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Zur quantitativen Bestimmung der Komplement-Gesamtaktivitdt im Humanserum

Bitte die Packungsbeilage vor Gebrauch sorgfiltig lesen!

q

995-40801-01

0124D5

Eigenschaften
Der Autokit CH50-Test ist ein automatisierter in vitro-Liposomen-Immunoassay (LIA) zur
quantitativen Bestimmung der Komplement-Gesamtaktivitat (CH50) im Humanserum.

Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Das Komplementsystem, das aus etwa 20 Plasmaproteinen besteht, spielt bei der Immun-
abwehr des Kérpers eine wichtige Rolle. Die Komplementaktivitdt im Humanserum kann
daher fiir die Diagnose vieler Erkrankungen wichtige Informationen liefern. Klinisch betrachtet
fungiert die Komplementaktivitat als direkter Indikator von Komplementsystemabnormitaten
und unterscheidet sich von den immunoreaktiven Komponenten des Systems.' Die Komple-
mentaktivitdt wurde mit der aktiven Phase von Systemischem Lupus Erythematodes (SLE),
Rheumatischer Arthritis, Kryoglobulindmie-Vaskulitis, einigen Formen von Nephritis und ange-
borenen Storungen des Komplementsystems korreliert. Bislang basierte die Bestimmung der
Komplement-Gesamtaktivitét in der Regel auf der Komplement-vermittelten Hamolyse von
Erythrozyten, die mit Antikdrpern sensibilisiert worden waren. Bei dieser Methode sind aber
geeignete Serumverdiinnungen fiir die Messung des Lysegrads der Indikatorzellen erforder-
lich, weshalb eine einfachere Methode ohne Serumverdiinnungen entwickelt wurde.’ Beide
Methoden sind jedoch kompliziert und zeitaufwendig, und die Reagenzien aufgrund der
Verwendung von Erythrozyten nicht haltbar. AuBerdem ist es schwierig, einen hdmolytischen
Komplementtest zu automatisieren, da die Verteilung der Erythrozyten instabil ist.

Liposomen bestehen aus konzentrischen Schalen von Lipidbilayern, die durch wéssrige
Phasen getrennt sind, und wurden in Bezug auf die Komplement-vermittelte Immunschédi-
gung von Zellmembranen intensiv untersucht.*®

Ein homogener Test zur Bestimmung der Komplement-Gesamtaktivitdt, beruhend auf der
Immunolyse von Liposomen, wurde bereits publiziert.® Das AusmaB der Lyse der Liposomen
wird anhand der Aktivitdt der eingeschlossenen Alkalischen Phosphatase ermittelt; das
Verfahren erfolgt manuell und I&sst sich nicht auf Analyseautomaten durchfiihren. Diese
Methode erfordert die Zugabe vieler Reagenzien in die ReaktionsgefaBe, eine lange Reak-
tionszeit und den Einsatz Antikérper-bindender Liposomen, die wahrscheinlich die Aggregat-
bildung und Sedimentation der Liposomen in dem vorbereiteten Reagenz induzieren. Wir
haben einen automatischen homogenen Test zur Bestimmung der Komplement-Gesamt-
aktivitat in Humanserum auf Liposomenbasis entwickelt. Dafiir verwendeten wir eine homo-
gene Population kleiner Liposomen (200 nm), die eine stabile Verteilung zeigte, und schlossen
darin das Enzym Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49) ein (das pH-
Optimum der G6PDH liegt im Vergleich zur Alkalischen Phosphatase im neutralen pH-Bereich).
Mit diesen Liposomen gelang uns die Entwicklung eines vollautomatischen Testsystems zur
Bestimmung der Komplement-Gesamtaktivitdt.”

Testprinzip

Wird eine Patientenprobe mit den Liposomen und dem Substrat gemischt, binden die Anti-
korper aus dem Reagenz an die Dinitrophenylgruppe auf den Liposomen, und durch diesen
Antigen/Antikorper-Komplex werden die Komplementkomponenten in der Probe aktiviert. Die
aktivierten Komplementkomponenten brechen die Membran des Liposoms auf und setzen
das Enzym G6PDH frei, das nun mit dem NAD und dem Glucose-6-Phosphat (G6P) des
Reagenzes reagiert. Bei dieser enzymatischen Reaktion wird NAD zu NADH reduziert, was zu
einem Absorptionsanstieg bei 340 nm fiihrt. Dieser Absorptionsanstieg ist proportional zur
Komplementaktivitat in der Probe.

Reaktionen
Enzymreaktion

G6PDH
D-Glucose-6-Phosphate + NAD ——3 B-Gluconolactone-6-Phosphate + NADH
(Nachweis bei 340 nm)

Reagenz-Vorbereitung

Reagenz 1: (R1)

Die Liposome (R1) werden gebrauchsfertig geliefert. Diese Losung ist bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar.

Reagenz 2: (R2) + (R2a)

Zur Vorbereitung der Substratiosung eine Flasche (fir 20 ml) des Substrats (R2) mit einer
Flasche (20 ml) des Diluents (R2a) rekonstituieren. Die Substratldsung ist bei 2-10 °C 40
Tage haltbar.

Standard-Verfahren
Temperatur: 37 °C (Hitachi® 717)

Proben-Leerwert & Messung
0 5 94 100

| 7

(min)

() "  Haupt: 340 nm
Probe: 10 pl R2:125 pl A Neben: 700 nm
R1:250 pl

Das oben angegebene Testverfahren ist nur ein Beispiel. Diverse Gerdteapplikationen sind auf
Anfrage erhéltlich.

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen

o Nur fiir in vitro Anwendungen.

¢ Die Anwendung dieses Tests ist ausschlieBlich ausgebildetem Fachpersonal vorbehalten.

Es gelten die einschlégigen nationalen und regionalen Vorschriften und Gesetze.

Nicht zur in vivo Anwendung bei Menschen und Tieren.

Bei der Geratebedienung bitte das Benutzerhandbuch des Herstellers beachten!

Die Reagenzien zweier verschiedener Chargen diirfen nicht miteinander vermischt werden.

Die Behdlter und andere Materialien nur fiir den beschriebenen Testzweck verwenden.

Die Erstellung einer klinischen Diagnose darf nur auf Grundlage der klinischen Sympto-

matik in Verbindung mit weiteren Testergebnissen durch einen Arzt erfolgen.

e Lagerung der Reagenzien unter den angegebenen Bedingungen. Reagenzien nach dem,
auf der Packung angegebenen Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

o Eine ldngere Aufbewahrung der angebrochenen Reagenzien wird nicht empfohlen. Nach
dem Anbruch bitte wieder gut verschlieBen und unter den angegebenen Lagerbedin-
gungen aufbewahren.

¢ Die Probematerialien miissen als potentiell infektiés behandelt werden. Der Umgang mit
solchem Material sollte in Ubereinstimmung mit den Leitlinien guter Laborpraxis und in
einer Weise erfolgen, die den geltenden nationalen und internationalen Bestimmungen
entspricht.

e Nicht an Mund, Augen, oder Haut bringen! Bei Kontakt mit der Haut oder den Augen umge-
hend mit viel Wasser spiilen. Wenn eine Hautreizung auftritt, einen Arzt hinzuziehen.

e Bei der Entsorgung der Reagenzien sind die regionalen oder nationalen Vorschriften zu
beachten.

Zusétzliche Angaben (R1, R2a)
EUH208 Enthalt Maleinsdure, Gemisch aus: 5-Chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-on und 2-
Methyl-2Hisothiazol-3-on. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

Physikalische und chemische Anzeichen von Instabilitat

Befinden sich Prézipitate in den Reagenzien oder liefern die Kontrollseren Werte, die auBerhalb
des vom Hersteller angegebenen Bereichs liegen, kann dies ein Hinweis auf Reagenz-
instabilitat sein.

Gerate

Die Reagenzien sind zum Einsatz auf handelstiblichen Analyseautomaten. Die Gerateeinstel-
lungen und Spezifikationen sind dem entsprechenden Bedienungshandbuch zu entnehmen.
Leistungsstandards auf Alternativgeraten miissen vom Endanwender etabliert werden.

Probengewinnung und -aufbewahrung

Serum als Probe verwenden.

Es wird empfohlen, die Komplementaktivitat der Probe unmittelbar nach der Abtrennung des
Serums zu bestimmen. Bei Bedarf konnen die Proben bei -70 °C oder niedriger gelagert
werden. Ascorbinséure, Bilirubin, Himoglobin und durch Lipid bedingte Triibung haben keinen
signifikanten Einfluss auf die Messung.

Gelieferte Materialien
Siehe Abschnitt mit der Uberschrift ,Reagenzien*.

Bendtigte, aber nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien
Analysegerét Automat

CH50-Kalibrator (Bestell-Nr.: 997-43801)

Qualitdtskontrolimaterial (Bestell-Nr.: 991-43701)

Reagenzien
Inhalt und Lagerungsbedingungen Ergebnisse
R1: Liposomen bei 2-10 °C lagern Die Endergebnisse werden automatisch berechnet und in Konzentrationen angegeben.
(Nicht einfrieren) o
R2: Substrat bei 2-10 °C lagem Kalibrierung S . .
R2a: Diluent bei 2-10 °C lagern Der CH50-Test erzeugt eine Kalibrierungskurve, bei der die Absorption gegen die Konzentra-
. tion aufgetragen wird. Es wird empfohlen, mindestens eine Kalibrierung pro Woche durchzu-
Bestandteile fiihren.
R1:  Liposomen Enthélt GGPDH 4 U/ml
R2:  Substrat Enthélt Anti-DNP-Antikorper (Ziege) 24 mmol/l G6P Qualitatskontrolle
9 mmol/l NAD Eine Qualitatskontrollroutine wird allen klinischen Laboratorien empfohlen. Die Untersuchung
R2a: Diluent Enthélt Maleatpuffer, pH 5,0 5 mmol/l von Kontrollseren mit Wertlagen sowohl innerhalb als auch auBerhalb des Normbereichs wird
fu pulter, p fur jeden Test zur Kontrolle der Leistung des Tests empfohlen. Die fiir die Kontrollen erzielten
Werte miissen in die vom Hersteller angegebenen Bereiche fallen. Falls Werte fiir noch nicht
getestetes Kontrollmaterial ermittelt werden miissen, soll das Labor vorab fiir jede Wertlage
der Kontrollproben eine ausreichende Anzahl Bestimmungen ausfihren, um Sollwerte fiir
Mittelwert und Kontrollbereich zu ermitteln.
Hersteller: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH
Fuggerstr. 12 - 41468 Neuss - Germany
Telephone: +49 2131 311 272 - Fax: +49 2131 311 110
DE 0124D5 1 diagnostics_wkeu@fuijifilm.com - www.wako-chemicals.de
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Grenzen des Verfahrens
a) Der Messbereich vom Wako Autokit CH50 liegt bei 10-60 U/ml.
b) Die Richtigkeit der Ergebnisse kénnte durch eine Probenverdiinnung beeintréchtigt werden.

Referenzbereich
Serum: 31,6-57,6 U/ml.?

Diese Daten sind auf der Grundlage einer Normalverteilung berechnet worden. Von 880 Teil-
nehmern wurden in Japan 243 Personen zur Berechnung der CH50 Normalwerte ausgewahlt,
die in weiteren 12 biochemischen Parametern ebenfalls Ergebnisse im Normalbereich
aufwiesen.

Diese Daten liegen als interne Datenerhebung aus Japan vor. (Interne Daten) Da die Referenz-
werte durch Alter, Geschlecht, Erndhrung, lokales Umfeld und weitere Faktoren beeinflusst
werden, sollte jedes Laboratorium seine eigenen Referenzwerte fiir diese Methode ermitteln.

Interferenzen

Ascorbinsdure hat bis zu einer Konzentration von 50 mg/dl, Hdmoglobin bis zu einer Konzen-
tration von 500 mg/dl und Bilirubin bis zu Konzentration von 40 mg/dl keinen signifikanten
Einfluss auf den Autokit CH50-Test.

Leistungsmerkmale

Richtigkeit (WAKO-30R)

Nr. Referenzwert (U/ml) Messwert (U/ml) Wiederfindung (%)
1 27,1 31,0 114,4

2 36,5 40,0 109,6

3 47,3 47,0 99,4

4 54,6 53,5 98,0
Prézision (WAKO-30R)

Prézision in der Serie

Lauf # Probe # Replikate MW (U/ml) SD VK (%)
1 1 21 49,5 0,5 1,10
1 2 21 25,9 0,3 1,35
2 1 21 46,2 0,5 1,14
2 2 21 27,9 0,3 1,05
Gesamtprazision

Konzentrations- #der MW (U/ml) SD VK (%) Swr Sr
bereich Testtage

niedrig 21 26,9 1,54 57 16,6 16,7
hoch 21 48,3 1,57 32 18,9 22,1

Die Daten wurden gemaB den NCCLS-Richtlinien erhoben.
Sensitivitat: Die Nachweisgrenze des CH50 Tests wurde zu 10 U/ml ermittelt.

Spezifitat (WAKO-30R)
Aufstockungsuntersuchung
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Bestellinformation
Best.-Nr. Produkt Packung
995-40801 Autokit CH50 R1: 2x20ml
R2: 1 xfir 20 ml
R2a: 1x20ml
995-40802 Autokit CH50 Small R1: 1x20ml
R2: 1 xfir11ml
R2a: 1x11ml
997-43801 CH50 Calibrator CAL: 5 Konz. x fiir 0,5 ml
991-43701 Complement Control H: 10 x fiir 0,5 ml (hoch)

L: 10 x fiir 0,5 ml (niedrig)

Ascorbinséure (mg/dl) keine 10 20 30 40 50
CH50 (U/ml) 36,0 36,0 36,0 35,0 355 355
Bilirubin (mg/dl) keine 8 16 24 32 40
CH50 (U/ml) 35,0 36,0 36,0 36,0 37,0 37,0
Hémoglobin (mg/dI) keine 100 200 300 400 500
CH50 (U/ml) 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0 39,5
Hersteller: FUJIFILM Wako Chemicals Europe GmbH
Fuggerstr. 12 - 41468 Neuss - Germany
Telephone: +49 2131 311 272 - Fax: +49 2131 311 110
DE 0124D5 2 diagnostics_wkeu@fuijifilm.com - www.wako-chemicals.de




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


