c ZYMUTEST® vVWF:CBA
Art.Nr. RK038A

ELISA-Kit zur Bestimmung der
von-Willebrand-Faktor-Kollagenbindungsaktivitat
In vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK:

Der ZYMUTEST® vWF:CBA ist ein Enzymimmunoassay zur Bestimmung der Kollagen-
bindungsaktivitat (CBA) von humanem von-Willebrand-Faktor (vWF) im Blutplasma oder
jeder anderen biologischen Flussigkeit, in der VWF:CBA quantifiziert werden soll.

TESTPRINZIP:

Zundchst wird das verdiinnte Probenplasma oder andere biologische Flussigkeit in die
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte pipettiert, die mit fibrillarem Kollagen beschichtet sind.
Der in der Probe enthaltene vWF wird aufgrund seiner Kollagenbindungsaktivitat an die
feste Phase gebunden. Nach einem Waschschritt erfolgt die Zugabe des Immunkonju-
gats, eines an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelten polyklonalen Antikdrpers. Dieser
bindet an freie Epitope des auf der Platte immobilisierten vVWF. Nach einem zweiten
Waschschritt wird das Peroxidasesubstrat, 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB), in Ge-
genwart von Wasserstoffperoxid (H202) zugegeben. Unter diesen Bedingungen farbt sich
TMB blau und schl&gt beim Stoppen der Reaktion mit Schwefelséure nach gelb um. Die
Farbentwicklung ist direkt proportional zur vVWF:CBA-Konzentration der Probe.

PROBENMATERIAL:

Humanes Citratplasma oder jede andere biologische Flussigkeit, in der vVWF:CBA be-
stimmt werden soll.

IM KIT ENTHALTENE KOMPONENTEN:

o COAT: ELISA-Mikrotiterplatte, bestehend aus 12 Mikrotiterstreifen zu je 8 Vertie-
fungen, beschichtet und stabilisiert mit Pferdekollagen vom Typ | und Ill. Die Platte
ist in Gegenwart eines Trockenmittels luftdicht in einem Aluminiumbeutel verpackt.

o SD: 2 Flaschen mit je 50 ml Probenverdiinner, gebrauchsfertig.

e Cal: 3 Flaschen humaner vWF:CBA-Kalibrator, lyophilisiert. Durch Rekonstitution
mit 2,0 ml Probenverdiinner erhélt man ein 1:50 vorverdiinntes Kalibrierplasma mit
einer VWF:CBA-Konzentration von C%. Diese Konzentration ist chargenabhéngig
(120-160%) und wird fur jede Charge exakt bestimmt.

e Cl: 1 Flasche humanes vWF:CBA-Kontrollplasma | (hoch), lyophilisiert. Mit 0,5 ml
Aqua dest. zu rekonstituieren.

e Cll: 1 Flasche humanes VWF:CBA-Kontrollplasma Il (niedrig), lyophilisiert. Mit
0,5 ml Agua dest. zu rekonstituieren.

HYPHEN
BioMed

www.hyphen-biomed.com

155, rue d'Eragny, F 95000 Neuville-sur-Oise
Tel. +33-1-3440 6510 | Fax +33-1-3448 7236
Vertrieb: www.coachrom.com
CoaChrom Diagnostica GmbH
Stolzenthalergasse 6, A 1080 Wien
Kostenfreie Nummern fiir Deutschland:

Tel. 0800-24 66 33-0 | Fax 0800-24 66 33-3
Tel. +43-1-699 97 97 | Fax +43-1-699 18 97

Letzte Revision: 08/08/2011

o COAT: Den Aluminiumbeutel 6ffnen und die fir die jeweilige Testreihe erforderliche
Anzahl an Mikrotiterstreifen entnehmen. Nach Entnahme aus dem Beutel miissen
die Streifen innerhalb von 30 Minuten verwendet werden. Zur Lagerung werden nicht
bendtigte Streifen in Gegenwart des Trockenmittels im originalen Aluminiumbeutel
verschlossen und im mitgelieferten Druckverschlussbeutel verpackt. Unter diesen
Bedingungen sind die Streifen 4 Wochen bei 2-8°C haltbar.

o SD: Gebrauchsfertig. Nach dem Offnen kann die L6sung, unter Vermeidung jeglicher
Kontamination und Verdunstung, 4 Wochen bei 2-8°C gelagert werden. Enthalt
0,05% Kathon CG.

e Cal: Den Inhalt der Flasche mindestens 30 Minuten vor Gebrauch mit 2,0 ml Pro-
benverdiinner (SD) rekonstituieren. Somit erhélt man ein 1:50 vorverdinntes Kali-
brierplasma mit einer VWF:CBA-Konzentration von C% (auf dem Datenblatt, das je-
der Testpackung beigelegt ist, exakt angefiihrt). Das rekonstituierte Kalibrierplasma
ist 8 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) stabil.

e CI: Den Inhalt der Flasche mindestens 30 Minuten vor Gebrauch mit 0,5 ml Aqua
dest. rekonstituieren.

o ClI: Den Inhalt der Flasche mindestens 30 Minuten vor Gebrauch mit 0,5 ml Aqua
dest. rekonstituieren.

Anmerkung: Nach Rekonstitution sind die vWF:CBA-Kontrollplasmen (CI und Cll) 8 Stunden bei
Raumtemperatur (18-25°C), 24 Stunden bei 2-8°C und 1 Monat bei -20°C oder tiefer stabil.
Warnhinweis: Sowohl der vWF:CBA-Kalibrator (Cal) als auch die vWF:CBA-Kontrollplasmen (CI und
ClI) wurden aus humanem Plasma gewonnen, das mit validierten Methoden auf HIV-Antikdrper, HBs-
Ag und HCV-Antikérper untersucht und fiir negativ befunden wurde. Kein Test kann jedoch die Abwe-
senheit von Infektionserregern mit absoluter Sicherheit garantieren. Sémtliche Produkte biologischen Ur-
sprungs miissen deshalb unter Beachtung aller erforderlichen Vorsichtsmainahmen als potenziell in-
fektiés behandelt werden.

Anmerkung: Die vVWF:CBA-Konzentration des Kalibrators (Cal) sowie die VWF:CBA-Konzentration
und der Akzeptanzbereich der Kontrollplasmen (CI und ClI) variieren von Charge zu Charge. Sie wer-
den auf dem Datenblatt, das jeder Testpackung beigelegt ist, exakt angefiihrt.

¢ IC: 3 Flaschen anti-(h)-vWF-HRP-Immunkonjugat. Polyklonaler Kaninchenantikér-
per, spezifisch fir humanen vWF, gekoppelt an Meerrettichperoxidase (HRP), lyophi-
lisiert. Mit 7,5 ml Konjugatverdiinner (CD) zu rekonstituieren.

o CD: 1 Flasche mit 25 ml Konjugatverdiinner, gebrauchsfertig.
o WS: 1 Flasche mit 50 ml 20-fach konzentrierter Waschlésung.

o TMB: 1 Flasche mit 25 ml Peroxidasesubstrat (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin), ver-
setzt mit Wasserstoffperoxid (H202), gebrauchsfertig.

o SA: 1 Flasche mit 6 ml Stopplésung (0,45 M Schwefelséure), gebrauchsfertig.

o |C: Den Inhalt der Flasche mit 7,5 ml Konjugatverdiinner (CD) rekonstituieren und
bis zur vollstandigen Auflésung vorsichtig schiitteln. Das rekonstituierte Konjugat ist
24 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) und 4 Wochen bei 2-8°C stabil.

o CD: Gebrauchsfertig. Nach dem Offnen kann die Lésung, unter Vermeidung jeglicher
Kontamination und Verdunstung, 4 Wochen bei 2-8°C gelagert werden. Enthélt
0,05% Kathon CG.

o WS: Fiir 15-30 Minuten im Wasserbad bei 37°C bis zur vollstandigen Auflésung all-
falliger Feststoffe inkubieren. Schiitteln und das fiir die Testreihe erforderliche Volu-
men 1:20 mit Aqua dest. verdiinnen. Aus 50 ml Konzentrat I&sst sich folglich 1 | ver-
diinnte Waschlésung herstellen. Nach dem Offnen ist das Konzentrat in der Original-
flasche 4 Wochen bei 2-8°C haltbar. Nach Verdiinnung kann die Waschldsung,
unter Vermeidung jeglicher Kontamination und Verdunstung, 7 Tage bei 2-8°C gela-
gert werden. Enthalt 0,05% Kathon CG.

o TMB: Gebrauchsfertig. Nach dem Offnen kann das Substrat, unter Vermeidung je-
glicher Kontamination und Verdunstung, 4 Wochen bei 2-8°C gelagert werden.

o SA: Gebrauchsfertig.

Anmerkung: Zur Testdurchfihrung dirfen ausschlieRlich Komponenten aus Testpackungen mit iber-
einstimmender Chargennummer verwendet werden. Es diirfen keine Reagenzien aus Testpackungen
mit unterschiedlichen Chargennummern kombiniert werden.

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND:

o 8-Kanal- oder Repetierpipette mit einem Pipettiervolumen im Bereich von 50-300 pl.

o Einkanalpipetten mit Pipettiervolumina in den Bereichen von jeweils 0-20, 20-200
und 200-1000 pl.

o Mikrotiterplattenwascher und -schittler.

o Mikrotiterplattenleser zur Messung bei einer Wellenlange von 450 nm.

e Aqua dest.

VORBEREITUNG, LAGERUNG UND STABILITAT DER REAGENZIEN:

In der Originalverpackung bei 2-8°C gelagert sind die ungedffneten Reagenzien bis zum
auf dem Etikett gedruckten Verfallsdatum haltbar.

Warnhinweis: Schwefels&ure (SA) ist trotz Verdiinnung auf 0,45 M &tzend und wie &hnliche Chemika-
lien mit groRter Vorsicht zu handhaben. Jeglicher Haut- und Augenkontakt ist unter Verwendung von
Handschuhen und Schutzbrillen zu vermeiden.

Anmerkung: Die erforderlichen Kitkomponenten miissen mindestens 30 Minuten vor Gebrauch auf
Raumtemperatur (18-25°C) gebracht werden. Nicht benétigte Komponenten sind bei 2-8°C zu lagern.
Stabilitatsstudien bei 30°C haben gezeigt, dass die Testpackungen ohne Beeintréchtigung der darin
enthaltenen Komponenten bei Raumtemperatur (18-25°C) versendet werden kdnnen.

TESTDURCHFUHRUNG:

Probengewinnung:

Blut (9 Volumenteile) wird vorsichtig in 0,209 M oder 0,129 M Trinatrium-Citrat als Anti-
koagulanz (1 Volumenteil) abgenommen und fiir 20 Minuten bei 2.500 g zentrifugiert. Das
aus dem Uberstand gewonnene Citratplasma muss innerhalb von 8 Stunden getestet
werden. Alternativ kann es fir bis zu 6 Monate bei -20°C oder tiefer gelagert werden. Das
gefrorene Plasma muss vor Gebrauch fiir 15 Minuten bei 37°C aufgetaut und innerhalb
von 4 Stunden getestet werden.

Proben und Kontrollen:

Proben und Kontrollen (CI und Cll) missen zur Testung 1:50 mit Probenverdinner (SD)
verdiinnt werden. Bei erwarteten vVWF:CBA-Konzentrationen von > C% miissen die Pro-
ben in hoherer Verdiinnung (1:100 oder hdher) getestet werden.




Kalibrierung:

Unter Verwendung des 1:50 vorverdiinnten vWF:CBA-Kalibrators (Cal) mit einer vVWF:
CBA-Konzentration von C% (auf dem Datenblatt, das jeder Testpackung beigelegt ist,
exakt angefiihrt) werden folgende Kalibrierldsungen hergestellt:

VWF:CBA-
Konzentration (%) C CI2 Cl4 C/10 CI20 0
Volumen VWF:CBA-
Kalibrator (Cal) Iml 05ml 0,25 ml 0,1ml 0,05 ml oml
volumen Proben- | | g5 | o75mi | o9m | 095ml | iml
verdiinner (SD) ! ' ! !

Die Kalibrierlésungen werden vorsichtig durchmischt und sind fur 8 Stunden bei Raum-
temperatur (18-25°C) stabil.

Testdurchfiihrung:

Die fiir die Testreihe erforderliche Anzahl an Mikrotiterstreifen aus dem Aluminiumbeutel
entnehmen und in den mitgelieferten Rahmen legen. Dann nach folgendem Schema ver-
fahren:

Reagenz Volumen Vorgehen
Leerwert (nur Probenverdiinner),
Kalibrierldsungen (wie oben her- 200 pl In jeweils eine Vertiefung

gestellt), Kontrollen (1:50 verdiinnt)
oder Proben (1:50 verdinnt)

der Mikrotiterstreifen pipettieren.

Fir 2 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren.?

Waschlgsung (WS), 10 aufeinanderfolgende Waschschritte

1:20 mit Aqua dest. verdiinnt 300w unter Verwendung eines Waschgeréts.
Anti (h)-vWF-HRP-Immunkonjugat S .
(IC), mit 7,5 ml Konjugatverdiinner 200 pl In die einzelnen Vertiefungen

i i i 3
(CD) rekonstituiert hinzupipettieren.

Fir 1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren.?

Waschlosung (WS),
1:20 mit Aqua dest. verdiinnt

10 aufeinanderfolgende Waschschritte

300 pl unter Verwendung eines Waschgeréts.?

Unmittelbar nach dem letzten Waschschritt in

Peroxidasesubstrat (TMB) die einzelnen Vertiefungen hinzupipettieren.34

200 pl

Fir 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren.?

In die einzelnen Vertiefungen hinzupipettieren,

Stopplosung (SA) Soul um die Farbreaktion zu stoppen.*

Zur Stabilisierung der Farbe fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren und
die Absorption bei 450 nm (Asso) messen.25 Jeweils den Leerwert subtrahieren.

Wurden die Proben anders als 1:50 verdinnt, muss der errechnete Wert unter
Beriicksichtigung des abweichenden Verdiinnungsfaktors D mit D:50 multipliziert
werden (z.B. mit 100:50 = 2 bei einer Verdiinnung von 1:100), um die tatsachliche
VWF:CBA-Konzentration der Probe zu erhalten.

o Alternativ kann eine ELISA-Software (z.B. Dynex, Biolise 0.4.) fur die Berechnung
der jeweiligen vWF:CBA-Konzentrationen herangezogen werden.

ERWARTETE BEREICHE:

Die VWF:CBA-Konzentration in humanem Normalplasma schwankt im Bereich von 50-
160%. Der Plasmaspiegel von VWF wird stark beeinflusst durch die ABO-Blutgruppe (bei
Typ 0 um 25% verringert), das Geschlecht (bei Frauen héher als bei Mannern) und die
Rasse (niedriger bei Kaukasiern). Aulerdem korreliert er positiv mit Diabetes und steigt
mit dem Alter an.

BIOCHEMISCHE EIGENSCHAFTEN:

Die VWF-Konzentration in normalem humanem Plasma betrégt ca. 10 pg/mol. Plasmati-
scher VWF ist ein multimeres Glykoprotein mit einem hohen Molekulargewicht im Bereich
von 1 bis 20 MDa. Das Multimer besteht aus identischen, durch Disulfidbriicken verbun-
denen Untereinheiten von je etwa 280 kDa, die in Endothelzellen und Megakaryozyten
synthetisiert werden. Nach einer komplexen Prozessierung werden die Molekiile ins Blut
sezeriert und sind in Plasma, Thrombozyten, Endothelzellen und in der subendothelia-
len Matrix der GefaRwand nachweisbar.

VWF spielt eine Schliisselrolle im Gerinnungsprozess. Bei BlutgefaRverletzungen vermit-
teln besonders die groReren Multimere die Adhésion der Thrombozyten an subendothelia-
les Bindegewebe und unterstiitzen, wenn auch in geringerem Ausmaf@, auch die Throm-
bozytenaggregation. VWF dient zudem als plasmatisches Transportprotein fiir Faktor
VIII:C und stabilisiert dadurch dessen prokoagulatorische Aktivitat.

PATHOLOGISCHE VERANDERUNGEN:

Mit einer Prévalenz von etwa 1% in der Allgemeinbevdlkerung ist das von-Willebrand-
Syndrom (VWS) die am hdufigsten autosomal vererbte Blutungsstdrung. VWS tritt sowohl
bei Ménnern als auch bei Frauen auf und duRert sich in stark unterschiedlichen Auspra-
gungen, die man in der Regel in 3 Subtypen einteilt:

- Typ | (70-80% aller Féalle): MittelmaRiger, quantitativer Mangel an VWF (15-50%),
verlduft asymptomatisch oder mit leichten Blutungssymptomen (Schleimhautblutun-
gen).

- Typ Il (15-20% der Falle): Qualitative Abweichungen des VWF (2A, 2B, 2M), groRteils
assoziiert mit dem Mangel an hochmolekularen Multimeren. Leichte his starke Blu-
tungssymptome.

- Typ Il (1-5% der Félle): Schwerwiegende Blutungssymptome aufgrund eines extre-
men Mangels an vVWF.

Aufgrund der groBen Streuung der VWF-Spiegel innerhalb der Allgemeinbevélkerung und
der verschiedenen pathologischen Zusténde ist fiir die Diagnose von VWS eine umfas-
sende Untersuchung des Patienten erforderlich. Diese kombiniert die Testung von min-
destens drei verschiedenen Parametern: FVIII:C-Aktivitat, vWF-Antigen und vWF-Aktivi-
tat, unter Beriicksichtigung der ABO-Blutgruppe und des familidren Kontextes.

Der vWF:CBA-Test, der auf der Féhigkeit der VWF-Multimere zur Bindung an Kollagen
basiert, ist ein nitzlicher Test zur Erfassung der physiologischen Aktivitat des vVWF und
somit zur genaueren Charakterisierung des vVWS-Typs.

ANWENDUNGEN:

Anmerkungen:

1. Um eine homogene immunologische Reaktion bei der Bindung von VWF an Kollagen zu ge-
wahrleisten missen die Kalibrierlésungen, Kontrollen und Proben so rasch wie mdglich und
jedenfalls innerhalb von 10 Minuten in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettiert wer-
den. Ein zu groRer Zeitunterschied bei der Zugabe der Reagenzien in die einzelnen Vertiefun-
gen kann sich auf die Bindungskinetik auswirken und zu falschen Ergebnissen fiihren.

. Die Testansatze sollten wéhrend der Inkubationen und besonders wéhrend der Farbentwicklung vor
direkter Sonneneinstrahlung geschiitzt werden. Es empfiehlt sich die Verwendung eines Mikrotiter-
plattenschiittlers.

. Im Zuge der Entfernung der Waschldsung nach jedem einzelnen Waschschritt diirfen die Vertiefun-
gen der Mikrotiterstreifen niemals austrocknen, da dies die an der Platte immobilisierten Komponen-
ten beeintrachtigen kdnnte. Deshalb muss das darauffolgende Reagenz so rasch wie maglich und
jedenfalls innerhalb von 3 Minuten nach Entfernung der Waschldsung in die einzelnen Vertiefungen
pipettiert werden. Der Mikrotiterplattenwascher muss so eingestellt sein, dass die Platten schonend
gewaschen werden und ein abruptes Entfernen der Waschldsung vermieden wird. Jeder einzelne
der jeweils 10 aufeinanderfolgenden Waschschritte muss strikt eingehalten werden, um eine
optimale Leistungsfahigkeit des Kits zu gewahrleisten.

Die Zugabe des Peroxidasesubstrats von Reihe zu Reihe muss in genau definierten

Zeitabstanden erfolgen. Diese Zeitabsstdnde miissen bei der anschlieRenden Zugabe der

Stoppldsung genau eingehalten werden.

. Bei bichromatischen Messungen kann eine Referenzwellenléange von 620 oder 690 nm verwendet
werden.
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ERGEBNISDARSTELLUNG:

e Zur Erstellung der Kalibrierkurve werden die berechneten vWF:CBA-Konzentra-
tionen (%) der einzelnen Kalibrierldsungen auf der x-Achse gegen die bei 450 nm
jeweils ermittelten Absorptionen (Asso) auf der y-Achse aufgetragen.

e Von der ermittelten Kurve kann man anhand der fiir die Proben und Kontrollen
gemessenen Asso-Werte auf die jeweiligen VWF:CBA-Konzentrationen schlieRen.

o Diagnose des von-Willebrand-Syndroms.
o Messung von VWF:CBA in klinischen Proben als ein Indikator fiir (kardiovaskulare)
Erkrankungen.

TESTEIGENSCHAFTEN:

o Messhereich: Von 0 bis etwa 150%.
o Nachweisgrenze: < 5%.

e Intra-Assay-VK: <10%.
L]
L]

Inter-Assay-VK: <10%.
Referenzmaterial: Internationaler Standard fiir VWF.
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