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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 Koérper. NO wiederum ist ein
wichtiger physiologischer Mediator im Herz-Kreislaufsystem und in
anderen Organsystemen, der an der Regulation von Blutdruck und
GefalBwiderstand, Adhasion und Aggregation von Thrombozyten,
Adhasion von Leukozyten und Monozyten und der Proliferation glatter
GefalBmuskelzellen beteiligt ist. NO spielt auch eine wichtige
physiologische Rolle bei der Erektion. Bei Herz-Kreislauferkrankungen
wie Arteriosklerose, Hypercholesterindmie, 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
Gefalllasionen beschleunigt wird. Durch die Gabe von L-Arginin kann
diesem Geschehen entgegengewirkt werden.

In mehreren klinischen und experimentellen Untersuchungen (s.
Literaturtbersicht) 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.
Erhohte ADMA-Konzentrationen sind somit ein fur 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-Flissigkeitschromatografie (HPLC).
Diese Methode ist jedoch sehr zeit- und personalintensiv, teuer, und
somit fur die klinische Routinediagnostik nicht geeignet.

Der ADMA Fast ELISA Kit enthalt Reagenzien fur 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 ADMA Fast Elisa ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay. An die
Festphase gebundenes und freies, in Losung befindliches Antigen,
konkurrieren um eine definierte Anzahl von Antikdrper-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 Peroxidase-
Konjugats nachgewiesen und tiber 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-Antikdrper-Komplexes  ist umgekehrt  proportional  zur
Konzentration des Antigens in der Probe.

2. Hinweise und Vorsichtsmallhahmen

e Nur zur in vitro Diagnostik. Nur flir den Gebrauch durch
Fachpersonal.

» Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die tierischen Ursprungs sind,
stammen von gesunden Tieren. 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
sind zu beachten.

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

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

e Abfalle sollten nach den staatlichen und ortlichen Umweltschutz-
regularien entsorgt werden.

e Die Richtlinien zur Qualitatskontrolle im medizinischen Laboratorium
beziiglich des Mitfihrens von Kontrollproben und/oder Poolproben,
sollten beachtet werden.
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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. 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 Testbestecks

4.1 MT-Streifen STRIPS 12 Stick

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

4.2 Standards 1-6 ICAL 1-6| 6 Flaschchen
Je 4 ml, gebrauchsfertig

Standard 1 2 3 4
ADMA (pmol/l) 0 0,2 | 0,45 0,7

4.3 Kontrollel & 2 \CON 1& 2\ 2 Flaschchen
Je 4 ml, gebrauchsfertig
Bereich: Siehe Q.C.-Zertifikat im Kit

4.4  Acylierungspuffer | ACYL-BUFF| 1 Flaschchen
3,5 ml, gebrauchsfertig
Blau eingefarbt @
Achtung
4.5 Acylierungsreagenz \ACYL—REAG \ 3 Flaschchen

lyophilisiert, Inhalt eines Flaschchens
mit 3 ml Solvent I6sen und
gegebenenfalls vereinigen

4.6 Antiserum ADMA 1 Flaschchen
7 ml, gebrauchsfertig
Blau eingefarbt
Kaninchen-anti-N-Acyl-ADMA
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4.7 Enzymkonjugat CONJ @ 1 Flaschchen

13 ml, gebrauchsfertig

_ _ _ Achtung
Anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase
4.8 Waschpuffer WASH 1 Flaschchen

20 ml, Konzentrat
Inhalt mit dest. Wasser auf 1.000 ml aufftllen.

4.9 Substrat 1 Flaschchen
Gefahr

13 ml TMB-L6sung,
gebrauchsfertig

4.10 Stopplésung STOP 1 Flaschchen
13 ml, gebrauchsfertig

Enthalt 0,3 M Schwefelsaure

4.11 Reaktionsplatte | ACYL-PLATE | 1 Stiick
fur die Acylierung

4.12 Ausgleichsreagenz \EQUA-REAG\ 1 Flaschchen
lyophilisiert, mit 21 ml dest. Wasser l6sen
vorsichtig mischen, Gbermaldige Schaumbildung vermeiden

4.13 Solvent | SOLVENT | 2 Flaschchen
5 ml, enthalt DMSO @ Gefahr
(bitte beachten:
Solvent greift Plastik an; Solvent reagiert
nicht mit normalen Pipettenspitzen und Glasgefalien)

4.14 Haftklebefolie FOIL 2 Stuck

Gebrauchsfertig

Weiter werden bendtigt (nicht im Kit enthalten):

. Pipetten fir 20, 25, 50, 100 und 200 pl

. Mehrkanalpipette oder Waschgerat

. Photometer fur die Auswertung von Mikrotiterplatten (450 nm)
. Horizontal-Schiittler

. Vortex-Mischer

. Rollenmischer
. Multipette
. Destilliertes Wasser
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5. Probengewinnung

Wiederholtes Einfrieren und Auftauen sollte vermieden werden.
Plasma und Serum
Fur den Test kann EDTA-Plasma und Serum eingesetzt werden.

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

6. Vorbereitung der Reagenzien

Ausgleichsreagenz | EQUA-REAG |

Inhalt des Flaschchens mit 21 ml destilliertem Wasser l6sen, kurz
vortexen und mindestens 20 Minuten auf den Rollmischer oder
ahnlichem Schittler mischen, Ubermaflige Schaumbildung vermeiden.
Das gel6ste Ausgleichsreagenz muss fir den spateren Gebrauch bei
-20 °C eingefroren werden und bleibt so bis zum Verfallsdatum
verwendbar.

Waschpuffer

Inhalt des Flaschchens mit destilliertem Wasser auf 1000 ml auffillen,
kurz mischen.

Der verdinnte Waschpuffer muss flur den spateren Gebrauch bei 2 - 8
°C gelagert werden und bleibt so fur 4 Wochen verwendbar. Fir eine
Lagerung bis zum Verfallsdatum muss der verdiinnte Waschpuffer bei -
20 °C eingefroren werden.

Acylierungs-Reagenz \ACYL-REAG\

Inhalt des Flaschchens mit 3 ml Solvent l6sen und mindestens 10
Minuten auf den Rollenmischer oder ahnlichem Schuttler mischen. Das
Acylierungsreagenz 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 Anséatzen 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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7. Testdurchfihrung ELISA

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

Reagenzien auf Raumtemperatur bringen. Es empfiehlt sich,
Doppelbestimmungen anzusetzen.

7.1 Probenvorbereitung (Acylierung)

1. 20 pl Standard 1 - 6, Kontrolle 1 & 2, Plasma und Serum in die
entsprechenden Vertiefungen der Reaktionsplatte pipettieren.

2. 20 ul Acylierungspuffer in alle Vertiefungen pipettieren.

3. 200 ul gelostes Ausgleichsreagenz in alle Vertiefungen
pipettieren.
Platte 10 Sekunden auf einem Horizontalschuttler schutteln.

4. Bitte beachten: Acylierungsreagenz reagiert mit vielen Plastik-
materialien, z.B. Plastikschalchen. Acylierungsreagenz reagiert
nicht mit normalen Pipettenspitzen und Glasgefalen.

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

50 pl geldstes Acylierungsreagenz in alle Vertiefungen pipettieren
und sofort mit Punkt 5. fortfahren. Farbe wechselt zu violett.

5. 20 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschittler bei
mittlerer Schuttelfrequenz mischen.

Je 25 pul der so vorbereiteten Proben werden in dem ELISA
eingesetzt.
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7.2

10.

11.

Durchfihrung ELISA

. 25 pl acylierte Standards, Kontrollen und Proben in die

entsprechenden Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettieren.

. 50 ul ADMA Antiserum in alle Vertiefungen pipettieren.

Platte mit Folie abkleben und 90 Minuten bei Raumtemperatur (20-25
°C) auf einem Horizontalschittler bei mittlerer Schiuttelfrequenz
mischen.

Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 ul verdinntem Waschpuffer
fillen und wieder entleeren. Anschlielend die Mikrotiterstreifen
umgedreht auf eine saugfahige Unterlage (Papierhandtuch) legen
und kurz ausklopfen, um alle Flussigkeitsreste zu entfernen. Diesen
Vorgang insgesamt 4-mal durchflhren.

Alternativ kann auch ein Waschgerat verwendet werden.

100 pl Enzymkonjugat in alle Vertiefungen pipettieren.

30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler bei
mittlerer Schuttelfrequenz mischen.

. Waschen: Wie unter Punkt 4. beschrieben.

100 ul Substrat in alle Vertiefungen pipettieren.

. 25 = 5 Minuten bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) auf einem

Horizontalschuttler bei mittlerer Schittelfrequenz mischen.
100 pl Stoppldsung in alle Vertiefungen pipettieren, kurz mischen.

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

Standard 1 2 3 4
ADMA (pmol/l) 0 0,2 | 0,45 0,7

Umrechnung: 1 pumol ADMA /1=202 ng ADMA / 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 kdnnen direkt aus der
Standardkurve in umol/l abgelesen werden.

Die Abbildung zeigt ein typisches Beispiel:

ADMA Elisa
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y=((A-D/1+(x/IC)*B))+D: A B [0} D RrRr2
& Std (Standards: Concentration vs MeanValue) 1,844 0,791 0,657 0,107 1

Qualitatskontrolle: Die Testergebnisse sind nur gultig, wenn die Kit-
kontrollen innerhalb der Bereiche entsprechend des Qualitats-
kontrollzertifikates liegen. Ansonsten sollte der Test wiederholt werden.
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9. Testcharakteristika

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

Matrix

Referenzbereich

EDTA-Plasma,

Serum

0,40 -0,75 pmol /|

9.2 Sensitivitat

Untere Nachweisgrenze

Berechnung

0,03 pmol /|

ODca1— 3 xSD

9.3 Spezifitat (Kreuzreaktivitaten)

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

9.4 Wiederfindung nach Spiken

Matrix Bereich (umol /1) Mittelwert (%) Bereich (%)
EDTA-Plasma 0,43 -1,55 99 90 - 107
Serum 0,54 -1,72 92 87 - 102

9.5 Linearitat

Matrix

Bereich (umol /)

Hochste Verd.

Mittelwert (%)

Bereich (%)

EDTA-Plasma

0,23-1,53

1: 6 mit Wasser

99

92 - 105

9.6 Reproduzierbarkeit

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%
9.7 Methodenvergleich
Matrix Vergleichsmethode Korrelation

Serum + Plasma

LC/MS

Y = 0,99xLC/MS + 0,02; R=0,983; N =232
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Diagnostika update June-2014.pdf
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Pipettierschema Probenvorbereitung

Standard | Kontrolle | Plasma | Serum
Standard 1 - 6 pl 20
Kontrolle 1 & 2 pl 20
Plasma pl 20
Serum ul 20
Acylierungspuffer pl 20 20 20 20
Ausgleichsreagenzpl 200 200 200 200

Platte 10 Sekunden schitteln

|Acylierungsreagenz pl | 50 | 50 | 50

50

Sofort 20 Minuten bei Raumtemperatur schitteln

25 ul Uberstand fur ELISA einsetzen
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Pipettierschema ELISA

Standard | Kontrolle Probe

Acyl. Standard ul 25

Acyl. Kontrolle pl 25

Acyl. Probe pl 25
Antiserum pl 50 50 50

Platte mit Folie abkleben.
90 Minuten bei Raumtemperatur schutteln

4 x Waschen

|Enzymkonjugat pl | 100 | 100 | 100

30 Minuten bei Raumtemperatur schutteln

4 x Waschen

| Substrat wl| 100 | 100 | 100

25 + 5 Minuten bei Raumtemperatur schitteln

|Stopplésung  pl | 100 | 100 | 100

Messung der Extinktion bei 450 nm
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