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Przed uzyciem nalezy uwaznie przeczytac niniejsza ulotke informacyjn dotaczong do opakowania systemu mikrosfer
do oznaczania ilosciowego (Quantitative Microsphere System, QMS). Nalezy przestrzegac instrukgji zawartych
w ulotce. W przypadku nieprzestrzegania instrukcji zawartych w niniejszej ulotce dotaczonej do opakowania nie
mozna zagwarantowac wiarygodnosci wynikow testow.

PRZEZNACZENIE

Test immunologiczny QMS Tacrolimus stuzy do ilosciowego oznaczania stezenia takrolimusu w ludzkiej krwi petnej
przy uzyciu automatycznych analizatoréw z zakresu chemii klinicznej. Wyniki przeprowadzonego testu s3 pomocne
w zarzadzaniu terapia z wykorzystaniem takrolimusu u pacjentow poddanych przeszczepowi nerek, watroby i serca.
Niniejsze narzedzie stosowane w diagnostyce in vitro jest przeznaczone wytacznie do stosowania w klinicznych
warunkach laboratoryjnych.

PODSTAWOWE INFORMACJE | WYJASNIENIE DZIALANIA TESTU

Takrolimus (FK506, PROGRAF®) to antybiotyk z grupy makrolidéw pochodzenia grzybowego, z rodzaju Streptomyces
tsukubaensis, o silnym dziataniu immunosupresyjnym stosowany u pacjentow po transplantacjach nerek i watroby.'
Takrolimus jest inhibitorem kalcyneuryny, ktdra jest w naturze fosfataza i aktywuje namnazanie limfocytow
T2* W procesach komdrkowych takrolimus wiaze sie z grupa wiazacych biatek zwanych FKBP (biatka wiazace
FK506), a nastepnie tworzy kompleks w ksztatcie pentameru zawierajacy takrolimus, FKBP, kalcyneuryny A i B
oraz kalmoduline.>* Formowanie pentameru powoduje zahamowanie aktywnosci fosfatazy kalcyneuryny, co jest
niezbedne w celu aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych przemieszczajacych sie w jadrze komérkowym. W ten
sposob ekspresja genow limfocytow T jest zahamowana w szczegdlnosci w przypadku cytokinéw takich jak IL-2
i skutkuje dziataniem immunosupresyjnym u pacjentow.*

Rozdziat takrolimusu migdzy krwia petng a osoczem zalezy od kilku czynnikow, takich jak zawartos¢ hematokrytu,
stezenie leku i stezenie biatka w osoczu. Stosunek stezenia krwi petnej do osocza wynosi srednio 35 (zakres od 12 do
67).57 Takrolimus jest w duzym stopniu metabolizowany przez cytochrom P-450, gtéwnie przez CYP3A.®™ Lek jest
metaholizowany w procesach demetylacji i hydroksylacji do co najmniej 8 metabolitow (M-I — M-VIII)."”> W prébach
in vivo sredni okres péttrwania takrolimusu szacuje sie na 48 godzin.*"" Zanotowano réwniez duzg zmiennos¢
w poziomach stezenia takrolimusu w krwi petnej miedzy pacjentami oraz u tego samego pacjenta.” Zaleca sie
doktadne i czeste monitorowanie poziomu takrolimusu.™

ZASADY POSTEPOWANIA

Test immunologiczny QMS Tacrolimus to badanie homogeniczng metoda ~ immunoturbidymetryczng
(particle-enhanced turbidimetric immunoassay, PETIA). Dziafanie testu jest oparte na wspétzawodnictwie o miejsca
wigzace w odczynniku zawierajacym przeciwciata przeciwko takrolimusowi pomiedzy lekiem obecnym w prbce
a lekiem naniesionym na mikroczastke. Przy braku wspdtzawodniczacego leku w probce odczynnik zawierajacy
mikroczastki pokryte takrolimusem aglutynuje w sposob nagty w obecnosc odczynnika zawierajacego przeciwciata
przeciwko takrolimusowi. Szybkos¢ zmiany absorbancji jest mierzona metoda fotometryczng przy dtugosci fali 700 nm.
Po dodaniu probki zawierajacej takrolimus nastepuje czesciowe zahamowanie aglutynacji, spowalniajace zmiane
wspétczynnika absorpji. Krzywa zahamowania zalezng od stezenia takrolimusu mozna uzyska¢, uwzgledniajac
maksymalny wspdtczynnik aglutynadji przy najnizszym stezeniu takrolimusu i najnizszy wspétczynnik aglutynadji przy
najwyzszym stezeniu takrolimusu.

ODCZYNNIKI

Zestaw odczynnikow

Test QMS Tacrolimus, 10015556, jest dostarczany w postaci ptynnej jako gotowy do uzycia zestaw trzech
odczynnikéw zawierajacy:

REAGENT]| 1 {1x 18 ml

REAGENT[ 2]1x 12ml

Odczynnik do ekstrakeji T > 50 ml (potrzebny roztwdr roboczy, patrz str. 2, ,Przygotowanie roztworu do
ekstrakji”)

Sktadniki biorace udziat w reakji

Skiadnik Stezenie
rzeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko takrolimusowi (krdlicze) < 1,0%
REAGENT][ 1] Przeciwciak klonalne ski przeciwko takroli i (krélicze) 1,0%
Azydek sodu 0,09%
REAGENT] 2] Mikroczasteczki pokryte takrolimusem <0,3%
Azydek sodu 0,09%
Azydek sodu 0,09%

POSTEPOWANIE ZODCZYNNIKAMI | WARUNKI ICH PRZECHOWYWANIA
Odczynniki [REAGENT] 1 |, [REAGENT] 2 i [EXT] (odczynnik do ekstrakgji) sa gotowe do uzytku.
« Przed uzyciem kilkakrotnie odwréci¢, nie dopuszczajac do wytworzenia sie pecherzykéw powietrza.
+ Jesli we wkiadzie zawierajacym odczynnik znajduja sie pecherzyki powietrza, nalezy je usunac. Ewentualnie
mozna pozostawi¢ odczynnik w zalecanej temperaturze i odczekac, az pecherzyki znikna. Aby ograniczy¢ do
minimum ilo$¢ utraconego ptynu, do usuwania pecherzykow powietrza nie nalezy uzywac pipety jednomiarowej.

Wytacznie do stosowania w diagnostyce in vitro

« W przypadku opréznienia wkiadu zawierajacego odczynnik [REAGENT| 1 | lub |REAGENT] 2 | nalezy
wymieni¢ obydwa wkfady, a nastepnie sprawdzic kalibracje, uzywajac co najmniej jednej probki dla kazdego
poziomu materiatéw kontrolnych zgodnie z obowiazujacymi w laboratorium zasadami dotyczacymi
kontroli jakosci. Jesli uzyskane wyniki nie mieszczg sie w akceptowalnych zakresach, konieczne moze by¢
przeprowadzenie ponownej kalibragji.

« Informagje dotyczace konkretnego systemu mozna znalez¢ na karcie ,Parametry systemu testowego” dla
danego analizatora.

« W razie przypadkowego rozlania nalezy posprzatac i zutylizowa¢ materiat zgodnie ze standardowa
procedura operacyjna obowiazujaca w danym laboratorium oraz lokalnymi przepisami.

« Wprzypadku otrzymania uszkodzonego opakowania nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem
pomocy technicznej (dane kontaktowe znajduja sie na odwrocie niniejszej ulotki dofaczonej do opakowania).

& PRZESTROGA: Obecne w odczynniku pecherzyki powietrza moga zaktdcac prawidtowe wykrywanie poziomu
odczynnika znajdujacego sie we wkladzie, powodujac pobieranie niewystarczajacej objetosci odczynnika, co z kolei
moze przekfadac sie na wyniki testu.

] ¥ 0dczynniki w nieotwartych fiolkach zachowuija stabilnos¢ do daty waznosci okreslonej na opakowaniu, jei s
2pcrzechowywane w temperaturze od 2°Cdo 8°C.

Nie wolno zamraza¢ odczynnikéw ani wystawiac ich na dziatanie temperatur przekraczajacych 32°C.

I\ oSTRZEZENIA 1 SRODKI OSTROZNOSCI
+ Wylacznie do stosowania w diagnostyce in vitro. Stosowac standardowe $rodki ostroznosci wskazane przy
postepowaniu z wszystkimi odczynnikami laboratoryjnymi.
« Nie nalezy miesza¢ materiatéw o roznych numerach partii.
« Nie nalezy uzywac zestawu odczynnikéw po uptynieciu daty waznosci.

NIEBEZPIECZENSTWO: Materiat QMS do oznaczeri immunologicznych takrolimusu zawiera <3,0% albuminy
surowicy ludzkiej (HSA) oraz <1,0% przeciwciat (kréliczych) swoistych dla leku.

Odczynnik QMS do ekstrakeji takrolimusu zawiera <9,0% siarczanu (VI) cynku (ZnS04).

H317 — Moze powodowac reakcje alergiczna skory.

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

H318 — Powoduje powazne uszkodzenia oczu.

H411 — Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate skutki.

Unika¢ wdychania mgty lub par. Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie wynosi¢ poza miejsce pracy. Stosowac
rekawice ochronne/ochrong oczu/ochrone twarzy. W przypadku niedostatecznej wentylacji stosowac indywidualne
$rodki ochrony drég oddechowych. W przypadku kontaktu ze skdra: Umy¢ duzg iloscia 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 objawéw ze strony uktadu oddechowego: Skontaktowac sie z OSRODKIEM
ZATRUC lub lekarzem. Wypra¢ zanieczyszczong odziez przed ponownym uzyciem. Zawartos¢/pojemnik usuwaé
zgodnie z przepisami lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/miedzynarodowymi.

Unika¢ uwolnienia do $rodowiska. Stosowac rekawice ochronne/ochrone oczu/ochrone twarzy. W PRZYPADKU
DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptukac woda przez kilka minut. Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli s3 i mozna
je tatwo usuna¢. Nadal ptukac. Natychmiast skontaktowac sie z osrodkiem zatruc lub lekarzem. Usuna¢ wyciek.
Zawarto$¢/pojemnik usuwac zgodnie z przepisami lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/miedzynarodowymi.

A PRZESTROGA: Materiaty pochodzenia ludzkiego zostaty sprawdzone przy uzyciu metod zatwierdzonych przez
Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA, Food and Drug Administration) pod katem wystepowania wirusow HIV1 i 2 oraz
zapalenia watroby typu B Ci uzyskane wyniki byty negatywne. Jednak z uwagi na fakt, ze zadna metoda badawcza
nie pozwala catkowicie wykluczy¢ mozliwosci zakazenia, z materiatem nalezy postepowac réwnie ostroznie, jak
z probka pobrang od pacjenta. W przypadku kontaktu z materiatem nalezy postepowac zgodnie z zaleceniami
odpowiedniego urzedu ds. ochrony zdrowia.

Odczynniki stanowiace sktadniki testu zawieraja azydek sodu w stezeniu < 0,09%. Nalezy unika¢ kontaktu ze
skorg i btonami $luzowymi. Dodatkowe $rodki ostroznosci, instrukcje dotyczace obchodzenia sie z odczynnikami
i postepowanie w razie przypadkowego narazenia opisano w karcie charakterystyki.

POBIERANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

« Nalezy korzysta¢ wytacznie z prébek z krwi petnej pobranych do probowek z EDTA. W przypadku wszystkich
rodzajéw probéwek nalezy przestrzegac instrukgji dostarczonych przez producenta. Nalezy zadbac, aby
zachowac integralnos¢ prébki od momentu pobrania prébki do chwili przeprowadzenia testu. Na prébkach
nalezy zaznaczy¢ zaréwno godzine pobrania krwi, jak i godzine ostatniego podania leku.
Probki powinny by¢ szczelnie zamkniete i zosta¢ poddane testowi w ciagu 7 dni, jesli sa przechowywane
w temperaturze 2-8°C, lub w ciagu 6 miesiecy, jesli s3 przechowywane w temperaturze < -20°C.5"
Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania i ponownego zamrazania. Nalezy unikac spieniania prébek.



PROCEDURA
Materiaty dostarczone
« Zestaw odczynnikéw QMS Tacrolimus, 10015556

Materiaty wymagane, ale niedostarczone
 Kalibratory QMS Tacrolimus, [REF] 10015573, CAL A: 1 4ml, CALB-F: po 1 2ml
« Produkty do kontroli jakosci
Materiaty zalecane:
- Materiaty kontrolne MORE Diagnostics Rap/Tac/CsA,
Poziom NISKI, 280-Q: po 4 x 4 ml
Poziom SREDNI, 280-1: po4x4ml
Poziom WYSOKI, 280-2: po 4 x 4 ml
+Aby dowiedzie¢ sie wiecej o innych dostepnych na rynku produktach do kontroli jakosci, nalezy
skontaktowac sie telefonicznie z dziatem wsparcia technicznego firmy Thermo Fisher Scientific.
« Metanol, klasa przydatnosci do chromatografii HPLC (czystos¢ > 99,8%)
« Probowki Eppendorfa
« Automatyczny analizator do chemii klinicznej

Przygotowanie prébek

Uwaga: W przypadku materiatdw kontrolnych nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami i zaleceniami
dotyczacymi postepowania zawartymi w ulotce informacyjnej opracowanej przez producenta danego materiatu
(jesli jest dofaczona).

Przed ekstrakcja nalezy poczekac, az kalibratory i prébki pacjenta osiagna temperature pokojowa. Kalibratory
nalezy miesza¢ przez co najmniej 15-20 minut, a prébki pacjenta nalezy przed uzyciem dokfadnie wymieszac
w temperaturze pokojowej. Kalibratory i prébki pacjenta nalezy starannie wymiesza¢, delikatnie odwracajac
pojemniki (zalecane jest uzycie kotyski). Uwazac, aby nie tworzyty sie pecherzyki powietrza.

Przygotowanie roztworu do ekstrakji

1. Dodacdoktadnie 10 ml odczynnika do ekstrakgji o temperaturze pokojowej do czystej, sucheji hermetycznej
butelki.

2. Do butelki doda¢ doktadnie 40 ml metanolu o klasie przydatnosci do chromatografii HPLC
(czystos¢ > 99,8%) i delikatnie wymiesza¢. Oznaczy¢ jako ,Roztwor roboczy do ekstrakgji z uzyciem
takrolimusu” Na etykiecie wpisac aktualng date i date waznosci (2 tygodnie od dnia przygotowania).
Przechowywac w temperaturze pokojowej.

Procedura ekstrakgji probek, kalibratoréw i materiatéw kontrolnych
ABY UZYSKAC OPTYMALNE WYNIKI, NALEZY DOKLADNIE WYKONAC PONIZSZE CZYNNOSCI. EKSTRAKTY NALEZY
WYKORZYSTAC BEZPOSREDNIO PO EKSTRAKCJI.

1. Przygotowaci oznaczy¢ probéwki Eppendorfa do ekstrakeji probek, kalibratorw i materiatow kontrolnych.
DIa kazdej probki przygotowac jedna probéwke Eppendorfa.

2. Odmierzy¢ pipeta dokfadnie 200 pl kazdej probki, kalibratora lub materiatu kontrolnego do odpowiednio
oznaczonej probowki Eppendorfa. Zassa¢ prébke pipeta, delikatnie wytrze¢ koricowke pipety nad
krawedzia probowki z prébka, usuwajac nadmiar prébki, a nastepnie umiesci¢ probke na wewnetrznej
$ciance probéwki Eppendorfa.

Uwaga: Upewnic sig, ze w koricéwce pipety nie znajduja sie pecherzyki powietrza. Powietrze w tym
miejscu moze by¢ potencjalnie zrodtem nieprecyzyjnych wynikow.

3. Odmierzy¢ pipeta doktadnie 200 pl roztworu do ekstrakcji do probowki Eppendorfa. Przy przygotowywaniu
wielu prébek zaleca sie stosowanie pipety powtarzalnej w celu zasysania i dozowania roztworu do ekstrakgji.
Przed dozowaniem roztworu do ekstrakcji nalezy usunac wszelkie pecherzyki powietrza z kocowki pipety.

4. Niezwlocznie zatozy¢ zatyczke i odwirowac probowke Eppendorfa z maksymalna predkoscia przez
15-30 sekund. Sprawdzi¢, czy mieszanina w kazdej probdwece jest homogeniczna. W przypadku wykrycia
niewymieszanej prébki usuna¢ niewymieszana porcje i ponownie odwirowac.

5. Pozostawi¢ mieszaning w probéwce Eppendorfa w temperaturze pokojowej przez 5-7 minut.

6. Umiesci¢ probowke Eppendorfa w wirdwee i wirowac przez 5 minut z predkoscia obrotowa réwnowazna
15000-16 000 x g.

7. Przelac supernatant do pojemnika na probki (nie dopusci¢ do wytworzenia sie pecherzykéw powietrza)
i natychmiast przeprowadzi¢ pomiar, aby do minimum ograniczy¢ parowanie prébki. Nie uderzac
w pojemnik w celu uwolnienia ostatniej kropli w sposéb, ktéry moze spowodowac naruszenie peletki.

8. Pozakoriczeniu analizy wylac ekstrakty. Aby powtdrzyc test, nalezy ponownie wykonac ekstrakcje.

Uwaga: Dodatkowe wskazéwki i zalecenia dotyczace ekstrakcji probek w celu wykonania testu immunologicznego
QMS Tacrolimus s réwniez dostepne w dziale wsparcia technicznego firmy Thermo Fisher Scientific.

Procedura wykonania testu
Szczegdtowy opis przeprowadzania i kalibrowania testu zamieszczono w podreczniku obstugi danego urzadzenia.

Procedura rozciericzania probek
Przy uzyciu kalibratora QMS Tacrolimus CAL A (0,0 ng/ml) recznie rozciericzy¢ prébki bedace poza zakresem
liniowosci testu.

Protokdt recznego rozciericzania

Reczne rozcienczanie mozna przeprowadzi¢ w przypadku prébek, w ktdrych stwierdzono stezenie takrolimusu
o wartosci powyzej 30 ng/ml. Nalezy sporzadzi¢ roztwér prébki z kalibratorem QMS Takrolimus CAL A (0,0 ng/ml)
1:1 przed przeprowadzeniem ekstrakcji probki. Rozciericzenie ma na celu uzyskanie wynikow wyzszych niz czutos¢
testu (1 ng/ml). Aby otrzymac ostateczng wartosc stezenia, zapisang wartos¢ stezenia nalezy pomnozy¢ przez
wspdtczynnik rozciericzenia recznego.

ostateczne stezenie w prohce = zapisane stezenie x wspétczynnik recznego rozcieniczenia
wspdtczynnik recznego rozcienczenia = (objetos¢ prébki + objetos¢ kalibratora CAL A) < objetos¢ probki

KALIBRACJA

Test immunologiczny QMS Tacrolimus nalezy skalibrowac, uzywajac petnej (6-punktowej) procedury kalibracji. Aby
wykonac petna kalibracje, nalezy wykonac test z uzyciem kalibratoréw QMS Tacrolimus A, B, C, D, E i F. Do testéw
immunologicznych QMS Tacrolimus nalezy uzywac wytacznie kalibratorow QMS Tacrolimus. Nie jest mozliwe
szczeg6towe okreslenie stezenia takrolimusu, jesli podczas kalibracji testu immunologicznego QMS Tacrolimus nie
zastosowano zestawu kalibratoréw QMS Tacrolimus, 10015573.

Kalibracja jest konieczna w przypadku kazdego nowego numeru partii. Nalezy zweryfikowac krzywa kalibragji,
uzywajac co najmniej jednej prébki dla kazdego poziomu materiatdw kontrolnych zgodnie z obowiazujacymi
w danym laboratorium wymaganiami dotyczacymi kontroli jakosci. Jesli uzyskane wyniki kontroli nie mieszcza sie
w akceptowalnych zakresach, nalezy podjac dziatania korygujace.

Czestos¢ kalibracji

Zaleca sie przeprowadzenie ponownej kalibracji:
+  pozmianie partii kalibratoréw lub odczynnikéw (zestawu),
+  po przeprowadzeniu comiesiecznej konserwacji urzadzen,
« zgodnie zwymaganiami procedur kontroli jakosci.

KONTROLA JAKOSCI
Wszystkie wymagania z zakresu kontroli jakosci musza by¢ zgodne z przepisami lokalnymi i/lub krajowymi oraz
wymogami akredytacyjnymi.

Jesli ma to zastosowanie, nalezy sprawdzi¢ dodatkowe wymagania dotyczace kontroli jakosci i opis ewentualnych
dziatari korygujacych w standardowych procedurach operacyjnych i/lub planach zapewnienia jakoéci sporzadzonych
dla danego laboratorium.

Zalecenia dotyczace materiatéw kontrolnych dla testu immunologicznego QMS Tacrolimus:

« Kazdorazowo przy pobieraniu probek od pacjenta i ich testowaniu nalezy wykonac test co najmniej jednej
probki dla kazdego poziomu materiatow kontrolnych.

« Jesli konieczne jest czestsze monitorowanie materiatéw kontrolnych, nalezy przestrzega¢ procedur kontroli
jakosci obowiazujacych w danym laboratorium.

« Wszystkie wymagania z zakresu kontroli jakosci musza byc¢ zgodne z przepisami lokalnymi i/lub krajowymi.

« Jesli wyniki przeprowadzonej kontroli jakosci nie mieszcza sie w zakresie akceptowalnym w danym
laboratorium, mozna podejrzewac, ze wyniki pacjentéw s nieprawidtowe i nie nalezy ich zapisywac.
W takiej sytuacji nalezy podjac dziatania korygujace.

WYNIKI

Wyniki testu immunologicznego QMS Tacrolimus s3 zapisywane w ng/ml.
Zapisywanie wynikéw: Pracownicy laboratoriéw powinni zapisywac, ze wyniki sa uzyskiwane metoda QMS Tacrolimus.

Wyniki — kody btedow:
Niektére wyniki moga zawiera¢ kody btedéw. Opisy kodéw bteddw mozna znalez¢ w podreczniku obstugi
okreslonego urzadzenia.

OGRANICZENIA PROCEDURY

«  Stezenie takrolimusu w danej probce okreslone z uzyciem testow innych producentdw moze sie réznic
w zaleznodci od metod oznaczania i swoistosci odczynnikéw. Zaleca sie monitorowanie wynikow
konsekwentnie przy uzyciu jednego testu.

«  Testy immunologiczne s3 nieswoiste i reaguja krzyzowo z metabolitami. Z tego powodu
testy immunologiczne moga powodowac przeszacowanie stezenia takrolimusu (patrz czes¢
»Poréwnanie metod”). Jesli eliminacja takrolimusu jest zaburzona, metabolity moga odkfadac
sie w wigkszym stopniu, co prowadzi do przeszacowania. W takich sytuacjach nalezy rozwazy¢
zastosowanie testu swoistego (np. metody chromatograficznej).

« W populacji wystepuje niewielka ilos¢ przeciwciat heterofilnych wptywajacych na wynik testu. Te przeciwciata
moga by¢ przyczyna btednych wynikdw (w tym zanizonych wynikéw spowodowanych aglutynacja mikroczastek
odczynnika).

« Wyniki testow nalezy zawsze analizowa¢ w pofaczeniu z wywiadem chorobowym pacjenta, wynikami
badan klinicznych oraz innymi posiadanymi informacjami. Jesli wyniki nie s3 spéjne z posiadanymi
informacjami klinicznymi, nalezy wykonac dodatkowe testy w celu potwierdzenia wynikdw.

+ Informacje na temat wptywu podawanych w skojarzeniu lekdw i lekéw, ktdre moga powodowac wzrost lub
spadek stezenia takrolimusu, znajduja sie w ulotce informacyjnej PROGRAF.™



WARTOSCI OCZEKIWANE

Optymalny zakres stezen terapeutycznych takrolimusu w krwi petnej nie zostat ustalony dla tego
testu. Zakresy stezen terapeutycznych takrolimusu moga by¢ rézne w zaleznosci od czynnikéw
klinicznych i zastosowanej metodologii.

Biorac pod uwage heterogenicznos¢ stanu klinicznego pacjenta, lekarze powinni ustala¢ zadany
zakres do postepowania terapeutycznego na podstawie wlasnego doswiadczenia oraz wymagan
klinicznych kazdego pacjenta. Decyzji o zmianach w schemacie leczenia nie nalezy opiera¢ wytacznie na
wartosciach takrolimusu. Réznice we wrazliwosci na dziatanie immunosupresyjne i nefrotoksycznosc
takrolimusu, réwnoczesne przyjmowanie innych immunosupresantéw, rodzaj przeszczepu, czas,
jaki uptynat od operacji przeszczepu, a takze szereg innych czynnikéw wplywaja na zréznicowanie
wymogow w zakresie optymalnego stezenia takrolimusu we krwi.

Optymalne zakresy stezerh moga réznic si¢ w zaleznosci od uzytego testu, dlatego nalezy ustalac je
oddzielnie dla kazdego z dostepnych na rynku testéw. Wartosci uzyskanych w wyniku zastosowania
réznych metod testowania nie mozna uzywac zamiennie ze wzgledu na réznice w metodologii
i reaktywnosci krzyzowej. Nie nalezy stosowac takze wspdtczynnikow korekgji. Zaleca sie
konsekwentne korzystanie z jednej metody oznaczania dla kazdego pacjenta.

SZCZEGOLOWA CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA

Ponizej przedstawiono reprezentatywne wyniki dziatania uzyskane w dostepnym na rynku automatycznym
analizatorze chemicznym na potrzeby kliniczne wykorzystujacym turbidymetryczng analize ilosciowa. Jesli nie
okreslono inaczej, wszystkie testy wykonano zgodnie z procedur opisang w niniejszym dokumencie przy uzyciu
analizatora Beckman AU680. Wyniki uzyskane w poszczegdlnych laboratoriach moga sie réznic¢ od tych danych. Aby
uzyskac wiecej informacji o whasciwosciach konkretnego analizatora, nalezy zapoznac sie z protokotem zastosowan
konkretnego analizatora lub zadzwonic¢ do dziatu wsparcia technicznego firmy Thermo Fisher Scientific.

Zakres pomiaru
Zakres pomiaru testu immunologicznego QMS Tacrolimus wynosi od 1 ng/ml (minimalna wartos¢ pomiaru
wynikajaca z funkcjonalnej czutosci testu) do 30 ng/ml takrolimusu.

Czutos¢ funkcjonalna testu (granica oznaczalnosci)

Czutos¢ funkcjonalna testu odnosi sie do najnizszej wartosci stezenia takrolimusu, dla ktdrej stwierdzono
akceptowalne poziomy precyzji pomiedzy testami ze wspétczynnikiem zmiennosci réwnym 20%. Badanie zostato
przeprowadzone z uzyciem prébek krwi petnej z dodatkiem takrolimusu o stezeniu od 0,5 do 5,0 ng/ml dla
jednego pomiaru na test, dwa razy dziennie przez 30 dni, co dato 60 punktéw pomiaru. Przy gérnej granicy ufnosc
dolng granice przyjeta dla testu wynoszaca 1,0 ng/ml. Stwierdzony procentowy odzysk przy stezeniu 0,9 ng/ml
wynosi 102,0%.

Liniowos¢ metoda rozciericzania

Przeprowadzono badanie liniowosci wynikéw pomiarowych, rozciericzajac prébke o wysokim stezeniu takrolimusu
przy uzyciu kalibratora QMS Tacrolimus A do wartosci stezen réwnomiernie rozmieszczonych w zakresie testowym.
Procentowa wartos¢ odzysku okreslono przez podzielenie wartosci zmierzonego stezenia takrolimusu przez
oczekiwang wartos¢ stezenia. Oczekiwang wartos¢ stezenia okreslono przez pomnozenie testowanej wysokiej
wartosci stezenia przez wspotczynnik rozcienczenia.

Prébka wysoka (%) ankiz‘agl;fn sl;gienie Zmier::rgl/e "s‘:)eienie Odzysk (%)
100,0% 29,9 29,9 100,0%
90,0% 26,9 26,0 96,8%
80,0% 239 228 95,4%
70,0% 20,9 19,2 91,8%
60,0% 17,9 17,2 96,1%
50,0% 14,9 14,7 98,6%
40,0% 12,0 1 92,7%
30,0% 9,0 8,6 95,7%
20,0% 6,0 6,0 100,0%
10,0% 3,0 31 102,9%
5,0% 15 15 100,4%
3,3% 1,0 1,0 101,4%
2,8% 038 08 99,6%

0,0% 0,0 0,0 nie dotyczy

oczekiwane stezenie = probka wysoka (%) x wysokie zmierzone stezenie
odzysk (%) = (zmierzone stezenie <+ oczekiwane stezenie) x 100

0dzysk

Do prébek krwi petnej niezawierajacych takrolimusu dodano znane wartosci takrolimusu o stezeniach
odpowiadajacych zakresowi testu. Wartosci stezer takrolimusu w tych probkach zostaty sprawdzone przy uzyciu
chromatografii cieczowej i spektrometrii mas (LC-MS/MS) oraz testu immunologicznego QMS Tacrolimus. Uzyskane
wyniki przedstawiono ponizej.

ID probki n Oczekivg:gl;; sl;gienie Zmier::;/e “sl:)gienie Odzysk (%)
Prébka 1 21 2,7 2,7 101,8
Prébka 2 21 98 10,8 109,4
Probka 3 21 18,0 17,7 98,2
Prébka 4 21 19,8 213 107,5
Prébka 5 21 27,0 27,1 100,4

odzysk (%) = (zmierzone stezenie < oczekiwane stezenie) x 100

Precyzja

Precyzje oszacowano przy uzyciu puli krwi petnej pobranej od pacjenta oraz prébek ze znanym stezeniem. Badanie
przeprowadzono zgodnie z protokotem CLSI EP5-A2." Kazda probke przetestowano w dwdch powtdrzeniach na test,
dwa razy dziennie przez 20 dni. Obliczono $rednig oraz odchylenie standardowe (SD) i procentowy wspétczynnik
zmiennosci (CV) w ramach pojedynczego testu i catkowite. Ponizej przedstawiono reprezentatywne wyniki.

$rednia W ramach testu Catkowite
Probki n
(ng/ml) sD %CV sD %CV
Prbka A o znanym 80 30 02 49% 02 71%
stezeniu
Prébka B o znanym 80 10,0 02 1,9% 04 3,6%
stezeniu
Probka Co znanym 80 209 04 1,9% 11 5,0%
stezeniu
Probka A pacjenta 80 3,2 0,1 4,1% 0,2 6,2%
Probka B pacjenta 80 10,4 0,2 2,2% 0,4 3,6%
Probka C pacjenta 80 24,2 0,5 2,1% 1,1 4,6%

Poréwnanie metod

W celu poréwnania testu immunologicznego QMS Tacrolimus z dwiema metodami chromatografii cieczowej
i spektrometrii mas (System 1 i System 2) oraz testem Abbott ARCHITECT® przeprowadzono badania korelacji.
W badaniach wykorzystano prébki ludzkiej krwi petnej z EDTA uzyskane od pacjentéw po przeszczepie nerki,
watroby i serca, przyjmujacych takrolimus. Wszystkie badane probki zostaty pobrane gtéwnie od dorostych
pacjentdw, a okres miedzy wykonaniem przeszczepu a pobraniem probek wynosit zazwyczaj > 9 miesiecy. Badani
pagjenci otrzymywali dawki takrolimusu w monoterapii lub w skojarzeniu z innymi lekami immunosupresyjnymi,
gtownie z mykofenolanem mofetylu (MMF), kwas mykofenolowy (MPA) lub kortykosteroidy. W ponizszej tabeli
przedstawiono wyniki analizy regresji wedtug Deminga' bedace poréwnaniem réznych metod.

Nachylenie Punkt Wspotczynnik
Metoda pordwnawcza n krzywej przeciecia z osig korelagji
(95% CI*) (95% C1) (R)

1,1 0,53

LCMS/MS System 1 38| (0d1,084d01,137) | (0d0,31d00,76) 0972
1,130 0,71

LC-MS/MS System 2 B (0d1,092d01,167) | (0d042d01,01) 0,967
. 1,126 -0,03

Test Abbott ARCHITECT Tacrolimus 208 (0d1,071d01.181) | (od-0,63 do0,56) 0,937

* Przedziat ufnosci (CI, Confidence Interval)

Zakres probki testu QMS Tacrolimus: od 1,0 do 30,8 ng/ml
Zakres probki testéw LC-MS/MS: od 0,8 do 29,5 ng/ml

Zakres probki testu ARCHITECT Tacrolimus: od 2,4 do 28,1 ng/ml



Wykres rozproszenia wynikéw testu QMS Tacrolimus w poréwnaniu z metoda LC-MS/MS System 1 dla wszystkich

probek pobranych z przeszczepionych nerek, watroby i serca.

Test QMS Tacrolimus (ng/ml)

Test QMS Tacrolimus w poréwnaniu z testem LC-MS/MS System 1

30

Linia 1:1
IRegresja Deminga
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Test LC-MS/MS System 1 (ng/mL)
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Wykres rozproszenia wynikow testu QMS Tacrolimus w pordwnaniu z testem Abbott ARCHITECT Tacrolimus dla

wszystkich prébek pobranych z przeszczepionych nerek i watroby.

Test QMS Tacrolimus (ng/ml)

30 T

25

20T

15

Test QMS Tacrolimus w poréwnaniu z testem ARCHITECT Tacrolimus

----------- Linia 1:1 ~
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Wykres rozrzutu Blanda-Altmana” przedstawiajacy wyniki testu QMS Tacrolimus w poréwnaniu z metoda
LC-MS/MS System 1 dla wszystkich probek pobranych z przeszczepionych nerek, watroby i serca. Srednie obciazenie jest
szacowane jako $rednia réznica miedzy wynikami testu immunologicznego QMS Tacrolimus a wynikami uzyskanymi
w tescie LC-MS/MS System 1.

Réznice miedzy testami QMS i LC-MS/MS System 1

(ng/ml)

Wykres rozrzutu Blanda-Altmana™ przedstawiajacy wyniki testu QMS Tacrolimus w poréwnaniu z testem Abbott
ARCHITECT Tacrolimus dla wszystkich prébek pobranych z przeszczepionych nerek i watroby. Srednie obcizenie jest
szacowane jako srednia rdznica miedzy wynikami testu immunologicznego QMS Tacrolimus a wynikami uzyskanymi

Roznice miedzy testami QMS Tacrolimus i LC-MS/MS
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w tescie ARCHITECT Tacrolimus.

Roznice miedzy testami QMS i ARCHITECT
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Srednia w testach ARCHITECT Tacrolimus i QMS (ng/ml)



Swoistos¢
Badania swoistosci przeprowadzono zgodnie z protokotem CLSI EP7-A2." Reaktywnos¢ krzyzowa przebadano

Tabela — ciag dalszy

dla najwazniejszych dostepnych metabolitéw takrolimusu. Przebadano inne leki rutynowo podawane wraz Zwiazek chemiczny Stezenie (ng/ml) Zwiazek chemiczny Stezenie (ng/ml)
z takrolimusem w celu ustalenia, czy zwiazki te maja wptyw na ilosciowe oznaczanie stezen takrolimusu w tescie Cefazolina 150000 Nadolol 1200
immunologicznym QMS Tacrolimus.
Ceftriakson 500000 Naproksen 100000
Reaktywnos¢ krzyzowa metabolitéw obliczono na podstawie ponizszego réwnania: Cefalosporyna C 100000 Nikardypina 500
reaktywnos¢ krzyzowa (%) = — zn?lerzc?ne stezenie — oczekiwane sFezenlg Chlorpromazyna 50000 Nikotyna 20000
stezenie zwiazku wchodzcego w reake kizyzowq Chloramfenikol 250000 | Nifedypina 100000
Reaktywnos¢ krzyzowa z metabolitami takrolimusu Chlordiazepoksyd 20000 Penicylina G 100000
W ponizszej tabeli przedstawiono reaktywnos¢ krzyzowa w tescie QMS Tacrolimus dla najwazniejszych metabolitow - -
takrolimusu. Testowane zwiazki chemiczne dodawano do probek ludzkiej krwi peinej zawierajacej dwa stezenia Chlorokwina 1500 Pentobarbital 100000
takrolimusu i oznaczano w trzech powtdrzeniach. Nastepnie obliczano procentowa wartos¢ reaktywnosci krzyzowej. (ymetydyna 100000 Fenobarbital 150000
. Stezenie | Oczekiwane | Zmierzone Reaktywnos¢ Ciprofloksacyna 7400 Fenytoina 100 000
Metabolity R —_— - A
takrolimusu metabolitu | stezenie stezenie 0dzysk (%) krzyzowa Klarvt 5000 p 100000
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) arytromycyna razosyna
50 demeth] 2 58 76 1310 92 Klonidyna 100 Prednizolon 100 000
-1 (13-0-demethy! ; ;
20 133 148 m3 77 Kolchicyna 90 Prednizon 100000
510 demetn) 20 57 59 1035 07 Kortyzon 1200 Prymidon 100000
-l (31-0-demet
y 2 132 131 99,2 05 Cyklosporyna/cyklosporyna A 10000 Probucol 600000
Wl 20 53 6,0 132 38 Diazepam 20000 Prokainamid 100 000
(15-0-demethyl) 20 124 130 1048 27 Digitoksyna 100000 Propoksyfen 4000
35 16 187 1281 7.1 Digoksyna 10000 Propranolol 40000
o) 33 21,2 27,0 127.4 1748 Diltiazem 60 000 Chinidyna 100 000
-1V (12-hydrox onirami f
y 20 50 61 1220 57 Dizopiramid 100000 Ranitydyna 200000
2 120 141 175 105 Erytromycyna 200000 Ryfampicyna 100000
WVl 20 54 73 1352 93 Etosuksymid 300000 Kwas salicylowy 500000
(13,15-0-didemethyl) 20 134 147 1097 67 Ewerolimus 100 Sirolimus (rapamycyna) 300
MV Famotydyna 10000 Spektynomycyna 100000
20 54 58 107,4 22
(13,15-0-didemethyl) Flukonazol 100000 Streptomycyna 100000
+M-VI
(13,31-0-didemethy) 20 13,4 13,8 103,0 2,0 Flucytozyna/5-fluorocytozyna 40000 Sulfametoksazol 150 000
0dzysk (%) = (zmierzone stezenie < oczekiwane stezenie) x 100 Furosemid 100000 Teofilina 250000
Zaobserwowana reaktywnos¢ krzyzowa z metabolitami takrolimusu M-IV miata wartos¢ < 174,8%. Metaholity takroli Gancyklowir 1000000 Tiklopidyna 150000
M-V i M-VIII nie zostaty sprawdzone pod katem mozliwych reakdji krzyzowych. Gemfibrozyl 100 000 Tobramycyna 100 000
Prébki pobrane od pacjentow przyjmujacych takrolimus zawieraty niskie, w poréwnaniu z lekiem macierzystym, stezenia .
metabolitow takrolimusu wynoszace okoto 6% metabolitu M-I, 15% metabolitu M-I, 6% metabolitu M-IIl i niemal niewykrywalne Gentamycyna 120000 Triamteren 100000
wartosci metabolitu M-IV, Hydrochlorotiazyd 40000 Trimetoprim 40000
Substancje wplywajace na wynik testu Hydrokortyzon 100000 Kwas walproinowy 500000
Badania wptywu substangji zaktdcajacych przebieg testu przeprowadzono zgodnie z protokotem CLSI EP7-A2."8 Ibuprofen 400000 Wankomycyna 100000
Test immunologiczny QMS Tacrolimus zostat sprawdzony pod katem ewentualnego wptywu lekéw podawanych -
razem z takrolimusem oraz powszechnie stosowanych lekéw. Testowane zwiazki chemiczne dodawano do probek Itrakonazol 100000 Werapamil 100000
ludzkiej krwi petnej zawierajacej okoto 5 i 12 ng/ml takrolimusu i przeprowadzano oznaczenia przy uzyciu testu :
immunologicznego QMS Tacrolimus. Odzysk dla stezenia takrolimusu przekraczajacy 10% btedu wykrywanej Siarczan kanamycyny A 100000

wartosci zostat uznany za potwierdzenie wplywu substancji na wynik testu. Zwiazki oraz ich stezenia wymienione w
tabeli ponizej nie wywieraja wptywu na wynik testu. Sredni procentowy odzysk takrolimusu miescit sie w przedziale
0d 91% do 109%.

Zwiazek chemiczny Stezenie (ng/ml) Zwiazek chemiczny Stezenie (ng/ml)
Acetaminofen 200000 Siarczan kanamycyny B 100 000
Acykloguanozyna/acyklowir 1000000 Ketokonazol 100000
Allopurinol 50000 Labetalol 17100
Siarczan amikacyny 150000 Lidokaina 100 000
Amfoterycyna B 100000 Lit 35000
Ampicylina 100 000 Lowastatyna 20000
Apresolina/hydralazyna 100 000 Metyloprednizolon 100 000
Atenolol 40000 Metoklopramid 100 000
Azatiopryna 100000 Minoksidil 60000
Azytromycyna 5000 Siarczan morfiny 100 000
Bromolayptynal2-bromo-o- 8000 Kwas mykofenolowy 100000
ergokryptyna
Karbamazepina 120000 N-acetyloprokainamid 120000

0Odzysk ponizszych endogennych substancji potencjalnie wptywajacych na wynik testu oznaczonych przy uzyciu
testu immunologicznego QMS Tacrolimus we wskazanych stezeniach miescit sie w przedziale od 92% do 108%.

Substancja potencjalnie wptywajaca na wynik Stezenie
testu

Albumina 129/dl
Bilirubina 60 mg/dl
Cholesterol 500 mg/dl
Kreatynina 5mg/dl
Tréjglicerydy 1500 mg/dl
Kwas moczowy 20 mg/d|
Gamma-globulina lgG 129/dl
Czynnik reumatoidalny 500j.m./ml
HAMA* 400 ng/ml
Hematokryt 12%—64%

*HAMA = ludzkie przeciwciata przeciwko antygenom mysim
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