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1) INTRODUCTION

Osteoprotegerin (OPG) or Osteoclast inhibitory factor (OCIF) is a glycoprotein of the TNF receptor superfamily
11b (gene name TNFRSF11B) http://www.uniprot.org/uniprot/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
homodimer 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 osteoclastogenesis. This glycoprotein is also involved in the regulation of vascular
calcification.

Areas of interest:
e Osteoporosis (1, 2) e Therapy monitoring (9-11)
e Diseases with locally incr. resorption activity (3-6) e Cardiovascular Disease (12-17)
e Arthritis (7, 8)

2) CONTENT OF THE KIT
CONT KIT COMPONENTS QUANTITY
PLATE ant polyclonal antiIOPG antipqdy, pre-cqated mjcrotiter stripsina 12 x 8 tests

stripholder, packed in an aluminium bag with desiccant

WASHBUF Wash buffer concentrate 20x, natural cap 1x50 ml

Mouse monoclonal anti OPG antibody, biotin labelled, green cap, yellow

AB 1x7ml
dye, ready to use

STD Standards 1-6, (0; 1.25; 2.5; 5; 10; 20 pmol/l), white caps, ready touse | 6 x 300 pl
CTRL Control, yellow cap, ready to use, (exact concentration on the label) 1x300 pl
ASYBUF Assay Buffer, red cap, ready to use 1x25ml
CONJ Conjugate, (streptavidin-HRPO), amber bottle, amber cap, ready touse | 1x22 ml
SuB Substrate (TMB solution), amber bottle, blue cap, ready to use 1x22ml
STOP Stop solution, white cap, ready to use 1x7ml

3) ADDITIONAL MATERIAL IN THE KIT

e 2 self-adhesive plastic films e Protocol sheet

e Quality control protocol e Instruction for use

4) MATERIAL AND EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

Precision pipettes calibrated to deliver 20 pl, 50 i, 150 pl, 200 pl, 300 pl and disposable tips
Distilled or deionised water

Plate washer is recommended for washing, alternative multichannel pipette or manifold dispenser
Refrigerator with 4°C (2-8°C)

ELISA reader capable of measuring absorbance at 450 nm (with correction wavelength at 630 nm)
Graph paper or software for calculation of results

5) REAGENTS AND SAMPLE PREPARATION
Al reagents of the kit are stable at 4°C (2-8°C) until expiry date stated on the label of each reagent.

Sample preparation:

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 x g, preferably at
4°C (2-8°C). If this is not possible store the samples at 4°C (2-8°C) prior to centrifugation (up to one day).

The acquired plasma or serum samples should be measured as soon as possible. For longer storage aliquot
samples and store at -25°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. Samples with values above
highest STD can be diluted with STD1 or OPG negative human serum.
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For further information on sample stability please visit our website www.bmgrp.com (see Validation Data) or
contact our customer service by e-mail info@bmgrp.com or by phone +43/ 1/ 29107-45.

Reconstitution/Handling:

WASHBUF (Wash buffer): Salt precipitate in the concentrated wash buffer is normal. Dissolve any precipitate by
mixing gently at room temperature then dilute the concentrate 1:20 with distilled/DI water, e.g. 50 ml WASHBUF +
950 ml distilled water, prior to using in the assay. Undiluted wash buffer is stable at 4°C (2-8°C) until expiry date on
the label. Diluted wash buffer is stable at 4°C (2-8°C) for one month. Only use diluted WASHBUF (Wash buffer) for
optimum assay performance.

6) PRINCIPLE OF THE ASSAY

This kit is a sandwich enzyme immunoassay for the determination of OPG in human serum and plasma samples. In
a first step, assay buffer, STD/sample/CTRL, and detection antibody (mouse monoclonal anti human OPG-Biotin)
are pipetted into the wells of the microtiter strips, which are pre-coated with goat polyclonal anti OPG antibody. OPG
present in the STD/sample/CTRL binds to the pre-coated antibody in the well and forms a sandwich with the
detection antibody. In the washing step all non-specific unbound material is removed. In a second step, the
conjugate (Streptavidin-HRPO) is pipetted into the wells and reacts with the detection antibody. After another
washing step, the substrate (TMB Tetramethylbenzidine) is pipetted into the wells. The enzyme catalysed colour
change of the substrate is directly proportional to the amount of OPG. This colour change is detectable with a
standard microtiter plate ELISA reader. A dose response curve of the absorbance (optical density, OD at 450 nm)
vs. standard concentration is generated, using the values obtained from the standard. The concentration of OPG in
the sample is determined directly from the dose response curve.
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7) ASSAY PROTOCOL

All reagents and samples must be at room temperature (18-24°C) before use in the assay.
Mark position for STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Sample/Control) on the protocol sheet.

Take microtiter strips out of the aluminium bag. Store unused strips with desiccant at 4°C (2-8°C) in the
aluminium bag. Strips are stable until expiry date stated on the label.

1) Pipette 150 pl ASYBUF (Assay Buffer, red cap) into each well.
2) Add 20 pl STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Sample/Control) in duplicate into respective wells, swirl gently.
3) Add 50 pl AB (biotinylated anti OPG antibody, green cap) into each well, swirl gently.
4) Cover tightly and incubate for 4 hours at room temperature (18-24°C).
4/28



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

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

7) Cover tightly and incubate for 1 hour at room temperature (18-24°C).

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

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

10) Incubate for 30 min at room temperature (18-24°C) in the dark.

11) Add 50 pl STOP (Stop solution, white cap) into each well, swirl gently.

12) Measure absorbance immediately at 450 nm with reference 630 nm, if available.

8) CALCULATION OF RESULTS

Read the optical density (OD) of all wells on a plate reader using 450 nm wavelength (correction wavelength 630
nm). Construct the standard curve from the OD values of the STD. Use commercially available software or graph
paper. Obtain sample concentration from this standard curve. The assay was evaluated with 4PL algorithm.
Different curve fitting methods need to be evaluated by the user. Respective dilution factors have to be considered.

Example typical STD-curve:
OSTEOPROTEGERIN BI-20403

Measured OD 450 / 630
n
\

pmol/l

The quality control (QC) protocol supplied with the kit shows the results of the final release QC for each kit at
production date. Data for OD obtained by customers may differ due to various influences and/or due to the normal
decrease of signal intensity during shelf life. However, this does not affect validity of results as long as an OD of
1.50 or more is obtained for the STD6 (standard with highest concentration) and the value of the CTRL is in range
(target range see label).

9) ASSAY CHARACTERISTICS

Method: Sandwich ELISA, HRP/TMB, 12x8-well strips
Sample type: Serum, EDTA plasma, heparin plasma, and citrate plasma
Standard range: 0 to 20 pmol/l (6 standards and 1 control in a human serum matrix)
Conversion factor: 1 pg/ml = 0.05 pmol/l (MW: 19.9 kD)
Sample volume: 20 pl / well
Incubation time: 4h/1h/30min
Sensitivity: LOD: (0 pmol/l + 3 SD): 0.07 pmol/l; LLOQ: 0.08 pmol/l

The ELISA recognizes human endogenous and recombinant OPG. The
Specificity: OPG ELISA detects monomeric and dimeric OPG as well as OPG-

P y: RANKL complexes.
The assay does not cross-react with rat or mouse samples.
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Intra-assay (n=5) < 3%, Inter-assay (n=12) < 5%
Serum (n=3): 98%
EDTA plasma (n=3): 100%

Precision:

Heparin plasma (n=3): 89%
Citrate plasma (n=3): 95%

Spike/Recovery (average recovery
spiked with rec. OPG):

S Dilution: Serum (n=3)
Dilution linearity (average recovery of T+1 98%
expected OPG after a 1+1; 1+3; 1+7 1+3 90%
dilution): >

147 87%

Median serum (n=60): 2.7 pmol/l

Median EDTA plasma (n=6): 2.2 pmol/l
Median heparin plasma (n=7): 2.3 pmol/l
Values from apparently healthy Median citrate plasma (n=5): 2.3 pmol/l

individuals:
Each laboratory should establish its own reference range for the

samples
under investigation. Do not change sample type during the study.

For further information on assay characteristics please visit our website www.bmgrp.com (see Validation Data) or
contact our customer service by e-mail info@bmgrp.com or by phone +43/ 1/ 29107-45.
10) PRECISION

Intra-assay: 2 samples of known concentrations were tested 5 times.
Inter-assay: 2 samples of known concentrations were tested 12 times in 2 different kit lots by 3 different operators.

Intra-assay (n=5) Sample 1 Sample 2 Inter-assay (n=12) Sample 1 Sample 2
Mean (pmolll) 3.2 10.1 Mean (pmolfl) 3.2 9.9
SD (pmolfl) 0.05 0.34 SD (pmol/l) 0.10 0.50
CV (%) 2 3 CV () 3 5

11) TECHNICAL HINTS

¢ Do not mix or substitute reagents with those from other lots or sources.

e Do not mix stoppers and caps from different reagents or use reagents between lots.

e Do not use reagents beyond expiration date.

e Protect reagents from direct sunlight.

e Substrate solution should remain colourless until added to the plate.

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

e Avoid foaming when mixing reagents.

12) PRECAUTIONS

Al test components of human source were tested against HIV-Ab, HCV-Ab and HBsAg; and were found
negative. Nevertheless, they should be handled and disposed as if they were infectious.
Liquid reagents contain <0.1% Proclin 950 as preservative. Avoid contact with skin and mucous membrane.
Proclin 950 is not toxic in concentrations used in this kit. It may cause allergic skin reactions — avoid contact with
skin or eyes.

Do not pipette by mouth.

Do not eat, drink, smoke, or apply cosmetics where reagents are used.

Wear gloves, glasses, and lab jacket while performing this assay.

Sulfuric acid is irritating to eyes and skin. Avoid contact with skin and mucous. Irritations are possible - Flush
with water if contact occurs!!
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1) EINLEITUNG

Osteoprotegerin (OPG) oder Osteoclast inhibitory factor (OCIF) ist ein Glykoprotein der TNF Rezeptor
Superfamilie 11b (Gen Name TNFRSF11B) http://www.uniprot.org/uniprot/000300. OPG wird als Monomer von 380
Aminosauren synthetisiert und als Homodimer in der Zelle zusammengesetzt und dann hauptséchlich als Disulfid-
verkniipftes Homodimer in den extrazelluldren Raum sekretiert. OPG wird von vielen verschiedenen Geweben und
Zelltypen, einschlieBlich Osteoblasten, produziert. OPG ist ein negativer Regulator der Knochenresorption, indem
es als Decoy Rezeptor fiir RANKL fungiert und damit seine Funktion in der Osteoklastogenese neutralisiert. Dieses
Glykoprotein ist auch an der Regulation der GefaRverkalkung beteiligt.

Interessensgebiete:
e Osteoporose (1, 2)
e Krankheiten mit lokal induzierter Knochenresorptionsaktivitat (3-6)
e Arthritis (7, 8)
e Therapieliberwachung (9, 10, 11)
e  Kardiovaskulare Krankheiten (12-17)
2) INHALT DES KITS
CONT KIT KOMPONENTEN
polyklonaler Ziege anti OPG Antikérper, beschichtet auf
PLATE Mikrotiterplattenstreifen im Streifenhalter. Verpackt im Aluminium Beutel mit
Trockenmittel
WASHBUF  Waschpuffer, 20fach Konzentrat, durchsichtiger Schraubverschluss
AB Monoklonaler Maus anti OPG Antikorper - biotinyliert, griiner
Schraubverschluss, gebrauchsfertig
Standards 1-6, (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pmol/l), weiler Schraubverschluss,
STD A
gebrauchsfertig
Kontrolle, gelber Schraubverschluss, gebrauchsfertig (genaue Konzentration
CTRL ) ;
siehe Etikett)
ASYBUF Verdlinnungspuffer, roter Schraubverschluss, gebrauchsfertig
Konjugat (Streptavidin- HRPO), braune Flasche, brauner Schraubverschluss,
CONJ ”
gebrauchsfertig
Substrat (TMB Losung), braune Flasche, blauer Schraubverschluss,
SUB .
gebrauchsfertig
STOP Stopp Lésung, weiller Schraubverschluss, gebrauchsfertig

3) ZUSATZLICHES MATERIAL IM KIT
e 2 selbstklebende Abdeckfolien

e QC Protokoll

e Protokoll Blatt

o Arbeitsanleitung (Beipacktext)

4) ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL UND GERATE

Kalibrierte Prazisionspipetten fiir 20 pl, 50 pl, 150 pl, 200 yl, 300 pl inkl. Pipettenspitzen
Destilliertes oder deionisiertes Wasser

Mikrotiterplatten Wascher wird empfohlen, Alternativen: Mehrkanalpipetten oder Dispenser
Kiihlschrank mit 4°C (2-8°C)

Mikrotiterplattenphotometer mit 450 nm Filter (630 nm Referenz)

Millimeterpapier oder Software

MENGE
12 x 8 Tests

1 x50 ml

1x7ml
6 x 300 pl

1x300 pl
1x25ml
1x22ml

1x22ml

1x7ml
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5) REAGENZIEN UND PROBENVORBEREITUNG
Ale Reagenzien des Kits sind bei 4°C (2-8°C) bis zum Ablaufdatum (siehe Etikett des Reagenz) stabil.

Probenvorbereitung:

Abnahme von vendsem Blut mittels standardisierter Blutabnahmerdhrchen zur Gewinnung von Serum oder
Plasma. Wir empfehlen die Zentrifugation des Blutes fiir 20 Minuten bei 2000g, bevorzugt bei 4°C (2-8°C), so
schnell wie méglich. Das Blut kann vor der Zentrifugation bei 4°C (2-8°C) bis zu 24 Stunden gelagert werden.

Das gewonnene Serum oder Plasma soll so schnell wie méglich gemessen werden. Fir eine eventuelle Lagerung
sollen die Proben aliquotiert und bei -25°C oder tiefer gelagert werden. Bis zu vier Frier-Tau-Zyklen verandern die
Messwerte nicht. Lipamische und hamolytische Proben kdnnen falsche Ergebnisse liefern. Proben vor Verwendung
gut mischen. Proben mit Werten tber dem héchsten STD (STD6) kdnnen mit STD1 oder OPG negativem human
Serum verdiinnt werden.

Néhere Informationen zur Probenstabilitat finden Sie auf unserer Website www.bmgrp.com (s. Validation Data)
oder kontaktieren Sie unseren Kundenservice, Email unter info@bmgrp.com, Tel. unter +43/ 1/ 29107-45.

Rekonstitution/Handhabung:

WASHBUF (Waschpuffer): Salzkristalle im Pufferkonzentrat sind normal. Losen Sie die Salzkristalle bei
Raumtemperatur auf und verdiinnen Sie das Pufferkonzentrat mit destilliertem oder deionisiertem Wasser 1:20 (zB.
50 ml WASHBUF + 950 ml destilliertes Wasser). Unverdiinnter Waschpuffer ist bei 4°C (2-8°C) bis zum
Ablaufdatum (s. Etikett) haltbar. Der verdiinnte Waschpuffer ist bei 4°C (2-8°C) bis zu einem Monat haltbar. Im
Testsystem darf nur verdiinnter WASHBUF (Waschpuffer) verwendet werden.

6) TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der Methode eines Sandwich ELISA und dient zur quantitativen Bestimmung von OPG in
humanen Serum und Plasmaproben.
Zuerst werden Assaypuffer, STD/Probe/CTRL und Detektionsantikdrper (monoklonaler Maus-anti-human-OPG-
Biotin) in die entsprechenden Vertiefungen, welche mit polyklonalem Ziege-anti-human-OPG-Antikérper beschichtet
sind, pipettiert. Das in den STD/Proben/CTRL vorhandene OPG bildet mit beiden Antikdrpern einen stabilen
Komplex. Durch Waschen werden die unspezifischen und nicht gebundenen Anteile entfernt. Nach Zugabe von
Konjugat (Streptavidin-HRPO), das mit dem Detektionsantikérper reagiert, und einem weiteren Waschschritt, wird
mit Substrat (TMB Tetramethylbenzidine) inkubiert. Die dadurch enzymatisch bedingte Farbentwicklung ist direkt
proportional mit der OPG Konzentration in den Proben und kann mittels eines Mikrotiterplatten ELISA Reader
gemessen werden. Aus dem jeweiligen Farbsignal und den Konzentrationen der STD wird eine Kalibrationskurve
erstellt, von der die OPG Konzentration der Proben direkt ablesbar ist.

Crafik siehe Kapitel 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY im englischen Teil des Beipacktextes.

7) TESTPROTOKOLL

Im Test diirfen nur Reagenzien und Proben verwendet werden, welche Raumtemperatur (18-24°C) aufweisen.
Markieren Sie die Positionen fiir STD/PROBE/CTRL (Standard/Probe/Kontrolle) am Protokoll Blatt.

Nehmen Sie die benétigten Mikrotiterstreifen aus dem Aluminium Beutel. Nicht verwendete Mikrotiterstreifen
kénnen mit Trockenmittel im Aluminium Beutel auf 4°C (2-8°C) bis zum angegebenen Ablaufdatum gelagert
werden.

1) Pipettieren Sie 150 pyl ASYBUF (Verdiinnungspuffer, roter Schraubverschluss) in alle Wells.

2) Pipettieren Sie 20 pl STD /PROBE/CTRL (Standard/Probe/Kontrolle) in Doppelbestimmung in die
Mikrotiterstreifen, gut mischen.

3) Pipettieren Sie 50 pl AB (biotinylierter anti OPG Antikérper, griiner Schraubverschluss) in alle Wells, gut
mischen.

4) Streifen abdecken und 4 Stunden bei Raumtemperatur (18-24°C) inkubieren.

5) Inhalt der Wells verwerfen und 5x mit 300 pl verdiinntem WASHBUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem
letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernen.
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6) Pipettieren Sie 200 ul CONJ (Konjugat, brauner Schraubverschluss) in alle Wells.

7) Streifen abdecken und 1 Stunde bei Raumtemperatur (18-24°C) inkubieren.

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

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

10) 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-24°C) im Dunkeln inkubieren.

11) Pipettieren Sie 50 ul STOP (Stopplésung, weiller Schraubverschluss) in alle Wells, gut mischen.

12) Extinktion unmittelbar bei 450 nm messen, mit 630 nm als Referenz, falls méglich.

8) BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

M essen Sie die optische Dichte (OD) von allen Wells mit einem Mikrotiterplattenphotometer mit einem 450 nm
Filter (Referenz 630 nm). Konstruieren Sie eine Standardkurve aus den OD Werten der STD unter Verwendung von
kommerziell erhaltlichem Millimeterpapier oder einer geeigneten Software. Das Testsystem wurde mit einem 4
Parameter Algorithmus evaluiert. Andere Auswerte Algorithmen missen vom Verwender evaluiert werden. Die
Konzentration der Proben wird aus der Standardkurve abgelesen. Eventuelle weitere Verdiinnungen miissen
beriicksichtigt werden.

Typische STD-Kurve:
Siehe Kapitel 8) CALCULATION OF RESULTS im englischen Teil des Beipacktextes.

Auf dem beigepackten QC Protokoll sind die Resultate bei der QC Freigabe des Kits vermerkt. Vom Verwender
erhaltene Daten der OD kénnen abweichend sein, bedingt durch verschiedene Einflisse und/oder dem normalen
Signalverlust des Kits wahrend der Laufzeit. Dieser mdgliche Signalverlust hat keinen Einfluss auf die Giiltigkeit der
Resultate, so lange die OD des héchsten Standards den Wert 1,50 oder hoher erreicht und der Wert der CTRL im
gultigen Bereich ist (Bereich siehe Etikett).

9) TESTMERKMALE

Methode: Sandwich ELISA, HRP/TMB, 12x8-well Streifen
Probentyp: Serum, EDTA Plasma, Heparin Plasma und Citrat Plasma
Standardbereich: 0 bis 20 pmol/l (6 Standards und 1 Kontrolle in humaner Serum-Matrix)
Umrechnungsfaktor: 1 pg/ml = 0,05 pmol/l (MW: 19,9 kD)
Probenvolumen: 20 pl/ Vertiefung
Inkubationszeiten: 4h/1h/30min
Sensitivitat: LOD: (0 pmol/l + 3 SD): 0,07 pmol/l; LLOQ: 0,08 pmol/l

Der ELISA erkennt humanes endogenes und rekombinantes OPG. Der
Spezifitit: OPG ELISA misst OPG Monomere und Dimere wie auch OPG-RANKL

pezifitat: K
omplexe.

Maus- und Rattenproben kénnen in diesem Test nicht gemessen werden.
Prazision: Intra-assay (n=5) < 3%, Inter-assay (n=12) < 5%
Wiederfindung Serum (n=3): 98% Heparin Plasma (n=3): 89%
(durchschnittiche Wiederfindung
von endogenem OPG): EDTA Plasma (n=3): 100% Citrat Plasma (n=3): 95%

. N Verdlinnung: Serum (n=3)
Verdiinnungslinearitat T+1 98%
(durchschnittliche OPG Werte T+3 90%
nach 1+1; 143; 147 Verdiinnung): 2

147 87%
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Median Serum (n=60): 2,7 pmol/l

Median EDTA Plasma (n=6): 2,2 pmol/l

Werte von anscheinend gesunden Med@an erparin Plasma (n=7): 2,3 pmolll

Spendern: Median Citrat Plasma (n=5): 2,3 pmol/l

Jedes Labor sollte den Normalbereich fiir seine Proben evaluieren.
Wechseln Sie nicht die Probenmatrix innerhalb einer Studie.

Néahere Informationen zu den Testmerkmalen finden Sie auf unserer Website unter www.bmgrp.com
(s. Validation Data) oder kontaktieren Sie unseren Kundenservice, Email unter info@bmgrp.com, Tel. unter
+43/1/29107-45.

10) PRAZISION

Intra-assay: 2 Proben wurden 5 Mal in Doppelbestimmung in einem Test getestet.
Inter-assay: 2 Proben wurden 12 Mal in 2 verschiedenen Lots von 3 verschiedenen Operatoren getestet.

Intra-assay (n=5) Probe 1 Probe 2 Inter-assay (n=12) Probe 1 Probe 2

Durchschnitt (pmol/l) 3,2 10,1 Durchschnitt (pmolfl) 3,2 9,9
SD (pmolfl) 0,05 0,34 SD (pmolfl) 0,10 0,50
VK (%) 2 3 VK (%) 3 5

11) TECHNISCHE MERKMALE

Reagenzien von verschiedenen Lots oder Tests diirfen nicht gemischt werden.

Stépsel und Verschlisse von verschiedenen Reagenzien dirfen nicht vertauscht werden.
Abgelaufene Reagenzien diirfen nicht verwendet werden.

Reagenzien sind vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Substratlésung muss vor Verwendung farblos sein.

Mikrotiterstreifen miissen bei den Inkubationen mit Abdeckfolie abgedeckt sein.
Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien.

12) VORSICHTSMASSNAHMEN

Alle Bestandteile humanen Ursprunges wurden auf HIV-Ak, HCV-Ak und HBsAg getestet und negativ gefunden.
Trotzdem sollten die Reagenzien als potentiell infektios behandelt werden.
Die fliissigen Reagenzien enthalten < 0,1% Proclin 950 als Konservierungsmittel. Vermeiden Sie Kontakt mit
Augen, Haut und Schleimhaut. Proclin 950 ist in der verwendeten Konzentration nicht toxisch. Allergische
Reaktionen sind mdglich.
e Nicht mit dem Mund pipettieren.
e Nicht Rauchen, Essen, Trinken oder Kosmetika benutzen wéahrend der Verwendung der Testreagenzien.
e Verwenden Sie Handschuhe, Schutzbrille und Laborkleidung wéhrend der Testdurchfiihrung.
e Schwefelséure reizt Augen und Haut. Bei Berlihrung griindlich mit Wasser spiilen.

13) LITERATUR
Siehe Kapitel 13) LITERATURE im englischen Teil des Beipacktextes.
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1) INTRODUCTION

L'ostéoprotégérine (OPG) ou le facteur inhibiteur des ostéoclastes (OCIF) est une glycoprotéine de la
superfamille des récepteursTNF 11b (géne TNFRSF11B) http://www.uniprot.org/uniprot/0O00300. L'OPG est

synthétisée sous forme de monomére de 380 acides aminés puis est assemblée dans la cellule en homodimeére,
puis sécrétée dans le compartiment extracellulaire essentiellement en homodimere lié par un pont disulfure. LOPG
est produite par différents tissus et divers types de cellules, dont les ostéoblastes. L'OPG est un régulateur négatif
de la résorption osseuse en agissant comme récepteur “decoy” pour RANKL, neutralisant ainsi sa fonction dans
l'ostéoclastogenése. Cette glycoprotéine est également impliquée dans la régulation de la calcification vasculaire.

Indications:
Ostéoporose (1,2)
Maladies entrainant une activité accrue de résorption osseuse locale (3-6)
Arthrite (7,8)
Suivi thérapeutique (9,10,11)
Maladies cardio-vasculaires (12-17)

2.) CONTENU DE LA TROUSSE
CONT KIT COMPONENTS
Plaques de barrettes de microtitration revétues d'anticorps polyclonal
PLATE anti-OPG de chévre, avec support pour barrettes. Conditionnées en

sachets alu avec dessicatif
WASHBUF Tampon de lavage, concentré 20x, bouchon a vis transparent
AB U :
prét a 'emploi
Etalons 1-6, (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pmol/l), bouchon & vis blanc, préts a
STD I'emploi.
A utiliser uniquement avec des échantillons de sérum ou de plasma.
Contréle, bouchon a vis jaune, prét a I'emploi (pour la concentration

CTRL exacte, voir étiquette)
A utiliser uniquement avec des échantillons de sérum ou de plasma.

ASYBUF Tampon de dosage, bouchon a vis rouge, prét a 'emploi

CONJ Conjugué, (streptavidine-HRPO), flacon marron, bouchon a vis marron,
prét a 'emploi

SUB Substrat (solution TMB), flacon marron, bouchon a vis bleu, prét a
I'emploi

STOP Solution d'arrét, bouchon a vis blanc, préte a I'emploi

3) AUTRE MATERIEL INCLUS DANS LA TROUSSE
e 2 bandes de film adhésif

Protocole de controle de la qualité

Une feuille de protocole

Notice d'utilisation

4) MATERIEL ET APPAREILS NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

Eau distillée ou déionisée

Réfrigérateur a 4°C (2-8°C)
Photométre pour microplaques équipé d'un filtre a 450 nm (référence 630 nm)
Papier millimétré ou logiciel

Anticorps monoclonal anti-OPG de souris - biotinylé - bouchon a vis vert,

Un laveur de microplaques est conseillé, alternatives: pipettes multicanaux, distributeurs

QUANTITE
12 x 8 tests
1x50ml

1x7ml

6 x 300 pl

1x300 pl

1x25ml
1x22ml

1x22ml

1x7ml

Micropipettes de précision calibrées pour 20 pl, 50 pl, 150 pl, 200 pl, 300 pl, embouts jetables compris
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5) PREPARATION DES REACTIFS ET DES ECHANTILLONS

T ous les réactifs de la trousse restent stables a 4°C (2-8°C) jusqu’a la date de péremption (voir étiquette du
réactif).

Préparation des échantillons:

Recueillir du sang veineux dans un tube de prélévement de sang standard pour sérum ou plasma. Nous
recommandons de centrifuger le sang le plus tot possible pendant 20 minutes & 2000g, de préférence a 4°C (2-8°C).
Avant la centrifugation, le sang peut étre conservé pendant une durée allant jusqu’a 24 heures a 4°C (2-8°C). Le
sérum ou le plasma obtenus doivent étre mesurés le plus t6t possible. A des fins de conservation, les échantillons
doivent étre aliquotés et conservés a moins 25°C ou plus bas. lls peuvent subir jusqu'a 4 cycles de congélation /
décongélation sans modification des valeurs de mesures. Les échantillons lipémiques ou hémolysés peuvent fournir
des résultats erronés. Bien mélanger les échantillons avant utilisation. Les échantillons qui donnent les valeurs plus
élevées que le demier standard (STD6) doivent étre dilué avec le STD1 ou un sérum négatif en OPG.

Vous trouverez de plus amples informations sur la stabilité des échantillons en consultant notre site web a
www.bmgrp.com (voir Validation Data) ou contactez notre service clientéle a I'adresse email info@bmgrp.com,
ou en composant le numéro de téléphone +43/1/29107-45.

Reconstitution:
WASHBUF (Tampon de lavage): Des cristaux de sel dans le concentré de tampon sont normaux. Dissoudre les
cristaux de sel & température ambiante et diluer le concentré de tampon avec de I'eau distillée ou déionisée a 1:20
(par exemple, 50 ml de WASHBUF + 950 ml d’eau distillée). Le tampon concentré reste stable & 4°C (2-8°C)
jusqu'a la date de péremption mentionnée sur I'étiquette. Le tampon de lavage dilué se conserve jusqu’a un mois a
une température de 4°C (2-8°C). Seul du WASHBUF (tampon de lavage) dilué devra étre utilisé dans le systéme
de dosage.

6) PRINCIPE DU DOSAGE

Cette trousse est un dosage immuno-enzymatique pour la détermination d'OPG dans des échantillons de sérum
et de plasma humains. Dans une premiére étape, ASYBUF, I'échantillon et I'anticorps (anticorps monoclonal
biotinylé anti-OPG de souris) sont distribués dans les puits des barrettes de microtitration, qui sont revétus
d'anticorps anti-OPG (anticorps polyclonal anti-OPG de chévre). L'OPG présent dans I'échantillon se lie & I'anticorps
de capture et forme un sandwich avec I'anticorps de détection. Tout matériel non lié non-spécifique est ensuite
¢éliminé par lavage. Dans une seconde étape, le conjugué (streptavidine-HRPO) est distribué dans les puits. Apres
un deuxiéme lavage, le substrat (TMB tétraméthylbenzidine) est distribué dans les puits. Le changement de couleur
par catalyse enzymatique du substrat est directement proportionnel a la quantité de OPG présente dans
I'échantillon. Ce changement de couleur peut étre détecté par un photometre pour microplaques standard.

Voir la graphe au chapitre 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY de la version anglaise de la notice.

7) PROTOCOLE DU DOSAGE

Tous les réactifs et échantillons doivent étre a température ambiante (18-24°C) avant d’étre utilisés dans le

dosage.

Marq%er les positions de STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Echantillon/Contréle) sur le protocole.

Sortir du sachet alu les barrettes de microtitration requises. Les barrettes inutilisées peuvent étre conservées

dans le sachet alu avec leur dessicatif a une température de 4°C (2-8°C) jusqu’a la date de péremption

indiquée.

1. Distribuer 150 pl dASYBUF (Tampon de dosage) dans chaque puits.

2. Distribuer 20 pl de STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Echantillon/Contréle) en double dans les barrettes de
microtitration, agiter.

3. Distribuer 50 pl d’AB (anticorps biotinylé anti-OPG) dans chaque puits, agiter.

4. Couvrir la plaque et incuber pendant 4 heures a température ambiante (18-24°C).

5. Aspirer le contenu des puits et les laver 5 fois avec 300 ul de WASHBUF (Tampon de lavage) dilué.
Eliminer tout WASHBUF restant en tapant la plaque contre une serviette en papier aprés le dernier lavage.
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6. Distribuer 200 ul de CONJ (Conjugué) dans chaque puits.

7. Couvrir la plaque et incuber pendant 1 heure a température ambiante (18-24°C).

8. Aspirer le contenu des puits et les laver 5 fois avec 300 pl de WASHBUF (Tampon de lavage) dilué.
Eliminer tout WASHBUF restant en tapant la plaque contre une serviette en papier aprés le dernier lavage.

9. Distribuer 200 pl de SUB (Substrat) dans chaque puits.

10. Incuber pendant 30 min a température ambiante (18-24°C) dans le noir.

11. Distribuer 50 pl de STOP (solution stop) dans chaque puits, agiter.

12. Mesurer immédiatement I'absorbance a 450nm avec une référence a 630 nm, si possible.

8) CALCUL DES RESULTATS

M esurez la densité optique (DO) de chaque puits avec un photometre pour microplaques a filtre de 450 nm
(référence 630 nm). Construire la courbe d’étalonnage a partir des valeurs des étalons, utilisant du papier millimétré
vendu couramment dans le commerce ou un logiciel prévu a cet effet.

Le systéme de dosage a été évalué avec un algorithme a quatre parametres (4PL). Des algorithmes d’évaluation
différents doivent étre évalués par I'utilisateur. La concentration des échantillons devra étre reportée sur la courbe
d'étalonnage. Tenir compte des facteurs de dilution respectifs.

Courbe STD typique : Voir au chapitre 8) CALCULATION OF RESULTS dans la version anglaise de la notice
d'utilisation.

Le protocole de controle qualité fourni avec la trousse présente les résultats du demier controle qualité de
chaque trousse. Les données de densité optique obtenues par les utilisateurs peuvent étre différentes suite a
diverses influences et/ou a la perte de signal que I'on constate pendant la durée de vie d’une trousse. Cependant,
cette perte de signal éventuelle n'a pas d'incidence sur la validité des résultats, & partir du moment ot la DO de
I'étalon ayant la concentration la plus élevée est au moins égale a 1,50 et que la valeur de CTRL est située dans
une plage acceptable (pour la plage, voir I'étiquette).

9) CARACTERISTIQUES DU DOSAGE

Méthode :

ELISA sandwich, HRP/TMB, barrettes 12x8-well puits

Tpye d’échantillon:

Sérum, plasma EDTA, plasma héparine et plasma citrate

Gamme d'étalonnage:

0a 20 pmol/l (6 étalons et 1 contréle dans une matrice de sérum
humain)

Facteur de conversion:

1 pg/ml = 0,05 pmol/l (MW: 19,9 kD)

Volume d'échantillon:

20 l/ puits

Temps d'incubation:

4h/1h/30min

Sensibilité: LOD: (0 pmol/l + 3 SD): 0,07 pmol/l; LLOQ: 0,08 pmol/l
Ce dosage reconnait 'OPG humain endogéne et recombinant. I
Spécificité: mesure 'OPG en monomére et dimére ainsi que 'OPG liée au RANKL.
Ce dosage ne détecte pas des échantillons de souris ou de rat.
Précision: Intra-série (n=5) < 3%, Inter-séries (n=12) < 5%

Dopage/Récupération (récupération
moyenne avec OPG réc.):

Sérum (n=3): 98% Plasma héparine (n=3): 89%

Plasma EDTA (n=3): 100% Plasma citrate (n=3): 95%

Linéarité de la dilution (récupération
moyenne d’'OPG attendu apres une
dilution 1+1; 1+3; 147) :

Dilution: Sérum (n=3)
1+1 98%
1+3 90%
147 87%
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Valeur médiane sérum (n=60): 2,7 pmol/l
Valeur médiane Plasma EDTA (n=6): 2,2 pmol/l
Valeur médiane Plasma héparine (n=7): 2,3 pmol/l

Valeurs dindividus apparemmenten | v/aleur médiane Plasma citrate (n=5): 2,3 pmol/

bonne santé: ) ) )
Chaque laboratoire doit établir sa propre gamme de référence pour les

échantillons en cours d'évaluation. Ne pas modifier le type d'échantillon
pendant |'étude.

Pour plus d'informations sur les caractéristiques du dosage, veuillez vous rendre sur notre site web a l'adresse
www.bmgrp.com (voir Validation Data) ou contacter notre service client par courriel a I'adresse info@bmgrp.com ou
par téléphone au +43/ 1/ 29107-45.

10) PRECISION

Intra-série: 2 échantillons ont été testés 5 fois en double lors d’un essai.
Inter-séries: 2 échantillons ont été testés 12 fois sur 2 lots différents par 3 operateurs différents.

Intra-série (n=5) Enchantillon 1 = Enchantillon 2 Inter-séries (n=12) = Enchantillon 1 = Enchantillon 2
Moyenne (pmolll) 3,2 10,1 Moyenne (pmol/l) 3.2 9,9
SD (pmoll) 0,05 0,34 SD (pmoll) 0,10 0,5
CV (%) 2 3 | CV(%) 3 5

Des informations détaillées sur le dosage ELISA OPG, par ex. les caractéristiques de performance du dosage, les
comparaisons de matrices, ainsi que les données de stabilité, sont disponibles sur notre site web www.bmgrp.com
(voir Validation Data).

11) CONSEILS TECHNIQUES

Ne pas mélanger les réactifs de lots ou de tests différents.

Ne pas intervertir les embouts ou bouchons de réactifs différents.

Ne pas utiliser les réactifs au-dela de leur date de péremption.

Protéger les réactifs de la lumiére directe du soleil.

La solution substrat doit étre incolore avant son utilisation.

Les barrettes de microtitration doivent étre recouvertes d'un film pendant les étapes d'incubation.
Eviter de faire mousser les réactifs lors du mélange.

12) PRECAUTIONS D’EMPLOI

Les produits d'origine humaine utilisés dans ce test ont été testés contre le VIH-Ab, VCH-Ab et '’AgHbs et ont
été trouvés négatifs. Cependant, les réactifs doivent étre manipulés comme étant susceptibles de transmettre des
maladies infectieuses.

Réactifs liquides contenant comme conservateur de la Procline 950 en concentration <0,1%. Eviter tout contact
avec les yeux, la peau et les muqueuses. La Procline 950 n’est pas toxique a la concentration utilisée. Cependant,
des réactions allergiques sont possibles.

e Ne pas pipetter avec la bouche.

e Ne pas fumer, manger, boire ou appliquer des produits cosmétiques pendant la manipulation des réactifs.
e Porter des gants, des lunettes et des vétements de laboratoire pendant I'exécution des tests.

e L'acide sulfurique irrite les yeux et la peau. Rincer abondamment a I'eau en cas de contact.

13) BIBLIOGRAPHIE
Voir au chapitre 13) LITERATURE dans la version anglaise de cette notice.
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1) INTRODUZIONE

L’osteoprotegerina (OPG) o Osteoclast Inhibitory Factor ( OCIF ) & una glicoproteina appartenente alla famiglia
dei recettori del TNF 11b (gene TNFRSF11B) http://www.uniprot.org/uniprot/000300. L'OPG ¢ sintetizzato come
monomero di 380 amminoacidi, trasformato in omodimero all'interno delle cellule e poi viene secreto nel
compartimento extracellulare principalmente come un omodimero legato disolfuro. L'OPG viene prodotto da molti
tessuti e tipi di cellule differenti, compresi gli osteoblasti. L'OPG & un regolatore negativo del riassorbimento ossero
agendo come recettore di richiamo per il RANKL, neutralizzandone quindi la funzione in osteoclastogenesi. Questa
glicoproteina € anche coinvolta nella regolazione della calcificazione vascolare.

Aree di interesse
Osteoporosi (1, 2)
Malattie con aumento locale di riassorbimento osseo (3-6)
Artrite (7, 8)
Monitoraggio degli effetti della terapia (9, 10, 11)
Malattie cardiovascolari (12-17)

2) CONTENUTO DEL KIT

CONT REATTIVI QUANTITA
PLATE Strip di pozzetti su telaietto pre-sensibilizzati con anticorpo policlonale
anti-OPG da capra, in una busta di alluminio con dessiccante

WASHBUF Tampone per il lavaggio, concentrato 20x, tappo non colorato 1x50 mL
Anticorpo monoclonale anti OPG da topo biotinilato, tappo verde,

12 x 8 determinazioni

AB . \ 1x7mL
colore giallo, pronto per 'uso

STD §tandard 1-_6_3, (0; 1.25; 2.5; 5; 10;.20. pr_an/L), tappo bianco, pronti per 6300 pL
I'uso. Da utilizzare solo per campioni di siero o plasma.
Controllo, tappo giallo, pronto per 'uso ('esatta concentrazione &

CTRL riportata sull'etichetta) Da utilizzare solo per campioni di siero o 1x 300 uL
plasma.

ASYBUF Tampone, tappo rosso, pronto per I'uso 1x25mL

CONJ ggﬁl'tiito (streptavidina- HRPO), flacone ambra, tappo ambra, pronto 1x22mL

SUB I§L:Jstz)strato (TMB in soluzione), flacone ambra, tappo blu, pronto per 1%22 mL

STOP Soluzione di stop, tappo bianco, pronta per 'uso 1x7mL

3) MATERIALE AGGIUNTIVO CONTENUTO NEL KIT

e 2 copripiastra adesivi
e Protocollo QC

e Templato

e Manuale perl'uso

4) MATERIALE RICHIESTO MA NON TORNTO

Micropipette con puntali monouso per dispensare 20 uL, 50 uL, 150 pL, 200 pL e 300 pL
Acqua distillata o deionizzata

Lavatore di micropiastre (consigliato) o, in alternativa, pipetta multicanale o dispensatore
Frigorifero a 4°C (2-8°C)

Lettore di micropiastre con filtri da 450 nm e filtro di riferimento da 630 nm

Carta millimetrata o software dedicato per il calcolo dei risultati.
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5) PREPARAZIONE DEL REATTIVI E DEL CAMPIONI
I reattivi contenuti nel kit sono stabili a 4°C (2-8°C) fino alla data riportata sull'etichetta di ciascun flacone.

Preparazione dei campioni

Prelevare i campioni di sangue venoso utilizzando provette standard per siero o plasma. Si consiglia di separare
il siero o il plasma dalla parte corpuscolata centrifugando prima possibile i campioni, es. 20 min. a 2000 x g,
preferibilmente a 4°C (2-8°C).Se cio non fosse possibile, conservare i campioni a 4°C (2-8°C) prima della
centrifugazione (fino ad un giorno). Per una stabilita prolungata nel tempo, conservare i campioni, suddivisi in
aliquote, a -25°C o temperature inferiori. E’ possibile congelare-scongelare i campioni fino ad un massimo di 4
volte. Campioni lipemici o emolizzati possono dare risultati non corretti. Prima del dosaggio agitare su vortex i
campioni scongelati. Diluire i campioni con valori superiori allo standard a concentrazione piu elevata (STD6) con
STD1 o siero umano con OPG negativo.

Per ulteriori informazioni sulla stabilita dei campioni si prega di visitare il sito web www.bmgrp.com (v. Validation
Data) o il distributore autorizzato locale.

Modalita di ricostituzione dei reattivi:
WASHBUF (tampone per il lavaggio): Diluire il tampone concentrato 1:20: ad es. 50 mL WASHBUF + 950 mL di
acqua distillata. | cristtalli eventualmente presenti nella soluzione concentrata si dissolvono a temperatura ambiente.
Il tampone concentrato € stabile a 4°C (2-8°C) fino alla data riportata sull'etichetta di flaconell tampone per il
lavaggio diluito & stabile a 4°C (2-8°C) per un mese. Nel dosaggio usare esclusivamente WASHBUF (tampone per
il lavaggio) diluito.

6) PRINCIPIO DEL METOD

Questo kit € in un immunodosaggio enzimatico tipo sandwich per la determinazione della OPG in campioni di
siero e plasma umano. In una prima fase, assay buffer, STD/campione/CTRL, e detection antibody (anticorpo
monoclonale anti OPG-Biotina umana di topo) vengono pipettati nei pozzetti delle strisce di microtitolazione,
sensibilizzati con anticorpo policlonale anti OPG di capra. La OPG presente in STD/campione/CTRL si lega
all'anticorpo sensibilizzato nei pozzetti formando un "panino” con il detection antibody. Mediante lavaggio viene
rimosso tutto il materiale aspecifico non legato. In una seconda fase, il coniugato (Streptavidina-HRPO) viene
dispensato nei pozzetti e reagisce con il detection antibody. Dopo un altro lavaggio, viene dispensato il substrato
(TMB Tetrametilbenzidina) nei pozzetti. L'enzima catalizzato dal viraggio di colore del substrato ¢ direttamente
proporzionale alla quantita di OPG. Questa variazione di colore & determinabile con I'utilizzo di un normale lettore di
micropiastre ELISA. Viene costruita una curva dose-risposta assorbanza (densita ottica, OD a 450 nm) vs
concentrazione degli standard, usando i valori ottenuti per gli standard. La concentrazione di OPG in un campione
viene calcolata direttamente da tale curva dose-risposta.

Vedi capitolo 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY delle istruzioni in lingua inglese.

7) PROTOCOLLO DEL DOSAGGIO

Portare tutti i reattivi a temperatura ambiente (18-24°C) prima dell'uso.

Segnare sul templato la posizione per STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Campioni/Controllo).

Togliere le strip dalla busta. Conservare a 4°C (2-8°C) le strip avanzate nella busta, chiusa accuratamente, con
il disseccante. In queste condizioni le strip sono stabili fino alla data riportata sull'etichetta.

1. Aggiungere 150 pL di ASYBUF (Tampone) in tutti i pozzetti.

2. Aggiungere 20 pL di STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Campioni/Controlli) in duplicato nei rispettivi pozzetti,
agitare delicatamente.

3. Aggiungere 50 pL di AB (anticorpo anti OPG biotinilato) in tutti | pozzetti, agitare delicatamente.

Coprire con il copripiastra e incubare 4 ore a temperatura ambiente (18-24°C).

5. Aspirare e lavare 5 volte i pozzetti con 300 pL di WASHBUF diluito (tampone per il lavaggio), allontanare il
tampone avanzato sul fondo dei pozzetti dopo I'ultimo lavaggio, picchiettando la micropiastra capovolta su
un foglio di carta assorbente.

6. Aggiungere 200 L di CONJ (Coniugato) in ciascun pozzetto.

>
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7. Coprire con il copripiastra e incubare 1 ora a temperatura ambiente (18-24°C).

8. Aspirare e lavare 5 volte i pozzetti con 300 L di WASHBUF diluito (tampone per il lavaggio), allontanare il
tampone avanzato sul fondo dei pozzetti dopo I'ultimo lavaggio, picchiettando la micropiastra capovolta su
un foglio di carta assorbente.

9. Aggiungere 200 L di SUB (Substrato) in ciascun pozzetto.

10. Incubare 30 min a temperatura ambiente (18-24°C) al buio.

11. Aggiungere 50 pL di STOP (Soluzione di stop) in ciascun pozzetto, agitare delicatamente.

12. Misurare immediatamente I'assorbanza a 450 nm con filtro di riferimento a 630 nm.

8) CALCOLO DEL RISULTATI

Leggere la densita ottica (OD) di tutti i pozzetti con un lettore di micropiastre utilizzando la lunghezza d’onda
450 nm (correzione con lunghezza d’onda 630 nm). Costruire la curva standard dai valori OD degli standard. Per
I'elaborazione dei dati, utilizzare un programma computerizzato o carta millimetrata. Calcolare la concentrazione dei
campioni da questa curva standard. Il test & stato valutato con l'interpolazione a 4 parametri. Sistemi di
interpolazione differenti devono essere convalidati dagli utilizzatori. Tenere conto dei fattori di diluizione.

Esempio curva tipica:
Vedi capitolo 8) CALCULATION OF RESULTS in lingua inglese.

II foglio di controllo di qualita fornito insieme al kit, mostra i risultati ottenuti al rilascio finale di ogni kit dal
Controllo di Qualita (QC). | valori di densita ottica ottenuti dagli utilizzatori possono essere differenti a causa di vari
fattori e/o alla diminuzione nell'intensita del segnale derivata dal decadimento naturale del kit.

In ogni caso, questo aspetto non incide sulla validita dei risultati purché la densita ottica del calibratore con la
concentrazione piu alta, sia superiore a 1,50.

9) CARATTERISTICHE DEL DOSAGGO

Metodo: ELISA tipo Sandwich, HRP/TMB, 12x8 strisce di pozzetti
Tipo di campione: Siero, plasma-EDTA, plasma-Eparina e plasma-Citrato
Intervallo degli standard: Da 0 a 20 pmol/l (6 standard ed 1 controllo su matrice di siero umano)
Fattore di conversione: 1 pg/ml = 0.05 pmol/l (MW: 19.9 kD)
Volume di campione: 20 ul / pozzetto
Tempo di incubazione: 4h/1h/30min
Sensibilita: LOD: (0 pmol/l + 3 SD): 0.07 pmol/l; LLOQ: 0.08 pmol/l
Questo dosaggio riconosce la OPG umano endogeno i recombinante.
Specificita: Questo dosaggio riconosce la OPG monomer, dimero i OPG-RANKL.
Questo dosaggio non cross-reagisce con i campioni di ratto o topo.
Precisione: Intra-saggio (n=5) < 3%, Inter-saggio (n=12) < 5%
Recupero (media del recupero dopo | Siero (n=3): 98% Plasma-Eparina (n=3): 89%
aggiunta di OPG ricombinante): Plasma-EDTA (n=3): 100% Plasma-Citrato (n=3): 95%
Linearita della diluizione (media del ?'L“;Z'O”E: gg/ro (n=3)
recupero della OPG attesa dopo 1+3 900;
Hr . . . 0
diluizione 1+1; 1+3; 1+7): +7 7%
Mediana su siero (n=60): 2.7 pmol/l
Valori attesi per gli individui Mediana su plasma-EDTA (n=6): 2.2 pmol/l
apparentemente sani: Mediana su plasma-Eparina (n=7): 2.3 pmol/l
Mediana su plasma-Citrato (n=5): 2.3 pmol/l
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Ciascun laboratorio dovrebbe stabilire dei propri intervalli di riferimento
a seconda dei campioni esaminati. Non cambiare tipo di campione
durante lo studio dei valori attesi.

Per ulteriori informazioni sulla caratteristiche del dossago si prega di visitare il sito web www.bmgrp.com
(v. Validation Data) o il distributore autorizzato locale.

10) PRECISIONE

Intra-saggio: 2 campioni a concentrazioni note di osteoprotegerina sono stati dosati 5 volte.
Inter-saggio: 2 campioni a concentrazioni note di osteoprotegerina sono stati dosati 12 volte da 3 operatori diversi
con 2 kit di lotto differente.

Intra-saggio (n=5) | Campione 1 = Campione 2 Inter-saggio (n=12) | Campione 1 = Campione 2

Media (pmoliL) 3,2 10,1 Media (pmoliL) 3,2 9,9
SD (pmollL) 0,05 0,34 SD (pmollL) 0,1 05
CV (%) 2 3 CV (%) 3 5

11) CONSIDERAZIONI TECNICHE

Non mescolare o sostituire i reattivi con altri da lotti o fonti diverse.

Non scambiare i tappi di flaconi diversi e non usare reattivi da lotti differenti.

Non usare i reattivi oltre la data di scadenza. Proteggere i reattivi dalla luce solare diretta.

La soluzione del substrato deve rimanere incolore fino alla dispensazione nei pozzetti.

Per avere risultati accurati € necessario chiudere ermeticamente le piastre con il copripiastre adesivo.
Quando si agitano i reattivi evitare la formazione di schiuma.

12) PRECAUZIONI

Tuttii componenti di origine umana sono stati dosati per la determinazione di HIV-Ab, HCV-Ab e HBsAg e sono
stati trovati negativi. Si raccomanda di manipolare e di eliminare i reattivi come potenzialmente infettivi.
| reagenti liquidi contengono una percentuale < 0.1% di Proclin 950 come conservante. Evitare il contatto con cute e
mucose. Il Proclin 950 non ¢ tossico alle concentrazioni usate in questo kit. Pud usare reazioni cutanee allergiche -
evitare contatti con cute o occhi.
e Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
e Non mangiare, bere, fumare o utilizzare cosmetici quando si utilizzano reattivi per diagnostici.
e Quando si manipolano i reattivi utilizzare sempre guanti monouso.
e L'acido solforico € irritante per occhi e cute. Evitare il contatto con cute e mucose; il prodotto € irritante. In caso

di contatto, lavare con abbondante acqua corrente.

13) BIBLIOGRAFIA
Vedi capitolo 13) LITERATURE delle istruzioni in lingua inglese.
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1) INTRODUCCION

Osteoprotegerina (OPG) o Factor Inhibidor de Osteoclasto (OCIF) es una glicoproteina de la superfamilia del
receptor de TNF11b (nombre del gen TNFRSF11B) http://www.uniprot.org/uniprot/000300. EI OPG se
sintetiza como un monomero de 380 amino acidos y se acopla como un homodimero dentro de la célula y después
es secretado fundamentalmente como un homodimero con uniones disulfuro al compartimento extracelular. EI OPG
es producido por muchos tejidos diferentes y tipos de células incluido los osteoblastos. EI OPG es un regulador
negativo de la resorcion de hueso que actlia como un receptor sefiuelo para el RANKL, neutralizando asi su
funcion en osteoclastogénesis. Esta glicoproteina esta implicada también en la regulacién de la calcificacion
vascular.

Areas de interés:

e Osteoporosis (1, 2)
e Enfermedades con actividad de resorcién local (3- 6)
e Artritis (7, 8)
e Monitorizacion de terapia (9, 10, 11)
e  Enfermedad cardiovascular (12-17)
2.) CONTENIDO DEL KIT
CONT COMPONENTES DEL KIT CANTIDAD
Anticuerpo policlonal de cabra antiOPG, microtiras recubiertas
PLACA contenidas en un marco de tiras, embaladas en una bolsa de aluminio = 12 x 8 tests
con desecante.
WASHBUF Tampdn de lavado concentrado 20x, tapdn transparente 1x50 ml
Anticuerpo anti OPG monoclonal de ratén, marcado con biotina, tapén
AB " s 1x7ml
verde, solucion de color amarillo, listo para su uso.
Estandares 1-6, (0; 1.25; 2.5; 5; 10; 20 pmol/l), tapén blanco, listos
STD . 6 x 300 pl
para usar. Unicamente para usar con muestras de suero y plasma.
CTRL C_ontrql, _tapon amarillo, listo para usar (concentracion exacta en el 1%300
vial). Unicamente para usar con muestras de suero y plasma.
ASYBUF Tampon de ensayo, tapon rojo, listo para usar 1x25ml
CONJ Conjugado (estreptavidina- HRPO), botella dmbar, tapén ambar, listo 1x22ml
para usar
SuB Substrato (solucion de TMB), botella ambar, tapon azul, listo para usar | 1 x 22 ml
STOP Solucién de parada, tapén blanco, lista para usar 1x7ml

3) MATERIAL ADICIONAL INCLUIDO EN EL KIT

2 tiras adhesivas de plastico
Protocolo de control de calidad.
Hoja con el esquema de la placa
Manual de instrucciones

4) MATERIAL Y EQUIPAMIENTO REQUERIDO PERO NO SUMINISTRADO

Pipetas de precision calibradas para dispensar 20 l, 50 pl, 150 l, 200 pl, 300 ul y puntas desechables
Agua destilada y desionizada.

Lavador de placas se recomienda para el lavado, pipeta multicanal 6 un dispensador.

Refrigerador a 4°C (2-8°C)

Lector de ELISA capaz de medir la absorbancia a 450 nm (con correccion de lectura a 630 nm)

Papel grafico o software para el calculo de los resultados.
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5) PREPARACION DE LOS REACTIVOS Y DE LAS MUESTRAS

T odos los reactivos en el kit son estables a 4°C (2-8°C) hasta la fecha de caducidad establecida en la etiqueta
de cada reactivo.

Preparacion de las muestras:

Recoge muestras de sangre venosa utilizando tubos de recoleccion de sangre estandarizados para suero o
plasma. Recomendamos realizar la separacion del suero o plasma por centrifugacion tan pronto como sea posible
(ej: 20 min a 2000g, preferiblemente a 4°C (2-8°C)). Si esto no es posible almacenar las muestras a 4°C (2-8°C)
antes de la centrifugacion (hasta un dia).

Las muestras de suero o plasma asi obtenidas deberan medirse tan pronto como sea posible. Para
almacenamientos mas prolongados, alicuotar las muestras y almacenarlas a -25°C o mas bajo. Las muestras son
estables al menos durante 4 ciclos de congelacién-descongelacion. Muestras lipémicas o hemolizadas pueden dar
lugar a resultados erréneos. Las muestras deberan ser mezcladas bien antes del ensayo. Las muestras con valores
por encima del estdndar mas alto (STD6) se pueden diluir con el STD1 o con suero humano negativo a OPG.

Para informacién adicional sobre estabilidad de la muestra por favor visite nuestra pagina web
www.bmgrp.com (ver Validaton Data) o contacte con nuestro Servicio al cliente por e-mail info@bmgrp.com o
por teléfono +43/1/29107-45.

Reconstituir como se indica:
WASHBUF (Tampén de lavado): Diluir el concentrado 1:20 con agua destilada, e.g. 50 ml WASHBUF + 950 ml
agua destilada. Los cristales en el tampon de concentrado pueden disolverse a temperatura ambiente. El tampon
sin diluir es estable a 4°C (2-8°C) hasta la fecha de caducidad marcada en la etiqueta.El tampon de lavado diluido
es estable a 4°C (2-8°C) durante 1 mes. Unicamente usar Washbuffer diluido para el procedimiento de ensayo.

6) PRINCIPIO DEL ENSAYO

Este kit es un inmunoensayo enzimatico de tipo sandwich para la determinacion directa de OPG en muestras
de suero y plasma humanos.
En un primer paso, se pipetean en los pocillos de las tiras de la microplaca tampén de ensayo, STD / muestra /
CTRL y anticuerpo de deteccion (anticuerpo monoclonal de ratén biotinilado anti-OPG humana). Los pocillos estan
pre-recubiertos con anticuerpo policlonal de cabra anti-OPG. La OPG presente en el STD / muestra / CTRL se une
al anticuerpo pre-recubierto del pocillo y se forma un sédndwich con el anticuerpo de deteccidn. A continuacién, en
la etapa de lavado, todo el material que no se haya unido especificamente se eliminara.
En una segunda etapa, el conjugado (estreptavidina-HRPO) se pipetea en los pocillos y reacciona con el
anticuerpo de deteccion. Después de otra etapa de lavado, se pipetea en los pocillos el sustrato (TMB
Tetrametilbencidina). Gracias a la accion catalizadora de la enzima, se produce un cambio de color del sustrato que
es directamente proporcional a la cantidad de OPG presente. Este cambio de color es detectable utilizando un
lector estandar de microplacas de ELISA. Se debe generar una curva dosis-respuesta con las absorbancias
(densidad optica, DO a 450 nm) frente a las concentraciones de los estandares. La concentracion de OPG en la
muestra se determina directamente a partir de esta curva dosis-respuesta.

Ver capitulo 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY de la version inglesa del manual de instrucciones del ensayo.

7) PROTOCOLO DEL ENSAYO

Todos los reactivos y las muestras deben alcanzar la temperatura ambiente (18-24°C) antes de su utilizacion
en el ensayo.

Marcar la posicion de STD/MUES/CTRL (Estandar/muestra/Control) en la hoja del esquema de la placa.
Sacar las tiras de la bolsa de aluminio. Aimacenar las tiras no utilizadas en la bolsa de aluminio con desecante
a4°C (2-8°C). Las tiras son estables hasta la fecha de caducidad indicada en su etiqueta.

1. Afadir 150 pl de ASYBUF (tampdn de ensayo) en cada pocillo.
2. Afadir 20 pl de STD/MUESTRA/CTRL (Estandar/Muestra/Control) en duplicado en sus pocillos
correspondientes, agitar suavemente con movimiento circular.
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3. Andadir 50 pl de anticuerpo AB (biotinilado anti OPG ) en cada pocillo, agitar suavemente con movimiento
circular.

4. Tapar con cuidado e incubar 4 h a temperatura ambiente (18-24°C)

5. Aspirar y lavar los pocillos 5x con 300 ul de WASHBUF diluido (Tampén de lavado), eliminar el WASHBUF
remanente golpeando la placa suavemente sobre papel absorbente después del dltimo lavado.

6. Afadir 200 ul de CONJ (Conjugado) a cada pocillo.

7. Tapar con cuidado e incubar a temperatura ambiente (18-24°C) durante 1 hora.

8. Aspirar y lavar los pocillos 5x con 300 ul de WASHBUF diluido (tampon de lavado), eliminar el WASHBUF
remanente golpeando la placa suavemente sobre papel absorbente después del dltimo lavado.

9. Aiiadir 200 pl de SUB (Substrato) en cada pocillo.

10. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-24°C) en oscuridad.

11. Afiadir 50 pl de solucién de parada (Stop solution) a cada pocillo, agitar suavemente con movimiento
circular.

12. Medir la absorbancia inmediatamente a 450 nm y utilizar como referencia un filtro de 630 nm, si esta
disponible.

8) CALCULO DE RESULTADOS

Leeer la densidad oOptica (OD) de todos los pocillos en un lector de placas usando una longitud de onda de 450
nm (correccion de longitud de onda a 630 nm). Realizar una curva estandar a partir de los valores de las
absorbancias de los estandares. Utilizar un programa informéatico o un papel de representacion grafica. Obtener el
valor de la concentracion de la muestra a partir de la curva estandar. El ensayo fue evaluado con un algoritmo de 4
PL. Los distintos métodos de ajuste de curvas empleados deben se evaluados por el usuario. Se deben de
considerar distintos factores de dilucion.

Typical STD-curve:
Ver capitulo 8) CALCULATION OF RESULTS de la version inglesa del manual de instrucciones del ensayo.

El certificado del control de calidad que se suministra con el kit muestra los resultados del dltimo control de
calidad para cada kit en la fecha de produccion. Los datos de la densidad 6ptica obtenidos por los clientes pueden
diferir debido a diversos factores y/o debido a una disminucion normal de la intensidad de la sefial lo largo de la
vida media. Sin embargo, esto no afecta a la validez de los resultados siempre que se obtenga un valor de 1,5 para
la densidad optica del estandar de concentracion mas elevada y que el valor del CTRL se encuentre en rango
(rango del valor diana se encuentra en la etiqueta).

9) CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

Método: Sandwich ELISA, HRP/TMB, 12x8-well strips
Tipo de muestra: Suero, plasma EDTA, plasma heparina, y plasma citrato
R . . De 0 a 20 pmol/l (6 estandares y 1 control en una matriz de suero
ango estandard: h
umano)

Factor de conversidn: 1 pg/ml = 0.05 pmol/l (MW: 19.9 kD)
Volumen de muestra: 20 pl/ pocillo
Tiempo de incubacion: 4h/1h/30min
Sensibilidad: LOD: (0 pmol/l + 3 SD): 0.07 pmol/l; LLOQ: 0.08 pmol/l

Este ensayo reconoce OPG endogéno y recombinante. Este ensayo
Especificidad:: reconoce OPG monémero y dimero y OPG-RANKL complejos.

Este ensayo no tiene reaccion cruzada con rata o ratén.
Precisién: Intra-assay (n=5) < 3%, Inter-assay (n=12) < 5%
Adicién/Recuperacion (promedio Suero (n=3): 98% Plasma Heparina (n=3): 89%
recuperacion tras adicion con OPG): | Plasma EDTA (n=3): 100% Plasma_citrato (n=3): 95%
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Linearidad (promedio recuperacion de D|1qu|c1>n: Sue;c; D(/n=3)

los valores de OPG esperados tras D°

diluciones 1+1; 1+3; 1+7): 1+3 90%
1+7 87%

Mediana suero (n=60): 2.7 pmol/l
Mediana plasma EDTA (n=6): 2.2 pmol/l
Mediana plasma heparina (n=7): 2.3 pmol/l

Valores de individuos aparentemente | \edian plasma citrato (n=5): 2.3 pmolll
sanos:
Cada laboratorio debe establecer sus propios valores de referencia.

Muestras en investigacion. No cambie el tipo de muestra durante el
estudio.

Para mas informacion en las caracteristicas del ensayo por favor visite nuestra pagina web www.bmgrp.com (ver
Validation Data) o contacte con nuestro servicio de atencion al cliente por e-mail info@bmgrp.com o por teléfono
+43/1/29107-45.

10) PRECISION

Intra-ensayo: Para valorar la precision intra-ensayo se analizaron 5 replicados de 2 muestras de concentraciones
conocidas.

Inter-ensayo: Para valorar la precision inter-ensayo se analizaron 2 muestras de concentraciones conocidas en 12
ensayos en 2 lotes de kit diferentes por 3 operadores diferentes.

Intra-ensayo (n=5) Muestra1 ~ Muestra 2 Inter-ensayo (n=12) Muestra1 ~ Muestra 2
Media (pmol/l) 32 10,10 Media (pmol/l) 32 9,9
SD (pmoll) 0,05 0,34 SD (pmolfl) 0,1 0,5
CV (%) 2 3 CV (%) 3 5

11) OBSERVACIONES TECNICAS

e No mezclar o sustituir reacivos de diferentes lotes ofabricantes.

e No mezclar los tapones de los viales de diferentes reactivos o de reactivos de diferentes lotes.

e No utilizar los reactivos después de la fecha de caducidad. Proteger los reactivos de la accion directa de la luz
solar.

e La solucion de substrato deberia permanecer incolora hasta que se afiada a la placa.

e Para asegurar unos resultados mas exactos, tapar la placa con el papel adhesivo durante los pasos de
incubacion.

e Evitar la formacion de espuma al mezclar los reactivos.

12) PRECAUCIONES

Todos los componentes de procedencia humana fueron testados frente a la presencia de anticuerpos HIV y
anticuerpos HCV y al antigeno de superficie de la Hepatitis B; con resultado negativo. Sin embargo, deberian
manipularse y eliminarse como si se tratara de material potencialmente infeccioso.

Los reactivos liquidos contienen < 0.1% de Proclin 950 como conservante. Evitar el contacto con la piel 6 con las

membranas mucosas. La Proclina 950 no es toxica en las concentraciones empleadas en este kit. Puede provocar

reacciones alérgicas en la piel, evitar el contacto con la piel 6 los ojos.

e No pipetear con la boca.

e No comer o beber o aplicarse cosméticos en las zonas de manipulacién de los reactivos.

e Evitar el contacto con los reactivos utilizando guantes.

e El &cido sulfurico es irritante para los ojos y la piel. Enjuagar con abundante agua si se produce contacto.
Evitar el contacto con la piel y con las membranas mucosas . Puede presentarse irritacion. Si tine lugar un
contacto, enjuagar con abundante agua.
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13) LITERATURA
Ver capitulo 13) LITERATURE de la version inglesa del manual de instrucciones del ensayo.
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SYMBOLS

Expiry date / Verfallsdatum / Date de péremption / Data di scadenza /Fecha de caducidad /
Data de validade / Uiterste gebruiksdatum / Udlgbsdato / Utgangsdatum / Termin Waznosci /
Lejarati idd / Doba exspiracie / Doba exspirace

Consider instructions for use / Bitte Gebrauchsanweisung beachten / Consultez la notice
d'utilisation / Consultare le istruzioni per I'uso / Consulte las instrucciones de utilizacion /
Consulte as instrugdes de utilizagdo / Raadpleeg de gebruiksaanwijzing / Se
brugsanvisningen / Las anvisningarna fére anvéndning / Prosze przeczytac instrukcje
wykonania / Vegytik figyelembe a hasznélati utasitasban foglaltakat / Postupujte podla
pokynov na pouZitie / Postupuijte dle navodu k pouZiti

In vitro Diagnostic Medical Device (for in Vitro Diagnostic Use)/ In vitro Diagnostikum (zur In-
vitro-Diagnostik) / Dispositif médical de diagnostic in vitro (Pour usage diagnostique in vitro) /
Dispositivo medico per diagnostica in vitro (per uso diagnostico in vitro) / Dispositivo médico
de diagndstico in vitro (para uso diagndstico in vitro) / Dispositivo médico para diagndstico in
vitro (Para utilizagao de diagnéstico "in vitro") / Medisch hulpmiddel voor diagnostiek in vitro
(Voor diagnostisch gebruik in vitro) / Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik (Udelukkende til in
vitro diagnostisk anvendelse) / Medicinteknisk produkt avsedd for in vitro-diagnostik (Fér in
vitro-diagnostiskt bruk) / Wyréb medyczny do Diagnostyki In Vitro / In vitro orvosdiagnosztikai
termék / In vitro diagnosticky zdravotnicky material (uréené pre diagnostiku ,in vitro®) / In vitro
diagnosticky zdravotnicky material (uréeno pro diagnostiku ,in vitro*)

Lot-Batch Number / Charge-Chargennummer / Lot-Code du lot / Lotto-Numero di lotto / Lote-
Cadigo de lote / Lote-Cddigo do lote / Lot-Partijnummer / Lot-Batchkode / Lot-Satskod /
Numer serii / Lot-Batch szdm / Cislo Sarze / Cislo Sarze

Manufactured by / Hergestellt von / Fabriqué par / Prodotto da / Fabricado por / Fabricado
por / Vervaardigd door / Fabrikation af / Tillverkad av / Wyprodukowane pr / Gyartotta /
Vyrobené / Vyrobeno

Catalogue Number / Bestellnummer / Numéro de référence / Numero di riferimento / Nimero
de referencia / Nimero de referéncia / Referentienummer / Referencenummer /
Katalognummer / Numer katalogowy / Katalégusszam / Katalégové €islo / Katalogové Eislo

Store at between / Lagerung bei zwischen / Conserver a entre / Conservare a tra / Conservar
a temp. entre / Armazene a entre / Bewaar bij tussen / Opbevares mellem / Forvaras vid /
Przechowywac w / Taroljuk ...... kézott / Skladujte v rozsahu / Skladujte v rozmezi

Contains sufficient for x tests / Inhalt ausreichend fiir x Tests / Contient suffisant pour x tests /
Contenuto sufficiente per x test / Contiene suficiente para x pruebas / Contém suficiente para
x testes / Bevat voldoende voor x bepalingen / Indeholder tilstreekkeligt til x praver / Innehallet
racker till x analyser / Zawarto$¢ na x testow / Tartalma X teszt elvégzésére elegendd /
Obsahuje material pre x testov / Obsahuje material pro x testd
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BI-20403 OSTEOPROTEGERIN
ASSAY PROTOCOL AND CHECKLIST

PREPARATION OF REAGENTS:
a Bring all reagents to room temperature (18-24°C).
a Prepare reagents and samples as instructed.

a Bring unused and prepared components to the storage temperature mentioned in the package
insert.

a Take microtiter strips out of the aluminium bag and mark positions on the protocol sheet.

TEST PROCEDURE:

a Step 1) Pipette 150 ul ASYBUF (Assay buffer, red cap) into each well.

Step 2) Add 20 ul STD/SAMPLE/CTRL (standard/sample/control) into all wells, swirl gently.
Step 3) Add 50 pl AB (biotinylated anti OPG ab, green cap) into each well, swirl gently.
Step 4) Cover tightly and incubate for 4 h at room temperature (18-24°C).

O 0 0 O

Step 5) Aspirate and wash wells with 300 ul WASHBUF (Wash buffer) five times. Remove
remaining buffer by hitting plate against paper towel.

O

Step 6) Add 200 ul CONJ (Conjugate, amber cap) into each well.

O

Step 7) Cover tightly and incubate for 1 h at room temperature (18-24°C).

O

Step 8) Aspirate and wash wells with 300 ul WASHBUF (Wash buffer) five times. Remove
remaining buffer by hitting plate against paper towel.

Step 9) Add 200 pl SUB (Substrate, blue cap) into each well.
Step 10) Incubate for 30 minutes at room temperature (18-24°C), in the dark.

Step 11) Add 50 pl STOP (Stop solution, white cap) into each well, swirl gently.

O 0O 0 O

Step 12) Read Optical Density at 450 nm with reference 630 nm, if available.
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