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1. EIA-Assay-Pufferkonzentrat (50ml, 20x)........... Katalog-Nr. EK-BUF
2. Vorbeschichtete EIA-Platte (96 Wells, 1 Platte)................. Katalog-Nr.
EK-PLATE

3. Plattenversiegelungsfolie (APS) (3 Stiick)............ Katalog-Nr. EK-APS
4. Primirer Antikorper (Kaninchen-Anti-Peptid-IgG)

(1 Ampulle, Iyophilisiert)
5. Standardpeptid (I Ampulle, lyophilisiert)
6. Biotinyliertes Peptid (I Ampulle, lyophilisiert)
7. Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase

(SA-HRP) (B0ul).eceeeeieieiiiniiiieene Katalog-Nr. EK-SA-HRP
8. Positivkontrolle (2 Ampullen, lyophilisiert)
9. Substratlosung (TMB) (12ml, gebrauchsfertig) .....Katalog-Nr. EK-SS
10. 2N HCL (I5ml, gebrauchsfertig) .......c..c..c........ Katalog-Nr. EK-HCL

11. Allgemeines Protokoll (1 Hef?)

Nk W=

12.
13.
14.
15.

Mikrotiterplatten-Reader (450nm) (erforderlich)
Mikropipette mit Einmalspitzen (erforderlich)
Saugfihiges Material als Loschpapier (erforderlich)
Vortex (erforderlich)

Software zur Kurvenanpassung mit Fahigkeit zur 4-Parameter-
Logistik (empfohlen)

Orbitalplattenschiittler (300-400 rpm) (empfohlen)
Mikrotiterplatten-Waschgerit (empfohlen)
Mehrkanalpipette (50-100pul) (empfohlen)
Losungsreservoir (empfohlen)

Zentrifuge (optional)

. EDTA Lavendar Vacutainer Blutsammelréhrchen (optional)..............

............................................................................ Katalog-Nr. VT-6450
Aprotinin (30 TIU) (optional) Katalog-Nr. RK-APRO

C18 SEP-SAULE (optional) .............c....... Katalog-Nr. RK-SEPCOL-1
Puffer A (optional)........c..coevreeveeeevueeeieeeeeeeennnnn Katalog-Nr. RK-BA-1
Puffer B (optional)........c..coovvreeueeeinieicieeeeeeeennnnn Katalog-Nr. RK-BB-1
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Set sofort nach dem Empfang bei 4 °C lagern. Nicht einfrieren.
Ungeoffnete Testsets bleiben stabil bis zum Ablauf des Verfallsdatums,
wenn wie beschrieben gelagert.

Es wird sehr empfohlen, alle Losungen so bald wie mdglich nach der
Rekonstitution zu benutzen. Rehydrierte Losungen des biotinylierten
Standardpeptids oder primére Antikorper sollten innerhalb von 5 Tagen
(4 °C) benutzt werden. Standardverdiinnungen miissen direkt vor
Durchfiihrung des Assays hergestellt werden.

Nicht gebrauchte Streifen/Séulen kdnnen von der vorbeschichteten
Immunoplatte entfernt werden. Bitte die Streifen zusammen mit einem
Trockenmittel zuriick in die wiederverschlieBbare Originalfolie geben,
verschlieen und das Ganze bei 4 °C lagern. Vermeiden, dass sich
Feuchtigkeit in den Wells sammelt.

Falls notig, den 1x-Assay-Puffer, rekonstituierte Losungen des
Standardpeptids, des biotinylierten Peptids, des Antikdrpers und der
SA-HRP bei 4 °C lagern.

Das Set enthélt 2N HCL und ein Konservierungsmittel, das reizend
wirken kann. Bei der Arbeit mit diesen Reagenzien oder deren
Handhabung Handschuhe tragen.

Zur Minimierung des Risikos einer mikrobiellen Kontamination sollten
stets eine Schutzbrille und/oder Handschuhe getragen werden.

Reagenzien sind nach den ortlichen Bestimmungen zu entsorgen.
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Dieses Enzym-Immunoassay-Set dient der Messung der Konzentration
eines spezifischen Peptids und seiner verwandten Peptide im Plasma ba-
sierend auf dem Prinzip des ,kompetitiven Enzym-Immunoassays. Das
Set wird als Hilfsmittel zur Bestimmung verschiedener Antigene in men-
schlichen Proben verwendet.

Die Immunoplatte in diesem Set ist mit einem sekunddren Antikorper
vorbeschichtet, dessen unspezifische Bindungsstellen blockiert sind. Der
sekundére Antikorper kann an das Fc-Fragment des priméren Antikdrpers
(Peptidantikorper) binden. Das Fab-Fragment des primédren Antikdrpers
bindet dann kompetitiv an das biotinylierte Peptid und das Zielpeptid in
der Standardpeptidlosung oder der unbekannten Probe. Das biotinylierte
Peptid interagiert mit Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (SA-HRP), was
die Substratlosung katalysiert. Durch Zugabe der Stopplosung sollte sich
die Farbe in jedem Well von blau in gelb umwandeln. Die Intensitét der
entstandenen gelben Farbe ist direkt proportional zur Menge des biotinyli-
erten Peptid-SA-HRP-Komplexes, aber umgekehrt proportional zur Menge
des Peptids (in der Standardlosung oder der unbekannten Probe). Dies liegt
an der Konkurrenz zwischen dem biotinylierten Peptid und dem Zielpeptid
bei der Bindung mit dem priméren Antikorper. Eine Standardkurve lésst
sich erstellen, wenn man die gemessene OD als Funktion der verschiedenen
bekannten Standardpeptidkonzentrationen darstellt. Unbekannte Peptid-
konzentrationen in Proben lassen sich dann durch Extrapolation aus dieser
Standardkurve ableiten.

Peptid
(in Standardl6sungen
Mit sekundérem . oder Proben)
. Primarer
Antikorper — Pl ~ SA-HRP — Substrat — Farbe
beschichtete Platte > Biotinyliertes
Peptid

Abbildung 1. Diagramm der molekularen Wechselwirkungen, die in diesem Set genutzt werden
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DU

ZUSAMMENFASSUNG DES ASSAYPROTOKOLLS

50 ul/Well Standard, Probe oder Positivkontrolle hinzufiigen,
25 wl primédren Antikorper und 25 pl biotinyliertes Peptid,
auller in den Leerwert (Blank)

Bei Raumtemperatur (20-23 °VC) 2 Stunden lang inkubieren
Immunoplatte 4-mal mit 350 u;Well 1x-Assay-Puffer waschen
100 pl/Well SA-HR;-Lésung hinzufiigen
Bei Raumtemperatur (20—23V°C) 1 Stunde lang inkubieren

v
Immunoplatte 4-mal mit 350 ul/Well 1x-Assay-Puffer waschen

v

100 pl/Well TMB-Substratlosung hinzufiigen
\4

Bei Raumtemperatur (20-23 °C) 1 Stunde lang inkubieren

v

Reaktion mit 100 pl/Well 2N HCL beenden
v

Extinktion (OD) bei 450 nm messen und Ergebnisse berechnen
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. Das 20x-EIA-Assay-Pufferkonzentrat mit 950 ml destilliertem Wasser
verdiinnen. Vor Gebrauch griindlich mischen. Dies ist die 1x-Assay-
Pufterlosung zur Verdiinnung oder Rekonstitution aller anderen Proben
und Reagenzien wéhrend des Assays.

. Das Standardpeptid in 1 ml des 1x-Assay-Puffers rekonstituieren und
griindlich im Vortex mischen. Die Losung mindestens 10 Minuten lang
bei Raumtemperatur (20-23 °C) fiir eine vollstdndige Auflosung stehen
lassen. Dies ist die Standard-Stammldsung. Sofort vor Gebrauch im
Vortex mischen.

. Den primédren Antikorper in 5 ml des 1x-Assay-Puffers rekonstituieren
und griindlich im Vortex mischen. Die Losung mindestens 5 Minuten
lang bei Raumtemperatur fiir eine vollstindige Auflgsung stehen lassen.
Vor Gebrauch noch einmal im Vortex mischen.

. Das biotinylierte Peptid in 5 ml des 1x-Assay-Puffers rekonstituieren
und griindlich im Vortex mischen. Die Losung mindestens 5 Minuten
lang bei Raumtemperatur fiir eine vollstindige Auflosung stehen lassen.
Vor Gebrauch noch einmal im Vortex mischen.

. Die Positivkontrolle in 200 pl des 1x-Assay-Pufters rekonstituieren und
griindlich im Vortex mischen. Die Losung mindestens 5 Minuten lang
bei Raumtemperatur fiir eine vollstindige Auflésung stehen lassen. Vor
Gebrauch noch einmal im Vortex mischen.
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Peptid-Standardlosungen wie folgt herstellen:

Standard ID / 1x-Assay- Standardpeptid- Konzentration
Nummer Puffer-Volumen Volumen onzentratio
Stamm 1000pl (Pulver) 1000ng/ml
#1 900l 100pl Stammldsung 100ng/ml
#2 900l 100ul of #1 10ng/ml
#3 900ul 100ul of #2 Ing/ml
#4 900pl 100ul of #3 0.1ng/ml
#5 900ul 100ul of #4 0.01ng/ml
Abbildung 2. Tabelle zu den Standardverdiinnungen
Leerwert (Blank)
Totale bindung @ @
0.1 ngimi (3 (S 900 900 | [900 | |1000
1ngml (&) (@) pl ul ul pl
10 ng/ml @ @
100 ngiml @D @ o U U U
Starnm Samm 2 3 4 3
Positivkontrolle () ()

Abbildung 3. Diagramm zur Befiillung

der Immunoplatte
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Abbildung 4. Optische Darstellung der Standard-
verdiinnungen



6. Standardverdiinnungen aus dem rehydrierten Standardpeptid herstellen,
wie in Abbildung 2 und 4 auf der vorherigen Seite dargestellt. Jedes
Rohrchen nach jedem Verdiinnungsschritt griindlich im Vortex
mischen.

7. Well Al und A2 auf der Immunoplatte als Leerwert leer lassen.

8. 50 pl des 1x-Assay-Puffers in Well B1 und B2 geben. Diese stellen die
totale Bindung dar.

9. 50 pl der am wenigsten konzentrierten Peptid-Standardldsung (#5) in Well
C1 und C2 geben. Dann Peptid-Standard #4 in Well D1 und D2, und so
weiter in umgekehrter Reihenfolge wie bei der Standardverdiinnung.

10. 50 pl rehydrierte Positivkontrolle in Well H1 und H2 geben.

11. 50 pl der unbekannten/vorbereiteten Proben wieder doppelt in die
entsprechenden Wells geben.

12. 25 pl rehydrierten priméiren Antikorper in jeden Well geben, auf3er in die
Blindvertiefungen (A1 und A2).

13. 25 pl rehydriertes, biotinyliertes Peptid in jeden Well geben, auf3er in die
Leerwerte (Al und A2).

14. Die Immunoplatte mit einer Plattenversiegelungsfolie (APS) versiegeln.
Die Immunoplatte 2 Stunden lang bei Raumtemperatur (20-23 °C)
inkubieren.

15. Die SA-HRP-Ampulle 5 Sekunden lang zentrifugieren (3.000-5.000
rpm). 12 ul SA-HRP in 12 ml 1x-Assay-Puffer pipettieren und die
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Losung griindlich im Vortex mischen.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Die APS von der Immunoplatte nehmen und den Inhalt der Wells
entsorgen. Jeden Well mit 350 pl 1x-Assay-Puffer waschen, den Puffer
entsorgen, die Immunoplatte umdrehen und mit Loschpapier trocknen.
3-mal wiederholen.

100 pl SA-HRP-Losung in jeden Well geben.

Die Immunoplatte erneut mit einer Plattenversiegelungsfolie versiegeln.
1 Stunde lang bei Raumtemperatur (20-23 °C) inkubieren.

Die APS von der Immunoplatte nehmen und den Inhalt der Wells
entsorgen. Jeden Well mit 350 pl 1x-Assay-Puffer waschen, den Puffer
entsorgen, die Immunoplatte umdrehen und mit Loschpapier trocknen.
3-mal wiederholen.

100 pl der TMB-Substratlosung in jeden Well geben.

Die Immunoplatte erneut mit einer Plattenversiegelungsfolie versiegeln.
1 Stunde lang bei Raumtemperatur (20-23 °C) inkubieren.

Die APS von der Immunoplatte nehmen. NICHT die Immunoplatte
waschen oder den Inhalt der Wells entsorgen.

100 pl 2N HCL in jedes Well geben, um die Reaktion zu stoppen. Die
Farbe in den Wells sollte sich von blau in gelb umwandeln. Die Platte
leicht antippen, um fiir eine griindliche Mischung zu sorgen.

Die Immunoplatte auf einen Mikrotiterplatten-Reader geben und die
Extinktion (OD) bei 450 nm messen.
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. Reagenzien mit verschiedenen Chargennummern sollten nie vermischt
werden.

Es konnen Plasma, Serum, Kulturmedien, Gewebehomogenate, CSF,
Urin oder jede andere biologische Fliissigkeit getestet werden, solange
die Proben angemessen vorbereitet werden und der Peptidgehalt darin
hoch genug ist fiir die Empfindlichkeit des jeweiligen Sets.

Hohe Anteile stérender Proteine kdnnen Variationen im Probenergebnis
verursachen. Deshalb ist es unerldsslich, das richtige Verfahren zur
Probenvorbereitung zu wihlen, um optimale Ergebnisse zu erzielen.
Spezifische Methoden finden Sie in der Literatur.

Vermeiden Sie bei der Handhabung der Platte das Beriihren des
Bodens. Jeder Fingerabdruck oder Fleck kann die OD-Ablesung
beeintrichtigen.

Manuelles Waschen kann zu hohen Abweichungen im Koeffizienten der
Duplikate fithren. Um diesen Faktor zu verringern, sollten Fliissigkeiten
aus der Platte entfernt werden, indem diese umgedreht und vorsichtig
auf saugfahigem Material ausgeklopft wird.

Jedes Mal, wenn eine neue Spitze verwendet wird, muss iiberpriift
werden, ob diese sicher sitzt und keine Luftblasen enthélt. Fiir eine
bessere Intraassay-Variation wird ein Reagens oder eine Probe einige
Male aspiriert und zuriick in den Behélter gegeben, um die Pipettenspitze
anzufeuchten, bevor sie befiillt wird.

Ein Eintauchen der gesamten Pipettenspitze in die Reagenzien und
Proben ist zu vermeiden. Tropfchen kénnen sich am Ende der Spitze
sammeln, was zu einer tibermafligen Befiillung des Wells fiihren und
das Assayergebnis beeintréchtigen kann.

Wird dieses Verfahren auflerhalb des empfohlenen Raumtemper-
aturbereichs (20-23 °C) durchgefiihrt, kann dies die Assayergebnisse
beeintrichtigen.

Modifikationen am vorhandenen Protokoll (d.h. an den Standard-
verdiinnungen, der Pipettiertechnik, der Waschtechnik, der
Inkubationszeit oder -temperatur, den Lagerbedingungen und dem
Verfallsdatum) konnen die Empfindlichkeit, Genauigkeit und die
Ergebnisse des Assays beeintrachtigen.
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Auf die X-Achse (logarithmische Skala) die Konzentration von
Standard #5 bis #1 auftragen (0,01 bis 100 ng/ml).

Auf die Y-Achse (lineare Skala) die Extinktion (O.D.) bei 450 nm
auftragen.

Den Durchschnitt aus allen Duplikatablesungen (Standard,
Positivkontrolle, Proben) ermitteln und die durchschnittliche OD-
Ablesung der Leerwerte (Blanks) abziehen.

Die OD fiir jede Standard-Peptidkonzentration direkt {iiber der

zugehorigen X-Achsen-Koordinate eintragen.

Die passendste Kurve durch diese Datenpunkte ziehen. Es sollte sich ein
umgekehrtes Verhdltnis zwischen Peptidkonzentration und Extinktion
ergeben. Wenn die Standard-Peptidkonzentration steigt, vermindert
sich die Gelbfarbung und damit auch die Extinktion (OD).

Zur Bestimmung der Peptidkonzentration in unbekannten Proben wird
zundchst die Extinktion (OD) an der Y-Achse lokalisiert. Dann wird
eine horizontale Linie durch den Graphen von der Extinktion bis zur
Schnittstelle mit der Standardkurve gezogen. Die X-Achsen-Koordinate
an diesem Schnittpunkt entspricht der Peptidkonzentration (ng/ml) in
der Assayprobe.

Siehe Datenblatt zur Qualitdtskontrolle fiir akzeptable Werte der
Positivkontrollen. Liegen die Werte der Positivkontrollen nicht innerhalb
des im Datenblatt zur Qualitdtskontrolle angegebenen Bereichs, so ist
das Assay ungiiltig.
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EMPFOHLENE METHODE ZUR PEPTIDEXTRAKTION
<

Hinweis:  Fiir die meisten Proben wird eine Peptidextraktion empfohlen.
Dies hilft bei der Eliminierung von stdrenden Molekiilen in
biologischen Fliissigkeiten und ermdglicht eine Verdiinnung
oder Konzentration der Probe.

Blutentnahme und Plasmagewinnung allgemein:

1. Blutproben werden in Lavendar Vacutainer Blutentnahmeréhrchen
(Katalog-Nr. VT-6450) gesammelt, die EDTA enthalten und bis zu 7 ml
Blut aufnehmen kénnen.

2. Die Lavendar Vacutainer Rohrchen nach der Blutentnahme mehrmals
leicht schiitteln, um eine Koagulation zu vermeiden.

3. Dann wird das Blut in Zentrifugenrdhrchen mit Aprotinin gegeben
(Katalog-Nr. RK-APRO) und noch einmal mehrmals leicht geschiittelt,
um die Aktivitét von Proteasen zu hemmen.

Hinweis: 0,6 TIU oder 100 pul Aprotinin pro 1 ml Blut werden empfohlen.
Sind die Lavendar Vacutainer Rohrchen zentrifugentauglich,
kann das Aprotinin auch direkt hineingegeben werden.

4. Das Blut bei 1.600 x g 15 Minuten lang bei 4 °C zentrifugieren und das
Plasma sammeln.

Hinweis: Plasma kann bei -70 °C aufbewahrt werden und bleibt bis zu
einem Monat stabil.

5. Zur Peptidextraktion aus der Probe wird das Plasma mit der gleichen
Menge Puffer A (Katalog-Nr. RK-BA-1) angesduert. Mischen und bei
6.000 bis 17.000 x g 20 Minuten lang bei 4 °C zentrifugieren. Das Ganze
kommt in die C-18 SEP-SAULE.

Hinweis: Mindestens 1 ml Plasma wird zur Peptidextraktion empfohlen.
Es kann méglich sein, die Extraktion mit geringerem Volumen
durchzufiihren, solange das Volumen des Rekonstitutions-
und Elutions- Puffers entsprechend angepasst wird.

Extraktion von Peptiden aus der Probe:
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Gewebe 20 Minuten lang bei 100 °C in 75%-iger HoAc (Essigsdure)
kochen.

Gewebe im Lysepuffer, normalerweise mit niedrigem pH-Wert,
homogenisieren.

Das Gewebehomogenat bei 12.000 rpm 20 bis 30 Minuten lang bei 4 °C
zentrifugieren.

Zur Peptidextraktion aus der Probe wird 1 ml Uberstand genommen
und mit 1 ml Puffer A (Katalog-Nr. RK-BA-1) kombiniert und damit
die Probe angesduert. Bei 6.000 bis 17.000 x g 20 Minuten lang
zentrifugieren und Uberstand einsammeln. Das Ganze kommt in die
C-18 SEP-SAULE. Durch Zentrifugation auf Eis werden Peptidasen
gehemmt.

Eine SEP-SAULE mit 200 mg C18 (Katalog-Nr. RK-SEPCOL-1)
dquilibrieren. Einmal mit 1 ml Puffer B waschen (Katalog-Nr. RK-
BB-1) und danach dreimal (3) mit 3 ml Puffer A.

Die angeséuerte Probenldsung (Plasma, Serum, Gewebe etc.) kommt in
die voriquilibrierte C-18 SEP-SAULE.

Die Sdule zweimal langsam mit 3 ml Puffer A waschen und die
Waschfliissigkeit entsorgen.

Das Peptid einmal langsam mit 3 ml Puffer B eluieren und das
Elutionsmittel in einem Polystyrolrdhrchen sammeln.

Elutionsmittel in einem Zentrifugenkonzentrator oder durch eine
geeignete Ersatzmethode bis zur Trockenheit verdampfen lassen.
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Hinweis: Eine Kombination aus Zentrifugenkonzentrator (d.h.
Speedvac) und Lyophilisator (Gefriertrockner) bringt I
die besten FErgebnisse. Zuerst wird die Probe im
Zentrifugenkonzentrator ca. 15 Minuten lang getrocknet
und die organische Schicht entfernt. Der Rest der Probe
wird schockgefroren und iiber Nacht mit dem Lyophilisator
gefriergetrocknet. Ist der Zentrifugenkonzentrator keine
akzeptable Losung, reicht die Gefriertrocknung tiber Nacht
im Lyophilisator aus.

6. Das getrocknete Extrakt wird auf -20 °C gehalten und das Assay so
bald wie moglich durchgefiihrt. Mit dem 1x-Assay-Puffer wird das
getrocknete Extrakt auf die gewiinschte Konzentration rekonstituiert.
Fallt der Peptidwert nicht in den nachweisbaren Bereich, wird die Probe
entsprechend verdiinnt oder konzentriert.

Hinweis: Wurde beispielsweise 1 ml Plasma extrahiert, getrocknet und
dann in 250 pl 1x-Assay-Puffer rekonstituiert, dann wurde
die Originalprobe dadurch einer 4-fachen Konzentration
unterzogen.

QUELLEN

.
1. Porstmann, T. and Kiessig, S.T., Enzyme Immunoassay Techniques, An
Overview, Journal of Immunological Methods, 150: 5-21 (1992).

2. Avrameas, S., Amplification Systems in Immunoenzymatic Techniques,
Journal of Immunological Methods, 150: 23-32 (1992).

3. Hotbauer KH, Jensen BL, Kurtz A, Sandner P. Tissue hypoxygenation
activates the adrenomedullin system in vivo. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol. 2000 Feb;278(2):R513-9.
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