Bone Health

En enzymanalyse for kvantificering af intakt osteocalcin i plasma og serum

MicroVue™ Osteocalcin EIA Sammendrag

Klarggring af Reagens og Prgveeksemplar

O Forbered 1X Vaskebuffer (Fortynd 10X Vaskebuffer 1:10 med
demineraliseret vand)

O Rekonstruere Standarder og Kontroller med 0,5 ml 1X
Vaskebuffer (ma ikke opholde sig ved 20-25 °C i mere end 2 timer)

Analyseproceduren

Tilseet 25 pl standard, kontrolvaeske eller
prave i hver brgnd med de coatede strips

<

Tilseet 125 pl anti-osteocalcin til hver brgnd

<

Inkuber i 120 + 10 minutter ved 20-25 °C

O Rekonstituer hvert ngdvendigt prgveglas med
enzymkonjugat med 10 ml 1X vaskebuffer
(Lad pillen oplgses fuldstaendigt.)

Vask 3X med 1X
vaskebuffer

Tilseet 150 pl rekonstitueret enzymkonjugat til hver brgnd

<

Inkuber i 60 + 5 minutter ved 20-25 °C

O Forbered en Substratoplgsning (30 — 60 min inden brug)
Tilsaet en substrattablet i hver flaske med substratbuffer

[Ryst flasken (erne) kraftigt]
Vask 3X med 1X
vaskebuffer

Tilseet 150 pl Brugssubstratoplgsning

<

Inkuber i 35 - 40 minutter ved 20-25 °C

<

Tilseet 50 pl Stopoplgsning

4

Aflees optisk densitet ved 405 nm.
Der skal anvendes med en ligning for kurvetilpasning
med 4 parametre ved analysering af resultaerne
y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

OPSUMMERING OG FORKLARING

MicroVue Osteocalcin-immunanalyse udferer kvalitativ
maling af intakt (de novo) osteocalcin i serum eller EDTA
plasma. Intakt osteocalcin kan veere nyttig som en
biokemisk indikator af knogleomseetning.
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Osteocalcin (OC) eller BGP (bone gla protein) findes
udelukkende i knoglevaev. Det er et protein med en
molekylzer vaegt pa 5800, som afhaenger af ekstrahepatisk
vitamin K og produceres af osteoblaster. Det indeholder
tre gamma-karboxyglutaminsyre-rester, der menes at
veere involveret i bindingen af kalciumion og
hydroxyapatit. Det udger 10-20 % af det ikke-kollagene
protein i knogler. Mens in vivo-funktionen af osteocalcin
er ukendt, antyder dets affinitet for knoglemineral-
konstituenter en rolle i knogledannelse.

Osteocalcin udger mellem 10 og 20 % af ikke-kollagent
protein i knogler. MicroVue osteocalcin-immunanalyse
udfgrer en kvantitativ maling af intakt (de novo)
osteocalcin i serum. Intakt osteocalcin kan veere nyttigt
som en biokemisk indikator for knogleresorption. Mens

in vivo-funktionen af osteocalcin er ukendt, antyder dets
affinitet for knoglemineralkonstituenter en rolle i
knogledannelse. Forhgjede osteocalcin-niveauer er blevet
pavist i forskellige sygdomme. herunder osteomalacia,
Pagets knoglesygdom, hyperthyroidisme, primaer
hyperparathyroidisme og renal osteodystrofi. Osteocalcin-
niveauer kan ogsa veaere forhgjede ved postmenopausal
osteoporose pa grund af forhgjet eller nedsat
knogleresorption. Nedsatte osteocalcin-niveauer er blevet
rapporteret ved hypoparathyroidisme og langvarig
kortikosteroidbehandling.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue Osteocalcin-analysen er en kompetitiv
immunanalyse. Analysen anvender osteocalcin-coatede
strips, muse anti-osteocalcin antistof, antimus IgG-alkalisk
fosfatasekonjugat og pNPP-substrat til kvantificering af
osteocalcin i plasma og serum.

LEVEREDE MATERIALER OG REAGENSER

96 analyser for osteocalcin
MicroVue Osteocalcin EIA kit indeholder fglgende:

A
B Osteocalcin standarder: Dele 4168-4173 1 hver
C standard A-F, frysetarret, se Analyseattest for koncentration
D Frysetarret osteocalcin, oprenset fra human knoglesubstans, som
E indeholder buffersalte og stabilisatorer
F
L Lave kontroller Dele 4174 1stk.
Frysetorret osteocalcin, oprenset fra human knoglesubstans, som
indeholder buffersalte og stabilisatorer
H Hgje kontroller Dele 4175 1 stk.
Frysetgrret osteocalcin, oprenset fra human knoglesubstans, som
indeholder buffersalte og stabilisatorer
@ Coatede strips Del 4670 12 stk.

Osteocalcin, der er oprenset fra human knoglesubstans og
adsorberet pa stripbrgnde



@ Stopoplesning Del 4702 15ml
0,5N NaOH
© 10X vaskebuffer Del 4703 55 ml

Nonionisk detergent i en bufferoplgsning, der indeholder
natriumazid (0,05 %) som konserveringsmiddel

@ Anti-osteocalcin Del 4089 15ml
Oprenset monoklonalt anti-osteocalcin museantistof i en
bufferoplgsning, der indeholder nonionisk detergent, stabilisator
og natriumazid (0,05 %) som konserveringsmiddel

@ Substratbuffer Del 4705 3x10ml
En diethanolamin- og magnesiumkloridopl@sning, der
indeholder natriumazid (0,05 %) som konserveringsmiddel

@ Substrattabletter Del 0012 3x20mg
p-Nitrofenylfosfat

@ Enzymkonjugat Del 4180 3stk.
Frysetarret gede anti-mus lgG-antistof konjugeret til alkalisk
fosfatase, som indeholder buffersalte og stabilisatorer

N@DVENDIGE, IKKE LEVEREDE MATERIALER

Mikropipetter til afgivelse af 25-300 ul og 500 pl
Egnede enheder til veeskemaling af 10-300 ml
Beholder til vaskebufferfortynding
Demineraliseret eller destilleret vand
Pladelaeser, der kan afleese ved 405 nm
Kalibreringskurvetilpasnings-software med

4 parametre

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1. Kun til forskningsbrug i USA. Ma ikke anvendes til
diagnostiske procedurer (kun i USA).

2. Prgverne skal behandles som potentielt biologisk
risikomateriale. Folg gaeldende retningslinier for
omgang med biologisk risikomateriale ved handtering
af dette kit og alle patientpraver.

3. Brug egnet beskyttelsestgj, handsker og gjen-/
ansigtsvaern ved handtering af dette kit.

4. Brug de leverede reagenser som en integreret enhed,
inden udlgbsdatoen pa pakningens etiket.

5. Opbevar analysereagenserne som anvist.
Brug ikke coatede strips, hvis posen er punkteret.

7. Stopoplgsningen anses for at veere etsende og kan
medfere irritation af hud. Ma ikke indtages. Undga
kontakt med hud, gjne og tgj. Hvis der sker kontakt,
skylles med vand. Ved indtagelse tilkaldes lzege.

8. Natriumazid anvendes som konserveringsmiddel.
Utilsigtet kontakt med eller indtagelse af buffere, der
indeholder natriumazid, kan medfare irritation af hud,
gjne eller mund. Brug kun bufferne til det tilsigtede
formal, og undga kontakt med syrer. Natriumazid kan
reagere med bly- og kobberinstallationer og danne
hejeksplosive metalazider. Efter bortskaffelse skylles
med rigeligt vand for at undga azidophobning.

9. Substratbufferen indeholder diethanolamin og kan
fordrsage irritation af gjne og/eller hud ved kontakt
i leengere tidsrum. Bergrte omrader skal omgdaende
vaskes med vand og saebe.

10. Brug af multikanalpipetter eller repeat-pipetter
anbefales for at sikre en rettidig tilseetning af
reagenser.
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11. Tilseet prever og standarder praecist for at sikre en
ngjagtig preveudmaling. Foretag omhyggelig
afpipettering og kun ved hjeelp af kalibreret udstyr.

12. Test hver prave i to eksemplarer.

13. Mikrobrgndene ma ikke anvendes til mere end én test.

14. Anvendelse af andre inkuberingstider og -
temperaturer end dem, der er anfort i afsnittet
Procedure, kan medfere fejlagtige resultater.

15. Udfer preve-/anti-osteocalcin-inkubationen ved
samme temperatur, hver gang analysen kegres (inden
for = 1 °C). Hvis den samme stuetemperatur ikke kan
vedligeholdes, anbefales brug af inkubator.

16. Mikrobrgndene ma ikke tarre, ndr analysen er begyndt.

17. Undga at skrabe eller bergre brendenes bund, nar
vaesken fjernes fra mikrobrgndene.

18. Den tilstraekkelige maengde vaskebuffer er kritisk.
Afpipetter mindst 300 pl pr. brend i vasketrinene.
Udfer analysen med enhver valideret vaskemetode.

19. Beholdere og ikke anvendt indhold bortskaffes i
overensstemmelse med de nationale, regionale
og lokale bestemmelser.

KLARGORING AF REAGENS

Alle reagenser skal afbalanceres til 20-25 °C for
anvendelse.

Coatede strips

Fjern brgndstripholderen, og tag det ngdvendige antal
coatede strips ud af posen (se tabellen i afsnittet
ANALYSEPROCEDUREN). Serg for, at posen med evt.
ubrugte strips, lukkes fuldsteendigt igen.

Vaskebuffer

Forbered den ngdvendige maengde 1X vaskebuffer
(se tabel) ved at fortynde 10X vaskebuffer 1:10 med
demineraliseret vand. Opbevares ved 18-28 °C.

1X vaskebuffer skal bruges inden for 21 timer efter
forberedelse.

Enzymkonjugat
Forbered enzymkonjugat inden for 2 timer for brugen.
Rekonstituer hvert ngdvendigt prgveglas med

enzymkonjugat (se tabel) med 10 ml 1X vaskebuffer.
Lad pillen oplgses fuldstaendigt.

Osteocalcin-standarder og -kontroller

Inden for 1 time far brugen rekonstitueres standarder og
kontroller med 0,5 ml 1X vaskebuffer. Giv pillen mindst

15 minutter til at opl@ses fuldstaendigt. Rekonstituerede
standarder og kontroller ma ikke opholde sig ved 20-25 °C
i mere end 2 timer. Ubrugte portioner af standarder og
kontroller fryses ved < -20 °C. Ma ikke fryses/optas mere
end 4 gange.

Brugssubstratoplgsning

Forbered en brugssubstratoplgsning inden for en time for
brugen. Tilseet en substrattablet i hver nadvendig flaske
med substratbuffer ved en temperatur pa 20-25 °C (se
tabel). Lad tabletten(-erne) oplgses i 30-60 minutter. Ryst
flasken(-erne) kraftigt for at sikre fuldstaendig opblanding.
Resterende brugssubstratoplasning skal kasseres efter
brug.



OPBEVARING

Opbevar kittet ved 2-8 °C.
Opbevar ubrugte reagenser ved 2-8 °C.
Opbevar 1X vaskebuffer (10X fortynding) ved 18-28 °C.

TEGN PA ELLER FORRINGELSE AF
REAGENSERNE

Uklarhed, misfarvning eller ubehagelig lugt kan indikere
ustabilitet eller forringelse af kittets reagenser. Hvis dette
forekommer, skal reagenset kasseres.

PROVEUDTAGNING OG FORBEREDELSE

Det er rapporteret, at osteocalcin i serum eller EDTA
plasma er sensitivt overfor proteolyse. Det anbefales, at
blod holdes pa en temperatur pa 2-8 °C straks efter
udtagning og under behandling. Serum skal behandles og
fryses ved < -20 °C inden for 4 timer efter udtagning. Hvis
udtagning og behandling udferes ved stuetemperatur,
skal serum behandles og testes eller fryses (< -20 °C) inden
for 2 timer fra udtagningstidspunktet. Serum skal fryses
ved < -70 °C ved opbevaring leengere end en maned.

To frosne (< -70 °C) prover hurtigt i et 37 °C vandbad indtil
preven netop er tget. Overfor straks optgede prover til is
(for maksimalt 4 timer). Efterlad ikke prover ved 37 °C. To
ikke prever ved stuetemperatur eller 4 °C. Frosne praver
skal testes sa hurtigt som muligt efter optening.
Gentagne frysninger og optgninger anbefales ikke. Hvis
preverne skal gen-fryses for yderligere analyse, anbefaler
Quidel at fryse flere aliquot af prgven for at forhindre
gentagne fryse/te forlgb.

ANALYSEPROCEDUREN

Laes hele indlaegssedlen inden analysen startes.
Forberedelse af reagenser og materialer

Bestem, hvor meget reagens, der er pakraevet til det
antal strips, der skal anvendes.

Antal strips 4 6 8 12

Antal prover

(testet i to eksemplarer) 8 16 24 40

Enzymkonjugat (haetteglas) 1 1 2% 2%

Substrat (flaske) 1 1 2% 2%

1X vaskebuffer (ml) 100 150 200 300

* Nar der skal bruges mere end en flaske eller et hatteglas, skal indholdet
kombineres og blandes inden brug.

Prove-/anti-osteocalcin-inkubation

1. Forbered den ngdvendige mangde 1X vaskebuffer
(se tabel) ved at fortynde 10X vaskebuffer 1:10 med
demineraliseret vand. Opbevares ved 18-28 °C.
1X vaskebuffer skal bruges inden for 21 timer efter
forberedelse.

2. Inden for 1 time fgr brugen rekonstitueres standarder
og kontroller med 0,5 ml 1X vaskebuffer. Giv pillen
mindst 15 minutter til at oplgses fuldstaendigt.
Rekonstituerede standarder og kontroller ma ikke
opholde sig ved 20-25 °Ci mere end 2 timer. Ubrugte
portioner af standarder og kontroller fryses ved
<-20 °C. Ma ikke fryses/optgs mere end 4 gange.

3. Udtag brendstrip-holderen og det ngdvendige antal
coatede strips fra posen (se tabellen). Sgrg for, at
posen med evt. ubrugte strips lukkes fuldstaendigt
igen.
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Placer det gnskede antal coatede strips i brgndstrip-
holderen lige for brug. Navngiv stripsene for at
forhindre en sammenblanding i tilfeelde af, at de
utilsigtet fjernes fra brandstrip-holderen.

Tilseet 25 pl standard, kontrolvaeske eller prave i hver
brend med de coatede strips. Dette trin skal afsluttes
inden for 30 minutter.

Tilseet 125 pl anti-osteocalcin til hver brend og inkuber
i 2 timer (+ 10 minutter) ved 20-25 °C.

Under inkuberingen forberedes enzymkonjugatet.
Rekonstituer hvert ngdvendigt preveglas med
enzymkonjugat (se tabel) med 10 ml 1X vaskebuffer.
Lad pillen oplases fuldsteendigt. Skal bruges inden for
2 timer.

Vasketrin (1)

8.

Stripsene inverteres/tsmmes manuelt. Tilsaet mindst
300 ul 1X vaskebuffer i hver brend og inverter/tem
strimlerne manuelt. Gentag to gange, sa vaskeproce-
duren foretages tre gange i alt. Tor stripsene grundigt
med papirservietter efter den sidste vask.

Inkubation af enzymkonjugat

9.

10.
11.

Tilseet 150 pl rekonstitueret enzymkonjugat til hver
brgnd.

Inkuber i 60 minutter (£ 5 minutter) ved 20-25 °C.
Under inkuberingen forberedes
brugssubstratoplgsningen. Tilsaet en substrattablet i
hver ngdvendig flaske med substratbuffer (se tabel).
Lad tabletten(-erne) oplgses i 30-60 minutter. Ryst
flasken(-erne) kraftigt for at sikre fuldstaendig
opblanding. Skal bruges inden for 1 time.

Vasketrin (2)

12.

Stripsene inverteres/tsmmes manuelt. Tilsaet mindst
300 ul 1X vaskebuffer i hver brgnd og inverter/tem
strimlerne manuelt. Gentag to gange, sa vaskeproce-
duren foretages tre gange i alt. Tor stripsene grundigt
med papirservietter efter den sidste vask.

Substratinkubation

13.
14.

Tilseet 150 pl brugssubstratoplgsning i hver brgnd.
Inkuber i 35-40 minutter ved 20-25 °C. Bemaerk: Hvis
der ikke kan opretholdes en temperatur pa mellem
20-25 °C, og en absorbans pa > 2,0 ikke er forenelig
med pladelaeseren, skal udviklingen af substrat i
standard A-brgndene overvages. Reaktionen skal
standses, nar den optiske densitet nar 1,5, hvorefter
stripsene aflaeses.

Stop/aflces

15.

16.

Tilseet 50 pl stopoplasning til hver brend for at standse
reaktionen.

Aflzes den optiske densitet ved 405 nm. Serg for, at
der ikke findes store bobler i brendene, og at bunden
af stripsene er ren. Strips skal afleeses inden for

15 minutter efter tilseetning af stopoplgsningen.

. Der kan anvendes kvantificeringssoftware med en

ligning for kurvetilpasning med 4 parametre ved
analysering af resulaterne for MicroVue Osteocalcin-
analysen.

Ligning: y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D



18. Bestem koncentrationen af prgver og kontroller ud
fra standardkurven.

Fortynd prever starre end 32 ng/ml i 1X vaskebuffer,
og test igen. Inkluder fortyndingsfaktoren i
beregningen. Kontrolvardierne skal ligge inden for
det omrade, der er angivet i Analysecertifikatet, der
leveres med kittet.

KVALITETSKONTROL

Analysecertifikatet i dette kit er lotspecifikt og skal
anvendes til at bekrzefte, at resultater opnaet i laboratoriet
svarer til dem, der er opndet hos Quidel Corporation. De
optiske densitetsveerdier er opgivet i leverancen og skal
kun opfattes som vejledende. Resultater opnaet i
laboratoriet kan variere.

Der er diverse kvalitetskontrolomrader til radighed.
Kontrolvaerdierne har til formal at verificere validiteten af
kurve- og pr@veresultaterne. Hvert laboratorium skal
etablere egne parametre for acceptable analysegraenser.
Hvis kontrolvaerdierne IKKE ligger inden for laboratoriets
acceptable graenseveerdier, skal analyseresultaterne
betragtes som tvivisomme, og prgverne skal gentages.

Hvis den optiske densitet for MicroVue Osteocalcin
standard A er mindre end 0,8, skal resultaterne anses for
tvivisomme og preverne skal gentages.

FORTOLKNING AF RESULTATER

Proveresultater udtrykkes i ng/ml og skal ikke korrigeres
for fortynding (med mindre praven blev fortyndet inden
testning).

Representativ standardkurva

1.6
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T
£ 08
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0,0 - v T T
0 1 10 50
Osteocalcin (ng/ml)
VARDIEKSEMPLER

| vores undersggelse af 140 voksne over 25 ar varierede de
opnaede vaerdier fra MicroVue Osteocalcin kit fra 3,7 til
10,0 ng/ml.

Veerdierne kan vaere pavirket af faktorer sdésom lav
gstrogenproduktion, lavt kalciumindtag eller manglende
fysisk aktivitet. @strogenmangel i postklimakterielle
kvinder kan medfere forhgjet knogleresorption. Hvert
laboratorium bgr etablere sit eget
normalreferenceinterval.
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TESTENS YDEEVNE

Antistofspecificitet

Monoklonalt anti-osteocalcin antistof blev haevet mod
bovint osteocalcin, som udviser signifikant homologi med
humant osteocalcin. Dette antistof anses for at veaere
konstellationsafhaengigt og ber derfor kun genkende
intakt (de novo) osteocalcin og ikke fragmenter fra
resorberet knogleveev.

% Reaktivitet
Humant intakt osteocalcin 100
Bovint intakt osteocalcin 100
Reduceret, alkyleret osteocalcin ND
C-terminalt osteocalcin-fragment ND
N-terminalt osteocalcin-fragment ND

ND = ikke detekteret

Detekteringssgraense

Minimumsgraensen for analytisk pavisning pa basis af
MicroVue Osteocalcin Assay er 0,45 ng/ml, hvilket
bestemmes af den gvre 3 SD-graense i et standardstudium
med en standard pa nul.

Praecision

Praecision under og mellem kgrsler blev bestemt ved at
analysere tre serumprgver. Typiske resultater angives
herunder.

Osteocalcin Under korsel Mellem kgrsler?
(ng/ml) CV %) V%
6,2 10,0 9.8
74 4,8 4,8
16,5 8,0 7,6
"n=22replikater  2n=313kersler
ASSISTANCE

For serviceydelser uden for USA kontaktes den lokale
distributer. Yderligere information om Quidel, vores
produkter og vore distributgrer kan findes pa

www.quidel.com.
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