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1. EIA assay buffer concentrate (50ml/, 20x)............ Catalog no. EK-BUF
2. Pre-coated EIA plate (96 wells, 1 plate)......... Catalog no. EK-PLATE
3. Acetate plate sealer (APS) (3 pieces).......ccccou..... Catalog no. EK-APS
4. Primary antibody (rabbit anti-peptide IgG)

(1 vial, lyophilized)
5. Standard peptide (1 vial, lyophilized)
6. Biotinylated peptide (1 vial, lyophilized)
7. Streptavidin-horseradish peroxidase

(SA-HRP) (B0l).eeveeeeeeeeeiiiieene Catalog no. EK-SA-HRP

8. Positive control (2 vials, lyophilized)
9. Substrate solution (TMB) (12ml, ready to use)...... Catalog no. EK-SS
10. 2N HCL (I5ml, ready t0 use) .......ccoeouveeueuene. Catalog no. EK-HCL
11. General protocol (1 booklet)
1. Microtiter plate reader (450nm) (required)
2. Micropipette with disposable pipette tips (required)
3. Absorbent material for blotting (required)
4. Vortex (required)
5.  Curve-fitting software capable of

4 parameter logistics (recommended)
6. Orbital plate shaker (300-400rpm) (recommended)
7.  Microtiter plate washer (recommended)
8. Multi-channel pipette (50-100pl) (recommended)
9. Solution reservoir (recommended)
10. Centrifuge (optional)
11. EDTA Lavender Vacutainer blood

collection tubes (optional) .......c..ccevveeeveeereeeeneeenne.. Catalog no. VT-6450
12. Aprotinin (30 TIU) (optional) ......ccceerreurrueneenene Catalog no. RK-APRO
13. C18 SEP-COLUMN (optional).........c....... Catalog no. RK-SEPCOL-1
14. Buffer A (optional) .......cceeveveriererierereeieieieens Catalog no. RK-BA-1
15. Buffer B (optional) .......cceeveierienieriereneeieieieens Catalog no. RK-BB-1
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Store the kit at 4°C upon receipt. Do not freeze. Unopened test kits
will remain stable until the expiration date, provided it is stored as
previously described.

It is highly recommended that all solutions be used as soon as possible
after reconstitution. Rehydrated solutions of the standard, biotinylated
peptide, or primary antibody should be used within 5 days (4°C).
Standard dilutions must be prepared immediately prior to performing
the assay.

Any unused strips/columns may be removed from the pre-coated
immunoplate. Please place strips back in the original zip-lock foil
pouch with a dessicant, reseal, and store at 4°C. Do not allow moisture
to accumulate on the wells.

If necessary, store the 1x assay buffer, any reconstituted solutions of
standard peptide, biotinylated peptide, antibody and SA-HRP at 4°C.

The kit contains 2N HCL and a preservative which may be an irritant.
Wear gloves while working with or handling these reagents.

To minimize the risk of microbial contamination, safety goggles and/or
gloves should be worn at all times.

Dispose of reagents according to local requirements.
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This kit is designed to measure the concentration of a specific peptide and
its related peptides based on the principle of a “competitive” enzyme im-
munoassay. The kit is used as an aid in the detection of various antigens in
human samples.

The immunoplate in this kit is pre-coated with a secondary antibody, whose
nonspecific binding sites are blocked. The secondary antibody can bind to
the Fc fragment of the primary antibody. This primary antibody’s Fab frag-
ment will then be competitively bound by both the biotinylated peptide and
the targeted peptide in either the standard peptide solution or the unknown
sample. The biotinylated peptide interacts with streptavidin-horseradish
peroxidase (SA-HRP) which catalyzes the substrate solution. Addition of
the stop solution should change the color in each well from blue to yellow.
The intensity of the resulting yellow color is directly proportional to the
amount of biotinylated peptide-SA-HRP complex, but inversely propor-
tional to the amount of the targeted peptide (in either the standard peptide
solution or the unknown sample). This is due to competition between the bi-
otinylated peptide and the target peptide for binding with the primary anti-
body. A standard curve can be established by plotting the measured O.D. as
a function of the various known standard peptide concentrations. Unknown
peptide concentration in samples can then be determined via extrapolation
based on this standard curve.

Peptide

(in standard

solutions
Secondary i or samples)
Antibody ::?;:;y < SA-HRP — Substrate —— Color
Coated Plate Biotinylated

Peptide

Figure 1. Diagram of the molecular interactions used in this kit
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SUMMARY OF ASSAY PROTOCOL

Add 50pl/well of standard, sample, or positive control, 25ul
primary antibody, and 25l biotinylated peptide
except the Blank wells

Incubate at room temperature (20-23°C) for 2 hours
v
Wash immunoplate 4 times with 350ul/well of 1x assay buffer
v
Add 100ul/well of SA-HRP solution
v

Incubate at room temperature (20-23°C) for 1 hour
v
Wash immunoplate 4 times with 350ul/well of 1x assay buffer
v
Add 100ul/well of TMB substrate solution

v
Incubate at room temperature (20-23°C) for 1 hour
v
Terminate reaction with 100ul/well of 2N HCL
v

Read absorbance O.D. at 450nm and calculate results
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. Dilute the 20x EIA assay buffer concentrate with 950ml of distilled
water. Mix thoroughly before use. This will be the 1x assay buffer
solution used to dilute or reconstitute all other samples and reagents
during the assay.

. Reconstitute the standard peptide in 1ml of the 1x assay buffer and
vortex thoroughly. Allow the solution to sit at least 10 minutes at room
temperature (20-23°C) to completely dissolve in solution. This will be
the standard stock solution. Vortex immediately before use.

. Reconstitute the primary antibody in Sml of 1x assay buffer and vortex
thoroughly. Allow the solution to sit for at least 5 minutes at room
temperature to completely dissolve. Vortex again before use.

. Reconstitute the biotinylated peptide in 5Sml of 1x assay buffer and
vortex thoroughly. Allow the solution to sit for at least 5 minutes at
room temperature to completely dissolve. Vortex again before use.

. Reconstitute the positive control in 200l of 1x assay buffer and vortex
thoroughly. Allow the solution to sit for at least 5 minutes at room
temperature to completely dissolve. Vortex again before use.
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Prepare peptide standard solutions as follows:

Standard 1x Assay Buffer Standard Concentration
ID / Number Volume Peptide Volume
Stock 1000ul (powder) 1000ng/ml
#2 900ul 100ul of stock 100ng/ml
#3 900ul 100ul of #2 10ng/ml
#4 900l 100pl of #3 1ng/ml
#5 900l 100pl of #4 0.1ng/ml
Figure 2. Table of the standard dilutions
Blank
Total binding @ @
0.1ngiml ) ® 900 900 900 1000
1 ng/ml ®@ ul ul ul ul
10 ng/ml @
100 ng/ml D @ o U U U
stoek € ) stock 2 3 4 5

Positive Control

®©O

Figure 3. Immunoplate loading map
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6. Prepare the standard dilutions from the rehydrated standard peptide as
shown in Figure 2 and Figure 4 on the previous page. Vortex each tube
thoroughly after each serial dilution.

7. Leave wells Al and A2 on the immunoplate empty as blanks.

8. Add 50ul of 1x assay buffer into wells B1 and B2. These will represent
the total binding.

9. Add 50pl of the least concentrated peptide standard solution (#5) to
wells C1 and C2. Next, add peptide standard #4 into wells D1 and D2,
and so forth, continuing in the opposite order of the standard dilution.

10. Add 50ul of rehydrated positive control into wells HI and H2.

11. Add 50ul of any unknown/prepared samples into their designated wells,
again in duplicate.

12. Add 25ul of rehydrated primary antibody into each well except the
blank wells (A1 and A2).

13. Add 25pl of rehydrated biotinylated peptide into each well except the
blank wells (A1 and A2).

14. Seal the immunoplate with an acetate plate sealer (APS). Incubate the
immunoplate for 2 hours at room temperature (20-23°C).

15. Centrifuge the SA-HRP vial (3,000-5,000 rpm) for 5 seconds. Pipette
12ul of SA-HRP into 12ml of 1x assay buffer and vortex the solution
thoroughly.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Remove the APS from the immunoplate and discard the contents of the
wells. Wash each well with 350pl of 1x assay buffer, discard the buffer,
invert the immunoplate, and blot the plate dry. Repeat 4 times.

Add 100ul of SA-HRP solution into each well.

Reseal the immunoplate with an APS. Incubate for 1 hour at room
temperature (20-23°C).

Remove the APS from the immunoplate and discard the contents of the
wells. Wash each well with 350pul of 1x assay buffer, discard the buffer,
invert the immunoplate, and blot the plate dry. Repeat 4 times.

Add 100ul of the TMB substrate solution into each well.

Reseal the immunoplate with an APS. Incubate for 1 hour at room
temperature (20-23°C).

Remove the APS from the immunoplate. Do NOT wash the immunoplate
or discard the contents of the wells.

Add 100ul of 2N HCL into each well to stop the reaction. The color
in the wells should change from blue to yellow. Gently tap the plate to
ensure thorough mixing.

Load the immunoplate onto a microtiter plate reader and measure
absorbance O.D. at 450nm.
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Reagents of different lot numbers should never be mixed.

Plasma, serum, culture media, tissue homogenate, CSF, urine, or
any biological fluid can be assayed as long as samples are prepared
appropriately, and the level of peptide in the sample is high enough for
the sensitivity of the specific kit.

High levels of interfering proteins may cause variations within sample
results. Therefore, it is imperative to select the appropriate sample
preparation procedure to obtain optimal results. Please consult literature
for specific methodology.

When handling the plate, avoid touching the bottom. Any fingerprints
or blots may affect the O.D. readings.

Manual washing may cause high duplicate coefficient variations. To
reduce this factor, liquid from the plate should be removed by inverting
and blotting the plate on an absorbent material.

Each time a new tip is used, make sure the tip is secure and free of air
bubbles. For better intra-assay variation, aspirate and expel a reagent or
sample back into its container a few times to wet the pipette walls prior
to loading the pipette.

Avoid submerging the whole pipette tip into reagents and samples.
Droplets can accumulate at the end of the tip, causing an excess of
solution to be loaded into the well and affecting assay results.

Performing this procedure outside of the recommended room
temperature (20-23°C) may affect assay results.

Any modifications to the existing protocol (i.e. standard dilutions,
pipetting technique, washing technique, incubation time or temperature,
storage conditions, and kit expiration) may affect the sensitivity,
specificty and results of the assay.
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Label the X-axis (log scale) with the concentration of standards #5
through stock (0.1 to 1000 ng/ml).

Label the Y-axis (linear scale) as absorbance (O.D.) at 450nm.

Average all duplicate readings (standards, positive control, samples)
and substract the average blank O.D. reading.

Plot the O.D. for each standard peptide concentration directly above its
X-axis coordinate.

Draw the best fit curve through these data points. It should show an
inverse relationship between peptide concentration and absorbance. As
the standard peptide concentration increases, the yellow color decreases,

thereby reducing absorbance (O.D.).

To determine the peptide concentration in any unknown samples, first
locate its absorbance (O.D.) on the Y-axis. Draw a horizontal line across
the graph from that absorbance to the intersection with the standard
curve. The X-axis coordinate at this intersection point will correspond
to the peptide concentration (ng/ml) in the assayed sample.

Refer to the QC Data Sheet for acceptable values of the positive controls.
If positive control values are not within the specified range as stated on
QC Data Sheet, then the assay is invalid.
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SUGGESTED METHOD FOR PEPTIDE EXTRACTION

Note: For most samples, peptide extraction is recommended. This will
help eliminate interfering molecules found in biological fluids, and
allow for sample dilution or concentration.

General Blood Withdrawal and Plasma Collection:
1. Collect blood samples into Lavendar Vacutainer tubes (Catalog no.
VT-6450), which contain EDTA and can hold up to 7ml of blood.

2. Gently rock the Lavendar Vacutainer tubes several times immediately
after collection of blood to avoid coagulation.

3. Transfer the blood to centrifuge tubes containing Aprotinin (Catalog no.
RK-APRO), and gently rock several more times to inhibit the activity of
proteases.

Note: 0.6 TIU, or 100ul, of Aprotinin per Iml of blood collected is
recommended. If the Lavendar Vacutainer tubes are centrifuge-
safe, the Aprotinin may be added directly to them.

4. Centrifuge the blood at 1,600 x g for 15 minutes at 4°C and collect the
plasma.

Note: Plasma can be kept at -70°C and will remain stable for up to one
month.

5. For peptide extraction from sample, acidify the plasma with an equal
amount of Buffer A (Catalog no. RK-BA-1). Mix and centrifuge at
6,000 to 17,000 x g for 20 minutes at 4°C. This will be loaded onto the
C-18 SEP-COLUMN.

Note: At least 1ml of plasma is recommended for peptide extraction.
It may be possible to perform the extraction using smaller
volumes as long as volumes of reconstituting and eluting buffer
are adjusted accordingly.
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Boil tissue in 75% HoAc (Acetic Acid) for 20 minutes at 100°C.
Homogenize tissue in lysis buffer, usually with a low pH.

Centrifuge the tissue homogenate at 12,000rpm for 20 to 30 minutes at
4°C.

For peptide extraction from sample, take 1ml of supernatant and
combine with 1ml of Buffer A (Catalog no. RK-BA-1) to acidify
sample. Centrifuge at 6,000 to 17,000 x g for 20 minutes and collect
the supernatant. This will be loaded onto the C-18 SEP-COLUMN.
Performing the centrifugation on ice helps to inhibit peptidases.

Equilibrate a SEP-COLUMN containing 200mg of C18 (Catalog no.
RK-SEPCOL-1). Wash with 1ml of Buffer B (Catalog no. RK-BB-1)
once, followed by 3ml of Buffer A three (3) times.

Load the acidified sample (plasma, serum, tissue, etc.) solution onto the
pre-equilibrated C-18 SEP-COLUMN.

Slowly wash the column with 3ml of Buffer A twice and discard the
wash.

Elute the peptide slowly with 3ml of Buffer B once and collect the
eluant into a polystyrene tube.
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5.

6.

Evaporate eluant to dryness in a centrifugal concentrator or by a suitable
substitute method.

Note: A combination of a centrifugal concentrator (i.e. Speedvac) and
a lyophilizer (freeze-dryer) produces the best results. First, use
a centrifugal concentrator to dry the sample for approximately
15 minutes, removing the organic layer. Snap-freeze the
remaining sample and freeze-dry overnight using a lyophilizer.
If a centrifugal concentrator is not accessible, freeze-drying
overnight using a lyophilizer will be sufficient.

Keep the dried extract at -20°C and perform the assay as soon as

possible. Use the 1x assay buffer to reconstitute the dried extract to the

desired concentration. If the peptide value does not fall within the range

of detection, dilute or concentrate the sample accordingly.

Note: For example, if 1ml of plasma was extracted, dried, and then
reconstituted in 250pul of 1x assay buffer, then the original
sample would have now have undergone a 4x concentration.
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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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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
#2 900l 100pl Stammldsung 100ng/ml
#3 900l 100ul of #2 10ng/ml
#4 900ul 100ul of #3 Ing/ml
#5 900pl 100ul of #4 0.1ng/ml
Abbildung 2. Tabelle zu den Standardverdiinnungen
Leerwert (Blank)
Totale bindung @ @
0.1ngml (5 900 900 900 1000
1ngml (@) (@) pl pl ul pl
10 ng/ml @ @
100 ngiml @ @ o U U YU
Stamm Samm 2 3 4 5

Positivkontrolle

Abbildung 3. Diagramm zur Befiillung

der Immunoplatte

Abbildung 4. Optische Darstellung der Standard-

verdiinnungen
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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.
4-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.
4-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 (0,1 bis 1000 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 Blutentnahmerdéhrchen
(Katalog-Nr. VT-6450) gesammelt, die EDTA enthalten und bis zu 7 ml
Blut aufnehmen kénnen.

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

Dann wird das Blut in Zentrifugenrhrchen 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.

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.

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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10.
11.

A ol ol o

12.
13.
14.
15.

Tampon concentré pour essais EIA (50ml, 20x) ............. réf. catalogue:
EK-BUF

Plaque IE pré-enduite (96 cupules, 1 plaque)................. réf. catalogue:
EK-PLATE

Scellant pour plaques en acétate (APS) (3 pieces)........... réf. catalogue:
EK-APS

Anticorps primaire (IgG anti-peptide de lapin)

(1 flacon, sous forme lyophilisée)

Peptide standard (1 flacon, sous forme lyophilisée)

Peptide biotinylé (I flacon, sous forme lyophilisée)

Streptavidine-peroxydase de raifort

(SA-HRP) (B0ul)...oeeeeeeeieeieiiiinee réf. catalogue: EK-SA-HRP

Témoin positif (2 flacons, sous forme lyophilisée)

Solution de substrat (TMB) (12ml, prét a I'emploi)....... réf. catalogue:
EK-SS

2N HCL (I15ml, prét a I'emploi)..................... réf. catalogue: EK-HCL

Protocole général (1 livret)

Lecteur de plaques de microtitrage (450nm) (indispensable)
Micropipette avec embouts de pipette jetables (indispensable)
Matériau absorbant pour le séchage (indispensable)

Vortex (indispensable)

Logiciel a ajustement de courbe capable de logistiques de 4
parameétres (recommandé)

Agitateur orbital de plaques (300-400tr/min) (recommandé)
Nettoyeur pour les plaques de microtitrage (recommandé)
Pipettes multi-canaux (50-100pl) (recommandé)

Réservoir de solution (recommandé)

Centrifugeuse (en option)

. Tube a prélévement de sang vacutainer de couleur bleu lavande EDTA

(€N OPHON) 11t evveevreerreetreereeereeereeeseeereeseenseeseeensennes réf. catalogue: VT-6450

Aprotinine (30 TIU) (en option) réf. catalogue: RK-APRO

COLONNE DE SEP A C18 (en option) réf. catalogue: RK-SEPCOL-1

Tampon A (en option) «..eeveeveerveeververveneereeens réf. catalogue: RK-BA-1

Tampon B (en option) .......eeeveeveeeereerieneeniens réf. catalogue: RK-BB-1
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Dés réception, stocker le kit a 4°C. Ne pas congeler. Les kits de test non
ouverts resteront stables jusqu’a la date d’expiration, a condition qu’ils
aient été stockés comme décrit précédemment.

L’utilisation de toutes les solutions dans les meilleurs délais apres
la reconstitution est vivement conseillée. Les solutions réhydratées
du peptide biotinylé standard ou les anticorps primaires doivent étre
utilisés dans les 5 jours (4°C). Les dilutions standards doivent étre
préparées immédiatement avant de procéder a 1’essai.

Toutes les bandes/colonnes non utilisées peuvent étre retirées de la
plaque de microtitrage pré-enduite. Veuillez replacer les bandes dans
le sachet métallique original a fermeture éclair avec un dessicant
et le conserver a une température de 4°C. Ne laissez pas ’humidité
s’accumuler dans les cupules.

Sinécessaire, stockez le tampon d’essai (1x), les solutions reconstituées
du peptide biotinylé standard, les anticorps et la solution SA-HRP a
4°C.

Le kit contient du 2N HCL et un agent conservateur qui peut provoquer
des irritations. Portez des gants au travail et lors de la manipulation de
ces réactifs.

Afin de minimiser le risque de contamination microbienne, des lunettes
de sécurité et/ou des gants doivent étre portés en permanence.

Eliminez les réactifs conformément aux prescriptions locales.
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Ce kit est congu pour mesurer la concentration d’un peptide spécifique et
de ses peptides connexes, fondée sur le principe d’un essai immunoenzy-
matique par «compétitiony». Ce kit est utilisé pour soutenir la détection de
divers antigénes dans les échantillons humains.

La plaque de microtitrage contenue dans ce kit est pré-enduite d’un an-
ticorps secondaire, dont les sites non-spécifiques de liaison sont bloqués.
L’anticorps secondaire peut se lier au fragment Fc de 1’anticorps primaire.
Le fragment Fab de cet anticorps primaire sera alors li¢ par compétition
par a la fois le peptide biotinyl¢ et le peptide ciblé soit dans la solution de
peptide standard soit dans un échantillon inconnu. Le peptide biotinyl¢é in-
teragit avec la streptavidine-peroxydase de raifort (SA-HRP) qui catalyse la
solution de substrat. L’ajout de la solution d’arrét provoque un changement
de couleur dans chaque cupule, passant du bleu au jaune. L’intensité de la
couleur jaune est directement proportionnelle a la quantit¢ du complexe
peptide biotinylé-SA-HRP, mais inversement proportionnelle a la quantité
du peptide ciblé (que ce soit dans la solution peptidique standard ou dans
I’échantillon inconnu). Ce phénomene est dii a la compétition entre le pep-
tide biotinyl¢ et le peptide ciblé pour arriver a la liaison avec 1’anticorps
primaire. Une courbe standard peut étre établie en retracant I’0O.D. mesurée
en fonction des diverses concentrations peptidiques standards connues. La
concentration peptidique inconnue peut alors étre déterminée par extrapola-
tion en se basant sur cette courbe standard.

Peptide
(dans des solutions
standards ou des

Plaque pré-enduite échantillons)
Rl . Anticorps —
d'un anticorps — ~ - SA-HRP — Substrat — Couleur
rimaire i
secondaire 7 Peptide
biotinylé

Hlustration 1. Diagramme des interactions moléculaires utilisées dans ce kit
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RESUME DU PROTOCOLE D’ESSAI

Ajoutez 50ul/cupule de solution standard, échantillon, ou témoin
positif, 25ul de I’anticorps primaire, et 25ul du peptide biotinylé
sauf les cupules de contrdle a blanc

Laissez incuber a température ambiante (20-23°C) pendant 2 heures
v
Rincez la plaque de microtitrage 4 fois avec
350ul/cupule de tampon d'essai (1x)
v
Ajoutez 100ul/cupule de solution SA-HRP
v

Laissez incuber a température ambiante (20-23°C) pendant 1 heure
v
Rincez la plaque de microtitrage 4 fois avec
350ul/cupule de tampon d'essai (1x)
v
Ajoutez 100ul/cupule de solution de substrat TMB

v
Laissez incuber a température ambiante (20-23°C) pendant 1 heure
v
Terminez la réaction avec 100ul/cupule de 2N HCL
v

Surveillez I'absorption O.D. a 450nm et calculez les résultats

wn

Version 1.0 2013-05-09 (FRANCAIS)




Diluez le concentré de tampon d’essai  EIA (20x) avec 950 ml d’eau
distillée. M¢élangez soigneusement avant utilisation. Le mélange
constituera la solution de tampon d’essai (1x) a utiliser pour diluer ou
reconstituer tous les autres échantillons et réactifs pendant 1’essai.

Reconstituez le peptide standard dans 1ml du tampon d’essai (1x) et
mélangez soigneusement avec le vortex. Laissez reposer la solution
pendant au moins 10 minutes a température ambiante (20-23°C) pour
une dissolution compléte. C’est la solution étalon standard. Passez-la au
vortex juste avant de 1’utiliser.

Reconstituez I’anticorps primaire dans Sml du tampon d’essai (1x) et
mélangez soigneusement avec le vortex. Laissez reposer la solution
pendant au moins 5 minutes a température ambiante pour une dissolution
compléte. Passez-la de nouveau au vortex avant utilisation.

Reconstituez le peptide biotinylé dans Sml du tampon d’essai (1x) et
mélangez soigneusement avec le vortex. Laissez reposer la solution
pendant au moins 5 minutes a température ambiante pour une dissolution
compléte. Passez-la de nouveau au vortex avant utilisation.

Reconstituez le témoin positif dans 200ul du tampon d’essai (1x) et
mélangez soigneusement avec le vortex. Laissez reposer la solution
pendant au moins 5 minutes a température ambiante pour une dissolution
compléte. Passez-la de nouveau au vortex avant utilisation.
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Préparez la solution peptidique standard comme suit:

Standard Volume tampon Volume Concentration
ID / Numéro d’essai (1x) peptidique standard
Etalon 1000ul (poudre) 1000ng/ml
#2 900ul 100ul de solution 100ng/ml
#3 900pl 100ul of #2 10ng/ml
#4 900ul 100ul of #3 Ing/ml
#5 900l 100pl of #4 0.1ng/ml
Illustration 2. Tableau des dilutions standards
Blanc
Liaison totale @ @
0.1ngmt 900 900 900 | |1000
1ngml (1) (@) ul ul ul ul
10 ng/ml @ @

100 ng/ml
Etalon

Témoin positif

010
OO
©©O

Illustration 3. Carte de chargement de

la plaque de microtitrage

Etalon

N\
2 3
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10.

1

ek

12.

13.

14.

15.

. Préparez les dilutions standards a partir du peptide standard réhydraté

selon les illustrations 2 et 4 de la page précédente. Mélangez chaque
tube soigneusement au vortex apres chaque dilution sérielle.

. Sur la plaque de microtitrage, laissez les cupules Al et A2 vides. Elles

serviront de cupules de contrdle a blanc.

. Versez 50 ul de tampon d’essai (1x) dans les cupules B1 et B2. Celles-ci

représenteront la liaison globale.

. Versez 50 ul de la solution peptidique la moins concentrée (# 5) aux

cupules C1 et C2. Ensuite, ajoutez le peptide standard #4 dans les
cupules DI et D2, et ainsi de suite, en continuant dans I’ordre inverse
de la dilution standard.

Versez 50 pl du témoin positif réhydraté dans les cupules H1 et H2.

. Versez 50 pl de n’importe quel échantillon inconnu/préparé dans les

cupules correspondantes, de nouveau en double.

Versez 25 ul d’anticorps primaire ré¢hydraté dans chaque cupule, sauf
dans les cupules de contréle a blanc (A1l et A2).

Versez 25 pul du peptide biotinylé réhydraté dans chaque cupule, sauf
dans les cupules de contréle a blanc (A1l et A2).

Scellez la plaque de microtitrage avec le scellant d’acétate (APS).
Laissez incuber les plaques de microtitrage pendant 2 heures a
température ambiante (20-23°C).

Centrifugez le flacon avec la solution SA-HRP (3 000 a 5000 tr/min)
pendant 5 secondes. Versez 12l de la solution SA-HRP dans 12ml de
tampon d’essai (1x) a 1’aide de la pipette et mélangez soigneusement la
solution au vortex.
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16. Retirez le scellant APS de la plaque de microtitrage et jetez le contenu
des cupules. Rincez chaque cupule avec 350 pl de tampon d’essai (1x),
jetez le tampon, inversez la plaque de microtitrage et faites-la sécher en
tamponnant. Répétez I’opération 4 fois.

17. Versez 100 pl de la solution SA-HRP dans chaque cupule.

18. Scellez de nouveau la plaque de microtitrage avec le scellant APS.
Laissez incuber pendant 1 heure a température ambiante (20-23°C).

19. Retirez le scellant I’ APS de la plaque de microtitrage et jetez le contenu
des cupules. Rincez chaque cupule avec 350 pl de tampon d’essai (1x),
jetez le tampon, inversez la plaque de microtitrage et faites-la sécher en
tamponnant. Répétez I’opération 4 fois.

20. Versez 100 pl de la solution de substrat TMB dans chaque cupule.

21. Scellez de nouveau la plaque de microtitrage avec le scellant APS.
Laissez incuber pendant 1 heure a température ambiante (20-23°C).

22. Retirez le scellant APS de la plaque de microtitrage. Ne PAS rincer la
plaque de microtitrage ni jeter le contenu des cupules.

23. Versez 100 pl de 2N HCL dans chaque cupule pour couper la réaction.
La couleur dans les cupules doit passer du bleu au jaune. Tapotez la
plaque en douceur pour assurer un bon mélange.

24. Introduisez la plaque de microtitrage dans un lecteur de plaques de
microtitrage et mesurez la capacité d’absorption O.D. a 450 nm.

Version 1.0 2013-05-09 (FRANCAIS)



1.

2.

Les réactifs provenant de lots avec des numéros différents ne doivent
jamais étre mélangés.

Les substances telles le plasma, le sérum, les milieux de culture,
I’homogénat de tissus, le liquide cérébrospinal (CSK), 'urine ou
tout fluide biologique peuvent faire I’objet d’un essai tant que les
échantillons soient préparés de maniére appropriée que et le niveau
peptidique de 1’échantillon soit suffisamment ¢levé pour la sensibilité
de ce kit spécifique.

Des taux importants de protéines interférentes peuvent entrainer
des variations en ce qui concerne les résultats de 1’échantillon. Par
conséquent, il est impératif de sélectionner la procédure de préparation
de I’échantillon appropriée pour obtenir des résultats optimaux. Veuillez
consulter la documentation relative a la méthodologie spécifique.

Lors de la manipulation de la plaque, évitez de toucher le fond. Toute
trace de doigts ou tache peut affecter la lecture de 1’0.D.

Le ringage manuel peut provoquer de grandes variations dans les
coefficients de duplication. Afin de réduire ce facteur, le liquide
provenant de la plaque devrait étre retiré en inversant la plaque et en la
faisant sécher sur un matériau absorbant.

Chaque fois qu’un nouvel embout est utilisé, assurez-vous qu’il soit
intact et libre de bulles d’air. Pour une meilleure variation au sein d’une
méme série d’essais, aspirez et expulsez plusieurs fois un réactif ou un
¢échantillon dans son conteneur pour mouiller les parois de la pipette
avant de la remplir.

Evitez de plonger tout ’embout de la pipette dans les réactifs et les
¢échantillons. Des gouttelettes peuvent s’accumuler a ’extrémité de
I’embout. Il y a risque qu’un excés de solution va s’accumuler dans la
cupule et affecte les résultats de 1’essai.

Si cette procédure est effectuée en dehors de la plage de température
ambiante recommandée (20-23°C)les résultats de 1’essai peuvent s’en
trouver affectés.

Toutes les modifications apportées au protocole existant (c’est-a-dire
dilutions standards, technique de pipetage, technique de ringage, temps
d’incubation ou température, conditions de stockage et date d’expiration
du kit) peuvent affecter la sensibilité, la spécificité et les résultats de
’essai.
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Désignez I’axe des X (échelle logarithmique) pour la concentration des
standards #5 a #1 (0,1 a 1000 ng/ml).

Désignez 1’axe des X (échelle linéaire) pour la capacité d’absorption
(0.D.) 2450 nm.

Faites la moyenne de tous les relevés dupliqués (standards, contrdle
positif, échantillons) et soustrayez la moyenne des controles a blanc
O.D.

Tracez 1’0.D. de chaque concentration peptidique standard directement
au-dessus de sa coordonnée sur 1’axe X.

Tracez la courbe la mieux ajustée aux points de données. Elle doit
mettre en évidence une relation inverse entre concentration peptidique
et capacit¢ d’absorption. Au fur et a mesure que la concentration
peptidique standard augmente, la couleur jaune diminue, réduisant ainsi
la capacité d’absorption (O.D.).

Pour déterminer la concentration peptidique dans tout échantillon
inconnu, recherchez d’abord sa capacité d’absorption (O.D.) sur I’axe
des Y. Tracez une ligne horizontale sur le graphique a partir de ce
point de capacité d’absorption jusqu’a l’intersection avec la courbe
des standards. La coordonnée sur I’axe X a ce point d’intersection
correspondra a la concentration peptidique (ng/ml) présente dans
I’échantillon dosé.

Reportez-vous a la Feuille de données QC relative aux valeurs
admissibles des témoins positifs. Si les valeurs des témoins positifs
ne se situent pas dans la plage spécifiée sur la Fiche de Données QC,

I’essai n’est pas considéré comme valide.
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METHODE SUGGEREE POUR IP’EXTRACTION PEPTIDIQUE

Remarque: Pour la plupart des échantillons, une extraction des peptides est

recommandée. Elle aidera a éliminer toutes les interférences
moléculaires présentes dans les fluides biologiques et permettra
la dilution ou la concentration de I’échantillon.

Généralités concernant le prélévement de sang et la collecte de plasma:

1.

Prélevez des échantillons de sang dans des tubes Vacutainer de couleur
bleu lavande (réf. catalogue VT-6450), qui contiennent un adjuvant
EDTA et peuvent accueillir jusqu’a 7 ml de sang.

Agitez doucement les tubes Vacutainer de couleur bleu lavande plusieurs
fois immédiatement apreés le prélevement de sang pour éviter la
coagulation.

Transférez le sang dans les tubes de centrifugation contenant de
I’aprotinine (réf. catalogue RK-APRO), et agitez-les plusieurs fois avec
précaution pour inhiber 1’activité des protéases.

Remarque: Une quantité de 0,6 TIU, ou 100 pl, d’aprotinine pour 1ml
de sang collecté est recommandée. Si les tubes Vacutainer
de couleur bleu lavande sont résistants a la centrifugation,
’aprotinine y peut étre déposé directement.

Centrifugez le sang a 1 600 x g pendant 15 minutes a 4° C et recueillez
le plasma.

Remarque: Le plasma peut étre conservé a -70°C et restera stable jusqu’a

un mois.

Pour I’extraction peptidique de 1’échantillon, acidifiez le plasma avec
une quantité égale du tampon A (réf. catalogue RK-BA-1). Mélangez et
centrifugez de 6 000 a 17 000 x g pendant 20 minutes a 4°C. Le mélange
sera alors versé dans la. COLONNE DE SEP A C-18.

Remarque: Une quantité d’au moins 1 ml de plasma est recommandée
pour I’extraction peptidique. On peut éventuellement
effectuer I’extraction en utilisant des volumes réduits tant
que les volumes des tampons de reconstitution et d’élution
soient ajustés en conséquence.
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Faites bouillir les tissus dans 75% HoAc (acide acétique) pendant 20
minutes a 100°C.

Homogénéisez les tissus dans un tampon de lyse, généralement avec un
faible pH.

Centrifugez I’homogénat tissulaire a 12 000 tr/min pendant 20 a 30
minutes a 4°C.

Pour I’extraction peptidique a partir d’un échantillon, prélevez 1ml du
surnageant et combinez-le avec 1ml du tampon A (réf. catalogue RK-
BA-1) pour acidifier I’échantillon. Centrifugez avec 6 000 a 17 000 x g
pendant 20 minutes et recueillez le surnageant. Ce mélange sera versé
dans la COLONNE DE SEP A C18. La centrifugation sur de la glace
contribue a I’inhibition des peptidases.

Equilibrez une COLONNE DE SEP contenant 200mg de C18 (réf.
catalogue RK-SEPCOL-1). Rincez avec lml du tampon B (réf.
catalogue RK-BB-1) une seule fois, et ensuite avec 3 ml du tampon A
trois (3) fois.

Versez la solution d’échantillon acidifié (plasma, sérum, tissus, etc.)
dans la COLONNE DE SEP A C-18 pré-équilibrée.

Rincez lentement la colonne avec 3 ml du tampon A deux fois et
¢liminez la solution de ringage.

Eluez le peptide lentement avec 3 ml du tampon B une fois et recueillez
I’¢luant dans un tube en polystyréne.
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5.

Faites évaporer I’éluant jusqu’a dessiccation compléte dans un
concentrateur centrifuge ou bien par le biais d’une méthode similaire
adaptée.

Remarque: La combinaison d’un concentrateur centrifuge (par ex.
Speedvac) et d’un lyophilisateur produit les meilleurs
résultats. Tout d’abord, utilisez un concentrateur centrifuge
pour sécher I’échantillon pendant environ 15 minutes pour
enlever la couche organique. Procédez au refroidissement
ultra rapide de 1’échantillon restant et lyophilisez-le pendant
la nuit en utilisant un appareil a lyophiliser. Si vous ne
disposez pas d’un concentrateur centrifuge, la lyophilisation
pendant la nuit en utilisant un lyophilisateur sera suffisante.

Conservez ’extrait sec a -20°C et effectuez 1’essai dés que possible.

Utilisez le tampon d’essai (1x) pour reconstituer 1’extrait sec a la

concentration souhaitée. Si la valeur peptidique ne se situe pas dans la

plage de détection, diluez ou concentrez 1’échantillon en fonction des
besoins.

Remarque: Par exemple, si 1ml de plasma a été extrait, séché, puis
reconstitu¢ dans 250 pl de tampon d’essai (1x), cela
signifie que I’échantillon original aura subi une quadruple
concentration maintenant.
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15.

Tampone di dosaggio EIA concentrato (50ml, 20x) ............. n. catalogo
EK-BUF

Piastra EIA pre-rivestita (96 pozzetti, 1 piastra) .................. n. catalogo
EK-PLATE

Sigillante acetico per le piastre (APS) (3 pezzi)....n. catalogo EK-APS

Anticorpo primario (IgG anti-peptide di coniglio)

(1 flaconcino, liofilizzato)

Peptide standard (1 flaconcino, liofilizzato)

Peptide biotinilato (I flaconcino, liofilizzato)

Perossidasi di rafano/streptavidina

(SA-HRP) (B0UL)eeeeeeeeeeieeeeiieeee n. catalogo EK-SA-HRP

Controllo positivo (2 flaconcini, liofilizzato)

Soluzione di substrato (TMB) (/2ml, pronta all 'uso).......... n. catalogo
EK-SS

HCI 2N (I5ml, pronto all ' uso) ........c..c.ceceeueeuee.. n. catalogo EK-HCL

Protocollo generale (1 opuscolo)

Lettore di piastre per microtitolazione (450nm) (necessario)
Micropipetta con puntali monouso (necessaria)

Materiale assorbente per blotting (necessario)

Agitatore a vortice (necessario)

Software di curve fitting per curva logistica a 4 parametri (consigliato)
Agitatore orbitale di piastre (300-400 rpm) (consigliato)

Lavatore per piastre per microtitolazione (consigliato)

Pipetta multicanale (50-100pl) (consigliata)

Serbatoio per soluzione (consigliato)

Centrifuga (opzionale)

. Provette vacutainer EDTA tappo lilla per prelievi ematici (opzionale)

.............................................................................. n. catalogo VT-6450
Aprotinina (30 TIU) (opzionale)........ccoecrveueneee. n. catalogo RK-APRO
SEP-COLUMN C18 (opzionale) ................ n. catalogo RK-SEPCOL-1
Tampone A (0pzionale) .........eeeeereeerueerueerueesuenuenns n. catalogo RK-BA-1
Tampone B (opzionale).........ccoveveeenienieerieenienienns n. catalogo RK-BB-1

Version 1.0 2013-05-09 (ITALIANA)



Conservare il kit a 4°C dal momento della consegna. Non congelare. [
kit non aperti restano stabili fino alla data di scadenza, purché vengano
conservati come descritto.

Si consiglia fortemente di utilizzare tutte le soluzioni il prima possibile
dopo la ricostituzione. Le soluzioni reidratate del peptide standard,
biotinilato o dell’anticorpo primario dovrebbero essere utilizzate entro
5 giorni (4°C). Le diluizioni standard devono essere preparate subito
prima di effettuare il test.

Tutte le strisce/colonne non utilizzate possono essere rimosse
dall’immunopiastra pre-rivestita. Riporre le strisce, con un disseccante,
nel sacchetto originale in alluminio con chiusura a zip, sigillare e
conservare a 4° C. Evitare ’accumulo di umidita sui pozzetti.

Se necessario, conservare il tampone d’analisi 1x, le soluzioni
ricostituite del peptide standard, del peptide biotinilato, dell’anticorpo e
del SA-HRP a 4°C.

Il kit contiene HCI 2N e un conservante che pud essere irritante.
Indossare i guanti quando si lavora o si maneggiano i reagenti.

Per minimizzare i rischi di contaminazione microbica, indossare sempre
occhiali di sicurezza e/o guanti.

Smaltire i reagenti come previsto dalle disposizioni locali.
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Questo kit ¢ sviluppato per misurare la concentrazione di un peptide specif-
ico e dei peptidi ad esso correlati in base al principio del saggio immu-
noenzimatico competitivo. Il kit ¢ utilizzato come ausilio per identificare
svariati antigeni in campioni umani.

L’immunopiastra di questo kit ¢ pre-rivestita con un anticorpo secondario,
i cui siti di legame non specifici sono bloccati. L’anticorpo secondario puo
legarsi al frammento Fc dell’anticorpo primario. Il peptide biotinilato sara
poi in competizione con il peptide target per il legame con il frammento Fab
dell’anticorpo primario nella soluzione peptidica standard o nel campione
sconosciuto. Il peptide biotinilato interagisce con la perossidasi di rafano/
streptavidina (SA-HRP) che catalizza la soluzione del substrato. L’aggiunta
della soluzione di arresto fa virare il colore di ogni pozzetto da blu a giallo.
L’intensita del colore giallo risultante ¢ direttamente proporzionale alla
quantita di complesso peptide biotinilato/SA-HRP, ma inversamente pro-
porzionale alla quantita di peptide target (nella soluzione peptidica stan-
dard o nel campione sconosciuto). Cido ¢ dovuto alla competizione tra il
peptide biotinilato e il peptide target nel legame con 1’anticorpo primario.
Si puo stabilire una curva standard tracciando il grafico delle O.D. misu-
rate in funzione delle varie concentrazioni di peptide standard note. Si pud
determinare la concentrazione di peptide sconosciuto nei campioni tramite
I’estrapolazione basata su questa curva standard.

Peptide (nelle
soluzioni standard

. — 0 nei campioni)

Piastra rivestita

con l'anticorpo —— AnFlcorPo SA-HRP — Substrato— Colore
primario ™~ Peptide

biotinilato

secondario

Figura 1. Diagramma delle interazioni molecolari utilizzate in questo kit
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RIASSUNTO DEL PROTOCOLLO DI DOSAGGIO

Distribuire 50 pl di standard, campione o controllo positivo e 25 ul di
anticorpo primario e 25 pl di peptide biotinilato in ogni pozzetto,
tranne quelli del bianco

Incubare a temperatura ambiente (20-23°C) per 2 ore.
v
Lavare I’immunopiastra 4 volte con 350 pl
di tampone di dosaggio 1x per pozzetto
v
Distribuire 100 pl di soluzione SA-HRP in ogni pozzetto
\4

Incubare a temperatura ambiente (20-23°C) per 1 ora
v
Lavare I’immunopiastra 4 volte con 350 pl
di tampone di dosaggio 1x per pozzetto
v
Distribuire 100 pl di soluzione di substrato TMB in ogni pozzetto

v
Incubare a temperatura ambiente (20-23°C) per 1 ora
v
Concludere la reazione con 100 pl di HCI1 2N
v

Leggere 1'assorbanza O.D. a 450 nm e calcolare i risultati
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1.

Diluire il tampone di dosaggio EIA concentrato 20x con 950 ml di acqua
distillata. Mescolare bene prima dell’utilizzo. Questa sara la soluzione
tampone 1x che sara utilizzata per diluire o ricostituire tutti gli altri
campioni e reagenti durante il saggio.

Ricostituire il peptide standard in 1 ml di tampone 1x e agitare bene
nell’agitatore a vortice. Lasciare riposare la soluzione per almeno 10
minuti a temperatura ambiente (20-23°C) per permettere lo scioglimento
completo. Questa sara la soluzione madre standard. Agitare nell’agitatore
a vortice subito prima dell’utilizzo.

. Ricostituire 1’anticorpo primario in 5 ml di tampone di dosaggio 1x

¢ agitare bene nell’agitatore a vortice. Lasciare riposare la soluzione
per almeno 5 minuti a temperatura ambiente per consentire il completo
scioglimento. Agitare nuovamente nell’agitatore a vortice prima
dell’utilizzo.

Ricostituire il peptide biotinilato in Sml di tampone di dosaggio 1x e
agitare bene nell’agitatore a vortice. Lasciare riposare la soluzione per
almeno 5 minuti a temperatura ambiente per consentire il completo
scioglimento. Agitare nuovamente nell’agitatore a vortice prima
dell’utilizzo.

Ricostituire il controllo positivo in 200 pl di tampone di dosaggio 1x
e agitare bene nell’agitatore a vortice. Lasciare riposare la soluzione
per almeno 5 minuti a temperatura ambiente per consentire il completo
scioglimento. Agitare nuovamente nell’agitatore a vortice prima
dell’utilizzo.
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Preparare le soluzioni standard del peptide come segue:

ID / numero | Volume tampone Volume peptide Concentrazione
standard di dosaggio 1x standard
Soluzione madre 1000ul (polvere) 1000ng/ml
#2 900ul 100yl di soluzione madre 100ng/ml
#3 900ul 100ul of #2 10ng/ml
#4 900ul 100ul of #3 Ing/ml
#5 900l 100ul of #4 0.1ng/ml
Figura 2. Tabella delle diluizioni standard
Bianco
Legame totale @ @
0.1 ngiml () 900 900 900 | [1000
1ngml () (@) ul ul ul ul
10 ng/ml @ @
100 ng/ml 2) Q) < U U U

Soluzione madre

Controllo positivo

@ @ soluzione 2 3
madre

Figura 3. Mappa di caricamento
dell’immunopiastra

Figura 4. Guida visiva delle diluizioni standard
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6. Preparare le diluizioni standard con il peptide standard reidratato come
mostrato nella Figura 2 e nella Figura 4 nella pagina precedente. Agitare
bene ogni provetta nell’agitatore a vortice dopo ogni diluizione seriale.

7. Lasciare i pozzetti A1 e A2 vuoti per i bianchi.

8. Distribuire 50 pl di tampone di dosaggio 1x nei pozzetti B1 e B2. Questi
rappresenteranno il legame totale.

9. Distribuire 50 pl della soluzione standard a minor concentrazione di
peptide (#5) nei pozzetti Cl1 e C2. Successivamente, distribuire il
peptide standard #4 nei pozzetti D1 e D2 e proseguire cosi nell’ordine
opposto alla diluizione standard.

10. Distribuire 50 pl di controllo positivo reidratato nei pozzetti H1 e H2.

11. Distribuire 50 pl di campioni sconosciuti/preparati nei pozzetti designati,
anche in questo caso in duplicato.

12. Distribuire 25 pl di anticorpo primario reidratato in tutti i pozzetti tranne
quelli dei bianchi (A1 e A2).

13. Diluire 25 pl di peptide biotinilato reidratato in tutti i pozzetti tranne
quelli dei bianchi (A1 e A2).

14. Sigillare 1‘immunopiastra con un sigillante acetico (APS). Incubare
I’immunopiastra per 2 ore a temperatura ambiente (20-23°C).

15. Centrifugare il flaconcino di SA-HRP (3.000-5.000 rpm) per 5 secondi.
Pipettare 12 pl di SA-HRP in 12 ml di tampone di dosaggio 1x e agitare
bene la soluzione nell’agitatore a vortice.
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16. Rimuovere il sigillante acetico APS dall’immunopiastra e gettare il
contenuto dei pozzetti. Lavare ogni pozzetto con 350 ul di tampone di
dosaggio 1x, gettare il tampone, ribaltare I’immunopiastra e asciugarla
tamponando. Ripetere 4 volte.

17. Distribuire 100 pl di soluzione SA-HRP in ogni pozzetto

18. Sigillare nuovamente 1’immunopiastra con il sigillante acetico APS.
Incubare per 1 ora a temperatura ambiente (20-23°C).

19. Rimuovere il sigillante acetico APS dall’immunopiastra e gettare il
contenuto dei pozzetti. Lavare ogni pozzetto con 350 ul di tampone di
dosaggio 1x, gettare il tampone, ribaltare I’immunopiastra e asciugarla
tamponando. Ripetere 4 volte.

20. Distribuire 100 pl di soluzione di substrato TMB in ogni pozzetto.

21. Sigillare nuovamente 1’immunopiastra con il sigillante acetico APS.
Incubare per 1 ora a temperatura ambiente (20-23°C).

22. Rimuovere il sigillante acetico APS dall’immunopiastra. NON lavare
I’immunopiastra o gettare il contenuto dei pozzetti.

23. Distribuire 100 pl di HCI 2N in ogni pozzetto per fermare la reazione.
11 colore nei pozzetti dovrebbe virare da blu a giallo. Picchiettare con
delicatezza sulla piastra per facilitare il mescolamento.

24. Caricare I’immunopiastra nel lettore di piastre per microtitolazione e
misurare I’assorbanza O.D. a 450 nm.
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Non mescolare mai reagenti con numero di lotto differente.

Possono essere testati plasma, siero, terreni di coltura, omogenati di
tessuto, liquido cefalorachidiano (CSF), urina o qualsiasi liquido
biologico se i campioni sono preparati adeguatamente e il livello di
peptidi nel campione ¢ sufficientemente elevato per la sensibilita del kit
specifico.

Livelli elevati di proteine interferenti possono causare variazioni
nei risultati del campione. E’ pertanto indispensabile selezionare la
procedura di preparazione dei campioni adeguata per ottenere risultati
ottimali. Si prega di consultare la letteratura in merito alla metodologia
specifica.

Evitare di toccare il fondo quando si maneggia la piastra. Impronte
digitali o macchie possono influire sulla lettura della O.D..

Il lavaggio a mano puo causare grandi variazioni nel coefficiente dei
duplicati. Per ridurre questo fattore, rimuovere il liquido dalla piastra
ribaltando e tamponando la piastra su di un materiale assorbente.

Ogni volta che viene utilizzato un nuovo puntale, assicurarsi che
questo sia fissato correttamente e privo di bolle d’aria. Per una miglior
variazione intra-saggio, aspirare ed espellere piu volte un reagente o un
campione dal suo contenitore per inumidire le pareti della pipetta prima
di caricarla.

Evitare di immergere 1’intera punta della pipetta nei reagenti e nei
campioni. All’apice della punta possono accumularsi goccioline che
possono causare un caricamento eccessivo di soluzione nel pozzetto e
influenzare i risultati del saggio.

Se questa procedura viene effettuata al di fuori della temperatura
ambiente consigliata (20-23°C), i risultati del saggio possono subire
alterazioni.

Eventuali modifiche al protocollo esistente (p.es. diluizioni standard,
tecnica di pipettaggio, tecnica di lavaggio, tempi o temperatura di
incubazione, condizioni di conservazione e scadenza del kit) possono
influenzare la sensibilita, la specificita e i risultati del saggio.
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Riportare sull’asse X (scala logaritmica) la concentrazione degli
standard da #5 a #1 (da 0,1 a 1000 ng/ml).

Riportare sull’asse Y (scala lineare) 1’assorbanza (O.D.) a 450 nm.

Inserire 1’0.D. per ogni concentrazione peptidica standard direttamente
sulla sua coordinata dell’asse X.

Die OD fiir jede Standard-Peptidkonzentration direkt iiber der
zugehorigen X-Achsen-Koordinate eintragen.

Disegnare la curva di regressione (best fit) congiungendo questi punti.
Essa dovrebbe mostrare una relazione inversa tra la concentrazione del
peptide e I’assorbanza. All’aumento della concentrazione di peptide

standard, il colore giallo diminuisce, riducendo cosi I’assorbanza (O.D.)

Perdeterminare la concentrazione di peptide in un campione sconosciuto,
collocare inizialmente la sua assorbanza (O.D.) sull’asse Y. Disegnare
nel grafico una linea orizzontale da quella assorbanza all’intersezione
con la curva standard. La coordinata dell’asse X in questo punto di
intersezione corrispondera alla concentrazione di peptide (ng/ml) nel

campione analizzato.

Fare riferimento ai valori accettabili per i controlli positivi presenti nella
scheda di controllo qualita. Se i valori di controllo positivi non sono
compresi nell’intervallo specificato nella scheda di controllo qualita, il
saggio non ¢ valido.
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METODO PROPOSTO PER I’ESTRAZIONE DEI PEPTIDI

Nota: I’estrazione dei peptidi ¢ consigliata per la maggior parte dei campioni.
Questo permettera di eliminare le molecole interferenti presenti nei
liquidi biologici e permettera la diluizione o la concentrazione dei
campioni.

Prelievo generale del sangue e raccolta del plasma:

1. Raccogliere i campioni ematici in provette vacutainer con tappo lilla (n.
catalogo VT-6450) con EDTA e in grado di contenere fino a 7 ml di
sangue.

2. Agitare delicatamente le provette vacutainer piu volte subito dopo aver
raccolto il sangue per prevenire la coagulazione.

3. Trasferire il sangue nelle provette da centrifuga contenenti aprotinina (n.
catalogo RK-APRO) e agitarle nuovamente piu volte con delicatezza per
inibire I’attivita delle proteasi.

Nota: si consiglia di utilizzare 0,6 TIU, o 100 pl, di aprotinina per 1 ml
di sangue raccolto. Se le provette vacutainer con tappo lilla sono a
prova di centrifuga, [’aprotinina puo essere aggiunta direttamente
in esse.

4. Centrifugare il sangue a 1.600 x g per 15 minuti a 4°C e raccogliere il
plasma.

Nota: il plasma puod essere conservato a -70°C e restera stabile per un
massimo di un mese.

5. Per I’estrazione dei peptidi dal campione, acidificare il plasma con un
pari quantitativo di tampone A (n. catalogo RK-BA-1). Mescolare e
centrifugare da 6.000 a 17.000 x g per 20 minuti a 4°C. Questo sara
caricato nella SEP-COLUMN C-18.

Nota: si consiglia almeno 1 ml di plasma per ’estrazione dei peptidi. E’
possibile effettuare I’estrazione utilizzando volumi piu piccoli se
si adeguano opportunamente i volumi di tampone ricostituente ed
eluente.

Version 1.0 2013-05-09 (ITALIANA) 12



Far bollire il tessuto in 75% di AcOH (acido acetico) per 20 minuti a
100°C.

Omogeneizzare il tessuto nel tampone di lisi, in genere con un basso
pH.

Centrifugare I’omogenato di tessuto a 12.000 rpm per 20 o 30 minuti a
4°C.

Per estrarre i peptidi dal campione, prelevare 1 ml di supernatante e
aggiungere 1 ml di tampone A (n. catalogo RK-BA-1) per acidificare
il campione. Centrifugare da 6.000 fino a 17.000 x g per 20 minuti
e raccogliere il supernatante. Questo sara caricato nella C-18 SEP-
COLUMN. La centrifugazione su ghiaccio consente di inibire le
peptidasi.

Equilibrare una SEP-COLUMN contenente 200 mg di C18 (n. catalogo
RK-SEPCOL-1). Lavare una volta con 1 ml di tampone B (n. catalogo
RK-BB-1) e in seguito tre (3) volte con 3 ml di tampone A.

Caricare la soluzione campione acidificata (plasma, siero, tessuto, ecc.)
nella SEP-COLUMN C-18 pre-equilibrata.

Lavare lentamente la colonna due volte con 3 ml di tampone A e gettare
il liquido di lavaggio.

Eluire una volta il peptide lentamente con 3 ml di tampone B e
raccogliere I’eluente in una provetta di polistirene.
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5. Far evaporare I’eluente fino a farlo essiccare in un concentratore

centrifugo o con un metodo sostitutivo adeguato.

Nota: i risultati migliori si ottengono combinando un concentratore

centrifugo (ad es. Speedvac) e un liofilizzatore (crio-
essiccamento). Utilizzare prima un concentratore centrifugo per
circa 15 minuti per essiccare il campione rimuovendo lo strato
organico. Effettuare poi il congelamento rapido (snap-freezing)
del campione restante, seguito dal crio-essiccamento durante
la notte mediante un liofilizzatore. Se non ¢ disponibile un
concentratore centrifugo, effettuare il crio-essiccamento nelle ore

notturne utilizzando il liofilizzatore. Ci0 sara sufficiente.

6. Mantenere ’estratto secco a -20°C ed effettuare il saggio il prima
possibile. Utilizzare il tampone di dosaggio 1x per ricostituire 1’estratto
secco nella concentrazione desiderata. Se il valore del peptide non rientra

nel range di identificazione, diluire o concentrare opportunamente il

campione.

Nota: per esempio, se 1 ml di plasma ¢ stato estratto, essiccato e poi

ricostituito in 250 pl di tampone di dosaggio 1x, il campione

originale avra ora una concentrazione 4x.
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