Bone Health

En enzymimmunoanalyse til kvantitativ maling af C-terminal propeptid af kollagen type | (CICP) i serum

MicroVue™ CICP EIA Opsummering

Klargering af Reagens og Prgveeksemplar

O Fortynd 10X vaskebuffer 1:10 med deioniseret vand

Q Fortynd serumprgverne 1:12 med analysebuffer
(dvs. 25 pl serum + 275 pl analysebuffer)

Analyseproceduren

Tilseet 100 pl standard, kontrol eller fortyndet
serumprgve til hver brend

L

‘ Inkuber i 120 + 5 minutter ved 18-25 °C

Vask 3X med
vaskeoplgsning 1X

‘ Tilseet 100 pl kanin anti-CICP til hver brgnd

L

‘ Inkuber i 45-50 minutter ved 18-25 °C

O Forberedes enzymkonjugatet med 7 ml 1X vaskebuffer (Skal
indholdet kombineres og blandes. Skal bruges inden for 2 timer)

Vask 3X med
vaskeoplgsning 1X

‘ Tilfgj 100 pl rekonstitueret enzymkonjugat i hver brgnd

L

‘ Inkuber i 45-50 minutter ved 18-25 °C

O Forberedes brugssubstratoplgsningen (30 — 60 min i inden brug af
benytter) Tilszet en substrattablet i hver flaske med substratbuffer.

Vask 3X med
vaskeoplgsning 1X

‘ Tilseet 100 pl brugssubstratoplgsning i hver brand

L

‘ Inkuber i 30-35 minutter ved 18-25 °C

L

‘ Tilsaet 50 pl stopoplgsning til hver brgnd

L

Aflees den optisk densitet ved 405 nm
Analysere den resultaterne ved at bruge 4-parameter kurve
Y = (A-D)/[1+(x/C)®]+D

OPSUMMERING OG FORKLARING

Kollagen, et tredobbelt helixmolekyle der danner den
fibrase struktur i alt bindevaev, syntetiseres som
prokollagen, et stgrre precursor-molekyle. Prokollagen
bestar af modent kollagen med ekstensionspeptider ved
bade amino- og carboxy-termini. Disse ekstensions-
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peptider eller propeptider spaltes fra kollagenmolekylet
med specifik protease for inkorporering af kollagen til en
voksende kollagenfibril. Udlgsningen af disse peptider ind
i cirkulationen giver en stgkiometrisk repraesentation af
kollagenproduktionen.

MicroVue CICP ElA-kittet leverer en kvantitativ metode til
bestemmelse af niveauer for CICP (C-terminal af kollagen
type I) i serum. CICP-niveauer er indikative for kollagen-
produktion in vivo. Niveauer af kollagen type |, som er den
primaere organiske knoglebestanddel, er blevet forbundet
med knoglevaekst og -dannelse. Forhgjede CICP-niveauer
er blevet pavist i sygdomme, der er relateret til hgje
niveauer af knogleresorption, herunder Pagets
knoglesygdom, hyperthyroidisme, primaer hyperpara-
thyroidisme og renal osteodystrofi. | visse tilfselde er
forhgjede CICP-niveauer ogsa blevet dokumenteret i tidlig
menopause. Lave CICP-niveauer er blevet pavist i bern
med vaeksthormonmangel.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue CICP-analysen er en sandwichenzym-
immunoanalyse i et mikrotiter-pladeformat, der anvender
et monoklonalt anti-CICP antistof, som pladen er belagt
med, kanin anti-CICP antiserum, gede anti-kanin alkalisk
fosfatasekonjugat, og et pNPP-substrat til kvantificering af
CICP i humant serum.

LEVEREDE MATERIALER OG REAGENSER

96 analyser for C-terminal propeptid af kollagen type |
i serum

MicroVue-CICP EIA-kit indeholder falgende:

A

B CICP-standarder: Dele 4138-4143 0,75 ml hver
Standard A-F, klar til brug, se Analyseattest for koncentration

D CICP oprenset fra humane fibroblastceller i en bufferoplgsning, der
indeholder nonionisk detergent, stabilisator og natriumazid

E (0,05 %) som konserveringsmiddel

F

L Lave kontrol Dele 4144 0,75 ml
CICP oprenset fra humane fibroblastceller i en bufferoplgsning, der
indeholder nonionisk detergent, stabilisator og natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmiddel

H Hgje kontrol Dele 4145 0,75ml
CICP oprenset fra humane fibroblastceller i en bufferoplgsning, der
indeholder nonionisk detergent, stabilisator og natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmiddel

@ Coatede strips Del 4672 12 stk.
Renset monoklonalt anti-CICP museantistof adsorberet pa
stripbrgnde

Stopoplgsnin Del 4702 15ml
@ Stopop ]
0,5N NaOH



© 10X vaskebuffer Del 4703 55 ml
Nonionisk detergent i en bufferoplgsning, der indeholder
natriumazid (0,05 %) som konserveringsmiddel

QO Analysebuffer Del 4150 20ml
En bufferoplesning, der indeholder nonionisk detergent,
stabilisator og natriumazid (0,05 %) som konserveringsmiddel

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

@ Substrattabletter Del 0012 3x20mg
p-Nitrofenylfosfat

@ Enzymkonjugat Del 4149 3 haetteglas
Frysetorret gede anti-kanin IgG-antistof konjugeret til alkalisk
fosfatase, som indeholder buffersalte og stabilisatorer

© Kanin anti-CICP Del 4148 14ml
Kanin polyklonal anti-CICP-antistof i en bufferoplgsning, der
indeholder nonionisk detergent, stabilisator og natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmiddel

N@DVENDIGE, MEN IKKE MEDLEVEREDE MATERIALER

Mikropipetter til afgivelse af 25-300 pl
Egnede enheder til veeskemaling af 7-300 ml
Glas til fortynding af prever

Beholder til vaskebufferfortynding
Demineraliseret eller destilleret vand
Pladelaeser, der kan aflaese 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 geeldende 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. 0,5N NaOH anses for at vaere aetsende og kan medfgre
irritation af hud. Ma ikke indtages. Undga kontakt med
hud, gjne og tgj. Hvis der sker kontakt, skylles med
vand. Ved indtagelse tilkaldes laege.

8. Natriumazid anvendes som konserveringsmiddel.
Utilsigtet kontakt med eller indtagelse af buffere, der
indeholder natriumazid, kan medfeare 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 omgaende
vaskes med vand og saebe.
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10. Brug af multikanalpipetter eller repeat-pipetter
anbefales for at sikre en rettidig tilseetning af
reagenser.

11. Tilseet prever og standarder praecist for at sikre en
ngjagtig preveudmaling. Foretag omhyggelig
afpipettering og kun ved hjeelp af kalibreret udstyr.

12. Korrekt indsamling og opbevaring af testproverne er
vigtig for at opna ngjagtige resultater (se INDSAMLING
OG OPBEVARING AF PROVER).

13. Undgd mikrobiel eller krydskontaminering af prever
eller reagenser.

14. Test hver prgve i to eksemplarer.

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

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

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

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

19. Varme-inaktiverede, hyperlipaemiske eller
kontaminerede prover kan give fejlagtige resultater.

20. For at undga aerosoldannelse under vaskeprocessen,
skal der bruges et instrument til at aspirere
vaskeoplgsningen ned i en flaske med blegemiddel il
husholdningsbrug.

21. Denne analyse kan udfgres med enhver valideret
vaskemetode.

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

KLARGO@RING AF REAGENS
Afbalancer reagenserne til 18-25 °C inden brug.

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 fuldstaendigt 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 dage efter
forberedelse.

Enzymkonjugat

Forbered enzymkonjugat inden for 2 timer fer brugen.
Rekonstituer hvert ngdvendigt preveglas med
enzymkonjugat (se tabel) med 7 ml 1X vaskebuffer. Lad
pillen oplgses fuldsteendigt. Resterende enzymkonjugat
skal kasseres efter brug.

Brugssubstratoplgsning

Forbered en brugssubstratoplasning inden for en time for
brugen. Tilsaet en substrattablet i hver nadvendig flaske
med substratbuffer ved en temperatur pa 18-25 °C

(se tabel). Lad tabletten(-erne) oplases i 30-60 minutter.
Ryst flasken(-erne) kraftigt for at sikre fuldstaendig
opblanding. Resterende brugssubstratoplgsning skal
kasseres efter brug.



OPBEVARING

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

PROVEUDTAGNING OG FORBEREDELSE

Udtag serum vha. standardteknik for venepunktur, uden
anti-koagulanter, og sadan at haemolyse undgas. Lad
blodet starkne, og udskil serum ved centrifugering.
Opbevar serum i kaleskab (2-8 °C) ved opbevaring i
mindre end 5 dage eller frys ved < -20 °C ved laengere
opbevaring. Udsaet ikke praverne for mere end 3 fryse-/
opteningscykler.

ANALYSEPROCEDUREN
Laes hele indlaegssedlen inden analysen startes.

Se KLARGDRING AF REAGENS, inden der fortsaettes.

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

Antal strips 4 6 8 12
Antal prgver

(testet i to eksemplarer) 8 16 24 40
Enzymkonjugat (haetteglas) 1 1 2% 2%
Substratbuffer (flaske) 1 1 2% 2%
1X vaskebuffer (ml) 100 150 200 300

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

Prgvefortynding/inkubering

1. Fortynd serumprgverne 1:12 med analysebuffer
(dvs. 25 pl serum + 275 pl analysebuffer).

2. Lad posen med de coatede strips komme op pa
18-25 °C for abning. Udtag brendstrip-holderen og det
ngdvendige antal coatede strips fra posen (se
tabellen). Kontroller, at posen med evt. ubrugte strips
lukkes fuldstaendigt igen, og at den indeholder et
tgrremiddel.

3. Placer det gnskede antal coatede strips i brendstrip-
holderen lige for brug. Navngiv stripsene for at
forhindre en sammenblanding i tilfeelde af, at de
utilsigtet fjernes fra brendstrip-holderen.

4. Tilseet 100 pl standard, kontrol eller fortyndet
serumprgve til hver brand med coatede strips. Dette
trin skal afsluttes inden for 30 minutter.

5. Inkuberi 120 + 5 minutter ved 18-25 °C.

Vasketrin (1)

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

7. Stripsene inverteres/temmes manuelt. Tilsaet mindst
300 pl 1X vaskebuffer i hver brend og inverter/tem
strimlerne manuelt. Gentag to gange, sa
vaskeproceduren foretages tre gangei alt. Tor
stripsene grundigt med papirservietter efter den
sidste vask.
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Inkubation af antistof
8. Tilsaet 100 pl kanin anti-CICP til hver brgnd.
9. Inkuberi45-50 minutter ved 18-25 °C.

10. Under inkuberingen forberedes enzymkonjugatet.
Rekonstituer hvert ngdvendigt preveglas med
enzymkonjugat (se tabel) med 7 ml 1X vaskebuffer.
Blandes grundigt. Skal bruges inden for 2 timer.

Vasketrin (2)

11. Stripsene inverteres/tammes manuelt. Tilseet mindst
300 pl 1X vaskebuffer i hver brgnd og inverter/tem
strimlerne manuelt. Gentag to gange, sa vaske-
proceduren foretages tre gange i alt. Tor stripsene
grundigt med papirservietter efter den sidste vask.

Inkubation af enzymkonjugat

12. Tilfgj 100 pl rekonstitueret enzymkonjugat i hver
brgnd.

13. Inkuber i 45-50 minutter ved 18-25 °C.

14. Under inkuberingen forberedes brugssubstrat-
oplgsningen. Tilsaet en substrattablet i hver ngdvendig
flaske med substratbuffer ved en temperatur pa
18-25 °C (se tabel). Lad tabletten(-erne) oplgses i
30-60 minutter. Ryst flasken(-erne) kraftigt for at sikre
fuldsteendig opblanding. Skal bruges inden for 1 time.

Vasketrin (3)

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

Substratinkubation
16. Tilseet 100 pl brugssubstratoplgsning i hver brgnd.

17. Inkuber i 30-35 minutter ved 18-25 °C. Hvis der ikke
kan opretholdes en stuetemperatur pa mellem
18-25 °C, og en absorbans pa > 2,0 ikke er forenelig
med pladelaeseren, skal udviklingen af substrat i
standard F-brgndene overvages. Reaktionen skal
standses, nar den optiske densitet nar
1,2-1,5, hvorefter stripsene aflaeses.

Stop/aflzes

18. Tilsaet 50 pl stopoplasning til hver brend for at standse
reaktionen.

19. Aflaes 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 aflaeses inden for
15 minutter efter tilseetning af stopoplgsningen.

20. Der kan anvendes kvantificeringssoftware med en
ligning for kurvetilpasning med 4 parametre
(se nedenfor) for at analysere resultaterne for
MicroVue CICP-analysen.

Ligning: y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

21. Bestem koncentrationen af prgver og kontroller ud fra

standardkurven.

Fortynd prever sterre end 80 ng/ml i analysebuffer, og
test igen. Kontrolveerdierne 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 opnaet hos Quidel Corporation. De
optiske densitetsvaerdier er opgivet i leverancen og skal
kun opfattes som vejledende. Resultater opnaet i
laboratoriet kan variere.

Der er diverse kvalitetskontrolomrader til radighed.
Kontrolveerdierne har til formal at verificere validiteten af
kurve- og prgveresultaterne. Hvert laboratorium skal
etablere egne parametre for acceptable analysegraenser.
Hvis kontrolvzerdierne IKKE ligger inden for laboratoriets
acceptable greenseveerdier, skal analyseresultaterne
betragtes som tvivisomme, og prgverne skal gentages.

Hvis den optiske densitet for MicroVue CICP Standard F er
mindre end 0,8, skal resultaterne anses for tvivisomme og
proverne skal gentages.

FORTOLKNING AF RESULTATER

Proveresultater skal korrigeres for den faerdige fortynding.
Hvis preven blev fortyndet 1:12, skal ng/ml-veerdien
multipliceres med 12 for at fa det endelige resultat af
serum CICP i ng/ml.

Repraesentativ standardkurve
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0 0,1 1 10 100

CICP (ng/ml)

Optisk densitet ved 405 nm

VARDIEKSEMPLER

| vores undersggelse af 279 voksne over 25 ar varierede de
opndede veerdier fra MicroVue CICP kittet fra

69 til 163 ng/ml. | vores undersggelse af 370 bgrn i alderen
4-18 ar varierede de opnaede veerdier fra 110 til

966 ng/ml, med et gennemsnit pa 326 CICP ng/ml.

Veaerdierne kan vaere pavirket af faktorer sdsom vaekst, lav
gstrogenproduktion, lavt kalciumindtag eller manglende
fysisk aktivitet. @strogenmangel i postklimakterielle
kvinder kan medfare forhgjet knogleresorption, og
dermed kollagenproduktion. Hvert laboratorium ber
etablere sit eget referenceinterval.

TESTENS YDEEVNE

Antistoffernes specificitet

Anti-CICP antistoffer er heevet mod CICP udledt fra
humane fibroblastceller i kultur. Antistofferne
demonstrerer 100 % krydsreaktivitet med CICP i
humant serum.
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Detekteringssgraense

Minimumsgraensen for analytisk pavisning via

MicroVue CICP-analysen er 0,2 ng/ml, hvilket bestemmes
af den gvre 3 SD-grzense 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.

1 2
CICP (ng/ml) Undg(ll'(q(i;:sel Melleér.r\\l!(&rsler
80,8 6,8 7,0
98,1 5,5 7,2
296,7 6,6 50

"n=20replikater  2n=3i3kersler

Recovery - linearitet

Lineariteten blev bestemt ved at foretage seriel fortynding
af prever og sammenligne konstaterede veerdier med
forventede veerdier. Typiske resultater angives herunder.

. Observeret Forventet Recovery
Preve  Fortyndingsfaktor (ng/ml)  (ng/ml) (%)

1 1:12 6,90 - -
1:24 3,50 3,45 101
1:48 1,74 1,72 101

2 1:12 13,26 - -
1:24 6,56 6,63 99
1:48 3,49 3,32 105

3 1:12 20,88 - -
1:24 10,43 10,44 100
1:48 5,57 5,22 107

Recovery - Spike recovery

Veerdien efter genopretning blev bestemt ved at tilsaette
kendte maengder renset CICP i serumprgver med
forskellige niveauer af endogent CICP. Typiske resultater
angives herunder.

Prave Endogent Tilsat Observeret Recovery

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%)

1 9,09 13,24 22,28 100
31,77 45,96 102

2 10,34 13,10 13,00 97
32,71 43,05 96

3 12,43 13,24 22,28 100
31,77 41,55 102

ASSISTANCE

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

www.quidel.com.
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