Bone Health

Et enzym immunoassay til kvanticering af deoxypyridinolin (DPD)-krydsbindinger i human urin

MicroVue™ DPD EIA Opsummering

Klargering af Reagens og Prgveeksemplar

O Forbered Enzymkonjugat med Analysebuffer; opbevar
ved 2-8 °C. (7 ml koldt Analysebuffer p& hvert heetteglas med
enzymkonjugat.)

O Fortynd Praver, Standarder og Kontroller 1:10 med
Analysebuffer (f.eks. 50 pl Preve + 450 pl Analysebuffer)

Analyseproceduren

Tilseet 50 pl fortyndede Standarder, Kontroller
eller Prgve i hver brgnd

A

Tilsaet 100 pl koldt Enzymkonjugat i hver brgnd

L

Inkubér i 120 £ 5 minutter ved 2—8°C i mgrke

O Forbered en Substratoplgsning (30 — 60 min inden brug)
Tilseet en substrattablet i hver flaske med substratbuffer
[Ryst flasken (erne) kraftigt]

O Forbered den 1X vaskebuffer (Fortynd 10X vaskebuffer 1:10 med

ionbyttet vand)
Vask 3 gange med
1X vaskebuffer

Tilseet 150 ul brugssubstratoplgsning

4

Inkubér i 60 £ 5 minutter ved 20-28°C

il

Tilsaet 100 pl stopoplgsning

4

Aflees optisk densitet ved 405 nm.
Der skal anvendes med en ligning for kurvetilpasning
med 4 parametre ved analysering af resultaerne

y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

(i) TILSIGTET ANVENDELSE

MicroVue DPD er en urinanalyse til kvantitativ maling af
udskillelse af deoxypyridinolin (DPD)-krydsbindinger som
en indikator for knogleresorption. Forhgjede
koncentrationer af DPD angiver forhgjet knogleresorption
i mennesker. Malingen af DPD er beregnet som en hjaelp
til overvagning af knogleresorptionsforandringer i
postklimakterielle kvinder, der modtager hormon-
behandling eller bisfosfonat-antiresorptiv behandling og i
personer med diagnosen osteoporose.
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OPSUMMERING OG FORKLARING

Ca. 90% af den organiske matrix i knogler er kollagen
type |, et tredobbelt helixprotein.” Type | kollagen fra
knogler er krydsbundet af specifikke molekyler, som
giver styrke og rigiditet. Krydsbindingerne i moden
kollagen type 1 i knogler omfatter pyrindinium-
krydsbindinger, pyridinolin (PYD) og deoxypyridinolin
(DPD)."? DPD dannes ved den enzymatiske pavirkning af
lysyloxidase pa aminosyren lysin.> DPD udskilles til
kredslgbet under knogleresorptionsprocessen.>> DPD
udskilles umetaboliseret i urinen og er upavirket af
kosten,® hvilket gor det velegnet til evaluering af
resorption.

Knoglerne gennemgar konstant en metabolisk proces, der
kaldes remodellering.?” Processen omfatter en
nedbrydningsproces, knogleresorption, der medieres af
osteoclasternes aktivitet og en opbygningsproces,
knogledannelsen, som medieres af osteoblasternes
aktivitet.>” Remodellering er ngdvendig for knogleved-
ligeholdelse og opretholdelse af knoglernes generelle
sundhedstilstand, og foregar i teet sammenkaedede
processer, saledes at resorption og knogledannelse er i
balance.” | anormale knoglemetabolismetilstande er
denne proces ikke sammenkaedet og — nar resorptionen
overskrider ossifikationen - resulterer det i et nettotab af
knoglemasse.” Malingen af specifikke nedbrydnings-
produkter af knoglematrix giver analytiske oplysninger om
knoglemetabolismens hastighed.>**

Osteoporose er en metabolisk knoglesygdom, der er
kendetegnet ved en abnorm knogleremodellering. Det er
en systemisk skeletsygdom, der er karakteriseret ved lav
knoglemasse og mikroarkitektonisk nedbrydning af
knoglevaevet med en tilhgrende stigende risiko for
padragelse af fraktur.®2 Den mest almindelige form for
osteoporose forekommer i postklimakterielle kvinder som
folge af den gstrogenmangel, der skyldes ophgret af den
ovariale funktion.” Gendannelsen af det praeklimakterielle
gstrogenniveau ved hjeelp af substitutionsterapi forhindrer
knoglesvind og osteoporose.”'® @strogener og en
stofgruppe kaldet bisfosfonater er antiresorptive
behandlinger til forebyggelse af tab af knoglemasse eller til
behandling af osteoporose.”’? Osteoporose kan ogsa
skyldes, at der i opvaekstarene er dannet en utilstreekkelig
maksimal knoglemasse (peak bone mass), en alders-
relateret ubalance i knoglernes remodellering med en
forhgjet nettoresorption, samt en raekke kliniske tilstande
og behandlinger, som medfarer knogletab eller ubalance i
knoglernes remodellering.” Disse omfatter endokrine
lidelser, f.eks. hypogonadisme, hyperthyreoidisme, hyper-
parathyreoidisme, hyperkortisolisme, gastrointestinale
lidelser med relation til ernaerings- og mineralmeta-
bolismen, bindevaevssygdomme, multipel myeloma;
kronisk immobilisering, brug af tobak eller alkohol og
kronisk behandling med heparin eller binyrebarkhormoner



(kortikosteroider).” Andre sygdomme, der er kendetegnet
ved abnorm remodellering af knogler omfatter Pagets
sygdom og cancer med metastaser til knoglerne.?

Til MicroVue DPD-analysen er der anvendt
antistofteknologi for at producere et monoklonalt antistof,
der udviser specificitet over for DPD.' Specificiteten af det
monoklonale antistof, der anvendes i MicroVue DPD-
analysen muligger en enkel, hensigtsmaessig,
reproducérbar og direkte kvanticering af DPD i urin.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue DPD-analysen er et effektivt enzym
immunoassay i mikrotiter-stripformat, der anvender et
monoklonalt anti-DPD antistof, der er coated pa strippen
for at opsamle DPD. DPD i praven konkurrerer med
konjugeret DPD-alkalisk fosfatase om antistoffet og
reaktionen pavises ved hjzlp af et pNPP-substrat.
MicroVue DPD-resultater justeres for urinkoncentration
ved hjzelp af kreatinin.

LEVEREDE MATERIALER OG REAGENSER

96 Analyser for deoxypyridinolin-krydsbindinger
MicroVue DPD EIA-kit indeholder fglgende.

A

B DPD Standarder A-F  Dele 4203 til 4208 0,3 ml hver
C (A=0,B=3,C=10,D =30, E =100, F = 300 nmol/| DPD)

D DPD oprenset fra bovin knoglemasse i 10 mmol/I fosforsyre

E indeholdende natriumazid (0,05%) som konserveringsmiddel

F

L Lave/Hgje kontroller Dele 4209, 4210 0,3 ml hver
DPD oprenset fra bovin knoglemasse i 10 mmol/I fosforsyre
indeholdende natriumazid (0,05%) som konserveringsmiddel

@ Coatede strips Del 4661 12 hver
Renset murin monoklonalt anti-DPD antistof adsorberet pa brend-
strips

Stopoplgsning Del 4702 15ml
0,5N NaOH
o 10X vaskebuffer Del 4703 55ml

Nonionisk detergent i en bufferoplgsning indeholdende
natriumazid (0,05%) som konserveringsmiddel

@ Analysebuffer Del 4704 55ml
Nonionisk detergent i en bufferoplgsning indeholdende
natriumazid (0,05%) som konserveringsmiddel

@© Substratbuffer Del 4705 3x10ml
En diethanolamin- og magnesiumkloridoplgsning indeholdende
natriumazid (0,05%) som konserveringsmiddel

@ Substrattabletter Del 0012 3x20mg
p-Nitrophenylphosphat.

@ Enzymkonjugat Del 4202 3 hver
Frysetorret DPD oprenset fra bovin knoglemasse, konjugeret til
alkalisk fosfatase indeholdende buffersalte og stabilisatorer

Pladedaektape Del 0047 3 hver
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N@DVENDIGE, MEN IKKE MEDLEVEREDE MATERIALER

Mikropipetter til afgivelse af 50-300 pl

Egnede enheder til vaeskemaling af 7-300 ml
Beholder til vaskebufferfortynding

Glas til fortynding af prever, standarder og kontroller
lonbyttet eller destilleret vand

Pladelzeser, der kan aflaese ved 405 nm
Kalibreringskurvetilpasningssoftware med

4 parametre

e Kreatininvaerdier (mmol/l) for urinprever

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

1. Kun til In Vitro diagnostisk brug.

2. Prgverne skal behandles som potentielt biologisk
farligt materiale. Fglg geeldende retningslinier for
omgang med biologisk risikomateriale ved handtering
af dette kit og alle patientprgver.

3. Beholdere og ikke anvendt indhold bortskaffes i
overensstemmelse med nationale, regionale og lokale
bestemmelser.

4. Brug de leverede reagenser som en integreret enhed,
inden udlgbsdatoen pa pakningens etiket.

5. Brug egnet beskyttelsestgj, handsker og gjen-/
ansigtsvaern ved handtering af dette kit.

Opbevar analysereagenserne, som anvist.
Brug ikke coatede strips, hvis posen er punkteret.
Test hver prgve i to eksemplarer.

0,5N NaOH anses for at veere setsende og kan medfgre
alvorlige forbreendinger. M3 ikke indtages. Undga
kontakt med hud, gjne og tgj. Hvis der sker kontakt,
skylles med vand. Ved indtagelse tilkaldes laege.

10. Natriumazid anvendes som konserveringsmiddel.
Tilfzeldig kontakt med eller indtagelse af buffer
indeholdende natriumazid, kan medfegre irritation af
hud, gjne eller mund. Brug kun bufferne til det
tilsigtede formal, og undga kontakt med syrer.
Natriumazid kan reagere med bly- og
kobberinstallationer og danne hgjeksplosive
metalazider. Efter bortskaffelse skylles med rigeligt
vand for at undga azidophobning.

11. Substratbufferen indeholder diethanolamin og kan
forarsage irritation af gjne og/eller hud ved kontakt i
leengere tidsrum. Brug egnet beskyttelsestaj, handsker
0g gjen-/ansigtsvaern. Bergrte omrader skal
omgaende vaskes med vand og saebe.

12. Standarder og kontroller opbevares i 10 mmol/I
fosforsyre. Undgd kontakt med hud, gjne og tgj. Ma
ikke indtages. Hvis der sker kontakt, skylles med vand.
Ved indtagelse tilkaldes laege.

13. Brug af pipetter med flere kanaler eller repeat-pipetter
anbefales for at sikre rettidig tilseetning af reagenser.

14. Tilseet prover og standarder praecist for at sikre en
ngjagtig preveudmaling. Foretag omhyggelig
afpipettering og kun v ed hjeelp af kalibreret udstyr.

15. Fortynd praver stgrre end 300 nmol/I i analysebuffer,
og testigen. Inkludér fortyndingsfaktoren i den
endelige beregning.

16. Denne analyse kan udfgres med enhver valideret
vaskemetode.
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17. Deoxypyridinolin-standarder, kontroller og
enzymkonjugat er lysfelsomme. Undga at udsaette for
lys gennem laengere tid, iseer direkte eller indirekte
sollys. Opbevar reagenserne mearkt, nar de ikke eri
brug. Praver og reagenser pdvirkes ikke vaesentligt at
almindelig, kunstig laboratoriebelysning, nar de
handteres, som anvist i analyseproceduren.

18. Hvis der ikke kan opretholdes en stuetemperatur
mellem 20-28°C, og en absorbans pa > 2,0 ikke er
forenelig med pladelaeseren, overvages udviklingen af
substrat i standard A-brgndene; reaktionen stoppes, nar
den optiske densitet ndr 1,2-1,5; hvorefter stripsene
afleeses.

KLARGORING AF REAGENS

Vaskebuffer - se procedurebemaerkningen i afsnittet
ANALYSEPROCEDUREN.

Forbered den nedvendige maengde 1X vaskebuffer

(se tabel i afsnittet ANALYSEPROCEDUREN) ved at fortynde
10X vaskebufferkoncentrat 1:10 med ionbyttet vand.
Opbevar ved 20-28°C. Brug 1X vaskebuffer inden for

21 dage efter forberedelse.

Seerlige vaskeinstruktioner. Forbered 1X vaskebuffer, som
naevnt ovenfor, og opbevar ved 2-8°C, indtil brug.

Enzymkonjugat

Forbered enzymkonjugat inden for 2 timer for brugen.
Rekonstituer hvert ngdvendigt heetteglas med
enzymkonjugat (se tabel) med 7 ml analysebuffer.
Opbevar rekonstitueret enzymkonjugat ved 2-8°C indtil
brug.

Brugssubstratoplasning

Substratbufferen skal veere 20-28°C, inden analysen
pabegyndes. (Mellem to timer og natten over anbefales).
Forbered brugssubstratoplasningen inden for en time for
brugen. Tilseet en substrattablet i hver flaske med
substratbuffer med temperaturen 20-28°C (se tabel). Lad
tabletten (-erne) opleses i 30-60 minutter. Ryst flasken
(-erne) kraftigt for at sikre fuldsteendig opblanding.

OPBEVARING

Opbevar kittet ved 2-8°C.
Ma ikke fryses.
Opbevar ubrugte reagenser ved 2-8°C.

PROVEUDTAGNING- OG OPBEVARING

MicroVue DPD-analysen kan udferes ved at benytte en
konserveringsmiddelfri urinprove, der stammer fra den
forste eller anden morgenurin. Det anbefales, at prgverne
udtages inden kl. 10:00 for at forebygge den potentielle
pavirkning, som skyldes dagvariationer. Opbevar
urinpreven i kgleskab (2-8°C) i maks. 7 dage, eller frys
preven ved < -20°C for laengere opbevaring. Udsaet ikke
preven for mere end 5 fryse/opteningscykler. Undga at
udsaette for lys gennem laengere tid, iscer sollys. Under
den rutinemaessige behandling pavirkes preverne ikke af
normal, kunstig laboratoriebelysning.
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Nar der er tale om behandlingsovervagning, skal der
indsamles baseline prgver inden behandlingen
pabegyndes. Prover til efterfolgende sammenligning skal
indsamles pa samme tidspunkt af dagen som baseline
preven.

ANALYSEPROCEDUREN

Laes hele indlaegssedlen inden analysen startes.
Se KLARG@RING AF REAGENS, inden du fortseetter.

PROCEDUREBEMARKNING: MicroVue DPD-analysen er
sensitiv over for vaskeforhold. Hele vasketrinnet skal
afvikles inden for 2 minutter. Hvis vasketrinnet IKKE kan
afvikles inden for 2 minutter, fglges de Sarlige
vaskeanvisninger i afsnittene KLARGORING AF
REAGENS og Vasketrin.

Bestem, hvor meget reagens, der skal anvendes til det antal
strips, der skal anvendes.

antal strips 4 6 8 12
antal prever 8 16 24 40
(testet i to eksemplarer)

Enzymkonjugat 1 1 2* 2%
Substrat (flaske) 1 1 2% 2%
1X vaskebuffer (ml) 100 150 200 300

* Nar der skal bruges mere end en flaske eller et haetteglas, skal indholdet
kombineres og blandes inden brug

Inkubation af preve-/enzymkonjugat

1. Fortynd prever, standarder og kontroller 1:10 med
analysebuffer (f.eks. 50 pl prove + 450 pl
analysebuffer).

2. Udtag brgndstrip-holderen og det ngdvendige antal
coatede strips fra posen (se tabellen). Forvis dig om, at
posen, der indeholder evt. ubrugte strips, lukkes
fuldstaendig igen.

3. Anbring det gnskede antal coatede strips i brgndstrip-
holderen. Navngiv stripsene for at forhindre en
sammenblanding i tilfelde af, at de utilsigtet fjernes
fra brendstrip-holderen.

4. Tilseet 50 pl fortyndet standard, kontrolvaeske eller
preve i hver brand i de coatede strips. Dette trin skal
afsluttes inden for 30 minutter.

5. Forbered enzymkonjugat inden for 2 timer for brugen.
Rekonstituer hvert ngdvendigt haetteglas med
enzymkonjugat (se tabel) med 7 ml analysebuffer.
Opbevar rekonstitueret enzymkonjugat ved 2-8°C
indtil brug.

6. Tilfaj 100 pul rekonstitueret enzymkonjugat i hver
brend. Daek stripsene til med den vedlagte daektape.
Inkuber i 2 timer (= 5 minutter) ved 2-8°C. Denne
inkubation skal udferes i merke.

7. Forbered en substratoplgsning inden for en time for
brugen. Tilsaet en substrattablet i hver flaske med
substratbuffer, der har 20-28°C (se tabel). Lad
tabletten (erne) opleses i 30-60 minutter. Ryst flasken
(erne) kraftigt for at sikre fuldstaendig opblanding.



Vasketrin

8. Forbered den ngdvendige maengde 1X vaskebuffer
(se tabel) ved at fortynde 10X vaskebuffer 1:10 med
ionbyttet vand. Vend manuelt op og ned/tgm
stripsene. Tilseet mindst 250 pl 1X vaskebuffer i hver
brend og vend op og ned/tem stripsene manuelt.
Gentag to gange mere, sa vaskeproceduren foretages
tre gangei alt. Tor stripsene grundigt med
papirservietter efter den sidste vask. Mens stripsene
vendes pad hovedet, tgrres bunden af stripsene
omhyggeligt med en fnugfri papirserviet for at sikre, at
bunden af stripsene er ren.

Seerlige vaskeanvisninger: Udfor vasketrinnet efter
ovenstdende anvisninger ved hjeelp af kold (2-8°C) 1X
vaskebuffer. Efter sidste vask skal stripsene have lov til at
dryppe af i 5-10 minutter pd papirservietter, inden
tilseetning af substrat.

Substratinkubation

9. Tilfej 150 pl brugssubstratoplesning i hver brend.
10. Inkuber i 60 minutter ( + 5 minutter) ved 20-28°C.
Stop/aflees

11. Tilfaj 100 pl stopoplasning i hver brgnd. Tilsaet
stopoplesning efter det samme meanster og
tidsinterval som ved tilsaetning af substratoplgsning.

12. Aflees den optiske densitet ved 405 nm. Serg for,
at der ikke findes store bobler i brendene, og at
stripsene er rene. Strips skal afleeses inden for
15 minutter efter tilseetning af stopoplasningen.

13. Der skal anvendes kvantificeringssoftware med en
ligning for kurvetilpasning med 4 parametre ved
analysering af resultaerne fra MicroVue DPD-analysen.

Ligning: y = (A-D)/(1 + (x/C)®) + D

14. Bestem koncentrationen af praver og kontroller ud fra

standardkurven.

15. Kontrolvaerdierne skal ligge inden for det omrade, der
er angivet i Analysecertifikatet, der leveres med kittet.

KVALITETSKONTROL

Analysecertifikatet i dette kit er lotspecifikt og skal
anvendes til at bekraefte, at resultater opnaet i dit
laboratorium svarer til dem, der er opnaet hos Quidel
Corporation. De optiske densitetsvaerdier stilles til
radighed og skal alene anvendes som retningsgivende.
Resultater opnaet i dit laboratorium kan variere.

Der medleveres kvalitetskontrolintervaller.
Kontrolveerdierne har til formal at verificere validiteten af
kurve- og proveresultaterne. Hvert laboratorium skal
etablere egne parametre for acceptable analysegraenser.
Hvis kontrolvaerdierne IKKE ligger inden for laboratoriets
acceptable greenseveerdier, skal analyseresultaterne
betragtes som tvivisomme, og prgverne skal gentages.

Hvis den optiske densitet for MicroVue DPD Standard A er
mindre end 0,8, anses praverne for tvivisomme, hvorefter
preverne om muligt ber gentages.

FORTOLKNING AF RESULTATER

Resultater opnaet pa basis af MicroVue DPD-analysen skal
korrigeres for variationer i urinkoncentrationen ved at
dividere DPD-veerdien (nmol/l) med kreatininveerdien
(mmol/l) for hver prgve (kreatinin mg/dl x 0,088 = mmol/l).
De endelige MicroVue DPD-resultater vil blive udtrykt som
nmol DPD/mmol kreatinin.
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Repraesentativ standardkurve
DPD standardniveauer: 0, 3, 10, 30, 100, 300 nmol/I

Optisk Densitet (405 nm)

00 1 L 1
0 1 10 100

Deoxypyridinolin (nmol/L)

PROCEDURENS BEGRANSNINGER

Selv om MicroVue DPD anvendes som en indikator for
knogleresorption, er det ikke godtgjort at denne test kan
forudsige udviklingen af osteoporose eller risikoen for
fremtidige frakturer. Denne test er ikke godkendt til brug
ved hyperparathyroidisme eller hyperthyroidisme. Nar
MicroVue DPD anvendes til overvdgning af behandling,
kan resultaterne vaere usikre i patienter med kliniske
lidelser, der vides at pdvirke knogleresorption, f.eks.
knoglemetastaser tillige med de ovennaevnte sygdomme
og lidelser. MicroVue DPD-resultater skal fortolkes
sammen med kliniske undersggelsesresultater og andre
diagnostiske resultater og bar ikke anvendes isoleret til
afgarelse af, om der skal indledes behandling eller
foretages aendringer i behandlingen.

PROVEEKSEMPLAR VARDIER

Der er etableret referenceintervaller for MicroVue DPD for
raske maend (n = 121) og raske praeklimakterielle kvinder
(n=312) over 25 ar. Ved udarbejdelsen af reference-
intervallerne blev normale individer defineret som:

e Grundlaeggende raske individer uden knogle-,
endokrine-, eller kroniske lidelser.
Regelmaessig menstruation (kvinder)
Ikke gravide eller ammende (kvinder)
Individer, der ikke aktuelt indtager medicin, der vides
at pavirke knoglemetabolismen (f.eks.
kortikosteroider, GnRH analoger, krampestillende
midler, heparin, skjoldbruskkirtelmedicin).

Veaerdierne kan pavirkes af faktorer som lav
gstrogenproduktion, lav calciumindtagelse, lavt fysisk
aktivitetsniveau eller sygdomme, der vides at pavirke
knoglemetabolismen, f.eks. osteoporose, Pagets sygdom,
hyperparathyroidisme, hyperthyroidisme og
knoglemetastaser. @strogenmangel i postklimakterielle
kvinder kan medfare forhgjet knogleresorption. Det
anbefales, at det praeklimakterielle referenceinterval
anvendes til fortolkning af resultaterne i postklimakterielle
kvinder. Hvert laboratorium bgr etablere sit eget
normalreferenceinterval. Intervallerne udtrykkes som
nonparametriske referenceintervaller (90% Cl).

. Gennemsnit SD Interval
Ald
er (dr) (nmol DPD/mmol Cr)
Kvinder 25-44 5,0 14 30-74
Maend 25-55 3,8 1,0 23-54




Den forventelige variation inden for individet blev
bestemt pa basis af urinpraver fra 49 raske individer,
indsamlet pa fem ikke pa hinanden felgende dage over
en to ugers periode. Gennemsnittet for den individuelle
leengdevariation inden for individet var 15,5%.
Variationen mellem individer er illustreret i de
nonparametriske referenceintervaller, der er vist
ovenstaende.

PRASTATIONSKARAKTERISTIKA

Antistofspecificitet

Det monoklonale anti-DPD-antistof har en selektiv, hgj
affinitet for frit DPD og en ubetydelig binding til DPD-
peptider og frie peptider eller peptid-bundet pyridinolin
(PYD).

% Reaktivitet
Frit DPD 100%
Frit PYD <1%
PYD/DPD-peptider
> 1000 MW <2,5%
> 3500 MW <2,5%
Sensitivitet

Minimumsdetektionsgraensen for MicroVue DPD-analysen
er 1,1 nmol/l, der bestemmes af den gvre 3 SD-graense i et
studie med en standard pa nul.

Recovery - Spike recovery

Spike recovery blev bestemt ved at tilsaette en kendt
maengde oprenset DPD i urinprgver med forskellige
niveauer af endogent DPD.Typiske resultater angives
herunder.

Prave Endogent Tilsat Observeret Recovery
(nmol/l) (nmol/l) (nmol/I) (%)
1 3,1 27,3 32,0 106
2 11,2 27,3 38,8 101
3 18,2 27,3 44,9 98

Recovery-linearitet

Lineariteten blev bestemt ved at foretage seriel fortynding
af prever og sammenligne konstaterede vaerdier med
forventede vaerdier. Typiske resultater angives herunder.

Prove Fortyndingsfaktor Observeret Forventet Recovery

(nmol/l) (nmol/l) (%)

1 ufortyndet 65,5 - -
1:2 31,8 32,8 97

1:4 15,4 16,4 94

2 ufortyndet 84,6 - -
1:2 39,3 42,3 93

14 19,4 21,1 92

3 ufortyndet 132,6 - -
1:2 65,6 66,3 99

1:4 30,2 33,2 91
1:8 16,8 16,6 101
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Preecision

Praecision inden for kersler blev bestemt ved > 21 replikater
af 3 prever pa 2 plader fra hver af 3 kitlots (i alt 6 plader).
Praecision mellem karsler blev bestemt ved 3 praver pa

9 separate plader fra hver af 3 kitlots (i alt 27 plader).
Prgverne vist herunder repraesenterer en raekke nmol/I
veaerdier. For en kvinde med et kreatinin pa 4,5 mmol/I,
repraesenterer prgverne 1 til 3 henholdsvis lav normal,

hgj normal og forhgjet resorption (2,4 nmol/mmol,

6,7 nmol/mmol og 38,8 nmol/mmol).

Prave DPD Under korsel'  Mellem korsler?
(nmol/I DPD) V% V%
1 10,7 8,4 4,8
2 30,0 43 4,6
3 174,7 5,5 3,1
"n=21 2n=9kersler

KLINISKE UNDERS@GELSER

Brug af MicroVue DPD til overvagning af antiresorptiv
hormonbehandling i postklimakterielle kvinder.

En vellykket, randomiseret, kontrolleret
multicenterundersagelse er blevet gennemfort med
henblik pa bestemmelse af sikkerheden og
effektiviteten ved brug af MicroVue DPD-analysen til
overvagning af a&ndringer i urin-DPD-ekskretion
associeret med antiresorptiv behandling med
gstrogen/gestagen. Forgget knogleresorption og et
signifikant tab af knoglevav er ofte associeret med
postklimakteriel gstrogenmangel. Det er vist, at
gstrogensubstitution er effektiv til at seenke
knogleresorptionen og beskytte den eksisterende
knoglemasse.”'® Testpersonerne var postklimakterielle
kvinder i alderen 45 til 64 ar (gennemsnit 56 + 4 ar),
som havde gennemgaet naturligt eller kirurgisk
klimakterium inden for de sidste 10 ar. Ved forsggsstart
blev egnede testdeltagere randomiseret til enten en
gruppe, der modtog aktiv behandling (HRT): Premarin®
(0,625 mg dagligt) med placebogestagen. Premarin
(0,625 mg dagligt) og et aktivt gestagen (Provera®

2,5 mg/dag vedvarende, Provera 10 mg/dag cyklisk
eller mikroniseret progesteron 200 mg/dag cyklisk);
eller til kontrolgruppen (CTL): placebogstrogen og
placebogestagen. Der blev indsamlet morgenurin-
prover fra henholdsvis fgrste og anden vandladning
fra deltagerne ved undersggelsens start samt ved

12 maneder. MicroVue DPD-resultaterne blev
korrigeret for kreatinin-clearance og udtrykt som nmol
DPD/mmol kreatinin.

Den gennemsnitlige (+ 1SD). DPD-koncentration ved
undersggelsens start (7,56 + 2,27 vs. 7,94 + 3,25 U/I,

p = 0,304) og LSBMD (0,97 +£0,17 vs. 0,97 + 0,15 g/cm?,

p =0,792) var tilsvarende for CTL og HRT. Fordelingen af
DPD-veerdier ved forsggsstart for HRT og CTL er afbildet

i Figur 1 efter andel af den undersggte population.



Figur 1: Fordeling af DPD-niveauer ved forsggsstart
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DPD var vaesentligt lavere for HRT end CTL ved

12 maneder (5,27 + 1,78 vs. 8,08 * 3,63 nmol/mmol,

p < 0,00001) Ved 12 maneder havde individerne i HRT en
storre tendens end CTL til at have en DPD-koncentration
< 7,4 nmol/mmol (89% vs. 51%, p < 0.00001) selvom
andelene ved forsggsstart var tilsvarende for de to
grupper (CTL 56%, HRT 53%, < 7,4 nmol/mmol).
Fordelingerne af DPD-veerdier efter 12 maneder i HRT
og CTL-grupperne er afbildet i figur 2.

Figur 2: Fordeling af DPD-koncentrationer efter
12 maneders behandling med gstrogen/gestagen
(HRT) eller placebo (CTL)
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Den gennemsnitlige (+ 1SD) DPD-koncentration i CTL-
forsagspersoner steg moderat fra forsggsstart til

+11,7% (£ 49,7%) ved 12 maneder (p = 0,278), hvorimod
DPD-koncentrationerne i HRT-forsggspersonerne aftog fra
forsegsstart til -29,1 (+ 23,8%) ved 12 maneder (p < 0,0001).
Fordelingerne af den procentvise aendring fra forsggsstart i
DPD-veerdier efter 12 maneder i HRT og CTL-grupperne er
afbildet i figur 3.
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Figur 3: Fordeling af den procentvise andring i DPD-
koncentrationer efter 12 maneders behandling med
@strogen/gestagen (HRT) eller placebo (CTL)
(som en proportion af populationen)
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Ved 12 maneder havde deltagerne i HRT-gruppen gget
knoglemassetaetheden i leenderyggen (LSBMD)
sammenlignet med CTL (p < 0,00001), som vist i tabel 1:

Tabel 1. £ndringer i LSBMD (gennemsnit + SD)

n Forsggsstart 12 maneder A
(g/cm?) (g/cm?) (%)
CTL 57 0,97 +0,17 095%0,17 -1,6+2,7
HRT 244 0,97 £0,15 1,01 £0,15 +3,7+2,7

Disse resultater antyder, at MicroVue DPD-analysen er
sikker og effektiv til overvagning af den antiresorptive
effekt af hormonsubstitutionsbehandling af
postklimakterielle kvinder.

Brug af MicroVue DPD til overvagning af bisfosfonat
antiresorptiv hormonbehandling ved osteoporose.

En vellykket, randomiseret, kontrolleret
multicenterundersggelse er blevet gennemfert med
henblik pa bestemmelse af sikkerheden og effektiviteten
ved brug af MicroVue DPD-analysen til overvagning af
andringer i udskillelsen af DPD i urinen i forbindelse med
antiresorptiv behandling med aminobisfosfonat
(alendronat). Testpersonerne var postklimakterielle
kvinder i alderen 45 til 84 ar (gennemsnit 64 + 7 ar) med
diagnosen osteoporosis (baseret pa klinisk forekomst eller
en knoglemineraldensitet i columna lumbalis [LSBMD] ved
forsegsstart, der la mere end 2,5 standardafvigelser under
gennemsnittet for modne praeklimakterielle kvinder). Ved
fors@gsstart blev de egnede testdeltagere randomiseret til
at modtage enten 10 mg alendronat og 500 mg kalcium
pr. dag (ALN) eller 500 mg kalcium pr. dag (CTL). Der blev
indsamlet morgenurinprever fra den anden
morgenvandladning fra deltagerne ved undersggelsens
start samt efter 3, 6 og 12 maneder. MicroVue DPD-
resultater blev korrigeret for kreatinin-clearance og
udtrykt som nmol DPD/mmol kreatinin.

Den gennemsnitlige (+ 1SD) DPD-koncentration ved
undersggelsens start (7,35 + 3,30 vs. 7,74 + 3,47 U/],

p =0,278) og LSBMD (0,75 + 0,09 vs. 0,74 + 0,10 g/cm?,

p = 0,426) var tilsvarende for ALN og CTL. Fordelingen af
DPD-verdier ved forsggsstart i ALN og CTL er afbildet i
figur 4 efter andel af den undersagte population.



Figur 4: Fordeling af DPD-niveauer ved forsagsstart Figur 6: Fordelingen af den procentvise andring af
(som proportion af populationen) DPD-koncentrationer efter 12 maneders behandling
med alendronat (ALN) eller kalcium (CTL)
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DPD var vaesentligt lavere for ALN end CTL ved
3(5,45+2,61vs.7,56 3,08 nmol/mmol, p < 0,00001), ' ' o% Endr.

6 (4,83 £1,94 vs. 7,09 + 3,33 nmol/mmol, p < 0,00001), . )

0g 12 maneder (4,78 + 1,75 vs. 6,73 + 2,98 nmol/mmol, Ved 12 maneder havde deltagerne i ALN-gruppen (aget.
p < 0,00001). Ved henholdsvis 3, 6 og 12 méneder, havde LSBMD sammenlignet med CTL (p < 0,00001), som vist i
84, 89, og 91%, af ALN-testpersonerne en DPD- tabel 2:

koncentration pa < 7,4 nmol/mmol. Individerne i ALN Tabel 2. £ndringer i LSBMD (gennemshit + SD)
havde en stgrre tendens end CTL-fors@gspersonerne til at
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have en DPD-koncentration < 7,4 nmol/mmol ved alle FOE;‘}’E’:%&M 12(3}?:2?6 (@)
t!?:ismtervallferne, selvom andelene vedoforse)gsstarz var tail 167 0,75+ 0,09 0,74+ 0,09 0,8+3,3
tilsvarende for de to grupper (CTL 60,4%, ALN 57,8%, ALN 156  074+0,09  078+0,10  +57+42

< 7,4 nmol/mmol). Fordelingerne af DPD-veerdier efter
12 maneder i ALN og CTL-grupperne er afbildet i Disse resultater antyder, at MicroVue DPD-analysen er
figur 5. sikker og effektiv til overvagning af den antiresorptive
Figur 5: Fordelingen af DPD-koncentrationer efter effekt af amino-bisfosfonat (alendronat) i personer med
12 méaneders behandling med alendronat (ALN) eller diagnosen osteoporose.
kalcium (CTL) (som en proportion af populationen)
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Supplerende undersggelser

Der blev udfart kliniske undersggelser for at evaluere
deoxypyridinolin-koncentrationerne i urin ved hjzelp af
MicroVue DPD-analysen sammenholdt med de
koncentrationer, man var naet frem til ved hjzelp af
HPLC-analyse' og klinisk diagnose.

Den forste af disse undersggelser blev udfert ved kliniske
undersggelsescentre under anvendelse af 54 prover fra
raske frivillige og 140 prever fra patienter med kendte
knoglelidelser (herunder osteoporose, Pagets sygdom,
hyperparathyroidisme og hyperthyroidisme). Disse
sygdomme involverer ofte forhgjet knogleresorption, og
denne gruppe testpersoner blev betragtet som en
risikogruppe. Men ikke alle deltagerne forventedes at have
forhgjet knogleresorption pa prgveindsamlingstidspunktet.
103 af de 140 patienter diagnosticeret med en lidelse havde
ikke forhgjede pyridinolin-vaerdier i henhold til HPLC-
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Den gennemsnitlige (+ 1SD) DPD-koncentration i CTL-
forsegsgruppen faldt gradvist fra forsggsstart til -

4,9% (+ 34,9%) ved 12 maneder (p = 0,003), hvilket
muligvis afspejler den beskedne knogle-sparende effekt
for kalcium."” De gennemsnitlige DPD-koncentrationer

i ALN-fors@gspersonerne aftog 22,9 + 37,4% ved

3 maneder, 28,6 + 25,8% ved 6 maneder og 29,5 + 26,7%
ved 12 maneder. Fordelingerne af den procentvise
andring fra forsegsstart i DPD-veerdier efter 12 maneder
i ALN- og CTL-grupperne er afbildet i figur 6.
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malingen. MicroVue DPD-deoxypyridinolin-vaerdierne i
raske deltagere la i intervallet mellem 2,3 til 11,2 nmol/mmol
og i patienter |a det i intervallet fra 1,2 til 37,3 nmol/mmol.



| undersggelsen blev MicroVue DPD-analysen
sammenlignet med en HPLC-forskningsmetode™ til
maling af pyridinolin. Taerskelvaerdien for HPLC blevien
undersggelse med deltagelse af 84 raske individer bestemt
til at vaere 50 nmol/mmol for maend og 60 nmol/mmol for
kvinder (95% konfidensinterval som gvre graense for begge
ken). Ved hjeelp af forhgjet pyridinolin, der blev bestemt
ved hjaelp af HPLC, som klassifikationsmetode, anvendtes
ROC-kurver til at definere en optimal relativ sensitivitet og
specificitet i den beskrevne population. Relativ sensitivitet
og specificitet er angivet i tabel 3. En to gange to
kontingenstabel, der angiver antallet af individer i hver
klassifikation er vist i figur 7.

Tabel 3
MicroVue DPD
Relativ sensitivitet 69%
Specificitet 87%
Figur 7
HPLC PYD
Forhgjet  Ikke forhgjet
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S+ 31 20
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>
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I den anden undersggelse sammenlignedes MicroVue DPD-
analyseresultaterne i en blandet population pa 39 prever fra
raske individer og 69 prover fra patienter med Pagets
sygdom. Selvom Pagets sygdom repraesenterer en model
til identificering af aktiv knogleresorption, var nogle af
patienterne i denne undersggelse i behandling eller blev
muligvis anset for at vaere i bedring uden at have forhgjet
knogleresorption pa preveindsamlingstidspunktet. | denne
undersggelse varierede veerdierne for raske deltagere fra
2,3 til 6,4 nmol/mmol Patienter med Pagets sygdom
varierede fra 1,7 til 50,4 nmol/mmol
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Ved hjzelp af diagnosen Pagets sygdom som
klassifikationsmetode, anvendtes ROC-kurver til at definere
en optimal relativ sensitivitet og specificitet i denne
population. Relativ sensitivitet og specificitet angives i
tabel 4. En to gange to kontingenstabel vises i figur 8.

Tabel 4
MicroVue DPD
Relativ sensitivitet 91%
Specificitet 97%
Figur 8
Pagets sygdom
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