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Arbeitsanleitung Osteoprotegerin

1. VERWENDUNGSZWECK

Der hier beschriebene Assay ist fiir die Bestimmung von Osteoprotegerin (human)
aus Serum, EDTA-Plasma, Heparin-Plasma oder Citrat-Plasma geeignet. Nur zur in-
vitro-Diagnostik.

2. EINLEITUNG

Osteoprotegerin (OPG) oder Osteoclast inhibitory factor (OCIF) ist ein Glykoprote-
in der TNF-Rezeptor-Superfamilie 11b (Gen Name TNFRSF11B) http://www.uniprot.
org/uniprot/000300. OPG wird als Monomer von 380 Aminosauren synthetisiert,
als Homodimer in der Zelle zusammengesetzt, und dann hauptsachlich als Disulfid-
verknlpftes Homodimer in den extrazellularen Raum sekretiert. OPG wird von vie-
len verschiedenen Geweben und Zelltypen, einschlieBlich Osteoblasten, produziert.
OPG ist ein negativer Regulator der Knochenresorption, indem es als Decoy-Rezep-
tor flir RANKL fungiert und damit dessen Funktion in der Osteoklastogenese neutra-
lisiert. Dieses Glykoprotein ist auch an der Regulation der Gefa3verkalkung beteiligt.

Indikationen

« Osteoporose'?

« Krankheiten mit lokal induzierter Knochenresorptionsaktivitat>-
« Arthritis”®

« Therapieliberwachung®™"

- Kardiovaskulare Krankheiten >

3. INHALT DERTESTPACKUNG

Art.-Nr. | Bezeichnung Kit-Komponenten Menge

Polyklonaler Ziege-anti-OPG-Antikorper,
beschichtet auf Mikrotiterplattenstreifen
im Streifenhalter. In Aluminiumverpa-
ckung mit Trockenmittel

K1011MTP PLATE 12x 8 Tests

Waschpuffer, 20-fach Konzentrat, durch-

K1011WP WASHBUF sichtiger Schraubverschluss

1x50ml

Monoklonaler Maus-anti-OPG-Antikorper,
K1011AB AB biotinyliert, griiner Schraubverschluss, 1x7ml
gebrauchsfertig
Standards 1-6
K1011ST STD (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pmol/l), weiller 6x 300 ul
Schraubverschluss, gebrauchsfertig
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Art.-Nr. | Bezeichnung Kit-Komponenten Menge
Kontrolle, gelber Schraubverschluss,
K1011KO CTRL gebrauchsfertig (genaue Konzentration 1x 300 pl
siehe Etikett)
K 1011AP ASYBUF Verdlinnungspuffer, roter Sch.raubver— 1% 25 ml
schluss, gebrauchsfertig
Konjugat (Streptavidin-HRP), braune
K1011K CONJ Flasche, brauner Schraubverschluss, 1x22ml
gebrauchsfertig
Substrat (TMB-L&sung), braune Flasche,
K1011TMB SUB blauer Schraubverschluss, gebrauchsfer- 1x22ml
tig
K1011AC STOP Stopplosung, weiler Schra.ubverschluss, 1x7ml
gebrauchsfertig

+ Reinstwasser
- Prézisionspipetten und Pipettenspitzen flir den Einmalgebrauch mit varia-

blen Volumina von 10-1000 pl
« Mikrotiterplattenwascher wird empfohlen, alternativ Multikanal- bzw. Multi-

pipette

« Vortex-Mixer
« Zentrifuge, 3000g
« Laborubliche Glas- oder Plastikrohrchen (Einmalartikel)

« Mikrotiterplattenphotometer (bendtigte Filter siehe Kapitel 7)

ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

* Immundiagnostik AG empfiehlt die Verwendung von Reinstwasser nach 1SO 3696. Es han-
delt sich dabei um Wasser des Typs 1, welches frei von ungelésten und kolloidalen lonen und
organischen Molekdlen ist (frei von Partikeln >0,2um) mit einer elektrischen Leitfahigkeit von
0,055 puS/cm bei 25°C (= 18,2 MQcm).

VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

« Reagenzien mit einem Volumen kleiner 100 pl sollten vor Gebrauch kurz an-
zentrifugiert werden, um Volumenverluste zu vermeiden.

- Das Waschpufferkonzentrat (WASHBUF) muss vor Gebrauch 1:20 in Reinst-
wasser verdiinnt werden (50 ml Konzentrat + 950 ml Reinstwasser), gut mi-
schen. Aufgrund der hohen Salzkonzentration in den Stammldsungen kann
es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle 16sen sich bei Raumtemperatur
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bzw. im Wasserbad bei 37°C auf. Das Pufferkonzentrat kann bei 2-8°C bis
zum angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Die verdiinnte
Pufferlosung (Waschpuffer) ist bei 2-8°C einen Monat in einem geschlos-
senen Gefal haltbar.

+ Alle anderenTestreagenzien sind bei 2-8 °C zu lagern und bei entsprechender
Lagerung bis zum angegebenen Verfallsdatum (siehe Etikett) verwendbar.

6. PROBENVORBEREITUNG UND -LAGERUNG

+ Die Abnahme von vendsem Blut sollte mittels standardisierter Blutabnah-
merdhrchen zur Gewinnung von Serum oder Plasma erfolgen. Wir empfehlen,
die Blutprobe so bald wie mdglich fiir 20 Minuten bei 2000 g abzuzentrifugie-
ren, bevorzugt bei 4°C (2 - 8°C). Falls dies nicht mdglich ist, kann das Blut vor
der Zentrifugation bei 4°C (2 - 8°C) bis zu 24 Stunden gelagert werden.

- Das gewonnene Serum oder Plasma sollte so schnell wie méglich gemessen
werden. Fir eine eventuelle Lagerung sollten die Proben aliquotiert und bei
-20°C oder kalter gelagert werden. Die Proben bleiben flir mindestens vier
Einfrier-Auftau-Zyklen stabil. Lipamische und hamolytische Proben kénnen
falsche Ergebnisse liefern.

« Proben vor Verwendung gut mischen.

7. TESTDURCHFUHRUNG

Testprinzip

Der Test basiert auf der “Sandwich”-ELISA Technik. Es werden spezifische Antikorper,
die gegen OPG gerichtet sind, verwendet.

Standards, Kontrollen und verdiinnte Patientenproben, die auf OPG zu untersuchen
sind, werden in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte pipettiert, welche mit einem
polyklonalen Ziege-anti-OPG-Antikorper beschichtet sind. In diesem ersten Inkubati-
onsschritt wird OPG aus der Probe von dem Primarantikdrper an die Mikrotiterplatte
gebunden. Dann wird ein monoklonaler mit Biotin markierter Maus-anti-OPG-Anti-
korper zugegeben. Der nachste Schritt ist die Zugabe des Streptavidin-Peroxidase-
Konjugats und es bildet sich folgender Komplex an der Wand der Mikrotiterplatte:

1. Antikorper — OPG-biotinylierter Antikorper- - Streptavidin-Peroxidase-Konjugat

Als Peroxidasesubstrat wird Tetramethylbenzidin eingesetzt. Die Enzymreaktion
wird durch Zugabe von Sdure abgestoppt. Dadurch erfolgt ein Farbumschlag von
blau nach gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wird photometrisch bei
450 nm gemessen. Die Intensitdt der Farbe ist dem OPG-Gehalt direkt proportional.
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Aus den Konzentrationen der mitgefiihrten Standards wird eine Standardkurve er-
stellt, anhand der die Konzentrationen der Proben ermittelt werden.

Pipettierschema

Vor Gebrauch alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur (18-26 °C) bringen,
gut mischen.

Nicht verwendete Mikrotiterstreifen konnen in der Aluminiumverpackung bis zum
angegebenen Haltbarkeitsdatum bei 2-8°C gelagert werden.

Wir empfehlen, die Bestimmungen in Doppelwerten durchzufiihren.

Pipettieren Sie 150 ul ASYBUF (Verdiinnungspuffer, roter Schraubver-

.| schluss) in alle Vertiefungen. Pipettieren Sie zusatzlich 100 pl ASYBUF in

die Vertiefung fiir den Leerwert.

Pipettieren Sie 20 ul STD / PROBE / CTRL (Standard / Probe / Kontrolle)
in die Mikrotiterstreifen. Mischen.

Pipettieren Sie 50 pul AB (biotinylierter anti-OPG-Antikdrper, durchsich-
tiger Schraubverschluss) in alle Vertiefungen mit Ausnahme der des
Leerwerts. Mischen.

Streifen abdecken und 4 Stunden bei Raumtemperatur (18 - 26°C) in-
kubieren.

Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5x mit 300 pl verdiinntem
WASHBUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem letzten Waschschritt
Waschpufferreste durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernen.

Pipettieren Sie 200 ul CONJ (Konjugat, brauner Schraubverschluss) in
alle Vertiefungen.

Streifen abdecken und 1 Stunde bei Raumtemperatur (18 - 26 °C) inku-
bieren.

Inhalt der Vertiefungen verwerfen und 5x mit 300 pl verdiinntem
WASHBUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem letzten Waschschritt
Waschpufferreste durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernen.

Pipettieren Sie 200 ul SUB (Substrat, blauer Schraubverschluss) in alle
Vertiefungen.

10.

30 Minuten bei Raumtemperatur (18 - 26 °C) im Dunkeln inkubieren.
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Pipettieren Sie 50 pl STOP (Stopplésung, weiller Schraubverschluss) in

1. alle Vertiefungen.

Extinktion sofort im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen
12. | die Referenzwellenlange 620 nm (oder 690 nm) messen. Ist keine Refe-
renzwellenlange vorhanden, wird nur bei 450 nm gemessen.

* Die Intensitat der Farbentwicklung ist temperaturabhéangig. Es wird empfohlen den Farbum-
schlag wahrend der Inkubationszeit zu beobachten und entsprechend der Farbentwicklung die
Reaktion zu stoppen.

8. ERGEBNISSE

Die unten beschriebenen mathematischen Modelle konnen alternativ zur Auswer-
tung benutzt werden. Wir empfehlen die 4-Parameter-Funktion:

1. 4-Parameter-Funktion

Fir die optische Dichte empfehlen wir eine lineare Ordinate und fiir die Konzen-
tration eine logarithmische Abszisse (bei einer logarithmischen Abszisse muss
fir den Standard mit der Konzentration 0 ein Wert kleiner 1 eingegeben werden
z.B.0,001).

2. Punkt-zu-Punkt-Auswertung

Fir die optische Dichte und fiir die Konzentration empfehlen wir eine lineare
Ordinate bzw. Abszisse.

3. Gewichtete Spline-Funktion

Fir die optische Dichte und fiir die Konzentration empfehlen wir eine lineare
Ordinate bzw. Abszisse.

Vor jeder automatischen Auswertung sollte stets eine Kontrolle der Doppelwerte auf
Plausibilitat (,Ausreilerkontrolle”) durchgefiihrt werden; falls dies nicht durch das
verwendete Programm erfolgt, sollte die Kontrolle manuell durchgefiihrt werden.

Serum- und Plasmaproben
Die Konzentration der Proben wird direkt von der Standardkurve abgelesen.

9. EINSCHRANKUNGEN

Proben, deren OD hoher ist als die des hochsten Standards, sollten mit STD 1 oder
OPG-negativem Humanserum stdrker verdiinnt und nochmals im Assay eingesetzt
werden. Bei der folgenden Auswertung ist der veranderte Verdiinnungsfaktor zu be-
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achten.

10. QUALITATSKONTROLLE

Immundiagnostik empfiehlt den Einsatz von externen Kontrollen fiir die interne
Qualitatskontrolle, wenn moglich.

Wir empfehlen, bei jedem Testansatz Kontrollen mitzumessen. Die Ergebnisse der
Kontrollen missen auf Richtigkeit tGberpriift werden. Liegen eine oder mehrere Kon-
trollen auBerhalb des angegebenen Bereiches, kann Immundiagnostik die Richtig-
keit der Messergebnisse nicht gewahrleisten.

OPG-Werte nach Kudlacek et al. 2003

(n=1134,50.83 + 51.47 pg/ml, median 36, 2-584;
n=1134,2.54 + 2.57 pmol/L, median 1.8, 0.1-29.2)

OPG Referenzwerte'®

OPG (mean + SD) OPG (median, Bereich)
Alter n
pg/ml pmol/L pg/mi pmol/L
Weibliche Personen
(n=687,51.9 + 51.3 pg/ml, median 39; 2.60 + 2.57 pmol/L, median 1.95)

<30 44.5+21.2 2.23+1.06 41.7,87.7 2.09,4.39 48
31-40 44.1+1.25 2.21£1.69 36, 260 1.8,13 198
41-50 41.2+250 2.06 £33.8 36,204 1.8,10.2 217
51-60 39.5+223 1.98£1.12 355,160 1.78,8 150
61-70 69.6 £ 62.9 348 £3.15 60.5, 342 3.03,17.1 34
71-80 134.0+70.0 6.70 £3.50 131,244 6.55,12.2 16

> 81 227.0 +100.0 11.35+5.00 206,479 10.3,23.95 24

Ménnliche Personen
(n=447,50 = 51.7 pg/ml, median 34.8; 2.5 + 2.59 pmol/L, median 1.74)

<30 40.7 £26.3 2.04+£1.32 32,96 1.6,4.8 19
31-40 41.4+305 2.07 £1.53 335,170 1.68, 8.5 72
41-50 36.3+31.8 1.82+1.59 36.2,316 1.81,15.8 116
51-60 36.9+20.2 1.85+1.01 34,134 1.7,6.7 176
61-70 41.0+22.7 205+1.14 29.8, 160 1.49,8 32
71-80 119.0+£71.0 595+3.55 38,103 1.9,5.15 12

> 81 226.0+78.0 11.30+3.90 130,219 6.5,10.95 20
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Referenzwerte

Anhand einer laborinternen Studie mit Proben von augenscheinlich Gesunden
(n =60) wurde ein Median von 2,7 pmol/l ermittelt.

Wir empfehlen jedem Labor, einen eigenen Referenzbereich zu etablieren.

Umrechnungsfaktor
1 pg/ml =0.05pmol/I

11. TESTCHARAKTERISTIKA

Prézision und Reproduzierbarkeit

Intra-Assay (n =5)

Probe Durchschnitt Vk Standard-
[pmol/l] [%] abweichung SD
1 3,2 2 0,05
2 10,1 3 0,34
Inter-Assay (n =12)
Probe Durchschnitt Vk Standard-
[pmol/I] [%] abweichung SD
1 3,2 3 0,10
2 9,9 5 0,50

12. VORSICHTSMASSNAHMEN

+ Alle im Kit enthaltenen Reagenzien diirfen ausschlief3lich zur in-vitro-Dia-
gnostik verwendet werden.

- Das fiir Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepa-
titis B und Hepatitis C getestet und flir negativ befunden. Dennoch wird emp-
fohlen, die Kitkomponenten als Vorsichtsmalinahme immer wie potentiell in-
fektioses Material zu behandeln.

« Die Kitkomponenten enthalten zum Schutz vor bakteriellen Kontaminationen
Natriumazid oder ProClin. Natriumazid bzw. ProClin sind giftig. Auch Substrate
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fur enzymatische Farbreaktionen sind als giftig und karzinogen beschrieben.
Jeder Kontakt mit Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

Die Stoppldsung besteht aus verdiinnter Schwefelsdure (H,SO,). H,SO, ist eine
starke Saure und muss auch in verdiinnter Form mit Vorsicht benutzt werden.
H,SO, verursacht bei Kontakt mit der Haut Veratzungen. Es sollte daher mit
Schutzhandschuhen, Schutzkleidung und Schutzbrille gearbeitet werden. Bei
Kontakt mit der Sdure muss die veratzte Stelle sofort mit viel Wasser gespiilt
werden.

13. TECHNISCHE MERKMALE

Reagenzien der Testpackung diirfen nicht mit anderen Chargen gemischt
werden. Ferner diirfen Kavitdaten unterschiedlicher Mikrotiterplatten, selbst
der gleichen Charge, nicht zusammengefiigt und zur Analyse verwendet wer-
den.

Qualitatskontrollen sollten immer mitgemessen werden.

Die Reagenzien diirfen nach Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht
mehr verwendet werden.

Substratlésung muss vor Gebrauch farblos sein.

Mikrotiterstreifen missen wdhrend den Inkubationen mit Folie abgedeckt
sein.

Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien.

Stopfen und Verschliisse verschiedener Reagenzien diirfen nicht vertauscht
werden.

Der Assay ist immer nach der im Kit beigefligten Arbeitsanleitung durchzu-
fuhren.

14. ALLGEMEINE HINWEISE ZUM TEST

Dieser Kit wurde nach der IVD-Richtlinie 98/79/EG hergestellt und in den Ver-
kehr gebracht.

Fur die Qualitatskontrolle sind die fiir medizinische Laboratorien erstellten
Richtlinien zu beachten.

Die Testcharakteristika wie Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und
Pipettiervolumina der verschiedenen Komponenten wurden vom Hersteller
festgelegt. Nicht mit dem Hersteller abgesprochene Veranderungen in der
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Testdurchfiihrung kénnen die Resultate beeinflussen. Die Firma Immundia-
gnostik AG Ubernimmt fir die hierdurch entstandenen Schaden und Folge-
schaden keine Haftung.

+ Bei Gewadhrleistungsanspriichen ist das beanstandete Material mit schrift-
licher Erklarung innerhalb von 14 Tagen zum Hersteller, der Immundiagnostik
AG, zurlickzusenden.

15. LITERATUR
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1. INTENDED USE

This Immundiagnostik assay is a sandwich ELISA intended for the quantitative deter-
mination of osteoprotegerin in serum, EDTA plasma, heparin plasma or citrate plas-
ma. It is for in vitro diagnostic use only.

2. INTRODUCTION

Osteoprotegerin (OPG) or osteoclast inhibitory factor (OCIF) is a glycoprotein of the
TNF receptor superfamily 11b (gene name TNFRSF11B) http://www.uniprot.org/uni-
prot/000300. OPG is synthesized as a monomer of 380 amino acids and is assembled
as a homodimer within the cell, and then secreted mainly as a disulfide-linked homo-
dimer into the extracellular compartment. OPG is produced by many different tissues
and cell types including osteoblasts. OPG is a negative regulator of bone resorption
by acting as decoy receptor for RANKL, thus neutralizing its function in osteoclasto-
genesis. This glycoprotein is also involved in the regulation of vascular calcification.

Indications
« Osteoporosis 2
- Diseases with locally incr. resorption activity 3-¢
« Arthritis 78
« Therapy monitoring °-"
« Cardiovascular Disease -7

3. MATERIAL SUPPLIED

Cat. No. Label Kit components Quantity
Goat polyclonal anti OPG antibody,
K 1011MTP PLATE pre-coated m|cr9t|ter stnp; ina strip- 12x 8 wells
holder, packed in an aluminium bag
with desiccant
K1011WP WASHBUEF Wash buffer concentrate 20x, 1x50ml
natural cap
K1011K CONJ Conjugate, (streptavidin-HRP), amber 1x22ml
bottle, amber cap, ready to use
Standards 1-6, (0; 1.25; 2.5; 5; 10;
K10115T >TD 20 pmol/l), white caps, ready to use 6x300pl
Control, yellow cap, ready to use, (ex-
K1011KO CTRL act concentration on the label) 3004
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Cat. No. Label Kit components Quantity
Mouse monoclonal anti OPG antibo-
K1011AB AB dy, biotin labelled, green cap, yellow 1x7ml
dye, ready to use
K1011AP ASYBUF Assay Buffer, red cap, ready to use 1x25ml
K1011TMB SUB Substrate (TMB solution), amber bot- 1x22ml
tle blue cap, ready to use
K1011AC STOP Stop solution, white cap, ready to use 1x7ml

4. MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

Ultra pure water*

Laboratory balance

Calibrated precision pipettors and 10-1000 pul tips

Plate washer is recommended for washing, alternatively multi-channel pipets
or repeater pipets

Centrifuge, 3000¢g

Vortex

Standard laboratory glass or plastic vials, cups, etc.

Microtiter plate reader (required filters see chapter 7)
* Immundiagnostik AG recommends the use of Ultra Pure Water (Water Type 1; 1SO 3696), which

is free of undissolved and colloidal ions and organic molecules (free of particles > 0.2 um) with an
electrical conductivity of 0.055 puS/cm at 25°C (= 18.2 MQcm).

5. PREPARATION AND STORAGE OF REAGENTS
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Reagents with a volume less than 100 pl should be centrifuged before use to
avoid loss of volume.

The ELISA wash buffer concentrate (WASHBUF) should be diluted 1:20 in
ultra pure water before use (50 ml concentrate + 950 ml ultra pure water),
mix well. Crystals could occur due to high salt concentration in the stock so-
lutions. The crystals must be redissolved at room temperature or 37 °C before
dilution of the buffer solutions. The buffer concentrate is stable at 2-8°C un-
til the expiry date stated on the label. Diluted buffer solution (wash buffer)
can be stored in a closed flask at 2-8 °C for one month.

All other test reagents are ready to use. Test reagents are stable until the expi-
ry date (see label of test package) when stored at 2-8°C.
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6. STORAGE AND PREPARATION OF SAMPLES

« Collect venous blood samples by using standardized blood collection tubes
for serum or plasma. We recommend performing plasma or serum separation
by centrifugation as soon as possible (e.g. 20 min at 2000 g, preferably at 4°C
(2-8°Q). If this is not possible, store the samples at 4 °C (2-8°C) prior to centri-
fugation (up to one day).

« The acquired plasma or serum samples should be measured as soon as pos-
sible. For longer storage aliquot samples and store at -20°C or lower. Samples
are at least stable for 4 freeze-thaw cycles. Lipemic or haemolysed samples
may give erroneous results.

« Samples should be mixed well before assaying.

7. ASSAY PROCEDURE

Principle of the test

The assay utilizes the “sandwich” technique with specific antibodies against OPG.
Standards, controls and diluted samples which are assayed for OPG are added into
the wells of a micro plate coated with polyclonal goat-anti-OPG-antibody. During the
firstincubation step, OPG is bound by the immobilized primary antibody. Then a bio-
tinylated monoclonal mouse-anti-OPG-antibody, is added into each microtiter well.
In the next step, the streptavidin-peroxidase-conjugate is added and a“sandwich” of

1st antibody — OPG - biotinylated antibody - streptavidin-peroxidase-conjugate

is formed. Tetramethylbenzidine is used as peroxidase substrate. Finally, an acidic
stop solution is added to terminate the reaction. The colour changes from blue to
yellow. The intensity of the yellow color is directly proportional to the concentra-
tion of OPG. A dose response curve of the absorbance unit (optical density, OD at
450 nm) vs. standard concentration is generated, using the values obtained from the
standard.

Test procedure
Bring all reagents and samples to room temperature (15-30°C) and mix well.

Take as many microtiter strips as needed from kit. Store unused strips in the alumi-
nium bag with desiccant at 2-8° C. Strips are stable until expiry date stated on the
label.

We recommend to carry out the tests in duplicate.
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Pipet 150 pl ASYBUF (assay buffer, red cap) into each well. Add further
100 pl ASYBUF in the well for the BLANK.

Add 20 pl STD / SAMPLE / CTRL (standard / sample / control) into res-
pective wells.

Add 50 pl AB (biotinylated anti OPG antibody, natural cap) into each
well, except BLANK, mix gently.

Cover tightly and incubate for 4h at room temperature (18 - 26 °C).

Aspirate and wash wells 5x with 300 pl diluted wash buffer. After
final wash, remove remaining WASHBUF by strongly tapping plate
against paper towel.

Add 200 pl CONJ (conjugate, amber cap) into each well.

Cover tightly and incubate for 1 hour at room temperature (18 - 26 °C).

Aspirate and wash wells 5x with 300 pl diluted Wash buffer. After final
wash, remove remaining WASHBUF by strongly tapping plate against
paper towel.

Add 200 pl SUB (substrate, blue cap) into each well.

Incubate for 30 min* at room temperature (18 - 26 °C) in the dark.

Add 50 pl STOP (stop solution, white cap) into each well.

12.

Determine absorption immediately with an ELISA reader at 450 nm
against 620 nm (or 690 nm) as a reference. If no reference wavelength is
available, read only at 450 nm. If the extinction of the highest standard
exceeds the range of the photometer, absorption must be measured
immediately at 405 nm against 620 nm as a reference.

*The intensity of the color change is temperature sensitive. We recommend observing the color
change and stopping the reaction upon good differentiation.

8. RESULTS

The following algorithms can be used alternatively to calculate the results. We re-
commend using the “4 parameter algorithm”.

1. 4 parameter algorithm

Itis recommended to use a linear ordinate for the optical density and a logarith-
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mic abscissa for the concentration. When using a logarithmic abscissa, the zero
standard must be specified with a value less than 1 (e.g. 0.001).

2. Point-to-point calculation

We recommend a linear ordinate for the optical density and a linear abscissa for
the concentration.

3. Spline algorithm

We recommend a linear ordinate for the optical density and a linear abscissa for
the concentration.

The plausibility of the duplicate values should be examined before the automatic
evaluation of the results. If this option is not available with the programme used, the
duplicate values should be evaluated manually.

9. LIMITATIONS

Samples with an OD higher than the OD of the highest standard should be further
diluted with STD 1 or OPG negative human serum and re-assayed. For the following
analysis, the changed dilution factor has to be taken into consideration.

10. QUALITY CONTROL

Immundiagnostik recommends the use of external controls for internal quality con-
trol, if possible.

Control samples should be analysed with each run. Results, generated from the ana-
lysis of control samples, should be evaluated for acceptability using appropriate sta-
tistical methods. The results for the patient samples may not be valid if within the
same assay one or more values of the quality control sample are outside the accep-
table limits.

Reference range

Based on a laboratory intern study of samples of apparently healthy persons (n = 60),
a median of 2,7 pmol/ml was estimated.

We recommend each laboratory to establish its own reference range.

Conversion factor
1 pg/ml =0.05pmol/I
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OPG-Werte from Kudlacek et al. 2003

OPG reference data®  (n=1134,50.83 £ 51.47 pg/ml, median 36, 2-584;

n=1134,2.54 £ 2.57 pmol/L, median 1.8, 0.1-29.2)

- OPG (mean * SD) OPG (median, Bereich) N
pg/ml pmol/L pg/mli pmol/L
Female population
(n=687,51.9 + 51.3 pg/ml, median 39; 2.60 + 2.57 pmol/L, median 1.95)
<30 44.5+21.2 2.23+£1.06 41.7,87.7 2.09,4.39 48
31-40 441 +£1.25 2.21£1.69 36, 260 18,13 198
41-50 41.2+250 2.06 £33.8 36, 204 1.8,10.2 217
51-60 39.5+£223 1.98+1.12 355,160 1.78,8 150
61-70 69.6 £62.9 348 £3.15 60.5, 342 3.03,17.1 34
71-80 134.0+70.0 6.70 £3.50 131,244 6.55,12.2 16
> 81 227.0+100.0 11.35+5.00 206,479 10.3,23.95 24
Male Population
(n=447,50 = 51.7 pg/ml, median 34.8; 2.5 + 2.59 pmol/L, median 1.74)
<30 40.7 +26.3 2.04+1.32 32,96 1.6,4.8 19
31-40 414 +305 2.07 £1.53 335,170 1.68, 8.5 72
41-50 36.3+31.8 1.82+1.59 36.2,316 1.81,15.8 116
51-60 36.9+20.2 1.85+1.01 34,134 1.7,6.7 176
61-70 41.0+22.7 205+1.14 29.8,160 1.49,8 32
71-80 119.0£71.0 595+3.55 38,103 1.9,5.15 12
> 81 226.0+78.0 11.30+3.90 130,219 6.5,10.95 20
11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS
Precision and reproducibility
Intra-Assay (n=5
Sample Mean [pmol/l] CV [%] Standard deviation
1 3.2 2 0.05
2 10.1 3 0.34
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Inter-Assay (n =12)

Sample Mean [pmol/I] CV [%] Standard deviation
1 3.2 3 0.10
2 9.9 5 0.50

12. PRECAUTIONS

All reagents in the kit package are for in vitro diagnostic use only.

Human materials used in kit components were tested and found to be ne-
gative for HIV, Hepatitis B and Hepatitis C. However, for safety reasons, all kit
components should be treated as potentially infectious.

Kit reagents contain sodium azide or Proclin as bactericides. Sodium azide
and Proclin are toxic. Substrates for the enzymatic color reactions are toxic
and carcinogenic. Avoid contact with skin or mucous membranes.

The stop solution consists of diluted sulphuric acid, a strong acid. Although
diluted, it still must be handled with care. It can cause burns and should be
handled with gloves, eye protection, and appropriate protective clothing. Any
spill should be wiped up immediately with copious quantities of water. Do not
breath vapour and avoid inhalation.

13. TECHNICAL HINTS

Do not interchange different lot numbers of any kit component within the
same assay. Furthermore we recommend not assembling wells of different
microtiter plates for analysis, even if they are of the same batch.

Control samples should be analyzed with each run.
Reagents should not be used beyond the expiration date stated on kit label.
Substrate solution should remain colourless until use.

To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation
steps is necessary.

Avoid foaming when mixing reagents.
Do not mix plugs and caps from different reagents.

The assay should always be performed according the enclosed manual.
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14. GENERAL NOTES ON THE TEST AND TEST PROCEDURE

« This assay was produced and distributed according to the IVD guidelines of
98/79/EC.

+ The guidelines for medical laboratories should be followed.

« Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the com-
ponents are defined by the producer. Any variation of the test procedure,
which is not coordinated with the producer, may influence the results of the
test. Immundiagnostik AG can therefore not be held responsible for any da-
mage resulting from incorrect use.

- Warranty claims and complaints regarding deficiencies must be logged within
14 days after receipt of the product. The product should be send to Immundi-
agnostik AG along with a written complaint.
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Used symbols:

Temperature limitation

In Vitro Diagnostic Medical Device

Manufacturer

LO Lot number
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