Bone Health

Enzymimmunoanalys for kvantitering av tvarbindningar av deoxypyridinolin (DPD) i mansklig urin

MicroVue™ DPD EIA Summariskt

Reagent och Prov Foérberedelse

O Bered Enzymkonjugat med Analysbuffert; forvara vid 2—-8 °C.
(7 ml kallt Analysbuffert for varje flaskor med Enzymkonjugat.)

O Spéad Prover, Standarder och Kontrollvatskor 1:10 med
Analysbuffert (till exempel, 50 pl Prov och 450 ul Analysbuffert)

Analysfdrfarande

Tillsatt 50 pl utspadda Standarder, Kontrollvatskor
eller Prover i varje brunn

4

Tillsatt 100 pl kallt Enzymkonjugat i varje brunn

i

Inkubera 120 + 5 minuter vid 2-8 °C i moérker

O Bered Arbetssubstratlésningen (30 — 60 min fore anvandning)
L&agg en Substrattablett i varje flaska ad Substratbuffert
(Skaka flaskan/flaskorna kraftigt)

O Bered 1x Tvattbuffert (Spad 10x Tvattbuffertkoncentrat 1:10 med

avjoniserat vatten)
Tvétta tre ganger
med 1x Tvattbuffert

Tillsatt 150 pl Arbetssubstratlésning

L

Inkubera 60 + 5 minuter vid 20-28 °C

L

Tillsatt 100 pl Stoppldsning

4

Avlas den Optiska Densiteten vid 405 nm.
En kurvpassningsekvation med 4-parameterkalibrering,
méste anvandas for att analysera testresultat

y = (A-D)/(1+(x/C)®)+D

(i) AVSETT ANVANDNINGSOMRADE

MicroVue DPD &r en urinanalys som ger ett kvantitativt
matt pad utsdndring av tvarbindningar av deoxypyridinolin
(DPD) som en indikator pa benresorption. Férhojda nivaer
av DPD i urinen indikerar forh6jd benresorption hos
patienten. Matningen av DPD &r avsedd for 6vervakning
av forandringar i benresorption hos postmenopausala
kvinnor som behandlas antiresorptivt med hormoner eller
bisfosfonat och hos patienter med diagnosen osteoporos.
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SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Ungefdr 90 % av den organiska vavnaden i ben ar typ |-
kollagen, ett trippelhelixprotein. Typ I-kollagen av ben ar
tvarbundet av specifika molekyler som ger stelhet och
styrka. Tvarbindningar av moget typ I-kollagen i ben ar
pyridintvarbindningar, pyridinolin (PYD) och deoxypyri-
dinolin (DPD)."? DPD formas av lysyloxidasets enzymatiska
verkan pa aminosyran lysin.> DPD frigors i cirkulationen
under benresorptionen.?” DPD utséndras ometaboliserat i
urinen och paverkas inte av kosten,® vilket gor det lampligt
for bedémning av resorption.

Ben genomgar konstant en metabolisk process som kallas
benremodellering.>” Den omfattar en nedbrytande
process, benresorption, som utfors av osteoklaster, och en
uppbyggande process, benformation, som utfors av
osteoblaster.?’” Benremodelleringen &r nodvandig for
skelettets fortlevnad och kondition, och &r ndra samman-
kopplad - dvs. benresorptionen och benformationen ar i
balans.” | abnorma fall av benmetabolism bryts balansen,
och om resorptionen ar storre an formationen leder det till
benforlust.” Matning av specifika nedbrytningsprodukter
fran benvavnad ger analytiska data angaende
benmetabolismens balans.>*>

Osteoporos dr en metabolisk bensjukdom som karak-
teriseras av abnorm benremodellering. Det ar en systemisk
skelettsjukdom som karakteriseras av Idg benmassa och
mikrostrukturell forsvagning i benvavnaden, med 6kad
kanslighet for benfrakturer som f6ljd.2 Den vanligaste
typen av osteoporos drabbar postmenopausala kvinnor
som resultat av 6strogenbrist ndr dggstockarnas funktion
upphor.” Hormonbehandling som aterstaller 6strogen-
nivaerna forhindrar benférlust och osteoporos.’'°
Ostrogener och en klass féreningar som kallas bisfosfonater
ar antiresorptiva behandlingar som kan anvandas for att
forhindra benforlust eller for att behandla osteoporos.’-'2
Osteoporos kan ocksa orsakas av otillracklig hdgsta
benmassa under tillvéxtaren, en dldersrelaterad obalans i
benremodelleringen med nettodverskott av resorption och
ett antal kliniska tillstdnd och behandlingar som leder till
benférlust eller obalans i benremodelleringen.” De
omfattar endokrina sjukdomar som hypogonadism,
hypertyreoidism, hyperparatyreoidism och hyperkorti-
solism; gastrointestinala sjukdomar som ar relaterade till
naring och mineralmetabolism; beslaktade vavnadssjuk-
domar; multipelt myelom; kronisk férlamning; alkoholism
eller tobaksbruk; och kronisk behandling med heparin eller
kortikosteroider.” Andra sjukdomar som karakteriseras av
abnorm benremodellering ar bland annat Pagets sjukdom
och metastatisk bencancer.?

For MicroVue DPD-analysen anvandes antikroppteknik for
att ge en monoklonal antikropp som visar specificiteten for
DPD." Specificiteten for den monoklonala antikroppen som
anvands i MicroVue DPD-analysen mojliggor enkel, praktisk,
reproducerbar och direkt kvantifiering av DPD i urin.



PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue DPD-analysen ar en kompetitiv enzymimmuno-
analys i mikrotiter stripwell-format med en monoklonal
anti-DPD-antikropp pa remsan for att fanga DPD i provet.
DPD i provet konkurrerar med konjugerat DPD-alkalin-
fosfatas om antikroppen och reaktionen detekteras med ett
pNPP-substrat. MicroVue DPD-resultat korrigeras for
urinkoncentration av kreatinin.

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH MATERIAL

96 analyser for tvarbindningar av deoxypyridinolin
MicroVue DPD ElA-sats innehaller foljande:

A

B DPD-standard A till F Komponent 4203 till 4208 0,3 ml/st
C (A=0,B=3,C=10,D =30, E=100, F = 300 nmol/| DPD)

D DPD renat ur ben av néti 10 mmol/I fosforsyra med natriumazid
E (0,05 %) som konserveringsmedel

F

L Laga/Hoga kontroller Komponent 4209,4210 0,3 ml/st
H DPD renat ur ben av not i 10 mmol/I fosforsyra med natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmedel

@ Remsor med beldggning Komponent 4661 12st
Renad mus-monoklonal Anti-DPD-antikropp pa Stripwell-remsor

Stopplosning Komponent 4702 15ml
0,5N NaOH
10x tvattbuffert Komponent 4703 55 ml

Nonjonaktivt rengdringsmedel i buffertlésning med natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmedel

Analysbuffert Komponent 4704 55ml
Nonjonaktivt rengdringsmedel i buffertlésning med natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmedel

Substratbuffert Komponent 4705 3x10ml
Ldsning av dietanolamin och magnesiumklorid med natriumazid
(0,05 %) som konserveringsmedel

(5 ) Substrattabletter
p-nitrofenylfosfat

Komponent 0012 3x20mg

Enzymkonjugat Komponent 4202 3st
Lyofiliserat DPD, renat fran ben av nét, konjugerat till alkaliskt
fosfatas innehallande buffertsalter och stabiliseringsmedel

Tejplock for platta Komponent 0047 3st

NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER

Mikropipetter for 50 till 300 pl

Lampliga matkarl for 7 till 300 ml

Behallare for tvattbuffertspadning

Provror for spadning av prover, standarder och
kontrollvatskor

Avjoniserat eller destillerat vatten

Plattldsare for avlasning vid 405 nm
Programvara for kurvpassning med
4-parameterskalibrering

e Kreatininvarden (mmol/l) fér urinprover
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VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. For in vitro-diagnostik.

2. Behandla alla prover som biologiskt riskmaterial.
Hantera satsens innehall och patientprover med
forsiktighet.

3. Behallare och oanvant innehall ska kasseras i enlighet
med gallande lagar och bestammelser.

4. Medféljande reagenser anvands som en enhet fram till
det utgangsdatum som anges pa forpackningen.

5. Hantera satsens innehall bar [ampliga skyddsklader,
handskar och 6gon/ansiktsskydd.

Forvara analysreagenser enligt anvisningen.

7. Anvand inte remsor med beldggning om det finns hal
pa férpackningen.

8. Dubbeltesta varje prov.

9. 0,5N NaOH &r fratande och kan orsaka svara
brannskador. Far inte fértaras. Undvik kontakt med
hud, 6gon eller klader. Tvatta bort spilld 0,5N NaOH
med vatten. Kontakta ldkare vid fortaring.

10. Natriumazid anvands som konserveringsmedel.
Tillfallig kontakt med eller fortaring av buffertlosningar
med natriumazid kan orsaka irritation pa hud, gon
och i munnen. Anvand bara buffertldsningarna fér de
avsedda dndamalen och undvik kontakt med syror.
Natriumazid kan reagera med bly- och kopparror och
bilda hogexplosiva metallazider. Spola med stora
mangder vatten nar azider kasseras for att undvika
azidansamling.

11. Substratbufferten innehaller dietanolamin och kan
irritera 6gon och/eller hud vid langre kontakt. Bar
lampliga skyddsklader, handskar och
0gon/ansiktsskydd. Kontaktade omraden skall
omedelbart tvattas med tval och vatten.

12. Standarder och kontrollvatskor &r i fosforsyra,
10 mmol/l. Undvik kontakt med hud, 6gon eller klader.
Far inte fortaras. Tvatta bort spilld 0,5N NaOH med
vatten. Kontakta ldkare vid fortaring.

13. Multikanal- eller repeterpipetter bor anvandas vid
uppmatning av reagenser.

14. For korrekt provmatning ska exakta mangder prover
och standarder tillsattas. Pipettera omsorgsfullt med
kalibrerad utrustning.

15. Spdd prover som ar storre an 300 nmol/l i analys-
bufferten och testa om. Ta med spadningsfaktorn i
slutberdkningen.

16. Analysen utférs med vilken som helst validerad
tvattmetod.

17. Deoxypyridinolinstandarder, kontrollvatskor och
enzymkonjugat ar ljuskansliga. Undvik ldangvarig
exponering for ljus, sarskilt direkt eller indirekt solljus.
Forvara reagenserna morkt nar de inte anvands.
Prover och reagenser paverkas inte markbart av vanlig
elektrisk laboratoriebelysning nar de hanteras enligt
beskrivningen i Analysprocedur.

18. Om rumstemperaturen inte kan hallas mellan 20 och
28 °C, och absorbanser under 2,0 inte ar kompatibla
med plattlasaren, ska substratets utveckling i standard
A-brunnarna 6vervakas; ndr den optiska densiteten nar
1,2-1,5 ska reaktionen stoppas och remsorna avlasas.



REAGENSFORBEREDELSER

Tvittbuffert — se anméarkning om procedur i
avsnittet ANALYSPROCEDUR

Bered den rdtta mangden 1x tvattbuffert (se tabell i
ANALYSPROCEDUR) genom att spada 10x tvattbuffert-
koncentrat 1:10 med avjoniserat vatten. Forvara vid
20-28 °C. Anvand 1x tvattbufferten inom 21 dagar fran
beredningen.

Sdrskilda tvdttinstruktioner: Bered 1x tvittldsning enligt
ovan och férvara vid 2-8 °C tills den ska anvdéindas.

Enzymkonjugat

Bered enzymkonjugat hégst tva timmar innan det ska
anvandas. Rekonstituera alla flaskor med enzymkonjugat
(se tabellen) med 7 ml analysbuffert. Férvara
rekonstituerat enzymkonjugat vid 2-8 °C tills det ska
anvandas

Arbetssubstratlosning

Substratbufferten maste vara mellan 20 och 28 °C innan
analysen pabdrjas (tva timmar eller Gver natten
rekommenderas). Bered arbetssubstratlosningen hogst
en timme innan den ska anvandas. Lagg en substrat-
tablett i varje flaska substratbuffert vid 20-28 °C (se
tabellen). Lat tabletten l6sas upp i 30 till 60 minuter.
Skaka flaskan/ flaskorna kraftigt sa att I6sningen blandas
helt

FORVARING

Forvara satsen vid 2-8 °C.
Far inte frysas.
Forvara oanvand reagens vid 2-8 °C.

PROVTAGNING OCH PROVFORVARING

MicroVue DPD-analysen kan utféras med urinprov utan
preventivmedel fran forsta eller andra morgonurinen.
Provtagningen bor ske fére 10,00 for att eliminera
eventuell pdverkan frdn dygnsvariation. Hall urinprovet
kylt (2-8 °C) vid lagring i hogst sju dagar, eller frys provet
vid -20 °C eller kallare for langre férvaring. Provet far inte
frysas och tinas mer @n fem ganger. Undvik langvarig
exponering for ljus, sarskilt solljus. Under rutinbehandling
paverkas inte proverna av vanlig elektrisk
laboratoriebelysning.

Vid behandlingsdvervakning ska baslinjeprover tas innan
behandlingen borjar. For de féljande jamforelserna ska
proverna tas vid samma tid pa dagen som baslinjeprovet.

ANALYSPROCEDUR

Las hela produktbladet innan analysen paborjas.

Las avsnittet REAGENSBEREDNING fore analysen.
PROCEDURNOT: MicroVue DPD-analysen ar kanslig for
tvattningsforhallanden. Hela tvattningen ska slutféras
inom tva minuter. Om tvattningen INTE kan slutforas

inom tva minuter ska Sdrskilda tvdttinstruktioner i
avsnitten REAGENSBEREDNING och Tviittning féljas.
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Avgor hur mycket av varje reagens som behévs utifran
antalet remsor som ska anvidndas.

Antal remsor 4 6 8 12
Antal prover (parprover) 8 16 24 40
Enzymkonjugat (flaska) 1 1 2% 2%
Substrat (flaska) 1 1 2% 2%
1x tvattbuffert (ml) 100 150 200 300

*Om mer an en flaska anvands ska innehallet blandas fére anvandning.

Inkubering av prov/enzymkonjugat

1. Spad prover, standarder och kontrollvatskor 1:10 med
analysbuffert (till exempel 50 pl prov och 450 pl
analysbuffert).

2. Taut Stripwell-ramen och det antal remsor med
beldggning som behdvs fran foérpackningen (se
tabellen). Forpackningar med oanvanda remsor maste
aterforslutas helt.

3. Placera 6nskat antal remsor med beldggning i
Stripwell-ramen. Mark remsorna for att undvika att de
blandas ihop om de tas bort fran ramen av misstag.

4. Tillsatt 50 ul standard, kontrollvatska eller prov i varje
brunn pa remsorna med beldaggning. Detta steg ska
slutféras inom 30 minuter.

5. Bered enzymkonjugat hogst tva timmar innan det ska
anvandas. Rekonstituera alla flaskor med
enzymkonjugat (se tabellen) med 7 ml analysbuffert.
Forvara rekonstituerat enzymkonjugat vid 2-8 °C tills
det ska anvandas.

6. Tillsatt 100 pl rekonstituerat enzymkonjugat i varje
brunn. Tack remsorna med den medféljande tejpen.
Inkubera tva timmar = fem minuter vid 2-8 °C.
Inkuberingen ska utféras i morker.

7. Bered arbetssubstratldsningen hégst en timme innan
den ska anvandas. Lagg en substrattablett i varje
flaska 20-28 °C ad substratbuffert (se tabellen). Lat
tabletten l6sas upp i 30 till 60 minuter. Skaka
flaskan/flaskorna kraftigt sa att I6sningen blandas helt.

Tvattning

8. Bered erfordrad mangd 1x tvattbuffert (se tabell)
genom att spada 10x tvattbuffert 1:10 med avjoniserat
vatten. Vand/tom remsorna for hand. Tillsatt minst
250 ul 1x tvattbuffert i varje brunn och vand/tém
remsorna for hand. Upprepa ytterligare tva ganger
(totalt tre tvattningar). Torka av remsorna ordentligt
pa pappershandukar efter den sista tvattningen. Torka
remsornas undersida med en luddfri pappershandduk
medan de ar vdnda sa att dven undersidan blir ren.
Sdrskilda tvdttinstruktioner: Utfor tvdttningen enligt
ovan med kall(2-8 °C) 1x tvdittbuffert. Lat remsorna torka
mellan fem och tio minuter efter den sista tvéttningen
innan substrat tillsdtts.

Substratinkubering

9. Tillsatt 150 pl arbetssubstratlésning i varje brunn.
10. Inkubera 60 £ 5 minuter vid 20-28 °C.

Stopp/avlas

11. Tillsatt 100 pl stopplosning i varje brunn. Tillsatt
stoppldsningen i samma monster och med samma
tidsintervall som substratlosningen tillsattes.



12. Avlas den optiska densiteten vid 405 nm. Kontrollera
att det inte finns nagra stora bubblor i brunnarna och
att remsornas undersidor dr rena. Remsorna ska
avldsas inom 15 minuter fran att stopplésningen
tillsatts.

13. Kvantitativ programvara, som anvander en
kurvpassningsekvation med 4-parameterkalibrering,
maste anvdndas for att analysera testresultat fran
MicroVue DPD.

Ekvation: y = (A-D)/(1 + (x/C)®) + D

14. Avgor koncentrationen i prover och kontrollvatskor

fran standardkurvan.

15. Kontrollvardena ska ligga inom det omrade som anges
i det medfdljande analyscertifikatet.

KVALITETSKONTROLL

Analyscertifikatet som medfoljer produkten ar
partispecifik och ska anvdndas for att intyga att
laboratoriets resultat liknar dem som erhalles pa Quidel
Corporation. De optiska densitetsvardena ar givnha och
ska endast anvdndas som riktlinjer. Resultateti ert
laboratorium kan avvika.

Kvalitetskontrollomraden medféljer. Kontrollvardena &r
avsedda att bekréfta kurvans och testresultatets giltighet.
Varje laboratorium ska uppratta egna parametrar for vad
som dr acceptabla analysvarden. Om kontrollvardena
INTE ligger inom laboratoriets acceptansgranser, ska
analysresultaten ifrdgasattas och proverna ska upprepas.
Om den optiska densiteten for MicroVue DPD standard A
ar mindre an 0,8, ska resultatet ifragasattas och proverna
bor upprepas.

RESULTATTOLKNING

Resultaten fran MicroVue DPD-analysen maste korrigeras
for variationer i urinens koncentration genom att DPD-
vardet (nmol/l) delas med kreatininvardet (mmol/l) i varje
prov (kreatinin mg/dl x 0,088 = mmol/l). De slutliga
resultaten av MicroVue DPD uttrycks i nmol DPD/mmol
kreatinin.

Representativ standardkurva

DPD-standardnivaer: 0, 3, 10, 30, 100, 300 nmol/I
1.8
1,6
14
12
1,0
08
0,6
04
0,2

00 1 1 1
0 1 10 100

Deoxypyridinoline (nmol/L)

Optisk densitet (405 nm)
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PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

Medan MicroVue DPD anvands som indikation pa
benresorption, har det har testet inte faststallts forutsaga
utveckling av osteoporos eller framtida risk for fraktur.
Anvandning av det har testet har inte etablerats for
hyperparatyreoidism eller hypertyreoidism. Nar MicroVue
DPD anvands for att 6vervaka behandling, kan resultatet
paverkas om patienten har ett kliniskt tillstand som
paverkar benresorptionen, till exempel benmetastaser,
forutom de sjukdomar som anges ovan. MicroVue DPD-
resultat ska tolkas i kombination med kliniska
observationer och andra diagnosresultat, inte som ensamt
avgorande for inledning eller @ndring av behandling.

PROV VARDEN

Referensomraden fér MicroVue DPD har faststéllts for
friska mdn (n = 121) och friska premenopausala kvinnor
(n=312) 6ver 25 ars alder. For etableringen av
referensomraden definierades foljande friska subjekt:

o friska, utan bensjukdomar eller endokrina eller kroniska
sjukdomar
med regelbunden menstruationscykel (kvinnor)
ej gravida eller ammande (kvinnor)
ingen medicinering med kand inverkan pa
benmetabolismen (till exempel medicinering med
kortikosteroider, GnRH-analoger, antikonvulsanter,
heparin, skoldkortelmedicin).

Vardena kan paverkas av faktorer som lag 6strogen-
produktion, lagt kalciumintag, lag fysisk aktivitet eller
sjukdomar med kand inverkan pa benmetabolismen,
sasom osteoporos, Pagets sjukdom, hyperparatyreoidism,
hypertyreoidism och benmetastas. Ostrogenbrist hos
postmenopausala kvinnor kan leda till férhojd
benresorption. Det premenopausala referensomradet bor
anvandas for att tolka resultaten hos postmenopausala
kvinnor. Varje laboratorium bor faststélla egna
referensomraden. Omradena uttrycks som icke-
parametriska referensintervaller (90 % Cl).

Medelvérde SD Omrade

Rlder (ar) (nmol DPD/mmol Kr)
Kvinnor 25-44 5,0 1,4 30-74
Man 25-55 3,8 1,0 23-54

Forvantad variation for enskilda testpersoner avgjordes
med urinprover fran 49 friska personer. Proverna togs fem
ej pa varandra féljande dagar under tva veckor.
Genomsnittet for individuell longitudinell variation var
15,5 %. Variationen mellan testpersoner reflekteras i de
icke-parametriska referensintervallen ovan.

PRESTANDASPECIFIKATIONER

Antikroppspecificitet

Den monoklonala anti-DPD-antikroppen har selektiv, hog
affinitet for fritt DPD och férsumbar bindning till DPD-
peptider och fritt eller peptidbundet pyridinolin (PYD).

% reaktivitet
Fritt DPD 100 %
Fritt PYD <1%
PYD-/DPD-peptider
> 1000 MW <25%
> 3500 MW <25%




Kanslighet

MicroVue DPD-analysens minsta avkanningsgrans ar
1,1 nmol/l, vilket avgors av den dvre 3-SD-grénsen i en
studie med nollstandard.

Aterhamtning - pik-aterhamtning
Pik-aterhamtning avgjordes genom att en kand mangd

renat DPD tillsattes i urinprover med olika nivaer
endogent DPD. Typiska resultat visas nedan.

Endogent Tillsatt Observerat Aterhdmtni

Prov

(nmol/l) (nmol/l) (nmol/l) ng (%)
1 3,1 27,3 32,0 106
2 11,2 27,3 38,8 101
3 18,2 27,3 449 98

Aterhamtning - linjaritet
Linjariteten avgjordes genom att prover spaddes seriellt.

De observerade vardena jamférdes med férvantade
varden. Typiska resultat visas nedan.

Spadnings- Observerat Forvantat Aterhdmtning

Prov faktor (nmol/I) (nmol/I) (%)
1 konc. 65,5 - -
1:2 31,8 32,8 97
1:4 154 16,4 94
2 konc. 84,6 - -
1:2 39,3 42,3 93
1:4 194 21,1 92
3 konc. 132,6 - -
1:2 65,6 66,3 99
1:4 30,2 33,2 91
1:8 16,8 16,6 101
Precision

Precision inom tester bestamdes for > 21 replikat av 3 prov
pa 2 plattor fran var och en av 3 partier (totalt 6 plattor).
Precision mellan tester bestamdes for 3 prov, som korts

i 9 separata plattor fran var och en av 3 partier (totalt

27 plattor). Proverna som visas nedan representerar ett
omrade nmol/l-vérden. For en kvinna med kreatinin pa
4,5 mmol/l, representerar prov 1 till 3 1ag normal, hog
normal och férhojd resorption (2,4 nmol/mmol,

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

Prov DPD CV%Inom CV % mellan
(nmol/I DPD) test’ tester?
1 10,7 84 4,8
2 30,0 4,3 4,6
3 174,7 55 3,1
'n=21 2 n = nio tester
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KLINISKA STUDIER

Anvéandning av MicroVue DPD for 6vervakning av
antiresorptiv hormonbehandling av postmenopausala
kvinnor

Ett slumpmassigt kontrollerat multicenterforsok utfordes
framgangsrikt for att faststalla MicroVue -DPD-analysens
sdkerhet och effektivitet for Overvakning av forandringar i
DPD-utsondring i urinen i samband med antiresorptiv
behandling med &strogen/progestin. Okad benresorption
och betydande benforlust hor ofta ihop med
postmenopausal 8strogenbrist. Ostrogenerséttning har
visats minska resorptionen effektivt och skydda befintlig
benmassa.”"® Testpersonerna var postmenopausala
kvinnor fran 45 till 64 ars alder (medel 56 + 4 ar) som
genomgatt naturlig eller kirurgisk menopaus de senaste
tio dren. Vid baslinjen placerades lampliga testpersoner
slumpmassigt i en aktiv behandlingsgrupp (HRT):
Premarin® (0,625 mg per dag) med placeboprogestin,
Premarin (0,625 mg per dag) och ett aktivt progestin
(Provera® 2,5 mg per dag kontinuerligt, Provera 10 mg per
dag cykliskt eller mikroniserat progesteron 200 mg per
dag cykliskt); eller i kontrollgruppen (CTL):
placebodstrogen och placeboprogestin. Prover togs fran
forsta eller andra morgonurinen vid baslinjen och efter
tolv manader fran alla testpersoner. MicroVue DPD-
resultat korrigerades for kreatinintdmning och uttrycktes
i nmol DPD/mmol kreatinin.

Medelvardet (+ 1 SD) for DPD-koncentrationen vid
baslinjen (7,56 + 2,27 jamfort med 7,94 + 3,25 nmol/mmol,
p = 0,304) och BMD i landryggraden (0,97 + 0,17 jamfort
med 0,97 + 0,15 g/cm?, p = 0,792) hade liknande varden
for CTL och HRT. Férdelningen av baslinjevarden for DPD i
HRT och CTL visas i Figur 1 i proportion till
studiepopulationen.

Figur 1. Fordelning av DPD-nivaer vid baslinjen
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DPD var avsevart lagre for HRT an CTL vid tolv manader
(5,27 £1,78 jamfort med 8,08 + 3,63 nmol/mmol,

p < 0,00001). Vid tolv manader var testpersoner i HRT-
gruppen mer bendgna dn dem i CTL-gruppen att ha en
DPD-koncentration som var < 7,4 nmol/mmol (89 %
jamfért med 51 %, p < 0,00001) dven om baslinjepropor-
tionerna var liknande for de tva grupperna (CTL 56 %,
HRT 53 %, < 7,4 nmol/mmol). Férdelningen av DPD-
varden efter tolv manader i HRT- och CTL-grupperna visas
i Figur 2.



Figur 2. Fordelning av DPD-nivaer efter tolv manaders
behandling med 6strogen/progestin (HRT) eller
placebo (CTL) (i proportion till populationen)
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Medelvardet (+1 SD) for DPD-koncentrationen hos CTL-
testpersonerna 6kade nagot fran baslinjen till +11,7 %
(£ 49,7 %) vid tolv manader (p = 0,278) medan DPD-
koncentrationen hos HRT-testpersoner minskade fran
baslinjen till -29,1 £ 23,8% vid tolv manader (p < 0,0001).
Fordelningen av den procentuella férandringen av DPD-
varden fran baslinjen till tolv manader i HRT- och CTL-
grupperna visas i Figur 3.

Figur 3. Fordelning av procentuell férandring av DPD-
nivaer efter tolv manaders behandling med
ostrogen/progestin (HRT) eller placebo (CTL)
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Vid tolv manader hade testpersoner i HRT-gruppen
forhojd BMD i landryggraden jamfort med CTL-gruppen
(p < 0,00001), vilket visas i tabell 1.

Tabell 1. Forandring i LSBMD (medel + SD)

n Baslinje Tolv manader A
(g/cm?) (g/cm?) (%)
CTL 57 0,97 £0,17 0,95+0,17 -1,6+£2,7
HRT 244 0,97 £0,15 1,01 £0,15 +3,7+2,7

Resultaten visar att MicroVue -DPD-analysen &r ett sdkert
och effektivt satt att Gvervaka den antiresorptiva effekten
av behandling med hormonersattning hos
postmenopausala kvinnor.
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Anvandning av MicroVue DPD for 6vervakning av
antiresorptiv bisfosfonatbehandling av osteoporos

Ett slumpmassigt kontrollerat multicenterférsék utférdes
framgangsrikt for att faststalla MicroVue -DPD-analysens
sakerhet och effektivitet att 6vervaka forandringar i DPD-
utsondring i urinen i samband med antiresorptiv
behandling med aminobisfosfonat (alendronat).
Testpersonerna var postmenopausala kvinnor mellan 45
och 84 ars dlder (medel 64 + 7 dr) med diagnosen
osteoporos (utifran en klinisk presentation eller om
baslinjen for landryggradens mineraltdthet [BMD] var mer
an 2,5 standardavvikelser under medelvardet fér mogna
premenopausala kvinnor). Vid baslinjen fick lampliga
testpersoner slumpmadssigt antingen 10 mg alendronat
och 500 mg kalcium per dag (ALN) eller 500 mg kalcium
per dag (CTL). Prover togs ur andra morgonurinen vid
baslinjen och efter tre, sex och tolv manader fran alla
testpersoner. MicroVue DPD-resultat korrigerades for
kreatinin-clearance och uttrycktes i nmol DPD/mmol
kreatinin.

Medelvardet (= 1 SD) for DPD-koncentrationen vid
baslinjen (7,35 * 3,30 jamfort med 7,74 + 3,47 nmol/mmol,
p =0,278) och BMD i landryggraden (0,75 £ 0,09 jamfort
med 0,74 £ 0,10 g/cm?, p = 0,426) hade liknande vérden
for ALN och CTL. Fordelningen av baslinjevarden for DPD i
ALN och CTL visas i Figur 4 i proportion till
studiepopulationen.

Figur 4. Fordelning av DPD-nivaer vid baslinjen
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DPD var avsevart lagre for ALN an CTL vid tre

(5,45 £ 2,61 jamfort med 7,56 + 3,08, p < 0,00001), sex
(4,83 £1,94 jamfort med 7,09 £ 3,33 nmol/mmol,

p < 0,00001) och tolv manader (4,78 + 1,75 jamfort med
6,73 £ 2,98 nmol/mmol, p < 0,00001). Vid tre, sex och tolv
manader hade 84, 89 respektive 91 % av ALN-
testpersonerna en DPD-koncentration som var

< 7,4 nmol/mmol. Testpersoner i ALN-gruppen var

mer bendgna an dem i CTL-gruppen att ha en DPD-
koncentration som var < 7,4 nmol/mmol vid alla
tidpunkter (p = 0,002) aven om baslinjeproportionerna var
liknande for de tva grupperna (CTL 60,4 % respektive ALN
57,8 % < 7,4 nmol/mmol). Férdelningen av DPD-vdrden
efter tolv manader i ALN- och CTL-grupperna visas i

Figur 5.



Figur 5. Fordelning av DPD-nivaer efter tolv manaders
behandling med alendronat (ALN) eller kalcium (CTL)
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Medelvardet (+1 SD) for DPD-koncentration hos CTL-
testpersonerna minskade gradvis fran baslinjen till

-4,9 % (£ 34,9 %) vid tolv manader (p = 0,003), vilket kan
bero pa kalciumets begransade bensparande effekt.”
Medelvardet for DPD-koncentration hos ALN-testpersoner
minskade med 22,9 + 37,4 % vid tre manader, 28,6 + 25,8
% vid sex manader och 29,5 + 26,7 % vid tolv manader.
Fordelningen av den procentuella férandringen av DPD-
vdrden fran baslinjen till tolv manader i ALN- och CTL-
grupperna visas i Figur 6.

Figur 6. Fordelning av procentuell fordndring i DPD-
nivaer efter tolv manaders behandling med
alendronat (ALN) eller kalcium (CTL)
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Vid tolv manader hade testpersoner i ALN-gruppen
forhojd BMD i landryggraden jamfort med CTL-gruppen
(p <0,00001), vilket visas i tabell 2.

Tabell 2. Fordndring i LSBMD (medel + SD)
Baslinje Tolv manader A
(g/cm?) (g/cm?) (%)
CTL 167 0,75+0,09 0,74+ 0,09 -0,8+3,3
ALN 156 0,74 £ 0,09 0,78+0,10 +5,7+4,2

02635V03 (2009/01)

Resultaten visar att MicroVue -DPD-analysen dr ett sakert
och effektivt satt att 6vervaka den antiresorptiva effekten
av behandling med aminobisfosfonat (alendronat) for
testpersoner med diagnosen osteoporos.

Ytterligare studier

Kliniska studier utfordes for att utvardera deoxypyri-
dinolinnivaderna i urin med MicroVue DPD-analys jamfort
med HPLC-analys™ och klinisk analys.

Den forsta studien utfordes pa kliniska undersoknings-
anlaggningar med 54 prover fran friska frivilliga och

140 prover fran patienter med kdanda bensjukdomar
(inklusive osteoporos, Pagets sjukdom, hyperpara-
tyreoidism och hypertyreoidism). Sjukdomarna medfor
ofta forhojd benresorption, darfor ansags testgruppen vara
en riskpopulation. Alla testpersoner forvantades emellertid
inte ha forhojd benresorption vid provinsamlingen. 103 av
de 140 patienterna med sjukdomsdiagnos hade inte
forhojda pyridinolinvarden enligt HPLC-métningen.
Deoxypyridinolinvardena fran MicroVue DPD-analysen for
friska testpersoner varierade mellan 2,3 till 11,2 nmol/mmol
och for patienter mellan 1,2 och 37,2 nmol/mmol.

| studien jamférdes MicroVue DPD-analysen med en HPLC-
forskningsmetod™ fér méatning av pyridinolin. HPLC-
troskeln, som faststélldes i en studie som omfattade

84 friska testpersoner, befanns vara 50 nmol/mmol for
man och 60 nmol/mmol fér kvinnor (den 6vre gransen
konfidensintervall var 95 % for bada konen). Med forhojt
pyridinolin, faststallt genom HPLC som klassificerings-
metod, anvandes ROC-teknik (Receiver Operating
Characteristic) for att definiera optimal relativ kdnslighet
och specificitet i den beskrivna populationen. Relativ
kanslighet och specificitet presenteras i tabell 3. En
kontingenstabell med antalet testpersoner i varje klass
visas i Figur 7.

Tabell 3
MicroVue DPD
Relativ kanslighet 69 %
Specificitet 87 %
Figur7
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| den andra studien jamfordes resultaten fran MicroVue
DPD-analysen i en blandad population av 39 prover fran
friska testpersoner och 69 prover fran patienter med
Pagets sjukdom. Aven om Pagets sjukdom representerar
en modell for identifiering av aktiv benresorption, var
nagra av patienterna i studien under behandling, eller kan
ha ansetts vara i remission och kanske inte hade forhojd
benresorption vid provtagningstillfillet. | studien hade
friska testpersoner fran 2,3 till 6,4 nmol/mmol. Patienter
med Pagets sjukdom hade fran 1,7 till 50,4 nmol/mmol.



Med diagnosen for Pagets sjukdom som
klassificeringsmetod, anvandes ROC-tekniken for att
definiera optimal relativ kdnslighet och specificitet i den
populationen. Relativ kdnslighet och specificitet visas i
tabell 4. En kontingenstabell visas i Figur 8.

Tabell 4
MicroVue DPD
Relativ kdnslighet 91 %
Specificitet 97 %
Figur 8
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SUPPORT

Utanfor USA: kontakta en lokal distributor for Quidel-
produkter. Ytterligare information om Quidel, vara
produkter eller distributorer finns pa var hemsida
www.quidel.com.

Tacks av US Patent nr. 5,620,861, 5,700, 694, 6,121, 002, och 5,283,197.
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