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Arbeitsanleitung IDK® Zonulin ELISA

1. VERWENDUNGSZWECK

Der hier beschriebene Assay ist fiir die Bestimmung von Zonulin in Stuhl geeignet.
Nur zur in-vitro-Diagnostik.

2. EINLEITUNG

Zonulin ist ein humanes Protein dhnlich dem Zonula-occludens-Toxin von Vibrio cho-
lerae, das an der Regulation der interzelluldren Kontakte (tight junctions) in der Darm-
wand beteiligt ist. Zonulin bindet an einen spezifischen Rezeptor an der Oberflache
der Epithelzellen der Darmbarriere und aktiviert eine Kaskade biochemischer Ereig-
nisse, welche die Offnung der tight junctions induzieren und als Folge die Durchlas-
sigkeit der Darmepithelzellen erhéhen, so dass verschiedene Substanzen die Darm-
barriere passieren und Autoimmunreaktionen auslésen kénnen.

Die Arbeitsgruppe um Fasano hat festgestellt, dass bei Zoliakie- und Typ-1-Diabe-
tes-mellitus-Patienten das Zonulin-Zonulinrezeptor-System starker aktiviert ist. Pa-
tienten mit aktiver Zoliakie zeigen erh6hte Konzentrationen von Zonulin und Zonu-
lin-Antikorpern im Vergleich zu Nicht-Zoliakiepatienten und Patienten in Remission
unter glutenfreier Diat.

Im Hinblick auf den autoimmunbedingten Typ-1-Diabetes konnte in Versuchen mit
Ratten gezeigt werden, dass der Anstieg der Zonulin-Spiegel und die erhéhte Durch-
lassigkeit der Darmwand einer Typ-1-Diabeteserkrankung zeitlich vorausgehen. Um-
gekehrt konnte im Tierexperiment ein Typ-1-Diabetes verhindert werden, wenn das
Protein Zonulin blockiert wurde.

Dariliber hinaus wurde berichtet, dass viele Zéliakiepatienten auch an anderen Au-
toimmunkrankheiten leiden. Es wird vermutet, dass bei der Entwicklung von Zéliakie
und anderen Autoimmunerkrankungen, wie insulinabhangiger Diabetes, Multipler
Sklerose und rheumatoider Arthritis, erhohte Zonulin-Spiegel einen entscheidenden
Faktor darstellen.

3. INHALT DERTESTPACKUNG

Art.-Nr. | Bezeichnung Kit-Komponenten Menge

12x 8
Vertiefungen

K 5600 WASHBUF ELISA-Waschpufferkonzentrat, 10x 2x 100ml

K 5600 MTP Mikrotitermodul, beschichtet

K 5600 DIL Verdiinnungspufferkonzentrat, 2,5x 2x 100ml
K 5600 TRACER Tracer, biotinyliertes Zonulin, Konzen- 1% 300l
trat, 100 x
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Art.-Nr. | Bezeichnung Kit-Komponenten Menge
Konjugat,

K 5600 CONJ peroxidasemarkiertes Streptavidin, 1x 200l
Konzentrat, 100 x

K 5600 STD Standards (lyophilisiert) 4x 5 vials

K 5600 CTRL1 Kontrolle (lyophilisiert) 4x 1 vial

K 5600 CTRL2 Kontrolle (lyophilisiert) 4x 1 vial

K 5600 SUB TMB-Substrat (Tetramethylbenmdm), 1x15ml
gebrauchsfertig

K 5600 STOP ELISA-Stopplosung, gebrauchsfertig 1x15ml

Fur Nachbestellungen von Einzelkomponenten verwenden Sie als Bestellnummer die Artikel-
nummer gefolgt von der Bezeichnung.

4. ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

+ Reinstwasser*

- Prézisionspipetten und Pipettenspitzen flir den Einmalgebrauch mit varia-
blen Volumina von 10-1000 pl

« Folie zum Abkleben der Mikrotiterplatte

« Mikrotiterplattenschuttler

« Multikanal- bzw. Multipipette

+ Vortex-Mixer

. Zentrifuge, 3000g

« Laboriibliche Glas- oder Plastikrohrchen (Einmalartikel) aus Polypropylen

« Mikrotiterplattenphotometer

* Immundiagnostik AG empfiehlt die Verwendung von Reinstwasser nach 1SO 3696. Es han-
delt sich dabei um Wasser des Typs 1, welches frei von ungeldsten und kolloidalen lonen und
organischen Molekdlen ist (frei von Partikeln >0,2 um) mit einer elektrischen Leitfahigkeit von
0,055 uS/cm bei 25°C (= 18,2 MQcm).

5. VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

- Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz des Kits darauf, dass die Reagenzien
wie in der Vorschrift beschrieben gelagert und nur die fiir den jeweiligen
Ansatz benétigten Reagenzienmengen frisch angesetzt werden. Der Kit
kann so bis zu 4 x je nach Probenaufkommen bis zum angegebenen Haltbar-
keitsdatum verwendet werden.
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« Reagenzien mit einem Volumen kleiner 100 pl sollten vor Gebrauch kurz an-
zentrifugiert werden, um Volumenverluste zu vermeiden.

+ Vorbereitung des Waschpuffers: Das Waschpufferkonzentrat (WASHBUF)
muss vor Gebrauch 1:10 in Reinstwasser verdiinnt werden (100 ml WASHBUF
+ 900 ml Reinstwasser), gut mischen. Aufgrund der hohen Salzkonzentration
in den Stamml&sungen kann es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle
I6sen sich bei Raumtemperatur bzw. im Wasserbad bei 37 °C auf. Der WASH-
BUF kann bei 2-8°C bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt
werden. Der Waschpuffer (1:10 verdiinnter WASHBUF) ist bei 2-8°C einen
Monat in einem geschlossenen Gefal3 haltbar.

+ Vorbereitung des Verdiinnungspuffers: Das DIL (Verdiinnungspuffer-
konzentrat) muss vor Gebrauch 1:2,5 mit Reinstwasser verdiinnt werden
(100 ml DIL + 150 ml Reinstwasser). Aufgrund der hohen Salzkonzentration in
den Konzentraten kann es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle [6sen
sich im Wasserbad bei 37°C. Das DIL kann bei 2-8°C bis zum angegebenen
Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Der Verdiinnungspuffer (1:2,5 ver-
diinntes DIL) ist in einem geschlossenen Gefal} einen Monat bei 2-8°C halt-
bar.

+ Vorbereitung der Standards und Kontrollen: Die lyophilisierten STD
(Standards) und CTRL (Kontrollen) sind bei 2-8 °C bis zum angegebenen Halt-
barkeitsdatum verwendbar. STD und CTRL werden mit Reinstwasser rekon-
stituiert (Volumen und Konzentration siehe entsprechende Produktspezifi-
kation), zum Ldsen 10 Minuten stehen gelassen und anschlieBend griindlich
gemischt. Rekonstituierte Standards und Kontrollen sind nicht stabil und
konnen nicht aufbewahrt werden.

+ Vorbereitung des Tracers: Das Tracerkonzentrat (TRACER) wird unmittel-
bar vor Gebrauch 1:101 in Verdiinnungspuffer verdiinnt (150 pl TRACER +
15 ml Verdlinnungspuffer). Das TRACER ist bei 2-8 °C bis zum angegebenen
Haltbarkeitsdatum stabil. Tracer (1:101 verdlinntes TRACER) ist nicht stabil
und kann nicht aufbewahrt werden.

+ Vorbereitung des Konjugats: Das Konjugatkonzentrat (CONJ) wird un-
mittelbar vor Gebrauch 1:101 in Waschpuffer verdiinnt (100 ul CONJ + 10 ml
Waschpuffer). Das CONJ ist bei 2-8°C bis zum angegebenen Haltbarkeits-
datum stabil. Konjugat (1:101 verdiinntes CONJ) ist nicht stabil und kann
nicht aufbewahrt werden.

« Alle anderen Testreagenzien sind bei 2-8 °C zu lagern und bei entsprechender
Lagerung bis zum angegebenen Verfallsdatum (siehe Etikett) verwendbar.
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6. PROBENVORBEREITUNG UND -LAGERUNG
Die Probenstabilitat ist wie folgt:

Rohstuhl
4 Tage bei Raumtemperatur (15-30°C) sowie drei Monate bei-20°C.

Stuhlextrakt (1:50)
7 Tage bei -20°C.

Probenextraktion

Als Extraktionspuffer wird Verdiinnungspuffer verwendet. Wir empfehlen folgende
Probenvorbereitung:

Stuhlaufbereitungssystem (SAS) (Artikel-Nr. K 6998SAS)

Stuhlré6hrchen-Anwendung

Bitte beachten Sie, dass der Verdiinnungsfaktor der Stuhlsuspension von der
aufgenommenen Stuhlmenge und dem Puffervolumen abhéangig ist:

SAS mit 0,75 ml Puffer:

Aufgenommene Stuhlmenge: 15mg
Puffervolumen: 0,75ml
Verdiinnungsfaktor: 1:50

Die Aufbereitung von Stuhlproben mit Hilfe des SAS wird wie folgt durchge-
fuhrt:

a) Die Rohprobe muss aufgetaut sein, bei auffallend inhomogenen Proben
empfiehlt sich eine mechanische Homogenisierung durch Spatel, Impfose
o.A.

b) Das unbefiillte Stuhlrohrchen vor der Verwendung mit 0,75 ml gebrauchs-
fertigem Extraktionspuffer befiillen. Wichtig: Extraktionspuffer vor Gebrauch
auf Raumtemperatur bringen!

¢) Rohrchen aufschrauben (gelbes Gewinde), der untere Teil des Stabchens
weist Einkerbungen auf, welche durch Einstechen in die Stuhlprobe vollkom-
men mit Probe bedeckt werden mussen. AnschlieBend das Stabchen durch
den Abstreifring zurtick ins Rohrchen stecken (leichter Widerstand) und fest
verschlieBen.
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d) Das Rohrchen so lange mischen bis keine Stuhlreste mehr in den Einker-
bungen auszumachen sind. Fiir die Erhebung valider Messwerte ist darauf
zu achten, dass die Stuhlsuspension nach dem Mischungsprozess eine mdg-
lichst homogene Konsistenz aufweist. Bei besonders festen Stiihlen kann die
Homogenitat der Suspension durch langeres ,Einweichen” (ca. 10 min) des
Stuhls in Extraktionspuffer bedeutend gesteigert werden.

e) Nach erfolgter Suspendierung der Probe wird das R6hrchen ca. 10 Minuten
stehen gelassen. Aufschwimmende Schalen von Kérnern u. A. kénnen hierbei
vernachlassigt werden.

f) Anschlieend wird der gesamte Kopf des Stuhlrohrchens (blauer Ring) zu-
sammen mit dem Stdbchen vorsichtig abgeschraubt und verworfen. Beim
Abschrauben des Kopfes ist darauf zu achten, dass das abgesetzte Sediment
nicht erneut aufgewirbelt wird.

Verdiinnungsfaktor: 1:50

Vorbereitung der Proben
Je 150 pl Uberstand und 150 pl Tracer in ReaktionsgefiBe pipettieren, gut mischen.

Vorbereitung der Standards und Kontrollen

150 ul STD bzw. CTRL in entsprechend beschriftete ReaktionsgefdBe pipettieren,
mit 150 pl Tracer versetzen, gut mischen.

7. TESTDURCHFUHRUNG

Testprinzip

Der Test basiert auf der Methode des kompetitiven ELISA. Die zu untersuchenden
Proben, Standards und Kontrollen werden mit einem biotinylierten Zonulin-Tracer
versetzt und anschlieBend in einer mit einem polyklonalen anti-Zonulin-Antikorper
beschichteten ELISA-Platte inkubiert. Wahrend der Inkubation kompetitiert das freie
Zielantigen in den Proben mit dem biotinylierten Zonulin-Tracer um die Bindung
der polyklonalen anti-Zonulin-Antikérper. Beim zweiten Inkubationsschritt wird per-
oxidasemarkiertes Streptavidin zugegeben, das an den biotinylierten Zonulin-Tracer
bindet. Nach einem Waschschritt zur Entfernung ungebundener Komponenten wird
das Peroxidasesubstrat Tetramethylbenzidin (TMB) zugegeben. Die Enzymreaktion
wird durch Zugabe von Sdure abgestoppt. Dadurch erfolgt ein Farbumschlag von
blau nach gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wird photometrisch bei
450 nm gemessen. Die Intensitat der Farbe ist umgekehrt proportional zur Konzen-
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tration des gemessenen Analyten, d. h. mit steigender Zonulin-Konzentration in der
Probe reduziert sich die Konzentration des an den anti-Zonulin-Antikoérper gebun-
denen biotinylierten Zonulin-Tracers und das Signal nimmt ab. Aus den ermittelten
Standardwerten wird eine Standardkurve, optische Dichte (Absorption bei 450 nm)
gegen Standardkonzentration, erstellt, aus der die Konzentrationen der Proben be-
rechnet werden.

Pipettierschema

Im Test diirfen nur Reagenzien und Proben verwendet werden, die Raumtempera-
tur (15-30°C) aufweisen. Vor Gebrauch Reagenzien und Proben gut mischen.

Die bendétigten Streifen der Mikrotiterplatte (PLATE) aus dem Kit nehmen. Nicht ver-
wendete Mikrotiterplattenstreifen kdnnen in der verschlossenen Aluminiumverpa-
ckung bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum bei 2-8°C gelagert werden.

Im Fall einer automatisierten Abarbeitung des Tests konnen automatenspezifische
Anpassungen der Prozedur notwendig sein, um den jeweiligen technischen Gege-
benheiten gerecht zu werden. Fiir Unterstiitzung und Riickfragen wenden Sie sich
bitte an lhren Anbieter oder Immundiagnostik AG.

Wir empfehlen, die Bestimmungen in Doppelwerten durchzufiihren.

100 pl der vorbereiteten Standards, Kontrollen oder Proben in die Ver-

1. tiefungen pipettieren.

Streifen abdecken und 1 Stunde bei Raumtemperatur (15-30°C) unter
Schiitteln inkubieren.

Inhalt der Platte verwerfen und 5x mit je 250 pl Waschpuffer waschen.
3. | Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschgang auf Saugpapier ausschla-
gen.

4. | 100 pl Konjugat pro Vertiefung pipettieren.

Streifen abdecken und 1 Stunde bei Raumtemperatur (15-30°C) unter
Schiitteln inkubieren.

Inhalt der Platte verwerfen und 5 x mit je 250 ul Waschpuffer waschen.
6. | Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschgang auf Saugpapier ausschla-
gen.

7. | 100 pl SUB (Substrat) pro Vertiefung pipettieren.

8. | 10-20 Minuten bei Raumtemperatur (15-30°C) inkubieren*.
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100 pl STOP (Stopplosung) pro Vertiefung zusetzen und im Mikrotiter-

% plattenphotometer im Schiittelmodus kurz mischen.
Extinktion sofort im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen
die Referenzwellenlange 620 nm (oder 690 nm) messen. Ist keine Refe-
10 renzwellenldange vorhanden, wird nur bei 450nm gemessen. Falls die

Extinktion einer Probe oder eines Standards den Messbereich des Pho-
tometers Ubersteigt, sollte sofort bei 405nm gegen 620nm (690 nm)
gemessen werden.

* Die Intensitat der Farbentwicklung ist temperaturabhéangig. Es wird empfohlen den Farbum-
schlag wahrend der Inkubationszeit zu beobachten und entsprechend der Farbentwicklung die
Reaktion zu stoppen.

8. ERGEBNISSE

Die unten beschriebenen mathematischen Modelle konnen alternativ zur Auswer-
tung benutzt werden. Wir empfehlen die 4-Parameter-Funktion:

1. 4-Parameter-Funktion

Fir die optische Dichte empfehlen wir eine lineare Ordinate und fiir die Konzen-
tration eine logarithmische Abszisse (bei einer logarithmischen Abszisse muss
fir den Standard mit der Konzentration 0 ein Wert kleiner 1 eingegeben werden
z.B.0,001).

2. Punkt-zu-Punkt-Auswertung

Fir die optische Dichte und fiir die Konzentration empfehlen wir eine lineare
Ordinate bzw. Abszisse.

3. Gewichtete Spline-Funktion

Fir die optische Dichte und fir die Konzentration empfehlen wir eine lineare
Ordinate bzw. Abszisse.

Vor jeder automatischen Auswertung sollte stets eine Kontrolle der Doppelwerte auf
Plausibilitat (,Ausreilerkontrolle”) durchgefiihrt werden; falls dies nicht durch das
verwendete Programm erfolgt, sollte die Kontrolle manuell durchgefiihrt werden.

Stuhlproben

Der ermittelte Zonulin-Spiegel der Stuhlproben wird mit dem Verdiinnungsfaktor
50 multipliziert.

Sollte ein anderer Verdiinnungsfaktor verwendet worden sein, so ist die ermittelte
Konzentration mit dem verwendeten Verdliinnungsfaktor zu multiplizieren.

8
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9. EINSCHRANKUNGEN

Proben mit Konzentrationen oberhalb des Messbereichs (Definition siehe unten)
missen starker verdiinnt und erneut gemessen werden. Bitte beachten Sie diese
starkere Verdlinnung bei der Ergebnisberechnung.

Proben mit Konzentrationen unterhalb des Messbereichs (Definition siehe unten)
kdnnen nicht klar quantifiziert werden.

Die Obergrenze des Messbereichs ergibt sich aus:

hdchste Konzentration der Standardkurve x anzuwendender Probenverdiinnungs-
faktor

Die Untergrenze des Messbereichs ergibt sich aus:
LoB x anzuwendender Probenverdiinnungsfaktor

10. QUALITATSKONTROLLE

Immundiagnostik empfiehlt den Einsatz von externen Kontrollen fiir die interne
Qualitatskontrolle, wenn moglich.

Wir empfehlen, bei jedem Testansatz Kontrollen mitzumessen. Die Ergebnisse der
Kontrollen miissen auf Richtigkeit tGberpriift werden. Liegen eine oder mehrere Kon-
trollen auBBerhalb des angegebenen Bereiches, kann Immundiagnostik die Richtig-
keit der Messergebnisse nicht gewahrleisten.

Referenzwerte

Anhand einer laborinternen Studie mit Stuhlproben von augenscheinlich Gesunden
(n = 40) wurde ein Medianwert von 61 ng/ml (£ 46 ng/ml) ermittelt.

Wir empfehlen jedem Labor, einen eigenen Referenzbereich zu etablieren.

11. TESTCHARAKTERISTIKA

Analytische Sensitivitdt

Leerwert (limit of blank, LoB) 0,105 ng/ml
Nachweisgrenze (limit of detection, LoD) 0,241 ng/ml
Bestimmungsgrenze (limit of quantitation, LoQ) 0,241 ng/ml

Die Auswertung wurde gemaf der CLSI-Richtlinie EP-17-A2 durchgefiihrt.
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Prézision und Reproduzierbarkeit

Intra-Assay (n = 24)

1

17,7 6,2
130,9 5.9
38,3 3,2

Inter-Assay (n =16)
1 36,4 12,7
2 162,9 13,9

Wiederfindung in der Verdiinnung

Zwei Stuhlproben wurden verdiinnt und im Test gemessen. Die Ergebnisse sind in
der unten stehenden Tabelle aufgefiihrt (n = 2)

1:50 58,5
1:100 29,3 20,3
A 1:200 14,6 10,6
1:400 73 6,7
1:50 169
1:100 84,5 80
° 1:200 42,3 42,5
1:400 21,1 24,1

12. VORSICHTSMASSNAHMEN

+ Alle im Kit enthaltenen Reagenzien diirfen ausschlief3lich zur in-vitro-Dia-
gnostik verwendet werden.

- Das fir Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepa-
titis B und Hepatitis C getestet und fiir negativ befunden. Dennoch wird emp-

10
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fohlen, die Kitkomponenten als VorsichtsmaBnahme immer wie potentiell
infektioses Material zu behandeln.

Die Kitkomponenten enthalten zum Schutz vor bakteriellen Kontaminationen
Natriumazid oder ProClin. Natriumazid bzw. ProClin sind giftig. Auch Substrate
fur enzymatische Farbreaktionen sind als giftig und karzinogen beschrieben.
Jeder Kontakt mit Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

Die Stoppldsung besteht aus verdiinnter Schwefelsaure (H,SO,).H,SO, ist eine
starke Saure und muss auch in verdiinnter Form mit Vorsicht benutzt werden.
H,SO, verursacht bei Kontakt mit der Haut Veratzungen. Es sollte daher mit
Schutzhandschuhen, Schutzkleidung und Schutzbrille gearbeitet werden. Bei
Kontakt mit der Sdure muss die verdtzte Stelle sofort mit viel Wasser gespiilt
werden.

13. TECHNISCHE MERKMALE

Reagenzien der Testpackung diirfen nicht mit anderen Chargen gemischt
werden. Ferner dirfen Kavitaten unterschiedlicher Mikrotiterplatten, selbst
der gleichen Charge, nicht zusammengefiigt und zur Analyse verwendet wer-
den.

Quialitatskontrollen sollten immer mitgemessen werden.

Die Reagenzien durfen nach Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht
mehr verwendet werden.

Substratlésung muss vor Gebrauch farblos sein.

Mikrotiterstreifen muissen wahrend den Inkubationen mit Folie abgedeckt
sein.

Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien.

Stopfen und Verschliisse verschiedener Reagenzien diirfen nicht vertauscht
werden.

Der Assay ist immer nach der im Kit beigefligten Arbeitsanleitung durchzu-
fuhren.

14. ALLGEMEINE HINWEISE ZUM TEST

Dieser Kit wurde nach der IVD-Richtlinie 98/79/EG hergestellt und in den Ver-
kehr gebracht.

11
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- Fur die Qualitatskontrolle sind die flir medizinische Laboratorien erstellten
Richtlinien zu beachten.

« IDK® ist eine Marke der Immundiagnostik AG.

« Die Testcharakteristika wie Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und
Pipettiervolumina der verschiedenen Komponenten wurden vom Hersteller
festgelegt. Nicht mit dem Hersteller abgesprochene Veranderungen in der
Testdurchfiihrung kénnen die Resultate beeinflussen. Die Firma Immundia-
gnostik AG Gibernimmt fir die hierdurch entstandenen Schaden und Folge-
schaden keine Haftung.

+ Bei Gewadhrleistungsanspriichen ist das beanstandete Material mit schrift-
licher Erkldrung innerhalb von 14 Tagen zum Hersteller, der Immundiagnostik
AG, zurlick zu senden.

15. LITERATUR

1. Fasano, A, T Not, W Wang, S Uzzau, | Berti, A Tommasini, and S E Goldblum. 2000.
“Zonulin, a Newly Discovered Modulator of Intestinal Permeability, and Its Expres-
sion in Coeliac Disease.” Lancet 355 (9214) (April 29): 1518-9. d0i:10.1016/50140-
6736(00)02169-3.

2. Wang, W, S Uzzau, S E Goldblum, and A Fasano. 2000.“Human Zonulin, a Potential
Modulator of Intestinal Tight Junctions.” Journal of Cell Science 113 Pt 24 (Decem-
ber): 4435-40.

3. Fasano, A. 2001."Intestinal Zonulin: Open Sesame!” Gut 49 (2) (August): 159-62.

4. Freemark, Michael, and Lynne L Levitsky. 2003. “Screening for Celiac Disease in
Children with Type 1 Diabetes: Two Views of the Controversy!” Diabetes Care 26 (6)
(June): 1932-9.

5. Lazzarotto, Francesca, Daniela Basso, Mario Plebani, Alessandro Moscon, Renato
Zanchetta, and Corrado Betterle. 2003. “Celiac Disease and Type 1 Diabetes.” Dia-
betes Care 26 (1) (January): 248-9.

6. Watts, Tammara, Irene Berti, Anna Sapone, Tania Gerarduzzi, Tarcisio Not, Ronald
Zielke, and Alessio Fasano. 2005. “Role of the Intestinal Tight Junction Modulator
Zonulin in the Pathogenesis of Type | Diabetes in BB Diabetic-Prone Rats.” Procee-
dings of the National Academy of Sciences of the United States of America 102 (8)
(February 22): 2916-21. doi:10.1073/pnas.0500178102.

7. De Magistris, Maria Teresa. 2006. “Zonula Occludens Toxin as a New Promising
Adjuvant for Mucosal Vaccines!” Vaccine 24 Suppl 2 (April 12): S2-60-1.

12



Arbeitsanleitung IDK® Zonulin ELISA

8. Sapone, Anna, Laura de Magistris, Michelle Pietzak, Maria G Clemente, Amit Tripa-
thi, Francesco Cucca, Rosanna Lampis, et al. 2006.“Zonulin Upregulation Is Asso-
ciated with Increased Gut Permeability in Subjects with Type 1 Diabetes and Their
Relatives.” Diabetes 55 (5) (May 1): 1443-9. doi:55/5/1443 [piil.

9. Thomas, Karen E, Anna Sapone, Alessio Fasano, and Stefanie N Vogel. 2006. “Glia-
din Stimulation of Murine Macrophage Inflammatory Gene Expression and Inte-
stinal Permeability Are MyD88-Dependent: Role of the Innate Immune Response
in Celiac Disease.” Journal of Immunology (Baltimore, Md. : 1950) 176 (4) (February
15): 2512-21.

Verwendete Symbole:
jﬂ[ Temperaturbegrenzung Bestellnummer
In-Vitro-Diagnostikum - REF Zu verwenden mit
Inhalt ausreichend fiir <n>
Hersteller .
Prifungen
Chargenbezeichnung g Verwendbar bis

13



Manual

IDK® Zonulin ELISA Kit

For the in vitro determination of zonulin in stool

Valid from 2015-07-14

REF | K 5600 W /ﬂ/ " [w Cce
+2°C
96

I Immundiagnostik AG, Stubenwald-Allee 8a, 64625 Bensheim, Germany

Tel.: +49 6251 70190-0 Fax: + 49 6251 849430

e.mail: info@immundiagnostik.com  www.immundiagnostik.com



Manual IDK® Zonulin ELISA
Table of Contents
1. INTENDED USE 17
2. INTRODUCTION 17
3. MATERIAL SUPPLIED 17
4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED 18
5. PREPARATION AND STORAGE OF REAGENTS 18
6. SAMPLECOLLECTION AND PREPARATION 19
Extraction of the stool samples 20
Sample preparation 21
Preparation of standards and controls 21
7. ASSAY PROCEDURE 21
Principle of the test 21
Test procedure 21
8. RESULTS 23
9. LIMITATIONS 23
10. QUALITY CONTROL 24
Reference range 24
11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS 24
Precision and reproducibility 24
Dilution recovery. 24
Analytical Sensitivity 25
12. PRECAUTIONS 25
13. TECHNICAL HINTS 26
14. GENERAL NOTES ON THETEST AND TEST PROCEDURE 26
15. REFERENCES 26

16




Manual IDK® Zonulin ELISA

1. INTENDED USE

This ELISA is intended for the quantitative determination of zonulin in stool. For in
vitro diagnostic use only.

2. INTRODUCTION

Zonulin is a novel human protein analogue to the zonula occludens toxin derived
from Vibrio cholerae which participates in tight junctions between cells of the wall
of the digestive tract. Zonulin binds to a specific receptor on the surface of intestinal
epithelia and triggers a cascade of biochemical events which induces tight junction
disassembly and a subsequent permeability increase of the intestinal epithelia, al-
lowing some substances to pass through and activate immune reactions.

Fasano and his co-workers found that the zonulin-zonulin-receptor-system is more
activated in celiac disease and type 1 diabetes mellitus patients. Patients with active
celiac disease showed higher levels of zonulin and anti-zonulin antibodies compared
to non-celiac patients and patients in remission, who were on a gluten-free diet.

Concerning the autoimmune type 1 diabetes, in experiments with rats it could be
demonstrated that elevated zonulin levels as well as increased intestinal permeabili-
ty precede a type 1 diabetes disease. Conversely, type 1 diabetes could be prevented
by inhibition of zonulin in animal experiments.

In addition, it was reported that many people who suffer from celiac disease also suf-
fer from other autoimmune disorders. It is suggested that increased levels of zonulin
are a contributing factor to the development of celiac disease and other autoim-
mune disorders such as insulin dependent diabetes, multiple sclerosis and rheuma-
toid arthritis.

3. MATERIAL SUPPLIED

Cat. No. Label Kit components Quantity
K 5600 MTP Microtiter plate, coated 12x 8 wells
K 5600 WASHBUF Wash buffer concentrate, 10x 2x100ml
K 5600 DIL Dilution buffer concentrate, 2.5x 2x 100 ml
K 5600 TRACER Tracer, biotinylated zonulin, concen- 1x 300l

trate, 100 x
Conjugate,
K 5600 CONJ peroxidase-labeled streptavidin, con- 1x 200 pl
centrate, 100x
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Cat. No. Label Kit components Quantity
K 5600 STD Standards (lyophilized) 4 x 5 vials
K 5600 CTRL1 Control (lyophilized) 4x 1 vial
K 5600 CTRL2 Control (lyophilized) 4x 1 vial
K 5600 SUB TMB substrate (Tetramethylbenzidine), 1x15ml

ready to use

K 5600 STOP ELISA stop solution, ready to use 1x15ml
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For reorders of single components, use the catalogue number followed by the label as product
number.

MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

Ultra pure water*

Calibrated precision pipettors and 10-1000 pul tips

Foil to cover the microtiter plate

Horizontal microtiter plate shaker

Multi-channel pipets or repeater pipets

Centrifuge, 3000¢g

Vortex

Standard laboratory glass or plastic vials, cups, etc. made from polypropylene
Microtiter plate reader

* Immundiagnostik AG recommends the use of Ultra Pure Water (Water Type 1; 1SO 3696), which
is free of undissolved and colloidal ions and organic molecules (free of particles > 0.2 um) with an
electrical conductivity of 0.055 pS/cm at 25°C (= 18.2MQcm).

PREPARATION AND STORAGE OF REAGENTS

« To run the assay more than once, ensure that reagents are stored at the condi-

tions stated on the label. Prepare only the appropriate amount necessary
for each run. The kit can be used up to 4 times within the expiry date stated
on the label.

Reagents with a volume less than 100 pl should be centrifuged before use to
avoid loss of volume.

Preparation of the wash buffer: The wash buffer concentrate (WASHBUF)
should be diluted with ultra pure water 1:10 before use (100 ml WASHBUF +
900 ml ultra pure water), mix well. Crystals could occur due to high salt con-
centration in the stock solutions. The crystals must be redissolved at room
temperature or in a water bath at 37 °C before dilution of the buffer solutions.
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The WASHBUF is stable at 2-8°C until the expiry date stated on the label.
Wash buffer (1:10 diluted WASHBUF) can be stored in a closed flask at 2-8 °C
for one month.

- Preparation of the dilution buffer: The DIL (dilution buffer concentrate)
should be diluted with ultra pure water 1:2.5 before use (100 mI DIL + 150 ml
ultra pure water), mix well. Crystals can occur due to high salt concentration
in the stock solutions. The crystals must be redissolved at 37 °C in a water bath
before dilution. The DIL is stable at 2-8 °C until the expiry date stated on the
label. Dilution buffer (1:2.5 diluted DIL) can be stored in a closed flask at 2-8 °C
for one month.

- Preparation of standards and controls: The lyophilized STD (standards)
and CTRL (controls) are stable at 2-8°C until the expiry date stated on the
label. Standards and controls have to be reconstituted with ultra pure water
(volume and concentration, see product specification). Allow the vial content
to dissolve for 10 minutes and then mix thoroughly to ensure complete recon-
stitution. Reconstituted standards and controls are not stable.

- Preparation of the tracer: The tracer concentrate (TRACER) must be diluted
1:101 in dilution buffer (150 ul TRACER + 15 ml dilution buffer) immediately
before use. The TRACER is stable at 2-8 °C until expiry date stated on the label.
Tracer (1:101 diluted TRACER) is not stable and cannot be stored.

- Preparation of the conjugate: The conjugate concentrate (CONJ) must be
diluted 1:101 in wash buffer (100 ul CONJ + 10 ml wash buffer). The CONJ is
stable at 2-8 °C until expiry date stated on the label. Conjugate (1:101 diluted
CONJ) is not stable and cannot be stored.

« All other test reagents are ready to use. Test reagents are stable until the ex-
piry date (see label of test package) when stored at 2-8 °C.

6. SAMPLECOLLECTION AND PREPARATION

The sample stability is as follows:

Raw stool
4 days at room temperature (15-30°C) as well as three months at -20°C.

Stool extracts (1:50)
7 days at -20°C.
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Extraction of the stool samples

Dilution buffer is used as a sample extraction buffer. We recommend the following
sample preparation:

Stool Sample Application System (SAS) (Cat. No.: K 6998SAS)

Stool sample tube - Instructions for use

Please note that the dilution factor of the final stool suspension depends on the
amount of stool sample used and the volume of the buffer.

SAS with 0.75 ml extraction buffer:

Applied amount of stool: 15mg

Buffer Volume: 0.75ml

Dilution Factor: 1:50

Please follow the instructions for the preparation of stool samples using the SAS
as follows:

a) The raw stool sample has to be thawed. For particularly heterogeneous sam-
ples we recommend a mechanical homogenisation using an applicator, in-
oculation loop or similar device.

b) Fill the empty sample tube with 0.75 ml of ready to use extraction buffer be-
fore using it with the sample. Important: Allow the extraction buffer to reach
room temperature.

¢) Unscrew the tube (yellow part of cap) to open. Insert the orange dipstick into
the sample. The lower part of the dipstick has notches which need to be cov-
ered completely with stool after inserting it into the sample. Place dipstick
back into the tube. When putting the stick back into the tube, excess material
will be stripped off, leaving 15 mg of sample to be diluted. Screw tightly to
close the tube.

d) Shake the tube well until no stool sample remains in the notches. Important:
Please make sure that you have a maximally homogenous suspension after
shaking. Especially with more solid samples, soaking the sample in the tube
with buffer for ~ 10 minutes improves the result.

e) Allow sample to stand for ~10 minutes until sediment has settled. Floating
material like shells of grains can be neglected.

f) Carefully unscrew the complete cap of the tube including the blue ring plus
the dipstick. Discard cap and dipstick. Make sure that the sediment will not
be dispersed again.
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Dilution Factor: 1:50

Sample preparation

Pipet 150 pl of each stool sample supernatant and 150 pl of tracer in labeled reac-
tion tubes and mix well.

Preparation of standards and controls

Transfer 150 pl of STD or CTRL in the correspondingly labeled reaction tubes, add
150 pul of tracer and mix well.

7. ASSAY PROCEDURE

Principle of the test

This assay is based on the method of competitive ELISA. As a first preparation step,
a biotinylated zonulin tracer is added to the samples, standards and controls. After-
wards, aliquots of the treated samples, standards and controls are transferred and
incubated in microtiter plate wells coated with polyclonal anti-zonulin antibodies.
During the incubation, the free target antigen in the samples competes with the bi-
otinylated zonulin tracer for the binding of the polyclonal anti-zonulin antibodies
immobilized on the microtiter plate wells. The unbound components are removed
by a washing step. During a second incubation step, peroxidase-labeled streptavidin,
which binds to the biotinylated zonulin tracer, is added into each microtiter well.
After a washing step to remove the unbound components, the peroxidase substrate
tetramethylbenzidine is added. Finally, the enzymatic reaction is terminated by an
acidic stop solution. The colour changes from blue to yellow and the absorbance is
measured in the photometer at 450 nm. The intensity of the yellow colour is inverse
proportional to the zonulin concentration in the sample; this means, high zonulin
concentration in the sample reduces the concentration of the biotinylated zonulin
tracer bound to the immobilized anti-zonulin antibod