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ALLGEMEINE INFORMATIONEN
Geschiitzter Name:

Q-NADMED Blood NAD+-Assay-Kit: Assay-Kit zur Quantitatsbestimmung von NAD+ in
Vollblut

Bestellnummern:

IVD_001_01_40, 40 Proben (96-Well-Format)
IVD_001_01_40/TH, 40 Proben (96-Well-Format)
Lagerung:

-85 °C --70 °C bei Ankunft
Gebrauchsanleitung vom:

Oktober 2025

Hersteller:
NADMED Ltd / Oy
www.nadmed.com

info@nadmed.com
Tukholmankatu 8, Biomedicum 2U
00290 Helsinki
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SYMBOLE AUF DER VERPACKUNG
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VERWENDUNGSZWECK
Q-NADMED Blood, ein Medizinprodukt zur In-vitro-Diagnostik, ist ein Analyse-Assay-Kit zur Messung

der Konzentrationen von NAD+-Metaboliten in humanem Vollblut. Dieser Assay ist quantitativ. Die
vorgesehenen Benutzer des Q-NADMED-Assay-Kits sind geschulte Labormitarbeiter. Der erste
Verwendungszweck ist die Feststellung systemischer Veranderungen von NAD+. Die primaren
vorgesehenen Benutzer der Assay-Ergebnisse sind Angehdrige von Gesundheitsberufen, die die
gewonnenen Ergebnisse im Kontext der Erkrankung/des Gesundheitszustands auswerten. Die
Ergebnisse des Q-NADMED-Assay-Kits konnen fir Behandlungsentscheidungen, beispielsweise tber
die Supplementierung mit NAD-Vorlaufern, eingesetzt werden. Der zweite Verwendungszweck des
Q-NADMED-Assay-Kits ist die Uberwachung der NAD+-Spiegel bei behandelten Patienten, die eine
Supplementierung mit NAD-Vorldufern erhalten, und ggf. die Dosisanpassung.

KLINISCHER KONTEXT

NAD+-ist ein bekannter Hauptregulator des Stoffwechsels und der Energiehomdostase im
menschlichen Koérper. Zusammengefasste Forschungsdaten zeigen, dass der systemische NAD+-
Spiegel als Reaktion auf eine manifestierte Erkrankung abnimmt und so ein Signal fir ein
Ungleichgewicht der Energiehomo&ostase des Korpers produziert (Covarrubias et al. 2021 doi:
10.1038/s41580-020- 00313-x). Das Mal3 der NAD+-Abnahme ist je nach Patient und jeweiliger
Krankheit unterschiedlich. Die fortschreitende Abnahme der NAD+-Werte fihrt dazu, dass der Korper
seine grundlegenden, zum Uberleben notwendigen Stoffwechselfunktionen selbst bei laufender
Therapie nicht aufrechterhalten kann. Mit Q-NADMED kdnnen Patienten auf einen NAD+-Mangel
untersucht, dieser gezielt untersucht und behoben und die Wirksamkeit der Behandlung erhoht

werden.

TESTPRINZIP

Mit dem Kit wird der intrazelluldare NAD+-Gehalt gemessen. Das Testprinzip beruht auf einer
zyklischen, enzymatischen Reaktion mit kolorimetrischem Endpunktnachweis. Vor dem
Stabilisierungsschritt wird NAD+ in einem einzigen Schritt aus der Blutprobe extrahiert. Dann wird der
stabilisierte Extrakt mittels enzymatischer Reaktion, die an eine Farbanderung gekoppelt ist,
analysiert. Die Intensitat der Farbanderung im Assay verhalt sich linear proportional zu den
Konzentrationen von NAD+ im Reaktionsgemisch.

Mit dem Kit kann die NAD+-Analyse flexibel gestaltet werden, da zwei kleinere Probensets zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen werden kdnnen. Zum Beispiel:
e Der Extraktion von 30 Proben sollte am selben Tag die NAD+-Analyse auf einer 96-Wells-Platte
mit den Komponenten von Set 1 erfolgen.
e An einem anderen Tag sollte der Extraktion der verbleibenden 10 Proben die NAD+-Analyse
auf einer zweiten 96-Wells-Platte mit den Komponenten von Set 2 erfolgen.

Optional: Alle 40 Proben kénnen auf einmal auf einer einzigen 96-Wells-Platte mit einem Set an
Reagenzien analysiert werden (Set 1). In diesem Fall wird das zweite Set an Reagenzien (Set 2) nicht
verwendet oder kann zur Wiederholung der ersten Messungen am selben Tag benutzt werden.
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PROBENHANDHABUNG UND LAGERUNG

Anforderungen und Grenzen:

e Dieses Kit dient zur Messung von NAD+ in Vollblut. Dieser Assay ist NICHT zum Messen von
NAD+ in Plasma oder Serum, geziichteten Zellen oder Geweben geeignet.

e Zum Messen von NAD+ sind 100 pl Vollblut erforderlich. Allerdings ware ein Volumen von 150
- 200 plin einem Aliquot optimal zur zuverldssigen Durchfiihrung des Assays.

e Die Proben kénnen frisch oder gefroren analysiert werden.

a) Frisches Blut kann innerhalb von 72 Stunden nach der Entnahme analysiert werden. Nach
Entnahme bis zur Analyse bei 4°-8°C lagern.

b) Gefrorene Proben missen vor dem Test eingefroren bleiben. Mehrfaches Einfrieren und
Auftauen der Proben ist nicht zuléssig. Die Lagerungszeit bei kleinen Aliquots betragt bei
-20 °C einen Monat und bei -80 °C - -70 °C circa ein Jahr.

e In klinischen Studien und Langsschnittstudien ist es wichtig, einheitliche praanalytische
Praktiken zu haben. Das Ziel ist eine einheitliche Probenahme, Handhabung, Lagerung und
Analyse (frisch oder gefroren). Siehe nachfolgend die Anweisungen zur Blutentnahme und
Wichtige VorsichtsmalBnahmen.

Blutentnahme:

Entnahme: Vollblutproben aus einer Vene (mit Methoden wie Venenpunktur) und Vollblutproben aus
anderen Korperteilen (mittels Blutlanzetten) sind geeignet. Weitere Anweisungen zum Aliquotieren
und Einfrieren der Blutproben finden Sie unter https://www.nadmed.com/documents/.

Probenvolumen: Fir die Analyse selbst werden kleine Mengen Vollblut bendtigt. Daher wird
empfohlen, fir eine Analyse gefrorener Proben vor dem Einfrieren ein gréBeres Blutvolumen (z. B. 2
-3 ml)in 150 - 200 pl Aliquots zu aliquotieren. Es ist elementar, dass die Blutentnahme direkt im
Entnahmerdhrchen mit Antikoagulantien erfolgt, um die Zielkonzentration an Antikoagulans in der
Probe zu erhalten.

Antikoagulanzien: Im Allgemeinen sollten Vollblutproben in Entnahmerdhrchen entnommen werden,
die zuvor mit K2 EDTA oder Lithium-Heparin (LH) als Antikoagulanzien spriihbeschichtet wurden, und
dann durch Auf- und Abschwenken sorgféltig vermischt werden. Die endgtltigen Konzentrationen
der Antikoagulanzien sollte zwischen 1,2 - 2 mg an K2 EDTA pro 1 ml entnommenen Bluts oder 17 -
18 IU an LH pro 1 ml entnommenen Bluts betragen. Fir die vendse Blutentnahme werden
Blutentnahme-Vacutainer empfohlen, die innen mit K2 EDTA oder LH sprihbeschichtet sind, damit
die oben beschriebenen Antikoagulanzienkonzentrationen erreicht werden (z. B. BD Vacutainer®
oder Vacuette®).
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Wichtige VorsichtsmaBBnahmen zur Sicherstellung der Integritdt und Zuverldssigkeit der
Ergebnisse:

Vermischen der Probe: Wenn Vollblut langer ruht, trennen sich seine Bestandteile voneinander. Bei
der Verarbeitung muss daher eine frische Probe griindlich und haufig durchmischt werden.

Zeiten fiur die Analyse und das Aliquotieren: Sollte die Blutprobe nicht direkt nach der Entnahme
analysiert werden kdnnen, teilen (aliquotieren) Sie die Probe unbedingt innerhalb von 72 Stunden in
das gewiinschte Volumen zwischen 150 - 200 pl.

Lagerung der Aliquots: Lagern Sie die Aliquots in nicht-sterilen, einwandigen, transparenten
Polypropylen-Mikroréhrchen mit einem Fassungsvermoégen von 0,5 - 2 ml. Fieren Sie die Proben nach
dem Aliquotieren schnell ein. Verwenden Sie zum Einfrieren vorgekihlte Probenbehélter bei
Temperaturen von -80°C bis -20°C.

Zu vermeiden: Frieren Sie groBe (2 - 3 ml) Blutmengen nicht direkt in den Entnahmerdhrchen ein.
Verwenden Sie keine doppelwandigen Mikroréhrchen mit Stehrand. Dadurch kann sich die Zeit zum
Einfrieren und Auftauen erheblich verlangern. Lange Gefrier-/Auftauzeiten konnen eine Variabilitat
bei den Ergebnissen zur Folge haben, was sich sowohl auf die Korrektheit als auch die Zuverlassigkeit
der Analyse auswirkt.
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LAGERUNG, STABILITAT UND VORBEREITUNG DER EAGENZIEN

Vor dem Offnen alle Bestandteile des Kits bei -85 °C bis -70 °C lagern. Temperaturschwankungen im
Gefrierschrank vermeiden.

NAD+-STABILIZER

POSITIVKONTROLL
BUFFER mischen

ENTIONISIERTES

Proben

2x 8 mL
Ausreichend far 40
Proben

200 pL
Ausreichend fur zwei
Platten

10 mL
Ausreichend fur zwei

Auf Raumtemperatur
aquilibrieren.
Gebrauchsfertig.

REAGENS BESCHREIBUNG VORBEREITUNG STABILITAT
(*) (**) (**)

EXTRACTION 18 ml o0

BUFFER A usreichend fiir

Zwei Wochen lang stabil
bei Raumtemperatur oder
nach erneutem Einfrieren
bei-80 °C.

Platte

WASSER
Platten
Auf Raumtemperatur
aquilibrieren.Gebrauchsfertig.
3mL (Wenn sich Niederschlag
STOP SOLUTION Ausreichend fir zwei gebildet hat, warmen Sie sie vor
Platten dem Assay bei 37 °C auf und
kithlen Sie sie auf
Raumtemperatur ab.)
Nach dem Auftauen 12
2x 19 mL Stunden lang stabil bei
ASSAY BUFFER C Ein Aliquot pro 96-Wells- | A f Raumtemperatur Raumtemperatur. In
Platte squilibrieren. ASSAY BUFFER bernsteinfarbener Flasche
C + ASSAY COLOR REAGENT | aufbewahren.
= Assay Master Mix. Nach dem Auftauen 3
2% 3 mL Siehe Anleitung zur Stunden | tabil bei
ASSAY COLOR E?( AT t 96-Well Vorbereitung auf Seite 16. R o ten o i ° |I ©
REAGENT in Aliquot pro ells aumtemperatur. In

bernsteinfarbener Flasche
aufbewahren.

NAD+- STANDARD
STOCK

2x 40 uL (1TmM)
Ausreichend fur
Standards und

Positivkontrolle

Auf Raumtemperatur
dquilibrieren. Siehe Anleitung
zur Vorbereitung auf Seite 14.

Sollte sofort nach dem
Auftauen verwendet
werden. Standards vor
Licht schiitzen.

NAD ENZYME

2x 40 pL
Ein Aliquot pro 96-Wells-
Platte

Auf Raumtemperatur
aquilibrieren. Nach der
Verarbeitung der Leerproben
zum Master Mix hinzugeben.

Sollte sofort nach dem
Auftauen verwendet
werden.

*Zugelassene Variation des Fillvolumens +/- 5 %.

** Raumtemperatur 15 - 25 °C
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VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

Nur zur In-vitro-Diagnostik. Nur von geschultem Personal zu verwenden. Im Arbeitsbereich nicht
rauchen, trinken, essen oder Kosmetika auftragen. Schutzhandschuhe, Schutzkleidung und
Schutzbrille tragen. Nach Beendigung der Arbeiten Hande griindlich waschen.

EXTRACTION BUFFER A kann Augenreizungen verursachen. Mit Vorsicht handhaben, Schutzbrille
tragen.

NAD+-STABILIZER kann Haut- und Augenreizungen verursachen. Mit Vorsicht handhaben,
Handschuhe und Schutzbrille tragen.

Die STOP SOLUTION kann Reizungen der Haut, Augen oder des Atmungsapparates hervorrufen.
Einatmen von Dampfen vermeiden.

Das ASSAY COLOR REAGENT kann Hautreizungen hervorrufen. Mit Vorsicht handhaben,
Handschuhe tragen.

Das Sicherheitsdatenblatt (SDS) zu QO-NADMED enthalt die identifizierten Gefahren im
Zusammenhang mit den in diesem Kit enthaltenen Chemikalien und die entsprechenden
Warnhinweise im Zusammenhang mit diesen Gefahren.

Im Sicherheitsdatenblatt (SDS) zu Q-NADMED ist die Entsorgung von verwendeten Kitbestandteilen
beschrieben.

FEHLERBEHEBUNG

Sollten Probleme bei der Extraktion oder dem Assay auftreten, lesen Sie den NADMED-Leitfaden zur
Fehlerbehebung unter https://www.nadmed.com/documents/.
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SONSTIGE NOTWENDIGE MATERIALIEN, DIE NICHT IM
LIEFERUMFANG ENTHALTEN SIND

KATEGORIE

Artikel

ARTIKEL

Mikroréhrchen, 1,5 ml

96-Wells-Platten
(2 Stlck)

Flissigkeitsreservoirs
fur das Assay
Mehrkanal pipetten
(2 Stiick)

Pipettenspitzen

Eis (Eiswasserbad)

Aluminiumfolie

SPEZIFIKATIONEN / ANFORDERUNGEN

Verwenden Sie nicht-sterile Mikrozentrifugenréhrchen aus
transparentem/naturfarbenen Polypropylen (PP) fiir die In-vitro-
Diagnostik (z. B. Sarstedt Nr. 72.690.001).

NICHT kompatibel mit NADMED-Assay:

a) Mikroréhrchen fir die Molekulyarblologle die frei von
Endotoxin, Pyrogen, humaner DNA und von geringer
Haftbarkeit (chemisch sterilisiert) sind

b) Mikrorohrchen, die zur Arbeit mit ,LoBind”-Proteinen
gekennzeichnet sind.

Verwenden Sie nicht-sterile, transparente Styropor-Mikroplatten mit
mittlerer Protelnblndunqsafﬂmtat entwickelt fur kolorimetrische
Assays (z. B. Revvity, Nr. 6055640).

Nehmen Sie Plastikreservoirs aus nicht sterilem Styropor. Verwenden
Sie verschiedene Reservoirs -Master Mix und STOP SOLUTION.

Verwenden Sie nicht-sterile, abgeschréagte Low Retention-
Pipettenspitzen.

Fillen Sie einen Behalter mit abgepacktem Laboreis und gieBen Sie
kaltes Leitungswasser dariiber, bis eine Art Schneewasser erreicht ist.
Es wurde genug Wasser hmzugefugt wenn der flissige Teil der
Probe in Wasser eingetaucht ist, das Eis aber die eingesetzten
Rohrchen fest aufrecht halt (Vermeiden Sie, dass Proben im Wasser
schwimmen).

Verwenden Sie Folie, um Proben, Standards und Platten vor Licht zu
schitzen, wie in den Anweisungen erklart.

Geriéte und
Maschinen

Kalibrierte Pipetten

Mikrozentrifuge

Spektrophoto-
metrisches
Mikroplattenlesegerat

Trockenbad-
Heizblock und auf
1,5 ml Mikroréhrchen

Einkanalpipetten fir Volumen von z. B. 5 - 50 pl, 20 - 200 pl und 100
- 1000 pl. Mehrkanalpipetten fir Volumen von z. B. 5 - 50 pl und
30-300 pl.

Verwenden Sie eine Zentrifuge mit Kihlung auf 4 °C und einer
Geschwindigkeit von 20000 x g

a) Absorptionsmessungen bei 570 - 573 nm Wellenldnge
b) Option, die Lichthelligkeit / -intensitat beim Scannen auf ,niedrig”
einzustellen. Anderenfalls kann die Helligkeit als Anzahl an Blitzen
pro Messung eingestellt werden (Einstellung 5 bis 10 Blitze).

Eine Temperaturregelung von bis zu 80 °C ist erforderlich. Um
einheitliche und zuverlassiger Ergebnisse testen Sie die
Wairmeiibertragung und kalibrieren Sie die Temperatur:

1. Stellen Sie den Heizblock auf 80 °C ein und warten Sie, bis 75 °C -
80 °C erreicht sind.

2. Geben Sie 500 pyl Wasser in ein Mikroréhrchen und geben Sie das
Réhrchen in den Heizblock. Achten Sie darauf, dass das
Mikroréhrchen gut in den Block passt.

3. Stecken Sie ein herkdmmliches Laborthermometer in das
Mikroréhrchen mit dem Wasser.

4. Messen Sie die Zeitspanne, bis 75 °C erreicht sind. Die
Warmeubertragung gilt als ausreichend, wenn die Temperatur
innerhalb von 5 Minuten erreicht wird.

Sollte die korrekte Temperatur bei einer Einstellung auf 80 °C NICHT
innerhalb von 5 Minuten erreicht worden sein:

a) vergewissern Sie sich, dass die Réhrchen gut in den Block passen
b) erhéhen Sie die Zieltemperatur lhres Gerats

Besonderheiten

Moglichkeit, fir den ASSAY-Teil der Messung unter geddmpften Lichtverhaltnissen zu
arbeiten. Siehe PRAKTISCHE ERWAGUNGEN und ARBEITSABLAUF DES Q-NADMED BLOOD

NAD+-ASSAY.
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PRAKTISCHE ERWAGUNGEN

#¢ Anweisungen mit Bildern finden Sie unter https://www.nadmed.com/products/nad-only-kit/

KATEGORIE

Einschrankungen

ANWEISUNGEN

Lesen Sie sich den Abschnitt PROBENHANDHABUNG UND LAGERUNG sorgféltig
durch. Dieser ist Assay ist fir Vollblut ausgelegt und NICHT zum Messen von NAD+ in
Plasma oder Serum, geziichteten Zellen oder Geweben geeignet.

Verwenden Sie keine Komponenten des Kits nach Ablauf des Verfallsdatums. Mischen
Sie keine Materialien aus unterschiedlichen Kit-Chargen. Mehrfaches Einfrieren und
Auftauen der Proben ist nicht zul3ssig.

Anwender-
freundlichkeit

Vermischen Sie alle Reagenzien griindlich durch vorsichtiges Schwenken. Kleine
Mikroréhrchen sollten vor dem Offnen schnell bei geringer Geschwindigkeit
zentrifugiert werden.

Es ist empfehlenswert, das ENTIONISIERTE WASSER, EXTRACTION BUFFER A, NAD+-
STABILIZER und die STOP SOLUTION am Tag vor dem Assay auf Raumtemperatur zu
bringen. Bringen Sie ASSAY BUFFER C und ASSAY COLOR REAGENT am Tag des
Assays auf Raumtemperatur. Das Auftauen dieser Flaschen dauert etwa 2- 3 Stunden.

Genauigkeit

Die NAD+-Analyse kann zweimal separat fir insgesamt 40 Proben durchgefihrt werden.
EXTRACTION BUFFER A, POSITIVKONTROLLE (BUFFER), ENTIONISIERTES WASSER
und STOP SOLUTION sind gemeinsame Komponenten, andere in Set 1 und Set 2
enthaltene Bestandteile sind fiir andere Analysen vorgesehen.

Zur Vermeidung einer Kreuzkontamination wechseln Sie nach der Hinzufiigung jedes
Standards, jeder Probe und jedes Reagens zu einer neuen Pipettenspitze. Bei der Arbeit
mit Mehrkanalpipetten achten Sie darauf, dass der Inhalt der Wells nicht mit der
Pipettenspitze in Berihrung kommt.

Hoch-Prézisionspipetten und abgeschrégte Low Retention-Pipettenspitzen erhdhen die
Prazision.

ASSAY BUFFER C und die STOP SOLUTION enthalten Tenside. Um Blasenbildungen zu
vermeiden, pipettieren Sie den Master Mix und die STOP SOLUTION, indem Sie die
Pipette auf die erste Stoppposition driicken. Entfernen Sie dann etwaige Blasen im Well
mit einer kleinen Nadel, bevor Sie die Platte ins Plattenlesegerat stellen.

Schutz vor Licht

Schutzen Sie die stabilisierten Probenextrakte, Standards und Positive Controls vor Licht,
wenn sie nicht aktiv verarbeitet werden. Allerdings kann deren Extraktion, Vorbereitung
und das Pipettieren auf die 96-Wells-Platten aus praktischen Griinden unter normalen
Lichtverhéltnissen erfolgen.

Das ASSAY COLOR REAGENT ist ein gelber, lichtempfindlicher Bestandteil, der sich bei
der enzymatischen Reaktion des Assays braun farbt. Eine Exposition gegeniber
direktem Sonnenlicht oder direktem kinstlichem Licht verursacht eine unspezifische
Farbanderung zu griin.

Um die Lichtinterferenz mit dem Assay zu minimieren, ist im Protokoll angegeben,
welche Arbeitsschritte unter gedéampften Lichtverhéltnissen auszufihren sind. Um
Reaktionen durch Sonnenlicht oder direktes klnstliches Licht zu vermeiden, wird
Folgendes empfohlen:

e Schalten Sie das kinstliche Licht direkt Gber Ihrem Arbeitsplatz ab. SchlieBen Sie die
Jalousien oder arbeiten Sie nicht direkt in Fensternéhe.

® Decken Sie die Platte und Pipettierungsreservoirs mit Aluminiumfolie ab, wenn Sie mit
dem ASSAY COLOR REAGENT und Assay Master Mix arbeiten.

® Decken Sie die 96-Wells-Platte bei der Assay-Inkubation mit Aluminiumfolie ab, bis die
Platte in das Plattenlesegerat gestellt wird. (Nicht einwickeln).
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ARBEITSABLAUF DES Q-NADMED BLOOD NAD+-ASSAY

1. Extraktion der Metaboliten und NAD+-Stabilisierung

Metaboliten Optional: Der Extrakt (= Uberstand) kann
in Sets mit 1 bis 8 bis zu 7 Tage lang bei -80 °C (vor der
Blutproben extrahieren Stabilisierung 5a. and 5b.) gelagert
Bis zu 40 Proben werden
—,
-
2. Probi heiB —’:’g—":’
7 . Probe zu heiBem EXTRACTION ;:({’

BUFFER A im Heizblock
hinzugeben. 1 bis 2 Minuten
inkubieren.

Vorgeheizter

EXTRACTION
BUFFERA

+75°C-(+80°C)

3. Probe 5 minlang 4.10 minlang bei 20 000 x g
im Eiswasserbad (_+4 °C) zentrifugieren und

abkiihlen Uberstand abschopfen.
>~ »~ - ~

1. Proben im 12 - 15 min
lang im Eiswasserbad

auftauen 0 - (+2 °C). (Sets v
mit 1 - 8 Proben) \_Y_J = s

_  —

5a. NAD+ mit NAD+-
STABILIZER stabilisieren.
5 min lang bei RT

inkubieren.
Stabilisierte NAD+-Extrakte
—
Bis zu 40 Proben
Bis zum Assay im Kiihlschrank lagern.
Vor Licht schiitzen.
2. Vorbereitung von NAD+-Standards und NAD+-Positivkontrollen 3. NAD+ Assays

NAD+ -STANDARD STOCK
1. Reagenzien, Probenextrakte,
Positive Control-Extrakte und

Working Stock vorbereiten (50 uM) Standards auf RT dquilibrieren.

Mit ENTIONISIERTEM
WASSER, EXTRACTION 2. Standards, Probenextrakte,
BUFFER A und NAD+- Positivkontrolle-Extrakte auf

STABILIZER mischen der NAD-Platte entsprechend

der Plattenanordnung

pipettieren.
Bei gedampftem Licht
NAD+-Standards 1 -5 -~ arbeiten. Platte und
Reagensreservoir vor Licht
_”,
——’Z_/, schiitzen.

Working Stock mit

POSITIVKONTROLL (BUFFER) 3. Assay-Buffer vorbereiten

Bi A im Kiihlschrank | (ASSAY BUFFER C + ASSAY
is zum Assay im Kiihlschrank lagern.
v - ? EXTRACTION BUFFER A COLOR REAGENT). Assay
Vor Licht schiitzen. K
hinzugeben. Buffer zu leeren Wells
hinzufiigen.

Positivkontrollextrakt
4. ENZYME zum Assay-Buffer
_” hinzufligen (ASSAY BUFFER C +
ASSAY COLOR REAGENT).
Assay Buffer (+Enzyme) in die
Wells mit Standard,
Positivkontrolle und Probe

NAD+ mit NAD+
STABILIZER stabilisieren.

5 min lang bei RT inkubieren.
geben.

NAD+ 4 - 6 min
Stabilisierte NAD-+- -
Positivkontrolle

» 5. STOP SOLUTION hinzufiigen und
Absorption bei 573 nm messen.

6. Ergebnisse berechnen und

Assayqualitat bestatigen

Bis zum Assay im KiihIschrank lagern. (Auswertung der Positivkontrolle).
Vor Licht schiitzen.
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EXTRAKTION UND STABILISIERUNG VON NAD+

In diesem Abschnitt wird erklart, wie NAD+ aus Vollblut extrahiert wird. Nach der Extraktion wird
NAD+ in Vorbereitung auf die kolorimetrischen Assays stabilisiert. Extrakte (nach Zentrifugierung)
kénnen eine Woche lang der Stabilisierung am Testtag bei -80 °C - -70 °C gelagert werden.

TIPP: Siehe Videoanleitung https://www.nadmed.com/products/nad-only-kit/

HINWEIS: Die endgiiltige Verdinnung der urspriinglichen Vollblutprobe betragt das 10-Fache. Im
Fall individueller Supplementierungen mit NAD-Vorlaufern kénnen die NAD+-Werte im Blut
ansteigen. Daher sollte der stabilisierte NAD+-Extrakt vor dem kolorimetrischen Assay weiter mit
ENTIONISIERTEM WASSER (mitgeliefert) im Verhéltnis 1:2 verdinnt werden. Dann betragt die
Verdiinnung der urspriinglichen Blutprobe das 20-Fache fir NAD+.

Materialien:

Trockenbad-Heizblock, der auf Siehe Tabelle NOTWENDIGE MATERIALIEN
75 °C - 80 °C eingestellt ist

Eiswasserbad Siehe Tabelle NOTWENDIGE MATERIALIEN
Mikrozentrifuge Siehe Tabelle NOTWENDIGE MATERIALIEN
Mikroréhrchen Gekennzeichnet fur jeden Schritt
EXTRACTION BUFFER A Raumtemperatur
NAD+-STABILIZER Raumtemperatur
ENTIONISIERTES WASSER Raumtemperatur
Extraktion:
1. Fir alle Proben 500 pl von EXTRACTION BUFFER A in 1,5 ml Mikroréhrchen pipettieren. Mit
Kappen verschlieBen.
2. a)Wenn Sie mit frischen Blutproben arbeiten, fahren Sie mit der Extraktion mit EXTRACTION

4.

BUFFER A fort.
b) Wenn Sie mit gefrorenen Vollblutproben arbeiten, tauen Sie diese wie folgt im
Eiswasserbad auf:

e Arbeiten Sie jeweils mit Sets von 1 - 8 Proben.

e Entfernen Sie in den ersten Minuten des Auftauens sdmtliches Eis, das sich an den
Wanden des Rohrchens gebildet hat.

e Das Auftauen sollte innerhalb von 12 - 15 Minuten abgeschlossen sein. Uberwachen Sie
den Auftauprozess und beschleunigen ihn falls notwendig: halten Sie die Probe 2 - 3
Sekunden in der Hand und stellen Sie sie zurlick ins Eiswasserbad, alle 2 Minuten
wiederholen.

EXTRACTION BUFFER A (in Sets mit 1 - 8 Proben) im auf 80 °C eingestellten Trockenbad
vorwarmen. Vor der Extraktion 5 Minuten lang im Trockenbad lassen.

Aufgetaute Vollblutprobe schnell durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vermischen, um

Schaumbildung zu vermeiden.
12
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5. Ohne das Mikroréhrchen mit EXTRACTION BUFFER A aus dem Heizblock zu nehmen,
injizieren Sie die Probe wie folgt:
e 100 pl Blut in EXTRACTION BUFFER A pipettieren, ohne den Boden des Réhrchens zu
berlhren.

e Sofort durch 2 - 3-maliges intensives Auf- und Abpipettieren vermischen und gleichzeitig
die Spitze rotieren, um die kalte Probe wirksam mit dem heiBen EXTRACTION BUFFER A
zu vermischen.

6. Jede chemische Reaktion 1 - 2 min lang bei 75 - 80 °C inkubieren. Inkubationszeit fur alle
Proben konstant halten.

7. Extrakt mindestens 5 min lang in einem Eiswasserbad abkihlen lassen. Probe auf erfolgreiche
Extraktion prifen. Nach dem Abkihlen auf Eis sollte das Homogenat ohne freie Flissigkeit
polymerisieren.

U Extraktion mit den nédchsten Chargen mit 1 - 8 Proben wiederholen.

8. Extrakte 10 min lang bei 4 °C bei 20,000 x g zentrifugieren. Uberstand in ein sauberes
Mikrorohrchen geben und Pellet entsorgen.

9. Probenextrakte (Uberstinde) vor Licht geschiitzt bis zu 1h vor den Stabilisierungsschritten im
Kihlschrank (4 °C - 8 °C) stehen lassen.

Optional: Die Uberstande kénnen eine Woche lang bei -80 °C - -70 °C gelagert werden. In
diesem Fall 10 min lang vor der den nachfolgend beschriebenen Stabilisierungsschritten die
gefrorenen Extrakte bei Raumtemperatur auftauen.

Stabilisierung:

10. Extrakt auf Raumtemperatur &aquilibrieren und ein 150 pl-Aliquot in einem sauberen
Mikroréhrchen vorbereiten.

11.Zu diesem 150 pl-Aliquot 100 pl NAD+-STABILIZER hinzugeben. Vortexen und bei
Raumtemperatur 5 min lang inkubieren.

12. Stabilisierte Probenextrakte vor Licht geschitzt bis zum Pipettieren auf der Assayplatte im
Kihlschrank (4 °C - 8 °C) stehen lassen.

13
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VORBEREITUNG DER STANDARDS

Standards am Tag des Assays vorbereiten. Die hier vorbereiteten Working Standard Stocks (Stamme)
werden zur Vorbereitung der Positivkontrollmischung verwendet.

HINWEIS: Verwenden Sie dieselbe Pipette fur ENTIONISIERTES WASSER und die Standard Working
Stocks zur Erhéhung der Genauigkeit.

Materialien:
1 mM NAD+-STANDARD STOCK Vor Gebrauch auftauen. Vor dem Offnen bei
niedriger Geschwindigkeit herunterzentrifugieren

EXTRACTION BUFFER A Raumtemperatur

NAD+-STABILIZER Raumtemperatur

ENTIONISIERTES WASSER Raumtemperatur
Protokoll:

1. Ein Mikroréhrchen mit 1 mM NAD+-STANDARD STOCK 5 min lang bei Raumtemperatur
auftauen. Beim Auftauen mit Folienabdeckung vor Licht schitzen.

2. 50 pM NAD+-Working Stock durch Hinzufiigen von 25 pl von 1T mM NAD+-STANDARD
STOCK in 475ul ENTIONISIERTEM WASSER vorbereiten, vortexen.

3. NAD+-Standards entsprechend der nachfolgenden Tabelle vorbereiten und Reagenzien in
der angegebenen Reihenfolge pipettieren.

4. Standards vortexen. Standards vor Licht geschitzt bis zum Pipettieren auf den Assayplatten im
Kihlschrank (4 °C - 8 °C) stehen lassen.

VORBEREITUNG DES NAD+-STANDARDS

+ +
STANDARD: onzentiation  SNTONSERTES  yyCbing tor EXTRACTION  NAD+-STABLIZER
(uM) (L)
NAD+ ST1 0 100 0 500 400
NAD+ ST2 1 80 20 500 400
NAD+ ST3 2 60 40 500 400
NAD+ ST4 3 40 60 500 400
NAD+ ST5 5 0 100 500 400

14
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VORBEREITUNG DER POSITIVKONTROLLE

Die Positivkontrolle wird am Tag des Assays direkt nach der Vorbereitung der NAD+-Standards
vorbereitet. Die Positivkontrolle ahmt den Wert der NAD-Metaboliten in der Blutprobe einer
gesunden Person nach. Die Positivkontrolle wird genau wie Vollblutproben Extraktions- und
Stabilisierungsschritten unterzogen.

Die endgiltige Verdinnung der Positivkontrolle betrégt das 10-Fache. Der erwartete NAD+-
Konzentration in der Positivkontrolle betrdgt 25 = 2 uM nach der Berechnung der Ergebnisse.

Materialien:

Trockenbad-Heizblock, der auf 75 °C - Siehe Tabelle NOTWENDIGE MATERIALIEN
80 °C eingestellt ist

Eiswasserbad Siehe Tabelle NOTWENDIGE MATERIALIEN
50 uM NAD+-Working Stock In Vorbereitung der Standards, Raumtemperatur
POSITIVKONTROLLE (BUFFER) Raumtemperatur
EXTRACTION BUFFER A Raumtemperatur
NAD+-STABILIZER Raumtemperatur
Protokoll:

1. Positivkontrollmischung in einem Mikroréhrchen vorbereiten. Vortexen.
75 ul POSITIVKONTROLLE (BUFFER)
75 ul 50 pM NAD+-Working Stock

2. 500 pl EXTRACTION BUFFER A in ein sauberes Mikroréhrchen pipettieren.

3. 100 pl Positivkontrollmischung zu EXTRACTION BUFFER A hinzugeben. Vortexen.

HINWEIS: Die Positivkontrolle wird mit EXTRACTION BUFFER A bei Raumtemperatur: extrahiert,
keine Erhitzung notwendig.

4. Ein 150 pl-Aliquot mit Positivkontrollextrakt in einem sauberen Mikrorohrchen vorbereiten.

5. Zu diesem 150 pl-Aliquot 100 pl NAD+-STABILIZER hinzugeben. Vortexen und bei
Raumtemperatur 5 min lang inkubieren.

6. Stabilisierte NAD+-Positivkontrollextrakte vor Licht geschiitzt bis zum Pipettieren auf den
Assayplatten im Kihlschrank (4 °C - 8 °C) stehen lassen.

15
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TESTVERFAHREN

Leerproben werden zur Korrektur aller unspezifischen Hintergrundsignale aus unspezifischen
Interaktionen zwischen den Extraktkomponenten und dem ASSAY COLOR REAGENT im Master Mix
verwendet. Alle Leerproben werden mit Master Mix ohne NAD-ENZYME-ZUSATZ inkubiert. Fur die
Positivkontrolle ist kein separater Leerwert notwendig. Leerproben werden aus vier (Minimum)
reprasentativen stabilisierten Probenextrakten vorbereitet. Liegen bei den analysierten Personen
Nachweise einer NAD-Supplementierung vor, wird empfohlen, Proben mit und ohne

Supplementierung als Leerstellen zu verwenden (mindestens zwei Wells pro Erkrankung).

HINWEIS: Schritt 1 bis 2 werden unter normalen Lichtverhéltnissen durchgefiihrt. Ab Schritt 3 wird

unter gediampften Lichtverhiltnissen gearbeitet (siehe PRAKTISCHE ERWAGUNGEN: Vor Licht
schiitzen).

HINWEIS: Befolgen Sie die empfohlenen Inkubationszeiten fir NAD+. Die Reaktion kann beendet
werden, wenn ein auffalliger Farbunterschied in den Standards und ein Unterschied in der
Farbintensitat zwischen den Proben mit hinzugefliigtem Enzyme und den Leerproben vorhanden ist.
Je langer die Reaktionszeit, je intensiver wird das beobachtete Signal sein.

HINWEIS: Verwenden Sie verschiedene Reservoirs fur den Master Mix und die STOP SOLUTION.

Materialien:
Spektralphotometrisches Lesegerat Siehe Tabelle NOTWENDIGE MATERIALIEN
ASSAY BUFFER C Raumtemperatur
ASSAY COLOR REAGENT Raumtemperatur
NAD ENZYME Vor Gebrauch auftauen. Vor dem Offnen bei
niedriger Geschwindigkeit herunterzentrifugieren.
STOP SOLUTION Raumtemperatur

Protokoll:
1. Standards, stabilisierte Probenextrakte und stabilisierte Positivkontrollen 10 min lang bei
Raumtemperatur dquilibrieren und danach auf die Platte pipettieren.

2. Entsprechend der empfohlenen Plattenanordnung (siehe néachste Seite), Folgendes in die 96-
Wells-Platte pipettieren:
20 pl Standards (ST1-5), doppelt
20 pl stabilisierte Positivkontrolle und stabilisierte Probenextrakte, doppelt, (Unbekannt, UNK)
20 pl ausgewahlter Leerproben (BL UNK1-4) wie oben angegeben.

HINWEIS: Arbeiten Sie ab diesem Schritt bei gedampften Lichtverhéltnissen.

3. Bereiten Sie den Master Mix vor, indem Sie ASSAY COLOR REAGENT in ASSAY BUFFER C
geben und durch vorsichtige Rotation mischen.

HINWEIS: Schitzen Sie den Master Mix im Reservoir und auf der Platte beim Pipettieren mit einer
Abdeckung aus Aluminiumfolie.

4. Geben Sie 190 pl des Master Mixes OHNE ENZYME in jedes der vier Leerproben-Wells (BL
UNK1-4).
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5. Geben Sie 40 yl NAD-ENZYME in die Flasche mit dem verbleibenden Master Mix. Vorsichtig
vermischen und Schaumbildung vermeiden. Geben Sie den Master Mix mit den hinzugefligten
Enzymen in das Reservoir.

6. Geben Sie mit einer Mehrkanalpipette 190 pl des Master Mixes MIT NAD-ENZYME in alle
verbleibenden Wells. Schaumbildung und Licht vermeiden. Bedecken Sie die
gebrauchsfertige Platte sofort mit Aluminiumfolie.

7. NAD+-Assay: die abgedeckte Platte 4 - 6 min bei Raumtemperatur inkubieren.

8. Stoppen Sie die Reaktionen, indem Sie mit einer Mehrkanalpipette 10 ul STOP SOLUTION in
jedes Well in der gleichen Reihenfolge wie beim Master Mix hinzugeben. Schaumbildung
vermeiden. Schwenken Sie die Platte vorsichtig mit der Hand auf der Arbeitsflache hin und her
und entfernen Sie etwaige Blasen mit einer Nadel.

9. Messen Sie die Lichtabsorption bei 573 nm unverziiglich nach Hinzufigung der STOP
SOLUTION. Sofern méglich, schitteln Sie die Platte im Mikroplattenlesegerat fiir 5 Sekunden
vor der Messung.

HINWEIS: Nach dem Hinzugeben der STOP SOLUTION kann die Farbintensitat langsam gleichmé&Big
in allen Wells zunehmen. Dies liegt an den nichtenzymatischen Hintergrundvorgangen im Master Mix.

EMPFOHLENE PLATTENANORDNUNG ZUR NAD+-MESSUNG
1 2 3 o 5 6 T 8 9 10 11 12

Plattenanordnung fiir NAD+-Assay: St = Standard, BL = Leerprobe (blank), PosCtr - stabilisierte
Positivkontrolle, UNK = stabilisierte Proben mit unbekannter Metabolitenkonzentration. Beachten
Sie, dass Leerproben der ausgewahlten Proben im Master Mix ohne NAD ENZYME-Zusatz analysiert
werden.
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BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

POSITIVKONTROLLE (ASSAY-QUALITATSKONTROLLE)

Die Positivkontrolle ist kein Referenzwert, sondern hat den Zweck, die Effektivitat der
Stabilisierungsschritte fir NAD+ den kolorimetrischen Assay zu Gberwachen. Vor der Berechnung der
Probenergebnisse, bestatigen Sie, dass Ihre Positivkontrollen erwartungsgemal funktionieren.

NAD+:

Im NAD+-Assay sollte die Menge des von der stabilisierten NAD+-Positivkontrolle absorbierten Lichts
voraussichtlich im beobachteten Bereich der Standards ST3 und ST4 liegen. Der Absorptionsbereich
entspricht einer NAD+-Konzentration von 23 - 27 uM (nach der Korrektur der 10fachen Verdiinnung).

PROBENERGEBNISSE

Berechnen Sie die Ergebnisse, wie nachfolgend angegeben. Im nachfolgenden Abschnitt TYPISCHE
DATEN finden Sie Beispiele fir Standardkurven und fir die Berechnung der Ergebnisse fir
Kontrollteilnehmer.

1. Berechnen Sie den Durchschnitt der Absorptionswerte fir jeden Standard (ST1 - ST5).

2. Erstellen Sie eine Standardkurve, indem Sie die mittlere Absorption fiir jeden Standard auf der
Y-Achse gegen die bekannte Standardkonzentration (in uM) auf der X-Achse eintragen.
Fihren Sie eine einfache lineare Regressionsanpassung der Standardkurve durch.

3. Berechnen Sie mithilfe der Formel fir die lineare Regression der Standardkurve die
Konzentration in den Wells fir jede Probe und jede Leerprobe (UNK und BL UNK).

4. Berechnen Sie den Durchschnitt der Duplikate fiir jeden stabilisierten Probenextrakt.

5. Berechnen Sie den Durchschnitt der Leerproben (BL UNK 1 - 4). Der errechnete Wert
représentiert ein unspezifisches Signal der stabilisierten Extrakte, der fur die
Probennormalisierung verwendet wird.

6. Korrigieren Sie die unspezifischen Signale, indem Sie den Durchschnitt der Leerproben vom
Durchschnitt der Probenkonzentrationen subtrahieren.

7. Multiplizieren Sie mit 10 , um die Konzentration (uM) von NAD+ im Blut zu erhalten.

HINWEIS: Wenn NAD+ stabilisierte Extrakte aufgrund der bekannten Anreicherung mit Vorldufern
zusatzlich verdinnt wurden, muss die Konzentration mit einem zuséatzlichen Verdinnungsfaktor
multipliziert werden.
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TYPISCHE DATEN

Die Standardkurve und die Konzentrationen der stabilisierten Probenextrakte werden nur zu
Demonstrationszwecken bereitgestellt und sollten niemals statt der Echtzeit-Kalibrationskurve
verwendet werden.

A) STANDARDKURVE FUR NAD +

— 0.3-
E
2 i ST1 0 0.054
5 0.054
€ 04 ST2 1 0.176
-..3_ 0.192
= ST3 2 0319
9 0.2
o R?=0.997 0.332
<
ST4 3 0.452
'0.0 1 ] 1 I 1
0 1 2 3 4 5 0.466
STS 5 0.689
NAD+, pM 0730

B) BERECHNUNG DER ERGEBNISSE FUR NAD+

Die Werte fir die Konzentrationen in den stabilisierten Probenextrakten (UNK) und Leerproben (BL

UNK 1 - 4) werden mit der linearen Anpassungsformel der NAD+-Standardkurve ermittelt.

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
BL UNK 1 0.040
BL UNK 2 0.048
BLUNK 3 0.026
BL UNK 4 0.048

*Korrigiert mittels Verdiinnungsfaktor x 10
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LEISTUNG UND GRENZEN

NACHWEISGRENZEN

Die Leerwertgrenze (Limit of Blank, LOB) fuir Q-NADMED Blood ist in der nachfolgenden Tabelle
dargestellt (LOB + Standardabweichung [SD]).

Leerwertgrenze
pmol/Well
NAD+ 1.84+0.9

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) wurde aus der NAD+-Standardkurve berechnet und ist
in der nachfolgenden Tabelle dargestellt (LOD+ SD).

Nachweisgrenze
pMin Vollblut
NAD+ 0.33+£0.2

Die Quantifizierungsgrenze (Limit of Quantitation, LOQ) ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt
(LOQ = SD).

Quantifizierungsgrenze
UM in Vollblut
NAD+ 0.66 0.3

PRAZISION UND REPRODUZIERBARKEIT

Die Intra-Assay-Variationen bei der Messung wurde durch die Genauigkeit der Assayleistung
bestimmt. Die Intra-Assay-Prazision ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt (VK =
Variationskoeffizient).

Intra-Assay-Prazision
VK (%) = SD
NAD+ 1.48 £ 0.8

In der nachfolgenden Tabelle ist die Reproduzierbarkeit der Assay-Ergebnisse zusammengefasst.

Reproduzierbarkeit

NAD+
Probe Ctr1 Ctr2 Ctr3
N der Messungen* 9 9 9
Mittelwert (uM) 27.41 29.41 22.00
Standardabweichung 0.62 1.31 0.87
VK (%) 2.28 4.45 3.95

(N = Anzahl, * 3 Aliquots derselben Probe wurde als Triplikate analysiert).
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GENAUIGKEIT
Die Testgenauigkeit wurde anhand von Proben mit bekannten Mengen an reinem NAD+ berechnet.
In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse zusammengefasst (Testgenauigkeit = SD).

Genauigkeit (%)
NAD+ N =32 9713 +7.6

CUT-OFF-WERT DES ASSAYS

Die niedrigsten und hochsten Cut-off-Werte reprasentieren die kleinsten und hochsten
Konzentrationen, die bei 5 bis 7 % von Finnen in einem gegebenen Populationsausschnitt beobachtet
wurden. In der Tabelle sind die Cut-off-Werte zusammengefasst.

Cut-off-Werte
Niedrig Hoch
NAD+ (uM) 20 36

LEISTUNGSMERKMALE

Interferenzen durch andere Metaboliten im Extrakt wurden nicht gesondert untersucht, da ihr Einfluss
gering ist und durch die Durchfihrung einer Leerwert-Analyse ohne Enzyme-Zusatz berlcksichtigt
wird.

Warnhinweis: Kaliumsorbat, Borat, Pyridin und Wismut in einer Probe kénnen die Hemmung der
Enzyme und damit eine Unterschatzung der Ergebnisse bewirken.

METHODENVERGLEICH

Zur Validierung der Leistung von Q-NADMED wurde die NAD+-Konzentration in einer Reihe von
menschlichen Kontrollblutproben gemessen, die ebenfalls mittels Massenspektrometrie analysiert
wurden. Gefrorene Blutproben von fiinf gesunden Patienten (vor und nach 16 Wochen Niacin-
Supplementierung) wurden parallel mit Q-NADMED und Massenspektrometrie analysiert. Die Q-
NADMED-Ergebnisse stimmten mit denen der Massenspektrometrie Uberein.

160
R2=0.988

140

120

100 Nach Supplementierung

80

60 /

40 4

20 ! :
/ Vor Supplementierung

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Massenspektrometrie (uM)

NADMED (pM)
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ANMERKUNGEN

Q-NADMED Blood NAD+ Assay-Kit
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