DIAGNOSTIKA GMBH

Arbeitsanleitung

ADMA ELISA

Enzymimmunoassay
fur die quantitative Bestimmung von
endogenem asymmetrischen Dimethyl-Arginin (ADMA)
in Serum oder EDTA-Plasma

C € |V D
EA201/96

Ml DLD Gesellschaft fir Diagnostika und medizinische Gerate mbH
Adlerhorst 15 ¢ 22459 Hamburg e Tel 040-555 87 10 e Fax 040-555 87 111
Internet: http://www.dld-diagnostika.de e E-Mail: contact@dld-diagnostika.de

adma-d_2.doc 2017-09-11



Seite 2



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung und Testprinzip Seite
2. Hinweise und Vorsichtsmalinahmen Seite
3. Lagerung und Haltbarkeit Seite
4. Inhalt des Testbestecks Seite
5. Probengewinnung Seite
6. Vorbereitung der Reagenzien und Proben Seite
7. Testdurchfihrung ELISA Seite
8. Auswertung und Beurteilung Seite
9. Testcharakteristika Seite
10. Literatur Seite
Pipettierschema Probenvorbereitung Seite
Pipettierschema ELISA Seite
Verwendete Symbole
In-Vitro-Diagnostikum c € CE markiert
Inhalt - Verwendbar bis
Chargenbezeichnung Temperaturbegrenzung

M Hersteller

REF Bestellnummer

Gefahrensymbole

: Gefahr
: Achtung

=i

Seite 3

Inhalt ausreichend fir <n>
Prifungen

Gebrauchsanweisung beachten



Seite 4



1. Einleitung und Testprinzip

Die endogenen Methyl-Arginine ADMA und SDMA sind Derivate der
Aminosaure L-Arginin. L-Arginin ist die Vorstufe zur Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) im menschlichen Korper. NO wiederum ist ein
wichtiger physiologischer Mediator im Herz-Kreislaufsystem und in anderen
Organsystemen, der an der Regulation von Blutdruck und Gefal3widerstand,
Adhéasion und Aggregation von Thrombozyten, Adh&sion von Leukozyten und
Monozyten und der Proliferation glatter Gefalimuskelzellen beteiligt ist. NO
spielt auch eine wichtige physiologische Rolle bei der Erektion. Bei Herz-
Kreislauferkrankungen wie Arteriosklerose, Hypercholesterinamie, Hypertonie,
chronischer Herzinsuffizienz, bei Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes
mellitus, bei Praeklampsie, bei erektiler Dysfunktion und anderen
Erkrankungen kommt es zur Abschwachung der biologischen Wirkungen von
NO, wodurch das Fortschreiten dieser Erkrankungen und der begleitenden
Gefal¥lasionen beschleunigt wird. Durch die Gabe von L-Arginin kann diesem
Geschehen entgegengewirkt werden.

In mehren klinischen und experimentellen Untersuchungen (s. Literatur-
Ubersicht) konnte gezeigt werden, dass es bei den genannten Erkrankungen
zu einem Ansteigen der Konzentration des endogenen L-Arginin-Analogons
ADMA im Plasma oder Serum kommen kann. Erhtéhte ADMA-
Konzentrationen sind somit ein flr das zukinftige Fortschreiten o.a.
Erkrankungen prognostisch relevanter Faktor.

Die verfugbaren Messverfahren zur quantitativen Bestimmung von ADMA und
SDMA in Plasma, Serum, Urin und anderen biologischen Flussigkeiten
basierten allesamt auf dem chemischen Nachweisverfahren der Hochdruck-
Flussigkeitschromatografie (HPLC). Diese Methode ist jedoch sehr zeit- und
personalintensiv, teuer, und somit flr die klinische Routinediagnostik nicht
geeignet.

Der ADMA-ELISA Kit enthélt Reagenzien fir die quantitative Bestimmung von
derivatisiertem ADMA (asymmetrisches Dimethyl-Arginin) in Serum oder
EDTA-Plasma. Die Derivatisierung erfolgt wahrend der Probenvorbereitung.
Dabei wird ADMA durch das Acylierungsreagenz quantitativ in N-Acyl-ADMA
umgewandelt.
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Der von der DLD Diagnostika GmbH neu entwickelte ADMA-ELISA ist ein
kompetitiver Enzymimmunoassay. An die Festphase gebundenes und freies,
in Lésung 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 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
Antigens in der Probe.

2. Hinweise und VorsichtsmalRhahmen

« Dieser Kit ist lediglich zum in vitro-Gebrauch bestimmt.

. Die angegebenen Verfallsdaten sind unbedingt zu beachten.
. Die Reagenzien bis zur Verwendung bei 2 - 8 °C lagern.

«  Wahrend der Testdurchfiihrung Einmal-Handschuhe tragen.

. 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.

« Ein Tell der Komponenten dieses Testbestecks sind
kennzeichnungspflichtig. Diese Komponenten tragen das entsprechende
Gefahrensymbol auf inrem Etikett.

3. Lagerung und Haltbarkeit

Der Kit ist bei Lagerung zwischen 2 - 8 °C bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Nach Anbruch ist der Kit bis zum Verfallsdatum haltbar.
Zur Haltbarkeit der gebrauchsfertigen Reagenzien siehe Vorbereitung der
Reagenzien.

Alle Reagenzien miussen vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur gebracht
und sofort nach Gebrauch wieder kihl gestellt werden.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

Inhalt des Testbesteckes

MT-Streifen STRIPS
Mikrotiterstreifen mit je 8 Vertiefungen,
einzeln abbrechbar, beschichtet mit ADMA

12 Stick

Standards 1-6 CAL1-6 6 Flaschchen
Je 4 ml, gebrauchsfertig
Konzentrationen:
Standard 1 2 3 4 5 6
pmol/I 0 0,1 0,3 0,6 1,0 5,0

Kontrolle 1 & 2 CON1&?2
Je 4 ml, gebrauchsfertig
Bereich: Siehe Q.C.-Zertifikat im Kit

Acylierungspuffer lACYL-BUFF\
3,5 ml, gebrauchsfertig

@ Achtung
Acylierungsreagenz IACYL-REAG|

lyophilisiert, Inhalt eines Flaschchens
mit 2,8 ml Solvent I6sen und
gegebenenfalls vereinigen (s. auch 6.4)

Antiserum
5,5 ml, gebrauchsfertig
Kaninchen-anti-N-Acyl-ADMA

Enzymkonjugat CONJ
12 ml, gebrauchsfertig
Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase

Waschpuffer

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

Substrat SUB
12 ml TMB-LOsung, gebrauchsfertig
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4.10 Stopplésung STOP 1 Flaschchen
12 ml, gebrauchsfertig
Enthalt 0,3 M Schwefels&ure

4.11 Reaktionsplatte IACYL-PLATE| 1 Stiick
fur die Acylierung

4.12 Ausgleichsreagenz \EQUA-REAG\ 1 Flaschchen
lyophilisiert, mit 20,5 ml dest. Wasser l6sen
vorsichtig mischen, tbermalige Schaumbildung vermeiden

4.13 Solvent SOLVENT] 1 Flaschchen
6 ml, enthalt Aceton/DMSO
(bitte beachten: Solvent greift Plastik an; Solvent reagiert
nicht mit normalen Pipettenspitzen und Glasgefalien)

: Achtung : Gefahr

Weiter werden bendtigt (nicht im Kit enthalten):

. Pipetten fur 20, 25, 50, 100 und 200 pl
. Mehrkanalpipette oder Waschgerat

. Photometer flr die Auswertung von Mikrotiterplatten (450 nm)
. Horizontal-Schuttler

. Vortex-Mischer

. Rollenmischer

5. Probengewinnung
Fur den Test kann Serum oder EDTA-Plasma eingesetzt werden.

Hamolytische und insbesondere lipAmische Proben sollten im Assay nicht
eingesetzt werden.

Die Proben kénnen bis zu 24 Stunden bei 2 - 8 °C gelagert werden. Proben,
die nicht sofort in dem Test eingesetzt werden, kdnnen bei -20 °C mindestens
12 Monate gelagert werden.

Wiederholtes Einfrieren und Wiederauftauen sollte vermieden werden.
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6. Vorbereitung der Reagenzien und Proben

6.1 MT-Streifen |STRIPS

Mikrotiterstreifen im geschlossenen Folienbeutel in etwa 10 Minuten auf
Raumtemperatur bringen. Die nicht bendtigten Mikrotiterstreifen dem
Halterahmen entnehmen, wieder in den Beutel legen (das Trockenmittel im
Beutel belassen) und diesen sorgféaltig verschliel3en.

6.2 Waschpuffer

Inhalt des Flaschchens mit destilliertem Wasser auf 500 ml auffullen.
Der fertige Waschpuffer mul bei 2 - 8 °C gelagert werden.

6.3 Ausgleichsreagenz [ EQUA-REAG

Inhalt des Flaschchens in 20,5 ml destilliertem Wasser l6sen, kurz mischen
(Vortex) und 30 min auf den Rollenmischer oder Schiittler legen.

Das geldste Ausgleichsreagenz kann fur den spateren Gebrauch bei -20 °C
eingefroren und mindestens fir 1 Jahr gelagert werden.

6.4 Acylierungsreagenz |ACYL-REAG|

Inhalt des Flaschchens in je 2,8 ml Solvent I6sen und fir 5 min auf einen
Horizontal-Schittler legen. Nach Gebrauch ist das Restreagenz zu verwerfen.
Das Acylierungsreagenz sollte unmittelbar vor Gebrauch frisch angesetzt
werden. Durch die 2. Flasche im Kit ist der ELISA in zwei Ansatzen teilbar.
Wenn der Kit in einem Ansatz verbraucht wird, den aufgelésten Inhalt beider
Flaschchen poolen.

Bitte beachten, dal3 Solvent mit vielen Plastikmaterialien reagiert, z.B. Plastik-
schalchen fir Mehrkanalpipetten. Solvent reagiert nicht mit normalen
Pipettenspitzen und mit Glasgefalien.

Achtung
Solvent ist leicht flichtig und verdampft schnell. Daher bitte keine Gefalde

zusammen mit Mehrkanalpipetten verwenden, da sie eine hohe Oberflache
haben. Bitte Multipetten 0. &. verwenden, das aufgeldste Acylierungsreagenz
aus dem Flaschchen in die Spritze (Uber eine aufgesetzte Pipettenspitze)
ziehen und Vertiefung fir Vertiefung pipettieren.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.
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6.5. Probenvorbereitung (Acylierung)

Die fur die Acylierung verwendeten Vertiefungen der Reaktionsplatte
markieren (Edding) und nur einmal verwenden!

1.

Je 20 ul Standard 1 bis 6, je 20 ul Kontrolle 1 & 2 und je 20 pl Probe in
die jeweiligen Vertiefungen der im Kit enthaltenen Reaktionsplatte
pipettieren.

Je 25 ul Acylierungspuffer in alle Vertiefungen pipettieren.
Je 200 pl Ausgleichsreagenz in alle Vertiefungen pipettieren.
Reaktionsplatte ca. 10 Sekunden mischen.

Acylierungsreagenz frisch ansetzen und je 50 pl Acylierungsreagenz in
alle Vertiefungen pipettieren und sofort mischen.

Achtung
Solvent ist leicht fliichtig und verdampft schnell. Daher bitte keine

Gefalle zusammen mit Mehrkanalpipetten verwenden, da sie eine hohe
Oberflache haben. Bitte Multipetten o. a. verwenden, das aufgeltste
Acylierungsreagenz aus dem Flaschchen in die Spritze (Uber eine
aufgesetzte Pipettenspitze) ziehen und Vertiefung fir Vertiefung
pipettieren.

Reaktionsplatte 90 Minuten bei Raumtemperatur auf einem
Horizontalschuttler inkubieren, Platte nicht abkleben oder abdecken,
offen schutteln.

Je 50 pl der so vorbereiteten Proben werden in den ADMA-ELISA
eingesetzt.
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7.

Testdurchfuhrung ELISA

Die Reagenzien auf Raumtemperatur bringen und sorgfaltig mischen,
Schaumbildung vermeiden.

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

1.7

Proben-Inkubation

Jeweils 50 pl vorbereitete Standards 1 bis 6, 50 pl der vorbereiteten
Kontrollen und 50 pl der vorbereiteten Proben (vorzugsweise als
Doppelbestimmungen) in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen
pipettieren.

Je 50 pl Antiserum in alle Vertiefungen pipettieren und kurz auf dem
Horizontal-Schttler mischen. Platte mit Haftklebefolie abdecken und 15
bis 20 Stunden (Uber Nacht) bei 2 - 8 °C inkubieren.

Waschen

Vertiefungen entleeren, mit ca. 250 pl Waschpuffer fillen fur einige
Sekunden auf dem Horizontal-Schittler mischen und wieder entleeren.
AnschlieRend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine saugféahige
Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
Flissigkeitsreste zu entfernen. Diesen Vorgang insgesamt 4 mal
durchflhren.

Konjugat-Inkubation

Jeweils 100 ul Enzymkonjugat in die Vertiefungen pipettieren.

60 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschuttler
inkubieren.

Waschen
Wie unter Punkt 7.2 beschrieben.

Substrat-Inkubation
Jeweils 100 pl Substrat in die Vertiefungen pipettieren und 20 bis 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (unter Schutteln).

Stoppen der Substrat-Inkubation

Jeweils 100 ul Stopplésung in die Vertiefungen pipettieren; dabei die
gleiche Reihenfolge und den gleichen Zeittakt einhalten wie bei Zugabe
der Substratlésung.

Messung

Streifen im Mikrotiterplattenphotometer bei einer MelR3wellenldnge von
450 nm (Referenzwellenlange zwischen 570 nm und 650 nm) gegen Luft
messen.
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8. Auswertung und Beurteilung

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

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

Die Konzentrationen der Kontrollen und Patientenproben kdnnen dann direkt
aus der Eichkurve in umol/l abgelesen werden.

Die folgende Abbildung zeigt ein typisches Beispiel einer Standardkurve.
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9. Testcharakteristika

Referenzbereiche
0,4 - 0,75 pmol/l (80 — 150 ng/ml)

Der angegebene Referenzbereich gilt lediglich als Richtlinie. Es wird
empfohlen, dal? jedes Labor seine eigenen Referenzbereiche erstellt.

Sensitivitat

0,05 umol/I

Korrelation zur LC-MS-MS

2,50 |
y=1,14x+0,01 /,

r =0,9836 /
2,00 /
¢
'S /

1,50 'y
®

1,00 .

ELISA

0,50 A

0,00
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

LCMSMS

Die Abbildung zeigt die Korrelation zur LC-MS-MS Methode. Diese Daten
werden derzeit durch weitere Untersuchungen mit grof3en Patientenkollektiven
erganzt. Vergleichende Untersuchungen mit der HPLC ohne anschlieRende
MS fluhrte zu unplausiblen Ergebnissen.
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Spezifitat (Kreuzreaktivitaten)

Der in dem Test verwendete Antikorper ist spezifisch fur ADMA. Getestet
wurden die Kreuzreaktivitaten zu Arginin, Monomethylarginin (NMMA) und
SDMA.

Substanz ED-50-Wert (ng/ml) | Kreuzreaktivitat (%)
ADMA 126 100

Arginin 660.000 < 0,02
NMMA 12.200 1,0

SDMA 10.500 1,2

Wiederfindung

Unterschiedliche Mengen an ADMA wurden zu einer Serumprobe gegeben
und anschliefend im ELISA gemessen. Die analytische Wiederfindung von
ADMA wurde bei 12 verschiedenen Konzentrationen aus den theoretisch
erwarteten und den praktisch gemessenen Werten ermittelt. Die mittlere
Wiederfindung fir alle Konzentrationen der Serumprobe betrug 97%.

zugesetzt [gemessen |erwartet |% Wiederfindung
0 0,43

0,10 0,55 0,53 104
0,19 0,61 0,62 98
0,28 0,67 0,71 94
0,37 0,79 0,80 99
0,45 0,83 0,88 97
0,73 1,08 1,16 93
0,97 1,33 1,40 95
1,20 1,60 1,63 98
1,42 1,67 1,85 90
1,92 2,24 2,35 95
2,33 2,76 2,76 100
2,80 3,32 3,23 103

Mittelwert 97

Konzentrationsangaben in umol/l
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Linearitat

Die Linearitat des ELISAs wurde durch Verdinnen einer aufgestockten
Serumprobe bestimmt. Die mittlere Linearitat aller 9 Verdiinnungen betrug in
der Serumprobe 97%.

Verdinnung | Messwert | extrapolierter | Wiederfindung

Ausgangswert %

orig. 2,819
3+1 2,090 2,787 99
2+1 1,745 2,618 93
1+1 1,236 2,472 88
1+2 0,860 2,580 91
1+4 0,535 2,675 95
1+7 0,361 2,888 102
1+10 0,286 3,146 112
1+15 0,178 2,848 101
1+25 0,104 2,704 96
mittlere Wiederfindung 97

Konzentrationsangaben in pumol/l
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Reproduzierbarkeit
Die Reproduzierbarkeit der ELISA-Methode wurde durch die Ermittlung der

Intra- und Inter-Assay-Variationskoeffizienten gezeigt (Konzentrations-
angaben in umol/l):

Intra-Assay

Probe | Anzahln | Mittelwert SD VK (%)

1 42 0,66 0,037 5,7
2 42 1,01 0,066 6,4
Inter-Assay
Probe | Anzahln | Mittelwert SD VK (%)
1 28 0,63 0,07 10,3
2 28 1,01 0,10 9,8
3 28 1,38 0,13 9,4
4 28 2,26 0,19 8,3
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Pipettierschema Probenvorbereitung

Standards | Kontrolle Probe
Standard 1 - 6 ul 20
Kontrolle 1 & 2 ul 20
Patientenprobe pl 20
Acylierungspuffer ul 25 25 25
Ausgleichsreagenz  pl 200 200 200

10 Sekunden schutteln

frlsch angesetztes 50 50 50
Acylierungsreagenz

Anschlieend sofort fiir 90 Minuten auf einem Horizontal-Schuttler bei
Raumtemperatur inkubieren, dabei die Platte nicht abkleben oder
abdecken, offen schitteln.
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Pipettierschema ELISA

Patienten
Standard | Kontrolle _Proben

Standard 1-6 50

Kontrolle 1 & 2 ul 50
Patientenprobe ul 50
Antiserum pl 50 50 50

Kurz auf dem Horizontal-Schiittler mischen und fir
15 — 20 Stunden (Uber Nacht) bei 2 - 8 °C mit Folie abgedeckt
inkubieren

4 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

|Enzymkonjugat pl | 100 | 100 | 100 |

60 Minuten bei Raumtemperatur schitteln

4 x Waschen mit je 250 ul Waschpuffer

| Substrat w| 100 | 100 | 100 |

20 - 30 Minuten bei Raumtemperatur schitteln

|Stopplésung  pl | 100 | 100 | 100 |

Messung der Extinktion bei 450 nm
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