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URCENY UCEL POUZITI

Orion Diagnostica UniQ PINP RIA je kvantitativni radioimunoanalyticky
test urCeny pro méfeni koncentraci intaktniho aminoterminalniho
propeptidu prokolagenu typu | (PINP), indikatoru osteoblastické aktivity,
v lidském séru. Test je uren k pouziti jako pomocnik pfi sledovani
postmenopauzalni osteopordzy. Pro diagnostické pouZiti in vitro.

SOUHRN A VYKLAD

Kolagen typu |, ktery je syntetizovan fibroplasty a osteoblasty, je
nejrozSirenéjSim typem kolagenu v téle a je jedinym typem kolagenu,
ktery se vyskytuje v mineralizované kosti, kde predstavuje vice nez 90 %
organické kostni hmoty. Protoze kost je hlavnim kolagenovym organem
a béhem zivota metabolicky vysoce aktivnim, nejvetsi Cast
syntetizovaného kolagenu | pochazi z kostnich osteoblasta.

Kolagen typu | je odvozen z vétSiho proteinu, kterym je prokolagen typu
I, ktery je slozen ze tfi aminokyselinovych fetézcu svinutych do helixu ve
tvaru tyCky. Kolagen typu | ma propeptidova prodlouzeni na obou
koncich molekuly, ktera se odstépuji pomoci specifickych proteinaz pred
tim, nez jsou takto usporadané molekuly usporadany do kolagenovych
vlaken. Oba propeptidy lze nalézt v krevnim obéhu, kde jejich
koncentrace v zasadé odrazi rychlost syntézy kolagenu typu I. UniQ
PINP RIA test méfi sérovou koncentraci aminoterminalniho propeptidu
prokolagenu typu | (PINP)." Protoze je koncentrace tohoto
prodlouzeného propeptidu pfimo umérna mnozstvi kolagenu umisténého
do kosti, Ize jej pouzit k hodnoceni kostni formace.

Béhem kostni formace je kostni matrice produkovana pfed tim, nez se
objevi mineralizace, proto je PINP ¢asnym markerem kostni formace.
Kostni alkalicka fosfataza, bunéfny membranovy enzym pfitomny
v preosteoblastech a osteoblastech, je dalSim cCasnym markerem
osteoblastické aktivity’. Osteokalcin je pozdé&j§i marker osteoblastické
diferenciace, ktery se objevuje ve fazi mineralizace kosti. ®

Kostni tkan je znacné metabolicky aktivni a béhem celého Zivota dochazi
ke stalé remodelaci. Remodelace kosti se dosahuje dvéma
protichudnymi déji: kostni formaci a kostni resorpci, které jsou za
normalnich podminek spolu Uzce svazany. Nemoci kostniho
metabolizmu jsou charakteristické nerovnovahou kostniho obratu a Casto
dochazi k neprovazanosti mezi kostni formaci a kostni resorpci®.
Indikatory obratu kolagenu typu |, jako je PINP, jsou velmi uziteCné
k vySetfovani skeletalni remodelace za normalnich i abnormalnich
podminek. Test UniQ PINP RIA poskytuje citlivy nastroj k hodnoceni
zvy$eného kostniho obratu u postmenopauzalnich Zzen®® a m(ze byt
casteCné uspesnym nastrojem pro monitorovani vlivu antiresorpCni a
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anabolické terapie na kostni metabolizmus'®?'. Stanoveni PINP bylo
pouzito i k detekci zvySené zmény aktivity kolagenu typu | u onemocnéni
jako je napf. Pagetova kostni choroba’*?* a u kostnich metastaz
rakoviny. Stanoveni PINP mulze byt uzite€né k hodnoceni kostni
metastatické aktivity a k predikci preziti.>>?’

PRINCIP TESTU

Test UniQ PINP RIA firmy Orion Diagnostica je zalozen na technice
kompetitivni radioimunoanalyzy. Znamé mnozZstvi znaCeného PINP
a neznamé mnozstvi neznaCeného PINP soutéZzi o omezeny pocet
vysoce afinitnich vazebnych mist polyklonalni krali€i protilatky proti
PINP. K separaci PINP navazaného na protilatku a volného PINP se
pouziva sekundarni protilatka proti kraliCimu IgG navazana na kaolinové
Castice. Radioaktivita navazaného znaCeného antigenu (radioindikatoru)
je méfena na gamma-cita€i. Mnozstvi znaCeného PINP v zkumavce se
vzorkem je nepfimo umérné mnozstvi PINP ve vzorku. Koncentrace
PINP v neznamych vzorcich se odecCtou z kalibraCni kfivky, ktera se
testuje soubézné pomoci UniQ PINP RIA kalibratord obsahujicich od 0
do 250 pl/l PINP.
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REAGENCIE

Kazda souprava obsahuje dostateéné materialy pro 100 zkumavek.

Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE

MNOZSTVi

SKLADOVANI

PINP RIA TRACER:
RADIOINDIKATOR PINP RIA:
Pfipraven k pouZziti.
Radioindikatorem je [**°I]- zna&eny
PINP v PBS tlumivém roztoku
(fosfatem pufrovany fyziologicky
roztok).

NaN; a Cervené barvivo.

1 lahvicka
22 ml
Radioaktivita <200kBq

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

PINP RIA ANTISERUM:
ANTISERUM PINP RIA:
Pfipraveno k pouZiti.

Krali¢i antisérum v PBS tlumivém
roztoku.

NaN3; a modré barvivo.

1 lahvicka
22 mi

Pri teploté 2 — 8°C do data
expirace.

PINP RIA CALIBRATORS:
KALIBRATORY PINP RIA:
Pfipraveny k pouZziti.

Koncentrace PINP 0; 5; 10; 25; 50;
100 a 250 pg/l v PBS tlumivém
roztoku.

NaNs,

Kalibrovano proti interné pripravené
master kalibracni soupravé.

7 lahvicek
0,5 ml

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

PINP RIA CONTROLS 1&2:
PINP RIA KONTROLY 1&2:
Lyofilizované lidské serum.
NaNs.

Ocekavané hodnoty jsou uvedeny na
zvlastnim listé.

2 lahvicky

Rekonstituovat
1 ml destilované nebo
deionizované vody

Pfi teploté 2 — 8°C

6 tydnu po rekonstituci.
DelSi dobu skladuijte pfi
teploté -20°C.

Vyhnéte se opakovanému
zmrazovani a
rozmrazovani.

PROCOLLAGEN SEPARATION
REAGENT: PROKOLAGENOVA
SEPARACNIi REAGENCIE:

Pfipravena k pouZziti.

Separacni reagencii je suspenze
sekundarni protilatky kovalentné
vazané k pevné bazi.

NaNs,

1 lahvicka

60 ml

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

Reagencie obsahuji NaN; jako konzervacni Cinidlo, Ctéte “Upozornéni a

varovani“.
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Upozornéni a varovani

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouziti in vitro. Neni uréeno pro
interni nebo externi pouziti u lidi nebo u zvifat.

Pouzivejte pouze soucasti jedné soupravy. Nemichejte soucasti s
navazanou protilatkou z riznych Sarzi souprav. Reagencie nepouzivejte
po expiracni dobé soupravy.

Zmeény fyzikalniho stavu reagencii nebo ve sklonu kalibracni kfivky nebo
hodnoty kontrolniho séra mimo rozmezi pfipustné vyrobcem mohou byt
indikatorem nestability reagencii. Reagencie nepouzivejte, jestlize mate
podezfeni na zhorSeni stavu reagencii.

Nepipetujte usty. Pfi praci s radioaktivnim materialem je zakazano jist,
pit nebo koufit. Pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny
odév. Zabrante kontaktu s kUzi a oCima. Po skoCeni prace s témito
latkami si dukladné umyjte ruce. Ukapnuty material je nutno okamzité
omyt velkym mnozstvim vody a dekontaminovat dle pfisluSnych nafizeni
pro likvidaci nehodou ukapnutych materialu.

Se vSemi reagenciemi pracujte a také je likvidujte dle pfislusnych
predpisU.

VAROVANI 2: Souprava obsahuje '*°|I (pologas rozpadu Ty, 60 dni)
emitujici 35,5 keV gama zareni a 27 - 32 keV rentgenového zareni.
Radioaktivni material obsazeny vtéto soupravé mohou pfijimat,
skladovat a pouzivat pouze lékafi, klinické laboratofe, vyzkumné ustavy
nebo nemocnice a mohou byt pouzivany pouze pro klinické nebo
laboratorni testovani in vitro, které nezahrnuje interni ani externi
podavani materialu nebo radiace z néj pramenici lidem nebo zvifatim.
VSechny radioaktivni materialy skladujte a manipulujte s nim jen na
mistech ktomu urCenych. Prodej, skladovani, pouzivani nebo
manipulace s radioaktivnim materialem podléha zakonim v zemi
uzivatele nebo nafizenim United States Nuclear Regulatory Commission
(NCR) nebo nafizenim pfislusného mistniho regula¢niho ufadu.
Ukapnuty radioaktivni material je nutno okamzité setfit detergentem
a kontaminované Cistici materialy umistit do sbérné nadoby
pro radioaktivni odpad nebo likvidovat podle doporuceni Statniho uradu
pro jadernou bezpec€nost.

Pevny nebo suchy radioaktivni odpad musi byt likvidovan podle
prislusnych predpisu.

Prostudujte si predpisy pro jadernou bezpecnost a nafizeni pfisluSsného
uradu pro manipulaci a likvidaci radioaktivnich materiald.

Radioaktivni material, ur€eny do odpadu, musi byt likvidovan v souladu s
platnymi pravnimi pfedpisy v daném state.
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VAROVANI 3: Se v8emi vzorky pacientd je nutno pracovat jako
s potencialné infekénim materidlem. Vychozim materialem pro
kalibratory je lidska krev, ktera byla testovana a shledana negativni na
HBsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV protilatky. Vzhledem k tomu, Ze zadny
znamy test nemuze dat jistotu, Ze material neni infekeni, pracujte s nim
jako s materialem potencialné infekénim.

VAROVANI 4: Reagencie obsahuji azid sodny (NaN;) jako konzervaéni
Cinidlo. Lyofilizované reagencie obsahuji < 1% azidu sodného.
Nevdechujte, nepolykejte, a zabrante kontaktu s kuzi. Prodlouzenim
expozice se zvySuje nebezpeCi vazného poskozeni zdravi. Po
rekonstituci obsahuji kalibratory < 0,1% azidu sodného, coz se za
Skodlivou koncentraci nepovazuje.

Azid sodny mulze reagovat s olovénym nebo médénym potrubim za
tvorby vysoce explozivnich azidl pfislusnych kovl. Jako prevenci tvorby
a usazovani azidd v potrubi oplachnéte vSe pred likvidaci velkym
mnozstvim vody. Navic by mélo byt kovoveé potrubi oplachnuto také 10%
hydroxidem sodnym. Pfi kontaktu s kyselinami tvofi NaN; toxické vypary.

ODBER VZORKU

Pfed odbérem vzorku neni nutna zadna specialni pfiprava pacienta.
Pouzivejte sérum, asepticky odeberte vendzni krev za dodrzeni béznych
bezpecnostnich opatfeni. Test neprovadéjte se vzorky plazmy.

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANi VZORKU

Po odbéru vzorku nechte krev srazit a separujte sérum centrifugaci.
Vzorky sér se mohou skladovat az 5 dnu pfi teploté 2 — 8°C. DelSi dobu
skladujte pfi teploté -20°C a méné. Je tfeba se vyhnout opakovanému
zmrazovani a rozmrazovani vzorku.

Vzorky s vysokou koncentraci PINP mohou byt fedény fyziologickym
roztokem.
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PRACOVNIi POSTUP

Pozadovany material
Seznam reagencii - viz. sekce Reagencie.

Potfebny material, ktery neni sou€asti soupravy:

MIKROPIPETY (pro pfesné davkovani 50 ul, 200 ul, 500 ul a 1000 pl)
TESTOVACI ZKUMAVKY (z polystyrenu, napf. 12 x 75 mm)
BUNICITA VATA

KRYCI FOLIE PARAFILM

VIBRACNI MICHADLO

VODNI LAZEN (s teplotou 37+ 1°C)

DEKANTOVACI STOJANEK

CENTRIFUGA (s odstfedivou silou nejméné 2000 g, nejlépe chlazena)
GAMA-CITAC

DESTILOVANA NEBO DEIONIZOVANA VODA

Rekonstituce kontrol

VSechny lahvicky s reagenciemi, dfive nez je otevriete, vytemperujte na
pokojovou teplotu (18 - 25°C). Kontroly rekonstituujte pfidavkem 1,0 mi
destilované nebo deionizované vody do kazdé lahviCky. Zaviete vicko a
dikladné promichejte jemnym krouzenim nebo pFevracenim, zamezte
pfitom tvorbé pény. Pfed pouzitim nechte stat 30 minut.

Podrobny popis postupu

1.

Pfed pouzitim vytemperujte vSechny reagencie a vzorky na
laboratorni teplotu (18 — 25 °C). VSechny reagencie pred pouzitim
dobre promichejte jemnym prevracenim.

Oznacéte polystyrénové zkumavky v duplikatech pro nespecifickou
vazbu (NSB), kalibratory, kontroly, pacientské vzorky a zkumavky
pro celkovou aktivitu.

Napipetujte do kazdé zkumavky 50 pl kalibratoru, kontrolniho a
pacientskeho vzorku. Do zkumavek pro stanoveni nespecifické
vazby (NSB) lIze pipetovat jakykoliv pacientsky vzorek nebo
kalibrator O ug/l.

Do vSech zkumavek pridejte 200 pl radioindikatoru PINP RIA
(Cerveny).

Do vSech zkumavek kromé NSB a celkové aktivity napipetujte 200
ul roztoku antiséra PINP RIA (modry). Do zkumavek uréenych pro
stanoveni NSB pfidejte 200 ul destilované nebo deionizované
vody.
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6. Obsah vS8ech zkumavek dudkladné promichejte na vibracnim
michadle, zkumavky prekryjte folii a inkubujte 2 hodiny pfi
37x1°C.

7. Prokolagenové separacCni Cinidlo nejprve duikladné promichejte
Setrnym prevracenim lahvi€éky dnem vzharu a pridejte po 500 pul
do v8ech zkumavek kromé zkumavek na celkovou aktivitou.

8.  Obsah zkumavek dukladné promichejte (na vibracnim michadle)
a inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté.

9. Centrifugujte vSechny zkumavky kromé zkumavek pro celkovou
aktivitu 15 minut pfi 2000 g pfi teploté v rozmezi 4 - 20°C
(doporu€ovana teplota je 4°C).

10. Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové
radioaktivity, dekatujte. Jemné klepnéte zkumavkami do bunicité
vaty a ponechte nékolik vtefin odkapat, aby se odstranil i posledni
zbytek kapaliny. Dejte pozor, aby nedoslo k dekantaci srazeniny.
Zkumavky jednou otocené nazpét jiz znovu dnem vzhlru
neotacejte. Pokud ve zkumavkach zustanou zbytky kapaliny,
zpusobi to rozptyl v hodnotach replikatd a chybné hodnoty.

11. Zmeérte radioaktivitu vSech zkumavek pomoci gamma-CitaCe po
dobu 1 minuty.

12. Vypoctéte vysledky podle postupu uvedeného v Casti ,VypocCet
vysledkd®.

ZAJISTENI JAKOSTI

VSem Kklinickym laboratofim je v ramci interniho programu zajistovani
jakosti doporuCovano provadét kontrolu postupu stanovenim koncentraci
pfi horni i pfi dolni hranici kalibraCni kfivky. Souprava UniQ PINP RIA
obsahuje dva kontrolni materialy: PINP RIA kontroly 1 a 2. OCekavané
rozsahy kontrol jsou uvedeny na zvlastnim letaku, dodavaném se
soupravou. DoporuCuje se, aby si kazda laboratof stanovila vlastni
pfijatelny rozsah vnitfnich kontrol pouzivanych v dané laboratofi. Stfedni
hodnota rozsahu kontrolnich vzorklli ma spadat do stanoveného rozsahu
uvadéného vyrobcem. Pro stanoveni hodnot kontrolnich vzorkl se
doporuCuje pouzit soupravy nejméné dvou rdznych Sarzi. Poté, co se
stanovi rozsah kontrol, musi se kontroly analyzovat v duplikatech pfi
kazdém stanoveni.
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VYPOCET VYSLEDKU

PFi automatickém vypoctu vysledkd doporu€ujeme pouzit funkci spline.
Vysledky Ize také odeCist manualné z kalibraéni kfivky vynesené
v semilogaritmickych souradnicich.

Vypoctéte stiedni hodnotu impulst pro vSechny kalibratory, vzorky,
kontroly a nespecifickou vazbu.

Vypoctéte % (B/B,) podle vzorce:

(Cetnost kalibratoru nebo vzorku - NSB) x 100
% (B/By) =

(Cetnost nulového kalibratoru - NSB)

kde B je navazana radioaktivita vzorku nebo kalibratoru, B, je navazana
radioaktivita kalibratoru 0 a NSB je radioaktivita nespecifické vazby.

Vyneste kalibraCni kfivku na semilogaritmicky papir z hodnot % (B/By)
na ose y a odpovidajicich koncentraci PINP (ug/l) kalibratort na ose x.

Stanovte koncentrace PINP v neznamych vzorcich odecCtenim z
kalibraCni krivky.

Pokud je u vzorku stanovena hodnota nizSi nez je hodnota

nejnizSiho kalibratoru, méla by byt nahlasena hodnota ve
stanovené vysi.

Kazdy vzorek se stanovenou hodnotou vyssSi, nez je hodnota

nejvyssiho kalibratoru, musi byt naredén a znovu stanoven. Po
nafedéni musi byt hodnoty opraveny pouzitim fediciho faktoru.
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Obr. 1
Typicka kalibraé€ni kfivka.

Tato kalibraCni kfivka je pouze orientacni.

Tabulka 1

Vypocet vysledkl pfi pouZiti typickych

udaja.

jakychkoli vysledkl vzorku.

Tato data jsou pouze orientacni a
nesmi byt pouzita pro vypocet

1 10 100
PINP (pg/l)

Zkumavka Pramé | Cpm - | %B/B, PINP
rcpm NSB (ngll)

Celkova 50970

aktivita

NSB 845

Kal. 0 pg/l 28330 27485

Kal. 5 pg/l 25343 24498 89.1

Kal. 10 ug/l 22134 21289 77.5

Kal. 25 ug/l 15344 14499 52.8

Kal. 50 ug/l 9897 9052 32.9

Kal. 100 pg/l 6095 5250 19.1

Kal. 250 ug/l 3379 2534 9.2

Nezn.vz. 1 10725 9880 35.9 44.6

Nezn.vz. 2 4572 3727 13.6 157

OMEZENi PRACOVNIHO POSTUPU

Vysledky, ziskané touto soupravou, musi byt pfi stanoveni diagnozy a
dalSiho IéCebného postupu pouzity pouze ve spojitosti s ostatnimi
relevantnimi klinickymi informacemi. Proto se souprava UniQ PINP RIA

nedoporucuje

pro pouziti pfi screeningu k detekci osteoporozy u obecné populace.

Pokud vyhodnocujete postupné odebirané vzorky, odebirejte je ve
stejnou denni dobu, protoze dochazi k diurinalnimu kolisani PINP a

nocni hodnoty jsou vyssi.

Kolagen typu | je také syntetizovan fibroplasty a proto muze byt nalezen
v fidkych pojivovych tkanich spolu s ostatnimi typy kolagenu. Protoze je
vSak kost hlavni kolagenovy organ a je v pribéhu zZivota metabolicky

aktivni, vétsina cirkulujiciho PINP ma plivod v osteoblastech?®®.

PINP je metabolizovan v jatrech®®. Vazné onemocnéni jater muze ovlivnit
jejich procCistovaci schopnost a zpusobit tak zvySené sérové hodnoty

PINP.°

Jako u veétSiny souprav, které pouzivaji sekundarni protilatku, vzorky
obsahuijici protilatky (napf. heterofilni protilatky) reagujici s krali¢im nebo
kozim IgG, mohou zpUsobit chybné vysledky.

11
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OCEKAVANE HODNOTY

Z davodu etnické, dietni a vékové ruznorodosti nemusi tyto referenéni
meze odpovidat celé populaci. Rozsahy sledovani, uvedené nize, jsou
pouze orientaéni, a neodpovidaji nutné rozsahum, které budou
pozorovany v dané oblasti.

Soupravou UniQ PINP RIA byly stanoveny hodnoty sérovych hladin
PINP u zjevné zdravych dospélych FinG bilé pleti. K vypoctu
referenCnich intervald pro dolni a horni meze bylo pouzito
neparametrické metody doporuéené IFCC.%*

Kazda laboratof by si méla stanovit své vlastni rozmezi oCekavanych
hodnot pro mistni populaci.

Tabulka 2 Referencni hodnoty koncentraci PINP v séru

Zeny Zeny po Muzi
menopauze*
Veék, roky 25-44 52 - 62 22 - 65
Pocet sledovanych osob 210 383 323
Prameér 42 ugl/l 48 g/l 45 ug/l
Median 39 ug/l 45 pg/l 43 g/l
Referenéni interval** 19 - 83 g/l 16 — 96 g/l 22 — 87 ugll
0,95 -intervaly spolehlivosti | 14 — 23 g/l 15-19 ug/l 20 — 25 ug/l
pro dolni referenéni mez | 71 — 96 g/l 87 — 103 ug/l 77 — 94 ugl/l
pro horni referencni mez

* Min. 3 roky po menopauze

** Referencni interval = 0,025 a 0,975 fraktil(.
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Obrazek 2

Grafické znazornéni rozdéleni koncentraci PINP u zdravych dospélych jedincu.
Horizontalni linie v kazdém ramecku pfedstavuje hodnotu medianu, zatimco spodni a
horni meze ramecku pfedstavuji interkvartilni rozsahy, t.j. hodnoty 25% nad a pod
hodnotou medianu. Konce Car pfedstavuji meze referencniho rozsahu (fraktaly 0,025
a 0,975).
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Zeny Zeny po Muzi
ve véku menopauze. 22 - 65
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(n =210)

Vysledky uvedené vysSe ukazuji, ze koncentrace PINP v populaci zen po
menopauze jsou zvysene ve srovnani s koncentracemi u Zen ve veku 25
— 44 let (p = 0,0005, Mann Whitney). Tento vzrast koncentrace PINP
odrazi vzrast remodelace kosti spojeny s nedostatkem estrogenu u
postmenopauzalni populace ve srovnani s mladsSi populaci. Nicméné
dochazi ke znacnému prekryvani v koncentracich PINP u obou populaci.
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KLINICKE STUDIE
Lécba bisfosfonaty

Prospésnost soupravy UniQ PINP RIA ke sledovani zmén remodelace
kosti v prubéhu |éCby bisfosfonaty (denné 10 mg alendronatu) byla
studovana multicentrickou, prospektivni studii, dvojité zaslepenou s
placebem na populaci postmenopauzalnich zen z riznych mist v USA, u
kterych byla diagnostikovana osteoporéza a které byly alespon 5 let po
menopauze.*’ Data byla ziskana od 124 pacientek nahodné rozdélenych
do dvou skupin: 62 bylo I1é¢eno (TRM) a 62 dostavalo placebo (CTR).
VSechny studované subjekty dostavaly denné suplementaci vapnikem
500 mg/d. Pacientky byly analyzovany na pocCatku a po 3, 6 a 12
mésicich lIéCeni. Mineralni hustota kosti (BMD) byla méfena rentgenovou
absorpci (DXA) a intaktni PINP byl méfen soupravou UniQ PINP RIA.
Ziskana data jsou uvedena v tabulce 3 a na obrazku 3. Na pocCatku
sledovani byla BMD 0.740 + 0.083 g/cm? (prdmér = SD) u skupiny CTR
a 0.727 + 0.104 g/cm? u skupiny TRM. U skupiny TRM za 12 mésicl
prumérna BMD vzrostla o 6.0 % ze zakladni hodnoty. Zména byla
vyznamna ve vSech sledovanych Casovych obdobich ve srovnani se
zakladni hodnotou (p < 0.0001). Vzrust u skupiny CTR byl za 12 mésicl
mensSi a pfechodné se vracel na zakladni hodnotu.

Zakladni koncentrace PINP byla 62.5 = 185 ug/l u skupiny CTR
a 61.1 = 30.1 ug/l u skupiny TRM. Priamérna koncentrace PINP u
skupiny TRM poklesla o 70.8 % za 12 mésicu |éCby. Pokles byl
vyznamny u vSech tfi asovych bodu ve srovnani se zakladni hodnotou
(p < 0.0001). Pokles u skupiny CTR, ktera také dostavala vapnikovy
doplnék, byl mensi a dosahl za 12 mésicu 9.8 %.

Pozorované zmény BMP a PINP v pribéhu léCby bisfosfonaty odrazeji
vliv, ktery ma tato léCba na remodelaci kosti. Vysledky byly podle
oCekavani

11, 33-34

PINP béhem |éCby bisfosfonaty.
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Tabulka 3 Odezva jako primérné procento zmény BMD a PINP u pacientek, kterym
byly podavany bisfosfonaty nebo placebo.

Test Lécena skupina Pramérné procento zmény (o) od zakladni hodnoty
3 mésice 6 mésicu 12 mésicu
BMD Placebo +0.3 (3.1) +1.2 (3.3) -0.1 (3.2)
Bisfosfonat +3.5 (3.2 +5.1 (4.4) +6.0 (3.3)
PINP Placebo -8.6 (25.9) -14.0 (25.5) -9.8 (27.4)
Bisfosfonat -55.4  (34.0) | -71.6 (15.6) | -70.8  (15.5)
Obrazek 3

Odezva jako prumérné procento zmény BMD (usecky + SE) v (A) a (B) koncentrace
PINP u pacientek uZzivajicich bisfosfonat (e) nebo placebo (o).
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Aby bylo dosazeno klinické vyznamnosti, musi procento zmény mezi
dvéma stanovenimi prevySit jak analytické (CV,), tak intra-individualni
(CV)) kolisani. Tento prah je definovan jako minimalni procento zmény a
muze byt vypocten nasledovné:

Minimalni procento zmény = /2 x1.96 x /(CV? + CV?)

V literatufe bylo pro PINP publikovano nékolik hodnot, napf. Hannon a
kol.* uvedli jako minimalni procento zmény pro PINP 21%.

15
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Hormonalni substituéni Ié€ba

Schopnost soupravy UniQ PINP RIA reagovat na zmény pfi remodelaci
kosti v prubéhu hormonalni substituéni lécby (HRT) u ZzZen po
menopauze byla sledovana ve studii zkoumajici optimalni davkovani*>=°,
Studované subjekty byly zjevné zdravé finské Zeny alespon tfi roky po
menopauze. K dispozici byla data od 44 Zen, Ié€enych po zlomeniné
valeratu estradiolu a oralné 2,5 mg acetatu medroxyprogesteronu.
Pacientky byly analyzovany na pocatku léCeni a po 6 a 12 mésicich.
BMD byla méfena rentgenovou absorpci (DXA) a intaktni PINP byl
méfen soupravou UniQ PINP RIA.

Data jsou uvedena v tabulce 4 a na obrazku 4. Na pocCatku byla hodnota
BMD 1.083 + 0.182 g/cm?® (primér + SD) a koncentrace PINP 42.2 +
15.3 ug/l. Za 6 mésict BMD vzrostla primérné o 1.4 % a za 12 mésicu
byl pozorovan vzrust o 3.1 % od pocate€ni hodnoty. PINP pokles| za 6
meésicu 0 12,3% od zakladni hodnoty a za 12 mésicl o 19.8 %. Zmény
BMD a PINP byly vyznamné (p < 0.002) jak po 6, tak po 12 mésicich ve
srovnani s hodnotou pfi zapoceti léCby.

Zmény, pozorované v této studii u BMD a intaktniho PINP v prabéhu
HRT, odrazely vliv této 1éCby na remodelaci kosti dokonce i pfi nizkych
léCebnych davkach. Vysledky dopadly podle oCekavani a byly podobné

vr waiwv s

b&hem raznych typtihormonalni substituéni lécby. > *°

Tabulka 4 Odezva jako prumérné procento zmény BMD a koncentrace PINP u Zen
po menopauze podrobenych nizkym davkam kombinované hormonalni substitucni
léCby.

Test Pramérné procento zmény (SD)
od pocatecni hodnoty

6 mésicu 12 mésicl

BMD +1.4 (2.3) +3.1  (3.8)
PINP -12.3  (39.4) | -19.8 (46.5)
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Obrazek 4 Odezva jako primérné procento zmény (useC¢ky + SE) BMD (o)
a koncentrace PINP (o) u Zen po menopauze podrobenych nizkym davkam
kombinované hormonalni substitucni IéCby.
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Lécba teriparatidem

Teriparatid, rekombinantni lidsky parathormon [PTH] (resp. &ast jeho
fetézce 1-34) stimuluje tvorbu kosti. Schopnost testu UniQ PINP RIA
reflektovat zmény v kostni remodelaci po podani teriparatidu v Iécbé
osteoporozy byla studovana na 19 klinickych pracovistich ve studii
s randomizovanym, dvoijit& slepym usporadanim.®’ Studie se zugastnily
ambulantné |éCené postmenopauzalni Zeny s diagnostikovanou
osteopor6zou minimalné pét let po menopauze. Podskupina pacientek
uzivala po celou dobu studie 20 ug teriparatidu v davce jednou denné s
kazdodenni suplementaci kalcia (1000 mg) a vitaminu D (400-800 IU).
Data byla sebrana od 62 pacientek ve véku 64,9 + 7,8 let (prmér + SD)
uzivajicich teriparatid, pro které byla k dispozici uplna sada vysledku
BMD a PINP v planovanych ¢asovych bodech odbéru. BMD lumbalni
patefe (L1-L4) byla méfena u vSech pacientek pomoci DXA za pozZiti
denzitometrl Lunar nebo Hologic na pocatku studie (baseline) a po 3, 6,
12 a 18 mésicich IéCby teriparatidem. Koncentrace intaktniho PINP byla
mérfena na pocatku studie a po 1, 3, 6 a 12 mésicich lIéCby pomoci testu
UniQ PINP RIA.

Lécba teriparatidem vedla k narlstu primérnych hodnot BMD béhem
celé studie, pfiCemz tento narlst byl statisticky signifikantni ve vSech
Casovych bodech (p <0,0001) v porovnani s pocateCnim stavem
(baseline). Primé&rna hodnota BMD se zvysila o 0,025 g/cm® po 3
mésicich, o 0,039 g/cm? po 6 mésicich, 0 0.061 g/cm’ po 12 mésicich a
0 0,079 g/cm? po 18 mésicich.

Primérna koncentrace PINP se v porovnani s pocCateCni (baseline)
hodnotou zvySila o 59 pg/l po 1 mésici, o 82 pg/l po 3 mésicich, o 117
Mg/l po 6 mésicich a 0 103 pg/l po 12 mésicich. Narlst koncentrace
PINP v porovnani s pocateénim stavem (baseline) byl statisticky
signifikantni ve vSech ¢asovych bodech (p < 0,0001).

V kazdém cCasovém bodé byla vypocCitana procentualni zmena v
porovnani s pocateéni hodnotou pro BMD a PINP. Primérné
procentualni zmény jsou uvedeny v tabulce 5 a graficky znazornény na
obrazku 5. Pruimérné hodnoty pro PINP a BMD se zvySily v reakci na
léCbu teriparatidem. Koncentrace PINP dosahla vrcholu po 6 mésicich a
byla nasledovana mirnym poklesem po 12 mésicich v porovnani s
hodnotou po 6 mésicich. Primérna hodnota BMD se zvysila v reakci na
léCbu, a maximalni hodnota byla pozorovana na konci studijni periody.
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Tabulka 5 Odpovéd jako procentualni zména (+ SD) BMD a koncentrace PINP
u 62 postmenopauzalnich Zen s osteopordézou uzivajicich teriparatid v davce 20 pg
jednou denné.

Test | Zména (stfedni Zména (stfedni | Zména (stfedni | Zména (stfedni | Zména (stfedni
hodnota + SD) hodnota + SD) | hodnota + SD) | hodnota + SD) hodnota + SD)
1 mésic 3 mésice 6 mésicu 12 mésicu 18 mésicu
BMD | NA 3.3+3.4% 5.2+ 3.8% 8.1+5.1% 10.6 + 5.6%
PINP | 132.6 +118.2% 187.8 £ 164.2% | 278.5 + 257.1% | 249.5 + 221.7% | NA

Obrazek 5 Odpovéd jako prumérna procentualni zména (+ SE) BMD a koncentrace
PINP u 62 postmenopauzalnich Zen s osteopor6ézou uzivajicich teriparatid v davce
20 ug jednou denné.
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Zmény pozorované u BMD a koncentrace intaktniho PINP odrazeji
anabolicky ucCinek terapie teriparatidem na kostni remodelaci. Tyto
vysledky byly ofekavany a podobaji se vysledkim v jinych popisech,

které prokazaly signifikantni

zvyseni

hladin PINP bé&hem

lé&by

teriparatidem.””*° Casteéné& na zakladé stejnych klinickych material
jako ve vy$e uvedené studii®’ byl vyvinut algoritmus pro pouziti PINP
k monitorovani pacientl 1éEenych teriparatidem, ktery podtrhuje klinickou

vhodnost méreni PINP pro I1éCbu postmenopauzalni osteoporozy.
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ANALYTICKE PARAMETRY MERENI
Nize uvedené vysledky byly ziskany v Orion Diagnostica a predstavuji
typicka analyticka data.

Linearita

Linearita soupravy UNIQ PINP RIA byla studovana fedénim vzorku
kalibratorem 0 pg/l ze soupravy. Faze vzestupu byla vypoctena

vydélenim

stanovené

vynasobenim 100.

koncentrace

Tabulka 6. Linearita PINP testu

ocCekavanou

koncentraci a

Vzovrekl
Redéni Ocekavana Pramér Prepocet pro Faze
koncentrace meérfeni nefedéné vzestupu
(ed)) (Mg/l, n = 4) (bg/l) (%)
nefedéeny - 211.5 ) )
4:5 169.2 153.3 191.6 91
3.5 126.9 103.7 172.8 82
2:5 84.6 76.6 191.5 91
1:5 42.3 40.3 201.4 95
Pramér 189.3
SD 12
CV% 6.3
Vzovrek 2
Redéni Ocekavana Pramér Prepocet pro Faze
koncentrace meéfeni nefedéné vzestupu
(bg/l) (Mg/l, n = 4) (ug/l) (%)
nefedény ) 80.9 ) )
4:5 64.7 64.5 80.6 100
3.5 48.5 48.0 79.9 99
2:5 324 33.0 82.4 102
1:5 16.2 15.3 76.7 95
Pramér 79.9
SD 2.4
%CV 3
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Presnost

Opakovatelnost (intra-assay precision) a reprodukovatelnost (inter-assay
precision) soupravy byly stanoveny s pouzitim pooll sér a kontrolnich
vzorkl, obsahujicich rizné koncentrace PINP.

Tabulka 7.
Opakovatelnost Reprodukovatelnost
z 18 nebo 20 replikatd stanoveni 10 duplikatd
Vzorek Pramér Variacni koef. Vzorek Prameér Variacni koef.

(1) (%) (Hafl) (%)
1 (n=20) 26.6 5.4 5 26.0 55
2 (n=18) 33.1 3.2 6 32.9 8.3
3 (n=20) 53.1 5.4 7 52.7 9.5
4 (n=20) 149.2 9.6 8 142.9 8.9

Faze vzestupu

Faze vzestupu byla stanovena pfidanim znamého mnozstvi Cisténého
antigenu PINP ke vzorku, obsahujicimu 19,1 uyg/l endogenniho PINP.
Vzorek byl stanoven v duplikatu soupravou UNIQ PINP RIA a byla
vypocétena faze vzestupu v %. Procento faze vzestupu se rovna narustu
koncentrace délené pfidanou koncentraci nasobeno 100.

Tabulka 8.
Pridavek Stanoveno Narust Faze vzestupu
(Hg/l) (Hgll) (Hg/l) (%)
- 19.1 - -

109.0 120.0 100.9 93

68.8 87.8 68.7 100

41.3 59.1 40.1 97
Specificita

Souprava UniQ PINP RIA je vysoce specificka pro intaktni trimerni formy
aminokoncového propeptidu prokolagenu typu I. Monomerni degradacni
produkty PINP propeptidu (Coll) s nizkou molekulovou vahou jsou
detekovany v nizkych koncentracich (zkfizena reakce
je 2,7 %). Souprava UniQ PINP RIA nevykazuje zkfizené reakce
s aminokoncovymi propeptidy prokolagenu typu Il (PIIINP).

Interferujici latky

Sérovy bilirubin s koncentraci < 400 umol/l (< 23 mg/dl) neinterferuje se
soupravou. Sérovy hemoglobin do koncentrace 5 g/l (500 mg/dl) ani
triglyceridy do koncentrace 30 g/l (3000 mg/dl) také neinterferuji se
soupravou.
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Mez detekce

Mez detekce soupravy UniQ PINP RIA byla stanovena ftfikrat
provedenou analyzou 20 replikatl kalibratoru 0 pg/l a kalibraéni kfivky
(4 replikaty).

definovana jako dvojnasobek smérodatné odchylky hodnoty nulové
vazby.

érici rozsah
éfici rozsah soupravy UniQ PINP RIA je 5 - 250 pg/l.

< =

NAVAZNOST

Stanovovanou latku (analyt) v kalibratorech UniQ PINP RIA lze
vysledovat az k pracovnim kalibratorim vyrobce, které jsou pfipraveny
z vysoce Cisténého PINP, jehoz hodnota je urCena za pouziti analyzy
slozeni aminokyselin.
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UniQ PINP RIA
Kat.c. 67034

Obsah soupravy

(REAGENCIE DOSTACUJICI PRO 100 ZKUMAVEK)

PINP RIA

tracer: PINP RIA radioindikator

PINP RIA antiserum: PINP RIA antisérum
PINP RIA calibrators: PINP RIA kalibratory
PINP RIA controls: PINP RIA kontroly

Procollagen separation reagent: Prokolagenova separacni reagencie

Souhrn pracovniho postupu
(vSechny objemy jsou v pl)

Kontroly a
Celkova NSB Kalibrator neznamé
aktivita vzorky
Napipetujte vzorek 50 50 50
Napipetujte radioindikator 200 200 200 200
(¢erveny)
Napipetujte antisérum (modré) 200 200
Napipetujte 200
destilovanou/deionizovanou
vodu
Michejte X X X
Inkubujte 2 hodiny pfi 37°C X X X
Napipetujte separaéni reagencii 500 500 500
Promichejte X X X
Inkubujte 30 min. pfi laboratorni X X X
teploté
Centrifugujte 15 minut pfi 2000 g X X X
Dekantujte X X X
Mérte 1 min X X X X

US Patent ¢. 5,895,746; 6,008,325; 6,090,920; 6,093,803
JP Patent 3245052; EP Patent 738735 B1

CA 2174559, AU 707232, NO 320120

UniQ®je ochranna znamka firmy Orion Diagnostica Oy.

Sidlo vyrobce v CR (zastoupeni pro CR, HU, PL a SR):

Orion Diagnostica-organizacni slozka
Bélohorska 57, 169 00 Praha 6

Tel. +420 233 350 533, Fax:+420 233 350 532
E-mail: orion@oriondiagnostica.cz
www.oriondiagnostica.cz
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