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Vorwort

Dieses Dokument wurde vom Arbeitsausschuss NA 063-03-05 AA ,Hamostaseologie“ im DIN-Normenaus-
schusses Medizin (NAMed) erarbeitet.

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. DIN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen iliber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.

Anderungen

Gegeniiber DIN 58924:2009-05 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) die Transport- und Lagerungsbedingungen in Abschnitt 6 (insbesondere Tabelle 1) wurden tiberarbeitet;
b) die Norm wurde redaktionell iberarbeitet.

Friihere Ausgaben

DIN 58924: 2009-05
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1 Anwendungsbereich
Dieses Dokument ist anwendbar fiir die Bestimmung der funktionellen Collagenbindungsaktivitit des huma-

nen Von Willebrand Faktors in Citratplasma und von gereinigtem plasmatischen oder rekombinanten Von Wil-
lebrand Faktor in pharmazeutischen Praparaten.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschlieflich aller Anderungen).

DIN 58905-1, Hdmostaseologie — Blutentnahme — Teil 1: Gewinnung von vendsem Citratplasma fiir
hdmostaseologische Analysen

DIN 58911-1, Hdmostaseologie — Kalibrierung von Messverfahren — Teil 1: Gerinnungszeit-MefSverfahren

DIN 58911-2, Himostaseologie — Kalibrierung von Messverfahren — Teil 2: Photometrische MefSverfahren

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

DIN und DKE stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— DIN-TERMinologieportal: verfiigbar unter https://www.din.de/go/din-term/
— DKE-IEV: verfligbar unter http://www.dke.de/DKE-IEV

31

Von Willebrand Faktor

humanes Glykoprotein grofder Molekiilmasse, das in der primaren Hamostase sowohl fiir die Interaktion zwi-
schen Thrombozyt und Gefafwand als auch von Thrombozyten untereinander verantwortlich ist, und in der
sekundadren Hamostase das Tragerprotein des F VIII ist und dessen Genort auf dem kurzen Arm des Chromo-
soms 12 liegt

3.2

Von Willebrand Faktor Collagenbindungsaktivitit
Anteil des VWF, der an immoblisierte Collagene bindet

4 Abkiirzungen

Folgende Abkiirzungen werden in dieser Norm verwendet:

BSA Rinderserum Albumin (en: bovine serum albumin)
CBA Collagenbindungstest (en: collagen binding assay)
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
HRP Meerrettich-Peroxidase (en: horseradish peroxidase)
IE Internationale Einheit (en: International Unit)
OPD Phenylendiamin
PBS Physiologischer Phosphatpuffer (en: phosphate buffered saline)
RT Raumtemperatur
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TMB 3,3’ 5,5’-Tetramethylbenzidin
WHO Weltgesundheitsorganisation (en: World Health Organization)

Fiir den Von Willebrand Faktor gelten im Besonderen die folgenden Definitionen:

VWF Von Willebrand Faktor
VWS Von Willebrand Syndrom

VWEF:Ag Von Willebrand Faktor Antigen

VWE:RCo Von Willebrand Faktor Ristocetin-Cofaktor Aktivitat
VWE:CB Von Willebrand Faktor Collagenbindungsaktivitat

5 Bezeichnung
Bezeichnung der Bestimmung der VWF:CB ist

Bestimmung DIN 58924 — VWF:CB

6 Entnahme und Aufbereitung des Blutes
Die Entnahme und Aufbereitung des Blutes erfolgen nach DIN 58905-1.

Im Gegensatz zu vielen anderen Gerinnungsproteinen ist der VWF relativ stabil. Transport von Plasma oder
Blut bei Raumtemperatur (RT) fiihrt zu keinerlei Verdnderungen, solange 72 h nicht liberschritten werden.
Danach kommt es zu einem graduellen Verlust grof3er Multimere und zu einem dysproportionalen Abfall funk-
tioneller Teste wie VWF:RCo und VWF:CB, wihrend das VWF:Ag liber noch ldngere Zeit stabil bleibt [1]. Him-
olytische Proben kénnen ein Hinweis auf fehlerhafte Blutentnahme und Lagerung sein und diirfen nicht ver-
wendet werden. Die Transport- und Lagerungsbedingungen miissen der Tabelle 1 entnommen werden.

Tabelle 1 — Transport- und Lagerungsbedingungen

Probe? Temperatur Zeit
Citratblut Raumtemperatur <72h
Citratplasma Raumtemperatur <72h
Citratplasma -20°C Mindestens 1,5 Jahre
Citratplasma -70°C Mindestens 10 Jahre
a4 Lagerung und Transport bei Kiihlschranktemperatur ist nicht geeignet, da dies zu qualitativen Veranderungen fiihrt
(Vortauschung von VWS Typ 2).

7 Gerdte, Materialien und Reagenzien

7.1 Gerdte und Ausriistung

7.1.1 ELISA-Plattenlesegerat (en: ELISA reader).

7.1.2 Geratespezifische Zusatzausriistung wie PC und Auswertesoftware.

7.1.3 Kkalibrierte Pipetten und Mehrkanalpipetten.

7.1.4 ELISA-Plattenwaschgerit (das manuelle Waschen von ELISA-Platten ist zu vermeiden).

7.1.5 Trockenschrank fiir die Inkubation von ELISA-Platten.
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7.2 Materialien und Reagenzien

7.2.1 ELISA-Platten

Als ELISA-Platten stehen Platten mit 96 Vertiefungen (96 well) zur Verfiigung, die eine Beschichtung aufgrund
physikalischer Adsorption erlauben und vorzugsweise aus Polystyrol hergestellt sind. Plattentypen mit hoher
Proteinbindungskapazitiat miissen vorzugsweise verwendet werden. Alternativ dazu ist auch die kovalente
Immobilisierung von Typ III Collagen aus humaner Plazenta an praaktivierte ELISA-Platten tiber einen Spacer-
Arm beschrieben [2]. Bei Verwendung einer neuen Charge von Platten ist es empfehlenswert, die Eignung in
Kombination mit dem jeweiligen Collagen zu testen. Dariiber hinaus muss exemplarisch die Homogenitat der
Beschichtung insbesondere in den Randbereichen der Platten nachgewiesen werden.

7.2.2 Collagen

Als geeignete Collagene haben sich kommerziell erhaltliche Praparationen der Typen I (z. B. fibrillares Colla-
gen aus der Pferdesehne) oder Typ III (z. B. Collagen aus humaner Plazenta) erwiesen [3]. Da diese im Handel
erhiltlichen Collagene iiblicherweise nicht speziell fiir die Durchfiihrung des Collagenbindungstests herge-
stellt werden, muss jede Charge in Vorversuchen auf ihre Eignung gepriift werden. Typische Beschichtungs-
konzentrationen sind fiir Typ I Collagen (fibrillar, Pferdesehne) (10 bis 50) pg/ml, fiir Typ III Collagen (humane
Plazenta) (1 bis 5) ug/ml.

7.2.3 Antikérper

Hoch spezifische polyklonale anti-VWF Antikorper (beispielsweise aus dem Kaninchen) sind kommerziell
erhaltlich und kénnen als Enzymkonjugate (z. B. als Peroxidase-Konjugat) verwendet werden.

7.2.4 Puffersysteme

Beschichtungslosungen:

Fibrilldre Collagene sind in der Regel nur im sauren Milieu 16slich, fiir die Beschichtung sind daher saure Losun-
gen (pH < 4) zu empfehlen. Dariiber hinaus kénnen auch hochionische Losungen unter Zusatz von stabilisieren-
den Kohlenhydraten verwendet werden. Die Beschichtung mit Typ-III-Collagenen kann gegebenenfalls auch
bei neutralen pH-Werten, beispielsweise in PBS-Puffer, pH 7,3, durchgefiihrt werden.

Blockierlosung:

Als Blockierlésung kénnen verschiedene Losungen von Proteinen mit Konzentrationen zwischen 0,1 % und
3 % verwendet werden. Ublich ist der Einsatz von Gelatine, Trockenmagermilch, fettarmer Kuhmilch oder BSA.

Verdiinnungspuffer:

Als Verdiinnungspuffer kann PBS-Puffer pH 7,3 unter Zusatz von 0,1 % Polysorbat 20 und unspezifischem Pro-
teinzusatz wie in der Blockierlésung zur Anwendung kommen.

Waschpuffer:

Als Waschpuffer kann PBS-Puffer unter Zusatz von 0,1 % Polysorbat 20 verwendet werden.
Stopplosung:

Als Stoppldsung kann beispielsweise 2 M Schwefelsdure verwendet werden.

7.2.5 Substrate

Bei Verwendung von HRP-Antikérperkonjugaten kann das System OPD/H,0, oder TMB/H;, 05, zur Anwendung
kommen. Die Substrate sind auch als gebrauchsfertige Losung im Handel erhaltlich.
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