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1 Einleitung und Testprinzip

Der ADMA/Arginin ELISA Kit enthalt Reagenzien flr die quantitative Bestimmung
von derivatisiertem ADMA (asymmetrisches Dimethyl-Arginin)und Arginin in Serum
oder EDTA-Plasma. Die Derivatisierung erfolgt wahrend der Probenvorbereitung.
Dabei wird ADMA durch das Acylierungsreagenz quantitativ in N-Acyl-ADMA und
Arginin quantitativ in N-Acyl-Arginin umgewandelt.

Der ADMA/Arginin Elisa ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay. An die Festphase
gebundenes und freies, in Losung befindliches Antigen, konkurrieren um eine
definierte Anzahl von Antikorper-Bindungsstellen. Wenn sich das System im
Gleichgewicht befindet, wird der nicht-gebundene Antigen-Antikdrper-Komplex in
einem Waschschritt entfernt und der entsprechend gebundene Komplex mittels
eines Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugats nachgewiesen und Gber 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
Antigens in der Probe.

2 Hinweise und VorsichtsmaRhahmen

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

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

e Alle Reagenzien dieses Kits, die tierischen Ursprungs sind, stammen von
gesunden Tieren. Die Reagenzien sollten trotzdem wie potentiell infektidses
Material behandelt werden.

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

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

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

e Ein Teil der Komponenten dieses Kits enthalten Gefahrstoffe und sind
kennzeichnungspflichtig. Diese Komponenten tragen das entsprechende
Gefahrensymbol auf ihrem Etikett. Weitere Informationen befinden sich in 4.
Inhalt des Kits und auf den entsprechenden Sicherheitsdatenblattern.
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e Vermeiden Sie alle Handlungen, die zu einem Verschlucken, Einatmen oder
Injizieren der Reagenzien fiihren konnten. Niemals mit dem Mund pipettieren.

e Kontakt mit einzelnen Reagenzien vermeiden, diese kdnnen Reizungen und
Veratzungen verursachen.

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

e Zerbrochenes Glas kann zu Verletzungen fiihren. Vorsicht bei GlasgefaRen.

3 Anderungen

Version _8: Erginzungen/Anderungen sind grau hervorgehoben.

Version _7: Erganzungen/Anderungen sind grau hervorgehoben.

4 Lagerung und Haltbarkeit

Der Kit wird bei Umgebungstemperatur geliefert und ist 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. geregelt.

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

5 Inhalt des Kits

MT-Streifen STRIPS-ADMA 12 Stick

Mikrotiterstreifen mit je 8 Vertiefungen,
einzeln abbrechbar, blau markiert, beschichtet mit ADMA

MT-Streifen STRIPS-ARG 12 Stilick
Mikrotiterstreifen mit je 8 Vertiefungen,
einzeln abbrechbar, gelb markiert, beschichtet mit Arginin

Standards 1-6 CAL1-6 6 Flaschchen
Je 4 ml, gebrauchsfertig
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Kontrolle 1 & 2

Je 4 ml, gebrauchsfertig
Bereich: Siehe Q.C.-Zertifikat im Kit

Acylierungspuffer
3,5 ml, gebrauchsfertig
Blau eingefarbt

Acylierungsreagenz
Lyophilisiert (s. 7.3)

Antiserum ADMA

7 ml, gebrauchsfertig, blau eingefarbt
Kaninchen-anti-N-Acyl-ADMA

Antiserum Arginin

7 ml, gebrauchsfertig, gelb eingefarbt
Kaninchen-anti-N-Acyl-Arginin

Enzymkonjugat
13 ml, gebrauchsfertig

Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase

Waschpuffer
20 ml, 50x Konzentrat (s. 7.2)

Substrat
13 ml TMB-LOsung, gebrauchsfertig

Stopplosung

ACYL-BUFF

ACYL-REAG

AS-ADMA

AS-ARG

CON

!

STOP

13 ml, gebrauchsfertig, enthalt 0,3 M Schwefelsdure

Reaktionsplatte
flr die Acylierung

Ausgleichsreagenz
Lyophilisiert (s. 7.1)

ACYL-PLATE

EQUA-REAG
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Solvent SOLVENT 1 Flaschchen
10 ml, gebrauchsfertig, enthalt DMSO,

(bitte beachten: Solvent greift Plastik an; Solvent reagiert @ Achtung
nicht mit normalen Pipettenspitzen und Glasgefalien)

Gefahr

Haftklebefolie 4 Stick

Gebrauchsfertig

b6

Zusatzliches Material (nicht im Kit enthalten):

Pipetten fiir 10, 20, 25, 50, 100 und 200 ul

Mehrkanalpipette oder Waschgerat

Photometer fiir die Auswertung von Mikrotiterplatten (450 nm)
Horizontal-Schittler

Vortex-Mischer

Rollenmischer

Multipette

Destilliertes Wasser

Papiertlicher, Pipettenspitzen, Stoppuhr

Probengewinnung

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen sollte vermieden werden.

Flr den Test kann EDTA-Plasma und Serum eingesetzt werden.

Die Proben kénnen bis zu 6 Stunden bei 2 - 8 °C gelagert werden. Proben, die nicht
sofort in dem Test eingesetzt werden, konnen bei -20 °C mindestens 18 Monate
gelagert werden.

Seite 8



ADMA / Arginin ELISA

7 Vorbereitung der Reagenzien

Die Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.

7.1 Ausgleichsreagenz

Inhalt des Flaschchens |EQUA-REAG| mit 21 ml destilliertem Wasser |6sen, kurz
vortexen und mindestens 20 Minuten auf den Rollmischer oder dhnlichem Schittler
mischen, ibermaRige Schaumbildung vermeiden.

Das geloste Ausgleichsreagenz muss flir den spateren Gebrauch bei -20°C
eingefroren werden und bleibt so bis zum Verfallsdatum verwendbar.

7.2 Waschpuffer

Inhalt des Flaschchens |WASH | mit destilliertem Wasser auf ein Endvolume von
1000 ml auffillen, kurz mischen.

Der verdinnte Waschpuffer muss fir 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 dafilir benétigte Menge
Waschpuffer angesetzt werden.

7.3 Acylierungs-Reagenz

Benotigte Flaschchen Acylierungs-Reagenz |ACYL-REAG| dem Folienbeutel
entnehmen, die Ubrigen Flaschchen in Folienbeutel zusammmen mit dem
Trockenmittel belassen und sorgfaltig verschlieBen. Zur Rekonstitution des
lyophilisierten Acylierungs-Reagenzes den Inhalt des Flaschchens mit 3 ml Solvent
SOLVENT | I6sen und mindestens 10 Minuten auf den Rollenmischer oder ahnlichem
Schittler mischen. Das Acylierungs-Reagenz sollte unmittelbar vor Testbeginn frisch
angesetzt werden und ist dann mind. 3 Stunden stabil. Durch die 2. und 3. Flasche
im Kit ist der ELISA in zwei oder drei Ansatzen teilbar. Wenn der Kit in einem Ansatz
verbraucht wird, den aufgelosten Inhalt von zwei Flaschchen poolen. Nach
Gebrauch ist das Restreagenz zu verwerfen.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.
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8 Testdurchfiihrung ELISA

Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.

Es wird empfohlen, Doppelbestimmungen durchzufiihren.

Die fir die Acylierung verwendeten Vertiefungen der Reaktionsplatte [ACYL-PLATE
markieren (Edding) und nur einmal verwenden!

8.1 Probenvorbereitung (Acylierung)

1.

20 pl Standard 1 - 6 |CAL 1-6, Kontrolle 1 & 2 [CON 1&2|, EDTA-Plasma und
Serum in die entsprechenden Vertiefungen der Reaktionsplatte |ACYL-PLATE
pipettieren.

20 pl Acylierungspuffer | ACYL-BUFF | in jede Vertiefung pipettieren.

200 ul gelostes Ausgleichsreagenz |EQUA-REAG| (s.7.1) in jede Vertiefung
pipettieren.

Platte 10 Sekunden auf einem Horizontalschittler bei mittlerer
Schittelfrequenz schiitteln.

Bitte beachten: Acylierungsreagenz reagiert mit vielen Plastikmaterialien, z.B.
Plastikschalchen.  Acylierungsreagenz  reagiert nicht mit normalen
Pipettenspitzen und GlasgefalRen.

Bitte Multipetten oder Ahnliches verwenden, das Acylierungsreagenz direkt aus
dem Flaschchen aufziehen und pipettieren.

50 pl gelostes Acylierungsreagenz [ACYL-REAG| (s. 7.3) in jede Vertiefung
pipettieren und sofort mit dem nachsten Punkt fortfahren. Farbe wechselt zu
violett.

20 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) auf einem Horizontalschttler bei
mittlerer Schittelfrequenz mischen.

Je 25 ul der so vorbereiteten Proben werden in den ADMA-ELISA und
je 10 pl der so vorbereiteten Proben werden in den Arginin-ELISA eingesetzt.
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10.

11.

Durchfiihrung ADMA ELISA

25 pl acylierte Standards, Kontrollen und Proben in die entsprechenden
Vertiefungen der Mikrotiterstreifen |STRIPS-ADMA | (blau markiert) pipettieren.
Nicht bendtigte Mikrotiterstreifen im Folienbeutel zusammen mit dem
Trockenmittel belassen und sorgfaltig verschliel3en.

50 pul ADMA Antiserum |AS-ADMA | in jede Vertiefung pipettieren.

Platte mit Haftklebefolie | FOIL | abkleben und 90 Minuten bei Raumtemperatur
(20-25°C) auf einem Horizontalschittler bei mittlerer Schiittelfrequenz
mischen.

Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 pl verdiinntem Waschpuffer (s. 7.2) fiillen
und wieder entleeren. AnschlieBend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine
saugfahige Unterlage (Papiertuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
FlUssigkeitsreste zu entfernen. Diesen Vorgang insgesamt 4 mal durchfiihren.
Alternativ kann auch ein Waschgerat verwendet werden.

100 pl Enzymkonjugat |CONJ | in jede Vertiefung pipettieren.

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

Waschen: Wie unter Punkt 4. beschrieben.

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

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

100 pl Stopplosung |STOP| in jede Vertiefung pipettieren und mindestens 10
Sekunden auf einem Horizontalschuttler mischen.

Platte im Photometer bei 450 nm (Referenzwellenlange zwischen 570 nm und
650 nm) innerhalb von 15 Minuten messen.
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10.

11.

Durchfiihrung Arginin ELISA

10 ul acylierte Standards, Kontrollen und Proben in die entsprechenden
Vertiefungen der Mikrotiterstreifen |STRIP-ARG | (gelb markiert) pipettieren.
Nicht bendtigte Mikrotiterstreifen im Folienbeutel zusammen mit dem
Trockenmittel belassen und sorgfaltig verschliel3en.

50 pl Arginin Antiserum | AS-ARG | in jede Vertiefung pipettieren.

Platte mit Haftklebefolie | FOIL | abkleben und 90 Minuten bei Raumtemperatur
(20-25°C) auf einem Horizontalschittler bei mittlerer Schiittelfrequenz
mischen.

Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 pl verdiinntem Waschpuffer (s. 7.2) fillen
und wieder entleeren. AnschlieBend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine
saugfahige Unterlage (Papiertuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
FlUssigkeitsreste zu entfernen. Diesen Vorgang insgesamt 4 mal durchfiihren.
Alternativ kann auch ein Waschgerat verwendet werden.

100 pl Enzymkonjugat |CONJ | in jede Vertiefung pipettieren.

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

Waschen: Wie unter Punkt 4. beschrieben.

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

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

100 pl Stopplosung |STOP | in jede Vertiefung pipettieren, und mindestens 10
Sekunden auf einem Horizontalschuttler mischen.

Platte im Photometer bei 450 nm (Referenzwellenlange zwischen 570 nm und
650 nm) innerhalb von 15 Minuten messen.
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9 Auswertung und Beurteilung

Standard 1 2 3 4 5 6

ADMA (pmol/I) 0 0,2 0,45 0,7 1 3

Arginin (umol/Il) 5 15 35 70 120 300
Umrechnung:

ADMA: 1 umol/l =202 ng/ml
Arginin: 1 umol/l =174 ng/ml

Die ODs (optische Dichten) der Standards (linear) werden gegen die entsprechenden
Konzentrationen der Standards (logarithmisch) aufgetragen.

Bei Verwendung eines Computerprogramms wird die 4-Parameter-Analyse
empfohlen (Alternativ: Cubic-Spline oder Logit-Log).

Die Konzentrationen der Kontrollen und Proben konnen direkt aus der
Standardkurve in pmol/I abgelesen werden.

Die Serumwerte flr Arginin kdnnen um ca. 50% hoher sein als die entsprechenden
Werte flir EDTA-Plasma beim gleichen Spender.

Die Abbildungen zeigen Beispiele einer Standardkurve (nicht fir die Berechnung der
Ergebnisse verwenden):

ADMA Elisa

1,485—

1,285
. 1,085-
E
=
2 0885
=
o

0,685

0,485

0,285 i : : e e ; :

0,1 1 10
ADMA conc. (umol /1)
y=((A-D/1+(x/C)"B))+D: A B c D Rr2

O Std (Standards: Concentration vs MeanValue) 1,844 0,791 0,657 0,107 1
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Arginin ELISA

Arginine Elisa

2 —
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= 1
o \
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\\s\\\\
o ] —
1 10 100 1000
Arginine conc. (umol /1)
y=((A-D/(1+(Xx/[C)"B))+D: A B [0} D Rr2
© Std (Standards: Concentration vs MeanValue) 2,248 0,975 32,2 -0,071 1

Qualitatskontrolle: Die Testergebnisse sind nur glltig, wenn die Kitkontrollen
innerhalb der Bereiche entsprechend des Qualitatskontrollzertifikates liegen.

Ansonsten sollte der Test wiederholt werden.

Seite 14



ADMA / Arginin ELISA

10 Testcharakteristika

10.1 Sensitivitat
Untere Nachweisgrenze Berechnung
ADMA 0,03 umol / | ODcain—3 xSD
Arginin 6 umol / | ODcan—3 xSD

10.2 Spezifitat (Kreuzreaktivitaten)

ADMA
Substanz Kreuzreaktivitdt (%)
ADMA 100
SDMA 0,05
Monomethylarginin (NMMA) 1,93
Homoarginin <0,01
Arginin 0,03
Arginin
Substanz Kreuzreaktivitat (%)
Arginin 100
ADMA <0,37
Homoarginin 2,92
SDMA 0,88

10.3 Wiederfindung nach Spiken

ADMA
Matrix Bereich (umol / 1) Mittelwert (%) Bereich (%)
EDTA-Plasma 0,43-1,55 99 90 - 107
Serum 0,54-1,72 92 87 -102
Arginin
Matrix Bereich (umol / |) Mittelwert (%) Bereich (%)
EDTA-Plasma 48 — 163 97 93 - 100
Serum 82-211 100 96 - 103

10.4 Linearitat
ADMA

Matrix

Bereich (umol / 1)

Hochste Verd.

Mittelwert (%)

Bereich (%)

EDTA-Plasma

0,23-1,53

1:6 mit Wasser

99

92 -105
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Arginin
Matrix Bereich (umol / 1) Hoéchste Verd. Mittelwert (%) Bereich (%)
EDTA-Plasma 28 -193 1:6 mit Wasser 102 94 - 106

10.5 Reproduzierbarkeit

ADMA
Matrix Bereich (umol / 1) Intra-Assay-Vk
EDTA-Plasma 0,58 -1,04 49-54%
Matrix Bereich (umol / 1) Inter-Assay-Vk
EDTA-Plasma 0,57-1,34 4,3-9,6%
Arginin
Matrix Bereich (umol / 1) Intra-Assay-Vk
EDTA-Plasma 56-125 36-23%
Matrix Bereich (umol / 1) Inter-Assay-Vk
EDTA-Plasma 53-170 3,2-6,3%
10.6 Methodenvergleich
ADMA
Matrix Vergleichsmethode Korrelation

Serum + EDTA-Plasma

LC/MS

Y = 0,99 xLC/MS + 0,02, R=0,983; N=32

Arginin

Matrix

Vergleichsmethode

Korrelation

Serum + EDTA Plasma

LC/MS

Y = 0,95xLC/MS - 0,68, R=0,991;, N=32

10.7 Kalibrierung

Die Kalibrierung erfolgt durch Einwaage der Reinsubstanz.

10.8 Grenzen der Methode

Die Ergebnisse sind nur flir Forschungszwecke geeignet.

Proben oberhalb des hochsten Standards missen mit Wasser (s. 10.4) verdinnt und
erneut bestimmt werden. Die Werte von verdinnten Proben missen mit dem

entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert werden.

10.9 Interferenzen

Hamolytische, lipamische und ikterische Proben sollten nicht eingesetzt werden.
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ADMA / Arginin ELISA

Pipettierschema - Probenvorbereitung

Fir ADMA und Arginin gemeinsam in einer ACYL-PLATE

Standards | Kontrollen Plasma Serum

ACYL-PLATE:
CAL1-6 ul 20
CON1&2 ul 20
EDTA-Plasma pl 20
Serum 20
ACYL-BUFF ul 20 20 20 20
EQUA-REAG ul 200 200 200 200

Platte 10 Sekunden schiitteln
ACYL-REAG ul 50 50 50 50

Sofort 20 Minuten bei Raumtemperatur schitteln

25 ul Uberstand fiir ADMA ELISA einsetzen
10 pl Uberstand fiir Arginin ELISA einsetzen
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ADMA / Arginin ELISA

Pipettierschema - ELISA

Fir ADMA und Arginin in getrennten Mikrotiterplatten:

ADMA (blau) Arginin (gelb)
STRIPS-ADMA STRIPS-ARG
Acyl. Acyl. Acyl. Acyl. Acyl. Acyl.
Stand. | Kontr. | Proben | Stand. | Kontr. | Proben
Transfer von
ACYL-PLATE in STRIPS 25 25 25 10 10 10
AS-ADMA (blau) pl 50 50 50 - - -
AS-ARG (gelb) ul - - - 50 50 50
STRIPS mit FOIL abkleben
90 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln
4 x Waschen (ca. 300 pul WASH pro Well)
CONJ pl 100 100 100 100 100 100
30 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln
4 x Waschen (ca. 300 pl WASH pro Well)
SUB pl 100 100 100 100 100 100
25 + 5 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln
STOP pl 100 100 100 100 100 100

Platte mindestens 10 Sekunden schiitteln
Messung der Extinktion bei 450 nm (Ref. 570 - 650 nm)
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