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Noradrenaline High Sensitive ELISA

1 Testprinzip

Der Noradrenaline High Sensitive ELISA-Kit enthalt Reagenzien fir die quantitative
Bestimmung von Noradrenalin in niedrigkonzentrierten Proben bzw. fiir kleine
Probenvolumina.

Noradrenalin wird mittels eines cis-Diol-spezifischen Boronat-Affinitatsgels
extrahiert, acyliert und anschlieBend enzymatisch in N-Acylnormetanephrin
umgewandelt.

Der Noradrenaline High Sensitive ELISA ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay.
Noradrenalin ist an die Festphase der Mikrotiterplatte gebunden. Acyliertes
Noradrenalin aus der Probe und an die Festphase gebundenes Noradrenalin
konkurrieren um eine definierte Anzahl von Antikérper-Bindungsstellen. Wenn sich
das System im Gleichgewicht befindet, wird der nicht-gebundene Antigen-
Antikorper-Komplex in einem Waschschritt entfernt und der entsprechend
gebundene Komplex mittels eines Anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase-Konjugats
nachgewiesen und Uber den Umsatz von Tetramethylbenzidin (TMB) bestimmt. Die
TMB/POD Reaktion wird gestoppt und bei 450 nm gemessen. Die Konzentration des
an die Festphase gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexes ist umgekehrt
proportional zur Konzentration des Noradrenalins in der Probe.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

2 Hinweise und Vorsichtsmafnhahmen

e Nur fir Forschungszwecke. Nur fiir den Gebrauch durch Fachpersonal.

e Vor der Testdurchfiihrung sollte die Gebrauchsanweisung vollstandig gelesen
und deren Inhalt verstanden worden sein. Die giltige Version aus dem Kit
verwenden.

e Alle Reagenzien dieses Testkits, die tierischen Ursprungs sind, stammen von
gesunden Tieren, die von einer zertifizierten Stelle untersucht wurden. Die
Reagenzien sollten trotzdem wie potentiell infektioses Material behandelt
werden.

e Einzelne Komponenten verschiedener Chargen und Testkits sollten nicht
ausgetauscht werden. Die auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen
Komponenten angegebenen Verfallsdaten und Lagerbedingungen sind zu
beachten.

e Beim Handhaben der Reagenzien, Kontrollen und Patientenproben sind die
gangigen Laborsicherheitsrichtlinien und die Gute Laborpraxis zu beachten.

e Wahrend der Testdurchfiihrung Kittel, Einmal-Handschuhe und Schutzbrille
tragen.

e Ein Teil der Komponenten dieses Testkits sind kennzeichnungspflichtig. Diese
Komponenten tragen das entsprechende Gefahrensymbol auf ihrem Etikett.
Weitere Informationen befinden sich in Kapitel 4 Inhalt des Testkits und auf den
entsprechenden Sicherheitsdatenblattern.

e Vermeiden Sie alle Handlungen, die zu einem Verschlucken, Einatmen oder
Injizieren der Reagenzien fliihren kdnnten. Niemals mit dem Mund pipettieren.

e Kontakt mit einzelnen Reagenzien vermeiden.

e Einige Komponenten enthalten geringe Mengen Natriumazid als
Konservierungsmittel. Vermeiden Sie die Bildung von Schwermetallaziden im
Abflusssystem, indem Sie reichlich mit Wasser nachspiilen.

e Abfille sollten nach den staatlichen und ortlichen Umweltschutzregularien
entsorgt werden.

e Zerbrochenes Glas kann zu Verletzungen fuhren. Vorsicht bei Glasgefal3en.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

3 Lagerung und Haltbarkeit

Der Kit wird bei Umgebungstemperatur geliefert und ist anschlieRend bei Lagerung
zwischen 2 - 8 °C bis zum angegebenen Verfallsdatum haltbar. Nach Anbruch ist der
Kit bis zum Verfallsdatum haltbar.

Die Haltbarkeit der gebrauchsfertigen Reagenzien ist auf dem jeweiligen
Flaschenetikett angegeben. Die Haltbarkeit und die Lagerung der vorbereiteten
Reagenzien werden unter 6.1 geregelt.

Alle Reagenzien missen vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur gebracht und
sofort nach Gebrauch wieder kihl gestellt werden.

4 Inhalt des Testkits

4.1 Reagenzien fiir die Probenvorbereitung

Extraktionsplatte EX-PLATE 2 Stick

48 Vertiefungen
Beschichtet mit Boronat-Affinitatsgel

Extraktions-Puffer EX-BUFF 2 Flaschchen
6 ml, gebrauchsfertig

Salzsdure HCL 1 Flaschchen
21 ml, gebrauchsfertig
0,025 M HCI

Standards (A - F) CALA-F 6 Flaschchen

Je 4 ml, gebrauchsfertig
Konzentrationen:

Standard A | A/B* B C D E F
Noradrenaline (ng/ml) 0 0,05 | 0,15| 0,5 1,5 5 25

Noradrenaline (nmol/l) 0 0,30 | 0,89 | 3,0 8,9 | 29,6 | 148
*Der Standard A/B ist vom Anwender selbst anzusetzen:

Seite 5



Noradrenaline High Sensitive ELISA

Kontrolle 1 & 2
Je 4 ml gebrauchsfertig

Konzentrationen: siehe Q.C.-Zertifikat

Acylierungs-Reagenz
6 ml, gebrauchsfertig
Enthalt DMSO und DMF

CON1&2

ACYL-REAG

Bitte beachten: Losungsmittel reagieren mit vielen
Plastikmaterialien, z.B. Plastikschalchen. Sie reagieren
nicht mit normalen Pipettenspitzen und Glasgefallen.

Acylierungs-Puffer
20 ml, gebrauchsfertig

Enzym
Je 2 ml/Flaschchen, lyophilisiert
Catechol-O-Methyltransferase

Coenzym
1 ml, gebrauchsfertig
S-Adenosyl-L-Methionin

Enzym-Puffer
3,5 ml, gebrauchsfertig

Enzymplatte
96 Vertiefungen, einzeln abbrechbar

Proben-Stabilisator
20 ml, gebrauchsfertig

ACYL-BUFF

ENZYME

COENZYME

ENZYME-BUFF

ENZYME-PLATE

STABILIZER
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

4.2 Reagenzien fiir den ELISA

Noradrenalin-Antiserum AS-NAD

2,5 ml, gebrauchsfertig, vom Kaninchen
gelb gefarbt

MT-Streifen STRIPS-NAD
Mikrotiterstreifen mit je 8 Kavitaten, einzeln abbrechbar

Vorbeschichtet mit: Noradrenalin

Enzymkonjugat CONJ

12 ml, gebrauchsfertig
Anti-Kaninchen IgG-Peroxidase

Waschpuffer WASH

20 ml, Konzentrat
Inhalt mit dest. Wasser auf 500 ml auffillen

Substrat SUB

12 ml TMB LOsung, gebrauchsfertig

Stopplosung STOP

12 ml, gebrauchsfertig
Enthalt 0.3M Schwefelsaure

Haftklebefolie FOIL

gebrauchsfertig

Zusatzliches Material (nicht im Kit enthalten)

Pipetten fur 20, 50, 100, 150, 175, 280 pl
Multipetten fir 20, 25, 50, 100, 150, 1000ul
Schittler (horizontal)

Mehrkanalpipette oder Waschgerat

Photometer fiir die Messung von Mikrotiterplatten
Destilliertes Wasser

Papiertlicher, Pipettenspitzen, Stoppuhr

Evtl. Warmeschrank (372C)
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

5 Probengewinnung und -lagerung

5.1 Plasma
Flr den Test kann EDTA-Plasma eingesetzt werden.

Hamolytische und insbesondere lipamische Plasmen sollten im Assay nicht
eingesetzt werden, da sie zu falsch niedrigen Werten fihren kénnen.

Das Plasma muss unmittelbar nach der Gewinnung zentrifugiert (moglichst bei
2 - 8 °C) und sofort eingefroren werden und bleibt bei -20 °C bis zu 1 Woche stabil.

Zur Verbesserung der Stabilitat sollte jede Plasmaprobe vor dem Einfrieren mit dem
mitgelieferten Proben-Stabilisator |STABILIZER| angereichert werden (20% des
Probenvolumens), z.B.:

Probenvolumen | + Stabilisatorvolumen = Totalvolumen
20 ul 4 ul 24 ul
50 pul 10 pl 60 ul
100 pl 20 pl 120 pl
200 pl 40 pl 240 pl
300 pl 60 pl 360 pl
500 pl 100 ul 600 pl

Auf Grund des 20%igen-Zusatzes muss die ermittelte Konzentration der Probe mit
dem Faktor 1,2 multipliziert werden.

5.2 Zellkulturproben und allgemein biologische Proben

Die Lagerung und Stabilitat dieser Proben ist vom Probentyp und der Gewinnung
abhangig. Daher kann nur ein allgemeiner Hinweis ohne Gewahr fir den jeweiligen
Einzelfall gegeben werden:

Die Proben missen unmittelbar nach der Gewinnung eingefroren werden und
bleiben bei -20 °C bis zu 1 Woche stabil.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

Zur Verbesserung der Stabilitat sollte jede Probe vor dem Einfrieren mit dem

mitgelieferten Proben-Stabilisator |STABILIZER

Probenvolumens), z.B.:

angereichert werden (10% des

Probenvolumen | + Stabilisatorvolumen = Totalvolumen
20 pl 2 ul 22 ul
50 ul 5ul 55 ul
100 pl 10 pl 110 pl
200 pl 20 pl 220 pl
300 pl 30 ul 330 ul
500 pl 50 ul 550 ul

Auf Grund des 10%igen-Zusatzes muss die ermittelte Konzentration der Probe mit

dem Faktor 1,1 multipliziert werden.
Angesduerte Proben, die bereits einen
zusatzlich mit dem Proben-Stabilisator

pH-Wert < 5 besitzen, diirfen nicht

STABILIZER |angereichert werden und

miissen unmittelbar nach der Gewinnung eingefroren werden.

5.3 Gewebehomogenate

Gewebehomogenate kénnen in 1:20 verdinntem Proben-Stabilisator | STABILIZER
(z.B.: 19 ml dest. Wasser + 1 ml Proben-Stabilisator

werden.

STABILIZER|) homogenisiert

Weitere Grundsatze fiir die Probengewinnung miissen bericksichtigt werden:

e Vermeidung zu hoher Saurekonzentrationen in der Probe, da diese die
Pufferkapazitdt des Extraktionspuffers Ubersteigen konnten. Wahrend des
ersten Schrittes der Extraktion muss ein pH-Wert >7 eingehalten werden.
Dieses kann ggf. auch durch schrittweise Zugabe von zusatzlichem Extraktions-
Puffer | EX-BUFF |ausgeglichen werden (50 pl-Schritte).

Angesduerte Proben, die bereits einen pH-Wert <5 besitzen diirfen nicht
zusatzlich mit dem Proben-Stabilisator | STABILIZER

e Vermeidung von Substanzen in der Probe mit cis-diol-Struktur (z.B.: Borsaure,
Sorbitol, Mannitol). Diese verringern die Extraktionsausbeute und fiihren zu

falsch niedrigen Werten.

angereichert werden.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

6 Vorbereitung der Reagenzien und Proben

6.1 Vorbereitung der Reagenzien

6.1.1 Waschpuffers

Inhalt (20ml) des Waschpufferkonzentrates (25x) | WASH | mit destilliertem Wasser
auf ein Endvolumen von 500 ml auffiillen, kurz mischen.

Der verdiinnte Waschpuffer muss fiir den spateren Gebrauch bei 2 — 8 °C gelagert
werden und bleibt so fiir 4 Wochen verwendbar.

Wird der Kit in mehreren Ansatzen verwendet, sollte nur die dafiir benotigte Menge
Waschpuffer angesetzt werden.

6.1.2 Enzymmixes

ACHTUNG: Der Enzymmix darf erst 10 - 15 Minuten vor Gebrauch angesetzt werden.
Nach Gebrauch ist das Restreagenz zu verwerfen.

Inhalt eines Flaschchens |ENZYME| mit 2 ml destilliertem Wasser auflésen.
AnschlieRend 0,3 ml | COENZYME| und 0,7 ml |ENZYME-BUFF| dazu pipettieren
(Endvolumen 3 ml) und gut mischen.

Durch die drei Flaschchen Enzym im Kit ist der ELISA in drei Ansatzen teilbar. Falls
der Kit in einem Ansatz komplett verbraucht werden soll, ist die Verwendung eines
Flaschchens ausreichend.

6.1.3 Standard A/B

In einem Rohrchen oder Reaktionsgefald aus Polypropylen (PP) 400 ul Standard A
CAL A|vorlegen und 200 ul Standard B | CAL B | hinzufligen. Mischen.

Standard A/B muss vor jedem Testsatz frisch angesetzt werden. Reste verwerfen.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

6.2 Probenvorbereitung

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen. Es wird empfohlen
Doppelbestimmungen durchzufiihren. Es werden je 20 pul der Standards und
Kontrollen extrahiert und je 1 - 300 pl Probe (alternativ auch > 300 pl bis 500 pl)

1. Je 20 pl der Standards [CALA|,|CALA/B|(s. 6.1.3),|CALB |- |CALF | je 20 ul der
Kontrollen |CON 1| & [CON 2| und je 1-300 ul Probe in die entsprechende
Vertiefung der Extraktionsplatte | EX-PLATE | pipettieren.

Innerhalb eines Testansatzes muss in allen Vertiefungen das gleiche
Endvolumen vorherrschen: 300 pl oder 500 pl.

Zum Volumenausgleich:

Je 280 ul destilliertes Wasser zu den Standards und Kontrollen pipettieren
(Endvolumen: 300 pl). Proben mit destilliertem Wasser auf 300 ul auffillen, z.B.
100 pl Probe + 200 pl destilliertes Wasser.

Bei Probenvolumina > 300 pl bis 500 pl sind die Vertiefungen mit den Standards,
Kontrollen und ggf. Proben auf 500 ul mit destilliertem Wasser aufzufillen.

2. Je 100 ul Extraktions-Puffer | EX-BUFF |in jede Vertiefung pipettieren.

3. Platte mit Haftklebefolie | FOIL| abdecken und 60 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Horizontalschittler bei hoher Schiittelfrequenz mischen.

4. Die Platte ausleeren und Flussigkeitsreste durch kraftiges Ausklopfen auf einer
saugfahigen Unterlage (Papiertuch) entfernen.

5. Je 1 ml Waschpuffer |WASH| (s. 6.1.1) in jede Vertiefung pipettieren und 5
Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler bei niedriger
Schittelfrequenz mischen.

6. Die Platte ausleeren und Flissigkeitsreste durch kraftiges Ausklopfen auf einer
saugfahigen Unterlage (Papiertuch) entfernen.

7. Je 150 ul Acylierungs-Puffer | ACYL-BUFF |in jede Vertiefung pipettieren.

8. Je 50 ul Acylierungs-Reagenz | ACYL-REAG | in jede Vertiefung pipettieren und
sofort mit dem nachsten Punkt fortfahren.
Bitte beachten: Losungsmittel reagieren mit vielen Plastikmaterialien, z.B.
Plastikschdlchen. Sie reagieren nicht mit normalen Pipettenspitzen und
Glasgefalien.

9. 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler bei mittlerer
Schittelfrequenz mischen.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

Die Platte ausleeren und Flissigkeitsreste durch kraftiges Ausklopfen auf einer
saugfahigen Unterlage (Papiertuch) entfernen.

Je 1 ml Waschpuffer |WASH | (s. 6.1.1) in alle Vertiefungen pipettieren und 5
Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler bei niedriger
Schittelfrequenz mischen.

Die Platte ausleeren und Flissigkeitsreste durch kraftiges Ausklopfen auf einer
saugfahigen Unterlage (Papiertuch) entfernen.

Waschvorgang aus Punkt 11. und 12. einmal wiederholen.

Je 125 pl Salzsaure |HCL| zur Elution des Noradrenalins in jede Vertiefung

pipettieren.

Platte mit Haftklebefolie | FOIL | abdecken und 20 Minuten bei Raumtemperatur
auf einem Horizontalschittler bei mittlerer Schiittelfrequenz mischen.
Vorsicht: Uberstand anschlieBend nicht ausleeren!

Je 100 pl von der Extraktionsplatte |[EX-PLATE| in die entsprechenden
Vertiefungen der Enzymplatte | ENZYM-PLATE | Gbertragen.

Je 20 pl des frisch vorbereiteten Enzymmixes (s. 6.1.2) in jede Vertiefung der
Enzymplatte pipettieren. Die entstehenden Rotfarbungen zeigen die bereits
pipettierten Vertiefungen an.

Enzymplatte mit Haftklebefolie |FOIL| abdecken und 1 Minute bei
Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler bei mittlerer Schittelfrequenz
mischen.

Enzymplatte 90 Minuten bei 37 °C ohne Schiitteln inkubieren. (Alternativ:
120 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler bei mittlerer
Schittelfrequenz mischen.)

Vorsicht: Uberstand anschlieRend nicht ausleeren!

Vom Uberstand werden je 100 pl im ELISA eingesetzt.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

7 Testdurchfiihrung ELISA

1.

10.

11.

Je 100 ul vorbereitete Standards, Kontrollen und Proben in die
entsprechenden Vertiefungen der Mikrotiterstreifen | STRIPS-NAD | (ibertragen.

Je 20 pl Noradrenalin-Antiserum |AS-NAD| (gelb gefarbt) in jede Vertiefung
pipettieren.

Platte mit Haftklebefolie |FOIL| abdecken. Kurz auf dem Horizontalschittler
mischen und 15 - 20 Stunden (tGber Nacht) bei 2 - 6 °C inkubieren.

Vertiefungen entleeren, mit ca. 250 pl Waschpuffer | WASH | (s. 6.1.1) fillen und
wieder entleeren. AnschlieBend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine
saugfahige Unterlage (Papiertuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
Flissigkeitsreste zu entfernen. Diesen Vorgang 3 mal wiederholen.

Je 100 pl Enzymkonjugat | CONJ | in jede Vertiefung pipettieren.

60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler bei mittlerer
Schittelfrequenz mischen.

Waschen: wie unter Punkt 4. beschrieben.

Je 100 pl Substrat |SUB|in jede Vertiefung pipettieren.

40 £ 5 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) auf einem Horizontalschittler
bei mittlerer Schittelfrequenz mischen.

Je 100 pl Stopplosung |[STOP | in jede Vertiefung pipettieren. Fir 10 Sekunden
auf dem Horizontalschuttler schitteln.

Streifen im Mikrotiterplattenphotometer bei einer Messwellenlange von
450 nm innerhalb 15 Minuten (Referenzwellenlange zwischen 570 nm und
650 nm) messen.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

8 Auswertung

Die OD-Werte der Standards (linear) werden gegen die entsprechenden
Konzentrationen der Standards (logarithmisch) aufgetragen.

Bei Verwendung eine Software wird die 4-Parameter-Analyse empfohlen. Alternativ
kann auch die Cubic-Spline-Methode oder die Logit-Log-Berechnung verwendet
werden.

Die aus der Standardkurve abgelesenen Konzentrationen der Kontrollen kénnen
ohne weitere Umrechnung Glbernommen werden.

Auf Grund der unterschiedlich eingesetzten Volumina an Probe (1 — 300 ul) und
Standard (20 ul) missen die abgelesenen Konzentrationen der Proben durch einen
Volumenfaktor geteilt werden. Der Volumenfaktor wird berechnet:

Probenvolumen zur Extraktion [ul]
20 pl (Standardvolumen)

Volumenfaktor =

Beispiel:

300 pl Probe wurde zur Extraktion eingesetzt und es wurde eine Konzentration von
0,6 ng/ml aus der Standardkurve abgelesen.

Volumenfaktor = 300 pl / 20 pl = 15
Konzentration der Probe = 0,6 ng/ml / 15 = 0,040 ng/ml = 40 pg/ml
Umrechnung in pmol/I:

Noradrenalin: 1 pg/ml =5,91 pmol/I
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

Beispiel einer Standardkurve (nicht fiir die Berechnung der Ergebnisse verwenden):

Noradrenaline-Sensitive Elisa

1 | I|
| |
1,122 — 1—:1-||rr - -I-: i
[ |11 |11
| [l [
| J_I I_LII l_l_l l.LI I_LII
0,922 — |||||| i nl - 171
r= | |
= N | | I
=2 0,722 — T T
= h .
S '
0,522 — *—l
X
0322 — — ==
| |
| |
0,122 o '
0,001 0,01 0,1 1 10 100
Noradrenaline conc. (ng/ml)
y=((A-D)(1+((x/C)"B))+D: A B Cc D R2
0 Std (Standards: Concentration vs MeanValue) 1,277 0,929 0,286 0,117 0,999

Qualitatskontrolle: Die Testergebnisse sind nur glltig, wenn die Kitkontrollen
innerhalb der Bereiche entsprechend des Qualitatskontrollzertifikats liegen.
Ansonsten sollte der Test wiederholt werden.
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Noradrenaline High Sensitive ELISA

9 Testcharakteristika

9.1 Analytische Sensitivitat

Die untere Nachweisgrenze wurde bestimmt, indem die 2-fache
Standardabweichung der optischen Dichte (OD) des Nullstandards gemessen und
die entsprechende Konzentration an der Standardkurve abgelesen wurde. Die
Nachweisgrenze ist abhangig vom Probenvolumen und kann mit dem
entsprechenden Volumenfaktor (s. 8. Auswertung) berechnet werden:

Noradrenalin

15 pg/ml (89 pmol/I)
Volumenfaktor

Sensitivitat:

Beispiel fiir 300 ul Probe 15 pg/ml

(Volumenfaktor 15): 15 - 1,0 pe/ml (5,9 pmol/l)

9.2 Analytische Spezifitat (Kreuzreaktivititen)

Der in dem Test verwendete Antikorper ist spezifisch flir das entsprechende
Antigen. Folgende Substanzen wurden hinsichtlich der Kreuzreaktivitaten getestet:

Kreuzreaktivitat (%)
Substanz Noradrenalin-Ak
Noradrenalin 100
Adrenalin <0,012
Dopamin 0,092
Metanephrin <0,012
Normetanephrin 0,16
3-Methoxytyramin <0,012
L-Dopa < 0,005
Tyramin < 0,005
Tyrosin < 0,005
Homovanillinsaure < 0,005
Vanillinmandelsaure < 0,005
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9.3 Wiederfindung

Unterschiedliche Mengen an Noradrenalin wurden zu einer EDTA-Plasmaprobe bzw.
Zellkulturmedium (RPMI 1640) gegeben und anschlieend im ELISA gemessen. Die
analytische Wiederfindung wurde bei verschiedenen Konzentrationen aus den
theoretisch erwarteten und den praktisch gemessenen Werten ermittelt.

Konzentrationsangaben in pg/ml

Plasma Zellkulturmedium
zugesetzt | gemessen | erwartet | Wdf (%) zugesetzt | gemessen | erwartet | Wdf (%)
0,0 4,5 0,0 1,1
6,7 10,4 11,2 92 6,7 7,1 7,8 91
10,9 14,5 15,4 94 10,9 13,2 12,0 110
15,2 20,4 19,7 104 15,2 15,4 16,3 95
22,4 27,5 26,9 102 22,4 22,7 23,5 97
45,5 45,5 50,0 91 45,5 48,9 46,6 105
67,2 58,9 71,7 82 67,2 59,1 68,3 87
88,2 80,3 92,8 87 88,2 82,9 89,4 93
151,5 131,7 156,0 84 151,5 108,7 152,6 71
294,1 246,0 298,7 82 294,1 246,6 295,3 84
Mittelwert: 91 Mittelwert: 92

9.4 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der ELISA-Methode wurde durch die Ermittlung des Intra-
Assay-Variationskoeffizienten fiir EDTA-Plasma und Zellkulturmedium (DMEM)

gezeigt.

Konzentrationsangaben in pg/ml

Probe Anzahl n | Mittelwert SD VK (%)
EDTA-Plasma 16 113,1 7,57 6,7
Zellkulturmedium 16 21,9 1,07 4,9

9.5 Kalibrierung

Die Kalibrierung erfolgt durch Einwaage der Reinsubstanz.
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9.6 Grenzen der Methode
Ergebnisse sind nur fir Forschungszwecke geeignet.

Proben, die oberhalb des hochsten Standards gemessen wurden, missen verdinnt
und erneut bestimmt werden. Die Werte von verdinnten Proben miissen mit dem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert werden.

9.7 Interferenzen

Siehe Probengewinnung und —lagerung.

10 Anderungen

Version _10: Anderungen sind grau hervorgehoben.

Version _9: In Abschnitt 4 wurde das Gefahrensymbol ,,Achtung” bei AS-NAD und
CONJ ergdnzt. Weitere Ergdnzungen/Anderungen sind grau hervorgehoben.

Version _8: In Abschnitt 4 wurde das Gefahrensymbol ,Achtung” beim POD
Konjugat entfernt, da nicht mehr notwendig.
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Pipettierschema — Probenvorbereitung

Standards Kontrollen Proben
CALA,A/B,B—F ul 20
CON1&2 ul 20
Proben ul 1 - 300
auffillen
Dest. Wasser ul 280 280 auf 300
EX-BUFF ul 100 100 100
Platte mit FOIL abkleben; 60 Minuten bei RT schitteln
Platte ausleeren und Fliissigkeitsreste ausklopfen
WASH | | 1000 | 1000 1000
5 Minuten bei RT vorsichtig schiitteln
Platte ausleeren und Flissigkeitsreste ausklopfen
ACYL-BUFF pl 150 150 150
ACYL-REAG pl 50 50 50
Sofort 20 Minuten bei RT schiitteln
Platte ausleeren und Fliissigkeitsreste ausklopfen
WASH | | 1000 | 1000 1000
5 Minuten bei RT vorsichtig schiitteln
Platte ausleeren und Fliissigkeitsreste ausklopfen
Waschschritt 1x wiederholen
Platte ausleeren und Flissigkeitsreste ausklopfen
HCl | | 125 | 125 125
Platte mit FOIL abkleben; 20 Minuten bei RT schitteln
Platte anschlieBend nicht ausleeren
ENZYME-PLATE verwenden
Acyl.Standards | Acyl.Kontrollen | Acyl. Proben
Transfer von
EX-PLATE in pl 100 100 100
ENZYME-PLATE
Enzymmix (frisch) | pl | 20 | 20 20

Platte mit FOIL abkleben; 1 Minute bei RT schitteln
90 Minuten bei 37 °C inkubieren
Platte anschlieBend nicht ausleeren
Je 100 pl in den ELISA einsetzen
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Pipettierschema — ELISA

vorbereitete vorbereitete vorbereitete
Standards Kontrollen Proben
Transfer von
ENZYME-PLATE in pl 100 100 100
STRIPS-NAD
AS-NAD | | 20 | 20 | 20

Platte mit FOIL abkleben
Kurz auf dem Horizontalschuttler mischen und fir
15 - 20 Stunden (Uber Nacht) bei 2 - 6 °C inkubieren
Platte ausleeren

WASH | | 250 | 250 | 250

Platte ausleeren und Fliissigkeitsreste ausklopfen
Waschschritt 3 x wiederholen
Platte ausleeren und Fliissigkeitsreste ausklopfen

CONJ | | 100 | 100 100

60 Minuten bei Raumtemperatur schitteln
Platte ausleeren

WASH | | 250 | 250 250

Platte ausleeren und Flissigkeitsreste ausklopfen
Waschschritt 3 x wiederholen
Platte ausleeren und Flissigkeitsreste ausklopfen

| SUB | u | 100 | 100 | 100

40 £ 5 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln

| sTOP | u | 100 | 100 | 100

Platte 10 Sekunden schiitteln
Messung der Extinktion bei 450 nm innerhalb von 15 Minuten
(Ref. zw. 570 nm und 650 nm)
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