Bone Health

En enzymimmunoanalys for kvantitering av intakt osteokalcin i plasma eller serum

MicroVue™ Osteocalcin EIA Summariskt

Reagent och Prov Forberedelse

O Bered 1x tvattbuffert (Spad 10x tvattbuffert 1:10 med avjoniserat
vatten)
O Rekonstituera standarderna och kontrollerna med 0,5 ml

1X tvattbuffert (Ska inte forbli vid en temperatur p& 2025 °C i mer
an 2 timmar)

Analysforfarande

Tillsatt 25 pl standard, kontrollvatska eller prov i varje

brunn pa remsorna med belaggning

L

‘ Tillsatt 125 pl anti-osteocalcin till varje brunn ‘

{4

‘ Inkubera i 2 timmar (x 10 minuter) vid en temperatur pa 20-25 °C ‘

O Bered enzymkonjugatet med 1x tvattbuffert (Rekonstituera
alla flaskor med enzymkonjugat med 10 ml 1x tvattbuffert) Lat pillret

l6sas upp helt och hallet.
Tvétta 3 ganger
med tvattbuffert

‘ Tillsatt 150 pl rekonstituerat enzymkonjugat i varje brunn

¢

‘ Inkubera 60 (+ 5 minuter) vid en temperatur pd 20-25 °C ‘

O Bered arbetssubstratlésningen (30 — 60 min fore anvandning)
L&égg en substrattablett i varje flaska substratbuffert (Skaka flaskan/

flaskorna kraftigt)
Tvétta 3 ganger
med tvattbuffert

‘ Tillsatt 150 pl arbetssubstratlésning i varje brunn ‘

L

‘ Inkubera i 35-40 minuter vid en temperatur pa 20-25 °C ‘

¢

‘ Tillsatt 50 pl stoppldsning till varje brunn ‘

4

Avlas den optiska densiteten vid 405 nm.
En kurvpassningsekvation med 4-parameterkalibrering,
maste anvandas for att analysera testresultat
y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

MicroVue Osteocalcin immunoanalysen mater
kvantitativt intakt (de novo) osteocalcin i serum eller
EDTA-plasma. Intakt osteocalcin kan vara till nytta som en
biokemisk indikator for benomsattning.
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Osteocalcin (OC) eller BGP (ben-gla-protein) aterfinns
enbart i benvdvnad. Det ar ett extrahepatiskt K-
vitaminberoende protein, med en molekylvikt pa 5800,
som produceras av osteoblaster. Det innehaller tre
gammakarboxyglutaminsyrarester, som man tror
medverkar i kalciumjon- och hydroxyapatitbindningen.
Den svarar for 10-20 % av det icke-kollagena proteinet i
ben. Osteokalcinets in vivo-funktion dr inte kdnd, men
dess affinitet for benmineralbestandsdelar antyder en roll
i benbildningen.

Osteocalcin utgdr mellan 10 och 20 % av icke-kollagent
protein i ben. MicroVue Osteocalcin immunanalysen
mater kvantitativt intakt (de novo) osteocalcin i serum.
Intakt osteocalcin kan vara anvandbart som en biokemisk
indikator av benomsattning. Medan in vivo-funktionen av
osteocalcin ar okand antyder dess affinitet for
benmineralkonstituenter en roll i benformation. Férhojda
osteocalcinhalter har pavisats i flera sjukdomar, inklusive
osteomalaci, Pagets bensjukdom, hypertyroidism, primar
hyperparatyroidism och renal osteodystrofi.
Osteocalcinhalter kan dven vara forhojda vid
postmenopausal osteoporos pa grund av 6kad eller
minskad benomsattning. Sankta osteocalcinhalter har
rapporterats i hypoparatyroidism och under lang
kortikosteroid-terapi.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue Osteocalcin-analysen &r en konkurrerande
immunoanalys. Analysen anvdnder osteocalcinbelagda
remsor, en mus-anti-osteocalcin-antikropp, ett anti-mus-
IgG-alkalifosfatkonjugat samt ett pNPP-substrat for att
kvantifiera osteocalcinet i plasma eller serum.

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH MATERIA

96 analyser for osteocalcin
MicroVue osteocalcin EIA-satsen innehaller féljande:

A

B Osteocalcinstandarder: Komponent4168-4173  1vardera
C standard A-F, frystorkade, koncentration se Analyscertifikat

D Lyofiliserat osteocalcin, renat fran humant ben, innehallande

E buffertsalter och stabilisatorer

F

L Laga kontroller Komponent 4174 1 av varder
Lyofiliserat osteocalcin, renat frdn humant ben, innehallande
buffertsalter och stabilisatorer

H Hdga kontroller Komponent 4175 1av varder
Lyofiliserat osteocalcin, renat fran humant ben, innehallande
buffertsalter och stabilisatorer

Remsor med beldggning Art. 4670 12 avvardera
Osteocalcin renat fran humant ben och adsorberat pa
stripwellremsor



Stopplosning Art. 4702 15ml
0,5 N NaOH
© 10X tvdttbuffert Art. 4703 55 ml

Nonjonaktivt rengdringsmedel i buffertlésning med natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmedel

@ Anti-osteocalcin Art. 4089 15ml
Renad monoklonal musantikropp i en buffrad [6sning som
innehaller icke-joniskt rengéringsmedel, stabiliserare och
natriumazid (0,05 %) som konserveringsmedel

@ Substratbuffert Art. 4705 3x10ml
Losning av dietanolamin och magnesiumklorid med natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmedel

@ Substrattabletter Art. 0012 3x20mg
p-nitrofenylfosfat

Enzymkonjugat Art.4180 3vardera
Lyofiliserad get-anti-mus-lgG-antikropp konjugerat till alkalisk
fosfatas innehdllande buffertsalter och stabilisatorer

MATERIAL SOM BEHOVS MEN SOM INTE MEDFOLJER

= Mikropipetter for 25-300 pl och 500 pl

= Utrustning for vatskematning av volymer pa 10-300 ml

= Behallare for tvattbuffertldsning

= Avjoniserat eller destillerat vatten

= Plattldsare for avlasning vid 405 nm

= Programvara for kurvpassning med
4-parameterskalibrering

VARNINGAR OCH
FORSIKTIGHETSANVISNINGAR

1. Endast for forskningsbruk i USA. Inte fér anvéandning
i diagnostikforfaranden (endast i USA).

2. Behandla alla prover som biologiskt riskmaterial.
Hantera satsens innehall och patientprover med
forsiktighet.

3. Hantera satsens innehall bar lampliga skyddsklader,
handskar och 6gon/ansiktsskydd.

4. Medféljande reagenser anvands som en enhet fram till
det utgangsdatum som anges pa forpackningen.

5. Forvara analysreagenser enligt anvisningen.

Anvand inte remsor med beldggning om det finns hal
pa forpackningen.

7. Stoppldsning ar fraitande och kan orsaka irritation pa
hud. Farinte fortaras. Undvik kontakt med hud, 6gon
eller klader. Tvatta bort spilld 0,5N NaOH med vatten.
Kontakta ldkare vid fortaring.

8. Natriumazid anvands som konserveringsmedel.
Tillfallig kontakt med eller fortdring av
buffertlésningar med natriumazid kan orsaka irritation
pa hud, 6gon och i munnen. Anvand bara
buffertldsningarna for de avsedda andamalen och
undvik kontakt med syror. Natriumazid kan reagera
med bly- och kopparrdr och bilda hégexplosiva
metallazider. Spola med stora mangder vatten nar
azider kasseras for att undvika azidansamling.

9. Substratbufferten innehaller dietanolamin och kan
irritera 6gon och/eller hud vid langre kontakt.
Kontaktade omraden skall omedelbart tvattas med tval
och vatten.

10. Vi rekommenderar anvandning av multikanal- eller
repeterpipetter vid uppmatning av reagenser.
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11. For korrekt provmatning ska exakta mangder prover
och standarder tillsattas. Pipettera omsorgsfullt med
kalibrerad utrustning.

12. Dubbeltesta varje prov.
13. Anvand inte en mikroanalysbrunn for mer an ett test.

14. Tillampning av andra inkubationstider och
temperaturer an dem som anges i avsnittet
ANALYSPROCEDUR kan leda till felaktiga resultat.

15. Genomfor prov/anti-osteocalcininkubationen vid
samma temperatur varje gang analysen kors
(inom = 1 °C). Vi rekommenderar att en imkubator
anvands om det inte gar att halla en jamn
rumstemperatur.

16. Lat inte mikroanalysbrunnarna torka nar analysen har
pabdrjats.

17. Undvik att skrapa eller berdra brunnarnas botten vid
uttagning av vatskor ur mikroanalysbrunnarna.

18. Det &r viktigt med tillrdckligt med tvattbuffert.
Pipettera minst 300 pl i varje brunn under tvattstegen.
Genomfor denna analys med valfri validerad
tvattmetod.

19. Kassera behallare och oanvant innehall i enlighet med
gadllande lagar och bestammelser.

FORBEREDANDE AV REAGENS

Alla reagenser ska temperaturutjamnas till 20-25 °C fore
anvandning.

Remsor med belidggning

Ta ut Stripwellramen och det antal remsor med
beldaggning som behovs fran forpackningen (se tabellen
i avsnittet ANALYSPROCEDUR). Forpackningar med
oanvdnda remsor maste aterforslutas helt.

Tvattbuffert

Bered erfordrad mangd 1x tvattbuffert (se tabell) genom
att spada 10x tvattbuffert 1:10 med avjoniserat vatten.
Forvara vid 18-28 °C. Anvand 1x tvattbufferten inom

21 dagar fran beredningen.

Enzymkonjugat

Bered enzymkonjugat hogst tva timmar innan det ska
anvandas. Rekonstituera alla flaskor med enzymkonjugat
(se tabellen) med 10 ml 1X-tvattbuffert. Lat pillret 16sas
upp helt och hallet.

Osteocalcinstandarder och -kontroller

Rekonstituera standarderna och kontrollerna inom

1 timme fran anvandningstillfdllet med 0,5 ml

1x tvattbuffert. Vanta minst 15 minuter sa att pillret
hinner 16sa sig helt. Rekonstituerade standarder och
kontroller ska inte forbli vid en temperatur pa 20-25 °C
i mer @n 2 timmar. Frys aterstaende standarder och
kontroller vid en temperatur pa < -20 °C. Frys/tina inte
mer an 4 ganger.

Arbetssubstratlosning

Bered arbetssubstratldsningen hégst en timme innan
den ska anvandas. Lagg en substrattablett i varje flaska
substratbuffert vid 20-25 °C (se tabellen). Lat tabletten
[6sas upp i 30 till 60 minuter. Skaka flaskan/flaskorna
kraftigt sa att I16sningen blandas helt. Kassera overbliven
arbetssubstratldsning efter anvdandning.



FORVARING

Forvara kitet vid en temperatur pa 2-8 °C.

Forvara oanvanda reagenser vid en temperatur
pa2-8°C.

Forvara 1x tvattbuffert (10X spadning) vid en
temperatur pa 18-28 °C.

INDIKATIONER PA REAGENSINSTABILITET
ELLER FORSAMRING

Grumlighet, missfargning eller obehaglig lukt kan vara
tecken pd reagensinstabilitet eller -férsamring. Kassera i
sa fall reagensen.

PROVTAGNING OCH PROVBEREDNING

Osteocalcin i serumprover eller EDTA-plasmaprover har
rapporterats vara kansligt for proteolys. Vi rekom-
menderar att blod férvaras vid en temperatur pa 2-8 °C
direkt efter provtagningen och under behandlingen.
Serum ska behandlas och frysas vid en temperatur pa
<-20 °Cinom 4 timmar frdn provtagningen. Om
provtagningen och behandlingen utférs vid rumstem-
peratur maste serum behandlas och testas eller frysas
(<-20°C) inom 2 timmar fran provtagningen. Serum ska
frysas vid en temperatur pd < -70 °C for forvaring under en
langre tid &n en manad.

Tina frusna (< -70°C) prover snabbt i 37°C-vattenbad tills
det precis tinat. Lagg tinade prover omedelbart pa is (i
hogst fyra timmar). Lat inte proverna ligga kvar i 37°C.
Tina inte prover i rumstemperatur eller vid 4°C. Frusna
prover ska testas sa snart som majligt efter upptining.
Upprepad infrysning och upptining rekommenderas ej.
Om prover maste frysas om for ytterligare analys, foreslar
Quidel att man fryser in multipla aliquoter av proverna for
att forhindra upprepade infrysnings-/upptiningscykler.

ANALYSPROCEDUR

Las hela produktbladet innan analysen paborjas.
Beredning av reagenser och material.

Avgor hur mycket av varje reagens som behovs utifran
antalet remsor som ska anvandas.

Antal remsor 4 6 8 12
Antal prover (parprover) 8 16 24 40
Enzymkonjugat (flaska) 1 1 2% 2%
Substrat (flaska) 1 1 2% 2%
1X tvattbuffert (ml) 100 150 200 300

*Om mer &n en flaska anvands ska innehdllet blandas fore anvéndning.

Prov/anti-osteocalcininkubering

1. Bered erfordrad méngd 1x tvattbuffert (se tabell)
genom att spada 10x tvattbuffert 1:10 med avjoniserat
vatten. Forvara vid 18-28 °C. Anvand 1x
tvattbufferten inom 21 dagar fran beredningen.

2. Rekonstituera standarderna och kontrollerna inom
1 timme fran anvandningstillfallet med 0,5 ml
1X tvattbuffert. Vanta minst 15 minuter sa att pillret
hinner 16sa sig helt. Rekonstituerade standarder och
kontroller ska inte forbli vid en temperatur pa 20-25 °C
i mer an 2 timmar. Frys dterstdende standarder och
kontroller vid en temperatur pa < -20 °C. Frys/tina inte
mer an 4 ganger.

01255V02 (2009/05)

3. Taut Stripwell-ramen och det antal remsor med
beldaggning som behovs fran férpackningen (se
tabellen). Férpackningar med oanvanda remsor maste
aterforslutas helt.

4. Placera 0nskat antal belagda remsor i Stripwellramen
alldeles innan de ska anvandas. Mark remsorna for att
undvika att de blandas ihop om de av misstag tas bort
fran Stripwell-ramen.

5. Tillsatt 25 pl standard, kontrollvétska eller prov i varje
brunn pd remsorna med belaggning. Detta steg ska
slutféras inom 30 minuter.

6. Tillsatt 125 pl anti-osteocalcin till varje brunn och
inkubera i 2 timmar (£ 10 minuter) vid en temperatur
pa 20-25°C.

7. Bered enzymkonjugatet under inkuberingen.
Rekonstituera alla flaskor med enzymkonjugat
(se tabellen) med 10 ml 1x tvattbuffert. Lat pillret
[6sas upp helt och hallet. Anvand inom 2 timmar.

Tvittsteget (1)

8. Vand/tom remsorna for hand. Tillsdtt minst 300 pl 1X
tvattbuffert i varje brunn och véand/tém remsorna for
hand. Upprepa ytterligare tva ganger (totalt tre
tvattningar). Torka av remsorna ordentligt pa
pappershandukar efter den sista tvattningen.

Enzymkonjugatinkubering

9. Tillsatt 150 ul rekonstituerat enzymkonjugat i varje
brunn.

10. Inkubera 60 (+ 5 minuter) vid en temperatur pa
20-25 °C.

11. Bered arbetssubstratlésningen under inkuberingen.
Lagg en substrattablett i varje flaska substratbuffert
(se tabellen). Lat tabletten/tabletterna |6sas upp i
30-60 minuter. Skaka flaskan/flaskorna kraftigt sa att
[6sningen blandas helt. Anvand inom en timme.

Tvittsteget (2)

12. Vand/tdm remsorna for hand. Tillsatt minst 300 pl 1X
tvattbuffert i varje brunn och vand/tém remsorna for
hand. Upprepa ytterligare tva ganger (totalt tre
tvattningar). Torka av remsorna ordentligt pd
pappershandukar efter den sista tvattningen.

Substratinkubering
13. Tillsatt 150 pl arbetssubstratlésning i varje brunn.

14. Inkubera i 35-40 minuter vid en temperatur pa
20-25 °C. Notera: Om temperaturen inte kan hallas
mellan 20 och 25 °C, och absorbanser under 2,0 inte ar
kompatibla med plattldsaren, ska substratets
utveckling i standard A-brunnarna 6vervakas. Nar den
optiska densiteten nar 1,5 ska reaktionen stoppas och
remsorna avlasas.

Stopp/avlas

15. Tillsatt 50 ul stoppldsning till varje brunn for att stoppa
reaktionen.

16. Avlas den optiska densiteten vid 405 nm. Kontrollera
att det inte finns ndgra stora bubblor i brunnarna och
att remsornas undersidor dr rena. Remsorna ska
avlasas inom 15 minuter fran det att stopplosningen
tillsatts.



17. Anvand kvantitativ programvara, som anvander en
kurvpassningsekvation med 4-parameterkalibrering
for att analysera testresultat fran MicroVue
Osteocalcin.

Ekvation: y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

18. Avgor koncentrationen i prover och kontrollvatskor
fran standardkurvan.

Spad prover som dr storre dn 32 ng/mli 1X
tvattbufferten och testa om. Ta med spddningsfaktorn
i berdkningen. Kontrollvérdena ska ligga inom det
omrade som anges i det medféljande
analyscertifikatet.

KVALITETSKONTROLL

Analyscertifikatet som medfoljer produkten ar
partispecifikt och ska anvandas for att intyga att
laboratoriets resultat liknar dem som erhalles pa Quidel
Corporation. De optiska densitetsvardena ar givna och
ska endast anvdndas som riktlinjer. Resultateti ert
laboratorium kan avvika.

Kvalitetskontrollomraden medféljer. Kontrollvardena &r
avsedda att bekréfta kurvans och testresultatets giltighet.
Varje laboratorium ska uppratta egna parametrar for vad
som dr acceptabla analysvarden. Om kontrollvardena
INTE ligger inom laboratoriets acceptansgranser, ska
analysresultaten ifrdgasattas och proverna upprepas.

Om den optiska densiteten for MicroVue osteocalcin-
standard A ar mindre an 0,8 ska resultatet infragasattas
och proverna bor upprepas.

RESULTATTOLKNING

Testresultat uttrycks i ng/m och behdver inte korrigeras
for utspadning (om inte provet spaddes fore testet).

Representativ standardkurva
1,6

1,2

0,8

Optisk densitet (405 nm)

04

0,0 T LI L LB LI | L L N B R B LY | ™TT

0 1 10 50
Osteocalcin (ng/ml)
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EXEMPELVARDEN

Vid vart test av 140 vuxna personer 6ver 25 ar lag de
varden som erholls med kit MicroVue osteocalcin mellan
3,70ch 10,0 ng/ml.

Vardena kan paverkas av sadana faktorer som lag
Ostrogenproduktion, lagt kalciumintag eller lag fysisk
aktivitetsniva. Ostrogenbrist hos postmenopausala
kvinnor kan leda till férhéjd benresorption. Varje
laboratorium bor faststdlla egna referensomraden.

TESTPRESTANDA

Antikroppspecificitet

Den monoklonala antiosteocalcinantikroppen togs upp
mot noétkreatursosteocalcin, som uppvisar en betydande
homologi med humant osteocalcin. Denna antikropp
antas vara konformationellt beroende och bor darfor
endast kdanna igen intakt (de novo) osteocalcin, och inte
fragment fran resorberad benvavnad.

% reaktivitet

Humant intakt osteocalcin 100
Intakt ndtkreatursosteocalcin 100
Reducerat, alkylaterat osteocalcin ND
C-terminalosteocalcinfragment ND
N-terminalosteocalcinfragment ND

ND = ej detekterat (not detected)

Detekteringsgranser

MicroVue osteocalcinanalysens minsta analytiska
avkanningsgrans ar 0,45 ng/ml, vilket avgors av den dvre
3-SD-gransen i en studie med nollstandard.

Precision

Precisionen inom kdrningar och mellan kérningar
bestamdes genom analys av tre serumprover. Typiska
resultat visas nedan.

Osteocalcin CV % inom CV % mellan
(ng/ml) korning’ korningar?
6,2 10,0 9,8
74 4,8 4,8
16,5 8,0 7,6
'n=22upprepningar 2n=3i3 tester
SUPPORT

Utanfor USA: kontakta en lokal distributor for Quidel-
produkter. Ytterligare information om Quidel, vara
produkter eller distributorer finns pa var hemsida

www.quidel.com.
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