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Anvendelse
Axis® Homocysteine Enzyme Immunoassay (EIA) er beregnet til kvantitativ måling af totalt L-homo-
cystein i humant serum eller plasma. Analyse kittet kan hjælpe til at diagnosticere og behandle
patienter, der mistænkes for at have hyperhomocysteinæmi og homocystinuri.

Oversigt og testprincip
Homocystein (Hcy) er en thiolholdig aminosyre, der produceres ved intracellulær demetylering af
methionin. Hcy eksporteres til plasma, hvor det cirkulerer, fortrinsvist i sin oxiderede form bundet til
plasmaproteiner.1, 2 ,3, 4 Mindre mængder reduceret homocystein og disulfidhomocystin (Hcy-SS-Hcy) er
til stede. Totalt homocystein svarer til summen af alle Hcy-arter, der findes i plasma og serum (frie og
proteinbundne).

Hcy metaboliseres til enten cystein eller methionin. I den B6-vitaminafhængige transsvovlbundne vej
kataboliseres Hcy irreversibelt til cystein. En stor del af Hcy remethyliseres til methionin, fortrinsvist af
det folat- og cobalaminafhængige enzym methioninsyntase. Hcy akkumuleres og udskilles i blodet,
når disse reaktioner er svækkede.2, 4

Stærkt forhøjede koncentrationer af Hcy findes hos patienter med homocystinuri, som er en
sjælden gendefekt i de enzymer, der er involveret i Hcy-metabolisme. Patienter med homocystinuri
udviser mental retardation, tidlig åreforkalkning og arteriel og venøs tromboembolisme.1, 5

Hcy-reducerende behandling forbedrer prognosen for denne sygdom.5

Der er ligeledes fundet andre mindre alvorlige gendefekter, der fører til et moderat forhøjet 
Hcy-niveau.6, 7, 8

Forholdet mellem Hcy-koncentrationerne og kardiovaskulære sygdomme (CVD) har været
behandlet i epidemiologiske undersøgelser. I en metaanalyse af 27 af disse undersøgelser omfattende
over 4.000 patienter blev det anslået, at en stigning i Hcy på 5 µmol/L var forbundet med et ulige
forhold på 1,6 for mænd og 1,8 for kvinder for kardiovaskulære sygdomme eller det samme forhold,
der var forbundet med en stigning i kolesterol på 0,5 mmol/L (20 mg/dL). Perifere arteriesygdomme
viste ligeledes en kraftig associering. 9

Visse patientgrupper med anæmi og/eller asteni har ligeledes forhøjede niveauer af plasma- eller
serum-Hcy. 10, 11

Patienter med kroniske nyresygdomme oplever en øget sygelighed og dødelighed på grund af
arterio-sklerotisk CVD. Forhøjede koncentrationer af Hcy er hyppigt forekommende i blodet hos disse
patienter. Selv om disse patienter kan mangle nogle af de vitaminer, der indgår i Hcy-metabolisme,
skyldes det forhøjede Hcy-niveau fortrinsvist, at nyrerne ikke i tilstrækkelig grad kan fjerne Hcy fra
blodet.12, 13

Lægemidler såsom methotrexat, carbamazepin, phenytoin, dinitrogenoxid og penicillamin påvirker
Hcy-metabolismen og kan medføre et forhøjet homocysteinniveau.14, 15

Analyseprincip
Axis® Homocysteine EIA er en enzymimmunanalyse til måling af Hcy i blod.16 Proteinbundne former af
Hcy reduceres til fri Hcy, der derefter konverteres enzymatisk til S-adenosyl-L-homocystein (SAH)
gennem en særskilt procedure forud for immunanalysen.17 Enzymet er specifikt for L-formen af
homocystein, der er den eneste form, der findes i blodet.

Reduktion
Hcy, blandet disulfid og proteinbundne former af Hcy i prøven reduceres til fri Hcy ved hjælp af
dithiothreitol (DTT).

Prot-SS-Hcy       DTT
*R1-SS-Hcy Hcy 
Hcy-SS-Hcy

*R1 er enhver form for thiolrest.

Enzymatisk konvertering
Hcy i prøven konverteres til S-adenosyl-L-homocystein gennem SAH-hydrolase og overskydende
adenosin (Ad).

SAH-hydrolase
Hcy + Ad SAH  +   H2O

Følgende fastfase-enzymimmunanalyse er baseret på en konkurrence imellem det SAH, der findes i
prøven, og det immobiliserede SAH, der er bundet til væggene af mikrotiter brøndene, om binde-
steder på et monoklonalt anti-SAH-antistof. Når det ubundne anti-SAH-antistof er fjernet, tilføjes et
andet kanin-anti-muse-antistof mærket med enzymets peberrodsperoxidase (HRP).
Peroxidaseaktiviteten måles spektrofotometrisk efter tilføjelse af substrat, og absorbansen bindes
omvendt til koncentrationen af Hcy i prøven.

Advarsler og forholdsregler
1.          Kun til in vitro-diagnostisk brug.
2. Reagens D indeholder 0,15 % mertiolat (≤ 0,074 % kviksølv) og er klassificeret som ”Skadelig”.

Håndter og bortskaf reagenserne korrekt (se i afsnittet ”Oplysninger om produktsikkerhed”).
3. I visse reagenser anvendes 0,01 % mertiolat som konserveringsmiddel. Hvert kit indeholder

mindre end 0,028 % kviksølv. Håndter og bortskaf reagenserne korrekt.
4. Reagens F indeholder museantistoffer, og reagens G indeholder kaninantistoffer.
5. Reagens S indeholder 0,8 M svovlsyre og er klassificeret som ”lokalirriterende”. Håndter og bort-

skaf reagenserne korrekt (se i afsnittet ”Oplysninger om produktsikkerhed”).
6. Kalibratorer, kontroller, reagens A og reagens E indeholder mindre end 0,10 % natriumazid som

konserveringsmiddel. Natriumazid kan reagere med bly- og kobberrør og danne højeksplosive
metalazider. Ved bortskaffelse skal der derfor efterskylles grundigt med vand for at forebygge
dannelsen af azid.

7. Kontroller indeholder sera fra humane blodprøver. Kildematerialerne er blevet testet 
negative for Hepatitis B-overfladeantigen (HBsAg), HIV-1-antigen (HIVAg), HCV-antistoffer,

HIV-1/2-, Antistoffer, HTLV-1/2-antistoffer og Hepatitis B-kerneantistoffer (HBc). Blodderivater bør
imidlertid håndteres i overensstemmelse med de procedurer, der anbefales til håndtering af smitte-
farlige stoffer. Der henvises ligeledes til publikationsnummer (CDC) 93-839518 fra det amerikanske
sundhedsministerium (HHS) eller lokale/nationale retningslinjer for laboratoriesikkerhed.

8. Reagenser med forskellige lotnumre må ikke blandes.
9. Kittet må ikke anvendes efter udløbsdatoen på emballagen.

Kitkomponenter

Nødvendige materialer (medfølger ikke):
• Homocysteinkontroller (afsnittet ”Kvalitetskontroller” indeholder yderligere oplysninger)
• Plastglas eller glasrør til forbehandling af prøver
• Pipetter/multipipetter til 25 µL, 100 µL, 200 µL og 500 µL eller 8-kanals multipipetter til 100 µL og

200 µL
• Målekolbe flaske til 50 mL og 600 mL
• Inkubator, 37° C
• Aflæser (450 nm) til mikrotiter plader og eventuelt en automatisk pladevasker

Klargøring og opbevaring af kitkomponenter
1. Komponenterne skal opbevares koldt (2-8° C). Opbevar alle flasker i lodret stilling og med tæt-

sluttende hætter. Komponenterne er stabile indtil udløbsdatoen, hvis de opbevares og behandles i
overensstemmelse med anvisningerne. Efter åbning er komponenterne i Axis® Homocysteine EIA
kittet stabile i 12 uger, hvis de opbevares ved 2-8 °C.

2. Opløsningen til forbehandling af prøverne fremstilles ved at blande reagens A, B og C (se i
afsnittet ”Fremgangsmåde”). Opløsningen er stabil i 1 time og skal fremstilles på ny før hver
analysering.

3. Vaskebufferen skal fortyndes (1+9) med renset vand før brug. Den klargjorte vaskebuffer er stabil i
4 uger, hvis den opbevares ved stuetemperatur (18-25° C).

4. Reagens D og H opbevares i mørke flasker, så de ikke udsættes for sollys.
5. Det er vigtigt at opbevare mikrotiter strips et koldt og tørt sted, dvs. i den tætsluttende pose med

tørrekapsler. Komponenterne skal tempereres i mindst to timer for at opnå stuetemperatur 
(18-25° C). Strips skal forblive i posen mens de opnår stuetemperatur.

6. Brug kun det nødvendige antal mikrotiter strips i rammen under analysen. Ubrugte strips skal
opbevares i den tætsluttende pose med tørrekapsler.

7. Kittet må ikke udsættes for temperaturer på over 37° C, da dette kan denaturere enzymerne.

Prøveudtagning og klargøring
Der skal anvendes EDTA-plasma eller serum til Axis® Homocysteine EIA-analysen. 

Eftersom syntesen af Hcy fortsætter i erythrocytterne efter prøveudtagningen, er det yderst vigtigt at
klargøre prøverne på følgende måde:

• Serumprøverne må ikke koagulere i mere end 30 minutter før centrifugering og separering af
serum. Serumprøverne skal opbevares på is indtil separering. 

• EDTA-plasmaprøver skal centrifugeres eller opbevares på is straks efter udtagning. EDTA-plasma-
prøver kan opbevares på is i op til 6 timer inden separering ved centrifugering.

Fødeindtagelse kan påvirke værdierne for det cirkulerende homocystein. Proteinholdige måltider
resulterer i højere homocysteinværdier og derfor skal sene proteinholdige måltider, dagen før prøve-
tagning, undgås.19, 20

Det er vigtigt at fastlægge og anvende standardiserede prøveudtagningsmetoder for at modvirke
effekten af de faktorer, der er omtalt ovenfor. Optøede prøver skal omrystes grundigt inden brug.

Plasma- eller serumprøver kan opbevares i 12 uger ved 2-8° C samt i 3 uger ved stuetemperatur 
(18-25° C), og prøverne har vist sig at være stabile i mindst 8 måneder, hvis de opbevares i frosset
tilstand ved -20° C. 

Dansk
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Begrænsninger
• Hvis der anvendes automatisk pipetteringsudstyr, kan det være nødvendigt at vaske slangerne

grundigt efter brug af den blå opløsning Reagens G - helst med fortyndet syre efterfulgt af vand.
Eventuelle opløsningsrester i slangerne påvirker det efterfølgende analysetrin, dvs. tilsættelse af
Reagens H.

• Vaskeproceduren er vigtig for at opnå en nøjagtig måling. Ved manuel vask skal der bruges 4
gange 350 µL i stedet for 3 gange 400 µL. Efter vask skal brøndene tømmes på papirservietter.

• Kittet må ikke udsættes for temperaturer på over 37° C, da dette kan denaturere enzymerne.
• Prøver fra patienter, som er i behandling med S-adenosyl-methionin, kan udvise en falsk forhøjet

homocysteinkoncentration.
• Prøver fra patienter, som har indtaget præparater af muse-monoklonale antistoffer i forbindelse

med diagnosticering eller behandling, kan indeholde humane anti-muse-antistoffer (HAMA).
HAMA, der findes i serum- eller plasmaprøver, kan påvirke immunoanalyser, hvor der anvendes
muse-monoklonale antistoffer. Disse prøver må ikke analyseres sammen med Axis® Homocysteine
EIA-analysen.

• Prøver fra patienter, som er i behandling med methotrexat, carbamazepin, phenytoin, dinitrogen-
oxid, antikonvulsanter eller 6-aza-uridintriacetat, kan udvise en forhøjet homocysteinkoncentration
som følge af påvirkning af Hcy-metaboliseringen.

Fremgangsmåde
Sørg for, at alle opløsninger og mikrotiter strips har opnået stuetemperatur før brug. Det anbefales at
opbevare kittet ved stuetemperatur natten over. Det anbefales at lave dobbeltbestemmelse på kali-
bratorerne parvis og at udarbejde en ny kalibreringskurve hver gang for at imødekomme eventuelle
variationer mellem de coatede mikrotiter plader.

Fremgangsmåde ved forbehandling af prøver
1. 1. Opløsningen til forbehandling af prøverne må ikke være mere end en time gammel, når ana-

lysen påbegyndes. Der skal bruges følgende mængde til 10 prøver (dødvolumen ikke beregnet):
4,5   mL   REAG A
0,25 mL   REAG B
0,25 mL   REAG C
Bland.

2. Fortynd kalibratorer og prøver/kontroller i plastglas eller glasrør på følgende måde:
25 µL kalibrator/prøve/kontrol
+ 500 µL af opløsningen til forbehandling af prøverne
Bland grundigt.
Inkuber i 30 minutter ved 37° C (sæt låg på, eller tildæk glassene med parafilm under inkubationen).

Bemærk! Fortsæt med trin 3, før prøverne er afkølet

3. Tillsætt 500 µL   REAG D
Blanda grundigt.
Inkuber i 15 minutter ved 18–25 °C.

4. Tillsæt 500 µL   REAG E
Blanda grundigt.
Inkuber i 5 minutter ved 18–25 °C.

Fremgangsmåde med mikrotiter plader
5. Sug 25 µL fortyndet kalibrator/prøve/kontrol fra trin 4 op i en pipette, og kom indholdet i

brøndene på de SAH-belagte mikrotiter plader.

6. Kom 200 µL  REAG F  i hver brønd.
Inkuber i 30 minutter ved 18-25° C.
Brug det medfølgende låg under samtlige inkubationer.

7. Vask med fortyndet vaskebuffer ( BUF WASH  + renset vand).
Brug 3 x 400 µL. Ved manuel vask skal der bruges 4 gange 350 µL i stedet for 3 gange 400 µL.
Efter vask skal brøndene tømmes på papirservietter.

8. Kom 100 µL  REAG G  i hver brønd.
Inkuber i 20 minutter ved 18-25° C.

9. Vask med fortyndet vaskebuffer ( BUF WASH  + renset vand).
Brug 3 x 400 µL. Ved manuel vask skal der bruges 4 gange 350 µL i stedet for 3 gange 400 µL.
Efter vask skal brøndene tømmes på papirservietter.

10.Kom 100 µL  REAG H  i hver brønd.
Inkuber i 10 minutter ved 18-25° C.

11.Kom 100 µL  REAG S  i hver brønd.

12.Ryst, og aflæs resultatet ved 450 nm inden for 15 minutter (det anbefales at bruge en automatisk
pladeryster for at sikre en grundig blanding).

Fortolkning af resultater
Resultaterne skal fortolkes under hensyntagen til alle andre testresultater og patientens kliniske til-
stand.
Det anbefales at bruge en logistisk kurve med fire parametre til klargøring af kalibreringskurven og
beregning af ukendte prøver. 

Kvalitetskontrol
Det anbefales, at hvert laboratorium anvender en homocysteinkontrol med en kendt værdi.
Axis-Shield leverer et sæt med lave, medium og høje kontroller. (  REF  FHCY200).
Kontrollerne indeholder L-homocystein i behandlet humant serum i følgende koncentrationer:

Kontrol Middel Hcy-værdi Hcy-område
(µmol/L) (µmol/L )

CONTROL L 7,0 5,6 - 8,4
CONTROL M 12,5 10,0 – 15,0
CONTROL H 25,0 20,0 – 30,0

Referenceområde
Referenceområdet skal fastlægges af hvert laboratorium, så det passer til de forskellige  karakteristika
hos den gruppe, der undersøges. Følgende data kan anvendes som referencepunkt, indtil hvert
laboratorium har analyseret et tilstrækkeligt antal prøver med henblik på at fastlægge sine egne
referenceområder.
Hcy-koncentrationen i plasma og serum fra raske personer varierer med alder, køn, geografisk
område og genetiske faktorer. I den videnskabelige litteratur findes referenceværdierne for voksne
mænd og kvinder på 5-15 µmol/L. Heraf fremgår det, at mænd har højere værdier end kvinder, og at
postmenopausale kvinder har højere homocysteinværdier end præmenopausale kvinder.21, 22, 23

Hcy-værdierne stiger normalt med alderen, og ældre mennesker (> 60 år) ligger derfor i et reference-
område på 5-20 µmol/L.24 I lande, hvor der gives tilskud af folinsyre, kan der observeres reducerede
Hcy-værdier.25, 26

Prøver fra 382 mænd og kvinder ( 100 skandinavere, 54 mænd mellem 30 og 60 år, 46 kvinder
mellem 29 og 70 år. 185 latinamerikanere, hovedsagelig mænd mellem 20 og 65 år. 97 amerikanere,
54 mænd mellem 16 og 74 år, 43 kvinder mellem 15 og 79 år), tilsyneladende raske, uden infor-
mation om aktuelt medicinforbrug, uden sygdomme eller kendte risikofaktorer for forhøjet homo-
cystein, analyseres med Axis® Homocysteine EIA. Middelværdien for homocysteinkoncentrationen
blandt skandinavere var 8,4 µmol/L, blandt latinamerikanere 8,9 µmol/L og blandt amerikanere 9,3
µmol/L. Referanceintervallet for homocystein fastlægges med 95 % konfidensinterval til 5–15 µmol/L
for den skandinaviske population, 3,6–15,0 µmol/L for den amerikanske population og 2,9–16,0
µmol/L for den latinamerikanske population.

Måleområde
Kalibreringsområdet ligger fra 2 til 50 µmol/L.

Præcision
Analysens præcision
Axis® Homocysteine EIA-analysens præcision blev vurderet i henhold til protokol EP5-T2 fra den
amerikanske komité for kliniske laboratoriestandarder (NCCLS).  Kontroller med tre forskellige
niveauer blev analyseret i 20 dage med 4 gentagelser pr. analyse af hvert niveau. De opnåede
præcisionsdata fremgår af tabel 1.

Tabel 1: Præcision

Prøver Gennemsnitt Hcy Intraanalyse- Samlet præcisionµmol/L præcision

Kontrol, lav 6,1 8 % 10 %
Kontrol, medium 10,5 7 % 9 %
Kontrol høj 20,6 8 % 10 %

Deteksionsgrænse
Kvantificeringsgrænsen (CV < 20 %) blev fastsat til 1,0 µmol/L.

Linearitet 
Hvis homocysteinkoncentrationen i en prøve overstiger det område, der er fastsat i kalibrerings-
kurven, skal prøven fortyndes med reagens A og analyseres igen. 

Lineariteten blev vurderet ved at fortynde fire patientprøver med høje koncentrationer og varierende
mængder reagens A som fortyndingsmiddel.

Den lineære regressionsanalyse gav følgende resultat:
Hældningskoefficient: 0,98
Skæringspunkt: -0,4 µmol/L
Korrelationskoefficient r2: 0,99

Metodesammenligning
Axis® Homocysteine EIA blev sammenlignet med University of Bergens HPLC-metode.27

En sammenligning af 164 patientprøver med homocysteinkoncentrationer på mellem 3 og 37 µmol/L
resulterede i den lineære regression, der er vist i Figur 1.

Figur 1: Metodesammenligning

Interferens
Bilirubin, hæmoglobin, lipider, erythrocytter, protein og natriumfluorid blev tilsat plasmaprøver og
testet for interferens ved hjælp af Axis® Homocysteine EIA.
Analysen viste mindre end 10 % interferens ved tilstedeværelsen af: 
bilirubin (0,5 g/L), hæmoglobin (10 g/L), triglycerider (10 g/L), erythrocytter (5,0 % v/v), protein 
(80 g/L) og Na-fluorid (10 g/L).

Krydsreaktivitet
Krydsreaktiviteten blev testet for forbindelser, der kan gribe forstyrrende ind i Axis® Homocysteine
EIA-analysen. Analysen viste 16 % krydsreaktivitet ved tilstedeværelsen af S-adenosyl-L-methionin
(0,5 mmol/L) og mindre end 1 % krydsreaktivitet ved tilstedeværelsen af: adenosin (5,0 mmol/L),
cystathionin (0,5 mmol/L), L-cystein (100 mmol/L), gluthathion (100 mmol/L) og thiolacton 
(0,5 mmol/L).

Oplysninger om produktsikkerhed
REAG D

R-20/21/22 Skadelig ved inhalation, hudkontakt og indtagelse.
R-33 Fare for kumulative effekter.
S-24 Undgå hudkontakt.
S-28 Skyl straks huden grundigt med vand i tilfælde af hudkontakt.
S-36/37/39 Anvend passende beskyttelsesbeklædning, handsker og øjen-/ansigtsværn.

REAG S
R-36/38 Irriterende for øjne og hud.
S-25 Undgå kontakt med øjnene.
S-26 Skyl straks øjnene grundigt med vand, og søg læge i ulykkestilfælde.
S-37/39 Anvend passende handsker og øjen-/ansigtsværn.
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