a slozku
Stop solution.

e Vysoce presné pipety a zkosené Spicky s nizsi retenci zvySuji presnost.

e Slozka Assay color reagent je zluta a citliva na svétlo, po enzymatické reakci zhnédne. Po vystaveni
pfimému sluneénimu svétlu i pfimému umélému svétlu se jeji nespecificka barva zméni na zelenou.
V zajmu minimalizace rusivych vlivi svétla na analyzu doporucujeme nasledujici:

- Pipetovat smés master mix a poté slozku Stop solution do desticky za podminek neprimého
pfirozeného svétla (podminky tlumeného svétla). K dosazeni téchto podminek vypnéte umélé
vnitfni osvétleni a nepipetujte u okna. Prirozenym neprfimym svétlem (podminky tlumeného
svétla) myslime mnozstvi okolniho svétla, které lze pozorovat pfi jizdé automobilem pod mostem
pri zamracené obloze.

- Zakryt 96jamkovou destiCku béhem reakéni doby po pfidani smési master mix i b&€hem prenosu
do analyzatoru destiek po pridani slozky Stop solution vickem z hlinikové félie. Desti¢ku
neomotavejte hlinikovou f6lii, hrozi kontaminace a smichani vzork( pfi odmotavani.

- Protokol by mél obsahovat kroky, pri nichZ je vyzadovana prace pfi tlumeném svétle.

Souprava pro stanoveni obsahu NAD+ a NADH Q-NADMED BLOOD



Pozitivni kontrola je umély vzorek obsahujici znamé mnozstvi ¢istého NAD+ a NADH.

Technické pozadavky na suchou lazen (zahfivaci blok):

1.
2.

Otestovani Ucinnosti tepelného prenosu v suché lazni nasledujicim zptisobem:
Pridejte 250 pl vody do mikrozkumavky vhodné do suché lazné, kterou pouzivate.
Do mikrozkumavky s kapalinou vloZte bézny laboratorni teplomér a umistéte ji do suché lazné
nastavené na 80 °C.
Zmeérte dobu potfebnou pro zvySeni teploty kapaliny na 70-75 °C.
VSechny inkubacni doby suché lazné uvedené v tomto protokolu se vztahuji na suchou lazen
vyvazenou na 80 °C, ktera ohreje 250 pl vody na 75 °C za 2 minuty. To je dostate¢né na
chemickou reakci pro dosazeni teploty 70-75 °C v roztoku po inkubaci v suché lazni.

Technické pozadavky pro spektrofotometricky analyzator desticek:

1.
2.

Méreni absorpce svétla pri 570-573 nm.

Moznost upravit jas/intenzitu svétla pri skenovani na nizkou hodnotu. U nékterych
analyzator(l desticek lze jas upravit jako pocet zableski na méreni. V takovém pripadé
nastavte pocet zablesk( od 5 do 10.

Smés master mix a slozka Stop solution obsahuji detergenty. Aby nedoslo k tvorbé bublin, pipetujte
smeés master mix a slozku Stop solution natlacenim pipety do polohy prvni zarazky a odstrante
pfipadné bubliny v jamkach jehlickou. Zamezte doteku obsahu jamek pipetovacimi Spickami.

Kroky doporuéujeme provadét v tomto poradi:

1. Den pred analyzou privedte slozky BUFFER A, NAD+ stabilizing reagent, NADH stabilizing

reagent a Stop solution na pokojovou teplotu. Tyto roztoky jsou pri pokojové teploté stabilni
dva tydny.

V den analyzy pripravte standardy a pozitivni kontrolu.

V den analyzy rozmrazte lahvicky se slozkami BUFFER C a Assay color reagent a nechte je
dosahnout pokojové teploty. Rozmrazeni téchto lahviéek trva 2—3 hodiny. Mezitim extrahujte

vzorky a pripravte dvé alikvoty extraktl vzork( pro samostatné méreni NAD+ a NADH.
Provedte analyzy NAD+ a NADH na samostatnych destiCkach, jednu po druhé.

Q-NADMED BLOOD



EXTRAKCE NAD+ A NADH Z KRVE

Poznamka: Tato ¢ast se provadi pri normalnich svételnych podminkach.

1.

10.

11.

12.

Pred extrakci privedte slozky BUFFER A, NAD+ stabilizing reagent a NADH stabilizing reagent na
pokojovou teplotu.

Pouzijte Cerstvou krev chlazenou ledem nebo rozmrazujte zmrazené krevni vzorky v ledové lazni po
dobu 12-15 minut pred extrakci. (Tip: b€hem rozmrazovani pouzivejte ob&asné rychlé cykly teplych
rukou.) Doporuéujeme extrakci nejvySe 8 vzork( najednou.

Napipetujte 500 pl slozky BUFFER A do 1,5ml mikrozkumavek.

Ohrejte alikvoty slozky BUFFER A v suché lazni pri 75-80 °C po dobu 2-3 min (max. 5 min).
Ponechejte je v suché lazni az do kroku 6.

Pred extrakci rychle promichejte krevni vzorky nékolika cykly spusténi a vytazeni pipety se
soubéznou rotaci $picky, zamezte tvorbé bublinek.

Pridejte 100 pl krve jednim jistym pohybem pfimo do mikrozkumavky s ohratou slozkou BUFFER A
v suché lazni. Neprodlené promichejte nékolika intenzivnimi cykly spusténi a vytazeni pipety se
soubéZnou rotaci Spicky, aby se Géinné promichal studeny vzorek s ohfatou slozkou BUFFER A.

Inkubujte homogenat pfi 75-80 °C po dobu 1 min.

Zchladte smés v ledové lazni alesponn na 5min. Po zchlazeni na ledu by mél homogenat
polymerizovat bez volné tekutiny.

Centrifugujte pfi 20000 x g po dobu 10 min pfi teploté 4 °C. Pfeneste supernatant do &isté
mikrozkumavky a peletu zlikvidujte. Udrzujte ziskané celkové extrakty (supernatanty) obsahujici
NAD+ i NADH pri teploté 4 °C prikryté vickem z félie az do dalSiho kroku. Pokracujte kroky 2 az 9
s dalsi varkou 8 vzork(, dokud mate vzorky k extrahovani. Jakmile jsou vSechny vzorky extrahovany,
pristupte ke kroku 10. Volitelné: Supernatanty lze skladovat pfi -80 °C jeden tyden. V takovém
pripadé rozmrazujte 10 min pfi pokojové teploté pred pfipravou alikvot v kroku 10.

Ze ziskanych extrakt( pripravte dvé samostatné alikvoty do cistych mikrozkumavek: 150 ul na
mikrozkumavku.

Do prvni 150ul alikvoty pridejte 100 ul slozky NAD+ stabilizing reagent, ¢imz ziskate stabilizovany
extrakt s NAD+ (ponecha se NAD+ a odstrani NADH). Vortexujte a inkubujte pri pokojové teploté
5 min. Pokud se analyza neprovadi hned, udrzujte stabilizované extrakty chlazené az do analyzy.
Chrante pred svétlem zakrytim vickem z hlinikové félie.

Do druhé 150ul alikvoty pridejte 100 ul slozky NADH stabilizing reagent, ¢imz ziskate stabilizovany
extrakt s NADH (ponecha se NADH a odstrani NAD+). Vortexujte a inkubujte po dobu 2 min v suché
lazni pri teploté 80 °C. Chladte na ledu 5 min. Pokud se analyza neprovadi hned, udrzujte
stabilizované extrakty chlazené az do analyzy. Chrante pred svétlem zakrytim vickem z hlinikové
félie.

POZNAMKA: Kone&né redéni pavodniho vzorku plné krve bude 10n4sobné.

POZNAMKA: V pripadé individulniho dopliikového podavani prekurzort NAD se miize hladina NAD+ v krvi
zvysit, takze stabilizovany extrakt NAD+ je nutné pred analyzou dale zfedit (dvojnasobné) deionizovanou
vodou. Konecné redéni plvodniho vzorku plné krve bude pro NAD+ 20nasobné. Stabilizovany extrakt s NADH
fedéni nevyzaduje.
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PRIPRAVA STANDARDU

Poznamka: Tato ¢ast se provadi v normalnich svételnych podminkach.

1. Standardy pripravte v den analyzy. Mikrozkumavky s 1 mM slozky standard stock rozmrazujte 5 min
pri pokojové teploté. BEhem rozmrazovani chrante pred svétlem vickem z félie.

2. Pripravte 50 pM roztok NAD+ pridanim 25 pl slozky 1 mM NAD+ standard stock (dodano) do 475 pl
deionizované vody, vortexujte. Tento zasobni roztok se pouziva pro pfipravu standard NAD+ a
pozitivni kontroly.

3. Pripravte standardy NAD+ podle schématu nize smichanim uvedenych objem0 cinidel
v nasledujicim poradi: deionizovana voda, 50 uM roztok NAD+, a slozek BUFFER A a NAD+ stabilizing
reagent. Kone¢ny objem kazdého standardu je 1 ml. (Tip: k pipetovani 50 uM roztoku NAD+ a vody
pouzijte jednu stejnou pipetu 20-200 pl).

" PRIPRAVA STANDARDU
¢isLo KONCENTRACE
STANDARDU | NAD+ (uM) 50 pM roztok dH:0 () BUFFERA () | VAD+ stabilizing
NAD+ (ul) reagent (pl)

ST1 0 0 100 500 400
ST2 1 20 80 500 400
ST3 2 40 60 500 400
ST4 3 60 40 500 400
ST5 5 100 0 500 400

4. Pripravte 10 pM roztok NADH pridanim 10 pl slozky 1 mM NADH Standard Stock (dodano) do 990 ul
deionizované vody, vortexujte. Tento zasobni roztok se pouziva pro pripravu standardd NADH a
pozitivni kontroly.

5. Pripravte standardy NADH podle schématu nize smichanim uvedenych objemud cinidel
v nasledujicim poradi: deionizovana voda, 10 uM roztok NADH, a slozek BUFFER A a NADH stabilizing
reagent. Kone¢ny objem kazdého standardu je 1 ml. (Tip: k pipetovani 10 uM roztoku NADH a vody
pouzijte jednu stejnou pipetu 20-200 pl).

"y PRIPRAVA STANDARDU
&fsLo KONCENTRACE
STANDARDU |  NADH (uM) BUERLE0S O | BUFFERA Gy | 'ADH stabllizing
NADH (pl) reagent (pl)

ST1 0 0 100 500 400
ST2 0.2 20 80 500 400
ST3 0.4 40 60 500 400
ST4 06 60 40 500 400
ST5 1 100 0 500 400

6. Prikryjte stojan s pripravenymi standardy hlinikovou félii jako ochranu pred svétlem a pred
pipetovanim na desti¢ku ulozte do chladniCky.
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PRIPRAVA POZITIVNI KONTROLY

Pozndmka: Tato ¢ast se provadi za normaélnich svételnych podminek.

Pozitivni kontrola se pfipravuje pred analyzou smichanim zndmého mnozstvi standard NAD+ a NADH
s pufrem pro pripravu pozitivni kontroly (dodano). Objem pozitivni kontroly a koncentrace metabolit(

NAD napodobuji krevni vzorek zdravého lidského pacienta. Pripravena pozitivni kontrola prochazi

stejnym postupem extrakce a stabilizace jako vzorky plné krve.

1
2.
3.

Rozmrazujte mikrozkumavku se slozkou Positive control (buffer) po dobu 5 min pri pokojové teploté.
Pripravte pozitivni kontrolu pridanim 45 pl pufru pro pripravu pozitivni kontroly do mikrozkumavky.

Pridejte 75 ul z 50 uM roztoku NAD+ (pfiprava viz str. 11) a 30 pl z 10 pM roztoku NADH (priprava
viz str. 11) do pufru pro pfipravu pozitivni kontroly a vortexujte. O¢ekavana koncentrace NAD+ v
pozitivni kontrole je 25 + 2 uM, v pripadé NADH pak 2 + 0,3 uM.

Pozitivni kontrola neobsahuje proteiny, takZze ji lze extrahovat pomoci slozky BUFFER A pfi pokojové
teploté. Vytvorte ,extrakt” pozitivni kontroly pridanim 100 pl pripravené pozitivni kontroly do 500 pl
slozky BUFFER A pri pokojové teploté, vortexujte a pokracuje krokem 5.

Pripravte dvé samostatné alikvoty ,extraktu” pozitivni kontroly (z kroku 4) do Cdcistych
mikrozkumavek: 150 pl na zkumavku.

Do prvni 150yl alikvoty pridejte 100 ul slozky NAD+ stabilizing reagent, vortexujte a inkubujte 5 min
pri pokojové teploté. Poté udrzujte v chladnicce a zakryté folii az do analyzy. Tato stabilizovana
alikvota pozitivni kontroly se pouzije pri analyze NAD+.

Do druhé 150ul alikvoty pridejte 100 pl slozky NADH stabilizing reagent, vortexujte. Tento roztok
zahfivejte 2 min na 75-80 °C, zchladte na ledu. Poté udrzujte v chladni¢ce a zakryté félii az do
analyzy. Tato stabilizovana alikvota pozitivni kontroly se pouzije pfi analyze NADH.

POZNAMKA: Kone&né Fedéni pozitivni kontroly bude 10n4sobné.
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POSTUP ANALYZY

Poznamky:

Kroky 1-3 se provadéji v normalnich svételnych podminkach.

Kroky 4-9 se provadéji v podminkach tlumeného svétla (kdyz je prfimé umélé osvétleni
zhasnuté).

Kazda analyza obsahuje slepé vzorky pro uéely korekce vsech nespecifickych signal pozadi. Slepé
vzorky jsou pfipraveny z prvnich Ctyr stabilizovanych extrakt( vzork( (t.j. BL UNK1-4 vzorkd 1-4) v
zajmu korekce nespecifickych interakci mezi slozkami extraktl a sloZzkou Assay color reagent
ve smési master mix. Pozitivni kontrola nevyzaduje samostatny slepy vzorek.

Pokud se analyzuje krev subjekt( prochazejici suplementaci prekurzord NAD+, vyzaduji tyto vzorky
minimalné dvé jamky se slepymi vzorky pro tento typ vzorku. Pokud budou na stejné desticce
analyzovany vzorky subjektu se suplementaci a bez suplementace, doporucujeme pripravit dvé
jamky se slepymi vzorky pro kazdy stav. K tomuto Ucelu ndhodné vyberte dva stabilizované extrakty
od osob se suplementaci a dva od osob bez suplementace. Pouzijte tyto extrakty pro pripravu
slepych vzork(: dvé jamky pro kazdy stav.

VSechny slepé vzorky se inkubuji se smési master mix BEZ pfidané slozky Enzyme.

Slozku Enzyme je tfeba rozmrazit bezprostredné pred pfiddnim do smési master mix.
Mikrozkumavku se slozkou Enzyme pred otevienim kratce centrifugujte na nizkou rychlost.

Pred napipetovanim na destiCku inkubujte pripravené standardy, stabilizované extrakty vzorkd a
stabilizovanou pozitivni kontrolu po dobu 5 min pfi pokojové teploté.

Napipetujte duplicitné 20 ul kazdého standardu NAD+ nebo NADH od ST1 (0 pM) podle schématu
desti¢ky na str. 23.

Napipetujte duplicitné 20 ul stabilizované pozitivni kontroly a stabilizovanych extraktd vzorkd (viz
schéma na str. 23). U prvnich ¢tyr stabilizovanych extrakt( vzork( napipetujte navic jeden replikat
do uréené jamky (BL UNK1-4) podle schématu na str. 23. Tyto Ctyri jamky jsou slepé vzorky potrebné
pro analyzu bez slozky Enzyme, za ucelem korekce nespecifické interakce mezi extraktem a slozkou
Assay color reagent ve smési master mix.

Od tohoto kroku déle pracujte v podminkach tlumeného svétla. Pfipravte smés master mix pridanim
slozky Assay color reagent do slozky BUFFER C, jemné promichejte otaenim.

Pridejte 190 pl smési master mix bez enzymu do kazdé ze ¢tyr jamek pro slepé vzorky (BL UNK1-4).

Pridejte 40 pl slozky Enzyme do lahviCky se zbyvajici smési master mix. Jemné promichejte tak, aby
se nevytvorila péna. Nalijte smés master mix s pridanymi enzymy do nadoby. Chrarite smés master
mix v nadobé béhem pipetovani vickem z hlinikové félie. (Prohlédnéte si prosim dalsi pokyny v nasem
instruktaznim videu na strankach www.nadmed.com.)

Pridejte 190 pl smési master mix s pridanou slozkou Enzyme do vSech zbyvajicich jamek vCetné
stabilizované pozitivni kontroly pomoci vicekanalové pipety, zamezte pénéni a pfimému svétlu.
Pripravenou desticku hned prikryjte vickem z hlinikové félie.

Pro analyzu NAD+: inkubujte zakrytou desticku 4—6 min pri pokojové teploté.

Pro analyzu NADH inkubujte zakrytou desti¢ku 6-10 min pfi pokojové teploté.

13

Q-NADMED BLOOD



10.

POZNAMKA: reakci lze zastavit, pokud je zfetelny barevny gradient v standardech a rozdil intenzity
barev mezi vzorky s pridanym enzymem a slepymi vzorky. Cim del&i je reakéni doba, tim intenzivnéjsi
signal bude mozné pozorovat. Intenzita barev pfi analyze NADH je nizsi nez u NAD+, protoze
koncentrace NADH v krvi je mnohem nizsi nez NAD+. Proto se standardy NADH pohybuji od O do
1 pM, zatimco standardy NAD+ od O do 5 uM.

Zastavte reakce pridanim 10 pl slozky Stop solution do kazdé jamky ve stejném poradi jako smés
master mix pomoci vicekanalové pipety. Zamezte zpénéni tak, ze jemné destickou zatresete rukou
na desce stolu, odstranite bublinky.

Zmeérte absorbanci svétla pri 573 nm ihned po pfidani slozky Stop solution. Pokud je to mozné,
protrepejte destiCku uvnitf analyzatoru mikrodesti¢ek po dobu 5 s prfed mérenim. Poznamka: po
pridani slozky Stop solution se muze intenzita barvy ve vSech jamkach pomalu rovnomérné zvySovat.
To se o6ekdva v disledku neenzymatického procesu na pozadi ve smési master mix.
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VYPOCET VYSLEDKU

1

Vypoctéte priimér namérenych hodnot absorbance pro kazdy standard (ST1-ST5). Vytvorte
standardni krivku zanesenim stredni absorbance pro kazdy standard na osu y oproti koncentraci (v
UM) na ose x a provedte prosté prolozeni linearni regrese standardni krivky.

2. Zjistéte koncentraci vSech metabolitt v kazdé jamce podle vzorce linearni regrese standardni krivky.

3. Vypoctéte pramér pro &tyri slepé vzorky (BL UNKI1-4). Ziskané hodnoty pfedstavuji nespecificky
signal stabilizovanych extraktu.

4. Vypoctéte pramér duplikatl kazdého stabilizovaného extraktu vzorku (UNK).

5. Vypoctéte prumér duplikatd stabilizované pozitivni kontroly a vynasobte 10, abyste zjistili
koncentraci (uM) metabolitu NAD+ a NADH v plvodnich 150 pl pozitivni kontroly.

6. Ziskané koncentrace ve stabilizovanych extraktech vzork( korigujte na hodnotu slepych vzorkd
(vypoétenou v kroku 3) a vyndsobte 10, abyste zjistili koncentraci (uM) metabolitu NAD+ nebo NADH
v puvodnim krevnim vzorku (viz podrobnosti na strané 17). Pokud byly stabilizované extrakty NAD+
dodatecné redény, je nutné koncentraci vynasobit faktorem dodatec¢ného Fedéni.

POZITIVNI KONTROLA

Ugelem pozitivni kontroly je monitorovat téinnost stabilizadniho kroku, pokud je ze smési odstranén néktery

z metabolitl. Koncentrace naméreného NAD+ v pozitivni kontrole se ocekavd v rozmezi 23-27 uM,
koncentrace NADH se o¢ekava v rozmezi 1,7-2,3 uM.

Hodnoty absorbance stabilizované pozitivni kontroly na desti¢ce NAD+ se oCekdvaji mezi absorbanci
ST3 a STa4.

Hodnoty absorbance stabilizované pozitivni kontroly na desticce NADH se ocekavaji stejné jako u
ST2 s odchylkou 0,05 optické jednotky.
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INTERPRETACE A OMEZENI

A. OBVYKLE UDAJE

Krivka standardu a koncentrace ve stabilizovanych extraktech vzorku jsou uvedeny jen pro ukazku a v
zadném pripadé se nesméji pouzit namisto krivky kalibrace v realném case.

KRIVKA STANDARDU PRO NAD+

Absorbance (573 nm)

0.87 Standard NAD+ (uM)
£ ’ Doba analyzy — 4 min
c
m 0,6‘ ST1 0 0,054
n 0,054
=
S 0,4+ ST2 1 0,176
)
g 0,192
®
2 0,24 ST3 2 0,319
ﬁ 0332
< O'O T T T T 1 ST4 3 0,452
0 1 2 3 4 5 0.466
NAD+, uM ST5 5 0,689
0,730
KRIVKA STANDARDU PRO NADH
- Absorbance (573 nm)
0.25 Standard NADH (uM)
£ Doba analyzy — 6 min
c .
o 0.20 ST1 0 0,056
B
sz 0.154 0,056
b ST2 02 0,088
2 0.104
E 0,088
§ 0.05- » ST3 0,4 0,122
a8 R<“=0,998 0123
= 0.00
* ! ! ! ! ! ST4 0,6 0,157
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0,156
NADH, um
ST5 1 0,223
0,232
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VYPOCET VYSLEDKU PRO NAD+

Hodnoty koncentrace v stabilizovanych extraktech vzorkd (UNK) a slepych vzorcich (BL UNK1-4) se
stanovi podle vzorce pro linearni prolozeni standardni krivky NAD+

Koncentrace ve stabilizovanych extraktech

Neznamy Koncentrace ve stabilizovanych ) . , B Koneéna koncentrace NAD+ v
vzorek extraktech (uM) korigovana prmeérem slepych vzorkd ptivodnim vzorku (pM)*
(BL UNK 1-4, pM)
UNK 1 2,944 3,008 30,08
3,151
UNK 2 2,841 2,945 29,45
3,129
UNK 3 2,686 2,668 26,68
2,730
UNK 4 1,895 1,907 19,07
1,999
UNK'5 2,346 2,343 23,43
2,420
UNK 6 3,432 3,425 34,25
3,499
BLUNK1 0,040 -
BL UNK 2 0,048
BL UNK 3 0,026
BL UNK 4 0,048

*Korigovano o faktor fedéni x10

VYPOCET VYSLEDKU PRO NADH

Hodnoty koncentrace v stabilizovanych extraktech vzorkd (UNK) a slepych vzorcich (BL UNK1-4) se
stanovi podle vzorce pro linearni prolozeni standardni kfivky NADH

Koncentrace ve stabilizovanych extraktech

Nezndmy Koncentrace ve stabilizovanych ) e , ) Koneénd koncentrace NADH v
vzorek extraktech (uM) korigovand pramérem slepych vzorkd pavodnim vzorku (uM)*
(BL UNK 1-4, pM)
UNK 1 0,239 0,086 0,86
0,239
UNK 2 0,284 0,133 1,33
0,290
UNK 3 0,228 0,077 0,77
0,234
UNK 4 0,234 0,083 0,83
0,239
UNK 5 0,200 0,044 0,44
0,195
UNK 6 0,228 0,083 0,83
0,245
BLUNK1 0,156 -
BL UNK 2 0,161
BL UNK 3 0,150
BL UNK 4 0,150

*Korigovano o faktor fedéni x10

Q-NADMED BLOOD
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B. LIMITY DETEKCE

V tabulce nize je uveden limit slepého vzorku (LoB) pro méreni soupravou Q-NADMED Blood (LoB +

standardni odchylka [SD]).

Limit slepého vzorku

pmol/jamka
NAD+ 1,84+09
NADH 210+0,5

Limit detekce (LoD) byl vypocitan ze standardnich kfivek NAD+ a NADH a je uveden v tabulce nize (LoD *

SD).

Limit detekce

UM v plné krvi

NAD+

0,33+0,2

NADH

019+0,05

Limit kvantifikace (LoQ) je uveden v tabulce nize (LoQ + SD).

C. PRESNOST A REPRODUKOVATELNOST

Limit kvantifikace

UM v plné krvi

NAD+

0,66 £0,3

NADH

040+01

Presnost provedeni analyzy byla stanovena podle odchylky méreni v ramci analyzy. Pfesnost v ramci
analyzy je uvedena v tabulce nize (CV = variacni koeficient).

Presnost v ramci analyzy

CV (%) + SD
NAD+ 1,48 +0,8
NADH 333+15

V tabulce nize vysledky reprodukovatelnosti analyzy jsou shrnuty (N = pocet, * 3 alikvoty stejného vzorku

byly analyzovany triplicitng).

Reprodukovatelnost
NAD+ NADH
Vzorek Ctrl Ctr2 Ctr3 Ctrl Ctr2 Ctr3
PocCet méreni* 9 9 9 9 9 9
Stfedni hodnota (uUM) 27,41 29,41 22,00 0,55 0,71 0,64
Standardni odchylka 0,62 1,31 0,87 0,03 0,05 0,05
CV (%) 2,28 4,45 3,95 5,20 7,06 8,45

Souprava pro stanoveni obsahu NAD+ a NADH Q-NADMED BLOOD
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D. PRESNOST

Presnost analyzy byla vypoéitana podle vzorkl se zndmym mnozstvim cistého NAD+ nebo NADH.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce nize (pfesnost analyzy + SD).

Presnost (%)
NAD+ N =32 97,13+7,6
NADH N=125 104,22 +16,5

E. MEZNiHODNOTA ANALYZY

rvvs

vzorku populace. Mezni hodnoty jsou shrnuty v tabulce nize.

Mezni hodnota
Nizka Vysoka
NAD+ (uM) 20 36
NADH (uM) 06 18

F. VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

Interference ostatnich metabolitl v extraktu nebyla samostatné hodnocena, protoze jejich prispévek je nizky
a zohlednény provadénim analyzy slepych vzork( bez pridané slozky Enzyme.

Upozornéni: sorban draselny, boritan, pyridin a bizmut ve vzorku miZze zpUsobit inhibici slozky Enzyme, a
tim podhodnoceni vysledk.

G. POROVNANI METOD

V zajmu potvrzeni vykonnosti metody Q-NADMED jsme zmeéfili koncentraci NAD+ v sadé kontrolnich vzorku
lidské krve, které byly rovnéz analyzovany hmotnostni spektrometrii. Zmrazené krevni vzorky péti zdravych
pacientll (prfed a po 16 tydnech doplhkového podavani niacinu) byly paralelné analyzovany metodou
Q-NADMED a hmotnostni spektrometrii. Vysledky metody Q-NADMED byly v souladu s vysledky hmotnostni
spektrometrie.

160
140

120

100 Po dopliikovém podani
80
60

“

20

/”/PFed dopliikovym podénim
0

o 20 40 60 80 100 120 140 160

Hmotnostni spektrometrie (LM)

NADMED (uM)
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SYMBOLY

Symbol
@ Horlava kapalina a pary
@ Upozornéni/nebezpeci
— N
[ ]
1 Viz navod k pouziti
—_— T N

Spotrebujte do data

REF

Katalogoveé cislo

LOT

Kod Sarze

Vyrobce

-85°C 4 -70°C

Horni limit teploty

Souprava pro stanoveni obsahu NAD+ a NADH Q-NADMED BLOOD
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Nepouzivejte, je-li posSkozen obal

UdrZujte v suchu

; 96 Pocet reakci

c € IVD Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

\\ Chrarite pred pfimym svétlem
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B. DOPORUCENE USPORADANI DESTICKY PRO MERENI NAD+ NEBO NADH

Uspoiéadani destiCky pro analyzu NAD+ nebo NADH: St — standard, BL — slepé vzorky s predepsanymi vzorky pro
odecteni vysledkl slepych vzorkd, UNK — neznamé vzorky, stabilizované extrakty ze vzork( s neznamou
koncentraci metabolitu, PosCtr — stabilizovana pozitivni kontrola. Pouzivejte 20 ul standardu, pozitivni kontroly a
stabilizovanych extraktd vzorkd na jamku. Slepé vzorky prvnich ¢tyr vzorkd se analyzuji ve smési master mix bez
pridané slozky Enzyme.

POZNAMKY

Q-NADMED BLOOD

23



USPORADANI D

- OOOOOOOOO000
| OO

~(@
©
N
>
o
Q.
n
5

900000000008

L LLLLLLLLLI

P (X S
(L XX LLLLLLLLD

@©
+
n
<
o
2>
c
@®
>

o
N
>
=
@
C
@
C
~@©
@

90000000000L

LLL

000000000]
0000000000

90000000
¢l IT Oof 6 8 <L 9 S v &€ ¢ 1




