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1. VERWENDUNGSZWECK

Dieser ELISA-Test ist fur die Bestimmung von Tyrosin in humanem
EDTA-Plasma und Serum geeignet. Nur zu Forschungszwecken.

2.TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der Methode des kompetitiven Enzymimmunoassays. Zur
Vorbereitung  wird die zu untersuchende Probe mit einem
Derivatisierungsreagenz zur Derivatisierung des enthaltenen Tyrosin versetzt.

AnschlieBend wird die derivatisierte Probe mit einem polyklonalen Anti-
Tyrosin-Antiserum in einer mit Tyrosin-Derivat (Tracer) beschichteten ELISA-
Platte inkubiert. Wahrend der Inkubation kompetitiert das Zielantigen in der
Probe mit dem an die Platte gebundenen Tracer um die Bindung der
polyklonalen Antikoérper. Hierbei verdrangt das Zielantigen in der Probe den
Antikorper aus der Bindung an den Tracer. Daher ist die Konzentration des an
den Tracer gebundenen Antikorpers umgekehrt proportional zu der
Konzentration des Zielantigens in der Probe.

Beim  zweiten Inkubationsschritt  wird ein  Peroxidase-markierter
Sekundarantikorper zugegeben, der an die Tyrosin-Antikorper bindet. 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 bei 450 nm gemessen. Die Intensitat der Farbe ist umgekehrt
proportional zur Konzentration des gemessenen Analyten, d.h. mit steigender
Konzentration von Tyrosin in der Probe reduziert sich die Konzentration der an
den Tracer gebundenen Antikdrper und das Signal nimmt ab. Parallel dazu
wird eine Standardkurve — optische Dichte (Absorption bei 450 nm) versus
Standardkonzentration - erstellt, aus der die Konzentrationen der Proben
ermittelt werden.
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3. INHALT DER TESTPACKUNG
Artikel Nr. | Inhalt Kit Komponenten Menge
K7015MTP PLATE Mikrotiterplatte, vorbeschichtet 12 x 8 Vertiefungen
K7015ST STD Standards (0, 3, 10, 30, 100, 600 uM) 6 x200 ul
K7015KO1 CTRL 1 Kontrollen 2 x200 pl
K7015K02 CTRL?2
K7015WP WASHBUF | Waschpufferkonzentrat (10-fach) 2 x 100 ml
K7015AK AB Anti-Tyrosin-Antikorper (lyo.) 2 x 1 Flaschchen
K7015K 2.AB POD-Antikorper (Konzentrat 200-fach) 65 pl
K7015CSP 2.ABDIL Konjugatstabilisierungspuffer 12 ml
K7015RP REABUF Reaktionspuffer 2x 100 ml
K7015DR DER Derivatisierungsreagenz 2x13,3mg
K7015LM DMSO Dimethylsulfoxid (DMSO) 2ml
K7015AP ASYBUF Assaypufferkonzentrat (10-fach) 2x3ml
K7015TMB SUB TMB-Substrat 15ml
K7015AC STOP Stoppldsung 15 ml

4. ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

e Reinstwasser*

e Prazisionspipetten und Einmalpipettenspitzen mit variablen Volumina von
10-1000 pl

e Folie zum Abkleben der Mikrotiterplatte

¢ Mikrotiterplattenschittler

e Multikanal- bzw. Multipipette

e Zentrifuge, 3000 x g
o Vortex-Mixer
e Laborubliche Glas- oder Plastikrohrchen (Einmalartikel)
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¢ Mikrotiterplattenphotometer mit Filter 450 nm (Referenzfilter 620 oder 690
nm)

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 < 0,055 uS/cm bei 25°C (18,2 MQ
cm).

5. VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

e Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz der Platte darauf, dass die
Reagenzien wie in der Vorschrift beschrieben gelagert und nur die fiir den
jeweiligen Ansatz benodtigten Reagenzienmengen frisch angesetzt
werden. Der Kit kann so je nach Probenaufkommen bis zu 2x bis zum
angegebenen Haltbarkeitsdatum verwendet werden.

e Reagenzien mit einem Volumen kleiner 100 ul sollten vor Gebrauch
zentrifugiert werden, um Volumenverluste zu vermeiden.

e Das Waschpufferkonzentrat (WASHBUF) muss vor Gebrauch 1:10 in
Reinstwasser verdiinnt werden (100 ml WASHBUF + 900 ml Reinstwasser),
gut mischen. Aufgrund der hohen Salzkonzentration in den Stammlésungen
kann es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle [6sen sich bei
Raumtemperatur bzw. im Wasserbad bei 37°C auf. Das Pufferkonzentrat
kann bei 2-8°C bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt
werden. Die verdiinnte Pufferldsung ist bei 2-8°C einen Monat in einem
geschlossenen Gefal3 haltbar.

e Die Standards (STD) und die Kontrollen (CTRL1, CTRL2) werden
eingefroren bei -20°C gelagert. Fiir den Test die Standards und Kontrollen
auftauen und kurz vortexen. Standards und Kontrollen kbnnen bis zu 3x
wieder eingefroren werden, das Wiedereinfrieren sollte sofort nach
Entnahme erfolgen.

e DMSO kristallisiert bei 4°C aus. Zum Lésen das DMSO bei Raumtemperatur
stehen lassen oder im Wasserbad erwarmen.

e Der Inhalt eines Flaschchens Derivatisierungsreagenz (DER) (13,3 mg)
wird in 0,8 ml DMSO gel6st und das Flaschchen fir 5 min auf einen
Horizontalschiittler gelegt. Das DER sollte unmittelbar vor Gebrauch frisch
angesetzt werden. Nach Gebrauch ist das Restreagenz zu verwerfen. Durch
die Aufteilung des DER in 2 Gefal3e ist der ELISA in zwei Ansatze teilbar. Bitte
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beachten: DMSO greift Plastik an, DMSO reagiert nicht mit Polypropylen-
Produkten und Glasgefal3en.

e Das Assaypufferkonzentrat (ASYBUF) muss vor Gebrauch 1:10 mit
Reaktionspuffer (REABUF) verdiinnt werden: 27 ml REABUF zu den 3 ml
ASYBUF Konzentrat in der Flasche geben, gut mischen. Durch die
Aufteilung des ASYBUF in 2 Gefal3e ist der ELISA in zwei Ansatze teilbar.
Verdlinnter Assaypuffer ist stabil und kann 4 Wochen bei 2-8°C aufbewahrt
werden.

e Der Inhalt eines Flaschchens anti-Tyrosin-Antikorper (AB) wird in 5,5 ml
verdiinntem Waschpuffer gel6st. Durch die Aufteilung des AB in 2 Gefal3e
ist der ELISA in zwei Ansatze teilbar. Verdlinnter Tyrosin-Antikorper ist stabil
und kann 4 Wochen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

e Der POD-Antikorper (2.AB) wird 1:200 in Konjugatstabilisierungspuffer
(2.ABDIL) verdinnt (z.B. 60 ul 2.AB + 12 ml 2.ABDIL; nur die benotigte
Menge ansetzen). Unverdinnter POD-Antikorper ist bei 2-8°C bis zum
angegebenen Haltbarkeitsdatum stabil. Verdiinnter POD-Antikorper kann
5 Tage bei 2-8°C aufbewahrt werden.

e Alle anderen Testreagenzien sind bei 2-8°C zu lagern und bei
entsprechender Lagerung bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum (siehe
Etikett) verwendbar.

6. HINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

e Nur zu Forschungszwecken.

e Die Kitkomponenten enthalten Natriumazid oder Thimerosal zum Schutz vor
bakteriellen Kontaminationen. Natriumazid bzw. Thimerosal sind giftig. Auch
Substrate fiir enzymatische Farbreaktionen sind giftig und karzinogen. Jeder
Kontakt mit Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden

e Die Stopplésung besteht aus verdinnter H,SOa4. H,SO4 _

werden.































































