QMS® Everolimus (EVER)

thermo
scientific

Pouze k diagnostickému poufiti in vitro

0373852

Pred pouzitim kvantitativniho mikrosférického systému (QMS) si peclivé prectéte tento piibalovy letdk. Dodrzujte
vsechny zde uvedené pokyny. V opacném pipadé nelze zarucit spolehlivost vysledka testu.

Zamyslené pouziti
Test QMS® Everolimus je urcen ke kvantitativnimu stanoveni hladiny everolimu v lidské piné krvi na automatickych
Klinickych chemickych analyzatorech.

Test QMS Everolimus by mél slouzit jako pomiicka pfi fizeni léchy pacientd Iécenych everolimem, a to pro postupy
transplantace organi uvedené v tabulce u konkrétnich zemi. V nasledujici tabulce oznacuje pismeno ,X* zemé, ve kterych
bylo toto Iécivo schvaleno pro uvedeny typ transplantétu.

Typ transplantatu Typ transplantatu
Zemé Zemé
ledvina | srdce | jatra ledvina | srdce | jatra
Argentina X X X Libanon X X X
Austrélie X X Litva X X X
Rakousko X X X Lucembursko X X X
Bahrajn X X X Malajsie X X
Belgie X X X Malta X X X
Brazilie X X X Nizozemsko X X X
Bulharsko X X X Novy Zéland X X X
Kanada X Norsko X X X
Chile X X X Omdn X X X
Kolumbie X X Peru X X
Kostarika X X X Filipiny X X X
Kypr X X X Polsko X X X
Ceské republika X X X Portugalsko X X X
Dénsko X X X Katar X X
Dorr:'i;;ill)(ﬁ::ké X X Rumunsko X X X
Ekvador X X Rusko X X
Egypt X X X Satidskd Arébie X X X
Estonsko X X X Singapur X X X
Finsko X X X Slovensko X X X
Francie X X X Slovinsko X X X
Némecko X X X J::sz;'lik: X X X
Recko X X X Jizni Korea X X X
Hongkong X X X Spanélsko X X X
Madarsko X X X Svédsko X X X
Island X X X Svycarsko X X X
Indie X X Tchaj-wan X X X
Itlie X X X Thajsko X X X
Jordénsko X X Turecko X X X
Kuvajt X X Venezuela X X
Loty3sko X X X

Souhrn a vysvétleni testu
Everolimus je makrolidové imunosupresivum odvozené od pfirodniho rapamycinu chemickou Gpravou. Rapamycin
produkuji urcité kmeny bakterie Streptomyces hygroscopicus.'

Strategie imunosupresivni [échy jsou zaméfeny na prevenci aktivace a/nebo proliferace T-lymfocytd. Everolimus tinkuje
jako inhibitor proliferace. Na bunécné trovni everolimus obecné inhibuje proliferaci bunék stimulovanou riistovym
faktorem, a to bez ohledu na linii bunék nebo druh riistového faktoru. Everolimus neni cytotoxicky, a proto je inhibice
reverzibilni. Everolimus inhibuje odpovéd T-lymfocytd na ristové faktory, ¢imz zastavuje klonélni expanzi aktivovanych
T-lymfocytdi inhibici pechodu z fize G1 do faze S Kalcineurinové inhibitory, cyklosporin (CsA) a takrolimus bréni
aktivaci T-lymfocytd inhibici piechodu z faze GO do faze G1. Rozdily v mechanismu (cinku everolimu a kalcineurinovyich
inhibitordi (jako je cyklosporin) predstavuji adekvatni odivodnéni farmakodynamické synergie."

Doporutuje se monitorovat koncentraci everolimu v krvi, nebot je tento Gdaj dileZity pro Klinické pouZiti everolimu
pii lécbé pacienta.** Upfednostiiuje se pind krev, jelikoz se latka v terapeutickych koncentracich vyskytuje zejména
v erytrocytech. Ke stanoveni koncentrace everolimu v krvi se pouziva ct grafie tekutin v kombinaci s h i
spektrometrii.*®

Principy postupu

Test QMS Everolimus je homogenni cdsticovy turbidimetricky imunotest. Test je zalozen na kompetici mezi é¢ivem
ve vzorku a lécivem navdzanym na mikrocastici na protildtkovd vazbovd mista protildtkového cinidla everolimu.
Cinidlo s mikrocasticemi pokrytymi everolimem rychle aglutinuje v pfitomnosti cinidla s protilatkami proti everolimu
a v nepfitomnosti kompetitivniho léiva ve vzorku. Rychlost zmény absorbance se méfi fotometricky. Po pfidani
vzorku obsahujiciho everolimus je aglutinacni reakce astecné inhibovana, a tim se snizuje rychlost zmény absorbance.
Na zékladé téchto (daji Ize vytvofit klasickou kfivku inhibice aglutinace v zévislosti na koncentraci — maximélni rychlost
aglutinace bude pfi nejnizsi koncentraci everolimu a nejnizsi rychlost aglutinace pii nejvy3si koncentraci everolimu.

Cinidla

QMS Everolimus se dodéva jako souprava tfi tekutych cinidel pfipravenych k pouziti obsahujici:

0373852

Cinidlo 1 1x22ml

Cinidlo 2
Precipitacni cinidlo
Potiebné materidly, které nejsou soucdsti baleni

Popis soupravy

1x8ml
1x8ml

0373860 Kalibrétory CAL A-F QMS Everolimus: 1 3,0 ml
0373878 Kontroly QMS Everolimus Grovné 1-3: 1 3,0 ml
Metanol (stuperi HPLC)
Reaktivni slozky
Slozka Koncentrace
Cinidlo 1 Antiséra IgM (koza) <3,5%
Albumin z lidského séra (HSA) <1,0%
PolyklondIni protilatka proti everolimu (kralici) <1,0%
Azid sodny <0,09 %
Cinidlo 2 Mikrocastice potazené everolimem <0,6%
Azid sodny <0,09 %
Siran (1) médnaty <64%
Azid sodny <0,09%

Manipulace s ¢inidlem a jeho skladovani

« Cinidlo 1, Cinidlo 2a pripravené k pouZiti.

« Pred pouzitim nékolikrat pievratte. Dvejte pozor, aby se nevytvofily vzduchové bubliny.

« Pokud se v kazeté s cinidlem nachdzi vzduchové bubliny, odstrarite je pomoci nové aplikacni tycinky. Také miizete
Cinidlo ponechat volné pii vhodné skladovaci teploté — bubliny vymizi samovolné. Bubliny neodstrarujte
pendseci pipetou, minimalizujete tak ztratu objemu.

+ Kdyz se vyprazdni kazeta s cinidlem Cinidlo 1 nebo Cinidlo 2, obé kazety vyméite a ovéfte Kalibraci pomoci
alespori dvou trovni kontrol v souladu se zavedenymi pozadavky kontroly kvality platnymi ve vasi laboratofi.
Pokud vysledky kontroly spadaji mimo pfijatelnd rozmezi, miize byt nutné provést rekalibraci.

« Udaje o stabilité cinidla v systému a dalsi informace specifické pro systém naleznete v listu systémovych
parametri testu pislusného analyzatoru.

« Vpiipadé ndhodného rozliti materidl ocistéte a zlikvidujte podle smérnic SOP vai laboratore a mistnich nafizeni.

« Vpfipadé poskozeného obalu pfi doruceni kontaktujte svého zéstupce pro technickou podporu (viz zadni strana
tohoto navodu).

A POZOR: Bubliny v cinidle mohou branit spravné detekci trovné Cinidla v kazeté; takova situace mize vést
k nedostatecné aspiraci cinidla a k ovlivnéni vysledkd.

8°C
Z“C’lf Neoteviend ¢inidla jsou stabilni az do data spotfeby, pokud jsou skladovana pfi teploté 2 az 8 °C.
Cinidla nemrazte ani nevystavujte teplotam nad 32 °C.
N

2 svetlo miize mit viiv na stabilitu cinidla Cinidlo 2, skladujte je proto v tmavych prostorech.

A Upozornéni a opatfeni
K diagnostickému pouziti in vitro. Nemichejte materidly ze souprav s riiznymi cisly 3arze. Nepouzivejte vzorky
s nedostatecnym objemem. ZvySena mnozstvi antikoagulacniho cinidla mohou vést k chybnym vysledkiim.

f% POZOR: Tento produkt obsahuje slozky lidského plvodu a/nebo potencidlné infekéni slozky. Slozky
pochézejici z lidské krve prosly testovanim metodami schvalenymi institutem FDA. VSechny byly v testech na HBsAg,
anti-HIV 1/2 a anti-HCV nereaktivni. Zddné zndmd metoda viak nedokdZe zcela zarucit neinfekénost produktd lidského
plvodu ¢ inaktivovanych mikroorganizmii. Z toho diivodu se doporucuje povazovat veskeré materidly pochézejici
z lidskych zdrojii za potencialné infekcni a manipulovat s nimi dle prislusnych postupi biologické bezpecnosti.



NEBEZPECi: QMS Everolimus Cinidlo 1 obsahuje <3,5% Sérum s antiséry IgM (koza) a <1,0 % krdliéi polyklonlni
protilatky.

H317 - Miize vyvolat alergickou kozni reakci.

H334 - Pfi vdechovéni miize vyvolat piiznaky alergie nebo astmatu nebo dychaci potize.

Zamezte vdechovani mlhy nebo par. Kontaminovany pracovni odév neodnésejte z pracovisté. PouZivejte ochranné rukavice /
ochranné bryle / oblicejovy stit. V pfipadé nedostatecného vétrani pouZivejte vybaveni pro ochranu dychacich cest. Pfi styku
s kiizi: Omyjte velkym mnozstvim mydla a vody. PRI VDECHNUTI: Pfi obtizném dyichani preneste postizeného na cerstvy
vzduch a ponechte jej v klidu v poloze usnadiiujici dychani. Pfi podrazdéni kiize nebo vyrazce: Vyhledejte Iékafskou pomoc
/ o3etieni. Pii djchacich potiich: Zavolejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO nebo Iékafe. Kontaminovany odév
pfed opétovnym pouZitim vyperte. Predejte obsah / obal piedanim zafizeni schvalenému pro likvidaci odpadi v souladu
s mistnimi/r dlnimi/ndrodnimi/mezindrodnimi pfedpisy.

Y

VAROVANI: QMS Everolimus obsahuje <6,4 % siranu (II) médnatého a <0,09 % azidu sodného.
H400 — Vysoce toxicky pro vodni organismy.
H410 — Vysoce toxicky pro vodni organismy, s dlouhotrvajicimi cinky.

Zabraiite uvolnéni do Zivotniho prostredi. Unikly produkt seberte. Odstrarite obsah/obal pfedanim zafizeni schvalenému pro

" " o

likvidaci odpadi v souladu s mistnimi/reg imi/mezindrodnimi piedpisy.

Cinidla obsahuji méné nez 0,1 % azidu sodného. Davejte pozor, aby nedoslo ke kontaktu s ki nebo sliznicemi.
Postizené oblasti opldchnéte velkjm mnozstvim vody. V pfipadé polknuti nebo kontaktu s ocima ihned vyhledejte
Iékatskou pomoc. Azid sodny mize reagovat s olovénymi nebo médénymi trubkami a vytvaret potencidlné vybusné
kovové azidy. Pi likvidaci je nutné tato ¢inidla spldchnout velkym mnozstvi vody, aby se azidy v trubkdch nenahromadily.
Exponované kovové povrchy vycistéte 10% hydroxidem sodnym.

Shér a manipulace se vzorky
Pti odbérech pro potfeby testu QMS Everolimus Ize pouzivat nasledujici odbérové zkumavky na vzorky:

Sklo Plast

PIna krev

EDTA (K)) EDTA (K))

Jiné odbérové zkumavky na vzorky nebyly s testem QMS Everolimus schvéleny k pouziti. U viech odbérovych zkumavek
postupuijte dle pokyni ke zpracovani udvanych vyrobcem.

o PIi pouiti vzorki s nedostatecnym objemem miZete dostat chybné vysledky. Vzorky Ize skladovat maximélné

2°ch[ 3 dny, a to pfi teploté 2 az 8 °C. Pokud se testovani zdrZi o vice nez 3 dny, vzorky je nutné pred testovénim

+15°C skladovat zmrazené (-20 + 5 °C), maximaIné viak po dobu 28 dnd. Svétlo mize mit na stabilitu vzorki vliv.

'Zw/llf Vzorky skladujte v tmavych prostorech. Vzorky urcené pro test QMS Everolimus je nutné odebrat pfimo

/';7/1 pred podénim dalsi davky (minimdlni droven). Jenom tak Ize ovéfit, Ze byla predepsana sprévnd ddvka. Minimélni
"™ koncentrace ma nejvy3si vypovédni hodnotu stran terapeutické hladiny everolimu.2

Postup
Postup extrakce vzorkil, kalibrdtorii a kontrol
Extrahované latky je nutné analy ihned po extrakci.

1. Pfipravte si mikrocentrifugacni zkumavky, které pouzijete k extrakei vzork, kalibratord a kontrol.

2. Kalibrétory, kontroly a vzorky je nutné ped extrakci zcela rozmrazit a zahiét na pokojovou teplotu. Vzorky,
kalibratory i kontroly je nutné peclivé promichat (ndobky obratte).

3. Napipetujte presné 300 pl kalibratoru, kontroly nebo vzorku uréenych k testovani do pfislusné mikrocentrifugacni
zkumavky.

4. Do kazdé mikrocentrifugacni zkumavky pfidejte presné 350 pl metanolu.

Do kazdé mikrocentrifugacni zkumavky déle napipetujte piesné 50 pl precipitacniho cinidla QMS Everolimus.

6. VSechny mikrocentrifugacni zkumavky ihned uzaviete, aby nedochdzelo k odpafovani. Poté dikladné
promichavejte pfi nejvyssi rychlosti po dobu alespoii 35 sekund. Poznamka: zkumavku mize byt nutné otocit
a promichat jesté jednou, aby se zajistilo opravdu diikladné promichéni jejiho obsahu. Po promichani by se
barva vzorku méla zménit z cervené na hnédou.

7. Vlozte zkumavky do mikrocentrifugy a centrifugujte je po dobu alespori 8 minut pfi 13400 ndsobném g.

8. Po centrifugaci odlijte supernatant do pfislusnych nddobek na vzorky. Ddvejte pozor, abyste nepfenesli
cdstecky Ci bubliny. Vlozte nddobky do ndstroje.

9. Kalibraci analyztoru nebo vlastni test spustte ihned — minimalizujete tak odpafovani vzorku.

10. Po analyze extrakty zlikvidujte. K opakovanému testovéni vzorkil je nutné provést novou extrakci.

o)

Pouziti ¢arového kédu
Stitky cinidel maji vyhrazeny systém Crovych kodi, ktery vétiina analyztordl ignoruje, pokud je nerozeznd. Pokud
analyzator ukaze chybovy kdd, prekryjte carovy kod paskou tmavé barvy. Je-li tieba, kontaktujte technicky servis.

Postup testu
Test se provadi pii vinové délce 700 nm. Detailni popis postupu pfi analyze a kalibraci testu naleznete v ndvodu k pouziti
piislusného pfistroje.

Postup redéni vzorku
K manudlnimu nafedéni vzorki mimo linedrni kalibrace testu pouZivejte roztok QMS Everolimus CAL A (0,0 ng/ml).

Protokol manuélniho fedéni

Manudlni fedéni Ize pred extrakci provadét u vzorkii pacienta s koncentracemi everolimu vy33imi nez 20 ng/ml
natedénim vzorku roztokem QMS Everolimus CAL A (0,0 ng/ml) v poméru 1:1. Redéni je nutné provést tak, aby byly vysledky
testu po nafedéni vy33i nez drover citlivosti testu, tzn. 1,5 ng/ml. Konecnou koncentraci vzorku ziskate vynasobenim
nahl&sené koncentrace faktorem manudlniho fedéni.

konecnd koncentrace vzorku = hlSend koncentrace x faktor manudiniho fedéni

faktor manudlniho fedéni = (objem vzorku + objem roztoku CAL A

objem vzorku

Kalibrace

Test QMS Everolimus je nutné nakalibrovat za pouziti plného (6bodového) postupu kalibrace. Plnou kalibraci
provedete duplicitnim otestovanim kalibrétord QMS Everolimus A, B, C, D, E a . Kalibraci je tieba provést u kazdého nového ¢isla
Sarze. Kalibracni kiivku ovéfte alespon proti dvéma trovnim kontrol v souladu se zavedenymi pozadavky kontroly kvality
platnymi ve vasi laboratoi. Pokud vysledky kontroly spadaji mimo piijatelnd rozmezi, je nutné provést napravnd opateni.

Pozndmka: Everolimus CAL A je kalibracni blank tohoto testu.

Kontrola kvality

Dalsi pozadavky na kontrolu kvality a potencidlni ndpravnd opatfeni naleznete v standardnim provoznim postupu
(postupech) vasi laboratofe a/nebo plénu zajisténi kvality. VSechny pozadavky na kontrolu kvality je nutné provést
v souladu s mistnimi, statnimi a/nebo vladnimi pfedpisy nebo pozadavky na akreditaci. Kazda laboratof by si méla urcit
své vlastni rozmezi kontrol a frekvenci kalibrace.

Doporucované pozadavky kontroly testu QMS Everolimus:
« i kontrole SarZi extrakce je nutné provadét analyzu minimalné dvou trovni kontrol nachazejicich se v riznych
Castech spektra béznych vysledki testovani, a to tak casto, jak bude tieba.
« Pokud vyZadujete Castéjsi monitorovani kontrol, dodrZujte zavedené postupy kontroly kvality platné ve vasilaboratofi.
« Pokud vysledky kontroly kvality nespadaji do pfijatelného rozmezi definovaného vasi laboratoff, je nutné
hodnoty pacienta pouzivat pouze opatrné a zajistit ndpravna opatieni.

Vysledky
Vysledky testu QMS Everolimus jsou uvadény v jednotkéch ng/ml.

Podobné jako u viech stanoveni hladin analytdi je hladinu everolimu nutné pouzivat v kontextu informaci dostupnych
zklinického hodnoceni a jinych diagnostickych postupd,

Chybové kady vysledkii
Nékteré vysledky mohou obsahovat chybové kady vysledkd. Popisy chybovych kédd naleznete v provozni piirucce
prislusného ndstroje.

Omezeni postupu
Test QMS Everolimus byl navrzen vyhradné k presnému stanovent hladin v klinickych vzorcich, nikoli ve vzorcich s upravenou
koncentraci.

S testem QMS Everolimus lze pouZivat pouze kalibratory a kontroly QMS Everolimus. Pokud pfi kalibraci testu
QMS Everolimus nepoufijete soupravu kalibratord QMS Everolimus (0373860), nelze zajisti piesné kvantitativni
stanovent hladiny everolimu.

Tento test neni vhodné pouzivat u pacientd, ktefi byli v nedavné dobé léceni sirolimem (dokud se hlavni latka a metabolity
sirolimu zcela nevylouci), jelikoz test zkiizené reaguje se sirolimem a jeho metabolity.

K interferenci heterofilnich protildtek dochdzi v béiné populaci pouze vzicné. Ve vzécnych pfipadech mohou
vzorky pacientii obsahovat heterofilni protilatky. Tyto protilatky mohou vést k autoaglutinaci mikrocasticového cinidla
andsledné k nedetekovanym chybné nizkym vysledkiim.

Pri diagnostice je nutné vysledky testu vzdy hodnotit v kontextu pacientovy anamnézy, klinickych vy3etieni a jinych nalezd.

Dalsi informace naleznete v tomto pfibalovém letdku v Cdstech Sbér a manipulace se vzorky a Specifické funkéni
charakteristiky.

Ocekavané hodnoty

Obecné terapeutické rozmezi everolimu v plné krvi je 3-8 ng/ml. K riiznym pozadavkim optimalnich hladin
everolimu v krvi pfispivé komplexita klinického stavu, individudlni rozdily v citlivosti na imunosupresivni a nefrotoxické
tcinky everolimu, konkomitantni podavéni jinych i presiv, typ dtu, doba, kterd uplynula od
transplantace, a znacné mnozstvi jinych faktordi. Z toho diivodu nelze samostatné hladiny everolimu pouzivat jako
samostatny parametr, na zakladé kterého budete provadét zmény lécebnych rezimd. Pied zménou lécebného rezimu
je nutné kazdého pacienta peclivé klinicky vysetfit. Kazdy uzivatel si musi na zékladé klinickych zkusenosti stanovit
prislusnd rozmezi. Terapeutickd rozmezi se IiSi v zavislosti na pouzité metodé, a tudiz je nutné je stanovit pro kazdou
z nich. Hodnoty ziskané pouzitim riznych metod nelze kvilli rozdilim v metodice a zkizené reaktivité s metaholity volné
zaménovat. Obdobné nelze pouzivat korekéni faktory. Z toho divodu doporucujeme u kazdého pacienta konzistentné
pouZivat jeden test. Upravy optimalni davky by mély byt zaloZeny na vétiim mnoZstvi Udajii nez na jednom vzorku
s minimalni hladinou (odebraném kratce pred aplikaci dalsi davky).

Specifické funkeni charakteristiky
V ndsledujicim textu jsou uvedeny reprezentativni funkcni vysledky ziskané na komercné dostupném automatickém
klinickém chemickém analyzétoru pouzivajicim turbudimetrickou kvantitativni analyzu.

Prohldseni: Pouziti nebylo schvaleno pro veskeré populace s transplantovanymi organy ve viech regulacnich oblastech.
Informace o pouZiti v konkrétnich zemich uvadi tabulka v casti Zamyslené poufiti.

Gitlivost
presnost pii srovnani testii a recovery (Casto povazovana za hodnotu <20 % CV s +15 % recovery). LOQ byl stanoven
na1,3ng/mL.

Rozmezi testu
Rozmezi testu je 1,5 az 20 ng/ml.

Presnost

Otestovanim vzorki pacienta s vysokymi hladinami nafedénych na koncentrace v celém rozsahu rozmezi byly
provedeny studie linearity. Redéni byla provedena z hemolyzatu pIné krve. Linearita pfi specifickych fedénich byla
povazovana za pfijatelnou, pokud bylo procentudini recovery 100 = 10.



Linearita Interferujici latky
T icka k L Priimé P o Specificita
eoreticka koncentrace (ng/ml) umeiZonakovanl % recovery Na zékladé protokolu NCCLS EP7-A probéhly interferencni studie.”" Byla testovana zkiizend reaktivita dostupnych
0,00 033 R 0,00 hlavnich metabolitli everolimu. Testovanim prosla také jind léciva rutinné podavané s everolimem a endogenni latky.
Cilem postupu bylo pomoci testu QMS Everolimus zjistit, jestli tyto latky ovliviiuji kvantifikaci koncentraci everolimu.
1,12 1,29 17,28 114,70
13 236 8,36 105,17 Metabolity
Probéhly studie zkfizené reaktivity antiséra QMS Everolimus s hlavnimi metabolity everolimu. Testované latky byly
4,46 434 525 96,53 ve dvou koncentracich piidany do hemolyzétu lidské krve obsahujictho Iécivo everolimus v koncentraci 5 ng/mL.
6,70 6,24 303 92,51 Nésledné byla provedena analyza pomoci testu QMS Everolimus. Byla vypoctena procentudlni zkfizend reaktivita. Vysledky
naleznete nize:
8,93 8,60 2,55 95,64
11,16 . 3n %1 Testovana latka Testovand Ziskand % zkfizena reaktivita
koncentrace (ng/ml) koncentrace (ng/ml)
13,39 13,21 2,63 97,94
RAD SA 5 6,08 7
15,63 15,85 317 100,72
RAD SA 20 6,07 2
17,86 17,88 6,73 99,42
RAD PSA 5 6,33 12
20,09 19,88 3,83 98,24
RAD PSA 20 9,00 16
22,48 232 78 99,30
RAD PC 5 8,86 63
- RAD PC 20 17,61 59
Srovnani metod
Na 150 vzorcich pacientdi s transplantovanymi ledvinami byla provedena korelacni studie. Vysledky testu 45/46 OH RAD 5 5,82 ND
Qms Everf)llmus pyly srovnany s vysledky testu LC/MS. V nasledujicim textu naleznete vysledky regresni analyzy Passing- 45/46 OH RAD 2 613 )
Bablok’ této studie.
24 0HRAD 5 6,23 9
Sklon 1M 240HRAD 20 6,81 5
Prisecik s osou Y -0,005 250HRAD 5 6,56 15
Koeficient korelace (R) 0,96 250HRAD 20 10,24 22
Pocet vzorkii 150 ND = nedetekovéno

Na 41 vzorcich pacientdi s transplantovanym srdcem byla provedena druhd korelacni studie. Vysledky testu
QMS Everolimus byly srovnany s vysledky testu LC/MS. V ndsledujicim textu naleznete vysledky regresni analyzy

Kromé toho probéhly studie zkfizené reaktivity antiséra QMS Everolimus se sirolimem a jeho hlavnimi metabolity.
Testované latky byly ve dvou koncentracich pfidany do hemolyzétu lidské krve obsahujiciho lécivo everolimus
v koncentraci 5,5 ng/ml. Nasledné byla provedena analyza pomoci testu QMS Everolimus. Byla vypoctena procentudlni

Passing-Bablok.

zkiizend reaktivita. Vysledky naleznete nize.

Sklon 1,00
- Sirolimus a metabolity sirolimu
Priisecik s osou Y -0,15
ficient korelace (R Testovana Ziskana o6 skfizens
Koeficient korelace (R) 0,96 Testovana latka koncentrace koncentrace "
reaktivita
Pocet vzorkii M (ng/ml) (ng/ml)
P . p — P . ) Sirolimus 10 9,94 46
Treti korelacni studie probéhla na 111 vzorcich pacienti s transplantovanymi jétry. Vysledky testu QMS Everol
byly srovnany s vysledky testu LC/MS. V nésledujicim textu naleznete vysledky regresni analyzy Passing-Bablok. Trihydroxysirolimus; 7,41-0-didesmethylsirolimus 90 9,34 4
41-0-desmethylhydroxysirolimus 90 8,55 3
Sklon 098 41-0-desmethylhydroxysirolimus; 9% 729 )
Priisecik s osou Y 0,06 7-0-desmethylsirolimus i
Koeficient korelace (R) 0,93 11-hydroxysirolimus 90 16,43 12
Pocet vzorkil m Izomér 11-hydroxysirolimu 90 11,00 6
Hydroxysirolimus 0 6,96 2
Presnost N-oxidsiroli 90 12,10 7
Presnost byla stanovena v souladu s protokolem NCCLS EP5-A2."® Oxidsirofimus g
Izomer hydroxylsirolimu nebo N-oxidsirolimu 0 6,71 1
Ve studii byla pouZita tfiiroviiova kontrola z lidské krve obsahujici everolimus a soubor tfitiroviiovych vzorkii pacienta. —
Kazd troveni byla duplicitné testovana dvakrét denné po dobu 20 dnii. Mezi jednotlivymi testy provadénymi denné 41-0-desmethylsirolimus; 30 1832 5
uplynuly vidy alespori dvé hodiny. Potitaly se primémé hodnoty, mezidenni, mezitestové a celkové SD a CV (%). 32-0-desmethylsirolimus

Reprezentativni vysledky naleznete v nasledujici tabulce.

Mezi testy Mezi dny Celkové

Kontrola | N :'n’:;““;; | e | o | ) | | v

1 80 3,93 0,13 3,21 0,22 5,65 0,28 719

2 80 8,20 0,25 3,01 0,33 4,05 0,51 6,16

3 80 14,90 0,83 5,57 0,68 4,55 m 747
Soubory pacientii

1 80 3,87 0,28 731 0,18 4,59 0,37 9,45

2 80 8,73 0,18 2,1 0,46 5,24 0,64 727

3 80 12,07 0,43 3,59 0,32 2,67 0,80 6,62




Endogenni latky

Pouziti ndsledujicich latek vedlo v uvedenych koncentracich pfi analyze v testu QMS Everolimus k méné nez 10%
chybé detekce everolimu. Vysledky naleznete nize.

Inteliferujici . I(on(erfr’ac'e N Everolimus % recovery
latka interferujici latky (ng/ml)

Bilirubin 60 mg/dl 10 4,45 95,86
Cholesterol 347 mg/dl 3 4,22 101,10
Kreatinin 5mg/dl 3 5,40 99,60
Gamaglobulin 12g/dl 3 4,06 92,86
HAMA typ 1% Normalni hladina u lidi 3 422 102,92
HAMA typ 2% Normalni hladina u lidi 3 4,22 95,02
Hematokrit 60 % 10 4,18 101,89
Revmatoidni faktor 13501V 3 4,22 101,42
Celkova hladina proteinii 12g/dl 3 4,06 105,17
Triglycerid 1500 mg/dl 3 4,22 100,60
Kyselina mocova 40 mg/d| 3 4,22 99,53

Zkiizena reaktivita s lécivem

*HAMA = lidské protilatky proti mysim antigendm

Zkiizena reaktivita byla testovana u léciv, které se s everolimem bézné podavaji. Potencidlné zkiizené reaguijici
ltky byly analyzovény s hemolyzatem s maximélni koncentraci everolimu s hladinou 5-6 ng/ml. Testovanim prosly

nasledujici latky.

Litka kon(:‘::;"c:": o % 2kfizend reaktivita
Acetaminofen 200 ND
N-Acetylprokainamid 120 ND
Acyklovir 1000 0,0
Albuterol 0,18 ND
Allopurinol 60 ND
Amikacin 150 0,0
Amfotericin B 100 0,0
Askorbat 30 ND
Atenolol 40 ND
Azothiopren 10 ND
Baktrim (5:1 Sulfamethoxazol: 525 Sulfamethoxazol 00

Trimethoprim) 45 Trimethoprim :

Kofein 100 ND
Kaptopril 50 0,0
Karbamazepin 120 0,0
Cefaklor 230 ND
Chloramfenikol 250 ND
Cimetidin 100 ND
Ciprofloxacin 250 0,0
Cyklosporin A 1 ND
Digoxin 0,01 -2,0
Disopyramid 30 0,0
Erytromycin 200 0,0
Etanol 3500 ND
Flukonazol 75 0,0
Fluorocytosin 300 0,0
Folt 0,01 ND
Furosemid 100 ND
Ganciklovir 1000 ND
Gemfibrozil 75 ND
Gentamicin 20 ND
Glipizid 60 ND

Pokracovani tabulky

Litka kom?::;"c:“jg - % 2kfizend reaktivita
Glyburid 40 ND
Heparin 16 0,0

Hydralazin 32 ND
Hydrochlorothiazid 40 ND
Ibuprofen 400 ND

Inzulin 0,0167 10
Intralipid 15000 ND
Isoniazid 70 ND

Isoproterenol HCI 0,06 ND
Itrakonazol 17 ND
Kanamycin A 100 ND
Kanamycin B 100 ND
Ketokonazol 10 ND
Labetalol 200 ND
Lidokain 100 ND
Lithium 222 ND
Lovastatin 4 0,0
Metformin HCl 5100 ND
Meticilin 240 ND
Metotrexdt 910 ND
Metoklopramid 4 ND
Misoprostol 0,015 ND
Siran morfinu 6 ND
Mykofenolat 250 ND

Nadolol 333 ND
Naproxen 1000 0,0

Niacin 800 ND
Nifedipin 120 0,0

Omeprazol 14 ND
Pantoprazol sodny 15 0,0
Penicilin G 100 0,0
Fenobarbital 150 ND
Fenytoin 100 0,0
Piperacilin 8 ND
Prazosin 25 ND
Prednizon 12 ND
Prednizolon 12 ND
Primidon 100 0,0
Prokainamid 25 ND
Propanolol 0,5 ND
Quinidin 100 ND
Ranitidin 200 ND
Rifampin 50 0,0
Salicylat 500 ND
Sotrastaurin 40 0,0
Spektinomycin 100 ND
Sulfamethoxazol 400 0,0
Tacrolimus 0,04 1,0
Theofylin 250 ND
Tobramycin 20 ND




Pokracovani tabulky

Litka kon;e::r"a";": - % zkiiien reaktivita
Triamteren 600 0,0
Trimethoprim 20 ND
Valganciklovir HCI 36 0,0
Valprodt 1000 0,0
Vankomycin 630 ND
Verapamil 10 ND

ND = nedetekovatelné. KfiZova reaktivita se povaZuje za nedetekovatelnou, pokud je rozdil mezi vzorkem s upravenou
koncentraci a kontrolou mensi nez smérodatnd odchylka kontroly.

Referencni materialy

1. Certican (Everolimus) dispersible tablets proposed labeling. Novartis NDA No. 21-561
and 26-628. December 19, 2002.

2. Kovarik JM, Kaplan B, Silva HT, et al. Exposure-response relationships for everolimus
in de novo kidney transplantation: defining a therapeutic range. Transplantation
2002;73(6):920-5.

3. Nashan B. The role of Certican (Everolimus, Rad) in the many pathways of chronic
rejection. Transplant Proc 2001; 33:3215-20.

4. Holt DW. Therapeutic drug monitoring of immunosuppressive drugs in kidney
transplantation. Curr Opin Nephrol Hypertens 2002;11(6):657-63.

5. KahanBD,Keown P,Levy GA, etal. Therapeutic drug monitoring ofimmunosuppressant
drugs in clinical practice. Clin Ther 2002;24(3):330-50.

6. McMahon LM, Luo S, Hayes M, et al. High-throughput analysis of everolimus
(RADO0O01) and cyclosporine A (CsA) in whole blood by liquid chromatography/mass
spectrometry using a semi-automated 96-well solid-phase extraction system. Rapid
Commun Mass Spectrom 2000;14:1965-71.

7. Brignol N, McMahon LM, Luo S, etal. High-throughput semi-automated 96-well
liquid/liquid extraction and liquid chromatography/mass spectrometric analysis of
everolimus (RAD001) and cyclosporine A (CsA) in whole blood. Rapid Commun Mass
Spectrom 2002;15:1-10.

8. StreitF, Armstrong VW, Oellerich M, et al. Rapid liquid chromatography-tandem mass
spectrometry routine method for simultaneous determination of sirolimus, everolimus,
tacrolimus, and cyclosporine A in whole blood. Clin Chem 2002;48(6):955-8.

9. Bablok W, Passing H, Bender R, Schneider B. A general regression procedure for
method transformation. Application of linear regression procedures for method
comparison studies in clinical chemistry. Part 1ll J Clin Chem Clin Biochem
1988;26(11):783-90.

10. Tholen DW, Kallner A, Kennedy JW, et al. Evaluation of Precision Performance of
Quantitative Measurement Methods; Approved Guideline-Second Edition (EP5-A2).
Wayne, PA: The National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2004.

11. Powers DM, Boyd JC, Glick MR, etal. Interference Testing in Clinical Chemistry (EP7-A)
Villanova, PA. The National Committee for Clinical Laboratory Standards, 1986.

12. McEnroe RJ, Burritt MF, Powers DM, et al. Interference Testing in Clinical Chemistry:
Approved Guideline-Second Edition (EP7-A2). Wayne, PA: The National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 2005.

Rejstiik:
http://www.thermofisher.com/symbols-glossary

l
Microgenics Corporation B-R-A-H-M-S GmbH

46500 Kato Road
Fremont, CA 94538 USA
Zakaznicka a technicka
podpora v USA:
1-800-232-3342

Neuendorfstrasse 25
16761 Hennigsdorf, Germany

3

C@ Aktualizace pfibalovych letdki naleznete na internetové adrese:
www.thermofisher.com/diagnostics

Ostatni zemé:
Obratte se prosim na mistniho zéstupce spolecnosti Thermo Fisher Scientific.
© 2019 Thermo Fisher Scientific Inc. V3echna préva vyhrazena.

Certican® je registrovana ochranna znamka spolecnosti Novartis®. Viechny ostatni ochranné znamky jsou vlastnictvim
spolecnosti Thermo Fisher Scientific a jeji pobocek

thermo
scientific

0160060-3-CS
2024 01



