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Len na diagnostické poufitie in vitro
0373852

Pred pouZitim systému Quantitative Microsphere System (QMS) si pozorne precitajte tento pribalovy leték. Navod uvedeny
v pribalovom letéku je potrebné dodrZiavat. Ak ddjde k akymkolvek odchylkam od navodu uvedeného v tomto pribalovom
letdku, nemozno zarucit presnost vysledkov testu.

Planované pouzitie
Everolimovy test QMS® je urceny na kvantitativne stanovenie everolimu v plnej ludskej krvi pomocou automatickych
Klinickych chemickych analyztorov.

Everolimovy test QMS je urceny na poutitie ako pomdcka pri manazmente pacientov, ktorym sa poddva everolimova liecba
pri tych transplantdcidch organov, ktoré st uvedené v tabulke pre jednotlivé krajiny. V nasledujtcej tabulke su krizikom
oznacené pripady, ked'bolo udelené povolenie na uvedenie lieku na trh pre urcity typ transplantatu.

Typ transplantatu Typ transplantatu
Stat Stat
Oblicka | Srdce | Peceii Oblicka | Srdce Peceit
Argentina X X X Libanon X X X
Austrdlia X X Litva X X X
Rakusko X X X Luxembursko X X X
Bahrajn X X X Malajzia X X
Belgicko X X X Malta X X X
Brazilia X X X Holandsko X X X
Bulharsko X X X Novy Zéland X X X
Kanada X Norsko X X X
ile X X X Omdn X X X
Kolumbia X X Peru X X
Kostarika X X X Filipiny X X X
Cyprus X X X Polsko X X X
Ceska republika X X X Portugalsko X X X
Dansko X X X Katar X X
Dorr:;:itl)(lé;::ka X X Rumunsko X X X
Ekvddor X X Rusko X X
Egypt X X X Saudskd Arébia X X X
Estonsko X X X Singapur X X X
Finsko X X X Slovensko X X X
Franctzsko X X X Slovinsko X X X
Nemecko X X X Juznd Afrika X X X
Grécko X X X Korejska republika X X X
Hongkong X X X Spanielsko X X X
Madarsko X X X Svédsko X X X
Island X X X Svajciarsko X X X
India X X Taiwan X X X
Taliansko X X X Thajsko X X X
Jordansko X X Turecko X X X
Kuvajt X X Venezuela X X
Lotyssko X X X

Suhrn a vysvetlenie testu
Everolimus je makrolidové imunosupresivum vyrobené chemickou tipravou prirodného rapamycinu. Rapamycin produkuju
urcité kmene Streptomyces hygroscopicus.'

Stratégia liecby imunosupresivami je zamerand na prevenciu aktivacie T-buniek alebo proliferécie. Everolimus pdsobi
ako inhibitor proliferécie. Na bunkovej trovni everolimus vo vseobecnosti inhibuje proliferaciu buniek stimulovanych
rastovym faktorom bez ohladu na rad buniek alebo prislusny rastovy faktor. Inhibicia je reverzibilng, pretoze everolimus
nie je cytotoxickou zlt¢eninou. Everolimus inhibuje reakciu T-buniek na rastové faktory, pricom zastavuje klonovi expanziu
aktivovanych T-buniek inhibiciou faz G1 az S.° Kalcineurinové inhibitory, cyklosporin (CsA) a takrolimus zabrafiuju aktivacii
T-buniek inhibiciou prechodu medzi faizami G0 az G1. Rozne rezimy pdsobenia everolimu a kalcineurinovych inhibitorov, ako
napriklad cyklosporinu, poskytuju adekvatny dovod na farmakodynamickd sicinnost.

Sledovanie koncentracii everolimu v krvi sa odporica ako pomdcka pri manazmente pacientov s klinickjm pouzitim
everolimu.** Preferovanou matricou je pInd krv, pretoze pri terapeutickych koncentréciach zlcenina prenikd najmé do
erytrocytov. Na meranie koncentrdcie everolimu v krvi sa pouZiva kvapalinova ct grafia spojend s h tnou

spektrometriou.®®

Principy postupu

Everolimovy test QMS je homogénny turbidimetricky imunotest s Casticovou intenzifikdciou. Tento test je zalozeny
na stitazeni medzi liekom vo vzorke a liekom nanesenym na mikrocasticu o miesta viazania protildtok everolimového
protilatkového ¢inidla. Cinidlo vo forme mikrocastic s povlakom everolimu sa v pritomnosti anti-everolimového
protilatkového cinidla a v nepritomnosti konkurencného lieciva vo vzorke rychlo aglutinuje. Rychlost zmeny absorbancie
sa meria fotometricky. Po pridani vzorky obsahujticej everolimus sa aglutinacnd reakcia Ciastocne inhibuje, ¢im sa spomali
rychlost zmeny absorbancie. Mozno ziskat koncentracne zavisli klasickd aglutinacnd inhibicnt krivku s maximélnou
rychlostou aglutindcie pri najnizsej koncentracii everolimu a s najnizSou rychlostou aglutindcie pri najvyssej koncentracii
everolimu.

Cinidla
Everolimus QMS sa doddva ako stiprava troch kvapalnych cinidiel pripravenych na pouZitie, ktord obsahuje:

0373852

Cinidlo 1 1x22ml
Cinidlo 2 1x8ml

Iréiadlo x8ml

Potrebné materidly, ktoré nie sii siicastou stipravy

Opis supravy

0373860 QMS everolimové kalibratory CALA —F: 1x 3,0 ml
0373878 QMS everolimové kontrolné stipravy Grovne 1—3:1x3,0ml
Metanol (kvalita HPLC)
Reaktivne zlozky
Zlozka Koncentracia
Cinidlo 1 Séra s protildtkami IgM (kozie) <35%
Albumin ludského séra (HSA) <1,0%
Antieverolimové polyklondlne protilatky (kralik) <1,0%
Azid sodny <0,09%
Cinidlo 2 Mikrocastice s poviakom everolimu <0,6%
Azid sodny <0,09%
Siran mednaty <6,4%
Azid sodny <0,09%

Manipulacia s ¢inidlami a ich skladovanie

« Cinidlo 1, Cinidlo 2 a Pripravené na poufitie

«  Pred pouzitim niekolkokrét prevratte, aby sa netvorili bublinky.

« Akssa v zésobniku cinidla nachddzajui vzduchové bublinky, odstréiite ich pomocou novej aplikacnej tycinky. Mozete
tiez nechat cinidlo postat pri vhodnej skladovacej teplote, aby sa y rozptylili. Na odstrariovanie bubliniek
nepouzivajte pipetu, aby nedoslo k ibytku objemu.

Ked sa zsobnik Cinidlo 1 alebo Cinidlo 2 s ¢inidlom vyprazdni, vymeiite oba zasobniky a overte kalibréciu pomocou

najmenej dvoch drovni kontroly podfa stanovenych poziadaviek na kontrolu kvality pouzivanych vo vasom

laboratériu. Ak budu vysledky kontroly mimo prijatelnych rozmedzi, mozno bude potrebnd opétovnd kalibrécia.

Informécie o stabilite cinidla v pristroji a dalSie informdcie Specifické pre tento systém najdete v karte parametrov

testovacieho systému priloZenej k analyzatoru.

V pripade nahodného rozliatia miesto vycistite a materidl zlikvidujte podla Standardnych prevédzkovych predpisov

laboratéria a miestnych a Stétnych predpisov.

+ Vpripade, Ze pri dodanizistite poskodenie obalu, obratte sa na svojho zdstupcu technickej podpory (pozrite si zadnu
stranu tohto pribalového letdka).

A UPOZORNENIE: Bublinky v Cinidle mozu ovplyvnit spravnu detekciu hladiny Cinidla v zésobniku a spasobit
nedostatocné nasatie inidla, co mdze skreslit vysledky.

8°C
e X Pri skladovani pri teplote 2 az 8 °Csi neotvorené cinidld stabilné az do datumu exspiracie.
Cinidla nezmrazujte a nevystavujte ich pdsobeniu teplot nad 32 °C.
4
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,’iL\ Svetlo moze ovplyvnit stabilitu Cinidlo 2. Cinidla uchovavajte v tme.

A Upozornenia a bezpecnostné opatrenia
Na diagnostické poufitie in vitro. NemieSajte materidly zo stprav s roznymi ¢islami Sarzi. NepouZivajte vzorky, ktoré si
takmer vyprazdnené. Zvy3ené mnozstvo antikoagulantov moze viest k chybnym vysledkom.

CGX)D UPOZORNENIE: Tento produkt obsahuje zlozky ludského pdvodu a potencidlne infekéné zlozky. Zlozky ziskané
z ludskej krvi boli testované metddami, ktoré schvélil drad FDA, a zistilo sa, Ze st nereaktivne na HBsAg, anti-HIV 1/2
aanti-HCV. Ziadna zndma testovacia metéda viak neméze zabezpedit iplnd istotu, ze produkty vyrobené z fudskych zdrojov
alebo inaktivované mikroorganizmy nebudu prenésat infekciu. Odporica sa preto, aby sa vsetky materidly udského povodu
povazovali za potencidIne infek¢né a manipulovalo sa s nimi s pouzitim primeranych postupov na zabezpedenie biologickej
bezpecnosti.

NEBEZPECENSTVO: Everolimus QMS Cinidlo 1 obsahuje < 3,5 % séra obsahujticeho protilatky IgM (kozie) a < 1,0 %
krélicej polyklonélnej protildtky.

H317 - Mdze na pokozke sposobit alergicku reakciu.

H334 -V pripade vdychnutia mdze sposobit alergiu, vyvolat symptomy astmy alebo spdsobit problémy s dychanim.



Vyhybajte sa vdychnutiu aerosélu alebo vyparov. Na pracovisku sa nesmie nachadzat kontaminovany pracovny odev.
PouZivajte ochranné rukavice/ochranu oi/ochranu tvare. V pripade nedostatocného vetrania noste ochranu dychacich ciest.
V pripade kontaktu s pokozkou: umyte mnozstvom mydla a vody. V PRIPADE VDYCHNUTIA: v pripade problémov s dyichanim
vyvedte postihnutd osobu na Cerstvy vzduch a nechajte ju odpocivat v pohodinej polohe, v ktorej sa jej dobre dycha.
V pripade podréaZdenia pokozky alebo vyskytu vyrazky: vyhladajte lekérsku radu/pomoc. V pripade symptémov tykajicich
sa dychacich ciest: obratte sa na TOXIKOLOGICKE STREDISKO alebo lekéra. Kontaminované oblecenie je pred opakovanym
pouZitim nutné vyprat. Obsah/nadobu zlikvidujte na prisluSnom mieste v silade so v3etkymi miestnymi, regionalnymi,

arodnymi a medzindrodnymi nariadeniami

UPOZORNENIE: QMS Everolimusobsahuje < 6,4 % siranu mednatého a < 0,09 % azidu sodného.
H400 — Velmi toxicky pre vodné organizmy.
H410 — Velimi toxicky pre vodné organizmy s dihodobymi tcinkami.

Zabranite uvolneniu do Zivotného prostredia. Zozbierajte uniknuty produkt. Obsah/nédobu zlikvidujte na prislusnom mieste
v stilade so vietkymi miestnymi, r dInymi, ndrodnymi a nadnérodnymi predpismi.

Y )

Cinidl pouzité v zlozkich testu obsahuji < 0,09 % azidu sodného. Zabréiite styku s pokozkou a sliznicami. Dalsie
bezpecnostné upozornenia, pokyny na manipuldciu a o3etrenie pri ndhodnom vystavenisi pozrite v SDS.

0Odber vzoriek a manipulacia s nimi
Na everolimovy test QMS mozno poufit tieto skiimavky na odber vzoriek:

Plastové

EDTA (K)

Sklenené

EDTA (K)

| Na plnui krv

Iné skimavky na odber vzoriek neboli overené na pouZitie s everolimovym testom QMS. DodrZiavajte névod vyrobcu na
spracovanie v3etkych skimaviek na odber vzoriek.

g Pouzivanie takmer prazdnych vzoriek moze viest k chybam vo vysledkoch. Vzorky mozno skladovat az 3 dni pri
z°c/ﬂ/ teplote 2 az 8 °C. Ak sa testovanie oneskori o viac ako 3 dni, vzorky treba skladovat'v zmrazenom stave (-20 °C + 5 °C)
715°C a7 28 dni pred testovanim. Svetlo moZe negativne ovplyvnit stabilitu vzorky. Skladované vzorky uchovavajte
25”:4/ v tme. Vzorky na everolimovy test QMS sa odoberaju pred davkou (rovnovéZna tiroveni) na potvrdenie toho, Ze
i}?\l\l bola predpisand primerana dévka. Rovnovazna koncentracia je najlicinnejsim ukazovatelom terapeutickej drovne

= everolimu.2

Postup

Postup extrakcie vzoriek, kalibrdtorov a kontrolnych pripravkov

Extrakty sa musia analyzovat bezprostredne po extrakcii.

1. Pripravte si mikrocentrifugacné skiimavky na extrakciu vzoriek, kalibrétorov a kontrolnych pripravkov.

2. Kalibrétory, kontrolné pripravky a vzorky sa pred extrakciou musia iplne rozmrazit a dosiahnut izbovii teplotu.
Vzorky, kalibrétory a kontrolné pripravky dobre premiesajte ich obracanim.

3. Odoberte pipetou presne 300 pl kalibrtora, kontrolného pripravku alebo vzorky, ktoré sa maji testovat,
do prislusnej mikrocentrifugacnej skimavky.

4. Odoberte presne 350 yl metanolu do kazdej mikrocentrifugacnej skimavky.

Odoberte pipetou presne 50 pl zrdzadla everolimu QMS do kazdej mikrocentrifugacnej skimavky.

6. Zatvorte okamdite kazdd mikrocentrifugacni skimavku zétkou, aby ste zabrénili vyparovaniu, potom prudko
miesajte/vortexujte pri najvyssej rychlosti minimélne 35 sekind. Pozndmka: mozno bude potrebné otocit
skimavku a premiesat ju, aby ste zaistili ipIné premiesanie. Po premiesani sa farba vzorky ma zmenit z cervenej
na hnedu.

7. Vlozte skimavky do mikrocentrifigy a odstredujte ich aspoi 8 mindt rychlostou 13 400 x g.

8. Po odstredeni odlejte supernatant do prislusného pohdrika na vzorku. Davajte pozor, aby ste nepreliali pevné
Ciastocky a bubliny. Polozte pohariky na pristroj.

. Okamzite zacnite kalibréciu analyzétora alebo proces testovania, aby ste minimalizovali vyparovanie vzoriek.

10. Extrakty po analyze zlikvidujte. Na opakované testovanie vzoriek je potrebnd cerstvé extrakcia.

%)

Pouzivanie ciarového kédu

Stitky cinidiel obsahujd $pecidlny systémovy ¢iarovy kod, ktory vécsina analyzatorov ignoruje, ak sa nerozpoznaji.
Ak analyzator vrati chybovy kéd, prekryte ciarovy kdd pevnou farebnou paskou.

V pripade potreby poziadajte o pomoc technické sluzby.

Postup testu
Test sa vykonéva pri vinovej dlzke 700 nm. Podrobny opis uskutocnenia a kalibrovania testu najdete v ndvode na pouZivanie
pristroja.

Postup riedenia vzoriek
Na manudlne riedenie vzoriek mimo linearity testu poutite kalibrétor A everolimu QMS (0,0 ng/ml).

Protokol manualneho riedenia

Manualne riedenie mozno uskutocnit na vzorkéch pacientov s udévanymi koncentraciami everolimu vy3simi ako 20,0 ng/ml
zriedenim vzorky kalibrétorom A everolimu QMS (0,0 ng/ml) v pomere 1:1 pred extrahovanim vzorky. Riedenie sa musi
uskutocnit tak, aby bola hodnota vysledku testu zriedenej vzorky vysSia ako citlivost testu 1,5 ng/ml. Udévani koncentraciu
treba vyndsobit faktorom manudlneho zriedenia, ¢im sa ziska kone¢nd koncentracia vzorky.

Konecnd koncentrdcia vzorky = uddvané koncentrécia x faktor manudlneho zriedenia

Faktor manudlneho zriedenia = (objem vzorky + objem kalibrétora A

objem vzorky

Kalibracia

Everolimovy test QMS sa musi kalibrovat Gplnym kalibraénym (6-bodovym) postupom. Uplna kalibrcia sa uskutociiuje
duplikdtnym testovanim everolimovych kalibratorov QMS A,B,C,D.E a F. Kalibrdcia je nutnd pri kazdom novom disle 3arze.
Overte kalibracn krivku pomocou najmenej dvoch trovni kontroly podla stanovenych poziadaviek na kontrolu kvality
pouzivanych vo vaom laboratériu. Ak budi vysledky kontroly mimo prijatelnych rozmedzi, musi sa prijat napravné
opatrenie.

Pozndmka: Kalibrator A everolimu je prazdna kalibracnd vzorka pre tento test.

Kontrola kvality

DalSie poziadavky na kontrolu kvality a potencidlne napravné opatrenia mozu pripadne vyplynit zo Standardnych
prevédzkovych predpisov a planu zabezpecenia kvality vésho laboratdria. V3etky poziadavky na kontrolu kvality sa musia
uplatiiovat'v stlade s miestnymi, Statnymi a viddnymi predpismi alebo akreditacnymi poziadavkami. Kazdé laboratdrium
musi stanovit svoje vlastné rozmedzia kontroly a frekvenciu kalibracie.

Odporiicané poziadavky na kontrolu pre everolimovy test QMS:
Majii sa vykondvat minimélne dve trovne kontroly presahujtice rozsah lekarskeho rozhodnutia tak casto, ako
je potrebné pre 3arZe na extrakciu.
Ak je potrebné Castejsie monitorovanie kontroly, postupujte podla zavedenych postupov kontroly kvality
pouzivanych vo vaSom laboratdriu.
Ak vysledky kontroly kvality nespadaji do prijatelného rozmedzia urceného vasim laboratériom, hodnoty
pacientov mdzu byt podozrivé a musia sa upravit.

Vysledky
Vysledky everolimového testu QMS sa uddvajd v jednotkach ng/ml.

Rovnako ako vSetky urcenia analytov, aj hodnota everolimu sa musi pouZivat v spojeni s informaciami dostupnymi
zklinickych hodnoteni a dalSich diagnostickych postupov.

Kody chyb vysledkov
Niektoré vysledky mozu obsahovat kédy chyb vysledkov. Opis kadov chyb ndjdete v ndvode na pouZivanie prislusného
pristroja.

Obmedzenia postupu
Everolimovy test QMS je urceny len na presné testovanie Klinickych vzoriek pacientov a vzoriek s umelo nezvysenym
obsahom analytu.

V rdmci everolimového testu QMS sa musia pouzivat iba kalibrétory a kontrolné pripravky everolimu QMS. Presné
kvantitativne stanovenie everolimu sa nepodari ziskat, ak sa pri kalibracii v ramci everolimového testu QMS nepouzije
everolimova kalibracna siprava QMS (0373860).

U pacientov, ktorym bol préve podany sirolimus, sa tento test nema vykondvat (az kym sa tplne neodbtra povodna
zldcenina sirolimu a metabolity), pretoze test sa vzajomne ovplyviiuje so sirolimom a jeho metabolitmi.

V beznej populdcii sa s nizkou frekvenciou vyskytuji rusivé heterofilné protilatky. V zriedkavych pripadoch sa heterofilné
protildtky mozu nachddzat aj vo vzorkdch pacientov. Tieto protildtky mozu sposobit autoaglutindciu mikrocasticového
Cinidla, ktord vedie k chybne nizkym vysledkom.

Na diagnostické ucely sa vysledky testu majd vzdy hodnotit v spojeni s anamnézou pacienta, klinickymi vySetreniami
a dalSimi nalezmi.

Pozrite si ¢asti,, Odber vzoriek a manipuldcia s nimi“ a, Specifické charakteristiky testu” tohto pribalového letdka.

Ocakavané hodnoty

V3eobecny terapeuticky rozsah everolimu v pinej krvi je 3 — 8 ng/ml. Komplexnost klinického stavu, individuaIne rozdiely
v citlivosti na imunosupresiva a nefrotoxické tcinky everolimu, sticasné podavanie inych imunosupresiv, typ transplantacie,
Cas po transplantécii a mnozstvo inych faktorov prispievajt k roznym poziadavkdm na optimalne trovne everolimu v krvi.
Jednotlivé hodnoty everolimu preto nemozno pouzit ako samostatny ukazovatel pri vykonani zmien v liecebnom rezime.
Pred vykonanim zmien v liecebnom rezime musi kazdy pacient byt tplne klinicky vysetreny. Kazdy pouzivatel musi stanovit
rozsah na zdklade klinickych skisenosti. Terapeutické rozsahy koliSu v zavislosti od pouZitej metédy, a preto ich treba
stanovit pre kazdu metédu. Hodnoty ziskané pomocou rozlicnych metdd nemozno vzdjomne zamiefiat z dovodu rozdielov
v metddach a skrizenej reaktivity s metabolitmi a nesmu sa pouzivat ani korekéné faktory. Odporica sa preto konzistentné
pouzivanie testu pre jednotlivych pacientov. Moznd tiprava davky sa nemé zakladat len na rovnovéznej vzorke.

Specifické charakteristiky testu
Nasledujui reprezentativne vysledky ziskané na komeréne dostupnom automatickom biochemickom analyztore, ktory
pouziva turbidimetricku kvantitativnu analyzu.

Vyhlasenie: Nie vsetky populdcie s transplantovanymi organmi boli overené vo vietkych regulacnych regiénoch. PouZitia
Specifické pre jednotlivé krajiny ndjdete v tabulke v Casti Planované poutitie.

Gitlivost
prijatelnd presnost medszi testami a vytaznost (¢asto sa povazuje za < 20 % CV s vytaznostou +15 %). Hodnota LOQ bola
stanovend na 1,3 ng/ml.

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

Sprdvnost

Stidie linearity sa uskutocnili riedenim vzorky pacienta na koncentrcie v ramci rozsahu testu. Riedenie bolo vykonané
s hemolyzatom z plnej krvi. Linearita pri konkrétnych riedeniach sa povazovala za prijatelnt, ak percento vytaznosti
bolo 100 + 10.



Linearita
Teoretitl((:gl;t::lsentra'(ia Priem. 12 opak. % CV 9% vytaznosti

0,00 0,33 - 0,00
112 1,29 17,28 114,70
2,23 2,36 8,36 105,17
4,46 4,34 525 96,53
6,70 6,24 3,03 92,51
893 8,60 2,55 95,64
11,16 1,14 3,72 99,11
13,39 13,21 2,63 97,94
15,63 15,85 3,17 100,72
17,86 17,88 6,73 99,42
20,09 19,88 3,83 98,24
22,48 232 7,82 99,30

Porovnanie metéd

Stdia koreldcie sa vykonala pomocou 150 vzoriek pacientov s transplantovanou oblickou. Vysledky everolimového testu
QMS sa porovnali s vysledkami LC/MS. Vjsledky regresnej analyzy Passing-Bablok® pre tiito Stidiu st uvedené dalej.

Sklon 1.1
Priesecnik s osou Y -0,005

Korelacny koeficient (R) 0,96

Pocet vzoriek 150

Druhd Stidia koreldcie sa vykonala pomocou 41 vzoriek pacientov s transplantovanym srdcom. Vysledky everolimového
testu QMS sa porovnali s vysledkami LC/MS. Vysledky regresnej analyzy Passing-Bablok st uvedené dalej.

Interferujtice latky

Specifickost’

Stidie interferencie sa vykonali pomocou protokolu NCCLS EP7-A ako navodu.™ KriZové reaktivita sa testovala
pre dostupné hlavné metabolity everolimu. Testovali sa aj iné lieky, ktoré sa bezne podavaju s everolimom, a endogénne
létky na urcenie toho, i tieto zldceniny ovplyvnili Gcinnost kvantifikacie koncentraci limu pomocou limovéh
testu QMS.

Metabolity

Vykondvali sa aj Studie na zistovanie kriZovej reaktivity antiséra everolimu QMS na hlavné metabolity everolimu. Testované
zliceniny sa pridali v dvoch koncentrécidch do hemolyzétu ludskej krvi, ktory obsahoval 5 ng/ml lieku s obsahom everolimu
a testovali sa pomocou everolimového testu QMS. Vypocitalo sa percento skrizenej reaktivity. Vysledky su uvedené
v nasledujticej tabulke:

Testovana zlicenina ot e]:tsrta’oc‘;:?: g/ml) K onlzz?l::'la'ecri:‘g;?ml) % skrizenej reaktivity
RAD SA 5 6,08 7
RAD SA 20 6,07 2
RAD PSA 5 6,33 12
RAD PSA 20 9,00 16
RAD PC 5 8,86 63
RAD PC 20 17,61 59
45/46 OH RAD 5 5,82 N
45/46 OH RAD 20 6,13 2
24 0HRAD 5 6,23 9
24 0H RAD 20 6,81 5
25 0H RAD 5 6,56 15
250HRAD 20 10,24 22
N = nezistené

Vykondvali sa aj Studie na zistovanie skrizenej reaktivity antiséra everolimu QMS na sirolimus a jeho hlavné
metabolity. Testované zliceniny sa pridali do hemolyzétu ludskej krvi, ktory obsahoval 5,5 ng/ml lieku s obsahom
everolimu, a testovali sa pomocou everolimového testu QMS. Vypocitalo sa percento skrizenej reaktivity. Vysledky st

Ski 1,00 . L
on uvedené v nasledujlicej tabulke:
Priesecnik s osou Y -0,15
Korelacny koeficient (R) 0,96 Sirolimus a metabolity sirolimu
Pocet vzoriek 4 Testovana Regenerovana o
Testovana zlucenina koncentracia koncentracia %::ﬂ?:i':;'
Tretia $tddia koreldcie sa vykonala pomocou 111 vzoriek pacientov s transplantovanou pecefiou. Vysledky everolimového (ng/ml) (ng/ml)
testu QMS sa porovnali s vysledkami LC/MS. Vysledky regresnej analyzy Passing-Bablok st uvedené dalej. Sirolimus 10 9,04 4%
Trihydroxy-sirolimus; 7,41-0-didesmetyl sirolimus 90 9,34 4
Sklon 0,98
. 41-0-desmetyl-hydroxy sirolimus 20 8,55 3
Priesecnik s osou Y -0,06
41-0-desmetyl-hydroxy sirolimus;
Korelacny koeficient (R) 0,93 7-0—des¥net))il sirol{imus % 7.2 2
Pocet vzoriek m 11-hydroxy sirolimus 90 16,43 12
Presnost Izomér 11-hydroxy sirolimu 20 11,00 6
Presnost bola stanovend podla protokolu NCCLS EP5-A2.% Hydroxy sirolimus 90 6,96 2
V $tadii bola poutitd kontrolnd vzorka zalozend na ludskej krvi v troch rovniach s obsahom everolimu a na skupine vzoriek N-oxid sirolimus 90 12,10 7
pacientov v troch Grovniach. Kazda droven sa testovala dvojmo dvakrdt denne po dobu 20 dni. Jednotlivé kold pocas diia zomér hydroeyl sirolimu alebo N-oxid siol 0 P
sa vykondvali v dvojhodinovych intervaloch. Vypocitali sa stredné hodnoty, rozdiel medzi diiami, SD a % CV v rami cyklu Zomer fydroxytsirofimu alebo N-oxid sirofimu 71 !
aj v rdmi vietkych cyklov. Reprezentativne vysledky si uvedené v nasledujtce; tabulke. 41-0-desmetyl sirolimus; 32-0-desmetyl sirolimus 30 18,32 45

Vramdi cyklu Medzi diiami Celkové
Kontrolné | N | eSSl oven | s | e |0 | e
1 80 393 0,13 3,21 0,22 5,65 0,28 7,19
2 80 8,20 0,25 3,01 0,33 4,05 0,51 6,16
3 80 14,90 0,83 557 0,68 4,55 m 741
Skupiny pacientov
1 80 3,87 0,28 731 0,18 4,59 0,37 9,45
2 80 8,73 0,18 21 0,46 5,24 0,64 7,21
3 80 12,07 0,43 3,59 0,32 2,67 0,80 6,62




Endogénne latky

Pokracovanie tabulk
Nasledujtice zluceniny vykazovali pri i pomocou limového testu QMS pri uvedenych koncentrécidch menej y
ako 10 % chybu stanovenia everolimu. Vysledky st uvedené v nasledujticej tabulke. ] Koncentracia o] o
Zlicenina Testované pg/ml % skrizenej reaktivity
Interferujiica Koncentracia Everolimus Oyl Glyburid 40 N
latka interferencie 3 (ng/ml) plyazict
Heparin 16 0,0
Bilirubin 60 mg/d| 10 4,45 95,86
Hydralazin 32 N
Cholesterol 347 mg/dl 3 4,22 101,10
Hydrochlérotiazid 40 N
Kreatinin 5mg/dl 3 540 99,60
Ibuprofén 400 N
Gamma globulin 12g/dl 3 4,06 92,86
Inzulin 0,0167 10
HAMA typ 1% Normalna hladina u ¢loveka 3 422 102,92
Intralipid 15000 N
HAMA typ 2% Normalna hladina u cloveka 3 422 95,02
lzoniazid 70 N
Hematokrit 60 % 10 4,18 101,89
o Izoproterenol HCI 0,06 N
Reumatoidny faktor 135010 3 422 101,42
. ) Itrakonazol 17 N
Celkovy protein 12g/dl 3 4,06 105,17
Kanamycin A 100 N
Triglycerid 1500 mg/dl 3 a0 100,60 4
Kyselina mocov 40mg/dl 3 42 99,53 Kanamycin B 100 N
*HAMA (human anti-mouse antibodies) = ludské protilatky proti mysim protildtkam Ketokonarol 10 N
Labetalol 200 N
Skrizena reaktivita lieku
Skrizend reaktivita sa testovala s liekmi, ktoré sa beine podavali s everolimom. Skrizené reaktanty sa analyzovali Lidokain 100 N
v hemolyzéte so zvy3enym obsahom everolimu pri 5 — 6 ng/ml. Testovali sa tieto zlGceniny. "
Litium 22,2 N
af Lovastatin 4 0,0
Zlucenina TQE:::::;H;I/T\II % skrizenej reaktivity
W Metformin HCl 5100 N
Acetaminofén 200 N Metidilin 20 N
N-Acetylprokainamid 120 N Metotrexdt 910 N
Acydlovir 1000 00 Metoklopramid 4 N
Albuterol 018 N Mizoprostol 0,015 N
Alopurinol 6 N Morfin sulfit 6 N
Amikacin 150 00 Kyselina mykofenolova 250 N
Amfotericin B 100 0,0 Nadolol 133 N
Kyselina askorbova 30 N Naprosén 1000 00
Atenolol 40 N Niacin 800 N
Azotioprin 10 N Nifedipin 120 0,0
Bactrim (5:1 Sulfametoxazol: 525 Sulfametoxazol 00 0 | N
Trimetoprim) 45 Trimetoprim ’ meprazo 14
Kofein 100 N Pantoprazol sodny 15 0,0
Kaptopril 50 0,0 Penicilin G 100 0,0
Karbamazepin 120 00 Fenobarbital 150 N
Cefaklor 20 N Fenytain 100 00
Chloramfenikol 250 N Piperadilin 8 N
Cimetidin 100 N Prazosin % N
Ciprofloxacin 250 0,0 Prednizon 12 N
(yKlosporin A 1 N Prednizolon 12 N
Digoxin 0,01 2,0 Primidon 100 0,0
Dizopyramid 30 0,0 Prokainamid 25 N
Erytromycin 200 00 Propanolol 05 N
Etanol 3500 N Chinidin 100 N
Flukonazol 75 00 Ranitidin 200 N
Flucytozin 300 00 Rifampin 50 00
Kyselina listova 0,01 N Kyselina salicylovd 500 N
Furosemid 100 N Sotrastaurin 40 0,0
Ganciklovir 1000 N Spektinomycin 100 N
Gemfibrozil 75 N Sulfametoxazol 400 0,0
Gentamicin 20 N Takrolimus 0,04 1,0
Glipizid 60 N Teofylin 250 N
Tobramycin 20 N




Pokracovanie tabulky

Zhicenina TeE:::ae:;r:;i/:nl % skrizenej reaktivity
Triamterén 600 0,0
Trimetoprim 20 N
Valganciclovir HCl 36 0,0
Kyselina valproova 1000 0,0
Vankomycin 630 N
Verapamil 10 N

N = nezistitelné. Skrizend reaktivita sa povazuje za nezistitelnd, ak je rozdiel medzi vzorkou s postupne zvySovanou
koncentraciou a kontrolnou vzorkou mensi ako Standardna odchylka od kontrolnych opakovani.
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