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1-Methylhistamine ELISA

1 Einleitung und Testprinzip

Histamin (Nomenklatur: 2-(4-Imidazolyl)-ethylamin) ist ein Naturstoff, der im
menschlichen und tierischen Organismus weit verbreitet ist. Es ist gut wasserldslich
und hat einen basischen Charakter. Histamin gehoért biochemisch zu den biogenen
Aminen und wird aus der Aminosaure Histidin gebildet. Diese Decarboxylierung
erfolgt mit Hilfe des Enzyms Histidindecarboxylase. Die Biosynthese des Histamins
findet in den Mastzellen, Zellen der Epidermis und der Magenschleimhaut und in
den Nervenzellen statt.

Aus Mastzellen und basophilen Granulozyten kann das Histamin explosionsartig
freigesetzt werden und zwar bei der Stimulation der Speicherzellen mit dem
entsprechenden Allergen. Diese Stimulation erfolgt durch die Bindung des Allergens
an die spezifischen IgE-Antikorper auf der Oberflache der Zielzellen. Wobei dieser
Effekt noch nicht bei dem ersten Kontakt mit einem Allergen auftritt. Zunachst
erfolgt durch den Erstkontakt die Bildung von Plasmazellen, die spezifische IgE-
Antikorper produzieren und freisetzen. Diese binden an die entsprechenden
Rezeptoren der Mastzellen (Sensibilisierung). Erst beim nachsten Allergen-Kontakt
konnen die Allergene direkt an die IgE-Antikorper der Mastzellen binden und damit
wird die spontane Histaminausschittung aus der Granula der Mastzellen ausgelost
(allergische Sofortreaktion).

Zirkulierendes Histamin wird durch die Histamin-N-Methyltransferase schnell zu 1-
Methylhistamin (N-Methylhistamin) umgesetzt. Die Ausscheidung erfolgt im Urin
und dadurch ist die Bestimmung dieses Metaboliten im Urin von Interesse.

Der 1-Methylhistamin-ELISA-Kit enthalt Reagenzien flr die quantitative Bestimmung
von derivatisiertem 1-Methylhistamin in humanen Urinproben. Nach der
Probenvorbereitung in der Preparation-Platte erfolgt die Derivatisierung in der
ELISA-Platte. Dabei wird 1-Methylhistamin durch das Acylierungsreagenz quantitativ
in N-Acyl-1-Methylhistamin umgewandelt.

Der 1-Methylhistamin-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-Antikérper-Komplex in
einem Waschschritt entfernt und der entsprechend gebundene Komplex mittels
eines Peroxidase-Konjugats nachgewiesen und (ber 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.
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1-Methylhistamine ELISA

Hinweise und VorsichtsmaRnahmen

Nur zur In-Vitro-Diagnostik. Nur fliir den Gebrach durch Fachpersonal.

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

Alle Reagenzien dieses Testbestecks, 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.

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

Beim Handhaben der Reagenzien, Kontrollen und Patientenproben sind die
gangigen Laborsicherheitsrichtlinien und die Gute Laborpraxis zu beachten.
Wahrend der Testdurchfihrung Kittel, Einmal-Handschuhe und Schutzbrille
tragen.

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

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

Abfélle sollten nach den staatlichen und o6rtlichen Umweltschutzregularien
entsorgt werden.

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

Die Richtlinien zur Qualitatskontrolle im medizinischen Laboratorium beziiglich
des Mitfihrens von Kontrollproben und/oder Poolproben, sollten beachtet
werden.
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1-Methylhistamine ELISA

3 Lagerung und Haltbarkeit
Der Kit wird bei Umgebungstemperatur geliefert und ist anschlieend 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.

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

4 Inhalt des Kits

MT-Streifen STRIPS 12 Stiick
Mikrotiterstreifen mit je 8 Vertiefungen, einzeln abbrechbar
Beschichtet mit N-Acyl-1-Methylhistamin

Standards 1-6 CAL1-6 6 Flaschen
Je 4 ml, gebrauchsfertig

Kontrolle 1 & 2 CON1&2 2 Flaschen
Je 4 ml Serum, gebrauchsfertig
Bereich: siehe QC-Zertifikat im Kit

Acylierungspuffer ACYL-BUFF 1 Flaschen
32 ml, gebrauchsfertig, blau gefarbt

Acylierungsreagenz ACYL-REAG 3 Flaschen
3 ml lyophilisiert, mit| SOLVENT | l6sen

Antiserum AS 1 Flasche
6 ml, gebrauchsfertig, gelb gefarbt @
Kaninchen-anti-N-Acyl-1-Methylhistamin Al

Enzymkonjugat CONIJ 1 Flasche
13 ml, gebrauchsfertig @ o
Anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase chtung
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1-Methylhistamine ELISA

Waschpuffer
20 ml, Konzentrat (50x)

Substrat

13 ml TMB-L6sung, gebrauchsfertig

Stopplosung

WASH

SUB

STOP

13 ml, gebrauchsfertig, enthalt 0,3M Schwefelsaure

Preparation-Platte

Fir die Probenvorbereitung

Ausgleichsreagenz

Lyophilisiert, mit 32ml

ACYL-BUFF

Solvent

11 ml, gebrauchsfertig, gelb gefarbt

PRE-PLATE

EQUA-REAG

[6sen

SOLVENT

Weiter werden bendtigt (nicht im Kit enthalten):

e Pipetten fir 20, 50, 100 und 300 pl
e Mehrkanalpipette oder Waschgerat

e Multipette

e Destilliertes Wasser

e Mikrotiterplattenphotometer (450 nm)

e Horizontalschittler

e Vortex-Mischer, Rollmischer

e Papiertlicher, Pipettenspitzen, Stoppuhr

e Zentrifuge
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1-Methylhistamine ELISA

5 Probengewinnung
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen sollte vermeiden werden.
Es kann sowohl Spontanurin als auch Sammelurin verwendet werden.

Sammelurin: Der gesamte Urin, der wahrend einer Periode von 24 Stunden
ausgeschieden wird, wird in einem Behalter, der 10 - 15 ml 6 M Salzsaure (Warnung:
Gefahrenhinweise beachten) als Konservierungsmittel enthalt, gesammelt. Das
Gesamtvolumen wird bestimmt und ein Aliquot fir die Messung entnommen. Bei
Verdacht auf eine Nierenfunktionsstérung sollte auch eine Kreatininbestimmung
durchgefihrt werden. Urinproben, die nicht sofort in dem Test eingesetzt werden,
kénnen bei -20 °C mindestens 6 Monate gelagert werden.

Urine vor Gebrauch mischen und zentrifugieren.
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1-Methylhistamine ELISA

6 Vorbereitung der Reagenzien

Die Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.

6.1 Ausgleichsreagenz

Zur Rekonstitution des lyophilisierten Ausgleichsreagenzes |EQUA-REAG | den Inhalt
des Acylierungspuffers |ACYL-BUFF| vollstandig in die Flasche des
Ausgleichsreagenzes Uberfihren. Das Ausgleichsreagenz kurz vortexen und
mindestens 20 Minuten auf dem Rollmischer oder dahnlichem Schuittler bis zum
vollstandigen Lésen mischen, tibermaRige Schaumbildung vermeiden.

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

6.2 Waschpuffer

Inhalt (20 ml) des Waschpufferkonzentrates (50x) | WASH | mit destilliertem Wasser
auf ein Endvolumen von 1000 ml verdiinnen, 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 benottigte Menge
Waschpuffer angesetzt werden.

6.3 Acylierungsreagenz

Benotigte Flaschchen Acylierungs-Reagenz |ACYL-REAG| dem Folienbeutel
entnehmen, die Ubrigen Flaschchen im Folienbeutel zusammen mit dem
Trockenmittel belassen und sorgfdltig verschlieRen. Zur Rekonstitution des
lyophilisierten Acylierungs-Reagenzes den Inhalt eines Flaschchens mit 3 ml Solvent
SOLVENT| I6sen und mindestens 5 Minuten auf dem Rollmischer oder ahnlichem
Schittler mischen. Das Acylierungsreagenz sollte unmittelbar vor Testbeginn frisch
angesetzt werden und ist dann mindestens 3 Stunden stabil. Im Kit sind 3 Flaschen
Acylierungs-Reagenz enthalten, sodass der ELISA mehrmals teilbar ist. Wenn der Kit
in einem Ansatz verbraucht wird, den aufgelosten Inhalt von zwei Flaschchen
poolen. Nach Gebrauch ist das rekonstituierte Restreagenz zu verwerfen.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.
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1-Methylhistamine ELISA

7 Testdurchfiihrung

7.1 Probenvorbereitung Urinproben

Es wird empfohlen, Doppelbestimmungen durchzufiihren.

Die fur die Probenvorbereitung verwendeten Vertiefungen der Preparation-Platte

PRE-PLATE | markieren (Edding) und nicht noch einmal verwenden!

1.

2.
3.

Je

20 pl Standard1-6|CAL1-6]|,
20l Kontrolle 1 & 2| CON 1 & 2 |und
20 pl Urinprobe

in die jeweiligen Vertiefungen der im Kit enthaltenen Preparation-Platte
PRE-PLATE | pipettieren.

Je 300 pl Ausgleichsreagenz | EQUA-REAG |(s. 6.1) in jede Vertiefung pipettieren.

5 Minuten bei Raumtemperatur (20 —25°C) auf einem Horizontalschittler bei
mittlerer Schiittelfrequenz mischen.

20 pl werden im ELISA eingesetzt.
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1-Methylhistamine ELISA

10.
11.

12.

13.

ELISA Urinproben

20 pl  vorverdiinnte Standards, Kontrollen und Urinproben aus der
Preparations-Platte |PRE-PLATE| in die entsprechenden Vertiefungen der
Mikrotiterstreifen | STRIPS | pipettieren.

Nicht bendtigte Mikrotiterstreifen im Folienbeutel zusammen mit dem
Trockenmittel belassen und sorgfaltig verschliel3en.

50 pl Acylierungsreagenz | ACYL-REAG | (s. 6.3) in jede Vertiefung pipettieren und
sofort mit dem nachsten Punkt fortfahren.

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

50 pl Antiserum |AS| in jede Vertiefung pipettieren. Bitte Multipette oder
Ahnliches (keine Einkanal- oder Mehrkanalpipetten) verwenden.

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

Vertiefungen entleeren, je mit ca. 300 ul verdiinntem Waschpuffer | WASH

(s.6.2) fullen und wieder entleeren. AnschlieBend die Mikrotiterstreifen
umgedreht auf eine saugfahige Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz
ausklopfen, um alle Flussigkeitsreste zu entfernen. Diesen Vorgang insgesamt 4
mal durchfihren.

Alternativ kann auch ein Waschgerat verwendet werden.

100 pl Enzymkonjugat | CONJ|in jede Vertiefung pipettieren.

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

Waschen: Wie unter Punkt 6. beschrieben.

100 pl Substrat |SUB |in jede Vertiefung pipettieren.

10 Sekunden auf einem Horizontalschuttler schitteln.
20 £ 5 Minuten bei Raumtemperatur (20 — 25 °C) auf dem Arbeitstisch mit einer
Box abgedeckt ohne Schitteln inkubieren.

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

Platte im Photometer bei 450 nm (Referenzwellenlange zwischen 570 nm und
650 nm) innerhalb von 15 Minuten messen.
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1-Methylhistamine ELISA

8 Auswertung

Standard: 2 3 4 5 6
ng / ml 10 30 100 300 1000
nmol /| 0 80 240 800 2400 8000

Die OD-Werte (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-Methode oder die Logit-Log)

Die Konzentrationen der Kontrollen und Urinproben kdnnen dann direkt aus der
Standardkurve in ng/ml abgelesen werden.

Umrechnung:
1-Methylhistamin: 1 ng / ml =8,0 nmol /|

Die folgende Abbildung zeigt ein typisches Beispiel einer Standardkurve:

1-Methylhistamine ELISA StandardCurve
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Qualitatskontrolle: Die Testergebnisse sind nur gultig, wenn die Kitkontrollen
innerhalb der Bereiche entsprechend des Qualitatskontrollzertifikates liegen.
Ansonsten sollte der Test wiederholt werden.
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1-Methylhistamine ELISA

9 Testcharakteristika

9.1 Referenzbereiche

Die angegebenen Referenzbereiche gelten

lediglich als Richtlinie. Es wird

empfohlen, dass jedes Labor seinen eigenen Referenzbereiche erstellt.

Matrix

Referenzbereich

Urin, 24h

<250 pg/Tag

Urine, spontan

30-200 pg/ g Kreatinin

9.2 Sensitivitat

Matrix Untere Nachweisgrenze Berechnung
Urin 3,0 ODcai1 - 2xSD
9.3 Spezifitat (Kreuzreaktivititen)
Substanz Kreuzreaktivitat (%)
1-Methylhistamin 100
Histamin <0,7
3-Methylhistamin < 0,07
1-Methyl-4-imidazol-essigsaure <0,0025
Imidazol-4-essigsaure < 0,007
L-Histidin <0,0025

9.4 Wiederfindung nach Spiken

Matrix

Bereich (ng/ml)

Mittelwert (%)

Bereich (%)

Urin

51-324

97

92 -100

9.5 Linearitat (Wiederfindung nach Verdiinnung mit dest. Wasser)

Matrix | Bereich (ng/ml)

Hochste Verd.

Mittelwert (%) | Bereich (%)

Urin

33-339

1:10 102

97 - 107
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1-Methylhistamine ELISA

9.6 Reproduzierbarkeit

Matrix Bereich (ng/ml) Intra-Assay-Vk
Urin 52-190 6,7—-6,9%

9.7 Methodenvergleich

Matrix Vergleichsmethode Korrelation
Urin LC/MS Y = 0,93xLC/MS - 9,1; R=0,993; N=32

9.8 Kalibrierung

Die Kalibrierung erfolgt durch Einwaage der Reinsubstanz. Die Richtigkeit der
Methode wurde durch den Methodenvergleich (9.7) festgestellt.

9.9 Grenzen der Methode

Das Ergebnis des 1-Methylhistamin Elisas ist im Zusammenhang mit weiteren
diagnostischen Verfahren und der Anamnese und der daraus resultierenden
Fragestellung zu sehen.

Proben, die oberhalb des hochsten Standards gemessen wurden, missen mit
destilliertem Wasser verdiinnt und erneut bestimmt werden. Die Werte von
verdinnten Proben missen mit dem entsprechenden Verdlinnungsfaktor
multipliziert werden.

9.10 Interferenzen

Nicht-angesdauerte Sammelurine nicht verwenden.

10 Anderungen
Version _8: Erginzungen/Anderungen sind grau hervorgehoben.

Version _7: Es wurden umfangreiche Anderungen vorgenommen, die in grau
hervorgehoben sind. Zellkulturproben und Plasma als Matrix wurden entfernt.

Version _6: Die Arbeitsanleitung wurde neu formatiert. Die Hersteller- und
Distributorangaben wurden geandert. Abschnitte 6, 7 und 8 und Pipettierschemata
wurden um die Komponentenbezeichnung laut Etikett erganzt, um die Zuordnung zu
erleichtern. Es wurden keine Anderungen an den Komponenten oder an der
Durchflihrung vorgenommen.
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1-Methylhistamine ELISA
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1-Methylhistamine ELISA

Pipettierschema

Probenvorbereitung

Standard | Kontrolle | Urinprobe
PRE-PLATE:
CAL1-6 ul 20
CON1&2 ul 20
Urin ul 20
EQUA-REAG ul 300 300 300
Platte 5 Minuten schitteln
Jeweils 20 pul im ELISA einsetzen
ELISA
Verdiinnte Verdinnte Verdiinnte
Standards Kontrollen | Urinproben
STRIPS:
Transfer von
I 2 2 2
PRE-PLATE in STRIPS " 0 0 0
ACYL-REAG ul 50 50 50

Sofort 20 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln

AS ul | 50 | 50 | 50
30 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln
4 x waschen
CONJ ul | 100 | 100 | 100
20 Minuten bei Raumtemperatur schiitteln
4 x waschen
SUB ul | 100 | 100 | 100

Platte 10 Sekunden schutteln
20 + 5 Minuten bei Raumtemperatur abgedeckt (Box), ohne schitteln

STOP

w |

100

100

| 100

Platte 10 Sekunden schutteln
Messung der Extinktion bei 450 nm innerhalb von 15 Minuten
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