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1. VERWENDUNGSZWECK

Der hier beschriebene Assay ist flir die quantitative Bestimmung von Kynurenin-
saure in Urin geeignet. Nur zur in-vitro-Diagnostik.

2. INHALT DERTESTPACKUNG

Art.-Nr. |Bezeichnung Kit Komponenten Menge
. . . 12x8
K 7735 PLATE Mikrotitermodul, vorbeschichtet .
Vertiefungen
Standards, gebrauchsfertig
K7735 >TD (0;1,5; 4,5; 15; 45; 150 pmol/l) 6x200
Kontrolle, gebrauchsfertig
K7735 CTRLT (Bereich der Spezifikation entnehmen) 1x200
K 7735 CTRL 2 Kontrolle, gebrauchsfertig 1 x 200

(Bereich der Spezifikation entnehmen)

K 0001.C.100, WASHBUF ELISA-Waschpufferkonzentrat, 10x 2x 100 ml

Kynureninsaure-Antikorper,

K7735 AB peroxidasemarkiert, gebrauchsfertig 1x6m

K 7735 ASYBUF Assaypuffer, gebrauchsfertig 2x30ml

K 0002.15 SUB Substrat (Tetramethylpenmdln), 1% 15 ml
gebrauchsfertig

K 0003.15 STOP Stopplosung, gebrauchsfertig 1x15ml

Fir Nachbestellungen von Einzelkomponenten verwenden Sie als Bestellnummer die Artikelnummer
gefolgt von der Bezeichnung.

3. ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

9 Reinstwasser*

9 Prazisionspipetten und Pipettenspitzen flir den Einmalgebrauch mit variablen
Volumina von 10 - 1000 pl

9 Folie zum Abkleben der Mikrotiterplatte

9 Mikrotiterplattenschuttler

9 Multikanal- bzw. Multipipette

9 Vortex-Mixer

9 Labortbliche Glas- oder Plastikrohrchen (Einmalartikel)
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9 Mikrotiterplattenphotometer (bendtigte Filter siehe Kapitel 6)

* Immundiagnostik AG empfiehlt die Verwendung von Reinstwasser nach I1SO 3696. Es handelt sich
dabei um Wasser des Typs 1, welches frei von ungeldsten und kolloidalen lonen und organischen
Molekilen ist (frei von Partikeln > 0,2 um) mit einer elektrischen Leitfahigkeit von 0,055 uS/cm bei 25°C
(=18,2 MQ cm).

VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz des Kits darauf, dass die Reagenzien wie
in der Vorschrift beschrieben gelagert werden.

9 Vorbereitung des Waschpuffers: Das Waschpufferkonzentrat (WASHBUF)

5.

muss vor Gebrauch 1:10 in Reinstwasser verdinnt werden (100 ml WASHBUF +
900 ml Reinstwasser), gut mischen. Aufgrund des hohen Salzgehaltes im
Konzentrat kann es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle 16sen sich bei
Raumtemperatur bzw. im Wasserbad bei 37 °C auf. Das WASHBUF kann bei
2-8°C bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Der
Waschpuffer (1:10 verdiinntes WASHBUF) ist 1 Monat bei 2-8°C in einem
geschlossenen Gefal3 haltbar.

Die gebrauchsfertigen Standards und Kontrollen (STD/CTRL) werden bei-20°C
gelagert. Sie sind so bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum verwendbar. Vor
Gebrauch die Standards und Kontrollen auftauen und kurz vortexen. Nach
Gebrauch wieder einfrieren.

Alle anderen Testreagenzien sind gebrauchsfertig und, bei 2-8 °C gelagert, bis
zum angegebenen Verfallsdatum (siehe Etikett) verwendbar.

PROBENVORBEREITUNG UND -LAGERUNG

Probenlagerung

Angesauerte Urinroben sind 4 Tage bei Raumtemperatur stabil. Nicht angesauerte
Urinroben sind bei Raumtemperatur 24 h stabil oder 4 Tage bei 2-8 °C. Zur langeren
Lagerung miussen die Proben bei -20°C aufbewahrt werden. Wiederholtes
Auftauen und Einfrieren ist zu vermeiden.

Vorbereitung der Proben, Standards und Kontrollen

Je 50 pl Standard (STD)/ Kontrolle (CTRL)/ Urinprobe in 1,5-ml-Reaktions-
gefale pipettieren.
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500 pl Assaypuffer (ASYBUF) in alle Reaktionsgefal3e (STD, CTRL, Proben)
pipettieren, gut mischen.

50 ul der so vorbereiteten Standards, Kontrollen und Proben werden im Test pro
Vertiefung eingesetzt.

6. TESTDURCHFUHRUNG

Testprinzip

Dieser ELISA dient zur quantitativen Bestimmung von Kynureninsaure. Der Test
basiert auf der Methode des kompetitiven Enzymimmunoassays.

Die zu untersuchenden Proben, Standards und Kontrollen werden zusammen mit
einem peroxidasemarkierten polyklonalen anti-Kynureninsaure-Antikdrper in einer
mit Kynureninsaure (Antigen) beschichteten Mikrotiterplatte inkubiert.

Wahrend der Inkubation kompetitiert das freie Zielantigen in der Probe mit dem an
die Platte gebundenen Antigen um die Bindung der peroxidasemarkierten poly-
klonalen Antikorper.

Nach einem Waschschritt zur Entfernung ungebundener Komponenten wird das
Peroxidasesubstrat Tetramethylbenzidin (TMB) zugegeben. Die Enzymreaktion
wird durch Zugabe von Saure abgestoppt. Dadurch erfolgt ein Farbumschlag von
blau nach gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wird photometrisch
gemessen. Die Intensitat der Farbe ist umgekehrt proportional zur Konzentration
des gemessenen Analyten, d.h. mit steigender Kynureninsaure-Konzentration in
der Probe reduziert sich die Konzentration der an die beschichtete Platte
gebundenen Antikérper und das Signal nimmt ab. Anhand einer mitgefiihrten
Standardkurve - optische Dichte (Absorption bei 450 nm) versus Standard-
konzentration - lasst sich die Konzentrationen der Proben ermitteln.

Pipettierschema

Vor Gebrauch alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur (15-30 °C)
bringen, gut mischen.

Markieren Sie die Positionen flir Standards/Kontrollen/Proben in einem Protokoll-
blatt.

Die bendtigten Mikrotiterstreifen aus dem Kit nehmen. Nicht verwendete
Mikrotiterstreifen konnen abgeklebt bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum bei
2-8 °C gelagert werden.
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Im Fall einer automatisierten Abarbeitung des Tests kdnnen automatenspezifische
Anpassungen der Prozedur notwendig sein, um den jeweiligen technischen
Gegebenheiten gerecht zu werden. Fiir Unterstiitzung und Rickfragen wenden Sie
sich bitte an Ihren Anbieter oder Inmundiagnostik AG.

Wir empfehlen, die Bestimmungen in Doppelwerten durchzufiihren.

50 pl der vorbereiteten Standards/Kontrollen/Proben in die jeweiligen
Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettieren.

2. | 50 pl Kynureninsaure-Antikorper in jede Vertiefung pipettieren.

Streifen luftdicht abdecken und tiber Nacht (15-24 Stunden) bei 2-8°C
inkubieren.

Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5 x mit je 250 pl Waschpuffer
4.  waschen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Aus-
klopfen auf saugfahigem Papier entfernen.

5. 100 pl Substrat (SUB) in alle Vertiefungen pipettieren.

6.  12-18 min* bei Raumtemperatur (15-30 °C) im Dunkeln inkubieren.

7. 100 pl Stopplosung (STOP) in alle Vertiefungen pipettieren, gut mischen.

Extinktion sofort im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen die
Referenzwellenlange 620 nm (oder 690 nm) messen. Ist keine Referenz-
8. | wellenlange vorhanden, wird nur bei 450 nm gemessen. Falls die Extinktion
des hochsten Standards den Messbereich des Photometers (bersteigt,
sollte sofort bei 405 nm gegen 620 nm (690 nm) gemessen werden.

*
























