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1) INTRODUCTION 

Canonical Wnt-signalling plays an important role in the regulation of bone homeostasis by promoting the 
development of osteoblasts. Negative regulators of the Wnt pathway are important new therapeutic targets for the 
treatment of diseases with enhanced bone resorption. One of these molecules is Sclerostin, a 22.5 kD secreted 
glycoprotein, which acts by binding to the Wnt-coreceptor LRP5 thus preventing the binding of Wnt molecules. 
Sclerostin is nearly exclusively produced in osteocytes. Therefore it is considered a clinical marker which provides 
highest bone specificity. 
 

Areas of Interest 
 Osteoporosis  
 Cancer induced bone diseases 
 Rheumatoid arthritis 

 Chronic inflammation 
 Kidney diseases 
 Therapy monitoring of anabolic treatment 

 
2) CONTENT OF THE KIT  

 
3) ADDITIONAL MATERIAL IN THE KIT 
 2 self-adhesive plastic films 
 Quality control protocol 

 Protocol sheet 
 Instruction for use 

 
4) MATERIAL AND EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT SUPPLIED 
 Precision pipettes calibrated to deliver 20 µl, 50 µl, 150 µl, 200 µl, 400 µl, and disposable tips 
 Distilled or deionised water 
 Plate washer is recommended for washing, alternative multichannel pipette or manifold dispenser 
 ELISA reader capable of measuring absorbance at 450 nm (with correction wavelength at 630 nm) 
 Software for calculation of results 
 
5) REAGENTS AND SAMPLE PREPARATION 

A ll reagents of the kit are stable at 4°C (2-8°C) until expiry date stated on the label of each reagent. 
 

Sample preparation: 
Collect venous blood samples by using standardized blood collection tubes for serum or plasma. We recommend 

performing plasma or serum separation by centrifugation as soon as possible, e.g. 20 min at 2000 x g, preferably at 4°C 
(2-8°C). If this is not possible store the samples at 4°C (2-8°C) prior to centrifugation (up to one day). 
The acquired plasma or serum samples should be measured as soon as possible. For longer storage aliquot samples 
and store at -25°C, for long time storage at or below -70°C. All samples should undergo only 4 freeze-thaw cycles. 
Lipemic or haemolysed samples may give erroneous results. Samples should be mixed well before assaying.  We 
recommend duplicates for all values. 

 

CONT KIT COMPONENTS QUANTITY 

PLATE 
Polyclonal goat anti human Sclerostin antibody, pre-coated microtiter strips 
in a strip holder, in aluminium bag with desiccant  12 x 8 tests 

WASHBUF Wash buffer, natural cap, concentrate 20x 1 x 50 ml 
ASYBUF Assay buffer, red cap, ready to use 1 x 20 ml 

AB 
Monoclonal mouse anti human Sclerostin antibody – biotin labelled, green 
dye, green cap, ready to use 

1 x 7 ml 

STD Standard (0; 15; 30; 60; 120; 240 pmol/l), white caps, lyophilised 6 vials 
CTRL Control, yellow cap, lyophilised (exact concentration on the label) 1 vial 
CONJ Conjugate, (streptavidin-HRPO), amber bottle, amber cap 1 x 22 ml 
SUB Substrate (TMB solution), amber bottle, blue cap, ready to use 1 x 22 ml 
STOP Stop solution, white cap, ready to use 1 x 7 ml 
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    If samples read higher than the highest standard, we recommend diluting with ASYBUF provided in the kit and re-
measuring the samples. 
 

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

Reagent preparation: 
 

WASHBUF (Wash buffer): Dilute the concentrate 1:20: e.g. 50 ml WASHBUF + 950 ml distilled water. Crystals in the 
buffer concentrate will dissolve at room temperature. The diluted buffer is stable at 4°C (2-8°C) until expiry date stated 
on the label. Use only diluted WASHBUF (Wash buffer) during the assay procedure. 
 

STD (Standards) and CTRL (Control): Dissolve each in 400 µl deionised or distilled water at room temperature for 15 
min. Mix well (Vortex mixer). Reconstituted STD and CTRL are stable at -20°C until expiry date stated on the label. 
Avoid repeated freeze thaw cycles.  
 
6) PRINCIPLE OF THE ASSAY 
 

 
 

7) ASSAY PROTOCOL 
 

All reagents and samples must be at room temperature (18-24°C) before use in the assay. 
Mark position for STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Sample/Control) on the protocol sheet. 
Take microtiter strips out of the aluminium bag. Store unused strips with desiccant at 4°C (2-8°C) in the 
aluminium bag. Strips are stable until expiry date stated on the label. 

 

1) Add 150 µl ASYBUF (red cap) into each well. 
2) Add 20 µl STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Sample/Control) in duplicate into respective well. 
3) Add 50 µl AB (biotinylated anti Sclerostin antibody, green cap, green dye) into each well, swirl gently. 
4) Cover tightly and incubate overnight (18-24 h) at room temperature (18-24°C) in the dark. Attention: 

Incubation higher than room temperature reduces the top-OD. 
5) Aspirate and wash wells 5x with 300 µl diluted WASHBUF (Wash buffer). After final wash, remove remaining 

WASHBUF by strongly tapping plate against paper towel. 
6) Add 200 µl CONJ (Conjugate, amber cap) into each well. 
7) Cover tightly and incubate for 1 hour at room temperature (18-24°C) in the dark. 
8) Aspirate and wash wells 5x with 300 µl diluted WASHBUF (Wash buffer). After final wash, remove remaining 

WASHBUF by strongly tapping plate against paper towel. 
9) Add 200 µl SUB (Substrate, blue cap) into each well. 
10) Incubate for 30 min at room temperature (18-24°C) in the dark. 
11) Add 50 µl STOP (Stop solution, white cap) into each well. 
12) Measure absorbance immediately at 450 nm with reference 630 nm, if available. 
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8) CALCULATION OF RESULTS 

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

Typical STD-curve: 
 

 
 

The quality control protocol supplied with the kit shows the results of the final release QC for each kit at production 
date. Data for OD obtained by customers may differ due to various influences and/or due to the normal decrease of 
signal intensity during shelf life. However, this does not affect validity of results as long as an OD of 1.00 or higher is 
obtained for the standard with the highest concentration and the control value is in range (target range see label). 

  
9) ASSAY CHARACTERISTICS 

 

Method: Sandwich ELISA, HRP/TMB, 12x8-well strips 
Sample type: Serum, plasma (EDTA, heparin), urine protocol available 
Standard range: 0 to 240 pmol/l (6 standards and 1 control in human serum matrix) 
Conversion factor pg/ml to pmol/l: 1 pg/ml = 0.044 pmol/l (MW: 22.5 kD) 
Sample volume: 20 µl / well 
Sensitivity: LOD: (0 pmol/l + 3 SD): 3.2 pmol/l; LLOQ: <7.5 pmol/l  

Values of apparently healthy 
individuals: 

Median Serum (n=411): 24.14 pmol/l 
This value lies between calibration point 2 and 3 of the standard curve.  
It is recommended to establish the normal range for each laboratory. 

Incubation time, temperature: 18-24 h / 1 h / 30 min, room temperature (18-24°C) 

Cross reactivity: 
The assay does not detect Wise (SOSTDC1) or Noggin. 
The assay does not cross react with rat or mouse Sclerostin. 

Precision: Intra-assay (n=8) ≤ 7% , Inter-assay (n=6) ≤ 10%  

Spike/Recovery: 
The mean recovery of recombinant Sclerostin in human serum samples 
(n=6) is 94%. 

Dilution linearity (average recovery 
of expected Sclerostin  after a 1+1; 
1+3; 1+7 dilution):  

Dilution (serum samples): 1+1 1+3 1+7 
Endogenous Sclerostin 100% 113% 106% 
Recombinant Sclerostin 103% 93% n.a. 

 

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

Intra-assay: 2 samples of known concentrations were tested 8 times by 1 operator within 1 kit lot. 
Inter-assay: 2 samples of known concentrations were tested 6 times within 3 different assay lots by 2 different  

operators.  
 

Intra-assay (n=8) Sample 1 Sample 2  Inter-assay (n=6) Sample 1 Sample 2 
Mean (pmol/l) 33.6 118.8  Mean (pmol/l) 30.5 120.2 
SD (pmol/l) 2.37 5.36  SD (pmol/l) 3.19 3.67 
CV (%) 7 5  CV (%) 10 3 
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11) TECHNICAL HINTS 
 Do not mix or substitute reagents with those from other lots or sources. 
 Do not mix stoppers and caps from different reagents or use reagents between lots. 
 Do not use reagents beyond expiration date. 
 Protect reagents from direct sunlight. 
 Substrate solution should remain colourless until added to the plate. 
 To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation steps is necessary. 
 Avoid foaming when mixing reagents. 
 
12) PRECAUTIONS 

All test components of human source were tested against HIV-Ab, HCV-Ab and HBsAg and were found negative. 
Nevertheless, they should be handled and disposed of as if they were infectious. 
Liquid reagents contain ≤0.1% Proclin 950 as preservative. Avoid contact with skin and mucous membrane. Proclin 950 
is not toxic in concentrations used in this kit. It may cause allergic skin reactions – avoid contact with skin or eyes. 
 Do not pipette by mouth. 
 Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics where reagents are used. 
 Avoid all contact with reagents by using gloves. 
 Sulfuric acid is irritating to eyes and skin. Avoid contact with skin and mucous membrane. Irritations are possible – 

Flush with water if contact occurs!! 
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1) EINLEITUNG 

Der kanonische Wnt-Zyklus spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Knochenstoffwechsels, insbesondere 
bei der Osteoblastenentwicklung. Negative Regulatoren des Wnt-Zyklus sind daher wichtige neue Zielmoleküle für die 
Therapie von Krankheiten mit erhöhter Knochenresorption. Sclerostin, ein 22,5 kDa sezerniertes Glykoprotein, ist solch 
ein negativer Regulator des Wnt-Zyklus, indem es an den Wnt-Korezeptor LRP5  bindet und so die Bindung von Wnt 
verhindert. Sclerostin wird nahezu ausschließlich in Osteozyten produziert und könnte daher als klinischer Marker mit 
hoher Spezifität für Knochenerkrankungen gesehen werden. 
 

Interessensgebiete: 
 Osteoporosis  
 Krebs induzierte Knochenerkrankungen 
 Rheumatoide Arthritis 

 

 Chronische Entzündungen 
 Nierenerkrankungen 
 Monitoring anaboler Therapien

2) INHALT DES KITS 

 

CONT KIT KOMPONENTEN MENGE 

PLATE 
Polyklonaler Ziege anti Sclerostin Antikörper, beschichtet auf 
Mikrotiterplattenstreifen im Streifenhalter. Verpackt im Aluminiumbeutel 
mit Trockenmittel. 

12 x 8 Tests 

WASHBUF Waschpuffer, durchsichtiger Schraubverschluss, 20fach Konzentrat 1 x 50 ml 
ASYBUF Assay Puffer, roter Schraubverschluss, gebrauchsfertig 1 x 20 ml 

AB 
Monoklonaler biotinylierter Maus anti Sclerostin Antikörper, grüner 
Schraubverschluss, grün gefärbt, gebrauchsfertig 1 x 7 ml 

STD 
Standards, (0; 15; 30; 60; 120; 240 pmol/l), weißer Schraubverschluss, 
lyophilisiert 

6 Fläschchen 

CTRL 
Kontrolle, gelber Schraubverschluss, lyophilisiert (genaue Konzentration 
siehe Etikett) 1 Fläschchen 

CONJ  
Konjugat (Streptavidin-HRPO), braune Flasche, brauner 
Schraubverschluss, gebrauchsfertig 

1 x 22 ml 

SUB 
Substrat (TMB Lösung), braune Flasche, blauer Schraubverschluss, 
gebrauchsfertig 1 x 22 ml 

STOP Stopplösung H2SO4, weißer Schraubverschluss, gebrauchsfertig 1 x 7 ml 
 
3) ZUSÄTZLICHES MATERIAL IM KIT 
 2 selbstklebende Abdeckfolien      ●      QC Protokoll 
 Protokollblatt ●      Arbeitsanleitung (Beipacktext) 
 

4) ZUSÄTZLICH BENÖTIGTES MATERIAL UND GERÄTE 
 Kalibrierte Präzisionspipetten für 20 µl, 50 µl, 150 µl, 200 µl, 400 µl inkl. Pipettenspitzen 
 Destilliertes oder deionisiertes Wasser 
 Mikrotiterplattenwascher wird empfohlen; Alternativen: Mehrkanalpipetten oder Dispenser 
 Mikrotiterplattenphotometer mit 450 nm Filter (630 nm Referenz) 
 Millimeterpapier oder Software 
 
5) REAGENZIEN UND PROBENVORBEREITUNG 

A lle Reagenzien des Kits sind bei 4°C (2-8°C) bis zum Ablaufdatum (siehe Etikett des Reagenz) stabil. 
 

Probenvorbereitung: 
Abnahme von venösem Blut mittels standardisierter Blutabnahmeröhrchen zur Gewinnung von Serum oder 

Plasma. Wir empfehlen die Zentrifugation des Blutes für 20 Minuten bei 2000g, bevorzugt bei 4°C (2-8°C), so 
schnell wie möglich. Das Blut kann vor der Zentrifugation bei 4°C (2-8°C) bis zu 24 Stunden gelagert werden. 
Das gewonnene Serum oder Plasma soll so schnell wie möglich gemessen werden. Für eine längere Lagerung 
sollen die Proben aliquotiert und bei -25°C gelagert werden (Langzeitlagerung bei -70°C). 

Bis zu 4 Frier/Tau-Zyklen verändern die Messwerte nicht. Lipämische und hämolytische Proben können falsche    
Ergebnisse liefern. Proben vor Verwendung gut mischen. Wir empfehlen Doppelbestimmungen. 
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      Proben mit Ergebnissen über dem höchsten Standard  können mit ASYBUF  aus dem Kit verdünnt und erneut 
getestet werden.        
 

Nähere Informationen zur Probenstabilität finden Sie auf unserer Website unter  www.bmgrp.com (siehe 
Validation Data) oder kontaktieren Sie unseren Kundenservice: e-Mail unter info@bmgrp.com, Tel. unter   
+43/1/ 29107-45. 
 

Vorbereitung der Reagenzien: 
 

WASHBUF (Waschpuffer): Das mitgelieferte Konzentrat wird 1:20 verdünnt, zB. 50 ml WASHBUF + 950 ml 
destilliertes Wasser. Kristalle im Pufferkonzentrat lösen sich bei Raumtemperatur auf. Der verdünnte Puffer ist bei 
4°C (2-8°C) bis zum Ablaufdatum haltbar. Bei der Testdurchführung darf nur verdünnter WASHBUF (Waschpuffer) 
verwendet werden. 

 

STD (Standards) und CTRL (Kontrolle): Lösen Sie das Lyophilisat in jeweils 400 µl destilliertem Wasser bei 
Raumtemperatur für 15 min. Gut mischen (Vortex Mixer). Die rekonstituierten STD und CTRL sind bei -20°C bis 
zum Ablaufdatum haltbar. Vermeiden Sie Frier-Tau Zyklen. 
 
6) TESTPRINZIP 

Siehe Kapitel 6) PRINCIPLE OF THE ASSAY im englischen Teil des Beipacktextes. 
 
7) TESTPROTOKOLL 

Im Test dürfen nur Reagenzien und Proben verwendet werden, welche Raumtemperatur (18-24°C) aufweisen. 
Markieren Sie die Positionen für STD/PROBE/CTRL (Standard/Probe/Kontrolle) am Protokollblatt. 
Nehmen Sie die benötigten Mikrotiterstreifen aus dem Aluminiumbeutel. Nicht verwendete Mikrotiterstreifen 
können mit Trockenmittel im Aluminiumbeutel bis zum angegebenen Ablaufdatum gelagert werden. 

 

1) Pipettieren Sie 150 µl ASYBUF (roter Schraubverschluss) in die Mikrotiterstreifen. 
2) Pipettieren Sie 20 µl STD /PROBE/CTRL(Standard/Probe/Kontrolle) in Doppelbestimmung in die 

Mikrotiterstreifen. 
3) Pipettieren Sie 50 µl AB (biotinylierter anti Sclerostin Antikörper, grüner Schraubverschluss, grün gefärbt) in 

alle Wells, mischen. 
4) Streifen abdecken und über Nacht (18-24 h) bei Raumtemperatur (18-24°C) im Dunkeln inkubieren.  

Achtung: Eine Inkubation höher als bei Raumtemperatur führt zu einer Reduktion der Top-OD. 
5) Inhalt der Wells verwerfen und 5x mit 300 µl verdünntem WASHBUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem 

letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklopfen auf saugfähigem Papier entfernen. 
6) Pipettieren Sie 200 µl CONJ (Konjugat, brauner Schraubverschluss) in alle Wells. 
7) Streifen abdecken und 1 h bei Raumtemperatur (18-24°C) im Dunkeln inkubieren. 
8) Inhalt der Wells verwerfen und 5x mit 300 µl verdünntem WASHBUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem 

letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer durch Ausklopfen auf saugfähigem Papier entfernen. 
9) Pipettieren Sie 200 µl SUB (Substrat, blauer Schraubverschluss) in alle Wells. 
10) 30 Minuten bei Raumtemperatur (18-24°C) im Dunkeln inkubieren. 
11) Pipettieren Sie 50 µl STOP (Stopplösung, weißer Schraubverschluss) in alle Wells. 
12) Extinktion unmittelbar bei 450 nm messen, mit 630 nm als Referenz, falls möglich. 

 
8) BERECHNUNG DER ERGEBNISSE 

Messen Sie die optische Dichte (OD) von allen Wells mit einem Mikrotiterplattenphotometer mit einem 450 nm 
Filter (Referenz 630 nm). Konstruieren Sie eine Standardkurve aus den OD Werten der STD unter Verwendung von 
kommerziell erhältlichem Millimeterpapier oder einer geeigneten Software. 
 

Das Testsystem wurde mit einem 4 Parameter Algorithmus evaluiert. Andere Auswerte-Algorithmen müssen vom 
Verwender evaluiert werden. Die Konzentration der Proben wird aus der Standardkurve abgelesen. 
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Typische STD-Kurve: 

Siehe Kapitel 8) CALCULATION OF RESULTS im englischen Teil des Beipacktextes. 
 

Auf dem beigepackten QC-Protokoll sind die Resultate bei der QC-Freigabe des Kits vermerkt. Vom Verwender 
erhaltene Daten der OD können abweichend sein, bedingt durch verschiedene Einflüsse und/oder dem normalen 
Signalverlust des Kits während der Laufzeit. Dieser mögliche Signalverlust hat keinen Einfluss auf die Gültigkeit der 
Resultate, so lange die OD des höchsten Standards den Wert 1,00 oder höher erreicht und der Wert der CTRL im 
gültigen Bereich ist (Bereich siehe Etikett). 

 
9) TESTMERKMALE 

 

Methode: Sandwich ELISA, HRP/TMB, 12x8-well strips 

Probentyp: 
Serum, Plasma (EDTA, Heparin),  
Protokoll zur Messung von Urinproben auf Anfrage verfügbar. 

Standardbereich: 0 bis 240 pmol/l (6 Standards und 1 Kontrolle in humaner Serum-Matrix)  

Umrechnungsfaktor pg/ml to pmol/l: 1 pg/ml = 0.044 pmol/l (MW: 22.5 kD) 

Probenvolumen: 20 µl / Vertiefung 

Sensitivität: LOD: (0 pmol/l + 3 SD): 3.2 pmol/l; LLOQ: <7.5 pmol/l  

Werte von anscheinend gesunden 
Spendern:  

Median Serum (n=411): 24.14 pmol/l 
Dieser Wert liegt zwischen dem 2.und 3. Standard der Standardkurve. 
Jedes Labor sollte den Normalbereich für seine Proben evaluieren. 

Inkubationszeiten, Temperatur: 18-24 h / 1 h / 30 min, Raumtemperatur (18-24°C) 

Kreuzreaktivität: 
Wise (SOSTDC1) und Noggin werden in diesem ELISA nicht erkannt.  
Dieser ELISA kreuzreagiert nicht mit Ratten oder Mäuse Sclerostin.  

Präzision:: Intra-assay (n=8) ≤ 7% , Inter-assay (n=6) ≤ 10%  

Wiederfindung: 
Die durchschnittliche Wiederfindung von rekombinantem Sclerostin in 
humanen Serumproben (n=6) ist 94%. 

Verdünnungslinearität 
(durchschnittliche Sclerostin Werte 
nach VD mit ASYBUF):  

Verdünnung (Serum)  1+1 1+3 1+7 

Endogenes Sclerostin 100% 113% 106% 

Rekombinantes Sclerostin 103% 93% n.a. 
 

Nähere Informationen zu den Validierungsdaten und Testmerkmalen finden Sie auf unserer Website unter  
www.bmgrp.com (siehe Validation Data) oder kontaktieren Sie unseren Kundenservice: e-Mail unter 
info@bmgrp.com, Tel. unter  +43/1/ 29107-45. 
 
10) PRÄZISION 
Intra-assay: 2 Proben mit bekannten Konzentrationen wurden 8fach in einem Test von 1 Operator getestet. 
Inter-assay: 2 Proben mit bekannten Konzentrationen wurden 6fach in 3 verschiedenen Test Chargen von  2  

Operatoren getestet. 
 

Intra-assay (n=8) Probe 1 Probe 2  Inter-assay  (n=6) Probe 1 Probe 2 
Durchschnitt (pmol/l) 33,6 118,8  Durchschnitt (pmol/l) 30,5 120,2 
SD (pmol/l) 2,37 5,36  SD (pmol/l) 3,19 3,67 
VK (%) 7 5  VK (%) 10 3 
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11) TECHNISCHE MERKMALE 
 Reagenzien von verschiedenen Lots oder Tests dürfen nicht gemischt werden. 
 Stöpsel und Verschlüsse von verschiedenen Reagenzien dürfen nicht vertauscht werden. 
 Abgelaufene Reagenzien dürfen nicht verwendet werden. 
 Reagenzien sind vor direktem Sonnenlicht zu schützen. 
 Substratlösung muss vor Verwendung farblos sein. 
 Mikrotiterstreifen müssen bei den Inkubationen mit Abdeckfolie abgedeckt sein. 
 Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien. 
 
12) VORSICHTSMASSNAHMEN 

Alle Bestandteile humanen Ursprunges wurden auf HIV-Ak, HCV-Ak und HBsAg getestet und negativ gefunden. 
Trotzdem sollten die Reagenzien als potentiell infektiös behandelt werden. 
Die flüssigen Reagenzien enthalten ≤ 0,1% Proclin 950 als Konservierungsmittel. Vermeiden Sie Kontakt mit 
Augen, Haut und Schleimhaut. Proclin 950 ist in der verwendeten Konzentration nicht toxisch. Allergische 
Reaktionen sind möglich. 
 Nicht mit dem Mund pipettieren. 
 Nicht Rauchen, Essen, Trinken oder Kosmetika benutzen während der Verwendung der Testreagenzien. 
 Verwenden Sie Handschuhe zur Vermeidung jedes Kontaktes mit Reagenzien. 
 Schwefelsäure reizt Augen und Haut. Bei Berührung gründlich mit Wasser spülen. 
 
13) LITERATUR 

Siehe Kapitel 13) LITERATURE im englischen Teil des Beipacktextes. 
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SYMBOLS 
 

 

Expiry date / Verfallsdatum / Date de péremption / Data di scadenza /Fecha de caducidad / 
Data de validade / Uiterste gebruiksdatum / Udløbsdato / Utgångsdatum / Termin Ważności / 
Lejárati idő / Doba exspirácie / Doba exspirace 

  

 

Consider instructions for use / Bitte Gebrauchsanweisung beachten / Consultez la notice 
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BI-20492  SCLEROSTIN 
 

ASSAY PROTOCOL AND CHECKLIST 
 

 
 
PREPARATION OF REAGENTS: 

 Bring all reagents to room temperature (18-24°C). 

 Prepare reagents and samples as instructed. 

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

 Take microtiter strips out of the aluminium bag and mark positions on the protocol sheet. 
 
 
TEST PROCEDURE: 

 Step 1) Add 150 µl ASYBUF (Assay buffer, red cap) into respective wells. 

 Step 2) Add 20 µl STD/SAMPLE/CTRL (Standard/Sample/Control) in duplicate into respective 
wells. 

 Step 3) Add 50 µl AB (biotinylated anti Sclerostin antibody, green cap) into each well, swirl 
gently. 

 Step 4) Cover tightly and incubate overnight (18-24 h) at room temperature (18-24°C) in 
the dark. Attention: Incubation higher than room temperature reduces the top-OD. 

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

 Step 6) Add 200 µl CONJ (Conjugate, brown cap) into each well. 

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

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

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

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

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

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


