OSTEOMARK® NTx-Urintest

ELISA-(Enzyme-linked Immunosorbent Assay-)Testverfahren zur Messung der
quervernetzten N-Telopeptide aus Kollagen Typ | (NTx) in Humanurin

9006

Nur zur professionellen In-vitro-Diagnostik

Vorgesehener Verwendungszweck des Osteomark®-Urintests
Der Osteomark®-Urintest dient sich zur quantitativen Bestimmung
ausgeschiedener, quervernetzter N-Telopeptide aus Typ | (NTx), einem Indikator
fur Knochenresorption beim Menschen. Hohe NTx-Konzentrationen im Urin
zeigen eine hohe Knochenresorption an. Die Messung von NTx eignet sich zur:
A. Prognose der skelettalen Reaktion (Knochenmineraldichte) auf eine
antiresorptive Hormontherapie bei postmenopausalen Frauen

B. Therapeutischen Uberwachung:

1. antiresorptiver Therapien bei postmenopausalen Frauen

2. antiresorptiver Therapien bei Patienten mit diagnostizierter

Osteoporose
3. antiresorptiver Therapien bei Patienten mit diagnostizietem Paget-
Syndrom
4. einer therapeutischen Ostrogensuppression
C.  Ermittlung der Wahrscheinlichkeit einer Abnahme der

Knochenmineraldichte bei postmenopausalen Frauen mit einer Calcium-
Supplementierung im  Vergleich zu Frauen mit antiresorptiver
Hormontherapie nach einem Jahr
Der Messbereich des Osteomark®-Urintests liegt bei 20 bis 3000 nM
Knochenkollagenaquivalenten (Bone Collagen Equivalents, BCE).

Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

Die Knochen von Saugetieren unterliegen kontinuierlichen Veréanderungen durch
den gekoppelten Prozess aus Knochenresorption durch Osteoklasten mit
anschlieRender Knochenneubildung durch Osteoblasten. Dieser Vorgang ist
erforderlich fir eine normale Entwicklung und Aufrechterhaltung des Skeletts.
Abnormalitaten in diesen eng miteinander gekoppelten Prozessen fiihren haufig
zu Veranderungen 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 Molekiils
quervernetztes Protein, das den Grundbaustein des Knochengewebes darstellt
und fuir dessen Zugfestigkeit verantwortlich ist.

Durch die Entdeckung quervernetzter N-Telopeptide aus Kollagen Typ | (NTx) im
Urin  steht ein spezifischer biochemischer Messparameter fir die
Humanknochenresorption zur Verfiigung, der in einem Immunoassay bestimmt
werden kann. Aufgrund seiner besonderen Aminosauresequenz und Ausrichtung
der quervernetzten alpha-2(I) N-Telopeptide ist das NTx-Molekdl
knochenspezifisch. Fir die Bildung des NTx-Molekils in Knochen sind die
Osteoklasten verantwortlich. Es findet sich als stabiles Endabbauprodukt im Urin.

Der Osteomark®-Urintest ermdglicht eine quantitative Bestimmung der
ausgeschiedenen NTx als Indikator fur die Knochenresorption beim Menschen.
Hohe NTx-Konzentrationen im Urin 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 flhrt, sondern auch Hauptursache
der Osteoporose ist." 2 Wenn mehr Knochenmasse abgebaut als neu gebildet
wird, ist ein Verlust der Knochenmasse die Folge. Durch Osteoporose
beglinstigte Frakturen sind bei alteren Frauen der Hauptgrund fiir eine hohere
Morbiditat und Mortalitat.>

In einer randomisierten, prospektiven klinischen Studie wurden postmenopausale
Frauen entweder mit einer Hormonersatztherapie (HET) plus Calcium-
Supplementierung (500 mg taglich) oder nur mit Calcium-Supplementierung
behandelt. Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen die Eignung des
Osteomark®-Urintests zur Prognose der Reaktion und Uberwachung der
antiresorptiven Wirksamkeit der Therapie.4

Die Eignung des Osteomark®-Urintests zur Uberwachung der Wirksamkeit einer
antiresorptiven Therapie wurde in einer Studie an Patienten mit diagnostizierter
Osteoporose und mit Biphosphonattherapie (Natriumalendronat, 10 mg) gezeigt.5
GemaR den Ergebnissen sollten Patienten mit Osteoporose auf einen
Osteomark®-Wert von < 35 nM BCE/mM Kreatinin eingestellt werden oder nach
3 Monaten Behandlung eine Anderung von 240% gegeniiber dem
Ausgangswert aufweisen.

Die Eignung des Osteomark®-Urintests zur Uberwachung der Wirksamkeit einer
antiresorptiven Therapie bei Patienten mit Paget-Syndrom wurde in einer
weiteren Studie untersucht. Die mit dem Osteomark®-Urintest ermittelten
Ausgangswerte und die prozentuale Verdnderung im Vergleich zum
Ausgangswert nach Einleitung der Therapie korrelierten mit der gesamten
alkalischen Phosphatase im Serum. Das therapeutische Ansprechen, definiert
als eine Normalisierung der Werte, konnte anhand des Osteomark®-Urintests im
Vergleich zur Messung der alkalischen Phosphatase schneller beurteilt werden.
Patienten mit Paget-Syndrom, die eine antiresorptive Therapie erhalten, sollten
bei Messung nach 3 Monaten Behandlung eine Veranderung von 230 %
gegeniber dem mit dem Osteomark®-Urintest ermittelten Ausgangswert
aufweisen.

Grundlagen des Assays

Der  Osteomark®-Urintest  basiert auf dem  ELISA-(Enzyme-linked
Immunosorbent Assay-)Testverfahren mit kompetitiver Hemmung und verwendet
Mikrotiterstreifen, auf denen NTx als Festphase adsorbiert wurde. Das NTx in der
Probe konkurriert mit dem Festphasen-NTx um Bindungsstellen an die
monoklonalen, mit Meerrettichperoxidase markierten Antikérper. Die Menge der
an die Festphase gebundenen Antikérper ist daher umgekehrt proportional zur
Menge des NTx in der Probe. Die NTx-Konzentration in der Probe wird
spektrophotometrisch gemessen und Uber eine Standardkalibrationskurve
berechnet. Die Messwerte werden Uber eine Kreatininbestimmung im Urin um
den Urinverdiinnungsfaktor korrigiert und in Nanomol
Knochenkollagenaquivalente pro Liter (nM BCE) pro Millimol Kreatinin pro Liter
(mM Kreatinin) angegeben.

Komponenten des Testsatzes
Im Lieferumfang enthaltene Materialien, ausreichend fiir 96 Vertiefungen

Gebrauchsanweisung (1 Broschiire) 1 Broschire

Platte mit 96 antigenbeschichteten Vertiefungen, 1 Platte

12 Streifen mit je 8 Vertiefungen
0,4-ml-Flaschchen

Antikdrperkonjugat-Konzentrat
30-ml-Flasche

Antikérperkonjugat-Diluent
125-ml-Flasche

30-faches Waschkonzentrat
0,9-ml-Flasche

Chromogen-Reagenz
30-ml-Flasche

Gepuffertes Substrat
25-ml-Flasche

Stopp-Reagenz
0,4-ml-Flaschchen

1 nM BCE-Kalibrator
0,4-ml-Flaschchen

30 nM BCE-Kalibrator
0,4-ml-Fléschchen

100 nM BCE-Kalibrator
0,4-ml-Flaschchen

300 nM BCE-Kalibrator
0,4-ml-Flaschchen
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1000 nM BCE-Kalibrator
0,4-ml-Flaschchen

3000 nM BCE-Kalibrator
0,4-ml-Flaschchen

Urinkontrolle Stufe |
Urinkontrolle 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.

PLATE

Antikdrperkonjugat-Konzentrat, 1 Flaschchen Gereinigte
monoklonale Maus-Antikérper gegen NTx, mit
Meerrettichperoxidase konjugiert. Mit ProClin™ 300 (0,10 %)
als Konservierungsmittel. Als 100-faches Konzentrat geliefert.
(0,4 ml)

Antikorperkonjugat-Diluent, 1 Flasche

Gepuffertes Reagenz mit Proteinstabilisatoren zur
Verdiinnung des Antikérperkonjugat-Konzentrats. Mit
ProClin™ 300 (0,05 %) als Konservierungsmittel (30 ml).

WASHBUF 30-faches Waschkonzentrat, 1 Flasche

lonische Detergenz-Lésung. Als 30-faches Konzentrat
geliefert.

(125 ml)

Chromogen-Reagenz, 1 Flaschchen
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin in Dimethylsulfoxid.
Als 100-faches Konzentrat geliefert. (0,9 ml)

Gepuffertes Substrat, 1 Flasche
Gepuffertes Wasserstoffperoxid (30 ml)

Stopp-Reagenz, 1 Flasche

SON 1N Schwefelsaure. (25 ml)

Testkalibratoren: Jeweils 1 Flaschchen mit 1, 30, 100,
300,1000 und 3000 nM BCE. Gereinigtes NTx-Antigen in
gepuffertem Diluent. Mit ProClin™ 300 (0,05 %) als
Konservierungsmittel. (je 0,4 ml)

Urinkontrollen Stufe | und Stufe Il, je 1 Flaschchen.
Humanurin-Basis mit bekannter NTx-Konzentration. Mit
ProClin™ 300 (0,10 %) als Konservierungsmittel. (je 0,4 ml)

Plattenabdeckung aus Kunststoff, 1 Block

Hinweis: Einige Komponenten kdnnen bovines Serum oder
bovines Serumalbumin enthalten.

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 diirfen keinen Temperaturen ber 30 °C oder
unter 2 °C ausgesetzt werden. Verdiinnte Waschlésung kann bei Raumtemperatur
bis zu einem Monat aufbewahrt werden.

Erforderliche, jedoch nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

Ein- und Mehrkanalpipetten zur Abgabe von 25 pl, 100 pl und 200 pl
Einweg-Pipettenspitzen

Einweg-Kunststoffbehdlter zum Mischen der Reagenzien und als
Pipettierbehalter



Waschautomat fiir Mikrotiterstreifen

Spektralphotometer zum Ablesen der Mikrotiterstreifen bzw. Mikrostreifen
Das Lesegerat muss bei 450 nm mit einem 630-nm-Referenzfilter arbeiten
und Extinktionen von 0 bis 3,000 Einheiten optischer Dichte messen.
Software zur Berechnung einer 4-Parameter-Kurvenanpassung
Deionisiertes Wasser

Gewinnung und Lagerung von Urinproben

In einem geeigneten Probengefal mit dicht schlieRendem Deckel eine
Morgenurinprobe (zweite Entleerung; Spontanurin) oder eine 24-Stunden-
Urinprobe sammeln.

KEINE KONSERVIERUNGSMITTEL ZUR URINPROBE GEBEN.

Sichtbar durch Vollblut verunreinigte Proben oder Proben mit sichtbaren
Hamolyseerscheinungen kénnen den Test beeintrachtigen und sollten
entsorgt werden. AnschlieBend neue Proben sammeln.

Bis zu 72 Stunden kihl (2-8°C) oder bis zu 24 Stunden bei
Raumtemperatur lagern. Fir eine langere Lagerung einfrieren (hchstens —
20 °C). Die Proben kénnen bis zu dreimal aufgetaut und wieder eingefroren
werden.

Die Ausgangsproben fiir eine Therapieiberwachung sollten vor
Einleitung der Therapie gesammelt werden. Spéatere Vergleichsproben
sollten stets zur gleichen Tageszeit wie die Ausgangsproben
gesammelt werden.

Warn- und Vorsichtshinweise

Nur zur professionellen In-vitro-Diagnostik

Die Antigen-beschichtete Platte mit 96 Vertiefungen, Kalibratoren und
Urinkontrollen enthalten Humanurin und/oder aus Humanknochengewebe
aufbereitetes Antigen. Zwar ist jede Urin- bzw. Knochencharge durch von
der FDA zugelassene Verfahren als nicht-reaktiv fur HIV-1, HIV-2, HBsAg,
HCV und RPR dokumentiert worden, doch sollte dieses Material als
potenziell infektids behandelt werden und ordnungsgemaR entsorgt
werden.

Das Stopp-Reagenz enthalt 1N Schwefelsdure. Kontakt mit Augen und
Haut vermeiden. Bei Kontakt die betroffenen Stellen 15 Minuten lang mit
Wasser spllen. Bei Augenkontakt arztliche Hilfe einholen.

Das Chromogen-Reagenz enthalt 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin  und
Dimethylsulfoxid. Dimethylsulfoxid wird leicht Gber die Haut aufgenommen.
Dieses Reagenz ist schadlich, wenn es eingeatmet oder verschluckt wird
oder wenn es mit der Haut in Berlhrung kommt. Bei Kontakt die
betroffenen Stellen 15 Minuten lang mit Wasser splilen. Bei Augenkontakt
zusatzlich arztliche Hilfe einholen.

Urinproben  kdénnen infektidse Substanzen enthalten und sollten
ordnungsgemal entsorgt werden. Zur Dekontamination eignet sich am
besten eine 0,5 %ige Natriumhypochloritidsung (Haushaltsbleiche 1:10
verdlinnen) oder die Proben werden eine Stunde bei 121 °C autoklaviert.
Lésungen mit Natriumhypochlorit nicht autoklavieren.
Natriumhypochloritldsung nicht mit Saure mischen.

Reagenzien oder klinische Proben nicht mit dem Mund pipettieren.

Bei der Handhabung von Proben und Reagenzien Schutzhandschuhe und
Schutzkleidung tragen. Die Hande anschlieRend griindlich waschen.
Reagenzien nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.
Komponenten aus verschiedenen Chargen von Osteomark®-Testsets nicht
zusammen verwenden.

Die Streifen mit Mikrovertiefungen muissen mit Trockenmittel gelagert
werden. Nicht verwendete Streifen wieder sorgfaltig in der Folie mit dem
Beutel Trockenmittel verschlieRen.

Mikrotiterstreifen nicht wiederverwenden. Nach
ordnungsgemaf entsorgen.

Das Assayverfahren in einer kontrollierten Laborumgebung unter
Einhaltung der angegebenen Inkubationsanforderungen durchfiihren.
Extreme Umgebungsbedingungen wahrend des Verfahrens vermeiden.

Verwendung

Testverfahren
Vorbereitende Schritte

1. Alle Proben und Reagenzien missen mindestens eine Stunde vor

dem Test Raumtemperatur (18-28 °C) annehmen. Die Reagenzien
hierflr aus der Verpackung nehmen. Gefrorene Urinproben kénnen bei
37 °C in einem Wasserbad oder einem Inkubator aufgetaut und dann vor
dem Einsatz in der Analyse auf Raumtemperatur gebracht werden. Das
Chromogen-Reagenz enthalt Dimethylsulfoxid, das bei Raumtemperatur
flissig ist, im Kuhlschrank jedoch fest werden kann.

. Die verdiinnte Waschlésung fiir den Test ansetzen. Das 30-fache

Waschkonzentrat in einem Verhaltnis von 1:30 mit deionisiertem Wasser
verdiinnen (1 Teil 30-faches Waschkonzentrat zu 29 Teilen deionisiertes
Wasser) und mindestens fiinf (5) Minuten lang mischen. Diese L&sung ist
bei Raumtemperatur einen (1) Monat lang stabil.

. Eine Plattenlibersicht mit Angaben zum Ort der Kalibratoren, Kontrollen

und Urinproben erstellen. Es wird empfohlen, die Kalibratoren, Kontrollen
und Urinproben auf zwei Mikrotiterstreifen zu messen. Beispiel einer
Plattentbersicht fir eine Osteomark®-Analyse mit 4 Proben:

1 2 3
A 1 nM BCE-Kalibrator 1000 nM BCE-Kalibrator Probe 1
B 1 nM BCE-Kalibrator 1000 nM BCE-Kalibrator Probe 1
C 30 nM BCE-Kalibrator 3000 nM BCE-Kalibrator Probe 2
D 30 nM BCE-Kalibrator 3000 nM BCE-Kalibrator Probe 2
E 100 nM BCE-Kalibrator Urinkontrolle Stufe | Probe 3
F 100 nM BCE-Kalibrator Urinkontrolle Stufe | Probe 3
G 300 nM BCE-Kalibrator Urinkontrolle Stufe Il Probe 4
H 300 nM BCE-Kalibrator Urinkontrolle Stufe || Probe 4

4. Das Antikdrperkonjugat-Konzentrat in  einem sauberen Einweg-
Kunststoffbehalter mit dem Antikrperkonjugat-Diluent 1:101 verdiinnen.
Als Richtlinie sollte fir jeden eingesetzten antigenbeschichteten
Mikrotiterstreifen 20 yl ~ Antikdrperkonjugat-Konzentrat  mit 2 ml
Antikérperkonjugat-Diluent verdinnt werden. Durch Umkehren vorsichtig
mischen. Nicht mit dem Vortex oder einem Magnetrihrstab mischen.
Schaumbildung vermeiden. Die Konjugatiésung in Arbeitskonzentration
innerhalb von einer Stunde nach der Zubereitung verwenden. Den Behalter
nicht wiederverwenden.

5. Die Kalibratoren, Kontrollen und Urinproben vor dem Pipettieren vorsichtig
mischen. Schaumbildung vermeiden. Tribe oder unklare Proben vor dem
Pipettieren 5 bis 10 Minuten stehen lassen. Partikelbelastete Proben
kénnen vor der Verwendung zentrifugiert werden.

6. Die erforderliche Anzahl an Mikrotiterstreifen aus der versiegelten

Folienverpackung nehmen. Nicht benutzte Streifen in die Folienverpackung
zurlicklegen und den Reillverschluss schlieBen. Das Kissen mit
Trockenmittel nicht aus der Folienverpackung nehmen.

Inkubation von Proben und Antikérper
Die Analyse nach Beginn ohne Unterbrechung zu Ende fiihren.

7.

11.

. Mit  einer

Entsprechend der in Schritt 3 erstellten Plattenubersicht jeweils 25 pl jedes
Kalibrators, jeder Kontrolle und jeder Urinprobe in die entsprechenden
Mikrovertiefungen pipettieren. Fir jeden Kalibrator, jede Kontrolle und jede
Urinprobe eine kalibrierte Pipette und eine neue Pipettenspitze verwenden.
Mehrkanalpipette 200 yI  der  Konjugatlésung in
Arbeitskonzentration in jede Mikrovertiefung pipettieren. Die Platte mit
Abdichtfolie versiegeln und 5-10 Sekunden lang vorsichtig auf einer
ebenen Flache schwenken, um ein ausreichendes Vermischen zu
gewahrleisten.

. Die Platte bei Raumtemperatur (18-28 °C) 90 + 5 Minuten lang inkubieren.
. Die Lésung aus Chromogen-Reagenz und gepuffertem Substrat wahrend

der letzten 10 Minuten der Inkubation vorbereiten. Hierfiir das Chromogen-
Reagenz in einem Verhaltnis von 1:101 im gepufferten Substrat verdiinnen.
Als Richtlinie sollten fir jeden verwendeten antigenbeschichteten
Mikrotiterstreifen 20 yl des Chromogen-Reagenzes mit 2ml des
gepufferten Substrats verdiinnt werden. Das gepufferte Substrat in einen
sauberen Einweg-Kunststoffbehalter pipettieren. Das Chromogen-Reagenz
vor dem Pipettieren griindlich mischen. Das Chromogen-Reagenz in das
gepufferte Substratreagenz geben und zum Vermischen vorsichtig
umdrehen. Nicht mit dem Vortex, mit einem Magnetriihrstab oder
durch kraftiges Schitteln mischen. Die Lésung aus Chromogen-
Reagenz und gepuffertem Substrat innerhalb von 30 Minuten nach der
Zubereitung verwenden. Die Lésung aus Chromogen-Reagenz und
gepuffertem Substrat sollte bei Vermischung farblos sein. Eine blaue
Farbung deutet auf eine Kontamination des Reagenzes hin. In diesem Fall
muss die Lésung entsorgt werden. Den Behéalter mit der Losung aus
Chromogen-Reagenz und gepuffertem Substrat nicht
wiederverwenden.

Die Plattenabdichtfolie nach der Inkubation vorsichtig abnehmen und
entsorgen. Die Platte funf (5) Mal mit der Waschlésung in
Arbeitskonzentration mit einem Plattenwaschautomat waschen. Der
Waschautomat muss mindestens 350yl der Waschlésung in
Arbeitskonzentration pro Vertiefung abgeben. Die Vertiefungen sollten
zwischen den Waschzyklen mit Waschlésung in Arbeitskonzentration
geflillt werden. Nach dem Waschvorgang den Plattenrahmen an beiden
Seiten in der Mitte fassen, umdrehen und auf einem saugféhigen
Papierhandtuch legen. Die vorbereitete Losung aus Chromogen-Reagenz
und gepuffertem Substrat wie unten beschrieben sofort hinzugeben.

Farbentwicklung und -messung

12.

13.

14.

15.

16.

Mit einer Mehrkanalpipette 200 pl der in Schritt 10 vorbereiteten Losung
aus Chromogen-Reagenz und gepuffertem Substrat in jede Vertiefung
pipettieren. Die Platte mit einer neuen Plattenabdeckung verschlieRen.

Bei Raumtemperatur 15 + 1 Minuten inkubieren. In Vertiefungen mit
gebundenem Antikérper-Meerrettichperoxidase-Konjugat verférbt sich der
Inhalt blau.

Die Plattenabdeckung nach der Inkubation vorsichtig von der Platte
abnehmen und entsorgen. Mit einer Mehrkanalpipette 100 pl des Stopp-
Reagenzes in jede Vertiefung pipettieren, und zwar in derselben
Reihenfolge in der das Reagenz aus Chromogen und gepuffertem Substrat
zugegeben wurde. Blau gefarbte Vertiefungen farben sich jetzt gelb.

Die Platte zum Mischen vorsichtig 5-10 Sekunden lang vorsichtig auf einer
ebenen Flache schwenken. Vor der Bestimmung der Extinktionswerte die
Platte 5 Minuten lang bei Raumtemperatur stehen lassen.

Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe des Stopp-Reagenzes die
Extinktionswerte der Kalibratoren, Kontrollen und Proben bestimmen.
Hierfur ein Lesegerat fir Mikrotiterplatten bei 450 nm mit einem
Referenzfilter von 630 nm verwenden. Das Lesegerdt muss einen
Maximalwert der optischen Dichte von 23,000 aufweisen.



Auswertung der Ergebnisse
1. Die Konzentrationen (nM BCE) der Kontrollen und Urinproben mit einer 4-
Parameter-Kurvenanpassungsgleichung bestimmen.
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2. Die Assayergebnisse sind bei Erfiillung der folgenden Kriterien gultig:

* Die mittlere Extinktion des 1 nM BCE-Kalibrators muss 21,500
betragen.

+ Die Spanne der Kalibratorkurve (Unterschied zwischen dem
Extinktionswert des 1nM BCE und dem des 3000 nM BCE-
Kalibrators) muss 21,300 betragen.

3. Der empfohlene Variationskoeffizient (% VK) der Urinkonzentration
(nM BCE) bei Duplikaten betragt <20 %. Proben mit >20 % VK sollten
neu analysiert werden.

4. Die untere Nachweisgrenze betragt 20 nM BCE (Assaywert, enthalt keine
Kreatininkorrektur).

5. Urinproben mit einem Wert von Uber 3000 nM BCE kénnen in einem
Verhéltnis von 1:5 in einer Urinprobe oder einem Urinpool mit einem
bekannten Bereich von 200-500 nM BCE verdlinnt und erneut analysiert
werden. Wenn Urin zur Verdiinnung verwendet wird, sollte der nM BCE-
Wert des zur Verdiinnung verwendeten Urins durch eine Analyse als Probe
auf derselben Platte wie die verdinnte, unbekannte Probe bestatigt
werden. Der Verdlinnungsfaktor und der Hintergrund (der nM BCE des
Diluents) missen in die Endberechnung einflieRen.

Beispiel: Aus einer Verdiinnung von 1:5 einer 4000 nM BCE-Probe mit Urin
als Verdiinnung und bekanntem Osteomark®-Wert (300 nM BCE) wurde der
Assaywert 1040 nM BCE abgeleitet.

1040 nM BCE - (0,8 x 300 nM BCE) = 800 nM BCE
800 nM BCE x 5 (Verdiinnungsfaktor) = 4000 nM BCE

Hinweis: Eine Verdlinnung von 1:5 bedeutet einen Anteil von 80 % Diluent
(0,8) und 20 % Probe.

6. Die Konzentrationen der Urinproben entsprechend dem nachfolgenden
Beispiel als nM BCE/mM Kreatinin angeben:

Assaywert = 360 nM BCE
Urinkreatinin = 60 ma/dl Kreatinin
11,3*

5,3 mM Kreatinin
68 nM BCE/mM Kreatinin

360 nM BCE
5,3 mM Kreatinin

*Hinweis: Umrechnungsfaktor fir die Umrechnung von mg Kreatinin pro dl in
Millimol Kreatinin pro Liter.

7. Die Kontrollbereiche fir Urin wurden vom Hersteller festgelegt. Jedes
Labor sollte jedoch seine eigenen Kontrollbereiche festlegen.

Grenzen des Verfahrens

Die Ergebnisse des Osteomark®-Urintests werden als Indikator fir die
Knochenresorption verwendet. Die Eignung dieses Tests zur Prognose der
Entwicklung einer Osteoporose oder eines zukunftigen Frakturrisiko wurde nicht
untersucht. Auch zur Verwendung bei einer primaren Hyperparathyreose oder
Hyperthyreose liegen keine Daten vor. Wenn der Osteomark®-Urintest zur
Uberwachung der Therapie eingesetzt wird, kdnnen die Ergebnisse bei Vorliegen
von klinischen Zustanden, die sich auf die Knochenresorption auswirken (z. B.
Knochenmetastasen), beeinflusst werden. Die mit dem Osteomark®-Urintest
ermittelten Werte lassen Rickschlisse auf das AusmaB der Knochenresorption
zu. Ein einzelner Wert kann jedoch nicht zur Beurteilung der
Knochenresorptionsrate  herangezogen  werden, da die berichteten
Messergebnisse keine Zeitkomponente enthalten. Die Ergebnisse des
Osteomark®-Urintests sollten in Kombination mit anderen klinischen Befunden
und diagnostischen Ergebnissen ausgewertet werden.

Storsubstanzen

Eine Reihe von Bestandteilen und Mikroorganismen im Urin wurden auf ihre
Auswirkung auf den Osteomark®-Urintest untersucht. Die getesteten
Organismen E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853) und C. albicans
(ATCC 14053) zeigten keine Beeintrachtigung der Assayleistung. Auch humanes

Albumin, Bilirubin, Glucose und Vitamin C beeintrachtigten die Assayleistung
nicht. Sichtbar mit Vollblut verunreinigte Proben oder Proben mit sichtbaren
Hamolyseerscheinungen koénnen die Assayleistung beeintrachtigen. Solche
Proben entsorgen und neue Urinproben sammeln.

Erwartungswerte

Der Referenzbereich bei gesunden, pramenopausalen Frauen (mittleres Alter
36 Jahre, Bereich 25-49) und Mannern (mittleres Alter 56 Jahre, Bereich 31-87)
wurde im Rahmen einer multizentrischen Querschnittsstudie bestimmt.

Tabelle 1:
Bereich der mit dem Osteomark®-Urintest ermittelten Erwartungswerte fir
Ménner und pramenopausale Frauen

Mittelw Standar Bereich (Mittelwert + N
ert* dabweic Standardabweichung)*
hung
Frauen 35 15 5-65 258
Méanner 33 15 3-63 206

* angegeben in nM BCE/mM Kreatinin

Wenn der Bereich der Erwartungswerte flir pramenopausale Frauen
logarithmisch umgewandelt wird, liegt er bei 14—74 nM BCE/mM Kreatinin. Der
logarithmisch umgewandelte Referenzbereich fiir Manner liegt bei 13-78 nM
BCE/mM Kreatinin.

Die erwartete, kurz- und langfristige intraindividuelle Variabilitit wurde in
prospektiven Studien bei gesunden, postmenopausalen Frauen (n=276, 268) und
Méannern lber 30 Jahre (n=36, 35) ermittelt. Die Kurzzeitvariabilitdt wurde in
nacheinander gesammelten Urinproben Uber 3-4 Tage bestimmt. Die
Langzeitvariabilitdt wurde aus Uber 2-3 Monaten gesammelten Proben ermittelt.
Die kurzfristige Variabilitdt betrug 15 % bei Frauen und 18 % bei Mannern. Die
langfristige Variabilitét betrug 18 % bei Frauen und 19 % bei Mannern.

Leistungsdaten

Reproduzierbarkeit und Prazision

Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitdt wurden acht Urinproben in
zehnfacher Ausfiihrung von vier Laboranten analysiert. Ergebnisse:

Probe Mittelwert (nM CV (%)
BCE)
26 19
111
172
417
694
1113
1768
2640

I|®|(Mmo|0|m(>
oo |o|w|or|oo |

Zur Bestimmung der Inter-Assay-Variabilitdt wurden drei Urinproben in jeweils
zweifacher Ausfertigung von einem Laboranten in insgesamt 20 separaten
Analysenlaufen untersucht. Ergebnisse:

Probe Mittelwert (nM VK (%)
BCE)

A 79 5

B 412 3

C 1167 4

Zur Bestimmung der Gesamtprazision des Assays wurden die Urinkontrollen der
Stufe | und der Stufe Il in drei verschiedenen klinischen Labors Uber einen
Zeitraum von 30 Tagen analysiert. Die Urinkontrolle der Stufe | wies einen
Mittelwert von 439 nM BCE mit einem VK von 10 % auf. Die Urinkontrolle der
Stufe Il wies einen Mittelwert von 1537 nM BCE mit einem VK von 7 % auf.

Antigen-Wiederfindung

Zur Bestimmung der Antigen-Wiederfindung wurde drei Urinproben mit
bekannter NTx-Konzentration NTx in bekannten Mengen zugegeben. Die
Wiederfindung stellte den gemessenen Assaywert der angereicherten Probe dar,
der als Prozentwert in Relation zum erwarteten Urinwert angegeben wird (Urin-
Ausgangswert plus Wert des zugesetzten Antigens (NTx)). Die Ergebnisse
zeigten eine mittlere Antigen-Wiederfindung von 105 % Uber den gesamten
Testbereich.

Verdunnungslinearitat

Zur Bestimmung der Verdiinnungslinearitdt wurden Verdiinnungsreihen an vier
Urinproben mit hohen nM BCE-Werten durchgefiihrt. Die Urinproben wurden auf
einen Wert von 200-500 nM BCE verdlinnt. Die Ergebnisse wiesen einen
Korrelationskoeffizienten von r = 0,999 bis r = 1,000 Uber den gesamten
Testbereich auf.

Klinische Studien

Verwendung des Osteomark®-Urintests bei postmenopausalen Frauen

Die Eignung des Osteomark®-Assays fiir die Uberwachung der Wirksamkeit
einer Hormonersatztherapie (HET) in Bezug auf die Knochenresorption sowie fiir
eine Prognose des Ansprechens auf die HET wurde in einer klinischen Studie bei
Frauen in der frlhen Postmenopause untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie



bestatigen die klinische Eignung des Osteomark®-Urintests zur Uberwachung
der antiresorptiven Hormontherapie bei Frauen in der frilhen Postmenopause
und zur Vorhersage der durch die Hormonersatztherapie verursachten und
mittels Réntgenabsorption nach der DEXA-Methode gemessenen Anderungen in
der Knochenmineraldichte. Dies ermdglicht beispielsweise eine ldentifizierung
von Patienten, fiir die eine solche Therapie den groten Nutzen bringen wirde,
oder von Patienten mit einem hohen Risiko eines Knochenverlustes (gemessen
Uber eine Bestimmung der Knochenmineraldichte).4 Informationen zum Risiko
eines Knochenmineraldichteverlustes ergeben sich durch Auswertung der
Unterschiede zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe. (Tabelle 2): Im
niedrigsten NTx-Quartil (<38 nM BCE/mM Kreatinin) lag kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der HET-Gruppe und der Kontrollgruppe
hinsichtlich der Wahrscheinlichkeit eines Knochenverlustes innerhalb eines
Jahres vor. Ein hoher NTx-Ausgangswert (>67 nM BCE/mM Kreatinin) deutete
auf ein um 17,3 erhohtes Risiko eines Knochenmineraldichteverlustes ohne
Hormonersatztherapie hin.

Tabelle 2.
Vergleich des relativen Risikos eines Knochenmineraldichteverlustes
zwischen der HET- und der Calcium-Gruppe

NTx-Ausgangswert* Relatives
(nM BCE/mM Kreatinin) Risiko 95 % Kl
18-38 1,4 0,8-2,5
38-51 25 1,0-6,1
51-67 3,8 1,6-9,1
67-188 17,3 2,5-118,5

*N =54, 53, 57 und 55 fiir jeweils jedes Quartil

Verwendung des Osteomark®-Urintests bei Patienten mit diagnostizierter
Osteoporose

In einer Studie wurde die Sicherheit und Wirksamkeit eines neuen
Aminobiphosphonats (Alendronat) zur Behandlung der Osteoporose untersucht.’®
Die nachfolgenden Daten bestatigen die klinische Eignung des Osteomark®-
Urintests zur Uberwachung der Knochenresorption bei Frauen mit Osteoporose
und antiresorptiver Therapie mit Alendronat 10 mg.

e Drei Monate nach Beginn der Behandlung lag der Osteomark®-Wert bei
80 % (71/89) der Probanden bei < 35 nM BCE/mM Kreatinin und bei 87 %
(76/87) wurde eine Abnahme um > 40 % im Vergleich zum Ausgangswert
verzeichnet.

e 90 % (77/86) der Probanden hatten ein Jahr nach Therapiebeginn einen
Osteomark®-Wert von < 35 nM BCE/mM Kreatinin und bei 92 % (77/84)
wurde eine Abnahme um > 40 % im Vergleich zum Ausgangswert
beobachtet.

e Die Osteomark®-Werte bei Frauen mit Osteoporose sollten wahrend einer
antiresorptiven Therapie daher Gberwacht und auf einen Wert von < 35 nM
BCE/mM Kreatinin eingestellt werden, es sei denn, nach 3 Monaten wurde
eine Abnahme von > 40 % im Vergleich zum Ausgangswert verzeichnet.

Verwendung des Osteomark®-Urintests bei Patienten mit diagnostiziertem
Paget-Syndrom

Die Eignung des Osteomark®-Urintests zur Uberwachung der Wirksamkeit einer
Biphosphonattherapie hinsichtlich der Knochenresorption wurde im Rahmen
einer Studie bei Patienten mit diagnostiziertem Paget-Syndrom untersucht. Die
nachfolgenden Daten bestatigen die klinische Eignung des Osteomark®-
Urintests zur Uberwachung der Wirksamkeit einer Biphosphonat-Therapie in
Bezug auf die Knochenresorption bei Patienten mit diagnostiziertem Paget-
Syndrom.

Zeitpunkt Alendronat Etidronat Pamidronat
Monat 1* -48 % -39 % -71 %
Monat 3** -77% -58 % -67 %
Monat 6*** -87 % -72% -71%

*N = jeweils 22, 17 und 20
**N = jeweils 28, 23 und 20
***N = jeweils 27, 22 und 20

*Die Osteomark®-Werte bei Patienten mit Paget-Syndrom sollten wéahrend
einer antiresorptiven Therapie iberwacht und auf eine Abweichung um > 30 %
oder einen Riickgang in den Normalbereich eingestellt werden.

Tabelle 4.

Prozentualer Anteil der auf die Therapie ansprechenden Patienten, definiert
durch eine Normalisierung der Messwerte (Osteomark®

5-65 nM BCE/mM Kreatinin, gesamte alkalische Phosphatase 39-115 IE/I;
Anzahl der Patienten mit normalisierten Messwerten/Gesamtzahl der
Patienten)

Osteomark® Patienten mit Ansprechen gemaf
Zeitpunkt* Patienten mit Bestimmung der gesamten
Ansprechen geméaf alkalischen Phosphatase
Osteomark®
Monat 1 19 % 2%
Monat 3 34 % 28 %
Monat 6 42 % 42 %

*N = jeweils 59, 71 und 69

. Ein Rlckgang der gesamten alkalischen Phosphatase in den
Normalbereich wird als Indikator fiir das therapeutische Ansprechen
bewertet. Die mit dem Osteomark®-Urintest ermittelten Werte geben
ebenfalls Aufschluss Uber das Ansprechen. Im Vergleich zur Bestimmung
der gesamten, alkalischen Phosphatase ermdglichen sie eine schnellere
Beurteilung.

Verwendung des Osteomark®-Urintests zur  Uberwachung  der
therapeutischen Ostrogensuppression

Die Eignung des Osteomark®-Assays zur Uberwachung der Wirksamkeit einer
therapeutischen Ostrogensuppression auf die Knochenresoré)tion wurde im
Rahmen einer Studie bei pramenopausalen Frauen untersucht.” Die Ergebnisse
dieser Studie bestatigen die klinische Eignung des Osteomark®-Urintests zur
Uberwachung der Wirksamkeit einer therapeutischen Ostrogensuppression auf
die Knochenresorption.
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Kurzanleitung fir den Osteomark® NTx-Urintest

1. Vor Beginn der Analyse den Abschnitt ,Testverfahren® griindlich
durchlesen.

2. Die Komponenten des Testsets und die Proben auf Raumtemperatur
erwarmen.

3. Das Antikérperkonjugat-Konzentrat in einem Verhéltnis von 1:101 mit dem
Antikdrperkonjugat-Diluent  verdinnen. Durch Umkehren vorsichtig
mischen. Die Konjugatlésung in Arbeitskonzentration innerhalb von einer
Stunde nach der Zubereitung verwenden.

4. Jeweils 25 pl jedes Kalibrators, jeder Kontrolle und jeder Urinprobe in die
entsprechenden Vertiefungen pipettieren.

5. 200 pl der verdinnten Konjugatlésung in Arbeitskonzentration in jede
Vertiefung pipettieren. Zum Vermischen vorsichtig schwenken. Die Platte
bei Raumtemperatur 90 + 5 Minuten inkubieren.

6. Wahrend der letzten 10 Minuten der Inkubation die L&sung aus
Chromogen-Reagenz und gepuffertem Substrat vorbereiten. Hierzu das
Chromogen-Reagenz in einem Verhaltnis von 1:101 mit dem gepufferten
Substrat verdiinnen. NUR DURCH UMKEHREN vorsichtig mischen. Nicht
mit dem Vortex, mit einem Magnetrihrstab oder durch kréftiges
Schitteln mischen. Die Lésung aus Chromogen-Reagenz und
gepuffertem Substrat innerhalb von 30 Minuten nach der Zubereitung
verwenden.



7. Die Mikrotiterstreifen funf (5) Mal mit jeweils 350 pl der verdinnten
Waschlésung in Arbeitskonzentration pro Vertiefung waschen und auf
einem saugfahigen Papiertuch legen.

8. 200 pl der Lésung aus Chromogen-Reagenz und gepuffertem Substrat in
jede Mikrovertiefung pipettieren und bei Raumtemperatur 15 + 1 Minuten
lang inkubieren.

9. In jede Mikrovertiefung 100 ul Stopp-Reagenz pipettieren. Die Platte zum
Vermischen vorsichtig schwenken.

10. Bei Raumtemperatur 5 Minuten lang inkubieren und die Extinktion jeder
Mikrovertiefung bei 450-630 nm ablesen. Die Ergebnisse anhand einer 4-
Parameter-Kurvenanpassungsgleichung berechnen.
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