OSTEOMARK® NTx Serum

Osteomark NTx Serum dient zur quantitativen Bestimmung quervernetzter
N-Telopeptide aus Kollagen Typ I (NTx) in Humanserum als Indikator der
Knochenresorption.
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Nur zur professionellen In-vitro-Diagnostik.

Indikationen

Die Bestimmung des NTx-Serumspiegels dient als Hilfsmittel zur Vorhersage der
skelettalen Reaktion (Knochenmineraldichte) auf antiresorptive Therapie sowie zur
Uberwachung von Anderungen in der Knochenresorption nach Beginn einer
antiresorptiven Therapie. Vor der Einleitung einer antiresorptiven Therapie wird
anhand des NTx-Serumspiegels die Wahrscheinlichkeit einer Abnahme der
Knochenmineraldichte (BMD) bei Frauen in der Menopause nach einem Jahr
Behandlung mit einer antiresorptiven Hormontherapie gegeniiber Frauen, die mit
einer Calcium-Supplementierung behandelt wurden, beurteilt.

Der Messbereich von Osteomark NTx Serum liegt zwischen 3,2 und 40,0 nM
Knochenkollagenéquivalente (BCE).

Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

Die Knochen von Saugetieren unterliegen kontinuierlichen Veranderungen durch
den gekoppelten Prozess aus Knochenresorption durch Osteoklasten mit
anschlieBender Knochenneubildung durch Osteoblasten. Dieser Vorgang ist
erforderlich fiir eine normale Entwicklung und Aufrechterhaltung des Skeletts.
Abnormalitaten in diesen eng miteinander gekoppelten Prozessen fuhren haufig zu
Verénderungen von Skelettmasse und -form. Die Bestimmung spezifischer
Abbauprodukte der Knochenmatrix liefert analytische Daten zur Rate des
Knochenmetabolismus. Etwa 90% der organischen Knochengewebematrix
bestehen aus Kollagen Typ I. Kollagen Typ | ist ein helikales, an den N- und C-
terminalen Enden des Molekils quervernetztes Protein, das den Grundbaustein
des Knochengewebes darstellt und fiir dessen Zugfestigkeit verantwortlich ist.
Durch die Entdeckung quervernetzter N-Telopeptide aus Kollagen Typ | (NTx) steht
ein spezifischer biochemischer Messparameter fiir die Humanknochenresorption
zur Verfugung, der in einem Immunoassay bestimmt werden kann. Aufgrund seiner
besonderen Aminoséuresequenz und Ausrichtung der quervernetzten alpha-2(I) N-
Telopeptide ist das NTx-Molekil knochenspezifisch. Fir die Bildung des NTx-
Molekiils in Knochen sind die Osteoklasten verantwortlich. Es findet sich als
stabiles Endabbauprodukt in Urin und Serum.

Osteomark NTx Serum ermdglicht eine quantitative Bestimmung von NTx in Serum
als Indikator fur die Humanknochenresorption. Hohe NTx-Konzentrationen des
Serums zeigen eine hohe Knochenresorption an.*?%* Aus klinischen Studien ist
bekannt, dass eine hohe Knochenresorptionsrate die Hauptursache des
altersbedingten Knochenverlustes darstellt und eine niedrige Knochenmasse nicht
nur oft zu Osteopenie fiihrt, sondern auch Hauptursache der Osteoporose ist.>®
Durch Osteoporose begunstigte Frakturen sind bei alteren Frauen der Hauptgrund
fir eine héhere Morbiditat und Mortalitéat.

An acht klinischen Standorten in den USA wurde eine randomisierte Studie mit
Frauen in der Menopause durchgefiihrt. Die Studienteiinehmerinnen wurden
randomisiert entweder einer Hormonsubstitutionstherapie (HST) plus Calcium-
Supplementierung (500 mg téglich) oder der Behandlung mit ausschlieRlicher
Calcium-Supplementierung  zugeordnet.” Im Verlauf der Studie entnommene
Serumproben wurden mit dem Osteomark NTx-Serumassay untersucht. Die
Ergebnisse unterstiitzen die Eignung von Osteomark NTx Serum zur Uberwachung
der antiresorptiven Wirkung der Therapie und zur Bestimmung der
Wahrscheinlichkeit einer Abnahme der Knochendichte nach einem Jahr
ausbleibender Hormonbehandlung.

In einem spezialisierten Kreiskrankenhaus wurde eine randomisierte klinische
Doppelblindstudie bei Frauen in der Postmenopause mit niedriger Knochenmasse
bzw. diagnostizierter Osteoporose durchgefiihrt. Die Patientinnen wurden
randomisiert entweder der Plazebogruppe oder einer Gruppe zugeordnet, die mit
5-10 mg Natriumalendronat behandelt wurde.® Im Verlauf der Studie entnommene
Serumproben wurden mit dem Osteomark NTx-Serumassay untersucht. Die
Ergebnisse dieser Studie bestatigen die Eignung von Osteomark NTx Serum zur
Uberwachung der antiresorptiven Wirkung der Therapie und zur Vorhersage ihres
Einflusses auf die Knochendichte anhand friihzeitig erkannter Veranderungen im
NTx-Serumspiegel.

Grundlagen des Assays

Osteomark NTx Serum ist ein Enzym-Immunoassay auf Basis des ELISA-
Verfahrens (Enzyme-Linked Immunosorbend Assay) mit kompetitiver Inhibition zur
quantitativen Bestimmung von NTx in Humanserum.

NTx-Epitop wird auf eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen adsorbiert. Die
verdinnten Proben werden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten gegeben und
anschlieBend mit monoklonalen, mit Meerrettichperoxidase markierten Antikdrpern

versetzt. In der Patientenprobe vorhandenes NTx konkurriert dabei mit dem NTx-
Epitop in den Vertiefungen der Mikrotiterplatten um Antikdrperbindungsstellen.
Nach einer Waschphase wird die Menge markierter gebundener Antikorper
kolorimetrisch anhand der Bildung eines Peroxidsubstrats bestimmt. Die Extinktion
wird spektrophotometrisch gemessen, und die NTx-Konzentration wird Uber eine
Standardkalibrierungskurve berechnet. Die Assaywerte werden in Nanomol
Knochenkollagenéaquivalente pro Liter (nM BCE) angegeben.

Komponenten des Testsatzes
Gelieferte Materialien, ausreichend fiir 96 Vertiefungen

Gebrauchsanweisung 1 Broschiire
A Plvat.te mit 95 antigenbeschichteten Vertiefungen, 12 Streifen 1 Platte
mit je 8 Vertiefungen
B Proben-Diluent 40-ml-Flasche
[ Antikdrperkonjugat-Konzentrat 0,4-ml-Flaschchen
D Antikdrperkonjugat-Diluent 25-ml-Flasche
E Chromogen-Reagenz 0,9-ml-Flaschchen
F Gepuffertes Substrat 30-ml-Flasche
G Stopp-Reagenz 25-ml-Flasche
H 30-faches Waschkonzentrat 125-ml-Flasche
0 0 nM BCE-Kalibrator 20-ml-Fléschchen
5 5 nM BCE-Kalibrator 0,4-ml-Flaschchen
10 10 nM BCE-Kalibrator 0,4-ml-Flaschchen
20 20 nM BCE-Kalibrator 0,4-ml-Flaschchen
40 40 nM BCE-Kalibrator 0,4-ml-Flaschchen
| Serumkontrolle Stufe | 0,4-ml-Flaschchen
1 Serumkontrolle Stufe Il 0,4-ml-Flaschchen
Plattenabdeckung 1 Block

Beschreibung der Komponenten

Platte mit 96 antigenbeschichteten Vertiefungen 12
Streifen mit je 8 Vertiefungen Die Streifen mit
Mikrovertiefungen sind mit adsorbiertem, synthetischem
NTx-Antigen beschichtet.

Proben-Diluent, 1 Flasche. Gepuffertes Reagenz zum
Verdunnen der Kalibratoren, Kontrollen und Proben. Mit
ProClin™ 300 (0,05 %) als Konservierungsmittel.

Antikérperkonjugat-Konzentrat, 1 Flaschchen. Gereinigte
monoklonale Maus-Antikorper gegen NTx, mit
Meerrettichperoxidase konjugiert. Mit PreClin™ 300

(0,05 %) als Konservierungsmittel. Als 100-faches
Konzentrat geliefert.

Antikérperkonjugat-Diluent, 1 Flasche

Gepuffertes Reagenz zum Verdunnen des
Antikérperkonjugat-Kenzentrats. Mit ProClin™ 300 (0,05 %)
als Konservierungsmittel.

30-faches Waschkonzentrat, 1 Flasche.
lonische Detergenz-Losung. Als 30-faches Konzentrat
geliefert. (125 ml)

Chromogen-Reagenz, 1 Flaschchen. 3,3",5,5'-
Tetramethylbenzidin in Dimethylsulfoxid. Als 100-faches
Konzentrat geliefert.

Gepuffertes Substrat, 1 Flasche. Gepuffertes
Wasserstoffperoxid zum Verdunnen des Chromogen-
Reagenzes.

Stopp-Reagenz, 1 Flasche. 1N Schwefelsaure.
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Testkalibratoren: Testkalibratoren: 0, 5, 10, 20, 40 nM
BCE, je 1 Flaschchen. Gereinigtes NTx-Antigen in
stabilisiertern Protein-Diluent. Mit ProClin™ 300 (0,05 %) als
Konservierungsmittel.

Serumkontrollen Stufe | und Stufe Il, je 1 Flaschchen.
Humanserum mit bekannter NTx-Konzentration. Mit
ProClin™ 300 (0,10 %) als Konservierungsmittel.
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Plattenabdeckung aus Kunststoff, 1 Block.

Lagerung der Reagenzien

Die Reagenzien missen bei 2-8 °C gelagert werden, wenn sie nicht verwendet
werden. Die Reagenzien mussen vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur
gebracht werden. Die Reagenzien durfen keinen Temperaturen Uber 25°C
ausgesetzt werden. Verdinnte Waschlésung kann bei Raumtemperatur bis zu
einem Monat aufbewahrt werden.

Erforderliche, jedoch nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

. Ein- und Mehrkanal-Prazisionspipetten

. Einweg-Pipettenspitzen. (Im Laufe des Assayverfahrens muss zur Zugabe
jeder neuen Probe und jedes neuen Reagenzes eine neue Pipettenspitze
verwendet werden.)



Mikroréhrchen oder dhnliche Behaltnisse zur Herstellung von Verdiinnungen
Einweg-Kunststoffbehalter zur Herstellung der Konjugat- und Chromogen-
Losungen

Reagenzienbehalter

Waschautomat fir Mikrotiterstreifen

Plattenleser mit 450-nm- und 630-nm-Filtern fur die Mikrovertiefungen bzw.
Mikrostreifen

Software zur Berechnung der
Logikkurven-Anpassungsgleichung
Deionisiertes Wasser

Ergebnisse Uber eine 4-Parameter-

Probengewinnung und -lagerung
Fur Osteomark NTx Serum wird das Uber eine Standard-Venenpunktion erhaltene

Humanserum verwendet.

Die Verwendung von Plasmaproben wurde nicht

untersucht. Das Blut vollsténdig gerinnen lassen und anschlieBend das Serum

umgehend von den

roten Blutkérperchen trennen. In  Serumtrennrdéhrchen

gesammelte Proben sollten vom Gel getrennt werden. Die Serumproben kdénnen
kuhl (2-8 °C) bis zu 24 Stunden bzw. tiefgefroren (-20 °C oder darunter) fur
langere Zeit gelagert werden. Die Proben diirfen bis zu dreimal aufgetaut und
wieder eingefroren werden.

Zur Therapieliberwachung sollten kurz vor oder am Tag der Therapieaufnahme
Nulllinienproben gesammelt werden. Spétere Vergleichsproben sollten stets zur
gleichen Tageszeit wie die Nulllinienproben entnommen werden.

Warn- und VorsichtsmaRnahmen

Nur zur professionellen In-vitro-Diagnostik.

Besonders bei der Therapieuberwachung sorgféltig darauf achten, dass die
Osteomark NTx-Serumwerte und Osteomark NTx-Urinwerte nicht miteinander
verwechselt werden.

Die Kalibratoren und Kontrollen enthalten aus Humanknochengewebe oder
Humanserum aufbereitetes Antigen. Zwar ist jede Charge durch von der FDA
zugelassene Verfahren als nicht-reaktiv fir HIV-1, HIV-2, HBsAg, HCV und
RPR dokumentiert worden, doch sollte dieses Material als potenziell infektios
behandelt werden und ordnungsgemag entsorgt werden.

Das Chromogen-Reagenz enthalt 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) und
Dimethylsulfoxid (DMSO). DMSO wird leicht durch die Haut aufgenommen.
Bei Kontakt die betroffenen Stellen 15 Minuten lang mit Wasser spilen. Bei
Augenkontakt sofort &rztliche Hilfe aufsuchen. TMB steht im Verdacht,
karzinogen zu wirken.

Serumproben konnen infektiosse Materialien enthalten und missen
ordnungsgemaf entsorgt werden. Zur Inaktivierung wird am besten eine
0,5%ige Natriumhypochloritidsung (Bleichmittelkonzentrat 1:10 verdiinnen)
verwendet oder die Probe eine Stunde bei 121 °C autoklaviert. Ldsungen mit
Natriumhypochlorit nicht autoklavieren. Natriumhypochloritlésung nicht mit
Sé&uren mischen.

Reagenzien oder klinische Proben niemals mit dem Mund pipettieren.

Das Stopp-Reagenz enthélt 1IN Schwefelséaure. Augen- und Hautkontakt
vermeiden. Bei Kontakt die betroffenen Stellen sofort 15 Minuten lang mit
Wasser spulen. Bei Augenkontakt sofort arztliche Hilfe aufsuchen.

Die Reagenzien nach Ablauf des Verfalldatums nicht mehr verwenden.
Komponenten aus verschiedenen Chargen von Osteomark NTx Serum nicht
miteinander vermischen.

Die Streifen mit Mikrovertiefungen mussen mit Trockenmittel gelagert
werden. Den Beutel mit Trockenmittel nicht aus der Folienpackung entfernen.
Nicht verwendete Streifen wieder sorgféltig in der Folie mit dem Beutel
Trockenmittel verschlieRen.
Die  Mikrovertiefungen
ordnungsgemaf entsorgen.
Das Assayverfahren in einer kontrollierten Laborumgebung unter Einhaltung
der angegebenen Inkubationsanforderungen  durchfuhren. Extreme
Umgebungsbedingungen wéhrend des Verfahrens vermeiden.

nicht wiederverwenden. Nach Verwendung

Assayverfahren
Vorbereitende Schritte

1. Vor Durchfihrung des Tests missen alle Proben und Komponenten des
Testsatzes auf Raumtemperatur (20-25°C) gebracht werden. Alle
Reagenzien griindlich mischen. Schaumbildung vermeiden.

2. Die verdinnte Waschlésung fur den Test ansetzen. Das 30-fache
Waschkonzentrat 1:30 mit deionisiertem Wasser verdinnen (1 Teil 30-faches
Waschkonzentrat plus 29 Teile deionisiertes Wasser; Beispiel: 30 ml
Waschkonzentrat plus 870 ml deionisiertes Wasser), und mindestens finf (5)
Minuten lang mischen. Die verdiinnte Waschldsung ist bei Raumtemperatur
einen (1) Monat stabil.

3. Die Plattenkonfiguration planen, und eine Planubersicht erstellen. Es wird
empfohlen, jeden Kalibrator und jede Kontrolle zweimal zu analysieren. Es
folgt ein Beispiel mit 10 Proben:

. Die erforderliche Anzahl

1 2 3

A 0 Kalibrator 40 Kalibrator Probe 3
B 0 Kalibrator 40 Kalibrator Probe 4
C 5 Kalibrator Kontrolle Stufe | Probe 5
D 5 Kalibrator Kontrolle Stufe | Probe 6
E 10 Kalibrator Kontrolle Stufe Il Probe 7
F 10 Kalibrator Kontrolle Stufe Il Probe 8
G 20 Kalibrator Probe 1 Probe 9
H 20 Kalibrator Probe 2 Probe 10

. Die Konjugatlosung fir den Test herstellen. Das Antikrperkonjugat in einem

sauberen Einweg-Kunststoffbehalter mit dem Antikdrperkonjugat-Diluent im
Verhaltnis 1:101 verdiinnen. Nur durch Umkehren vorsichtig mischen. Nicht
mit dem Vortex oder einem Magnetrihrstab mischen. Schaumbildung
vermeiden. Den Behalter nicht wiederverwenden. Die folgende Tabelle als
Richtlinie zur Herstellung des Reagenzes verwenden:

Gesamtanzahl Konjugat- Konjugat-
der Streifen Konzentrat (ul) Diluent (ml)
3-4 40 4
5-8 80 8
9-12 120 12

Die verdiinnte Konjugatlosung innerhalb einer Stunde nach der
Herstellung verwenden.

. Die Kalibratoren, Kontrollen und Proben grundlich mischen.
. Die Kalibratoren, Kontrollen und Proben mit dem Verdinnungs-Diluent in

Mikroréhrchen oder &quivalenten Behéltnissen in einem Verhaltnis von 1:5
(1 Teil Probe und 4 Teile Proben-Diluent) verdunnen. Fir jede Probe ist ein
Mindestvolumen von 200 pl verdinnter Probe erforderlich. (Beispiel: 50 pl
Probe + 200 pl Diluent). Die verdiinnten Proben griindlich mit dem Vortex
mischen, Schaumbildung dabei vermeiden.

Streifen  mit  Mikrovertiefungen aus dem
verschlossenen Folienbeutel entnehmen. Unbenutzte Streifen in den Beutel
zuriicklegen, und den ReiRverschluss des Beutels schlieBen. Den Beutel mit
dem Trockenmittel im Folienbeutel belassen.

Proben- und Antikdrperinkubation

8.

10.
11.

12.

. Mit einer

Entsprechend der Plattenubersicht jeweils 100 pl jedes verdinnten
Kalibrators, jeder verdinnten Kontrolle oder Probe in die Mikroplatte
pipettieren. Es wird empfohlen, die Kalibratoren und Kontrollen doppelt zu
analysieren. Eine kalibrierte Pipette und eine neue Pipettenspitze fur jeden
Kalibrator, jede Kontrolle und Probe verwenden. Sofort mit Schritt 9
fortfahren.

Mehrkanalpipette 100 pl der fur das Assay verdinnten
Konjugatlésung in jede Mikrokavitat pipettieren. Die Platte mit einer
Plattenabdeckung versiegeln und vorsichtig 15-20 Sekunden auf einer
ebenen Flache schwenken, um die Vermischung zu gewahrleisten.

Die Platte bei Raumtemperatur (20-25 °C) 90 + 5 Minuten lang inkubieren.
Wahrend der letzten 5 Minuten der Inkubation die Losung aus Chromogen-
Reagenz und gepuffertem Substrat herstellen. Dazu das Chromogen-
Reagenz im Verhaltnis 1:101 in dem gepufferten Substrat verdiinnen. Einen
sauberen Einweg-Kunststoffbehélter verwenden. Den Einweg-Behalter nicht
wiederverwenden. Nur durch Umkehren grindlich mischen. Nicht mit
dem Vortex, mit Hilfe eines Magnetriihrstabes oder durch kraftiges
Schitteln mischen. (Diese Mischung sollte bei der Herstellung farblos sein.
Eine Ldsung mit blauer Farbe ist auf eine Kontamination des Reagenzes
zuriickzufhren und muss verworfen werden.) Als Richtlinie sollten fir jeden
eingesetzten Streifen 2 ml Losung hergestellt werden (20 yl Chromogen-
Reagenz mit 2 ml des gepufferten Substrats verdinnen).

Am Ende der Inkubation die Plattenabdeckung vorsichtig abnehmen und
entsorgen. Die Mikrovertiefungen funfmal (5) mit der verdiunnten
Waschlésung mit einem automatischen Plattenwaschgerdt waschen. Pro
Waschzyklus ein Mindestwaschvolumen von 350 pl in jede Kavitat abgeben.
Nach dem Waschvorgang auf einem saugféhigen Papierhandtuch auftupfen.
(Zu wenige oder zu viele Waschzyklen kénnen zu falschen Ergebnissen
fuhren.) Sofort mit Schritt 13 fortfahren. Die Streifen nicht austrocknen lassen.

Farbentwicklung und -messung

13.

14.

15.

16.

17.

Mit einer Mehrkanalpipette 200 pl verdinnte Losung aus Chromogen-
Reagenz und gepufferter Substratlésung in jede Mikrokavitat pipettieren. Eine
neue Plattenabdeckung anbringen.

Bein Raumtemperatur (20-25°C) 30+ 2 Minuten lang inkubieren. In
Vertiefungen mit gebundenem Antikdrper-Meerrettichperoxidase-Konjugat
entwickelt sich ein blauer Farbstoff.

Am Ende der Inkubation die Plattenabdeckung vorsichtig abnehmen und
entsorgen.

Mit der Mehrkanalpipette 100 pl Stopp-Reagenz in jede Kavitat pipettieren.
Blau geférbte Vertiefungen farben sich jetzt gelb. Die Platte vorsichtig 15—
20 Sekunden auf einer ebenen Flache schwenken, um ein Durchmischen zu
erreichen. Vor der Bestimmung der Extinktionswerte die Platte 5 Minuten lang
bei Raumtemperatur (20-25 °C) stehen lassen.

Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe des Stopp-Reagenzes die
Extinktionswerte der Kalibratoren, Kontrollen und Proben mit Hilfe eines
Mikroplatten-Lesegerats bestimmen (Messung bei 450 nm mit einem 630-nm-
ReferenZfilter).



Auswertung der Ergebnisse

1. Die Osteomark NTx-Serumergebnisse werden in Nanomol BCE/I (nM BCE)
ausgedruckt.

2. Anhand der Kalibrierungskurve die Konzentrationswerte (nM BCE) der
Kontrollen und Proben bestimmen. Die genauesten Ergebnisse liefert eine 4-
Parameter-Logikkurven-Anpassungsgleichung. [HINWEIS: Einige
Softwarepakete  fur  4-Parameter-Logikkurven-Anpassungsgleichungen
akzeptieren keinen Kalibrierungswert von 0. Fir den 0 nM BCE-Kalibrator
muss in diesem Fall eine nominelle Konzentration, beispielsweise 0,001,
eingegeben werden].

3. Die Assayergebnisse sind bei Erfillung der folgenden Kriterien giiltig:

. Die mittlere Extinktion des 0 nM BCE-Kalibrators muss 21,300
sein.

. Der Kalibrierungskurvenbereich  (Differenz  zwischen den
Extinktionswerten des 0 nM BCE-Kalibrators und des 40 nM BCE-
Kalibrators) muss = 0,900 betragen.

4. Wenn Proben zweimal getestet werden, sollte der Variationskoeffizient
(% VK) zwischen den zwei Konzentrationswerten (nM BCE) <20 % betragen.
Proben mit > 20 % VK sollten neu analysiert werden.

5. Patientenproben mit einem Konzentrationswert unter dem 40 nM BCE-
Kalibrator sollten zunéchst im Verhéltnis 1:2 mit dem 0 nM BCE-Kalibrator
(1 Teil Probe plus 1 Teil 0 nM BCE-Kalibrator) und dann im Verhaltnis 1:5 mit
dem Proben-Diluent verdinnt und anschliefend erneut analysiert werden.
Das Endergebnis berechnen, indem die Konzentration der verdiinnten Probe
mit dem Faktor 2 multipliziert wird.

6. Diese Serum-Kontrollbereiche wurden vom Hersteller festgelegt. Jedes Labor
sollte jedoch seine eigenen Kontrollbereiche festlegen.

Grenzen des Verfahrens

Osteomark NTx Serum wird zwar als Indikator fir die Knochenresorption
verwendet, die Verwendung dieses Tests zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit
der Entwicklung einer Osteoporose oder des zukunftigen Frakturrisikos wurde nicht
untersucht. Zur Verwendung bei einer primaren Hyperparathyreose oder
Hyperthyreose oder beim Paget-Syndrom liegen keine Aussagen vor. Wird
Osteomark NTx Serum zur Therapieliberwachung verwendet, kénnen bei Patienten
mit klinischen Zustédnden, die die Knochenresorption beeinflussen, z.B.
Knochenmetastasen, die Ergebnisse verfalscht werden. Ein Osteomark NTx-
Serumwert lasst zwar Ruckschlisse auf das AusmaR der Knochenresorption zu;
ein einzelner Wert kann jedoch nicht zur Beurteilung der Knochenresorption
verwendet werden, da ein Messergebnis fur sich allein keine Zeitkomponente
enthélt. Daher sollten klinische Befunde und andere diagnostische Ergebnisse bei
der Interpretation der Osteomark NTx-Serumergebnisse berucksichtigt werden.

Stdrsubstanzen

Es wurden verschiedene Serumbestandteile auf ihre Auswirkung auf Osteomark
NTx Serum untersucht. Diese Komponenten, u. a. Gesamtbilirubin und direktes
Bilirubin, Glukose, Cholesterin, Triglyzeride, Gesamtprotein, Albumin und
Hamoglobin, wurden in Konzentrationen untersucht, die Gber den physiologischen
Werten lagen, und wirkten sich nicht stérend auf die Analyse aus.

Erwartungswerte

Zur Bestimmung des Referenzbereiches fir gesunde, pramenopausale Frauen
(mittleres  Alter 36 Jahre, Bereich 25-49) wurde eine multizentrische
Querschnittstudie in funf regionalen Zentren durchgefiihrt. Der Referenzbereich fir
Manner (mittleres Alter 51 Jahre, Bereich 31-80) wurde in einer multizentrischen
Querschnittstudie in drei regionalen Zentren ermittelt.’

Bereich N
Mittelwer Standardabw. (Mittelw. + 2 Std.abw.)
*
Frauen 12,6 3,2 6,2-19,0 257
Manner 14,8 4,7 5,4-24,2 176

Nach logarithmischer Umwandlung der Erwartungswerte bei prémenopausalen
Frauen betragt der Bereich 7,7-19,3 nM BCE. Der logarithmisch umgewandelte
Referenzbereich fur Ménner betragt 8,1-24,8 nM BCE. Diese Bereiche dienen nur
als Richtwerte. Jedes Labor muss seinen eigenen Referenzbereich ermitteln.

In einer weiteren Studie wurde die Intraprobandenvariabilitit der Serum-NTx-
Spiegel bei postmenopausalen Frauen bestimmt.’® Den Probandinnen wurden zur
Ermittlung der Kurzzeitvariabilitdt an drei aufeinanderfolgenden Tagen und zur
Ermittlung der Langzeitvariabilitdt Uber zwei aufeinanderfolgende Monate
Blutproben entnommen. Der mittlere % VK bei den Kurzzeitproben (n = 271) betrug
7,3 %. Der mittlere % VK bei den Langzeitproben (n = 261) betrug 8,7 %.

Die Intraprobandenvariabilitit wurde bei den Mannern in der vorgenannten
Probanden-Subpopulation (siehe Referenzbereich) bestimmt. Die Kurzzeit-
Intraprobandenvariabilitit (4 Tage, n=32) betrug 9,1%, die Langzeit-
Intraprobandenvariabilitat (3 Monate, n = 27) betrug 9,5 %.

Leistungsdaten
Reproduzierbarkeit und Prézision des Assays

Intra-Assay-Variabilitat: Die Intra-Assay-Variabilitat wurde an vier
Humanserumproben bestimmt, deren BCE-Werte den Kalibrierungsbereich des
Assays abdeckten. Das Assay entsprach den Richtlinien der NCCLS Precision
Performance Guideline EP5-T2. Fiir Osteomark NTx Serum ergab sich daraus eine
Intra-Assay-Variabilitat von 4,6 %.

Inter-Assay-Variabilitat: Die Intra-Assay-Variabilitat wurde an acht
Humanserumproben bestimmt, deren BCE-Werte den Kalibrierungsbereich des
Assays abdeckten. Fir Osteomark NTx Serum ergab sich daraus eine Intra-Assay-
Variabilitat von 6,9 %.

Gesamt-Assay-Prazision: Die Gesamt-Assay-Prazision wurde durch die Analyse
von Serumkontrollen der Stufe | (9,4 nM BCE) und Serumkontrollen der Stufe Il
(30,0 nM BCE) in vier klinischen Labors bestimmt.

Fir die Gesamtpréazision wurde bei den Serumkontrollen der Stufe | ein VK von
13,99 % und bei Serumkontrollen der Stufe Il ein VK von 11,92 % erhalten.
Antigen-Wiederfindung: Zur Bestimmung der Antigen-Wiederfindungsrate wurden
neun Serumproben bekannter NTx-Konzentrationen mit bekannten Mengen NTx
versetzt. Die Wiederfindung stellt den als Prozentwert des erwarteten
Serumprobenwertes berechneten Assaywert der angereicherten Proben dar. Die
Ergebnisse zeigten eine Antigen-Wiederfindung von 94-105 % uber den gesamten
Assaybereich.

Linearitat der Verdiinnung: Zur Bestimmung der Verdunnungslinearitat wurden funf
Serumproben mit hohen nM-BCE-Werten in eine Serumprobe mit einem bekannten
niedrigen nM-BCE-Wert seriell verdunnt. Die prozentuale Linearitat der
Verdinnung wurde durch Division des jeweiligen Messwertes durch den
Erwartungswert und anschlieBender Multiplikation mit 100 ermittelt. Die Ergebnisse
zeigten eine mittlere Wiederfindung der linear verdinnten Proben von 98 %.

Klinische Studien

Verwendung von Osteomark NTx Serum bei postmenopausalen Frauen unter
HST-Behandlung

In einer klinischen Studie wurde die Eignung von Osteomark NTx Serum zur
Uberwachung der Wirksamkeit einer Hormonsubstitutionstherapie (HST) bezuglich
der Knochenresorption sowie zur Bestimmung der Wahrscheinlichkeit einer
Abnahme der Knochendichte nach einer einjghrigen Calcium-Supplementierung
gegenuber einer Gruppe mit HST-Therapie plus Calcium-Supplementierung
Ub(—:‘rpruft.7 Die Ergebnisse der Studie unterstiitzen diese klinischen Anwendungen.
Die Abbildungen 1a und 1b zeigen die Osteomark NTx-Serumwerte im Verlauf der
Studie fir jede Behandlungsgruppe. Vor Beginn der HST-BehandIung7 lag der
mittlere  Nulllinienwert zum Osteomark NTx Serum in dieser Gruppe bei
15,9 nM BCE, also signifikant Uber dem pramenopausalen Mittelwert von
12,6 nM BCE. In der HST-Gruppe fielen die NTx-Werte nach 6-monatiger Therapie
signifikant auf 11,9 nM BCE ab; die mittlere Abnahme betrug 24,4 % (Abbildung 2).
Die Mittelwerte in der Calciumgruppe blieben im Verlauf der 12-monatigen Studie
konstant; der Nulllinienwert betrug 15,4 nM BCE, der 12-Monatswert lag bei
15,8 nM BCE. Auf Basis des NTx-Nulllinienwerts wurde das relative Risiko einer
Knochendichteabnahme zwischen der HST-Gruppe und der Nur-Calcium-Gruppe
miteinander  verglichen. Im niedrigsten NTx-Quartil bei der Nulllinie
(< 12,5 nM BCE) lag kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der HST-
Gruppe und der Calcium-Gruppe hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit eines
Knochenverlustes innerhalb eines Jahres. Ein hoher Nulllinien-NTx-Wert
(> 18,1 nM BCE) zeigte ohne HST-Behandlung ein 6-fach héheres Risiko fiir einen
Knochendichteverlust an.

Abbildung 1a. Calcium-Gruppe — Osteomark NTx-Serumwerte im Verlauf der
Studie

nM BCE
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Abbildung 1b. HST-Gruppe — Osteomark NTx-Serumwerte im Verlauf der Studie
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Abbildung 2. Anderungsrate der Knochendichte ggil. der prozentualen Anderung im
Osteomark NTx-Serumassay
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Verwendung von Osteomark NTx Serum bei postmenopausalen Frauen unter
Bisphosphonat-Therapie

Eine im Nordosten der USA in einem spezialisierten Kreiskrankenhaus
durchgefiihrte Studie sollte zeigen, ob sich anhand friihzeitig erkannter Anderungen
in Osteomark NTx Serum nach einer Behandlung mit dem Biphosphonat
Natriumalendronat eine Zunahme in der Knochendichte voraussagen lasst.® Die
Teilnehmerinnen dieser klinischen Doppelblindstudie wurden randomisiert
entweder der Plazebogruppe oder der mit 5-10 mg Natriumalendronat behandelten
Gruppe zugeordnet. In der Alendronat-Gruppe zeigte sich nach 6-monatiger
Behandlung ein mittlerer Osteomark NTx-Serumwert von 11,0 nM BCE. Dieser
Wert lag signifikant unter dem mittleren Nulllinienwert von 16,1 nM BCE
(Abbildungen 3a und 3b).

Abbildung 3a. Plazebogruppe — Osteomark NTx-Serumwerte im Verlauf der Studie
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Abbildung 3b. Alendronat-Gruppe — Osteomark NTx-Serumwerte im Verlauf der
Studie
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Eine Stratifizierung der Osteomark NTx-Serum-Nulllinienwerte nach Terzilen zeigte,
dass Probandinnen im hochsten Terzil der Nulllinienwerte (> 16,6 nM BCE) eine
signifikant gréRere Zunahme der Wirbelsédulen-Knochendichte als die
Probandinnen im niedrigsten Terzil (10,1-13,8 nM BCE) aufwiesen, p =0,003.
Abbildung 4 zeigt die Anderungsrate in der Wirbelsaulen-Knochendichte gegeniiber
der prozentualen Anderung im Osteomark NTx Serum nach 6-monatiger Therapie.

Abbildung 4. Anderungsrate der Knochendichte ggi. der prozentualen Anderung im
Osteomark NTx-Serumassay
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Osteomark NTx Serum — Kurzanleitung

1.
2.

10.

11.

12.

13.

Vor Beginn des Assays den Abschnitt ,Assayverfahren” griindlich durchlesen.
Alle Proben und die Komponenten des Sets auf Raumtemperatur aufwarmen
lassen. Alle Reagenzien gruindlich mischen.

. Die verdunnte Waschlosung fir den Test ansetzen. Das 30-fache

Waschkonzentrat 1:30 mit deionisiertem Wasser verdinnen.

. Die Plattenkonfiguration planen, und eine Planubersicht erstellen.
. Die Antikorperkonjugatlésung fur das Assay im Verhaltnis 1:101 verdinnen.

Pro Streifen wird ca. 1 ml benétigt.

. 1:5-Verdinnungen der Kalibratoren, Kontrollen und Proben im Proben-

Diluent mit Mikroréhrchen oder &hnlichen Behéltnissen herstellen.

. Entsprechend der Plattentibersicht jeweils 100 pl jedes verdinnten

Kalibrators, jeder verdinnten Kontrolle oder Probe in die Mikroplatte
pipettieren.

. 100 pl der fur das Assay verdinnten Konjugatldsung in jede Mikrokavitat

pipettieren. Die Platte mit der Plattenabdeckung verschlieBen, zum
Vermischen vorsichtig schwenken und bei Raumtemperatur 90 + 5 Minuten
lang inkubieren.

. Wahrend der letzten 5 Minuten der Inkubation die Mischung aus Chromogen-

Reagenz und gepuffertem Substrat in einer Verdiinnung von 1:101 herstellen.
Pro Streifen werden ca. 2 ml benétigt.

Die Mikrovertiefungen funfmal (5) mit der verdiinnten Waschlésung waschen.
Nach dem Waschvorgang auf einem saugfahigen Papierhandtuch auftupfen.
200 pl der Mischung aus Chromogen-Reagenz und gepuffertem Substrat in
jede Mikrokavitét geben. Die Platte mit der Plattenabdeckung verschlieRen
und bei Raumtemperatur 30 + 2 Minuten lang inkubieren.

100 pl des Stopp-Reagenzes in jede Mikrokavitédt geben. Die Platte zum
Vermischen vorsichtig schwenken.

Bei Raumtemperatur funf (5) Minuten lang inkubieren und die Extinktion jeder
Mikrokavitat bei 450-630 nm bestimmen. Die Ergebnisse anhand einer 4-
Parameter-Logikkurven-Anpassungsgleichung berechnen.
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