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Urine BETA CrossLaps®
(CTX-ELISA

For the quantification of degradation products of C-
terminal telopeptides of Type | collagen in human urine

Zur guantitativen Bestimmung von Abbauprodukte von
C-terminalen Telopeptide von Type-l Kollagen in
menschlichem Urin

Per la determinazione quantitativa nelle urine dei prodotti
di degradazione del telopeptide C-terminale del collagene
umano di Tipo |

Para a quantificagdo de produtos de degradacdo de
telopeptideos C-Terminais do colageno Tipo-I na urina
humana

Til kvantitativ bestemmelse af nedbrydningsprodukter af
C-terminal telopeptid fra type-I kollagen i human urin.

For kvantifiering av nedbrytningsprodukter av C-terminal

telopeptider av typ | kollagen i human urin
Na kvantifikaci degradacnich produktd C-termindlnich
telopeptidu kolagenu typu | v lidské moci.
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Immunodiagnostic Systems Limited is not responsible for any other use of the kit or consequence hereof than the one
specified above. Neither for misuse, e.g. use deviating from the procedure described in this manual. Furthermore,
Immunodiagnostic Systems Limited is not to be made responsible for any diagnoses or conclusions made by the user or
third party based on the results obtained with the Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA kit nor for any consequences
such interpretations may cause.

Immunodiagnostic Systems Limited ist nicht verantwortlich fiir ein missbrauchliche Verwendung des Kits, der abweicht
von dem, woriber in diesem Handbuch geschrieben wurde. Desweiteren kann Immunodiagnostic Systems Limited nicht
verantwortlich gemacht werden fiir eine Diagnose oder Schlussfolgerung, die von Benutzsern oder Dritte basierend auf
die Ergebnisse erhalten mit Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA gemacht wurden oder fiir jegliche Konsequenzen,
die solche Interpretationen verursachen.

Inoltre, Immunodiagnostic Systems Limited non pu0 essere ritenuta responsabile per ogni diagnosi o conclusione fatta
dall'utilizzatore o da altri, basata sui risultati ottenuti con il kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I)ELISA, né per le eventuali
conseguenze che tale interpretazione possa provocare.

A Immunodiagnostic Systems Limited néo se responsabilizara por nennhuma outra utilizagéo para o kit ou conseqiiéncia
desta utilizagdo, além da aqui especificada. Também nao sera responsavel pela utilizagao inadequada, como por
exemplo: utilizac&do que difere do procedimento descrito neste manual.

Além disso, a Immunodiagnostic Systems Limited ndo pode ser responsabilizada por quaisquer diagndsticos ou
conclusdes realizadas pelo usuario ou por terceiros com base nos resultados obtidos com o kit Urine BETA CrossLaps®
(CTX-I)ELISA ou quaisquer consequéncias que estas interpretacdes possam causar.

Immunodiagnostic Systems Limited er ikke ansvarlig for nogen anden brug af kittet, eller konsekvenser heraf, end den,
der er specificeret ovenfor. Ej heller er Immunodiagnostic Systems Limited ansvarlig for misbrug af kittet, f.eks. ved at
falge en procedure, der afviger fra neerveerende instruktioner.

Immunodiagnostic Systems Limited ar inte ansvarigt for ndgon annan anvandning eller konsekvens av anvandning an
den ovan specificerade. Ej heller for missbruk, dvs anvandande som avviker fran proceduren beskriven i denna manual.
Immunodiagnostic Systems Limited kan inte goras ansvarigt for anvéndarens eller tredje parts diagnos eller slutsatser
baserade pa resultat av Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA kit eller for nagra konsekvenser av tolkningen av dessa
resultat.

Immunodiagnostic Systems Limited neodpovida za jakékoliv jiné pouZziti tohoto produktu nebo za nasledky z toho
plynouci. Rovnéz neodpovida za nespravné pouziti, tedy pouziti jiné nez je uvedeno v tomto navodu.

Dale neni Immunodiagnostic Systems Limited odpovédny za jakékoliv diagndzy nebo zavéry provedené uzivatelem nebo
tfeti stranou na zakladé vysledku ziskanych s kitem BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA kit, ani za zadné nasledky, které by

mohla takova interpretace zpUsobit.



INTRODUCTION

Intended use

The Urine BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA is an enzyme immunological test for the quantification of degradation
products of C-terminal telopeptides of Type-I collagen in human urine.

The Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA assay is intended for in vitro diagnostic use as an indication of human bone
resorption as an aid in

A. Monitoring bone resorption changes of

1) Anti-resorptive therapies in postmenopausal women:

a) Hormone Replacement Therapies (HRT) with hormones and hormone like drugs
b) Bisphosphonate therapies

B. Predicting skeletal response (Bone Mineral Density) in postmenopausal women undergoing anti-resorptive
therapies

a) Hormone Replacement Therapies (HRT) with hormones and hormone like drugs

b) Bisphosphonate therapies

Limitations
The use of the test has not been established to predict the development of osteoporosis or future fracture risk.

Summary and explanation of the test

Type | collagen accounts for more than 90% of the organic matrix of bone and is synthesized primarily in bone (1).
During renewal of the skeleton, type | collagen is degraded, and small peptide fragments are excreted into the urine.
These fragments can be measured by Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA. Urine BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA
demonstrate a high correlation to corresponding measurement of serum samples in Serum CrossLaps® (CTX-I)ELISA.
Serum CrossLaps® (CTX-I)ELISA has been reported to be useful for follow-up of anti-resorptive treatment of patients
with metabolic bone diseases (3 17).

Principle of the procedure

The Urine BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA is based on two highly specific monoclonal antibodies against the amino acid
sequence of EKAHD-B-GGR, where the aspartic acid residue (D) is B-isomerized. In order to obtain a specific signal in
the Urine BETA CrossLaps® (CTX-I)ELISA, two chains of EKAHD-B-GGR must be cross-linked.

Standards, controls, or unknown urine samples are pipetted into the appropriate microtitre wells coated with streptavidin,
followed by application of a mixture of a biotinylated antibody and a peroxidase-conjugated antibody. Then, a complex
between CrossLaps antigens, biotinylated antibody and peroxidase-conjugated antibody is generated, and this complex
binds to the streptavidin surface via the biotinylated antibody. Following the one-step incubation at room temperature, the
wells are emptied and washed. A chromogenic substrate is added and the colour reaction is stopped with sulfuric acid.
Finally, the absorbance is measured.

PRECAUTIONS

The following precautions should be observed in the laboratory:

+ Do not eat, drink, or smoke where immunodiagnostic materials are being handled

* Do not pipette by mouth.

* Wear gloves when handling immunodiagnostic materials and wash hands thoroughly afterwards

« Cover working area with disposable absorbent paper

Warnings

For in vitro use only.

+ All reagents and laboratory equipment should be handled and disposed of as if they were infectious.
» Do not use kit components beyond the expiry date and do not mix reagents from different lots.

Storage
Store the Urine BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA kit upon receipt at 2-8°C. Under these conditions the kit is stable up to
the expiry date stated on the box.

MATERIALS

Specimen collection
As bone resorption has a marked circadian variation primarily regulated by food intake (18), it is recommended to use
second morning void urines obtained after an overnight fast.

Keep the urine sample refrigerated (2-8°C) for storage less than one week, or freeze the sample



(<-18°C) for longer storage. Please note that for optimal results it is recommended to mix the samples and then
centrifuge the samples (e.g. 2000g; 10 min) before testing.

Materials supplied
Before opening the kit, read the section on Precautions. The kit contains reagents sufficient for
96 determinations.

Streptavidin coated microtitre plate [MICROPLAT

Microwell strips (12x8 wells) pre-coated with streptavidin. Supplied in a plastic frame.

CrosslLaps Standard |CAL -0

One vial (min. 10.0 mL/vial) of ready-for-use PBS buffered solution with protein stabiliser and preservative.

CrossLaps Standards |CAL 1-5

Five vials (min. 0.3 mL/vial) of ready-for-use, CrossLaps standard in a PBS-buffered solution with protein stabiliser and
preservative. The exact value of each Standard is printed on the QC Report.

Controls

Two vials (min. 0.5 mL/vial) CrossLaps peptide in a PBS-buffered solution with protein stabiliser and preservative.
Please refer to enclosed QC Report for control range.

Biotinylated Antibody |Ab BIOTIN

One vial (min. 0.25 mL) of a concentrated solution of a biotinylated monoclonal murine antibody specific for degradation
products of C-terminal telopeptides of type | collagen. Prepared in a buffered solution with protein stabiliser and
preservative.

Peroxidase Conjugated Antibody ENZYMCONJ

One vial (min. 0.25 mL) of a concentrated solution of a peroxidase conjugated murine monoclonal antibody specific for
degradation products of C-terminal telopeptides of type | collagen. Prepared in a buffered solution with protein stabiliser
and preservative.

Incubation Buffer
One vial (min. 19 mL) of a ready-for-use buffered solution with protein stabiliser, detergent, and preservative.

Substrate Solution [SUBS TMB

One vial (min. 12 mL) of a ready-for-use tetramethylbenzidine (TMB) substrate in an acidic buffer.
Please note that the chromogenic substrate might appear sligthy bluish.

Stopping Solution |[H2S04

One vial (min. 12 mL) of ready-for-use 0.18 mol/L sulfuric acid.

Washing Buffer WASHBUF 50x

One vial (min. 20 mL) of a concentrated washing buffer with detergent and preservative.

Sealing tape

Adhesive film for covering wells during incubation.

Materials required — not supplied

« Containers for preparing the Antibody Solution and the Washing Solution
* Precision micropipettes to deliver 10-200 pL

+ Distilled water

* Precision 8- or 12-channel multipipette to deliver 100 yL and 150 pL

* Microwell mixing apparatus

* Microtiter plate reader

ASSAY PROCEDURE

Assay Procedure



For optimal performance of the assay, it is important to comply with the instructions given below. Equilibrate all reagents
to room temperature (18-22°C) prior to use. Determine the number of strips needed for the assay. It is recommended to

test all samples in duplicate. In addition, for each run a total of 16 wells are needed for standards and controls. Place the
appropriate number of strips in the plastic frame. Store unused immunostrips in the tightly closed foil bag with desiccant

capsules. Mix all reagents and samples before use (avoid foam).

1 Preparation of the Antibody Solution:
ATTENTION: Prepare the Antibody Solution maximum 30 minutes before starting the assay. Mix the Biotinylated
Antibody Peroxidase Conjugated Antibody and Incubation Buffer in the
volumetric ratio 1+1+100 in an empty container. Mix carefully and avoid formation of foam. Prepare a fresh
solution before each run of the assay.

2 Pre-dilution of test specimens
All specimens (unknown samples and [CTRL 1 - 2)), except the standards delivered with the kit must be pre-diluted
1+3 in standard O prior to testing (e.g. 20 yL+60 pL).

3 One Step incubation
Pipette 10 uL of un-diluted Standards , pre-diluted Controls, and pre-diluted unknown samples into
appropriate wells followed by 150 pL of the Antibody Solution. Cover the immunostrips with sealing tape and
incubate for 12045 minutes at room temperature (18-22°C) on a microtitre plate mixing apparatus (300 rpm).

4 Washing
Wash the immunostrips 5 times manually with 300 uL Washing Buffer ( diluted 1+50 in distilled
water). Using an automated plate washer, follow the instructions of the manufacturer or the guidelines of the
laboratory. Usually 5 washing cycles are adequate. Make sure that the wells are completely emptied after each
manual or automatic washing cycle.

5 Incubation with chromogenic substrate solution
Pipette 100 L of the Substrate Solution into each well and incubate for 15+2 minutes at room
temperature (18-22°C) in the dark on the mixing apparatus (300 rpm). Use sealing tape.
Do not pipette directly from the vial containing TMB substrate but transfer the needed volume to a clean reservoir.
Remaining substrate in the reservoir should be discarded and not returned to vial.

6 Stopping of colour reaction
Pipette 100 pL of the Stopping Solution into each well.

7 Measurement of absorbance
Measure the absorbance at 450 nm with 650 nm as reference within two hours.

Limitations of the procedure

If the absorbance of a sample exceeds that of Standard 5, the sample should be further diluted in Standard 0 and re-

analysed.

QUALITY CONTROL

Good Laboratory Practice (GLP) requires the use of quality control specimens in each series of assays in order to check
the performance of the assay. Controls should be treated as unknown samples, and the results analysed with
appropriate statistical methods.

RESULTS

Calculation of results
A quadratic curve fit should be used.

Alternatively, calculate the mean of the duplicate absorbance determinations. Construct a standard curve on graph paper
by plotting the mean absorbances of the six standards (ordinate) against the corresponding CrossLaps concentrations
(abscissa). Determine the CrossLaps concentration of the controls and each patient sample by interpolation.



Example of resu

Its obtained

Standards/ CrossLaps A450-650 Mean Interpolated Conc. Corrected for
Controls/ conc. (nm) A450-650 CrossLaps 4X dilution
Samples (Mg/L) Obs 1/ Obs 2 (hm) conc. (Mg/L)

(ug/L)
Standard 0 0.00 0.046 /0.045 0.046
Standard 1 1.43 0.164/0.160 0.162
Standard 2 4.24 0.402/0.383 0.393
Standard 3 8.27 0.742/0.700 0.721
Standard 4 16.6 1.461/1.366 1.414
Standard 5 23.7 2.02771.923 1.975
Control 1 0.327/0.319 0.323 3.38 135
Control 2 1.216/1.173 1.195 14.0 55.9
Sample | 0.162/0.150 0.156 1.36 5.44
Sample Il 0.507 / 0.500 0.504 5.56 22.2
Sample llI 1.173/ 1.082 1.128 13.2 52.6
Please note:

The data above are for illustration only and should not be used to calculate the results

of any run.

Calculation of corrected CrossLaps value
For each sample the CrossLaps concentration (ng/mL) and the creatinine concentration should be determined.

Determine the concentration of creatinine (mmol/L) in the sample using an routine enzymatic colorimetric method for
clinical chemistry analysers, and perform the correction using the equation:

Corr. CrossLaps Value (ug/mmol) =

Performance characteristics

Detection limit:

0.80 pg/L CrossLaps

CrossLaps (ng/mL)

Creatinine (mM)

This is the concentration corresponding to three standard deviations above the mean of 21 determinations of the blank
(“CrossLaps Standard 0”) multiplied by the dilution factor 4.

Precision

£6.9%

The precision of the Urine BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA was evaluated for three urine samples. The results are

summarised in the table below (the results have not been corrected by dilutionfactor).

Intraassay < 3.9% (n=10)

Interassay < 6.9% (n=10)

Mean SD CV Mean SD Cv
(Hg/L) (Mg/L) (%) (Hg/L) (Hg/L) (%)
5.38 0.05 3.9 5.38 0.05 3.6
21.6 0.15 2.9 21.6 0.37 6.9
56.0 0.42 3.0 56.0 0.66 4.7

Dilution/Linearity

The Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA is linear in the range 0.20 ng/mL to 40.7 ng/mL of CrossLaps.

Urine samples with the concentration of 16.7 — 52.8 ng/mL CrossLaps were diluted with standard 0 and the




concentration of CrossLaps were determined with Urine BETA CrossLaps® (CTX-I)ELISA.

The data below is calculated from 3 different urine samples

Dilution Procedure

Urine [%)] Std. 0 [%] Sample 1 Sample 2 Sample 3 Overall
recovery
Exp. RC Exp. RC Exp. RC (%)
(Mgl | ) | o) | ) | o) | )
100 0 16,68 100 23,36 100 52,80 100 100
90 10 15,00 103 21,00 105 47,52 110 106
80 20 13,32 100 18,68 104 42,24 109 104
70 30 11,68 95 16,36 99 36,96 110 101
60 40 10,00 96 14,00 98 31,68 104 99
50 50 8,32 97 11,68 88 26,40 99 95
40 60 6,68 96 9,32 87 21,12 94 93
30 70 5,00 96 7,00 88 15,84 84 90
20 80 3,32 96 4,68 86 10,56 84 89
10 20 1,68 87 2,32 90 5,28 76 85
Mean 96
RC: Recovery, Exp: Expected
Expected values
It is advisable for a laboratory to establish its own range of normal and pathological values.
Populations Number of Age Geometric Mean 95% Cl
subjects (Years) Values
(n) (Hg/mmol)
Pre-menopausal women 25 40-49 1.66 0.83-3.32
Post-menopausal women 272 52-75 2.27 0.73-7.07
Males 25 50-78 1.46 0.53-4.04

Day to Day Individual Variation
The Day to Day Intra-individual Variation was assessed by analyzing urine samples (morning fasting) from 11 healthy
ost menopausal women at five time points over 2 weeks

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA
(ug/mmol)

Subject Mean SD CVv
No Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5 (ug/mmol) | (ng/mmol) (%)
1 3.04 3.17 3.88 3.50 4.06 3.53 0.44 12
2 0.96 1.21 0.99 1.17 1.17 1.04 0.14 13
3 1.15 1.04 1.56 1.78 1.78 1.34 0.31 23
4 1.33 151 1.65 0.99 0.99 1.42 0.27 19
5 1.35 1.60 1.54 1.37 1.37 1.43 0.14 10
6 2.40 191 1.88 1.90 1.90 211 0.29 14
7 1.29 1.04 1.18 1.32 1.32 1.21 0.11 9
8 1.18 1.21 1.20 1.07 1.07 1.22 0.14 11
9 5.77 5.67 4.92 4.78 4.78 5.59 0.81 15
10 1.42 1.40 1.28 1.22 1.22 1.26 0.18 14
11 4.33 4.47 5.61 5.14 5.14 5.07 0.64 13




CLINICAL DATA

Correlation between serum samples measured in Serum CrossLaps® (CTX-1)ELISA and corresponding urine samples
measured in Urine BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA (n=159). The 159 samples are from pre- and postmenopausal
women before and after anti-resorptive therapy, as well as males. The women were treated with Ibandronate,

Raloxifene, Drospirone, or Aerodin
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Below is the Urine BETA CrossLaps® (CTX-)ELISA data [pg/mmol creatinine] from two anti-resorptive studies. The
geometric mean value and the 95% confidence interval of mean are shown.

Bisphosphonate

+ Postmenopausal women between age 55 and 75 years, more than 5 years since menopause, and a BMD of spine or

femoral neck at osteoporotic level

» 20 participants received placebo (500 calcium and 400 mg vitamin D daily)
« 20 participants received active treatment (2.5 mg Ibandronate, 500 mg calcium, and 400 mg vitamin D daily)

« Treatment period 1 year

Placebo group
Mean [95% CI] (ug/mmol)

Bisphosphonate group
Mean [95% CI] (ug/mmol)

Baseline
After 6 months of treatment
After 12 months of treatment

2.69 [2.11:3.42]
1.97 [1.36;2.85]
1.92 [1.39;2.65]

2.17 [1.49;3.14]
0.67 [0.43;1.04]
0.53 [0.29;0.95]

HRT

* Postmenopausal women between age 45 and 65 years, more than 2 years since menopause, and a BMD of hip
within the reference range of premenopausal women

« 57 participants received placebo (500 mg calcium)

« 175 participants received active treatment (1 mg of estradiol continously combined with 1 mg of drospirenone (n=59),
2 mg of drospirenone (n=58), or 3 mg of drospirenone (n=58))

« Treatment period 2 years

Placebo group
Mean [95% CI] (ug/mmol)

HRT group
Mean [95% CI] (ug/mmol)

Baseline

After 6 months of treatment
After 12 months of treatment
After 24 months of treatment

2.11 [1.84;2.42]
1.86 [1.46;2.36]
1.70 [1.39;2.09]
2.09 [1.75;2.51]

2.29[2.11;2.49]
0.46 [0.40;0.53]
0.44 [0.38;0.51]
0.66 [0.57;0.76]




INLEITUNG

Verwendungszweck

Der Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA ist ein enzymatimmunologischer Test zur Quantifizierung von
Abbauprodukten C-terminaler Telopeptide des Typ-I Kollagens in menschlichem Urin.

Der Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA Test wird vorgesehen fir in vitro Diagnostik zur Indikation von
humenem Knochenresorption und kann verwendet werden als Unterstiitzung bei:

A. Monitorieren der veranderten Knochenresorption bei:

1. Anti-resorptive Therapien bei postmenopausalen Frauen:

a. Hormonersatztherapie (HRT) mit Hormonen und Pharmaka mit hormonartiger Wirkung
b. Biphosphonattherapie

n

Anti-resorptive Therapien in Individuen mit Osteopenie:
Hormonersatztherapie (HRT) mit Hormonen und Pharmaka mit hormonartiger Wirkung
b. Biphosphonattherapie

o

B. Prognose der Knochen-Mineraldichte bei postmenopausalen Frauen unter antiresorptiver Therapie
a. Hormonersatztherapie (HRT) mit Hormonen und Pharmaka mit hormonartiger Wirkung
b. Bisphosphonattherapie

Einschrankungen
Der Gebrauch des Testes ist nicht etabliert worden, um die Entwicklung einer Osteoporose oder das zukiinftige
Frakturrisiko vorherzusagen.

Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Das Typ I-Collagen macht mehr als 90% der organischen Matrix des Knochens aus und wird vorwiegend im Knochen
synthetisiert (1). Wahrend der Erneuerung des Skeletts wird das Typ I-Collagen abgebaut und kleine Peptidfragmente
gelangen in den Urin. Diese Fragmente kdnnen mit dem Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA wie beschrieben
gemessen werden (2). Der Sandwich Test ist wie berichtet als geeignet zur Follow-up von anti-resorptiven Behandlung
bei Patienten mit metabolischen Knochenerkrankungen geeignet (3-17).

Testprinzip

Der Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA basiert auf zwei hochspezifischen monoklonalen Antikérpern gegen die
Aminosauresequenz des EKAHD-B-GGR, in dem der Aspartatsauretest (D) B-somerisiert ist. Um ein spezifisches Signal
in dem Urine BETA CrossLaps® (CTX-I)ELISA messen zu kdnnen, mussen zwei Ketten des EKAHD-3-GGR cross-linked
werden.

Standard, Kontrollen und Urinproben werden in Microtiterwells pipettiert, die mit Streptavidin beschichtet sind.
Anschlieend erfolgt die Zugabe eines Gemisches von biotinyliertem Antikdrper und einem peroxidase-konjugiertem
Antikdrper. Der sich bildende Komplex zwischen CrossLaps Antigen, biotyniliertem Antikérper und peroxidase-
konjugiertem Antikorper bindet sich an die Streptavidinoberflache tber den biotinylierten Antikorper. Nach der Inkubation
bei Raumtemperatur werden die Wells geleert und gewaschen. Ein chromogenes Substrat wird zugefugt und die
Farbreaktion mit Schwefelsaure gestoppt. Zum Schluss wird die Absorption gemessen.

VORSICHTSMASSNAHMEN

Folgende Vorsichtsmassnahmen sollten im Labor eingehalten werden:

+ Beim Gebrauch von immunodiagnostischen Materialien sollte nicht gegessen, getrunken, geraucht oder Kosmetik
benutzt werden.

* Nicht mit dem Mund pipettieren.

+ Bei der Verwendung immundiagnostischer Materialien sollten Handschuhe getragen werden. Hande anschliessend
griindlich waschen.

» Die Arbeitsflache sollte mit absorbierendem Papier abgedeckt werden.

Warnung

Nur flr in-vitro-Anwendung.

+ Alle Reagenzien und Ausristungen sollten wie infektioses Material behandelt und entsorgt werden.

+ Die Bestandteile des Kits sollten nicht tber das Verfallsdatum hinaus verwendet werden und Reagenzien
verschiedener Chargen sollten nicht gemischt werden.

Aufbewahrung
Das Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA Kit wird nach Gebrauch bei 2-8°C gelagert. Bei diesen Bedingungen ist der
Kit stabil bis zum auf den Packungen angebebenen Haltbarkeitsdatum.



MATERIAL

Probengewinnung

Da der Knochenabbau einer deutlichen zirkadianen Varianz unterliegt, die v.a. durch Nahrungsaufnahme reguliert wird
(18), wird empfohlen den zweiten Morgenurin niichtern als Probenmaterial zu benutzen.

Die Urinproben gekihlt (2-8°C) fir nicht mehr als eine Woche aufbewahren. Fur langere Aufbewahrungen die
Urinproben einfrieren (<-18°C). Es wird empfohlen, das Blut von niichternen Patienten am Morgen zu entnehmen.

Es sollte bitte berlicksichtigt werden, dass zur optimalen Durchfiihrung wird empfohlen die Proben vor dem Messen
durchzumischen und sie dann zentrifugieren (z.B., 2000g; 10 min).

Beigefligtes Material
Ehe der Kit gedffnet wird, bitte den Abschnitt Vorsichtsmassnahmen lesen. Der Kit enthalt ausreichend Reagenzen fiir
96 Bestimmungen.

Streptavidinbeschichtete Mikrotiterplatten MICROPLAT]

Mikrowellstreifen (12 x 8 Wells) vorbeschichtet mit Streptavidin. Beigefiigt in einem Plastikrahmen.

CrossLaps Standard |CAL 0
Ein Flaschchen (min. 10.0 mL/Flaschchen) gebrauchsfertiger PBS-gepufferte Lésung mit Proteinstabilisatoren und
Konservierungsmittel.

CrossLaps Standard |CAL 1- 5

Fiunf Flaschchen (min. 0.5 mL/Flaschchen) gebrauchsfertige CrossLaps Standards in PBS-gepufferte Losung mit
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel. Der genaue Wert fiir jeden Standard ist auf dem Qualitatskontrollbericht
aufgedruckt.

Kontrolle

Zwei Flaschchen (min. 0.25 mL) CrossLaps Peptid in einer PBS-gepufferten Lésung mit Proteinstabilisatoren und
Konservierungsmittel. Die Kontrollmessbereiche sind auf den beigefiigten Qualitétskontrollbericht zu entnehmen.

Biotinylierter Antikérper |Ab BIOTIN

Ein Flaschchen (min. 0.25 mL) einer konzentrierten Losung von biotinyliertem monoklonalen Mausantikdrper spezifisch
fur Degradationsprodukte der C-terminalen Telopeptide vom Kollagen Typ-I. Zubereitet in einer gepufferten Losung mit
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel.

Peroxidase-konjugierte Antikdrper ENZYMCONJ

Ein Flaschchen (min. 0.25 mL) einer konzentrierten Lésung von peroxidase-konjugiertem monoklonalen Mausantikérper
spezifisch fur Degradationsprodukte der C-terminalen Telopeptide vom Kollagen Typ-1. Zubereitet in einer gepufferten
Lésung mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel.

Inkubationspuffer [BUF

Ein Flaschchen (min. 19 mL) gebrauchsfertiger gepufferten L6sung mit Proteinstabilisatoren, Detergenzien und
Konservierungsmittel.

Substratlésung [SUBS TMB

Ein Flaschchen (min. 12 mL) gebrauchsfertiger Tertamethylbenzidine (TMB) Substrat in einem sauren Puffer. Das
chromogene Substrat kann leicht blaulich erscheinen.

Stopplosung

Ein Flaschchen (min. 12 mL) gebrauchsfertige 0.18 mol/L Schwefelsdure.

Waschpuffer WASHBUF 50 x|

Ein Flaschchen (min. 20 mL) eines konzentrierten Waschpuffers mit Detergentien und Konserbierungsmittel.

Klebestreifen
Adhesiver Film um die Wells wahrend Inkubation zu bedecken.
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Erforderliche Laborgerate und Hilfsmittel

« Behdlter zur Vorbereitung der Antikdrperlésung und der Waschlsung
* Préazisionsmikropipetten fir 10-200 pL

+ Destilliertes Wasser

« Prazisionsmultikanalpipette (8- oder 12 Kanéle) fur 100 pL und 150 pL
« Mikrotiterplatten-Schittler

« Mikrotiterplatten-Ausleser

TESTDURCHFUHRUNG

Fur die optimale Durchfiihrung des Tests ist es wichtig die Instruktionen wie folgt zu befolgen. Vor dem Gebrauch alle
Lésungen vorbereiten und bei Raumtemperatur equilibrieren lassen. Es wird empfohlen alle Proben in Duplikate zu
Messen. Zusatzlich werden in jedem Lauf insgesamt 16 Wells fiir die Standards und die Kontrollen benétigt. Die
bendtigte Anzahl von Teststreifen in den Plastikrahmen setzen. Nicht gebrauchte Immunstreifen in dem gut
verschlossenen Tiite aufbewahren. Alle Reagenzien und Proben mischen vor dem Gebrauch (Schaumbildung
vermeiden).

1 Vorbereitung der Antikdrperlésung:
ACHTUNG: Die folgende Antikdrperldsung maximal 30 Minuten vor Beginn der Testdurchfuhrung ansetzen. Die
biotinylierter Antikorper , peroxidase-konjugierter Antikorper und Inkubationspuffer m
mit den Volumenverhéaltnissen 1+1+100 in einer leeren Schale mischen. Vorsichtig Mischen und Schaumbildung
vermeiden. Eine frische Lésung vor jeden benutzen des Tests ansetzen.

2 Verdinnen der Proben
Alles Material (unbekannte Proben und ), mit ausnahme der Standards in dem Kit missen in dem
Standard 0 1+3 vorverdunnt werde bevor dem Test (z.B. 20 pL+60 pL)

3 Inkubation
10 pL von unverdiinntem Standard , vorverdinnte Kontrollen und vorverdiinnte unbekannte Probe in die
dafiir vorgesehenen Wells pipettieren gefolgt von 150 pL der Antikérperlésung. Die Immunostrips mit Klebestreifen
bedecken und fur 120+5 Minuten bei 18-22°C auf einem Mikrotiterplatten-Schttler (300 rpm) inkubieren.

4 Waschen
Die Immunostrips 5 mal manuell mit 300 uL Waschpuffer, 1450 verdunnt in destilliertem Wasser,
waschen. Bei Gebrauch von einem automatischen Plattenwéascher die Instruktionen des Herstellers oder den
Richtlinien des Labors folgen. Gewohnlich sind 5 Waschschritte ausreichend. Nach jedem manuellen oder
automatischen Waschschritt sicherstellen, dass die Wells vollstandig geleert sind nach jedemmanuellen oder
automatischen Waschschritt.

5 Inkubation mit der chromogenen Lésung
100 pL der Substratldsung in jedes Well pipettieren und fir 1542 Minuten bei 18-22°C im Dunklen auf
dem Miktotiterplatten-Schdttler (300 rpm) inkubieren. Gebrauche Klebestreifen.
Nicht direkt von dem Flaschchen mit dem TMB Substrat pipettieren, sondern Uberfiihre das bendtigte Volumen in
einem sauberen Behaltnis. Ubriggebliebenes Substrat in dem Behéltnis sollte verworfen und nicht in Flaschchen
zuriickgeschdttet werden.

6 Stoppen der Farbreaktion
100 pL der Stopplosung in jedes Well pipettieren.

7 Absorption messen
Absorption bei 450 nm mit 650 nm als Referenz innerhalb zwei Stunden messen.

Einschrankungen des Tests
Wenn die Absorption einer Probe der des Standard 5 Ubersteigt, sollte die Probe mit Standard 0 verdinnt und nochmals
gemessen werden.

QUALITATSKONTROLLE

Gute Labor Praxis (Good Laboratory Practice — GLP) verlangt den Gebrauch von Qualitatskontrollen, die bei jedem
Testansatz mitgemessen werden, um die Durchfiihrung des Test zu Uiberprifen. Die Kontrollen sollten wie unbekannte
Proben behandelt werden. Die Ergebnisse mit den appropriate statistischen Methoden analysieren.

ERGEBNISSE
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Zur Auswertung des Testes sollte die Quadratische Kurvenanpassung benutzt werden.

Alternativ, berechne den Durchschnitt der doppelt gemessenen Absorptionen. Konstruiere eine Standardkurve auf

grafischem Papier durch das Auftragen der mittleren Absorption der sechs Standards (Ordinate) gegen die
dazugehdorigen CrossLaps Konzentrationen /Abszisse). Ermittle die CrossLaps der Kontrollen und von jeder

Patientenprobe d

urch Interpolieren.

Beispiel von ermittelten Resultaten

Standards/ CrossLaps A450-650 Mittel-wert Interpolierte Konz.
Kontrollen/ Konz. Obs 1/ Obs 2 As50-650 CrossLaps korrigierte fir
Proben (ng/L) (nm) (nm) konz. 4X Verd.

(Hg/L) (Hg/L)

Standard 0 0.00 0.046 /0.045 0.046

Standard 1 1.43 0.164/0.160 0.162

Standard 2 4.24 0.402/0.383 0.393

Standard 3 8.27 0.742/0.700 0.721

Standard 4 16.6 1.461/1.366 1.414

Standard 5 23.7 2.027/1.923 1.975

Controllo 1 0.327/0.319 0.323 3.38 135

Controllo 2 1.216/1.173 1.195 14.0 55.9

Campione 1 0.162/0.150 0.156 1.36 5.44

Campione 2 0.507 /0.500 0.504 5.56 22.2

Campione 3 1.173/1.082 1.128 13.2 52.6

Bitte beachten: Die hier aufgefihrten Ergebnisse sind ein Beispiel fur eine Standardkurve. Sie durfen nicht fir die

Auswertung des Assays verwendet warden

Berrechnen der korrigierten CrossLaps Werte
Fur jede Probe sollte die CrossLaps Konzentration (ng/mL) und die Kreatininkonzentration ermittelt werden. Die
Kreatininkonzentration in den Proben mittels einer standard enzymatisch kalorimetrischen Methode der klinischen

Chemie ermitteln und die Korrektion durch die folgende Gleichung durchfihren:

CrossLaps (ng/mL)
Korr. CrossLaps Wert (mg/mmol) =
Creatinine (mM)
Testcharakteristika
Nachweisgrenze: 0.80 pg/L CrossLaps
Dies entspricht der Konzentration von drei Standardabweichungen tber dem Mittelwert von 21 Bestimmungen des
Nullwertes (,CrossLaps Standard 0”) multipliziert mit dem Verdunnungfaktor 4.

Prazision <6.9%
Die Prazision des Urine BETA CrossLaps® (CTX-I)ELISAs wurde ermittelt von drei Urin Proben. Die Ergebnisse sind in
den Tabellen unten zusammengefasst (die Ergebnisse sind nicht durch den Verdiunnungsfaktor korrigiert worden):

IntraAssay <3.9% (n=10) InterAssay <6.9% (n=10)
Mitte-lwert SD CcVv Mitte-lwert SD CcVv
(Hg/L) (Hg/L) (%) (Hg/L) (Mg/L) (%)
5.38 0.05 3.9 5.38 0.05 3.6
21.6 0.15 2.9 21.6 0.37 6.9
56.0 0.42 3.0 56.0 0.66 4.7

Verdlinnung/Linearitat
Der Urine BETA CrossLaps® (CTX-I)ELISA ist linear im Bereich von 0.20 ng/mL zu 40.7 ng/mL.
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Urinproben mit einer Konzentration von 16.7 — 52.8 ng/mL CrossLaps werden mit Standard 0 verdiinnt und die
Konzentration von CrossLaps werden mit Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA bestimmt.
Die unten angegebenen Daten sind von 3 verschiedenen Durschlaufen errechnet

Verdiinnungsprozedur
Urine [%] Std. 0 [%] Probe 1 Probe 2 Probe 3 Wiederfindung

(%)

Erw. WF Erw. WF Erw. WF

(MoL) | ) | (oL | 0 | (gL) | (%)
100 0 16.68 100 23.36 100 52.80 100 100
90 10 15.00 103 21.00 105 47.52 110 106
80 20 13.32 100 18.68 104 42.24 109 104
70 30 11.68 95 16.36 99 36.96 110 101
60 40 10.00 96 14.00 98 31.68 104 99
50 50 8.32 97 11.68 88 26.40 99 95
40 60 6.68 96 9.32 87 21.12 94 93
30 70 5.00 96 7.00 88 15.84 84 90
20 80 3.32 96 4.68 86 10.56 84 89
10 90 1.68 87 2.32 90 5.28 76 85
Mittelwert 96

WF: Wiederfindung, Erw: Erwartet
Interferenzen
Die Interferenz von Ditaurobilirubin, Himoglobin und Intralipid auf die Messung von CrossLaps im Serum durch Serum

CrossLaps® (CTX-)ELISA wurde untersucht.

Bei den unten angegebenen Konzentrationen wurden keine Interferenzen festgestelit:

Ditaurobilirubin: 600 mg/L
Hamoglobin: 10 g/L
IntraLipid: 10 g/L

Erwartete Ergebnisse
Es ist empfehlenswert, fir ein Labor seine eigenen Normwert- und pathologischen Bereiche zu etablieren.

Population Anzahl Alter Geometrischer 95% ClI
Individuen (Jahre) Mittelwert
(n) (Hg/mmolL)
Pramenopausale Frauen 25 40-49 1.66 0.83-3.32
Postmenopausale Frauen 272 52-75 2.27 0.73-7.07
Manner 25 50-78 1.46 0.53-4.04

Tag-zu-Tag individuelle Variation
Die Tag-zu-Tag intraindividuelle Variation wurde ermittelt durch die Analyse von Urinproben (morgens, niichtern) von 11
gesunde postmenopausalen Frauen zu funf Zeitpunkten Uber 2 Wochen.
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Urine BETA CrossLaps® (CTX-I)ELISA

(hg/mmol) Mittelwert

Besuch Besuch (ug/ SD CVv

Indivuum | Besuch 1 2 Besuch 3 4 Besuch 5 mmol) (ng/mmol) (%)
1 3.04 3.17 3.88 3.50 4.06 3.53 0.44 12
2 0.96 1.21 0.99 1.17 1.17 1.04 0.14 13
3 1.15 1.04 1.56 1.78 1.78 1.34 0.31 23
4 1.33 151 1.65 0.99 0.99 1.42 0.27 19
5 1.35 1.60 154 1.37 1.37 1.43 0.14 10
6 2.40 1.91 1.88 1.90 1.90 2.11 0.29 14
7 1.29 1.04 1.18 1.32 1.32 1.21 0.11 9
8 1.18 1.21 1.20 1.07 1.07 1.22 0.14 11
9 5.77 5.67 4.92 4.78 4,78 5.59 0.81 15
10 1.42 1.40 1.28 1.22 1.22 1.26 0.18 14
11 4.33 4.47 5.61 5.14 5.14 5.07 0.64 13
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INTRODUZIONE

Uso del kit

Il kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA & un dosaggio immunoenzimatico per la determinazione quantitativa dei
prodotti di degradazione del telopeptide C-terminale del collagene umano di tipo | nelle urine.

Il kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA & per uso diagnostico in vitro come marcatore di riassorbimento osseo e
puo essere usato per:

A. Monitorare le modificazioni del riassorbimento osseo delle:

1) Terapie per la prevenzione del riassorbimento osseo in donne in postmenopausa:

a) Terapie ormonali sostitutive (HRT) con ormoni o sostanze ad azione ormonale.

b) Terapie con difosfonati.

B. Previsione della risposta scheletrica valutata con la densitometria ossea in donne in postmenopausa in terapia con
farmaci che agiscono sul riassorbimento osseo

a) Terapie ormonali sostitutive (HRT) con ormoni o sostanze ad azione ormonale.

b) Terapie con difosfonati.

Limiti del metodo

L’'uso di questo dosaggio non é stato validato per predire lo sviluppo di osteoporosi o di rischi futuri di fratture.

Descrizione del metodo

Il collagene di tipo | costituisce piu del 90% della matrice organica dell'osso dove & prevalentemente sintetizzato. (1).

Durante il rimaneggiamento scheletrico, viene degradato il collagene di tipo | e vengono escreti nelle urine piccoli

frammenti peptidici. Questi frammenti possono essere dosati con il kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA. | dosaggi

con il kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA ha mostrato una elevata correlazione con i corrispondenti dosaggi

eseguiti con il kit Serum CrossLaps® (CTX-I) ELISA. Quest'ultimo metodo si & dimostrato utile nel monitoraggio degli

effetti della terapia anti riassorbimento osseo in pazienti con malattie metaboliche dell’'osso (3 17).

Pricipio del metodo

Il metodo Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA & basato due anticorpi monoclonali altamente specifici per la

sequenza aminoacidica EKAHD-R-GGR, dove il residuo di acido aspartico (D) € I'isomero [ dell’aminoacido. Per

ottenere un segnale specifico con il metodo Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA, due catene con la sequenza

EKAHD-R-GGR devono essere legate tra loro.

Standard, controlli e campioni vengono pipettati in pozzetti di una micropiastra in cui & stata adsorbita streptavidina.

Viene quindi aggiunta una soluzione contenente anticorpi biotinilati e anticorpi coniugati con perossidasi. Si forma un

complesso sandwich tra gli antigeni CrossLaps® I'anticorpo biotinilato e I'anticorpo coniugato con perossidasi; questo

complesso si lega alla streptavidina sulla fase solida per mezzo dell’anticorpo biotinilato. Al termine dell'incubazione si

lava la micropiastra e si aggiunge il substrato; dopo 15 minuti si blocca la reazione con acido solforico e si misura

'assorbanza dei pozzetti.

PRECAUZIONI

In laboratorio devono essere sempre osservate le seguenti precauzioni:

* Non mangiare, bere, fumare, applicare cosmetici durante la manipolazione di reattiviimmunodiagnostici.

* Non usare pipette a bocca.

+ Quando si manipolano reattiviimmunodiagnostici indossare sempre guanti protettivi; terminato il lavoro lavarsi
accuratamente le mani con acqua e sapone.

» Coprire I'area di lavoro con fogli di carta assorbente.

Attenzione

Solo per uso in vitro.

» | reattivi e il materiale di laboratorio deve essere manipolato ed eventualmente eliminato come se fosse
potenzialmente infettivo.

* Non usare | componenti del kit oltre la data di scadenza e non utilizzare insieme reattivi di lotti diversi.

Conservazione dei reattivi
Il kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA deve essere conservato a 2-8°C. In queste condizioni & stabile fino alla data
di scadenza riportata sulla confezione.

MATERIALI

Raccolta dei campioni
Poiché il riassorbimento osseo presenta una marcata variazione circadiana, regolata principalmente dall’assunzione di
alimenti (18), si consiglia di raccogliere le seconde urine del mattino senza assumere alimenti dalla cena precedente. Le
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urine sono stabili fino ad una settimana a 2-8°C e a < —18°C per periodi piu lunghi. Per ottenere risultati ottimali si
consiglia di centrifugare i campioni prima del dosaggio a 2000g per 10 minuti.

Reattivi forniti
Prima di utilizzare il kit, leggere la sezione Precauzioni di questo manuale. Il kit contiene reattivi sufficienti per 96
determinazioni.

Micropiastra sensibilzzata con steptavidina MICROPLAT]

Strip di pozzetti (12x8 pozzetti) sensibilizzati con streptavidina in un telaietto in plastica.

CrossLaps® Standard [CAL - 0

Un flacone (min. 10,0 mL) contenente tampone fosfato pronto per I'uso con stabilizzante delle proteine e un
conservante.

CrossLaps® Standard [CAL 1 - 5

Cinque flaconi (min. 0,3 mL/flacone) pronti per I'uso contenenti standard CrossLaps® in tampone fosfato con
stabilizzante delle proteine e un conservante. Il valore esatto di ciascuno standard & stampato sull rapporto del controllo
di qualita.

Controlli |[CTRL 1 -2
Due flaconi (0,5 mL/flacone) pronti per 'uso contenenti peptide CrossLaps® in tampone fosfato con stabilizzante delle
proteine e un conservante. | valori di riferimento sono riportati sul foglio del controllo di rapporto del controllo di qualita.

Anticorpo biotinilato |aAp BIOTIN

Un flacone (0,25 mL) di soluzione concentrata di un anticorpo monoclonale da topo, biotinilato, specifico per i prodotti di
degradazione dei telopeptidi C terminali del collagene di tipo I, in soluzione tampone con stabilizzante delle proteine e
un conservante.

Anticorpo coniugato con perossidasi ENZYMCONJ

Un flacone (0,25 mL) di soluzione concentrata di un anticorpo monoclonale da topo, coniugato con perossidasi, specifico
per i prodotti di degradazione dei telopeptidi C terminali del collagene di tipo I, in soluzione tampone con stabilizzante
delle proteine e un conservante.

Tampone di incubazione M
Un flacone (min. 19 mL) pronto per I'uso contenente una soluzione tampone con stabilizzante delle proteine, un
detergente e un conservante.

Soluzione del substrato |[SUBS TMB

Un flacone (min. 12 mL) pronto per I'uso di substrato, tetrametilbenzidina (TMB) in tampone acido. Il substrato potrebbe
avere un lieve colorazione blu.

Soluzione di stop [H2S04

Un flacone (min. 12 mL) pronto per I'uso di acido solforico 0,18 M.

Tampone di lavaggio WASHBUF 50x

Un flacone (min. 20 mL) di tampone di lavaggio concentrato con un detergente e un conservante.

Copripiastra adesivo
Film adesivo per coprire la micropiastra.

Materiale richiesto ma non fornito

« Vetreria per preparare la soluzione di lavoro dell’anticorpo e la soluzione di lavaggio.
* Micropipette di precisione per dispensare 10 200 pL.

« Acqua distillata.

* Multipipette di precisione a 8 canali per 100 pL e 150 pL.

« Agitatore per micropiastre.

+ Lettore di micropiastre.
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METODO DEL DOSAGGIO

Per ottenere risultati ottimali € importante seguire attentamente le istruzioni sotto riportate.

Prima dell’'uso preparare ed equilibrare tutte le soluzioni a temperatura ambiente(18 22°C). Eseguire il dosaggio a
temperatura ambiente (18 22°C). Determinare il numero di strip necessarie per il dosaggio. Eseguire il dosaggio in
duplicato; per la curva standard e il controllo sono necessari 16 pozzetti. Inserire le strip nel telaio fornito; conservare le
strip avanzate nella loro busta di plastica con il disseccante. Controllare che la busta sia chiusa perfettamente. Prima
dell’'uso agitare tutti i reattivi. Evitare la formazione di schiuma.

1. Preparazione della soluzione anticorpale:
ATTENZIONE: Preparare la soluzione anticorpale non oltre 30 min. prima di iniziare il dosaggio. Aggiungere in un
contenitore vuoto il contenuto dei anticorpo biotinilato , anticorpo coniugato con perossidasi
e tampone di incubazione in rapporto volumetrico 1+1+100. Mescolare con cura evitando la
formazione di schiuma. Preparare una soluzione fresca ogni volta che si esegue un dosaggio.

2. Pre-diluizione dei campioni
| campioni e i controlli |[CTRL 1 — 2|, tranne gli standard contenuti nel kit devono essere pre- diluiti constandard 0
prima del dosaggio (ad es. 20 pL + 60 pL).

3. Incubazione One Step
Pipettare 10 yL di Standard non diluiti , Controlli pre-diluiti, e campioni pre-diluiti nei rispettivi pozzetti.
Pipettare 150 uL di soluzione anticorpale. Coprire con il copripiastra adesivo e incubare 120+5 minuti a temperatura
ambiente (18 22°C) su un agitatore rotante per micropiastre (300 rpm).

4. Lavaggio
Lavare 5 volte le strisce con 300 pL tampone di lavaggio ( diluito 1 + 50 con acqua distillata). Se si
usa un lavatore automatico, seguire le istruzioni del produttore. Di solito 5 cicli di lavaggio sono sufficienti. Verificare
che tra un ciclo e l'altro di lavaggio i pozzetti vengano aspirati completamente.

5. Incubazione con il substrato
Pipettare 100 pL di soluzione di substrato in tutti i pozzetti e incubare 15+2 minuti a temperatura
ambiente (18 22°C) al buio su agitatore rotante (300 rpm). Coprire con un copripiastra adesivo. Per evitare
contaminazioni del substrato, trasferire la quantita necessaria di substrato in un contenitore pulito. Dopo I'uso
scartare la soluzione avanzata nel contenitore.

6. Arresto dellareazione
Pipettare 100 pL di soluzione di stop in tutti i pozzetti.

7. Misura dell’assorbanza
Misurare I'assorbanza a 450 nm contro 650 nm entro due ore.
Limiti del metodo

Diluire ulteriormente con Standard 0 e ridosare i campioni che presentano un’assorbanza superiore a quella dello
Standard 5.

CONTROLLO DI QUALITA’

La “Good Laboratory Practice” (GLP) richiede che vengano inseriti in ogni esperimento dei controlli per verificare le
prestazioni del dosaggio. | controlli devono essere trattati come i campioni e i risultati devono essere analizzati con
metodi statistici appropriati.

RISULTATI

Calcolo dei risultati
Utilizzare la regressione quadratica per elaborare i dati.

In alternativa, calcolare la media delle assorbanze dei duplicati e costruire una curva standard, ponendo in ordinata la

media delle assorbanze dei 6 standard e in ascissa le concentrazioni di CrossLaps® corrispondenti. Determinare per
interpolazione la concentrazione di CrossLaps® in campioni e controlli.
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Esempio dei risultati ottenuti:

Standard/ CrossLaps A450-650 Mean Interpolerad Conc. corretta
Controlli/ konc. (nm) A450-650 CrossLaps konc. per la diluizione
campioni (na/h) Obs 1/ Obs 2 (nm) (Hg/l) 4x
(Hg/l)
Standard 0 0,00 0,046 / 0,045 0,046
Standard 1 1,43 0,164 /0,160 0,162
Standard 2 4,24 0,402/0,383 0,393
Standard 3 8,27 0,742 /0,700 0,721
Standard 4 16,6 1,461/ 1,366 1,414
Standard 5 23,7 2,027 /1,923 1,975
Controllo 1 0,327 /0,319 0,323 3,38 13,5
Controllo 2 1,216 /1,173 1,195 14,0 55,9
Campione | 0,162 /0,150 0,156 1,36 5,44
Campione |l 0,507 / 0,500 0,504 5,56 22,2
Campione Il 1,173/ 1,082 1,128 13,2 52,6

Nota: | dati sopra riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per calcolare i risultati dei singoli
dosaggi.

Calcolo dei valori di CrossLaps® corretti per la concentrazione di creatinina.
Determinare per ogni campione la concentrazione di CrossLaps® (ng/mL) e di creatinina (mmol/L). Per la determinazione
della creatinina usare un metodo enzimatico colorimetrico; eseguire la correzione utilizzando la seguente equazione:

CrossLaps (ng/mL)
Valore corretto CrossLaps (ug/mmol) =
Creatinine (mM)

Caratteristiche del metodo

Concentrazione minima rilevabile: 0,80 pg/L di CrossLaps®

La concentrazione minima rilevabile & la concentrazione di CrossLaps® corrispondente a tre DS oltre la media delle
assorbanze di 21 determinazioni dello standard zero (“CrossLaps® Standard 0”) moltiplicata per il fattore di diluizione 4.
Precisione <6.9%

La precisione del kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA é stata valutata dosando tre campioni di urine. | risultati
ottenuti sono riportati nella tabella seguente (i risultati non sono stati corretti per il fattore di diluizione)

Intra saggio <3.9% (n=20) Inter saggio <6.9% (n=10)
Media DS CVv Media DS Ccv
(ug/l) (ug/l) (%) (ug/l) (ug/l) (%)
5.38 0.05 3.9 5.38 0.05 3.6
21.6 0.15 2.9 21.6 0.37 6.9
56.0 0.42 3.0 56.0 0.66 4.7

Diluizione/Linearita
I kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA & lineare nell'intervallo compreso tra 0,20 ng/mL e
40,7 ng/mL di CrossLaps®.

Campioni di urine con concentrazioni di CrossLaps® comprese tra 16,7 e 52,8 ng/mL sono stati diluiti con lo standard 0;
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Le concentrazioni di CrossLaps® sono state determinate con il kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA.

| dati sotto riportati sono stati ottenuti diluendo tre campioni differenti di urine:

Test di diluizione

Urin Std. 0 Campione 1 Campione 2 Campione 3 Recupero
[%0] [%] medio
Att Rec Att. Rec Att. Rec (%)
(Mgl | ) | o) | ) | (o) | )
100 0 16.68 100 23.36 100 52.80 100 100
90 10 15.00 103 21.00 105 47.52 110 106
80 20 13.32 100 18.68 104 42.24 109 104
70 30 11.68 95 16.36 99 36.96 110 101
60 40 10.00 96 14.00 98 31.68 104 99
50 50 8.32 97 11.68 88 26.40 99 95
40 60 6.68 96 9.32 87 21.12 94 93
30 70 5.00 96 7.00 88 15.84 84 90
20 80 3.32 96 4.68 86 10.56 84 89
10 90 1.68 87 2.32 90 5.28 76 85
Media 96
Rec: Recuperato, Att: atteso
Valori attesi
Ogni laboratorio deve stabilire propri intervalli di riferimento per soggetti normali e patologici
Popolazione Numero di Eta Media IC 95%
soggetti (anni) geometrica
(n) (Hg/mmol)
Donne in post-menopausa 25 40-49 1,66 0.83-3.32
Donne in pre-menopausa 272 52-75 2,27 0.73-7.07
Uomini 25 50-78 1,46 0.53-4.04

Variazione giornaliera individuale

La variazione giornaliera individuale & stata valutata anlizzando campioni di urine del mattino raccolte a digiuno di 11
donne in post menopausa 5 volte nell’arco di 2 settimane.

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA
(ng/mmol) Media

(ng/ SD CV
Soggetto | Giorno 1 | Giorno 2 | Giorno 3 | Giorno 4 | Giorno 5 mmolL) (ug/mmol) (%)
1 3.04 3.17 3.88 3.50 4.06 3.53 0.44 12
2 0.96 1.21 0.99 1.17 1.17 1.04 0.14 13
3 1.15 1.04 1.56 1.78 1.78 1.34 0.31 23
4 1.33 1.51 1.65 0.99 0.99 1.42 0.27 19
5 1.35 1.60 1.54 1.37 1.37 1.43 0.14 10
6 2.40 1.91 1.88 1.90 1.90 2.11 0.29 14
7 1.29 1.04 1.18 1.32 1.32 1.21 0.11 9
8 1.18 1.21 1.20 1.07 1.07 1.22 0.14 11
9 5.77 5.67 4.92 4.78 4.78 5.59 0.81 15
10 1.42 1.40 1.28 1.22 1.22 1.26 0.18 14
11 4.33 4.47 5.61 5.14 5.14 5.07 0.64 13
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INTRODUCAO

Utilizag&o proposta

O Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA é uma teste imunoldgico de enzima para a guantificagdo de produtos de
degradacéo de telopeptideos C-terminais do colageno Tipo-I em urina humana.

O ensaio com o Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA deve ser realizado para diagnéstico in vitro como uma
indicacdo da reabsorgdo 6ssea humana e pode ser utlizado como um apoio para:

A. Monitoramento das alteragdes de reabsorcdo 6ssea de

1) Terapias anti-reabsor¢do em mulheres ap6s a menopausa:

a) Terapias de Reposi¢do Hormonal (TRH) com horménios e medicamentos que atuam como hormdnios.
b) Terapias com bifosfonato.

B. Prever a Resposta Ossea (Densidade Mineral Ossea) de mulheres apés a menopausa sob terapias anti-
reabsorcédo

a) Terapias de Reposi¢cdo Hormonal (TRH) com horménios e medicamentos que atuam como horménios.

b) Terapias com bifosfonato.

Limitagdes

A utilizac&o do teste nao foi estabelecida para prever o desenvolvimento de osteoporose ou risco

de fratura no futuro.

Resumo e explicagdo do teste

O colageno Tipo-I responde por mais de 90% da matriz organica do 0sso e € sintetizado primariamente no mesmo (1).
Durante a renovacao do esqueleto, o colageno do Tipo-| é degragado e pequenos fragmentos de peptideos sédo
expelidos na urina. Estes fragmentos podem ser mensurados pelo Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA. O Urine
BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA demonstra uma alta correlagao com correspondente medida das amostras de soro no
Serum CrossLaps® (CTX-I) ELISA. O Serum CrossLaps® (CTX-I) ELISA tem sido apontado como sendo util para
acompanhamento do tratamento anti-reabsor¢éo

de pacientes com doengas ésseas metabdlicas (3-17).

Principios do procedimento

O Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA é baseado em dois anticorpos monoclonais altamente especificos contra a
sequéncia de aminoacido EKAHD-B-GGR, onde o residuo do acido aspartico (D) é

B-isomerizado. Para obter um sinal especifico no Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA, duas cadeias

de EKAHD-B-GGR devem estar apresentando ligagfes cruzadas.

Os padrdes, o controle ou as amostras de urina sao pipetadas nas cavidades de microtitulacdo adequadas, revestidas
com strptavidina, seguido pela aplicacdo de uma mistura de um anticorpo biotinilado e de um anticorpo conjugado com
peroxidase. Entdo é gerado um complexo entre os antigenos CrossLaps, o anticorpo biotinilado e o anticorpo conjugado
com peroxidase, que adere a superficie da streptavidina através do anticorpo biotinilado. Apés a incubacgédo de etapa
Unica a temperatura ambiente, as cavidades sédo esvaziadas e lavadas. Um substrato cromogénico € adicionado e a
reacdo de cor é interrompida com acido sulfarico. Finalmente, a absorséncia é medida.

PRECAUCOES

As precaucdes a seguir devem ser observadas no laboratorio:

» Na&o coma, beba, fume no mesmo local onde os materiais de imunodiagndsticos estdo sendo manipulados

* Nao utilize a boca para pipetar.

+ Utilize luvas ao manusear ao manusear materiais de imunodiagndstico e lave bem as maos ap6s este manuseio.

» Cubra a area de trabalho com papel absorvente descartavel.

Avisos

Apenas para utilizacao in vitro.

» Todos os reagentes e equipamentos do laboratériocdevem ser manuseados e descartados como se fossem material
infeccioso.

» Na&o utilize componentes do kit apés a data de vencimento e ndo misture reagentes de lotes diferentes.

Armazenamento
Armazene o kit Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA apds o recebimento a 2-8°C. Sob estas condi¢des,
o kit permanente estavel até a data de vencimento marcada na embalagem.

MATERIAIS
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Coleta da amostra
Como a reabsorgdo 6ssea tem uma marcante variagao circadiana primariamente regulada pela ingestao de alimentos
(18), é recomendado que seja utilizado o segundo jato de urina da manha apés uma noite de jejum.

Mantenha a amostra de urina refrigerada (2-8°C) para estoque por menos do que uma semana, ou congele a amostra
(<-18°C) para longa estocagem. Observe que para otimizar resultados é recomendado que se misture as amostras, e
entdo que as mesmas sejam centrifugadas (p.ex. 2000g; 10 min) antes de testa-las.

Materiais fornecidos

Antes de abrir o kit, realize a leitura da secéo Precauc¢des. O kit contém reagentes suficientes para

96 determinagdes.

Placa de microtitulac&o revestida com streptavidina [MICROPLAT]

Tiras com microcavidades (12x8 wells) pre-revestidas com streptavidina. Fornecidas em um suporte plastico.

Padrdo CrossLaps |CAL 0

Um frasco (min. 10.0 mL/vial) de solugdo tamponada com PBS, pronta para uso, com estabilizador
de proteina e conservante.

Padrdo CrossLaps |CAL 1-5

Cinco frascos (min. 0.3 mL/vial) de solu¢do tamponada PBS, padrao CrossLaps, pronta para uso, contendo
estabilizador de proteina e conservante. O valor exacto de cada Padrdo encontra-se impresso no relatério do controlo
da qualidade.

Controles

Dois frascos (min. 0.5 mL/vial) CrossLaps peptideo em solucdo tamponada PBS contendo estabilizador
de proteina e conservante. Favor verificar a folha relatério do controlo da qualidade para aferir controle de alcance.

Anticorpo Biotinilado |aAp BIOTIN

Um frasco (min. 0.25 mL) de solugdo concentrada contendo um anticorpo monoclonal biotinilado especifico para
produtos de degradacéo de telopeptideos C-terminais do coldgeno Tipo-I, Preparado numa solucéo tamponada
contendo estabilizador de proteina e conservante.

Anticorpo Conjugado Peroxidase ENZYMCONJ

Um frasco (min. 0.25 mL) de solugdo concentrada de anticorpo monoclonal de conjugado peroxidase especifico para
produtos de degradacéo de telopeptideos C-terminais do colageno Tipo-l. Preparado numa solu¢éo tamponada com
estabilizador de proteina e conservante.

Tampéo para incubacéo M
Um frasco (min. 19 mL) de solugao tampdo, pronta para uso, com estabilizador de proteina, detergente e conservante.

Solucéo de Substrato [SUBS TMB

Um frasco (min. 12 mL) de substrato de tetrametilbenzidina (TMB), pronto para o uso, em um tamp&o acido. Favor
observar que o substrato cromogénico podera ter aparéncia um pouco azulada.

Solugéo Stop

Um frasco (min. 12 mL) de &cido sulfarico 0.18 mol/L, pronto para o uso.

Tampé&o para lavagem WASHBUF 50x

Um frasco (min. 20 mL) de tamp&o concentrado para lavagem, com detergente e conservante.

Fita selante
Fita adesiva para cobrir as cavidades durante a incubacéao.

Materiais necessarios — nédo fornecidos

* Recipientes para preparacdo da Solugdo de Anticorpo e da Solucéo para Lavagem
* Micropipetas de precisdo para dispensar 10-200 pL

+ Agua destilada
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» Multipipeta de precisdo com 8 ou 12 canais para dispensar 100 pL and 150 pL
« Equipamento de agitacdo de microcavidades
» Leitor de placa de microtitulagdo

PROCEDIMENTO PARA O ENSAIO

Procedimento para o Ensaio

Para a otimizag&o da performance do ensaio, é importante que se observe as instrugdes que seguem abaixo. Equilibrar
todos os reagentes a temperatura da sala (18-22°C) antes do uso. Determine o nimero de tiras necessarias para o
ensaio. E recomendado o teste de todas as amostras em duplicata. Além disso, para cada teste, um total de 16
cavidades sdo necessarias para padrfes e controles Coloque o apropriado nimero de tiras no apoio plastico. Deposite
as imunotiras nao utilizadas na embalagem hermeticamente fechada juntamente com as capsulas dissecantes. Misture
todos os reagents e amostras antes do uso (evite espuma).

1 Preparacéo da Solucéo de Anticorpo:
ATENCAO: Prepare a Solugéo de Anticorpo no maximo 30 minutos antes de iniciar o ensaio. Misture as
Anticorpo Biotinilado , Anticorpo Conjugado Peroxidase e Tampao para Incubagéo
BUF| na proporgéo volumatrica 1+1+100 num recipiente vazio. Misture cuidadosamente e evite a formacéo de
espuma. Prepare uma nova solugao antes de cada teste.

2 Pre-diluicdo das amostras em teste
Todas as amostras (amostras desconhecidas e , exceto os padrbes entregues com o Kit, devem ser
pre-diluidos 1+3 no padrao 0 antes do teste (p.ex. 20 yL+60 pL).

3 Incubacédo de uma etapa
Pipete 10 uL de Padrdes n&o-diluidos , Controles pre-diluidos e amostras desconhecidas pre-diluidas
nas cavidades adequadas e mais 150 pL de Solug¢&o de Anticorpo. Cubra as imunotiras com fita selante e incube
por 120+5 minutos a temperatura ambiente (18-22°C) em um equipamento de agitacdo de placa de microtitulagdo
(300 rpm).

4 Lavagem
Lave manualmente as imunotiras por 5 vezes com 300 yL Tampé&o para Lavagem ( diluido 1+50
em 4agua destilada). Para a utilizagdo de um lavador automatizado de placas siga as instru¢des do fabricante ou as
diretrizes do laboratério. Normalmente, 5 ciclos de lavagem séo suficientes. Certifique-se de que as cavidades
fiqguem completamente vazias ap6s cada ciclo de lavagem manual ou automatico.

5 Incubacdo com solugédo de substrato cromogénico
Pipete 100 L de Solugéo de Substrato em cada cavidade e incube por 15+2 minutos a temperatura
ambiente (18-22°C), no escuro, com equipamento de agitagdo (300 rpm). Utilize a fita selante. N&o pipete
diretamente do frasco contendo o substrato TMB — transfira o volume necessario para um recipiente limpo. O
substrato remanescente neste recipiente deve ser descartado e ndo deve ser retornado para o frasco.

6 Interrompendo a reacdo de desenvolvimento de cor
Pipete 100 yL de Solugéo Stop em cada cavidade.

7 Medigédo da Absorbancia
Realize a medicéo de absorbancia em 450 mm, utilizando 650 mm como referéncia, em no maximo 2 horas.

Limitagdes do procedimento

Se a absorbancia de uma amostra exceder aquela do Padrédo 5, a amostra deve ser diluida no Padréao 0, e

posteriormente reanalisada.

CONTROLE DE QUALIDADE

A Boa Prética Laboratorial (GLP) exige a utilizagcao de controle de qualidade em cada série de ensaios, com o objetivo
de verificar o desempenho do ensaio. Os controles devem ser tratados como amostras desconhecidas e os resultados
devem ser analisados com métodos estatisticos adequados.

RESULTADOS

Célculos dos resultados
Uma curva quadratica deve ser usada.
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Alternativamente, calcule a média das determinacdes de absorbancia em duplicata. Construa uma curva padrdo em um
papel grafico, posicionando as absorbancias médias corrigidas dos seis padrées (ordenada) contra as concentragées
correspondentes de CrossLaps (abcissa). Determine a concentragdo de CrossLaps dos controles e de cada amostra
dos pacientes por interpolacao.

Exemplos de resultados obtido

Padrées/ Conc. de A450-650 Média Interpolado Conc. Corrigido para
Controles/ CrossLaps (nm) A450-650 Conc. de diluicao 4X
Amostras (ug/L) Obs 1/ Obs 2 (nm) CrossLaps (ug/L)

(Hg/L)
Padrdo 0 0.00 0.046 / 0.045 0.046
Padrdo 1 1.43 0.164/0.160 0.162
Padrédo 2 4.24 0.402/0.383 0.393
Padrdo 3 8.27 0.742/0.700 0.721
Padrédo 4 16.6 1.461/1.366 1.414
Padrdo 5 23.7 2.027/1.923 1.975
Controle 1 0.327/0.319 0.323 3.38 135
Controle 2 1.216/1.173 1.195 14.0 55.9
Amostra | 0.162/0.150 0.156 1.36 5.44
Amostra 0.507/0.500 0.504 5.56 22.2
Amostra lll 1.173/1.082 1.128 13.2 52.6
Observacdo:

Os dados acima séo apenas ilustrativos e ndo devem ser utilizados para calcular
os resultados de nenhum ensaio.

Célculo do valor CrossLaps corrigido

Para cada amostra, a concentracdo de CrossLaps (ng/mL) e a concentragdo de creatinina (mmol/L) devem ser
determinadas. Determine a concetragéo de creatinina (mmol/L) na amostra usando uma rotina de método colorimétrico
enzimatico para analisadores quimico-clinicos, e faca a corre¢cdo usando a equacao:

Correcao do valor CrossLaps (ug/mmol) =

Caracteristicas da performance
0.80 pg/L CrossLaps
Esta é a concentragdo correspondente a trés desvios padrdes acima da média de 21 determinac¢des do branco

Limite de deteccéo:

(“CrossLaps Padrao 0”) mulltiplicada pelo fator de diluigédo 4.

Precisao

< 6.9%

CrossLaps (ng/mL)

Creatinine (mM)

A precis&o do Urine BETA CrossLaps® (CTX-1)ELISA foi avaliada para trés amostras de urina. Os resultados estao
resumidos na tabela abaixo (os resultados néo foram corrigidos por fator de dilui¢&o).

Intra-ensaio < 3.9% (n=10)

Inter-ensaio < 6.9% (n=10)

Média SD cv Média SD cv
(Hg/L) (Mg/L) (%) (Hg/L) (Hg/L) (%)
5.38 0.05 3.9 5.38 0.05 3.6
21.6 0.15 2.9 21.6 0.37 6.9
56.0 0.42 3.0 56.0 0.66 4.7

Diluicdo/Linearidade
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O Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA é linear na faixa de 0.20 ng/mL a 40.7 ng/mL de CrossLaps.

Amostras de urina com a concentragdo de 16.7 — 52.8 ng/mL CrossLaps foram diluidas com o padrédo O e a

concentragdo de CrossLaps foi determinada com o Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA.
Os dados abaixos estéo calculados a partir de 3 ensaios diferentes

Procedimento de Diluicéo

Urina Padrao 0 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Recuperacao
[%6] [%] Total
Exp. RC Exp. RC Exp. RC (%)
Mgl | ) | o) | ) | (o) | (%)
100 0 16.68 100 23.36 100 52.80 100 100
90 10 15.00 103 21.00 105 47.52 110 106
80 20 13.32 100 18.68 104 42.24 109 104
70 30 11.68 95 16.36 99 36.96 110 101
60 40 10.00 96 14.00 98 31.68 104 99
50 50 8.32 97 11.68 88 26.40 99 95
40 60 6.68 96 9.32 87 21.12 94 93
30 70 5.00 96 7.00 88 15.84 84 90
20 80 3.32 96 4.68 86 10.56 84 89
10 90 1.68 87 2.32 90 5.28 76 85
Mean 96
RC: Recuperacéo, Exp: Esperado
Valores esperados
E aconselhavel que um laboratério estabeleca sua prépria faixa de valores normais e patologicos.
Populacao Numero de Idade Valores Médios 95% ClI
sujeitos (anos) Geométricos
(n) (Hg/mmol)
Mulheres antes da menopausa 25 40-49 1.66 0.83-3.32
Mulheres ap6s a menopausa 272 52-75 2.27 0.73-7.07
Homens 25 50-78 1.46 0.53-4.04
Variagdo Individual Dia a Dia
A Variagdo Intra-Individual Dia a Dia foi avaliada através de andlises de amostras de urina (manh4,
em jejum) de 11 mulheres saudaveis, ap0s menopausa, em cinco pontos ao longo de 2 semanas
Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA
(ug/mmol)
Sujeito Média D. Padrao CV
No Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita 4 Visita5 | (ug/mmol) | (ug/mmol) (%)
1 3.04 3.17 3.88 3.50 4.06 3.53 0.44 12
2 0.96 1.21 0.99 1.17 1.17 1.04 0.14 13
3 1.15 1.04 1.56 1.78 1.78 1.34 0.31 23
4 1.33 151 1.65 0.99 0.99 1.42 0.27 19
5 1.35 1.60 1.54 1.37 1.37 1.43 0.14 10
6 2.40 1.91 1.88 1.90 1.90 211 0.29 14
7 1.29 1.04 1.18 1.32 1.32 1.21 0.11 9
8 1.18 1.21 1.20 1.07 1.07 1.22 0.14 11
9 5.77 5.67 4.92 4.78 4.78 5.59 0.81 15
10 1.42 1.40 1.28 1.22 1.22 1.26 0.18 14
11 4.33 4.47 5.61 5.14 5.14 5.07 0.64 13
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INTRODUKTION

Anbefalet anvendelse

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA er et enzym-baseret immunoassay for kvantitativ bestemmelse af
nedbrydningsprodukter af C-terminalt telopeptid fra type | kollagen i human urin.

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA er kun til in vitro diagnostisk brug som en indikator for knogle nedbrydning og
kan bruges som en hjeelp ved:

A. Monitorering af eendringer i knoglenedbrydningen ved

1. Anti-resorptiv behandling af postmenopausale kvinder med:

a. Hormoner og hormon-lignende stoffer

b. Bisphosphonater

B. Forudsigelse af skeletalt respons (knogle mineral densitet) i postmenopausale kvinder i anti-resorptiv
behandling med:

a. Hormoner og hormon-lignende stoffer

b. Bisphosphonater

Begransninger

Brug af testen til forudsigelse af udviklingen af osteoporose eller fremtidig fraktur risiko er ikke etableret.

Sammendrag

Type | kollagen udger mere end 90% af den organiske matrix i knogler og produceres primeaert i knogle. Under fornyelse
af knogleveev nedbrydes type | kollagen og sma kollagen fragmenter udskilles til urin. Disse fragmenter kan méales med
Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA. Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA viser en steerk korrelation med
tilsvarende malinger med Serum CrossLaps® (CTX-1) ELISA. Serum CrossLaps® ELISA blev beskrevet som anvendelig
ved opfelgning af anti-resorptiv behandling af patienter med metaboliske knoglesygdomme (3-17).

Test procedure, kortfattet

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA bygger pa to, hgit specifikke monoklonale antistoffer rettet mod aminosyre
sekvensen EKAHD-b-GGR, hvor asparaginsyre (D) er isomeriseret. For at fa et specifikt signal i Urine BETA CrossLaps®
(CTX-I) ELISA kraeves der to krydsbundne EKAHD-b-GGR kaeder.

Standarder, kontroller og urinprgver pipetteres i mikrotiterbrgnde, der er daekket med streptavidin, hvorefter der tilseettes
en blanding af det biotinylerede og det peroidase-meerkede antistof. Et kompleks dannes mellem CrossLaps antigenet,
det biotinylerede antistof og det peroxidase-meerkede antistof, og dette kompleks binder sig til streptavidin-overfladen via
det biotinylerede antistof. Efter inkubation ved stuetemperatur, tammes brgndene og de vaskes. Et farve substrat
tilseettes og farve reaktionen stoppes med svovisyre. Til sidst males absorbansen.

FORHOLDSREGLER

Falgende forholdsregler bar iagttages ved arbejde i laboratorier:

- Der ma ikke spises, drikkes eller pafares kosmetik, hvor immundiagnostiske reagenser handteres.

« Der ma ikke pipetteres med munden.

« Anvend handsker ved handtering af immundiagnostiske reagenser og vask haenderne grundigt bagefter.
+ Afdeek arbejdspladsen med absorberende papir.

Advarsler

Kittet er kun til brug in vitro.

- Alle reagenser og laboratorieudstyr bgr handteres og bortskaffes som var de infektigse.

» Anvend ikke kit reagenser efter udlgbs datoen og bland aldrig reagenser fra forskellige lots.
Opbevaring

Opbevar Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA kittet ved 2-8°C efter modtagelsen. Ved denne temperatur er kittet
holdbart og kan anvendes indtil udlgbs datoen, der er angivet pa aesken.

MATERIALER

Prgve opsamling

Eftersom knoglenedbrydning er fglsom over for dggnvariation, primaert reguleret af madintagelse (18), anbefales det at
opsamle prgver fra anden morgenurinprgve efter faste.

Opbevar urinprgverne ved (2-8°C) i op til en uge. Ved laengere opbevaring bar prgverne fryses (<-18 °C). For optimale
resultater anbefales det at prgverne mixes og derefter centrifugere dem

(e.g. 2000g; 10 min) inden anvendelse.

Medfglgende materialer
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Far kittet tages i brug bar afsnittet Forholdsregler laeses. Kittet indeholder tilstraekkelig reagenser til 96 bestemmelser.

Streptavidin deekkede mikrotiter plader MICROPLAT]

Mikrobrgnde (12 x 8 brgnde) overfladebehandlet med streptavidin. Leveres i en plastik ramme.

CrossLaps Standard | CAL 0

En flaske (min.10.0 mL/) med klar-til-brug CrossLaps buffer med stabilisator og konserveringsmiddel.

CrossLaps Standarder |CAL 1-5

Fem flasker (min. 0.3 mL pr. flaske) med klar-til-brug CrossLaps standard i buffer med stabilisator og
konserveringsmiddel. Den eksakte veerdi pa hver standard er trykt pa Kvalitetskontrolrapport.

Kontrol |[CTRL 1-2
To flasker med (min. 0.5 mL) CrossLaps peptid i buffer med stabilisator og konserveringsmiddel. Koncentrationen af
CrossLaps i kontrollen er angivet pa medfglgende Kvalitetskontrolrapport.

Biotinyleret Antistof [Ab BIOTIN

En flaske (min. 0.25 mL) med en koncentreret oplgsning af et biotinyleret, murint monoklonalt antistof, der er specifikt for

nedbrydningsprodukter fra C-terminalt telopeptid fra type | kollagen. Oplgsningen er en buffer med stabilisator og
konserveringsmiddel.

Peroxidase Konjugeret Antistof ENZYMCONJ

En flaske (min. 0.25 mL) med en koncentreret oplgsning af et peroxidase-maerket, murint monoklonalt antistof, der er
specifikt for nedbrydningsprodukter fra C-terminalt telopeptid fra type | kollagen. Oplgsningen er en buffer med
stabilisator og konserveringsmiddel.

Inkubations Buffer [BUH
En flaske (min. 19 mL) med en Klar-til-brug buffer indeholdende stabilisator, detergent og konserveringsmiddel.

Substrat Oplgsning |[SUBS TMB
En flaske ( min. 12 mL) med en klar-til-brug sur buffer indeholdende tetramethylbenzidin (TMB). Substrat oplgsningen
kan forekomme let blalig.

Stop Oplgsning H2S04

En flaske (min. 12 mL) med en Klar-til-brug 0.18 mol/L svovisyre.

Vaske Oplgsning WASHBUF 50x

En flaske (min. 20 mL) med en koncentreret buffer indeholdende detergent og konserveringsmiddel.

Ngdvendige materialer — ikke medfglgende

+ Beholdere til at fremstille Antistof Oplgsning og Vaske Oplgsning
+ Mikropipetter til at afpipettere 10-200 pL

+ Destilleret vand.

+ 8- eller 12-kanals multipipetter til at afpipettere 100 uL og 150 pL.
* Mikrotiter plade ryster

* Mikrotiter plade leeser

TEST PROCEDURE

Test procedure

For en optimal udfgrelse af testen er det vigtigt at falge nedenstdende instruktion. Lad alle reagenser opna
stuetemperatur (18-22°C) inden anvendelse. Afggr hvor mange strips det er ngdvendigt at benytte til testen. Det
anbefales at udfgre alle tests som dobbeltbestemmelser. Yderligere benyttes i alt 16 brgnde til standarder og kit-

kontroller for hver analyse kgrsel. Placer det gnskede antal immunostrips i plastik rammen. Mix alle reagenser og prgver

inden brug, idet skumdannelse dog bgr undgas.
1. Fremstilling af Antistof Oplgsning

BEMZRK: Antistof Oplgsningen skal fremstilles maksimalt 30 minutter for tilseetning til brendene. Bland Biotinyleret

Antistof Ab BIOTIN| , Peroxidase Konjugeret Antistof ENZYMCONJ| og Inkubations Buffer i forholdet
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1+1+100 i en tom beholder. Bland omhyggeligt, idet skumdannelse bar undgas. Fremstil en frisk Antistof Oplasning
far hver brug i testen.

2. For-fortynding af pragver
Alle prgver (ogsa kit kontroller |CTRL 1 - 2)), undtagen de standarder leveret med kittet, skal fortyndes 1+3 i
standarden 0 inden anvendelse (f.ex. 20 pl + 60 pl).

3. Inkubation med Antistof Oplgsning
Pipette 10 pl af for-fortyndede Standarder , for-fortyndede Kontroller, og for-fortyndede ukendte prgver i
de respektive bragnde efterfulgt af 150 pLI Antistof Oplgsning. Tildeek brandene med forseglningstape og inkuber i
120+5 minutter ved stuetemperatur (18-22°C) pa en mikrotiter plade ryster (300 rpm).

4. Vask
Vask brgndene 5 gange manuelt med 300 pL Vaske Oplasning (WASHBUF 50x| fortyndet 1+50 i destilleret vand).
Ved brug af automatisk vasker bgr fabrikantens eller laboratoriets egne instruktioner falges. Seedvanligvis er 5
gange vask nok. Ved bade manuel og automatisk vask er det meget vigtigt at brandene temmes fuldsteendigt efter
hver vask.

5. Inkubation med Substrat Oplgsning
Pipetter 100 pL af Substrat Oplgsningen i hver brgnd og inkuber 15+2 minutter ved stuetemperatur
(18-22°C) i mgrke pa mikrotiter plade rysteren (300 rpm). Brug forseglningstape. Pipetter ikke direkte fra flasken
med Substrat Oplgsning, men overfgr det ngdvendige volume af vaesken til en ren beholder. Overskydende Substrat
Oplgsning i beholderen bar bortskaffes og ikke heeldes tilbage i flaske.

6. Stop af farve reaktion
Pipetter 100 pL af Stop Oplgsning H2S04| i hver brgnd.

7. Maling af absorbans
Absorbansen ved 450 nm, med 650 nm som reference, males indenfor to timer.

Begraensninger ved proceduren
Hvis absorbansen i en brgnd overstiger absorbansen for Standard 5, bar prgven fortyndes i Standard 0 og males igen.

KVALITETSKONTROL

"Good Laboratory Practice” (GLP) foreskriver brugen af kontrol prgver i hver analyse for at verificere at analysen er
indenfor specifikationerne. Kontroller bgr handteres som ukendte praver og resultaterne bgr analyseres med egnede
statistiske metoder.

RESULTATER

Beregning af resultater

Kvadratisk kurve fit kan bruges.

Alternativt kan middelveerdien af absorbans dobbeltbestemmelserne udregnes. En standardkurve konstrueres ved at
afbilde absorbans middelvaerdierne af Standard (ordinat) mod den korresponderende CrossLaps® koncentration
(abscisse). CrossLaps® koncentrationen i kontroller og ukendte praver bestemmes herefter ved at afleesning pa standard
kurven.

Eksempel pa beregning af resultater:

Standarder/ CrossLaps A450-650 Mean Interpolerad Konc. korr. for 4X
kontroller/ konc. (nm) A450-650 CrossLaps konc. fortynding
prover (na/h) Obs 1/ Obs 2 (nm) (na/l) (Hg/l)

Standard 0 0,00 0,046 /0,045 0,046
Standard 1 1,43 0,164 /0,160 0,162
Standard 2 4,24 0,402 /0,383 0,393
Standard 3 8,27 0,742 /0,700 0,721
Standard 4 16,6 1,461 /1,366 1,414
Standard 5 23,7 2,027 /1,923 1,975
Kontroll 1 0,327/0,319 0,323 3,38 13,5
Kontroll 2 1,216/1,173 1,195 14,0 55,9
Prave | 0,162 /0,150 0,156 1,36 5,44
Prave Il 0,507 /0,500 0,504 5,56 22,2
Prave llI 1,173/ 1,082 1,128 13,2 52,6
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Bemeerk: Tallene ovenfor er kun for illustration og ma ikke anvendes ved beregning af resultater fra analyser.

Beregning af korrigeret CrossLaps veerdi

Til hver prgve skal koncentrationen af CrossLaps (ng/mL) og kreatinin koncentration (mM=mmol/L) bestemmes.
Sidstnaevnte kan bestemmes ved hjeelp af en enzymatisk kolometrisk metode ved anvendelse af kliniske kemiske
analyseapparater. Anvend fglgende ligning til at beregne den korrigerede veerdi:

CrossLaps (ng/mL)
Korrigeret CrossLaps veerdi (ug/mmol) =
Kreatinin (mM)
Test specifikationer
Detektionsgraense: 0,80 pg/L CrossLaps
Detektionsgraensen er den koncentration, der svarer til tre standardafvigelser beregnet pa basis af 21 bestemmelser af
standard 0 (ganget med fortyndingsfaktoren 4).

Praecision £6.9%
Preecisionen af Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA blev evalueret ved hjeelp af tre urinpragver. Resultaterne er vist
nedenfor (resultaterne er ikke korrigeret med fortyndingsfaktor)

Intraassay < 3.9% (n=10) Interassay < 6.9% (n=10)
Gennemsnit SD Ccv Gennemsnit SD CcVv
(ng/l) (ngfl) (%) (ng/l) (ng/l) (%)
5.38 0.05 3.9 5.38 0.05 3.6
21.6 0.15 2.9 21.6 0.37 6.9
56.0 0.42 3.0 56.0 0.66 4.7
Linearitet

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA er linezer i omradet 0.20 ng/mL til 40.7 ng/mL af CrossLaps.
Urinprgver med koncentrationen pa 16.7 —52.8 ng/mL CrossLaps blev fortyndet med Standard 0 og koncentrationen blev

efterfalgende malt i Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA.

Tallene nedunder blev beregnet fra 3 forskellige urinprgve

Fortyndinger
Urin Std. 0 Prave 1 Prave 2 Prave 3 Overall
[%] [%6] recovery
Exp. RC Exp. RC Exp. RC (%)
(Ho/L) (%) (Ma/L) (%) (Ha/L) (%)

100 0 16.68 100 23.36 100 52.80 100 100
90 10 15.00 103 21.00 105 47.52 110 106
80 20 13.32 100 18.68 104 42.24 109 104
70 30 11.68 95 16.36 99 36.96 110 101
60 40 10.00 96 14.00 98 31.68 104 99
50 50 8.32 97 11.68 88 26.40 99 95
40 60 6.68 96 9.32 87 21.12 94 93
30 70 5.00 96 7.00 88 15.84 84 90
20 80 3.32 96 4.68 86 10.56 84 89
10 90 1.68 87 2.32 90 5.28 76 85

Mean 96

RC: Recovery, Exp: Expected

28




Reference veerdirer
Det anbefales at laboratorier selv etablerer normale og potalogiske reference veerdier

Population Antal individer Alder Geometriskt 95% ClI
(n) (Ar) Gennemsnit
(ug/mmol)
Pre-menopausala kvinder 25 40-49 1,66 0.83-3.32
Post-menopausala kvinder 272 52-75 2,27 0.73-7.07
Meend 25 50-78 1,46 0.53-4.04
Dag-til-dag individuel variation
Den intra-individuelle variation blev undersggt ved analyse af fem urinpraver
opsamlet efter morgenfaste hos hver 11 raske postmenopausale kvinder over 2 uger.
Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA
(ug/mmol) per besag
Mean SD CVv
Individ nr 1 2 3 4 5 (ng/mmol) | (ug/mmol) (%)
1 3.04 3.17 3.88 3.50 4.06 3.53 0.44 12
2 0.96 1.21 0.99 1.17 1.17 1.04 0.14 13
3 1.15 1.04 1.56 1.78 1.78 1.34 0.31 23
4 1.33 151 1.65 0.99 0.99 1.42 0.27 19
5 1.35 1.60 1.54 1.37 1.37 1.43 0.14 10
6 2.40 191 1.88 1.90 1.90 211 0.29 14
7 1.29 1.04 1.18 1.32 1.32 1.21 0.11 9
8 1.18 1.21 1.20 1.07 1.07 1.22 0.14 11
9 5.77 5.67 4.92 4.78 4.78 5.59 0.81 15
10 1.42 1.40 1.28 1.22 1.22 1.26 0.18 14
11 4.33 4.47 5.61 5.14 5.14 5.07 0.64 13
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INTRODUKTION

Anvandningsomrade

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA ar en enzymimmunologisk metod for kvantifiering av nedbrytningsprodukter av
C-terminal telopeptider av typ | kollagen i human urin. Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA analysen &r avsedd for in
vitro diagnostisk anvandning som en indikation pa human benresorption och kan anvandas som ett hjalpmedel vid:

A. Monitorering av férandringar av benresorption i samband med

Antiresorptiva behandlingar av postmenopausala kvinnor:

Hormonersattningsterapier (HRT) med hormoner och hormonlika lakemedel

Bisfosfonatbehandlingar

o ook

Prognosticering av skelettrespons (bentathet) i postmenopausala kvinnor som undergar antiresorptiv
behandling

a. Hormonersattningsterapier (HRT) med hormoner och hormonlika l1dkemedel

b. Bisfosfonatbehandlingar

Limitations
Anvandning av analysen har inte etablerats for prognos av osteoporos eller framtida frakturrisk.

Sammanfattning och foérklaring av test

Kollagen typ | svarar for mer &n 90% av den organiska benmatrisen och syntetiseras framst i ben (1). Under fornyelse av
skelettet, bryts kollagen typ | ned och sméa peptidfragment utsondras i blodomloppet. Dessa fragment kan matas med
Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA. Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA uppvisar en stark korrelation med
motsvarande méatningar med Serum CrossLaps® (CTX-I) ELISA som har beskrivits som anvandbar for uppfélining av
antiresorptiv behandling av patienter med metaboliska bensjukdomar (3-17).

Testprinciper

Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA &r baserat pa tva hoggradigt specifika monoklonala antikroppar mot
aminosyresekvensen EKAHD-B-GGR, dar asparginsyraregionen (D) &r B-isomerisad. For att erhalla en specifik signal i
Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA maste tva kedjor av EKAHD-B-GGR vara korslankade.

Standarder, kontroll och ok&nda serumprover pipetteras i darfér avsedda brunnar pa mikrotiterplattans som &r
férbehandlad med streptavidin. Sedan tillférs en blandning av biotinyliserad antikropp och en peroxidaskonjugerad
antikropp. D4 bildas ett komplex mellan CrossLaps antigener, biotinylerad antikropp och peroxidaskonjugerad antikropp
vilket binder till den streptavidintackta ytan via den biotinylerade antikroppen. Efter enstegsinkubationen vid
rumstemperatur tdoms brunnarna och tvéattas. Ett kromogent substrat tillférs och fargreaktionen stoppas med svavelsyra.
Avslutningsvis méts absorbansen.

FORSIKTIGHETSATGARDER

Foljande forsiktighetsatgarder bor vidtas i laboratoriet:

 Undvik intagande av foda och dryck, rékning eller patagning av smink dar immundiagnostiska material hanteras.
* Pipettera inte med munnen.

« Anvand handskar nar immundiagnostiska material hanteras och tvatta handerna noggrannt efterat.

+ Tack arbetsytan med absorberande engangspapper

Varning

Endast for anvandning in vitro.

« Alla reagenser och laboratorieutrustning skall hanteras som infekterat avfall.

« Anvand ej testets bestandsdelar efter utgangsdatum och blanda inte reagenser fran olika lotnummer.

Storage
Forvara Urine BETA C:rossLaps® (CTX-I) ELISA efter mottagandet vid 2-8°C. Vid férvaring vid denna temperatur ar
reagenserna stabila till och med utgangsdatum pa kartongen.

MATERIAL

Provtagning

Eftersom benresorptionsmarkdrer uppvisar cirkadisk variation, priméart reglerat av fédointag (18), ar det rekommenderat
att ta morgonurin (andra kastningen) efter en natts fasta.

Hall urinprover kylda (2-8°C) i upp till en vecka. Vid langre forvaring bor proverna frysas (<-18°C). Notera ocksa att
optimalt resultat f&s om proverna blandas om och darefter centrifugeras (e.g. 2000g; 10 min) fére anvandning.
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Bifogat material
Innan anvandning, las stycket om Forsiktighetsatgarder. Kartongen innehaller reagenser fér 96 matningar.

Streptavidinbehandlad mikrotiterplatta [MICROPLAT]

Microwell strips (12x8 brunnar) férbehandlade med streptavidin. Levereras med plastram.

CrosslLaps Standard |CAL -0

En vial (min. 10.0 mL/vial) med bruksfardig PBS-buffrad 16sning med proteinstabilisator och konserveringsmedel.

CrossLaps Standard |CAL 1 -5

Fem vialer (min. 0.3 mL/vial) med bruksféardig, CrossLaps standard i en PBS-buffrad I6sning med proteinstabilisator och
konserveringsmedel. Det exakta vardet for varje standard star tryckt pd Kvalitetskontrollrapport.

Kontroll |[CTRL1-2
Tva vialer (min. 0.5 mL/vial) CrossLaps peptid i en PBS-buffrad I6sning med proteinstabilisator och konserveringsmedel.
Se det bifogade Kvalitetskontrollrapport fér ndrmre specificering.

Biotinylerad antikropp |Ab BIOTIN

En vial (min. 0.25 mL) med koncentrat av biotinylerad monoklonal antikroppfrén ratta (murine) som &r specifik for
nedbrytningsprodukter fran C-terminal telopeptide av kollagen typ I. Beredd i en buffrad |6sning med proteinstabilisator
och konserveringsmedel.

Peroxidasekonjugerad antikropp [ENZYMCONJ

En vial (min. 0.25 mL) med koncentrat av peroxidasekonjugerad monoklonal antikropp fran ratta (murine) specifik for
nedbrytningsprodukter fran C-terminal telopeptid av kollagen typ I. beredd i en buffrad 16sning med proteinstabilisator
och konserveringsmedel.

Inkubationsbuffert

En vial (min. 19 mL) med bruksfardig buffrad 16sning med proteinstabilisator, vatmedel och konserveringsmedel.

Substratlésning [SUBS TMB

En vial (min. 12 mL) med bruksfardig tetrametylbenzidine (TMB) substrat i en sur buffert. Notera att det kromogena
substratet kan verka en aning blafargat.

Stoppl6sning

En vial (min. 12 mL) med bruksfardig 0,18 mol/l svavelsyra.

Tvéattbuffert WASHBUF 50x

En vial (min. 20 mL) med koncentrerad tvéattbuffert med vatmedel och konserveringsmedel.

Forseglingstejp
Sjalvhéaftande film att forsegla brunnarna med under inkubation.

Material som behdovs och ej ingéar

+ Kérl for blandning av antikroppslsning och tvattldsning

» Automatpipetter med hég presicion fér 10-200 pL

» Destillerat eller avjoniserat vatten

+ Automatpipetter med 8 eller 12 kanaler foér 100 pyL and 150 pL
+ Skakapparat for mikrotiterplattor

+ Spektrofotometer fér mikrotiterplattor

MATPROCEDUR

Métprocedur

For optimalt resultat av méatningen ar det av stor vikt att folja nedan givna instruktioner.

Lat alla reagens uppna rumstemperatur (18-22°C) fore anvandning. Bestam antalet strips som behdvs. Det
rekommenderas att alla prov kors i duplikat. Utdver dessa behdvs for varje kérning 16 brunnar for standard och kontroll.
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Placera lampligt antal strips i plastramen. Férvara oanvanda strips i foliepasen tillsammans med torkmedel. Bered alla
reagens och prover foreanvandning enligt anvisningarna nedan. Undvik skumbildning.

1 Beredning av antikroppslésning:
NOTERA: Forbered féljande antikroppslésning maximalt 30 minuter innan matning pabérjas. Blanda biotinylerad

antikropp |Ab BIOTIN|, peroxidaskonjugerad antikropp ENZYMCONJ| och inkubationsbuffer i volymetrisk

ratio 1+1+100 i ett tomt ké&rl. Blanda noggrant, undvik skumbildning. Gor en ny I6sning innan varje analys

2 Spéadning av prover
Alla prover (alla okdnda samt ), utom de standardlésningar som levererats med kittet ska spadas 1+3 i
standard O fore test (t.ex. 20 yL+60 pL).

3 Enstegs inkubation
Pipettera 10 uL outspadd Standard , férutspadd Kontroll, och férutspadda okanda prover i respektive
brunn féljt av 150 pL nyberedd antikroppslésning. Férsegla immunostripsen med férseglingstejpen och inkubera i
12045 minuter vid rumstemperatur (18-22°C) pa ett skakbord (300 rpm).

4  Tvéttning
Tvétta immunostripsen manuellt 5 ganger med 300 L tvattbuffert ( forutspadd 1+50 i destillerat
vatten). Vid anvandning av automatisk plattvatt, folj tillverkarens anvisningar eller laboratoriets egna rutiner.
Vanligen réacker det med 5 tvéttcykler. Sakerstall att brunnarna &r fullstandigt témda efter varje manuell eller
automatisk tvattcykel.

5 Inkubation med kromogen substratlésning
Pipettera 100 uL substratlésning i varje brunn och inkubera i 15+2 minuter i mérker vid
rumstemperatur (18-22°C) pa ett skakbord (300 rpm). Anvand forseglingstejp.
Pippettera inte direkt fran vialen med TMB-substrat utan éverfér den mangd som behovs till en ren behallare och
pippettera darifran. Overbliven substratlésning skall kasseras och inte héllas tillbaka i vialen.

6 Stoppa fargreaktionen
Pipettera 100 pL stoppldsning i varje brunn.

7  Absorbansmaétning
Mat absorbansen, inom tva timmar, vid 450 nm med 650 nm som referens.

Begransningar

Om absorbansvéardet hos ett prov éverstiger vardet for Standard 5, ska provet spadas ytterligare

i Standard 0 och analyseras om.

KVALLITETSKONTROLL

God laboratoriepraxis (GLP) kréaver att kvalitetskontrollsprover anvénds i var serie av matningar for att kontrollera
metodens utférande. Kontroller skall behandlas som ok&nda prov, och resultaten analyseras med lampliga statistiska
metoder.

RESULTAT

Berékning av resultat
Anvand en kvadratisk kurvanpassning for basta resultat.

Berakna garna medelvarden av duplikatens absorbansvarden. Konstruera en standardkurva pa millimeterpapper, eller i

en lamplig mjukvara, med de sex standardvadena (x-axel) mot motsvarande CrossLaps koncentrationer (y-axel). Bestdm
koncentrationen av CrossLaps i kontrollerna och varje patientprov genom interpolering.
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Exampel pa resultat:

Standarder/ CrossLaps A450-650 Medelv Interpolerad Konc. korr. for 4X
kontroller/ konc. (nm) A450-650 CrossLaps konc. spadning

prov (na/h) Obs 1/ Obs 2 (nm) (na/l) (Hg/l)

Standard 0 0,00 0,046 /0,045 0,046

Standard 1 1,43 0,164 /0,160 0,162

Standard 2 4,24 0,402 /0,383 0,393

Standard 3 8,27 0,742 /0,700 0,721

Standard 4 16,6 1,461/ 1,366 1,414

Standard 5 23,7 2,027 /1,923 1,975

Kontroll 1 0,327/0,319 0,323 3,38 13,5

Kontroll 2 1,216/1,173 1,195 14,0 55,9

Prov | 0,162 /0,150 0,156 1,36 5,44

Prov Il 0,507 /0,500 0,504 5,56 22,2

Prov IlI 1,173/ 1,082 1,128 13,2 52,6

Observera: Data visade ovan &r ett exempel och skall inte anvéndas for att berdkna resultat av matning.

Beréakning av korrigerade CrossLaps varden

For varje prov skall koncentrationen av CrossLaps (ng/mL) samt kreatinin bestammas. Bestadm kreatininkoncentrationen
(mmol/l) i provet med en enzymatisk kolorimetrisk rutinmetod for klinisk kemiskt analysinstrument. Anvand féljande
ekvation for att berdkna det korrigerade vardet:

CrossLaps (ng/mL)
Korr. CrossLaps (pg/mmol) =
Creatinine (mM)
Performance characteristics
Detektionsgrans: 0,80 pg/L CrossLaps
Detta &r den koncentration som motsvarar tre standardavvikelser ovan genomsnittet av 21 bestamningar av blanken
(CrossLaps Standard 0) multiplicerat med spadningsfaktor 4.

Precision <6.9%
Precisionen hos Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA utvarderades for tre urinprover. Resultaten presenteras
summariskt i tabellen nedan (resultaten har inte korrigerats for spadning)

Intraassay < 3.9% (n=10) Interassay < 6.9% (n=10)
Medel SD CVv Medel SD Ccv
(ng/l) (ng/l) (%) (Hg/l) (Ho/l) (%)
5.38 0.05 3.9 5.38 0.05 3.6
21.6 0.15 2.9 21.6 0.37 6.9
56.0 0.42 3.0 56.0 0.66 4.7

Spadning/Linjéritet
Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA &r linjar i omradet 0.20 ng/mL till 40.7 ng/mL CrossLaps.

Urinprov med koncentrationen 16.7 — 52.8 ng/mL CrossLaps spaddes med standard 0 och koncentrationen av

CrossLaps bestamdes med Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA.
Data nedan ar beraknade fran 3 olika urinprove
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Dilution Procedure

Urin Std. 0 Prov 1 Prov 2 Prov 3 Overall
[%0] [%] recovery
Exp. RC Exp. RC Exp. RC (%)
(ug/L) (%) (Hg/L) (%) (Hg/L (%)
100 0 16.68 100 23.36 100 52.80 100 100
90 10 15.00 103 21.00 105 47.52 110 106
80 20 13.32 100 18.68 104 42.24 109 104
70 30 11.68 95 16.36 99 36.96 110 101
60 40 10.00 96 14.00 98 31.68 104 99
50 50 8.32 97 11.68 88 26.40 99 95
40 60 6.68 96 9.32 87 21.12 94 93
30 70 5.00 96 7.00 88 15.84 84 90
20 80 3.32 96 4.68 86 10.56 84 89
10 90 1.68 87 2.32 90 5.28 76 85
Mean 96
RC: Recovery, Exp: Expected
Forvantade varden
Det rekommenderas att laboratoriet sjalv bestdmmer gransvarden fér normala och patologiska véarden.
Population Antal individer Alder Geometriskt 95% ClI
(n) (Ar) Medelvarde
(ng/mmol)
Pre-menopausala kvinnor 25 40-49 1,66 0.83-3.32
Post-menopausala kvinnor 272 52-75 2,27 0.73-7.07
Man 25 50-78 1,46 0.53-4.04
Daglig individuell variation
Den dagliga intra-individuella variationen uppskattades genom analys av urinprover (morgon, fasta) fran 11 friska
ostmenopausala kvinnor vid 5 tillfllen éver 2 veckor.
Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA
(mg/mmol) per besdk
Mean SD CVv
Individ nr 1 2 3 4 5 (ug/mmol) | (ug/mmol) (%)
1 3.04 3.17 3.88 3.50 4.06 3.53 0.44 12
2 0.96 1.21 0.99 1.17 1.17 1.04 0.14 13
3 1.15 1.04 1.56 1.78 1.78 1.34 0.31 23
4 1.33 151 1.65 0.99 0.99 1.42 0.27 19
5 1.35 1.60 1.54 1.37 1.37 1.43 0.14 10
6 2.40 191 1.88 1.90 1.90 211 0.29 14
7 1.29 1.04 1.18 1.32 1.32 1.21 0.11 9
8 1.18 1.21 1.20 1.07 1.07 1.22 0.14 11
9 5.77 5.67 4.92 4.78 4.78 5.59 0.81 15
10 1.42 1.40 1.28 1.22 1.22 1.26 0.18 14
11 4.33 4.47 5.61 5.14 5.14 5.07 0.64 13
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UvoD

Ugel pouziti
Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA je enzymovy imuno-logicky test na kvantifikaci degradaénich produktt C-
terminalnich telopeptidl kolagenu typu | v lidské mogci.

Stanoveni Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA muze byt pouzito jako pomucka pfi indikaci kostni resorpce u ¢lovéka.
A. Monitorovani zmén kostni resorpce

1) Anti resorpéni terapie u postmenopauzalnich Zen:

a) Hormonalni substituéni terapie (HRT) pomoci hormon( a podobnych Ié¢iv

b) Bisfosfonatova terapie

B. Prfedpovéd skeletalni reakce (kostni hustoty - BMD) u postmenopauzalnich Zen podstupujicich antiresorpéni tera—pii
a) Hormonalni substituéni terapie (HRT) pomoci hormon( a podobnych Ié¢iv

b) Bisfosfonatova terapie

Omezeni

Tento test neni uréen pro pfedpovéd rozvoje osteopordzy nebo budouciho rizika zlomeniny.

Shrnuti a vyklad testu

Kolagen typu | pfedstavuje vice nez 90% organické hmoty kosti a je syntetizovan primarné v kosti (1). BEhem obnovy
kostry je typ | kolagenu degradovan a malé fragmenty peptidu jsou vyluéovany do moéi. Tyto fragmmenty mohou byt
méfeny pomoci Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA. Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA vykazuje vysoky stupefi
korelace s odpovidajicim mé&fenim vzorkd séra u Serum CrossLaps® (CTX-I) ELISA. Serum CrossLaps® (CTX-I) ELISA
je uvadén jako vhodna pomlcka pfi sledovani antiresorpéni 1é€by pacientl s metabolickym onemocnénim kosti (3 17).
Princip procedury

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA je zaloZzen na dvou vysoce specifickych monoklonalnich protilatkach proti
aminokyselinové sekvenci EKAHD-R-GGR, kde je reziduum kyseliny aspartamové (D) R-izomerizovano. Pro ziskani
specifického signalu u Urine BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA musi byt zesitény dva fetézce EKAHD-RB-GGR.

Standardy, kontroly nebo neznamé vzorky moci jsou pipetovany do pfislusnych mikrotitracnich jamek potazenych
streptavidinem, pak je aplikovana smés biotinylovanych protilatek a per-oxidazou konjugovanych protilatek. Poté se
vytvofi komplex mezi antigeny CrossLaps®, biotinylovanymi protilatkami a peroxidazou konjugovanymi protilatkami. Pak
se tento komplex vaze na povrch streptavidinu pfes biotinylované protilatky. Po jednokrokové inkubaci pfi 2-8°C jsou
jamky vyprazdnény a promyty. Pfida se chromogenni substrat a barevna reakce je zastavena kyselinou sirovou.
Nakonec je zmé&fena absorbance.

UPOZORNENI

V laboratofi je tfeba dodrzovat nasledujici opatreni:

* Nejezte, nepijte nebo nekufte v prostorach, kde pracujete s imunodiagnostickym materialem.
* Nepipetujte Usty.

» P¥i praci s imunodiagnostickym materialem pouzivejte rukavice a dobfe si pak umyjte ruce.

* Pracovni plochu pfekryjte jednorazovym absorb&nim papirem.

Varovani

Pouze pro pouziti in vitro.

» VsSechny reagencie a laboratorni zafizeni by mély byt pfi nakladani povazovany za infekéni.
» Nepouzivejte slozky kitu po datu expirace na obalu a nemichejte reagencie riznych $arzi.
Uchovéavani

Po prevzeti uchovavejte BETA CrossLaps® (CTX-1) ELISA kit pfi 2-8°C. Za téchto podminek je stabilni az do data
expirace na obalu.

MATERIALY

Odbér vzorku

JelikoZ ma kostni resorpce vyraznou kolisavost b&€hem dne primarné regulovanou pfijmem potravy (18), je doporueno
pouzit sekundarni ranni mo¢ ziskanou po hladovéni pfes noc.

Vzorky mo¢i mohou byt zchlazené (2-8°C) az po dobu jednoho tydne nebo zmrazené vzorky (<-18°C) pfi delSim
uchovavani. Pamatujte, Ze pro optimalni vysledek je doporu¢eno vzorky promichat a pak centrifugovat (napf. 2000g; 10
min) pfed pouzitim.

Dodéavany material

Pfed pouzitim kitu si prosim pfectéte sekci Opatfeni. Kit obsahuje dostatek reagencii pro 96 stanoveni.
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Streptavidinem potazené mikrotitrac¢ni desticky [MICROPLAT]

Mikrojamkové stripy (12x8 jamek) pfedem potazené streptavidinem. Dodavané v plastovém ramecku.

CrossLaps® standard [CAL (

Jedna lahvic¢ka (min. 10.0 ml/lahv.) k pouziti pfimo s PBS pufrovanym roztokem, proteinovym stabilizatorem a
konzervacni latkou.

CrossLaps® standardy |CAL 1-5

Pé&t lahvicek (min. 0.3 ml/lahv.) k pouziti pfimo, CrossLaps® standard v PBS pufrovaném roztoku s proteinovym
stabilizatorem a konzervaéni latkou. Pfesna hodnota kazdého standardu je uvedena na Certifikatu kontroly kvality.

Kontroly

Dvé lahvicky (0.5 ml/lahv.) CrossLaps® peptidu v PBS pufrovaném roztoku s proteinovym stabilizatorem a konzervacéni
latkou. Seznamte se v pfilozeném certifikatu s kontrolnim rozmezim.

Biotinylovana protilatka |ap BIOTIN

Jedna lahvicka (0.25 ml) koncentrovaného roztoku biotinylované monoklonalni mysi protilatky specifické pro degradaéni
pro-dukty C termindlnich telopeptidl kolagenu typu I|. Pfipraveno v pufrovaném roztoku s proteinovym stabilizatorem a
konzervaéni latkou.

Peroxidazou konjugovana protilatka ENZYMCONJ

Jedna lahvicka (0.25 ml) koncentrovaného roztoku per-oxidazou konjugované mysi monoklonalni protilatky specifické
pro degradacni produkty C terminalnich telopeptidd kolagenu typu I. Pfipraveno v pufrovaném roztoku s proteinovym
stabilizatorem a konzervaéni latkou.

Inkubaéni pufr

Jedna lahvic¢ka (min. 19 ml) k pfimému pouziti s pufrovanym roztokem proteinového stabilizatoru, detergentu a
konzervacni latky.

Roztok substratu [SUBS TMB

Jedna lahvicka (min. 12 ml) k pfimému pouziti s tetrametylbenzidinovym (TMB) substratem v kyselém pufru. Méjte na
paméti, Ze se chromogenni substrat mlze jevit lehce namodraly.

Zastavovaci roztok [H2S04

Jedna lahvicka (min. 12 ml) k pfimému pouziti s 0.18 mol/l kyseliny sirové.

Promyvaci roztok WASHBUF 50x

Jedna lahvic¢ka (min. 20.0 ml) koncentrovaného promyvaciho roztoku s detergentem a konzervacni latkou.

Kryci paska

Adhezivni film pro pfekryti jamek béhem inkubace.

Potfebny material, ktery neni soucasti soupravy

» Kontejner na pfipravu roztoku protilatky a promyvaciho roztoku.
+ Prfesna mikropipeta na 10-200 pl.

+ Destilovana voda

+ Presna 8 nebo 12-kanélova multipipeta na 100 pl a 150pl.

+ Zafizeni na promichani mikrodesti¢ek

* Reader na mikrotitracni desticky

POSTUP STANOVENI
Postup
Pro optimalni provedeni stanoveni je dllezité se seznamit s nize uvedenym postupem. VSechny reagencie pfed
pouzitim vytemperujte na pokojovou teplotu (18-22°C). Zjistéte pocet stripli potfebnych pro stanoveni. Je doporuceno
testovat vSechny vzorky duplicitné. Dale je potfeba v kazdém béhu celkem 16 jamek pro standardy a kontroly. Dejte
potfebny pocet stripli do plastového ramecku. Nepouzité stripy uchovavejte dobfe uzaviené ve foliovém sacku s
vysouSedlem. VSechny reagencie a vzorky pfed pouzitim dobfe promichejte (dejte pozor na tvorbu pény).
1 Priprava roztoku protilatek:

UPOZORNENI: Pripravte roztok protilatek maximalné 30 minut pfed zapogetim stanoveni. Smichejte biotinylovana
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protilatka |Ab BIOTIN|, peroxidazou konjugovana protilatka ENZYMCONJ| a inkubaéni pufr v poméru objem0

1+1+100. Opatrné michejte a zabrarite tvorbé pény. Pfipravte Cerstvy roztok pfed kazdym béhem stanoveni.
2 Predfedéni testovanych vzorkt
VSechny vzorky (neznamé vzorky a ), vyjma dodanych standardd, musi byt pfedem zfedény 1+3 ve
standardu 0 pfed testovanim (napf. 20 pl + 60 pl).
3 Jednokrokovainkubace
Pipetujte 10 pl nefedénych standardud , prfedem zfedénych kontrol a pfedem zfedénych neznamych
vzorkl do pfislusnych jamek a dale 150 pl roztoku protilatky. Imunostripy prekryjte kryci paskou a inkubujte po
120+5 minut za pokojové teploty (18 22°C) na zafizeni pro promichavani desti¢ek (300 rpm).
4  Promyvani
Imunostripy promyjte pétkrat ruéné s 300 pL pouzitim promyvaciho roztoku ( zfedéného 1 + 50
destilovanou vodou). Pfi automatickém promyti desti¢ky dodrzujte instrukce vyrobce nebo navod laboratofe.
Obycejné je 5 promyvacich cyklt adekvatni. Ujistéte se, Ze jsou jamky kompletné prazdné po kazdém ruénim nebo
automatickém promyvacim cyklu.
5 Inkubace s roztokem chromogenniho substratu
Pipetujte 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky a inkubujte po 15+2 minuty za pokojové teploty (18
22°C) ve tmé na tfepacce (300rpm). Pouzijte kryci pasku. Nepipetujte pfimo z lahvi¢ky obsahujici TMB substrat, ale
preneste si potfebny objem do Cisté nadoby. Zbyvajici substrat v této nadobce musi byt zlikvidovan a nesmi byt
vracen do originalni lahvicky.
6 Zastaveni barevné reakce
Pipetujte 100 yl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky.
7 Méreni absorbance
Méfte absorbanci pfi 450 nm s 650nm jako referenci béhem dvou hodin.
Omezeni postupu
Pokud absorbance vzorkl prekroci absorbanci standardu 5, musi byt vzorek dale zfedén v standardu 0 a analyzovan
znovu.
KONTROLA KVALITY
Pozadavky spravné laboratorni praxe (GLP) vyZaduji kontrolu kvality vzork( v kazdé sérii stanoveni, aby se ovéfilo
provedeni stanoveni. Kontroly musi byt zpracovany jako neznamé vzorky a vysledky analyzovany pfislusnymi
statistickymi metodami.
VYSLEDKY
Vypocet vysledk
Pro kfivku je doporucen kvadraticky fit.
Jako alternativu Ize pouzit vypocet pruméru duplicitné uréenych absorbanci. Sestrojte standardni kfivku na graficky papir
vynesenim pramérnych absorbanci $esti standardu (ordinata) proti odpovidajicim koncentracim CrossLaps® (abscisa).
Uréete koncentraci CrossLaps® u kontrol a kazdého pacientského vzorku interpolaci.

Priklad ziskanych vysledk
Standardy/ CrosslLaps A450-650 pramér Interpolace konc. Korekce konc.
kontroly/ konc. (nm) A450-650 CrosslLaps pro ziedéni 4X
vzorky (ng/l) Obs 1/ Obs 2 (nm) (Hg/l) (Hg/l)
Standard 0 0,00 0,046 /0,045 0,046
Standard 1 1,43 0,164 /0,160 0,162
Standard 2 4,24 0,402 /0,383 0,393
Standard 3 8,27 0,742 /0,700 0,721
Standard 4 16,6 1,461/ 1,366 1,414
Standard 5 23,7 2,027 /1,923 1,975
Kontrola 1 0,327/0,319 0,323 3,38 13,5
Kontrola 2 1,216/1,173 1,195 14,0 55,9
vzorek | 0,162 /0,150 0,156 1,36 5,44
vzorek Il 0,507 /0,500 0,504 5,56 22,2
vzorek Il 1,173/ 1,082 1,128 13,2 52,6

Poznamka: VySe uvedena data slouzi pouze pro ilustraci a nemohou byt pouzita pro vypocet vysledku.

37



Vypocet korigované hodnoty CrossLaps®

Pro kazdy vzorek moci urete koncentraci CrossLaps® (ng/ml) a koncentraci kreatininu (mM= mmol/l)

za pouziti enzymatické kolometrické metody pro analyzator klinické chemie a provedte korekci s pouzitim nasledujici
rovnice:

CrossLaps (ng/mL)
Korekce hodnoty CrossLaps (ug/mmol) =
Kreatinin (mM)
Charakteristiky provedeni
Detekcéni limit: 0.80 pg/l CrossLaps®
Jde o koncentraci odpovidajici tfem standardnim odchylkam nad praimér 21 stanoveni blanku (“CrossLaps® Standard 07)
vynasobenou diluénim faktorem 4

Presnost

<6.9%

Presnost Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA byla hodnocena pro tfi vzorky moci. Vysledky jsou shrnuty v tabulce
nize (tyto vysledky nebyly korigovany dilu¢nim faktorem)

Uvnitf stanoveni <3.9% (n=10) Mezi stanovenimi <6.9% (n=10)
Primér SD Ccv Pramér SD Ccv
(hg/) (Mg/) (%) (Mg (Mg (%)
5.38 0.05 3.9 5.38 0.05 3.6
21.6 0.15 29 21.6 0.37 6.9
56.0 0.42 3.0 56.0 0.66 4.7
Redéni/linearita
Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA je lineérni v rozmezi 0.20 ng/ml aZ 40.7 ng/ml CrossLaps®.
Vzorky moci s koncentraci 16,7 — 52,8 ng/ml CrossLaps® byly zfedény ve standardu 0 a byla uréena koncentrace
CrossLaps® pomoci Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA.
Data uvedena niZe jsou vypoctena ze 3 riiznych vzorkt moci
Postup redéni
mo¢ Std. 0 vzorek 1 vzorek 2 vzorek 2 celkova
[%] [%0] vyt&znost
Exp. RC Exp. RC Exp. RC (%)
(ug/L) (%) (ug/L) (%) (ug/L) (%)
100 0 16.68 100 23.36 100 52.80 100 100
90 10 15.00 103 21.00 105 47.52 110 106
80 20 13.32 100 18.68 104 42.24 109 104
70 30 11.68 95 16.36 99 36.96 110 101
60 40 10.00 96 14.00 98 31.68 104 99
50 50 8.32 97 11.68 88 26.40 99 95
40 60 6.68 96 9.32 87 21.12 94 93
30 70 5.00 96 7.00 88 15.84 84 90
20 80 3.32 96 4.68 86 10.56 84 89
10 90 1.68 87 2.32 90 5.28 76 85
pramér 96

RC: vytéznost, Exp: oekavané
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Ocekavané hodnoty
Je pro kazdou laboratof dobré stanovit si svij vlastni rozsah normalnich a patologickych hodnot.

Populace pocet subjektt vék Geometricky 95% ClI
(n) (roky) stfed hodnot
(ug/mmol)
Premenopauzalni zeny 25 40-49 1,66 0.83-3.32
Postmenopauzalni zeny 272 52-75 2,27 0.73-7.07
Muzi 25 50-78 1,46 0.53-4.04

Individualni variabilita mezi jednotlivymi dny
Byla zjiStovana analyzou vzorkd mo¢i (prvni ranni) od 11 zdravych postmenopauzalnich Zen pétkrat béhem 2 tydnd.

Urine BETA CrossLaps® (CTX-I) ELISA
(ng/mmol) per navstéva

Subjekt stred SD (V)
¢. 1 2 3 4 5 (ng/mmol) | (ug/mmol) (%)
1 3.04 3.17 3.88 3.50 4.06 3.53 0.44 12
2 0.96 1.21 0.99 1.17 1.17 1.04 0.14 13
3 1.15 1.04 1.56 1.78 1.78 1.34 0.31 23
4 1.33 1.51 1.65 0.99 0.99 1.42 0.27 19
5 1.35 1.60 1.54 1.37 1.37 1.43 0.14 10
6 2.40 1.91 1.88 1.90 1.90 2.11 0.29 14
7 1.29 1.04 1.18 1.32 1.32 1.21 0.11 9
8 1.18 1.21 1.20 1.07 1.07 1.22 0.14 11
9 5.77 5.67 4.92 4.78 4,78 5.59 0.81 15
10 1.42 1.40 1.28 1.22 1.22 1.26 0.18 14
11 4.33 4.47 5.61 5.14 5.14 5.07 0.64 13
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