Ostase® BAP EIA

Immunoenzymetric Assay

For the quantitative measurement of
Bone-specific Alkaline Phosphatase (BAP) in
human serum

INTENDED USE

The Ostase® BAP EIA Immunoenzymetric Assay is an in vitro device indicated for the
quantitative measurement of bone-specific alkaline phosphatase (BAP), an indicator of
osteoblastic activity, inhuman serum. - This device is intended to be used as an aid in the
management of postmenopausal osteoporosis and Paget's disease.

SUMMARY AND EXPLANATION

Bone is a dynamic tissue in which bone formation and bone removal (also referred to as
resorption) - continue throughout life in a process called remodeling. The remodeling process is a
function of complex  interactions between two types of bone cells: osteoblasts for the formation
of bone, and osteoclasts for  the resorption of bone (1-3). Bone formation and resorption are
interdependent processes that are, under normal circumstances, tightly coupled (2,4). This
coupled relationship is integral to maintaining  the biochemical competence of the skeleton,
thereby preserving the organization of bone structure, form, and strength (2,3,5).

Serum levels of BAP are believed to reflect the metabolic status of osteoblasts (6,7). An
accurate assessment of bone metabolism is critical for determining the severity of metabolic
bone disease and responses to therapy. Measurement of serum levels of BAP has been
shown to be useful in evaluating patients with Paget's disease, osteomalacia, primary
hyperparathyroidism, renal osteodystrophy, —osteoporosis and metastases to bone (6-10). Total
alkaline phosphatase determinations have been the accepted method for the diagnosis and
monitoring of patients with Paget's disease.

Paget’s disease of bone is a common skeletal disorder in which there is a focal proliferation
of the normal cellular components of bone. Paget's disease is more prevalent than once though
with the incidence rate in certain populations at 3%-4% in middle-aged patients and 10%-
15% in the elderly (11). This disease does not affect young individuals. The majority of patients
with Paget's disease have no symptoms and often go undiagnosed unless an abnormal X-ray
or serum alkaline phosphatase level is found in the course of a medical evaluation for u
reasons. The most common complaints in - symptomatic patients are pain and i
The risk of osteoporosis, another bone remodeling disorder, depends in p
develop- ment, the attainment of peak bone mass, and in later life, the amount 0
healthy children,  bone formation is favored over bone resorption, whig
developmentand normal skeletal growth (3). In healthy young adults, bon|
resorption are balanced, resulting in no  net increase or decrease
advancing age, men and women experience an imbalance i
resorptionis slightly greater than formation, resulting in a continuo
time (1,2,4,12). If this imbalance persists, bone mass
insufficient to W|thstand normal mechanical stresses and i

dlsorder known as osteoporosis (5).
The most common form of osteoporosis occurs in posf

afies. Rapid bone loss occurs as a result
of the combined effects of an i deling and an increase in bone turnover

(5,14-16). In the United  Stal

1.5 million fractures annually,
250,000 hip fractures, and 200,
Hormone replacement therapy is cu y the most widely prescribed therapy for the prevention
of osteoporoticfracturesin postmenopausal women (4,5,18-20). However many women cannot,
or will not, avail themselves of hormone replacement therapy because of the potential for the
increased risk of cancer  and the resumption of menstrual bleeding. For this reason, other
compounds such as bisphosphonates, a standard treatment for Paget's disease of bone, have
been developed to treat osteoporosis. The anti-resorptive properties of bisphosphonates
decrease bone remodeling and, consequently, decrease the ~ overall loss of bone.

Biochemical markers are useful in monitoring metabolic bone disease. Urinary hydroxyproline
and total serum alkaline phosphatase have been used for monitoring the treatment of Paget's
disease.  Osteoporosis, however, represents a more subtle modification of the bone remodeling
process; therefore, more specific and sensitive markers are needed.

The Ostase® BAP assay is an in vitro device for the quantitative measurement of bone-specific
alkaline phosphatase (BAP)in human serum. Changes in BAP have been shown to be usefulin
patients undergoing therapy for metabolic bone disorders (6,7,10,21,22).

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

The Ostase® EIA assayis a solid phase, monoclonal antibody immunoenzymetric assay.
Samples containing BAP are reacted with a solution containing a biotin-labeled, BAP-specific
monoclonal antibody. The reaction takes place in plastic well strips (solid phase) coated with
streptavidin and enclosed in a plastic frame. Following the formation of a solid phase/capture
antibody/BAP complex, the microplate is washed to remove unbound BAP and is then
incubated with an enzyme substrate. The amount of substrateturnoveris determined
colorimetrically by measuring the absorbance of the quenched reaction  at 405 nmin a

AC-20PL V09 28 Sep 2022 English GB

immunodiagnosticsystems

C€

microplate reader. The absorbance is proportional to the concentration of BAP present in
the test sample. The calculation of BAP concentration in the sample is based on concurrent
testing of BAP calibrators and Zero Calibrator/Diluent.

PRODUCT INFORMATION

Components Cat No. AC-20F1
96 Tests
Conjugate [CONJ 1x14mL

Anti-BAP (mouse monoclonal IgG) with biotin‘¥ija bovineffiorse protein matrix with 0.09%
sodium azide.

Microplates [MICROPLAT] 12 x 8 wells
Streptavidin coated plastic wel tic tray. Desiccant: silica gel.

Zero Cahbrator/DlIu 10| 1x14mlL
A bovine protei no detectable concentration of BAP (0 ug BAP/L) and 0.09%
sodium azide

Calibr; 5x1mL
bovl ein atrlx oontalmng approxmately 7,15, 30, 60, and 90 ug human BAP/L and
9% SQgi

oWEontrol (1) [CTRU 1x1mL
e protein matrix containing approximately 11 pg human BAP/L and 0.09% sodium azide.
Refer to Quality Control Report for assigned range.

High Control (2) [CTRU 1x1mL
A bovine protein matrix containing approximately 45 pg human BAP/L and 0.09% sodium azide.
Refer to Quality Control Report for assigned range.

Wash Concentrate WASHBUF, 1 x 50mL
Phosphate buffered saline containing Tween.
Substrate [SUBS] 1x20mL

p-nitrophenyl phosphate in a stabilizing buffer containing preservatives

Quench Reagent 1x14mL
1 N sodium hydroxide.
Quality Control Report, Package Insert 1 each

Page1/7

WARNINGS AND PRECAUTIONS

Forin vitro diagnostic use only.

Do not pipette by mouth.

Do not eat, drink or smoke in designated work areas.

Wash hands thoroughly after handling specimens and kit reagents.

Some components in this kit contain material of human origin which has been tested

using FDA-approved methods and has been found negative for antibody to human

immunodeficiency virus  (HIV-1 and HIV-2), antibody to Hepatitis C virus and for

Hepatitis B surface antigen (HBsAg). No known test method can offer total

assurance that HIV-1, HIV-2, Hepatitis B virus, Hepatitis C virus or other infectious

agents are absent. Handle these reagents as if they were potentially infectious (23).

6. Sodium azide may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal
azides. On disposal, flush with a large volume of water to prevent azide build-up (24).

7. The Quench Reagent for this kit contains 1 N NaOH, a corrosive which causes burns.
Avoid contact  with skin and eyes. Do not ingest or inhale. Safety glasses, gloves
and lab coat should be worn  when working in the laboratory.

8. Avoid microbial contamination of the reagents when dispensing aliquots.

R N

STORAGE AND STABILITY

» Ostase® BAP EIA assay reagents are to be stored between 2 and 8°C, at which
temperatures they are  stable until the expiration date printed on the box label.

¢ Washand Quench reagents are stable at 2-30°C until the expiration dates printed on
the bottle labels.

¢ All reagents must be brought to room temperature (18-25°C) prior to use. After use all
reagents exceptthe Wash solution should be stored at2-8°C.

 Recovery of the kit control concentrations should fall within the stated ranges.

¢ Unused well strips should be returned to the plastic storage tray with the desiccant pouch
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provided andkeptat2-8°C.

Do not use kit components beyond the expiration date.

» The specimens storage and stability information stated above are general
recommendations for use in a variety of settings of laboratories. Each laboratory should
follow the guidelines or requirements of local, state, and/or federal regulations or accrediting
organizations to establish its own specimens handling and storage stability. For guidance
on appropriate practices, please refer to the CLSI GP44-A4, Procedures for Handling and
Processing of Blood Specimens for Common Laboratory Tests; Approved Guideline —
Fourth Edition.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

» No special preparation of the patientis necessary.

A whole blood specimen should be obtained by acceptable medical technique.

Allow the blood to clot and separate the serum by centrifugation.

Specimens should be collected in such a way as to avoid hemolysis.

Serum s required for the Ostase® BAP EIA assay. Performance with plasma samples

has not been established.

o |fthe serum sample is to be assayedin 24 to 48 hours after collection, the specimen should
be stored in a refrigerator at 2-8°C.

» Specimens held forlonger times (up to 39 months) should be frozen at-80°C.

o Turbid serum samples or samples containing particulate matter should be centrifuged
prior to assay.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

+ Disposable tip precision pipettors: fixed volume or adjustable for 50, 100, and 150 pL
(£ 1%). Optionally, amultichannel precision pipette can be used together with disposable V-
shapedtroughs for addition of anti-BAP assay conjugate, Substrate and Quench reagents.
Disposable pipette tips for 50, 100, 150 L

Test tubes for sample dilutions

Microplate washer

Aspiration device

Distilled water

Timer

Containerfor storage of Wash solution

Microplate reader (405 nm primary wavelength, 600-650 nm background subtraction)
and data reduction software

¢ Horizontal microplate rotator (500 rpm to 900 rpm range)

Forinformation on a complete reagent handling system, data reduction system, and liquid
handling devices, contact your local sales representative.

PREPARATION OF REAGENTS
¢ Bring all reagents to room temperature (18-25°C) prior to use.
* Thoroughly mix reagents before each use by gentle agitation or swirling.
« Useaclean pipette tip for each specimen, calibrator or control to avoid contamif@tion.

» Wash solution: To prepare Wash solution, add Wash Concentrate to 9 ed
waterand mix.

PROCEDURE

+ The procedure for the Ostase® BAP EIA assay is perfor ure. Bring

all serum specimens and kit components to room tempe,
beforeuse.
*  The Zero Calibrator/Diluent, calibrators and conttols
same plate holder.
oRrthatis in progress (i.e., antibody
say depends on ensuring that the

The assay procedure is a

1. Label test well strips
duplicate each of 6 cali

2. Pipette 50 uL of Zero Calibr:

of each assigned well.

3. Pipette 100 uL of conjugate into each well.

4. Incubate for 1 hour at 18-25°C using a horizontal rotator set at 500 rpm to 900 rpm.

5. Washthe microplate wells 3 times by:

a)  Aspirating the liquid from the first strip.
b)  Pipetting 300 uL of Wash solution into the first strip.
c)  Repeating steps a and b on all subsequent strips.
d)  Repeating steps a and c twice.
. Dispense 150 uL of Substrate reagentinto each well. Proceed to next step without delay.

7. Incubate for 13—15 minutes at 18-25°C using a horizontal rotator set at 500 rpm to
900 rpm.Proceedto next step without delay.

8. Dispense 100 pL of Quench Reagentinto each well.

9. Read the absorbance of each well at 405 nm in a microplate reader, subtracting a
blank reading at 600-650 nm for each well. Read the plate within 1 hour of quenching
the reaction.

10. Calculatethe results as describedin "Instrumentationand Calculation of Results.”

rators B-F/controls/patient specimens into the bottom

PROCEDURAL COMMENTS

1. Note on plate washing: Immunoenzymetric assays require efficient washing to
remove the unbound, biotin-labeled antibody. Therefore, it is very important to wash
each well efficiently, removing the last droplets of Wash solution to achieve optimal
results.

2. If a specimen was found to contain BAP at a concentration greater than the highest
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calibrator, the specimen should be diluted with the Zero Calibrator/Diluent and
assayed according to the assay Procedure. The dilution factor must be incorporated
in the calculation of results. Each diluted specimen should be mixed thoroughly prior
totesting. The recommended dilutions for specimens  containing BAP greaterthan the
highest calibratorare 1:3, 1:5, or 1:10.

However, it is desirable to dilute serum specimens with BAP greater than the highest
calibratorso thatthe diluted sample reads greater than 10 ug BAP/L.

3. Because absorbance is a function of temperature and duration of the Substrate reagent
incubation, it is very important that this incubation be the same for all wells/plates.
This can be accomplished by ensuringthatthe elapsedtime for pipetting reagents from
beginning to end — without interruption — is exactly the same for both the Substrate
reagent addition step and the Quench Reagent addition step. To ensure best results,
the addition of these reagents should not exceed 90 seconds and total substrate
incubation should not exceed 15 minutes.

4. Forconvenience, repeating or multichannel pipettors may be used for dispensing assay
conjugate, Wash solution, Substrate and Quench reagents. Pipettors with disposable
tips are recommended for pipetting calibrators, controls and specimens. The pipette
tips should be changed after each sample is pipetted to avoid potential sample
carryover and contamination of the reagents or specimens.

5. Do not mix materials from different kit lots.

INSTRUMENTATION AND CALCULATION OF RESULTS

Results may be calculated by using compute ed methods or manually on linear
graph paper.
Computer-Assisted Method
A point-to-point curve fit is recom ded.

line
between the means of célibrator @
good results  with the ?

t-to-point software that connects a straight

including the 0 ug BAP/L calibrator — provides
calibration method described. For additional

ed
information on computeg: s%ata reduction, consult your local sales representative.
Manual Metho
The Ostase® BA
paper by pl the
concentration

calibration curve may be constructed manually on linear graph
e absorbance for each calibrator on the y-axis versus the
AP in the Calibrator  on the x-axis. A point-to-point curve should be
ibration points. Do not force the curve to a straightline.
concentration of BAP in the controls and patient specimens, extend a
rom the absorbance value for the test sample to the calibration curve. At the
ctionofthe horizontal line and the curve, drop a vertical line to the x-axis and
the concentration of BAP.
absorbance for any replicate of the sample is greater than the absorbance of the
ghest Calibrator the specimen must be diluted and re-assayed. The observed
concentration of the diluted sample  must be multiplied by the dilution factor.

Example Data

th

Well Abs. Mean BAP
# Description 405 NM Abs. pg/L
1 Calibrator (o) 0.193
2 0.187 0.190 0.0
3 Calibrator (1) 0.401
4 0.402 0.402 7.2
5 Calibrator (2) 0.595
6 0.572 0.584 15.5
7 Calibrator (3) 0.908
8 0.866 0.887 31.9
9 Calibrator (4) 1.499
10 1.460 1.479 58.4
11 Calibrator (5) 2.000
12 2.051 2.026 85.8
13 Patient Sample 0.911 33.0

250 = Example Cune
2,254
2.00
1.75
£ 1.50
§ 1.25
k]
4 1.00-
gl _____
< 1
0.75— .
1
0.50— 1 Patient Sample
1
0.25 1
1
1

| 1 | | 1 | 1 | 1 ]
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
pg BAP/L
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QUALITY CONTROL AND ACCEPTABILITY OF RESULTS

Good laboratory practices include the use of control specimens within an assay run to ensure that

all reagents and protocols are performing properly. The Ostase® BAP EIA antibody set contains

controls which - can be used to verify assay performance.

1. Recoveryof the control concentrations should fall within the stated ranges.

2. The coefficient of variation (%CV) of the 405 nm absorbance readings for each
calibratorand  control sample should be less than 10%.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

HAMA Interference: Some individuals have antibodies to mouse protein (HAMA), which can
cause interference in immunoassays that employ antibodies derived from mice. In particular,
it has been  reported that serum samples from patients who have undergone therapy or
diagnostic procedures that  include infusion of mouse monoclonal antibody may produce erroneous
results in such assays. Therefore, Ostase® BAP results for such patients should be used only in
conjunction with results from some other diagnostic procedure and withinformation available from
the clinical evaluation of the patient.

The immunoreactivity of liver ALP has been determined in the Ostase® BAP EIA assay: 100 U/L
of liver ALP activity gives a result of 2.8 to 6.2 ug/L in the Ostase® BAP EIA assay. Serum samples
with significant elevations of liver ALP activity may yield elevated results in the Ostase® BAP EIA
assay. Patients with metabolic bone disorders who have low levels of disease activity may have
bone-specific ALP levels that fall within the Ostase® BAP EIA assay expected values.

Ostase® BAP EIA results should be used only in conjunction with information available from the
clinical evaluation of the patient and other diagnostic procedures. Therefore, the Ostase® BAP EIA
assay is not recommended for use as a screening procedure to detect the presence of
osteoporosis in the general population. Furthermore, the Ostase® BAP EIA assay cannot be used
to assess the rate of bone formation or bone remodeling.

EXPECTED VALUES

The BAP results in the Expected Values and Clinical Studies sections were generated with
the Tandem-R Ostase assay. However, a correlation study of the Ostase® BAP EIA and
Tandem-R Ostase assays demonstrated good agreement between the assays (y = 1.02x +0.28,
r=0.9700, n=136).

The Tandem-R Ostase assay was evaluated in studies involving apparently healthy adults (20 to
89 years of age) at 6 test sites. The mean BAP concentration, standard deviation (SD), median,
and 95th  percentiles for males (N = 217), premenopausal females (N = 228), and
postmenopausal females (N =

529) are presented in the following table.

Summary of BAP Concentrations in Apparently Healthy Adults*

BAP BAP BAP g5th
Mean Median Percentile
N ug/L Sb ug/L L
Males 217 12.3 4.3 11.6 20.
Pre-
menopausal 228 8.7 2.9 8.5
Females
Post-
menopausal 529 13.2
Females

* Results generated with the Tandem-R

The results presented above show that
postmenopausal women are el
women (p < 0.0001). This
associated with estrogen
premenopausal population
concentrations in the populations

reflects the increase in bone remodeling
ostmenopausal population compared to a
i considerable overlap in BAP
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Distribution of BAP Concentrations in Apparently Healthy Adults*

25

20

BAP pg/L

Pre-M Females st-M les Males

(N=
Pre-M = Prery
* Results&e rated

=529) (N=217)
st-M = Postmenopausal
andem-R Ostase Immunoradiometric assay.

s sfiown in the plot: 1) The horizontal lines in each box
conc ons. 2) The upper and lower margins of each box
ile ranges - i.e., the upper margin delimits 25% of the values
ile the lower margin delimits 25% of the values below the
e tip of each lower whisker represents the 5th percentile concentration,
of edeh upper whisker represents the 95th percentile concentration.
ang servations reported above are representative of this study only, and
t necessarily reflect the ranges that will be observed in a particular clinical
ry. Each laboratory should establish its own reference interval.

CLINICAL STUDIES

Paget’s Disease

Correlation studies were performed to compare serum BAP concentrations obtained
using the Tandem-R Ostase assay to those results obtained using two currently marketed
electrophoretic methods and - two enzyme activity assays for total alkaline phosphatase
(TAP). These studies were conducted at clinical - investigation sites using 100 samples
from patients with Paget's disease. The correlation coefficient (r) ~ obtained between
the Tandem-R Ostase assay and the electrophoretic methods is 0.9418. The correlation
coefficient (r) obtained for the correlation between Tandem-R Ostase and the total
alkaline phosphatase enzyme activity assays is 0.9459.

Postmenopausal Osteoporosis — Bisphosphonate Treatment

In order to demonstrate the ability of the Tandem-R Ostase assay to reflect
alterations in bone remodeling in response to therapy in postmenopausal
osteoporosis, a study was conducted in patients  with clinically-defined osteoporosis
who were treated with a bisphosphonate (alendronate sodium). This  study was a multi-
site, prospective, double-blind, placebo-controlled study (25). Data are available for
subjects who were randomized to placebo (N = 148) or to alendronate 10 mg (N =
74). All subjects took 500 mg of supplemental calcium daily. Bone mineral density
(BMD) measurements were made at the lumbar spine using dual-energy x-ray
absorptiometry. Serial BAP determinations were made using the Tandem Ostase
assay.

Mean percent changes from baseline and standard error bars for BMD in the placebo
and treated groups are plotted at each timepoint in the figure below. A 7.8%
increase in BMD over baseline is  observed in the alendronate group at 24 months,
indicating that the bisphosphonate therapy resulted in  a positive effect on bone. As
expected, a 0.8% decrease in BMD is observed in the calcium-supplemented placebo
group at 24 months.
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Alendronate 10 mg and Placebo Group Data
Mean Percent Change in BMD at the Lumbar Spine (+ 1 SE) vs. Time

10 3
91
83
7
&3
5 3
413
3.
2 3
13
03
113
23

- == Placebo

— Alendronate 10 mg

Mean Change in BMD from Baseline (%]

Months

A summary of two-year data consisting of serial BAP concentrations as measured by the
Tandem Ostase assay for the placebo and the alendronate 10 mg groups is presented
below. Mean percent decreases from baseline and standard error bars for BAP for the placebo
(baseline BAP = 17.7 pg/lL + 6.0) and alendronate-treated (baseline BAP = 17.0 ug/L + 4.6)
groups are plotted at each timepoint. The data show a time-dependent decrease in BAP
concentrations for the alendronate-treated group, reaching  a nadir at 6 months. As expected a
small, transient change in marker levels is observed in the calcium-supplemented placebo group
(26,27). The decrease and subsequent stabilization of the BAP changes in  the alendronate-
treated group suggest that a new steady state in bone remodeling occurred as a result  of the
bisphosphonate treatment (24,28,29).

Alendronate 10 mg and Placebo Group Data
Mean Percent Change in BAP [+ 1 SE] vs. Time

10 4
— Alendronate 10 mg —-- Placebo

| ] |
[#] [*] -
6 & o °

Mean Change in BAP from Baseline (%)

A
e

The observed decreasesin BAP
the Tandem Ostase assay,
months and at all subsequel
decreasedby 11%at 3and6

ndronate-treated group, as measured by
rent from baseline (p < 0.0001) as early as 3
,@nd 24 months). In contrast, BAP concentrations
cebo group and returned to baseline by 24 months.
The BAP changes and BMD cha is study are consistent with current knowledge of
bone remodeling and the mechanismof action of anti-osteoporotic therapies (24). From these
results,itmaybe  concluded that the decrease in BAP concentrations as measured by the Tandem
Ostase assay in alendronate-treated subjects reflects changes in bone remodeling that result from
anti-osteoporotic therapy.

The percent change between two serum marker values must exceed both the biological (within-
subject) variation of the marker and the analytical variation of the assay in order to have clinical
significance  (30). This threshold is referred to as the minimum percent change. Percent
changes in a marker that exceed the minimum percent change may be attributed to a change in
the clinical status of the subject, such as response to therapy (30). The minimum percent
change for a biochemical marker has been described by Soletormos (30) and others (31) with
the formula

Minimum Percent Change = V2 x Zx+/CVp? + CVq?

in which CVp is within-subject variability, CVa is assay imprecision, and Z is the Z-statistic, which
depends on the probability selected for significance and on whether the change expected is
unidirectional (Z = 1.645) or bidirectional (Z = 1.96).

The within-subject variability of the Tandem Ostase assay was determined from serum samples
from 17 healthy postmenopausal women collected every day over a five-day period. The average
biological coefficient of variation was calculated as 4.2%.
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Analytical variation was based on between-run precision data found in the SPECIFIC
PERFORMANCE CHARACTERISTICS section of this insert.

The minimum percent change for BAP as measured by the Tandem Ostase assay was
calculated as  25%. Therefore, changes in BAP concentrations in postmenopausal
women that exceed 25% may be attributed to changes in bone remodeling.

Percent changes of BAP relative to baseline for individual subjects are presented
below. Data are presented for both the placebo and the alendronate 10 mg subjects at
the 3-month and 6-month time-points. The horizontal line at zero represents baseline,
and the horizontal line at -25% represents the minimum percent change for BAP as
measured by the Tandem Ostase assay. For the alendronate 10 mg group, 77.0%
(57/74) of the subjects had an BAP decrease from baseline (time 0) of 25% or
greater at 3 months, and 85.1% (63/74) of the subjects had an BAP decrease from
baseline of 25% or greater at the nadir (6 months). By 24 months, 90.3% (65/72) had
a decrease in BAP of 25% or more. For the calcium-supplemented placebo group,
75.7% (112/148) of the subjects had an BAP decrease from baseline (time 0) that was
less than 25% (at 6 months). By 24 months, 88.1% (126/143) of the placebo group had
BAP decreases of less than 25%. These data are further summarized in the table
provided below. This table shows the number of treated and placebo subjects (and the
percent of subjects) who had BAP decreases from baseline <25% or >25% (at 3 and 6
months, respectively).

Summary of Individual BAP Percent Changes from Baseline for Alendronate 10 mg
and Placebo Subjects Number of Subj tal Number of Subjects

6 Months
Alendronate
BAP Percent Placebo 10mg
Change Cutoff N=148 N=74
25%orGrea /148 57174 36/148 63174
23%)  (77.0%) (24.3%) (85.1%)
115/148 17174 112/148 11/74
(77.7%) (23.0%) (75.7%) (14.9%)

In the alendronate 10 mg group, a mean BAP decrease of 45.7% from baseline to

hswas followed by amean increase in BMD of 7.8% at 24 months. Conversely,
the'small change from baseline for BAP at 6 months for the calcium-supplemented
placebo group (-11.3%) was accompanied by a small  decrease in BMD of -0.8% at
24 months.

BAP Percent Changes from Baseline
Alendronate 10 mg and Placebo Subjects
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Insummary, it has been demonstrated that:

1. BAP concentrations reflect the increase in bone remodeling associated with estrogen
deficiencyin apparently healthy postmenopausal females.

2. BAP concentrations reflect changes in bone remodeling that occur as a result of anti-
osteoporotic  therapy with alendronate in postmenopausal women.

3. Clinically significant decreases in BAP concentrations at 3 and 6 months are indicators of
changes in bone remodeling. Effective therapy with alendronate 10 mg in postmenopausal
osteoporotic women is indicated by increases in BMD at 24 months.

4 A decrease in BAP of 25% or more from baseline, as measured by the Tandem Ostase
assay, may indicate changes in bone remodeling resulting from anti-osteoporotic therapy.

Subjects undergoing anti-osteoporotic therapy with alendronate whose BAP levels do not
decrease by 25% from baseline at early timepoints should be re-tested at later timepoints. Of the

11 subjectswho demonstrated less than 25% decrease in BAP from baseline at 6 months, 9 of

them eventually demonstrated greater than 25% decrease in BAP from baseline by 24 months.

All of these subjects responded to alendronate 10 mg as determined by increases in BMD.

Treated subjects whose BAP levels do not decrease by 25% from baseline should be evaluated

by other clinical means to determine treatment efficacy.

Postmenopausal Women — Hormone Replacement Therapy (HRT)
In addition to the bisphosphonate study described above, other studies were initiated in order to
demonstrate the ability of the Tandem Ostase assay to reflect alterations in bone remodeling in
response  to estrogen therapy (29,32). Data are presented below from one of the studies. In this
study, healthy non-hysterectomized postmenopausal women (n = 12), aged 65-75 years, received
daily estrogen/progestin  therapy (Premarin 0.625 mg and Provera 2.5 mg) for two years. In
addition, 6 healthy hysterectomized women received estrogen alone for a total study population
of 18.

Skeletal ALP was measured by the Tandem Ostase assay at baseline and at 6, 12, and 24
months. BMD atthe lumbar spine was evaluated at baseline and at 24 months.

Mean percent changes from baseline and standard error bars for BAP (left y-axis) and for BMD
(right y-axis)are plotted at each timepointin the figure below. A6.6% increasein BMD atthe lumbar
spine over  baseline is observed for the estrogen-treated subjects, indicating that the estrogen
therapy resultedina positive effect on bone. The data presented in the figure below also show a
time-dependent decrease in - BAP concentrations for the treated group, reaching a nadir at 12
months. The observed decreases in BAP  concentrations for the estrogen treated group, as
measured by the Tandem Ostase assay, are significantly  different from baseline (p<0.0001) at6
months and at all subsequent timepoints (12 and 24 months).

Estrogen-Treated Group Data
Mean Percent Change from Baseline (+ 1 SE) in BAP and L-Spine BMD vs. Time

15

--- BMD

Mean Change in BAP from Baseline (%)
5

Mean Change in BMD f

The BAP and BMD changes in dy are consistent with current knowledge of bone
remodeling and the mechanism of action of anti-osteoporotic therapies (5,33). Fromthese results,
it may be concluded that the decrease in BAP concentrations as measured by the Tandem Ostase
assay in estrogen-treated  subjects reflects changes in bone turnover that result from anti-
osteoporotic therapy.

Tandem Ostase results should be used only in conjunction with information available from the
clinical evaluation of the patient and other diagnostic procedures.
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SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Within-Run Precision
Within-run precision was determined by assaying four serum pools containing various

concentrations  of BAP. Each serum pool was assayed in replicates of 20. The data are
presented below.
Serum Pool 1 2 3 4
Number of Replicates 20 20 20 20
Mean pg/L 74 27.3 527 795
Standard Deviation 0.48 0.78 1.35 3.54
%CV 6.5 2.9 2.6 4.5

Between-Run Precision
Between-run precision was determined by duplicate measurements of four serum pools over
a series of 20 individually calibrated runs:

Serum Pool A B C D
Number of Assays 20 20 20 20
Mean ug/L 8.4 29.2 55.6 81.1
Standard Deviation 0.47 1.88 2.03 4.9
%CV 5.8 6.4 3.7 2

Recovery and Dilution
Various quantities of a serum sample contd
sera containing endogenous BAP and.th

Observed
Spike @ Co Concentratio
Hg/L n %
14.0 po/L Recovery*
39.9 0'5 24.8 100.9
59.2 69.8 48.8 96.6
’ 66.0 94.6
102.8 26 an1
*% reco quals the€"observed concentration divided by the expected concentration

Expected Observed
Dilution Concentration Concentration % Recovery*
ug/L ug/L
Neat N/A 54.6 N/A
1:4 273 279 102.3
1.6 18.2 174 95.4
1:8 13.7 12.7 928
*% recovery equals the observed concentration divided by the expected concentration times

100.

Interfering Substances

* Hemoglobin, which was tested at concentrations up to 500 mg/dL, does not interfere
with the Ostase® BAP EIA assay.

¢ Unconjugated and conjugated bilirubin, which were tested at concentrations up to 40
mg/dL and 20 mg/dL, respectively, do not interfere with the Ostase® BAP EIA assay.

o Triglycerides, which were tested at concentrations up to 2000 mg/dL, do not interfere
with the Ostase® BAP EIA assay.

 Total protein, which was tested at concentrations between 3 and 14 g/dL, does not
interfere with the Ostase® BAP EIA assay.

+ 100 U/L Intestinal ALP produced a result of 1.0 pg/L in the Ostase® BAP EIA assay.

100 U/L Placental ALP did not produce a detectable result in the Ostase® BAP EIA assay.

Liver ALP Reactivity

The liver ALP reactivity in the Ostase® BAP EIA assay was determined using serum samples

from liver disease patients and serum samples from patients with Paget's disease. Samples

were screened by electrophoresis and shown to contain > 95% liver ALP or BAP.

Two methods were used to evaluate liver ALP reactivity. The first procedure, described by

Moss and Whitby (35), used a heat inactivation method that minimizes the contribution of

endogenous BAP in the samples with elevated liver ALP. Using this method, 100 U/L liver

ALP activity produced a result of 2.8 to 3.4 pg/L in the Ostase® BAP EIA assay.

The second procedure, described by Price, et al. (36), used the slope method Ostase® BAP

EIA assay vs. total ALP), where no pretreatment of the samples occurred. In this study,

Ostase® BAP EIA quantitation of the liver ALP and BAP samples (y-axis) was plotted against

the total ALP activity (x-axis) in each sample. From the slope values of the liver ALP and BAP

samples, it was determined that:

» 100 U/L of liver ALP activity produced a result of 6.2 pg/L in the Ostase® BAP EIA assay;
and

» 100 U/L of BAP activity produced a result of 36.9 ug/L in the Ostase® BAP EIA assay
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Interference by Drugs

Various concentrations of drugs were added to three separate serum pools containing BAP
and assayed in quadruplicate. The drugs and highest concentrations tested are listed below.
Thetestingwas based on NCCLS Guideline EP-7P (Interference Testing in Clinical Testing).

acetaminophen 20 mg/dL
alendronate 5 mg/dL
aspirin 50 mg/dL
calcitonin-salmon 112 1U/dL
calcium 20 mg/dL
estrogen 400 ng/dL
efidronate 105 mg/dL
ibuprofen 40 mg/dL
pamidronate 18 mg/dL
progesterone 25 mg/dL
vitamin D 80,500 1U/dL

These drugs did not interfere with the recovery of BAP from the serum pools in the
Ostase® BAP EIA assay.

Minimum Detectable Concentration

The minimum detectable concentration of BAP in the Ostase® BAP EIA assay is estimated
to be 0.7 pg BAP/L. The minimum detectable concentration is defined as the concentration
of BAP that corresponds  to the absorbance that is two standard deviations greater than the
mean absorbance of 20 replicate determinations of the Zero Calibrator/Diluent.

Purchase of this kitlicensesits use under U.S. PatentNos. 4,376,110 and 4,486,530.

Tandem® and Ostase® are registered trademarks of Hybritech Incorporated, a
subsidiary of Beckman Coulter, Inc.

*Tweenis a Trademark of ICI Americas, Inc.
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Ostase® BAP EIA

Test immunoenzymétrique

Pour le dosage de la
Phosphatase Alcaline d’origine Osseuse
(BAP) dans le sérum humain

immunodiagnosticsystems

Ce

UTILISATION

Le testimmunoenzymétrique Ostase® BAP EIA est un systéme in vitro indiqué pour le dosage de
la phos- phatase alcaline osseuse (BAP), indicateur de I'activité ostéoblastique, dans le sérum
humain. Ce systeme  a pour but d'étre utilisé comme une aide dans la prise en charge de
I'ostéoporose postménopausique etla maladie de Paget.

GENERALITES
L'osestuntissudynamique danslequellaformation etla résorption osseuses se poursuiventtoutaulong
de lavieselonun processusappeléremodelage ou remaniementosseux. Le processus de remodelage
est fonction  dinteractions complexes entre deux types de cellules osseuses : les ostéoblastes
responsables de la formation  osseuse et les ostéoclastes responsables de la résorption osseuse (1-
3). La formation et la résorption osseuses sont des processus interdépendants qui, dans des
circonstances normales, sont étroitement associés (2,4). Cette ~ relation d'association est indispensable
au maintien de la compétence biochimique du squelette, préservant ainsi 'organisationde la structure, de
laforme et delaforce desos (2,3,5).

llestadmis queles concentrations sériques de BAP reflétent e statutmétabolique des ostéoblastes (6,7).
Une estimation précise du métabolisme osseux est essentielle pour la détermination de la gravité de
I'affection du métabolisme osseux et des réponses a la thérapie. Le dosage des concentrations
sériques de la BAP s'estrévélé  utile dans l'évaluation de patients atteints de la maladie de Paget,
d'ostéomalacie, d'hyperparathyroidisme primitif, d'ostéodystrophie d'origine rénale, d'ostéoporose et
de métastases osseuses (6-10). Le dosage de la phosphatase alcaline totale a été laméthode admise
pour le diagnostic etla prise en charge de patients atteints - delamaladie de Paget.

La maladie de Paget des os est une affection commune du squelette dans laquelle il y a prolifératio
focalisée  des constituants cellulaires normaux de l'os. La maladie de Paget est plus répandue que
I'on ne pensait avec, dans certaines populations, un taux dincidence de 3 a 4% chez les patients
d'agemoyenetde 10 a 15% chez lespersonneséagées (11). Cette maladie ne touche paslesindividus
jeunes. Lamajorité des patients atteintsdela  maladie de Paget est asymptomatique et souvent P
diagnostiquée a moins qu'une radiographie anormale ou une concentration sérique ano
phosphatase alcaline ne soit mise en évidence durant une évaluation ~ médicale € <
raisons sans aucune relation. Les symptémes les plus courants dont se plaignent les
douleur et des déformations.
Lerisque d'ostéoporose, une autre affection du remodelage osseux, dépenden part

du squelette, de l'obtention de la masse osseuse maximale et, plus tard da la quantité
osseuse perdue. Chez les enfants en bonne santé, la formation oss iseé'Par rapport a
la résorption osseuse, ce qui entrainele développementdes os etun: e dusquelette
(3). Chezlesjeunesadultesen bonne santé, laformationetlaré équilibre, de

sorte qu'il n'y a ni augmentation, ni diminution delamasse os
et les femmes sont touchés par un déséquilibre du remods

décroitre jusqu'a ce que le squelette ne puisse pl
devienne anormalement sensible aux fractu
accompagnéedune sensibilité a
(5).

La forme la plus courante d
résultat d'un déficit en cestrogel

les femmes postménopausiques et elle est le
e perte osseuse rapide accompagne le déclin des
concentrations  d'cestrogénes ol ient la ménopause ou elle est le résultat d'une
ovariectomie radicale. Cette perte o accélérée résulte des effets combinés d'un déséquilibre du
remodelage osseux et d'une augmentation de la consommation osseuse (5,14-16). Aux Etats-Unis,
I'ostéoporose touche quelques 25 millions de femmes post-  ménopausiques et est la cause d'environ
1,5 million de fractures par an, y compris environ 500 000 fractures partassementdesvertebres, 250
000 fractures du col dufémuret 200000 fractures du poignet (2,5,17).

L’hormonothérapie supplétive est actuellement le traitement le plus largement prescrit dans la prévention
des fractures ostéoporotiques chez les femmes postménopausiques (4,5,18-20). Toutefois de nombreuses
femmes ne peuvent pas ou ne souhaitent pas d’hormonothérapie substitutive a cause de la possibilité
dunrisqueaccrude canceretdelaréapparition de saignements menstruels. Pour cette raison, d'autres
composéstelsquelesbiphos- phonates, traitement standard pour la maladie de Paget des os, ont été
développés pour traiter lostéoporose.  Lespropriétésanti-résorption des  biphosphonates
diminuentleremodelageosseuxet, parconséquent, diminuent la perte osseuse globale.

Les marqueurs biochimiques sontutiles dans le contrdle des maladies du métabolism eosseux.
L’hydroxyproline  urinaire et la phosphatase alcaline totale sérique ont été utilisées pour contréler le
traitement de la maladie de  Paget. Toutefois, l'ostéoporose constitue une modification plus subtile du
processus de remodelage osseux ; par - conséquent, des marqueurs plus spécifiques et plus sensibles
sont nécessaires.

Le test Ostase® BAP est un systéme in vitro pour le dosage de la phosphatase alcaline osseuse (BAP)
dansle sérumhumain. La mesure des modifications de la concentration en BAP s'estavérée utile chez
lespatientstraités pour différentes pathologies du métabolisme osseux (6,7,10,21,22).
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PRINCIPES DU TEST

Le test Ostase® BAP EIA est un testimmunoenzymétrique a deux sites sur phase solide utilisant des
anticorps monoclonaux. Les échantillons contenant de la BAP sont mis en contact avec une solution
contenant un anticorps monoclonal spécifique de la BAP et marqué a la biotine streptavidine et
entourées d'un cadre en plastique. Aprés la formation d'un complexe phase solide/anticorps de
capture/BAP, la microplaque est lavée pour éliminer la BAP non liée et elle est ensuite incubée
avec un substrat enzymatique. La quantit¢ de substrat consommé est déterminée par
colorimétrie en mesurant 'absorption de la ré res blocage a 405 nm dans un lecteur de
microplaques. L'absorption est proporti oncentration de BAP présente dans
I'échantillon a tester. Le calcul de la concen P présente dans I'échantillon est basé
sur le dosage simultané des étalon; de 'Etglon zéro/Diluant

*

DESCRIPTION DU P Ul
Composants Code AC-20F1
96 dosages

1x14 mL

12 X 8 puits
constituées de barrettes de micropuits revétus de streptavidine. Agent

pld
siccatif: gel de silice.

n zéro/Diluant (o) [CAL Jo] 1x14 mL
Matrice protéique bovine sans BAP détectable (o ug de BAP/L) et contenant 0,09 %
d'azoture de sodium.

Etalons (1-5) [CAL[1] 5x1mL

Matrice protéique bovine contenant approximativement 7, 15, 30, 60 et 9o ug BAP
humaine/L et 0,09 % d'azoture de sodium. Se référer a la carte d'étalonnage pour les
concentrations attribuées.

Contrdle bas (1) 1x1mL
Matrice protéique bovine contenant environ 11 pg BAP humaine/L et 0,09% d'azoture
de sodium. Consulterla rapport du contrdle de qualité pour la concentration attribuée.

Controle haut (2) [CTRL 1x1mlL
Matrice protéique bovine contenant environ 45 g BAP humaine/L et 0,09% d'azoture
de sodium. Consulterla rapport du contrdle de qualité pour la concentration attribuée.

Solution de lavage concentrée [WASHBUF 1x50mL
Solution salée tamponnée au phosphate contenant du Tween.

Substrat [SUBS| pNPH 1x20mL
p-Nitrophényl-phosphate stabilisé dans un tampon contenant des conservateurs.
Réactif de bIocage 1x14 mL
Hydroxyde de sodium 1N.

Rapport du contréle de qualité, Notice 1de chaque

PRECAUTIONS D'UTILISATION

Utilisation comme test de diagnosticin vitro uniquement.

Ne pas pipeter avec la bouche.

Ne pas manger, boire ou fumer dans les zones de travail désignées.

Se laver soigneusement les mains aprés avoir manipulé les échantillons et les

réactifs de la trousse.

5. Certains composants de cette trousse contiennent des produits d'origine humaine qui ont
été testés et trouvés non-réactifs en anticorps dirigés contre les virus de
I'lmmunodéficience Humaine (VIH-1 et VIH-2), en anticorps dirigés contre le virus de
I'hépatite C eten antigéne de surface de 'hépatite B (Ag HBs). Du fait qu'aucune méthode
de test connue ne peut offrir une garantie absolue de I'absence des  virus VIH-1, VIH-2,
du virus de I'hépatite B et du virus de 'hépatite C ou d'autres agents infectieux,
considérer ces réactifs comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les
précautions d'usage (23).

6. L'azoture de sodium peut réagir avec la tuyauterie en plomb ou en cuivre pour former
des azotures métalliques hautement explosifs. Lors de 'évacuation des liquides,
déverserunvolumed'eauimpor- tantafin de prévenirla formation de tels azotures (24).

7. Leréactif de blocage contenu dans cette trousse contient du NaOH 1N, une substance

corrosive qui cause des brilures. Eviter tout contact avec la peau et les yeux. Ne pas

ingérer ou inhaler. Il est nécessaire de porter des lunettes de protection, des gants et

N e
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une blouse lors des manipulations en  laboratoire.
8. Eviter la contamination microbienne des réactifs lors de la distribution d'aliquots.

CONSERVATION ET STABILITE

o Lesréactifs Ostase® BAP doivent étre conservés entre 2 et 8°C, températures auxquelles ils
sontstables jusqu'ala date de péremptionimprimée surl'étiquette de la boite.

 Lasolution de lavage et le réactif de blocage sont stables entre 2 et 30°C jusqu'aux dates de
péremp- tion imprimées sur les étiquettes des flacons.

¢ Tous les réactifs doivent étre amenés a température ambiante (18-25°C) avant utilisation.
Apres utilisation, tous les réactifs saufla solution de lavage doivent étre conservés entre 2 et
8°C.

 Lepourcentage de récupération des concentrations des contréles de la trousse doit se situer
dansles limites fixées.

* Les barrettes de puits inutilisées doivent étre replacées sur le support de conservation en
plastique avecle sachet de dessiccatif et conservées entre 2 et 8°C.

¢ Ne pas utiliser des composants de la trousse au-dela de la date de péremption.

 Les informations sur le stockage et la stabilité des échantillons mentionnées plus haut sont
des recommandations générales destinées a étre utilisées dans différents types de
laboratoires. Chaque laboratoire doit se conformer aux directives ou aux exigences de la
réglementation locale, nationale et/ou fédérale, ou bien a celles des organismes
d'accréditation pour définir ses propres procédures de manipulation des échantillons et de
stabilité de stockage. Pour plus de détails sur les pratiques appropriées, merci de vous
référer a CLSI GP44-Ad, Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens
for Common Laboratory Test; Approved Guideline — Fourth Edition.

RECUEIL ET PREPARATION DE L'ECHANTILLON

Aucune préparation particuliere du patient n'est nécessaire.

Un prélévement de sang total doit étre réalisé au moyen d’une technique médicale appropriée.

Laisserle sang coaguler et séparerle sérum par centrifugation.

Les échantillons doivent étre prélevés de fagon a éviter une hémolyse.

Pourle test Ostase® BAP EIA, la nature de I'échantillon est le sérum. Les performances avec

les échantillons plasmatiques n'ont pas été établies.

¢ Siléchantillon de sérum doit étre dosé dans les 24-48 heures qui suivent le prélevement, le
conserver dans un réfrigérateur entre 2 et 8°C.

¢ Les échantillons conservés pendant des périodes plus longues (jusqu'a 39 mois) doivent
étre con- gelés a -80°C.

¢ Les échantillons sériques troubles ou les échantillons contenant des particules doivent étre

centrifugés avantle dosage.

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

¢ Pipetteurs de précision @ embouts jetables : volume fixe ou réglable pour 50, t
150 pL ( 1%). Facultatif : une pipette multi-canaux de précision peut étre utilisée
gouttieres jeta- bles en forme de V pour I'addition du conjugué anti-BAP,@u, subs du
réactif de blocage.
Embouts jetables de pipette pour 50, 100, 150 uL

Tubes aessaipourles dilutions des échantillons

Laveur de microplaques

Dispositif d'aspiration

Eau distillée

Chronométre

Récipient pour la conservation de la solution de lavage

Lecteur de microplaques (principale longueur d'onde 405 iy, soustraction du fond a 600-650

00kpm»)

nm) etlogiciel de réduction des données
 Rotateurhorizontal pour microplaques (plage de 0
Pour obtenir des informations sur un sysiéme cg @ de manipulation des réactifs, le
systeme de réduction des données et les S anipulation des réactifs, contacter
son représentant local.

o Amenertousles réactifs etle
utilisation.

« Bien homogénéiser les réactifs avantChaque utilisation par agitation modérée ou par rotation.

« Utiliser un nouvel embout de pipette pour chaque échantillon, étalon et contrdle afin d'éviter
toute contamination.

 Solution de lavage : Ajouter la solution de lavage concentrée dans 950 mL d'eau distillée et
mélanger.

empérature ambiante (18 a25°C) avant

PROCEDURE

o Letest Ostase® BAP EIA est réalisé & température ambiante. Amener tous les échantillons de
sérum et les composants de la trousse & température ambiante (18-25°C) et bien mélanger
avant utilisation.

o | 'Etalon zéro/Diluant, les étalons et les controles doivent étre testés en double sur le méme
support de plaque.

« Du fait que l'arrét de chaque incubation met fin @ une réaction en cours (c'est-a-dire
liaison d'anticorps ou consommation de substrat), la fiabilité de I'étalonnage du test dépend
del'assurance quelestempsdincubation sontessentiellementles mémes pourtousles puits.

Le mode opératoire du test est le suivant

« Etiqueter correctement les supports/barrettes de puits du test et charger les barrettes sur
le cadre support. Tester en double chacun des 6 étalons, le contrdle faible et le controle
fort pour chaque dosage.

o Pipeter 50 UL de I'Etalon zéro/des étalons B-F/des controles/des échantillons de
patients dansle fond de chaque puits attribué.

¢ Pipeter 100 pL de conjugué dans chaque puits.

¢ Incuber 1 heure a 18-25°C en utilisant un rotateur horizontal réglé entre 500 et 900 rpm.
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 Laver 3foisles puits de la microplaque en:
» Aspirantleliquide dans la premiére barrette.
« Pipetant 300 uL de solution de lavage dans la premiére barrette
* Répétant les étapes a et b surtoutes les barrettes suivantes.
« Répétant 2 fois les étapes a et c.
 Distribuer 150 pL de réactif substrat dans chaque puits. Passer sans attendre a I'étape
suivante.
¢ Incuber 13 a 15 minutes & 18-25°C en utilisant un rotateur horizontal réglé entre
500et 900 rpm. Passersans attendre a ['étape suivante.
Distribuer 100 pL de réactif de blocage dans chaque puits.
Lire I'absorption de chaque puits a 405 nm dans un lecteur de microplaques, en
soustrayant |'absorption d'un blanc lue @ 600-650 nm pour chaque puits. Lire la
plaque dans I'heure qui suit le blocage de la réaction.
o Calculerles résultats de la fagon décrite dans le paragraphe "Instruments et Calcul
des Résultats".

REMARQUES CONCERNANT LE MODE OPERATOIRE

1. Remarque concernant le lavage des plaques : Les tests immunoenzymétriques exigent
unlavage efficace afin d'éliminer les anticorps marqués a la biotine non liés. De ce fait,
il est tres important  de laver efficacement chaque puits en éliminant les derniéres
gouttelettes de solution de lavage afin - d'obtenir les meilleurs résultats.

2. Siun échantillon contient une concentration de BAP supérieure a celle de I'étalon le
plusfort,il doit étre dilué avec I'Etalo iluant et dosé selon le Procedure du test.
Le facteur de dilution doit étre pris
échantillon doit étre parfaitement

celledel'étalonle pl
Toutefois, il est souhait; 3
i gtalon le plus fort de fagon a ce que la lecture de
ésultat supérieur @ 10 ug de BAP/L.

t fonction de la température et de la durée de l'incubation
du réactif gsu res important que cette incubation soit la méme pour tous les
puits/pla tre obtenu en s'assurant que le temps écoulé pour le pipetage
des réacti uis le début jusqu'a la fin, sans interruption, soit exactement le méme
ition du réactif substrat ainsi que pour I'étape d'addition du réactif de
r garantir les meilleurs résultats, 'addition de ces réactifs ne doit pas
secondes et 'incubation totale du substrat ne doit pas dépasser 15 minutes.
e facilité, des pipetteurs a répétition ou multi-canaux peuvent étre utilisés pour
istribuer le conjugué, la solution de lavage, le substrat et le réactif de blocage. Il est
ommandé d'utiliser des pipettes a embout jetable pour pipeter les étalons, les
controles et les échantillons. L'emboutde  la pipette doit étre changé aprés le prélevement
de chaque échantillon afin d'évitertoute contamina-  tion des réactifs ou des échantillons.

5. Nepas mélangerles réactifs provenant de trousses ayant des numéros de lot différents.

INSTRUMENTS ET CALCUL DES RESULTATS
Les résultats peuvent étre calculés soit en utilisant des techniques assistées par ordinateur soit
manuel-  lement sur papier millimétré linéaire.

Technique assistée par ordinateur

Un ajustement de courbe point-par-point est recommandg. Le logiciel point-par-point qui relie
au  moyen d'une droite les moyennes des doubles des étalons, y compris I'étalon de
concentration 0 ug de  BAP/L, donne de bons résultats avec la procédure et la technique
d'étalonnage décrites.

Pour plus d’informations concernant la réduction des données assistée par ordinateur,
consultez votre représentant.

Méthode manuelle

La courbe d'étalonnage du test Ostase® BAP EIA peut étre construite manuellement sur du
papier millimétré  linéaire en reportant sur l'axe des ordonnées I'absorption moyenne de
chaque étalon, en fonction de leur concentration en BAP portée sur I'axe des abscisses.
Une courbe point-par-point doit étre tracée en  passant par les points des étalons. Ne pas
essayer de tracer la courbe selon une ligne droite.

Pourdéterminerla concentrationen BAP des controles et des échantillons de patients, tracer
uneligne horizontale depuis la valeur d'absorption de I'échantillon a tester jusqu'a la courbe
d'étalonnage. Au point d'intersection de la ligne horizontale avec la courbe, tracer une ligne
verticale jusqu'a I'axe des abscisses et lire la concentration de BAP.

Si 'absorption d'une réplique de I'échantillon est supérieure a I'absorption de I'étalon le
plus fort, I'échantillon doit étre dilué et dosé a nouveau. La concentration obtenue pour
I'échantillon dilué doit étre  multipliée par le facteur de dilution.
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Exemple de résultats

Puits Abs.a Abs. BAP
N°  Description 405 NM moyenne pg/L
1 Etalon (o) 0,193
2 0,187 0,190 0,0
3 Etalon (1) 0,401
4 0,402 0,402 7.2
5 Etalon (2) 0,595
6 0,572 0,584 15,5
7 Etalon (3) 0,908
8 0,866 0,887 31,9
9 Etalon (4) 1,499
10 1,460 1,479 58,4
11 Etalon (5) 2,000
12 2,051 2,026 85,8
13 Echantillon de patient 0,911 33,0

Exemple de courbe
2,50 —
2,25
2,00
1,75
€150

EIJS_
élm_ _______

0,75 -

Echaniillon de patient

0,50 —

0,25 H

T T T 1T T T T T 1
10 20 20 40 50 60 70 B8O %0 100

BAP en pg/L

CONTROLE DE QUALITE ET ACCEPTABILITE DES RESULTAT:
Les bonnes pratiques de laboratoire prévoientI'utilisation d'échantillons de controle alicou
série de dosages pour vérifier si tous les réactifs et protocoles sont co es’ e coffret

Ostase® BAP antibody set contient des contréles qui peuvent étre uti rles

performances analytiques dutest.

1. Le pourcentage de récupération des concentrations des contrél it se
situerdans leslimitesfixées.

2. Le coefficient de variation (CV %) des lectures d'absorpti rieura

10% pour les étalons etles échantillons de controle.

LIMITES DE LATECHNIQUE

sérum de patients qui ont  subi
linjection d'un anticorps mono

rocédures de diagnostic faisant appel a
euvent produire des résultats erronés lors de

diagnostic et des informations pro ne évaluation clinique du patient.

L'immunoréactivité de la PAL hépatique” dans le sérum a été déterminée dans le test Ostase®:
une activité de la PAL hépatique de 100 U/L donne un résultat de 2,8 & 6,2 ug/L dans le test
Ostase® BAP EIA. Les échantillons sériques avec des augmentations importantes de I'activité de
la PAL hépatique peuvent donner des résultats élevés avec le test Ostase® BAP EIA. Les patients
atteints de faibles perturbations du métabolisme osseux peuvent avoir des concentrations de BAP
se situant dans les valeurs attendues du test Ostase® BAP EIA.

Les résultats du test Ostase® BAP EIA doivent étre utilisés uniquement en conjonction avec les
informations disponibles provenant de I'évaluation clinique du patient et d’autres procédures de
diagnostic. Par conséquent, il n'est pas recommandeé d utiliser le test Ostase® BAP EIA comme
procédure de dépistage pour détecter, dans la population générale, la présence dune
ostéoporose. De plus, le test Ostase® BAP EIA ne peut pas étre utilisé pour évaluer le taux de
formation osseuse ou de remodelage osseux.

VALEURS ATTENDUES

Les résultats de BAP présentés dans les paragraphes Valeurs attendues et Etudes cliniques
ont été générés avec le test Tandem-R Ostase. Toutefois, une étude de corrélation des tests
Ostase®BAP EIA et Tandem-R Ostase a démontré une bonne concordance entre les tests (y
=1,02x +0,28, r=0,9700, n = 136).

Le test Tandem-R Ostase a été évalué dans des études impliquant des adultes en bonne santé
(dgésde 20 a 89 ans), et réparties dans 6 sites. La concentration moyenne en BAP, I'écart-
type (ET), la médiane et le percentile 95 pour les hommes (N = 217), les femmes
préménopausiques (N = 228) et les femmes postménopausiques (N = 529) sont présentés dans
le tableau suivant.
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Résumé des concentrations de BAP chez des adultes apparemment en bonne santé.

Moyenne Médiane Percentile
N BAP ET BAP 95 BAP
g/l g/l g/l
Hommes 217 12,3 43 11,6 20,1
Femmes
préméno- 228 8,7 2,9 8,5 14,3
pausiques
Femmes
postméno- 529 13,2 47 12,5 22,4
pausiques

*Résultats générés avec le test immunoradiométrique Tandem-R Ostase

Les résultats présentés ci-dessus montrent que les concentrations de BAP dans une
population de  femmes postménopausiques sont plus élevées que les concentrations de BAP
chez les femmes préméno-  pausiques (p < 0,0001). Cette augmentation de la concentration
moyenne de BAP reflete 'augmentation  du remodelge osseux associée a un déficit en
cestrogénes dans une population postméngpausique com- parée a une population
préménopausique (2,8,12,13). Toutefois, il exi couvrementimportantdes concentrations
jon ci-dessous.

Femmes prém.  Femmes postm. Hommes

M = 228) N =529 [N=217)
prém. = préménopausiques pesim. = posiménopausiques
*Résultols généres avec le fest immunorodioméirique Tondem R Ostose

Pour chacune des populations présentées dans le diagramme : 1) Les lignes horizontales dans
chacun des cadres représentent les concentrations médianes ; 2) Les marges supérieures et
inférieures de chaque cadre représentent les fourchettes interquartiles — c.-a-d., la marge
supérieure délimite 25% des valeurs situées au-dessus de la médiane tandis que la marge
inférieure délimite 25% des valeurs situées au-des- sous de lamédiane ; 3) La ligne verticale
représente la fourchette comprise entre le percentile 5 et le percentile 95.

Les fourchettes des valeurs obtenues mentionnées ci-dessus sont uniquement représentatives
de cette étude et ne refletent pas nécessairement les fourchettes qui seront obtenues dans un
laboratoire clinique particulier. Chaque laboratoire doit établir son propre intervalle de référence.

ETUDES CLINIQUES

Maladie de Paget

Des études de corrélation ont été effectuées pour comparer les concentrations sériques
de BAP obtenues en utilisant le test Tandem-R Ostase aux résultats obtenus en utilisant
deux méthodes élec- trophorétiques actuellement commercialisées et deux tests d'activité
enzymatique pour la phosphatase  alcaline totale (TAP). Ces études ont été menées dans
des sites d'investigation clinique en utilisant 100  échantillons provenant de patients atteints
de lamaladie de Paget. Le coefficient de corrélation (r) obtenu  pour la corrélation entre le test
Tandem-R Ostase et les méthodes électrophorétiques est de 0,9418. Le coefficient de
corrélation (r) obtenu pour la corrélation entre le test Tandem-R Ostase et les tests d'activité
enzymatique de la phosphatase alcaline totale est de 0,9459.

Ostéoporose postménopausique — Traitement par les biphosphonates

Afin de démontrer la capacité du test Tandem-R Ostase a refléter les altérations du
remodelage  osseux consécutives au traitement de I'ostéoporose postménopausique, une
étude a été menée chez des patientes atteintes d’ostéoporose cliniquement définie et qui
étaient traitées aux biphosphonates  (alendronate sodique). Il s'agissait d'une étude
multicentrique, prospective, en double aveugle, contrélée  contre un placebo (25). Les données
disponibles proviennent de patientes ayant regu aléatoirement soit un placebo (N = 148), soit
del'alendronate 10 mg (N =74). De plus, toutes les patientes ontregu un sup- plément quotidien
de 500 mg de calcium. Des mesures de la densité minérale osseuse ont été effectuées au
niveau de la colonne lombaire en utilisant la technique d'absorptiométrie biénergétique aux
rayons

X. Les dosages en série de la BAP ont été réalisés avec le test Tandem Ostase.

La figure suivante illustre les variations moyennes de la densité minérale osseuse exprimées en
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pour-  centage par rapport a la valeur initiale ainsi que les barres d'erreur standard pour les
groupes placebo et alendronate a des intervalles de temps définis. Une augmentationde 7,8% de
la densité minérale osseuse  par rapport a la valeur initiale est observée dans le groupe
alendronate aprés 24 mois, signifiant ainsi  que le traitement aux biphosphonates a eu un effet
positif sur 'os. Comme on pouvait s’y attendre, une  diminution de 0,8% de la densité minérale
osseuse est observée pour le groupe placebo supplémenté en calcium aprés 24 mois.

Résuliats des groupes alendronate 10 mg et placebo
Variafion moyenne exprimée en pourcentage de la densilé minérale osseuse
au niveau de la colonne lkembaire [+ 1 ES] en foncfion du temps

103 Alendronate 10 mg - -- Placebo

Variafion mayenne de la densité minérale
cueus par rapport d kn valew initicke f4)
S = MW N ® O

'
[~

Un résumé des résultats recueilis pendant deux ans par les dosages en série des
concentrations en BAP effectués a l'aide du test Tandem Ostase pour les groupes placebo et
alendronate 10 mg est présenté ci-dessous. Les diminutions moyennes exprimées en
pourcentage par rapport a la valeurinitiale et les barres d'erreur standard sont représentées
pour le groupe placebo (valeur initiale de la BAP = 17,7 ug/L £ 6,0) et pour le groupe traité
al'alendronate (valeur initiale de la BAP = 17,0 pg/L £ 4,6) ades intervalles de temps définis.
Les résultats montrent une diminution des concentrations de BAP en  fonction du temps pour le
groupetraité al'alendronate, atteignant un minimum aprés 6 mois. Commeon  pouvaits'y attendre,
une variation Iégere et transitoire des taux du marqueur est observée dans le groupe  placebo
supplémenté en calcium (26,27). La diminution suivie d'une stabilisation subséquente des vari
ations de la BAP dans le groupe traité & l'alendronate suggére linstallation d’'un nouvel état
d'équilibre  du remodelage osseux consécutif au traitement par les biphosphonates (24,28,29).

Résuliats des groupes alendronale 10 mg et plocebo
Vunuionmmmmmpumnhgedeth1 ES) en foncfion du fem

10 Nendronale 10mg  ——- Placebo

=

i

—_

o
L=
\

\
v
——
1
\

valeur initiale [
B

8

Variation moyenne de ko BAP par rapport d la

Les diminutions des concentrations de BAP observées pour le groupe traité a I'alendronate
et mesurées par le test Tandem Ostase sont significativement différentes de la valeur initiale (p
<0,0001) des 3 mois de traitement et aux intervalles de temps suivants (6, 12 et 24 mois). Par
contre, les concen-  trations de BAP ont diminué de 11% apres 3 mois et 6 mois dans le groupe
placebo et sont retournées  ala valeurinitiale apres 24 mois.

Les variations de la BAP et de |a densité minérale osseuse, dans cette étude, sont cohérentes
avec les  connaissances actuelles sur le remodelage osseux et le mécanisme d'action des
thérapies anti-ostéoporo-  tiques (24). D'aprés ces résultats, il est possible d'arriver a la
conclusion que la diminution des concen- trations de BAP mesurées par le test Tandem
Ostase chez les patientes traitées a l'alendronate reflete les  modifications du remodelage
osseux résultant de la thérapie anti-ostéoporotique.

Pour avoir une signification clinique, le pourcentage de variation entre deux valeurs d’un
marqueur  sérique doit dépasser a la fois la variation biologique (intra-sujet) du marqueur et la
variation analytique du test utilisé. Ce seuil, exprimé en pourcentage, est connu sous le nom
de la plus petite variation signi- ~ficative. Les pourcentages de variation d’'un marqueur qui
dépassent la plus petite variation significative  peuvent étre attribués a une modification de
I'état clinique du sujet, par exemple en réponse aune thérapie (30). La plus petite variation
significative d’'un marqueur biochimique a été décrite par Soletor- mos (30) et d’autres auteurs
(31) aumoyen de la formule :

Plus petite variation significative =v2 x Zx,/CVp? + CVq?
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ou CVp = variabilité intra-sujet, CVa = imprécision du test et Z = valeur statistique de Z qui
dépend de la  probabilité choisie comme seuil de signification et varie selon que la variation
attendue est unidirection-  nelle (Z=1,645) ou bidirectionnelle (Z = 1,96).

La variabilité intra-sujet du test Tandem Ostase a été déterminée a partir d'échantillons
sériques,  provenant de 17 femmes postménopausiques en bonne santé, prélevés tous les
jours surune période de cing jours. Le coefficient biologique moyen de variation a été calculé
ettrouvé a4,2%.

La variation analytique reposait sur les résultats de la précision inter-essai figurant dans
le para- graphe "PERFORMANCES DU TEST" de cette notice.

La plus petite variation significative pour la BAP dosée avec le test Tandem Ostase a été
calculée et est de 25%. Par conséquent, les variations des concentrations de BAP
dépassant 25% chez les femmes  postménopausiques peuvent étre attribuées a des
modifications du remodelage osseux.

Les pourcentages de variation de la BAP par rapport a la valeur initiale de chaque
patiente sont  présentés ci-dessous. Les résultats sont donnés pour les sujets du groupe
placebo et du groupe alendro- nate 10 mg apres 3 mois et 6 mois de traitement. La ligne
horizontale a zéro représente la valeur initiale et la ligne horizontale & -25% représente la
plus petite variation significative pour la BAP dosée par le test Tandem Ostase. Pour le
groupe alendronate 10 mg, 77,0% (57/74) des patientes présentaient une diminution des
taux de BAP de 25% par rapport a la valeur initiale (temps 0) ou supérieure aprés 3 mois
detraitement et 85,1% (63/74) des patientes présentaient une diminution des taux de BAP de
25% par rapport a la valeur initiale ou supg rsque les valeurs atteignent le point le
plus bas (6 mois). Apres 24 mois, 90,3% atientes présentaient une diminution
des taux de BAP de 25% ou plus. Pourle e placebo supplémenté en calcium, 75,7%

(112/148) des patientes présentaieptftneRdimi n des taux de BAP parrapport ala valeur
initiale (temps 0) qui étaj*‘nférie S o\l mois). Apres 24 mois, 88,1% (126/143) des
e diminution des taux de BAP inférieure & 25%.

patientes du groupe placebo prése
Ces résultats sont repris plu: dé ans le tableau ci-dessous. Ce tableau montre le

nombre de patientes traitées et bre de patientes du groupe placebo (et le pourcentage
de patientes) qui pf€sentaignt des diminutions des taux de BAP < 25% ou > 25%
(respectivement apr oisjet 6 mois) par rapport a la valeur initiale.

centages de variation individuelle des taux de BAP parrapport ala valeur
le gpour les patientes des groupes alendronate 10 mg et placebo
Nombre de patientes/Nombre total de patientes

3 mois 6 mois
Valeur seuil des Alendronate Alendronate
pourcentages de variation  Placebo 10mg Placebo 10mg
destauxdeBAP N=148 N=74 N=148 N=74
Diminution de 25% 33/148 57174 36/148 63/74
ou supérieure (22,3%) (77,0 %) (24,3 %) (85,1 %)
Diminution inférieure 115/148 1774 112/148 11/74
a25% (77.7%) (23,0%) (75,7%) (14,9%)

Dans le groupe alendronate 10 mg, une diminution moyenne des taux de BAP de 45,7% par
rapport ala valeur initiale aprés 6 mois a été suivie d'une diminution moyenne de la densité
minérale osseuse de 7,8% aprés 24 mois. Inversement, la faible variation des taux de BAP
par rapport a la valeur initiale aprés 6 mois observée pour le groupe placebo supplémenté
en calcium (-11,3%) a été accompagnée par une faible diminution de la densité minérale
osseuse de —0,8% aprés 24 mois.

Pourcentages de variation des faux de BAP par rapport a la valeur inifiale
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Enrésumé, il a été démontré que :

1. Lesconcentrations de BAP reflétent'augmentation du remodelage osseux associée a
un déficit en  cestrogenes chez des femmes postménopausiques apparemment en
bonne santé.

2. Les concentrations de BAP reflétent les modifications du remodelage osseux qui
résultent d’'une  thérapie anti-ostéoporotique a l'alendronate chez les femmes
postménopausiques.

3. Desdiminutions cliniquement significatives des concentrations de BAP aprés 3 mois et
6 mois sont  des indicateurs du remodelage osseux. L'efficacité d’un traitement a
I'alendronate 10 mg chez les femmes postménopausiques est indiqué par des
augmentations de la densité minérale osseuse aprés 24 mois.

4 Une diminution des taux de BAP de 25% ou plus par rapport a la valeur initiale,
mesurée par le test Tandem Ostase, peut indiquer des modifications du remodelage
osseux résultant d'un traitement  anti-ostéoporotique.

Les patientes soumises a un traitement anti-ostéoporotique a I'alendronate et dont les taux
de BAP ne diminuent pas de 25% par rapport a la valeur initiale durant les premiers mois
de I'étude doivent étre retestées durant les mois suivants. Parmi les 11 patientes qui ont
présenté une diminution des taux de BAP inférieure a 25% par rapport a la valeur initiale
apres 6 mois, 9 d'entre elles ont finalement montré une diminution des taux de BAP
supérieure a 25% par rapport a la valeur initiale aprés 24 mois. Toutes ces patientes ont
répondu positivement au traitement & 'alendronate 10 mg, comme lindique les
augmentations de la densité minérale osseuse. Les patientes traitées et dont les taux de
BAP n'ont pas diminué de 25% par rapport a la valeur initiale doivent étre évaluées par
d'autres moyens cliniques pour déterminer I'efficacité thérapeutique

Femmes postménopausiques — Hormonothérapie substitutive

Outre I'étude sur les biphosphonates décrite ci-dessus, d'autres études ont été instaurées
afin de démontrer la capacité du test Tandem Ostase & refléter les altérations du remodelage
0sseux consécutives a un traitement par des cestrogenes (29,32). Les résultats de 'une de
ces études sont présentés ci-des-

sous. Dans cette étude, des femmes (n = 12) postménopausiques non hystérectomisées
apparemment en  bonne santé, agées de 65 a 75 ans, ont regu quotidiennement un
traitement oestroprogestatif (Prémarin - 0,625 mg et Provera 2,5 mg) pendant 2 ans. De
plus, 6 femmes hystérectomisées en bonne santé ont regu uniquement des cestrogenes,
ce qui donne, pour I'étude, une population totale de 18.

La BAP a été dosée par le test Tandem Ostase au départ (valeur initiale) et apres 6, 12
et 24 mois. La densité minérale osseuse a été évaluée au départ (valeur initiale) et aprés
24 mois.

Les variations moyennes exprimées en pourcentage par rapport a la valeur initiale et
les barres  d’erreur standard pour la BAP (& gauche de I'axe des ordonnées) et pour la
densité minérale osseuse (a droite de 'axe des ordonnées) sont portées sur la figure cj
dessous pour chaque intervalle de temps. Une augmentation de 6,6% de Ia den
minérale osseuse au niveau de la colonne lombaire par rapport a la  valeu
observée pour les patientes traitées par les cestrogénes, indiquant que le tralte
cestrogenes a eu un effet positif sur I'os. Les résultats présentés sur la figure.ci
montrent égale-  ment une diminution, en fonction du temps, des concenifa
pour le groupe traité, atteignant  le point le plus bas aprés 12 mois. Le!
concentrations de BAP observées pour le groupe  traité aux cestrogg
test Tandem Ostase, sont significativement différentes de la vale
aprés 6 mois et durant les mois qui suivent (12 et 24 mois).

Yariafion meyenne exprimée en pourcentage par rappert
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Les variations des taux de BAP et de densité minérale osseuse de cette étude
sont cohérentes avec les connaissancesactuelles surle remodelage osseuxetle
mécanisme des thérapies anti-oestrogéniques  (5,33). D'aprés ces résultats, il
est possible darriver a la conclusion que la diminution des concentra- tions de
BAP, mesurée par le test Tandem Ostase, chez les patientes traitées aux
cestrogénes refléte les  modifications du remodelage osseux résultant de la
thérapie anti-ostéoporotique.

Les résultats du test Tandem Ostase doivent étre utilisés uniquement en
conjonction aveclesinforma- tions disponibles provenant de I'évaluation clinique
du patient et d'autres procédures de diagnostic.
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PERFORMANCES DU TEST

Précision intra-essai

La précision intra-essai a été déterminée en dosant quatre pools de sérums contenant des
concentra- tions variées de BAP. Chaque pool de sérums a été dosé en 20 répliques.
Les résultats sont présentés  ci-dessous.

Pool de sérums 1 2 3 4
Nombre de répliques 20 20 20 20
Moyenne (ug/L) 74 27,3 52,7 79,5
Ecart-type 04 0,78 1,35 3,54
CV (%) 8 2,9 2,6 45

Précision inter-essai
La précision inter-essai a été déterminée par des dosages en double de quatre pools de
sérums dans une série de 20 tests étalonnés individuellement:

Pool de sérums A B C D
Nombre de dosages 20 20 20 20
Moyenne (g/L) 8,4 29,2 55,6 81,1
Ecart-type 0,47 1,88 2,03 4,92
v (%) 58 6,4 3,7 62

Récupération et dilution
Diverses quantités d’'un échantillon sériq
BAP ont été ajoutées a des sérums

échantillons ont été dosés en

des concentrations élevées de
contenant de la BAP endogene et les

Addition Concentration Pourcentage de

L obtenue récupération*
14,0 24,6 24,8 100,9
39,9 50,5 48,8 96,6
5 69,8 66,0 94,6
9 102,8 92,6 90,1

Urcenta@e de récupération est égal ala concentration obtenuedivisée parla concentration

attendue et multipliée par 100.

Diluti Concentration Concentration Pourcentage de
r /|Lon attendue obtenue récu érat?on B
K9 /L pglL P
Pur N/A 54,6 N/A
14 27,3 27,9 102,3
1/6 18,2 17,4 954
1/8 13,7 12,7 92,8

* e pourcentage de récupération est égal a la concentration obtenue divisée par la concentration
attendue et multipliée par 100.

Un échantillon de sérum contenant une concentration élevée de BAP a été dilué avec
I'Etalon zéro/ Diluant et dosé a des dilutions multiples

Substances interférant

3 L’hémoglobine, qui a été testée a des concentrations maximales de 500 mg/dL,
n'interfére pas avec le test Ostase® BAP EIA.

3 La bilirubine conjuguée et la bilirubine non conjuguée, qui ont étaient testées a des
concentrations maximales respectives de 40 mg/dL et 20 mg/dL, n'interférent pas
avecle test Ostase® BAP EIA.

3 Les triglycérides, qui ont été testés a des concentrations maximales de 2000 mg/dL,
ninterférent pas avec e test Ostase® BAP EIA.

3 Les protéines totales, qui ont été testées a des concentrations comprises
entre 3 et 14 g/dL n'interférent pas avec le test Ostase® BAP EIA.

3 100 U/L de PAL intestinale donnent un résultat de 1,0 pg/L dans le test Ostase® BAP
EIA.

3 100 U/L de PAL placentaire n'ontdonné aucun résultat détectable dans le test
Ostase® BAP EIA.

Réactivité de la PAL hépatique

Laréactivité de la PAL hépatique a été déterminée dans le test Ostase® BAP EIA en
utilisantdes échantillons  sériques de patients atteints d'une maladie hépatique et
d'échantillons sériques de patients atteintsdela maladie de Paget. Les échantillons ont
été testés par électrophorése et il a été montré qu'ils contenaient  plus de 95% de PAL
hépatique ou de BAP.

Deuxméthodes ont été utilisées pour évaluerlaréactivité de la PAL hépatique. La premiere
procédure, décrite par Moss et Whitby (35), utilisait une méthode d'inactivation par la
chaleur qui minimise la contribution de la BAP endogéene dans les échantillons qui
contiennentdes taux élevés de PAL hépatique. Avec cette méthode, une activité de 100
U/L de PAL hépatique a donné un résultat de 2,8 3 3,4 ug/L  dans le test Ostase® BAP
EIA

La seconde procédure, décrite par Price et al. (36), utilisait une méthode de pente (test
Ostase® BAP EIA comparé a la PAL totale), oui les échantillons n'ont pas été prétraités.
Dans cette étude, le dosage des échantillons PAL hépatique et BAP (axe des
ordonnées) a été tracé en fonction de I'activité de la PAL totale  (axe des abscisses)
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contenue dans chaque échantillon. D'aprés les valeurs de la pente des échantillons  PAL 14 Christiansen C. Osteoporosis: Diagnosis and management today. Bone 17:513S-516S,

hépatique et BAP, il a été déterminé que : 1995.
. 100 U/L d'activité de PAL hépatique a donné un résultat de 6,3 pg/L dans le 15.  Tumer R, Riggs B and Spelsberg T. Skeletal effects of estrogen. Endocrine
test Ostase® BAP EIA; Reviews 15:275-300, 1994.
. 100 U/L d'activité de BAP a donné un résultat de 36,9 pg/L dans le test 16. Kanis J. Pathogenesis of osteoporosis and fracture, Osteoporosis. London:

Blackwell Science Ltd.; pp. 22-55, 1994.

17. Mack TM and Ross RK. A current perception of HRT risks and benefits,
Osteoporosis: Physiological Basis, Assessment and Treatment. Deluca HF and
Mazess R, eds., Elsevier (New York), pp. 161-178, 1990.

18. Riggs L and Melton LJ. The prevention and treatment of osteoporosis. N Engl J
Med 327:620-627, 1992.

Ostase® BAP EIA.

Substances interférant

Différentes concentrations de substances ont été ajoutées atrois pools de sérums différents
contenant dela BAP et dosés en quadruple. Les substances ajoutées et leurs plus fortes
concentrations testées sont  indiquées ci-dessous. Le dosage était basé sur la

directives NCCLS EP-7P (Analyse des interférences dans les tests cliniques) 19. Guidelines for Preclinical and Clinical Evaluation of Agents Used in the Prevention
' or Treatment of Postmenopausal Osteoporosis. Division of Metabolism and
; Endocrine Drug Products, Food and Drug - Administration. April, 1994.
aracétamol 20 mg/dL
ZIendronate 5 mg?dL 20. Ribot C, Tremollieres F and Pouilles JM. Prevention of postmenopausal bone
aspirine 50 mg/dL loss by long-term  parenteral administration of 17B estradiol: comparison of
calcitonine de saumon 112 UlidL percutaneous and transdermal route, Osteoporosis: Physiological Basis,
calcium 20 mg/dL Assessment and Treatment. Deluca HF and Mazess R, eds., Elsevier (New York),
cestrogéne 400 ng/dL pp. 1371 45'.1990' ) - )
étidronate 105 mg/dL 21. Delmas P. Biochemical markers of bone turnover. Methodology and clinical use in
ibuproféne 40 mg/dL osteoporosis. Am J Med 91:59S-63S, 1991.
pamidronate 18 mgldL 22. Duda RJ, OBrien JF, Katzman JA, P. on JM, Mann KG, and Riggs BL.
progestérone 25 mgdL Concurrent assays of circulat- ing bol in and bone alkaline phosphatase:
vitamine D 80500 UlidL effects of sex, age, and metabolic bo lin Endocrin Metab 66:951-957,
. ST i Arati 1988.
g:z:fub;fngf; ;lgqggfgs't”;zggfg e A'\a récupération de fa BAP provenant des pools 23 HHS Publication No. (CD@f 93% edition. May 1993. Biosafety in
' Microbiological an@ Biom b atorles Washington, DC: US Government
Concentration minimale détectable 24 I\P/Ir;nrfﬁgl %ﬁiﬁi 1—‘%S%;\fety gement No. CDC-22. Decontamination of Laboratory
Dans le test Ostase® BAP EIA, la concentration minimale détectable de BAP a été " Sink Drains to e AZidBSalts. Anril 30. 1976, Atlanta. GA: Centers for Disease
estimée a 0,7 pg de BAP/L. La concentration minimale détectable est définie commela Control AP, ' T
concentration de BAP correspondant & I'absorption qui est deux écarts-types supérieure 2. Hill CS agit Woltert RLAThe preparation of monoclonal antibodies which react

al'absorption moyenne des 20 déterminations des répliques de I'Etalon zéro/Diluant.

L'utilisationde cecoffret est autoriséesousleslicences U.S.A.n° 4,376,110 et 4,486, 530.

Tandem® et Ostase® sont des marques déposées de Hybritech Incorporated, une filiale de
Beckman Coulter, Inc.

*Tweenestune marquedéposéedelCl Americas, Inc.

preferel with man bone alkaline phosphatase and not liver alkaline
ta lin Chim Acta 186:315-320, 1989.

, ShiPWJ, Gineyts E, Karpf DB, and Delmas PD. Comparison of new
ic@l markers of bone turnoverin late postmenopausal osteoporotic women
toalendronate treatment.J Clin Endocrin Metab 79:1693-1700, 1994.
Liberman UA, Weiss SR, Broll J, Minne HW, Quan H, Bell NH, Rodriquez-
ortales J, Downs RW, Dequeker J, Favus M, Seeman E, Recker RR,
apizzzi T, Santora AC, Lombardi A, Shah RV, Hirsch LJ and Karpf DB. For
the Alendronate Phase IIl Osteoporosis Treatment Study Group. Effect of oral
alendronate on bone mineral density and the incidence of fractures in
postmenopausal osteoporosis. N EnglJMed 333:1437-1443,1995.

28.  Dawson-Hughes B, Dallal GE, Krall EA, Sadowski L, Sahyoun N and Tannenbaum
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Ostase® BAP EIA

Immunoenzymetrischer Assay

Fir die quantitative Bestimmung von
knochenspezifischer alkalischer
Phosphatase (BAP) in Humanserum

VERWENDUNGSZWECK

Der immunoenzymetrische Assay Ostase® BAP EIA ist eine In-vitro-Vorrichtung und dient zur
quantitativen ~ Bestimmung von knochenspezifischer alkalischer Phosphatase (BAP) in
Humanserum, einem Indikator der Osteoblastenaktivitat. Dieser Test st zur
Behandlungsunterstiitzung bei postmenopausaler Osteoporose ~ und Paget-Syndrom
vorgesehen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG
Der Knochen ist ein dynamisches Gewebe, bei dem sich Knochenaufbau und —abbau
(auch Resorp- tion genannt) durch das gesamte Leben hindurch als sogenannter Umbau
fortsetzen. Der UmbauprozeR st eine Funktion von komplexen Wechselwirkungen
zwischen zwei Typen von Knochenzellen: Oste- oblasten fiir die Knochenbildung und
Osteoklasten fiir die Knochenresorption (1-3). Knochenbildung und Knochenresorption
sind voneinander abhéngige Prozesse, die unter normalen Umstanden eng miteinander
verknipft sind (2,4). Diese enge Verkn(ipfung ist grundlegend fiir die Aufrechterhaltung der
biochemischen Kompetenz des Skeletts, wodurch die Organisation der Knochenstruktur, Form
und Stérke aufrecht erhalten wird (2,3,5).

Man nimmt an, dal® die BAP-Serumspiegel den metabolischen Status der Osteoblasten
reflektieren (6,7). Eine genaue Einschatzung des Knochenmetabolismus ist unerlaflich
fur die Bestimmung der Schwere metabolischer Knochenerkrankungen sowie des
Ansprechens einer Therapie. Die Bestimmung der BAP-Serumspiegel hat sich als niitzlich
bei der Bewertung von Patienten mit Paget-Syndrom, Osteo- malazie, primérem
Hyperparathyreoidismus, renaler Osteodystrophie, Osteoporose und Skelett-Metas-
tasen erwiesen (6-10). Die anerkannte Methode fiir die Diagnose und Uberwachung von
Patienten mit Paget-Syndrom ist die Bestimmung der Gesamt-ALP-Werte.

Paget-Syndrom ist eine verbreitete Erkrankung des Skeletts, bei der es zu einer fokalen
Proliferation - der normalen zelluldren Komponenten des Knochens kommt. Die Erkrankun;
zeigt eine hohere Prévalenz als urspriinglich angenommen, mit ei
populationsspezifischen Inzidenz von 3-4 % bei Patienten mit- tleren Alters u -15
bei &lteren Patienten (11). Bei jlingeren Menschen tritt die Erkrankung nicht Di
Mehrheit der Patienten mit Paget-Syndrom zeigen keine Symptome, und di
wird oft erst dann diagnostiziert, wenn wahrend einer medizinischen Un
ursachlich nicht mit dieser Erkrankung zusammenhangt, aufféllige Ro
ALP-Serumwerte gefunden werden. Bei symptomatischen Patients
Deformationen die haufigsten Beschwerden.

Das Risiko von Osteoporose, einer weiteren Stérung des Kno

masse und spater
im Leben, der Menge der verlorenen Knochenmasse. B Kindern ist der
Knochenaufbau gegeniber der Knochen-  res@rptio stigt, so daB eine
Knochenbildung und normales Skelettwachstu ei gesunden jungen
Erwachsenen sind der Knochenaufbau undgder K @ abbau ausgewogen, so daf}
weder eine Nettozunahme noch —abnahme d Skele tmasse erfolgt. Mit fortschreitendem
eim Knochenumbau, bei dem der

Belastungen nicht mehr ausreiche!
UibermaRige Verlust an Knochenma
Osteoporose bekannte Storung (5).
Die verbreitetste Form der Osteoporose tritt infolge von Ostrogenmangel bei
postmenopausalen  Frauen auf (2,12,13). Ein rapider Knochenverlust tritt als
Begleiterscheinung des sinkenden Ostrogen- spiegels bei Beginn der Menopause oder
auch nach der chirurgischen Entfernung der Ovarien auf. Der rapide Knochenverlust
resultiert aus dem Ungleichgewicht zwischen Knochenumbau und Zunahme des
Knochenumsatzes (5,14-16). In den Vereinigten Staaten leiden ca. 25 Millionen
postmenopausale Frauen an Osteoporose. Osteoporose ist die Ursache fiir ca. 1,5
Millionen Knochenbriiche pro Jahr, darunter ca. 500.000 Wirbeltrimmerbriiche, 250.000
Huftbriiche und 200.000 Briiche der distalen Speiche (Radius) (2,5,17).

Die Hormonersatztherapie ist zur Zeit die am haufigsten verschriebene Therapie zur
Vorbeugung  osteoporotischer Briiche fiir postmenopausale Frauen (4,5,18-20). Viele
Frauen konnen oder wollen jedoch die Hormontherapie aufgrund des erhdhten
Risikopotentials fiir Krebs und aufgrund des Wie-  dereinsetzens der Regelblutung nicht
nutzen. Aufgrund dessen wurden andere Verbindungen fiir die  Osteoporose-Behandlung
entwickelt, wie zum Beispiel Bisphosphonate, die eine Standardbehandlung fiirdas Paget-
Syndrom der Knochen darstellen. Die antiresorptiven Eigenschaften von Bisphosphonaten
fihren zu einer Minderung des Knochenumbaus und folglich zu einer Minderung des
allgemeinen Knochenverlusts.

Zur Uberwachung metabolischer Knochenkrankheiten nutzt man biochemische Marker. Zur
Uberwa- chung des Paget-Syndroms wird Urin-Hydroxyprolin und Gesamt-Serum-ALP

It und es abnorm bruchanfél- lig wird. Dieser
mit zunehmender Bruchanfalligkeit ist eine als
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genutzt.  Osteoporose  stellt jedoch eine  subtilere Verdnderung des
Knochenumbauprozesses dar; daher werden spezifischere und  empfindlichere Marker
benétigt.

Der Assay Ostase® BAP EIA ist ein In-vitro-Test zur quantitativen BAP-Bestimmung in
Humanserum. Die  Uberwachung von Veranderungen des BAP-Spiegels hat sich bei
Patienten als niitzlich erwiesen, die im  Hinblick auf metabolische Knochenerkrankungen
behandelt werden (6,7,10,21,22).

TESTPRINZIP
Der Assay Ostase® BAP EIA ist e|n i noenzymetrischer Festphasen-Assay mit
monoklonalen  Antikdrpern. BAE n reagieren mit einer Losung, die mit
Biotin markierte, fiir BAP spe: onoklonale Antikorper enthélt. Die Reaktion
erfolgt in einem KunstStoffrah reifen  (Festphase), deren Vertiefungen mit
Streptavidin beschichtetet Bildung eines Komplexes  aus Festphase,
Erfassungsantikérpe] |rd dle Mlkrotlterplatte gewaschen um ungebundenes

Substratumwai

Spiegel der
durc

R KTINFORMATIONEN

standteile Bestell-Nr.  AC-20F1
96 Tests
Konjugat [CONJ 1x14mL

Anti-BAP (monoklonales Maus-gG) mit Biotin in einer Rind-Pferd Protein-Matrix mit 0,09 %
Natriumazid.

Mikroplatten [MICROPLA 12 x 8 wells
Mit Streptavidin beschichtete Vertiefungen in Kunststoff-Mikrotiterstreifen
Kunststoffrahmen. Trockenmittel: Silica-gel.

Null-Kalibrator/Verdnner (0) [CAL [0 ] 1x14mL
Protein-Matrix (Rind) ohne mefbaren Anteil von BAP (0 ug ALP/L) mit 0,09 %
Natriumazid.

Kalibratoren (1-5) - 5x1mL
Protein-Matrix (Rind) mit ca. 7, 15, 30, 60 und 90 ug Human-BAP/L und 0,09 % Natriumazid.
Sollwerte enthalt die Kalibratorkarte

Niedrige Kontrolle (1) 1x1mL
Protein-Matrix (Rind) mit ca. 11 pg Human-BAP/L und 0,09 % Natriumazid.
Konzentrationsbereiche, siehe Qualitatskontrollbericht.

Hohe Kontrolle (2) 1x1mL
Protein-Matrix (Rind) mit ca. 45 pg Human-BAP/L und 0,09 %
Waschkonzentrat [WASHBUF| 20X 1 x 50mL
Phosphatgepufferte Kochsalzldsung mit Tween.

Substratkonzentrat 1x20mL
p-Nitrophenyl-phosphat in Stabilisierungspuffer mit Konservierungsmittel.
Stopreagenz 1x14mL

1 N Natriumhydroxide.

Qualitatskontrollbericht, je1

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
In-vitro-Diagnostikum.

Niemals mit dem Mund pipettieren.

Im festgelegten Arbeitsbereich nicht essen, trinken oder rauchen.

Nach der Handhabung der Proben und Kitbestandteile Hande griindlich waschen.
Einige der Bestandteile dieses Kits enthalten Material humanen Ursprungs. Dieses
Material wurde mit negativem Ergebnis auf das Vorhandensein von Hepatitis-B-
Oberflachenantigen (HBsAg), Antikdrpern gegen Hepatitis-C-Virus (HCV) und
Antikérpemn gegen die Humanimmundefizienzviren (HIV-1 und HIV-2) untersucht.
Weil jedoch nie vollig ausgeschlossen werden kann, daf infektiése Erreger
vorhanden sind — keine heute bekannte Testmethode kann dies mit letzter
Sicherheit gewahr- leisten — sollten alle Reagenzien und Patientenproben als

LA S
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potentiell infektids angesehen und mit entsprechender Sorgfalt gehandhabt werden
(23).

6. Natriumazid kann mit Blei und Kupfer in Leitungen unter Bildung hochexplosiver
Metallazide reagieren. Um eine Bildung solcher Metallazide zu vermeiden, nach
dem AusgiefRen mit reichlich Wasser nachsplilen (24).

7. Das Stopreagenz dieses Kits enthalt 1 N NaOH, einer korrosiven Substanz, die
Verétzungen her- vorruft. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden. Nicht einnehmen
oder einatmen. Bei Laborarbeiten Schutzbrille, Schutzhandschuhe und Laborkittel
tragen.

Die Reagenzien-Aliquote miissen so aus den Fl&schchen entnommen werden, daf eine

mikro- bielle Kontamination vermieden wird.

LAGERUNG UND STABILITAT

+ Die Ostase® BAP EIA -Reagenzien sind bei 2-8 °C zu lagern und in diesem Falle bis zu
dem auf dem Kit- Etikett aufgedruckten Verfallsdatum stabil.

» Die Waschldsung und das Stopreagenz sind bei 2-30 °C bis zu dem auf dem
Flaschen-Etikett angegebenen Verfallsdatum stabil.

¢ Alle Reagenzien vor Gebrauch Zimmertemperatur (18-25 °C) erreichen lassen. Nach
Gebrauch sind alle Reagenzien (mit Ausnahme der Waschldsung) bei 2-8 °C zu
lagern.

¢ Die Wiederfindungswerte der Kit-Kontrollen sollten innerhalb der angegebenen
Bereiche liegen.

* Unbenutzte Vertiefungsstreifen sollten wieder in die Kunststoffverwahrung gegeben und
zusammen mit dem beiliegenden Trockenmittel-Beutel bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

¢ Nach Ablauf des Verfallsdatums diirfen die Kitbestandteile nicht mehr benutzt werden.

¢ Die oben genannten Informationen zur Probenlagerung und Probenstabilitét sind
allgemeine Empfehlungen fir die Verwendung in verschiedenen Laborumgebungen.
Jedes Labor muss die Richtlinien bzw. Anforderungen der geltenden lokalen,
staatlichen und/oder bundesstaatlichen Bestimmungen oder Akkreditierungsstellen
beachten, um ein eigenes Verfahren fiir den Umgang mit Probenmaterial und
Lagerstabilitat zu erreichen. Informationen zu angemessenen Praktiken sind in
folgender Richtlinie enthalten: CLSI GP44-A4, Procedures for the Handling and
Processing of Blood Specimens for Common Laboratory Test; Approved Guideline —
Fourth Edition.

GEWINNUNG UND AUFBEREITUNG DER PROBEN

¢ Es ist keine spezielle Patientenvorbereitung erforderlich.

Mit geeigneter medizinischer Technik eine Vollblutprobe entnehmen.

Das Blut gerinnen lassen und das Serum durch Zentrifugieren abscheiden.

Die Proben so sammeln, daf® Hamolyse vermieden wird.

Fiir den Assay Ostase® BAP EIA ist Serum erforderlich. Die Leistung bei

Verwendung von Plasmaproben wurde nicht ermittelt.

o Erfolgt die Bestimmung der Serumproben innerhalb von 24 bis 48 Stunden ndgh der
Entnahme, die Probenbei 2-8 °Cim Kihlischranklagern.

 Proben, die langer gelagert werden miissen (bis zu 39 Monate lang), sind bej—80 °
einzufrieren.

¢ Trlibe Serumproben oder Proben mit Partikelgehalt sind vor der Analyse

ZUSATZLICH BENOTIGTE ARTIKEL

o Préazisionspipetten mit Einmal-Spitzen (festgelegtes oder,
50, 100 und 150 pL (£ 1 %). Wahlweise kann ei
zusammen mit einem Einweg- Trichter fiir die Zugabe d
Substrates und Stopreagenzes verwendet wert
Einmal-Pipettenspitzen fiir 50, 100 und 150 pL
Testrohrchen fiir die Probenverdiinnung
Mikrotiterplatten-Waschvorrichtung
Absaugvorrichtung
Destilliertes Wasser
Zeitgeber

Behalter zur Aufbewahrung
Mikrotiterplatten-Leser (Primé
nm) sowie  Software zur Datenre
o Flachbett-Rotationsmischer fiir Mikrotiterplatten (Bereich: 500 bis 900 U/Min)
Informationen uber vollstandige Reagenzienhandhabungssysteme,
Datenreduzierungssysteme und  Vorrichtungen zur Flissigkeitshandhabung erhalten Sie
Uber die zustandige Vertretung von Beckman  Coulter.

Assay-Konjugats,

REAGENZIENVORBEREITUNG

o Alle Reagenzien vor Gebrauch Zimmertemperatur (18-25 °C) erreichen lassen.

* Die Reagenzien vor jedem Gebrauch durch behutsames Schiitteln oder
Schwenken griindlich mischen.

o Fir alle Proben, Kalibratoren und Kontrollen jeweils eine saubere Pipettenspitze
verwenden, um  Kontaminierung zu vermeiden.

o Waschlosung: Zur Herstellung der Waschldsung Waschkonzentrat in 950 mL
destilliertes Wasser geben und mischen.

TESTDURCHFUHRUNG

+ Das Verfahren fiir den Assay Ostase® BAP EIA erfolgt bei Zimmertemperatur. Sémtliche
Serumprobenund Kitbestandteile vor Gebrauch Zimmertemperatur (18-25 °C) erreichen
lassen und griindlich mischen.

¢ Null-Kalibrator/Verdinner, Kalibratoren und Kontrollen sind im gleichen Plattenrahmen
als Dop- pelbestimmung zu testen.

¢ Da beim Stoppen jeder Inkubation eine laufende Reaktion abgebrochen wird (d.h. eine

Antikérperbind-  ung oder eine Substratumwandlung), ist es fiir die zuverldssige Assay-

Kalibrierung erforderlich, dal  die Inkubationszeiten fiir sdmtliche Vertiefungen gleich sind.
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Zur Testdurchfiihrung folgendermalen vorgehen:

1. Die Teststreifen mit den Vertiefungen sowie die Rahmen entsprechend beschriften
unddie Streifen im Rahmen plazieren. Pro Assay je 6 Kalibratoren, niedrige und
hohe Kontrollen analysieren.

2. Jeweils 50 pL Null-Kalibrator, Kalibratoren (B-F), Kontrollen und Patientenprobe
auf den Boden jeder entsprechend beschrifteten Vertiefung pipettieren.

3. Injede Vertiefung 100 uL Konjugat pipettieren.

4 1 Stunde lang bei Zimmertemperatur (18-25 °C) auf einem Flachbett-
Rotationsmischer  (Einstellung: 500 bis 900 U/min) inkubieren.

5. Die Mikrotiterplatten-Vertiefungen 3mal wie folgt waschen:

a) Die Flussigkeit aus dem ersten Streifen absaugen.

b) Inden ersten Streifen 300 L Waschlésung pipettieren.

¢) Die Schritte a und b fiir alle weiteren Streifen wiederholen.
d) Die Schritte a und ¢ zweimal wiederholen.

6. Injede Vertiefung 150 uL Substratreagenz pipettieren. Unverztiglich mit dem néchsten
Schritt  fortfahren.

7. 13 bis 15 Minuten lang bei 18-25 °C auf einem Flachbett-Rotationsmischer
(Einstellung: 500 bis 900 U/min) inkubieren. Unverzliglich mit dem nachsten Schritt
fortfahren.

8. In jede Vertiefung 100 pL Stopreagenz geben.

9. Die Extinktion jeder Vertiefung bei 405 nm in einem Mikrotiterplatten-Leser
messen. Dabei fir jede Vertiefung gimen Leerwert (bei 600-650 nm) abziehen.
Die Platte ist innerhalb von 1 Stu Stoppen der Reaktion abzulesen.

10. Die Ergebnisse berechnen, wie haften und Ergebnisberechnung”
beschrieben.

VERFAHRENSANI\& U

1. Hinweis zur Plattenwasthe: Bel noenzymetrischen Assays ist zum Entfernen
des ungebun- in-markierten Antikérpers eine wirksame Wasche

andfreie  Ergebnisermittiung ist daher die grindliche

sowie das Entfernen der letzten Waschldsungstropfchen

Wésche alier
&uBerstquichtig.
BAP-Spiegel (iber dem des héchsten Kalibrators liegen, sind mit dem

r/Verdinner zu verdiinnen und gemaR der Anweisungen zur
ghrung zu bestimmen.  Der Verdinnungsfaktor ist bei der

griin zumischen. Die empfohlenen Verdinnungsverhéltnisse fir Proben, deren
AP-Spiegel iber dem des héchsten Kalibratorsliegen, sind 1:3, 1:5 oder 1:10.
erumproben, deren BAP-Spiegel tiber dem des héchsten Kalibrators liegen,
sollten jedoch so  verdiinntwerden, daR der MeRwert der verdiinnten Probe mehr
als 10 ug BAP/L betragt.

3. Da die Extinktion eine Funktion von Temperatur und Dauer der Inkubation mit dem
Substratrea- genz ist, ist es duBerst wichtig, daB die Inkubationsbedingungen fiir
alle Vertiefungen/Plattendie gleichen sind. Dies wird dadurch erreicht, dal die Dauer
der Reagenzienpipettierung von Anfang bis Ende (ohne Unterbrechungen) sowohl
bei der Substratzugabe als auch bei der Stopreagenz- zugabe exakt die gleiche
ist. Die Zugabe dieser Reagenzien sollte nicht langer als 90 Sekunden und die
gesamte Substratinkubation nicht mehr als 15 Minuten dauern.

4 Zwecks Arbeitserleichterung kdnnen Automatik- oder Mehrkanal-Pipettoren zum
Pipettierenvon Konjugat, Waschldsung, Substrat und Stopreagenz benutzt werden.
Zum Pipettieren der Kalibra- toren, Kontrollenund Probensollten Pipettenmit Einmal-
Spitzen benutzt und die Spitzennachjeder ~ Probenpipettierung gewechselt werden,
um potentielle Probenverschleppung und die Kontamin-  ierung von Reagenzien oder
Proben auszuschlieRen.

5. Die Bestandteile verschiedener Kit-Chargen nicht gemeinsam verwenden.

GERATSCHAFTEN UND ERGEBNISBERECHNUNG
Die Ergebnisse kénnen mit rechnerunterstiitzten Methoden oder manuell auf Millimeterpapier
berech- net werden.

Computerauswertung

Die Punkt-zu-Punkt-Kurvenanpassungsmethode wird empfohlen. Die Punkt-zu-Punkt-
Software erstellt  eine gerade Linie zwischen den Mittelwerten der Kalibrator-Replikate —
einschlieBlich des 0-ug-BAP/L-  Kalibrators — und erbringt mit den beschriebenen
Verfahren und Kalibrationsmethoden gute Resultate. ~ Weitere Informationen zur
rechnerunterstiitzten Datenreduzierung erhalten Sie Uber die zusténdige Vertretung von
Beckman Coulter, Inc.

Manuelle Auswertung

Die Ostase® BAP EIA -Bezugskurve kann manuell auf Milimeterpapier erstellt werden,
indem auf der Y-Achse die durchschnittliche Extinktion jedes Kalibrators und auf der X-
Achse die BAP-Konzentration des Kalibrators aufgetragen werden. Die Kalibratorpunkte
werden durch eine Punkt-zu-Punkt-Kurve verbunden, wobei die resultierende Kurve nicht
unbedingt geradlinig sein muf.

Zur Bestimmung der BAP-Konzentration der Kontrollen und Patientenproben wird ab dem
Extink- tionswert der Testprobe eine horizontale Linie zur Bezugskurve gezogen. Am
Schnittpunkt dieser Horizontalen und der Kurve wird dann eine senkrechte Linie hinunter
zur X-Achse gezogen und dort die BAP-Konzentration abgelesen.

Liegt die Extinktion eines Probenreplikats tber der des héchsten Kalibrators, ist die Probe
zu verdlin- nen und erneut zu analysieren. Die Konzentrationswiederfindung der
verdlinnten Probe ist mit dem Verdiinnungsfaktor zu multiplizieren.
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Beispieldaten

Vertiefung Ext. bei Mittl BAP
Nr. Beschreibung 405 NM Ext. pg/L
1 Kalibrator (o) 0,193
2 0,187 0,190 0,0
3 Kalibrator (1) 0,401
4 0,402 0,402 7,2
5 Kalibrator (2) 0,595
6 0,572 0,584 15,5
7 Kalibrator (3) 0,908
8 0,866 0,887 31,9
9 Kalibrator () 1,499
10 1,460 1,479 58,4
11 Kalibrator (5) 2,000
12 2,051 2,026 85,8
13 Patientenprobe 0,911 33,0
250 — Beispiellure

Ext. bei 405 nm

T 1
50 &0 7O B8O 90 100
pg BAP/L

QUALITATSKONTROLLE UND KRITERIEN FUR AKZEPTABLE
ERGEBNISSE

Zur Guten Laborpraxis gehort die Bestimmung von Kontrollproben innerh es
Testansatzes, um die einwandfreie Leistung aller Reagenzien und B

Assay-Leistung.

1. Die Wiederfindungswerte der Kontrollen miissen innerhalb d
Bereiche liegen.

2. Der Variationskoeffizient (% VK) der bei 405 nm erhalt
aller Kalibratoren und Kontrollproben sollte weniger

GRENZEN DES VERFAHRENS
Miausproteine (HAMA) auf,
ntikdrpern  stdren  kdnnen.
en, die sich Therapien oder
alen Maus-Antikdrpern unterzogen
ingen kénnen. Daher sollten die Ostase®
BAP EIA -Ergebnisse sol
anderer diagnostischer Mald
verwendet werden.

Die Immunreaktivitét von Leber-ALP wiirde fiir den Assay Ostase® BAP EIA bestimmt: 100
E/L Leber- ALP-Aktivitst ergeben beim Assay Ostase® BAP EIA Resultate zwischen 2,8
und 6,2 pg/L. Serumproben mit erheblich erhdhter Leber-ALP-Aktivitat kénnen beim Assay
Ostase® BAP EIA zu erhdhten Ergebnissen fiihren. Patienten mitmetabolischen
Knochenkrankheiten, die eine geringe Krankheitsaktivitat aufweisen, kdnnen BAP-Spiegel
aufweisen, die im Normalbereich des Assays Ostase® BAP EIA liegen.

Die Ergebnisse des Assays Ostase® BAP EIA sollten nur in Verbindung mit Informationen
verwendet wer- den, die aus der klinischen Bewertung des Patienten bzw. der Patientin
und anderen Diagnoseverfahren zur Verfiigung stehen. Der Assay Ostase® BAP EIA wird
daher nicht zur Verwendung als Screening-Verfahren fir das Vorkommen von
Osteoporose in der Allgemeinbevélkerung empfohlen. Dariiber hinaus kann der Assay
Ostase® BAP EIA nicht zur Einschatzung der Geschwindigkeit der Knochenbildung oder
des Knoche- numbaus verwendet werden.

ERWARTETE WERTE
Die in den Abschnitten "Erwartete Werte" und "Klinische Studien" angefiihrten BAP-
Ergebnisse wur- den unter Verwendung des Assays Tandem-R Ostase ermittelt. Eine
Korrelationsstudie der Assays Ostase® BAP EIA und Tandem-R Ostase zeigte jedoch eine
gute Ubereinstimmung der Assays (y = 1,02x + 0,28, r = 0,9700, n = 136).
Der Assay Tandem-R Ostase wurde in Studien an 6 verschiedenen Testorten mit
offensichtlich gesunden Erwachsenen (im Alter von 20 bis 89 Jahren) durchgefiihrt. Der
mittlere BAP-Spiegel, die Standardabweichung (S), der Medianwert, und das 95er-
Perzentil fir Manner (N = 217), Frauen vor der Menopause (N = 228) und Frauen nach der
Menopause (N = 529) sind in der folgenden Tabelle angegeben:
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Zusammenfassung der BAP-Spiegel bei offensichtlich gesunden Erwachsenen *

BAP- BAP- 95er-BAP-g5
Mittelwert Medianwert Perzentil

N Ho/L S g/l Hg/L
Manner 217 12,3 43 11,6 20,1
Pra-
menopausale | 228 8,7 2,9 8,5 14,3
Frauen
Post-
menopausale | 529 13,2 47 12,5 22,4
Frauen

* Mit dem immunoradiometrischen Assay Tandem-R Ostase erhaltenen Ergebnisse

saler Frauen hoher liegen, als die mittleren BAP-Spiegel bei pramenopausalen
Frauen (p < 0,0001). Diese Zunahme de ren BAP-Spiegel reflektiert die durch

ion (2,8,12,13). Es gibt jedoch
piegel der in der nachfolgen- den

ensichilich gesunden Erwachsenen®
et
2
2 G
10
53
0
pra Fraven past Fraven Ménner
N =228 [N=529 N=217)
pri = primencpousal past = postmenopavsal

* Mit dem immunoradiometrischen Assay TondemR Ostase erhaltenen Ergabnissa.

Fir jede der im Diagramm dargesteliten Populationen gilt folgendes: 1) Die waagerechten
Linien in jedem Kastchen stellen die Median-Spiegel dar. 2) Die oberen und unteren Rander
jedes Késtchens stellen Zwischenquartilbereiche dar, das heilt der obere Rand begrenzt
25 % der Werte iber dem Median, wahrend der untere Rand 25 % der Werte unter dem
Median begrenzt. 3) Das untere Ende der senkrechten Linien représentiert den Spiegel des
Ser-Perzentils, wahrend das obere Ende das 95er- Perzentil darstellt.

Die oben aufgelisteten Beobachtungsbereiche sind nur fiir diese Studie reprasentativ und
geben nicht unbedingt die Bereiche wieder, die in anderen klinischen Labors beobachtet
werden. Jedes Labor sollte seinen eigenen Referenzbereich (Normalbereich) festlegen.

KLINISCHE STUDIEN

Paget-Syndrom

In Korrelationsstudien wurden die mit dem Assay Tandem-R Ostase erhaltenen BAP-
Serumspiegel mit den Ergebnissen von zwei gegenwartig auf dem Markt erhaltlichen
elektrophoretischen Methoden und zwei Enzymaktivitats-Assays auf Gesamt-ALP verglichen.
Diese Studien wurden in klinischen Forschung- seinrichtungen unter Verwendung von 100
Proben von Patienten mit Paget-Syndrom durchgefihrt. Der Korrelationskoeffizient (r)
zwischen dem Assay Tandem-R Ostase und den elektrophoretischen Methoden betragt
0,9418. Der Korrelationskoeffizient (r) zwischen dem Assay Tandem-R Ostase und den Enzy-
maktivitats-Assays fiir Gesamt-ALP betragt 0,945.

Postmenopausale Osteoporose — Behandlung mit Bisphosphonat

Um die Eignung des Assays Tandem-R Ostase zur Wiedergabe von Anderungen im
Knochenum- bau als Reaktion auf die Therapie fiir postmenopausale Osteoporose zu
testen, wurde eine Studie an Patientinnen mit klinisch definierter Osteoporose
durchgefiihrt. Die Patientinnen wurden mit einem  Bisphosphonat behandelt (Natrium-
Alendronat). Die Studie erfolgte an mehreren Standorten, prospektiv, doppelt blind und
plazebokontrolliert (25). Die vorliegenden Daten stammen von Probanden, die (per
Zufallsverteilung) entweder Plazebopraparate (N = 148) oder 10 mg Alendronat (N = 74)

Katalog-Nr.: AC-20



erhielten. Alle  Probanden nahmen téglich zusétzlich 500 mg Kalzium ein. Anhand von
DXA-Réntgenaufnahmen der  Lendenwirbelséule wurde eine BMD-Bestimmung (bone
mineral density = Mineraldichte der Knochen)  vorgenommen. Auerdem wurden unter
Verwendung des Assays Tandem Ostase serielle BAP-Bestim- mungen durchgefiihrt.
Die durchschnittlichen prozentualen Veranderungen in bezug auf den Grundlinienwert
sowie die  BMD-Standardfehlerlinien in den Plazebo- und tats&chlich mit Alendronat
behandelten Gruppen sind  in der nachfolgenden Abbildung im zeitlichen Verlauf
dargestellt. Bei der Alendronat-Gruppe zeigte  sich nach 24 Monaten eine 7,8-%ige
BMD-Zunahme gegeniiber dem Grundlinienwert, was darauf hinweist, dal® die
Bisphosphonattherapie eine positive Wirkung auf die Knochen hatte. Erwartungs-
gemaR zeigte sich bei der kalzium-supplementierten Plazebogruppe nach 24 Monaten
eine 0,8-%ige BMD-Abnahme.

Daten der 10-mg-Alendronat- und der Plazebo-Gruppe Durchschnitliche prozentuale BMD-
Verdnderung an der Lendenwirbelsdule (+ 1 SE) im Verlouf der Zeit
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Nachfolgend sind die Daten aus seriellen Bestimmungen der BAP-Spiegel Uber einen
Zeitraum von 2 Jahren hinweg zusammengefaft, die mit dem Assay Tandem Ostase fiir
die Plazebo-und die 10-mg- Alendronat-Gruppe gemessen wurden. Die durchschnittliche
prozentuale Abnahme gegeniiber dem Grundlinienwert sowie die Standardfehlerlinien fir
BAP bei der Plazebo-Gruppe (BAP-Grundlinienwert = 17,7 pg/L + 6,0) und der
Alendronat-Gruppe (BAP-Grundlinienwert = 17,0 pg/L + 4,6) sind an den einzelnen
Zeitpunkten eingetragen. Die Daten zeigen eine zeitabhangige Abnahme der BA

Spiegel  bei der mit Alendronat behandelten Gruppe, die nach 6 Monaten einep Tiefpul

erreicht. Erwartungs-  gemal wurde bei der mit Kalzium supplementierte
Gruppe eine geringe, voriibergehende Anderung der Marker-Spiegel beobachtet
Die Abnahme und anschlieRende Stabilisierung der BAP-Veranderungengin de
Alendronat behandelten Gruppe lassen darauf schliefen, dafll e %

Behandlung mit Bisphosphonat zu einem neuen Gleichge
Knochenumbaukam (24,28,29).

Daien der 10-mg-Alendronat- und der
Durchschnifiliche prozeniuale BAP-Veranderung [+ 1 5|

10 — Alendronat 10 mg

&
=]

Mittlere BAP-Veranderung in bezug auf den
Grundiinienwert (%)

Die beobachteten Abnahmen der BAP-Spiegel in der mit Alendronat behandelten Gruppe,
wiedurch  den Assay Tandem Ostase gemessen, unterscheiden sich bereits nach 3
Monaten und zu allen nachfol- genden Zeitpunkten (6, 12 und 24 Monate) erheblich vom
Grundlinienwert (p < 0,0001). Im Gegensatz  dazu nahmen die BAP-Spiegel in der
Plazebo-Gruppe nach 3 und 6 Monaten um 11 % ab und kehrten nach 24 Monaten zum
Grundlinienwert zuriick.

Die in dieser Studie beobachteten BAP- und BMD-Verénderungen stimmen mit dem
derzeitigenWis- sensstand iber den Knochenumbau und den Wirkungsmechanismus der
Therapien zur Behandlung von Osteoporose Uberein (24). So laRkt sich aus einer
Abnahme des BAP-Spiegels, wie sie durch den Assay Tandem Ostase bei mit
Alendronat behandelten Patientinnen gemessen wird, auf Veranderungen des
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Knochenumbaus schliefen, die aus der Therapie zur Behandlung von Osteoporose
resultieren.

Die prozentuale Veranderung zwischen beiden Serummarkerwerten mufd sowohl die
biologischen  Marker-Schwankungen (einer Person) als auch die analytischen
Schwankungen des Assays Uberschre-  iten, um klinische Bedeutung zu besitzen (30).
Diese Schwelle wird als prozentuale Mindest-Veranderung  bezeichnet. Prozentuale
Marker-Veranderungen, welche Uber der prozentualen Mindest-Veranderung  liegen,
kénnen auf eine Veranderung des klinischen Zustandes der Patientin, wie zum Beispiel
einen Therapieerfolg, hinweisen (30). Die prozentuale Mindest-Verénderung fiir einen
biochemischen Marker wurde von Soletormos (30) und anderen (31) mit der folgenden
Gleichung ausgedriickt:

Prozentuale Mindest-Veranderung = v2 x Zx,/CVp? + CVq?

Dabei gilt: VK = Schwankungen einer Person, VKa = Assay-Ungenauigkeit und Z =
Z-Statistik, die von der als signifikant gewahlten Wahrscheinlichkeit sowie davon
abhangt, ob die erwartete Veranderung in eine Richtung (Z = 1,645) oder in zwei
Richtungen (Z=1,96) erfolgt.

Der VKp-Wert fiir den Assay Tandem Ostase wurde aus Serumproben von 17 gesunden
postmeno- pausalen Frauen bestimmt, die Uber einen Zeitraum von 5 Tagen hinweg
taglich gesammelt wurden. Als - durchschnittiicher biologischer Variationskoeffizient wurde
ein Wert von 4,2 % berechnet.

Die analytischen Schwankungen basiere
Ansatz, die im Abschnitt  "SPEZIFISCH
Gebrauchsinformation aufgefiihrt sind.

Als prozentuale Mindest-Veranderf
Ostase) wurde 25 % ?rechn
BAP- Veranderungen von mehr
zurlickzufiihren sind.

n Prazisionsdaten von Ansatz zu
ISTUNGSMERKMALE"  dieser

ir BAR)(gemessen mit dem Assay Tandem
Jeutet, dal® bei postmenopausalen Frauen

BAP-Veranderungen einzelner Probanden in bezug
estellt. Eingetragen sind die Werte der Plazebo- und
nden nach 3 und 6 Monaten. Die horizontale Linie im

BAP-Abnahme von 25 % oder mehr auf. In der kalzium-supplementierten
0-Gruppe zeigten 75,7 % (112/148) der Probanden nach 6 Monaten eine BAP-
Abnahme (bezogen auf den Grundlinienwert zum Zeitpunkt 0), die unter 25 % lag.
Nach 24 Monaten zeigten 88,1 % (126/143) der Plazebo-Gruppe BAP-Abnahmen von
weniger als 25 %. Diese Daten sind in der nachfolgenden Tabelle weiter
zusammengefaft. Die Tabelle zeigt die  Anzahl und den Prozentsatz der mit Alendronat
behandelten und der Plazebo-Probanden, deren BAP-  Abnahme gegeniber dem
Grundlinienwert <25 % und > 25 % (nach 3 bzw. 6 Monaten) betrug.

Zusammenfassung der einzelnen, prozentualen BAP-Veranderungen in bezug auf den
Grundlinien-  wert bei 10-mg-Alendronat- und Plazebo-Probanden
Anzahl der Probanden/Gesamtanzahl der untersuchten Probanden

3 Monate 6 Monate
Prozentuale Alendronat Alendronat
BAP-Veranderung Plazebo 10mg Plazebo 10mg
(Grenzwert) N=148 N=74 N=148 N=74
Abnahmevon25% 33/148 57174 36/148 63174
oder mehr (22,3%) (77,0%) (24,3 %) (85,1%)
Abnahme von 115/148 17174 112/148 11/74
wenigerals25% (77,7 %) (23,0%) (75,7%) (14,9%)

Bei der 10-mg-Alendronat-Gruppe erfolgte zundchst nach 6 Monaten eine
durchschnittiiche BAP-  Abnahme von 45,7 % (in bezug auf den Grundlinienwert) und
anschlieBend nach 24 Monaten eine durchschnittiche BMD-Zunahme von 7,8 %.
Umgekehrt zeigte sich bei der kalzium-supplementierten Plazebo-Gruppe nach 6
Monaten eine geringe BAP-Veranderung in bezug auf den Grundlinienwert (-11,3 %),
die nach 24 Monaten mit einer geringen BMD-Abnahme von-0,8 % einherging.
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Zusammenfassend ergab sich folgendes:

1. Die BAP-Spiegel reflektieren die Zunahme des Knochenumbaus, die bei offensichtlich
gesunden postmenopausalen Frauen mit Ostrogenmangel einhergeht.

2. Die BAP-Spiegel reflektieren Veranderungen im Knochenumbau, die als ein
Ergebnis der Oste- oporose-Therapie mit Alendronat bei postmenopausalen Frauen
auftreten.

3. Eine klinisch signifikante Abnahme der BAP-Spiegel nach 3 und 6 Monaten ist ein
Indikator fir Veranderungenim Knochenumbau. Die Wirksamkeit einer Therapie mi
10 mg Alendronat bei oste-  oporotischen postmenopausalen Frauen zeigt sich du
eine BMD-Zunahme nach 24 Monaten.

4 Eine BAP-Abnahme von 25 % oder mehr in bezug auf den Grundli
(gemessen mit dem Assay Tandem Ostase) kann Verénde
Knochenumbau anzeigen, die sich aus der Thera- pie zur
Osteoporose ergeben.

Patientinnen, die sich einer Alendronat-Therapie zur Behan oporose
unterzichen und  deren gemessener BAP-Wert zuné
Grundlinienwert abnimmt, sollten zu einem  spéteren Zei

durchgefihrt, um die Eignun says Tandem Ostase zu demonstrieren,
Veranderungen im Knochenumbau alsjReaktion auf eine Ostrogentherapie wiederzugeben
(29,32). Die Daten aus einer dieser Studien sind nachfolgend angegeben. Bei dieser Studie
erhielten gesunde postmenopausale Frauen (n = 12) im Alter von 65-75 Jahren, denen die
Gebarmutter nicht entfemt worden war, iber 2 Jahre hinweg taglich eine Ostro-
gen/Progestin-Dosis (0,625 mg Premarin und 2,5 mg Provera). Dariiber hinaus erhielten 6
gesunde Frauen, denen die Gebérmutter entfernt worden war, lediglich Ostrogen.
Insgesamt ergibt sich also eine Studienpopulation von 18 Frauen.

Der BAP-Spiegel wurde mit dem Assay Tandem Ostase als Grundlinienwert und nach 6,
12 und 24 Monaten gemessen. Die Lendenwirbelsdulen-BMD wurde als Grundlinienwert
und nach 24 Monaten ausgewertet.

Die durchschnittiichen prozentualen Veranderungen (in bezug auf den Grundlinienwert)
und die Standardfehlerlinien fiir Ostase (Y-Achse, links) und fiir BMD (Y-Achse, rechts) sind
in der nachfolgenden Abbildung an den verschiedenen Zeitpunkten eingetragen. Bei den
mit Ostrogen behandelten Probanden zeigt sich eine 6,6-%ige BMD-Zunahme der
Lendenwirbelséule (in bezug auf den Grundlinienwert). Dies bedeutet, daR die
Ostrogentherapie eine positive Wirkung auf den Knochenumbau hatte. Die in der folgenden
Abbildung dargestellten Daten zeigen auch eine zeitabhéngige Abnahme der BAP-Spiegel
bei der behandelten Gruppe, die nach 12 Monaten einen Tiefpunkt erreicht. Die
beobachteten Abnahmen der BAP-Spiegel bei der mit Ostrogen behandelten Gruppe
(gemessen mit dem Assay Tandem-R Ostase) unterscheiden sich nach 6 Monaten und zu
allen spateren Zeitpunkten (12 und 24 Monate) erheblich vom Grundlinienwert (p < 0,0001).
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Daten der mit Gsiragen behandelfen Gruppe
Durchschnitfliche prozentuale Veriinderung (+ 1 SE| fir BAP und Lendenwirbesulen-B
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Behandlung von Oste@rose 33). Aus diesen Ergebnissen 1aRt sich
schlieBen, daB die Abnal de gel, wie sie mit dem Assay Tandem
Ostase bei mit Ostrogen be elten*Frauen gemessen werden, Veranderungen
ieder n, die aus der Therapie zur Behandlung von

Osteoporose resul
Die Ergebnissgyde: ndem Ostase sollten nur in Verbindung mit weiteren
Informationefyyerwend den, die aus der Klinischen Patientenbewertung und
anderen.Diagnageverfahren zur Verfiigung stehen.

LEISTUNGSMERKMALE

Prazision innerhalb eines Ansatzes wurde durch Analyse von vier Serum-Pools
erschiedenen BAP-Konzentrationen bestimmt. Jeder Serum-Pool wurde in
] s 20 Replikaten getestet. Die sich erge- benden Daten sind nachstehend
aufgefiihrt:

Serum-Pool 1 2 3 4
Anzahl der Replikate 20 20 20 20
Mittelwert, pg/L Tk 27,3 52,7 795
Standardabweichung 0,4 0,78 1,35 3,54
%VK 8 2,9 2,6

Prézision von Ansatz zu Ansatz
Die Prazision von Ansatz zu Ansatz wurde durch serielle Doppelbestimmungen von
vier Serum-Pools in 20 einzeln kalibrierten Ansatzen ermittelt:

Serum-Pool A B C D
Anzahl der Assays 20 20 20 20
Mittelwert, pg/L 8,4 29,2 55,6 81,1
Standardabweichung 0,47 1,88 2,03 4,92
%VK 58 6,4 37 6,1

Wiederfindung und Verdiinnung
Humanseren mit endogenem BAP wurden verschiedene Mengen einer Serumprobe mit
erhéhtem BAP-Spiegel zugesetzt. Die Proben wurden als Dreifachbestimmung analysiert.

Erwartete Gemessene
Zusat Konzentration Konzentration
z ug/L pg/L % Wiederfindung*
HQIL 241 241 10019
14,0 6 8 96,6
39,9 94,6
50,5 48,8
59,2 An 8 AR N 90,1

* 9% Wiederfindung = gemessene Konzentration geteilt durch erwartete Konzentration mal 100.

Eine Serumprobe mit erhéhtem BAP-Spiegel wurde mit dem Null-
Verdunner/Kalibrator ver- diinnt und in mehreren Verdiinnungen getestet.

Erwartete Gemessene
Zusatz Konzentration Konzentration
pg/L pg/L ug/L % Wiederfindung*
Pur N/Z 54,6 N/Z
14 27,3 27,9 102,3
16 18,2 17,4 95,4
1.8 13,7 12,7 92,8

* 9% Wiederfindung = gemessene Konzentration geteilt durch erwartete Konzentration mal 100.
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Storsubstanzen

. Hamoglobin, das in Konzentrationen bis zu 500 mg/dL untersucht wurde,
beeinfluit den Assay Ostase® BAP EIA nicht.

. Unkonjugiertes und konjugiertes Bilirubin, das in Konzentrationen bis zu 40 mg/dL
bzw. 20 mg/dL untersucht wurde, beeinfluit den Assay Ostase® BAP EIA nicht.

3 Triglyceride wurden in Konzentrationen bis zu 2000 mg/dL untersucht und
beeinflussen den Assay Ostase® BAP EIA nicht.

3 Gesamtprotein wurde in Konzentrationen zwischen 3 und 14 g/dL untersucht und
beeinfluft den Assay Ostase® BAP EIA nicht.

. 100 E/L Intestinal-ALP fiihrten beim Assay Ostase® BAP EIA zu einem Ergebnisvon
1,0pg/L.

. 100 E/L Plazenta-ALP zeigten beim Assay Ostase® BAP EIA kein nachweisbares
Ergebnis.

Reaktivitat von Leber-ALP

Die Reaktivitat von Leber-ALP mit dem Assay Ostase® BAP EIA wurde anhand von

Serumproben von  Patienten mit Leberleiden und von Serumproben von Patienten mit

Paget-Syndrom ermittelt. Die Proben  wurden einem elektrophoretischen Screening

unterzogen und wiesen einen Gehalt von > 95 % Leber- ALP bzw. BAP auf.

Zur Beurteilung der Leber-ALP-Reaktivitat wurden zwei Methoden eingesetzt. Das erste

Verfahren, beschrieben von Moss und Whitby (35), verwendet eine Hitzedeaktivierung,

die den Beitrag an endog- enem BAP bei Proben mit erhdhten Leber-ALP-Spiegel

minimiert. Mit dieser Methode ergab eine Leber-  ALP-Reaktivitat von 100 E/L beim Assay

Ostase® BAP EIA Ergebnisse von 2,8 bis 3,4 pg/L.

Das zweite Verfahren, beschrieben von Price und Mitarbeitern (36), verwendet die Slope-

Methode (Ostase BAPim Vergleich mit Gesamt-ALP), bei derkeine Probenvorbehandiung

erfolgte. In dieser Studie  wurde die mit dem Assay Ostase® BAP EIA vorgenommene

quantitative Bestimmung von Leber-ALP- und BAP-Proben (Y-Achse) gegeniber der

Gesamt-ALP-Aktivitat (X-Achse) jeder Probe aufgetragen. Aus den  Slope-Werten der

Leber-ALP- und BAP-Proben ergab sich folgendes:

. 100 E/L Leber-ALP-Aktivitatergab beim Assay Ostase® BAP EIA ein Resultatvon6,2
ug/L; und

. 100 E/L BAP-Aktivitat ergab beim Assay Ostase® BAP EIA ein Resultat von 36,9
uglL.

Storeinfliisse durch Medikamente

Drei  separaten  Serum-Pools ~ mit  BAP-Gehalt ~ wurden  verschiedene
Medikamentenkonzentrationen ~ zugesetzt und die Proben dann im Vierfachansatz
gemessen. Bei den Medikamenten und den maximalen getesteten Konzentratione
handelte es sich um die nachstehend aufgefiihrten. Der Testwurde auf der  Grundlage
NCCLS-Richtlinie EP-7P (Interferenzuntersuchungen fiir klinische Tests) durchgefiht.

Paracetamol 20 mg/dL
Alendronat 5mg/dL
Aspirin 5o mg/dL
Calcitonin (Salm) 112 [E/dL
Calcium 20 mg/dL
Ostrogen 400 ngfdL
Etidronat 105 mg/dL
Ibuprofen 40 mg/dL
Pamidronat 18 mg/dL
Progesteron 25 mg/dL
Vitamin D 80.5004F/dL

Diese Medikamente hatten bei
keinen Einflu auf die BAP-

Testempfindlichkeit
Der geringste mit dem Assay
schatzungsweise 0,7 pg BAP/L.. eringste nachweisbare Spiegel ist definiert als
der BAP-Spiegel, der einer Extinktion entspricht, die um zwei Standardabweichungen
(iber dem mittleren Extinktionswert von 20 Replikatmes- sungen des Null-
Verdinners/Kalibrators liegt.

Der Kauf dieses Kits berechtigt zu seiner Verwendung unter US-Patent-Nr. 4,376,110
und  4,486,530.

Tandem® und Ostase® sind eingetragene Warenzeichen von Hybritech Incorporated,
einer Tochtergesellschaft von Beckman Coulter, Inc.

*TweenisteinWarenzeichenvon|ClAmericas, Inc
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Ostase® BAP EIA

Test Immunoenzimetrico

Perla determinazione quantitativa della
Fosfatasi Alcalina Osso-specifica (BAP) nel
siero umano.

FINALITA DEL PRODOTTO

Il test immunoenzimetrico Ostase® BAP EIA & uno strumento per I'analisi in vitro per la
determinazione  quantitativa della fosfatasi alcalina osso-specifica (BAP), un indicatore
dell'attivita osteoblastica, nel siero  umano. Tale strumento viene utilizzato quale ausilio nella
gestione dell'osteoporosi postmenopausale e del morbo di Paget.

CARATTERISTICHE GENERALI
L'osso & un tessuto dinamico in cui formazione e rimozione ossea (detta anche riassorbimento)
continu- ano per tutta la vita tin un processo chiamato rimodellamento. Tale processo € una
funzione di interazioni complesse tra due tipi di cellule ossee: gli osteoblasti, responsabili della
formazione ossea e gli osteoclasti, addetti al riassorbimento. (1,3) La formazione e il riassorbimento
0sse0 sono processi interdipendenti e, in  circostanze normali, strettamente associati. (2,4) Tale
relazione € parte integrante del mantenimento della competenza biochimica dello scheletro, in tal
modo conservando l'organizzazione della struttura, forma e  forzadelleossa. (2,3,5)

Si ritiene che le concentrazioni sieriche di BAP riflettano lo stato metabolico degli osteoblasti (6,7).
Una valutazione accurata del metabolismo osseo & essenziale per la determinazione della gravita
della patologia ossea metabolica e della risposta alla terapia. | dosaggi delle concentrazioni sieriche
di BAP si sono dimostrate - uno strumento utile perla valutazione dei pazienti affetti dal morbo di Paget,
osteomalacia, iperparatiroidismo  primario, osteodistrofia renale, osteoporosi e metastasi ossee (6-
10). Le determinazioni di fosfatasi alcalina  totale sono ormai una metodica accettata per la diagnosi
e il monitoraggio dei pazienti affetti dal morbo di Paget.

Il morbo di Paget & una patologia scheletrica comune nella quale si verifica una proliferazione
focale dei normali componenti cellulari ossei. E’ piti diffuso di quanto una volta si ritenesse, in
quanto presenta  un'incidenza in alcune popolazioni del 3-4% nei pazienti di mezza eta e del
10-15% nei pazienti anziani (11). Questa patologia non colpisce i giovani. Il morbo di Paget &
nella maggior parte dei pazienti, asinto- matico e quindi spesso non & diagnosticato, salvo che non
venga evidenziato da una radiografia o da livelli - di fosfatasi alcalina sierica fuori norma, nel corso di
un esame clinico per altre cause. Nei pazienti sintomatici  la malattia si manifesta con
deformita.

Il rischio di osteoporosi, un‘altra alterazione del rimodellamento osseo, dipe
sviluppo scheletrico, dal raggiungimento di valori di picco di massa ossea, e, in se
dellesistenza, da perdita ossea. Nei bambini sani, la formazione ossga, €

formazione portando, col passare del tempo, a una oontln

(1,2,4,12). Se tale squilibrio persiste, la massa ossea pudti
risulta insufficiente a resistere alle normali sollecitazi
pamcolarmente soggetto a fratture. Questa perd| ]

iche, divenendo quindi
ea in eccesso, unita a una

enopausali a causa della deficienza
la diminuzione dei livelli di estrogeni
ione chirurgica delle ovaie. Una rapida
mbinati di uno scompenso nel rimodellamento
14-16). Negli Stati Uniti, I'osteoporosi colpisce

ienopausali ed € causa di circa 1,5 milioni di fratture

La forma pitt comune di osteoporosi si veriﬁca
di estrogeni (2,12,13). Una rapida perdita 0ss

all'anno, di cui circa 500.000 frattu i,
250.000fratture dell'anca e 200.000fratture del radiodistale (2,5,17).

La terapia ormonale sostitutiva & attualmente la piti prescritta per la prevenzione di fratture
osteoporotiche  in donne postmenopausali (4,5,18-20), sebbene molte donne non possano, o non
vogliano, awvalersi ditale terapia a causa del potenziale aumento del rischio di cancro e della ripresa
del flusso mestruale. Per questo motivo, per il trattamento dell'osteoporosi sono stati messi a punto
altri composti, quali i bifosfonati, che sono  attualmente una terapia standard per il morbo di Paget.
Le proprieta anti-iassorbimento dei bifosfonati ~ diminuiscono il rimodellamento osseo e, di
conseguenza, la perdita ossea globale.

| marker biochimici sono utili nel monitoraggio delle patologie ossee di natura metabolica.
L'idrossiprolina  urinaria e la fosfatasi alcalina totale del siero sono state utilizzate per monitorare il
trattamento del morbo di Paget. Tuttavia, I'osteoporosi rappresenta una modifica piu sottile del
processo di imodellamento osseoe - pertantosononecessari dei marker piti specifici € sensibili.

Il test Ostase® BAP EIA & uno strumento per 'analisi in vitro per la determinazione quantitativa della
fosfatasi alcalina osso-specifica (BAP) nel siero umano. Variazioni nelle concentrazioni di BAP si
sono rivelate utili nei pazienti sottoposti a terapia per alterazioni ossee di tipo metabolico (6,7,10,21,22).

PRINCIPIO DEL METODO

IItest Ostase® BAP EIA & un dosaggio immunoenzimetrico di anticorpo monoclonale in fase solida. |
campioni  contenenti BAP vengono fatti reagire con una soluzione contenente anticorpi
monoclonali BAP-specifici  marcati biotina. La reazione avviene in strisce di pozzetti in plastica
(fase solida) rivestiti con streptavidina e racchiusi in un supporto di plastica. In seguito alla
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formazione del complesso fase solida/anticorpia cattura/BAP, la micropiastra viene lavata al
fine di rimuovere la BAP non legata, e quindi incubata con un substrato enzimatico. La quantita
di turnover di su bstrato viene determinata colorimetricamente misurando  I'assorbanza della
reazione estinta a 405 nm in un lettore per micropiastre. L'assorbanza & proporzionale alla
concentrazione di BAP presente nel campione in esame. Il calcolo della concentrazione di
BAP nel campione si basa sull'analisi simultanea dei calibratori BAP e del Calibratore Zero/Diluente.

CARATTERISTICHE DEL PRODOT

Componenti 0. AC-20F1
\ 96 Tests
Coniugato 1x14 mL
Anti-BAP (IgG monocloali di to @ ina, matrice proteica bovina-equina con 0,09%
di sodio azide.
Micropiastre 12 x 8 wells
i stiti di streptavidina in un portastrip in plastica. Essiccante:

ente (0) [0] 1x 14 mL

bovina senza alcuna concentrazione rilevabile di BAP

5x1mL
proteica bovina contenente approssimativamente 7, 15, 30, 60 e 90 g di BAP
umano/L e 0,09% di sodio azide. Vedi scheda calibratori per i valori assegnati.

Controllo basso (1) 1x1mL
Matrice proteica bovina contenente approssimativamente 11 ug BAP umano/L e 0,09% di
sodio azide. Fare riferimento alla rapporto del controllo di qualita per i range assegnati.

High Control (2) [CTRL 1x1mL
Matrice proteica bovina contenente approssimativamente 45 ug BAP umano/L e 0,09% di
sodio azide. Fare riferimento alla rapporto del controllo di qualita per i range assegnati.

Concentrato di lavaggio WASHBUF 1 x 50mL
Soluzione salina tamponata con fosfato contenente Tween.
Substrato [SUBS] 1x 20 mL

p-nitrofenil fosfato in tampone stabilizzante contenente conservanti.

Reagente estinguente 1x14mL
Idrato di sodio 1 N.
Rapporto del controllo di qualita, Inserto istruzioni 1 per kit
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AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Esclusivamente per uso diagnostico in vitro.

Non pipettare per bocca.

Non mangiare, bere o fumare nelle zone di lavoro designate.

Lavarsi accuratamente le mani dopo aver manipolatoi campioni e i reagenti del kit.

Il materiale di origine umana contenuto in alcuni componenti di questo kit e stato

controllato con  metodiche approvate dalla FDA ed & risultato negativo per la

presenza degli anticorpi del virus  dellimmunodeficienza umana (HIV-1 e HIV-2),
degli anticorpi del virus dell'epatite C, nonché dell'antigene di superficie dell'epatite

B (HBsAg). Nessun metodo di controllo finora conosciuto  offre comunque una

sicurezza assoluta circa I'assenza dei virus dellHIV1, HIV2, dellEpatite B,

dellepatite C o di altri agenti infettivi. Maneggiare quindi questi reagenti come

potenzialmente infettivi (23).

6. La sodio azide pud dar luogo a reazioni chimiche pericolose. Per lo smaltimento dei
residui delle analisi attenersi scrupolosamente alle norme CDC e alle norme dilegge
inmateria (24).

7. |l Reagente estiguente di questo kit contiene 1 N NaOH, un corrosivo che causa
ustioni. Evitare il  contatto con pelle e occhi. Non ingerire né inalare. In laboratorio
indossare occhiali di sicurezza, ~guantie camice.

8. Evitare la contaminazione microbica dei reagenti quando se ne prelevano aliquote
dai flaconcini.

Ve w o oe
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CONSERVAZIONE E STABILITA

+ | reagenti Ostase® BAP EIA sono stabili fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta
della confezione, se conservati a una temperatura di 2-8°C.

¢ |l Concentrato di lavaggio e il Reagente estiguente sono stabili fino alla data di scadenza
indicata sull'etichetta se conservati a una temperatura di 2-30°C.

o Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente (18-25°C) prima del loro utilizzo. Dopo
I'uso con- servare tutti i reagenti, tranne la soluzione di Lavaggio, a una temperatura di 2—
8°C.

* |l recupero delle concentrazioni di controllo del kit deve rientrare nei range stabiliti.

¢ Le strisce di pozzetti non utilizzate devono essere riposte nel tray di plastica con
I'essiccante fornito, e conservate a 2-8°C.

* Non utilizzare i componenti del kit oltre la data di scadenza.

¢ Le suddette informazioni sulla stabilita e sulla conservazione dei campioni sono
raccomandazioni generali per I'utilizzo in una vasta gamma di applicazioni di laboratorio.
Per definire la propria gestione dei campioni e la stabilita di immagazzinaggio, ogni
laboratorio deve attenersi alle linee guida o ai requisiti delle normative regionali, nazionali
e/o federali oppure stabiliti da organismi di accreditamento. Per informazioni sulle prassi
piu appropriate, fare riferimento a CLSI GP44-A4, Procedures for the Handling and
Processing of Blood Specimens for Common Laboratory Test; Approved Guideline —
Fourth Edition.

PRELIEVO E PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

Non € necessaria una preparazione speciale del paziente.

Si raccomanda di prelevare campioni di sangue interi mediante tecniche mediche accettate.

Lasciar coagulare il campione di sangue e separareil siero mediante centrifugazione.

| campioni vanno prelevatiin modo da evitare 'emolisi.

I test Ostase® BAP EIA va effettuato su un campione di siero. La validita dellanalisi su

campioni diplasma non e ancora stata accertata.

+ Se il campione di siero deve essere analizzato entro 24-48 ore dal prelievo, conservare il
campione infrigorifero a una temperaturadi 2-8°C.

¢ In caso di periodi di conservazione piti lunghi (fino a 39 mesi), congelare i campioni ad
almeno -80°C.

Campioni di siero torbidi o contenenti particelle devono essere centrifugati prima dell'analisi.

MATERIALI NECESSARI NON FORNITI
¢ Pipettatori di precisione con puntali monouso: volume fisso o regolabile a 50, 100, e
150 yL  (x 1%). In alternativa, si possono utilizzare pipette di precisione multicanali
cuvette a V per [l'aggiunta di coniugato anti-BAP, reagente Substrato e Reagente estinguente.
Puntalimonouso per pipette da 50, 100, 150 pL

Provette per la diluizione dei campioni

Lavatore per micropiastre

Aspiratore

Acqua distillata

Timer

Contenitore per la conservazione della soluzione di Lavaggio
Lettore per micropiastre (lunghezza d’onda primaria 405 nm, sottrazi
600-650 nm)e software di riduzione dati.

¢ Rotatore orizzontale per micropiastre (da 500 rpma 900 rpm)

riduzione dati e le apparecchiature per lamanipolazione dei
vicino.

PREPARAZIONE DEI REAGENTI
¢ Portaretuttii reagenti atemperaturaambien
* Mescolare con curaireagentipri

o Utilizzare un puntale di pipett

 Soluzione di Lavaggio: pel
lavaggio a950 mL diacqua

PROCEDURA

o lltest Ostase® BAP EIA si effettua a temperatura ambiente. Portare tutti i campioni di siero e i
componenti  del kitatemperaturaambiente (18-25°C) e mescolarli bene primadell'uso.

o |l Calibratore Zero/Diluente, i calibratori e i controlli devono essere testati in duplicato nello
stesso  supporto per micropiastre.

» Poiché il termine di ciascuna incubazione arresta la reazione in corso, (es. legame di
anticorpi o tumover di substrato), per una corretta calibrazione dellanalisi i tempi di
incubazione devono essere  gli stessi per tutti i pozzetti.
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La procedura d'analisi € la seguente:

1. Contrassegnare le strip d'analisi e i supporti in modo adeguato e caricare le strip nei
relativi supporti. Per ciascuna analisi testare in duplicato ciascuno dei 6 calibratori e
i controlli alto e  basso.

2. Pipettare 50 pL del Calibratore Zero/calibratori B-F/controlli/campioni dei
pazientisul  fondodei relativi pozzetti.

3. Pipettare 100 pL di coniugatoin ciascun pozzetto.

Incubare per 1 oraa 18-25°C su un rotatore orizzontale regolato a 500-900 rpm.

5. Lavareipozzetti della micropiastra 3 volte nel seguente modo:

a) Aspirare il liquido dalla prima striscia.

b) Pipettare 300 uL di soluzione diLavaggionella prima striscia.
¢) Repetere le fasia e b per tutte le altre strisce.

d) Repetere due volte le fasia e c.

6. Dispensare 150 L di reagente Substrato in ciascun pozzetto. Procedere
immediatamente alla fase successiva.

7. Incubare per 13-15 minuti a 18-25°C su un rotatore orizzontale regolato a 500-
900 rpm. Procedere immediatamente alla fase successiva.

8. Dispensare 100 L di Reagente estiguentein ciascun pozzetto.

9. Leggere l'assorbanza di ciascun pozzetto a 405 nm in un lettore per
micropiastre, sot- traendo la lettura del bianco a 600-650 nm per ciascun
pozzetto. Leggere la micropiastra entrod oradall'estinzione della reazione.

10. Calcolare i risultati cosi come d el paragrafo "Strumentazione e
Calcolo dei Risultati".

+

COMMENTI PROCEDUR
Nota sul lavaggio defle mi

est immunoenzimetrici richiedono un lavaggio

icorpi marcati biotina non legati. Pertanto &

ciascun pozzetto, asciugando tutte le goccioline della
deirisultati ottimali.

a cPhtenere una concentrazione di BAP superiore al calibratore
iohe dovra essere diluito con il Calibratore Zero/Diluente ed

+¢ preferibile diluire i campioni di siero che contengono concentrazioni di BAP

uperiori al calibratore piti elevato, in modo che il campione diluito abbia un valore

periore a 10 ug di BAP/L.

oiché I'assorbanza € funzione della temperatura e della durata dell'incubazione del
reagente Substrato, € molto importante che tale incubazione sia identica per tutti i
pozzetti/Le micropiastre. Cio si pud ottenere assicurandosi che il tempo necessario
per pipettare i reagenti dall'inizio alla  fine — senza interruzioni — sia esattamente lo
stesso sia per I'aggiunta del reagente Substrato, che per I'aggiunta del Reagente
estinguente. Per migliori risultati, il tempo necessario per I'aggiunta di  tali reagenti non
deve superare i 90 secondi, e 'incubazione totale del substrato non deve superare 15
minuti.

4. Per maggiore praticita, per dispensare coniugato, soluzione di Lavaggio, reagente
Substrato e Rea-  gente estiguente € possibile utilizzare un pipettatore a ripetizione o
multicanale. Si raccomanda di  utilizzare pipette con puntali monouso per pipettare i
calibratori, i controlli € i campioni. Cambiare il puntale della pipetta dopo aver pipettato
ciascun campione, al fine di evitare un potenziale car- ryover di campione e la
contaminazione dei reagenti o dei campioni.

5. Non mischiare materiali provenienti da lotti diversi.

STRUMENTAZIONE E CALCOLO DEI RISULTATI
| risultati si possono calcolare con metodi computerizzati o manualmente su carta
millimetrata  lineare.

Metodo computerizzato

Si consiglia di utilizzare una curva punto-a-punto. Un software punto-a-punto che collega con
una linea retta la media dei replicati dei calibratori — incluso il calibratore 0 (BAP/L) — da
buoni risultati con le procedure e i metodi di calibrazione descritti. Per informazioni pit
dettagliate sulla riduzione dei dati  computerizzata consultare il rappresentante piti vicino.

Metodo manuale

La curva di calibrazione Ostase® BAP EIA pud essere costruita manualmente su carta
millimetrata lineare inserendo I'assorbanza media per ciascun calibratore sullasse delle
ordinate e la concentrazione di BAP nel calibratore sullasse delle ascisse. Tracciare una
curva punto-a-punto che passi per i punti di calibrazione. Non forzarela curvain unalinea
retta.

Per determinare la concentrazione di BAP nei controlli e nei campioni dei pazienti, tracciare
una linea orizzontale dal valore di assorbanza per il campione in esame alla curva di
calibrazione. Al punto d'intersezione tra la linea orizzontale e la curva, tracciare una linea
verticale sull'asse delle ascisse e leggerelaconcentrazione di BAP.

Se, per qualunque replicato del campione, 'assorbanza & superiore allassorbanza del
calibratore  piti alto, il campione deve essere diluito e rianalizzato. La concentrazione
osservata del campione diluito - deve essere moltiplicata per il fattore di diluizione.
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Dati esemplificativi
Pozzett Ass. Media BAP
n. Descrizione 405 Nm Ass. pg/L
1 Calibratore (0) 0,193
2 0,187 0,190 0,0
3 Calibratore (1) 0,401
4 0,402 0,402 72
5 Calibratore (2) 0,595
6 0,572 0,584 15,5
7 Calibratore (3) 0,908
8 0,866 0,887 31,9
9 Calibratore (4) 1,499
10 1,460 1,479 58,4
11 Calibratore (5) 2,000
12 2,051 2,026 85,8
13 Campione paziente 0,911 33,0
250 — Grva di esempio
2,25 |
2,00
175
1,50

Ass. a 405 nm
R
1

|
|
1
1| Campione pazienfe
1
1
1
1

T T 1T T 1T T T T"1
10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100

pg BAP/L

CONTROLLO QUALITA E ACCETTABILITA DEI RISULT

Le corrette pratiche di laboratorio prevedono I'uso di campioni di controlloSihira-s e
assicurare la validita di tutti i reagenti e protocolli. Il kit anticorpale Ostase® BAP con

dei controlli che servono  a verificare la validita del sistema.
1. lIrecuperodelle concentrazioni di controllo deve rientrare nei range stab
2. Il coefficiente di variazione (%CV) dei valori di assorbanza a 405

LIMITI DELLA PROCEDURA

Interferenza HAMA: Alcuni individui possiedono anticorp
possono causare interferenza in analisi che utilizzanoya
& stato osservato
diagnostiche che prevedono
risultati errati in tali analisi. Pertanto, i risultatl
utilizzati esclusivamente insieme ai gisultafi,di
clinico del paziente.

Con il test Ostase® BAP El
attivita ALP  epatica forni
campioni di siero con valori

elénali di topo, possono generare
IA di tali pazienti dovranno essere

amente elevati di attivita ALP epatica possono
produrre risultati elevati con il t se® BAP EIA. | pazienti con alterazioni ossee
metaboliche che presentano bassi¥ livelli di attivita patologica possono  avere delle
concentrazioni ALP osso-specifiche che rientrano nei valori attesi del test Ostase® BAP EIA.

| risultati del test Ostase® BAP EIA devono essere utilizzati esclusivamente insieme ai dati del
quadro clinico dei pazienti e di altre procedure diagnostiche. Pertanto, il test Ostase® BAP EIA
non & consigliato come  procedura di screening per rilevare la presenza di osteoporosi nella
popolazione in genere. inoltre, il test Ostase® BAP EIA non puo essere utilizzato per valutare
il tasso di formazione ossea e di imodellamento - osseo.

VALORI ATTESI

| risultati BAP riportati nella sezione Valori Attesi e Studi Clinici sono stati generati col test
Tandem-R Ostase. Tuttavia, uno studio comparativo fra le analisi Ostase® BAP EIA e Tandem-
R Ostase ha dimostrato una buona concordanza fra le analisi (y = 1,02x + 0,28, r=0,9700, n =
136).

Il test Tandem-R Ostase ¢ stato valutato in studi effettuati in 6 centri di analisi a cui hanno
partecipato  soggetti adulti apparentemente sani di eta compresa tra 20 e 89 anni. La tabella
seguente mostras la oncentrazione media di BAP, la deviazione standard (DS), la mediana e il
95° di percentile di uomini (N =217), donne premenopausali (N =228) e donne postmenopausali
(N=529).
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Riepilogo delle concentrazioni di BAP in adulti apparentemente san *

Media Median BAP 95°
N BAP Ds aBAP Percentile
ug/L Hg/L Hg/L
Uomini 217 12,3 43 11,6 20,1
Donne
Pre- 228 8,7 2,9 8,5 14,3
menopausali
Donne
Post- 529 13,2 47 12,5 22,4
menopausali

* Risultati ottenuti con il test immunoradiometrico Tandem-R Ostase

| risultati della tabella mostrano che le concentrazioni medie di BAP nella popolazione di
donne postmenopausali sono piti elevate rispetto alle concentrazioni medie di BAP nelle donne
premenopausali  (p < 0,0001). Questo aumento della media BAP riflette lincremento di
rimodellamento osseo associatoa carenza di estrogeni nella popolazione postmenopausale
rispetto a quella premenopausale (2,8,12, Tuttavia, si registra una considerevole
sovrapposizione dei valori di BAP nelle po

Distribuzione delle i d
25 Y

20

Donne Denne post-M Uomini
[N =228 [N =529 N=217]
pre-M = premencpausale post-M = posimenopausale
* Risultedi ofienuti con il test immunoradiometrico Tandem® Osiose

Per ciascuna delle popolazioni indicate nello schema: 1) Le linee orizzontali di ciascun
riquadro rappresentano le concentrazioni mediane; 2) | margini superiori e inferiori di
ciascun riquadro rap- presentanoirange interquartili—ciog, il margine superiore delimita
il 25% dei valori al di sopradella  mediana, mentre quello inferiore delimita il 25% dei
valori al di sotto della mediana; 3) La punta di ciascun "baffo" inferiore rappresenta la
concentrazione del 5° di percentile, mentre la punta di ciascun  baffo superiore rappresenta
laconcentrazione del 95° di percentile.

I range di osservazione sopra riportati sono rappresentativi unicamente di questo studio e non
riflet- - tono necessariamente i range di un determinato laboratorio. Ciascun laboratorio dovra
pertanto stabilire il proprio intervallo di riferimento.

STUDI CLINICI

Morbo di Paget

Sono stati effettuati degli studi comparativi per confrontare le concentrazioni di BAP nel siero
ottenute  mediante il test Tandem-R Ostase con i risultati ottenuti mediante due metodiche
elettroforetiche attual-  mente in commercio e due analisi di attivita enzimatica della fosfatasi
alcalina totale (TAP). Questi studi - sono stati effettuati presso dei centri clinici di ricerca su
100 campioni di pazienti affettidamorbodi  Paget. Il coefficiente di correlazione (r) traiil test
Tandem-R Ostase e le metodiche elettroforetiche € risul-  tato pari a 0,9418, mentre il
coefficiente di correlazione (r) tra Tandem-R Ostase e le analisi di attivita enzimatica della
fosfatasi alcalina totale € risultato 0,9459.

Osteoporosi Postmenopausale — Terapia con i Bifosfonati

E’ stato effettuato uno studio su pazienti affetti da osteoporosi clinicamente definita e sottoposti
a terapia con un bifosfonato (sodio alendronato), allo scopo di dimostrare la capacita
dell'analisi Tan- dem-R Ostase di riflettere alterazioni del rimodellamento osseo in seguito a
terapia per I'osteoporosi  postmenopausale. Si trattava di uno studio multicentrico, prospettico,
in doppio ciecoe controllato verso  placebo (25). Piu avanti sono indicati i risultati dei soggetti
che sono stati randomizzati per il placebo (N =148) o per I'alendronato 10 mg (N =74). Tutti
i soggetti hanno assunto integrazioni quotidiane di calcio di 500 mg. | valori di densita
minerale ossea (DMO) sono stati ottenuti a livello di colonna  vertebrale lombare mediante
densitometria a doppio raggio fotonico, mentre le determinazioni di BAP  seriale sono state
calcolate conil test Tandem Ostase.
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Le variazioni percentuali medie rispetto ai valori iniziali e le barre di errore standard per la
DMO  nel gruppo del placebo e in quello sotto trattamento sono indicate a ciascun tempo di
valutazione nella  figura sotto riportata. Dopo 24 mesi nel gruppo dell'alendronato si & osservato
un incremento del 7,8% della DMO rispetto ai valori iniziali, indicando quindi che la terapia
con bifosfonati ha avuto effetti positivi a livello osseo. Come ci si attendeva, dopo 24 mesi nel
gruppo trattato con placebo e integrazioni  di calcio si & registrata una riduzione dello 0,8% della
DMO.
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Il sommario seguente riporta le concentrazioni seriali di BAP misurate per due anni con il test
Tan- dem Ostase nei gruppi trattati con placebo e con alendronato 10 mg. Le riduzioni
percentuali medie rispetto ai valori iniziali e le barre di errore standard per la BAP dei gruppi
del placebo (valore di BAP iniziale = 17,7 pg/L + 6,0) e dell'alendronato (valore di BAP
iniziale = 17,0 pg/L £ 4,6) sono indicate a ciascun tempo di valutazione. | dati mostrano una
riduzione tempo-dipendente delle concentrazionidi  BAP per il gruppo trattato con alendronato,
che raggiunge il nadir dopo 6 mesi. Come ci si attendeva, si & osservato un lieve cambiamento
temporaneo nei livelli del marker nel gruppo trattato con placebo e integrazioni di calcio (26,27).
La riduzione e conseguente stabilizzazione delle variazioni di BAP nel gruppo trattato co
alendronato indicano che si € raggiunta una nuova fase di stabilita nel rimodel- lamento osseo
a seguito della terapia con bifosfonati (24,28,29).
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Le riduzioni delle concentrazioni di BAP osservate per il gruppo trattato con alendronato,
misurate con il test Tandem Ostase, sono significativamente diverse rispetto ai valori iniziali
(p < 0,0001) gia dopo 3 mesi e a tutti i successivi tempi di valutazione (6, 12, e 24 mesi). Al
contrario, le concentrazioni di BAP si sono ridotte dell'11% a 3 e 6 mesi nel gruppo del placebo
e sono ritornate ai valori iniziali dopo 24 mesi.

Per avere significanza clinica, la variazione percentuale fra due valori di marker sierici deve
superare sia la variazione biologica (intra-soggetto) del marker che la variazione analitica
dell'analisi (30). Tale soglia viene indicata come variazione percentuale minima. Variazioni
percentuali di un marker che vanno oltre la variazione percentuale minima possono essere
attribuite a un cambiamento nello stato clinico del soggetto, quale la risposta alla terapia (30).
La variazione percentuale minima per un marker biochimico € stata descritta da Soletormos
(30) e altri (31) con la formula:

variazione minima percentuale = V2 x Zx,/CVpZ? + CVq?

dove: CVp € la variabilita intra-soggetto, CVa & I'imprecisione dell'analisi, e Z & la Z-
statistica, che  dipende dalla probabilita scelta per la significativita e dal fatto se la
variazione attesa & unidirezionale (Z=1,645) o bidirezionale (Z=1,96).
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La variabilita intra-soggetto del test Tandem Ostase € stata determinata su campioni di
siero proveni-  enti da 17 donne sane postmenopausali, prelevati ogni giorno per un
periodo di 5 giorni. Il coefficiente  biologico medio di variazione € risultato pari a4,2%.
