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AVSEDD ANVANDNING

Q-NADMED Blood, en medicinteknisk produkt for diagnostik in vitro, ar en analyssats for matning av
koncentrationer av metaboliten NAD+ i humant helblod. Analysen ar kvantitativ. De avsedda anvandarna av
analyssatsen Q-NADMED a&r utbildad laboratoriepersonal. Det forsta avsedda syftet ar att detektera
systemiska forandringar i NAD+. Primara avsedda anvandare av analysresultaten ar vardpersonal som
tolkar resultaten ur ett sjukdoms-/halsoperspektiv. Resultatet av analyssatsen Q-NADMED kan anvandas
for att ta beslut om behandling, sdsom tillskott av NAD-foregdngare. Det andra avsedda syftet med
analyssatsen Q-NADMED ar att dvervaka nivaerna av NAD+ hos patienter som far behandling, sdsom
tillskott av NAD-féregangare, och vid behov kunna justera dosen.

KLINISK BAKGRUND

Metaboliten NAD+ ar en kand central regleringsmekanism for manniskokroppens metabolism och
energihomeostas. Ackumulerade forskningsdata visar att systemiska nivaer i minskningen av NAD+ som
svar pa pagdende sjukdom signalerar en obalans i kroppens energihomeostas. Graden av NAD+ varierar
mellan olika patienter och olika sjukdomar. Progressivt sjunkande nivaer av NAD+ gor det omojligt for
kroppen att fortsatta sina grundldaggande metaboliska funktioner for dverlevnad, ens under pagaende
behandling. Med Q-NADMED gar det att identifiera brist pa NAD+ hos patienter i syfte att korrigera denna
och dka behandlingens effekt.

ANALYSENS PRINCIPER

Analysens princip ar en cyklisk enzymatisk reaktion med en kolorimetrisk slutpunktsdetektion. Forst
extraheras NAD+ ur ett blodprov for att i ndsta steg stabiliseras. Sedan analyseras det stabiliserade
extraktet genom en enzymatisk reaktion kopplad till en fargférandring. Fargforandringens intensitet under
analys ar linjart proportionerlig till koncentrationen av NAD+ i reaktionsblandningen.

En Q-NADMED Blood analyssats for NAD+ racker till analys av NAD+ i 40 helblodsprover. Antalet méjliga
prover definieras av medfdljande volym av BUFFER A. Satsen erbjuder viss flexibilitet genom att analysen
av NAD+ kan delas upp mellan tva mindre uppsattningar prover vid tva olika tidpunkter. Mer information
finns i avsnittet Praktiska Overvaganden pa s. 8.

Q-NADMED BLOOD analyssats for NAD+



MEDFOLJANDE REAGENSER

REAGENS BESKRIVNING* FORE ANALYSEN
BUFFER A 28 ml extraktionsbuffert Latvérma “flpst_igsr oy oA
NAD+ stabilizing reagent 2 flaskor rrrf;t:i:;l:vugfgidsning for L&t varma u?lpst_ilzlSrL:g;.stemperatur
NAD+ standard stock 2 mikrorér med 40 pl 1 mM NAD+ Se forberedelseguide.
BUFFERC 2 flaskor med 19 ml analysbuffert e WL S FE

2 flaskor med 3 ml reagens med
Assay color reagent N
analysfargen
Enzvme 2 mikrordr med 40 pl enzym.
y En per platta.
Stop solution 1 flaska med 3 ml losnlpg for att stoppa
analysreaktionen
1 mikrordér med 200 pl

ORI ETTE (5L buffert for beredning av positiv kontroll

(15-25 °C).

Lat varma upp till rumstemperatur
(15-25 °C). Bor anvandas inom 2 timmar
efter uppvarmning till rumstemperatur.

Tina endast innan det tillsatts i
mastermixen.

Lat varma upp till rumstemperatur
(15-25°C).

Lat varma upp till rumstemperatur
(15-25 °C). Se forberedelseguide.

* Obs: Godkand variation av pafyllningsvolym ar 5 %.

FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

Sakerhet

Endast for diagnostisk anvandning in vitro. Far endast anvandas av utbildad personal.

Stop solution kan irritera hud, égon och luftvagar. Undvik att andas in angor.

Assay color reagent kan orsaka hudirritation. Hanteras forsiktigt, anvand handskar.

BUFFER A kan orsaka dgonirritation. Hanteras forsiktigt, anvand skyddsglasogon.

Rok, drick eller at inte samt applicera inte kosmetika inom arbetsomradet. Anvand skyddshandskar,

skyddsklader och 6gonskydd. Tvatta handerna grundligt efter hantering.

De identifierade riskerna med kemikalierna i denna sats, och l@mplig varningsinformation kopplad till
riskerna, presenteras i sakerhetsdatabladet (SDS) fér Q-NADMED.

| sékerhetsdatabladet (SDS) for Q-NADMED beskrivs aven hur forbrukade satskomponenter ska kasseras.

Q-NADMED Blood analyssats for NAD+ ar lamplig for matning av metaboliten NAD+ i helblod. Vid matning
av metaboliterna NAD+ och NADH i helblod ska Q-NADMED Blood analyssats for NAD+ och NADH

(katalognummer IVD_001) anvandas.
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LAGRING AV REAGENSER OCH UTGANGSDATUM

Innan de 6ppnas ska alla satskomponenter lagras vid -80 °C. Undvik temperaturvariationer i frysen.

Efter upptining ar BUFFER A, NAD+ stabilizing reagent, Positive control (buffer) och Stop solution
stabila i tva veckor vid rumstemperatur.

BUFFER C bor tinas och anvandas samma dag som analysen utfors.

Assay color reagent ar stabilt i upp till tre timmar vid rumstemperatur efter upptining.
Enzymet ska anvandas direkt efter upptining.

Analysstandarder och positiv kontroll ska beredas och anvandas pa analysdagen.

Standarderna ska skyddas mot ljus.

ANNAT MATERIAL SOM KRAVS

Foljande material kravs men ingar inte i satsen:

Avjoniserat vatten (milli-Q-vatten fran ett vattenreningssystem eller kommersiellt tillgangligt
avjoniserat vatten t.ex. Sigma katalognummer 38796).

Mikroror, 1,5ml, for beredning av prover, extrahering, stabilisering och beredning av
analysstandarder. Materialkrav for mikrordren: anvand vanliga icke-sterila mikrocentrifugror av
transparent/ofargad polypropen (PP) avsedda for in vitro-diagnostik (t.ex. Sarstedt, ref. 72.690.001).
Anvand inte mikroror avsedda fér molekylar biologi markta som sterila (kemiskt steriliserade), fria
fran endotoxiner, pyrogena @mnen, manskligt DNA samt med lag retentionsgrad. Anvand inte
mikroror avsedda for arbete med protein markta med LoBind.

Tva plastreservoarer for flerkanalspipetter (av icke-steril polystyren), en for pipettering av
mastermix, den andra for pipettering av Stop solution.

Tva genomskinliga polystyren-mikroplattor med 96 brunnar och mellanhdog proteinbindande
affinitet, utformade fér analyser av kolorimetri och absorbans.

Torrbad (varmeblock) med justerbar temperatur (upp till 80 °C).
Kylande mikrocentrifug (max. hastighet 20 000 x g).

Isvattenbad (en sorja av packad is och kranvatten som héaller mikrororen pé plats och forhindrar att
de flyter upp).

Kalibrerade enkanalspipetter (0,5-10 ul, 5-50 pl, 20-200 pL, 100-1 000 ul) och flerkanalspipetter
(5-50 pl, 30-300 pl) och fasade pipettspetsar, lag retention.

Spektrofotometrisk mikroplattldsare som kan mata absorbans vid 570-573 nm.

Aluminiumfolie for att skydda mikroror och plattor mot ljus.
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REAGENSFORBEREDELSE

Tina fore analysen en uppsattning reagenser for analys av NAD+ pa en platta med 96 brunnar samt
BUFFER A, Stop solution och Positive control (buffer) enligt anvisningarna i tabellen pa sidan 5.

A. BUFFER A:Redo att anvanda. En flaska racker till tva uppsattningar prover (sammanlagt 40 prover).
Efter upptining infor extraktionen av den forsta uppsattningen prover kan BUFFER A forvaras vid
rumstemperatur i tva veckor eller i frys vid -80 °C fram till analysen av den andra uppsattningen
prover.

B. NAD-+ stabilizing reagent: Redo att anvanda. Engangsprodukt. Far inte frysas pa nytt.
C. Enzyme: Redo att anvanda. Engangsprodukt. Far inte frysas pa nytt.

D. Stop solution: Redo att anvanda. En flaska racker till tva analyser. Om fallning uppstar i Stop
solution vid upptining bor den aterupplésas med 5 minuters inkubering vid 37 °C, och sedan kylas
igen till 25 °C fore anvandning. Skaka inte Stop solution kraftigt. Efter upptining infér analysen av
den forsta uppsattningen prover kan Stop solution forvaras vid rumstemperatur i tva veckor eller i
frys vid -80 °C fram till analysen av den andra uppsattningen prover.

E. Positive control (buffer): Redo att anvanda. En flaska racker till tvd analyser. Se ytterligare
instruktioner i avsnittet Forberedelse av positiv kontroll. Efter beredning av positiv kontroll infor den
forsta analysen kan resterande buffert forvaras vid rumstemperatur i tva veckor eller i frys vid -
80 °C fram till den andra analysen.

F. Analysstandarder: Bereds av 1 mM NAD+ standard stock. Se ytterligare instruktioner i avsnittet
Forberedelse av standarder och positiv kontroll.

G. Mastermix: 1 flaska Assay color reagent (3 ml, uppsattning 1 eller 2) blandas i 1 flaska BUFFER C
(uppsattning 1 eller 2) for att skapa 1 flaska med mastermix som kravs for 1 platta med NAD+-
analys. Skydda mot ljus genom att behalla den i den bruna originalflaskan. Skaka inte kraftigt.
Kassera all 6verbliven vatska. Far inte frysas pa nytt.

INSAMLING OCH FORVARING AV PROV

Satsen ar avsedd for analys av helblod. Lampliga provtagningsmetoder ar vendst blod via venpunktion med
kanyl eller perifert blod via lansettstick eller liknande. Helblodsprover ska samlas in i provtagningsror
sprejade invandigt med litiumheparin eller K2 EDTA som antikoagulans, och blandas ordentligt genom att
réret vands upp och ned upprepade ganger.

Krav for provtagningsror med antikoagulans for insamling av vendst blod (BD Vacutainer eller Vacuette):
anvand K2 EDTA-ror sprejade invandigt med K2 EDTA motsvarande en koncentration av 1,2-2 mg K2 EDTA
per 1 ml insamlat blod eller litiumheparin (LH)-ror sprejade invandigt med LH motsvarande en
koncentration av 17-18 I[E per 1 ml insamlat blod. Analysen kraver endast sma volymer av helblod. Vi
rekommenderar darfér att sma provtagningsrdr, runt 2-3 ml, anvands. Det ar viktigt att den avsedda
volymen blod samlas in i provtagningsroret for att provet ska fa ratt malkoncentration av antikoagulans.

Proverna kan analyseras farska eller frusna. Farskt blod kan analyseras inom 72timmar om det
kontinuerligt har férvarats vid 48 °C efter provtagningen. Insamlat blod separerar i faser i provroret och
darfor ar det mycket viktigt att provet blandas noga fore alikvotering. Om blodet inte kan analyseras direkt
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rekommenderar vi alikvotering av provet inom 72 timmar fran provtagningstillfallet i alikvoter om 150-
200 ul i icke-sterila, transparenta polypropenmikrorér med enkelvaggar i volymer om 0,5-2 ml. Alikvoterna
fryses sedan ned till —20 °C eller —80 °C. Frysning av provrér med storre volym (> 2 ml) eller mikrorér med
dubbelvagg och rak nederkant 6kar infrysningstiden och i synnerhet upptiningstiden fore extraktionen, vilket
kan ge stora variationer i resultaten. Lagringstiden for sma alikvoter ar en manad vid =20 °C och omkring
ett &r vid —80 °C. Satsen mater intracellulart NAD-innehall. Darfor ar det mycket viktigt att blanda varje
farskt prov ordentligt fore och under alikvotering for att sakerstalla att varje alikvot innehéaller ungefar
samma antal celler. Frusna prover maste hallas kontinuerligt nedfrysta fore analysen. Vid kliniska
provningar rekommenderar vi att tidsintervallet mellan provtagning och alikvotering/infrysning halls
konsekvent for samtliga prover i provningen. For matning av NAD+ behdvs 100 pl helblod. Prover som har
tinats upp och frusits in pa nytt kan inte anvandas i analysen.

PRAKTISKA OVERVAGANDEN

e En Q-NADMED Blood analyssats for NAD+ racker till analys av NAD+ i 40 helblodsprover. Antalet
mojliga prover definieras av medfoljande volym av BUFFER A. Satsen erbjuder viss flexibilitet
genom att analysen av NAD+ kan delas upp mellan tvd mindre uppsattningar prover vid tva olika
tidpunkter. Exempel:

- Enextraktion av 30 prover ska samma dag féljas av NAD+-analys pa en 96-brunnsplatta, beredd
av produkterna fran uppsattning 1.

- En annan dag ska extraktionen av de aterstdende 10 proverna foljas av en NAD+-analys pé en
96-brunnsplatta beredd med produkterna fran uppsattning 2.

- Alternativ: Alla 40 prover kan analyseras samtidigt pa en 96-brunnsplatta med reagenserna fran
en av uppsattningarna (uppsattning 1). | sadant fall férblir den andra uppsattningen reagenser
(uppsattning 2) oanvand, och kan vid behov anvandas samma dag for att upprepa matningarna
fran den forsta analysen.

e Anvand inte satsens komponenter efter utgdngsdatumet.
¢ Blanda inte material fran olika satspartier.

e Den har analysen ar INTE lamplig for matning av NAD+ i plasma eller serum, odlade celler eller
vavnader (manniska eller djur).

e Blanda allareagenser grundligt genom att virvla dem sakta. Sma mikroror ska snabbt centrifugeras
vid lag hastighet fore 6ppnandet.

e Saval farska som frusna blodprover kan anvandas for analysen. Det ar mycket viktigt att anvanda
ett homogent (ordentligt blandat) prov for analys.

e Virekommenderar att maximalt atta prover extraheras samtidigt for att minimera hanteringstiden.

e Byt till nya pipettspetsar mellan tillsattning av varje standard, prov och reagens for att undvika
korskontaminering. Anvand ockséa separata reservoarer for mastermix och Stop solution.

e Hogprecisionspipetter och fasade spetsar med mindre retention forbattrar precisionen.

e Assay color reagent ar en gul, ljuskanslig férening som blir brun vid enzymatisk reaktion. Exponering
for direkt solljus eller artificiellt ljus gor att dess ospecifika farg vaxlar till gront. For att minimera
ljusstorningarna vid analysen rekommenderar vi foljande:

Q-NADMED BLOOD analyssats for NAD+



Pipettering av mastermix och sedan Stop solution i plattan i naturligt indirekt Ljus (dunkelt Ljus).
Slack artificiella inomhuslampor och undvik att pipettera nara ett fonster for att dstadkomma
goda ljusforhallanden. Med naturligt indirekt ljus (dunkelt ljus) menas den mangd ljus du
upplever i en bil som kor under en bro en mulen dag.

Tack 96-brunnsplattan med ett lock av aluminiumfolie under reaktionstiden efter tillsattning av
mastermixen och under dverféringen till plattlasaren efter tillsattning av Stop solution. Sla inte
in plattan i aluminiumfolien eftersom det da finns risk fér kontaminering och provblandning under
uppackningen.

De steg som kraver arbete under dunkla ljusforhallanden anges tydligt i protokollet.

Positiv kontroll ar ett artificiellt prov som innehaller kdnda mangder rent NAD+.

Tekniska krav for torrbad (varmeblock):

Testa hur effektivt torrbadets varmedverforing ar enligt foljande:
1. Tillsatt 250 pl vatten i ett mikroror som passar i torrbadet som du anvander.

2. Placera en vanlig laboratorietermometer i mikrordret tillsammans med vatskan och
placera den i torrbadet som har stallts in pa 80 °C.

3. Mat tiden som kravs for att 6ka vatskans temperatur till 70-75 °C.

4. Alla inkubationstider i torrbad som anges i detta protokoll galler for ett torrbad som
varmer 250 ul vatten till 75 °C pa 2 minuter. Detta racker for att den kemiska reaktionen
ska na 70-75 °C i losningen vid inkubering i torrbadet.

Tekniska krav for spektrofotometrisk plattlasare:

Matning av ljusabsorption vid 570-573 nm.

Alternativ for att justera skanninglampans ljusstyrka/intensitet till lag. Pa vissa plattlasare kan
ljusstyrkan justeras som antalet blixtar per matning. | det senare fallet ska antalet blixtar i
intervallet stallas in pd mellan 5 och 10.

Mastermix och Stop solution innehaller tvattmedel. Undvik bubblor vid pipettering av mastermixen
och Stop solution genom att trycka pa pipetten till forsta stopplaget och sedan avlagsna eventuella
bubblor i brunnarna med en liten nal. Undvik att rora vid brunnarnas innehall med pipettspetsarna.

Virekommenderar att stegen utfors i féljande ordning:

1

2.
3.

Se till att BUFFER A, NAD+ stabilizing reagent, Positive control (buffer) och Stop solution haller
rumstemperatur dagen fore analysen eller anvand losningar som har forvarats vid
rumstemperatur i hogst tva veckor efter upptining.

Bered analysstandarderna och den positiva kontrollen pa analysdagen.

Tina flaskorna med BUFFER C och Assay color reagent till rumstemperatur pd analysdagen. De
smalter pa ca 2-3 timmar. Utfor under denna tid extraktionen av proverna och stabilisera de
erhallna extrakten fér matning av NAD+. Utfor analysen av NAD+ pa endast en platta.
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EXTRAKTION AV NAD+ FRAN BLOD

Observera: Det har avsnittet utfors i normala ljusforhallanden.

1.
2.

10.

11

Se till att BUFFER A och NAD+ stabilizing reagent har uppnatt rumstemperatur fore extraktion.

Anvand farskt blod som kylts pd is eller tina frusna blodprover i isvattenbad i 12-15 min fore
extraktionen. (Tips: Anvand tillfalliga snabbcykler med varma hander under upptiningen). Vi
rekommenderar att hogst 8 prover extraheras samtidigt.

Pipettera 500 pl BUFFER A i 1,5 ml mikroror.

Varm upp alikvoterna av BUFFER A i ett torrbad installt pa 75-80 °C i 2-3 min (max 5 min). Behall
dem i torrbadet fram till steg 6.

Blanda snabbt blodproverna genom att utféra ett par upp-och-ner-pipetteringscykler samtidigt som
spetsen roteras fore extraktion; undvik skumbildning.

Tillsatt till 100 pl blod med en snabb, stadig rorelse direkt i mikrororet med het BUFFER A i
torrbadet. Blanda omedelbart med ett par intensiva upp-och-ner-pipetteringscykler, med samtidig
rotation av spetsen for att effektivt blanda det kalla provet med uppvarmd BUFFER A.

Inkubera homogenatet vid 75-80 °C i 1 minut.

Kyl blandningen i ett isvattenbad i minst 5 minuter. Efter kylning pa is ska homogenatet ha
polymeriserats utan nagon fri vatska.

Centrifugera vid 20 000 x g i 10 min vid 4 °C. Overfor supernatanten till ett rent mikrorér och kassera
pelleten. Forvara de erhallna totala extrakten (supernatanterna) som innehaller NAD+ vid 4 °C,
tackta med ett folielock, till ndsta steg. Utfér sedan steg 2 till och med steg 9 fér nasta uppsattning
om 8 prover. Ga vidare till steg 10 nar alla prover har extraherats. Alternativ: Supernatanterna kan
forvaras vid =80 °C i en vecka. Tina dem i detta fall vid rumstemperatur i 10 min innan alikvoter
forbereds i steg 10.

Bered en separat alikvot fran varje extrakt i ett rent mikroror: 150 pl/ror.

. Tillsatt 100 ul NAD+ stabilizing reagent till varje 150 pl-alikvot for att fa ett stabiliserat extrakt med

NAD+. Vortexblanda och inkubera vid rumstemperatur i 5minuter. Om analysen inte utfors
omedelbart ska de stabiliserade extrakten forvaras i kyl fram till analysen. Skydda mot ljus genom
att tacka med ett lock av aluminiumfolie.

OBS: Slutlig utspadning av det ursprungliga helblodsprovet kommer att vara 10 ganger.

OBS: Vid individuell komplettering med NAD-féregangare kan nivderna av NAD+ oka i blodet och NAD+-
stabiliserat extrakt bor da spadas ut ytterligare (tva ganger) med avjoniserat vatten fore analysen. | det har
fallet blir utspadningen av det ursprungliga helblodsprovet 20 ganger volymen for NAD+.
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FORBEREDELSE AV STANDARDER

Observera: Det har avsnittet utfors i normala ljusforhallanden.

1. Forbered analysstandarderna pa analysdagen. Tina ett mikrorér med 1 mM NAD+ standard stock i
5 minuter vid rumstemperatur. Skydda mot ljus med ett folielock under upptining.

2. Forbered 50 yM NAD+-stamlosning genom att tillsatta 25ul 1 mM NAD+ standard stock
(medfoljer) till 475 pl avjoniserat vatten, vortexblanda. Denna stamldsning anvands for forberedelse
av NAD+-standarder och positiv kontroll.

3. Forbered NAD+-analysstandarder enligt schemat nedan genom att blanda angivna volymer av
reagenserna i foljande ordning: avjoniserat vatten, 50 uM NAD+-stamldsning, BUFFER A och NAD+
stabilizing reagent. Den slutliga volymen for varje standard ar 1 mL. (Tips: Anvand samma 20-200 pl
enkelpipett for att pipettera 50 yM NAD+-stamldsning och vatten).

4, Tack stativet med fardiga analysstandarder med ett folielock som skydd mot ljus och forvara i kyl
fore pipettering pa plattan.

FORBEREDELSE AV STANDARDER
STANDARD- | KONCENTRATION
NUMMER av NAD+ (uM) 50 ul.\.d N.AD+- dH:0 (u) BUFFER A (i) NAD+ stabilizing
stamldsning (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
STS 5 100 0 500 400
11
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FORBEREDELSE AV POSITIV KONTROLL

Observera: Det har avsnittet utfors i normala ljusforhallanden.

Positiv kontroll forbereds fore analysen genom att blanda en kdind mangd NAD+-standard med Positive
control Buffer (medfdljer). Den positiva kontrollens volym och koncentrationen av NAD+ efterliknar ett
blodprov fran en frisk forsoksperson. Forberedd positiv kontroll genomgar samma extraktions- och
stabiliseringssteg som helblodsprov.

1
2.
3.

Tina mikrororet med Positive control (buffer) i 5 minuter vid rumstemperatur.
D4 positiv kontroll bereds tillsatts 75 yl Positive control (buffer) i ett mikroror.

Tillsatt 75 yl 50 pM NAD+-stamlosning (for beredning, se sida 11) till det nya réret med Positive
control (buffer) och vortexblanda. Forvantad koncentration av NAD+ i den sammanlagda volymen
150 ul positiv kontroll ar 25 £ 2 uM.

Den positiva kontrollen innehaller inte proteiner och kan darfor extraheras med BUFFER A vid
rumstemperatur. Tillsatt 100 pl beredd positiv kontroll till 500 pyl av BUFFER A vid rumstemperatur
for att skapa ett "extrakt” av den positiva kontrollen, vortexblanda och fortsatt till steg 5.

Forbered en separat alikvot av "extraktet” av positiv kontroll (fran steg 4) i ett rent mikrorér: 150
ul/ror.

Tillsatt 100 ul NAD+ stabilizing reagent, vortexblanda och inkubera vid rumstemperatur i
5 minuter. Hall sedan kyld, tackt med folie, fram till analysen av NAD+.

OBS: Slutlig utspadning av den positiva kontrollen blir 10 ganger.

12
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ANALYSPROCEDUR

Observera:

Steg 1-3 utfors i normala ljusforhallanden.
Steg 4-9 utfors i dunkla forhallanden (med allt direkt artificiellt Ljus slackt).

Varje analys innehaller blankprover for att korrigera for alla ospecifika bakgrundssignaler.
Blankprover bereds fran fyra stabiliserade provextrakt (d.v.s. BL UNK 1-4 for proverna 1-4) i syfte
att korrigera for ospecifik interaktion mellan extraktkomponenterna och Assay color reagent i
mastermixen. Den positiva kontrollen kraver inte ett separat blankprov.

Om blod fran patienter som far tillskott av NAD+-féregangare ska analyseras, kraver dessa prover
minst tva brunnar med blankprover for provtypen. Om prover fran patienter med tillskott analyseras
pa samma platta som prover fran patienter utan tillskott rekommenderar vi tvd brunnar med
blankprover per respektive patientgrupp. Valj i sa fall slumpmassigt ut tva stabiliserade extrakt fran
patienter med tillskott och tva fran patienter utan tillskott. Bered sedan blankprover av dessa, tva
brunnar per patientgrupp.

Alla blankprover inkuberas med mastermix UTAN tillagt enzym.

Enzymet bor tinas precis innan det tillsatts till mastermixen. Centrifugera kort mikrororet med
enzym vid lag hastighet innan det 6ppnas.

Inkubera fardiga analysstandarder, stabiliserade provextrakt och stabiliserat "extrakt" av positiv
kontroll i 5 minuter vid rumstemperatur fore pipettering pa plattan.

Pipettera 20 pl av varje NAD+-standard i dubbletter med borjan fran ST1 (O uM) enligt plattschemat
pa sidan 21.

Pipettera 20 ul stabiliserad positiv kontroll och stabiliserat provextrakt i dubbletter (se schemat pa
sidan 21). For de forsta fyra stabiliserade provextrakten ska ett extra replikat pipetteras till den
indikerade brunnen (BL UNK 1-4) enligt schemat pa sidan 21. Dessa fyra brunnar ar blankprover
som behovs for analys utan enzym, for att korrigera fér ospecifik interaktion mellan extraktet och
Assay color reagent i mastermixen.

Fran och med detta steg ska arbetet utféras under dunkla férhallanden. Bered mastermix genom
att tillsatta Assay color reagent till BUFFER C och blanda sakta genom rotation.

Tillsatt 190 pl av mastermixen utan enzym i var och en av de fyra blankprovsbrunnarna (BL UNK1-
4).

Tillsatt 40 ul enzym i flaskan med resterande mastermix. Blanda sakta, undvik skumbildning. Hall
upp mastermixen med tillsatt enzym i reservoaren. Tack mastermixen i reservoaren med ett lock av
aluminiumfolie under pipetteringen. (Ytterligare anvisningar finns i var instruktionsvideo pa
www.nadmed.com.)

Tillsatt 190 ul av mastermixen med tillsatt enzym i alla resterande brunnar, inklusive stabiliserad
positiv kontroll, med en flerkanalspipett. Undvik skumbildning och direkt ljus. Tack omedelbart 6ver
den fardiga plattan med ett aluminiumfolielock.

Inkubera den tackta plattan i 4—6 minuter vid rumstemperatur.
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10.

OBS: Reaktionen kan stoppas nar en tydlig farggradient framtrader i standarderna och skillnader i
fargintensitet uppstadr mellan proverna med tillsatt enzym och blankproverna. Ju langre
reaktionstid, desto intensivare blir signalen som observeras.

Stoppa reaktionerna genom att med en flerkanalspipett lagga till 10 ul Stop solution i varje brunn i
samma ordning som mastermixen tillsattes. Undvik skumbildning genom att férsiktigt skaka plattan
for hand pa en bordsyta och ta bort eventuella bubblor.

Mat ljusabsorbans vid 573 nm omedelbart efter tillsattning av Stop solution. Skaka om mojligt plat-
tan inuti mikroplattlasaren i 5 sekunder fore matning. Obs: Efter tillsattning av Stop solution kan
fargintensiteten ldngsamt 6ka pa ett enhetligt satt i alla brunnar. Detta ar forvantat p.g.a. en icke-
enzymatisk bakgrundsprocess i mastermixen.

BERAKNING AV RESULTAT

1.

Berakna medelvardet for absorbansvardena for varje standard (ST1-ST5). Skapa en standardkurva
genom att rita medelabsorbansen for varje standard pa Y-axeln mot koncentrationen (i uM) pa X-
axeln och genomfor inpassning av standardkurvan enligt en enkel linjar regression.

Hitta koncentrationen av metaboliten i varje brunn genom att anvanda formeln fér standardkurvans
linjara regression.

Berédkna medelvardet for de fyra blankproverna (BL UNK 1-4). Det erhallna vardet representerar en
ospecifik signal fran de stabiliserade extrakten.

Beradkna medelvardena for dubbletterna av varje stabiliserat provextrakt (UNK).

Berdkna medelvardena for dubbletterna av den positiva kontrollen och multiplicera med 10 for att
erhalla koncentrationen (uM) av metaboliten NAD+ i de ursprungliga 150 ul av den positiva
kontrollen.

Korrigera de erhallna koncentrationerna i de stabiliserade provextrakten for blankprovsvardet
(beraknades i steg 3) och multiplicera med 10 for att erhalla koncentrationen (uM) av metaboliten
NAD+ i det ursprungliga blodprovet (se detaljerad information pa sida 15). Om NAD+-stabiliserat
extrakt har utspatts ytterligare maste koncentrationen multipliceras med ytterligare
utspadningsfaktor.

POSITIV KONTROLL

Syftet med den positiva kontrollen ar att dvervaka analysens allmanna prestanda. Koncentrationen av
uppmatt NAD+ i den positiva kontrollen forvantas vara inom intervallet 23-27 uM.

Absorbansvardena for stabiliserad positiv kontroll pd NAD+-plattan forvantas vara mellan
absorbansen for ST3 och ST4.
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PRESTANDA OCH BEGRANSNINGAR

A. TYPISKA DATA

Standardkurvan och koncentrationerna i de stabiliserade provextrakten tillhandahalls endast i
demonstrationssyfte och bor aldrig anvandas istallet for realtidskalibrationskurvan.

STANDARDKURVA FOR NAD+
Absorbans (573 nm)
0.8 Standard NAD+ (uM)
’ Analystid — 4 minuter
€
[
o 0,6' ST1 0 0,054
P 0,054
xe)
S 0,44 ST2 1 0176
(%]
_,E 0,192
5 0,2- ST3 2 0319
(%]
2 0,332
0’0 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

BERAKNING AV RESULTAT FOR NAD+

Koncentrationsvarden i de stabiliserade provextrakten (UNK) och blankproven (BL UNK 1-4) faststalls
utifran NAD+-standardkurvans formel for linjar regression.

Koncentration i stabiliserade extrakt (uM)

Okant Koncentration i stabiliserade T o Slutlig.N.AD+-koncentreltion i
extrakt (uM) (BL UNK 14, M) originalprovet (uM)
UNK1 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
BL UNK1 0,040 -
BL UNK 2 0,048
BL UNK 3 0,026
BL UNK 4 0,048

*Korrigerat med utspadningsfaktor x10
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B. DETEKTIONSGRANSER

Blankprovsgransen (LoB) for Q-NADMED Blood presenteras i tabellen nedan (LoB * standardavvikelse
(SD)).

Blankprovsgrans

pmol/brunn
NAD+ 184+09

Detektionsgransen (LoD) berdknades fran standardkurvan for NAD+ och presenteras i tabellen nedan (LoD
+ SD).

Detektionsgrans

UM i helblod
NAD+ 0,33+0,2

Kvantifieringsgransen (LoQ) presenteras i tabellen nedan (LoQ + SD).

Kvantifieringsgrans
LM i helblod
NAD+ 066+0,3

C. PRECISION OCH REPRODUCERBARHET

Analysens precision faststalldes utifran variationen mellan olika analyser vid matning. Precisionen mellan
olika analyser presenteras i tabellen nedan (CV = koefficientvariationen).

Precision mellan olika analyser
CV (%) + SD
NAD+ 1,48+0,8

Resultaten av analysreproducerbarheten sammanfattas i tabellen nedan (N = antal, * 3 alikvoter av samma
prov analyserades i triplikat).

Reproducerbarhet NAD+
Prov Ctrl Ctr2 Ctr3
Antal méatningar * 9 9 9
Medeltal (uM) 27,41 29,41 22,00
Standardavvikelse 0,62 131 0.87
CV (%) 2,28 4,45 3,95

Q-NADMED BLOOD analyssats for NAD+
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D. PRECISION

Analysens precision beraknades fran prover med kanda mangder rent NAD+. Resultaten sammanfattas i
tabellen nedan (analysens precision + SD).

Precision (%)
NAD+ N =232 97,13+ 7,6

E. ANALYSENS GRANSVARDEN

Laga och hoga gransvarden representerar den minsta och hogsta koncentrationen som har observerats
hos 5-7 % av individer inom en given population. Gransvardena sammanfattas i tabellen nedan.

Gransvéarde
Lagt Hog
NAD+ (uM) 20 36

F. PRESTANDAEGENSKAPER

Storningar fran andra metaboliter i extraktet utreddes inte separat, eftersom deras bidrag ar begrénsat och
beaktas genom att utféra blankprovsanalysen utan tillagt enzym.

Varning: Kaliumsorbat, borat, pyridin eller vismut i ett prov kan orsaka enzymhamning och darmed en
underskattning av resultaten.

G. METODJAMFORELSE

For att validera Q-NADMED:s prestanda matte vi koncentrationen av NAD+ i en uppsattning kontrollprover
av humant blod som ocksd analyserades med masspektrometri. Frusna blodprover fran fem friska
forsokspersoner (fore och efter 16 veckor av niacintillskott) analyserades parallellt med Q-NADMED och
masspektrometri. Resultaten fran Q-NADMED stamde overens med resultaten som erhélls med
masspektrometri.

160
140

120

100 Efter tillskott
80

60

40

Masspektrofotometri uM

20 .. .
/ Fore tillskott
0

(o} 20 40 60 80 100 120 140 160

NADMED (uM)
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SYMBOLER

Symbol
@ Lattantandlig vatska och anga
@ Varning/fara
— T
[ ]
1 Se bruksanvisningen
— T N

Bast fore-datum

REF

Katalognummer

LOT

Satsnummer

Tillverkare

-85°C 4 -70°C

Ovre temperaturgrans

Q-NADMED BLOOD analyssats for NAD+
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Anvand inte om forpackningen har skadats

Forvaras torrt

; 96 Antal reaktioner

c € IVD Medicinteknisk produkt for diagnostik in vitro

\\ Ljuskansligt
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SCHEMATISKA BILDER

A. EXTRAKTION AV NAD+ FRAN BLOD
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B. REKOMMENDERAD PLATTLAYOUT FOR MATNING AV NAD+

00
ok

e

2
L
)06

1
e

Plattlayout for analysen av NAD+: St — standarder, BL — blankprover med indikerade prover for
blankprovslasning, UNK — okénda prover, stabiliserade extrakt fran prover med okand metabolitkoncentration,
PosCtr — stabiliserad positiv kontroll. Anvand 20 pl av standarder, positiv kontroll och stabiliserade provextrakt
per brunn. Blankprover fran de forsta fyra proverna analyseras i mastermixen utan tillagt enzym.

ANTECKNINGAR

Q-NADMED BLOOD
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