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PACKUNGSBEILAGE DEUTSCH
TECHNISCHE EIGENSCHAFTEN und EINSATZMOGLICHKEITEN

¢ Quantitativer Nachweis von IGFBP-1 in humanem Serum und in anderen Korperflussigkeiten
z.B. Amnionflussigkeit, Muttermilch, Urin, Speichel usw. sowie in Zellkulturmedium

¢ extrem hohe analytische Sensitivitat von 0,02 ng/ml
¢ Inter-Assay Varianz von 7,4% und Intra-Assay Varianz von 6,8%

¢ Ergebnisse in nur 1,75 h Inkubationszeit

EINFUHRUNG

Die Insulin-Like Growth Factors-1 und -l sind in Geweben und Kérperflissigkeiten an spezifische
Bindungsproteine gebunden. Bis heute kbnnen 7 Bindungsproteine (IGFBP-1 bis 7) und mehrere
IGFBP-related Proteins unterschieden werden. Durch sie bzw. ihre proteolytische Spaltung wird
die biologische Verfligbarkeit der IGFs reguliert. Sowohl die aus der Spaltung resultierenden
Fragmente als auch die Bindungsproteine an sich zeigen verschiedene IGF-unabhangige
Wirkungen bspw. auf die Migration und Proliferation von Zellen.

IGFBP-1 (Plazenta Protein 12) ist aus 234 Aminoséuren aufgebaut, besitzt eine Molekularmasse
von ca. 25 kD und das Gen ist auf dem Chromosom 7 lokalisiert [1, 2]. Die Bildung von IGFBP-1
erfolgt hauptséachlich in der fotalen und adulten Leber sowie dem dezidualen Endometrium und
variiert in der Intensitat wahrend des Menstruationszyklus mit einer maximalen Expression in der
spaten sekretorischen Phase [3, 4]. Des weiteren zeigt die IGFBP-1 Konzentration in
humanem Serum diurnale Schwankungen (um den Faktor 10), welche eine Reaktion auf
veranderte Insulin Konzentrationen darstellen [5]. Posttranslational kann IGFBP-1 durch
Phosphorylierung an den Serin-Resten 101,119 und 169 modifiziert werden.
Phosphoryliertes IGFBP-1 zeigt eine hohere Affinitat zu IGF-I und ist die Uberwiegende Form
im adulten Menschen. IGFBP-1, welches vom Endometrium sekretiert wird, weist gegeniber
dem IGFBP-1 aus der Leber einen deutlich geringeren Phosphorylierungsgrad auf [6].

Mit Beginn der Schwangerschaft steigt die IGFBP-1 Konzentration im Serum der Mutter
deutlich an und erreicht in 22-23 Gestationswoche ein Maximum (2. Trimester: 75,8 ng/ml
[5]), zum Ende der Schwangerschaft sinkt die IGFBP-1 Konzentration im maternalen Serum
wieder ab. Dabei ist auffallig, das die IGFBP-1 Konzentration in der Amnionflussigkeit um
den Faktor 1000 hoher liegt als im Serum. Der zyklische Konzentrationsverlauf tritt in der
Amnionflissigkeit jedoch ebenso auf wie im Serum [7].

Der Konzentrationsverlauf im Serum der Mutter findet sich ebenso im Serum des Fotus
wieder: hohe IGFBP-1 Spiegel, die von der Geburt an auf den niedrigen steady-state Level
der Pubertat und des Erwachsenenalters abfallen [8, 9].

Die IGFBP-1 Konzentration in humanem Serum wird wesentlich durch den Erndhrungsstatus
und dabei Uber Veranderungen des Insulin-Levels bestimmt. Sinkende IGFBP-1 Serum
Konzentrationen treten bei Fasten und Diabetes steigende bei intensiver sportlicher
Betatigung auf [10-12].

Die Bedeutung von IGFBP-1 als diagnostischer Parameter wurde in den letzten Jahren auf
unterschiedlichen Gebieten untersucht. Dabei zeigte sich, dass die IGFBP-1 Konzentration
insbesondere in den folgenden Bereichen diagnostisch genutzt werden kann:
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- Energiemetabolismus

Aufgrund der Beeinflussung der IGFBP-1 Konzentration in humanem Serum durch
Insulin, stellt IGFBP-1 einen mdglichen Marker fur die Entwicklung einer Insulin-
Resistenz dar.

Im Rahmen einer 23 Probanden umfassenden Studie konnten Maddux et al zeigen,
dass IGFBP-1 Konzentrationen sehr gut mit der Glucose-Aufnahme Rate korrelieren.
Bei den nicht diabetischen Probanden korrelierten die IGFBP-1 Serumkonzentrationen
besser mit der Insulin Aktivitat, gemessen im euglykdmischen Clamp Versuch, als der
HOMA Index [13].

- Schwangerschaftsdiagnostik

Im Rahmen der Schwangerschaftsdiagnostik konnten verschiedene mdgliche
diagnostische Anwendungen fir IGFBP-1 gezeigt werden. Dabei wurde insbesondere
die Bedeutung von IGFBP-1 als Marker fir Fruchtblasenrisse sowie fir intrauterine
Wachstumsstérungen nachgewiesen. Des weiteren gibt es Hinweise fir die Eignung
als diagnostischer Marker im maternalen Serum fur Trisomie 18, dabei jedoch scheint
das Verhaltnis von IGFBP-1 zu IGFBP-2 von besonderer Aussagekraft zu sein [14].

Ein eindeutiger Unterschied konnte in der IGFBP-1 Serum-Konzentration zwischen
gesunden Schwangeren und diabetischen bzw. praeklamptischen Schwangeren
bestimmt werden (102,8 vs. 203,71 bzw. 281,09 ng/ml) [15].

Auch bei der Evaluation von IGFBP-1 als Marker fur Fruchtblasenrisse konnte eine
hohe Sensitivitdt (75%) und Spezifitat fur die IGFBP-1 (97%) Konzentration in
Sekreten von Vagina und Gebarmutter gezeigt werden. Dabei wurde im Falle einer
intakten Fruchtblase eine IGFBP-1 Konzentration von < 90ng/ml, innerhalb von acht
Stunden nach spontanem oder induzierten Riss der Fruchtblase betrugen die IGFBP-1
Konzentrationen im Median 1900 ng/ml. Hier wurden Werte von >100ng/ml als
positiver Nachweis von Amnionflissigkeit interpretiert [16]. Ein positiver Predictive
Value von 97% macht deutlich, dass IGFBP-1 ein geeigneter Marker fur den
vorzeitigen Fruchtblasenriss (Premature rupture of fetal membranes) ist [17].

EINSATZMOGLICHKEITEN

Der Mediagnost IGFBP-1 ELISA EOL1 ist dazu geeignet IGFBP-1 in humanem Serum und
Plasma sowie weiteren Korperflissigkeiten, wie z.B. Amnionflissigkeit, Muttermilch, Speichel
oder Urin nachzuweisen. In Zellkulturmedien kann mit ihm ebenfalls die Konzentration von
IGFBP-1 bestimmt werden.

Assay Eigenschaften und Validierung

Die Standards des ELISA EO1 bestehen aus nativem humanem IGFBP-1 in Konzentrationen
von 0,0.1,0.5,1, 2,4 und 8 ng/ml.

Die analytische Sensitivitat des ELISA EO1 betragt 0,02 ng/ml (zweifache Standardabweichung
des Null-Standards in 22facher Bestimmung).

Die Bestimmung von IGFBP-1 mit dem ELISA EO1 ist Uber einen weiten Bereich
verdunnungsecht, die Linearitat von Serumverdinnungen ist hervorragend (s. Tab. 1).
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Tabelle 1: Verdiinnungslinearitat (hier: typische Ergebnisse zweier verschiedener Seren)

Verdlnnung: Pro_bel Verdlnnung: Pro_be2

(rekalkuliert, ng/ml) (rekalkuliert, ng/ml)

1:2,5 14,38 1:2,5 16,81

1.5 14,22 1:5 15,51

1:10 13,42 1:10 16,22

1:20 13,81 1:20 14,45

1:40 13,11 1:40 15,12

1:80 12,52 1:80 13,43

1:160 14,65 1:160 15,95
MW / 1SA | VK% 13,73/0,76 /5,53 MW / 1SA | VK% 15,36/1,14 /7,44

MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, VK = Variationskoeffizient

Die Wiederfindung von nativem IGFBP-1 in verschiedenen Probenmatrizes sowie deren
endogener Gehalt ist in Tabelle 4 aufgefihrt.

Es wurde eine vernachlassigbar geringe Kreuzreaktivitdt gegen rekombinantes IGFBP-2 und
IGFBP-3 gemessen, bei Einsatz von je 500 ng/ml wurden weniger als 0,0015 % quantifiziert.

Die Inter- und Intra-Assay Variationskoeffizienten sind kleiner als 7,4% bzw. 6,8%.
Beispielhafte Bestimmungen sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 dargestelit.

Tabelle 2 : Inter-Assay-Varianz (n=9)

Mittelwert Standardabweichung Variations-Koeffizient
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Probe 1 2,31 0,12 5,23
Probe 2 18,41 1,36 7,36
Probe 3 32,79 2,22 6,75

Tabelle 3: Intra-Assay-Varianz (n=20)

Mittelwert Standardabweichung Variations-Koeffizient
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Probe 1 1,45 0,08 5,87
Probe 2 20,64 1,29 6,23
Probe 3 162,99 11,09 6,81

Der Vergleich der IGFBP-1 Konzentrationsbestimmungen von 35 Seren gesunder Erwachsener
mit dem Mediagnost IGFBP-1 ELISA EO1 und einem kommerziell erhaltlichen ELISA zeigte eine
sehr gute Ubereinstimmung der absoluten Konzentrationen mit sehr hoher Korrelation: y= 1,15x
+0,12; r>= 0,94, der Vergleich mit einem weiteren kommerziellen ELISA ergab, bei ebenfalls sehr
hoher Korrelation der Messwerte: y= 3,33x + 3,0; r’= 0,90, Messwerte bei etwa einem Drittel der
jeweiligen Konzentrationen.

Proben: Eignung, Vorbereitung und Lagerung

Uneingeschréankt geeignet sind Serumproben, EDTA- und Heparin-Plasmaproben und andere
biologische Flussigkeiten z.B. Amnionflissigkeit. Werte in Citrat -Plasma sind um ca. 15%
erniedrigt. Eine spezielle externe Probenvorbehandlung ist nicht nétig. Leichte Hamolyse der
Proben stort die Bestimmung nicht.

Generell sollten Proben so schnell wie moglich nach der Abnahme gekuhlt werden. Falls
zwischen Abnahme und Bestimmung ein langerer Zeitraum liegt, sollten die unverdinnten
Proben bei -20°C oder Kkalter in fest verschlieBbaren Plastikgefallen aufbewahrt werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Serum/Plasma sollte prinzipiell vermieden werden
(gegebenenfalls subaliquotieren) einige Zyklen (3x) haben in unseren Versuchen jedoch auf

die messbare IGFBP-1 Konzentration keine Auswirkungen gehabit.
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Fur die meisten Untersuchungen (z.B. Serum- oder Plasmaproben bei denen keine
Extremwerte zu erwarten sind, s. Tab. 4 fir weitere Details) sollten Verdiinnungen von 1:16
in Verdinnungspuffer VP geeignet sein. Damit ergibt sich ein Assay-Bereich von 0 bis 128
ng/ml.

Vorschlag Verdinnungsprotokoll:

300 pl Verdunnungspuffer VP in PE-/PP-Gefal3e vorlegen (bei grol3eren Serien empfiehlt
sich hierfir die Verwendung eines Multi-Steppers), dazu 20 pl Serum- oder Plasma
pipettieren (Proben sind 1:16 verdinnt) und jeweils sofort mischen.

Nach dem Mischen bitte innerhalb von 1 Stunde von dieser Losung 50 ul pro Bestimmung
im Assay einsetzten.

Gegebenenfalls kann natirlich, je nach erwarteten IGFBP-1-Werten, geringer (mindestens
jedoch 1:2,5) oder starker in Verdinnungspuffer VP verdinnt werden. Die IGFBP-1
Konzentrationen in anderen humanen Korperflissigkeiten und in Kulturiberstanden kénnen
stark von den Serumwerten abweichen. Beispielhafte Messwerte sowie die jeweils
empfohlenen Verdinnungen sind in Tab. 4 aufgeflhrt.

Tabelle 4:  Probenmatrizes, Wiederfindung und Verdinnungsempfehlung

Konzentration Wiederfindung von empfohlene Verdiinnung
Test-Proben IGFBP-1 zugesetztem nativem als Probe EO1
(ng/ml) IGFBP-1
Amnionflissigkeit 8.140,0 nb. Individuell verschieden
16.450,0 mind.1:5000 — 1:25000
0 .
Muttermilch golg 91% (be|n:.Lt.):'L0 verd) 1:10
Urin 0,07 89,8% (bei 1:2,5 Verd.) 1:2,5
Speichel < 0,02 ng/ml 62,5% (bei 1:2,5 Verd.) mind. 1:2,5
Bronchiallavage < 0,02 ng/ml 100% (bei 1:2,5 Verd.) 1:2,5
Sputum < 0,02 ng/ml 100% (bei 1:20 Verd.) 1:20
Serumpool 0,57 105,1%(bei 1:16 Verd.) 1:16 (allgem. Empfehlung)
Schwangerenseren n.b. n.b. 1:25
Zellkulturmedium individuell verschieden 94,5% (bei 1:5 Verd.) individurﬁliln\éerls.lcahieden,

n.b.= nicht bestimmt
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MATERIALIEN
Inhalt der Testpackung

Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen, die in 12
1) ||MT abnehmbare Streifen a 8 Vertiefungen (einzeln abbrechbar) aufgeteilt ist. Die Platte ist mit
einem Antikdrper gegen humanes IGFBP-1 beschichtet.

Standards A-G, 500 upl, lyophilisiert, enthalten natives humanes IGFBP-1. Die
Standardkurve deckt einen Bereich von 0 bis 8 ng/ml (0; 0,1; 0,5; 1; 2; 4 und 8 ng/ml)

2) IGFBP-1 ab, die einzelnen Standards werden in je 500 pl Verdinnungspuffer
rekonstituiert. Fir den Assay werden jeweils 50 ul pro Vertiefung eingesetzt.
3) Verdinnungspuffer VP, 125 ml, gebrauchsfertig, bitte zur Verdiinnung der Standards

und den Proben verwenden

Kontrollseren KS1 and KS2, 250 pl, lyophilisiert, enthalten humanes Serum und miissen
in je 250 pl Verdunnungsbuffer VP rekonstituiert werden. Die IGFBP-1 Soll-
4) ONTROL Konzentrationen und die Schwankungsbereiche sind auf dem Etikett angegeben. Sie
sollten im Assay in den gleichen Verdiinnungen wie die jeweiligen Proben eingesetzt
werden, bitte 50 pl pro Vertiefung einsetzen.

Antikdrperkonjugat AK, 6 ml, enthalt biotinylierten anti-human IGFBP-1 Antikorper,

I|| [@ 9l ] @) ) 0
C o) = >
W Z C I T
(A) [

5) gebrauchsfertige Losung, bitte 50 pl pro Vertiefung einsetzen.
6) Enzymkonjugat EK, 12 ml, gebrauchsfertig, enthdlt POD (Meerettich-Peroxidase)-
markiertes Streptavidin, gebrauchsfertige Losung bitte 100 pl pro Vertiefung einsetzen.
Waschpuffer WP, 50 ml, 20-fach konzentrierte Losung, bitte vor Gebrauch 1:20 mit
7 WASHBUF| | A.dest. oder entmineralisiertem Wasser verdiinnen (z.B. den gesamten Flascheninhalt von
20X 50 ml im Standzylinder auf 1000 ml auffullen). Achtung: endverdiinnt ist der Waschpuffer
nur 4 Wochen haltbar, bitte nur nach Bedarf ansetzen.
Substrat S, 12 ml, gebrauchsfertig, Meerettich-Peroxidase-(POD)-Substrat, stabilisiertes
8) -
H,0,-Tetramethylbenzidin
9) 2S04 Stopplésung SL, 12 ml, gebrauchsfertig, 0,2 M Schwefelséure
10) Abdeckfolie fur Mikrotiterplatten, 2 Stuck, selbstklebend

Zusatzlich bendtigte Materialien

Destilliertes oder entmineralisiertes Wasser zum Verdinnen des Waschpuffers WP
Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen
Vortex-Mischgerat

Mikrotiterplattenwasher (empfohlen)

Photometer fur Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und >590 nm.
Polyethylen PE/ Polypropylen PP Rohrchen zum Verdinnen der Proben

TECHNISCHE HINWEISE

Reagenzien mit unterschiedlichen Lot-Nummern sollten nicht vermischt werden. Alle Reagenzien
sind ungeoffnet, lichtgeschitzt und bei 2° - 8°C gelagert mindestens haltbar bis zum
Verfallsdatum (s. Etikett).

Bei sachgemaRer Handhabung ist die Haltbarkeit der Reagenzien nach Offnung nicht
beeintrachtigt. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden. Wenn mehrere
unabhangige Messungen uber eine langere Periode mit einem Kit geplant sind, wird vorherige
Aliquotierung der Komponenten in passende Volumina empfohlen.

Alle Komponenten des Kits missen vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden, die
evil. in manchen Puffern vorhandenen Préazipitate missen vor Gebrauch durch Mischen und
Erwarmen wieder geltst werden.

Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei 20 - 25°C.

Korrektes Waschen ist von grundlegender Bedeutung fir den sicheren, richtigen und prézisen
Ablauf des Testes. Ungenigendes Waschen ist eine haufige Ursache fir nicht valide
Testdurchfiihrungen. Mdgliche Folgen sind unkontrollierte unspezifische Variationen der
gemessenen optischen Dichten, die zu falschen Ergebnisberechnungen der Proben fiihren
kénnen. Mdgliche Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende Messwerte.
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Zum Waschen muss der mitgelieferte und auf Gebrauchskonzentration verdinnte Waschpuffer
verwendet werden. Das Waschvolumen pro Waschzyklus und Vertiefung muss mindestens 300
pl betragen.

Die mogliche Gefahrdung durch den Umgang mit zumindest potentiell infektibsem Material muss
beachtet werden.

Bei Gebrauch eines speziellen automatischen Mikrotiterplattenwashers ist unbedingt dessen
Gebrauchsanweisung zu  befolgen. Die  Gerateeinstellungen muissen 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 tberprift und ggfs. verringert werden durch mehrmaliges
Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen ist eine gute Alternativoption. Die Waschflissigkeit kann dabei per
Multistepper, Mehrkanalpipette oder auch mit einer Spritzflasche dispensiert werden. Die
Waschflussigkeit kann durch schwungvolles Ausschwenken der Mikrotiterplatte Uber 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 Restflissigkeit durch Ausklopfen der
Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff griindlich entfernt werden.

Standards und Kontrollen

Die Standards A — G und Kontrollseren KS1 & KS2 werden mit dem im Kit enthaltenen
Probenpuffer VP rekonstituiert. Es empfiehlt sich, zum Rekonstituieren die Reagenzien 15
Minuten bei Raumtemperatur stehen zu lassen und sie anschliel3end kréftig mit einem Vortex-
Mixer zu mischen. Schaumbildung sollte jedoch vermieden werden.

Die rekonstitutierten Komponenten soliten bei -20°C (oder kélter) aufbewahrt werden, dies
verlangert die Haltbarkeit auf mind. 3 Monate. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen sollte
vermieden werden. 3 Einfrier-/Auftauzyklen haben keinen messbaren Einfluss auf den Test.
Wenn mehrere unabhangige IGFBP-1-Messungen Uber eine langere Periode mit einem Kit
geplant sind, wird vorherige Aliquotierung der Komponenten in passende Volumina empfohlen.

Waschpuffer
Der 1:20 gebrauchsfertig verdiinnte Waschpuffer WP ist max. 4 Wochen bei 4°C haltbar, bitte
nur nach Bedarf ansetzen.

Testplatte

Nicht verwendete Streifen der Testplatten sind zusammen mit dem Trockenkissen luftdicht in dem
wiederverschlieBbaren Klipbeutel bei 2° - 8°C zu lagern. Die Haltbarkeit ist bei sachgerechter
Lagerung nicht eingeschrankt.

Substrat
Die Substratlésung S, stabilisiertes H,O,-Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich —
Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschuitzt.
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WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Der Mediagnost Kit ist nur zur In-vitro-Diagnostik und nicht zur inneren Anwendung bei Mensch und Tier
geeignet. Dieses Produkt darf nur exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben eingesetzt werden.
Mediagnost kann nicht fir einen eventuellen Verlust oder Schaden haftbar gemacht werden, der durch
Nichtbeachtung der Instruktionen entsteht, soweit keine gesetzliche Regelung anderes besagt.

Angemessene VorsichtsmaRnahmen und die Regeln der guten Laborpraxis missen bei Lagerung, Gebrauch
und Entsorgung der Bestandteile des Kits eingehalten werden. Die Entsorgung der Bestandteile des Kits muss
nach den értlichen Vorschriften erfolgen.

Die gemessenen Extinktionen sind u.a. stark abhéngig von der Temperatur, aber die berechneten Werte
werden durch die Temperatur nicht beeinflusst.

Bitte benutzen Sie separate Pipettenspitzen fiir jede Probe, Kontrolle und Reagenz um Kreuzkontaminationen
zu vermeiden. Bitte verwenden Sie Behéltnisse nur fir jeweils einzelne Reagenzien. Giel3en Sie die
Reagenzien nicht zuriick in die OriginalgefaRe. Mischen Sie den Inhalt der jeweiligen Vertiefungen der
Mikrotiterplatten griindlich. Verwenden Sie die Mikrotiterplattenvertiefungen nur jeweils einmal. Lassen Sie
keine Vertiefung wahrend des Assay-Vorgangs vollig austrocknen, sondern fiigen Sie die jeweils folgenden
Reagenzien sofort nach dem Abschluss des Waschvorganges dazu.

VORSICHT: Dieser Kit enthéalt Material humanen und/oder tierischen Ursprungs. Die Bestandteile des
Kits sind so zu handhaben, als ob sie infektios waren.

Menschliches Serum:

In folgenden Komponenten enthalten: KS1 & KS2

Die humanen Materialien, die fir die Praparation der Kontrollseren verwendet wurden, sind durch von der US-
amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehérde FDA empfohlene Nachweisverfahren auf die Prasenz von
Antikérpern gegen Humanes Immundefiziens-Virus (HIV | und Il), gegen Hepatitis B-Oberflachenantigen und
gegen Hepatitis C Virus geprift und fir negativ befunden worden. Da kein Test das Vorhandensein von
infektiosen Erregern vollig ausschlieBen kann, sollten die Reagenzien gemaR den Vorgaben der
Biosicherheitsstufe 2 gehandhabt werden.

2-Methyl-4-Isothiazolin-3-one

als Konservierungsmittel <0.01% in folgenden Komponenten enthalten: AK, EK, VP

R34 Verursacht Veratzungen

R43 Kann bei Hautkontakt zur Sensibilisierung fiihren

S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spulen und Arzt aufsuchen
S36/37 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und —handschuhe tragen

S45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen

5-Chloro-2-Methyl-2H-Isothiazolin-3-one and 2-methyl-2H-Isothiazol-3-one
als Konservierungsmittel <0.01% in folgenden Komponenten enthalten: AK, EK, VP, WP

R36/38 Reizend fir Augen und Haut

R43 Kann bei Hautkontakt zur Sensibilisierung fiihren

S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spulen und Arzt aufsuchen
S28.1 Im Falle von Hautkontakt sofort mit viel Wasser waschen

Substratldsung (S)

Das TMB-Substrat (S) enthalt 3,3",5,5" Tetramethylbenzidin.

R20/21/R22 Gesundheitsschadlich bei Inhalation, Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken
R36/37/38 Reizend/ Irritierend fur Augen, Haut und Atmungssystem

S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spilen und Arzt aufsuchen

S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen

Stoppldésung (SL)
Die Stoppldsung enthélt 0,2 M Schwefelsaure (H,SO,)

R36/38 Reizt die Augen und die Haut
S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spulen und einen Arzt aufsuchen
S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen

Erste-Hilfe MaRnahmen:

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

Nach Augenkontakt: Nach Berihrung mit den Augen wahrend mindestens 15 Minuten mit gentiigend Wasser
spulen. Ausreichende Spulung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspiilen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein. Sofort einen
Arzt zuziehen.
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TESTDURCHFUHRUNG

Bei der Testdurchfihrung sollten Standards A-G, Kontrollseren KS1 & KS2 und die jeweiligen
Proben mdglichst schnell pipettiert werden (z.B. in 15 Minuten). Das Enzym-Konjugat EK, die
Substratlosung S sowie die Stopplosung SL sollten jeweils in derselben Reihenfolge und in
demselben Zeitintervall auf die Platte zugegeben werden. Dies verhindert Variationen in der
Konzentrationsbestimmung durch unterschiedliche Inkubationszeiten.

Die Messungen (Standards, Kontrollen und Proben) sollten stets in Doppelbestimmung
durchgefihrt werden. Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf genaues Pipettieren und strikte
Befolgung des Testprotokolls zu achten.

WICHTIG: Die Vertiefungen A1l und A2 bitte bis zur Substrat Zugabe, Schritt 8, frei lassen
1) In alle Vertiefungen aulRer A1/A2, die benutzt werden sollen, 50 pl Antikérperkonjugat
AK pipettieren.

2) in die Positionen B1/2 je 50 pl Standard A (0 ng/ml),
in die Positionen C1/2 je 50 pl Standard B (0,1 ng/ml),
in die Positionen D1/2 je 50 ul Standard C (0,5 ng/ml),
in die Positionen E1/2 je 50 ul Standard D (1 ng/ml),
in die Positionen F1/2 je 50 ul Standard E (2 ng/ml),
in die Positionen G1/2 je 50 ul Standard F (4 ng/ml),
in die Positionen H1/2 je 50 ul Standard G (8 ng/ml).

Zur Kontrolle der korrekten Durchfihrung des Tests konnen je 50 pl der 1:16 in
Verdunnungspuffer VP (oder entsprechend der jeweiligen Verdinnung der Proben)
verdunnten Kontrolle KS1 in die Positionen A3/4 gegeben werden und Kontrolle KS2 in
B3/B4.

In die restlichen Vertiefungen kénnen je 50 ul der verdiinnten Proben (i.Allg. 1:16 in
Verdunnungspuffer VP verdinnt, die Verdlinnungen bitte sofort nach Probenzugabe
mischen und innerhalb von 60 Minuten verwenden) pipettiert werden.

3) Die Vertiefungen der Platte werden mit Klebefolie dicht abgedeckt und 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert.

4) Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Losungen abgesaugt und die Platte mit
300 ul Waschpuffer WP / Vertiefung finfmal gewaschen.

5) Nach dem letzten Waschschritt werden 100 ul Enzymkonjugat EK in jede Vertiefung
pipettiert, aulRer A1/A2.

6) Die Vertiefungen der Platte werden mit Klebefolie dicht abgedeckt und 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

7) Nach Abschluss dieser Inkubation wird die Platte wie in Schritt 4) beschrieben 5x
gewaschen.

8) In jede Vertiefung werden 100 ul der Substratldsung S pipettiert, auch in A1/A2.
9) Die Platte wird 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

10) Nach Ablauf der Inkubationszeit wird in jede Vertiefung, auch in A1/A2, 100 ul
Stopplésung SL pipettiert.

11) Die Ausmessung der Farbreaktion erfolgt innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm
(Referenzfilter 2590 nm).
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AUSWERTUNG

Berechnung der Standardkurve

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 hdhere Extinktionen als der Standard G erzielen, liegen
aulRerhalb der Standardkurve, zur sicheren Bestimmung sollten diese Proben in einer
zweiten Testdurchfiihrung bei héherer Verdinnung nochmals bestimmt werden.

Die bereitgestellten Standards enthalten folgende hIGFBP-1 Konzentrationen:

Standard A B C D E F G
ng/ml 0 0.1 0.5 1 2 4 8

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

2) Von den Mittelwerten der optischen Dichte der Standardkonzentrationen und der
Proben wird der mittlere Leerwert abgezogen.

3) Die Standardkonzentrationen (x-Achse) werden gegen die gemessene optische Dichte
(y-Achse) aufgetragen.

4) Die Berechnung der Standardkurve sollte durch ein statistisches Programm erfolgen,
da die Kurve i.Allg. nicht ideal durch eine lineare Regression beschrieben wird. Ein
héhergradiges Polynom, 4-Parameter-Anpassungen oder nicht-lineare Regression sind
zur Auswertung geeignet, in manchen Féllen kann eine Spline oder Punkt-zu-Punkt
Anpassung angebracht sein.

5) Die Multiplikation der jeweiligen fur die Proben berechneten Konzentration mit dem
entsprechenden Verdunnungsfaktor der Proben ergibt die Endkonzentration in ng/ml.

ERWARTUNGSWERTE

Die IGFBP-1 Konzentrationen in humanen Serumproben von 69 gesunden Probanden wurde
mit dem Mediagnost EO1 Kit gemessen. Es zeigten sich leichte geschlechtsspezifische
Differenzen. Dabei lag die Konzentration aller Proben im Bereich von 0,23 ng/ml bis 17,94
ng/ml (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Erwartungswerte in Serum gesunder Erwachsener

Geschlecht Anzahl der Mittelwert Median Min. — Max.:
Proben [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]

weiblich 33 4,79 4,24 0,23 - 16,07

mannlich 36 5,22 2,71 0,42 -17,94

gesamt 69 5,01 2,77 0,23-17,94
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PACKAGE INSERT ENGLISH

TECHNICAL FEATURES+APPLICATIONS

¢ Quantitative determination of IGFBP-1 in serum and in other body fluids, like e.g. amniotic
fluid, milk, urine or saliva etc. and in cell culture media.

¢ extremely high analytical sensitivity of 0.02 ng/ml
¢ Inter-Assay variation of 7,4% and Intra-Assay variation of 6,8%

¢ results available in only 1.75 h incubation time

INTRODUCTION

The Insulin-like Growth Factors | and — Il are free in body fluids and tissues but are bound to
specific binding proteins. Until today seven different binding proteins (IGFBP-1 to —7) can be
differentiated additionally several IGFBP-related proteins have also been detected.
Bioavailability of IGF is regulated by these IGFBPs or better their proteolytic cleavage which
reduces affinity to IGF. But the IGFBPs as well as their proteolytic fragments can also exert
IGF-independent effects, like influencing cell migration or proliferation.

IGFBP-1 (Placental Protein 12) consists of 234 aminoacids and has a molecular weight of
approximately 25kDa. The coding DNA region is located on chromosome 7 [1, 2]. IGFBP-1 is
mainly synthesized by foetal and adult liver tissue and decidual endometrium. Intensity of
Expression varies enduring menstruation with a maximal expression in the late secretory phase
[3, 4]. Further IGFBP-1 expression seems to be regulated by Insulin concentration, with Insulin
inhibiting the expression. Insulin regulation results in diurnal fluctuations of up to factor 10 [5] .
IGFBP-1 is posttranslational modificated by phosphorylation of serine residues 101, 119 and 169.
Phosphorylation has physiological relevance as it increases affinity of IGFBP-1 to IGF. In adult
humans phosphorylated IGFBP-1 of the liver is the predominant form in circulation. IGFBP-1
produced by endometrial tissue is significantly less phosphorylated than the liver originated form
[6].

In pregnancy IGFBP-1 maternal serum concentration increases significantly with maximal
values in the second trimester or 22-23 week of gestation (75.8 ng/ml) [5] and decreases
slowly until term. IGFBP-1 concentration are not only increased in maternal but also in foetal
serum and with extremely high concentrations in amnion fluid. Here concentration can reach
more than the 1000-fold of serum values [7]. Long-term changes of serum IGFBP-1
concentration can also be found in amnion fluid: IGFBP-1 level of the child decreases after
birth until it reaches the low steady-state level of puberty and adulthood [8, 9].

Short term IGFBP-1 serum concentration is strongly influenced by nutrition level and
therewith by insulin. Decreasing IGFBP-1 levels can be found enduring fasting or in diabetes;
IGFBP-1 levels increase in case of intensive exercises [10-12].

Relevance of serum and amnion IGFBP-1 in diagnostics has been investigated in several
areas. A diagnostic value was assigned for trisomy 18, intrauterine growth retardation,
endometrial tumors and pre-eclampsia [14].

Thoroughly investigated was the diagnostic value in insulin resistance and pre-term rupture
of the membrane and especially in the second field a significant diagnostic value could be
demonstrated.
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- Energy metabolism

Based on the influence of Insulin on IGFBP-1 serum concentrations IGFBP-1 is said to
be a possible marker for insulin resistance. Because measurement of IGFBP-1 is
much easier facilitated than Glucose — uptake rate this would simplify diagnosis of
insulin resistance.

In a small study Maddux et al were able to demonstrate with 23 non-diabetic patients,
that IGFBP-1 serum concentration correlated very well with Glucose-uptake rate, even
better than the HOMA index does [13].

- Pregnancy
In pregnancy a significant difference in IGFBP-1 serum concentration of healthy
pregnant and diabetic and pre-eclamptic women was found (102,8 vs. 203,71 or
281,09 ng/ml respectively) [15].

Also the evaluation of IGFBP-1 as marker for membrane rupture showed a high
specificity (97%) and sensitivity (75%) of IGFBP-1 in vaginal/cervical secrets. In case
of intact membrane IGFBP-1 concentration was < 90ng/ml in the secretion. Enduring 8
hours after spontaneous or induced membrane rupture IGFBP-1 values increased
significantly with a median concentration of 1900 ng/ml. In this study IGFBP-1
concentrations von >100ng/ml were set as threshold for detection of amnion fluid and
therewith diagnosis of membrane rupture [16]. A positive predictive value of 97%
clearly shows that IGFBP-1 is a suitable marker for premature membrane rupture [17].

INTENDED USE

This enzyme immunoassay kit is suited for measuring IGFBP-1 in human serum or Heparin and
EDTA plasma or in other body fluids, for example amnion fluid, mother milk, urine or saliva, as for
diagnostic and scientific purposes. It is also suited to quantitate IGFBP-1 in cell culture media.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS AND VALIDATION

The Mediagnost ELISA for IGFBP-1 EO1 is a so-called Sandwich-Assay. It utilizes two specific
and high affinity antibodies for this protein. The IGFBP-1 in the sample binds to the immobilized
first antibody on the microtiter plate. In the following step, the biotinylated and Streptavidin-
Peroxidase conjugated second specific anti-IGFBP-1-Antibody binds in turn to the immobilised
IGFBP-1. Finally, the bound peroxidase catalyses the substrate reaction resulting in a colored
product. Therefore colour intensity is highly specific and quantitatively depending on the IGFBP-1-
level of the samples.

The standards of the ELISA EO1 are native human IGFBP-1 in concentrations of 0; 0.1; 0.5; 1;
2; 4 and 8 ng/ml.

The analytical sensitivity of the ELISA EO1 yields 0.02 ng/ml (equal to 2 pg per well; 2 SD of
zero standard in 22fold determination).

The determination of IGFBP-1 with Mediagnost ELISA EO1 is over a very wide range authentic in
dilution. The linearity of serum dilutions is over a wide range excellent (table 1).
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Table 1. Linearity of Dilution (typical results of 2 different sera)

Dilution: (re-calscalljrl?ﬂ?elz,lng/ml) Dilution: (re-calscirr;?el?j,zng/ml)
1:2.5 14.38 1:2.5 16.81
1:5 14.22 15 15.51
1:10 13.42 1:10 16.22
1:20 13.81 1:20 14.45
1:40 13.11 1:40 15.12
1:80 12.52 1:80 13.43
1:160 14.65 1:160 15.95
AV /1SD/ CV% 13.73/0.76 / 5.53 AV /1SD/ CV% 15.36/1.14/7.44

AV = average value, SD = standard deviation, CV = coefficient of variation

The recovery of native IGFBP-1 in different sample matrices is listed in table 4 (page 13).

The measured cross reactivity for recombinant IGFBP-2 as well as IGFBP-3 was found to be
negligible, measured in 500 ng/ml each, less than 0.0015% were quantitated.

The Inter- and Intra-Assay coefficients of variation were found less than 7.4% and 6.8%.
Exemplary determinations are shown in table 2 and table 3.

Table 2: Inter-Assay-Variation

Average Value Standard Deviation Coefficient of Variation
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Sample 1 2.31 0.12 5.23
Sample 2 18.41 1.36 7.36
Sample 3 32.79 2.22 6.75

Table 3: Intra-Assay-Variation

Average Value Standard Deviation Coefficient of Variation
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Sample 1 1.45 0.08 5.87
Sample 2 20.64 1.29 6.23
Sample 3 162.99 11.09 6.81

The comparison of IGFBP-1 determinations of 35 sera from healthy adults with the
Mediagnost ELISA EO1 and another commercially available ELISA yields a very good
accordance of absolute concentrations by a very high correlation: y= 1.15x + 0.12; r*= 0.94,
the comparison with a further commercial ELISA yields, at a likewise very high correlation:
y= 3.33x + 3.0; r’= 0,90, measured values of approx. one third of the respective
concentrations.

SPECIMEN COLLECTION, PREPARATION AND STORAGE

Serum samples, EDTA- and Heparin-Plasma samples are suitable. A special external sample
preparation prior to assay is not required. Results in Citrate-Plasma are about 15% reduced.
Slight hemolysis of the samples doesn't disturb the determination.

Samples should be handled as recommended in general: as fast as possible and chilled as
soon as possible. In case there will be a longer period between the sample withdrawal and
determination store the undiluted samples frozen -20°C or below in tightly closable plastic
tubes. Avoid on principal repeated freeze-thaw cycles of serum/plasma (if required, please
subaliquote) although IGFBP-1 levels were found to be unaffected by few cycles(3x) in our
experiments.

IGFBP-1 ELISA EO1 17 EO1 d/e 221211 Version 7



In most determinations (e.g. Serum- or Plasma samples and no extreme values expected,
see table 4 for further details) the dilution of 1:16 with Dilution Buffer VP is suitable, the
respective covered range would be 0 to 128 ng/ml.

Suggestion for dilution protocol:

Pipette 300 ul Dilution Buffer VP in PE-/PP-Tubes (application of a multi-stepper is recommended in larger
series), add 20 pl Serum- or Plasma (dilution 1:16) and mix each tube immediately. After mixing use 50 pl of
this solution within 1 hour per determination in the assay.

Where required, depending on the expected IGFBP-1-values, the dilution with Dilution Buffer
VP can be higher or lower (at least however 1:2.5). The IGFBP-1 concentrations maybe
completely different in body fluids of human origin other than serum or in cell culture
supernatants. Examples as well as dilution recommendations are given in table 4.

Table 4: Sample matrices, recovery and dilution recommendation
Samoles Concentration Recovery of added Recommended Dilution as
b IGFBP-1 (ng/ml) IGFBP-1 Sample in EO1
_— . 8,140.0 individually different
Amniotic Fluid 16,450.0 n.d. at least 1:5000 up to 1:25000
. 5.12 91% (at 1:10 dil.) .
Mother Milk 0.9 nd. 1:10
Urine 0.07 89.8% (at 1:2.5 dil.) 1:25
Saliva < 0.02 ng/ml 62.5% (at 1:2.5 dil.) at least 1:2.5
Bronchial Lavage < 0.02 ng/ml 100% (at 1:2.5 dil.) 1:25
Sputum < 0.02 ng/ml 100% (at 1:20 dil.) 1:20
Serum pool 0.57 105.1% (at 1:16 dil.) 1:16 (general recommendation)
Pregnancy sera n.d. n.d. 1:25
Cell Culture Media | individually different 94.5% (at 1:5 dil.) individually different
at least 1:5

n.d.= not determined

REAGENTS PROVIDED

1) Microtiter plate, ready for use: Microtiter plate with 96 wells, divided up in 12 strips with
8 wells separately breakable, coated with anti-human IGFBP-1 Antibody, packed in a
laminate bag.

2) Standards A-G, lyophilised, contain native human IGFBP-1. Standard values are

between 0 — 8 ng/ml (0; 0.1; 0.5; 1; 2; 4 and 8 ng/ml) IGFBP-1, Standards are
reconstituted with 500 pl Dilution Buffer VP each. Use 50 pl pro well in the assay.

3) Dilution Buffer VP, 125 ml, ready for use, please use for dilution of samples, control and

standards.

4) Control Sera KS1 and KS2, 250 pl, lyophilised, contain human Serum and should be

reconstituted in 250 pl Dilution Buffer VP each. The IGFBP-1 target values and the
respective ranges are given on the vial label. The dilutions should be according to the
dilution of the respected samples. Use 50 pl pro well in the assay.

5) @ Antibody Conjugate AK, 6 ml, contains biotinylated anti-human IGFBP-1 Antibody.
Ready for use. Use 50 ul pro well in the assay.

6) Enzyme Conjugate EK, 12 ml, contains HRP (Horseradish-Peroxidase)-labeled

Streptavidin. Ready for use. Use 100 ul pro well in the assay.
7) Washing Buffer (WP), 50 ml, 20 X concentrated solution. Dilute 1:20 with Aqua dest.
20x| | Attention: After dilution the Washing Buffer is only 4 weeks stable, dilute only according
to requirements.
8) Substrate (S), 12 ml, ready for use, horseradish-peroxidase-(HRP)-substrate, stabilised
H,O, Tetramethylbencidine. Use 100 ul pro well in the assay

9) Stopping Solution (SL), 12 ml, ready for use, 0.2 M sulphuric acid, Caution acid!
Use 100 pl pro well in the assay

10) Sealing tape for covering of the microtiter plate, 2 x, adhesive.
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MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED
Precision pipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips

Distilled or deionized water for dilution of the Washing Buffer (WP)
Vortex-mixer

Microtiter plate washer (recommended)

Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and > 590 nm
Polyethylen PE/Polypropylen PP tubes for dilution of samples

TECHNICAL NOTES
The assay has to be conducted strictly according the test protocol herein.

Reagents with different lot numbers cannot be mixed. The microtiterplate and reagents are
stable until the indicated expiry, if stored unopened and protected from sunlight at 2 — 8°C.

The shelf life of the components after opening is not affected, if used appropriately.

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.

Incubation at room temperature means: 20-25°C

Proper washing is of basic importance for a secure, reliable and precise performance of the
test. Incomplete washing is common and will adversely affect the test outcome. Possible
consequences may be uncontrolled unspecific variations of measured optical densities,
potentially leading to false results calculations of the examined samples. Effects like high
background values or high variations may indicate washing problems.

All washing must be performed with the provided washing buffer diluted to usage
concentration. Washing volume per washing cycle and well must be 300 pl at least.

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

When using an automatic microtitre 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
dynamicly swinging out the microtitre 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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Standards and Controls

For the reconstitution of the lyophilised components (Standards A - G and Control Sera KS1
& KS2) the kit Dilution Buffer VP has to be used. It is recommended to keep reconstituted
reagents at room temperature for 15 minutes and then to mix them thoroughly but gently (no
foam should result) with a Vortex mixer.

The reconstituted standards and controls can be stored for 3 months at —20°C. Repeated
freeze/thaw cycles have to be avoided. When using the standards anew, please thaw them
rapidly but gently (no temperature rise over the room temperature and no powerful vortexing), 3 of
these freezing-thawing cycles showed no influence on the assay.

In case you plan to perform multiple independent determinations over a longer period with one kit,
you should aliquot the components prior to freezing into suitable smaller volumes.

Washing Buffer

The required volume of washing buffer is prepared by 1:20 dilution of the provided 20-fold
concentrate with deionised water. The diluted Washing Buffer is stable for max. 4 weeks at 2-
8°C.

Substrate Solution

The Substrate Solution S, stabilised H,O,-Tetramethylbencidine, is photosensitive — store and
incubate in the dark.

Microtiterplate

Store the once unused microtiter strips and wells together with the desiccant in the tightly
closed clip lock bag at 2-8°C use in the frame provided. The labelled expiry is not influenced
in case of proper storage.
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WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in-vitro diagnostic use only. For professional use only.

Before starting the assay, read the instructions completely and carefully. Use the valid version of the package
insert provided with the kit. Be sure that everything is understood. The Mediagnost GmbH is not liable for any
loss or harm caused by non-observance of the instructions, as far as no law withstands.

Temperature WILL affect the absorbance readings of the assay. However, values for the patient samples will
not be affected.

Do not use expired reagents.

Use separate pipette tips for each sample, control and reagent to avoid cross contamination. Use reservoirs
only for single reagents. This especially applies to the substrate reservoirs. Using a reservoir for dispensing a
substrate solution that had previously been used for the conjugate solution may turn solution colored. Do not
pour reagents back into vials as reagent contamination may occur. Mix the contents of the microplate wells
thoroughly to ensure good test results. Do not reuse microwells. Do not let wells dry during assay; add reagents
immediately after completing the rinsing steps.

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin.

Human Serum

Contained in following components: Control Serum KS1 and KS2.

The sources of human sera were tested by FDA recommended methods and found non-reactive for Hepatitis-B
surface antigen (HBsAg), Hepatitis C virus (HCV), and Human Immunodeficiency Virus 1 and 2 (HIV)
antibodies. No known test methods can offer total assurance of the absence of infectious agents; therefore all
components and patient’'s specimens should be treated as potentially infectious.

Stop solution contains 0.2 M Sulfuric Acid (H,SOy)

R36/38 Irritating to eyes and skin

S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of water

S36/37 Wear suitable protective clothing and gloves

2-Methyl-4-Isothiazolin-3-one
contained in following components: AK, EK, VP
< 0.01% 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one Solution

R34 Irritating to eyes and skin

R43  Sensibilisation through skin contact possible

S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S36/37 Wear suitable protective clothing and gloves

S45 In case of accident or if you feel unwell seek medical advice

5-chloro-2-methyl 2H isothiazol-3-one and 2-methyl-2H-Isothiazol-3-one
contained in following components: AK, EK, VP, WP

< 0.01% (w/w) 5-chloro-2-methyl 2H isothiazol-3-one and 2-methyl-2H-Isothiazol-3-one
Solution

R36/38 Irritating to eyes and skin

R43 Sensibilisation through skin contact possible

S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of water

General first aid procedures:

Skin contact: Wash affected area thoroughly with water. Discard 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: If swallowed, wash out mouth thoroughly with water. Immediately see a physician.

Do not eat, drink or smoke in these areas.

Never pipette the materials with the mouth.

Spilled material must be wiped off immediately and should become disinfected. Clean contaminated areas and
equipment with a suitable detergent.
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ASSAY PROCEDURE

NOTES: All determinations (Standards, Control Sera and samples) should be assayed in
duplicate. For optimal results, accurate pipetting and adherence to the protocol are
recommended.

When performing the assay, the Standards, Control Sera and the samples should be pipette
as fast as possible (e.g. <15 minutes). To avoid distortions due to differences in incubation
times, the Enzyme Conjugate EK, the Substrate Solution S as well as the Stop Solution SL
should be added to the plate in the same order and in the same time interval each, respectively.

IMPORTANT: Please leave the wells A1/A2 until addition of the Substrate Solution, step 8,
empty.
1) Please pipette in all needed wells, except A1/A2, 50 ul Antibody Conjugate AK.

2) Pipette in positions B1/2 50 pl each Standard A (0 ng/ml),
pipette in positions C1/2 50 ul each Standard B (0.1 ng/ml),
pipette in positions D1/2 50 ul each Standard C (0.5ng/ml),
pipette in positions E1/2 50 pl each Standard D (1 ng/ml),
pipette in positions F1/2 50 ul each Standard E (2 ng/ml),
pipette in positions G1/2 50 ul each Standard F (4 ng/ml),
pipette in positions H1/2 50 ul each Standard G (8 ng/ml).

To control the correct accomplishment, 50 ul of the 1:16 (or in respective dilution rate of
the sample) in Dilution Buffer VP diluted Control Sera KS1 and KS2 can be pipetted in
positions A3/4 and B3/4.

Pipette 50 pl each of the diluted samples (generally 1:16 diluted in Dilution Buffer VP,
please mix the dilutions immediately after sample addition and use within 60 minutes) in
the rest of the wells, according to requirements.

3) Cover the wells with the sealing tape and incubate the plate for 1 hour at room
temperature

4) After incubation aspirate the contents of the wells and wash the wells 5 times with 300 pl
Washing Buffer WP.

5) Following the last washing step, pipette 100 ul Enzyme Conjugate EK in each well,
except A1/A2.

6) Cover the wells with the sealing tape and incubate 30 min at room temperature

7) After incubation wash the wells 5 times with Washing Buffer WP as described in step 4)
8) Pipette 100 pl of the TMB-Substrate solution S in each well, also in A1/A2.
9) Incubate the plate for 15 Minutes in the dark at room temperature.

10)After incubation pipette 100 pl Stop Solution SL in each well, also in A1/A2.

11)Measure the absorbance within 30 minutes at 450 nm (Reference filter 2590 nm).
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CALCULATION OF RESULTS

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, are beyond the standard
curve, for reliable determinations such samples should be retested at a higher dilution.

Establishing the Standard Curve
The standards provided contain the following concentration of native hIGFBP-1:

1)
2)
3)

4)

5)

Standard A B C D E F G
ng/mi 0 0.1 0.5 1 2 4 8

Calculate the mean absorbance value for the blank from the duplicated determination
(well A1/A2).

Subtract the mean absorbance of the blank from the mean absorbances of all other
values.

Plot the standard concentrations on the x-axis versus the mean value of the
absorbances of the standards on the y-axis.

Recommendation: Calculation of the standard curve should be done by using a
computer program, because the curve is in general (without respective transformation)
not ideally described by linear regression. A higher-grade polynomial, or four
parametric logistic (4-PL) curve fit or non-linear regression are usually suitable for
the evaluation (as might be spline or point-to-point alignment in individual cases).

The concentration in ng/ml of the samples can be calculated by multiplication with
the respective dilution factor.

EXPECTATION VALUES

Concentrations of IGFBP-1 in human sera of 69 healthy adult donors were determined with
the Mediagnost ELISA EO1. Slight gender dependent differences were found, the
concentrations of all samples varied from minimal 0.23 ng/ml to maximal 17.94 ng/ml (see

table 5).
Table 5. Expectation values in sera of healthy adults (measured values in ng/ml)
Gender No. of Samples Average value Median Min. — Max.:
female 33 4.79 4.24 0.23 - 16.07
male 36 5.22 2.71 0.42 —17.94
total 69 5.01 2,77 0.23-17.94
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KURZANLEITUNG — MEDIAGNOST IGFBP-1 -ELISA EO1

Rekonstitution/ Verdinnung von Reagenzien

Standards A-G

Rekonstitution in Verdiinnungspuffer VP

je 500 ul

Kontrollseren KS1 und KS2

Rekonstitution in Verdiinnungspuffer VP

je 250 ul

Waschpuffer WP

verdiinnen in A. dest. (z.B. die gesamte Menge von 50 | 1:20
ml im Standzylinder auf 1000 ml auffillen)

Probenverdinnung + Kontrollserum KS1 und KS2: 1:16 in Verdinnungspuffer VP

Davon 50 ul pro Bestimmung einsetzen

Vor der Testdurchfiihrung alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.

Testdurchfihrung Doppelbestimmung (Vorschlag):

Pipettieren Reagenzien Position
\WICHTIG: Bitte die Positionen A1/ A2 bis zur Zugabe von Substrat leer lasseni
50 pl Antikérper Konjugat AK In alle Vertiefungen auRer A1/A2
50 pl Standard A (0 ng/ml) B1 und B2
50 pl Standard B (0,1 ng/ml) Clund C2
50 pl Standard C (0,5 ng/ml) D1 und D2
50 pl Standard D (1 ng/ml) E1l und E2
50 pl Standard E (2 ng/ml) F1 und F2
50 pl Standard F (4 ng/ml) G1und G2
50 pl Standard G (8 ng/ml) H1 und H2
50 pl 1:16 verdinntes Kontrollserum KS1 A3 und A4
50 pl 1:16 verdiinntes Kontrollserum KS2 B3 und B4
50 ul 1:16 verdinnte Proben in die Vertiefungen nach Bedarf

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken

Inkubation: 1 h bei RT, ohne Schitteln

5x 300 pl Absaugen und die Platte 5x mit je 300 pl Waschpuffer WP / In jede Vertiefung
Vertiefung waschen.
; In jede Vertiefung,
100 pl Enzym Konjugat EK aulRer A1/A2
Inkubation: 30 min bei RT, ohne Schiitteln
5x 300 pl Absaugen und die Platte 5x mit je 300 pl Waschpuffer WP / In jede Vertiefung
Vertiefung waschen
100 ul Substrat S In jede Vertiefung
Inkubation: 15 min im Dunklen bei RT
100 pl | Stopplésung SL | In jede Vertiefung

Ausmessung innerhalb von 30 min bei 450 nm (=590 nm Referenz)
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SUMMARY — MEDIAGNOST IGFBP-1 ELISA EO1

Reconstitution / Dilution of Reagents

Standards A-G Reconstitution in 500 pl Dilution Buffer VP

Control Sera KS1 and KS2 Reconstitution in 250 pl Dilution Buffer VP

Wash Buffer WP dilute in A. dest. (e.g. total volume of 50 mlin a 1:20
graduated flask and fill up to 12000 ml)

Dilute Sample and Control Sera KS1 and KS2 1:16 with Dilution Buffer DB

Before beginning the test procedure bring all reagents to room temperature.

Assay Procedure for Double Determinations:

Pipette Reagent Position
IMPORTANT: Leave the position A1/ A2 empty until addition of Substrate
50 pl Antibody Conjugate AK In all wells except A1/ A2
50 pl Standard A (0 ng/ml) B1 and B2
50 pl Standard B (0.1 ng/ml) ClandC2
50 pl Standard C (0.5 ng/ml) D1 and D2
50 pl Standard D (1 ng/ml) El and E2
50 pl Standard E (2 ng/ml) F1 and F2
50 pl Standard F (4 ng/ml) G1 and G2
50 pl Standard G (8 ng/ml) H1 and H2
50 pl 1:16 diluted Control Serum KS1 A3 and A4
50 pl 1:16 diluted Control Serum KS2 B3 and B4
50 pl 1:16 diluted Samples following wells

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 1 h at RT, without shaking

Aspirate the contents of the wells and wash 5x with 300 pl Wash each well
5x 300 pl Buffer WP
100 pl Enzyme Conjugate EK each \'/A\vi}kgxcept
Incubation: 30 min at RT, without shaking
5x 300 ul Aspirate the contents of the wells and wash 5x with 300 pl Wash each well
H Buffer WP
100 pl Substrate S each well
Incubation: 15 min in the dark RT
100 pl Stop Solution SL ‘ each well

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm with 2 590 nm as reference wavelength.
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EO1 I:E International Test Description

A-G 500 pl VP 500 pl
Control KS1, KS2 250 pl VP 250 pl
WASHBUF | Pox WP 1:20 A. dest.
ISPE| +(Control| 1:16 DILU| VP 50 pl
20-25 °C
50 pl AK B1/2 - End
50 pl @ (0 ng/ml) B1/2
50 pl (0.1 ng/ml) C1/2
50 ul (0.5 ng/ml) D1/2
50 pl b (@ ng/mi E1/2
50 pl (2 ng/ml) F1/2
50 pl (4 ng/ml) G1/2
50 pl (8 ng/ml) H1/2
50 pl CONTROL|KS1 1:16 | <> A3/4
50 CONTROL|KS2 1:16 | < B3/4
50 l [SPE| 1:16 [DILU| VP (20 pl [SPE[+300 ul vP) | <
1h 20-25
5x 300 p 5x WP
100 pl CONJ| EK B1/2— End
0.5h 20-25
5x 300 pl 5x WP
100 pl S Al/2— End
©] 0250 [d20-25
100 pl SL Al1/2— End
IMEASURE|
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