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DEUTSCH Gebrauchsanweisung

m/rIGFBP-2 ELISA E08 96 Bestimmungen

Testprinzip Sandwich ELISA

Dauer (Inkubationszeit) 3h

Antikorperkonjugat 100fach Konzentrat

Enzymkonjugat 100fach Konzentrat

Puffer & Substrat gebrauchsfertig

Standards 7 Einzelstandards: 31,25 - 2000 pg/mL,
gefriergetrocknet, natives Maus IGFBP-2

Kalibrierung Die Kalibration des Assays erfolgte mitigls rekombinantem
Maus-IGFBP-2 der Firma R&D Syst{si\c

Assay Range 0,01 —200 ng/mL

Kontrolle 1 Kontrollserum, gefriergen%

Proben Serum oder Plasma von temgnd Mausen

Erforderliches Probenvolumen 10 pL %

Probenverdinnung 1:100

Analytische Sensitivitat 0,01 ng/mL

Durchschnittliche

Intra- / Interassay Varianz <10%

1 ZWECKBESTIMMUNG \ie
h

Quantitative Messung von insuli Wachstumsfaktor Bindungsprotein 2 (IGFBP-2)
in Maus und Ratten Serum flgwi haftliche Zwecke.
2 EINFUHRUNG

Im humanen Syst ulieren die Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGFs) die
Proliferation, Differepzie , Apoptose, Zelladhasion und den Metabolismus in verschiedensten
Geweben u e ’

IGFBP-2 ist glykosyliertes Polypetid von 31,3 kDa, das bindre IGF-Komplexe bildet und
keine zirkadiane Rhythmik aufweist. Seine Konzentration im Blut steigt beim Fasten, nach
Traumata und grof3eren Operationen, am starksten aber bei malignen Erkrankungen an.

Bei verschiedenen Tumorarten (5-10) steigt das IGFBP-2 streng mit dem Grad der Progression
an und geht in Remission auf normale Werte zurtick. Unter WH-Therapie z.B. bei Minderwuchs
(4) und bei WH-Abusus (Doping) nimmt die IGFBP-2-Konzentration ab. Bei Trisomie 18 ist
IGFBP-2 im maternalen Serum erniedrigt und IGFBP-1 erhoht; daher ist das IGFBP-2 / IGFBP-1
Verhaltnis hierfur ein Marker (17).

Transgene Organismen stellen eine gute Mdglichkeit dar, die Funktion von Genen/Proteinen zu
erforschen. Das Maus-/ Ratten-Modell stellt ein geeignetes System zur weitergehenden
Untersuchung der Bedeutung von IGFBP-2 in physiologischen und pathologischen Prozessen
dar. So fiihrt die Uberexpression des IGFBP-2 Gens in Mausen zu einer Reduktion der
postnatalen Gewichtszunahme (18) und zu einer 30%igen Gewichtsreduktion der Milz. Alle
anderen Organe weisen jedoch nur eine moderate Gewichtsreduktion auf. Effekte von IGFBP-2
auf den Organismus konnen jedoch durch die veradnderte Expression der anderen IGF-
Bindungsproteine kompensiert werden. Insbesondere im Rahmen der Erforschung der
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Tumorbiologie kann das Maus-/Ratten-System Modellcharakter fur systemische Untersuchungen
einnehmen. Die Beeinflussung der Physiologie von Tumorzellen konnte am Beispiel von IGFBP-2
transfizierten adrenokortikalen Tumorzellen anhand einer signifikant erhhten Katalaseaktivitat
gezeigt werden (19). IGFBP-2 interagiert auch Uber das RGD-Aminosauremotiv mit Tumorzellen
und kann bspw. die Invasion vom Gliomazellen stimulieren (20).

3 TESTPRINZIP

Der Mediagnost m/rIGFBP-2, E08, ist ein sogenannter Sandwich-Assay unter Verwendung
zweier spezifischer und hochaffiner Antikorper.

Der an die Mikrotiterplatte gekoppelte erste Antikérper bindet das IGFBP-2 aus der Probe,
welches im nachfolgenden Schritt vom Biotin-konjugierten anti-IGFBP-2-Antikdrper erkannt wird.
Danach bindet ein Streptavidin-Peroxidase-Enzymkonjugat hochspezifisch am Biotin. In der
abschlieRenden Substratreaktion wird hochspezifisch der Farbumschlag katalysiert, quantitativ
abhangig vom IGFBP-2-Gehalt der Proben.

4 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Der Mediagnost Kit ist nur zum In-vitro-Gebrauch und nicht zur inneren Anwendung bei d Tier geeignet. Dieses
Produkt darf nur exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben eingesetzt ®erde diagnost kann nicht fur einen
eventuellen Verlust oder Schaden haftbar gemacht werden, der durch Nichtbeach d struktionen entsteht, soweit

keine gesetzliche Regelung anderes besagt.
VORSICHT: Dieser Kit enthalt Material humanen und/oder tierischen Urs Die Bestandteile des Kits sind so

zu handhaben, als ob sie infektios waren.

Bitte verwenden Sie keine abgelaufenen, offensichtlich beschéadi obiell kontaminierten oder ausgelaufenen
Reagenzien.
Angemessene VorsichtsmaRnahmen und die Regeln der gu orpraxis missen bei Lagerung, Gebrauch und

Entsorgung der Bestandteile des Kits eingehalten werdep, Die Entsorgung der Bestandteile des Kits muss nach den
ortlichen Vorschriften erfolgen.

Reagenzien AK, EK, VP, WP
enthalten als Konservierungsmittel 5-chloro-2-methy| sothiazolin-3-one und 2-methyl-4-isothiazolin-3-one (<0,015%)
H317 Kann allergische Hautreaktionef,verdrSachen

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleid
pP272 Kontaminierte Arbeitskleid i
P261 Einatmen von Dampf ver
P333+P313 Bei Hautreizung oder
P302+P352 BEI KONTAKT MIT_DE

g7 Arztlichen Rat einholen/ arztliche Hilfe hinzuziehen.
it viel Wasser und Seife waschen.

P501 Entsorgung des Iters gemaf den ortlichen/ regionalen/ nationalen/ internationalen
Vorschriften.

Substratlésung (S)

Das TMB-Substrat (S) enthél » Tetramethylbenzidin(<0.05%)

H315 Verursécht izungen.

H319 ere Augenreizung.

H335 ege reizen

P261 iflatmep von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol vermeiden.

P305+P351+ El TAKT MIT DEN AUGEN: einige Minuten lang behutsam mit Wasser spulen.

P338 ndene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Stoppldsung (SL)
Die Stoppldsung enthélt 0,2 M Schwefelsdure (H2SO4)

H290 Kann gegeniber Metallen korrosiv sein.

H314 Verursacht schwere Veratzung der Haut und schwere Augenschéaden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.
P301+P330+ BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspulen.

P331 KEIN Erbrechen herbeifuihren.

P305+P351+ BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen.
P338 Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdéglichkeit entfernen. Weiter spulen.

P309+P310 BEI Exposition oder Unwohlsein: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

4.1 Erste-Hilfe Mal3hahmen:

Nach Hautkontakt: Nach Beriihrung mit der Haut mindestens 15 Minuten lang mit geniigend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt: Nach Berthrung mit den Augen mindestens 15 Minuten lang mit geniigend
Wasser spulen. Ausreichende Spilung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspllen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein.
Sofort einen Arzt zuziehen.
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5 PROBEN

5.1 Probenmaterial
Maus- und Rattenserum und -plasma

5.2 Probenentnahme
Hamolytische Reaktionen sind zu vermeiden.

5.3 Erforderliches Probenvolumen: 10 pL

5.4 Probenstabilitat
In fest verschliel3baren, geeigneten Probengefalde
Lagerung bei 4°C: max. 3

- Gefrier/Auftau-Zyklen: max. 5 Q
Proben sollten moglichst schnell mindestens bei +4°C gélagert ®werden. Fur die

Langzeitlagerung muss die Probe eingefroren und bei -20°C pewahrt werden. Bis zu 5
Einfrier- und Auftauzyklen zeigten keinen erheblichen Effekt%&m gemessenen IGFBP-2

Konzentrationen.

5.5 Interferenz
Hamoglobin in der Probe stéren bis zu einer K z@an von 5 mg/mL nicht. Der Einsatz
hamolytischer, lipamischer oder ikterischer, Proben Ite trotzdem zuvor vom Anwender
validiert werden.

5.6 Probenverdinnung

Die Serumproben missen vor der N@/erd[]nnt werden. Ein Extraktionsschritt ist nicht

erforderlich.

Verdinnung: 1:100
Beispiel: 10 pL o}

b uffer VP

werden zu 990 pL Verdinnungspuffer VP gegeben
(Verdunnungsfakt :100), oder fur grolRere Serien einfacher mit 1000 pL
Verdlinnungsp (1:101).
v%benverd[]nnung, wenn die Probengr6Re limitierend ist: eine
indestmenge von 2,5 pL werden mit 250 pL Verdinnungspuffer VP
t rdinnung 1:101). Das Pipettieren von so kleinen Probenmengen erfordert
chste Genauigkeit.

Nach dem Mischen innerhalb von 1 Stunde von dieser Lésung mit einer Endverdiinnung
von (1:100), 100 uL pro Bestimmung im Assay einsetzten.

Serumproben sollten vor der Messung 1:20 bis 1:500 mit Verdinnungspuffer VP verdinnt
werden, je nach erwarteten IGFBP-2-Werten (s. Kapitel: Erwartungswerte).

IFU EO8 RUO D/E 7 25.03.2015 Version 11



6

MATERIALIEN

6.1 Inhalt der Testpackung

Die im Kit gelieferten Reagenzien sind ausreichend flr 96 Tests einschliel3lich der

Standardkurve.

MTP | Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, (8x12)
beschichtet mit Kaninchen-anti-IGFBP-2-Antikorper. Vertiefungen
Die Vertiefungen sind einzeln abbrechbar.

A-G | Standards, lyophilisiert (natives Maus IGFBP-2), die Konzentrationen 7x1mL
sind auf den Etiketten und auf dem QC-Zertifikat angegeben.

KS Kontrollserum, lyophilisiert, (Maus Serum), 1x 250 pL
die Konzentration ist auf dem QC-Zertifikat angegeben.

AK Antikdrperkonjugat 100fach konzentriert, Ziegen-anti-mIGFBP-2- 1x 120 pL
Antikorper biotinyliert

EK Enzymkonjugat (POD) 100fach konz. Streptavidin Peroxid 1x 120 pL
Konjugat P

VP Verdinnungspuffer, gebrauchsfertig. 1x 120 mL
Bitte vor Gebrauch Schitteln!

WP | Waschpuffer, 20fach konzentrierte L6sung 1 x50 mL

S Substratlésung, gebrauchsfertig, Meerretti oxidase (POD)- 1x12mL
Substrat

SL Stoppldsung, gebrauchsfertig, 1x12mL
0,2 M Schwefelsaure.

- Abdeckfolie fur die Mikrotiterp 2 X
[:E:I Packungsbeilage 1x
- Qualitatskontrollzeridi -Zertifikat) 1x

6.2 Nichtmitgelief@
(A. dest. 0 mt.

Entmineralisie

notigte Materialien

Vortex-Mixer
Mikrotiterplattenschattler (350 rpm)
Mikrotiterplattenwasher (empfohlen)
Photometer fur Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und 3590 nm.

IFU EO8 RUO D/E 8
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7 TECHNISCHE HINWEISE

Lagerbedingungen
Nach Erhalt sollte der Test-Kit bei 2 - 8°C (rekonstitutierte Reagenzien bei -20°C) bis zum Verfallsdatum gelagert
werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden.

Haltbarkeit

Die Haltbarkeit der Reagenzien nach Offnung betragt 4 Wochen. Nicht verwendete Streifen der Testplatte
sind zusammen mit dem Trockenkissen luftdicht in dem wiederverschlie3baren Klippbeutel bei 2° - 8°C zu
lagern. Die Streifen bitte nur in dem mitgelieferten Rahmen verwenden. Rekonstituierte Komponenten
(Standards A — G und Kontrollserum sollten bei -20°C aufbewahrt werden. Zur weiteren Verwendung schnell
aber schonend Auftauen (keine Temperaturerhéhung Uber Raumtemperatur und kein GbermaRiges Vortexen),
bis zu 3 dieser Einfrier-Auftauzyklen zeigten keinen Einfluss auf den Test. Der 1:20 gebrauchsfertig verdinnte
Waschpuffer WP ist nur 4 Wochen haltbar.

Vorbereitung der Reagenzien

Alle Komponenten des Kits missen vor Gebrauch auf Raumtemperatur 20-25°C gebracht werden, die ewtl. in
manchen Puffern vorhandenen Prézipitate missen vor Gebrauch durch Mischen und Erwarmen wieder gelost
werden. Reagenzien aus Kits mit unterschiedlichen Chargen-Nummern sollten nicht vermischt werden.

Rekonstitution
Die Standards A-G und Kontrollserum KS werden mit dem im Kit enthaltenen Verdinnun ffer\VVP rekonstituiert. Es

empfiehlt sich zum Rekonstituieren die Reagenzien 15 Minuten bei Raumtempérattip stehen zu lassen und sie
anschlieend kréaftig mit einem Vortex-Mixer zu mischen. Schaumbildung sollt(ﬂ mieden werden.

Verdunnung

Nach der Rekonstitution wird das Kontrollserum KS im gleichen Verhaltni 00) wie die Proben mit dem

Verdunnungspuffer VP verdunnt.
Das bendtigte Volumen des Waschpuffers WP wird vorbereitet, inden%z ch Konzentrat im Verhéaltnis 1:20 mit

Aqua dest. verdunnt wird.
Inkubation
Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei - . Die Substratldsung S, stabilisiertes H,O,-

Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich—Aufbewahrung ation bitte vor Licht geschutzt.

Testdurchfihrung

Die Messungen (Leerwert, Standards A-G, Ko rum KS und Proben) sollten stets in Doppelbestimmung
durchgefiihrt werden. Um optimale Ergebni Z en, ist auf genaues Pipettieren und strikte Befolgung des
Testprotokolls zu achten. Bei der Testdurchf n Iten Standards A-G, Kontrollserum KS und die jeweiligen
Proben maglichst schnell pipettiert werdep/ZiB

sowie nachfolgend die Substratlésung &
gleichen Zeitintervall auf die Platte z
durch unterschiedliche Inkubationszei
Schitteln

Die Inkubationen sollen ge

ie Stopplosung SL sollten in der gleichen Reihenfolge und in dem

E iNQ5 Minuten). Das Antikérperkonjugat AK und Enzymkonjugat EK
Werden. Dies verhindert Variationen in der Konzentrationsbestimmung

ei mittlerer Umdrehungsfrequenz eines fur Mikrotiterplatten geeigneten Schiittlers
erfolgen. Wir empfehlen 350 auartbedingt konnen individuell Abweichungen von diesem Wert moglich sein,
dann muss die Umdfehu quenz angepasst werden. Zu geringes Schitteln kann durch ungeniigende
Vermischung deplLd zu verringerten optischen Dichten, hohen Streuungen und/oder falschen Werten fuhren,
zu starkes Schiitteln, dagegen zu erhéhten optischen Dichten und/oder falschen Werten.

Waschen
Korrektes Wasc t von grundlegender Bedeutung fiir den sicheren, richtigen und prézisen Ablauf des Testes.
Ungentgendes schen ist eine haufige Ursache fur nicht valide Testdurchfihrungen. Mégliche Folgen sind

unkontrollierte unspezifische Variationen der gemessenen optischen Dichten, die zu falschen Ergebnisberechnungen
der Proben fuihren kdnnen. Mégliche Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende Messwerte.
Zum Waschen muss der mitgelieferte und auf Gebrauchskonzentration verdinnte Waschpuffer verwendet werden.
Das Waschvolumen pro Waschzyklus und Vertiefung muss mindestens 300 L betragen.

Bei Gebrauch eines speziellen automatischen Mikrotiterplattenwashers ist unbedingt dessen
Gebrauchsanweisung zu befolgen. Die Gerateeinstellungen missen u.a. der Mikrotiterplattengeometrie und den
Parametern der Waschspezifikation angepasst werden. Es ist zu beachten, dass die Dispensier- und
Absaugkapillaren des Gerétes nicht die Oberflache der Vertiefungen der Mikrotiterplatte beschadigen. Die
verbleibende Restflissigkeit nach jedem Absaugen muss minimiert werden. Nach Ende des gesamten
Waschvorganges sollte die Menge der verbleibenden Restflissigkeit Uberpruft und ggfs. verringert werden durch
mehrmaliges Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen ist eine gute Alternative. Die Waschfliissigkeit kann dabei per Multistepper, Mehrkanalpipette
oder auch mit einer Spritzflasche dispensiert werden. Die Waschflissigkeit kann durch schwungvolles Ausschwenken
der Mikrotiterplatte Giber einem Becken entfernt werden. Falls Absaugvorrichtungen eingesetzt werden, ist darauf zu
achten, dass die Oberflachen der Vertiefungen der Mikrotiterplatte nicht beschadigt werden. Nach jedem einzelnen
Waschzyklus sollte die verbleibende Restfliissigkeit durch Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff
grundlich entfernt werden.
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8 TESTDURCHFUHRUNG

Reagenzpréaparation: Rekonstitution: Verdinnung:

Vor der Testdurchfihrung alle Reagenzien auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen.

A-G | Standards in 1 mL VerdUinnungspuffer VP -

KS |Kontrollserum in 250 pL Verdunnungspuffer VP | 1:100 mit Verdinnungspuffer VP
AK |Antikdrperkonjugat - 1:100 mit Verdunnungspuffer VP
EK |Enzymkonjugat - 1:100 mit Verdiunnungspuffer VP
WP |Waschpuffer - 1:20 mit Aqua dest.

Proben mit Verdinnungspuffer VP 1:100 verdiinnen

Testdurchfihrung in Doppelbestimmung:

Pipettieren Reagenzien Posjtion
100 pL Verdunnungspuffer VP (Leerwert) ALl/A2
1004l | Standard A (31,25 pg/mL) ¢ O B1/B2
100 pL Standard B (62,5 pg/mL) cl/c2
100 pL Standard C (125 pg/mL) D1/D2
100 pL Standard D (250 pg/mL) E1/E2
100 pL Standard E (500 pg/mL) F1/F2
100 pL Standard F (1000 pg/mL) G1/G2
100 pL Standard G (2000 pg/mL) H1/H2
100 pL Kontrollserum KS verdinnt) A3/A4
100 pL Probe :100 verdinnt) |in die restlichen Vertiefungen nach
Bedarf pipettieren

Mit Klebefolie die Vertiefun

Proben-Inkubation: 1 h 25°C, 350 rpm

5x 300 pL e Platte 5x mit je 300 uL Waschpuffer WP/ In jede Vertiefung
Verti schen
100 pL onjugat AK (1:100 verdunnt) In jede Vertiefung

rtiefungen dicht abdecken.

Inkubation: yhBei 20-25°C, 350 rpm

5x 300 uL |Absaugen und die Platte 5x mit je 300 pL Waschpuffer WP/ In jede Vertiefung
Vertiefung waschen.

100 pL Enzymkonjugat EK (1:100 verdinnt) In jede Vertiefung

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 0.5 h bei 20-25°C, 350 rpm

5x 300 uL |Absaugen und die Platte 5x mit je 300 puL Waschpuffer WP/ In jede Vertiefung
Vertiefung waschen.

100 pL Substratlosung S In jede Vertiefung
Substrat S Inkubation: 0.5 h im Dunklen bei 20-25°C
100 pL Stoppldésung SL In jede Vertiefung

Messung der Absorption innerhalb von 30 min bei 450 nm (Referenzfilter = 590 nm).
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9 QUALITATSKONTROLLE

GLP erfordert, dass mit jeder Standardkurve Kontrollen mitgefuhrt werden. Um eine
ordnungsgemal3e Durchfihrung zu gewéhrleisten, sollte eine statistisch signifikante Anzahl
der Kontrollen untersucht werden, um Mittelwerte und akzeptable Bereiche zu ermitteln. Der
Kontrollwert muss konform mit den auf dem QC-Zertifikat angegeben Wert bzw. zulédssigen
Bereich sein. Wenn die Kriterien nicht erflllt sind, ist der Test ungultig und sollte wiederholt
werden.

9.1 Qualitatskriterien

Zur Auswertung des Testes sollte gewahrleistet sein, dass die Extinktionen des Leerwertes
0,25 Einheiten nicht Uberschreiten, Standard G sollte dagegen Extinktionen dber 1,0
Einheiten erreichen. Proben, die hohere Extinktionen als der Standard G erzielen, liegen
aullerhalb der Standardkurve, zur sicheren Bestimmung sollten diese Proben in einer
zweiten Testdurchfiihrung bei hdherer Verdiinnung nochmals bestimmt werden.

10  AUSWERTUNG Q

Standard A B C D F G

10.1 Erstellung der Standardkurve * 9
Die bereitgestellten Standards enthalten folgende native mI%& onzentrationen:
50

pg/mL 31,25 62,5 125 1000 2000

ng/mL | 0,03125 | 0,0625 0,125 5 1 2

1) Ermittlung des Mittelwertes der ischen Dichte des Leerwertes aus den
Doppelbestimmungen (Vertiefung A1/A2).

2) Von den Mittelwerten der optis@Dichte der Standardkonzentrationen und der

Proben wird der mittlere Leerwertabgezogen.
3) Die Standardkonzentration -Aghse) werden gegen die gemessene optische Dichte
(y-Achse) aufgetragen.

4) Die Berechnung der_Stangdardkurve sollte durch ein statistisches Programm erfolgen,
da die Kurve i. Allgt ntght ideal durch eine lineare Regression beschrieben wird. Ein

hohergradige nom, 4-Parameter-Anpassungen oder nicht-lineare
Regression s% uswertung geeignet, in manchen Fallen kann eine Spline oder
Punkt-zu-Punk passung angebracht sein.

tion des jeweiligen fir die Proben berechneten IGFBP-2-Gehaltes mit
chenden Verdinnungsfaktor der Proben ergibt die IGFBP-2-

5)
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10.2 Beispiel einer typischen Standardkurve

Die exemplarischen Daten und die Standardkurve in der Abbildung 1 kdnnen nicht fur die
Berechnung der Testergebnisse genutzt werden! Fir jeden Test muss eine eigene
Standardkurve mitgefuhrt werden.

Leerwert A B C D E F G

pg/mL 0,0 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000

OD @s0620nmy 0,112 | 0,042 0,083 0,159 0,325 0,632 1,237 2,27

2,5

y =-0,0974x?+ 1,3315x- 0,0024
R?=1

1,5 -

0,5

Leerwert korrigierte Extinktionen des Standards [a.u.]

0 ;
0 0,5
S

o]

M
3 |
(%3}

ationen [ng/mil]

\&

Z
Abbildung 1: Exemplaris€he Sgandardkurve

10.3 Beispielhaft I%ﬁung der IGFBP-2-Konzentration
Probenverdi +

Gemesse nktion der Probe: 0,961
Gemessene ktion des Leerwertes: 0,112

Aus der Differenz der Proben-Extinktion und der Extinktion des Leerwertes (0,112)
berechnet Ihr Auswertungsprogramm mit der entsprechenden Kurvenanpassung (hier:
Polynom 2. Grades) die IGFBP-2-Konzentration der verdinnten Probe durch Auflésen der
Gleichung aus Abb. 1. In diesem Fall ergibt sich eine IGFBP-2-Konzentration in der
verdunnten Probe von

0,849 = -0,0974x? + 1,3315x - 0,0024
Rz=1
0,673 ng/mL = x

und unter Beriicksichtigung des Verdinnungsfaktors (1:100) somit eine IGFBP-2-
Konzentration in der unverdinnten Probe von

0,673 ng/mL ~ 100 = 67,3 ng/mL
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11 ERWARTUNGSWERTE

IGFBP-2 Konzentrationen wurden in mehreren handelstiblichen Maus- und Rattenseren
getestet. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 1: Erwartungswerte IGFBP-2-Serumkonzentrationen von 5 Maus- und 4
Rattenseren

Median min. max.
Mausserum 5 81.0 ng/ml 38,1 ng/mL 105,7 ng/mL
Rattenserum 4 24.2 ng/ml 10,7 ng/mL 59,7 ng/mL

Je nach Tierstamm, Mutation oder Individuum kénnen die IGFBP-2 Serum-Konzentrationen
variieren. Wir empfehlen eine vorherige individuelle Uberpriifung.

12 ASSAY EIGENSCHAFTEN UND VALIDIERUNG Q

12.1 Sensitivitat N Q
Die Sensitivitat wurde durch Messen des Leerwertes und der Bégec g des theoretischen
Konzentration des Leerwertes + 2SD ermittelt. Die analytig€Che Sensitivitat dieses Testes

betragt 0.01 ng/ml.
12.2 Kalibrierung K

m Maus-IGFBP-2 der Firma R&D

Die Kalibration des Assays erfolgte mittels reko
Systems Inc. (Minneapolis, USA; www.rnds

12.3 Spezifitat

Die Spezifitat dieses ELISAs wur d@esten von Kreuzreaktivitat mit menschlichen
IGFBPs: IGFBP -1, -2, -3, -4, -5, und -§,sowie mit rekombinantem Maus und Ratten IGFBP-
3 untersucht. Diese wurden als % it einer Konzentration von 500 ng/ml verwendet.
Die gemessene Kreuzreaktivitat begrug jeweils weniger als 10 %.

12.4 Prazision

Intra—Assay-Varianz%
Drei Proben wu% fach in dem gleichen Test gemessen. Die Ergebnisse sind in der

Tabelle 2 zusSehen ermittelte Varaitionskoeffizienbetrug im Mittel 3.9%
Tabelle 2: ssay Variation
Probe 1 Probe 2 Probe 3
Mittel [ng/mL] 124,25 9,39 42,22
SA [ng/mL] 4,08 0,32 2,51
VK% 3,29 3,41 5,96
n 16 16 16

Inter-Assay-Varianz

Vier Serumproben wurden in 16 unabh&ngigen Tests gemessen. Der Variationskoeffizient
betrug im Mittel 5.1% (SA 1.3). Beispielhafte Ergebnisse werden in der Tabelle 3 gezeigt.
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Tabelle 3: Inter-Assay Variation

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Mittel [ng/mL] 126,07 102,75 25,60 10,40
SA [ng/mL] 5,09 3,95 1,21 0,61
VK% 4,04 3,84 4,73 5,89
n 16 16 16 16
Linearitat

Drei verschiedenen Serumproben wurden in einem Bereich von 1:5 bis 1:320 verdinnt. Die
gemessene m/rIGFBP-2-Konzentration in jeder L6ésung wurde mit dem theoretisch
erwarteten Wert (Abbildung 2) verglichen.

1,80
L 4
1,60 -
*
1,40 n \

=
£
& 1,20
£
o
& 1,00 |
T
9 # Probe 1
=
5 0,80 - < M Probe 2
§ 4] Probe 3
3 0,60 -
go
@
an
0,40 "

Erwartete m/rIGFE

o @
0,00 = . . . -
0,00 0,50 1,00 0 2,00 2,50
qna 1

Abbildung 2: Linearitd

W Dargestellt sind die gemessenen Konzentrationen in
a) Maus- und b) Rattenseten

verschiedenen Verdinnungen

12.5 euzreaktivitdt mit anderen Spezies
Mehrere handelsybliche Tierseren wurden als Proben (1:10/ 1:100) in diesem Test
verwendet. are Signale wurden im Serum der folgenden Arten detektiert:

Pferd, Meerschweinchen, Hund, Katze, Esel, Ziege.

Keine Signal wurden detektiert in: Schwein-, Rinder-, Kaninchen-, Hihner- oder Schafs-
Proben
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ENGLISH Instructions for use

m/rIGFBP-2 ELISA E08 96 Determinations

Principle of the test Sandwich ELISA

Duration (incubation period) 3h

Antibody Conjugate 100-fold concentrate

Enzyme Conjugate 100-fold concentrate

Buffer and Substrate Ready for use

Standards 7 single standards: 31.25 - 2000 pg/mL,
lyophilized, native mouse IGFBP-2

Calibration The assay is calibrated against the recogibinant Mouse-IGFBP-2
of R&D Systems Inc.

Assay Range 0.01 —200 ng/mL *

Control 1 Control Serum, lyophilized

Sample Serum from rat and mous

Required sample volume 10 pL

Sample dilution 1:100

Analytical sensitivity 0.01 ng/mL

Average <10%

Intra- / Inter-Assay Variance @
1 INTENDED USE \
This enzyme immunoassay kit is sui measuring IGFBP-2 in mouse and rat serum for scientific

purposes.

2 INTRODUCTION
Insulin-like growth factor regulate the proliferation, differentation, apoptosis, cell adhesion

and metabolism in varipus ues and cell types
IGFBP-2 is an 9+ated polypetide of 31.3 kDa, which forms binary IGF-complexes and

shows no cir rhythm in the circulation. The serum concentration of IGFBP-2 increases in
fasting, after or gurgery and after trauma, but the increasing of the concentration is most
intensive in mali t diseases.

The correlation of the IGFBP-2 level to the degree of progression is a striking feature in various
tumor types as is the normalization of the IGFBP-serum levels after remission (5-10). During the
GH-therapy, e.g. in short stature and in GH-abuse (doping) the IGFBP-2 level decreases. In
Trisomy 18 IGFBP-2 in maternal serum is decreased and IGFBP-1 is increased; therefore the ratio
IGFBP-2 /IGFBP-1 is a marker for this chromosome abnormality (17).

Transgenic organisms are a good opportunity to investigate the function of genes or proteins. The
mouse or rat model is a well-suited system for investigation of the relevance of IGFBP-2 in
physiological and pathological processes. Over expression of the IGFBP-2 gene in mice results in a
weight reduction of 30% in spleen and moderately reduced weight in other organs (18). Effects of
IGFBP-2 on the organism can be compensated through the modified expression of other IGF-
Binding proteins.

Especially in tumor biology the mouse and rat systems enable investigation of the systemic
relevance of IGFBP-2. IGFBP-2 influences tumor cells as it induces catalase activity in
adrenocortical cells (19). Furthermore IGFBP-2 interacts with tumor cells via its RGD-amino acid

sequence and seems to stimulate cell invasion of glioma cells (20).
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3 ASSAY PRINCIPLE

The Mediagnost m/rIGFBP-2 ELISA, EO08 is a so-called sandwich-assay. It utilizes two different
specific high affinity polyclonal antibodies for this protein. The IGFBP-2 in the samples binds
guantitatively to the immobilized antibody. In the following step, the biotinylated antibody in turn
binds IGFBP-2. After washing, a streptavidin-peroxidase-enzyme conjugate will be added, which will
bind highly specific to the biotin of the antibody. Subsequently, the peroxidase catalyzes an
enzymatic reaction resulting in a blue coloration. The intensity of the blue color depends on the
IGFBP-2 content of the sample. The reaction is stopped by the addition of stop solution and color
intensity is quantified by measuring the absorption.

4 WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Use only. For Professional use only.

The Mediagnost kit is suitable only for in vitro and not for internal use in humans and animals. Followgstric e test protocol. Use the
valid version of the package insert provided with the kit. Be sure that everything has been understoad, Mediagnost will not be held
responsible for any loss or damage (except as required by statute) howsoever caused, outof noncompliance with the
instructions provided. *

Do not use obvious damaged or microbial contaminated or spilled material. \
Il%ents and patient’s specimens

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin. Therefore,
should be treated as potentially infectious.

Appropriate precautions and good laboratory practices must be used i
disposal of the kit components must be made according to the local reg

Reagents AK, EK, VP, WP

Contain as preservative 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin- and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one (<0.015%)
H317 May cause an allergic skin reaction,

P280 Wear protective gloves/ protective cl@thin e protection/ face protection.

pP272 Contaminated work clothing should no allowed out of the workplace.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/, rs/ spray.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Gg dical advice/ attention.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with pl and water.

P501 Dispose of contents/ co ardance with local/ regional/ national/ international regulations.

Substrate Solution (S)
The TMB-Substrate (S) contains
H315 Causes skin jrri

H319 Causes seri

H335 May,

P261 Ayoid br

P305+P351+ I

P338 Re tact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

Stopping Solution (SL)
The Stopping solution contains 0.2 M acid sulphur acid (H 2SOa)

H290 May be corrosive to metals.

H314 Causes severe skin burns and eye damage.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P301+P330+ IF SWALLOWED: rinse mouth.

P331 Do NOT induce vomiting.

P305+P351+ IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.

P338 Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P309+P310 IF exposed or if you feel unwell: Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician. General first air
procedures:

4.1 General first aid procedures:

Skin contact: Wash affected area rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. Remove contaminated cloths and shoes.
Eye contact: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. In order to assure an effectual
rinsing spread the eyelids.

Ingestion: After swallowing the product, if the affected person is conscious, rinse out the mouth with plenty of water: seek medical
advice immediately.
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5 SAMPLES

51 Sample type
Mouse and Rat Serum Plasma

5.2 Specimen collection
Haemolytic reactions have to be avoided.

5.3 Requested sample volume: 10 pl serum.

54 Sample stability
In firmly closable sample vials
Storage at 4°C:max 3 Days Q
Freeze/-thaw cycles: max.5 *

the sample has to be kept frozen at -20°C.
Samples were kept frozen and freeze-thaw cycles were applied
change the measured IGFBP-2 concentration significantlz

It is recommended to store samples as soon as possible at Iea%&:. or any long time storage

o 5 freeze-thaw cycles did not

5.5 Interferenz

Hemoglobin in the sample do not interfere to a concentration of 5 mg/mL.
However, the use of hemolytic, lipemic or ict amples should be validated by the user.

5.6 Sample dilution

Samples must be diluted prior
required.

easlirement prior to measurement. An extraction step is not

Dilution: 1:100 wit n*Buffer VP
Example: Pipet Dilution Buffer VP in PE-/PP-Tubes add 10 pL Serum (dilution
factor 100

If sam miting, a minimum of 2.5 pL sample might be used alternatively, dilution
in 250 uL n Buffer VP yields a dilution of 1:101

After Mixing use 100 pL of this dilution in the assay.

ize i

Serum samples should be diluted prior to measurement 1:20 — 1:500-fold with Dilution Buffer
VP, depending on the expected values (see chapter Expected Values).
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6 MATERIALS

6.1 Materials provided
The reagents listed below are sufficient for 96 wells including the standard curve.

MTP | Microtiter plate, ready for use, coated with rabbit-anti-IGFBP-2 (8x12) wells
antibody. Wells are separately breakable.
A-G Standards, lyophilised (native mouse IGFBP-2), concentrations are 7x1mL
given on the vial labels and on the QC-certificate.
KS Control Serum, lyophilised, (mouse serum), 1x 250 pL
the concentration is given on the QC-Certificate.
AK Antibody Conjugate 100-fold concentrated, goat-anti-mIGFBP-2- 1x 120 uL
Antibody biotinylated
EK Enzymkonjugat (POD) 100-fold concentrated, Streptavidin x 120 pL
Peroxidase-Conjugate . O
VP Dilution Buffer, ready for use. 1x120 mL
Please shake before use!
WP Washing Buffer, 20-fold concentrated solution 1 x50 mL
S Substrate, ready for use, horseradish-peroxida 9 RP) substrate 1x12mL
SL Stopping Solution, ready for use, 0.2 ric acid. 1x12mL
- Sealing Tape, for covering the mi r plate 2 X
I:E] Instructions for use 1x
- Quality Control Certificate ertificate) 1x

6.2 Materials required¥ut'ot provided
- Distilled (Aquad s@or deionized water for dilution of the Washing Bu

(A. dest.), 950 mL.

Precisiopfpipgtte§ and multichannel pipettes with disposable plastic tips
olypropylene PP tubes for dilution of samples
Vortex-mi
Microtiter plate shaker (350 rpm)

Microtiter plate washer (recommended)

Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and 3590 nm
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7 TECHNICAL NOTES

Storage Conditions

Store the kit at 2-8°C after receipt until its expiry date. The lyophilized reagents should be stored at —20 °C after reconstitution. Avoid repeated
thawing and freezing.

Storage Life

The shelf life of the components after initial opening is warranted for 4 weeks, store the unused strips and microtiter wells airtight together
with the desiccant at 2-8°C in the clip-lock bag, use in the frame provided. The reconstituted components standards A-G and Control
Serum KS must be stored at —20°C (max. 4 weeks). For further use, thaw quickly but gently (avoid temperature increase above room

temperature and avoid excessive vortexing). Up to 3 of the freeze-thaw cycles did not influence the assay. The 1:20 diluted Washing Buffer

WP is 4 weeks stable at 2-8°C

Preparation of reagents

Bring all reagents to room temperature (20 - 25°C) before use. Possible precipitations in the buffers have to be resolved before usage
by mixing and / or warming. Reagents with different lot numbers cannot be mixed.

Reconstitution

The Standards A — G and Control KS are reconstituted with the Dilution Buffer VP. It is recommended to rec@nstituted reagents at room
temperature for 15 minutes and then to mix them thoroughly but gently (no foam should result) with a r.

Dilution ¢

After reconstitution dilute the Control Serum KS with the Dilution Buffer VP in the same ratio (1:1 ample.

The required volume of Washing Buffer WP is prepared by 1:20 dilution of the provided 20- oncentrate with Aqua dest.
Assay Procedure

When performing the assay, Blank, Standards A-G, Control Serum KS and the
minutes). To avoid distortions due to differences in incubation times, Antibo
succeeding Substrate Solution S should be added to the plate in the sa
Solution SL should be added to the plate in the same order as Substrate So!
All determinations (Blank, Standards A-G, Control Serum KS and sample
pipetting and adherence to the protocol are recommended.

Incubation
Incubation at room temperature means: Incubation at 2@. The Substrate Solution S, stabilised H,O,-Tetramethylbencidine, is

les Id be pipette as fast as possible (e.g. <15
ate AK, Enzyme Conjugate EK as well as the
the same time interval as the samples. Stopping

should be assayed in duplicate. For optimal results, accurate

photosensitive—store and incubation in the dark.
Shaking

lead to inadequate mixing of the solutions an g*low optical densities, high variations and/ or false values, excessive shaking may
result in high optical densities and/ or false v,

Washing
Proper washing is of basic import ecure, reliable and precise performance of the test. Incomplete washing is common and will
adversely affect the test outcome. sequences may be uncontrolled unspecific variations of measured optical densities, potentially
leading to false results calculati@hs o xamined samples. Effects like high background values or high variations may indicate washing
problems.

All washing must be
well must be 300 plf

d the provided Washing Buffer WP diluted to usage concentration. \Washing volume per washing cycle and

The danger of handling tentially infectious material must be taken into account.

When using an automatic microtiter plate washer, the respective instructions fur use must be carefully followed. Device adjustments, e.g. for
plate geometry and the provided washing parameters, must be performed. Dispensing and aspirating manifold must not scratch the inside well
surface. Provisions must be made that the remaining fluid volume of every aspiration step is minimized. Following the last aspiration step of
each washing cycle, this could be controlled, and possible remaining fluid could then be removed, by inverting the plate and repeatedly
tapping it dry on non-fuzzy absorbent tissue.

Manual washing is an adequate alternative option. Washing Buffer may be dispensed via a multistepper device, a multichannel pipette, or a
squirt bottle. The fluid may be removed by dynamical swinging out the microtiter plate over a basin. If aspirating devices are used, care has to
be taken that the inside well surface is not scratched. Subsequent to every single washing step, the remaining fluid should be removed by
inverting the plate and repeatedly tapping it dry on non-fuzzy absorbent tissue.
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8 ASSAY PROCEDURE

Preparation of reagents: Reconstitution: Dilution:

Before assay procedure bring all reagents to room temperature 20-25°C.

A-G |Standards in 1 mL Dilution Buffer VP -

KS |Control Serum in 250 uL Dilution Buffer VP | 1:100 with Dilution Buffer VP
AK |Antbody Conjugate - 1:100 with Dilution Buffer VP
EK |Enzyme Conjugate - 1:100 with Dilution Buffer VP
WP |Washing Buffer - 1:20 with Aqua dest.

Sample dilution: with Dilution Buffer VP 1:100

Assay Procedure in Double Determination:

Pipettie Reagenzien *

100 pL Dilution Buffer VP (Blank)

100 pL Standard A (31.25 pg/mL) 6 B1/B2

100 pL Standard B (62.5 pg/mL) cl/Cc2

100 pL Standard C (125 pg/mL) D1/D2

100 pL Standard D (250 pg/mL) E1/E2

100 pL Standard E (500 pg/mL) F1/F2

100 pL Standard F (1000 pg/mL) Gl/G2

100 pL Standard G (2000 pg/mL) H1/H2

100 pL Control Serum uted) A3/A4

100 pL Sample diluted) in the rest of the wells according
the requirements pipettieren

Cover the wells with the sealin

5x 300 uL |Aspirate the In each well
each Washi

100 pL Antibo In each well

Cover the wel

Incubation: 1 h

5x 300 pL | Aspirate the contents of the wells and wash 5 x with 300 pL In each well
each Washing Buffer WP/ well.

100 pL Enzyme Conjugate EK (1:100 diluted) In each well

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 0.5 h at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 uL | Aspirate the contents of the wells and wash 5 x with 300 pL In each well
each Washing Buffer WP/ well.

100 pL Substrate Solution S In each well

Substrat S Incubation: 0.5 h in the Dark at 20-25°C

100 pL Stopping Solution SL

In jede Vertiefung

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm with 2 590 nm as reference wavelength.
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9 QUALITY CONTROL

Good laboratory practice requires that controls are included in each assay. A statistically significant
number of controls should be assayed to establish mean values and acceptable ranges to assure
proper performance. The test results are only valid if the test has been performed following the
instructions. Moreover the user must strictly adhere to the rules of GLP (Good Laboratory Practice)
or other applicable federal, state or local standards/laws. The measured control value must be
concordant with the valid range stated on the QC Certificate.

If the criteria are not met, the run is not valid and should be repeated. Each laboratory should use
known samples as further controls.

9.1 Quality criteria
For the evaluation of the assay it is required that the absorbance values of the blank should be

below 0.25, and the absorbance of standard G should be above 1.00.
Samples, which yield higher absorbance values than Standard G, should l@sted with a higher

dilution.
0\( >

10  EVALUATION OF RESULTS q
10.1 Establishing of the standard curve X
The standards provided contain the following concentiati tive mIGFBP-2:
Standard A B C E F G
pg/mL 31.25 62.5 125 250 500 1000 2000
ng/mL | 0.03125 | 0.0625 0.125 .25 0.5 1 2
1) Calculate the mean absorban lue for the blank from the duplicated determination (well

AL/A2).

2)  Subtract the mean absorbancenof blank from the mean absorbance of all other samples
and standards.

3) Plot the standard cofic ions on the x-axis versus the mean value of the absorbance of the

standards on the g-a
4) Recomme at%ﬂalculation of the standard curve should be done by using a computer
use the curve is in general (without respective transformation) not ideally
ar regression. A higher-grade polynomial, or four parametric logistic (4-
PL) curve fitYor non-linear regression are usually suitable for the evaluation (as might be
spline or point-to-point alignment in individual cases).

5) The IGFBP-2 concentration in ng/mL (or pg/mL, according the chosen unit for the standards)
of the samples can be calculated by multiplication with the respective dilution factor.
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10.2

The following data is for demonstration only and cannot be used in place of data generation at the
time of assay.

Example of a typical standard curve

Blank A B C D E F G
pg/mL 0.0 31.25 62.5 125 250 500 1000 2000
OD @s0-620nm) ~ 0.112 | 0.042 0.083 0.159 0.325 0.632 1.237 2.27

N
wn

y =-0,0974x2+ 1,3315x - 0,0024
R2=1

o8}
L

Lot
n

o\o(\
S
>

0 0,5 1 1,5 2 2,5
STD Concentrations [

[y
1

Blank corrected Extinctions of the Standards [a.u.]
o
n

Figure 1. Exemplary standard curve

The exemplary shown standard curv
You have to establish a standard e

ure 1 cannot be used for calculation of your test results.
each test you conduct!

10.3 Exemplary ca ioh of IGFBP-2 concentrations

Sample dilution: 1:100
Measured extifictiont of your sample

of the blank

0.961

Measured extincti 0.112

Your measurement program will calculate the IGFBP-2 concentration of the diluted sample
automatically by using the difference of sample and blank for the calculation. You only have to
determine the most suitable curve fit (here: polynomial 2nd degree).

In this exemplary case the following equation is solved by the program to calculate the IGFBP-2
concentration in the sample:
0.849 = -0.0974x? + 1.3315x — 0.0024

0.673 =X

If the dilution factor (1:100) is taken into account the IGFBP-2 concentration of the undiluted sample
is

0.673 ng/mL ~ 100 = 67.3 ng/mL
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11 EXPECTED VALUES

Several commercially available mouse and rat sera have been tested for their IGFBP-2
concentrations, following results were obtained:

Table 1: Expected values IGFBP-2 serum concentrations from 5 mouse- and 4 rat sera

n Median min. max.
Mouse Sera 5 81.0 ng/ml 38.1 ng/mL 105.7 ng/mL
Rat Sera 4 24.2 ng/ml 10.7 ng/mL 59.7 ng/mL

Significant variations of serum values depending on the individual animal or the respective strain or
mutant are likely, prior verification is recommended.

12 PERFORMANCE CHARACTERISTICS Q

12.1 Sensitivity .

Sensitivity was assessed by measuring the blank and calculating theltheo¥rétical concentration of the
blank +2SD. The analytical sensitivity of the EO8 is 0.01 ng/ml.

12.2 Calibration

The assay has been calibrated against the recombinant @GFBP-Z of R&D Systems Inc.
(Minneapolis, USA; www.rndsystems.com).

12.3 Specificity
The specificity of this ELISA was investi by testing cross reactivity with human IGFBPs:
IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, and -6 as w with recombinant mouse and rat IGFBP-3. These
parameters were applied as samples wi concentration of 500 ng/mL. Measured cross reactivity
was less than 10% each.

12.4 Reproducibility and«Preeisi

Intra-assay-Variation

Four serum samples whe
variation was 5.1¢

sured in 16 independent assays. On average the coefficient of
xemplary results are shown in table 2.

Table 2: IntradAs riation
Sample 1 Sample 2 Sample 3
Mean [ng/mL] 124.25 9.39 42.22
SD [ng/mL] 4.08 0.32 2.51
CV% 3.29 3.41 5.96
n 16 16 16
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Inter-assay-Variation

Four serum samples where measured in 16 independent assays. On average the coefficient of
variation was 5.1% (SD 1.3). Exemplary results are shown in table 3.

Table 3: Inter-Assay Variation

Sample 1 | Sample 2 | Sample 3 | Sample 4
Mean [ng/mL] 126,07 102,75 25,60 10,40
SD [ng/mL] 5,09 3,95 1,21 0,61
CV% 4,04 3,84 4,73 5,89
n 16 16 16 16

12.5 Linearity Q
Three different serum samples were diluted and the recalcdate@G BP-2 concentration

measured in each dilution is compared to the theoretically expecte igure 2). Samples were
diluted from 1:5 up to 1:320.

. K
’
1,60
(A @
@?
n

|
2
n Q ample 3
o
0,00 .
0,00 0,50 1,00 0 2,00 2,50
Expefted m/| 2 [ng/mL]

Figure 2: Line ample dilution: Shown are the measured concentrations in different
dilutions of a) o m and b) rat serum samples.

e o g e g
g 8 8 8 8
*

measured m/riGFBP-2 [ng/mL]

o

=

=}
n
%

0,20 [ag

12.6 SpeciesS¥Cross-Reactivity

Species Cross-Reactivity

Several commercially available animal sera have been used as samples (1:10/1:100) in this assay.
A signal was detected in the serum of the following species:
Horse, guinea pig, dog, cat, donkey, goat

No signal was detected in:
Pig, bovine, rabbit, chicken, sheep samples
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Internationale Assay Description

A-G |[sTD 1mL [BUAVP -
KS |[Control 250 uL [BUA VP 1:100 [DILU|[BUF vP
AK |[Ab] - 1:100 VP
EK |[CONJ - 1:100 DILU BUF VP
WP |WASHBUF |[20x| - 1:20 A. dest.
SPE 1:100 VP
20-25 °C

100 pL VP

100 pL A (31.25 pg/mL)

100 pL B (62.5 pg/ mL)

100 pl C (125 pg/ mL)

100 pL D (250 pg/ mL)

100 pL E (500 pg/ mL)

100 pL F (1000 pg/ mL)

100 pL G (2000 pg/ mL)

100 pL KS 1:100 ".m"‘

100 uL  |[SPE 1:100 DILU [BUR VP,

TAPE

h " PC/20-25| < |350 rpm

5x 300 pL 5x WASHBUR WP

100 uL IAb] AK

TAPE
1h Pd20-25 [ o, | 350 rpm
5x 300 pL 5x WASHBUF WP

100 pL CONJ| EK

TAPE
0.5h 20-25 | «> |350 rpm
5x 300 pL 5x WASHBUF WP

100 pL ISUBST| TMB| S

0.5 h °C|20-25
100 pL SL

IFU EO8 RUO D/E 28 25.03.2015 Version 11




