Bone Health

Enzymimmunoanalys for kvantitering av benspecifikt alkaliskt fosfatas (BAP) i manskligt serum

MicroVue™ BAP EIA Sammanfattning

Reagent och Prov Forberedelse

0 Spad 10X Tvattlésningskoncentrat 1:10 med Avjoniserat
Vatten.

Analysforfarande

Tillsatt 125 pl Analysbuffert i varje brunn

y

Tillsatt 20 pl Standarder, Controllvatskor och Prover
i varje brunn. (Virvla forsiktigt runt remsorna sé att
provet blandas ordentligt med bufferten.)

3y

Inkubera 3 timmar + 10 minuter vid 20-28 °C

Tvatta fyra ganger
med 1x Tvattbuffert

0O Bered Substratldsningen (30 — 60 min innan den ska anvandas)
Lagg en Substrattablett i varje flaska Substratbuffert (skaka

kraftigt)

Tillsatt 150 pl Arbetssubstratlésning

!

Inkubera 30 + 5 minuter vid 20-28 °C

L

Tillsatt 100 pl Stoppldsning

J

Avlas Optisk Densitet vid 405 nm. Analysera analysresultaten
som anvander en quadratic, buktar passformen.
y=A+Bx+Cx?

(i) AVSETT ANVANDNINGSOMRADE

Immunoanalysen MicroVue BAP ger ett kvantitativt matt
pa benspecifik alkalisk fosfatasaktivitet (BAP) i serum som
en indikator pa osteoblastisk aktivitet. BAP-mdtningen ar
avsedd for:

e anvandning som hjdlpmedel vid postmenopausal
osteoporos och Pagets sjukdom;

e oOvervakning av postmenopausala kvinnor som
behandlas med hormoner eller bisfosfonat;

o prediktion av skelettets respons pa hormonbehandling
for postmenopausala kvinnor.
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SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Skelettisoformen, eller den benspecifika isoformen av
alkaliskt fosfatas ar ett tetrameriskt glykoprotein som finns
pa cellytan i osteoblaster.! Osteoblaster ar de celler som
svarar for syntes av ny benvavnad och benmineralisering.
Det benspecifika alkaliska fosfatasets funktion ar inte helt
klarlagd, men dess roll i benmineraliseringen har
bekraftats.’?

Ben genomgar konstant en metabolisk process som kallas
benremodellering.3* Den omfattar en nedbrytande
process, benresorption, som utfors av osteoklaster, och en
uppbyggande process, benformation, som utfors av
osteoblaster.>* Benremodelleringen &r nédvandig for
skelettets fortlevnad och kondition, och ar nara samman-
kopplad - dvs. benresorptionen och benformationen ar i
balans.>* | abnorma fall av benmetabolism bryts balansen.
Om resorptionen ar storre an formationen leder det till
benférlust som kan orsaka osteoporos,** eller till
oregelbunden benvavnad (Pagets sjukdom).> Matning av
specifika biokemiska varden for dessa remodellering-
shandelser ger analytiska data angdende benmeta-
bolismens hastighet eller “omséattning”.3*

Osteoporos dr en metabolisk bensjukdom som
karakteriseras av abnorm benremodellering. Det ar en
systemisk skelettsjukdom som karakteriseras av lag
benmassa och mikrostrukturell férsvagning i
benvdvnaden, med 6kad kanslighet for benfrakturer som
foljd.® Den vanligaste typen av osteoporos drabbar
postmenopausala kvinnor som resultat av dstrogenbrist
nar dggstockarnas funktion upphér.® Hormonbehandling
som aterstaller 6strogennivderna férhindrar benforlust
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.>4”

Osteoporos kan ocksa orsakas av otillracklig hogsta
benmassa under tillvixtaren, en aldersrelaterad 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; njursvikt; metastatisk bencancer; gastrointestinala
sjukdomar som &r relaterade till ndring och mineral-
metabolism; beslaktade vavnadssjukdomar; multipelt
myelom; kronisk férlamning; alkoholism eller tobaksbruk;
och kronisk behandling med heparin eller
kortikosteroider.?



Pagets bensjukdom &r en allvarlig sjukdom med smaérta
och bendeformation som symptom.® Pagets sjukdom
karakteriseras av benvavnad med kraftigt abnorm struktur
till foljd av forhojd benremodellering. Missbildningarna
upptrdder huvudsakligen i kraniet, ryggraden, backenet
och de ldnga benen, och kan leda till frakturer och
neurologisk forsamring.® Etiologin for Pagets sjukdom ar
okand, men trovardiga hypoteser om arftlighet och virus
finns.> Bisfosfonat och kalcitonin anvands fér narvarande
for att ddmpa den biokemiska aktiviteten till normala
nivaer sa att normal benstruktur kan aterstallas.’

Som ett kvantitativt matt pa benomsattning ger BAP viktig
information om benremodelleringen vid osteoporos och
Pagets sjukdom, och om foérandringar i sjukdomsaktivitet
till foljd av antiresorptiv behandling.'®'? Fér MicroVue
BAP-analysen anvandes antikroppteknik for att ge en
monoklonal antikropp som visar specificiteten for BAP.™®
Specificiteten for den monoklonala antikroppen som
anvands i analysen mojliggor enkel, praktisk,
reproducerbar och direkt kvantifiering av BAP-aktivitet i
serum.

PROCEDURENS PRINCIP

MicroVue BAP dr en immunoanalys i mikrotiter-
remsformat med en monoklonal anti-BAP-antikropp pa
remsan for att infdnga BAP i provet. Enzymaktiviteten hos
infangad BAP upptéacks med ett pNPP-substrat.

MEDFOLJANDE REAGENSER OCH MATERIAL

96 analyser for benspecifikt alkaliskt fosfatas (BAP)
MicroVue BAP EIA innehaller foljande:

A BAP-standard A till F
B Komponent 4395 till 4400 0,4 ml/st
c (A=0,B=2,C=20,D=50,E=380,F=140E/IBAP)
BAP som renats fran osteosarkom SAOS-2-celler i en buffrad
D [6sning med magnesiumklorid, zinksulfat, surfaktant,
E bérarprotein, blatt firgdmne och natriumazid (0,05 %) som
F konserveringsmedel

L Laga/hdga kontroller
Komponent 4401, 4402 0,4 ml/st
BAP renat fran osteosarkom SAQOS-2-celler i en buffrad 16sning
med magnesiumklorid, zinksulfat, surfaktant, bararprotein, blatt
fargamne och natriumazid (0,05 %) som konserveringsmedel

o Remsor med beldggning

Komponent 4660 12st
Renad mus-monoklonal Anti-BAP IgG-antikropp pa Stripwell-
remsor
o Stopplosning Komponent 4702 15ml
0,5N NaOH
© 10xtvittbuffert Komponent 4703 55ml

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

O Analysbuffert Komponent 4403 27 ml
Buffertlésning som innehdller magnesiumklorid, zinksulfat,
surfaktant och natriumazid (0,05 %) som konserveringsmedel
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© Substratbuffert Komponent 4404 3x10ml
2-amino-3-metyl-1-propanollésning innehallande HEDTA,
magnesiumklorid, zinksulfat och natriumazid (0,05 %) som
konserveringsmedel

@ Substrattabletter
p-nitrofenylfosfat

Komponent 0012 3x20mg

NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER

Mikropipetter fér 20 ul och 100 till 300 pl

Lampliga matkarl for 100 till 300 ml

Behallare for tvattbuffertspadning

Avjoniserat eller destillerat vatten

Plattlasare for avlasning av optisk densitet vid Asps > 2,0
Programvara for kurvpassning med kvadratisk
kalibrering

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. For in vitro-diagnostik.

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

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

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

5. Forvara analysreagenser enligt anvisningen.
Anvand inte remsor med beldggning om det finns hal
pa forpackningen.

7. Dubbeltesta varje prov.

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

9. 0,5N NaOH ér fratande och kan orsaka irritation pa hud.
Far inte fortaras. Undvik kontakt med hud, 6gon eller
klader. Tvatta bort spilld 0,5N NaOH med vatten.
Kontakta lakare vid fortdring.

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

11. Substratbufferten innehaller 2-amino-2-mehyl-1-
propanol och kan irritera 6gon och/eller hud vid langre
kontakt. Kontaktade omraden skall omedelbart tvéttas
med tval och vatten.

12. Multikanal- eller repeterpipetter bor anvandas vid
uppmadtning av reagenser.

13. For korrekt provmatning ska exakta mangder prover
och standarder tillsdttas. Pipettera omsorgsfullt med
kalibrerad utrustning.

14. Spad prover som ar storre dan 140 E/l i analysbufferten
och testa om. Ta med spddningsfaktorn i
slutberdkningen.

15. Analysen utférs med nagon validerad tvattmetod.



REAGENSFORBEREDELSER

Reagenser och material ska ha temperaturen 20-28 °C
fore analysen. Nar de reagenser och material som
behovs avlagsnats ska oanvanda artiklar aterstallas till
2-8°C.

Remsor med beldggning

Ta ut Stripwell-ramen och det antal remsor med
beldaggning som behdvs fran forpackningen (se tabellen i
avsnittet ANALYSPROCEDUR). Férpackningar med
oanvdnda remsor maste aterforslutas helt.

Tvattbuffert

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

Arbetssubstratlosning

Bered arbetssubstratlésningen hogst en timme innan den
ska anvandas. Lagg en substrattablett i varje flaska 20-28
°C substratbuffert (se tabellen). Lat tabletten I6sas upp i
30 till 60 minuter. Skaka flaskan/flaskorna kraftigt sa att
I6sningen blandas helt. Kassera dverbliven
arbetssubstratldsning efter anvandning.

FORVARING

Forvara satsen vid 2-8 °C. Far inte frysas. Forvara oanvand
reagens vid 2-8 °C. Lat reagensens temperatur stabiliseras
vid 20-28 °C fére anvandning. Forvara 1x tvattbuffert

(10x utspadd) vid 20-28 °C.

PROVTAGNING OCH PROVFORVARING

Ta serumprovet med vanlig venpunktion. Provet ska tas
utan antikoagulant for att undvika hemolys. Lat blodet
levra sig och avskilj serumet med centrifugering. Serum
kan forvaras i fem dagar vid 2-8 °C, i tolv manader vid

-40 °C eller kallare och i 36 manader vid -80 °C eller kallare.
Prover far inte frysas och tinas mer @n tre ganger.

Serum direkt fran koagulatet, serum fran serumror, Na-
heparinplasma och Li-heparinplasma ger vasentligen
likvardiga resultat. Plasmaprover bor inte prepareras med
kelatmedel (till exempel EDTA eller citrat).

ANALYSPROCEDUR

Las hela produktbladet innan analysen pabérjas.
Las avsnittet REAGENSBEREDNING fore analysen.

Avgor hur mycket av varje reagens som behdvs utifran
antalet remsor som ska anvandas.

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

* Om mer &n en flaska anvéands ska innehallet blandas fére anvéndning.

Provinkubering

1. Ta ut Stripwell-ramen och det antal remsor med
beldaggning som behdvs fran forpackningen (se
tabellen). Férpackningar med oanvdanda remsor maste
aterforslutas helt.
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2. Placera 6nskat antal remsor med beldggning i
Stripwell-ramen. Mark remsorna for att undvika att de
blandas ihop om de tas bort fran Stripwell-ramen av
misstag.

3. Tillsatt 125 pl analysbuffert i varje brunn.

4. Tillsatt 20 pl standard, kontrollvatska eller prov i varje
brunn. Blanda inte med analysbuffert genom
repeterpipettering. Detta steg ska slutféras inom
30 minuter. Virvla forsiktigt runt remsorna sa att
provet blandas ordentligt med bufferten.

5. Inkubera tre timmar (= tio minuter) vid 20-28 °C.

Bered arbetssubstratlosningen hégst en timme innan
den ska anvdndas. Ldgg en substrattablett i varje
flaska 20-28 °C substratbuffert (se tabellen). Lat
tabletten l6sas upp i 30 till 60 minuter. Skaka
flaskan/flaskorna kraftigt sa att I16sningen blandas helt.

Tvattning

7. Bered ratt mangd 1x tvattbuffert (se tabell) genom att
spdda 10x tvattbuffert 1:10 med avjoniserat vatten.
Forvara vid 20-28 °C. Anvand 1x tvattbufferten inom
21 dagar fran beredningen.

8. Vand/tém remsorna for hand. Tillsatt minst 250 pl
1x tvattbuffert i varje brunn och vand/tdm remsorna
for hand. Upprepa ytterligare tre ganger (totalt fyra
tvattningar). Torka av remsorna ordentligt pa
pappershandukar efter den sista tvattningen.

Substratinkubering

9. Tillsatt 150 ul arbetssubstratlsning i varje brunn.
Kassera 6verbliven arbetssubstratlsning efter
anvandning.

10. Inkubera 30 + 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 kvadratisk kalibrering
maste anvandas for att analysera testresultat fran
MicroVue BAP.

Equation: y=A + Bx + Cx?

KVALITETSKONTROLL

Analyscertifikatet som medféljer produkten ar parti-
specifik och ska anvandas for att intyga att laboratoriets
resultat liknar dem som erhalles pa Quidel. De optiska
densitetsvardena ar givna och ska endast anvandas som
riktlinjer. Resultatet i ert laboratorium kan avvika.

Kvalitetskontrollomraden medfoljer. Kontrollvardena ar
avsedda att bekrafta kurvans och testresultatets giltighet.
Varje laboratorium ska uppratta egna parametrar fér vad
som dr acceptabla analysvarden. Om kontrollvardena
INTE ligger inom laboratoriets acceptansgranser, ska
analysresultaten infragasattas och proven ska upprepas.



Om den optiska densiteten for MicroVue BAP standard F
ar mindre an 1,0, ska resultatet infragasattas och proverna
bor upprepas.

RESULTATTOLKNING

Testresultat uttrycks i E/L och behover inte korrigeras for
utspadning (om inte provet spaddes fore testet).

| MicroVue BAP-analysen motsvarar en enhet en umol
pNPP-hydrolyserad per minut vid 25 °C i 2-amino-2-metyl-
1-propanol-buffert.
Representativ standardkurva
BAP-standardnivaer: 0, 2, 20, 50, 80, 140 E/I

30T

Ooptisk densitet (405 nm)

0 25 50 75 100 125 150
BAP (E/L)

PROCEDURENS BEGRANSNINGAR

HAMA-interferens

Vissa personer har antikroppar mot mus-antikroppar
(HAMA), som kan orsaka interferens i immunoanalyser
som anvdnder antikroppar fran méss. Det har framforallt
rapporterats att serumprover fran patienter som
genomgatt behandling eller diagnos omfattande infusion
av monoklonala antikroppar fran méss kan ge felaktiga
resultat. Darfor ska MicroVue BAP-resultat fran sadana
patienter bara anvdndas i kombination med resultat fran
andra diagnosmetoder och med information fran den
kliniska utvarderingen av patienten.

Prover med betydligt forhojd alkalisk fosfatasaktivitet i
levern kan orsaka felaktigt forhojda resultat i MicroVue
BAP-analysen.

Patienter med lag niva av Pagets sjukdom kan ha varden
for alkaliskt fosfatas som faller inom referensomradet for
MicroVue BAP.

PROV VARDEN

Referensomraden for BAP har faststallts for normala man
over 25 ars alder (n = 126), normala premenopausala
kvinnor mellan 25 och 44 ars alder (n = 178) och normala
postmenopausala kvinnor (n = 107). For etableringen av
referensomraden definierades féljande normalsubjekt:

o friska, utan bensjukdomar eller endokrina eller kroniska
sjukdomar

e med regelbunden menstruationscykel
(premenopausala kvinnor)
ej gravida eller ammande (kvinnor)
ingen medicinering med kand inverkan pa
benmetabolismen.
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Vardena kan paverkas av faktorer som lag dstrogen-
produktion, lagt kalciumintag eller 1ag fysisk aktivitet.
Ostrogenbrist hos postmenopausala kvinnor kan ge
forhojd benomsattning.>* Varje laboratorium bor
faststalla egna normalreferensomraden. Omradena
uttrycks som icke-parametriska referensintervaller

(90 % CI).

Alder Omrade .
(ar) (E/N) Median

Kvinnor 25-44  Premenopausala 11,6-296 183
Kvinnor >45 Postmenopausala 142-42,7 250
Man >25 15,0-41,3 23,2

PRESTANDASPECIFIKATIONER

Antikroppspecifikationer

Den benspecifika alkaliska fosfatasantikroppen har
selektiv hog affinitet for den benspecifika alkaliska
fosfatasisoformen, lag korsreaktivitet mot leverformen av
alkaliskt fosfatas och forsumbar bindning av intestinala
och placentala isoenzymer.

AP-isoenzym % Reaktivitet

Ben 100

Lever 3-8

Placental 0

Intestin 04
Kanslighet

MicroVue BAP-analysens minsta avkanningsgrans ar 0,7
E/l, vilket avgors av den 6vre 3-SD-gransen i en
precisionsstudie med nollstandard.

Aterhiamtning - pik-aterhimtning
Pik-aterhamtningen avgjordes genom att en kdnd mangd
renat BAP tillsattes i serumprover med olika nivaer
endogent BAP. Typiska resultat erhalls efter man taggat

serumprover med ldg, medelhdg och hdg koncentration
av BAP och trippelanalyserat dessa.

Endogent Tillsatt Observerat Aterhamtning

(E/1) (E/1) (E/1) (%)
13,4 15,7 29,1 99
17,6 37,5 55,3 99
27,2 57,2 88,1 106

Aterhdmtning - linjaritet

Linjdriteten avgjordes genom att prover spaddes seriellt.
De observerade vardena jamfordes med férvantade
varden. Typiska resultat visas nedan.

Spadnings Observerat Forvantat Aterhamtning

Prov. ™" faktor (E/I) (E/I) (%)
1 konc. 108,5 - -
12 51,1 54,2 94
1:4 25,8 27,1 99
16 18,0 18,1 99
2 konc. 39,1 - -
12 20,1 19,5 103
1:4 103 9,8 105
16 6,7 6,5 103
3 konc. 58,4 - -
12 29,9 29,2 102
1:4 15,7 14,6 108
16 9,7 9,7 100




Precision

Precision inom tester bestamdes for > 21 replikat av 3 prov
pa 3 plattor fran var och en av 3 partier (totalt 9 plattor).
Precision mellan tester bestamdes for 3 prov, som korts i

6 separata plattor fran var och en av 3 partier (totalt

18 plattor). Typiska resultat visas nedan.

BAP CV % mellan
(£/1BAP) CV % Inom test’ o
12 5,8 5.2
35 3,9 7,6
100 5.2 5,0
n=21 2n =6 tester
Storande amnen

Foljande @mnen testades vid angiven koncentration och
befanns inte stéra analysen.

Amne Koncentration
Hemoglobin 500 mg/dl
Bilirubin 25 mg/dl
Triglycerider 1420 mg/d|
Totalprotein 6,0 g/dl +
Totalprotein 15,6 g/dl t
Totalprotein 6,0 g/dl

Totalprotein

T Protein med vatten
$ Protein med BAP (BAP-koncentration = 43,6 E/I)

15,6 g/dl

Likemedelsinterferens

Olika koncentrationer av lakemedel tillsattes i tre separata
serumprover med ungefar 35, 70 och 105 E/L BAP och
trippelanalyserades. De lakemedel och hégsta
koncentrationer som testades var:

i Hogsta
Amne koncer?tration
Etidronat 350 pg/ml
Ostrogen 100 pg/ml
Ibuprofen 150 pg/ml
Acetominophen 350 pg/ml
Aspirin 350 pg/ml
Kalcitonin — humant 80 pg/ml
Kalcitonin - lax 80 pg/ml
Kalcium 500 pg/ml
Blandning av noretindron/etynilestradiol

. 3 mg/ml
(oralt preventivmedel)
Vitamin D 400 1U/ml

Noggrannhet

Komparativa studier utférdes for att utvardera sambanden
mellan matningar av serumets benspecifika alkaliska
fosfatas (BAP), som erhallits genom MicroVueBAP-analys,
och resultat som erhallits med tre for ndrvarande
tillgéngliga metoder fér métning av totalt alkaliskt fosfatas
(TAP) eller BAP. Studierna utférdes vid en oberoende
klinisk undersékniningsanlaggning med serum fran

114 patienter med Pagets sjukdom och 464 friska
personer. Den forsta jamforelsen var en kolorimetrisk
teknik for TAP-métning. Korrelationskoefficienten (r), som
faststalldes mellan den kolorimetriska metoden och
MicroVue BAP-analysen, var 0,99. Den andra komparativa
metoden var en elektroforesmetod for att avgora
isoenzymnivaerna for BAP (r=0,99).
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Den tredje komparativa metoden var en immunoradio-
metrisk analys for att mata BAP (r =0,99). Av de

114 patienterna med diagnosen Pagets sjukdom hade

101 patienter varden som var hégre dn den Ovre gransen
for referensomradena for MicroVue BAP-analysen. Tretton
patienter hade varden som var mindre an den évre
gransen for referensomradena.

KLINISKA STUDIER

MicroVue BAP-anviandning for 6vervakning av
effekten av antiresorptiv behandling vid osteoporos

Ett slumpmassigt kontrollerat multicenterférsék utfordes
framgangsrikt for att faststdlla MicroVue-BAP-analysens
sakerhet och effektivitet att dvervaka férandringar i BAP-
koncentrationer i samband med antiresortptiv behandling
med aminobisfosfonat (alendronat). Testpersonerna, som
togs fran en mer omfattande studie av alendronatets
effekt for osteoporosbehandling,” var postmenopausala
kvinnor mellan 45 och 84 ars alder (medel 64 + 7 ar) med
diagnosen osteoporos (utifran en klinisk presentation eller
om baslinjen for landryggradens mineraltathet [LSBMD]
var mer an 2,5 standardavvikelser under medelvardet for
mogna premenopausala kvinnor). Vid baslinjen fick
lampliga testpersoner slumpmassigt antingen 10 mg
alendronat och 500 mg kalcium per dag (ALN) eller ett
placebo och 500 mg kalcium per dag (CTL). Serumprover
togs vid baslinjen och efter tre, sex och tolv manader fran
alla testpersoner.

Medelvardet (+ 1 SD) for BAP-koncentrationen vid
baslinjen 14,6 + 5,4 jamfort med 14,6 + 4,6, p = 0,900) och
LSBMD (0,74 + 0,10 jamfért med 0,75 £ 0,09, p =0,751)
hade liknande varden for ALN och CTL. Fordelningen av
baslinjevarden for BAP-varden i ALN och CTL avbildas i
foljande figur i proportion till studiepopulationen.

Fordelning av BAP-nivaer vid baslinjen

OCTL, baslinje
WALN, baslinje

30,0%

25,0%

20,0%

15,0%

10,0% 1

Del av populationen (%)

5,0% 1

0,0% -

<40
40-59
6,0-79
80-99

10,0-11,9
12,0-13,9
14,0-15,9
16,0-17,9
18,0-19,9
20,0-21,9
22,0-239
24,0-259

< »

Minskande benomsattning E/I BAP Okande benomsittning

BAP var avsevart lagre for ALN an CTL vid tre (9,6 + 3,5
jamfort med 13,4 = 4,0, p < 0,00001), sex (8,0 + 3,0 jamfort
med 13,2 + 3,8, p < 0,00001) och tolv manader (7,8 + 2,6
jamfort med 13,3 + 3,9, p < 0,00001). Fordelningen av
BAP-varden efter tolv manader i ALN- och CTL-grupperna
visas i foljande figur.




Fordelning av BAP-nivaer efter 12 manaders

behandling med alendronat (ALN) eller kalcium (CTL)
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Medelvardet (+ 1 SA) for BAP-koncentrationen hos CTL-
testpersoner hade minskat ndgot fran baslinjen till

-5,4 % (£ 19,1 %) vid tolv manader (p = 0,00004) vilket
visar kalciumets begransade bensparande effekt.”

Medelvardet for BAP-koncentrationen hos ALN-
testpersoner hade minskat 30,5 + 24,6 % vid tre manader,
42,8 + 17,3 % vid sex manader och 42,2 + 19,2 % vid tolv
manader. Testpersoner i ALN-gruppen var mer bendgna
an dem i CTL-gruppen att uppvisa BAP-forluster 6ver den
minsta procentférandringen'; 68,5 %, 83,9 % och 86,1 %
av ALN-personerna och 9,5 %, 15,9 %, och 9,0 % av CTL-
personerna hade en minskning som var 25 % eller storre
efter tre, sex och tolv manader. Fordelningen av procent-
forandringen av BAP-varden fran baslinjen till tolv
manader i ALN- och CTL-grupperna visas i foljande figur.
Fordelning av procentforandring av BAP-nivaer

efter 12 manaders behandling
med alendronat (ALN) eller kalcium (CTL)
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Vid tolv manader hade testpersoner i ALN-gruppen
forhojd LSBMD jamfort med CTL-gruppen (p < 0,00001),
vilket visas i féljande tabell.
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Forandring i LSBMD (medel £ SD)

. . Tolv
n I(Ba/scl::jzt)e manader A (%)
9 (g/cm?)

CcTL 159 0,75+0,09 0,74+009 -06+34
ALN 121 0,74+0,10 0,79+0,10 55+%4,1

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

Anvandning av MicroVue-BAP for 6vervakning av
hormonell antiresorptiv behandling och prediktion av
skelettets respons (benmineraltathet) hos postmeno-
pausala kvinnor

Behandlingsdvervakning:

Ett slumpmassigt kontrollerat multicenterforsok utfordes
framgangsrikt for att faststélla MicroVue-BAP-analysens
sdkerhet och effektivitet att dvervaka forandringar i BAP-
koncentrationer i samband med antiresorptiv behandling
med &strogen/progestin. Okad benomsittning och
betydande benforlust hér ofta ihop med postmenopausal
dstrogenbrist. Ostrogenersittning har visats minska
benomsittningen 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
slumpmadssigt 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): placebo-
Ostrogen och placeboprogestin. Serumprover togs vid
baslinjen och efter tolv manader fran alla testpersoner.

Medelvardet (+1 SD) for BAP-koncentrationen vid
baslinjen (20,7 7,6 jamfoért med 20,3 £ 6,8 E/I, p = 0,704)
och LSBMD (0,97 + 0,17 jamfort med 0,97 + 0,15 g/cm?,
p = 0,970) hade liknande varden fér CTL och HRT.
Fordelningen av baslinjevarden for BAP i HRT och CTL
avbildas i féljande figur i proportion till studiepopula-
tionen.

Fordelning av BAP-nivaer vid baslinjen
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BAP var avsevart lagre for HRT an CTL vid tolv manader
(13,3 £5,0 jamfort med 21,9 £ 7,9 E/L, p < 0,00001).
Fordelningen av BAP-varden efter tolv manader i HRT- och
CTL-grupperna visas i foljande figur.

Fordelning av BAP-nivaer efter 12 manaders
behandling med 6strogen/progestin (HRT) eller

placebo (CTL)
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Medelvardet (=1 SD) for BAP-koncentrationen hos
CTL-testpersonerna 6kade ndgot fran baslinjen till

9,8 % (+ 33,2 %) vid tolv manader (p = 0,08) medan BAP-
koncentrationen hos HRT-testpersoner minskade fran
baslinjen till -32,4 (£ 21,5 %) vid tolv manader

(p < 0,00001). Testpersoner i HRT-gruppen var mer
bendgna an dem i CTL-gruppen att uppvisa BAP-forluster
over den minsta procentférandringen'?; 73,3% av HRT-
personerna och 3,4 % av CTL-personerna hade en
minskning som var 25 % eller storre efter tolv manader.
Fordelningen av procentférandringen av BAP-varden fran
baslinjen till tolv manader i HRT- och CTL-grupperna visas i
foljande figur.

Fordelning av procentforandring av BAP-nivaer
efter 12 manaders behandling med
ostrogen/progestin (HRT) eller placebo (CTL)
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Vid tolv manader hade testpersoner i HRT-gruppen
forhojd LSBMD jamfort med CTL-gruppen (p < 0,00001),
vilket visas i foljande tabell.
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Fordandring i LSBMD (medel £+ SD)

L Tolv
n ?g;!::{? manader A (%)
(g/cm?)
CTL 58 097 x0,17 095+0,16 -1,6x+28
HRT 262 0,97 £0,15 1,00+0,15 +35+28

Resultaten visar att MicroVue-BAP-analysen dr ett sakert
och effektivt satt att dvervaka den antiresorptiva effekten
av behandling med hormonersattning hos
postmenopausala kvinnor.

Prediktion av skelettets respons:

Foljande figur visar den procentuella minskningen av BAP-
varden fran baslinjen till tolv manader efter kvartil for HRT-
gruppen. Testpersoner i den hogsta kvartilen (K1: storsta
procentuella minskning) visade storst 6kning i LSBMD
efter HRT-behandling.

HRT-gruppen - virden for procentuell forandring av
BAP till tolv manader, sorterade efter kvartil och
motsvarande procentuell fordndring av LSBMD vid
tolv manader

6 -
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% forandring LSBMD till 12 man (+/- SEM)

K1(-66,5 till -45,9) K2 (-45,9 till -36,0) K3 (-36,0 till -23,8)  K4(-23,8 till 167,3)

Kvartiler efter % forandring i BAP till 12 manader

Foljande figur visar linjar regressionsanalys
(y=-0,060x+0,011,r=-0,51, p < 0,001) for den
procentuella forandringen fran baslinjen till tolv manader
for BAP och for BMD for alla testpersoner i studien
(placebo och behandlade).

HRT-studie - linjar regression for procentuell
forandring i LSBMD och BAP fran
baslinjen till tolv manader

15,0%

y =-0,060x + 0,011

. r=0,51
10,0% %

. p < 0,001

5,0%

0,0% A

-5,0% 1

LSBMD % forandring till 12 man

-10,0%

-15,0% T T T T T
-60,0%  -40,0%  -20,0% 0,0% 20,0% 40,0% 60,0%

BAP % fordndring till 12 man



Analys av kontingenstabell visade att en minskning pa 25
% eller mer for BAP vid tolv manader hade ett starkt
samband (p < 0,0001) med positiv skelettrespons pa HRT
(6kad BMD) vid tolv manader. De binomiala (andra
gradens approximation) 85-procentigakonfidens-
intervallerna for kansligheten och specificiteten med en
25-procentig minskning av BAP for prediktion av
responsen pa HRT ar:

Resultaten visar att den procentuella férandringen av BAP-

Kanslighet =77 % (95 % Cl 75 %, 82 %);
Specificitet =61 % (95 % Cl 41 %, 78 %).

koncentration kan anvdndas for att forutse graden av
skelettets respons (BMD) pa HRT-behandling.

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.
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