BIOPHEN®

HEPARIN ANTI-Xa (2 Stufen)
#221010

Chromogener anti-Faktor Xa 2-Stufen Test zur Bestimmung von Heparin in
Plasma oder gereinigten Systemen gemaR Pharmakopde (EP, USP) und FDA

Nur fiir In-vitro-Forschungszwecke

VERWENDUNGSZWECK:

Chromogener 2-Stufen Test zur Bestimmung von Heparin (UFH, LMWH) in einem
Konzentrationsbereich von 0,005 bis 0,1 IE/mI* oder von 0 bis 1 IE/ml (bei einer
Probenverdiinnung von 1:10). Mit dieser Methode kann Heparin sowohl in Humanplasma
als auch in gereinigten Systemen bestimmt werden.

TESTPRINZIP:

Der BIOPHEN® Heparin anti-Xa (2 Stufen) Test ist eine chromogene anti-Xa Methode um
Heparin in Plasma oder gereinigten Systemen zu bestimmen.

Heparin ist ein sulfatiertes Polysaccharid mit hoher Affinitat fiir Antithrombin. Der Heparin-
Antithrombin Komplex hat eine schnell wirkende und hohe inhibitorische Aktivitdt gegen
gerinnungsaktive Serinesterasen wie Faktor [Xa, Faktor Xa und Thrombin (Faktor lla).
LMWH und Heparin-analoge Substanzen, wie z.B. Danaparoid-Na, weisen eine weiter
erhohte anti-Xa als anti-lla Hemmung auf. Pentasaccharide (z.B. Arixtra®) hemmen Faktor
Xa noch spezifischer. Anti-FXa-Teste sind daher die Methode der Wahl zur Bestimmung
von Heparin und deren analogen Substanzen.

Die chromogene 2-Stufen Methode basiert auf der Hemmung einer konstanten Menge
Faktor Xa in Anwesenheit von exogenem Antithrombin durch das Heparin in der Probe
(Stufe 1). AnschlieRend erfolgt die Spaltung eines Faktor Xa spezifischen, chromogenen
Substrates CS11(65) durch den restlichen Faktor Xa. Dabei wird aus dem chromogenen
Substrat der Farbstoff para-Nitroanilin (pNA) freigesetzt, die Menge des freigesetzten pNA
korreliert mit der Faktor Xa-Restaktivitat. Die Farbentwicklung, gemessen bei 405 nm, ist
daher umgekehrt proportional zur Heparinkonzentration der Probe.

AT + Heparin =» [AT-Heparin]

[AT-Hep.] + [FXa (Uberschuss)] =» [FXa-AT-Heparin] + [FXa (Rest)]
[FXa (Rest)] + Substrat =» Peptid + pNA (Gelbfarbung)

IMKIT ENTHALTENEN REAGENZIEN:

Ein Testkit Heparin Anti-Xa (2-Stufen) enthalt 2 Flaschen humanes Antithrombin (AT 1), 2
Flaschen bovinen Faktor Xa, 2 Flaschen chromogenes Faktor Xa-Substrat und 4
Flaschen Puffer.

Reagenz 1 (R1): AT Ill
Humanes Antithrombin (AT I1l), lyophilisiert:

2 Flaschen mit je etwa 5 IE/ml. Mit 1 ml Aqua dest. rekonstituieren, vor Gebrauch 1:5 mit
Puffer verdiinnen, um eine Ldsung mit 1 [E/ml zu erhalten.

Reagenz 2 (R2): Faktor Xa

Gereinigter, boviner Faktor Xa, lyophilisiert. Die bovine Faktor Xa-Aktivitat wird, um im
Test eine optimale Reaktivitat zu gewahrleisten, lotspezifisch angepasst.

2 Flaschen mit je etwa 40 pg (bzw. 90 nkat bei Verwendung von CS-11(22) unter
optimierten Bedingungen). Mit 1 ml Aqua dest. rekonstituieren, vor Gebrauch 1:5 mit
Puffer verdiinnen, um eine Lésung mit 8 pg/ml bzw. 18 nkat/ml zu erhalten.

Reagenz 3 (R3): Chromogenes Substrat
Chromogenes Substrat CS-11(65), spezifisch fiir Faktor Xa, lyophilisiert:

2 Flaschen mit je 4 mg (etwa 6 pumol). Mit 5 ml Aqua dest. Rekonstituieren, um eine
Ldsung mit 1,2 mM zu erhalten.

Reagenz 4 (R4): Puffer

Puffer: Tris 0,05 M, NaCl 0,175 M, EDTA 0,0075 M pH 8,4. Enthalt 0,1% PEG und
Natriumazid als Konservierungsmittel.

4 Flasche mit je 25 ml, gebrauchsfertig.
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LAGERUNG:

Ungedffnete Reagenzien miissen bei 2-8 °C in der Originalverpackung gelagert werden
und sind dann bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfalldatum stabil.

Stabilitétsstudien bei 30°C zeigen, dass die Reagenzien ohne Beeintrachtigung bei Raumtemperatur verschickt
werden kdnnen.

REKONSTITUTION UND STABILITAT DER REAGENZIEN:

REAGENZ 1: Humanes Antithrombin (AT 1)
Den Inhalt jeder Flasche mit exakt 1 ml Aqua dest. rekonstituieren und bis zur
vollstandigen Auflésung gut durchmischen (Vortex). Fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
(18-25°C) stehen lassen und von Zeit zu Zeit schitteln. Unmittelbar vor Gebrauch mit R4
Puffer 1:5 verdiinnen (wird der gesamte Inhalt einer Flasche bendtigt, miissen 4 ml Puffer
zugegeben werden). Vor Gebrauch vorsichtig mischen.
Stabilitét des rekonstituierten Antithrombin in der Originalflasche (unter Vermeidung von
Kontamination und Verdunstung):

= 15 Tage bei 2-8°C.

= 7 Tage bei Raumtemperatur (18-25°C).

= 2 Monate bei -20°C oder darunter (in einem Wasserbad bei 37°C fir

mindestens 15 Minuten auftauen)

Verdiinntes Antithrombin ist 8 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) oder bei 2-8°C
stabil.

REAGENZ 2: Faktor Xa
Den Inhalt jeder Flasche mit exakt 1 ml Aqua dest. rekonstituieren und bis zur
volistandigen Auflésung des Inhalts gut durchmischen (Vortex). Fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur (18-25°C) stehen lassen und von Zeit zu Zeit schitteln. Unmittelbar vor
Gebrauch mit R4 Puffer 1:5 verdinnen (wird der gesamte Inhalt einer Flasche benétigt,
missen 4 ml Puffer zugegeben werden). Vor Gebrauch vorsichtig mischen.
Stabilitdt des rekonstituierten Faktor Xa in der Originalflasche (unter Vermeidung von
Kontamination und Verdunstung):

= 15 Tage bei 2-8°C.

= 7 Tage bei Raumtemperatur (18-25°C).

= 2 Monate bei -20°C oder darunter (in einem Wasserbad bei 37°C fiir

mindestens 15 Minuten auftauen)

Verdiinnter Faktor Xa ist 8 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) oder bei 2-8°C stabil.

REAGENZ 3: Faktor Xa spezifisches chromogenes Substrat

Den Inhalt jeder Flasche mit exakt 5 ml Aqua dest. rekonstituieren und bis zur
volistandigen Auflésung des Inhalts gut durchmischen (Vortex). Fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur (18-25°C) stehen lassen und von Zeit zu Zeit schiitteln. Vor Gebrauch
vorsichtig mischen und darauf achten, dass das Lyophilisat vollstandig gelost ist.
Stabilitat des rekonstituierten Substrates in der Originalflasche (unter Vermeidung von
Kontamination und Verdunstung):

= 2 Monate bei 2-8°C.

= 7 Tage bei Raumtemperatur (18-25°C).

= 2 Monate bei -20°C oder darunter (in einem Wasserbad bei 37°C fir

mindestens 15 Minuten auftauen)

REAGENZ 4: Puffer pH 8.4
Gebrauchsfertig. Vor Gebrauch durchmischen.
Stabilitat nach dem Offnen unter Vermeidung jeglicher Kontamination:

= 2 Monate bei 2-8°C.

= 7 Tage bei Raumtemperatur (18-25°C).

Warnung: Der Puffer enthélt Natriumazid. Natriumazid (0,9 g/l) kann mit Blei oder Kupferarmaturen unter Bildung
hochexplosiver Metallazide reagieren. Bei Entsorgung der Losung in den Ausguss muss mit groRen Mengen Wasser
nachgespiilt werden.

. Antithrombin wird aus Humanplasma hergestellt, das auf die Abwesenheit von HIV Antikérper, HBs Ag und HCV
Antikérper getestet und negativ bewertet wurde. Kein Test kann jedoch mit absoluter Sicherheit die Abwesenheit
infektioser Substanzen ausschliefen. Wie alle Produkte humanen Ursprungs muss diese Faktor Xa-Préparation
daher mit allen Vorsichtsmafnahmen, die im Umgang mit potentiell infektiosem Material erforderlich sind,
gehandhabt werden.

. Faktor Xa wird aus bovinem Plasma, das auf die Abwesenheit infektioser Substanzen getestet und aus BSE-
freien Tieren gewonnen wurde, hergestellt. Kein Test kann jedoch mit absoluter Sicherheit die Abwesenheit
infektiéser Substanzen ausschlieBen. Wie alle Produkte bovinen Ursprungs muss diese Faktor Xa-Praparation
daher mit allen Vorsichtsmanahmen, die im Umgang mit potentiell infektissem Material erforderlich sind,
gehandhabt werden.

. Die Kombination der Reagenzien R1 und R2 sind auf die jeweilige Kitcharge optimiert.

VorsichtsmaRnahmen:

e Um die Stabilitat zu gewahrleisten, mussen die Reagenzien nach jedem Gebrauch mit der
Original-Schraubkappe verschlossen werden.

Falls das Substrat eine Gelbfarbung aufweist, ist dies ein Zeichen von Kontamination. Die
betroffene Flasche ist zu verwerfen und eine neue Flasche muss verwendet werden.

Um jegliche Kontamination wahrend des Gebrauchs zu vermeiden, sind die Reagenzien
sorgfaltig zu handhaben,

Die Flaschen der Reagenzien R1, R2 und R3 werden unter Vakuum verschlossen. Die
Gummiverschlisse sind vorsichtig zu entfernen, um einen Verlust von Lyophilisat beim Offnen
zu vermeiden.

Entsprechend der verwendeten Automatenmethode kann es zu Abweichungen der
Rekonstitutionsvolumina der Reagenzien kommen. In jedem Fall missen jedoch die
festgelegten reaktiven Verhaltnisse (entsprechende Reagenzkonzentrationen im Testansatz)
genau eingehalten werden.

Es durfen ausschlieBlich Reagenzien aus Testpackungen mit Ubereinstimmender
Chargennummer verwendet werden. Zur Testdurchfiihrung durfen keine Reagenzien aus
Testpackungen mit unterschiedlichen Chargennummern eingesetzt werden. Die Kombination
der Reagenzien ist in Bezug auf die Testcharge optimiert.

D.750.02/B1/11010




ERFORDERLICHE, NICHT IM KIT ENTHALTENE, MATERIALIEN:

Reagenzien:

« Aqua dest.

« 20% Essigsaure oder 2% Zitronensaure (Endpunkt-Methode).

« Normaler Citratplasmapool (hergestellt unter Vermeidung von Plattchenaktivierung),
zur Erstellung einer Heparinkalibrationskurve.

« Heparin Referenzmaterial (BIOPHEN® Heparin Kalibrator Ref.Nr. 222001, BIOPHEN®
UFH Kalibrator Ref.Nr. 222301, USP, EP oder Internationale Standards von NIBSC,
Interne Referenzmaterialien, etc.)

Geréte:

« Spektrophotometer oder Gerinnungsautomaten zur Analyse chromogener Teste.
« Stoppuhr.

« Geeichte Pipetten.

PROBENGEWINNUNG

Gereinigte Systeme: Heparinpréparation wird mit R4 Puffer in den Arbeitsbereich des

Testes (vorzugsweise 0,01 bis 0,1 IE/ml) verdiinnt.

Plasma: Blut (9 Volumenteile) wird, um Aktivierung und PF4-Freisetzung zu vermeiden,

mit groBer Vorsicht in 0,109 M Citrat als Antikoagulanz (1 Volumenteil) abgenommen. Die

Blutabnahme erfolgt durch Venenpunktion, wobei die ersten Blutstropfen zu verwerfen

sind. Spezifische Abnahmesyteme fiir Heparinbestimmungen, wie CTAD-Réhrchen

(Citrat, Theophyllin, Adenosin und Dipyridanol) zur Verbesserung der Probenstabilitat,

kénnen verwendet werden.

« Innerhalb 1 Stunde muss das Blut mit 3.000 g fiir 20 Minuten bei 18°C oder niedriger
zentrifugiert werden. Das Plasma wird anschlieBend mit einer Kunststoffpipette in ein
Kunststoffrohrchen Uberfiihrt.

« Lagerung der Plasmaproben:

« Bis zu 2 Stunden bei 20°C
o Bis zu 1 Monat tiefgefroren bei -20°C oder niedriger (vor Gebrauch fiir 15
Minuten im Wasserbad bei 37°C auftauen).
Weitere Vorschriften fir die Probengewinnung, -handhabung und -lagerung sind im
NCCLS Dokument H21-A2 verdffentlicht.

KALIBRATION:

Die Kalibrationskurve wird mit einem kommerziell verfigbaren Kalibrator erstellt, alternativ
kann ein interner Kalibrator verwendet werden.

Bei Verwendung von Heparin Referenzmaterials werden die Kalibrationsverdiinnungen
mit normalem Citratplasmapool (fiir Plasmaproben) oder in R4 Puffer (fiir gereinigte
Systeme) wie folgt hergestellt:

[00] 025050 [075]10]

Um Analysen in Plasma zu kalibrieren, kénnen auch kommerziell verfigbare Kalibratoren
verwendet werden: BIOPHEN® Heparin Kalibrator Ref.Nr. 222001 und BIOPHEN® UFH
Kalibrator Ref.Nr. 222301.

Vor Gebrauch werden die Kalibrationsverdiinnungen 1:10 (0,1 ml + 0,9 ml) mit Puffer R4
verdinnt.

Die Kalibratorldsungen sollten unmittelbar vor Beginn der Messung hergestellt werden.

TESTDURCHFUHRUNG:

Der BIOPHEN® Heparin Anti-Xa 2-Stufen Test wurde spezifisch als kinetische Methode
zur Durchfiihrung auf Gerinnungsautomaten entwickelt, kann aber auch manuell als
Endpunktmethode durchgefiihrt werden.

Der Test wird bei 37°C durchgefiihrt, die Farbentwicklung bei 405 nm gemessen.

Um eine homogene Reaktivitat zu gewahrleisten, muss der Test in jedem Fall analog zum
nachfolgend beschriebenen manuellen Testschema durchgefiihrt werden.

Manuelle Methode:

In Mikrotiterplatten oder Testrohrchen, die jeweils bei 37°C préinkubiert sind, wird nach
folgendem Schema zugegeben:

| Heparin (IE/ml):

Anmerkung:

. Falls die verwendete Methode andere Reagenzienvolumina als die oben beschriebenen erfordert, miissen die
Verhéltnisse der Reagenzkonzentration und Reagenzvolumina genau eingehalten werden, um eine homogene
Reaktivitat zu gewéhrleisten.

e  Die Inkubationszeit der 1.Stufe muss genau eingehalten werden, weil Heparin die Antithrombin Aktivitat
katalysiert (5). Wird die Inkubationszeit fiir die Automatisierung geéndert, miissen die Testparameter angepasst
werden und in der Applikationsvorschrift vermerkt werden.

Mikrotiterplatte Testréhrchen
Kalibrator oder Testplasma, verdiinnt (1:10 oder 40 I 200 pl
entsprechend héhere Verdiinnung)
Antithrombin (R1) 40 pr* 200 pl
Mischen und fiir 2 Minuten bei 37°C inkubieren, dann zugeben:
Faktor Xa (R2), préinkubiert bei 37°C [ 40 pI* [ 200yl

Mischen und fiir exakt 2 Minuten bei 37°C inkubieren (Stufe 1), dann zugeben:

QUALITATSKONTROLLE:

Die Verwendung von Qualitatskontrollplasmen ermdglicht bei Verwendung der gleichen
Reagenzcharge die Analyse-zu-Analyse Validierung der Kalibrationskurve. Es sind
verschiedene Kontrollplasmen verfiigbar:
BIOPHEN® UFH Kontrolle:

BIOPHEN® LMWH Kontrolle: Ref.Nr. 223001

BIOPHEN® LMWH Kontrolle Niedrig: Ref.Nr. 223701

Anmerkung: Eine neue Kalibrationskurve muss bei Wechsel der Testkitcharge, groReren Wartungsarbeiten am
Messgerat und wenn die gemessenen Werte auRerhalb des zu erwartenden Bereiches liegen, erstellt werden.
ERGEBNISSE:

Auf Millimeterpapier wird die Heparin Konzentration (0 bis 0,1 IE/ml) auf der Abszisse (x-
Achse) gegen die Absorption Asos auf der Ordinate (y-Achse) aufgetragen. Alternativ kann
eine Statistik-Software verwendet werden. Die Kalibration ist giltig bei: r> 20,98

Bei der manuellen Testrohrchen-Methode liegen die Werte flir Asos Ublicherweise bei etwa
1,80 (+0,20) fiir eine Heparinkonzentration von 0 IE/ml und bei etwa 0,40 (£0,20) fir eine
Heparinkonzentration von 0,1 IE/ml. Bei der manuellen Methode in der Mikrotiterplatte
liegen die Werte fiir Asos Ublicherweise bei etwa 1,20 (+0,20) fiir eine
Heparinkonzentration von 0 IE/ml und bei etwa 0,30 (+0,20) fiir eine
Heparinkonzentration von 0,1 IE/ml. Bei der Verwendung von Analyseautomaten kdnnen
die Absorptionswerte je nach Gerat abweichen.

Der Heparinspiegel in der Probe kann direkt von der erstellten Kalibrationskurve
abgeleitet werden. Die gemessene Probenkonzentration muss mit dem jeweiligen
Verdiinnungsfaktor multipliziert werden (z.B. x10 fir Plasma).

BEISPIELKALIBRATION:

Die nachfolgend gezeigten, mit UFH bzw. LMWH erstellten, Kalibrationskurven dienen
lediglich als Beispiel. Zur Ergebnisberechnung von Proben darf ausschlieBlich die fir die
jeweilige Analysenserie gemessene Kalibrationskurve verwendet werden.

Ref.Nr. 223101

~B UFH Plasma
—* LMWH Plasma

LEISTUNGSMERKMALE:

Messbereich: 0,005 bis 0,1 IE/ml in der Testidsung (0 bis 1 IE/ml in Plasma).
Nachweisgrenze: etwa 0,005 [E/ml in der Testlésung.

Standardisierung: Internationales (NIBSC) oder Internes Referenzmaterial fiir
Unfraktioniertes Heparin (UFH) oder Niedermolekulares Heparin (LMWH). Préparationen
der Pharmakopoeia, gespikt in Plasma. Um eine optimale Funktion des Testes zu
gewahrleisten, miissen die Vorschriften zur Testdurchfiihrung genau eingehalten werden.

EIGENSCHAFTEN:

Der BIOPHEN® Heparin anti-Xa 2-Stufen Test ist eine 2-Stufen-Methode um die
Heparinkonzentration in Humanplasma oder gereinigten Systemen genau und sensitiv zu
messen. Testplasma muss verdinnt im Test eingesetzt werden. Dieser Test entspricht
den Pharmakopoeia und FDA Richtlinien zur Analyse von Heparinpraparaten.

PROTOKOLLVARIANTE:

Wird ein hoherer Messbereich bendtigt, kann die Standardverdinnung (d=1:10)
angepasst werden. Fir einen Messbereich von 0 bis 2 [E/ml wird eine 1:20 Verdiinnung
verwendet. Die gemessenen Heparinkonzentrationen miissen dann mit dem jeweiligen

Verdlinnungsfaktor multipliziert werden (x2 fiir 1:20 Verdiinnung).

Chromogenes_Substrat (R3), prainkubiert bei 37 °C | 40 pl* [ 200 pl
Mischen und fiir exakt 2 Minuten bei 37°C inkubieren (Stufe 2)
Stoppen der Reaktion durch Zugabe von:
Zitronensaure (20g/) [ 80 ul* [ 400 pl REFERENZEN

Mischen und Messung der Absorption bei 405 nm (Asos)

gegen den entsprechenden Probenleerwert.

(oder *50 pl und **100pl)
Die entstandene Gelbfarbung ist fiir 2 Stunden stabil.

Der Probenleerwert wird durch Mischen der Reagenzien in der umgekehrten Reihenfolge
erhalten, d.h. Zitronensaure, Chromogenes Substrat, Faktor Xa, Antithrombin und Probe.
Die Absorption des Probenleerwertes bei 405 nm ist von der Absorption des
entsprechenden Probenwertes abzuziehen.

Automatisierte Methode:

Applikationen fir die géngigsten Analyseautomaten (STA-R, BCS, ACL etc.) sind auf
Anfrage erhaltlich. Je nach Automat kénnen die Rekonstitutionsvolumina abweichen. In
jedem Fall mussen jedoch die festgelegten reaktiven Verhéltnisse (entsprechende
Reagenzkonzentrationen im  Testansatz) genau eingehalten  werden.
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