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VZOREK

Diagnostickd souprava pro stanoveni aktivity neutralni alfa-glukosidazy v lidském
spermatu a semindlni plazmé
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Pouze pro diagnostické pouZiti in vitro.
Reagencie pouze pro profesionalni pouZziti.

OBECNE INFORMACE

Souprava EpiScreen Plus™ muze pomoci pfi diagnostice a |é¢bé muzské
neplodnosti. Tento test Ize pouzit ke stanoveni aktivity neutralni alfa-
glukosidazy ve spermatu (plazmé), enzymu, ktery je vylu¢ovan predevsim
nadvarlaty?.

Aktivita tohoto enzymu je u pacientd s (velmi) nizkou koncentraci spermii
nebo u pacientl s azoospermii, ktefi maji normalni hladinu androgent v
krvi spolehlivym markerem funkce nadvarlat:

e velmi nizka aktivita svéd¢i o oboustranné obstrukci mezi
nadvarletem a ejakulacnim kanalkem?.

. nizka aktivita mizZe odrazet asteénou obstrukci nadvarlete?.

. normalni aktivita enzymu se o¢ekava v pfipadé obstrukce nad
oblasti, kde se enzym vylucuje, nebo v pfipadech neobstrukéni
azoospermie (poruchy funkce varlat)?2.

ZAMYSLENY UCEL

Pfi odbéru spermatu masturbaci by se mély pouzivat standardni nadobky
na odbér spermatu, typicky z polypropylenu a testovany na preziti/motilitu
spermii. Pokud odbér spermatu masturbaci neni mozny, mély by se
pouzivat plastové kondomy netoxické pro spermie. Vzorek spermatu
odstfedujte napf. pfi 3000 g po dobu 10—15 minut, abyste ziskali seminalni
plazmu bez spermii.

Test Ize provadét na Cerstvych nebo zmrazenych/rozmrazenych vzorcich
spermatu a seminalni plazmy.

PRIPRAVA CINIDLA

Vyrobek nepouzivejte, pokud je té&snéni lahvi€ek pfi dodani soupravy
oteviené nebo poskozené. Po dobu 30 minut zahfivejte reagencie 1, 2 a
3 na 37 °C (Poznamka: V reagencii 1 se mohou vyskytovat srazeniny,
které v8ak po zahrati zmizi).

METODA EPISCREEN PLUS

EpiScreen Plus™ je semikvantitativni, neautomaticka, fotometrickd a
diagnostickd souprava pro detekci neutrélni alfa-glukosidazy v lidském
spermatu nebo seminalni plazmé, ktera mudze byt uzite¢na pro diagnostiku
a |éCbu muzské neplodnosti. Jedna sada EpiScreen Plus™ je urena pro
25 testu.

PRINCIP TESTU

Princip testu je zaloZzen na nasleduijici reakci:

PNPG + alfa-glukosidaza > alfa-D-glukopyranosid + PNP (Zluta) |

Za stanovenych podminek (pH = 6,8; T = 37 °C) uvolni 1 IU alfa-
glukosidazy ze substratu PNPG® 1 pmol PNP za minutu. Zluté zbarveni
PNP Ize méfit spektrofotometricky pfi 405 nm. Alfa-glukosidazova aktivita
se vyjadfuje v IU/l (nebo miU/ml).

Poznamka: Reakéni pufr obsahuje SDS, ktery selektivné inhibuje
kyselou formu alfa-glukosidazy pochéazejici z prostaty. To umoziiuje
specifické stanoveni aktivity neutrainiho enzymu®.

Poznamka: Vzhledem k tomu, Ze rozptyl pozadi vzorkd spermatu je
pomeérné velky (+/- 20 %), doporu¢ujeme pomoci inhibi¢niho roztoku
pfipravit pro kazdy vzorek spermatu (plazmy) negativni kontrolu. Tento
roztok inhibitoru obsahuje glukdzu, ktera inhibuje aktivitu alfa-
glukosidazy®.

MATERIAL OBSAZENY V SADE

e Reagencie 1 (5ml): reakéni pufr (pH 6,8) doplnény 1% SDS

e Reagencie 2 (0,25ml): 50x roztok substratu (PNPG v DMSO)

» Reagencie 3 (5ml): roztok inhibitoru (reakéni pufr obsahujici glukézu)
e Reagencie 4 (60ml): zastavovaci pufr (0,02M NaOH)

e Reagencie 5 (1ml): standardni zasobni roztok (5mM PNP)

e Reagencie (60ml): standardni fedici pufr (0,02M NaOH + 0,1% SDS)

Certifikat o analyze a bezpecnostni list jsou k dispozici na vyZzadani nebo
Je Ize stdhnout z nasich webovych stranek (www.fertipro.com).

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENi SOUCASTI DODAVKY

Ctecka desti¢ek, fotometr (405 nm filtr), termo $ejkr, tepelny blok nebo
tepla vodni lazen, pipeta s Cerstvymi Spickami, 1,5ml Eppendorfovy
zkumavky, mikrotitracni destiCka

METODA

Grafické znazornéni protokolu a popisu:
Step 1 1. Pro kazdy analyzovany vzorek

spermatu (plazmy):
- pripravte reakcni roztok: 3

,,’S %Q\ pl reagencie 2 (roztok
substratu) ve 147 pl
reagencie 1 (reakéni

pufr).

vytvorte roztok inhibitoru:

3 pl reagencie 2 (roztok

substratu) ve 147 pl

reagencie 3  (roztok
inhibitoru).

2. Napipetujte 20 pl kazdého
vzorku spermatu (plazmy) do
dvou 1,5ml Eppendorfovych
zkumavek:

Do jedné reakéni nadoby

pfidejte 130 pl reakéniho

roztoku a do druhé 130 ul
roztoku inhibitoru (pro
negativni kontrolu):

4. Vortexujte a inkubujte presné 2
h pfi teplot¢ 37 °C v
termoregulacni teplé vodni
lazni, v termo Sejkru nebo

Z.
/a0 %,
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(R0 %,

REACTION INHIBITOR
SOLUTION SOLUTION

Step 24

w

SAMPLE SAMPLE tepelném bloku (nepouzivejte
20pl 20u vzduchovy inkubator: mdze to

- zhorsit vysledek testu!):
Vortex 5. Bé&hem inkubace  vzorkl
spermatu (plazmy) pfipravte
&/ fedéni pro standardni kfivku

V/ PNP:

a. Vytvorte nejvyssi

standard o velikosti 200
UM: rozpustte 100 pl
reagencie 5 (standardni
zasobni roztok) v 2400 pl
reagencie 6 (standardni

Incubate for 2h
at37°C

fedici  pufr). Jemné
promichejte.

b. Tento roztok pouzijte k
pFipravé ostatnich

standard, jak je uvedeno
v tabulce nize. Samotna
reagencie 6 slouzi jako 0
uM standard PNP (blank).

Standardni fedéni PNP

Standardy PNP 200 uM Standaard Reagencie 6
150 pM 375 ul 125 pl
100 uM 250 pl 250 pl
50 uM 125 pl 375 pl
10 pM 25 ul 475l
0 pM (=blank) oul 500 pl




6. Po 2 hodinach inkubace vzorki m
(reakce a inhibitor) zastavte m

1m|

)y

reakci: vyjméte zkumavky z Prepare
tepelného  bloku/teplé  vodni PNP
standards

lazné/termo Sejkru, pfidejte 1 ml
reagencie 4 (zastavovaci pufr) a
promichejte ve vortexu.

7. Do mikrotitracni desticky
napipetujte 200 pl vSech vzork( a
standardd (pfipravenych v kroku
5). Tento postup provadéjte
nejlépe ve dvou kopiich.

8. Odectéte absorbanci na fotometru

pfi 405 nm. ‘ SAMPLEIN  SAMPLEIN
9. Po kazdém jednotlivém testu by SEACHN RoEO
meély byt vSechny pouzité
reagencie a materialy ~ PREPARED. L> :g Vortex 4J
zlikvidovany. L
Step7-8
VYPOCET/INTERPRETACE

VYSLEDKU 200ul / well

Stahnéte si z naSich
webovych stranek
vypoctovy list aplikace

Excel a zadejte do néj  Read absorbance at 405nm

idaje pro vypocet i
C . Calculate with
vysledku. Excel sheet

PRINCIP:

1. Zprameérujte duplicitni hodnoty pro kazdy standard a vzorek.

2. Odectéte pramérnou hodnotu absorbance blanku (0 pM standardu
PNP) od vSech standardnich méfeni. Jedna se o absorbance s
korekci blankem. V dal$ich vypoctech pouzijte pouze tyto hodnoty s
korekci blankem.

3. Vypocitejte standardni kfivku PNP (standardni koncentrace v ose X a
hodnoty OD s korekci blankem v ose Y). Provedte linearni regresi pro
vypocet sklonu. Koeficient stanoveni (R2) by mél byt > 0,99.

4. Pro kazdy vzorek reakce: odectéte pozadi seminalni plazmy (OD
REAKCE - odpovidajici OD INHIBITORU). Jedna se o absorbance vzorku
s korekci pozadi.

5. K vypoctu koncentrace PNP neznamého vzorku pouzijte rovnici
regresni kfivky (koncentrace PNP = hodnota OD s korekci pozadi /
sklon).

6. Vypocitejte aktivitu enzymu (v mlU/ml) vynasobenim koncentrace
PNP koeficientem 0,479 (dalSi informace o tom, jak byl stanoven
Jkorekéni faktor®, naleznete v ¢asto kladenych otazkach na strance
vyrobku na naSich webovych strankach).

7. Normalni hodnoty neutralni alfa-glukosidazy v lidském
spermatu/seminalni plazmé: = 5,88 miU/ml.
Priklad

Udaje o analyze a standardni kfivka:

Standard curve PNP y=0.0097x
R?=0.9999
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Sklon kfivky = 0,0097
(kfivka rovnice: y= 0,0097x), R? = 0,9999

OD geakce = 0,845 - korigovano na slepé méfeni: 0,845 — 0,045 = 0,800
OD inmisitor = 0,060 - korigovano na slepé méfeni: 0,060 — 0,045 =
0,015

ODvzorek s korekci pozani = 0,800 — 0,015 = 0,785

Koncentrace PNP = 0,785/ 0,0097 = 80,93 uM
Enzymova aktivita na ml = 80,93 uM x 0,479 = 38,76 mlU/ml

OMEZENI METODY

EpiScreen Plus je pomUckou pfi diagnostice muzské neplodnosti a stejné
jako u jinych biologickych test musi byt interpretace vysledk( provedena
v ramci klinickych nalezl a Gdaju z anamnézy. Je tfeba vyloudit jiné pficiny
nedostatecné epididymalni sekrece, napfiklad hypo-androgenismus nebo
téZkou atrofii varlat.

VYKONNOSTN| CHARAKTERISTIKY

Opakovatelnost a reprodukovatelnost: CVinga < 15%, CViner < 15%
Mez detekce: 1,66 miU/ml

Rozsah méfeni: 5,02 -95,8 miU/ml

Hranice: = 5,88mIU/ml

SKLADOVANI / LIKVIDACE

e EpiScreen Plus je stabilni po dobu 24 mésict od data vyroby (i po
otevieni).

o Vyrobek nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

o Reagencie skladuijte pfi teploté od 2 °C do 8 °C.

o Nezmrazuijte.

e Chrante pred (slune¢nim) svétlem.

e Vhodné pro prepravu nebo kratkodobé skladovani pfi zvysSenych
teplotach (az 5 dni pfi teploté 37 °C).

o Reagencie je tfeba zlikvidovat v souladu s mistnimi predpisy pro
likvidaci zdravotnickych prostfedkt

VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

Veskery lidsky, organicky material by mél byt povazovan za potencialné
infekéni. Zachazejte se vSemi vzorky, jako by byly schopné pfenaset HIV
nebo hepatitidu. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi vZdy pouzivejte
ochranny odév (rukavice, laboratorni plast, ochrana oci/obliceje).
Reagencie 1,3 a 5 obsahuji azid sodny.

Jakykoli zavazny incident (jak je definovan v evropském nafizeni o
diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro 2017/746), ke kterému
doslo, musi byt nahldSen spolecnosti FertiPro NV a pfipadné pfislusnému
organu ¢lenského statu EU, ve kterém uzivatel a/nebo pacient sidli.
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SLOVNICEK SYMBOLU

Symboly definované v normé 1ISO 15223

Katalogové gislo LOT Kod Sarze
/. Chrarite pred slune¢nim zafenim Vyrobce
AN\

[13]

Prectéte si navod k pouziti
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-

Datum spotieby

In vitro diagnostika

°C
BCH

Teplotni limit

Symbol definovany

ve smérnici 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prostredcich in vitro

C€

2797

Oznaceni CE od notifikovaného organu 2797
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