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1. Einleitung

Lipoprotein(a) [Lp(a)] ist ein genetisch determinierter,
unabhéngiger Risikofaktor fiir Arteriosklerose. Uber die
physiologische Funktion und den Metabolismus von
Lp(a) ist wenig bekannt. Die Serumkonzentration dieses
Lipoproteins liegt zwischen 0 und 200 mg/dl. Konzentra-
tionen von Uber 30 mg/dl erhéhen das Risiko der Arte-
rioskleroseentstehung deutlich, insbesondere bei gleich-
zeitiger Erhéhung des LDL-Cholesterins.

Die Struktur des Lp(a) 1&Bt sich vom Aufbau des LDL-
Partikels ableiten. Lp(a) ist ein LDL-Partikel, das tber
Disulfidbriicken mit dem hochglykosilierten  Apo-
Lipoprotein(a) [Apo(a)] verbunden ist. Sequenzhomolo-
gien von Apo(a) mit Plasminogen deuten auf einen Zu-
sammenhang von gerinnungsphysiologischen und
artheriosklerotischen Prozessen hin.

Lp(a) weist sowohl eine inter- als auch eine intraindivi-
duelle Heterogenitat in seiner Protein- und Lipidzusam-
mensetzung auf. Bisher konnten mehr als 30 Isoformen
charakterisiert werden. Ob diese Heterogenitat Einfluss
auf das relative Risiko der Arterioskleroseentstehung
hat, ist nicht bekannt.

Im Gegensatz zu anderen Lipoproteinen kann die Lp(a)-
Konzentration nicht diatetisch beeinflusst werden. Lipid-
senker, die die LDL-Konzentration senken, beeinflussen
Lp(a) nicht.
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2. Indikationen des Tests

Bestimmung eines Risikofaktors fur Arteriosklerose be-
sonders bei Patienten mit koronaren Herzerkrankungen
oder Myocardinfarkt.

3. Testprinzip

Der Lp(a) ist ein Einschritt-Sandwich-ELISA. Vertiefun-
gen der ELISA-Teststreifen sind mit spezifischen, po-
lyklonalen Antikérpern gegen Apo(a) beschichtet. Im
ersten Inkubationsschritt (Proben- und Konjugatinku-
bation) werden verdiinnte Serum- bzw. Plasmaproben
zusammen mit dem Konjugat inkubiert. Das Konjugat
besteht aus einem spezifischen, monovalenten, gegen
Apo(a) gerichteten Fab-Fragment, das mit Peroxidase
gekoppelt ist (Anti-Apo(a)-Peroxidase-Konjugat). Wé&h-
rend der Inkubationszeit werden die Apo(a)-haltigen
Partikel an die Festphase gebunden und gleichzeitig
durch das Konjugat markiert. Unspezifische Probenbe-
standteile und ungebundenes Konjugat werden in einem
Woaschschritt entfernt. Im zweiten Inkubationsschritt er-
folgt die Substratreaktion, wobei die Peroxidase des
Konjugats das Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) zu
einer blau geférbten Substanz oxidiert. Durch anschlie-
Bende Zugabe von Schwefelsdure wird diese Reaktion
gestoppt, und es erfolgt ein Farbumschlag nach gelb.
Die Farbintensitat ist der Lp(a)-Konzentration direkt pro-
portional. Bei einer Wellenlange von 450 nm_wird die
Extinktion in einem ELISA-Reader gemessen. Uber eine
Bezugskurve wird die Lp(a)-Konzentration in der Probe
quantitativ bestimmt.
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4. Benotigte, nicht mitgelieferte Materia-
lien und Gerate

Aqua dest.

Réhrchen zur Probenverdiinnung

Messzylinder (1000 ml)

Prazisionspipetten (5 pl, 10 pl, 200 pl und 1000 pl)
Pipetten (5 pl und 10 ml)

Mehrkanal- bzw. Dispensierpipetten (50 und 200 pl)
Probenmischer

Stoppuhr

ELISA-Reader mit 450 nm Filter

5. Packungsinhalt

MTP], 12 Streifen mit je 8 Mikrotitervertiefungen, be-
schichtet mit affinitdtsgereinigtem, spezifischen, po-
lyklonalem Anti-Apo(a)-Antikérper vom Schaf, mit Tro-
ckenmittel im Aluminiumbeutel verpackt. Gebrauchsfer-

tig!

DILBUF|, Pufferkonzentrat (10x), 0,4 M Tris/HCI, pH 8,4,
detergenshaltig mit Stabilisatorprotein, 0,01% Thimero-
sal, 2 Flaschen je 100 ml. Vor Gebrauch verdinnen!

CAL], Kalibratoren 1-5, lyophilisierte Humanseren mit
Konservierungsmittel, jeweils 1 Flasche. Die chargen-
abhdngigen Lp(a)-Konzentrationen bitte den Fla-
schenetiketten entnehmen! Vor Gebrauch verdinnen!

[Control LL, [Control HL ] Positive Kontrollseren, LL, “Low
Level”, HL, “High Level” zur Richtigkeitskontrolle, lyophi-
lisierte Humanseren mit Konservierungsmittel, jeweils
1 Flasche. Die chargenabhangigen Sollwerte bitte
den Flaschenetiketten entnehmen! Vor Gebrauch
verdinnen!

ENZCONJ, Konjugat, Anti-Apo(a)-Fab-Peroxidase, spe-
zifische, polyklonale Fab-Fragmente vom Schaf, lyophi-
lisiert, blau geférbt, 1 Flasche. Vor Gebrauch verdiin-
nen!

TMB SUBS|, Substratlésung, Enthalt Tetramethylbenzi-
din (TMB), 2 Flaschen, 12 ml, Gebrauchsfertig!

STOP|, Stopplésung, 0,5M Schwefelsdure, 1 Flasche,
12 ml, Gebrauchsfertig!

Abklebefolien flir ELISA-Teststreifen, 2 Stlick.

6. Testdurchfiihrung
6.1. Untersuchungsmaterial, Probenlagerung

Humanserum, Citrat- und EDTA-Plasma. Proben sollten
zur Lp(a)-Bestimmung mdglichst frisch eingesetzt wer-
den. Bei mindestens —20°C kdnnen sie mehrere Monate
aufbewahrt werden. Die Proben dirfen nicht mehrfach
aufgetaut und wieder eingefroren werden.

Bitte beachten: Eine Erhdhung der Ca?*-Konzentration
und Einfrieren/Auftauen fihrt zur Aggregatbildung der
LDL-Partikel und beeinflusst den Messwert.

6.2. Vorbereitungen

Testkit auf Raumtemperatur bringen (20-26 °C).

Herstellen des Verdiinnungspuffers, 1+9: Beispiel,
100 ml Pufferkonzentrat+900 ml Aqua dest. Gut mi-
schen!

Rekonstituieren_der Kalibratoren 1-5 und positiven
Kontrollseren: Zu den Kalibratoren und Kontrollseren
werden je 200 pl Verdinnungspuffer pipettiert. An-
schlieBend diese 15 Min. stehen lassen und dann 10 s
vorsichtig mischen (Probenmischer, ohne Schaumbil-
dung). Nach Rekonstitution sind die Kalibratoren und
Kontrollseren klar bis leicht triib.

Verdiinnen der Kalibratoren, Kontrollseren und Pro-
ben, 1+2000:

Um exakte Lp(a)-Werte zu erhalten, ist es von groB-
ter Wichtigkeit, die Verdiinnungen gut zu mischen.
Die Herstellung einer Vorverdiinnung ermdéglicht
genaueres Pipettieren.

Beispiel 1: 10 ml Verdinnungspuffer vorlegen und je-
weils 5 pl Kalibratoren, 5 pl Kontrollseren bzw. 5 pl Se-
rum- oder Plasmaproben dazupipettieren. 10 s gut mi-
schen (Probenmischer)!!

Beispiel 2: Vorverdinnung (1+100); 1000 pl Verdin-
nungspuffer vorlegen und dazu jeweils 10 pl Kalibrato-
ren, 10 pl Kontrollseren bzw. 10 ul Serum- oder Plas-
maproben pipettieren und gut mischen. Endverdiinnung
(1+2000); 50 pl der Vorverdinnung in 950 pl Verdin-
nungspuffer weiter verdiinnen und gut mischen.

Herstellen der Konjugat-Stammlésung: Zu dem ly-
ophilisierten Konjugat werden 1,3 ml Verdinnungspuffer
pipettiert. AnschlieBend dieses 15 Min. stehen lassen
und dann vorsichtig mischen (Blaufarbung).

Herstellen der Konjugat-Gebrauchslésung, 1+10:
Beispiel flr 8 Testvertiefungen: 100 pl Konjugat-

Stammlésung + 1000 pl  Verdinnungspuffer. Kurz vor
Gebrauch ansetzen! Angesetzte Losung bei Raumtem-
peratur (20-26°C) 60 Min. haltbar.

6.3. Stabilitaten

Alle in der Packung enthaltenen Komponenten sind bei
2-8°C ungeodffnet bis zum aufgedruckten Verfallsdatum
haltbar.

Stabilitiaten nach Anbruch:
6 Monate bei 2-8°C:
[TMB SUBS] , MTP, [DILBUF|

(MTP im Aluminiumbeutel mit Trockenmittel)
2 Monate bei 2-8°C:

Endverdiinnter Verdiinnungspuffer

2 Wochen bei 2-8°C oder 6 Monate bei —20°C:
Rekonstituierte Kalibratoren 1-5 und Kontrollseren

1 Woche bei 2-8°C oder 6 Monate bei —20°C:

Konjugat-Stammldsung
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Testablauf

Proben- _und Konjugatinkubation: 100 pl Konjugat-
Gebrauchslésung in allen bendtigten Testvertiefungen
vorlegen. Dazu 100 pl verdiinnte Kalibratoren (Teststrei-
fen 1 und 2), verdiinnte Kontrollseren und oder verdiinn-
te Proben pipettieren. Teststreifen mit Folie abdecken.
Bei Raumtemperatur (20-26°C) 120 Min. inkubieren.

Waschen: Testvertiefungen entleeren und 250 pl Ar-
beitspuffer pro Testvertiefung einflllen, absaugen,
2x wiederholen. Auf saugfahiger Unterlage gut ausklop-
fen.

Substratinkubation: 200 pl Substratlésung pro Testver-
tiefung pipettieren und 30 Min. bei Raumtemperatur (20-
26°C) inkubieren.

Stoppen: 50pl Stopplésung pro Testvertiefung pipettie-
ren, 10 s schitteln und innerhalb 10 Min. bei 450 nm
messen (Referenzwellenlange 650 nm).

7. Hinweise
Gebrauch nur durch Fachpersonal!

Reagenzien verschiedener Chargen dirfen nicht kom-
biniert werden.

Wichtig fiir Prazision und Richtigkeit:

Hamolytische, lipAmische, ikterische oder mikrobiell
kontaminierte Proben kdénnen zu falschen Ergebnissen
fihren.

Inkubationstemperatur 20-26 °C einhalten.
Einhaltung der Pipettierreihenfolge.
Durchfiihrung von Doppelbestimmungen.

Inkubationszeit +10% einhalten. Sie beginnt nach dem
Einpipettieren der letzten Probe.

Einpipettieren der Proben: maximal 60s pro ELISA-
Teststreifen.

Einpipettieren von Konjugat-, Substrat- sowie Stopp-
I6sung: maximal 10 s pro ELISA-Teststreifen.

Sicherheitshinweise

Stoppldsung (Schwefelsdure) und Bestandteile des Sub-
strats (Methylpyrrolidon) kénnen zu Reizungen der Haut
fihren. Sollte S&ure bzw. TMB in die Augen gelangen,
sofort mit viel Wasser auswaschen und Arzt aufsuchen.

Kalibratoren und Kontrollseren sind HBsAg-negativ, HIV-
Antikérper- und HCV-Antikérper-negativ. Trotzdem soll-
ten diese Komponenten wie die Proben als potenziell
infektiés behandelt werden.

Die Reagenzien enthalten teilweise Konservierungs-
mittel (z. B. Thimerosal). Nicht schlucken, Haut- und
Schleimhautkontakt vermeiden!

Sicherheitsdatenblatt wird auf Anfrage versendet.

Entsorgungshinweise

Bei der Beseitigung der Testpackung sind die nationalen
gesetzlichen Bestimmungen in der jeweils aktuellen
Fassung zu beachten. Chemikalien und Zubereitungen,
die als Reststoffe anfallen, sind in der Regel Sonderab-
falle. Besondere Hinweise zur Entsorgung sind zusétz-
lich im Sicherheitsdatenblatt aufgelistet.

MaBnahmen bei Beschadigung

Im Falle einer erheblichen Beschadigung der Testpa-
ckung ist der Hersteller zu benachrichtigen. Falls einzel-
ne Komponenten erheblich beschédigt sind, sind diese
nicht zur Testdurchfiihrung zu verwenden. Sie sollten so
lange aufbewahrt werden, bis der Transportschaden
geregelt ist. Danach sollten sie ordnungsgeméan entsorgt
werden.

8. Testauswertung
8.1. Erstellen der Bezugskurve

x-Achse: Konzentration [mg/dl]
y-Achse: Extinktion

Mittelwerte der Messwerte von Kalibratoren, Kontrollse-
ren bzw. Proben bilden.

Bei Verwendung einer Auswertesoftware wird ein Re-
chenprogramm mit multipler nicht-linearer Regression
(z. B. 4-parametrische Kurvenanpassung, Glg. 1) emp-
fohlen.

Glg. 1: Y =d+ (a-d)/(1 + (x/c)®)

8.2. Validitatskriterien

Siehe QC-Zertifikat.

8.3. Konzentrationsbestimmung der Proben

Konzentrationen der Proben an der erstellten Bezugs-
kurve ablesen (s. Abb. 1).

Uberschreitet die Probenextinktion die Extinktion des
Kalibrators 5, muss die Probe mit dem Verdinnungspuf-
fer 1+1 weiterverdiinnt werden. Die ermittelte Konzent-
ration wird mit dem Verdinnungsfaktor 2 multipliziert.

Die Umrechnung von Citrat-Plasmawerten in Serumwer-
te erfolgt durch Multiplikation der abgelesenen Konzent-
ration mit dem Faktor 1,1.
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Abbildung 1: Beispiel fur eine Bezugskurve
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9. Interpretationshilfe

Die Interpretation der Messwerte wird erschwert durch
den Einfluss genetischer Faktoren (z. B. Polymorphis-
mus, geschlechtsspezifische und ethnische Unterschie-
de) sowie durch die asymmetrische Haufigkeitsvertei-
lung der Lp(a) Werte: z. B. liegt der Median fur Mitteleu-
ropéer bei ca. 10 mg/dl, fiir Chinesen bei 7 mg/dl und fir
Sudanesen bei 40 mg/dl.

Fir Mitteleuropéaer wurden fiir 15-20% der Probanden
mit einem Plasmaspiegel von ca. 25-30 mg/dl ein erhéh-
tes artheriosklerotisches Risiko festgestellt.

Die Bewertung der Messergebnisse erfolgt anhand fol-
gender Tabelle:

Beurteilung Lp(a) [mg/di]
Normalbereich <25
Risikobereich 25-35
Pathologischer Bereich >35

10. Testkenndaten

Intraassayvarianz: Es wurden vier Proben im Konzentra-
tionsbereich von 18-55 mg/dl jeweils 15 mal mit einer
Charge in Doppelbestimmung gemessen. Die intrase-
rielle Imprazision betrug bezogen auf die Konzentration
zwischen 4% und 6 %.

Interassayvarianz: Es wurden 3 Proben (19,7 mg/dl,
34,6 mg/dl und 59,6 mg/dl) mit einer Charge in 3 Serien
in Doppelbestimmung gemessen. Die interserielle Im-
prazision betrug bezogen auf die Konzentration zwi-
schen 7% und 9%.

Die untere Nachweisgrenze des Tests liegt bei <5 mg/dl.

Spezifitdt der Immunreaktion: Kreuzreaktionen mit Plas-
minogen und LDL liegen unterhalb der Nachweisgrenze.
Die verwendeten Antikérper erfassen alle bekannten
Apo(a)-Isoformen.

Standardisierung: Fir die Bestimmung von Lp(a) gibt es
keine anerkannte Standardmethode und keinen etablier-
ten Standard.

Der Lp(a) ELISA lieferte im Methodenvergleich mit turbi-
dimetrischen Messungen eine gute Korrelation (s. Ab-
bildung 2).

Regression Plot
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Y =4,322 + 1,052 * X; R"2 = ,95

Abbildung 2: Korrelationskurve ELISA/LEIA
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