Test CEDIA® Mycophenolic Acid

Do badan diagnostycznych in vitro
Rx Only

100276

Przeznaczenie

Test CEDIA” Mycophenolic Acid (MPA) jest wyrobem medycznym do diagnostyki in vitro przeznaczonym do ilosciowego
oznaczania kwasu mykofenolowego w ludzkim osoczu za pomocg zautomatyzowanego analizatora do badan biochemicznych
jako pomoc w leczeniu pacjentéw po przeszczepie nerek i serca leczonych kwasem mykofenolowym.

Informacje ogdline i objasnienie testu

Kwas mykofenolowy (MPA), metabolizowany z prekursora leku mykofenolanu mofetylu (MMF, CellCept’) lub mykofenolanu
sodu, jest powszechnie stosowany w zapobieganiu odrzutom u pacjentow z przeszczepem nerek, serca lub watroby™.
Po podaniu MMF i mykofenolan sodu sa szybko i w duzej czesci wehtaniane i hydrolizowane do MPA'™. Pod wzgledem
biochemicznym MPA jest silnym i swoistym inhibitorem dehydrogenazy inozynomonofosforanu (IMPDH), enzymu dla syntezy
de novo puryny wykorzystywanego przez limfocyty B i T". Hamowanie IMPDH przez MPA ttumi proliferacje komérek Bi T
w zwiazku z ich zaleznoscig od de novo syntezy puryny i tym samym wywiera dziatanie immunosupresyjne. W stezeniach
o znaczeniu klinicznym MPA wiaze sie w okoto 97% z albuming ludzkiej surowicy z niskg staty dysocjacji przy 13 pM? "%,
U pacjentéw MPA jest dalej metabolizowana przez UDP-glukuronosylotransferaze gtéwnie do MPAG, glukuronidu fenolowego
MPA, ktory jest farmakologicznie nieaktywny' i w mniejszym zakresie, do acyloglukuronidu MPA (AcMPAG). Pomiedzy
pacjentami wystepuje duza zmiennos¢ w zakresie stosunku Ac(MPAG do MPA*'" na ktdra moga mie¢ wptyw inne rdwnoczesnie
podawane leki, czas pobierania probek lub inne czynniki. Tedesco-Silva et al. wykazat, ze molowy stosunek AcMPAG do MPA
w oparciu o AUC (pole pod krzywa) wynosi okoto 17-20% (26-31% wagowo)® a Shipkova et al., ze wynosi 10% (13-17%
wagowo)'. Kuypers et al. obserwowat stosunek 5,7-15,4%"". Monitorowanie stezenia MPA moze by istotne dla skutecznego
stosowania leku oraz dla zminimalizowania dziataii niepozadanych u pacjentow"*.

Test CEDIA MPA wykorzystuje technologie rekombinantu DNA (patent amerykariski nr 4708929) do wytwarzania wyjatkowego
jednorodnego systemu immunoenzymatycznego'. Test opiera sie na enzymie 3-galaktozydazy, ktéry zostat przygotowanym
metodami inzynierii genetycznej w postaci dwdch nieaktywnych fragmentéw okreslanych jako dawca enzymu (ED) i biorca
enzymu (EA). Te fragmenty samoistnie ponownie si¢ t3cz3 tworzac w petni aktywne enzymy, ktdre w tescie rozbijaja substrat,
powodujac zmiang zabarwienia, ktéra mozna zmierzy¢ spektrofotometrycznie.

W trakcie testu analit znajdujacy sie w prébce rywalizuje z analitem sprzezonym z ED 3-galaktozydazy o ograniczona liczbe
miejsc wigzania przeciwciata. Jesli analit jest obecny w prbce, wiaze sie z przeciwciatem, pozostawiajac wolny koniugat ED
do tworzenia aktywnych enzyméw z EA. Jezeli w prébce nie ma analitu, przeciwciato wiaze sie z analitem skoniugowanym
z ED, hamujac ponowne pofaczenie ED z EA, i nie powstaje zaden aktywny enzym. llos¢ powstatego aktywnego enzymu
i wynikajacej z tego zmiany absorbandji jest wprost proporcjonalna do ilosci leku pierwotnie obecnego w probce.

Odczynniki/Kalibratory
1 Bufor rozpuszczenia EA: zawiera TES {kwas N-[Tris (hydroksymetylo) metylo]-2-aminoetan-sulfonowy}, przeciwciata
poliklonalne przeciwko MPA, stabilizator i Srodek konserwujacy (1x 26 ml).

1a  Odczynnik EA: zawiera 0,118 g/I EA (mikrobiologiczny), sole buforujace i $rodek konserwujacy (liofilizowany).
2 Bufor rozpuszczenia ED: zawiera fosforan potasu, detergent i Srodek konserwujacy (1x 11 ml).

2a  Odczynnik ED: zawiera 58 pg/I MPA sk y z ED (mikrobiologiczny), 3,0 g/l chlorofenol czerwony8
-D-galaktopiranozyd, $rodki stabilizujace i Srodek konserwujacy (liofilizowany).

Dodatkowe materiaty dostarczone:
Dwie (2) puste butelki 20 ml.

Wymagane materiaty dodatkowe (nie dostarczone):
Opis zestawu

100277 Zestaw kalibratorow kwasu mykofenolowego CEDIA®
100278 Zestaw kontroli T kwasu mykofenolowego MAS®
100279 Zestaw kontroli 2 kwasu mykofenolowego MAS
100280 Zestaw kontroli 3 kwasu mykofenolowego MAS

Automatyczny analizator biochemiczny

A Ostrzezenia oraz Srodki ostroznosci
Nalezy przestrzega¢ standardowych $rodkéw ostroznosci obowiazujacych podczas pracy ze wszystkimi odczynnikami
laboratoryjnymi.

PRZESTROGA: Materiaty ludzkiego pochodzenia, uzyte do przygotowania kontroli MAS, badano w zakresie obecnosci HIV1
i2, WZW typu BiWZW typu C metodami zatwierdzonymi przez FDA, a wyniki testow byty ujemne. Niemniej, poniewaz zadna
metoda badan nie moze wykluczy¢ z catkowita pewnoscig potencjalnego ryzyka zakazenia materiat nalezy traktowac jako
potencjalnie zakazny zgodnie znormami OSHSA w sprawie czynnikdw chorobotwérczych przenoszonych z krwia. W przypadku
kontaktu nalezy postepowac zgodnie z rozporzadzeniami odpowiednich wladz stuzby zdrowia.

NIEBEZPIECZENSTWO: Odczynnik proszkowy zawiera <56% w/w albuminy surowicy bydlecej (BSA) i <2,0% w/w azydku
sodu. Odczynnik ptynny zawiera <1,0% surowicy bydlecej (BSA), <0,3% azydku sodu, <0,1% przeciwciat swoistych dla leku
i<2,0% antysurowic (kozich).

H317 - Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

H334 - Moze powodowac objawy alergii lub astmy lub trudnosci w oddychaniu w nastepstwie wdychania.

EUH032 - W kontakcie z kwasami uwalnia bardzo toksyczne gazy.

Unika¢ wdychania pytu/mgty/par/rozpylonej cieczy. Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie wynosi¢ poza miejsce
pracy. Stosowac rekawice ochronne/ochrone oczu/ochrone twarzy. W przypadku niedostatecznej wentylacji stosowac
indywidualne srodki ochrony drdg oddechowych. W przypadku kontaktu ze skora: Umyc¢ duzg iloscig wody z mydtem.
W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG ODDECHOWYCH: W przypadku trudnosci z oddychaniem, wyprowadzi¢ lub
wynies¢ poszkodowanego na Swieze powietrze i zapewni¢ warunki do odpoczynku w pozycji umozliwiajacej swobodne
oddychanie. W przypadku wystapienia podraznienia skory lub wysypki: Zasiegna¢ porady/zgtosic sie pod opieke lekarza.
W przypadku wystapienia objawow ze strony uktadu oddechowego: Skontaktowac sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.
Wypra¢ zanieczyszczong odziez przed ponownym uzyciem. Zawartos¢/pojemnik usuwac zgodnie z przepisami lokalnymi/
regionalnymi/krajowymi/migdzynarodowymi.

Przygotowanie odczynnikéw
Parametry testu zawiera karta zastosowari konkretnego urzadzenia. Przygotowac nastepujace roztwory, uzywajac schtodzonych
(2-8°C) odczynnikow i buforéw. Zestaw nalezy wyjac z lodéwki bezposrednio przed przygotowaniem roztworéw roboczych.

W razie przypadkowego rozlania nalezy posprzatac i zutylizowac materiat zgodnie ze standardowa procedurg operacyjna
obowigzujaca w danym laboratorium oraz lokalnymi przepisami.

W przypadku otrzymania uszkodzonego opakowania nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem pomocy
technicznej (dane kontaktowe znajduja sie na odwrocie niniejszej ulotki dotaczonej do opakowania).

Nalezy przygotowywac odczynniki w podanej kolejnosci w celu ograniczenia ewentualnego skazenia.

R2 Roztwdr ED: Potaczy¢ butelke 2a (odczynnik ED) z butelka 2 (bufor rozpuszczenia ED) za pomocg jednego z zataczonych
facznikow. Miesza¢ za pomoca delikatnego odwracania, upewniajac sig, ze caty liofilizowany materiat z butelki 2a zostat
przeniesiony do butelki 2. Unikac tworzenia si¢ piany. Butelke 2a i tacznik odtaczy¢ od butelki 2 i wyrzuci¢. Zamkna¢ korkiem
napetniona butelke 2 i pozostawic na okoto 5 minut w temperaturze pokojowej (15-25 °C). Delikatnie wymieszac ponownie
i zapisa¢ na etykiecie butelki date rozpuszczenia. Umiesci¢ butelke bezposrednio w komorze odczynnikéw analizatora lub
w chtodzonym miejscu przechowywania (2-8 °C) i pozostawi¢ na 15 minut przed uzyciem.

R1 Roztwar EA: Potaczyc butelke 1a (odczynnik EA) z butelk 1 (bufor rozpuszczenia EA) za pomocg jednego z zataczonych
facznikow. Mieszac za pomocg delikatnego odwracania, upewniajac sie, ze caly liofilizowany materiat z butelki 1a zostat
przeniesiony do butelki 1. Unika¢ tworzenia sie piany. Butelke 1a odfaczy¢ od facznika i wyrzucic. Zamknac korkiem
napetniona butelke 11 pozostawic na okoto 5 minut w temperaturze pokojowej (15-25 °C). Delikatnie wymiesza¢ ponownie
i zapisac na etykiecie butelki date rozpuszczenia. Umiesci¢ butelke bezposrednio w komorze odczynnikéw analizatora lub
w chtodzonym miejscu przechowywania (2-8 °C) i pozostawi¢ na 15 minut przed uzyciem.

Na wypadek niemoznosci stosowania w uzytkowanym analizatorze butelki w rozmiarze butelki 1 dofaczono dwie (2) mniejsze,
puste butelki w ksztatcie trapezoidalnym. Przelac zawartos¢ wiekszej butelki 1 po réwno do kazdej z 2 mniejszych butelek.

Uwaga 1: Komponenty testu dostarczone w tym zestawie s przeznaczone do wykorzystania jako jeden integralny zestaw. Nie
wolno miesza¢ komponentéw z réznych partii zestawéw testow CEDIA” MPA lub innych zestawow CEDIA.

Uwaga 2: Nalezy unikac skazenia krzyzowego odczynnikow poprzez zakfadanie wiasciwych korkow na whasciwe butelki
odczynnikéw. Roztwor R2 (odczynnik ED) powinien mie¢ barwe pomarariczowo-0tt3. Czerwona lub fioletowo-czerwona
barwa wskazuje na skazenie odczynnika i nalezy go usunac.

Uwaga 3: Przed rozpoczeciem testu roztwory R1 i R2 musza by¢ w temperaturze komory przechowywania odczynnika
analizatora. Dodatkowe informacje podano w instrukgji obstugi danego analizatora.

Uwaga 4: Aby zapewnic trwatos¢ rozpuszczonego odczynnika EA nalezy chronic go przed dtuzsza ciagha ekspozycja na jasne
$wiatto.

Warunki przechowywania
Przechowywacl y w odpowiednich
testu podano na pudetku lub etykietach butelek.

urach. NIEZAMRAZAC. Terminy waznosci nieotwartych komponentéw

R1 Roztwér: 60 dni chtodzony w analizatorze lub w temperaturze 2-8 °C
R2 Roztwér: 60 dni chtodzony w analizatorze lub w temperaturze 2-8 °C

Pobieranie i obchodzenie sie z probkami

Nalezy uzy¢ probek osocza NapEDTA lub K2EDTA. Nalezy podja¢ srodki ostroznosci, aby zachowac integralnos¢ prébki od
momentu pobrania do wykonania testu. Prébki nalezy oznakowac podajac godzing pobrania krwi i godzine ostatniego podania
leku. Prébki powinny by¢ zamkniete korkami i badane w ciagu 14 dni, jesli sa przechowywane w temperaturze 2-8 °C (kryteria
akeeptacji +/- 10% odzysku) lub w ciagu 5 miesiecy, jesli przechowywane w < -20 °C*®. Unikac wielokrotnego zamrazania
irozmrazania. Nie powod ieniania probek.

P

Wyk iekodup go: Na etykietach odczynnikéw znajduije sie dedykowany systemowy kod
paskowy, ktéry wiekszos¢ analizatoréw zignoruje w przypadku nierozpoznania. Jesli analizator
zwréci kod btedu, na kodzie paskowym nalezy umiescic tasme w jednolitym kolorze. Jesli potrzebna
jest pomoc, nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej.



Procedura analityczna

Kalibragja

Test CEDIA MPA przy uzyciu odpowiednich kalibratorow zestawu CEDIA MPA tworzy krzywa wzorcowa. Przed wykonaniem
testu probki pacjenta nalezy sprawdzi¢ kalibracje testu poprzez wykonanie testu kontroli o ustalonych zakresach odzysku
dla testu CEDIA MPA.

Uwaga: Karta przydzielenia wartosci kalibratoréw znajduje sie w kazdym zestawie kalibratorow CEDIA MPA. Przed
zastosowaniem nowego zestawu nalezy sprawdzi¢ parametry chemiczne, aby upewnic sie, Ze stezenia kalibratoréw
odpowiadaja wartosciom wydrukowanym na karcie przypisania wartosci.

Czestotliwos¢ kalibraji

Zaleca sie wykonywanie ponownej kalibracji

« Wrazie potrzeby po wykonaniu procedur kontroli jakosci laboratorium oraz
« Pozmianie butelki odczynnika

« Po zmianie serii (zestawu) kalibratora lub odczynnika

« Powykonaniu co miesiecznej konserwacji analizatora

Rejestrowany zakres
Zakres testu CEDIA MPA wynosi od 0,3 do 10 pg/ml.

Probki poza zakresem

Prébki o wiekszym stezeniu niz 10 pg/ml moga by¢ podawane jako stezenie > 10 pg/ml lub rozciericzone w stosunku jedna
czes¢ oryginalnej probki i jedna czes¢ kalibratora ujemnego i ponownie zbadane. Wartos¢ uzyskana w ponownie wykonanym
tescie powinna byc obliczona w nastepujacy sposéb:

Rzeczywista wartos¢ = 2 x rozciericzona wartos¢
Probki z wynikiem ponizej czutosci uzytkowej testu s podawane jako < 0,3 pg/ml.

Kontrola jakosci i kalibracja

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasn czestotliwosc kontroli. Zgodnie z dobra praktyka laboratoryjna kazdego dnia,
w ktérym badane s probki pacjentéw, i zawsze gdy wykonywana jest kalibracja, nalezy wykonac testy co najmniej dwdch
stezenl (odpowiadajace dolnym i gérnym kryteriom decyzji odnosnie leczenia) w ramach kontroli jakosci. Monitorowac
wartosci kontroli w zakresie trenddw lub zmian. W razie wykrycia trendéw lub zmian lub braku odzysku w okreslonym

Oczekiwane wartosci

Nie ustalano w petni optymalnego zakresu terapeutycznego MPA w osoczu. Ponadto optymalne zakresy stezenia MPA
u pacjenta moga sie wahac zaleznie od reaktywnosci krzyzowej danego testu i jego metabolitu (patrz punkt dotyczacy
reaktywnosci krzyzowej ponizej, gdzie podano reaktywnosci krzyzowe obserwowane w tym tescie). Dlatego nalezy ustali¢
optymalne zakresy dla kazdego komercyjnego testu i wartosci otrzymane przy uzyciu réznych metod analitycznych nie moga
by¢ stosowane zamiennie ani nie moga by¢ stosowane wspétczynniki korekji. Laboratoria powinny podawac identyfikacje
testu na raportach wynikéw pacjentow w celu ufatwienia interpretacji wynikow.

Optymalne zakresy zaleza od typu przeszczepu i rdwnoczesnie podawanych innych lekéw oraz stanu klinicznego pacjenta,
indywidualnych réznic w zakresie wrazliwosci na dziatanie immunosupresyjne i toksyczne MPA, czasu od wykonania
przeszczepu i szeregu innych czynnikéw. Dlatego indywidualne wartosci stezenia MPA nie mogq by¢ uzywane jako jedyny
wskaznik do wprowadzenia zmian w schemacie leczenia i kazdego pacjenta nalezy doktadnie oceni¢ klinicznie przed
wprowadzeniem zmian w schemacie leczenia. Kazda placdwka powinna ustali¢ optymalne zakresy na podstawie okreslonego
uzywanego testu i innych czynnikéw istotnych dla populacji pacjentow.

Przyktady w pismiennictwie dyskusji na temat obserwowanych optymalnych zakreséw MPA podano w przypisach’*. Nalezy
zwréci¢ uwage na czynniki takie jak okreslone testy, specjalne charakterystyki kliniczne i czas pobierania prébek w takich
przypisach.

Swoista charakterystyka dziatania

Ponizej przedstawiono typowe dane dziatania uzyskane dla testu CEDIA MPA na analizatorze Hitachi 917%. Wyniki uzyskane
w poszczegdInych laboratoriach moga sie réznic od tych danych. W sprawie dodatkowych informacji dotyczacych dziatania
na okreslonym analizatorze nalezy sprawdzi¢ protokdt uzycia tego analizatora lub skontaktowac sie z Dziatem Pomocy
Technicznej firmy Microgenics.

Precyzja

Badania precyzji w ramach jednego testu i pomiedzy testami (odtwarzalnosc) przeprowadzono z uzyciem probek od pacjentow
po przeszczepach przyjmujacych MMF, osocza z dodanym MPA i kontroli. Zbiorcza probka 2 zostata przygotowana z probek od
pacjentow po przeszczepach, a probki zbiorcze 11 3 s3 probkami osocza nie zawierajacego MPA z dodanym MPA. Wszystkie
prébki badano tacznie w 21 testach przez 11 dni stosujac zmodyfikowany protokdt z CLSI (EP5A). Dla kazdego testu wykonano
kalibracje. Wyniki przedstawiono w ponizsze; tabeli.

Precyzja w ramach jednego testu i pomiedzy testami (odtwarzalnosc)

zakresie nalezy wykonac przeglad wszystkich parametrow dziatania. W sprawie dodatkowej pomocy i zalecert odi
odpowiedniego materiatu kontroli nalezy skontaktowac sie z Dziatem Pomocy Technicznej firmy Microgenics. Wszystkie
wymagania kontroli jakosci powinny by¢ wykonywane zgodnie z przepisami lokalnymi, regionalnymi lub parstwowymi
badz warunkami akredytagji.

Uwaga: Po zamianie serii odczynnika (zestawu) nalezy ponownie ocenic cele kontroli i zakresy.

Ograniczenia - substancje zaktécajace

Nie ustalono charakterystyki dziatania testu CEDIA MPA z ptynami ustrojowymi innymi niz ludzkie osocze.

Kryteria akceptacji: W odniesieniu do informadji o zaktdceniach podanych ponizej, dziatanie testu uznano za akceptowalne
(bez istotnych zaktdcen), jesli odzysk MPA wynosit + 0,3 pg/ml przy poczatkowym stezeniu < 3 pg/ml lub £ 10%
poczatkowego stezenia > 3 pg/ml.

16ttaczka: Nie stwierdzono zadnych powainych zaktécen p
20 mg/dl.

Lipemia: Nie stwierdzono zadnych powaznych zaktdcer powodowanych przez tréjglicerydy o stezeniu do 1600 mg/dl i
cholesterol do 400 mg/dI.

Biatko catkowite: Nie stwierdzono zadnych powaznych zaktécet powodowanych przez biatko catkowite o stezeniu do 10 g/dl.

Czynnik reumatoidalny: Nie stwierdzono zadnych powaznych zaktdcen powodowanych przez czynnik reumatoidalny o
stezeniu do 2000 j.m./ml.

Hemoglobina: Nie stwierdzono zadnych powaznych zaktdceri p h przez hemog 0 stezeniu do 1000 mg/dl.
Stezenie EDTA: Probki osocza pobierane do probowki ze Srodkiem przeciwkrzepliwym EDTA byly zalecane do badari MPA™.
Nie stwierdzono zadnych istotnych zaktécen przy prawidtowej ilosci probek pobieranych do probéwki VACUTAINER'(fioletowy
korek). Jednak jesli pobrana stanowi mniej niz 1/3 probéwki, powstate duze stezenie EDTA spowoduje wzgledne zawyzenie
stezenia MPA.

Inne srodki przeciwkrzepliwe: Chociaz osocze zawierajace Srodek przeciwkrzepliwy EDTA jest preferowang matryca dla
pomiaru MPA, badano heparyne pod katem zaktécen. Nie stwierdzono istotnych zaktoceri w zwiazku z uzyciem tego $rodka.
W przypadku wszystkich srodkow przeciwkrzepliwych pobrane probki nie moga stanowic mniej niz 1/3 probéwki dla potrzeb
testu CEDIA MPA, poniewaz powoduje to zawyzenie odzysku MPA.

Przeciwciata przeciwko E. coli [3]-galaktozydazie: Czestos¢ pacjentow z przeciwciatami przeciwko [B]-galaktozydazie
E. coli jest bardzo mata. Niemniej jednak niektdre probki zawierajace takie przeciwciata moga powodowac btednie zawyzone
stezenia MPA, ktére moga nie by¢ zgodne z profilem Klinicznym pacjenta. W razie podejrzewania takiej sytuadji nalezy
skontaktowac sie w sprawie pomocy z Dziatem Pomocy Technicznej firmy Microgenics.
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Ograniczenia - réznice i zmiany w tescie

Rézne testy immunoenzymatyczne moga dawac zmienne wyniki w przypadku tej samej prébki w zwiazku ze zr6znicowaniami
specyficznymi dla testu w zakresie reaktywnosci krzyzowej metabolitéw. Najwigksze zroznicowania moga wystepowac u
pacjentow z uposledzonym wydalaniem (np. niewydolnos¢ nerek). W przypadku takich pacjentéw oprécz uzycia tego testu
mozna wykorzysta¢ metode chromatograficzng swoista dla MPA. Biorac pod uwage mozliwos¢ odchylenia lub rozbieznosci
w przypadku poréwnania testu CEDIA MPA i metody HPLC w zakresie wykrywania stezenia MPA w probkach, wazne jest, aby
kazde laboratorium ustalito wiasny zakres terapeutyczny na podstawie wiasnej populagji pacjentéw.

Ograniczenia - reaktywnos¢ krzyzowa Ac(MPAG

Test ma reaktywnos¢ krzyzowa wynoszaca 158% wobec ACMPAG, co moze powodowac pozytywne odchylenie w poréwnaniu
do metod takich jak LC-MS/MS (chromatografia cieczowa/spektrofotometria masowa), ktdre nie s obciazone reaktywnoscia
krzyzowa. Odchylenie wzgledem LCMS w przypadku kazdej indywidualnej probki pacjenta wiaze sie czesciowo ze stezeniem
AcMPAG w danej prébce.

W jednym tescie Wszystkie testy
Odchylenie n . Odchylenie . q
Prébka N | Srednia Y (‘"‘."""f?';"k W\:":;';‘::,’g:;""
) (s0) .

Ibiorcza probka 126 10 0,06 56 0,08 77
pagjentow 1

Ibiorcza probka 126 24 0,07 28 0,09 4,0
pagjentéw 2

Ibiorcza probka 126 6,0 0,09 15 0,14 23
pagjentéw 3

Kontrola 1 126 11 0,06 55 0,10 95
Kontrola 2 126 27 0,06 22 0,13 438
Kontrola 3 126 59 0,12 20 0,20 33

Liniowos¢

W celu oceny liniowosci testu prébke osocza z duzym stezeniem rozciericzono probkg osocza nie zawierajacego MPA otrzymujac
serie probek w zakresie dynamicznym testu. Kazda probke badano w 5 powtdrzeniach i jako wyniki zmierzono przyjmowano
wartosc Srednig. Nastepnie oznaczono procentowo odzysk przez podziat wartosci otrzymanego stezenia MPA przez warto$¢
oczekiwanego stezenia. Oczekiwane stezenia oznaczono wykorzystujac najwieksze badane stezenie razy wspétczynnik
rozcieficzenia.

Rozciericzone Oczeki wartos¢ | Z wartos¢ 0dzysk (%)
probki (pg/ml) (pg/ml)

Poziom 1 9.8 98 -

Poziom 2 74 74 100
Poziom 3 49 49 100
Poziom 4 34 33 97
Poziom 5 25 23 92
Poziom 6 10 09 90
Poziom 7 0,5 04 80
Poziom 8 0,0 0,0 -




0dzysk

W celu oceny odzysku testu dodano MPA do osocza zdrowej osoby nie zawierajacego MPA i do probek od pacjentéw po
przeszczepach zawierajacych MPA. Probki badano w 21 powtdrzeniach w przypadku matrycy osocza od zdrowych oséb i
w 5 powtdrzeniach w przypadku matrycy osocza pacjentow po przeszczepach. Procentowy odzysk okreslono przez podziat
otrzymanego stezenia kazdej probki przez oczekiwane stezenie dodanego MPA plus MPA wczesniej obecny w probkach.

Osocze nie zawierajace MPA

Oczekiwana wartos¢ ZImierzona wartos¢ 0dzysk (%)
(pg/ml) (ng/ml)
0,0 0,0 -
0,5 0,5 100
10 09 90
25 25 100
35 32 91
7,0 6,5 93
Tx osocze pacjentow
Oczekiwana warto$¢ ZImierzona wartos$¢ 0dzysk (%)
(ng/ml) (pg/ml)
Pacjent 1
0,5 0,5
10 1,0 100
25 26 104
Pagjent 2
24 24 -
34 33 97
6,9 6,8 99

Swoistos¢

Rézne stezenia metabolitéw glukuronidu MPA dodano do osocza zawierajacego MPA w celu wykonania testu reaktywnosci
krzyzowej. Szacunkowa reaktywnos¢ krzyzowa substangji obliczono za pomocg wzoru a wyniki podano w tabeli ponizej.

zmierzone stezenie — stezenie kontroli) x 100%

zhadane stezenie powodujace reaktywnos¢ krzyzowa

Reaktywnosc krzyzowa z metabolitami MPA

Substanqja Badane stezenie, Reaktywnosc krzyzowa
(ng/mi) (%)

7-0-glukuronid kwasu 1000 0,0
mykofenolowego (MPAG)
Acyloglukuronid kwasu 10,0 164,0
mykofenolowego (AcMPAG) 3,0 1700

18 1444

0,9 1778

03 1333

Srednia 158

Uwaga: W zwiazku z reaktywnoscig krzyzowa na Ac(MPAG w tescie CEDIA MPA przewiduje sig mozliwos¢ wystapienia
dodatniego odchylenia pomiedzy testem CEDIA MPA a LC-MS/MS.

Badano inne leki immunosupresyjne w zakresie reaktywnosci krzyzowej na test. Substancje podane ponizej nie wykazywaty
reaktywnosci krzyzowej w badanym stezeniu w tescie CEDIA MPA.

Substancje Badane stezenie, pg/ml
Sirolimus 03

Takrolimus 03

Cyklosporyna 10

Badano powszechnie stosowane leki w osoczu nie zawierajacym MPA w zakresie reaktywnosci krzyzowej na test. Substancje
podane ponizej nie wykazywaty reaktywnosci krzyzowej w badanym stezeniu w tescie CEDIA MPA.

Substancje Badane stezenie, pg/ml
Acetaminofen 100
N-acetyloprokainamid 100
Acyklawir 100
Amikacyna 100
Amfoteracyna B 50
Ampicylina 100
Azatiopryna 100
Karbamazepina 100
Chloramfenikol 100
(ymetydyna 100
Cyprofloksacyna 100
Digoksyna 10
Digitoksyna 10
Dizopiramid 100
Erytromycyna 100
Flukonazol 100
Flucytozyna 100
Furosemid 100
Gancyklowir 100
Gentamycyna 100
Hydrokortyzon 100
Itrakonazol 100
Kanamycyna A 100
Kanamycyna B 100
Ketokonazol 100
Lidokaina 100
Metylprednisolon 100
Morfina 100
Penicylina 100
Fenobarbital 100
Fenotyina 100
Prozasyna 100
Prednizolon 100
Prednison 100
Prokainamid 100
Chinidyna 100
Ryfampicyna 60
Salicylan sodu 50
Spektynomycyna 100
Streptomycyna 100
Teofilina 100
Tobramycyna 100
Triamteren 100
Kwas walproinowy 100
Wankomycyna 100
Werapamil 100

Najmniejsza wykrywalna dawka
LDD jest okreslana jako najmniejsze stezenie, ktére mozna odrdznic od zera z 95% ufnoscia. Dwadziescia jeden probek osocza
nie zawierajacych MPA badano w zakresie najmniejszej wykrywalnej dawki (LDD) i LDD wynosi 0,2 pg/ml.

Czutos¢ uzytkowa
Czutos¢ uzytkowa, okreslona jako najmniejsze stezenie leku, ktdre daje wspétczynnik zmiennosci (CV%) wynoszacy < 20%,
dla testu CEDIA MPA wynosi 0,3 pg/ml. Przy takim stezeniu istnieje okoto 0,01 pg/ml odchylenie, 104% odzysk i 17,6% CV.



Poréwnanie metod

tacznie 188 prébek przed podaniem dawki leku od dorostych pacjentéw po przeszczepach leczonych mykofenolanem
mofetylu lub mykofenolanem sodu badano w badaniu pordwnania metod stosujac LC-MS/MS jako metodg odnosna. W
ponizszej tabeli podsumowano wyniki badania zawierajace odrebng analize wedtug typu przeszczepu i tacznie przy uzyciu
narzedzia EP Evaluator. W kolumnie regresji metody, wyniki nachylenia i wyrazu wolnego s3 podane z przedziatem ufnosci

95% w nawiasach.

Probka N Metoda regresji r
Nachylenie najmniejszych 1,114 (0d 1,061 do 1,166)
kwadratow 0,20 (0d 0,05 do 0,36)
Wyraz wolny najmniejszych

Osocze serce 96 kwadratéw 0,9743
Nachylenie Deminga 1,147 (0d 1,094 do 1,200)
Wyraz wolny Deminga 0,12 (0d -0,04 do 0,28)
Nachylenie najmniejszych 1,127 (0d 0,974 do 1,080)
kwadratow 0,16 (0d -0,03 do 0,36)
Wyraz wolny najmniejszych

Osocze nerka 92 kwadratéw 0,971
Nachylenie Deminga 1,060 (0d 1,006 do 1,113)
Wyraz wolny Deminga 0,06 (0d-0,13 do 0,25)
Nachylenie najmniejszych 1,054 (0d 1,015 do 1,092)
kwadratéw 0,22 (0d 0,09 do 0,34)

: Wyraz wolny najmniejszych

Osocze wszystkie ,

narzady 188 | kwadratéw 0,9698
Nachylenie Deminga 1,089 (0d 1,051 do 1,128)
Wyraz wolny Deminga 0,12 (0d-0,01do 0,25)

Wiekszos¢ pacjentow przyjmowata réwnoczesnie takrolimus (n=153), przedstawiony na wykresie ponizej jako kotka. Inni
pacjendi przyjmowali rownoczesnie cyklosporyne (n=34), przedstawiona na wykresie ponizej jako trojkaty.
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