Bone Health

En enzymimmunoanalys for kvantitativ matning av C-terminalpropeptid av typ I-kollagen (CICP) i serum

MicroVue™ CICP EIA Summariskt

Reagent och Prov Forberedelse

O Spéad 10x tvattbuffert 1:10 med avjoniserat vatten

O Spad serumprover i forhallandet 1:12 med analysbuffert
(exempelvis 25 pl serum + 275 pl analysbuffert)

Analysforfarande

Tillséatt 100 pl standard, kontroll eller utspétt serumprov i varje brunn pa
remsorna med belédggning

L

‘ Inkubera i 120 + 5 minuter vid en temperatur pa 18-25 °C

Tvétta 3 ganger
med 1X tvattbuffert

‘ Tillsatt 100 pl kanin-anti-CICP till varje brunn

4

‘ Inkubera i 45-50 minuter vid en temperatur pa 18-25 °C

O Bered enzymkonjugatet med 7 ml 1X-tvattbuffert
(Blanda omsorgsfullt. Anvénd inom 2 timmar)

Tvétta 3 ganger
med 1X tvattbuffert

Tillsatt 100 pl rekonstituerat enzymkonjugat i varje brunn

4

Inkubera i 45-50 minuter vid en temperatur pa 18-25 °C

O Bered arbetssubstratlésningen (30 — 60 min fore anvandning)
Lagg en substrattablett i varje flaska substratbuffert

Tvatta 3 ganger
med 1X tvattbuffert

‘ Tillsatt 100 pl arbetssubstratldsning i varje brunn

4

‘ Inkubera i 30—35 minuter vid en temperatur pa 18-25 °C

4

‘ 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

Kollagen, den trippelhelixmolekyl som bildar den fibrésa
ramen for all bindvayv, syntetiseras som prokollagen, en
storre stammolekyl. Prokollagen bestar av moget kollagen
med utdkningspeptider i sdval amino- som karboxyanden.
Dessa utdkningspeptider, eller propeptider, klyvs fran
kollagenmolekylen av specifika proteaser fére intagandet
av kollagenet i en vaxande kollagenfibril. Frigérandet av
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dessa peptider till kretsloppet sorjer for en stoikiometrisk
atergivning av kollagenproduktionen.

MicroVue CICP EIA Kit tillhandahaller en kvantitativ metod
for bestamning av CICP (C-terminalt av typ | kollagen) i
serum. CICP-halter indikerar kollagenproduktion in vivo.
Typ | kollagen-halter har, som den priméra, organiska
bestandsdelen i ben, kopplats till bentillvdaxt och
formation. Forhojda halter av CICP har pavisats i
sjukdomar som associeras med hoga halter av
benomsattning, inklusive Pagets bensjukdom,
hypertyroidism, primar hyperparatyroidism och renal
osteodystrofi. | vissa fall har férhéjda halter av CICP dven
dokumenterats vid tidig menopaus. Laga halter av CICP
har pavisats hos barn med brist pa tillvaxthormon.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue CICP-analysen utgér en sandwichenzym-
immunoanalys i mikrotitrerplatteformatet, som anvander
en monoklonal anti-CICP-antikropp som belagts pa
plattan, ett kanin-anti-CICP-antiserum, ett get-anti-kanin-
alkalifosfataskonjugat, samt ett pNPP-substrat for
kvantifiering av CICP i humant serum.

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH MATERIAL

96 analyser for C-terminalpropeptid av typ I-kollagen i
serum

MicroVue CICP ElA-satsen innehaller féljande:

A
CICP-standarder: Komponent4138-4143 0,75 ml vardera
Standard A-F, bruksfardiga, koncentration se Analyscertifikat
CICP som renats fran humana fibroblastceller i en buffrad 16sning

p S¢P som renats fran hu ro L

E som innehaller icke-joniskt rengdringsmedel, stabiliserare och
natriumazid (0,05 %) som konserveringsmedel

L Laga kontroll Komponent 4144 0,75ml
CICP som renats fran humana fibroblastceller i en buffrad 16sning
som innehaller icke-joniskt rengéringsmedel, stabiliserare och
natriumazid (0,05 %) som konserveringsmedel

H Hdga kontroll Komponent 4145 0,75 ml
CICP som renats fran humana fibroblastceller i en buffrad [6sning
som innehaller icke-joniskt rengdringsmedel, stabiliserare och
natriumazid (0,05 %) som konserveringsmedel

@ Remsormedbeldggning  Art. 4672 12var
Renad mus-monoklonal anti-CICP-antikropp pa Stripwell-remsor
Stoppldsning Art. 4702 15ml
0,5 N NaOH
10x tvattbuffert Art. 4703 55ml

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

Analysbuffert Art. 4150 20ml
En buffrad 16sning som innehéller nonjonaktivt rengdéringsmedel,
stabilisator 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

(7] Enzymkonjugat Art.4149 3 flaskor
Lyofiliserad get-anti-kanin-lgG-antikropp konjugerat till alkalisk
fosfatas innehdllande buffertsalter och stabilisatorer

Kanin-anti-CICP Art.4148 14ml
Kanin-polyklonal-anti-CICP-antikropp i en buffrad [6sning som
innehaller icke-joniskt rengdringsmedel, stabiliserare och
natriumazid (0,05 %) som konserveringsmedel

MATERIAL SOM BEHOVS MEN SOM INTE MEDFOLJER

= Mikropipetter for 25 till 300 pl

Laboratorieutrustning for vatskematning av volymer
pa 7-300 ml

Ror for provspadning

Behallare for tvattbuffertldsning

Avjoniserat eller destillerat vatten

Plattlasare for avlasning vid 405 nm

Programvara for kurvpassning med
4-parameterskalibrering

VARNINGAR OCH
FORSIKTIGHETSANVISNINGAR

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

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

3. Barlampliga skyddsklader, handskar och
dgon/ansiktsskydd ved handtering af dette kit.

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

5. Forvara analysreagenser enligt anvisningen.

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

7. Stopplosningen (0,5 N NaOH) ar fratande och kan
orsaka irritation af hud. Far inte fortdras. Undvik
kontakt med hud, 6gon eller klader. Vid kontakt med
[6sningen maste det utsatta omradet omedelbart
skoljas med vatten. Kontakta lakare vid fortaring.

8. Natriumazid anvands som konserveringsmedel.
Tillfallig kontakt med eller fortaring av buffertldsningar
med natriumazid kan orsaka irritation pa hud, 6gon
och i munnen. Anvand bara buffertlésningarna fér de
avsedda andamalen och undvik kontakt med syror.
Natriumazid kan reagera med bly- och kopparrér och
bilda hogexplosiva 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. Anvdndning av multikanal- eller repeterpipetter
rekommenderas vid uppmadtning av reagenser.

11. For korrekt provmatning ska exakta mangder prover
och standarder tillsattas. Pipettera omsorgsfullt med
kalibrerad utrustning.
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12. Korrekt provtagning och férvaring av testprover dr av
avgorande betydelse for korrekta resultat (se
PROVTAGNING OCH PROVFORVARING).

13. Undvik mikrobiell kontaminering eller
korskontaminering av prover eller reagenser.

14. Dubbeltesta varje prov.
15. Anvand inte en mikroanalysbrunn for mer an ett test.

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

17. Lat inte mikroanalysbrunnarna torka nér analysen har
paborjats.

18. Undvik att skrapa eller beréra brunnarnas botten vid
uttagning av vatskor ur mikroanalysbrunnarna.

19. Varmeinaktiverade, hyperlipemiska eller
kontaminerade prover kan leda till felaktiga resultat.

20. Undvik aerosolbildning vid tvatt genom att anvanda
en apparat som aspirerar tvattvatskan till en flaska
innehallande ett kommersiellt blekmedel.

21. Analysen utférs med nagon validerad tvattmetod.

22. Behdllare och oanvant innehall ska kasseras i enlighet
med gallande lagar och bestammelser.

FORBEREDANDE AV REAGENS

Temperaturutjamna reagenserna vid en temperatur
pa 18-25 °C innan de anvinds.

Remsor med belidggning

Ta ut Stripwellramen och det antal remsor med
beldaggning som behdvs fran forpackningen (se tabellen i
avsnittet ANALYSPROCEDUR). Forpackningar med
oanvanda 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 hégst tva timmar innan det ska
anvandas. Rekonstituera alla flaskor med enzymkonjugat
(se tabellen) med 7 ml 1X-tvattbuffert. Lat pillret I6sas upp
helt och hallet. Kassera aterstdende enzymkonjugat efter
anvandningen.

Arbetssubstratlosning

Bered arbetssubstratldsningen hégst en timme innan den
ska anvandas. Lagg en substrattablett i varje flaska
substratbuffert vid 18-25 °C (se tabellen). Lat tabletten
[6sas upp i 30 till 60 minuter. Skaka flaskan/flaskorna
kraftigt sa att I16sningen blandas helt. Kassera 6verbliven
arbetssubstratlosning efter anvdandning.

FORVARING

Forvara satsen vid 2-8 °C.
Forvara oanvand reagens vid 2-8 °C.
Forvara 1x tvattbuffert (10x utspadd) vid 18-28 °C.



PROVTAGNING OCH PROVBEREDNING

Ta serumproven med ett standardférfarande for
venipunktur, utan anti-koagulanter, och pa ett sadant satt
sa att hemolys undviks. Lt blodet levra sig och avskilj
serumet med centrifugering. Férvara serum antingen kylt
(2-8 °C), vid forvaring i mindre &n 5 dagar, eller fryst vid en
temperatur pa < -20 °C, for langre tids forvaring. Prover far
inte frysas och tinas mer an tre ganger.

ANALYSPROCEDUR
Las hela produktbladet innan analysen pabérjas.
Las REAGENSBEREDNING innan du fortsatter.

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%
Substratbuffert (flaska) 1 1 2% 2%
1X tvattbuffert (ml) 100 150 200 300

* Blanda innehallet fére anvandning om mer @n en flaska anvands.

Provspddning/inkubering

1. Spad serumprover i férhallandet 1:12 med
analysbuffert (exempelvis 25 pl serum + 275 pl
analysbuffert).

2. Lat pasen med belagda remsor stabilisera sig vid en
temperatur pa 18-25 °Cinnan den 6ppnas. Ta ut
Stripwellramen och det antal remsor med beldggning
som behovs fran forpackningen (se tabellen).
Forpackningar med oanvanda remsor maste
aterforslutas helt och innehalla torkmedel.

3. Placera 6nskat antal belagda remsor i Stripwellramen
alldeles innan de ska anvandas. Mark remsorna for att
undvika att de av misstag blandas ihop om de tas bort
fran Stripwellramen.

4. Tillsatt 100 ul standard, kontroll eller utspatt

serumprov i varje brunn pa remsorna med beldggning.

Slutfoér detta steg inom 30 minuter.

5. Inkuberai 120 + 5 minuter vid en temperatur pa
18-25 °C.

Tviattsteget (1)

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

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

Antikroppsinkubering

8. Tillsatt 100 pl kanin-anti-CICP till varje brunn.

9. Inkubera i 45-50 minuter vid en temperatur pa
18-25 °C.

10. Bered enzymkonjugatet under inkuberingen.
Rekonstituera alla flaskor med enzymkonjugat

(se tabellen) med 7 ml 1X-tvattbuffert. Blanda
omsorgsfullt. Anvand inom 2 timmar.
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Tvittsteget (2)

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

Enzymkonjugatinkubering

12. Tillsatt 100 pl rekonstituerat enzymkonjugat i varje
brunn.

13. Inkubera i 45-50 minuter vid en temperatur pa
18-25 °C.

14. Bered arbetssubstratldsningen under inkuberingen.
Lagg en substrattablett i varje flaska substratbuffert
vid 18-25 °C (se tabellen). Lat tabletten I6sas upp i
30 till 60 minuter. Skaka flaskan/flaskorna kraftigt sa
att 16sningen blandas helt. Anvand inom 1 timme.

Tvittsteget (3)

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

Substratinkubering
16. Tillsatt 100 pl arbetssubstratldsning i varje brunn.

17. Inkubera i 30-35 minuter vid en temperatur pa
18-25 °C. Om rumstemperaturen inte kan hallas mellan
18 och 25 °C, och absorbanser under 2,0 inte ar
kompatibla med plattldsaren, ska substratets
utveckling i standard F-brunnarna dvervakas. Nar den
optiska densiteten nar 1,2-1,5 ska reaktionen stoppas
och remsan eller remsorna avlasas.

Stopp/avlas

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

19. Avlas den optiska densiteten vid 405 nm. Kontrollera
att det inte finns nagra stora bubblor i brunnarna och
att remsornas undersidor ar rena. Remsorna ska avldsas
inom 15 minuter fran det att stopplosningen tillsatts.

20. Anvand en kvantitativ programvara, som anvander en
kurvpassningsekvation med 4-parameterkalibrering
(se nedan) for att analysera analysresultat fran
MicroVue CICP.
Ekvation: y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D
21. Avgor koncentrationen i prover och kontrollvatskor
fran standardkurvan.

Spdd prover som ar storre an 80 ng/ml i analys-
bufferten och testa om. Kontrollvardena ska ligga
inom det omrdde som anges i det medféljande
analyscertifikatet.

KVALITETSKONTROLL

Analyscertifikatet som medféljer 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 anvandas som riktlinjer. Resultatet i ert
laboratorium kan avvika.



Kvalitetskontrollomraden medféljer. Kontrollvardena ar
avsedda att bekrafta 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 fér MicroVue CICP-standard F
ar mindre an 0,8, ska resultatet ifragasattas och proverna
bor upprepas.

RESULTATTOLKNING

Provresultaten maste korrigeras for den utforda
spadningen. Om provet spaddes i forhdllandet 1:12 ska
ng/ml-vardet multipliceras med 12 for att fa slutresultatet
for serum-CICP i ng/ml.
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Optisk densitet (405 nm)

EXEMPEL PA VARDEN

Vid var test av 279 vuxna personer 6ver 25 ar lag de
varden som erholls med kit MicroVue CICP mellan
69 och 163 ng/ml. Vid var test av 370 barn i dldrarna
4-18 ar lag de erhéllna CICP-vardena vid mellan

110 och 966 ng/ml, med ett medelvérde pa

326 CICP ng/ml.

Vérdena kan paverkas av sddana faktorer som tillvaxt, lag
ostrogenproduktion, 1agt kalciumintag eller 1ag fysisk
aktivitetsniva. Ostrogenbrist hos postmenopausala
kvinnor kan leda till en forh6jd benomsattning, och
darmed till kollagenproduktion. Varje laboratorium bor
faststalla egna referensomraden.

TESTPRESTANDA

Antikropparnas specificitet

Anti-CICP-antikropparna har utvecklats mot CICP harlett
fran humana fibroblastceller i odling. Antikropparna
uppvisar en korsreaktivitet pa 100 % med CICP i humant
serum.

Detekteringsgranser

MicroVue CICP-analysens minsta analytiska
avkanningsgrans ar 0,2 ng/ml, vilket avgors av den dvre
3-SD-gransen i en studie med nollstandard.
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Precision

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

CICP (ng/ml) CV % inom test' CV % inom test?
80,8 6,8 7,0
98,1 55 7.2
296,7 6,6 5,0

"n=20upprepningar  2n=3i3tester

Aterhamtning - linjéritet
Linjdriteten avgjordes genom att prover spaddes seriellt.

De observerade vardena jamfordes med forvantade
varden. Typiska resultat visas nedan.

Spadnings- Observerad Forviantad — Aterhamt-

Prov faktor (ng/ml) (ng/ml) ning (%)

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

Aterhimtning - pik-aterhimtning
Pik-aterhamtningen avgjordes genom att en kdnd mangd

renat CICP tillsattes i serumprover med olika nivaer
endogent CICP. Normalresultaten redovisas nedan.

Prov Endogent Tillsatt  Observerad l:\t_erhéimt-
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) ning (%)
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
SUPPORT

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

www.quidel.com.
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