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Anwendungshereich

Durch die quantitative In-vitro-Bestimmung von Cyclosporin in humanem Vollblut mittels
Laborautomaten unterstiitzt der CEDIA® Cyclosporin PLUS Assay die Cyclosporinbehandlung
nach Nieren-, Leber- und Herztransplantationen.

Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Cyclosporin ist ein hydrophobes zyklisches Undecapeptid fungalen Ursprungs mit
immunsuppressiven  Eigenschaften."? Der Wirkmechanismus ist zwar noch nicht
vollstdndig aufgeklart, Cyclosporin scheint jedoch den Metabolismus der T-Helferzellen
und T-Suppressorzellen zu beeinflussen, was zu einer Einschrdnkung der Immunantwort
fiihrt>® Durch seine immunsuppressive Wirkung stellt Cyclosporin ein hochwirksames
Medikament in der Behandlung bestimmter Autoimmunerkrankungen dar und verringert die
Haufigkeit von AbstoRungsreaktionen nach Organtransplantation. Der optimale Sicherheits-
und Wirksamkeitsbereich des Cyclosporins ist relativ schmal und das Medikament kann
zu einer Reihe von Nebenwirkungen fiihren.®” Die schwerwiegendsten Nebenwirkungen
sind OrganabstoRBung auf Grund unzureichender Dosierung gefolgt von Nephrotoxizitdt und
Hepatotoxizitat, die unter steigender Dosierung des Medikaments verstdrkt auftreten.®"
Cyclosporin wird oral oder intravengs verabreicht. Da Resorption und Lebermetabolismus
des Medikaments sehr stark vom einzelnen Patienten abhidngen, besteht zwischen
Plasmaspiegel und Dosierung keine gute Korrelation.”? Zu den Faktoren, die sich auf die
Plasmakonzentration des Cyclosporins auswirken, gehdren u.a. Art der Transplantation,
Alter und allgemeiner Gesundheitszustand des Patienten sowie die Begleitmedikation mit
Substanzen wie Carbamazepin, Phenytoin, Phenobarbital, Erythromycin, Rifampicin, Cimetidin
und Ketoconazol."'"Fiir eine optimale Immunsuppression nach Organtransplantation muss der
Cyclosporinspiegel des Patienten unbedingt iberwacht werden.'®2

Zusammen mit den anderen laborchemischen Parametern und dem klinischen Bild stellt die
Bestimmung des Cyclosporinspiegels den besten Ldsungsansatz dar, die unerwiinschten
Nebenwirkungen nach Organtransplantation zu minimieren und die Immunsuppression zu
optimieren.

Der CEDIA Cyclosporin PLUS Assay stiitzt sich auf rekombinante DNA-Technologie (US-
Patentnr. 4708929), die ein besonders homogenes Enzym-Immunoassaysystem liefert.2' Der
Assay beruht auf dem bakteriellen Enzym B-Galaktosidase, das gentechnisch in zwei inaktive
Fragmente zerlegt wurde. Diese Fragmente verbinden sich spontan wieder unter Bildung des
voll wirksamen Enzyms, das bei der Durchfiihrung des Tests ein Substrat spaltet und damit eine
spektrophotometrisch messbare Farbanderung hervorruft.

Bei der Bestimmung konkurriert der in der Probe enthaltene Analyt mit dem an ein inaktives
Fragment der B-Galaktosidase gebundenen Analyten um Antikérper-Bindungsstellen. Der in der
Probe enthaltene Analyt bindet an Antikérper, wodurch die inaktiven Enzymfragmente aktives
Enzym bilden konnen. Enthélt die Probe keinen Analyt, bindet der an das inaktive Fragment
konjugierte Analyt an die Antikorper und die Bildung aktiven Enzyms aus den inaktiven
B-Galaktosidase-Fragmenten wird unterdriickt. Die Menge des gebildeten, aktiven Enzyms und
die daraus resultierende Anderung der Extinktion sind der Analytkonzentration in der Probe
proportional.

Reagenzien

1 EA-Rekonstitutionspuffer: Enthélt MOPS [3-(N-Morpholin) propansulfonséure-
Puffer], 0,50 pg/mL monoklonale Anti-Cyclosporin-Antikérper (Maus), Stabilisator und
Konservierungsmittel, 1 x 41 mL.

1a EA-Reagens: Enthdlt 0,171 g/L (mikrobiellen) Enzym-Akzeptor, Puffersalze und
Konservierungsmittel, 1 x 41 mL.

2 ED-Rekonstitutionspuffer: Enthélt MES [2-(N-Morpholin) ethansulfonsaure-Puffer],
Detergens und Konservierungsmittel, 1 x 19 mL.

2a ED-Reagens: Enthélt 52 pg/L (mikrobiellen) Enzym-Donor, der an Cyclosporin
konjugiert ist, 2,73 g/L Chlorphenolrot-B-D-galaktopyranosid, Stabilisatoren und
Konservierungsmittel, 1 x 19 mL.

3 Lysereagens: Enthilt Puffersalze, Detergenzien und Konservierungsmittel 1 x 98 mL.

4 Low-Range A Kalibrator: Enthalt 0,45 g BSA und 0,063 ug Cyclosporin A.

5 Low-Range B Kalibrator: Enthalt 0,45 g BSA und 1,125 pg Cyclosporin A.

Zusétzliche Materialien:
Zwei (2) leere 20 ml-Analysegerétflaschen.

Zusitzlich bendtigte Materialien (separat verkauft):
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Beschreibung des Kits
CEDIA Cyclosporin PLUS High-Range-Kalibratorkit

Laborautomat fiir die klinische Chemie
Handelsiibliche Kontrolle(n). Der technische Support von Thermo Fisher Scientific kann
lhnen geeignete Kontrollen empfehlen.

A VorsichtsmaBnahmen und Warnungen
Es gelten die allgemeinen VorsichtsmaBnahmen fiir den Umgang mit Laborreagenzien.

GEFAHR: EA-Pulverreagens enthélt < 1 Gew. % Natriumazid. ED-Pulverreagens enthalt < 55 Gew. %
Rinderserumalbumin (BSA). EARB-Lysefliissigreagens enthalt 0,75 % Rinderserum (fdtal), <0,1 % CSA
Antikdrper (Maus, monoklonal) und <0,13 % Natriumazid. EDRB- und Lysefliissigreagenzien enthalten
<0,13 % Natriumazid. Die Kalibratoren enthalten 18 % Rinderserumalbumin (BSA) und <0,13 %
Natriumazid.

H317 - Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

H334 - Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden verursachen.
H412 - Schédlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

EUHO032 - Entwickelt bei Beriihrung mit Sdure sehr giftige Gase.

Einatmen von Staub/Nebel/Dampf/Aerosol vermeiden. Kontaminierte Arbeitskleidung nicht auBerhalb
des Arbeitsplatzes tragen. Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Schutzhandschuhe/Augenschutz/
Gesichtsschutz tragen. Bei unzureichender Beliiftung Atemschutz tragen. Bei Beriihrung mit der Haut:
Mit viel Wasser und Seife waschen. Bei Einatmen: Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen
undineiner Positionruhigstellen, die das Atmen erleichtert. Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen
Rat einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen. Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum oder
Arzt anrufen. Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen. Inhalt/Behélter gemaR lokalen/
regionalen/nationalen/internationalen Vorschriften der Entsorgung zufiihren.

Vorbereitung und Aufbhewahrung der Reagenzien

Die Assay-Parameter finden Sie im Anwendungsblatt des jeweiligen Instruments. Die folgenden
Losungen unter Verwendung von kalten Reagenzien und Puffern zubereiten. Das Kit erst unmittelbar
vor der Zubereitung der Arbeitsldsungen aus dem Kiihlschrank (2—8 °C) nehmen.

Falls Material versehentlich verschiittet wird, ist es gemaR der Standardvorgehensweise des Labors
und unter Einhaltung der Vorschriften auf kommunaler, Landes- und Bundesebene zu entfernen und
zu entsorgen.

Falls die Verpackung bei Erhalt beschadigt ist, Kontakt mit dem technischen Support aufnehmen (siehe
Riickseite dieser Packungsbeilage).

Um das Risiko einer Kontamination zu minimieren, sollten die Ldsungen in folgender Reihenfolge
zubereitet werden.

R2 - Enzym-Spender-Lasung: Fiaschchen 2a (ED-Reagens) mit Flaschchen 2 (ED-Rekonstitutionspuffer)
mit einem der beigelegten Adapter verbinden. Durch vorsichtiges Umdrehen mischen und dabei
sicherstellen, dass das gesamte lyophilisierte Material von Flaschchen 2a in Fldschchen 2 iibertragen
wird. Schaumbildung vermeiden. Fldschchen 2a und Adapter von Fldschchen 2 abnehmen und
entsorgen. Fldschchen 2 verschlieBen und ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur (15-25°C) stehen
lassen. Nochmals mischen. Datum der Rekonstitution auf dem Fldschchenetikett vermerken. Das
Flaschchen sofort in das Reagenzienfach des Analysegerétes stellen oder kiihl (2-8°C) lagern und vor
der Verwendung 15 Minuten stehen lassen.

R1 - Enzym-Akzeptor-Lésung: Flaschchen 1a (EA-Reagens) mittels eines der beigelegten Adapter
mit dem 70-mL-Flaschchen 1 (EA-Rekonstitutionspuffer) verbinden. Durch vorsichtiges Umdrehen
mischen und dabei sicherstellen, dass das gesamte lyophilisierte Material von Flaschchen 1a in
Flaschchen 1 tibertragen wird. Schaumbildung vermeiden. Flaschchen 1a vom Adapter abnehmen.
Flaschchen 1a entsorgen.

Das gefiillte Flaschchen 1 verschlieBen und ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur (15-25°C) stehen
lassen. Erneut vorsichtig mischen. Datum der Rekonstitution auf dem Flaschchenetikett vermerken.
Das Flaschchen sofortin das Reagenzienfach des Analysegerétes stellen oder kiihl (2-8°C) lagern. Das
Reagens muss vor der Verwendung mindestens 15 Minuten im Analysegerét stehen.

Fiir den Fall, dass lhr Analysegerét die 70 ml-Flasche (Flasche 1) nicht aufnehmen kann, wurden zwei
(2) kleinere leere trapezformige Flaschen beigefiigt. Den Inhalt der groBen Flasche 1 gleichmaRig auf
die beiden kleineren Flaschen aufteilen.

Lysereagens: Das Lysereagens ist fliissig und muss nicht rekonstituiert werden. Vor jedem Einsatz
den Inhalt des Flaschchens durch vorsichtiges zwei- bis dreimaliges Umdrehen mischen. Auf dem
Flaschchenetikett das Datum vermerken, an dem das Lysereagens gedffnet wurde. Den Verschluss
abnehmen und entsprechend dem zugehdrigen CEDIA Cyclosporin PLUS Applikationsblatt das
erforderliche Volumen des Lysereagens in ein Probengefal geben.

Barcode-Verwendung: Die Barcodes auf den Reagenzflaschen gelten fiir den Assay fiir den unteren
Bereich. Die Reagenzienetiketten sind mit einem speziellen System-Barcode versehen, der von den
meisten Analysegeraten ignoriert wird, wenn er nicht erkannt wird. Wenn das Analysegerét einen
Fehlercode ausgibt, decken Sie den Barcode mit einfarbigem Klebeband ab. Wenden Sie sich an den
Kundendienst, wenn Sie Unterstiitzung benétigen.

HINWEIS 1: Die Komponenten dieses Kits sind zum Gebrauch als eine Einheit vorgesehen.
Komponenten verschiedener Chargen nicht mischen.

HINWEIS 2: Auf mogliche Kreuzkontamination von Reagenzien durch Verwechslung der
Fldschchenstdpsel achten. Die R2-Losung (Enzym-Donor) sollte gelb-orange aussehen. Ein rotes bzw.
purpurrotes Reagens ist kontaminiert und muss verworfen werden.

HINWEIS 3: Die R1- und R2-Lésung muss vor Durchfiihrung des Assays die Temperatur des
Reagenzienfaches im Analysegerét erreichen. Zusatzliche Informationen finden Sie im Applikationsblatt
zum jeweiligen Analysegerét.

HINWEIS 4:Die Losung R2 muss vor der Lésung R1 angesetzt werden.

HINWEIS 5:\or langerer starker Lichteinwirkung schiitzen, um die Stabilitat der rekonstituierten EA-
Lésung zu gewahrleisten.



Die Reagenzien bei 2-8°C aufbewahren. NICHT EINFRIEREN. Die Stabilitdt der ungedffneten
Komponenten ist dem Verfallsdatum auf den Etiketten der Verpackung und Flidschchen zu entnehmen.

R1-Losung: 60 Tage gekiihlt auf dem Analysegerét oder bei 2-8°C.
R2-Losung: 60 Tage gekiihlt auf dem Analysegerét oder bei 2-8°C.
Lysereagens: 60 Tage bei 2-30°C.

Kalibratoren: 60 Tage bei 2-8°C.

Probenentnahme und -handhabung

Nur mit EDTA versetztes Vollblut verwenden.”? Darauf achten, dass die Probe vom Zeitpunkt ihrer
Abnahme bis zur Durchfiihrung des Assays unversehrt bleibt. Auf dem Probenetikett sollte die
Uhrzeit der Blutabnahme sowie der Zeitpunkt der letzten Medikamentengabe vermerkt werden. Die
Proben sind zu verschlieBen und bei Lagerung zwischen 2°C und 8°C innerhalb einer Woche bzw.
bei -20°C innerhalb eines Monats zu analysieren. Keinesfalls wiederholt einfrieren und auftauen.
Schaumbildung bei der Probenvorbereitung vermeiden.

Probenvorbereitung

1. Kalibratoren, Kontrollen und Patientenproben auf Raumtemperatur erwarmen lassen.

2. Die Probe (Kalibratoren, Kontrollen oder Patientenproben) vor Gebrauch behutsam,
aber griindlich mischen.

3. Exakt 100 pL der Probe in ein ProbengefaR pipettieren.

4. Mit einer Repetierpipette genau 400 uL des CEDIA Cyclosporin PLUS Lysereagens in
jedes ProbengefaR fiillen.

5. Jedes Probengefal sorgfaltig 2-5 Sekunden lang mit einem Vortex-Mischer mischen.

6. Die ProbengefaRe in das Analysegerét stellen und die Messung durchfiihren.

Bei 15-25°C ist das Hamolysat im ProbengefaB fiir etwa 1,5 Stunden stabil.?

Der CEDIA Cyclosporin PLUS Assay ist zur Verwendung mit Laborautomaten fiir klinischen
Chemie konzipiert. Die Leistungsdaten der jeweiligen Anwendung kdénnen bei Microgenics
Corporation, teil von Thermo Fisher Scientific angefordert werden.?

Durchfiihrung des Assays
Informationen zu den Anwendungsparametern erhalten Sie vom Technischen Kundendienst
von Thermo Fisher Scientific.

Kalibrierung

Mit den entsprechenden Kalibratoren des CEDIA Cyclosporin PLUS Kits liefert der CEDIA
Cyclosporin PLUS Assay eine lineare Standardkurve. Die Software des Analysegerdtes
ermdglicht die Datenreduktion mit Hilfe der linearen Least-Squares-Regressionsmethode.
Mittels handelsiiblicher Kontrolle(n) mit bekanntem Wiederfindungsbereich fiir den CEDIA
Cyclosporin PLUS Assay die Kalibrierung des Assays validieren.

HINWEIS: Jedem Kalibrator Kit liegen Kalibratorwerte-Zuordnungskarten bei. Vor Verwendung
eines neuen Kalibratorkits miissen die klinisch-chemischen Laborparameter {iberpriift werden,
damit die Kalibratorkonzentrationen auch den Werten auf den Wertezuordnungskarten
entsprechen.

Kalibrierungshaufigkeit
Erneute Kalibrierung empfohlen
¢ Nach jedem Austausch des Reagensflaschchens.
* Beieiner neuen Kalibrator- oder Reagenscharge.
¢ Nach Durchfiihrung der monatlichen Geratewartung.
¢ Wie erforderlich nach Qualitatssicherungsmanahmen.

Ausgabebereich
Der Low-Range-Ausgabebereich des Assays liegt zwischen 25 ng/mL und 450 ng/mL. Die
niedrigste vom CEDIA Cyclosporin PLUS Assay noch messhare Konzentration betrégt 25 ng/mL.

Der High-Range-Ausgabebereich des Assays liegt zwischen 450 ng/mL und 2000 ng/mL.

Proben auBerhalb des Messhereichs

Proben, deren Konzentration groBer als die des Cyclosporin PLUS High-Kalibrators ist, werden
als > 2000 ng/mL ausgegeben oder im Verhaltnis 1:1 mit cyclosporinfreiem Vollblut verdiinnt,
lysiert und dann erneut bestimmt. Wenn nur der Cyclosporin-Low-Range-Assay im Labor
durchgefiihrt wird, kdnnen auBerhalb des Messbereichs liegende Proben im Verhaltnis 1:3 mit
cyclosporinfreiem Vollblut verdiinnt, lysiert und dann erneut untersucht werden.

1. Die Probe vor Verwendung schonend aber griindlich mischen.

2. Verdiinnung durch Mischen von einem Teil Patientenprobe und einem Teil
cyclosporinfreiem Vollblut ODER einem Teil Patientenprobe und drei Teilen
cyclosporinfreiem Vollblut vorbereiten.

3. Mit einer Repetierpipette genau 400 uL des CEDIA Cyclosporin PLUS Lysereagens in
jedes ProbengefaR fiillen.

4. Jedes ProbengefaR 2-5 Sekunden mit einem Vortex-Mischer mischen.

5. Das (die) ProbengefaR(e) in das Analysegerét stellen und die Messung wiederholen.

Der bei der Wiederholungsmessung erhaltene Wert leitet sich folgendermalen ab:

Tatsédchlicher Wert = Verdiinnungsfaktor x Verdiinnungswert

Verdiinnungsfaktor = (Probenvolumen + Volumen von cyclosporinfreiem Vollblut)
Probenvolumen

Probenwerte, die unter der noch messharen Mindestkonzentration des Assays liegen, sollten
als < 25 ng/mL ausgegeben werden.

Qualitétskontrolle und Kalibrierung
Jedes Labor sollte selbst die Haufigkeit der Kontrolimessungen festlegen.

Gute Laborpraxis verlangt, dass jeden Tag, an dem Patientenproben gemessen werden,
sowie nach jeder Kalibrierung mindestens zwei Qualitdtskontrollspiegel (unterer und oberer
medizinischer Entscheidungspunkt) zu bestimmen sind. Die Kontrollwerte auf magliche
Trends oder Verschiebungen berpriifen. Falls Trends oder Verschiebungen vorliegen oder
die Wiederfindung (Recovery) der Kontrolle nicht innerhalb des vorgeschriebenen Bereichs
liegt, sind alle Betriebsparameter zu liberpriifen. Fiir weitere Unterstiitzung und Empfehlungen
hinsichtlich geeigneter Kontrolimaterialien steht der technische Kundendienst von Thermo
Fisher Scientific zur Verfiigung. Alle Qualitatskontrollen sollten in Ubereinstimmung mit értlichen
und staatlichen Vorschriften bzw. Akkreditierungsbhestimmungen durchgefiihrt werden.

HINWEIS: Bei einer neuen Reagenscharge sind die Zielwerte und -bereiche der Kontrollen neu
zu bestimmen.

Ergebnisse und erwartete Werte
Detaillierte Angaben zur Berechnung finden sich im entsprechenden Bedienungshandbuch
oder dem jeweiligen Analysegerét-Protokoll.

Einschrankungen %

Die Leistung des CEDIA Cyclosporin PLUS Assays wurde nur fiir humanes EDTA-Vollblut und
keine andere Kdrperflissigkeit bestimmt.

Kriterium: Bei Spiegeln < 150 ng/mL betrégt die Wiederfindungsrate +15 ng/mLvom Ursprungswert,
und bei Spiegeln > 150 ng/mL betrégt der entsprechende Wiederfindungswert £+10%.

Ikterus: Keine signifikante Beeinflussung bis zu einem I-Index von 60 (ungeféhrer Spiegel des
indirekten Bilirubins: 60 mg/dL).

Hyperlipidamie: Keine signifikante Beeinflussung durch Triglyzeridspiegel bis 1000 mg/dL.
Keine signifikante Beeinflussung durch Cholesterinspiegel bis 300 mg/dL. Hohe Triglyzerid- und
Cholesterinspiegel kdnnen zu niedrigen Werten fiihren.

GesamteiweiB: < 10 g/dL keine Beeinflussung. Hohe EiweiRspiegel kdnnen zu niedrigen Werten
fiihren.

Rheumafaktor: < 100 IE/mL keine Beeinflussung.

Hamatokritbereich: 30,5% bis 53,5%. Hohere Hamatokritwerte kénnen zu niedrigen Werten fiihren.
Bei Patienten mit akkumulierten Metaboliten, beispielsweise Patienten mit eingeschrénkter
Nierenfunktion, unerwartet hohen Medikamentenspiegeln oder ldngerem Zeitraum nach
Therapieende, kann dieser Assay durch ein fiir die Stammverbindung hochspezifisches Verfahren
wie die HPLC unterstiitzt werden.

Die Haufigkeit von Patienten mit Antikdrpern gegen E. coli-B-Galaktosidase ist extrem gering.
Allerdings kann es bei einigen Proben mit solchen Antikdrpern zu falsch hohen Werten
kommen, die jedoch nicht dem klinischen Bild entsprechen. Wenden Sie sich in einem solchen
Fall an den technischen Kundendienst von Thermo Fisher Scientific.

Wie bei jedem Assay auf der Grundlage von Maus-Antikérpern besteht die Mdglichkeit einer
Storung durch humane Anti-Maus-Antikérper (HAMA) in der Probe, was zu falsch hohen
Ergebnissen fiihren kann. Es ist darauf zu achten, dass die Blutabnahme zum jeweils gleichen
Zeitpunkt nach der Cyclosporingabe erfolgt.

Erwartungswerte

Fiir Cyclosporin im Vollblut gibt es keinen scharf definierten therapeutischen Bereich. Die
Komplexitdt des klinischen Zustands, die individuell unterschiedliche Empfindlichkeit auf
die immunsuppressiven und nephrotoxischen Wirkungen des Cyclosporins, die Begleitgabe
weiterer Inmunsuppressiva, Art der Transplantation und seit der Transplantation verstrichene
Zeit sowie eine Reihe anderer Faktoren bedingen unterschiedliche Anforderungen an einen
optimalen Cyclosporinspiegel. Anderungen im Behandlungsprotokoll diirfen sich nicht alleine
an den individuellen Cyclosporinspiegeln orientieren. Jeder Patient muss sorgféltig klinisch
untersucht werden, bevor Anderungen im Behandlungsprotokoll erfolgen, und jeder Benutzer
muss aufgrund der eigenen klinischen Erfahrung den jeweiligen Bereich festlegen.? Der
Konzentrationsbereich hangt vom verwendeten handelsiiblichen Test ab. Zur Vorhersage von
Werten individueller Patienten sollten keine Umrechnungsfaktoren verwendet werden. Fiir
einen bestimmten Patienten sollte stets ein und derselbe Assay verwendet werden, da sonst
unterschiedliche Kreuzreaktivitdten mit Metaboliten auftreten kdnnen.

Spezifische Leistungsdaten 2

Typische, mit dem Hitachi 911 Analysegerét erhaltene Leistungsdaten sind unten aufgefiihrt.
Maglicherweise unterscheiden sich die in Ihrem Labor erhaltenen Ergebnisse von diesen
Daten. Weitere fiir das jeweilige Analysegerdt spezifische Leistungsdaten sind dem
Anwendungsprotokoll des betreffenden Analysegerates zu entnehmen.

Prézision

Préazisionshestimmungen mit Fertigreagenzien, gepooltem Vollblut sowie Vollblutkontrollen
erbrachten die folgenden Ergebnisse in ng/mL: NCCLS-modifiziertes Replikationsexperiment
mit Analysegerat Hitachi 911 (37 °C), EP5-T (3 Replikate taglich iiber 21 Tage).

Low-Range-Assay I".:.‘:;:::L‘;::s Insgesamt
Probe n X SD CV% SD CV%
Cl 63 46,2 37 8,0 74 16,0
Ccll 63 199,7 59 29 9,1 4,6
Low-Pool 63 54 47 838 6,6 12,2
High-Pool 63 4347 6,7 16 19,4 45




High-Range-Assay Innerhla;:;::s ke Insgesamt
Probe n X SD CV% SD CV%
Clll 63 418 31,7 16 40,5 9,6
Clv 63 642 38,0 59 47,0 73
cv 63 1.257 49,9 4,0 63,9 5.1
Low-Pool 63 472 22,8 438 35,1 75
High-Pool 63 1.695 39,2 23 87,3 52

Methodenvergleich - Niedriger Assaybereich
Vergleiche zwischen dem CEDIA Cyclosporin PLUS Assay von Microgenics (y) und HPLC-MS (x)
von vier Priifzentren lieferten die folgende Korrelation.
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CEDIA Cyclosporin PLUS - Niedriger Assaybereich
Vergleiche zwischen dem CEDIA Cyclosporin PLUS Assay von Microgenics (y) und FPIA (x),
EMIT® (x) sowie HPLC-MS (x) von vier Priifzentren lieferten die folgenden Korrelationen.

Transplanta- Aicgre Demin
nsp x-Achse Regression 9 r n Bereich
tionsart S Syx
-

Alle pLe-ms | 097X+ | T0X-2 g3 | 311 | 25-386 ng/mlL

27 27
Alle EMIT 1'051’;;" 6 1'091’; *2 | 097 | 298 | 33-412ng/mL
Alle Axsym 1'001’;* 2 1'0?’; 5 | 095 | 296 |35368ng/mL
Alle TDx 087x-18 | 091X-25 | (o5 | 298 | 9386 ng/mL

20 15
HerzlLunge | HPLC-MS 0'87;‘6* 3 0'93;‘6* 2| oea | 109 | 31-383ng/mL
Leber HPLC-MS 1'10’;5" 09 1'302"6' 8 | ogs | 8o |41-386 ng/mL
Niere | HPLC-MS 1'02’;' 9 1'091"6' 71 o9 | 122 | 25-379ng/mL

DerVergleich zwischen der Low-Range-Assaymethodik und der HPLC-MS-Population umfasste:
311ProbenvonPatientenzwische 18und77 Jahren.Eshandelte sichum 107 akute, 195chronische,
109 Herz-Lungen-, 80 Leber- und 122 Nierentransplantationsproben von 228 Patienten, die im
Talspiegel abgenommen wurden.

Methodenvergleich - Hoher Assaybereich
Vergleiche zwischen dem CEDIA Cyclosporin PLUS Assay von Microgenics (y) und HPLC-MS (x)
lieferten die folgende Korrelation.

CEDIA Cyclosporin Plus
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CEDIA Cyclosporin PLUS - Hoher Assaybereich
Vergleiche zwischen dem CEDIA Cyclosporin PLUS Assay von Microgenics (y) und FPIA (x),
EMIT® (x) sowie HPLC-MS (x) von vier Priifzentren lieferten die folgenden Korrelationen.

Transplan- DD Demin
nsp x-Achse Regression 9 r n Bereich
tationsart S Syx
-
Ale | HPLC-MS 0'97;1+ % 1'01;7+ | o9 | 93 |486-1882ng/mL
Alle EMIT 1.00x +12 L0011 1 hag | 343 | 121979 ng/mL
28 20
Alle Axsym 1'0‘;’6 -2 1'02’1‘ 41 099 | 344 | 3-1857 ng/mL
Alle TDx 0'96;6' 3 0'97;6' B | g 334 | 15-1932 ng/mL
Leber | HPLC-MS 0'94;‘3" % 0'98;; 01 o9 4 | 529-1417 ng/mL
Niere | HPLC-MS 0'99’;; 107 1'02;; 81 0w 47 | 486-1882 ng/mL

Der Vergleich zwischen der High-Range-Assaymethodik fiir den oberen Messbereich und
der HPLC-MS-Population umfasste: 93 Proben von Patienten zwischen 30 und 72 Jahren. Es
handelte sich um 83 akute, 8 chronische, 46 Leber- und 47 Nierentransplantationsproben von
21 Patienten, deren Blut innerhalb von 8 Stunden nach Cyclosporingabe abgenommen wurde.

Linearitét

Fiir die Beurteilung der Low-Range-Linearitét wurde ein Patientenpool mit hohem Cyclosporinspiegel
mit einer medikamentfreien Vollblutprobe verdiinnt, wéhrend fiir den High-Range-Assay ein
Cyclosporin-Patientenpool zur Verdiinnung verwendet wurde. Der Quotient aus Messwert und
Erwartungswert ergab die Wiederfindungsrate in Prozent. Die Erwartungswerte ergaben sich aus
Steigung und Achsenabschnitt der Regressionsgeraden fiir die Messwerte.

Niedriger Assaybereich Hoher Assaybereich
Erwartung-| Gemes- Erwartung-| Gemes-
% High swert sener % swert sener %
Range-Probe | Wert Wert  |Wiederfindung|  Wert Wert  |Wiederfindung|
(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL)
100,0 433 433 100,0 1.930 1.930 100,0
90,0 390 386 99,1 1.782 1.785 100,2
80,0 347 332 95,5 1.633 1.708 104,6
70,0 304 298 97,9 1.485 1.573 105,9
60,0 261 263 100,6 1.337 1.361 101,8
50,0 218 222 101,6 1.189 1.244 104,7
40,0 176 184 104,6 1.040 1.028 98,8
30,0 133 129 97 892 906 101,6
20,0 90 89 99,1 744 775 104,2
10,0 47 47 99,7 595 599 100,6
0,0 4 4 100,0 447 447 100,0

Wiederfindung (Recovery)

Zur Beurteilung der Wiederfindungsrate dieses Assays wurden 21 normale Vollblutproben mit
Cyclosporin versetzt. Fiir jeden der 21 Probensétze erfolgte die Spike-Zugabe des Cyclosporins
entsprechend der Tabelle. Die prozentuale Wiederfindungsrate ergab sich als Quotient aus der
mittleren Dosis jedes der 21 Spike-Probensétze geteilt durch die theoretische Menge des den
Proben zugesetzten Cyclosporins.

Niedriger Assaybereich Hoher Assaybereich
N 21 21 N 21 21
Ziel, ng/mL 150 300 Ziel, ng/mL 600 1.600
x (ng/mL) 1M 308 x (ng/mL) 590 1.570
% Wiederfindung 94 103 % Wiederfindung 98 98




Spezifitat

Die folgenden Substanzen wurden auf magliche Kreuzreaktivitdt mit dem CEDIA Cyclosporin
PLUS Assay getestet; hierzu wurden Vollblutproben in vitro mit etwa 200 ng/mL Cyclosporin

versetzt.
Verbindung Untersuchte Konzentration % Kreuzreaktivitat
(ng/mL)

AM 1 1.000 44

AM 9 1.000 20

AM 4n 1.000 16

AM 19 1.000 09

AM 4N9 1.000 1,0

AM 1c 1.000 16

Verindung Kanzommaion | Beshechors | % roureak
(ng/mL)

Acetaminophen- 100.000 -0,2 <0,015
Amikacinsulfat- 100.000 -0,7 <0,015
Ampicilin- 100.000 04 <0,015
Azathioprin- 100.000 -52 <0,015
Carbamazepin- 100.000 -2,8 <0,015
Chloramphenicol- 100.000 -1.3 <0,015
Chinidinsulfat 100.000 -1,6 <0,015
Cimetidin 100.000 1,7 <0,015
Digitoxin 100.000 -1,2 < 0,015
Digoxin 100.000 -14 <0,015
Dipyridamol 100.000 -41 < 0,015
Disopyramid 100.000 -33 <0,015
Erythromycin- 100.000 -2,8 <0,015
FK506 20.000 38 <0,075
Furosemid 100.000 -4,2 <0,015
Gentamicin 100.000 -11 <0,015
Kanamycin 100.000 0,1 <0,015
Kanamycinsulfat B 100.000 0,7 <0,015
Ketoconazol 100.000 -09 <0,015
Lidocain 100.000 -1,6 <0,015
Methylprednisolon 100.000 -0,6 <0,015
Morphinsulfat 100.000 -5 <0,015
Mycophenolséure 50.000 -4,7 < 0,030
N-Acetylprocainamid 100.000 -1,3 <0,015
Penicillin G (Benzylpenicillin-Natrium) 100.000 -0,8 <0,015
Phenobarbital 100.000 -10,1 <0,015
Phenytoin 100.000 -3,1 <0,015
Prazosin 100.000 -0,7 <0,015
Prednisolon 100.000 -2,4 <0,015
Prednison 100.000 -0,8 <0,015
Procainamid-HCL 100.000 -28 <0,015
Rapamycin 5.000 -4.8 < 0,300
Rifampicin 60.000 -13 <0,025
Salicylsdure 100.000 -0,7 <0,015
Spectinomycin 100.000 -05 <0,015
Streptomycinsulfat 100.000 11 <0,015
Theophyllin 100.000 0,2 <0,015
Tobramycin 100.000 0,2 <0,015
Triamteren 100.000 -1,6 <0,015
Valproinsédure 100.000 -1,3 < 0,015
Vancomycin-HCL 100.000 0 <0,015
Verapamil 100.000 -0,3 <0,015

Sensitivitét

Die untere Grenzkonzentration, die vom CEDIA® Cyclosporin PLUS Assay noch erfasst wird,
liegt bei 25 ng/mL. Dieser Wert folgt aus der Berechnung der Cyclosporinkonzentration, die
einen Messwert entsprechend zwei Standardabweichungen des Low-Kalibrators ergébe.
Die funktionelle Sensitivitdt, d.h. die niedrigste Konzentration mit einem Inter-Assay-

Variationskoeffizienten von 20%, liegt bei 40 ng/mL.
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