PAK®12

Gebrauchsanleitung

PAK®12 ist ein qualitativer Festphasenenzymimmunoassay (ELISA) zum Nachweis von Antikérpern gegen HLA Klass | Antigene
und von Antikdrpern gegen spezifische Thrombozytenglykoproteine I1b/111a, 1a/lla, und 1b/IX.

Zum in-vitro Gebrauch.

Zusammenfassung und Erlauterungen

Die Existenz von Thrombozyten spezifischen Antigenen auf der Oberflache verschiedener Thrombozytenglykoproteine wurde in
vielen Untersuchungen beschrieben %436

Antikorper gegen Thrombozyten spezifische oder HLA Klasse | Antigene nach Schwangerschaft oder Transfusion kdnnen aus der
immunen Zerstdrung transfundierter Thrombozyten resultieren.”®? Die Bestatigung der Anwesenheit dieser Antikérper in
Patientenseren hilft bei der Suche nach geeigneten Blutprodukten.

PAK®12 ist ein Festphasenenzymimmunoassay, der nach der ”Antigen-Capture” Methode aufgebaut ist. Die Vertiefungen der
Teststreifen sind mit Thrombozytenglykoproteinen IIb/l1a und la/lla von Spendern der Blutgruppe 0 mit bekannten Thrombozyten-
Phénotypen beschichtet und werden von spezifischen monoklonalen Antikérpern an die feste Phase gebunden werden. HLA Klasse |
und Thrombozytenglykopoteine 1b/IX werden direkt beschichtet. Der Test dient dem Nachweis und der Differenzierung von
Antikdrpern gegen HLA Klasse | und Thrombozyten spezifischen Antigenen. Entnehmen Sie die Beschichtung der Vertiefungen dem
Protokollbogen/Recording Sheet.

Testprinzip

Patientenserum oder Patientenplasma wird in die Vertiefungen, die mit Thrombozyten und HLA Glykoproteinen beschichtet sind,
pipettiert. Spezifische Antikorper in der Patientenprobe binden an diese Festphasenantigene. Nach einem Waschschritt, bei dem alle
nicht gebundenen Antikorper entfernt werden, wird ein mit alkalischer Phosphatase markiertes Anti-Human 1gG/A/M zugeflgt. In
einem weiteren Waschvorgang wird tberschissiges Konjugat entfernt. Durch Zugabe des chromogenen Substrats PNPP entsteht eine
Farbreaktion, die nach 30 Minuten mit einer 3 M NaOH-L6sung abgestoppt und photometrisch ausgewertet wird.

Reagenzien

Maximale Anzahl an Bestimmungen pro Testpackung: 5
Lagern Sie die Reagenzien wie auf dem Label angegeben.

1.  Mikrowells: die Flachbodenvertiefungen der Teststreifen sind beschichtet mit Thrombozyten- und HLA
MS Glykoproteinen. Die Teststreifen sind in einem wieder verschlieRbaren Beutel eingeschweilit. Gebrauchsfertig.

2. Waschlésungskonzentrat (10 x konzentriert): TRIS —Aminomethan gepufferte Losung mit Na- Cl, und TWEEN
TCW 20; enthalt 1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit destilliertem Wasser verdiinnen. Diese Waschlésung kann bis
zu 48 Stunden bei Raumtemperatur oder bis zu 7 Tagen bei 2-8°C gelagert werden.

3. Probenverdiinnungspuffer: Phosphat gepufferte saline Lésung mit Rinderalbumin und Mausserum; enhalt 0,1%
SD Natrium-Azid. Gebrauchsfertig.

4.  Substratpuffer: enthalt Diethanolamin, MgCl, und 0,02% Natrium- Azid. Gebrauchsfertig. Dunkel
SB aufbewahren.

5. Stopplésung: 3 M NaOH. Gebrauchsfertig. Mit Vorsicht verwenden!

SS
6.  Konjugat: ein mit alkalischer Phosphatase markierter gereinigter Antikdrper von der Ziege, gerichtet gegen
AH humanes (IgG/A/M); enthélt 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit Probenverdiunnungspuffer verdiinnen.
7. PNPP (p-Nitrophenylphosphat) Substrat, kristallin. In destilliertem Wasser auflésen und vor Gebrauch mit
PN Substratpuffer verdinnen. Dunkel aufbewahren,
8.  Positives Kontrollserum: humanes Serum; enthélt 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit
PC Probenverdiinnungspuffer verdiinnen.




9.  Negatives Kontrollserum: humanes Serum; enthalt 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit
NC Probenverdinnungspuffer verdiinnen.

10. Abklebefolien.

PS

VorsichtsmaRnahmen

e Verwenden Sie keine triiben oder kontaminierten Reagenzien.

e Vermeiden Sie jede Kontaminationen des Verdiinnungspuffers und des Konjugats. Kontamination dieser Reagenzien mit
humanem Serum oder Plasma fiihrt zur Neutralisation des Konjugats und damit zum Testausfall.

e Verwenden Sie keine Reagenzien nach ihrem Verfallsdatum.

o Verwenden Sie weder die Teststreifen noch die Reagenzien aus der Testpackung in Verbindung mit einem anderen Test.

e Verwenden Sie nur die Reagenzien aus der Testpackung bzw. tauschen Sie keine Reagenzien aus, um falsche Ergebnisse
auszuschliefRen.

e Verwerfen Sie nach jedem Testansatz die verdiinnten Konjugate, Kontrollen und Substrate.

e Verwenden Sie fur die Herstellung der Verdinnungen ausschlief3lich kalibriertes Material in der entsprechenden Technik.

o Die enzymatische Substratreaktion im letzten Inkubationsschritt ist Temperatur abhangig und sollte bei 22-25°C durchgefiihrt
werden.

e Durch Abweichungen bei den verwendeten Materialen und Geréten und durch Temperatur-unterschiede in den Laboratorien kann
es sinnvoll sein, die abschlieBende Inkubationszeit leicht zu erhdhen bzw. zu verringern, um die korrekten Werte fir die
Kontrollen zu erreichen. Kontrollieren Sie diese Anpassung regelmagig.

Warnhinweis

e Alle Kontrollen humanen Ursprungs werden auf die Abwesenheit von HIV/HCV/HB-AG mit FDA zugelassenen Testsystemen
untersucht. Dennoch sollten alle Materialien als potentiell infektids behandelt und entsprechend entsorgt werden, da keine
Methode eine 100% Sicherheit bietet.

o Einigen Reagenzien ist Natrium-Azid als Konservierungmittel zugesetzt. Bei Kontakt bitte mit reichlich Wasser spulen. Natrium-
Azid ist ein Gift und wirkt im Korper toxisch.

e Die Stopplésung (NaOH) wirkt korrosiv. Vermeiden Sie deshalb jeden Kontakt mit der Haut und den Augen. Bei Kontakt sofort
mit reichlich Wasser absptlen.

o Entsorgen Sie alle restlichen Packungsbestandteile fachgerecht.

Probengewinnung

Entnehmen Sie das Blut in ACD oder EDTA (Plasma) oder ohne Zusatz von Antikoagulantien (Serum) unter den Ublichen aseptischen
Bedingungen und verwenden Sie es mdglichst frisch, um falsch positive oder negative Ergebnisse durch zu lange Lagerung oder
Kontamination der Probe auszuschlieBen. Proben, die nicht sofort abgearbeitet werden kénnen, sollten bei 2-8°C bis zu 48 Std.
aufbewahrt werden. Bei langerer Lagerung (> 48 Stunden) sollten die Proben aliquotiert und bei -20°C eingefroren werden. Lagern
Sie die Proben nicht in “No-Frost Gefrierschranken”!

Trennen Sie das Serum oder Plasma fir die Lagerung oder den Versand von den tibrigen Blutbestandteilen.

Partikel oder Ausflockungen in der Probe kénnen zu falsch positiven Ergebnissen oder zu schlechten Doppelbestimmungen fiihren.
Zenrifugieren Sie diese Proben vor ihrer Austestung.

Verwenden Sie ausschlieflich humanes Serum oder Plasma fiir diesen Test. Die Proben diirfen nicht vorverdiinnt sein. Dieses fiihrt zu
falsch negativen Ergebnissen.

Keine bakteriell verunreinigten, hamolytischen, lipdmischen, ikterischen oder Hitze inaktivierten Proben verwenden, um
widersprichliche Ergebnisse zu vermeiden.

Durchfiihrung
Mitgelieferte Materialien:

Die Vials enthalten z.T. mehr Reagenz, als auf dem Label angegeben. Entnehmen Sie deshalb immer die benétigten Mengen fir
dieVerdinnungen mit kalibrierten Pipetten.

1. 6-2x8 Teststreifen in einem Halterahmen
2. 1 x50 ml Waschlgsungskonzentrat



3. 1x14 ml Probenverdinnungspuffer

4. 1 x 14 ml Substratpuffer

5. 1x 14 ml Stopplésung

6. 1 x80 pl Anti-Human IgG/A/M Konjugat
7. 3 x50 mg PNPP Substrat

8. 1x0.3ml positives Kontrollserum

9. 1x0.7 ml negatives Kontrollserum

10. 6 Abklebefolien

Zusétzlich bengtigte Materialien:

1. Rohrchen fir die Verdinnungen der Proben, Kontrollen und Reagenzien

2. Transferpipetten

3. Variable Pipetten: 10-100 pl und 100-1000 pl und Einwegspitzen

4. Laborwecker

5.  ELISA- Reader mit einer Wellenldnge von 405 oder 410 nm und einer Referenzwellenl&nge von 490 nm
6. Destilliertes Wasser

7. Papiertiicher

8. ELISA-Washer oder Handwaschgerat

9. Zentrifuge

10. Wasserbad bei 37°C oder Brutschrank

Testdurchfihrung
1. Bringen Sie alle Reagenzien auf Raumtemperatur.

2. Stellen Sie die benotigte Waschldsung her, indem Sie das Waschldsungskonzentrat 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnen und
gut mischen.

3. Legen Sie die Anzahl der zu testenden Proben fest. Weisen Sie mit Hilfe des Protokollbogen/ Recording Sheet jeder Probe ihre
Positionen (2 Doppelstreifen je Probe) zu.

Vorbereitung der Proben und Kontrollen

4.  Verdinnen Sie wie angegeben und mischen Sie gut durch:

Volumen Volumen Probe
Probenverdinnungspuffer
PC 150 pl 50 pl
NC 600 pl 200 pl
Patientenprobe 600 pl 200 pl

5. Entnehmen Sie die bendtigte Anzahl von Teststreifen aus der Verpackung und verschlielen Sie den Beutel mit den nicht
benétigten Streifen sofort nach Entnahme.

Hinweis:  Jede Testpackung enthalt nur ein Halterahmen. Heben Sie den Rahmen fiir weitere Tests auf.

Hinweis: Positionieren Sie den Rahmen so, dass die Vertiefung Al oben links ist. Kontrollieren Sie den richtigen Sitz und das
Einrasten der Streifen im Rahmen. Beschriften Sie die Streifen, um Verwechselungen auszuschlielen. Behalten Sie diese
Positionierung wahrend der Testdurchfiihrung bei.

6. Geben Sie 300 pl Waschldsung in jede Vertiefung und lassen Sie alles bei Raumtemperatur fir 5-10 Minuten stehen.

7. Verwerfen Sie den Inhalt und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch aus, um alle Flissigkeitsreste zu
entfernen.

8. Pipettieren Sie 50 pl der verdiinten Kontrollen und Proben in die entsprechenden Vertiefungen (siehe Protokollbogen).
Hinweis: Die Blank-Vertiefungen bleiben leer.

Hinweis:  Werden pro Testansatz mehrere Patientenproben untersucht, sind die Kontrollen nur einmal erforderlich. Beschriften Sie
die Streifen, um Verwechselungen auszuschlieRen.



9. Versiegeln Sie die Vertiefungen mit Abklebefolie und inkubieren Sie sie fur 30-35 Minuten bei 37°C im Wasserbad oder fur 40-
45 Minuten im Brutschrank bei 37°C.

10. Verdiinnen Sie das Konjugat 1:100 mit dem Probenverdinnungspuffer in einem Polypropylen Réhrchen, um Aktivitatsverluste
des Konjugates auszuschlief3en.

Hinweis:

Teststreifen: 2-2x8 6-2x8
AH 20 ul 60 pul
SD 2.0ml 6.0 ml

Das Konjugat ist sehr viskos. Ziehen Sie es deshalb vorsichtig auf und mischen Sie es im Probenverdiinnungspuffer gut
durch.

11. Waschschritte:

a) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch aus.
b) Pipettieren Sie 300 ul Waschlésung in jede Vertiefung.
c) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen.
d) Waschen Sie die Vertiefungen 3-4 x wie unter b) und c) beschrieben.
e) Verwerfen Sie abschlielend den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen
Papiertuch aus, um alle Flussigkeitsreste zu entfernen.
Hinweis: Es ist ganz wichtig, dal nach dem lezten Waschschritt alle Flussigkeitsreste entfernt werden.

12. Geben Sie 50 pl des verdiinnten Konjugats in alle Vertiefungen mit Ausnahme der Blanks.

13. Versiegeln Sie die Vertiefungen mit Abklebefolie und inkubieren Sie sie fir 30-35 Minuten bei 37°C im Wasserbad oder fiir 40-
45 Minuten im Brutschrank bei 37°C.

14. Losen Sie das kristalline PNPP-Substrat in 500 pl destilliertem Wasser auf und mischen Sie gut durch, indem Sie den Verschlu
wieder einsetzen und das Vial gut schiitteln. Bitte bis zur weiteren Verwendung vor Licht schiitzen.

15. Verdiinnen Sie das PNPP 1:100 mit dem Substratpuffer.

Teststreifen: 2-2x8 6-2x8
PN 40 pl 120 ul
SB 4.0 ml 12.0mi

Gut mischen! Vor Licht schiitzen.

16. Waschschritte:
a) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch aus.
b) Pipettieren Sie 300 ul Waschlésung in jede Vertiefung.
c) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen.
d)  Waschen Sie die Vertiefungen 3-4 x wie unter b) und c) beschrieben.
e) Verwerfen Sie abschlieRend den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen
Papiertuch aus, um alle Flussigkeitsreste zu entfernen.
Arbeiten Sie die ndchsten 3 Schritte genau ab.
17. Geben Sie 100 ul der verdiinnten PNPP-L6sung in jede Vertiefung mit Ausnahme der Blanks.
18. Die Reaktionsansétze im Dunkeln exakt 30 Minuten bei Raumtemperatur (22-25°C) inkubieren.
Hinweis: Die Inkubationszeit bzw. -temperatur nach Zugabe des PNNP ist kritisch. Halten Sie sie genau ein und starten Sie die
Zeit mit der Zugabe des PNPP in die erste Vertiefung.
19. 100 pl Stopplésung in gleicher Abfolge wie das Substrat in alle Vertiefungen geben. Fiillen Sie die Blanks mit zusétzlichen 100

pl Stopplésung auf.



20. Die Reaktionen werden nach dem Stoppen im ELISA-Reader bei 405 oder 410 nm und einer Referenzwellenldange von 490 nm
ausgewertet. Lassen Sie die Streifen im Dunkeln bis zu max. 30 Minuten stehen, wenn die Auswertung nicht sofort nach dem
Abstoppen gemacht werden kann.

21. Ziehen Sie die Blank-OD Werte von den Proben und Kontrollen ab. Bei vielen ELISA-Readern laft sich dieses programmieren.

22. Ubertragen Sie lhre Werte auf den Protokollbogen.

Qualitatskontrolle

Die Qualitatskontrolle des PAK®12 besteht aus dem Einsatz positiver und negativer Kontrollen, die bei jedem Ansatz mitgefiihrt
werden, um die korrekte Durchfiihrung und die Reaktivitat der Regenzien zu bestétigen.

Kriterien flr einen validen Test:

Negative Kontrolle (I11b/Illa Reihe) Positive Kontrolle
| OD Mittelwert <0.175 >1.000

Die Doppelbestimmungen sollten nicht mehr als 20% abweichen. Alle Proben bzw. Kontrollen auRerhalb dieses Bereiches sollten
wiederholt werden.

Hinweis: Die Griinde fur schlechte Doppelbestimmungen kénnen vielfaltig sein:
Fehler beim Pipettieren der Proben und Reagenzien, Fehler bei den Inkubationszeiten bzw. -temperaturen, falsche
Volumina oder Verschleppungen. Diese fuhrt zu falschen Ergebnissen.

Interpretation der Ergebnisse

Ein Ergebnis ist positiv, wenn die Extinktion (OD-Werte) der Probe gleich oder groRer ist als das Doppelte des Mittelwerts der
entsprechenden negativen Kontrolle.

Einschriankungen

Kontaminationen der Reagenzien, falsche Inkubationszeiten bzw. —temperaturen, unzureichendes Waschen und Ausklopfen der
Vertiefungen, falsche Volumina, Streulicht bei der Substratinkubation, oder Auslassung von Schritten bei der Abarbeitung fiihren zu
falschen Ergebnissen.

Das Vorhandensein von Immunkomplexen oder anderen Immunglobulin Aggregaten in der Patientenprobe kann zu unspezifischen
Bindungen und somit zu falsch positiven Ergebnissen fuihren.

Testergebnisse, die nicht einem Muster einer Allo-Antikorperspezifitat entsprechen, sollten als unklar bewertet werden. Diese Proben
sollten neu entnommen und/oder nachgetestet werden oder mit einer anderen Testmethode, wie z.B. GTI MACE® oder MAIPA,
getestet werden.

Alle Ergebnisse sollten immer mit weiteren serologischen Tests und dem klinischen Bild abgesichert werden.

Schwache Titer oder Antikdrper geringer Aviditat oder seltener Auspragung werden u.U. nicht erfal3t und kénnen zu falsch negativen
Ergebnissen fuhren.

Autoantikdrper gegen Thrombozyten spezifische Antigene, die auf dem Recording Sheet nicht aufgefiihrt sind, werden nicht erfaf3t.

Andere Thrombozyten spezifische Antigene auf dem GPIIb/I11a Komplex wie HPA-4b (Penb), HPA-6a (Cab), HPA-6b (Cad), HPA-

7a (Mob), HPA-7b (Mo?), HPA-8a (SRb) und HPA-8b (Srd) wurden fiir den Captureschritt in den Vertiefungen mit GP 11b/111a nicht
verwendet. Es ist aber mdglich, dal? Alloantikdrper gegen diese Systeme im Test reagieren kdnnen.

Antikdrper gegen seltene HLA Antigene werden im Test u.U. nicht erfafit.

Einige nicht zytotoxische HLA-Antikdrper, die im LCT nicht reaktiv sind, werden im ELISA erfafit.



Spezifische Charakteristika der Durchfiihrung

Bei korrekter Lagerung und Anwendung wie oben beschrieben dient dieser Test dem Nachweis von Antikdrpern gegen HLA Klasse |
Antigene und Thrombozyten spezifische Antigene wie auf dem beiliegenden Protokollbogen/Recording Sheet aufgefihrt.

Um die Reaktivitat und Spezifitat zu garantieren, wird jede Charge des PAK®12 mit Proben, die Antikdrper gegen die beschichteten
Glykoproteine (siehe Protokollbogen) enthalten, getested wie auch mit Proben, die diese Antikdrper nicht enthalten.

Evaluation
Vergleichende Methode
Positiv Negativ Gesamt
PAK®12 Positiv 97 5 102
Negativ 13* 266 279
Gesamt 110 271 381
Ubereinstimmung: 95.3%
Co-Positivitat: 88.2% Co-Negativitat: 98.2%

Vergleichende Methode: Reverse Passive Hemagglutination Assay
*  Weil die vergleichende Methode ganze, intakte Thrombozyten als Zielantigen fur den Antikdrpernachweis vorsieht, sind positive
Reaktionen mit anderen, auf der Thrombozytenoberflache vorkommenden, Antigenen méglich.’® Die Zielantigene fiir den

Antikérpernachweis im PAK®12 sind die individuellen Glykoproteine und diese weisen weder Kalteagglutinine noch Antikérper
gegen Erythrozytenantigene wie z.B. Lewis nach.
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