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MDA-LDL ELISA
Produkt Nr. 447839

Lagerung: 2-10°C Fir Forschungszwecke!

VERWENDUNGSZWECK

Der MDA-LDL ELISA ist ein quantitativer enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) Test fiir die Bestimmung von Malondialdehyde-modified
low-density lipoprotein (MDA-LDL, oxidized LDL) in humanem Serum. Der
Test ist nur fir Forschungszwecke geeignet.

ERKLARUNG DES TESTVERFAHRENS

Die Bezeichnung “oxidiertes LDL” ist ein Sammelbegriff fiur oxidativ
denaturierte Low-density Lipoproteine; er bezieht sich auf LDL-Molekile
deren Hauptkomponente, z. Bsp. Apo B durch ein Lipidperoxidations-
produkt von LDL modifiziert wurde. Malondialdehyde (MDA) wurde als
representatives  Lipid-Peroxidationsprodukt von LDL identifiziert, das
Produkt bei dem Apo B durch Malondyaldehyd modifiziert wird, nennt sich
Malondialdehyd-modifiziertes LDL (MDA-LDL). MDA-LDL ist eine der
Hauptformen von oxidiertem LDL.

Bei Patienten mit Diabetes mellitus und perkutaner Koronararterien-
Intervention (PCI) wurde die Korrelation zwischen MDA-LDL Werten vor
PCl und dem Auftreten von Restenosen nach PCI untersucht. Die Studie
zeigte, dass die MDA-LDL-Werte vor PCl bei Patienten die eine
Restenose entwickelten hoher waren als bei Patienten bei denen keine
Restenose auftrat. Das Auftreten von Restenosen nach PCl war in
Patienten mit einem pre-PCI MDA-LDL Wert 2110 U/L héher (mit einem
relativen Risiko von 5.3) im Vergleich zu Patienten mit einem Wert von
<110 U/L.

Bei Patienten mit Diabetes mellitus und koronarer Herzkrankheit, wurde
die Korrelation zwischen MDA-LDL Werten und dem Auftreten von
kardiovaskularen Ereignissen in einer 4-jahrigen Follow-up Studie
untersucht. Das Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen war
signifikant hoher in Patienten mit einem MDA-LDL Wert 2110 U/L als in
Patienten mit einem Wert von <110 U/L.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass MDA-LDL ein nutzlicher
Prognosemarker bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit ist.

TESTPRINZIP

Serum wird mit Verdinnungspuffer verdiinnt, dieser enthalt ein
oberflachen-aktivierendes Reagenz, welches die Struktur von MDA-LDL in
der Probe verandert. Das MDA-LDL bindet dann an einen festphasen-
gebundenen monoklonalen anti-MDA-LDL Antikdrper (ML25) auf der
Mikrotiterplatte. AnschlieRend wird ungebundenes Material durch
waschen entfernt und ein monoklonaler B-galactosidase-markierter anti-
apolipoprotein B Antikdrper (AB16) zugegeben. AnschlieRend wird
ungebundenes Material durch waschen entfernt und das Enzymsubstrat
zugegeben. Durch die Umsetzung des Substrats kommt es zu einer
Farbentwicklung, diese wird durch Zugabe des Stoppreagenz abgestoppt.
Die Extinktion dieser L6sung wird bei 415 nm gemessen. Die Extinktion ist
direkt proportional zur MDA-LDL-Konzentration in der Probe.

REAGENZIEN
anti-MDA-LDL mAk beschichtete Mikrotiterplate (96 Vertiefungen), 1 Platte
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Probenstabilisierungsreagenz, Saccharose, 50 ml, 1 Flaschchen
Verdiinnungspuffer, Hepes, 100 ml, 2 Flaschchen
Waschpuffer (5x Konzentrat), 100 ml, 2 Flaschchen

B-Galactosidase-markierter anti-apolipoprotein B mAk, 11 ml, 1
Flaschchen

Substrat, o-Nitrophenol-3-D-galactopyranosid, 11 ml, 1 Fldschchen
Natrium-Carbonat-Stoppldsung, 11 ml, 1 Flaschchen
Human Serum Standard (lyophilisiert), 0.5 ml, 1 Flaschchen

WARNUNG UND VORSICHTSMARNAHMEN

Ausgangsmaterial fir den im Kit enthaltenen Standard ist humanen
Ursprungs. Dieses wurde auf Hepatitis B Oberfldchenantigene (HBsAQ),
Hepatitis C Virus Antigen (HCV) und HIV Antigen getestet und fiir nicht-
reaktiv befunden. Da sich die Ubertragung von HBsAg, HCV, HIV und
anderen im Blut zirkulierenden Infektionserregern durch Humanblut-
produkte derzeit mit keiner bekannten Testmethode mit vélliger Sicherheit
ausschlieBen Iasst, missen diese Reagenzien wie potenziell infektiose
Humanproben gehandhabt werden.

Die folgenden Reagenzien enthalten ProClin 300 als Konservierungs-
mittel: Probenstabilisierungsreagenz, Verdiinnungspuffer, Waschpuffer
Enzym-markierter Antikérper, Substrat und Standard. ProClin 300 kann zu
Hautreizungen fiihren, bei Haut- oder Augenkontakt sofort griindlich mit
Wasser abspllen und gegebenenfalls einen Arzt konsultieren.

Den Test wie angegeben bei 2-10 °C lagern, nicht einfrieren. Keine
Komponenten des Testkits nach dem Verfallsdatum verwenden. Keine
Reagenzien aus verschiedenen Testkits oder Chargen zusammen
verwenden. Die  Flaschenverschliisse ~ zwischen  verschiedenen
Reagenzien nicht vertauschen und nicht in Kontakt mit anderen
Reagenzien bringen. Reagenzien vor direkter Sonneneinstrahlung
schiitzen

HINWEISE ZUR TESTDURCHFUHRUNG

Probenart und Probenabnahme

1) Als Probe kann nur Serum verwendet werden, Plasma ist nicht
geeignet.

2) Serum nach vollstandiger Blutgerinnung abtrennen; Serum innerhalb
von 6 Stunden nach der Blutentnahme abtrennen.

Probenlagerung

1) Frische Proben
Frisch abgetrenntes Serum innerhalb von 8 Stunden testen, wenn es
bei 15 - 25 °C gelagert wurde und innerhalb von 3 Tagen, wenn es bei
2-8°C gelagert wurde

2) Gelagerte Proben
Wenn die Proben nicht direkt getestet werden kdnnen, muss sicher
gestellt sein, dass innerhalb von 8 Stunden nach der Blutabnahme
eine der folgenden Vorgehensweisen durchgefihrt wird.
[i] Probenlagerung nach Zugabe des Proben-Stabilisierungsreagenz:
Die Probe vor dem Einfrieren mit dem Stabilisierungsreagenz im
Verhaltnis 3:1 mischen (z. Bsp. 300 pL Probe und 100 pL
Stabilisierungsreagenz). Die Probe muss innerhalb von 5 Monaten
getestet werden, wenn sie bei -80°C gelagert wurde und innerhalb von
1 Monat, wenn sie bei -20°C gelagert wurde.
[ii] Direkte Probenlagerung bei -20°C: Die Probe darf wahrend der
Lagerung auf keinen Fall auftauen. Wenn die Probe bei -20 °C
gelagert wurde, innerhalb einer Woche wie folgt vorgehen: die Probe
auftauen und vor der Messung mit dem Stabilisierungsreagenz im
Verhaltnis 3:1 mischen (z. Bsp. 300 pL Probe und 100 uL
Stabilisierungsreagenz). Wenn die Probe wieder gelagert wird, muf3
sie innerhalb von 5 Monaten getestet werden, wenn sie bei -80°C
gelagert wurde und innerhalb von 1 Monat, wenn sie bei -20°C
gelagert wurde.

3) Die Proben vor der Verdiinnung Raumtemperatur (15-30°C) erreichen
lassen.

Interferierende Substanzen

Die Messung wird durch die folgenden Komponenten minimal beeinfluit:
Billirubin (bis zu 20 mg/dL), konjugiertes Billirubin ( ab 20 mg/dL),
Hamoglobin (bis zu 500 mg/dL), Triibeeinheit Formazin (ab 3000 Units)
und parenterale Fettemulsionen (ab 5%).

Sonstiges

1) bei jedem Testdurchlauf eine Standardkurve mitfiihren.

2) Wenn mehrere Proben vermessen werden, gewahrleisten, dass die
Reaktionszeit fiir jede Vertiefung bei jedem Schritt einheitlich ist.

3) Wahrend der Waschschritte gewahrleisten, dass die Waschlosung
vollstandig entfernt wird.

4) direkte Sonneneinstrahlung ist bei allen Reaktionsschritten zu
vermeiden.

5) bei allen Pipettierschritten darauf achten, dass die Reagenzien in die
Mitte der Vertiefung geben werden, so dass nichts an der Gefawand



haftet.

6) wenn die Konzentration einer Probe auRerhalb des Messbereichs der
Standardkurve liegt, muss diese nach weiterer Verdiinnung mit dem
Verduinnungspuffer erneut getestet werden.

Notwendige Materialien, die nicht mitgeliefert werden

0.22 um gefiltertes deionisiertes H20

Achtkanal Multipipette fir den Volumenbereich 50-300 i

Einkanalpipetten fiir den Volumenbereich 0-200, 200-1000 pl
Spektralphotometer fiir Mikrotiterplatten mit einer Wellenlange von 415 nm
Plattenwaschgerét (optional)

VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

TP  Die Antikérper-beschichteten Mikrotiterstreifen sind gebrauchs-
fertig. Nicht verwendete Streifen konnen bei 2-10 °C bis zu
2 Wochen gelagert werden, wenn diese in dem verschlossenen
Folienbeutel zusammen mit dem Trocknungsmittel unter
Ausschluss von jeglicher Feuchtigkeit gelagert werden.
Proben-Stabilisierungsreagenz, gebrauchsfertig
Verdlinnungspuffer, gebrauchsfertig

100 ml Waschpuffer Konzentrat mit 400 ml destilliertem Wasser
verdlnnen. Der verdlnnte Waschpuffer ist bei Lagerung bei 2-10
°C einen Monat stabil.

Hat

Enzym-markiertes Antikorper Konjugat, gebrauchsfertig

Substrat, gebrauchsfertig

Stopplésung, gebrauchsfertig

STD Standard mit 0.5 ml destillietem Wasser rekonstituieren,
vorsichtig mischen und 10 min bei Raumtemperatur (15-30 °C)
stehen lassen, wenn sich der Inhalt gelést hat, das Flaschchen
nochmals vorsichtig mischen, nicht vortexen. Diese Lésung als
Stock-Lésung verwenden. (= Stock-Lésung). Der rekonstituierte
Standard ist bei Lagerung bei 2-10 °C eine Woche stabil.

TESTDURCHFUHRUNG

Alle Reagenzien miissen Raumtemperatur (15-30°C) haben. Unlésliches
Material, vor allem im Verdiinnungspuffer, muss vor Gebrauch vollstdndig
geldst sein. Proben vorsichtig mischen, nicht vortexen.

Vorbereitung der Standards

Die folgenden seriellen Verdlinnungen in Verdinnungspuffer herstellen.
Die verdinnten Standardiésungen miissen 1 Stunde bei
Raumtemperatur (15-30°C) inkubiert werden.

Die Konzentration a (U/l) des Standards ist auf dem Etikett angegeben.

Konzentration

(UL)

Verdlnnungs 40 950 500 1000 2000 4000 8000 16000
30

faktor
Standard [ul] 10(]%40 0 >300 >300 |=>300 >300 300 O
Puffer [ul] 900 J960 J 300 J300__J 300_J 300_J 300__J 300 300

Vorbereitung der Proben
Frische Proben
Serum als Probe verwenden und mit Verdlinnungspuffer wie im Folgenden
beschrieben verdlinnen. Die Endverdiinnung dieser Probe betragt 1:2000.
(1) Die Probe 1:50 verdiinnen: zu 20 pl Probe 980 uL Verdiinnungs-
puffer geben.
(2) Diese 1:50-verdiinnte Probe weiter 1:40 verdiinnen: zu 20 pl der
1:50-verdiinnten Probe 780 pL Verdiinnungspuffer geben.
(3) Diese Probenverdinnung muss 1 Stunde bei Raumtemperatur
(15-30°C) inkubiert werden.

8a 4a 2a a 12a  1/4a 1/8a 0

1:50 1:40 Endverdiinnung:
Verdiinnung  Verdiinnung 1:2000
Probe 00 > 20u Die Probenverdinnung
i nach 1 Stunde bei
Verdiinnungs- 980 780 ul Raumtemperatur (15-30°C)

puffer weiter verwenden

Gelagerte Proben

Wenn die Proben nach Zugabe von Proben-Stabilisierungsreagenz
gelagert wurden, werden diese mit Verdlinnungspuffer wie im Folgenden
beschrieben verdiinnt. Die Endverdiinnung dieser Probe ist 1:2000.
(1) Die Probe 1:50 verdiinnen: zu 20 pl Probe 980 uL Verdiinnungs-
puffer geben.
(2) Diese 1:50-verdiinnte Probe weiter 1:30 verdiinnen: zu 20 pl der
1:50-verdiinnten Probe 580 L Verdiinnungspuffer geben.
(3) Diese Probenverdinnung muss 1 Stunde bei Raumtemperatur
(15-30°C) inkubiert werden.

1:50 1:30 Endverdiinnung:
Verdiinnung  Verdiinnung 1:2000
Probe 00 > 20u Die Probenverdiinnung
nach 1 Stunde bei
Verdiinnungs- Raumtemperatur (15-30°C)
puffer %80 ul 580l weiter verwenden
Testdurchfiihrung

1. Die Vertiefungen 3mal mit je 300 ul Waschpuffer waschen. Tropfen
entfernen indem die Platte 4-5mal umgekehrt auf einem Papiertuch
ausgeklopft wird.

2. Je 100 pL verdinnter Standard oder verdiinnte Probe in die
Vertiefungen der Mikortiterplatte pipettieren. Es wird empfohlen die
Standards und Poben als Duplikate zu bestimmen. Mit der Azetat-
Abdeckfolie bedecken und 2 Stunden bei Raumtemperatur (18-
25°C) inkubieren.

3. Inhalt aus den Vertiefungen entfernen und 4mal mit 300 pl
Waschpuffer waschen. Dieser Waschschritt kann entweder mit
einem Plattenwaschgerat oder manuell durchgefiinrt werden. Zur
manuellen Waschung den Waschpuffer mit einer Spilflasche oder
Pipette in die Vertiefungen geben. Waschpuffer verwerfen und
Tropfen entferen indem die Platte 4-5mal umgekehrt auf einem
Papiertuch ausgeklopft wird.

4. Je 100 pl Enzym-markierten anti-apolipoprotein B Antikdrper in die

Vertiefungen pipettieren, mit der Azetat-Abdeckfolie bedecken und 1

Stunde bei Raumtemperatur (18-30°C) inkubieren.

Vertiefungen wie unter Schritt 3 angegeben waschen.

Je 100 pl Substrat in die Vertiefungen pipettieren, mit der Azetat-

Abdeckfolie bedecken und 2 Stunden bei Raumtemperatur (18-

25°C) inkubieren.

7. Zum Abstoppen der enzymatischen Reaktion je 100 ul Stopplésung
in die Vertiefungen geben. Die Extinktion mit dem Spekiral-
photometer bei einer Wellenlange von 415 nm (optionale Referenz-
Wellenlange von 600 nm) messen.
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BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1. Die Standardkurve wird erstellt, indem man die Mittelwerte der
gemessenen Extinktionswerte (y-Achse) fiir die einzelnen Standards
gegen die entsprechende Konzentration (x-Achse) auftragt.

2. Die Konzentration der verdinnten Probe wird direkt aus der
Standardkurve interpoliert.

Proben deren OD-Werte oberhalb des héchsten Standards liegen miissen

nach Verdinnung emeut getestet werden, der entsprechende

Verdiinnungsfaktor ist bei der Konzentrationsbestimmung zu

berlicksichtigen.

Beispiel einer Standardkurve
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Absorbance (415/600) (nm)

100 200 300 400
MDA-LDL Konzentration (U/L)



ERWARTETE WERTE 9
Manner (Alter unter 45 Jahre) und Frauen (Alter unter 55 Jahre):
64 £ 18 U/L (Mittelwert + Stdabw.) (n=134)
Manner (Alter Uber 45 Jahre) und Frauen (Alter tber 55 Jahre):
83 £ 22 U/L (Mittelwert + Stdabw.) (n=122)

LEISTUNGSMERKMALE

Sensitivitat
1) Die Absorption der Pufferkontrolle (nur Verdinnungspuffer) liegt
unter 0.15.
2)  Die Absorption einer Probe mit bekannter MDA-LDL Konzentration
liegt bei 0.4-1.8 pro 200 U MDA-LDLI//L.

Prazision
Die Genauigkeit einer bekannten Konzentration liegt bei 80% bis 120%.
Die Interassay-Variation liegt unter 15%

Messbereich
Der Messbereich liegt bei 10-330 U/L
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