MICROAMS®
Micro-Antibody Monitoring System

Einsatz

MICROAMS" ist ein qualitativer Festphasenenzymimmunoassay (ELISA) zum Nachweis von IgG-Antikorpern gegen Spender
spezifische HLA Klasse I und Klasse II Antigene.

Zum in-vitro Gebrauch.

Zusammenfassung und Erlauterungen

HLA ist ein major antigenic System zur Bestimmung/Bewertung der Uberlebenschancen nach Transplantationen oder nach
Thrombozytentransfusionen bei sensibilisierten Individuen.' HLA Antikdrper werden durch Alloimmunisierung wihrend einer
Schwangerschaft, durch Transfusion von Blutprodukten oder durch vorausgegangene Transplantationen erworben. Eine
Alloimmunisation fiihrt in ca. 33% aller exponierten Flle zur Antikdrperbildung.> HLA Klasse I und II Molekiile sind polymorphe
Membran-Glykoproteine. HLA-Antikérper wirken sich negativ auf eine erfolgreiche Tansplantationen aus.”® Ein Post Transplant
Monitoring dieser Antikérper ist deshalb sehr wichtig, um potentielle AbstoBungsreaktionen beurteilen zu knnen.”

Testprinzip

HLA Glykoproteine werden von Spenderlymphozyten durch Lyse mit einer nicht-ionschen Detergenz gelst. Die Lymphozytenlysate
werden in Vertiefungen, die mit immobilisierten monoklonalen Antikdrpern, die gegen Klasse I und II Antigene gerichtet sind,
pipettiert . Die HLA-Glykoproteine binden an die monoklonalen Antikérper. Ungebundene Glykoproteine werden in einem
Wachschritt entfernt. Diese Vertiefungen werden dann mit dem Serum des Empféngers getestet. Spezifische gegen HLA Klasse |
und/oder II gerichtete Antikorper in der Patientenprobe binden an die HLA-Glykoproteine. Nach einem Waschschritt, bei dem nicht
gebundene Antikorper entfernt werden, wird ein Anti-Human IgG zugefiigt und inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt, bei dem
das ungebundene Anti-IgG entfernt wird, entwickelt sich nach Zugabe des chromogenen Substrats PNPP eine Farbreaktion, die nach
30 Minuten mit NaOH abgestoppt und photometrisch im ELISA-Reader ausgewertet wird.

Es laufen 3 Kontrollsysteme im Testansatz mit:

Die 1. Kontrolle, die Positiv- bzw. Reagenzienkontrolle, besteht aus den mitgelieferten getrockneten Kontrolllymphozyten und einem
Antikorper (positive Serumkontrolle), der mit den HLA Klasse I und II Glykoproteinen auf den Lymphozyten reagiert. Nach
Rehydrierung wird aus den getrockneten Lymphozyten ein Lysat hergestellt, das mit dem positven Serum getestet wird, um die
Reaktivitdt des Lymphozyten Lyse Puffers und anderer Reagenzien zu iiberpriifen.

Die 2. Kontrolle, die Lysatkontrolle, besteht aus zwei konjugierten monoklonalen HLA Antikérpern. Die Klasse I Lysatkontrolle
(LCR1) ist gegen HLA Klasse I Glykoproteine und die Klasse II Lysatkontrolle (LCR2) ist gegen HLA Klasse II Glykoproteine

gerichtet. Beide Kontrollen miissen positiv reagieren, um die Bindung von Klasse I und II Glykoproteinen an den monoklonalen

Antikdrper auf der festen Phase zu bestétigen.

Die dritte Kontrolle ist die negative Kontrolle. Positive Reaktionen liegen in den Vertiefungen vor, deren Extinktionen mehr als das
Doppelte des Durchschnitts der negativen Kontrolle aufweisen.

Reagenzien

Maximale Anzahl an Bestimmungen pro Testpackung: 44
Lagern Sie die Reagenzien wie auf den Labels angegeben.

1. Mikrowells: die ,,Jow volume* Flachbodenvertiefungen der Teststreifen sind beschichtet mit monoklonalen
MS1 Antikorpern gegen HLA Klasse I und IT Antigene. Die Klasse I Streifen sind blau, die Klasse II Streifen sind
2. violett markiert. Gebrauchsfertig. Die Streifen sind in einem wieder verschlieBbaren Beutel eingeschweif3t.

MS2

3. Waschlosungskonzentrat (10 x konzentriert): eine TRIS- Aminomethan gepufferte Losung mit Na-Cl, und
TCW TWEEN 20. Enthélt 1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit deionisiertem Wasser verdiinnen. Die verdiinnte
Waschlosung kann bis zu 48 Stunden bei Raumtemperatur (22-25°C) oder bis zu 7 Tagen bei 2-8°C gelagert
werden.




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

5. Substrat Puffer: enthilt Diethanolamin, MgCl, und 0,02% Natrium- Azid. Gebrauchsfertig. Dunkel
SB aufbewahren.

6. Stopplosung: 3 M NaOH, gebrauchsfertig. Mit Vorsicht verwenden.

SS

7. Konjugat (100 x konzentriert): ein mit alkalischer Phosphatase markierter konjugierter gereinigter Antikdrper

AG von der Ziege, gerichtet gegen humane IgG; enthélt 0,1% Natrium-Azid. (weisse Verschlusskappe). Vor
Gebrauch mit Lysat- und Konjugatverdiinnungspuffer verdiinnen.

8. Lysat- und Konjugatverdiinnungspuffer (blaue VerschluBkappe): TRIS gepufferte saline Losung mit Na-Cl,
LCD und 0,05% Natrium-Azid. Gebrauchsfertig.

9. Lymphozyten Lyse Puffer (10 x konzentriert): TRIS gepufferte saline Losung mit nicht-ionischer Detergenz
LLB und 0,5% Natrium-Azid Vor Gebrauch mit destilliertem Wasser verdiinnen.

10. HLA Klasse I Lysatkontrolle (LCRI mit blauer VerschluSkappe) (100 x konzentriert): enthélt einen mit
LCRI alkalischer Phosphatase markierten konjugierten HLA Klasse I spezifischen IgG-Antikorper von der Maus
und 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit Lysat- und Konjugatverdiinnungspuffer verdiinnen.

11. HLA Klasse II Lysatkontrolle (LCRII mit violetter VeschluBkappe) (100 x konzentriert): enthilt einen mit
LCRII alkalischer Phosphatase markierten konjugierten HLA Klasse II spezifischen IgG-Antikorper von der Maus
und 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit Lysat- und Konjugatverdiinnungspuffer verdiinnen.

12.  Lymphozytenkontrollpellet: getrocknete Lymphozyten. Vor Gebrauch vorbereiten wie beschrieben.
DLC

13.  PNPP (p-Nitrophenylphosphat) Substrat, kristallin: In deionisiertem Wasser auflésen und vor Gebrauch mit
PN Substrat Puffer verdiinnen. Dunkel aufbewahren.

14.  Positives Kontrollserum (4 x konzentriert); humanes Serum; enthilt 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit
PC Probenverdiinnungspuffer verdiinnen.

15.  Negatives Kontrollserum (4 x konzentriert) : humanes Serum; enthélt 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit
NC Probenverdiinnungspuffer verdiinnen.

16.  Abklebefolien

PS

VorsichtsmaRnahmen

e Verwenden Sie keine triiben oder kontaminierten Reagenzien.

e Verwenden Sie keine Reagenzien nach ihrem Verfallsdatum.

e Verwenden Sie nur die Reagenzien aus der Testpackung bzw. tauschen Sie keine Reagenzien aus, um falsche Ergebnisse
auszuschlieen. Fiir die Herstellung der Lysate kann jede Charge der GTI Lymphozyten Lyse Puffer verwendet werden.

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

e Verwenden Sie fiir die Herstellung der Verdiinnungen ausschlieBlich kalibriertes Material in der entsprechenden Technik.

e  Verklumpung der Lymphozyten vor dem Lyseschritt kann zu schlechter Lysatpraparation fiihren und damit zu niedrigen Werten
bei der Testung mit den Lysatkontrollreagenzien. Es ist ganz wichtig, die Zellen vorsichtig zu behandeln, um Verklumpungen
auszuschlieen. Kontamination der Lymphozytenpréparation mit Erythrozyten kann die Menge der HLA-Glykoproteine im Lysat
verringern. Sie miissen vor der Herstellung des Zellpellets entfernt werden.

e Hohere als die geforderten Zentrifugationsgeschwindigkeiten kdnnen zur vorzeitigen Lyse, zu Verklumpungen und zu Verlusten
der Lymphozyten fiihren.

e Lysate kdnnen bei -70 bis -80°C gelagert werden. Aufgetaute Lysate nicht wieder einfrieren.



e Vermeiden Sie jede Kontaminationen des Lysat- und Konjugatverdiinnungspuffers, der LCRI+II Reagenzien und des Konjugats.
Kontamination dieser Reagenzien mit humanem Serum fiihrt zur Neutralisation des Konjugats und der LCRI + II Reagenzien und
damit zum Testausfall.

e Verwerfen Sie nach jedem Testansatz die Verdiinnungen des Konjugats, des Lymphozyten Lyse Puffers, der
Lysatkontrollregenzien, der Kontrollen und des Substrats.

e Die enzymatische Substratreaktion im letzten Inkubationsschritt ist Temperaturabhéngig und sollte bei 22-25°C durchgefiihrt
werden.

e  Durch Abweichungen bei den verwendeten Materialen und Geraten und durch Temperaturuterschiede in den Laboratorien kann
es sinnvoll sein, die abschliefende Inkubationszeit leicht zu erhéhen bzw. zu verringern, um die korrekten Werte fiir die
Kontrollen zu erreichen. Kontrollieren Sie diese Anpassung regelméaBig.

e  Wegen der geringen Grofie der « low volume » Vertiefungen ist die korrekte Kalibration des ELISA-Reader ganz wichtig.

e  Messen Sie den Test ohne Referenzwellenlédnge.

Warnhinweise

e Alle verwendeten humanen Seren fiir die positiven und negativen Kontrollen werden auf die Abwesenheit von HIV, HCV und
HBgs-Ag durch FDA zugelassene Methoden untersucht. Dennoch sollten alle Materialien als potentiell infektios behandelt werden
und entsprechend entsorgt werden, da keine Methode eine 100% Sicherheit bietet.

o FEinigen Reagenzien ist Natrium-Azid als Konservierungmittel zugesetzt. Warnung: Natrium-Azid reagiert auf Blei- und
Kupferverbindungen. Alle Kontaktflichen (z.B. Spiilbecken) mit reichlich Wasser spiilen. Natrium-Azid ist ein Gift und wirkt im
Korper toxisch.

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

e Entsorgen Sie alle restlichen Packungsbestandteile fachgerecht.

Probengewinnung

Zellen: Entnehmen Sie Material aus der Milz geméaf$ Threr Labor internen Verfahren und verwenden Sie es innerhalb von 72 Stunden
nach Entnahme.

Die Lymphozyten aus peripherem Blut sollten in Na-Heparin oder ACD unter den tiblichen aseptischen Bedingungen entnommen
werden, bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von 72 Stunden verwendet werden.

Serum: Entnehmen Sie das Blut ohne Zusatz von Antikoagulantien unter den iiblichen aseptischen Bedingungen und verwenden Sie es
moglichst frisch, um falsch positive oder negative Ergebnisse durch zu lange Lagerung oder Kontamination der Probe auszuschlieen.

Serumproben, die nicht sofort getestet werden, konnen bei 2-8°C bis zu 48 Stunden aufbewahrt werden. Bei langerer Lagerung (> 48
Stunden) sollten die Proben aliquotiert und bei -20°C eingefroren werden. So kdnnen diese Proben bis zu 2 Jahren aufgehoben
werden. Lagern Sie die Proben nicht in ,, No Frost Gefrierschranken®!

Trennen Sie das Serum fiir die Lagerung oder den Versand von den {ibrigen Blutbestandteilen.

Partikel oder Ausflockungen in der Probe konnen zu falsch positiven Ergebnissen oder zu schlechten Doppelbestimmungen fithren.
Zentrifugieren Sie diese Proben vor ihrer Austestung.

Verwenden Sie nur humanes Serum fiir den Testansatz. Andere Probenmaterialien aus nicht humanem Serum oder Material, das keine
Antikorper gegen HLA-Glykoproteine enthilt, beeinflussen das Ergebnis.

Keine bakteriell verunreinigten, himolytischen, lipamischen, ikterischen oder Hitze inaktivierten Proben verwenden, um
widerspriichliche Ergebnisse auszuschlieBen.

Durchfiihrung
Mitgelieferte Materialien:

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

1. 12-1x 8 ,low volume microwell“ Streifen in einem Rahmen. Die Vertiefungen enthalten immobilisierte monoklonale
Antikorper gegen HLA Klasse I Antigene. Die Streifen sind blau markiert.
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12 — 1 x 8 ,,Jlow volume microwell* Streifen in einem Rahmen. Die Vertiefungen enthalten immobilisierte monoklonale
Antikorper gegen HLA Klasse 11 Antigene. Die Streifen sind violett markiert.
1 x 125 ml Waschldsungskonzentrat

1 x 14 ml Probenverdiinnungspuffer

1 x 14 ml Substrat Puffer

1 x 14 ml Stopplésung

1 x 120 pl Anti-Human IgG Konjugat

1 x 14 ml Lysat- und Konjugatverdiinnungspufter

1 x 2,5 ml Lymphozyten Lyse Puffer

1 x 14 pl Lysatkontolle LCRI (Klassel)

1 x 14 pl Lysatkontrolle LCRII (Klasse 1)

1 x getrocknetes Lymphozytenkontrollpellet

6 x 50 mg PNPP Substrat

1 x 200 pl positives Kontrollserum

1 x 200 pl negatives Kontrollserum

18 Abklebefolien

Zusétzlich bendtigte Materialien:

A Bl e

Eppendorfgefdfie und Reagenzrohrchen

Tranferpipetten

Prazisionspipetten mit verstellbarem Volumen 1-10 pl,10-100 pl und 100-1000 pl und Pipettenspitzen
Stoppuhr

ELISA-Plattenreader : Wellenldnge 405 - 410nm

Deionisiertes Wasser

Papiertiicher

ELISA-Washer oder Handwaschgerit

Zentrifuge

. 37°C Inkubator oder Wasserbad
. Zellkulturmedium
. Lymphozyten Trennmedium (1.077 g/mL)

Eis

Diese Abarbeitung ist in 3 Schritte aufgeteilt: die “Lysatpraparation der getrockmeten Lymphozytenkonrolle®, die
»~Praparation der Spenderlysate” und die ,, Testdurchfiihrung“.

Hilfreiche Hinweise:

1.

w

6.

Unverdiinnte Spender- und Kontrolllysate konnen schon vorab hergestellt, aliquotiert und bei -70 bis -80°C eingefroren werden.
Gehen Sie bei Verwendung dieser bereits hergestellten Aliquots direkt zur ,, Testdurchfiihrung®.

Fiihren Sie fiir jedes Spenderlysat eine negative Kontrolle und eine Lysatkontrolle mit.

Die Reagenzien- bzw. positive Serumkontrolle muf} bei jedem Klasse I und II Ansatz mitgefiihrt werden.

Um den schédlichen Einfluss der Protease auf die HLA-Glykopoteine zu reduzieren, konnen die Lymphozytenlysate fiir kurze
Zeit (max. bis zu 4 Stunden) auf Eis gelagert werden.

Frieren Sie sofort alle restlichen unverdiinnten Spenderlysate und/oder Kontrolllysate in kleinen Aliquots (1 Ansatz/Aliquot) in
verschlossene und beschriftete Gefdlle bei -70 bis -80°C bis zu 2 Jahren ein.

Zentrifugieren Sie nur mit den vorgegebenen rcf. Weichen Sie von den Vorgaben nicht ab.

Lysatpraparation der getrockneten Lymphozytenkontrolle

1.

Rehydierung der getrockneten Lymphozytenkontrolle

a) Rehydrieren Sie das getrocknete Lymphozytenkontrollpellet (DLC), indem Sie 500ul Zellkulturmedium zum getrockneten
Lymphozytenkontrollpellet geben.

b) Lassen Sie es bei Raumtemperatur 1 Stunde rehydrieren.

¢) Brechen Sie mit der Pipettenspitze das Pellet auf und vortexen Sie anschlieBend, sodass eine Zellsuspension entsteht.

d) Zentrifugieren Sie anschlieBend diese Suspension bei 1.000-1.500 rcf fiir 5 Minuten, um die Zellen zu pellettieren.

e) Lassen Sie den Uberstand auf den Zellen bis zur Herstellung der Lysate.



2. Lyse der getrockneten Lymphozytenkontrolle

a) Bereiten Sie 0,5 ml verdiinnten Lyse Puffer vor, indem Sie 50 ul Lymphozyten Lyse Puffer LLB mit 450 pl deionisiertem
Wasser mischen. Lagern Sie den verdiinnten Lyse Puffer bis zur weiteren Verwendung auf Eis bis zu max. 4 Stunden.

Hinweis: Der Lymphozyten Lyse Puffer (LLB) ist sehr viskos. Ziehen Sie vor Zugabe des LLB zum deionisierten Wasser die
Pipettenspitze 2-3 mal auf. Gut mischen.

b) Entfernen Sie nun den Uberstand von der rehydrierten Lymphozytenkontrolle (DLC).

¢) Die rehydrierte getrocknete Lymphozytenkontrolle (DLC) wird in 500 pl des verdiinnten Lyse Puffers lysiert. Mit Hilfe einer
Pipetenspitze gut mischen und anschlieBend vortexen, um die Zellen vollstindig zu resuspendieren. Zentrifugieren Sie den
Mix fiir 3-5 Minuten bei 1.000-1500 rcf, um die Zellmembranen zu sedimentieren. Uberfiihren Sie den Uberstand in ein
sauberes beschriftetes Gefal.

d) Das Konrolllysat wird bis zu seiner Verwendung auf Eis bis zu max. 4 Stunden gelagert. Es kann bei -70 bis -80°C
eingefroren und fiir spatere Einsétze gelagert werden.

Préparation der Spenderlysate:
1. Berechnung der Menge an bendtigten Zellen

a) Legen Sie die Position der zu testenden Patietenseren auf dem beiliegenden Protokollbogen/Recording Sheet fest.

b) Berechnen Sie mit Hilfe des beiliegenden Lysate Calculation Worksheet zuerst die bendtigte Menge an verdiinntem Lysat.
¢) Berechnen Sie danach die Menge an unverdiinntem Lysat fiir die Klasse I Streifen.

d) Berechnen Sie danach die Menge an unverdiinntem Lysat fiir die Klasse II Streifen.

e) Addieren Sie die beiden Volumina, um die benédtigte Gesamtmenge an unverdiinntem Lysat zu ermitteln.

f) Bestimmen Sie nun das Volumen der benétigten Zellen

g) Dokumentieren Sie alle Kalkulationen und Verdiinnungen auf Threm Worksheet.

2. Gewinnung/Isolation der Spenderzellen:

Lymphozyten konnen sowohl aus Vollblut wie auch aus der Milz gewonnen werden. Die Abarbeitung sollte in beiden Féllen
innerhalb von 72 Stunden nach Entnahme durchgefiihrt werden.

Vollblut:

a) Isolieren Sie bei der Verwendung von Vollblut die Spenderzellen auf einem geeigneten Trennmedium (1.077 g/mL) und
zentrifugieren Sie das Rohrchen bei 1.000-1.500 rcf fiir 15-20 Minuten. Sammeln Sie die Zellen und vermeiden Sie dabei
Erythrozytenkontaminationen!

b) Uberfiihren Sie die Zellsuspension in ein groBes Rohrchen und zentrifugieren Sie es bei .1000-1.500 rcf 5-10 Minuten, um
die Zellen zu pellettieren. Entfernen Sie den Uberstand.

¢) Resuspendieren und waschen Sie die Zellen mit Zellkulturmedium, indem Sie das 5fache des Pelletvolumen zupipettieren.

d) Zentrifugieren Sie die Zellen und verwerfen Sie den Uberstand.

e) Wiederholen Sie die Punkte c¢) und d) fiir insgesamt 3 Waschvorgénge.

f) Lassen Sie den Uberstand nach dem letzten Waschschritt auf den Zellen bis zur Vorbereitung der Lysate.

Milz:

a) Zerteilen Sie zur Vorbereitung von Lymphozyten aus der Milz das Gewebe in kleine Teile und suspendieren Sie das Gewebe
in Zellkulturmedium, beschichten Sie die Zellen mit Trennmedium (1.077 g/mL) und zentrifugieren Sie das RShrchen bei
1.000-1.500 rcf fiir 15-20 Minuten, um den Zelllayer zu isolieren.

b) Uberfiihren Sie die Zellsuspension in ein groes Réhrchen und zentrifugieren Sie es bei 1.000-1.500 rcf 5-10 Minuten, um
die Zellen zu pellettieren. Entfernen Sie den Uberstand.

¢) Resuspendieren und waschen Sie die Zellen mit Zellkulturmedium, indem Sie das 5fache des Pelletvolumen zupipettieren.

d) Zentrifugieren Sie die Zellen und verwerfen Sie den Uberstand.

e) Wiederholen Sie die Punkte c) und d) fiir insgesamt 3 Waschvorgénge.

f) Lassen Sie den Uberstand nach dem letzten Waschschritt auf den Zellen bis zur Vorbereitung der Lysate.



3. Lyse der Spenderzellen

Hinweis:

a)

b)

c)

Bereiten Sie fiir je 100 pl zu lysierendes Lymphozytenpellet 1,0 ml verdiinnten Lyse Puffer vor, indem Sie zu 900 pl
deionisiertem Wasser 100 pl Lymphozyten Lyse Puffer (LLB) pipettieren und gut mischen. Lagern Sie den verdiinnten Lyse
Puffer bis zur weiteren Verwendung auf Eis bis zu max. 4 Stunden.

Der Lymphozyten Lyse Puffer (LLB) ist sehr viskos. Ziehen Sie vor Zugabe des LLB zum deionisierten Wasser die
Pipettenspitze 2-3 mal auf. Gut mischen.

Uberfiihren Sie die bendtigte Menge an Spenderzellen in ein EppendorfgefiB, indem Sie nach einer der zwei folgenden
Methoden verfahren:

Entfernen Sie den Uberstand vom Pellet der gewaschenen Zellen.

Uberpriifen Sie das Volumen des Zellpellets, indem Sie in ein identisches Gefil Wasser in der gleichen Menge wie

das Zellpellet pipettieren und das Volumen des Wassers messen.

e Geben Sie das gleiche Volumen Zellkulturmedium zum Pellet zur Herstellung einer 50% Zellsuspension.

e Mit der Pipette gut mischen. Uberfiihren Sie anschlieBend das Doppelte der benétigten bzw. unter Punkt 1.
berechneten Menge in ein Eppendorfgefal.

e Zentrifugieren Sie diese Zellsuspension 5-10 Minuten bei 1.000- 1.500 rcf, um ein Pellet mit den benétigten Zellen
zu erhalten.

e Entfernen sie den Uberstand.

)

Geben Sie zu je 10 pl Spenderzellpellet (= 30 x 10° Zellen) 100 ul des vorbereiteten verdiinnten Lymphozyten Lyse Puffer.
Mit Hilfe einer Pipettenspitze gut mischen und anschlieend vortexen, um die Zellen vollstdndig zu resuspendieren.
Zentrifugieren Sie den Mix fiir 3-5 Minuten bei 1.000-1.500 rcf, damit die Zellmembranen sedimentieren. Uberfiihren Sie
den Uberstand in ein sauberes, beschriftetes GefiB.

ii) Alternativ konnen Sie die Zellen auch zdhlen (die folgende Tabelle dient IThnen hier als Hilfe) und die bendtigte Menge
an Zellen in ein Polypropylenréhrchen tiberfiihren und 5 Minuten bei 1.000-1.500 rcf zentrifugieren, um die Zellen zu
pellettieren. Entfernen Sie den Uberstand.

Volumen pelletierter Erwartete Anzahl von Lymphozyten | Erwartete Anzahl von Lymphozyten
Lymphozyten aus peripherem Blut aus der Milz

10 pl 30 x 10° Zellen 30 x 10° Zellen

20 pl 50 x 10°Zellen 60 x 10° Zellen

Tauen Sie bei der Verwendung der eingefrorenen, unverdiinnten Lysate die Aliquots erst kurz vor ihrer Verwendung auf und
verdiinnen Sie sie wie unter Punkt 4 der folgenden Testdurchfiihrung beschrieben.

Fir die HLA Klasse | Streifen bendtigen Sie 2 pl unverdiinntes Lysat oder 6 x 10° lysierte Zellen pro Vertiefung.

Fir die HLA Klasse 11 Streifen benétigen Sie 4 pl unverdiinntes Lysat oder 12 x 10 lysierte Zellen pro Vertiefung.

Testdurchfiihrung

1.

2.

3.

Alle Reagenzien miissen vor Testdurchfilhrung auf Raumtemperatur (22-25°C) gebracht werden.

Waschlosungskonzentrat (TCW) 1:10 mit deionisiertem Wasser verdiinnen und mischen.

Legen Sie die Anzahl der zu testenden Patientenproben fest.

Stellen Sie nun die bendtigten Mengen an verdiinnten Spender- und Kontrolllysaten entsprechend Ihrer Berechnung auf dem
,Lysate Calculation Worksheet her, indem Sie die auf Eis gelagerten Spender- und Kontrolllysate mit dem Lysat- und
Konjugatprobenverdiinnungspuffer (LCD) wie folgt verdiinnen:

a)

b)

Beschriften Sie ein Rohrchen mit ,,Spender Klasse I Lysat®. Stellen Sie die bendtigte Menge an Lysat fiir die HLA Klasse |
Streifen her, indem Sie die Lysate 1:8 mit dem LCD verdiinnen.

Beschriften Sie ein 2. R6hrchen mit ,,Spender Klasse II Lysat“. Stellen Sie die benétigte Menge an Lysat fiir die HLA Klasse
II Streifen her, indem Sie die Lysate 1:4 mit dem LCD verdiinnen.



¢) Beschriften Sie ein 3. R6hrchen mit ,,Lymphozytenkontrolle®. Stellen Sie die bendtigte Menge an Kontrolllysat her, indem
Sie die Lysate 1:4 mit dem LCD verdiinnen. Bitte beachten Sie, dass die Verdiinnung der Lymphozytenkontrolle fiir alle
Streifen der beiden HLA-Klassen identisch ist und dass diese Kontrolle in den Vertiefungen der Reagenzkontrolle beider
Streifen (Klasse I und II) angesetzt wird.

5. Die fiir den Test bendtigte Anzahl an Streifen unmittelbar vor der Testdurchfithrung aus den wieder verschlieBbaren Beuteln
(MS1 und/oder MS2) entnehmen und in den Rahmen einsetzen. Legen sie die nicht verwendeten Streifen wieder in den Beutel
zuriick und verschlieen Sie ihn.

Hinweis: Es werden nur 2 Rahmen mitgeliefert. Heben Sie deshalb die Rahmen bis zur letzten Austestungen 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 auszuschlieRen. Behalten Sie diese
Positionierung wahrend der Testdurchfiihrung bei.

6. Pipettieren Sie 15ul des verdiinnten Lymphozyten-Kontrolllysats in die Vertiefungen fiir die Reagenzienkontrolle der Streifen
beider HLA Klassen.

7. Pipettieren Sie 15 pl der verdiinnten HLA-Klasse I und II Spenderlysate in alle Vertiefungen, die mit Patient, negative Kontrolle
und Lysatkontrolle ausgewiesen sind auf dem Klasse I und Klasse II Streifen.

Hinweis: Werden pro Testansatz mehrere Patientenproben untersucht, sollten Sie die Streifen beschriften, um Verwechslungen
auszuschlieRen.

Hinweis: Die Blanksvertiefungen bleiben leer. Beachten Sie die richtige Zuordnung der verdinnten Klasse | und Il Lysate zu den
farbig kodierten HLA Klasse | und Il Streifen: Klasse I ist blau und Klasse Il ist violett markiert. Verwechslungen fiihren
zum Testausfall.

8. Versiegeln Sie die Streifen mit Abklebefolie und inkubieren Sie sie 30-Minuten bei 37°C im Wasserbad oder 40 Minuten im
Brutschrank bei 37°C.

Vorbereitung der Proben und Kontrollen

9. Verdiinnen Sie die Patientenseren und die beiden Kontrollen (PC+NC) in Probenverdiinnungspuffer (SD). Gut mischen.

Menge des Menge der Probe bzw. der
Probenverdiinnungspuffer (SD) Kontrollen
PC 60 pL 20 uL
NC (pro Spenderlysat) 60 uL 20 uL
Patientenprobe (pro Spenderlysat) 60 pL 20 uLL

Hinweis: Die Probenverdinnung reicht zum Ansatz von zwei Klasse | und zwei Klasse 11 Vertiefungen. Zentrifugieren Sie die
Patientenseren fiir 5-10 Minuten bei hoher Geschwindigkeit in der Mikrozentrifuge. Nehmen Sie den Uberstand fiir den
Ansatz.

10. Waschschritte:

a) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie die den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch aus.

b) Pipettieren Sie 140 pul Waschlosung in jede Vertiefung.

c¢) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen.

d) Waschen Sie die Vertiefungen noch 2 x wie unter b) und c) beschrieben.

e) Verwerfen Sie abschlieBend den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie die den Rahmen auf einem saugfahigen Papiertuch
aus, um alle Fliissigkeitsreste zu entfernen.

11. Verteilen Sie die verdiinnten Patientenseren und Kontrollen entsprechend Ihres Recording Sheet/Protokollbogens:

a) Pipettieren Sie 15 pl der verdiinnten positiven Serumkontrolle in die Vertiefungen der Positiv- bzw. Reagenzienkontrolle des
jeweils 1. Steifens der entsprechenden HLA-Klasse.

b) Pipettieren Sie 15 pl der verdiinnten negativen Kontrolle in die entsprecheneden Vertiefungen fiir die negative Kontrolle.

c) Pipettieren Sie 15 pl Lysat-und Konjugatprobenverdiinnungspuffer in die Vertiefungen der Lysatkontrolle in den Streifen
beider KLA-Klassen. So werden die Kontrollvertiefungen vor Austrocknung bei der néchsten Inkubation geschiizt.
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d) Pipettieren Sie 15 pl der verdiinnten Patientenproben in die entsprechenden Vertiefungen mit dem verdiinnten Spenderlysat.

12. Versiegeln Sie die Streifen mit Abklebefolie und inkubieren Sie sie 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad oder 40 Minuten im
Brutschrank bei 37°C.

Hinweis: Flhren Sie wahrend dieser Inkubation die folgenden 2 Schritte durch:

13. Verdiinnen Sie das Konjugat (AG) 1:101 im Lysat und Konjugatverdiinnungspuffer (LCD) in einem Polypropylenrohrchen.

Streifenanzahl 4—1x8 24 — 1x8
AG 7 uL 50 uL
LCD 700 puL 5mL

Hinweis: Das Konjugat ist sehr viskos. Ziehen Sie es deshalb vor Zugabe in LCD vorsichtig 2-3 mal auf und mischen Sie es im
Lysat- und Konjugatverdiinnungspuffer gut durch.

14. Verdiinnen Sie die Lysatkontrollregenzien (LCR1 und LCR2) mit dem Lysat- und Konjugatverdiinnungspuffer (LCD) wie folgt
und mischen Sie gut durch:

LCR I oder LCR II 2 ul
LCD 198 pul

Gut mischen!
Hinweis: Die Volumina der LCR-Reagenzien missen exakt eingehalten werden, um korrekte Lysatkontrollwerte zu erreichen.
15. Waschschritte:
a) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugfahigen Papiertuch aus.
b) Pipettieren Sie 140 pul Waschlosung in jede Vertiefung.
¢) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen.
d) Waschen Sie die Vertiefungen noch 2 x wie unter b) und ¢) beschrieben.
e) Verwerfen Sie abschliefend den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch
aus, um alle Fliissigkeitsreste zu entfernen.
Hinweis: Es ist ganz wichtig, dass nach dem letzten Waschschritt alle Flissigkeitsreste entfernt werden.

16. Geben Sie je 15 pl der beiden verdiinnten Lysatkontrollen in die entsprechenden Vertiefungen:

a) geben Sie LCR I nur in den blau markierten HLA Klasse I Streifen und
b) geben Sie LCR II nur in den violett markierten HLA Klasse II Streifen.

17. Pipettieren Sie 15 pl des verdiinnten Konjugats aus Punkt 13. in alle iibrigen Vertiefungen mit Ausnahme der Lysatkontrollen
und Blanks (siche Protokollbogen).

18. Versiegeln Sie die Streifen mit Abklebefolie und inkubieren Sie sie 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad oder 40 Minuten im
Brutschrank bei 37°C.

Hinweis: Arbeiten Sie wahrend dieser Inkubation die zwei nachsten Schritte ab:

19. Losen Sie das kristalline PNPP Substrat (PN) auf, indem Sie 500 ul deionisiertes Wasser in das Fldschchen pipettieren. Setzen
Sie den Verschluss wieder ein und mischen Sie gut. Schiitzen Sie das Substrat bis zur weiteren Verwendung vor Licht.

20. Verdiinnen Sie das PNPP (PN) in Substrat Puffer (SB) wie folgt:

Streifenanzahl: 4 -1x8 24 - 1x8
PN 20 uL 120 uL
SB 2 mL 12 mL

Gut mischen und bis zum Gebrauch dunkel aufbewahren. Verwendung bei Lagerung bei Raumtemperatur (22-25°C) innerhalb
von 45 Minuten.
8



21. Waschschritte:
a) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugfahigen Papiertuch aus.
b) Pipettieren Sie 140 pl Waschlosung in jede Vertiefung.
¢) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen.
d) Waschen Sie die Vertiefungen 2 x wie unter b) und c¢) beschrieben.
e) Verwerfen Sie abschlieBend den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugfahigen Papiertuch
aus, um alle Fliissigkeitsreste zu entfernen.
Arbeiten Sie die ndchsten 3 Schritte genau ab.
22. 50 ul PNPP sofort in alle Vertiefungen pipettieren mit Ausnahme der Blank- Vertiefungen!

23. Die Reaktionsansitze 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.

24. 50 ul Stopplosung (SS) in alle Vertiefungen pipettieren. Fiillen Sie die Blanks auf je 100 pl Stopplosung auf.

25. Die Reaktionen werden nach dem Stoppen im ELISA-Reader bei 405 oder 410nm gelesen. Lassen Sie die Streifen im Dunkeln
bis zu max. 30 Minuten stehen, wenn die Ablesung nicht sofort nach dem Abstoppen gemacht werden kann.

Hinweis: Benutzen Sie keine Referenzwellenlange flr die Ablesung der Streifen im ELISA-Reader.

26. Ziehen Sie die Blank-OD Werte von den OD-Werten der Proben und Kontrollen ab. Bei vielen ELISA-Readern 146t sich dieses
programmieren.

27. Ubertragen Sie Thre Werte auf den Protokollbogen (RS).

Qualitatskontrolle

Die Qualititskontrolle des MICROAMS® besteht aus 3 Kontrollen. Sie miissen bei jedem Testansatz mitgefiihrt werden, um
technische Fehler oder Reagenzienfehler auszuschlie3en.

Kriterien fir einen validen Test:

Negative Kontrolle Reagenzien Kontrolle
(NO) (PC)
OD Mittelwert <0.300 >1.000

Die OD-Werte in den Vertiefungen der Lysatkontrolle miissen eine positive Reaktion vorweisen (>2x des Durchschnittswerts der
negativen Kontrolle).

Eine positive Raktion in diesen Vertiefungen bestétigt, dass HLA-Glykoproteine in diesen Vertiefungen gecaptured wurden. Diese
Kontrolle identifiziert oder bestétigt nicht ein ungenau ausgefiihrtes Lysat oder dessen Verdiinnung oder bestétigt auch nicht ein
unzureichende serologische Reaktivitét des Glykoproteins.

In einer Studie mit 35 verschiedenen Milzlysaten lagen die OD-Werte fiir HLA Klasse I Lysatkontrollen im Bereich von 1.255 — 3.049
bei einem Durchschnitt von 2.124. Die OD-Werte fiir die HLA-Klasse II lagen zwischen 0.766 und 2.366 und einem Durchschnitt von
1.808.

Die Extinktionen der Doppelbestimmungen positiver Patientenwerte sollten nicht mehr als 20% von ihrem Durchschnitt abweichen.
Proben auferhalb dieses Bereichs sollten wiederholt werden.

Hinweis: Schlechte Doppelbestimmungen kénnen aus dem Auslassen von Reagenzien oder Proben bis hin zur Nichtzugabe von
Reagenzien oder falsche Reagenzmischungen reusltieren. Schlechtes Waschen, falsche Inkubationszeiten und —
temperaturen, nicht kalibriere ELISA-Reader oder Streulicht wahrend der Substratinkubation oder Kreuz-
Kontaminatinen sind Ursachen fiir schlechte Doppelbestimmungen. Nur der Ansatz in Doppelbestimmung verhindert
das Ubersehen von falschen Ergebnissen.



Auswertung

Ein Ergebnis ist positiv, wenn die Extinktion des Mittelwertes der Probe mindestens doppelt so hoch ist wie der Mittelwert der
negativen Kontrolle.

Einschréankungen

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

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

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

Schwache Titer oder Antikdrper geringer Aviditdt oder seltener Auspragung werden u.U. nicht erfaf3t.
Der Test weist nur IgG Antikorper nach.

Die Leistungen dieses Test werden mit bekannten Seren, die Antikdrper gegen HLA A, B und DR enthalten, bestitigt.

Evaluation der Leistungen

Um die Reaktivitit und Spezifitit des MICROAMS® zu garantieren, wird jede Charge mit bekannten Seren, die Spender spezifische
HLA Antikorper enthalten, iiberpriift.

Evaluation der Durchfiihrung

MICROAMS® wurde mit dem GTI Antibody Monitoring System (AMS®) Testkit methodisch verglichen. 100 Proben wurden evaluiert
mit MICROAMS®™ und AMS® zur Bestimmung der Reaktivitit der HLA Klasse I und Klasse II.

AMS® Klasse I
Positiv Negativ Gesamt
MICROAMS®  Positiv 52 0 52
Klasse I Negativ 0 49 49
Gesamt 52 49 101
Ubereinstimmung: 100%
Vergleichende Methode: GTI Antibody Monitoring System: HLA Klasse I und Klasse II (AMS®1+2)
Klasse I Co-Positivitéit/Sensitivitit | Co-Negativitit/Spezifitit
Value 100% 100%
95% confidence level (lower) 93.1% 92.7%
95% confidence level (upper) 100% 100%
AMS®Klasse 1T
Positiv Negativ Gesamt
MICROAMS®  Positiv 49 0 49
Klasse II Negativ 0 52 52
Gesamt 49 52 101
Ubereinstimmung: 100%
Vergleichende Methode: GTI Antibody Monitoring System: HLA Klasse I und Klasse IT (AMS®1+2)
Klasse II Co-Positivitit/Sensitivitdt | Co-Negativitit/Spezifitét
Value 100% 100%
95% confidence level (lower) 92.7% 93.1%
95% confidence level (upper) 100% 100%
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Prazision

Zur Evaluierung der MICROAMS® Prizision wurden inter- und intra-Assay Studien nach dem NCCLS User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance: Approved Guideline EP12-A durchgefiihrt. In beiden Féllen wurden zwei bekannte positive und zwei
bekannte negative Proben mit zwei verschiedenen Lysaten getestet.

Die Daten belegen eine 100% Ubereinstimmung within runs (n=20),between runs (n=40) und fiir lot-to-lot (3 lots, n=24) bei den
erzielten Ergebnissen.
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