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Dansk

TILSIGTET BRUG OG BRUGERVEJLEDNING

Quantimetrix Lipoprint-systemets LDL-subfraktionskit “Lipoprint LDL-kit” er et instrument, der er
beregnet til maling af lipoproteinkolesterol (til lipoproteinfraktioner og subfraktioner fra VLDL til

HDL) i serum og plasma fra fastende individer med en total kolesterolkoncentration pa >100 mg/dl.
Lipoproteinkolesterolmalinger anvendes som en hjeelp ved evaluering af lipidmetabolismeforstyrrelser i
forbindelse med andre lipidtests, bedemmelse af patientrisiko og ved klinisk evaluering.

OPSUMMERING OG FORKLARING AF TESTEN

Plasmalipoproteiner er sfeeriske partikler, der er ansvarlige for transport af kolesterol, triglycerider og
fosfolipider. Der er fem hovedgrupper af lipoprotein: Chylomikroner, lipoproteiner med meget lav densitet
(VLDL), lipoproteiner med middel densitet (IDL), lipoproteiner med lav densitet (LDL) og lipoproteiner
med hgj densitet (HDL). Et lavt HDL-kolesterol er en steerk uafhaengig indikator for koronar hjertesygdom
(CHD) [1]. Det er blevet pavist, at forhgjet LDL-kolesterol (LDL-C) udger en stor risikofaktor for CHD [2].
Det er kendt, at lipoproteingrupperne er heterogene, idet de bestar af flere subfraktioner, der varierer
mht. il partikelsterrelse, densitet og kemisk opbygning. Lipoproteinernes heterogenitet er blevet pavist
ved adskillige analytiske metoder, sdsom teethedsgradient-ultracentrifugering [3], nukleser magnetisk
resonans (NMR) [4], ikke-denaturerende gradientgel-elektroforese (GGE) [5] og Lipoprint-systemet, et
linezert polyakrylamidgelelektroforesesystem [6].LDL kan opleses i maksimalt syv LDL-subfraktioner
med Lipoprint-systemet.

Disse LDL-subfraktioner er blevet navngivet fra LDL-1, bestdende af de sterste partikler, til LDL-7,
bestaende af de mindste partikler.

Genetiske savel som miljgmaessige faktorer er ansvarlige for forskellene mht. til graden af LDL-
heterogenitet i mennesker. Alder, ken og lipidstatus er kendte for at pavirke LDL-subfraktions-profilen
[7]. Individer der udviser lipoproteinprofiler, primzert bestédende af sterre, lette LDL-1- og LDL-2-
subfraktioner, er blevet beskrevet som Menster A, mens profiler med fortrinsvis mindre og teettere
subfraktioner (LDL-3 til LDL-7) er blevet beskrevet som Megnster B [5] ]. (Fig. 1)
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Figur 1. Normale (Mgnster A) og abnorme (Meanster B) lipoprotein-profiler
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| en undersggelse af 109 patienter med myokardieinfarkt (M) viste Austin et al. [5] at LDL-subfraktion
Monster B var forbundet med en trefoldig foragelse af risikoen for MI, afhaengigt af ken, alder og
relativ vaegt. Krauss [8] rapporterede lignende fund. Rajman et al. [6] rapporterer ogséd om den
risikofaktor, der er forbundet med lipoproteinsubfraktioner med en lav densitet hos maend med et
normalt triglyceridniveau.

TESTPRINCIP

Lipoprint-LDL-kittet bestar af:

e  Forstebt polyakrylamidgel (Stacking-gel og separationsgel) i glasrer (Fig. 2)
e Flydende loading-gel med et lipofilt farvestof

e Buffersalte
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Figur 2. Lipoprint gelror, skematisk

Farvestoffet bindes proportionalt til den relative maengde kolesterol i hvert lipoprotein [9]. De
farvebehandlede lipoproteiner gennemgar derefter elektroforese. Under elektroforesens forste fase
koncentreres lipoproteinpartiklerne af loading- og stacking-gelerne i et skarpt aftegnet smalt band.
Nar lipoproteinpartiklerne migrerer gennem separationsgelens matrix, opleses de i lipoproteinband
i overensstemmelse med deres partikelstorrelser fra de starste til de mindste som felge af gelens
siende virkning. HDL migrerer lzengst, fulgt af den lille teette LDL, sterre, lette LDL, midterband
(primaert bestaende af IDL) og VLDL. Hvis der er chylomikroner til stede, vil de vise sig over
stacking-gelen eller forblive i loading-gelen.

En typisk Lipoprint-profil bestar af 1 VLDL-band, 3 midterband, op til 7 LDL-band og 1 HDL-band.
Efter elektroforesen er fuldfert, identificeres de forskellige farvede lipoproteinfraktioner (band), der

findes i proven efter deres mobilitet (Rf), idet VLDL anvendes som startreference-punkt (VLDL = 0)
og HDL som det ledende referencepunkt (HDL = 1). (Fig. 3)
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Figur 3. Mobilitet for lipoproteinbandene
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Det relative omrade for hvert lipoproteinbédnd bestemmes og multipliceres med total
kolesterolkoncentrationen for preven, s maengden af kolesterol for hvert band fremkommer
i mg/dl. Totalkolesterolkoncentrationen i preven skal males uafhzengigt, f.eks. pa en klinisk
analysator eller med et point-of-care-instrument.

PRODUKTBESKRIVELSE
Lipoprint LDL-kittet bestar af forstabte polyakrylamidgelrer med hgj oplesning, en loading-
geloplesning indeholdende et lipofilt farvestof og buffersalter.

Reagenser og materialer (medfolgende, se Quantimetrix katalognr. 48-7002)
Et 100-testskit bestar af:

1. Lipoprint LDL-gelrer 100 rer
Polyakrylamid, buffer, konserveringsmiddel

2. Lipoprint LDL-loading-gel 24 ml
Akrylamid

N, N-methylenbisakrylamid
Lipofilt farvestof
Katalysator
Stabilisator
Buffer
3. Lipoprint LDL-buffersalte 6 heetteglas
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Borsyre
4. Lipoprint LDL-indlaegsseddel 1 stk

Lipoprint-system (ikke medfelgende, se Quantimetrix, katalognr. 48-9150/9152)
Computer (omfatter analyseprogrammet LipoWare)

Farveprinter

Digital scanner

Elektroforesekammer

Stremforsyning (120 V/220 V)

Forberedelsesstativ

Forberedelseslys

Korrigeringsveerktoj

O N0 RO =

Liposure - Lipoproteinkontrol (ikke vedlagte, se Quantimetrix, katalognr. 48-7060 — Niveau 1)

Nodvendige materialer (ikke medfalgende)
1. Destilleret eller ionbyttet vand

25 pl automatisk pipette
200 pl automatisk pipette
Magnetisk omrgrer
Parafilm™

Maleglas

o0k w0

Rekonstituering af reagenser
Elektrolytbufferoplasningen rekonstitueres ved at oplose et haetteglas med buffersalte fra
Lipoprint LDL-kit i 1200 ml destilleret eller ionbyttet vand.

Opbevaring og stabilitet
Gelror, loading-gel og buffersalte skal opbevares ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Ved korrekt
opbevaring er &bnede og udbnede reagenser stabile indtil udlgbsdatoen.
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ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
Kun til in vitro-diagnostisk brug

Brug kun Lipoprint LDL-kittet i overensstemmelse med vejledningen fra Lipoprint-
indlaegssedlen.

Loading-gel-oplasningen indeholder akrylamid som er giftigt, nar det kommer i kontakt
med huden eller indtages. Undga indanding eller laengerevarende udszettelse for loading-
gel-oplgsningen.

Loading-gelen er lysfelsom og leveres i en brun glasflaske.

Undga at pipettere med munden samt anden fysisk kontakt med reagenser eller prover.
Alle prover, reagenser og kontroller skal handteres som vaerende potentielt smitsomme
ved indtagelse eller absorbering gennem leengerevarende hudkontakt. Handtering

og bortskaffelse af materialer skal altid forega i overensstemmelse med geeldende
forholdsregler pa stedet.

PRQVER OG PRGVEUDTAGNING

Der ma kun anvendes prover fra fastende (12 timer).

e Der kan anvendes serum eller EDTA-plasma (se s. 15).

e Der ma ikke anvendes heparin som antikoagulans.

* Proverne kan opbevares i op til 7 dage ved 2-8 °C.

e Frysning af proven anbefales ikke. Hvis en prove imidlertid skal fryses, ber den fryses
kryogent (=70 °C eller lavere).

ANALYSEPROCEDURE

1. Forbered elektrolytbufferoplesningen som beskrevet ved at oplose et haetteglas med
buffersalte i 1200 ml destilleret eller ionbyttet vand.

2. Fjern gelrorene fra krukken, tor dem af, og placér dem i forberedelsesstativet med den
ufyldte ende opad. (Fig. 4) Undga at bergre enderne af gelrgrene eller at trykke pa gelen
da dette vil medfere lufbobler i gelen. Gelreret ma ikke anvendes, hvis der er luftbobler
indvendigt, eller hvis gelen stikker frem.

3. Fjern opbevaringsbufferen helt fra toppen af gelerne ved at ryste stativet under
omvending. Om nedvendigt afterres enden af reret mens rerene er vendt om, sé
overskydende buffer fjernes fra rorets inderside.

4. Tilseet 25 pl prove til hvert ror. (Fig. 4)

Figur 4. Provetilsaetning



Tilseet 200 pl Lipoprint loading-gel til hvert ror.

Placér en strimmel Parafilm mellem gelrerene og laget til forberedelsesstativet
sa kontaminering undgas. Bland loading-gelen med prgven ved at omvende
forberedelsesstativet adskillige gange. (Fig. 5)

Figur 5. Blanding af loading-gel og prever

Stil forberedelseslyset ret op med pzeren overst. Placér det fyldte forberedelsesstativ
séledes at loading-gelen er i kontakt med peeren. (Fig. 6) Foretag en fotopolymerisering
af loading-gelen i 30 minutter (men ikke lzengere end 40 minutter).

Figur 6. Fotopolymerisering

Efter at fotopolymeriseringen er fuldfert, fiernes hvert gel-rer fra forberedelsestativet og saettes
ind i silikoneadapteren i det overste kammer. Idet gelraret holdes i siden, skubbes det op indtil
enden med loading-gel pa gelraret flugter med adapterens gverste flade. Gelroret er lettere

at seette i, hvis toppen veedes forst. Undga berering af rerets ender under dette trin. Hvis der
skal keres mindre end et fuldt kammer, isaettes de hertil beregnede sma glasrer i de tomme
adaptere. Skub rarene ned ovenfra sdledes at de flugter med undersiden af adapteren. (Fig. 7)
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Figur 7. Isaetning af rer

Placér 1000 ml elektrolytbufferoplasning i det nedre kammer og 200 ml i det evre kammer.
Den nedre buffer kan genbruges op til fem gange. Anvend altid frisk buffer i det ovre
kammer. Buffer skal veere tilpasset stuetemperatur (18-27 °C).

Nar begge kamre er samlet og fyldt med buffer, underseges hvert rer grundigt for
luftbobler. Fjern evt. luftbobler med en pipettespids.Bobler kan blokere for passagen af
den elektriske strom.

Seet laget pa elektroforesekammeret og tilslut strammen. (Fig. 8) Indstil stramforsyningen
til levering af en strom pa 3 mA pr. gelrgr (f.eks. 36 mA til12 ror, 18 mA til 6 ror osv.)
Spaendingen skal indstilles til maksimal styrke (500 V).

Figur 8. Samlet kammer

Elektroforesetiden er ca. 60 minutter. Stands elektroforesen nar HDL-fraktionen er omkring
1 cm fra bunden af det hurtigst migrerende gelror.

Nar elektroforesen er fuldfert, slukkes for strammen (OFF), kammerets 1&g fiernes og
elektrolytbufferen fra det gvre kammer kasseres. Den nedre buffer kan genbruges op til
fem gange. Kasseres efter 7 dage.

For gelrarene fiernes fra elektroforesekammeret, afterres overskydende buffer. Placér
dernaest rarene i forberedelsesstativet sa de kan transporteres til analyse p& scanneren.
Lad gelglassene hvile i mindst 30 minutter, men ikke lzengere end 2 timer for scanning.



Proceduremaessig bemeaerkning: Der kan forekomme forandring af separationsgelens
overflade og af VLDL-bandet under elektroforesen. Denne aendring kan dog rettes, efter at
gelerne er fiernet fra elektroforesekammeret, ved forsigtigt at indfere korrigeringsveerktojet
ovenfra ned i loading-gelen og ned langs med glasset. Bevaeg overfladen pa separationsgelen
med en cirkulerende bevaegelse. Gelen vil nu vende tilbage til sin normale form. Undga at losne
loading-gelen nér instrumentet tages ud igen (skulle noget af gelen lesne sig fyldes tomrummet
med ionbyttet/destilleret vand).

KVALITETSKONTROL

Testresultaternes palidelighed skal overvages rutinemaessigt med kontrolmaterialer, der s& vidt
muligt efterligner ydelsen fra patientproverne. Det anbefales, at der anvendes kontrolmateriale

med hver korsel af patientprgver. Kontrolmaterialer er kun beregnede til at méle ngjagtighed og
praecision. Restitutionen af kontrolveerdierne inden for de tildelte omrader skal udgere kriteriet

for validering af analysens ydeevne.

Kvalitetskontrol skal udferes i overensstemmelse med lokale og statslige bestemmelser
eller akkreditteringskrav. Liposure er et velegnet materiale til kvalitetskontrol og kan fas fra
Quantimetrix Corporation.

KVALITATIVE RESULTATER
Bemaerkning: De forskellige band pé Lipoprint-profilen kan identificeres vha. Lipoprint-
skabelonen til kvalitativ bedemmelse (homogen LDL-fordeling vs. heterogen fordeling).

Lipoproteinprofilen afspejler lipidstatus i patientpraven. (Fig. 9) En normal lipoproteinprofil
(Mgnster A) vil typisk have band for VLDL, midterband C, B og A (disse bestar af IDL), LDL-1
og 2 samt HDL. Tilstedeveerelsen af yderligere LDL-subfraktioner (LDL-3 til 7) vidner om
heterogen LDL (dvs. Monster B).
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Figur 9. Fordeling af lipoproteinsubfraktioner for fem individer — fra et homogent
LDL-monster til venstre mod et mere heterogent meonster til hgjre.



Brug af Lipoprint-skabelonen:
Lipoprint LDL-systemets skabelon anvendes til at identificere de lipoproteinsubfraktioner,
der findes pa gelen. (Fig. 10)

Rf —> 0.00 VLDL
0.09 c
0147
B Midband
0.27
0.32
038 A
0.45 1 Large LDL
0.51 >
3
064 3
4
Small LDL
5
6
7
Rf — 1.00

HDL <— End of Gel

Figur 10. LDL subfraktionsskabelon til Lipoprint System

Afmeerk centrum pa hvert lipoproteinband med en tusch pé glasreret.

Placér VLDL-fraktionen gverst pa separationsgelen pa linie med stregen pa skabelonen

meerket “VLDL”.

3. Forskyd gelen langs med skabelonen indtil HDL-bandet ligger oven pa linien maerket
“HDL”.

4. Bestem lipoproteinsubfraktionerne i preven ved at sammenligne bandene pa gelen med

de modsvarende linier i skabelonen.

N —

KVANTITATIVE RESULTATER

Bemezerkning: Den totale kolesterolveerdi for hver prove, der skal analyseres, skal opnas
med en klinisk godkendt kolesterolmetode, for der kan genereres kvantitative resultater.
Den totale kolesterolkoncentration i proven skal vaere >100 mg/dl.

Gelrarene scannes, og det relative omrade for hver lipoproteinsubfraktion etableres ved at
aftegne vertikale linier ved forudbestemte afskeeringsveerdier for hvert band. Maengden af
kolesterol i hvert lipoproteinband beregnes ved at multiplicere bandets relative areal med total
kolesterol i praven. LDL-kolesterol beregnes som summen af kolesterol-koncentrationerne fra
samtlige LDL-subfraktioner plus midterbandene A, B og C.

Lipoproteinsubfraktionprofilerne er traditionelt blevet klassificeret som Type A (normal) og Type
B (abnorm) baseret pa den gennemsnitlige partikelsterrelse pa LDL-partiklerne [5]. En normal
Lipoprintprofil med fortrinsvis stor LDL (LDL-1 og LDL-1) stemmer overens med Type A. (Fig. 11)
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Figur 11. Typisk normal Lipoprint-profil

Desuden svarer en abnorm Lipoprint-profil med fortrinsvis sma LDL (LDL-3 til LDL-7) til Type B
som beskrevet i litteraturen. (Fig. 12)
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Figur 12. Typisk abnorm Lipoprint-profil

BEGRIENSNINGER
Lipoprint LDL-testen skal anvendes sammen med andre data (f.eks. yderligere kliniske
tests, leegelige observationer, familiehistorie, osv.).

Heparin interfererer med separeringen af LDL-subfraktioner.
Total kolesterol i preven skal ligge over 100 mg/dl for at undgéa overestimering af
VLDL-kolesterol.

e Chylomikroner i praven vil gere malingen af subfraktionskolesterol ugyldig. Prevens
udseende (dvs. tagethed, uklarhed, flodeagtigt lag pa overfladen) efter en nats nedkeling,
anvendes til at bekraefte tilstedeveerelsen af chylomikroner.

Lipoprint-resultaterne er ikke blevet evalueret til test af lipoproteiner under graviditet.
NCEP har ikke udstedt retningslinier for optimale/enskede veerdier for LDL-subfraktioner.



FORVENTEDE VZARDIER

HDL-C og LDL-C

National Cholesterol Education Program (NCEP) har etableret risiko-relaterede graenseveaerdier
for LDL-kolesterol og HDL-kolesterol. Disse blev bekraeftet med den tredje rapport om NCEP
Adult treatment Panel (ATP Ill) i maj 2001. [10]:

Fraktion Omrade Status
HDL-C =40 mg/dl Formindsket risiko ved hgjere niveauer
< 40 mg/dl Foreget risiko
LDL-C <100 mg/dl Optimal for patienter med koronar hjertesygdom (CHD)
< 130 mg/dl Onsket
130 - 159 mg/dl Greenseveerdier for hgjrisiko
= 160 mg/dl Hajrisiko

LDL-C omfatter alle lipoproteinpartikler med d > 1,006 til 1,063 kg/I, sdsom VLDL-rester, IDL,
Lp(a) og LDL. [2]. Disse partikler svarer til summen af midterbandene og LDL-subfraktionerne,
som fundet af Lipoprint-systemet.

Subfraktionskolesterol

Forventede normalveerdier for de enkelte subfraktioner pa Lipoprint-systemet blev

etableret som folger: Individer der erklaerede sig sunde og rraske, N = 273 (i alderen

18 til 85 &r, 166 kvinder og 107 meend, 47 % kaukasere, 18 % latinamerikanske, 16 %
asiatere, 5 % negroide and 14 % uoplyste) blev udvalgt. Disse frivillige gennemgik 12 timers
faste. Fuldblod blev udtaget i serumror ved venepunktur. Serumprgverne blev dernaest
anvendt ved tests for indikerede lipidparametre samt til at generere lipoproteinprofilerne
med Lipoprint LDL-systemet.

Udelukkelseskriterierne omfattede diabetikere, individer i behandling med lipidsaenkende
lzegemidler og individer som for nylig havde haft hjerteanfald. Desuden blev gravide kvinder
udelukket fra undersggelse pga. af deres aendrede lipidstatus [12].

Der blev kun anvendt prover der imgdekom NCEP-retningslinierne (ATP Ill) for ensket
lipidstatus [10], iseer TC < 200 mg/dl, LDL < 130 mg/dl, HDL > 40 mg/dl og triglycerider <
150 mg/dl blev anvendt til at fastlaegge de forventede veerdier. De normale prover, N = 114

(i alderen 18 til 84 ar, 32 % mzend og 68 % kvinder) blev anvendt til at etablere forventede
normalveerdier, defineret som 95 % konfidensinterval (middel + 2 SD) for hvert lipidparameter
som opndet pa Lipoprint LDL-systemet. (Tabel 1)

Tabel 1 Normal population

Midterb&ndskolesterol LDL-subfraktionskolesterol
VLDL Midt-C Midt-B  |Midt-A (mg/| LDL-1 | LDL-2 | LDL-3 | Total LDL HDL TC
(mg/dl) | (mg/dI) (mg/dI) dl) (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) (mg/di) (mg/d) | (mg/di)
omréde 6-26 | 9-24 5-17 6-26 |24-59 | 4-32 | 0-4 59-128 | 40-103 [123-199
middel 12,9 16,5 10,1 16,6 411 14,3 1,9 95,7 56,8 168,1
SD 4,12 2,82 2,40 4,26 7,85 6,82 0,81 16,56 11,29 18,45
95% omrade 47 - 10,9 - 53- 8,1- 254 - 0,7 - 0- 62,5 - 40,0 - 131,2 -
22,1 22,1 14,9 25,1 56,8 28,6 3,6 128,8 79,4 200,0
N* 114 114 114 114 114 114 44 114 114 114

* Antal prover der viste de respektive fraktioner
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Det anbefales, at hvert laboratorium etablerer sine egne normalomrader, som kan veere unikke
for populationen, afheaengigt af geografisk placering, patienterne eller miljgmaessige faktorer.

Data for populationen uden for NCEP-gruppen, N = 141 (i alderen 18 til 77 &r, 46 % maend og
54 % kvinder) fremgér af Tabel 2.

Tabel 2. Population uden for NCEP-retningslinierne.

Midterbéndskolesterol LDL-subfraktionskolesterol

VLDL | Midt-C | Midt-B | Midt-A | LDL-1 | LDL-2 | LDL-3 | LDL-4 | LDL-5 | TotalLDL | HDL TC

(mg/dl)| (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (ma/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl)
Omrdde |5-69| 9-40 | 5-37 | 5-34 | 9-77 | 7-55| 0-35 | 0-28 | 0-11 | 58-215 [26-137(104-319

Middel | 24,4 | 232 14,6 18,6 465 | 315 9,2 47 5,5 134,8 54,2 2194
SD 13,50 | 5,65 5,21 6,14 | 1513 | 10,98 | 7,50 6,05 3,6 27,17 18,05 | 35,04
95% 0- | 120- | 42- 64- | 162-| 95- 0- 0- 0- 80,5- | 182- | 1486-
Omrade | 51,4 | 347 25,0 30,9 76,8 | 535 242 16,8 16,8 189,1 90,2 290,2

N* 141 141 141 141 141 141 115 44 8 141 141 141

* Antal prover der viste de respektive fraktioner.

SPECIFIKKE FUNKTIONSKARAKTERISTIKA
Praecision
Fire prover blev testet for henholdsvis intra-assay- og inter-assay-variation. Der blev udvalgt
prover med lav, middel eller hgj HDL-C og LDL-C:
Lav LDL-C, hgj HDL-C og homogent LDL-menster (kun LDL-1 og 2)
Middel LDL-C, middel HDL-C og let spredt LDL-menster (LDL-1, 2 og 3)
Hoj LDL, lav HDL og spredt LDL-menster (LDL-1,2,3 og 4)
Hoj LDL, middel HDL-C og spredt LDL-mgnster (LDL-1 til 7))

Prove 1:
Prove 2:
Prove 3:
Prove 4:

Intra-assay-praecision
Praverne blev testet i 12 replikater (den maksimale kapacitet for elektroforesekammeret).
Preecisionsresultaterne for HDL-C, LDL-C (summen af midterband C, B, A og LDL-

subfraktioner) og VLDL-C fremgar af Tabel 3.

Tabel 3. Intra-assay-praecisionsresultater for HDL, LDL og VLDL

HDL-C ) LDL-C ) VLDL-C 0
Pove | Nt yigger i) | P [V widger mgray | SO [ SO | wigdel mg/ay | SD | V(%)
1 12 55 1,47 | 2,68 86 0,90 | 1,05 17 0,99 | 586

2 12 42 0,78 | 1,87 120 1,43 | 1,20 15 0,99 | 6,43
3 12 31 0,90 | 2,87 133 2,02 | 1,52 35 1,97 | 5,58
4 12 48 1,37 | 2,84 180 2,02 | 1,12 23 1,66 | 7,28

Preecisionsdata for midterband C, B, A og LDL-subfraktioner 1-7 er vist i Tabel 4 og 5.
Tabel 4. Intra-assay-praecisionsresultater fore MIDTERBANDS-subfraktioner

Midt-C ) Midt-B . Midt-A .
Pove | N | widdel mg/a) | P | V| midgermoray | P | V| midel morany | SP | OV (%)
1 12 16 0,76 | 4,75 9 0,60 | 6,67 14 1,56 | 11,14

2 12 17 1,44 | 8,47 13 0,51 | 3,92 14 0,72 | 5,14
3 12 22 1,21 | 5,50 16 0,47 | 2,94 13 0,50 | 3,85
4 12 30 1,44 | 4,80 15 1,36 | 9,07 10 0,77 | 7,70
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Tabel 5. Intra-assay-praecisionsresultater for LDL-subfraktioner.

LDL-1 ov | L2 oy | LDL31 v | LDL4 o
Prove | N | Middel | SO | o | Middel | s | o0 | Middel | D | o0 | Middel | SD | o
(mg/dl) (%) | (mg/di) %) | (mgydi) o) | (mg/di) (%)
1 2] 3 |oe0|167] 10 168 | 16,80 NA -] /A -
2 12] 28 [o91 325 2 070 | 219 14 [165|11,79] N -
3 1] o 051 | 243 | 19 088 | 463| 18 |038|211| 19 | o086 |45
4 12] 24 [o8 358 22 080 | 364| 17 |o028]165| 20 | 049|245
LDL-5 LDL-6 LDL-7
Prve | N | Middel | SD ‘j/") Middel | SO | Y | Widdel | sD | O
(mg/d) () | (mg/di) %) | (mg/d) (%)
1 2] wna - ] /A ) ) /A -
2 2] wna - ) /A } ) /A -
3 2] wa - ) /A ] ) /A -
4 12 2 [o41 [172] 16 072 | 462 4 0,68 |17,89

Inter-assay-praecision
Der blev testet fire prover i duplikat, to gange dagligt i 5 dage, i 4 elektroforesekamre med et enkelt
parti gelrer. De modsvarende preecisionsresultater for inter-assay fremgar af Tabel 6-8.

Tabel 6. Inter-assay-preecisionsresultater for HDL, LDL og VLDL

LDL-C
HDL-C . VLDL-C

Pove | N | ey | SD | Ve (lmg;i;l) SO | OV | yrigasrniay | SO | cvew
1 80 60 149 | 249 94 141 | 1,50 10 0,90 9,40
2 80 46 145 | 315 137 173 | 1.6 11 0,91 8,27
3 80 32 152 | 475 160 23 | 127 33 2,35 7,12
4 80 50 232 | 469 178 279 | 157 23 1,97 8,57

Tabel 7. Inter-assay-praecisionsresultater for MIDTERBANDS-subfraktioner

C Interm. B Interm. A Interm.
Prove | N1 viiddel mg/dy | SP | SV | miidgel mg/dy | SO | OV C4) | wmidgel mg/ary | SP OV (%)
1 80 14 123 | 879 10 087 | 827 19 2,00 | 10,90
2 80 18 1,99 | 11,06 13 0,86 | 662 16 1,33 8,31
3 80 21 284 | 1363 22 104 | 473 17 127 747
4 80 28 187 | 779 13 0,91 | 7,00 10 0,81 8,10

Tabel 8. Inter-assay-preecisionsresultater for LDL-subfraktioner

LDL-1 o | LbL2 o | oL o | LDL4 cv
Prove | NI yticdel (ma/d)| SO | (%) |Middel mo/a)| SO | (%) [Middel mo/an| SO | (%) Middel mgran| S | (o)
1 |80 4 161] 3,92 1 147 [1350] WA - /A 1
) 37 [143] 3.86 39 1,50 | 3,85 14 2601921 WA |-
3 |80 29 |1,10] 3,79 24 173 | 7,21 20 1,33 6,65 20 121 6,05
4 |80 24 |088] 367 22 148 | 6,73 17 0,95 | 5,59 20 0,69 | 345

LDL-5 o | Loe o | L7 cv
Prove | N ypigdel mo/dy| SO | (%) [Middel mg/dh| S | (%) |Mmiddel (mg/d| SP | (%)
1 leo| na - N/A -1 - N/A -
2 |80 N -1 N/A 1 - N/A -
3 80| WA - N/A - /A -
4 |80 24 |062| 2,58 17 2,05 | 12,06 4 1,39 [ 33,90
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Linearitet
Linearitetsundersggelser blev udfert med to serumpreaver der var forsteerket med enten HDL-C
eller LDL-C isoleret ved ultracentrifugering.

Prove 1 Prove 2

LDL-C: 695 mg/dl LDL-C: 163 mg/dl
HDL-C: 260 mg/dI HDL-C: 178 mg/dI
VLDL-C: 140 mg/dl VLDL-C: 38 mg/dI

Serielle fortyndinger blev forberedt ved at anvende en fysiologisk human serum-
albuminoplesning. De observerede koncentrationer for total LDL-C, HDL-C og VLDL-C blev
sammenlignet med de forventede veerdier. (Tabler 9-11) Procentvis restitution blev beregnet
som falger: % restitution = (observeret vaerdi/forventet vaerdi) x 100.

Tabel 9. Fortyndingslinearitet for LDL

Fortynding Observeret | Forventet LDL Restitution Fortynding Observeret | Forventet LDL Restitution
(%) LDL (mg/dI) (mgy/dl) (%) (%) LDL (mg/dI) (mg/dI) (%)
0% 695 695 100,0 0% 163 163 100,0
10% 627 626 100,2 5% 155 157 98,7

30% 466 486 95,9 10% 151 148 102,0
50% 351 348 100,9 50% 84 89 94,4
70% 195 209 93,3 90% 15 15 100,0
95% 59 69 85,6 95% 13 13 100,0

Tabel 10. Fortyndingslinearitet for HDL

Fortynding Observeret | Forventet HDL Restitution Fortynding Observeret | Forventet HDL Restitution
(%) HDL (mg/dl) (mg/dI) (%) (%) HDL (mg/dl) (mg/dI) (%)
0% 260 260 100,0 0% 178 178 100,0
10% 218 234 93,2 5% 170 169 100,6
30% 174 182 95,9 10% 162 160 101,3
50% 117 130 90,0 50% 95 89 106,7

70% 73 78 93,6 95% 1 9 122,2
90% 25 26 96,2 97% 5 5,3 94,3

Tabel 11. Fortyndingslinearitet for VLDL

Fortynding Observeret  [Forventet VLDL Restitution Fortynding Observeret | ForventetVLDL|  Restitution
(%) VLDL (mgy/di) (mg/di) (%) (%) VLDL (mg/di) (mg/di) (%)
0% 140 140 100,0 0% 38 38 100,0
10% 129 126 102,4 5% 36 37 97,3

30% 99 98 101,0 10% 34 35 97,1
50% 75 70 107,1 50% 24 24 100,0
70% 48 42 115,5 90% 17 13 130,8
90% 22 14 157,1 95% 13 11,4 114,0
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Dosisrespons
Serumprave A (indeholdende et bredt omrade af subfraktioner) blev blandet med en
tilsvarende maengde af prove B (primaert indeholdende LDL-2) s& der fremkom AB.
Praverne blev analyseret med Lipoprint-systemet, kolesterolkoncentrationerne fra de
enkelt fraktioner blev bestemt, og de observerede veerdier blev sammenlignet med de
forventede veerdier. (Tabel 12)

Tilsvarende blev serumproeve A (indeholdende et bredt omrade af subfraktioner) blandet
med en tilsvarende maengde fra preve C (primaert indeholdende LDL-1) s& der fremkom
AC. Proverne blev analyseret med Lipoprint-systemet og kolesterolkoncentrationerne fra
de enkelte fraktioner blev bestemt og sammenlignet med de forventede vaerdier. (Tabel 13)

Tabel 12. Observerede vs. forventede
veerdier for blandingsprove AB

Tabel 13. Observerede vs. forventede
veerdier for blandingsprove AC

A B AB A C AC
ma/di | mo/di F?r:’ge/[(]jtlft Otzrsnegry;;et Res}g‘gtion mo/dl | mg/di F?r:]v;rétl;et Otzrsnegry;;et Res}.i)};tion
VLDL 35 | 20 28 29 103,6 VLDL 35 | 13 24 25 104,2
Midt-C | 37 | 20 29 28 97,6 Midt-C | 37 | 16 27 25 92,6
Midt-B | 35 15 25 21 84,0 Midt-B | 35 | 11 23 18 78,3
Midt-A | 15 15 15 15 100,0 Midt-A | 15 | 16 16 14 87,5
LDL-1 21 29 25 26 104,0 LDL-1 21 54 38 36 94,8
LDL-2 | 17 | 49 33 37 112,1 LDL-2 | 17 | 38 28 34 121,4
LDL-3 | 14 | 28 21 25 119,0 LDL-3 | 14 7 11 16 145,4
LDL-4 | 14 5 10 12 120,0 LDL-4 | 14 - 7 1 157,1
LDL-5 | 12 - 6 5 83,8 LDL-5 | 12 - 6 5 83,3
LDL-6 9 - 4 2 50,0 LDL-6 9 - 4 2 50,0
LDL-7 | 15 - 7 2 28,8 LDL-7 | 15 - 7 2 28,6
HDL 29 | 35 32 35 109,4 HDL 29 | 40 35 37 105,7
Folsomhed

Felsomheden for Lipoprint-systemet blev defineret som minimumskoncentrationen af HDL-C
og total LDL-C der kan detekteres med sikkerhed. Det blev bestemt som skaeringspunktet for
de nedre 95% af konfidensintervallet for middelveerdien med x-aksen nar fortyndingsserien af
forventede veerdier blev stillet op over for de aktuelle veaerdier for de individuelle lipoprotein-
parametre. VLDL-felsomhed er = 2,02 mg/dl, HDL-felsomhed er = 3,65 mg/dl og total LDL-
folsomhed er = 8,30 mg/dl.

Interferens

Potentielt interfererende stoffer blev injiceret i serumpreverne, ved koncentrationer som fremgar
af Tabel 14, og derefter testet med ukompromitterede prover (4 replikater). Heemoglobin
ved koncentrationer over 200 mg/dl og heparin ved koncentrationer, der typisk findes i

heparinplasmaopsamlingsrar, blev fundet at interferere med Lipoprint-testen.

Tabel 14 Interferens

Interfererende

stof Konc. (mg/dl)| VLDL-C (mg/dl) | Restitution (%) |LDL-C (mg/dl)| Restitution (%) |HDL-C (mg/dl)| Restitution (%)

Ingen - 17+1,1 100 115+1,9 100 42+2.4 100
Bilirubin 20 15+0,9 89 1152,2 100 45+1,6 107
Heemoglobin 500 28+0,3 165 106+2,0 92 40+2,0 95
Hamoglobin 200 18=+0,2 106 116+0,7 101 40+0,6 95
Niacin 2,5 16+0,7 94 115+1,5 100 43+2,0 102
EDTA 200 16+1,0 94 1140,4 99 44+1,2 105
Heparin 14 U/ml 20+0,4 118 113+1,4 98 4119 98
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Sammenligning af serum og plasma

Der blev sammenlignet serum- og EDTA-plasmapraver fra 37 patienter pa Lipoprint-systemet.
Kolesterolvaerdierne (mg/dl) fra alle lipoproteinfraktioner og subfraktioner (N = 322), op til 12 pr.
prove, der blev genereret af Lipoprint-systemet, blev stillet op og korreleret:
Kolesterolp,asma = 0,995 (Kolesterolgg,,m) + 1,158 (r2 =0,971)
Prgvestabilitet

Se guardaron en el frigorifico durante 7 dias muestras de suero (N = 22) con una amplia gama
de concentraciones de colesterol y con fracciones y subfracciones 7-12. Los perfiles Lipoprint

de todas las muestras fueron generados en los dias 3y 7, y se compararon los valores de
colesterol resultantes de todas las fracciones y subfracciones de lipoproteinas (N = 206):

Kolesteroldag 3=0,996 (Kolesteroldag o) + 0,075

Kolesteroly,q 7 = 0,964 (Kolesteroly, o) + 0,758

(r? = 0,976)
(% = 0,961)

Det blev konkluderet, at serum og EDTA-plasma er lige velegnede til prover, og at proverne

kan opbevares i koleskab (2-8 °C) i op til 7 dage.

Ngjagtighed ved korrelation
Lipoprint-testsystemet blev sammenlignet med en direkte HDL-metode (EQUAL Diagnostics

HDL Ligiud Select) og en direkte LDL-metode (EQUAL Diagnostics LDL Direct Liquid Select). En
population pa 268 serumprgver med LDL-C i omradet fra 55-218 mg/dI (Lipoprint) og 54-215 mg/
dl (direkte LDL) sével som HDL-C i omradet 24-129 mg/dl (Lipoprint) og 26-137 mg/dl (direkte
HDL) blev evalueret. (Tabel 15 og 16)

Tabel 15. Tabel 16.
Lipoprint HDL Direkte HDL Lipoprint LDL Direkte LDL
N 268 268 N 268 268
Middel (mg/dI) 53,2 54,8 Middel (mg/dl) 121,9 116,3
SD (mg/dl) 15,13 15,43 SD (mg/dl) 30,73 29,58
Regression  |Lipoprint HDL = 0,9361 (HDLgjrekte) + 1,8607 Regression | Lipoprint LDL = 0,998 (LDLgjrekte) + 5,7995
r2 0,912 2 0,923

En lignende sammenligning blev udfert mellem ultracentrifugering (B-kvantificering) og
Lipoprint LDL-systemet. Der blev evalueret en population pa 40 serumprever med LDL-C i
omrédet fra 66-211 mg/dl (Lipoprint) og 68-218 mg/dI (B-Quantification), HDL-C i omradet
29-91 mg/dl (Lipoprint) og 28-90 mg/dl (B-kvantificering) s&vel som VLD-C i omradet 9,5-49
mg/dl (Lipoprint) og 6-57 mg/dI (B-kvantificering). (Tabel 17-19)

Tabel 17. Tabel 18.
Lipoprint LDL B-Quant LDL Lipoprint HDL B-Quant HDL
N 40 40 N 40 40
Middel (mg/dl) 130,8 130,0 Middel (mg/dI) 53,5 53,5
SD (mg/dl) 30,14 30,42 SD (mg/dl) 15,29 15,71
Regression | Lipoprint LDL = 0,933 (LDLg_quant) + 9,430 Regression  [Lipoprint HDL = 0,944 (HDLg.quant) + 3,030
r 0,887 r? 0,941
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Tabel 19.

Lipoprint VLDL B-Quant VLDL
N 40 40
Middel (mg/dI) 24,7 22,9
SD (mgy/dl) 10,34 12,61

Regression |Lipoprint VLDL = 0,689 (VLDLg_quant) + 7,990

r 0,8216
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