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Uzsakymo informacija

cobas’

Analizatorius (-iai), su kuriuo (-iais) galima naudoti

REF NTENT
cobas ¢ pakuote (-es)

05385415 190 | Homocysteine Enzymatic Assay 100 tyrimy Sistemos-ID 07 7487 1 | Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502
05385504 190 | HCYS Calibrator Kit (2 x 3 mL) Kodas 590 (HCYCA)

05142423 190 | HCYS Control Kit Control 1 (2 x 3 mL) Kodas 254 (HCYCH1)

HCYS Control Kit Control 2 (2 x 3 mL) Kodas 255 (HCYC2)

04489357 190 | Diluent NaCl 9 % (50 mL) Sistemos-ID 07 6869 3
Lietuviy HMTase
Sistemos informacija Hey + SAM — = SAH + Met
Skirta cobas ¢ 311/501 analizatoriams:
HCYS: ACN 778 I
cobas ¢ 502 analizatoriui:
HCYS: ACN 8778 SAHase
Paskirtis SAH _ Hey + Ado
Kiekybinis in vitro tyrimas, skirtas bendro L-homocisteino koncentracijos
nustatymui Zmogaus serume ir plazmoje, naudojant ADA
Roc_he/H|tac_h| qobas c 3|stemas_. Ty_nma:_;_ gali padéti dlggqozq_otl Ado > Inozinas + NHs
pacientams jtariama hiperhomocisteinemijg arba homocistinurijg.
Santrauka'?? GLDH
Homocisteinas (Hcy) yra tiolio grupe turinti amino ragstis, kuri gaminama
lgstelés viduje demetilinant metioning. Bendras homocisteinas (tHcy) NHz + NADH + 2-Okso- > Glutamatas + NAD*+ H,0
atitinka visy homocisteino formy, tame tarpe oksiduoty, sujungty su glutaratas

baltymais ir laisvy, suma.

Paaiskéjo, kad padidéjusi tHey koncentracija yra svarbus rizikos veiksnys

vertinant Sirdies ir kraujagysliy ligas."?3 Perteklinis Hey kiekis kraujotakoje

dél savo dirginancio pobidzio gali sukelti arterijy pazeidimus ir sglygoti
uzdegima bei ploksteliy susidaryma, kurios ilgainiui gali blokuoti Sirdies
kraujotaka.

Padidéjusia tHcy koncentracijg gali salygoti keturi pagrindiniai veiksniai:

1. genetiniy fermenty, dalyvaujanciy Hey metabolizme, tokiy kaip
cistationino beta-sintazés (CBS), metionino sintazés (MS) ir
metilentetrahidrofolato reduktazés (MTHFR), stoka;
maistinis vitaminy B, pvz.: Bg, By ir folaty trikumas;
inksty nepakankamumas veiksmingai $alinti amino ragstis; ir
vaisty, trikdanciy Hcy metabolizma, pvz.: azoto oksido, metotreksato
ir fenitoino, poveikis. Padidéjusi tHcy koncentracija taip pat buvo
susieta su Alzheimerio liga*, neuropsichiatrinémis ligomis? ir
osteoporoze.® Yra nustatytos gairés, skirtos tHcy nustatymui
klinikinése laboratorijose.”8

Tyrimo principas

Homocysteine Enzymatic Assay yra pagristas nauju cikliniu fermentiniu
tyrimo principu, kuris vietoj Hcy kosubstraty ar Hey konversijos produkty
nustatymo, nustato kosubstrato konversijos produkta. Siame tyrime
oksiduotas Hcy yra pirma redukuojamas iki laisvo Hey, kuris tuomet,
katalizuojant S-metiltransferazei, reaguoja su kosubstratu
S-adenozilmetioninu (SAM), susidarant metioninui (Met) ir
S-adenozilhomocisteinui (SAH). SAH nustatomas naudojant poruoty
fermenty reakcijas, kur SAH hidrolizuojamas j adenozing (Ado) ir Hey,
veikiant SAH hidrolazei, ir Hey yra jjungiamas j Hey konversijos reakcijos
cikla, susidaranat reakcijos ciklui, kuris sustiprina aptikimo signala.
Susidares Ado yra iSkart hidrolizuojamas j inozing ir amoniaka. Paskutinio
Zingsnio metu fermentas glutamato dehidrogenazé (GLDH) katalizuoja
amoniako reakcijg su 2-oksoglutaratu ir NADH, susidarant NAD*. Hcy

Reagentai - darbiniai tirpalai

R1 NADH reagentas
S-adenozilmetioninas 0.1 mmol/L, TCEP* > 0.5 mmol/L,
2-oksoglutaratas < 5.0 mmol/L, NADH > 0.2 mmol/L, buferis,
pH 9.1 (25 °C), konservantas, stabilizatorius

R2  Fermentinis reagentas
Homocisteino S-metiltransferazé (HMTazé) 5.0 kU/L, glutamato
dehidrogenazé (GLDH) 10 kU/L, kazeinas (galvijy) < 0.2 %,
buferis, pH 7.2 (25 °C), konservantas, detergentas

R3  Pradzios reagentas
Adenozino deaminazé (galvijy) 5.0 kU/L, S-adenozil-homocisteino
hidrolazé (SAHazé) 3.0 kU/L, kazeinas (galvijy) < 0.2 %, buferis,
pH 7.2 (25 °C), konservantas, stabilizatorius

*Tri(2-karboksietil)fosfinas

R1 yra A pozicijoje, R2 yra B pozicijoje, 0 R3 yra C pozicijoje.

Atsargumo priemonés ir jspéjimai

Skirtas naudoti in vitro diagnostikai.

Laikykités jprasty atsargumo priemoniy, butiny dirbant su visais

laboratorijos reagentais.

Visos atliekos turi buti tvarkomos laikantis vietos reikalavimy.

Saugos duomeny lapas pateikiamas profesionaliems naudotojams

paprasius.

Reagenty paruo$imas

Paruostas naudojimui

Laikymo salygos ir stabilumas

HCYS

Tinkamumo laikas 2-8 °C temperataroje: Zr. galiojimo datg ant

cobas ¢ pakuotés

koncentracija méginyje yra tiesiogiai proporcinga NADH konvertuoto j NAD* etiketés.

Kiekiui (AAsgo nm)- Naudojamo ir $aldomo analizatoriuje: 4 savatés
Diluent NaCl 9 %
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Zr. galiojimo datg ant
cobas ¢ pakuotés
etiketés.

Tinkamumo laikas 2-8 °C temperatiiroje:

Naudojamo ir $aldomo analizatoriuje: 12 savaiciy

Neuzsaldykite.

Méginiy surinkimas ir paruoSimas

Méginiy surinkimui ir paruoSimui naudokite tik tinkamus mégintuvélius ar
surinkimo talpyklas.

Buvo patikrinti ir yra priimtini tik toliau iSvardyti méginiai.

Serumas.

Plazma: Li-heparino, Ko-EDTA ir K;-EDTA plazma.

Svarbu i8kart po surinkimo centrifuguoti kraujo méginius tam, kad nuo
kraujo Igsteliy buty atskirta plazma. Jeigu negalima iSkart centrifuguoti,
surinkto kraujo méginiai turéty buti laikomi lede ir centrifuguoti per valanda.
Hey tyrime nerekomenduojama naudoti hemolizuoty bei drumsty méginiy
arba labai lipemiSky méginiy.

[$vardinty rasiy meéginiai buvo tiriami, pasirinkus tyrimo metu rinkoje
buvusius mégintuvélius, t.y. nebuvo patikrinti visy gamintojy mégintuvéliai.
Jvairiy gamintojy méginiy surinkimo sistemose gali biti skirtingy medZziagy,
kurios kai kuriais atvejais gali paveikti tyrimo rezultatus. Jei méginius
apdorojate pirminiuose mégintuveliuose (méginiy surinkimo sistemose),
laikykités mégintuvéliy gamintojo instrukcijy.

Stabilumas:8910 4 dienos 15-25 °C temperatroje
4 savaités 2-8 °C temperatiroje
10 ménesiy -20 °C temperaturoje
Prie$ atlikdami tyrima, méginius su nuosédomis centrifuguokite.
Pateiktos medziagos

Apie reagentus skaitykite skyriuje ,Reagentai - darbiniai tirpalai“.
Reikalingos (bet nepateikiamos) medziagos

Skaitykite skyriuje ,Uzsakymo informacija“

Bendra laboratorijos jranga

Tyrimas

Kad tyrimas bty atliktas tinkamai, laikykités Siame dokumente pateikty
analizatoriaus naudojimo instrukcijy. Specifines analizatoriui tyrimo
instrukcijas skaitykite atitinkamame naudotojo vadove.

Pritaikymy nepatvirtinty Roche veikimas néra uztikrintas ir turi bati
apibréztas vartotojo.

Pritaikymas serumui ir plazmai

cobas ¢ 311 tyrimo apibidinimas

Tyrimo tipas 2-taSky,
baigtinis
Reakcijos laikas/Tyrimo 10/ 36-57
taskai
Bangos ilgis 700/340 nm
(sub/pagrindinés)
Reakcijos kryptis Sumazéjimas
Vienetai pmol/L
Reagenty iSpilstymas Skiediklis
(H0)
R1 176 L -
R2 28 L -
R3 20 pL -
Méginio taris Méginys Méginio skiedimas
Méginys Skiedliklis
(NaCl)

cobas’

Normalus 14 YL - -
Sumazéjes 14 L 30 pL 120 pL
Padidéjes 14 L - -
cobas ¢ 501/502 tyrimo apibiidinimas
Tyrimo tipas 2-tadky,
baigtinis
Reakcijos laikas/Tyrimo 10/51-70
taskai
Bangos ilgis 700/340 nm
(sub/pagrindinés)
Reakcijos kryptis Sumazéjimas
Vienetai pmol/L
Reagenty iSpilstymas Skiediklis
(H0)
R1 176 pL -
R2 28 L -
R3 20 L -
Meginio taris Meginys Meginio skiedimas
Meginys Skiediklis
(NaCl)
Normalus 14 uL - -
Sumazéjes 14 uL 30 pL 120 pL
Padidéjes 14 L - -
Kalibravimas
Kalibratoriai S1-5: HCYS Calibrator Kit

Tam, kad nustatytuméte 5-tadky kalibracinés
kreivés etalony reikSmes, padauginkite partijai
specifinio HCYS Calibrator Kit kalibratoriaus
reikSmes i8 Zemiau pateikiamy faktoriy:

$1:0.050 $4:0.500
$2:0.100 S5:1.00
S3:0.250

Kalibravimo rezimas RCM

Pilnas kalibravimas

* kas 7 dienas

* po reagenty partijos pakeitimo

* kaip reikalaujama vadovaujantis kokybés kontrolés
procediromis

Kalibravimo daznis

Atsekamumas: Sis metodas buvo standartizuotas pagal NIST SRM 1955
pamating medZziaga.

Kokybés kontrolé

Kokybés kontrolei, naudokite medziagas i$vardintas ,Uzsakymo
informacija“ skyriuje.

Papildomai galima naudoti kita tinkama kontroling medZiaga.

Kontrolés intervalai ir apribojimai turéty atitikti kiekvienos laboratorijos
individualius reikalavimus. Gautos reikSmés turéty patekti j nustatytas ribas.
Kiekviena laboratorija turi numatyti korekcines priemones, kuriy reikty imtis,
reikSméms nepatekus j nustatytas ribas.

Vadovaukités nustatytais valstybiniais ir vietiniais reikalavimais kokybés
kontrolei uztikrinti.

Skaiciavimas

Roche/Hitachi cobas ¢ sistemos automatikai apskaiciuoja kiekvieno
méginio analités koncentracija.
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Apribojimai - poveikiai

Kriterijus: vertés suradimas + 10 % pradinés reikSmés, kai analités
koncentracija > 15 pmol/L ar < + 1.5 ymol/L, kai analités koncentracija
<15 pmol/L.

Gelta:" Jokio reikdmingo poveikio, | indekso reikSmei esant iki 20 (apytikslé
konjuguoto ir nekonjuguoto bilirubino koncentracija: 342 pmol/L

(20 mg/dL)).

Hemolizé:"" Jokio reikSmingo poveikio, H indekso reikSmei esant iki 100
(apytikslé hemoglobino koncentracija: 62 pmol/L (100 mg/dL)).

Lipemija (Intralipidai):"" Jokio reikSmingo poveikio, L indekso reikSmei esant
iki 250. Tarp L indekso (atitinka turbidiskuma) ir trigliceridy koncentracijos
yra nedidelé koreliacija.

Vaistai: Nebuvo nustatyta jokios jtakos naudojant jprastus vaistus
terapinémis koncentracijomis. 213

I8imtys: 0.5 mmol/L glutationas, 100 pmol/L cistationinas, 0.5 mmol/L
piruvatas.

Pacientai, vartojantys metotreksata, karbamazeping, fenitoing, azoto
oksidg, antikonvulsantus ar 6-azuridino triacetata, dél saveikos su Hey
metabolizmu, gali turéti didesne Hey koncentracija.”'°
S-adenozilhomocisteinas (SAH) daro stipry teigiama poveikj. Taciau, SAH
normalioje plazmoje yra neaptinkamas Zemesnémis uZ nmol/L
koncentracijomis ir neturéty sukelti problemy. '

Hey gamybos eritrocituose slopinimui, buvo pasilyta pridéti
3-deazadenozino. Taciau su Homocysteine Enzymatic Assay negalima
naudoti méginiy turin¢iy 3-deazadenozino, kadangi jis slopina vieng i$
pagrindiniy tyrime naudojamy fermenty.

Labai retais atvejais gamapatijos, ypac IgM tipo (Waldenstrdm
makroglobulinemija), gali sglygoti nepatikimus rezultatus.s

Diagnozuojant, rezultatai visada turéty bati vertinami kartu su paciento
anamneze, fizinio iStyrimo duomenimis ir kitais radiniais.

REIKALINGI VEIKSMAI

Specialaus plovimo programa: Specialiy plovimo Zingsniy naudojimas yra
batinas, kai Roche/Hitachi cobas ¢ sistemose kartu atliekamos tam tikry
tyrimy kombinacijos. Naujausias pernasos iSvengimo sgraSas pateikiamas
kartu su NaOHD/SMS/Multiclean/SCCS arba
NaOHD/SMS/SmpCIn1+2/SCCS metody lapeliuose. I§samesniy instrukcijy
ieSkokite naudotojo vadove. cobas ¢ 502 analizatorius: Visa specialaus
plovimo programa, skirta perneSimui iSvengti, yra prieinama per cobas link,
rankinis informacijos suvedimas nereikalingas.

Kai reikalaujama, prie$ pranesant Sio tyrimo rezultatus turi buti

cobas’

Zemiau kurios tikimybé aptikti méginius be analizuojamosios medZiagos yra
95 %.

Nustatymo riba yra nustatoma pagal tusciajg ribg ir Zemos koncentracijos
méginiy standartinj nuokrypj.

Nustatymo riba atitinka Zemiausig analités koncentracija, kurig galima
nustatyti (reikSmé vir§ tusciojo matavimo ribos su 95 % tikimybe).
Kiekybinio nustatymo riba yra maziausia analités koncentracija, kurig
galima atkuriamai iSmatuoti su 30 % paklaida. Ji buvo nustatyta naudojant
mazos koncentracijos homocisteino méginius.

Tikétinos reikSmés

Daugumoje JAV Kilinikiniy laboratorijy, kaip ribiné normalios Hey
koncentracijos reikSmé suaugusiems naudojama 15 pmol/L.

Europos laboratorijose, kaip ribiné normalios Hey koncentracijos reikSmé
suaugusiems naudojama 12 pmol/L:8

AmzZius, néStumas ir inksty funkcija yra svarbas. Turi bti jvertintas folio
ragsties, kaip papildo ar per pagausintg maista, naudojimas:

Grupé Folatus papildomai Nenaudojantys
naudojantys

Nevalgius/bazinis tHcy,

pmol/L

Néstumas 8 10

Vaikai < 15 mety 8 10

Suaugusieji 15-65 mety 12 15

Pagyvene > 65 mety 16 20

Kiekviena laboratorija turéty jvertinti tikétiny reikSmiy tinkamuma savy
pacienty populiacijai ir, jei butina, nustatyti savo rekomenduojamas
reikSmes.

Specifiniai tyrimo atlikimo duomenys
Toliau pateikiami atitinkamy analizatoriy tyrimo charakteristiky duomenys.
Atskirose laboratorijose gauti rezultatai gali skirtis.

Glaudumas

Glaudumas buvo nustatytas naudojant zmoniy méginius ir kontrolines
medziagas, remiantis CLSI (angl. Clinical and Laboratory Standards
Institute) EP5 reikalavimais, su atkartojamumu (n = 21) ir tarpiniu glaudumu
(2 lygios dalys per vieng tyrima, 2 tyrimai per dieng, 21 diena). Buvo gauti
Sie rezultatai:

! ° ) ¢ VTR - Atkartojamumas Vidurkis SD cv
jgyvendinama specialaus plovimo/pernesimo iSvengimo programa.
S pumol/L pmol/L %

Apribojimai ir reikSmiy ribos
Matavimy ribos Homocysteine Control 1 12.2 0.2 1.5
3-50 pmol/L Homocysteine Control 2 39.1 0.7 1.8
Didesnés koncentracijos méginius tirkite naudodami pakartotinio tyrimo 7mogaus serumas 1 8.26 0.16 20
funkcijg. Naudojant pakartotinio tyrimo funkcija, méginiy skiedimo santykis . ’ ' '
yra 1:5. Méginiy, atskiesty naudojant pakartotinio tyrimo funkcijg, rezultatai %mogaus serumas 2 131 0.2 18
yra automatiskai padauginami i$ koeficiento 5. Zmogaus serumas 3 30.0 04 1.4
Matavimo reikémiq apatinés ribos Zmogaus serumas 4 44 .4 0.9 2.0
Tuscioji riba (angl. Limit of Blank - LoB), nustatymo riba (angl. Limit of
Detection - LoD) ir kiekybinio nustatymo riba (angl. Limit of Quantitation - Tarpinis glaudumas Vidurkis SD cv
LoQ) umol/L umol/L %
LoB =3 umollL Homocysteine Control 1 12.2 0.3 2.1
LoD =3 pmollL Homocysteine Control 2 39.1 0.8 2.0
LoQ =55 ymol/L Zmogaus serumas 1 8.26 0.19 2.3
Tusciojo matavimo riba ir nustatymo riba buvo nustatytos atsizvelgiant j Zmogaus serumas 2 131 03 21
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) EP17-A reikalavimus. .

N . o . b . Zmogaus serumas 3 30.0 0.5 1.8
TusCioji riba yra 95-0sios procentilés verté, gauta i§ méginiy, kuriuose .
nebuvo analizuojamosios medziagos n > 60 matavimy keliose Zmogaus serumas 4 44.4 1.0 2.2
nepriklausomose serijose. Tus¢ioji riba atitinka maziausig koncentracija,
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Metody palyginimas

Zmogaus serumo méginiy Hey reik$més, gautos cobas ¢ 501 analizatoriuje
(y), buvo palygintos su reikSmémis, gautomis naudojant tg patj reagentg
COBAS INTEGRA 400 analizatoriuje (x).

Imties dydis (n) = 56

Passing/Bablok' Tiesiné regresija
y = 0.962x + 0.248 pmol/L y =0.993x - 0.175 pmol/L
1=0.971 r=0.999

Méginiy koncentracijy reikSmés buvo apytiksliai nuo 3.03 iki 47.2 umol/L.
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cobas’

Siuose informaciniuose lapeliuose kaip desimtainés trupmenos skyriklis
visada naudojamas taskas, skiriantis sveikajj skaiciy nuo desimtainés
trupmenos skaitmeny. Ttkstanciy skyrikliai nenaudojami.

Simboliai
Be iSvardyty standarte ISO 15223-1, Roche Diagnostics taip pat naudoja
Siuos simbolius ir Zenklus.

—

ReikSmingi papildymai ar pakeitimai yra pazyméti pakeitimy juosta parastéje.

Rinkinio turinys
Taris po atskiedimo arba maiSymo

© 2013, Roche Diagnostics
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