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CYCLO-TRAC® SP-WHOLE BLOOD '#I RIA KIT

1. INTENDED USE

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.

The CYCLO-Trac® SP Whole Blood radioimmunoassay (RIA) kit is intended for the
quantitative measurement of cyclosporine (Cyclosporin A, Cyclosporin, Sandimmune®)
in whole blood as an aid in the management of heart, kidney, and liver transplant
patients receiving cyclosporine.

CAUTION: U.S. FEDERAL LAW RESTRICTS THIS DEVICE TO SALE AND
DISTRIBUTION BY, OR ON THE ORDER OF, A PHYSICIAN, OR TO A CLINICAL
LABORATORY; AND USE IS RESTRICTED TO, BY, OR ON THE ORDER OF,
A PHYSICIAN. THE CYCLO-TRAC SP RIA KIT IS FOR USE ONLY WITH CYCLO-
SPORINE.

2. SUMMARY AND EXPLANATION
Cyclosporine (Cyclosporin A, Cyclosporin, Ciclosporin, Sandimmune) is a cyclic
undecapeptide of fungal origin with powerful immunosuppressive properties." 2 While
its mechanism of action is still under investigation, cyclosporine appears to affect the
metabolism of both T-helper lymphocytes and T-suppressor lymphocytes, which
impairs the immune system.*®

Though this drug has demonstrated utility in preventing the rejection of new organ
transplants,®® a number of adverse effects,'®'" the most serious of which are nephro-
and hepa-totoxicity associated with high blood levels of this drug,'>'® have been
reported. Moreover, absorption and metabolism of cyclosporine is highly variable from
patient to patient.”"® Thus, dosages must be individualized and monitored to achieve
optimal immunosuppression and minimize adverse side effects.’®' Nearly all of
the cyclosporine present in whole blood is bound to red blood cells and plasma
proteins.?-22 This  distribution is affected by changes in temperature and
hematocrit.?" 2 To ensure consistent results, a standardized protocol for blood
collection is necessary.®

Two methods are currently available to monitor cyclosporine levels in patients: high
performance liquid chromatography (HPLC) and radioimmunoassay (RIA). First
generation RIA’'s employed polyclonal antibodies which exhibit high cross-reactivity
with circulating metabolites.?®* Cyclosporine values generated by these RIA’s invariably
exceeded those generated by HPLC.?* Second generation RIA’s are based on
monoclonal antibody technology.? Both specific and nonspecific monoclonal antibodies
have been developed. The specific antibody measures only the parent compound of
cyclosporine and generates values similar to those obtained by HPLC. The nonspecific
antibody measures both parent compound and metabolites and produces results
similar to those of first generation RIA’s.?

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood RIA employs a specific monoclonal
antibody that measures only cyclosporine and demonstrates no significant cross-
reactivity with its metabolites. A methanol extraction step is required for the calibrators,
controls, and samples prior to assay. The assay itself consists of a single incubation
step and uses a double antibody phase separation technique. To simplify the
procedure, the first antibody (mouse monoclonal specific to Cyclosporin A), and the
second antibody (donkey anti-mouse) are premixed with a carrier (normal mouse
serum) to produce a single reagent called Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.

To determine cyclosporine levels with this kit, whole blood samples, calibrators, and
controls are first extracted with methanol. The methanol extracts are then combined
with lodine-125 labeled cyclosporine tracer and Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.
Following a 1 hour incubation, the tubes are centrifuged, decanted, and then counted.
The amount of radio-activity remaining in the pellet is inversely proportional to the
concentration of cyclosporine found in the sample.



4. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (BLUE) 1 vial/9 mL
CYCLO-Trac SP Calibrators (0-6) 1 vial/2 mL, 5 vials/1 mL
CYCLO-Trac SP ImmunoSep 2 vials/100 mL
CYCLO-Trac SP Tracer (RED) 1 vial/20 mL
CYCLO-Trac SP Controls 2 vials/1 mL

Number of tests 200

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. After opening, store each
reagent at 2-8°C until the expiration date on the label. Reagents should not be used
past the expiration date. The expiration date of the kit is reported on the external label
and corresponds to the expiration date of the tracer.

Reagents from different batches must not be mixed.

4.1 CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (blue): ready to use reagent

Donkey anti-mouse serum/normal mouse serum premix is diluted in phosphate-
buffered saline containing 0.08% sodium azide and a surfactant. Blue dye is added.
Shake vigorously immediately before use.

4.2 CYCLO-Trac SP Calibrators (0-6): ready to use reagent

Cyclosporine-free serum contains 0.1% sodium azide and a surfactant. Six
cyclosporine calibrators, at nominal concentrations ranging from 0-1200 ng/mL, are
prediluted in human serum containing 0.1% sodium azide and a surfactant. Exact
concentration values are assigned according to each lot and appear on vial labels. The
DiaSorin CYCLO-Trac SP calibrator has been calibrated against the USP Cyclosporine
Reference Standard. Any comparison with other products or procedures should be
done with this reference standard. The kit calibrators demonstrate commutability with
patient samples when used with reagents and operating procedure of this in vitro
diagnostic test as recommended.

4.3 Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep: ready to use reagent
Monoclonal mouse anti-cyclosporine antibody and donkey anti-mouse/normal mouse
serum premix is diluted in phosphate-buffered saline containing 0.08% sodium azide
and a surfactant. Shake vigorously immediately before use.

4.4 '%5] CYCLO-Trac SP (red): ready to use reagent

A derivative of cyclosporine is labeled with lodine-125 and diluted in citrate-EDTA
buffer which contains 0.05% sodium azide, human serum and a surfactant. Red dye is
added.

4.5 CYCLO-Trac SP Controls (level 1 and level 2): ready to use reagent

Human serum is spiked with the appropriate amount of cyclosporine A to obtain a
concentration within a specified range. Ranges for each lot are printed on the control
vials included with each kit. 0.1% sodium azide and other stabilizers are added.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
Not for internal or external use in humans or animals.

REAGENTS CONTAINING HUMAN SOURCE MATERIAL

Treat as potentially infectious.

Each serum/plasma donor unit used in the preparation of this product has been tested
by a U.S. FDA approved method and found non-reactive for the presence of HBsAg,
antibody to HCV and antibody to HIV 1/2. While these methods are highly accurate,
they do not guarantee that all infected units will be detected. This product may also
contain other human source material for which there is no approved test. Because no
known test method can offer complete assurance that hepatitis B virus (HBV), hepatitis
C virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV) or other infectious agents are
absent, all products containing human source material should be handled in
accordance with good laboratory practices using appropriate precautions as described
in the U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health
Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4th., May 1999 or
current edition.



REAGENTS CONTAINING SODIUM AZIDE

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react
with lead or copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush
with a large volume of water to prevent azide build-up. For further information, refer to
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual
Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, 1976.

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R32 - Contact with acids liberates very toxic gas.

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

REAGENTS CONTAINING IODINE-125

This kit contains radioactive material which does not exceed 9 uCi (333 kBq) of iodine-
125. Appropriate precautions and good laboratory practices should be used in the
storage, handling, and disposal of this material.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:
This radioactive material may be received, acquired, possessed and used only by
physicians, veterinarians in the practice of veterinary medicine, clinical laboratories or
hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not involving internal or
external administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or
animals. lts receipt, acquisition, possession, use and transfer are subject to the
regulations and the general license of the U.S. Nuclear Regulatory Commission or of
the state with which the Commission has entered into an agreement for the exercise of
regulatory authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated
area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.
Do not pipette radioactive material by mouth.
Do not eat or drink within designated radioactive work areas.
Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali
detergent or radiological decontamination solution. Any glassware used must be
rinsed completely with water before washing with other laboratory glassware.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:
The receipt, use, transfer and disposal of radioactive materials are subject to the
regulations and conditions of your specific license.
WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
cancer.
ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from
the radioactivity printed on the box label and on the tracer vial label. The box label and
the tracer vial label indicate the actual amount of radioactivity at the calibration date
where the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.

6. INDICATIONS OF POSSIBLE DETERIORATION OF KIT REAGENTS

6.1 The presence of abnormal particulate matter in any of the reagents.

6.2 A shift in the slope or position of the calibrator curve from what is normally
obtained.

6.3 A decrease in maximum binding.
6.4 A high nonspecific binding.
6.5 Poor reproducibility between duplicates.

a0 N



7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION
One hundred microliters of EDTA whole blood are required for the CYCLO-Trac SP
whole blood extraction procedure.
NOTE: Heparinized samples should not be used.'® %

COLLECTION AND STORAGE OF WHOLE BLOOD

Collect blood by venipuncture in a 5 or 10 mL evacuated glass tube. EDTA (7.2 mg/
5 mL blood) should be used as an anticoagulant. No further additives or preservatives
are required to maintain the integrity of the sample. If specimens are not used
immediately, store at 2-8°C or lower for up to 7 days. For prolonged storage (up to
3 months) freeze samples at -20°C or lower.?2°

Whole blood samples that have been stored at 4°C, or have not been immediately
processed, should be thoroughly mixed prior to taking samples for testing in the
CYCLO-Trac SP whole blood kit.

8. EQUIPMENT AND MATERIAL REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED

8.1
8.2
8.3
8.4
8.5

8.6
8.7

Disposable borosilicate glass tubes, 12 x 75 mm.

Temperature controlled centrifuge to accommodate 12 x 75 mm tubes.
Gamma scintillation counter capable of counting lodine-125.

Vortex.

Pipetting devices:

a. 400 pL, 100 pL and 50 pL positive displacement pipettes.

b. Repeating dispensers calibrated to deliver 1.0 mL and 100 pL.
Methanol (HPLC grade).

Caps for extraction tubes (Scientific Products No. T1226-32).

9. ASSAY PROCEDURE

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

Label one 12 x 75 glass test tube for each calibrator, control and unknown
sample.

Dispense 400 pL of methanol (HPLC grade) into each tube using a positive
displacement pipette.* Cover tubes with parafilm if samples are not yet ready
to be added.

Add the calibrators, the controls and the whole blood samples into the
methanol using a 100 yL positive displacement pipette.*

NOTE: Slowly dispense each sample with the pipette tip placed slightly under
the surface of the methanol.

Immediately after the sample is added, cap each tube and vortex it for

15 seconds.

Centrifuge the capped tubes using 1600 x g** at 20-25°C for 5 minutes.

Take care not to allow the methanol extracts to evaporate before pipetting into
the assay tubes.

Set-up labeled 12 x 75 mm test tubes according to the protocol Scheme of the
Assay (back cover).

Allow reagents to equilibrate to room temperature (20-25°C) before using in
the assay.

*

Alternately, 200 pL of sample may be extracted with 800 uL of methanol.
**  g=(1118 x 10®) (radius in cm) (rpm)?



9.9

9.10

9.11
9.12
9.13

9.14

Add reagents as follows:

a. Total count tubes
100 pL of %] CYCLO-Trac SP (red)

b. Nonspecific binding tubes (NSB)
50 pL of extracted 0 calibrator
100 pL of %] CYCLO-Trac SP (red)
1.0 mL of thoroughly mixed CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (blue)

c. CYCLO-Trac SP 0 calibrator
50 pL of extracted CYCLO-Trac SP 0 Calibrator
100 pL of 25| CYCLO-Trac SP (red)

d. CYCLO-Trac SP calibrators (A-E)
50 pL of extracted CYCLO-Trac calibrator
100 pL of %I CYCLO-Trac SP (red)

e. Control and unknown samples

50 uL of extracted sample

100 pL of 25| CYCLO-Trac SP (red)
Shake the bottle of Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep vigorously; immediately
add 1.0 mL of well-mixed reagent to all tubes except the total count and NSB
tubes.
Vortex the tubes vigorously and incubate them for 1 hour at 20-25°C.
Centrifuge the tubes using 1600 x g* for 20 minutes at 20-25°C.
Immediately decant the supernatant from all the tubes except the total count
tubes by inverting them for a maximum time of 2 minutes. Blot the tubes on
absorbent paper to remove any drops of supernatant that may be remaining on
the rims before turning tubes upright.
Using a gamma scintillation counter, count the precipitate of each tube and the
total count tubes for a sufficient time to achieve statistical accuracy (see
Limitations of Procedure section).

10. PROCEDURAL COMMENTS

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

10.7

In order to obtain maximum accuracy and precision, the methanol extraction
steps must be carefully followed; positive displacement pipettes (SMI) must be
used to dispense both the methanol and the samples. Positive displacement
pipettes are also required for transferring 50 yL of methanol extract to each
assay tube.

Add each aliquot of reagent to the lower third of assay tube to ensure complete
mixture of reagents.

Some manufacturers’ disposable tubes may vyield elevated nonspecific
bindings or cause increased pellet slippage.

ImmunoSep reagents must be vigorously mixed immediately before use.

If a sample reads greater than the highest calibrator, re-extract the sample
using a blood: methanol ratio greater than 1:4 (1:9 or 1:19 are recommended).
Multiply the assay results by the appropriate correction factor.

If the tubes cannot be decanted within 5 minutes after the centrifuge has
stopped, it is recommended to re-centrifuge the tubes.

Run the assay immediately after the extraction step.

* g =(1118 x 10?) (radius in cm) (rpm)?



11. QUALITY CONTROL

Each laboratory should include at least two control samples in every assay to ensure
the validity of each assay’s results. If you are using unassayed controls and have not
established a mean and standard deviation, a mean and standard deviation should
then be determined for each control using a minimum of ten assays. An acceptable
range of values may then be obtained for these controls using +2 standard deviations
of the values previously determined. The DiaSorin Quality Control Laboratory has
determined a range for the controls included with this kit. These ranges are printed on
the control vials. It is not recommended that kit reagents be interchanged with the
exception of 1?5l CYCLO-Trac SP tracer.

In order for a laboratory to completely monitor the consistent performance of an RIA
assay, there are additional factors which must be checked. DiaSorin suggests a regular
check of the following parameters to assure consistent kit performance.

a. Total Counts

b. Maximum Binding

Counts per minute (CPM) of 0 Calibrator Tube/Average CPM of Total Count Tubes.

c. Nonspecific Binding

CPM of NSB Tube/Average CPM of Total Count Tubes.

d. Slope of Calibrator Curve

For example, monitor the 80, 50 and 20% points of the calibrator line for run-to-run
reproducibility.

12. CALCULATION OF RESULTS
There are many methods in existence for calculating results of RIA’s. Each is based on
obtaining a calibration curve by plotting the extent of binding against the concentrations
of the calibration calibrators. The curve for the CYCLO-Trac SP assay is obtained by
plotting % B/Bgvs. log concentration.

12.1 Calculate the average CPM for each calibrator, control and patient sample.
12.2 Subtract the average CPM of the NSB tubes from all counts to obtain the
corrected CPM.

12.3 Divide the corrected CPM of each calibrator, control or patient sample by the
corrected CPM of the O calibrator.

CPM of calibrator or patient sample — CPT of NSB
% B/Bo = P P x 100

CPM of 0 calibrator — CPM of NSB

12.4 Using three cycle semi-log graph paper, plot % B/Bg of the calibrators (Y-axis)
against their corresponding concentration (X-axis).

12.5 Draw a best-fit curve through the points.

12.6 Interpolate cyclosporine concentrations of the patient samples from the
calibrator curve.

In practice, most laboratories will employ a computer based data reduction system.

DiaSorin recommends using either a spline or 4-parameter logistic (4PL) curve fitting

program.

NOTE: DO NOT use a linear concentration scale (X-axis) and or a logit B/Bg scale

(Y-axis).



REDUCTION DATA

The DiaSorin QC lab uses a smoothed spline curve fit.

TABLE |
DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood Sample Data
Percent
Duplicate  Average Corrected Bound Percent Conc.
Tube CPM CPM CPM (B/T) (B/Bo) (ng/mL)
Total Count 51045 50892
50738
NSB 1221 1328 2.6
1434
0 Calibrator 25323 25432 24104 50.0
25541
Calibrators (ng/mL)
A (20) 22781 22806 21478 89.1
22830
B (61) 19850 19624 18296 75.9
19397
C (154) 14843 14911 13583 56.4
14978
D (379) 9506 9570 8242 34.2
9633
E (1099) 4893 4858 3530 14.6
4823
Unknown Samples
1 16225 16122 14794 61.4 126
16019
2 9764 9570 8242 34.2 379
9375

Typical sample data and a calibrator curve are shown in TABLE | and FIGURE 1; this
information is for reference only and should not be used for the calculation of any value.
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FIGURE 1

13. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE
13.1 Specimens should not be repeatedly frozen and thawed.
13.2 Counting times should be sufficient to prevent statistical error.

13.3 Monoclonal antibodies such as OKT3 have been evaluated and shown not to
interfere in the assay.

14. EXPECTED VALUES

Therapeutic blood levels for cyclosporine in kidney, heart, and liver transplant patients
have not been well established. This has in part been due to the varied treatment
protocols for transplantation practiced, the methods available for measuring
cyclosporine and the concomitant administration of other immunosuppressive
medications with cyclosporine.'® %31

A clinical evaluation using the CYCLO-Trac SP Whole Blood kit was conducted at the
University Hospitals of London, Ontario and Albany, New York, in kidney, heart, and
liver transplant patients. These evaluations measured temporal trough cyclosporine
blood levels in transplant patients. Trough blood values were observed post transplant
from 4 days to 90 days in kidney (n = 10), heart (n = 10), and liver (n = 10) transplant
patients at the University Hospital, London Ontario. In addition, a similar evaluation was
conducted with kidney transplant patients (n = 18) at University Hospital, Albany, New
York. At Albany, trough blood levels were observed from transplant to 199 days post
transplant.



TABLE Il shows the mean cyclosporine blood values and significant events (rejection
or nephrotoxicity) observed in transplant patients from the University Hospital, London,
Ontario. At this center, patients’ blood levels were maintained at 400 to 650 ng/mL
cyclosporine depending upon transplant type and clinical condition of the patients.

TABLE Il

Temporal cyclosporine whole blood values in kidney, heart and liver transplant patients
as measured by the CYCLO-Trac SP Whole Blood Kit.

Post Kidney? HeartP Liver®
Operative CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)
Day N EventdMean SD. N Eventd Mean SoD. N Eventd Mean S.D.
4 8 2 438 269 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102
Total events 24 13 3

a Cyclosporine: 3.75 mg/kg to 5 mg/kg |.V. changing to 12 mg/kg in two divided doses
as soon as possible, prednisone 2-5 mg/kg with taper to 20 mg/day, methylpredniso-
lone 1-2 mg/kg. If no kidney function, cyclosporine was discontinued and OKT3
given 5 mg/kg for 10 days.

® Cyclosporine begun 3rd post operative day 5 mg/kg in two divided doses,
prednisone 15 mg daily taper gradually, azathioprine in addition as indicated, ALG
50 mg/kg given once and continued only as indicated, OKT3 5 mg/kg I.V. for 7 days
as indicated.

¢ Cyclosporine given L.V. initially with oral dose started at day 5 at 4 mg/kg and main-
tained at desired blood level, prednisone 15 mg daily decreasing gradually,
azathioprine 2-2.5 mg/kg and discontinued when platelets begin to fall, methyl-
prednisolone 500 mg intraoperatively and 15 mg I.V. for 10 days, OKT3 5 mg/kg for
10 days.

4 Nephrotoxicity or rejection.



TABLE Il shows the mean cyclosporine blood values and corresponding creatinine
levels in 18 kidney transplant patients from the University Hospital, Albany, New York.®?
At Albany, patients were maintained at 100 to 300 ng/mL trough cyclosporine level.

TABLE IlI

Temporal cyclosporine whole blood values in 18 kidney transplant patients as
measured by the CYCLO-Trac SP Whole Blood Kit.

Post Cyclosporine Creatinine Levels
Operative? ng/mL) (mg/dL)

Week Day NP Mean S.D. N Mean S.D. MIN MAX
1 0-7 12 151 128 143 4.9 4.0 0.7 18.0
2 8-14 16 185 96 125 2.7 2.2 1.1 8.2
3 15-21 19 173 94 94 2.7 1.9 1.1 9.4
4 22-28 17 198 146 76 3.0 1.9 1.1 8.5
5 29-35 22 210 168 70 2.9 1.7 1.2 8.2
6 36-42 17 164 63 68 25 1.1 1.1 5.6
7 43-49 14 175 53 55 24 1.1 1.1 54
8 50-56 17 198 99 42 2.1 1.0 1.2 5.4
9 57-63 16 176 54 40 3.1 2.7 1.0 10.9

10 64-70 4 199 59 34 35 3.3 09 117
11 71-77 18 146 73 27 3.0 3.1 0.9 111
12 78-84 5 142 76 18 35 3.3 1.1 112
13 85-91 1 304 - 7 4.2 0.3 3.6 4.6
14 92-98 1 317 - 10 34 1.1 1.7 4.8
15 99-105 2 121 10 9 4.1 1.6 2.0 5.5
16 106-112 1 49 - 5 5.4 25 1.7 8.7
17 113-119 1 79 - 3 1.6 0.1 1.6 1.7

a Patients treated with cyclosporine 2-5 mg/kg (at twelve hour intervals), azathioprine
4 mg/kg preoperatively and tapered to 0.75 to 1.0 mg/kg, and methylprednisolone
given as a 300 mg bolus and then adjusted to 20 mg/day by 30 days post transplant
and 10 mg/day by 60 days post transplant.

b Individual cyclosporine determinations.

The results of these studies demonstrate that cyclosporine blood levels were

maintained at desired blood levels for each transplant type as indicated for the

transplant protocols utilized by each center.

Because cyclosporine can produce different blood levels in different patients,

interpretation of results and adjustment of cyclosporine dosage must take into

consideration post transplant period, other medications administered and relevant
clinical information concerning the patient.

10



DRUG INTERACTIONS

The following is reported by Sandoz LTD., Basle Switzerland for the drug
Sandimmune® (cyclosporine):

Cyclosporine is extensively metabolized by the liver. Therefore, its whole blood level
may be influenced by drugs that affect the hepatic microsomal enzymes, particularly
the cytochrome P-450 system. Substances known to inhibit these enzymes will
decrease hepatic metabolism and increase cyclosporine whole blood levels. Drugs that
have been reported to increase the whole blood concentration of cyclosporine include
danazol, ketoconazole, erythromycin, nicardipine, diltiazem, methyl-testosterone, and
oral contraceptives. Substances that are inducers of cytochrome P-450 activity will
increase hepatic metabolism and decrease cyclosporine whole blood levels.

Drugs that have been reported to decrease the whole blood concentration of cyclo-
sporine include rifampin, phenytoin, phenobarbital, I.V. trimethoprim with sulfa-
methoxazole, and carbamazepine. Monitoring of blood levels of cyclosporine and
appropriate dosage adjustment are essential when these drugs are used
concomitantly.

It has been found that prednisolone clearance is reduced in patients treated with
cyclosporine and that whole blood levels of cyclosporine, as measured by RIA,
increase following the administration of high dose methylprednisolone.

15. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS
15.1 Precision
Within-assay variation (values = ng/mL)

Mean Value S.D. %C.V. N

LOW 46 4.9 10.7 25
MEDIUM 186 6.0 3.2 25
HIGH 625 19.2 3.1 25

Between-assay variation results from multi-center proficiency study using whole blood
samples.

Mean

Cyclosporin S.D. %C.V. N
(ng/mL)

91 15.0 16.5 5
Center 1* 203 27.9 13.7 5
543 53.7 9.9 5
71 6.7 9.5 5
Center 2 173 12.9 7.58 5
466 41.5 8.9 5
78 5.4 6.8 5
Center 3 195 18.4 9.4 5
500 50.2 10.0 5
87 6.9 7.9 5
Center 4 200 13.5 6.8 5
505 42.5 8.4 5
78 3.6 4.6 5
Center 5 192 10.2 5.3 5
497 23.9 4.8 5

* Indicates between assay variation seen in a laboratory just beginning to run radio-
immunoassays.

11



15.2 TRUENESS: THE ASSAY TRUENESS HAS BEEN CHECKED BY THE
LINEARITY TEST AND THE RECOVERY TEST.

Linearity (Parallelism)
Average recovery for 30 different serially diluted patient samples (concentration range
132-1716 ng/mL).
(dilution factor x value of diluted sample)
(value of neat sample)

% Recovery = 100 x

Dilution 1/2 1/4 1/8

% Recovery 96.1 93.3 95.9

S.D. 13.7 19.2 22.6

% C.V. 14.3 20.6 23.6
Accuracy

Recovery Study: Average recoveries at 3 levels of added cyclosporine for 5 samples,
6 replicates each (n=30).

Added Cyclosporine % Recovery s.D % C.V
(ng/mL) o ’
Level 1 95 119 17 14
Level 2 212 109 11 10
Level 3 467 97 7 7

15.3 Analytical Sensitivity (Limits of Detection)

When defined as the apparent concentration at three standard deviations from the
countsat maximum binding, the mean sensitivity of the CYCLO-Trac SP Whole Blood
Assay is 8.7 ng/mL (n=20).

15.4 Analytical Specificity

Average cross-reactivity of cyclosporine metabolites in the CYCLO-Trac SP Whole
Blood assay. Cross-reactivity is defined as:

(Cyclosporine concentration at 50% B/Bo)
100 x

(Metabolite concentration at 50% B/Bg)

Cyclosporine Metabolite % Cross-reactivity

1 1.7
8 <01
13 0.1
17 0.7
18 0.2
21 0.8

12



15.5 Interference

The following substances were spiked into aliquots of a whole blood pool containing
cyclosporine (160-250 ng/mL). None of these substances interfered with cyclosporine
measurement when present in concentrations listed below.

Substance Concentration
Cholesterol 100-1000 mg/dL
Triglycerides 300-1000 mg/dL
Bilirubin 5-30 mg/dL
Azathioprine 50-200 ng/mL
Cimetidine 500-1000 ng/mL
Nifedipine 100-200 ng/mL
6-methyl-prednisolone 20-60 ng/mL
OKT3 1500 ng/mL

The following list of coadministered drugs have been tested at levels up to 100 pg/mL
and found not to interfere with the assay:

Acetaminophen Lidocaine
N-Acetylprocainamide Metoclopramide
Cephalosporine Naficillin
Chloramphenicol Penicillin
Digoxin Propranolol
Disopyramide Rifampin
Ethosuximide Salicylic Acid
Gentamycin Sulfate Tobramycin
Kanamycin Verapamil

Comparison of DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood Assay to HPLC

Transplant : : Regression
Study Type Line Equation Cosfficient n
Pharmacokinetic N/A Y =0.9121X + 47 r=0.9719 373
University of Kidney Y =0.8022X + 34 r=0.9585 82
Pennsylvania Heart Y =0.9196X + 50 r=0.9223 42
Liver Y =0.9572X + 48 r=0.9067 40
Albany Medical
Center Kidney Y =1.038X + 27 r=0.9124 187
University of Kidney Y =1.3074X + 29 r=0.9703 73
Western Ontario Heart Y =1.4672X + 16 r=0.9696 75
Liver Y =1.3575X-12 r=0.9067 63

Correlation data presented represents the results of studies done in a number of
laboratories using independently validated HPLC procedures. No comparison should
be made to this data, and any comparison of methods should be done only after careful
standardization of the methods has been achieved.

SEE LAST PAGE FOR REFERENCES
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TROUSSE DE DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE CYCLO-TRAC®
SP-SANG TOTAL'®|

1. INDICATION

POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

La trousse de dosage radio-immunologique (RIA) CYCLO-Trac® SP sang total
permet la détermination quantitative de la cyclosporine (Cyclosporine A, Cyclosporine,
Sandimmune®) dans le sang total pour aider a gérer les patients qui ont subi une
transplantation de coeur, de rein ou de foie et qui sont soumis a un traitement de
cyclosporine.

ATTENTION : D'APRES LA LOI FEDERALE AMERICAINE, LA VENTE ET LA
DISTRIBUTION DE CET ARTICLE EST RESERVEE AUX MEDECINS OU AUX LABORATOIRES
CLINIQUES, DIRECTEMENT OU SUR COMMANDE EXPRESSE ; LUTILISATION DE
CET ARTICLE EST RESERVEE AUX MEDECINS OU NE PEUT ETRE EFFECTUEE QUE SUR
LEUR COMMANDE EXPRESSE.LA TROUSSE DE DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE
CYCLO-TRAC SP NE PEUT ETRE UTILISEE QUE POUR LE DOSAGE DE LA
CYCLOSPORINE.

2. RESUME ET COMMENTAIRE

La cyclosporine (Cyclosporine A, Cyclosporine, Ciclosporine, Sandimmune) est un
polypeptide cyclique provenant d'un champignon présentant de grandes propriétés
d'immunosuppression.’? Son action est aujourd’hui encore étudiée. Toutefois, la
cyclosporine semble agir sur le métabolisme des cellules T auxiliaires et des cellules
suppressives, qui affaiblit le systéme immunitaire.>5

Bien que cette substance fasse preuve d'une grande utilité dans la prévention des
rejets dans les transplantations d'organes,®® elle présente des effets indésirables,' "
dont les plus importants sont la néphrotoxicité et I'hépatotoxicité associées a un taux
élevé de sang. "% De plus, 'absorption et le métabolisme de la cyclosporine sont trés
variables d'un patient a l'autre.””'® C'est pourquoi les dosages doivent étre
individualisés et surveillés, de maniére a obtenir une immunosuppression optimale et a
réduire les effets indésirables.'®'® Presque toute la cyclosporine présente dans le sang
total est liée aux hématies et aux protéines du plasma.?*?? Les changements de
température et d'hématocrite affectent sa distribution.?"?2 Pour assurer des résultats
constants, un protocole standard de prélévement du sang doit étre adopté.'®

Il existe actuellement deux méthodes de surveillance du taux de cyclosporine chez les
patients : la chromatographie liquide haute performance (CLHP) et le dosage radio-
immunologique (RIA). Les RIA de premiére génération utilisaient des anticorps
polyclonaux qui présentaient une réactivité croisée élevée avec les métabolites en
circulation.?® Les valeurs de cyclosporine générées par ces RIA excédaient
invariablement les valeurs obtenues par la méthode CLHP.?* Les RIA de deuxiéme
génération sont basés sur une technologie utilisant un anticorps monoclonal.?® Les
anticorps monoclonaux spécifiques et non spécifiques ont été développés. L'anticorps
spécifique mensure uniquement le composé parent de la cyclosporine et génére des
valeurs semblables a celles obtenues par CLHP. L'anticorps non spécifique mesure le
composé parent et les métabolites. Ses résultats sont semblables a ceux des
méthodes RIA de premiére génération.?

3. DESCRIPTION DE LA METHODE DE DOSAGE

Le dosage radio-immunologique DiaSorin CYCLO-Trac SP sang total emploie un
anticorps monoclonal spécifique qui mesure uniquement la cyclosporine et ne présente
aucune réactivité croisée importante avec les métabolites. L'extraction au méthanol
est nécessaire pour les étalons, les contréles et les échantillons avant le dosage. Le
dosage en soi consiste en une seule étape d'incubation et utilise une technique de
séparation d'anticorps en deux phases. Pour simplifier la procédure, le premier
anticorps (mono-clonal de souris spécifique a la Cyclosporin A), et le second anticorps
(de singe anti-souris) sont prémélangés a l'aide d'un transporteur (sérum de souris
normal) pour produire un seul réactif appelé Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.

14



Pour déterminer le taux de cyclosporine a l'aide de cette trousse, les échantillons de
sang total, les étalons et les contrdles sont d'abord extraits a I'aide de méthanol. Les
extraits de méthanol sont ensuite combinés avec de l'iode-125 marqué par le traceur
cyclosporine et I'Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep. Aprés 1 heure d'incubation, les
tubes sont centrifugés, décantés puis comptés. La quantité de radioactivité restant
dans la pastille est inversement proportionnelle a la concentration de cyclosporine
présente dans |'échantillon.

4. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

ImmunoSep CYCLO-Trac SP NSB (BLEU) 1 tube/9 mL

Etalons CYCLO-Trac SP (0-6) 1 tube/2 mL, 5 tubes/1 mL
ImmunoSep CYCLO-Trac SP 2 tubes/100 mL

Traceur CYCLO-Trac SP (ROUGE) 1 tube/20 mL

Contréles CYCLO-Trac SP 2 tubes/1 mL

Nombre de dosages 200

CONSERVATION : Dés réception, la trousse doit étre stockée entre 2 et 8°C. Apres
ouverture, conserver chaque réactif entre 2 et 8°C jusqu'a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette. Les réactifs ne doivent pas étre utilisés au-dela de la date de
péremption. La date de péremption de la trousse se trouve sur I'étiquette extérieure et
correspond a celle du traceur.

Les réactifs de lots différents ne doivent pas étre mélangés.

4.1 ImmunoSep CYCLO-Trac SP NSB (bleu) : réactif prét a I'emploi

Le prémélange de sérum anti-souris de singe/sérum de souris normal est dilué dans
une solution saline de tampon phosphaté contenant 0,08% de nitrure de sodium et un
surfactant. Un colorant bleu est ajouté. Agiter vigoureusement juste avant I'usage.

4.2 Etalons CYCLO-Trac SP (0-6) : réactif prét a I'emploi

Le sérum exempt de cyclosporine contient 0,1% de nitrure de sodium et un surfactant.
Six étalons de cyclosporine, a une concentration nominale allant de 0 a 1200 ng/mL,
sont prédilués dans du sérum humain contenant 0,1% de nitrure de sodium et un
surfactant. Les valeurs exactes de concentration sont assignées selon chaque lot et
figurent sur les étiquettes des tubes. L'étalon DiaSorin CYCLO-Trac SP a été calibré
selon le standard de référence USP Cyclosporine. Toute comparaison avec d'autres
produits ou procédures de dosage doit étre effectuée selon ce standard de référence.
Les étalons de la trousse démontrent leur commutabilité avec les échantillons patient
lorsqu'ils sont utilisés avec des réactifs et selon le mode d'emploi de ce dosage
diagnostique in vitro, comme recommandé.

4.3 ImmunoSep Anti-CYCLO-Trac SP : réactif prét a I'emploi

Le prémélange d'anticorps monoclonal de souris anti-cyclosporine et le sérum anti-
souris de singe/sérum de souris normal est dilué dans une solution saline de tampon
phosphaté contenant 0,08% de nitrure de sodium et un surfactant. Agitez
vigoureusement juste avant I'emploi.

4.4 '?5] CYCLO-Trac SP (rouge) : réactif prét a I'emploi

Un dérivé de cyclosporine est marqué avec de l'iode-125 et dilué dans un tampon de
citrate et EDTA contenant 0,05% de nitrure de sodium, du sérum humain et un
surfactant. Un colorant rouge est ajouté.

4.5 Controles CYCLO-Trac SP (niveau 1 et niveau 2) : réactif prét a I'emploi

Du sérum humain est dopé avec la quantité appropriée de cyclosporine A, de maniere
a obtenir une concentration comprise dans un intervalle spécifique. Les intervalles de
chaque lot sont imprimés sur les tubes de contréle inclus dans chaque trousse.
0,1% de nitrure de sodium et d'autres stabilisateurs sont ajoutés.
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5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Non prévu pour une utilisation interne ou externe sur 'homme ou I'animal.

REACTIFS CONTENANT DES PRODUITS D'ORIGINE HUMAINE

Traiter comme potentiellement infectieux.

Chaque don de sérum/plasma intervenant dans la préparation de ce produit a été testé
par une méthode agréée par la FDA et s'est avéré non réactif en présence de HBsAG,
d'anticorps anti-VHC et d'anticorps anti-VIH1/2. Méme si ces méthodes sont extré-
mement précises, elles ne garantissent pas la détection de tous les dons infectés. Ce
produit peut également contenir d'autres produits d'origine humaine pour lesquelles il
n'existe aucun test agréé. Comme aucune méthode de test connue ne peut offrir
I'assurance compléte de I'absence du virus de I'hépatite B (HBV) de I'hépatite C (HCV),
du virus de l'immunodéficience humaine (VIH) ou d'autres agents infectieux, tous les
produits d'origine humaine doivent étre manipulés conformément aux bonnes pratiques
de laboratoire en prenant les précautions appropriées décrites dans le document U.S.
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual,
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4 mai 1999 ou derniére
édition.

REACTIFS CONTENANT DU NITRURE DE SODIUM

ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent du nitrure de sodium. Le
nitrure de sodium peut réagir avec la plomberie en plomb ou en cuivre et former des
azotures ultra-explosifs. Pour leur mise au rebut, rincer a grande eau pour empécher
I'accumulation de nitrure. Pour plus d'informations, consulter “Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” dans le manuel Guide-Safety
Management No. CDC-22 publié par les Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA,.

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocif en cas d'inhalation, d'ingestion et de contact avec la peau.

R 32 - Un contact avec les acides dégage des gaz trés toxiques.

S28 - Aprés un contact avec la peau, laver immédiatement a grande eau.

REACTIFS CONTENANT DE L'lODE 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 9 uCi (333kBq) d'iode-
125. Les précautions appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre
utilisées pour la conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d'une licence générale :

Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des
médecins, des laboratoires cliniques, des hépitaux, des vétérinaires et des centres de
recherche dans le cadre de la pratique de médecine vétérinaire, de laboratoires
cliniques ou des hdpitaux, et uniquement pour des analyses cliniques ou de laboratoire
in vitro n'impliquant pas Il'administration interne ou externe du produit, ni par
rayonnement, a I'homme ou a I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son
utilisation et son transfert sont sujets aux réglementations et a la licence générale de
I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un
accord pour I'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit &étre conservé a un endroit désigné.

2. L'accés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé
uniquement.

3. Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.
4. Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.
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5. En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone,
puis la laver a I'aide d'une produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de
décontamination radioactive. Tout article de verre utilisé doit étre entierement
lavé a I'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d'une licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont
sujets aux réglementations et conditions de votre licence spécifique.

AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme étant cancérigéne.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre légérement
différente de celle qui est imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon
du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du traceur indiquent la dose réelle
de radioactivité a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la radio-
activité théorique de la trousse.

6. INDICATIONS D'UNE DETERIORATION POSSIBLE DES REACTIFS DE LA

TROUSSE
6.1  Présence de particules dangereuses anormales dans I'un des réactifs.

6.2 FEcart de pente ou de position de la courbe d'étalonnage par rapport a la
normale obtenue.

6.3 Diminution de la liaison maximale.
6.4 Haute liaison non spécifique.
6.5 Mauvaise reproductibilité entre les doubles.

7. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Cent microlitres d'EDTA sang total sont nécessaires pour la procédure d'extraction du
CYCLO-Trac SP sang total.

REMARQUE : Les échantillons héparinisés ne doivent pas étre utilisés.'® 2"

PRELEVEMENT ET CONSERVATION DU SANG TOTAL

Prélevez du sang par ponction veineuse dans un tube de verre a vide de 5 ou 10 mL.
Utilisez de I'EDTA (7,2 mg/5 mL sang) comme anticoagulant. Aucun autre additif ou
conservateur n'est nécessaire pour préserver lintégrité de I'échantillon. Si les
échantillons ne sont pas utilisés immédiatement, les conserver a une température de
2 a 8°C ou plus bas jusqu'a 7 jours. Pour une conservation plus longue (jusqu'a
3 mois), congelez les échantillons a -20°C ou plus bas.? 2

Les échantillons de sang qui ont été conservés a 4°C ou qui n'ont pas été
immédiatement traités doivent étre bien agités avant d'étre utilisés pour le test de la
trousse CYCLO-Trac SP sang total.
8. MATERIEL ET PRODUITS REQUIS MAIS NON FOURNIS
8.1 Tubes en verre borosilicaté jetables, 12 x 75 mm.
8.2 Centrifugeuse a thermostat pour tubes 12 x 75 mm.
8.3 Compteur a scintillation gamma en mesure de compter l'iode-125.
8.4 Vortex.
8.5 Pipettes :
a. 400 pL, 100 pL et 50 pL macropipette a volume variable.
b. Distributeurs a répétition calibrés pour délivrer 1,0 mL et 100 L.
8.6 Méthanol (degré CLHP).
8.7 Bouchons pour les tubes d'extration (Scientific Products No. T1226-32).
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9.

PROCEDURE DE DOSAGE

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

9.9

9.10

9.11

9.12
9.13

9.14

Marquez un tube a essai de verre 12 x 75 pour chaque étalon, contrdle et
échantillon a déterminer.

Dispensez 4000 yL de méthanol (degré CLPH) dans chaque tube a I'aide d'une
macropipette a volume variable.* Couvrez les tubes avec du parafiim si les
échantillons ne sont pas préts a étre ajoutés.

Ajoutez les étalons, les contrdles et les échantillons de sang total dans le
méthanol a l'aide d'une macropipette a volume variable 100 pL.*

REMARQUE : Dispensez lentement chague échantillon avec la pointe de la
pipette placée légérement sous la surface de méthanol.

Des que vous avez ajouté I'échantillon, bouchez le tube et mélangez-le sur le
Vortex pendant 15 secondes.

Centrifugez les tubes fermés a 1600 x g** et 20-25°C pendant 5 minutes.

Veillez a ce que les extraits de méthanol ne s'évaporent pas avant le pipetage
dans les tubes a essai.

Installez les tubes a essai marqués 12 x 75 mm selon le Profil de dosage (dos
du manuel).

Laissez les réactifs atteindre la température ambiante (20-25°C) avant de les
utiliser pour le dosage.

Ajoutez les réactifs comme suit :

a. Tubes de numération totale
100 pL de '?I CYCLO-Trac SP (rouge)

b. Tubes de liaison non spécifique (NSB)
50 pL d'étalon 0 extrait
100 pL de '?I CYCLO-Trac SP (rouge)
1,0 mL d'ImmunoSepCYCLO-Trac SP NSB (bleu) bien mélangé
c. étalon 0 CYCLO-Trac SP
50 pL d'étalon 0 extrait CYCLO-Trac SP
100 pL de '?I CYCLO-Trac SP (rouge)
d. étalons CYCLO-Trac SP (A-E)
50 pL d'étalon CYCLO-Trac extrait
100 pL de %I CYCLO-Trac SP (rouge)
e. Controle et échantillons a déterminer
50 uL d'échantillon extrait
100 pL de '?I CYCLO-Trac SP (rouge)
Agitez vigoureusement le flacon d'ImmunoSep Anti-CYCLO-Trac SP | ;
ajoutez immédiatement 1,0 mL de réactif bien mélangé a tous les tubes, a
I'exception des tubes de numérotation totale et de NSB.

Mélangez vigoureusement les tubes sur le Vortex est laissez-les incuber
pendant 1 heure a 20-25°C.

Centrifugez les tubes a 1600 x g* pendant 20 minutes a 20-25°C.

Décantez immédiatement le surnageant de tous les tubes, a l'exception des
tubes a numérotation totale, en les renversant pendant 2 minutes au
maximum. Tapez les tubes sur du papier absorbant pour éliminer les gouttes
de liquide qui restent sur les bords avant de les replacer a I'endroit.

A l'aide du compteur a scintillation gamma, comptez le précipité de chaque
tube et des tubes a numération totale le temps nécessaire a atteindre
I'exactitude statistique suffisante (consultez le paragraphe Limitations de la
Procédure).

* En alternative, vous pouvez extraire 200 pL d'échantillon a l'aide de
800 L de métrganol.

** g=(1118x 10 ) (rayon en cm) (rpm)2
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10. COMMENTAIRES SUR LA PROCEDURE

10.1 Pour obtenir la plus grande exactitude et la meilleure précision, suivez
scrupuleusement les étapes d'extraction du méthanol ; utilisez des macro-
pipettes a volume variable (SMI) pour dispenser le méthanol et les
échantillons. Utilisez également les macropipettes a volume variable pour
transférer 50 pL d'extrait de méthanol dans chaque tube a essai.

10.2 Ajoutez chaque part de réactif dans le tiers inférieur du tube a essai, de
maniére a assurer le mélange complet des réactifs.

10.3 Les tubes jetables de certains fabricants pourraient provoquer des liaisons non
spécifiques élevées ou faire trop glisser les pastilles.

10.4 Agitez vigoureusement les réactifs ImmunoSep avant I'emploi.

10.5 Si un échantillon a déterminer est supérieur a I'étalon le plus élevé, il doit étre
extrait une nouvelle fois en utilisant une proportion de sang et de méthanol
supérieure a 1:4 (1:9 ou 1:19 sont recommandés). Multipliez les résultats du
dosage par le facteur de correction approprié.

10.6 Si les tubes be peuvent pas étre décantés dans les 5 minutes qui suivent la fin
de la centrifugation, il est recommandé de les centrifuger a nouveau.

10.7 Effectuez le dosage dés la fin de I'extraction.

11. CONTROLE QUALITE

Chaque laboratoire doit inclure au moins deux échantillons de contréle dans chaque
dosage pour garantir la validité de leurs résultats. Si vous utilisez des contréles non
dosés et que vous n'avez pas établi de moyenne ni de déviation standard, il vous
faudra déterminer une moyenne et une déviation standard pour chaque contrdle a
l'aide de dix dosages au moins. Une gamme de valeurs acceptable peut donc étre
obtenue pour ces contrbles en utilisant I'écart-type +2 par rapport aux valeurs
précédemment calculées. Le DiaSorin Quality Control Laboratory a déterminé un
intervalle pour les contréles fournis dans cette trousse. Ces intervalles sont imprimés
sur les tubes de contréle. Il est déconseillé d'interchanger les réactifs de la trousse, a
I'exception du traceur '] CYCLO-Trac SP.

Pour qu'un laboratoire puisse surveiller entierement la constance des performances
d'un dosage RIA, certains facteurs supplémentaires doivent étre vérifiés. DiaSorin
suggere un contrble régulier des parameétres suivants pour garantir la précision
constante de la trousse.

a. Activité totale

b. Liaison maximale

Coups par minute (CPM) du tube de calibrateur 0 /Moyenne des CPM des tubes de
numeération totale.

c. Liaison non spécifique

CPM du tube NSB/Moyenne des CPM des tubes de numération totale.

d. Pente de la courbe d'étalonnage

Surveiller par exemple les points 80, 50 et 20% de la ligne de I'étalon pour la
reproductibilité d'un dosage a l'autre.

12. CALCUL DES RESULTATS

Il existe de nombreuses méthodes de calcul des résultats des dosages radio-

immunologiques. Chacune est basée sur l'obtention d'une courbe d'étalonnage en

déterminant I'ampleur de la liaison par rapport aux concentrations des étalons. La

courbe pour le dosage CYCLO-Trac SP est obtenue en déterminant le % B/Bg et de

diagramme de concentration.

12.1 Calculez la moyenne des CPM pour chaque étalon, contréle et échantillon de
patient.

12.2 Soustrayez la moyenne des CPM des tubes NSB de tous les comptes pour
obtenir les CPM corrigés.

*g=(1118x 10-8) (rayon en cm) (rpm)2
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12.3

124

12.5
12.6

Divisez les CPM corrigés de chaque étalon, contréle ou échantillon de patient
par les CPM corrigés de I'étalon 0.

CPM de I'étalon ou échantillon de patient — CPT de NSB

. i 100
7 B/Bo CPM de I'étalon 0 — CPM de NSB X

A l'aide de papier semi-logarithmique a trois cycles, déterminez le % B/Bo des
étalons (axe des Y) et leur concentration correspondante (axe des X).

Tracez une courbe la plus précise possible entre les points.

Interpolez la concentation de cyclosporine des échantillons du patient sur la
courbe d'étalonnage.

Dans la pratique, la plupart des laboratoires utiliseront un systéme informatique de
réduction des données. DiaSorin conseille d'utiliser un programme de courbe “spline”
ou “4PL".

REMARQUE : N'UTILISEZ ni une échelle de concentration linéaire (axe des X), ni une
échelle logit B/Bg (axe des Y).

DONNEES DE REDUCTION
Le laboratoire QC DiaSorin utilise un programme “smoothed spline curve”.

TABLEAU |
Données de I'échantillon de sang total DiaSorin CYCLO-Trac SP

%

CPM CPM CPM lié % graph.
Tube double moyen corrigé (B/T) (B/B0) (ng/mL)
Activité totale 51 045 50 892
50738
NSB 1221 1328 2,6
1434
Calibrateur 0 25323 25432 24 104 50,0
25 541
Calibrateurs (ng/mL)
A (20) 22 781 22 806 21478 89,1
22 830
B (61) 19 850 19624 18 296 75,9
19 397
C (154) 14 843 14 911 13 583 56,4
14 978
D (379) 9 506 9570 8242 34,2
9633
E (1099) 4893 4 858 3530 14,6
4823
Echantillons a déterminer
1 16 225 16 122 14 794 61,4 126
16 019
2 9764 9570 8242 34,2 379
9375

Des données d'échantillons typiques et une courbe d'étalonnage sont présentées au
TABLEAU | et a la FIGURE 1 ; ces informations sont fournies a titre de référence
seulement et ne doivent pas étre utilisées pour le calcul d'une valeur quelconque.
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Courbe d'étalonnage de I'échantillon de sang total CYCLO-Trac® SP
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FIGURE 1

13. LIMITES DU DOSAGE
13.1 Les échantillons ne doivent pas étre congelés et décongelés plusieurs fois.

13.2 Les temps de numération doivent étre suffisants pour empécher l'erreur
statistique.

13.3 Les anticorps monoclonaux comme OKT3 ont été évalués et n'ont pas
présenté d'interférence avec le dosage.

14. VALEURS ATTENDUES

Les taux thérapeutiques de sang pour la cyclosporine dans les transplantations de rein, de
coeur et de foie n'ont pas été bien établis. Cela est di en partie aux modifications dans
les protocoles de traitement pour les transplantations effectuées, aux méthodes disponibles
pour le dosage de la cyclosporine et a I'administration concomitante d'autres traitements
immunosuppresseurs associés a la cyclosporine.® %31

Une évaluation clinique a l'aide de la trousse CYCLO-Trac SP sang total a été conduite
dans les hoépitaux universitaires de Londres, dans I'Ontario et d'Albany, dans I'état de
New York, chez les patients ayant subi une transplantation de rein, de coeur et de foie.
Ces évaluations ont mesuré une chute temporaire du taux de cyclosporine dans le
sang chez les patients transplantés. Une chute de la valeur de sang a été observée
entre 4 et 90 jours aprés l'intervention chez les patients ayant subi une transplantation
de rein (n = 10), de coeur (n = 10) et de foie (n = 10) a I'hdpital universitaire de
Londres, dans I'Ontario. De plus, une évaluation similaire a été conduite chez les
patients ayant subi une transplantation de rein (n = 18) a I'hopital universitaire
d'Albany, dans I'état de New York. A Albany, une chute du niveau de sang a été
observé dans une période allant de la transplantation & 199 jours apreés l'intervention.
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Le TABLEAU Il présente les valeurs moyennes de cyclosporine dans le sang et des
événements significatifs (rejet ou néphrotoxicité) observés chez les patients
transplantés a I'hdpital universitaire de Londres, dans I'Ontario. Dans ce centre, le taux
de sang des patients était maintenu entre 400 et 650 ng/mL de cyclosporine selon le
type de transplantation et les conditions cliniques des patients.

TABLEAU I

Valeurs temporaires de cyclosporine dans le sang total chez les patients ayant subi
une transplantation de rein, de coeur et de foie mesurées par la trousse CYCLO-Trac
SP sang total.

Post Rein@ Coeur? Foie®

Opératoire CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)

Jour N Evénd Moyen.S.D. N Evénd Moyen. SD. N Evénd Moyen. S.D.

0 -

4 8 2 438 269 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102

Evénements 24 13 3

totaux

»

o

o

d

Cyclosporine : 3,75 mg/kg a 5 mg/kg |.V. devenu 12 mg/kg en deux doses divisées
dés que possible, prednisone 2-5 mg/kg avec une pointe a 20 mg/jour,
méthylprednisolone 1-2 mg/kg. En I'absence de fonction du rein, la cyclosporine a
été suspendue et de I'OKT3 a été administré a une dose de 5 mg/kg pendant
10 jours.

Cyclosporine commencée au troisieme jour suivant l'intervention a une dose de
5 mg/kg en deux doses divisées, prednisone 15 mg par jour en augmentation
progressive, avec ajout d'azathioprine comme indiqué, ALG 50 mg/kg administrée
une fois et poursuivie selon les indications, OKT3 5 mg/kg I.V. pendant 7 jours,
comme indiqué.

Cyclosporine administrée 1.V. d'abord par dose orale a partir du cinquiéme jour a
une dose de 4 mg/kg et maintenue au niveau de sang voulu, prednisone 15 mg par
jour en diminution progressive, azathioprine 2-2,5 mg/kg et interrompue lorsque les
plaquettes ont commencé a baisser, méthylprednisolone 500 mg en intraopératoire
et 15 mg |.V. pendant 10 jours, OKT3 5 mg/kg pendant 10 jours.

Néphrotoxicité ou rejet.
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Le TABLEAU IIl montre la moyenne des valeurs de cyclosporine dans le sang et le
taux de créatinine correspondant chez 18 patients ayant subi une transplantation de
rein a I'ndpital universitaire d'Albany, dans I'état de New York.®? A Albany, les patients
étaient maintenus a 100 et 300 ng/mL de chute du taux de cyclosporine.

TABLEAU lil

Valeurs temporaires de cyclosporine dans le sang total chez 18 patients ayant subi une
transplantation de rein mesuré par la trousse CYCLO-Trac SP sang total.

Post Cyclosporine Taux de créatinine
Opératoire (ng/mL) (mg/dL)

Semaine Jour Nb  Moyenne S.D. N Moyenne S.D MIN MAX
1 0-7 12 151 128 143 49 4,0 0,7 18,0
2 8-14 16 185 96 126 2,7 2,2 1.1 8,2
3 15-21 19 173 94 94 2,7 1,9 1,1 9,4
4 22-28 17 198 146 76 3,0 1,9 1.1 8,5
5 29-35 22 210 168 70 2,9 1,7 1,2 8,2
6 36-42 17 164 63 68 2,5 1,1 1.1 5,6
7 43-49 14 175 53 55 24 1,1 1,1 5,4
8 50-56 17 198 99 42 2,1 1,0 1,2 54
9 57-63 16 176 54 40 3,1 2,7 1,0 10,9
10 64-70 4 199 59 34 3,5 3,3 09 117
11 71-77 18 146 73 27 3,0 3.1 09 111
12 78-84 5 142 76 18 3,5 3,3 1.1 11,2
13 85-91 1 304 - 7 4,2 0,3 3,6 4,6
14 92-98 1 317 - 10 3.4 1,1 1,7 4,8
15 99-105 2 121 10 9 4.1 1,6 2,0 55
16 106-112 1 49 - 5 54 2,5 1,7 8,7
17 113-119 1 79 - 3 1,6 0,1 1,6 1,7

@ Patients traités par cyclosporine 2-5 mg/kg (a des intervalles de douze heures),
azathioprine 4 mg/kg en préopératoire et une pointe de 0,75 a 1,0 mg/kg, et
méthylprednisolone en doses de 300 mg bols puis modifi¢ a 20 mg/jour pendant
30 jours aprées la transplantation et 10 mg/jour pendant 60 jours aprés la
transplantation.

> Déterminations individuelles de cyclosporine.

Les résultats de ces études montrent que le taux de cyclosporine dans le sang est
maintenu au taux voulu de sang pour chaque type de transplantation, comme indiqué
pour les protocoles de transplantation adoptés par chaque centre.

La cyclosporine pouvant produire des taux de sang différents chez différents patients,
l'interprétation des résultats et I'ajustement du dosage de cyclosporine doivent prendre
en considération la période post-transplantation, les autres médicaments administrés
et les informations cliniques importantes concernant le patient.

INTERACTIONS MEDICAMENTEUSES

Sandoz LTD., Bale, Suisse, reporte la remarque suivante concernant le
médicament Sandimmune® (cyclosporine) :

La cyclosporine est largement métabolisée par le foie. Ainsi, son taux dans le sang
total peut étre influencé par des médicaments qui affectent les enzymes microsomaux
hépatiques, en particulier le systeme cytochrome P-450.

Les substances qui inhibent ces enzymes réduiront le métabolisme hépatique et
augmenteront le taux de cyclosporine dans le sang total. Les médicaments qui
augmentent la concentration de cyclosporine dans le sang total incluent danazol,

23



cétoconazole, érythromycine, nicardipine, diltiazem, méthyltestostérone et les
contraceptifs oraux. Les substances qui induisent I'activit¢ du cytochrome P-450
augmenteront le métabolisme hépatique et diminueront le taux de cyclosporine dans le
sang total.

Les médicaments qui diminuent la concentration sanguine de cyclosporine
comprennent rifampine, phénytoine, phénobarbital, I.V. triméthoprime avec
sulfaméthoxazole et carbamazépine. La surveillance du taux sanguin de cyclosporine
et l'ajustement approprié du dosage sont essentiels lorsque ces médicaments sont
utilisés en concomitance.

Il est apparu que la clairance de prédnisolone est réduite chez les patients traités par
cyclosporine et que les taux de cyclosporine dans le sang total mesurés par RIA,
augmentent selon I'administration de doses élevées de méthylprednisolone.

15. CRITERES DE QUALITE
15.1 Précision
Variation intra-dosage (valeurs = ng/mL)

Valeur
moyenne Ecart-type %C.V. N
BAS 46 49 10,7 25
MOYEN 186 6,0 3,2 25
ELEVE 625 19,2 3,1 25

Les variations entre essais sont dues a I'é¢tude de compétence multi-centres des
échantillons de sang total.
Cyclosporine

moyenne Ecart-type %C.V. N

(ng/mL)
91 15,0 16,5 5
Centre 1* 203 27,9 13,7 5
543 53,7 9,9 5
71 6,7 9,5 5
Centre 2 173 12,9 7,58 5
466 41,5 8,9 5
78 54 6,8 5
Centre 3 195 18,4 9,4 5
500 50,2 10,0 5
87 6,9 7.9 5
Centre 4 200 13,5 6,8 5
505 42,5 8,4 5
78 3,6 4,6 5
Centre 5 192 10,2 53 5
497 23,9 4.8 5

* Indique une variation intra-essai observée dans un laboratoire commengant tout

juste a effectuer des dosages radio-immunologiques.
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15.2 EXACTITUDE : L'EXACTITUDE DU DOSAGE A ETE VERIFIEE PAR LE TEST
DE LINEARITE ET DE RECUPERATION.

Linéarité (parallélisme)
Récupération moyenne pour 30 échantillons de patients dilués en série (intervalle de
concentration 132-1716 ng/mL).

(facteur de dilution x valeur de I'échantillon dilué)
% Récupération = 100 x

(valeur d'échantillon non dilué)

Dilution 1/2 1/4 1/8

% Récupération 96,1 93,3 95,9

Ecart-type 13,7 19,2 22,6

% C.V. 14,3 20,6 23,6
Exactitude

Etude de récupération : récupérations moyennes a 3 niveaux de cyclosporine ajoutée
pour 5 échantillons, 6 répliqués chacun (n=30).

Cyclosporine
ajoutée (ng/mL) % Récupération Ecart-type % C.V.
Niveau 1 95 119 17 14
Niveau 2 212 109 11 10
Niveau 3 467 97 7 7

15.3 Sensibilité analytique (limites de détection)

Lorsqu'elle est définie comme la concentration apparente a trois déviations standard
des comptes a liaison maximale, la sensibilit¢t moyenne du dosage CYCLO-Trac SP
sang total est de 8,7 ng/mL (n=20).

15.4 Spécificité analytique

Moyenne de réactivité croisée des métabolites de cyclosporine dans le dosage
CYCLO-Trac SP sang total. La réactivité croisée est définie comme :

(Concentration de cyclosporine a 50% B/Bo)
100 x

(Concentration de métabolite a 50% B/Bg)

Métabolite de cyclosporine % réaction croisée

1 1,7
8 <0,1
13 0,1
17 0,7
18 0,2
21 0,8
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15.5 Interférence

Les substances suivantes ont été dopées en fractions d'un ensemble de sang
total contenant de la cyclosporine (160-250 ng/mL). Aucune de ces substances n'a
provoqué d'interférences avec la détermination de cyclosporine dans les
concentrations présentées ci-dessous.

Substance Concentration
Cholestérol 100-1000 mg/dL
Triglycérides 300-1000 mg/dL
Bilirubine 5-30 mg/dL
Azathioprine 50-200 ng/mL
Cimétidine 500-1000 ng/mL
Nifédipine 100-200 ng/mL
6-méthyl-prednisolone 20-60 ng/mL
OKT3 1500 ng/mL

La liste suivante de médicaments co-administrés a été testée a des niveaux de
100 pg/mL. lls n'ont présenté aucune interférence avec le dosage :

Acétaminophéne Lidocaine
N-Acétylprocainamide Métoclopramide
Céphalosporine Naficilline
Chloramphénicol Pénicilline
Digoxine Propranolol
Disopyramide Rifampine
Ethosuximide Acide salycilique
Sulfate de gentamycine Tobramycine
Kanamycin Verapamil

Comparaison entre le dosage DiaSorin CYCLO-Trac SP sang total et la méthode
CLHP

Type de Coefficient de
Etude transplantation Equation de ligne régression n
Pharmacocinétique N/A Y =0,9121X + 47 r=0,9719 373
Université de Rein Y =0,8022X + 34 r=0,9585 82
Pennsvivanie Coeur Y =0,9196X + 50 r=0,9223 42
Y Foie Y =0,9572X + 48 r=0,9067 40
Centre médical ) B _
d'Albany Rein Y =1,038X + 27 r=0,9124 187
Université de Rein Y =1,3074X + 29 r=0,9703 73
Western Ontario Cogur Y =1,4672X + 16 r=0,9696 75
Foie Y =1,3575X - 12 r=0,9067 63

Les données de corrélation proposées représentent les résultats des études conduites
dans des laboratoires utilisant des procédures CLPH validées de maniére
indépendante. Aucune comparaison ne doit étre faite entre ces données. Une
comparaison entre les méthodes ne doit étre appliquée qu'aprés établissement d'une
standardisation méticuleuse des méthodes.

VOIR LA DERNIERE PAGE POUR REFERENCE
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CYCLO-TRAC® SP-WHOLE BLOOD "®| RIAKIT

1. VERWENDUNGSZWECK

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Der CYCLO-Trac® SP Whole Blood-Radioimmunoassay (RIA)-Kit ist fir die
quantitativen Bestimmung von Cyclosporin (Cyclosporin A, Cyclosporin, Sandimmune®)
in Vollblut zur Unterstitzung der Behandlung von Patienten mit Herz-, Nieren- und
Lebertransplantation gedacht, die Cyclosporin erhalten.

ACHTUNG: LAUT BUNDESRECHT DER USA DARF DIESES GERAT NUR AN
EINEN ARZT ODER AUF ANWEISUNG EINES ARZTES ODER AN EIN KLINISCHES
LABOR VERKAUFT UND NUR VON EINEM ARZT ODER AUF ANWEISUNG EINES
ARZTES VERWENDET WERDEN. DAS CYCLO-TRAC SP RIA-KIT DARF NUR
ZUSAMMEN MIT CYCLOSPORIN VERWENDET WERDEN.

2. UBERBLICK UND ERKLARUNG

Cyclosporin (Cyclosporin A, Cyclosporin, Ciclosporin, Sandimmune) ist ein zyklisches
Undekapeptid aus einem Pilz mit stark immunosuppressiven Eigenschaften." 2 Der
eigentliche Wirkungsmechanismus wird noch untersucht, es scheint jedoch so zu sein,
dass Cyclosporin sowohl auf den Stoffwechsel der T-Helferlymphozyten als auch auf
den der T-Suppressorlymphozyten wirkt, die das Immunsystem beeintrachtigen.**

Obwohl das Medikament erfolgreich gegen die AbstoRung von transplantierten
Organen  wirkt,®® wurden verschiedene Nebenwirkungen festgestellt,'®'" die
gravierendsten sind Nephrotoxizitdt und Hepatoxizitat bedingt durch den hohen Spiegel
des Medikaments im Blut.">'® AuBerdem variiert die Aufnahme von Cyclosporin und
sein Abbau durch den Stoffwechsel in starkem MaRe von Patient zu Patient.”®
Deshalb muss die Dosierung individuell angepasst und Uberwacht werden, um eine
optimale Immunsuppression zu erreichen und die Nebenwirkungen zu
minimieren.'®'® Fast das gesamte Cyclosporin im Vollblut wird durch die roten
Blutzellen und die Plasmaproteine gebunden.2?2 Die Verteilung hangt von
Veranderungen des Temperatur- und des Hamatokritwerts ab.?" 22 Um konsistente
Ergebnisse zu erzielen, ist ein Standardprotokoll fir die Blutentnahme erforderlich.®

Zurzeit gibt es zwei Verfahren zur Uberwachung des Cyclosporin-Spiegels bei
Patienten: die Hochleistungsflissigkeitschromatografie (HPLC) und den Radio-
immunoassay (RIA). Bei der ersten Generation von RIAs wurden polyklonale
Antikorper verwendet, die eine hohe Kreuzreaktivitdt mit den zirkulierenden
Stoffwechselprodukten zeigten.?® Die bei diesen RIAs erzeugten Cyclosporin-Werte
Uberstiegen stets die bei der HPLC erzeugten Werte.?* Die zweite Generation von RIAs
basiert auf einem Verfahren mit monoklonalen Antikérpern.?® Es wurden sowohl
spezifische als auch nichtspezifische Antikérper entwickelt. Der spezifische Antikérper
misst nur die Elternkomponente des Cyclosporins und erzeugt ahnliche Werte wie die
HPLC. Der nichtspezifische Antikdrper misst sowohl die Elternkomponente als auch die
Stoffwechselprodukte und liefert ahnliche Ergebnisse wie die RIAs der ersten
Generation.?

3. TESTPRINZIP

Beim CYCLO-Trac SP Whole Blood RIA von DiaSorin wird ein spezifischer
monoklonaler Antikérper eingesetzt, der nur das Cyclosporin misst und keine
signifikante Kreuzreaktivitdt mit dessen Stoffwechselprodukten zeigt. Vor dem Test
mussen die Kalibratoren, Kontrollen und Proben in Methanol extrahiert werden. Der
Test selbst besteht nur aus einem Inkubationsschritt und arbeitet mit einem doppelten
Antikérper-Phasentrennverfahren. Um die Arbeitsschritte zu vereinfachen, werden der
erste Antikorper (spezifischer monoklonaler Maus-Antikorper fir Cyclosporin A) und
der zweite Antikorper (Esel-Anti-Maus-Antikdrper) in einem Trager vorgemischt
(normales Mausserum), um ein Reagenz, das so genannte Anti-CYCLO-Trac SP
ImmunoSep, zu erhalten.
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Um den Cyclosporin-Spiegel in diesem Kit zu bestimmen, werden zunachst die
Vollblutproben, die Kalibratoren und die Kontrollen in Methanol extrahiert. Die
Methanolextrakte werden dann mit einem mit Jod-125 markierten Cyclosporin-Tracer
und Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep kombiniert. Nach einer Stunde Inkubation
werden die Réhrchen zentrifugiert, dekantiert und anschlieRend ausgezahlt. Die Menge
der Radioaktivitdt, die noch in dem Pellet vorhanden ist, verhalt sich umgekehrt
proportional zur Konzentration des Cyclosporins in der Probe.

4. REAGENZIEN DES KITS

CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (BLAU) | 1 Flaschchen/9 mL

CYCLO-Trac SP-Kalibratoren (0-6) 1 Flaschen/2 mL und 5 Flaschen/1 mL
CYCLO-Trac SP ImmunoSep 2 Flaschchen/100 mL

CYCLO-Trac SP-Tracer (ROT) 1 Flaschchen/20 mL

CYCLO-Trac SP-Kontrollen 2 Flaschchen/1 mL

Anzahl der Tests 200

LAGERUNG: Das Kit sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden. Nach dem Offnen jedes
Reagenz bei 2-8°C nicht langer als bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum lagern. Die Reagenzien durfen nach dem Verfallsdatum nicht verwendet
werden. Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem auReren Etikett angebracht und
entspricht dem Verfallsdatum des Tracers.

Reagenzien aus verschiedenen Chargen dirfen nicht vermischt werden.

4.1 CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (blau): gebrauchsfertiges Reagenz

Das Esel-Anti-Maus-Serum/normale Mausserum ist vorgemischt und wird mit einer
phosphatgepufferten Kochsalzlésung mit 0,08% Natriumazid und einem Netzmittel
verdiinnt. Es wird blauer Farbstoff zugesetzt. Unmittelbar vor Verwendung kréftig
schiitteln.

4.2 CYCLO-Trac SP-Kalibratoren (0-6): gebrauchsfertiges Reagenz

Cyclosporin-freies Serum enthalt 0,01% Natriumazid und ein Netzmittel. Die 6 Cyclo-
sporin-Kalibratoren mit Nennkonzentrationen zwischen 0 und 1200 ng/mL werden in
humanem Serum mit 0,1 Natriumazid und einem Netzmittel vorverdiinnt. Exakte
Konzentrationswerte sind auf den Etiketten und jeder Charge angegeben. Der DiaSorin
CYCLO-Trac SP-Kalibrator wurde gemaft dem USP-Cyclosporin-Referenzstandard
kalibriert. Ein Vergleich mit anderen Produkten oder Verfahren sollte auf der Grundlage
dieses Referenzstandards erfolgen. Die Kalibratoren des Kits sind mit Patientenproben
austauschbar, wenn sie mit Reagenzien verwendet werden und dieser diagnostische
In-vitro-Test wie empfohlen durchgefiihrt wird.

4.3 Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep: gebrauchsfertiges Reagenz

Die Mischung aus monoklonalem Maus-Anti-Cyclosporin-Antikérper und Anti-Maus-
bzw. normalem Mausserum wird mit einer phosphatgepufferten Kochsalzlésung mit
0,08% Natriumazid und einem Netzmittel vorverdiinnt. Unmittelbar vor Verwendung
kraftig schiitteln.

4.4 '%5] CYCLO-Trac SP (rot): gebrauchsfertiges Reagenz

Ein Derivantium des Cyclosporins wird mit Jod-125 markiert und in Zitrat-EDTA-Puffer
mit 0,05% Natriumazid, humanem Serum und einem Netzmittel verdiinnt. Es wird roter
Farbstoff zugesetzt.

4.5 CYCLO-Trac SP-Kontrollen (Spiegel 1 und Spiegel 2) gebrauchsfertiges Reagenz
Das Humanserum wird mit der entsprechenden Menge Cyclosporin A versetzt, um eine
Konzentration im vorgeschriebenen Bereich zu erhalten. Die Bereiche fir jede Charge
sind auf den Kontrollflischchen in jedem Kit aufgedruckt. Es werden
0,1% Natriumazid und andere Stabilisatoren zugesetzt.
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5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
Nicht fiir internen oder externen Gebrauch bei Menschen oder Tieren.

REAGENZIEN MIT MATERIAL HUMANEN URSPRUNGS
Dieses Produkt ist als potenziell infektios zu behandeln.

Alle in der Herstellung dieses Produktes verwendeten Serum- bzw. Plasma-
spendeeinheiten wurden nach einer von der FDA der USA genehmigten Methode
getestet und fir nicht reaktiv auf das Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAgQ),
Hepatitis-C-Antikdrper (HCV) und Antikérper fur HIV-1/2 befunden. Obwohl diese
Methode &auRerst genau ist, bietet sie keine Gewahr dafir, dass alle infizierten
Einheiten identifiziert werden kénnen. Dieses Produkt kann auch Material humanen
Ursprungs enthalten, fur welches es noch kein genehmigtes Testverfahren gibt. Da
keine der zur Zeit bekannten Testmethoden absolute Gewahr fir den Ausschluss des
Hepatits-B-Virus (HBV), des Hepatitis-C-Virus (HCV), des Aids-Virus (HIV) oder
anderer Infektionserreger bieten kann, sind alle Produkte mit Komponenten humanen
Ursprungs unter Einhaltung guter Laborpraktiken und entsprechender
Vorsichtsmalinahmen laut Empfehlungen des Leitfadens der Centers for Disease
Control and Prevention/National Institutes of Health: “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, 4. Auflage, Mai 1999, oder aktuelle Auflage, als potenziell
infektidse Substanzen zu behandeln.

REAGENZIEN MIT NATRIUMAZID

ACHTUNG: Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Natriumazid, das ggf. mit Blei-
oder Kupferleitungen reagieren und hochst explosive Metallazide bilden kann. Zur
Entsorgung mit reichlich Wasser nachspiilen, um Azidbildung zu vermeiden. Weitere
Informationen finden Sie im Abschnitt “Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts” des Handbuches “Safety Management” Nr. CDC-22, heraus-
gegeben von den Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, 1976.

Gefahrenbezeichnungen der Europdischen Gemeinschaft fiir gefihrliche Stoffe
(Richtlinie 1999/45/EG)

R20/21/22 — Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und bei Kontakt mit
der Haut.

R32 — Entwickelt bei Kontakt mit Sdure sehr giftige Gase.

S28 — Bei Kontakt mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.

REAGENZIEN MIT JOD-125

Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit hochstens 9 pCi (333 kBq) Jod-125. Bei
der Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende
VorsichtsmaRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.
Fiir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten,
gilt Folgendes:
Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind
nur Arzten, veterindrmedizinisch titigen Tierarzten, klinischen Labors oder
Krankenhausern und nur fir klinische In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests gestattet,
bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung mit
Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und
Weitergabe des Materials unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US
Nuclear Regulatory Commission bzw. des Staates, mit dem diese Behérde ein
Abkommen zur Ausiibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafir bestimmten

Bereich zu beschranken.

2. Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
4. Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.

w
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5. Verschittetes Material aufwischen und den Bereich anschlieBend mit
alkalischem Reinigungsmittel oder radiologischer Dekontaminationsldsung
wischen. Alle benutzten Glasbehalter griindlichst mit Wasser spulen, bevor sie
zusammen mit anderen Laborbehaltern aus Glas ausgewaschen werden.

Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope
erhalten, gilt Folgendes:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-
liegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.

VORSICHT: Dieses Produkt enthélt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-
Bundesstaates Kalifornien krebserregend ist.

WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat kann
von der auf dem Etikett des Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas
abweichen. Sowohl das Etikett des Kartons als auch das Etikett des Tracer-
Flaschchens geben den tatsachlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum
an, wahrend die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.
6. ANZEICHEN FUR MOGLICHEN VERFALL DER KIT-REAGENZIEN
6.1  Ungewodhnliche Partikel in einem der Reagenzien

6.2 Verschiebung der Steigung oder Position der Kalibratorkurve im Vergleich zu
den normalen Ergebnissen

6.3 Abnahme der maximalen Bindung
6.4 Hohe nichtspezifische Bindung
6.5 Schlechte Reproduzierbarkeit bei Duplikaten

7. PROBENENTNAHME UND PROBENVORBEREITUNG
Fir die Vollblutextraktion von CYCLO-Trac SP werden 100 mL EDTA-Vollblut benétigt.
HINWEIS: Mit Heparin versetzte Proben diirfen nicht verwendet werden.'®2"

ENTNAHME UND LAGERUNG DES VOLLBLUTS

Das Vollblut durch Venenpunktion in einem evakuierten 5- oder 10-mL-Glasréhrchen
sammeln. Als Antikoagulationsmittel wird EDTA (7,2 mg/5 mL Blut) verwendet. Zur
Aufrechterhaltung der Probenreinheit werden keine weiteren Zusatze oder Konser-
vierungsmittel benétigt. Wird die Probe nicht sofort verwendet, kann sie bei
Temperaturen von 2—8°C maximal 7 Tage aufbewahrt werden. Fir langere Lagerung
(bis 3 Monate) die Proben bei mindestens -20°C einfrieren.:2°

Vollblutproben, die bei 4°C gelagert oder nicht sofort verarbeitet wurden, vor der
Entnahme der Proben flr den Test mit dem CYCLO-Trac SP Whole Blood-Kit griindlich
durchmischen.
8. ZUSATZLICH BENOTIGTE GERATE UND MATERIALIEN
8.1 Einweg-Borosilikatglasréhrchen, 12 x 75 mm
8.2  Temperaturgesteuerte Zentrifuge fir R6hrchen 12 x 75 mm
8.3  Gammaszintillationszahler zur Zahlung von Jod-125
8.4  Schuttelgerat
8.5  Pipettiergerate:
a. Positive Verdrangungspipetten 400 pL, 100 yL und 50 pL
b.  Multipipetten mit Einstellungen zur Abgabe von 1,0 mL und 100 pL
8.6 Methanol (HPLC-geeignet)
8.7  Verschlusskappen fir die Blutentnahmeréhrchen (Bestellnummer T1226-32).
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9.

TESTVERFAHREN

9.1 Jeweils ein Glasrohrchen 12 x 75 mm fiir Kalibrator, Kontrolle und unbekannte
Probe mit Etikett versehen.

9.2 Methanol (HPLC-geeignet) in jedes Réhrchen mit einer positiven Verdrangungs-
pipette geben.* Die Réhrchen mit Folie abdecken, wenn die Proben noch nicht
hinzugefiigt werden kénnen.

9.3 Die Kalibratoren, die Kontrollen und die Vollblutproben mit einer positiven
100-pL-Verdrangungspipette in das Methanol geben.*

HINWEIS: Vorsichtig jede Probe zugeben, dabei mit der Pipettenspitze leicht
unter die Methanoloberflache gehen.

9.4 Sofort nach Zugabe der Probe jedes Roéhrchen verschlieRen und 15 Sekunden
lang schiitteln.

9.5 Die mit Verschlusskappen versehenen Réhrchen bei 20-25°C 5 Minuten lang
mit 1600 G** zentrifugieren.

9.6 Die Methanolextrakte dirfen vor dem Pipettieren in die Testréhrchen nicht
verdunsten.

9.7 Die mit Etikett versehenen Probenréhrchen 12 x 75 mm entsprechend dem
Testprotokoll (siehe hintere Umschlagseite) vorbereiten

9.8 Die Reagenzien auf Zimmertemperatur (20-25°C) bringen, bevor sie fir den
Test eingesetzt werden.

9.9 Die Reagenzien wie folgt zugeben:

a. Rohrchen fiir die Gesamtzéahlung
100 pL %] CYCLO-Trac SP (rot)
b. NSB-Rohrchen
50 yL extrahierter Nullkalibrator
100 pL %] CYCLO-Trac SP (rot)
1,0 mL griindlich gemischtes CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (blau)
c. CYCLO-Trac SP-Nullkalibrator
50 pL extrahierter CYCLO-Trac SP-Nullkalibrator
100 pL %] CYCLO-Trac SP (rot)
d. (A-E)
50 pL extrahierter CYCLO-Trac-Kalibrator
100 pL 2] CYCLO-Trac SP (rot)
e. Kontrollen und unbekannte Proben
50 uL extrahierte Probe
100 pL %] CYCLO-Trac SP (rot)

9.10 Das Flaschchen mit dem Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep kraftig schitteln,
sofort 1,0 mL des gut gemischten Reagenz in allen Réhrchen hinzufiigen, mit
Ausnahme der NSB-Rdhrchen und der Réhrchen fur die Gesamtzahlung.

9.11 Die Roéhrchen kraftig schitteln und dann bei 20-25°C eine Stunde lang
inkubieren.

9.12 Die Roéhrchen 20 Minuten lang bei 20-25°C und 1600 G** zentrifugieren.

* Alternativ kénnen auch 200 uL der Probe in 800 uL Methanol extrahiert
werden.
** G =(1118 x 10°%) (Radius in cm) (U/min)?
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9.13 AnschlieRend sofort den Uberstand bei allen Réhrchen mit Ausnahme der
Rohrchen fur die Gesamtzahlung dekantieren, dazu die Réhrchen maximal
2 Minuten lang umdrehen. Die Rohrchen mit Léschpapier abtrocknen, um
Tropfen des Uberstands zu entfernen, die sich u. U. am Rand befinden, und
dann die Réhrchen aufrecht stellen.

9.14 Mit einem Gammaszintillationszahler den Niederschlag in jedem Ro&hrchen
und in den Roéhrchen fiir die Gesamtzahlung messen. Dabei ausreichend Zeit
einplanen, um eine statistische Genauigkeit zu erreichen (siehe Abschnitt
Grenzen des Verfahrens).

10. ANMERKUNGEN ZUM VERFAHREN

10.1 Im Interesse maximaler Mess- und Wiederholgenauigkeit miissen die Schritte
fur die Methanolextraktion sorgféltig eingehalten werden. Es missen positive
Verdrangungspipetten (SMI) zur Pipettierung des Methanols und der Proben
verwendet werden. Positive Verdrangungspipetten werden auerdem fir die
Ubertragung von 50 uL Methanolextrakt in jedes Testrohrchen benétigt.

10.2 Jedes Aliqguot des Reagenz in das untere Drittel des Testrohrchens
hinzugeben, damit sich die Reagenzien vollstdndig vermischen.

10.3 Die Einwegrohrchen bestimmter Hersteller kdnnen nichtspezifische Bindungen
ergeben oder dazu fihren, dass das Pellet leicht herausrutscht.

10.4 Die ImmunoSep-Reagenzien missen unmittelbar vor Verwendung griindlich
gemischt werden.

10.5 Liefert eine Probe groRere Werte als die héchsten Kalibratorwerte, die Probe
erneut extrahieren, dabei mindestens ein Mischungsverhaltnis von einem Teil
Blut und vier Teilen Methanol einhalten (empfohlen werden Mischungs-
verhaltnisse von 1:9 bis 1:19). Die Testergebnisse mit dem entsprechenden
Korrekturfaktor multiplizieren.

10.6 Wenn die Réhrchen nicht innerhalb von 5 Minuten nach der Entnahme aus der
Zentrifuge dekantiert werden kénnen, sollten sie neu zentrifugiert werden.

10.7 Unmittelbar nach der Extraktion den Test durchfiihren.

11. QUALITATSKONTROLLE

Jedes Labor sollte mindestens zwei Kontrollproben fiir jeden Test vorsehen, damit die
Glltigkeit der Testergebnisse Uberpriift werden kann. Wenn Sie ungetestete Kontrollen
verwenden und keinen Mittelwert und keine Standardabweichung festgelegt haben,
missen Sie fur jede Kontrolle nach mindestens 10 Tests einen Mittelwert und eine
Standardabweichung festlegen. Ein zuldssiger Wertebereich kann dann fir diese
Kontrolle mit Standardabweichungen von +2 der zuvor bestimmten Werte ermittelt
werden. Das Qualitdtskontrolllabor von DiaSorin hat fiir die in diesem Kit enthaltenen
Kontrollen einen Bereich festgelegt. Diese Bereiche sind auf den Kontrollflaschchen
aufgedruckt. Die Reagenzien des Kits sollten nicht ausgetauscht werden mit
Ausnahme des '?| CYCLO-Trac SP-Tracer.

Fir eine komplette Laborkontrolle der konsistenten Leistung bei einem RIA sind
zusatzliche Faktoren zu beriicksichtigen. DiaSorin empfiehlt, die folgenden Parameter
regelmafig zu Uberprifen, um eine konsistente Leistung des Kits sicherzustellen.

a. Gesamtzdhlung

b. Maximale Bindung

Zahlungen pro Minute (CPM) des Nullkalibratorréhrchens/CPM-Durchschnittswert der
Rohrchen fiir die Gesamtzahlung

c. Nichtspezifische Bindung

CPM des NSB-Roéhrchens/CPM-Durchschnittswert der Réhrchen  fir  die
Gesamtzahlung

d. Steigung der Kalibratorkurve

Beispielsweise sind die Punkte fir 80, 50 und 20 % auf der Kalibratorlinie von
Durchlauf zu Durchlauf zu Gberwachen, um die Reproduzierbarkeit sicherzustellen.
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12. ERGEBNISBERECHNUNG

Es gibt viele Verfahren zur Berechnung der Ergebnisse von RIAs. Bei jedem Verfahren

wird eine Kalibrierkurve erstellt, indem die Bindung gegen die Konzentrationen der zur

Kalibrierung verwendeten Kalibratoren grafisch dargestellt wird. Die Kurve fir den

CYCLO-Trac SP-Test erhalt man durch grafische Darstellung von % B/Bo und der

logarithmischen Konzentration.

121  Den CPM-Durchschnittswert fiir jeden Kalibrator, jede Kontrolle und jede
Patientenprobe berechnen.

12.2 Den CPM-Durchschnittswert der NSB-Rohrchen von allen Zahlvorgéangen
subtrahieren, um den korrigierten CPM-Wert zu erhalten.

12.3  Den korrigierten CPM-Wert fir jeden Kalibrator, jede Kontrolle oder jede
Patientenprobe durch den korrigierten CPM-Wert des Nullkalibrators
dividieren.

% B/Bo = CPM des Kalibrators oder der Patientenprobe — CPT der NSB 100

CPM des Nullkalibrators — CPM der NSB

12.4  Auf halblogarithmischem Millimeterpapier % B/Bo der Kalibratoren (y-Achse)
und die entsprechenden Konzentrationen (x-Achse) darstellen.

12.5 Durch die Punkte eine Ausgleichsgerade ziehen.

12.6 Die Cyclosporin-Konzentrationen der Patientenproben von der Kalibratorkurve
interpolieren.

In der Praxis verwenden die meisten Labors ein rechnergestitztes Datenreduktions-

system. DiaSorin empfiehlt ein Programm zur Anpassung der 4-Parameter-

Logistikkurve (4PL) oder der Spline-Kurve.

HINWEIS: KEINESFALLS eine lineare Skala fir die Konzentration (x-Achse) und/oder

eine logarithmische Skala fiir B/Bg s(y-Achse) verwenden.
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DATEN NACH DER DATENREDUKTION

Das Qualitatskontrolllabor von DiaSorin verwendet eine geglattete Spline-
Kurvenanpassung.
TABELLE I
DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood-Probendaten
Doppelter ~ Durchschn Korrigierter Prozent
CPM- CPM- CPM- Gebunden  Prozent Konz.
Roéhrchen Wert Wert Wert (B/T) (B/B0) ng/mL)
Gesamtzahlung 51.045 50.892
50.738
NSB 1.221 1.328 2,6
1.434
Nullkalibrator 25.323 25.432 24.104 50,0
25.541
Kalibratoren (ng/mL)
A (20) 22.781 22.806 21.478 89,1
22.830
B (61) 19.850 19.624 18.296 75,9
19.397
C (154) 14.843 14.911 13.583 56,4
14.978
D (379) 9.506 9.570 8.242 34,2
9.633
E (1099) 4.893 4.858 3.530 14,6
4.823
Unbekannte Proben
1 16.225 16.122 14.794 61,4 126
16.019
2 9.764 9.570 8.242 34,2 379
9.375

Typische Probendaten und eine Kalibratorkurve sind in TABELLE | und ABBILDUNG
1 dargestellt; sie dienen nur zur Information und dirfen nicht zur Berechnung von

Werten verwendet werden.
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ABBILDUNG 1

13. GRENZEN DES VERFAHRENS
13.1 Die Proben durfen nicht mehrmals eingefroren und wieder aufgetaut werden.

13.2 Die Zahlzeiten mussen lang genug sein, um statistische Fehler
auszuschlieRen.

13.3 Monoklonale Antikorper wie OKT3 wurden geprift und stéren den Test nach-
weislich nicht.

14. ERWARTETE WERTE

Therapeutische Blutspiegel von Cyclosporin bei Patienten mit Nieren-, Herz- und
Lebertransplantationen wurden noch nicht umfassend untersucht. Dies ist zum Teil
auf die unterschiedlichen Behandlungsprotokolle fir die Transplantationen, auf die
zur Messung des Cyclosporins verfigbaren Verfahren und auf die gleichzeitige
Verabreichung anderer Immunosuppressiva zusammen mit Cyclosporin zurlck-
zufthren. e %031

Eine klinische Untersuchung mit dem CYCLO-Trac SP Whole Blood-Kit wurde in den
Universitatskliniken von London (Ontario) und Albany (New York) an Patienten mit
Herz-, Nieren- und Lebertransplantationen durchgefihrt. Bei diesen Untersuchungen
wurde der temporare Cyclosporin-Talspiegel im Blut bei transplantierten Patienten
gemessen. Die Bluttalwerte wurden 4 bis 90 Tage nach der Transplantation bei
Patienten mit Nierentransplantation (n = 10), Herztransplantation (n = 10) und
Lebertransplantation (n = 10) in der Universitatsklinik von London (Ontario) kontrolliert.
Auflerdem wurde eine ahnliche Untersuchung an Patienten mit Nierentransplantation
(n = 18) in der Universitatsklinik von Albany (New York) durchgefiihrt. In Albany wurde
der Bluttalspiegel bei transplantierten Patienten nach der Transplantation 199 Tage
lang untersucht.
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TABELLE 1l zeigt die durchschnittlichen Cyclosporin-Blutwerte und signifikante
Ereignisse (AbstoRung oder Nephrotoxizitat) bei transplantierten Patienten in der
Universitatsklinik London (Ontario). In diesem Klinikzentrum wurden die
Blutspiegelwerte der Patienten auf 400 bis 650 ng/mL Cyclosporin je nach
Transplantationsart und klinischem Zustand der Patienten eingestellt.

TABELLE Il

Temporare Cyclosporin-Werte im Vollblut bei Patienten mit Nieren-, Herz- und
Lebertransplantationen bei Messung mit dem CYCLO-Trac SP Whole Blood-Kit

Tag Niere? HerzP Leber®
nach CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)
oP N EreigndMW SA N EreigndMW SA N  Ereignd MW SA

0 -

4 8 2 438 269 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102
Ereignisse 24 13 3
gesamt

a Cyclosporin: baldige Umstellung von 3,75-5 mg/kg intravends auf 12 mg/kg in zwei
getrennten Dosen; Prednison 2-5 mg/kg mit allmahlicher Reduzierung auf
20 mg/Tag; Methylprednisolon 1-2 mg/kg. Bei Nierendysfunktion wurde Cyclosporin
abgesetzt und stattdessen OKT3 5 mg/kg tber 10 Tage gegeben.

® Die Cyclosporin-Gaben begannen am dritten Tag nach der Operation mit 5 mg/kg
in zwei getrennten Dosen; Prednison 15 mg/Tag mit allmahlicher Reduzierung
der Menge; zusatzlich Azathioprin entsprechend Indikation; ALG 50 mg/kg als
Einmalgabe, anschlieBend nur nach Indikation; OKT3 7 Tage lang 5 mg/kg
intravends nach Indikation.

¢ Cyclosporin zuerst intravends, ab Tag 5 oral, Beginn mit 4 mg/kg und Einstellung
entsprechend dem gewiinschten Blutspiegel; Prednison 15 mg/Tag, langsam
steigern; Azathioprin 2-2,5 mg/kg, langsam absetzen, wenn Anzahl der
Thrombozyten abnimmt; Methylprednisolon 500 mg wahrend der OP und 10 Tage
lang 15 mg intravends; OKT3 10 Tage lang 5 mg/kg.

4 Nephrotoxizitat oder AbstoRung
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TABELLE Il zeigt die durchschnittichen Cyclosporin-Blutwerte und den
entsprechenden Creatinin-Spiegel bei 18 Patienten mit Nierentransplantation der
Universitatsklinik Albany (New York).®2 Die Patienten in Albany wurden auf 100—
300 ng/mL Cyclosporin-Talspiegel eingestellt.

TABELLE Ill

Temporare Cyclosporin-Werte im Vollblut bei 18 Patienten mit Nierentransplantation
bei Messung mit dem CYCLO-Trac SP Whole Blood-Kit

Tag Cyclosporine Creatinin-Spiegel
nach? (ng/mL) (mg/dL)

Woche OP Np MW SA N MW  SA Min.  Max.
1 0-7 12 151 128 143 49 4,0 0,7 18,0
2 8-14 16 185 96 126 2,7 2,2 1.1 8,2
3 15-21 19 173 94 94 2,7 1,9 1,1 9,4
4 22-28 17 198 146 76 3,0 1,9 1.1 8,5
5 29-35 22 210 168 70 2,9 1,7 1,2 8,2
6 36-42 17 164 63 68 2,5 1,1 1.1 5,6
7 43-49 14 175 53 55 2,4 1,1 1,1 54
8 50-56 17 198 99 42 2,1 1,0 1,2 54
9 57-63 16 176 54 40 3,1 2,7 1,0 10,9
10 64-70 4 199 59 34 3,5 3,3 0,9 11,7
11 71-77 18 146 73 27 3,0 3,1 0,9 11,1
12 78-84 5 142 76 18 3,5 3,3 1.1 11,2
13 85-91 1 304 - 7 4,2 0,3 3,6 4,6
14 92-98 1 317 - 10 3.4 1,1 1,7 4,8
15 99-105 2 121 10 9 41 1,6 2,0 55
16 106-112 1 49 - 5 54 2,5 1,7 8,7
17 113-119 1 79 - 3 1,6 0,1 1,6 1,7

a Patienten wurden mit 2-5 mg/kg Cyclosporin (in Intervallen von 12 Stunden)
behandelt; Azathioprin 4 mg/kg vor der OP und allmahliche Reduzierung auf 0,75—
1,0 mg/kg; Methylprednisolon als 300-mg-Bolus, anschlieRend Einstellung auf
20 mg/Tag bis zum 30. Tag nach der Transplantation und 10 mg/Tag bis zum 60.
Tag nach der Transplantation.

® Individuelle Bestimmung des Cyclosporins

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass der Cyclosporin-Blutspiegel gut auf den

gewlnschten Wert fir jede Transplantationsart eingestellt werden konnte, der vom

jeweiligen Klinikzentrum entsprechend dem Transplantationsprotokoll indiziert war.

Da Cyclosporin bei verschiedenen Patienten verschiedene Blutspiegelwerte ergeben

kann, mussen bei der Interpretation der Ergebnisse und der Anpassung der

Cyclosporin-Dosierung das Datum der Transplantation, weitere verabreichte

Medikamente sowie die relevanten klinischen Informationen beriicksichtigt werden.

WECHSELWIRKUNG MIT ANDEREN MEDIKAMENTEN

Die folgenden Informationen stammen von Sandoz LTD. in Basel (Schweiz) und
betreffen das Medikament Sandimmune® (Cyclosporin):

Cyclosporin wird durch den Stoffwechsel in der Leber schnell abgebaut. Infolgedessen
kann der Spiegel im Vollblut durch Medikamente beeinflusst werden, die auf
mikrosomale Leberenzyme wirken, insbesondere auf das Zytrochromsystem P-450.
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Substanzen, die bekannterweise diese Enzyme hemmen, reduzieren den
Leberstoffwechsel und erhéhen den Cyclosporin-Spiegel im Vollblut. Zu den
Medikamenten, die nachweislich die Konzentrationen von Cyclosporin im Vollblut
erhéhen, gehdren Danazol, Ketoconazol, Erythromycin, Nicardipin, Diltiazem,
Methyltestosteron sowie orale Kontrazeptiva. Substanzen, welche die Aktivitat von
Zytochrom P-450 induzieren, intensivieren den Leberstoffwechsel und senken die
Cyclosporin-Werte im Vollblut.

Zu den Medikamenten, die nachweislich die Konzentrationen von Cyclosporin im
Vollblut senken, gehdren Rifampin, Phenytoin, Phenobarbital, Trimethroprim mit Sulfa-
methoxazol (intravends verabreicht) und Carbamazepin. Die Uberwachung der
Blutspiegelwerte von Cyclosporin und die entsprechende Anpassung der Dosierung ist
unerlasslich, wenn diese Medikamente zusétzlich verabreicht werden.

Es wurde festgestellt, dass die Prednisolon-Clearance bei Patienten, die mit
Cyclosporin behandelt wurden, geringer ist und dass der Cyclosporin-Spiegel im
Vollblut entsprechend der Messung mittels RIA nach der Verabreichung von hoch
dosiertem Methylprednisolon ansteigt.

15. SPEZIELLE LEISTUNGSMERKMALE
15.1 Prazision
Abweichungen innerhalb eines Tests (Werte = ng/mL)

Mittelwert Standardabw. % VK N
NIEDRIG 46 4,9 10,7 25
MITTEL 186 6,0 3.2 25
HOCH 625 19,2 3,1 25
Abweichungen zwischen den einzelnen Tests auf Grundlage von Studien mit Vollblut-
proben in mehreren Klinikzentren
Mittelwert
Cyclosporin | Standardabw. % VK N
(ng/mL)
91 15,0 16,5 5
Zentrum 1* 203 27,9 13,7 5
543 53,7 9,9 5
71 6,7 9,5 5
Zentrum 2 173 12,9 7,58 5
466 41,5 8,9 5
78 54 6,8 5
Zentrum 3 195 18,4 9,4 5
500 50,2 10,0 5
87 6,9 7,9 5
Zentrum 4 200 13,5 6,8 5
505 42,5 8,4 5
78 3,6 4,6 5
Zentrum 5 192 10,2 53 5
497 23,9 4,8 5

Radioimmunoassays durchflhrt.
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15.2 EXAKTHEIT: DIE EXAKTHEIT DES TESTS WURDE DURCH EINE LINEARITATS-
UND EINE WIEDERFINDUNGSPRUFUNG GETESTET.

Linearitat (Parallelitat)

Durchschnittliche Wiederfindung bei 30 verschiedenen, seriell verdiinnten Patient-
enproben (Konzentrationsbereich 132-1716 ng/mL)

(Verdiinnungsfaktor x Wert der verdlinnten Probe)
(Wert der unverdiinnten Probe)

% Wiederfindung = 100 x

Verdiinnung 1/2 1/4 1/8

% Wiederfindung 96,1 93,3 95,9

Standardabw. 13,7 19,2 22,6

% VK 14,3 20,6 23,6
Genauigkeit

Wiederfindungsstudie: Durchschnittliche Wiederfindung bei 3 Spiegeln zugegebenem
Cyclosporin in 5 Proben, jeweils 6 Replikate (n = 30).

Zugegebenes
Cyclosporin % Wiederfindung Standardabw. | % VK
(ng/mL)
Spiegel 1 95 119 17 14
Spiegel 2 212 109 11 10
Spiegel 2 467 97 7 7

15.3 Analytische Sensitivitat (Nachweisgrenzen)

Die durchschnittliche Sensivitdt des CYCLO-Trac SP Whole Blood-Tests betragt

8,7 ng/mL (n = 20), wenn sie als die anscheinende Konzentration bei 3 Standard-

abweichungen von den Zahlungen bei maximaler Bindung definiert wird.

15.4 Analytische Spezifitat

Durchschnittliche Kreuzreaktivitdt der Cyclosporin-Metabolite im CYCLO-Trac SP

Whole Blood-Test. Die Kreuzreaktivitat wird wie folgt definiert:
(Cyclosporin-Konzentration bei 50 % B/Bg)

(Metabolitkonzentration bei 50 % B/Bg)

100 x

Cyclosporin-Metabolit % Kreuzreaktivitat

1 1,7
8 <01
13 0,1
17 0,7
18 0,2
21 0,8
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15.5 Interferenz

Die folgenden Substanzen wurden in Aliquots einer Vollblutprobensammlung mit
Cyclosporin  (160-250 ng/mL) versetzt. Keine dieser Substanzen stérte die
Cyclosporin-Messung in den im Folgenden angegebenen Konzentrationen.

Substanz Konzentration
Cholesterol 100-1000 mg/dL
Triglyceride 300-1000 mg/dL
Bilirubin 5-30 mg/dL
Azathioprin 50-200 ng/mL
Cimetidin 500-1000 ng/mL
Nifedipin 100-200 ng/mL
6-Methylprednisolon 20-60 ng/mL
OKT3 1500 ng/mL

Die folgende Liste gleichzeitig verabreichter Medikamente wurde mit Konzentrationen
bis zu 100 pg/mL getestet und stérten den Test nachweislich nicht:

Acetaminophen Lidocain
N-Acetyl-Procainamid Metoclopramid
Cephalosporin Naficillin
Chloramphenicol Penicillin
Digoxin Propranolol
Disopyramid Rifampin
Ethosuximid Salicylsaure
Gentamicinsulfat Tobramycin
Kanamycin Verapamil

Vergleich des CYCLO-Trac SP Whole Blood-Tests von DiaSorin mit HPLC

. Transplanta- . Regressions-
Studie tionsart Geradengleichung koeffizient n

Pharmakokinetisch entfallt y =0,9121x + 47 r=0,9719 373

Niere y =0,8022x + 34 r=0,9585 82
University of Herz y = 0,9196x + 50 r=0,9223 42
Pennsylvania Leber y=0,9572x + 48 r=0,9067 40
oAt Niere y = 1,038x + 27 r=09124 | 187

enter

Niere y =1,3074x + 29 r=0,9703 73
University of _ Herz y=1,4672x + 16 r=0,9696 75
Western Ontario Leber y=1,3575x - 12 r=0,9067 63

Die angegebenen Korrelationsdaten sind die Ergebnisse von Studien in verschiedenen
Labors, die von Dritten gepriifte HPLC-Verfahren verwendeten. Es sollte kein Vergleich
mit diesen Daten vorgenommen werden, und bevor Verfahren verglichen werden,
mussen diese sorgfaltig standardisiert werden.

LITERATURANGABEN FINDEN SIE AUF DER LETZTEN SEITE
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EQUIPO "I RIA CYCLO-TRAC® SP PARA SANGRE COMPLETA

1. USOINDICADO

PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO

El equipo de ensayo radioinmunolégico (RIA) CYCLO-Trac® SP en sangre completa
tiene como finalidad la determinacion cuantitativa de ciclosporina (Ciclosporina A,
Ciclosporina, Sandimmune®) en sangre completa como ayuda en el tratamiento de
pacientes con transplantes de corazon, rifién e higado que reciben ciclosporina.

PRECAUCION: LA LEGISLACION ESTADOUNIDENSE RESTRINGE LA VENTA
Y DISTRIBUCION DE ESTE DISPOSITIVO A MEDICOS O LABORATORIOS
CLINICOS O POR ORDEN DE ESTOS;Y SU UTILIZACION SE RESTRINGE A
MEDICOS O POR ORDEN DE ESTOS. EL EQUIPO RIA CYCLO-TRAC SP SOLO
DEBE UTILIZARSE CON CICLOSPORINA.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

La ciclosporina (Ciclosporina A, Ciclosporina, Ciclosporina, Sandimmune) es un
péptido ciclico de once aminoacidos de origen fungico con potentes propiedades
inmuno-depresoras.” 2 Aunque su mecanismo de accién se encuentra aun bajo
investigacion, la ciclosporina parece afectar al metabolismo de los linfocitos
T cooperadores y a los linfocitos T supresores, que afecta al sistema inmunitario.>*

Si bien esta droga ha demostrado gran utilidad para evitar el rechazo en los
transplantes de 6rganos,®® se ha registrado una serie de efectos adversos,®'" los mas
serios de los cuales consisten en nefrotoxicidad y hepatoxicidad asociadas con altos
niveles en sangre de este medicamento'>'®. Por otra parte, la absorcion y el
metabolismo de la ciclosporina es muy variable de un paciente a otro."*® Por ello, es
preciso individualizar y supervisar la dosificacién para lograr una éptima inmuno-
supresién y minimizar los efectos adversos.'®'® Casi toda la ciclosporina presente en la
sangre completa estd unida a gldbulos rojos y proteinas plasmaticas.?*?? Esta
distribucion se ve afectada por los cambios de temperatura y del hematocrito.?" 2 Para
garantizar resultados coherentes es necesario un protocolo estandar para la recogida
de sangre."

En la actualidad existen dos métodos disponibles para supervisar los niveles de
ciclosporina en los pacientes: cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y
ensayo radioinmunolégico (RIA). Los ensayos RIA de primera generacion utilizaban
anticuerpos policlonales que mostraron alta reactividad cruzada con metabolitos
circulantes.?® Los valores de ciclosporina generados en estos ensayos eran siempre
superiores a los generados mediante HPLC.?* Los ensayos RIA de segunda
generacion se basan en tecnologia de anticuerpos monoclonales.?® Se han
desarrollado anticuerpos mono-clonales especificos y no especificos. El anticuerpo
especifico mide Unicamente el precursor de la ciclosporina y genera valores similares
a los obtenidos mediante HPLC. El anticuerpo no especifico mide el precursor y los
metabolitos y genera resultados similares a los de los ensayos RIA de primera
generacion.?®

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ensayo RIA CYCLO-Trac SP para sangre completa de DiaSorin utiliza anticuerpo
monoclonal especifico que mide solo ciclosporina y no parece tener reactividad
cruzada significativa con sus metabolitos. Antes del ensayo, es preciso realizar una
extraccion con metanol para los calibradores, los controles y las muestras. El ensayo
propiamente dicho consiste en un solo paso de incubacién y utiliza una técnica de
separacion de fase de doble anticuerpo. Para simplificar el procedimiento, el primer
anticuerpo (monoclonal de ratén especifico para Ciclosporina A), y el segundo (de
burro antirratén) se mezclan previamente con un portador (suero normal de ratén) para
producir un solo reactivo denominado Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.

41



Para determinar los niveles de ciclosporina con este equipo, las muestras de sangre
completa, los calibradores y los controles se extraen previamente con metanol. A
continuacion, los extractos con metanol se combinan con trazador de ciclosporina
etiquetado con yodo-125 y Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep. Tras 1 hora de
incubacion los tubos se centrifugan, se decantan y, a continuacién, se cuentan. La
cantidad de radioactividad remanente en la pastilla es inversamente proporcional a la
concentracion de ciclosporina encontrada en la muestra.

4. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO

NSB CYCLO-Trac SP ImmunoSep (AZUL) 1 vial/9 mL

Calibradores (0-6) CYCLO-Trac SP 1 vial/2 mL, 5 viales/1 mL
CYCLO-Trac SP ImmunoSep 2 viales/100 mL
Trazador CYCLO-Trac SP (ROJO) 1 vial/20 mL

Controles CYCLO-Trac SP 2 viales/1 mL

Numero de pruebas 200

ALMACENAMIENTO: Tras su recepcion, el equipo debe almacenarse a 2-8°C. Una
vez abiertos, almacene los reactivos a 2-8°C hasta la fecha de vencimiento que figura
en la etiqueta. Los reactivos no deben utilizarse después de la fecha de vencimiento.
La fecha de vencimiento del equipo se indica en la etiqueta externa y se corresponde
con la fecha de vencimiento del trazador.

No deben mezclarse reactivos de diferentes lotes.

4.1 CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (azul): reactivo listo para utilizar

La mezcla previa de suero de burro antirraton/suero normal de ratén se diluye en
solucion salina tampon fosfato que contiene azida soédica al 0,08% y un tensioactivo.
Se afiade tintura azul. Agite con vigor inmediatamente antes de utilizarlo.

4.2 Calibradores (0-6) CYCLO-Trac SP: reactivos listo para utilizar

El suero sin ciclosporina contiene azida sédica al 0,1% y un tensioactivo. Seis
calibradores de ciclosporina a concentraciones nominales entre 0 y 1200 ng/mL,
previamente diluidos en suero humano que contiene azida sdédica al 0,1% vy
tensioactivo. Se asignan valores de concentracion exactos de acuerdo con cada lote y
se indican en las etiquetas de los viales. El calibrador CYCLO-Trac SP de DiaSorin se
ha calibrado frente el estandar de referencia par ciclosporina de la USP. Las com-
paraciones con otros productos o procedimientos deben realizarse con este estandar
de referencia. Los calibradores del equipo han demostrado tener conmutabilidad con
muestras de pacientes cuando se utilizan con los reactivos y el procedimiento
recomendados para esta prueba de diagndstico in vitro.

4.3 Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep: reactivo listo para utilizar

La mezcla previa de anticuerpo monoclonal de ratén anti-ciclosporina y de burro
antirratéon / suero normal de ratén se diluye en solucién salina tampoén fosfato que
contiene azida sddica al 0,08% y un tensioactivo. Agite con vigor inmediatamente
antes de utilizarlo.

4.4 '%5] CYCLO-Trac SP (rojo): reactivo listo para utilizar

Un derivado de la ciclosporina se etiqueta con yodo-125 y se diluye con tampén EDTA
citrato que contiene azida sddica al 0,05%, suero humano y un tensioactivo. Se afiade
tintura roja.

4.5 Controles CYCLO-Trac SP (nivel 1y nivel 2): reactivo listo para utilizar

Suero humano con la cantidad apropiada de ciclosporina A para obtener una
concentracion que se encuentre dentro del rango especificado. Los rangos para cada
lote estan impresos en los viales de los controles incluidos en cada equipo. Se afiade
azida sodica al 0,1% y otros estabilizadores.
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5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
No debe destinarse al uso interno o externo en seres humanos ni animales.

REACTIVOS QUE CONTIENEN MATERIAL DE ORIGEN HUMANO
Tratese como potencialmente infeccioso.

Todas las unidades de donantes de suero/plasma se han probado en conformidad
con un método aprobado por la FDA estadounidense y han dado resultados negativos
para la presencia de AgsHB, anticuerpos de VHC y anticuerpos de VIH 1/2. Aunque
estos métodos son altamente precisos, no garantizan que se detecten todas las
unidades infectadas. Este producto también puede contener otros materiales de origen
humano para los cuales no existe prueba homologada. Dado que ningun método de
prueba puede ofrecer una seguridad total de la ausencia del virus de la hepatitis B
(VHB), de la hepatitis C (VHC), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) u otros
agentes infecciosos, todos los productos que contengan material de origen humano se
deben manejar de acuerdo con las practicas de laboratorio correctas utilizando las
precauciones adecuadas que se describen en el manual “Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories”, 42 edicién, mayo de 1999 o actual, de Centers for
Disease Control and Prevention/National Institutes of Health.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE AZIDA SODICA

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sddica. La azida
sodica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Al desecharlo, enjuague con abundante agua para evitar que se
acumule la azida. Para obtener informacién adicional, consulte “Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” en el manual Guide-Safety
Management N° CDC-22 publicado por Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA, 1976.

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

R 32 - En contacto con acidos libera gases altamente téxicos.

S28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediatamente con abundante agua.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE YODO-125
Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 9 uCi (333 kBq) de yodo-
125. Para almacenar, manejar y desechar este material, deben adoptarse las
precauciones necesarias y practicas de laboratorio correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia genérica:
Este material radiactivo sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos,
veterinarios que practiquen la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y
s6lo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracion
interna o externa del material ni su radiacién a seres humanos ni animales. Su
recepcion, adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la
licencia genérica de la Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comision
haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su autoridad reguladora.
1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada
especificamente a tal efecto.
2. El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado
Unicamente.

3. No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
4. No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.
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5. Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después
lavarse con un detergente alcalino o una soluciéon decontaminante radiolégica.
Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua
antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.

Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia especifica:

La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen
por la normativa y las condiciones de la licencia en cuestion.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida por el
Estado de California como causante de cancer.

ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir
ligeramente de la impresa en la etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La
etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de radiactividad en la fecha
de la calibracion, mientras que el impreso del interior del paquete indica la
radiactividad tedrica del equipo.
6. INDICACIONES DE POSIBLE DETERIORO DE LOS REACTIVOS DEL
EQUIPO
6.1  Presencia de particulas andmalas en alguno de los reactivos.

6.2 Desviacion en la pendiente o posicion de la curva del calibrador con respecto
al resultado habitual.

6.3  Disminucion de la unidon maxima.
6.4  Alto nivel de uniones no especificas.
6.5 Reproductividad pobre entre duplicados.

7. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

Para el procedimiento de extraccion de sangre completa del CYCLO-Trac SP se
precisan cien microlitros de sangre completa con EDTA.

NOTA: No deben utilizarse muestras heparinizadas.

RECOGIDAY ALMACENAMIENTO DE SANGRE COMPLETA

Recoja la sangre por puncién venosa en un tuvo de vidrio vacio de 5 6 10 mL. Debe
utilizarse EDTA (7,2 mg/5 mL de sangre) como anticoagulante. No se precisa ningin
otro aditivo ni conservante para mantener la integridad de la muestra. Si no se utilizan
las muestras de inmediato, almacénelas a 2-8°C o menos durante un maximo de
7 dias. Si desea almacenarlas durante mas tiempo (hasta 3 meses) congélelas a
-20°C o menos.?®2°

Las muestras de sangre almacenadas a 4°C, o que no se han procesado de
inmediato, deben mezclarse bien antes de tomar muestras para analizar en el equipo
de sangre completa CYCLO-Trac SP.
8. EQUIPO Y MATERIAL NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
8.1 Tubos desechables de vidrio de borosilicato, 12 x 75 mm.

8.2 Centrifuga controlada por temperatura con capacidad para 12 tubos de
75 mm.

8.3 Contador de centelleo de rayos gamma capaz de contar yodo-125.
8.4 Mezclador vortex.
8.5 Utensilios de dosificacion.
a. Pipetas de desplazamiento positivo de 400 pL, 100 yL y 50 pL.
b. Dispensadores repetitivos calibrados para suministrar 1,0 mL y 100 pL.
8.6 Metanol (grado HPLC).
8.7 Tapones para tubos de extraccion (Scientific Products N° T1226-32).
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9.

PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

9.9

9.10

9.11
9.12
9.13

Etiquete un tubo de ensayo de vidrio de 12 x 75 para cada calibrador, control y
muestra desconocida.

Suministre 400 uL de metanol (grado HPLC) a cada tubo con una pipeta de
desplazamiento positivo.* Cubra los tubos con parafilm si las muestras no estan
listas par afiadirlas.

Afada los calibradores, los controles y las muestras de sangre completa al
metanol con una pipeta de desplazamiento positivo de 100 pL.*

NOTA: Suministre lentamente cada muestra con la punta de la pipeta colocada
un poco por debajo de la superficie del metanol.

Inmediatamente tras la adiciéon de la muestra tape cada tubo y mezcle en vértex
durante 15 segundos.

Centrifugue los tubos tapados a 1600 x g** y 20-25°C durante 5 minutos.

Tenga cuidado para que los extractos de metanol no se evaporen antes de
dosificarlos en los tubos de ensayo.

Prepare y etiquete 12 tubos de ensayo de 75 mm de acuerdo con el protocolo
Esquema del ensayo (contraportada).

Deje que los reactivos se equilibren a temperatura ambiente (20-25°C) antes de
utilizarlos en el ensayo.

Afada los reactivos de este modo:

a. Tubos de cuentas totales
100 pL de '?] CYCLO-Trac SP (rojo)

b. Tubos de union no especifica (NSB)
50 pL de calibrador 0 extraido
100 pL de '?] CYCLO-Trac SP (rojo)
1,0 mL de CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (azul) bien mezclado
c. Calibrador 0 para CYCLO-Trac SP
50 pL de Calibrador 0 CYCLO-Trac SP extraido
100 pL de '?I CYCLO-Trac SP (rojo)
d. Calibradores (A-E) CYCLO-Trac SP
50 pL de calibrador CYCLO-Trac extraido
100 pL de %I CYCLO-Trac SP (rojo)
e. Control y muestras desconocidas
50 yL de muestra extraida
100 pL de %I CYCLO-Trac SP (rojo)
Agite con vigor el frasco de Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep; inmediatamente
afiada 1,0 mL de reactivo bien mezclado a todos los tubos salvo los de cuentas
totales y los tubos NSB.
Agite en vortex con vigor e incubelos durante 1 hora a 20-25°C.
Centrifugue los tubos a 1600 x g** durante 20 minutos a 20-25°C.
Decante inmediatamente los sobrenadantes de todos los tubos salvo los de
cuentas totales invirtiéndolos durante un maximo de 2 minutos. Seque los tubos

sobre papel absorbente para eliminar posibles gotas de sobrenadante que
puedan quedar en los bordes antes de colocar los tubos hacia arriba.

*

Como alternativa pueden extraerse 200 yL de muestra con 800 uL de
metanol.
**g=(1118 x 10%) (radio en cm) (rpm)?
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9.14 Utilice un contador de centelleo de rayos gamma para contar el precipitado de
cada tubo y los tubos de cuentas totales a fin de conseguir precision
estadistica (vea la seccién Limitaciones del procedimiento).

10. COMENTARIOS SOBRE EL PROCEDIMIENTO

10.1 Con el fin de obtener la maxima exactitud y precision, las extracciones con
metanol deben realizarse con cuidado; deben utilizarse pipetas de des-
plazamiento positivo (SMI) para suministrar tanto el metanol como las
muestras. También se precisan estas pipetas para transferir 50 uL de extracto
de metanol a cada tubo de ensayo.

10.2 Afada cada alicuota de reactivo al tercio inferior del tubo de ensayo para
asegurar la mezcla completa de los reactivos.

10.3 Los tubos desechables de algunos fabricantes pueden generar numerosas
uniones no especificas u ocasionar una mayor diferencia en la pastilla.

10.4 Los reactivos ImmunoSep deben mezclarse con vigor inmediatamente antes
de utilizarlos.

10.5 Si la lectura de una muestra es mayor que el calibrador mas alto vuelva a
extraer la muestra con una proporcion de sangre: metanol mayor de 1:4
(se recomienda 1:9 o 1:19). Multiplique los resultados del ensayo por el factor
de correccién apropiado.

10.6 Si no es posible decantar los tubos en 5 minutos tras la detencion de la
centrifuga se recomienda centrifugar los tubos de nuevo.

10.7 Realice el ensayo inmediatamente después del paso de extraccion.

11. CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe incluir al menos dos muestras de control en cada ensayo para
asegurar la validez de los resultados de cada ensayo. Si utiliza controles aun no
sometidos a ensayo y no ha determinado una desviacion media y estandar, debe
hacerse esto para cada control usando un minimo de diez ensayos. Entonces se
puede obtener un rango aceptable de valores para estos controles usando
desviaciones estandar de +2 de los valores previamente determinados. El laboratorio
de control de calidad de DiaSorin ha determinado un rango para los controles que se
incluyen en este equipo. Estos rangos estan impresos en los viales de los controles.
Se recomienda no intercambiar los reactivos del equipo salvo el trazador 25| CYCLO-
Trac SP.

Para que un laboratorio pueda supervisar el desempefio uniforme de un ensayo RIA
hay factores adicionales que deben comprobarse. DiaSorin recomienda comprobar
periddicamente los siguientes parametros para asegurar el desempefio uniforme del
equipo.

a. Cuentas totales

b. Unién maxima

Cuentas por minuto (CPM) de tubo de calibrador 0/Media de CPM de tubos de cuentas
totales.

c. Unién no especifica

CPM de tubo NSB /Media de CPM de tubos de cuentas totales.

d. Pendiente de la curva del calibrador

Por ejemplo, controle la capacidad de reproduccion de ciclo a ciclo en los puntos de
80, 50 y 20% de la linea del calibrador.
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12. CALCULO DE RESULTADOS
Hay numerosos métodos para calcular los resultados de los ensayos RIA. Todos
tienen como finalidad obtener una curva de calibrado que relacione el alcance de la
unién con las concentraciones de los calibradores de calibrado. La curva para el
ensayo de CYCLO-Trac SP se obtiene trazando % B/Bg frente a concentracion
logaritmica.

12.1 Calcule el promedio de CPM de cada calibrador, control y muestra del paciente.

12.2 Reste el promedio de CPM de los tubos de NSB a todas las cuentas promedio
para obtener la CPM corregida.

12.3 Divida las CPM corregidas de cada calibrador, control o muestra de paciente
por la CPM corregida del calibrador 0.

CPM de calibrador o muestra de paciente - CPT de NSB
% B/Bg = x 100

CPM de calibrador 0 - CPM de NSB

12.4 Con un papel grafico semilog, trace el porcentaje B/Bo de los calibradores (eje
Y) frente a su correspondiente concentracion (eje X).

12.5 Una los puntos con una linea de ajuste 6ptimo.

12.6 Interpole las concentraciones de ciclosporina de las muestras del paciente a
partir de la curva de calibrador.

En la practica, la mayoria de laboratorios utilizan un sistema informatico de reducciéon

de datos. DiaSorin recomienda la utilizacion de un programa de ajuste de linea

estriada o una linea logistica de 4 parametros.

NOTA: NO utilice una escala de concentracion lineal (eje X) ni una escala logaritmica

B/Bo (eje Y).
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DATOS DE REDUCCION

El laboratorio de control de calidad de DiaSorin utiliza un ajuste de linea estriada
alisada.

TABLAI
Datos de muestra de sangre completa con CYCLO-Trac SP de DiaSorin
Union
CPM Promedio CPM porcentual Porcentaje  Conc.
Tubo duplicado CPM corregido (B/T) (B/B0) (ng/mL)
Cuentas 51.045 50.892
totales
50.738
NSB 1.221 1.328 2,6
1.434
Calibrador 0 25.323 25.432 24.104 50,0
25.541
Calibradores (ng/mL)
A (20) 22.781 22.806 21.478 89,1
22.830
B (61) 19.850 19.624 18.296 75,9
19.397
C (154) 14.843 14.911 13.583 56,4
14.978
D (379) 9.506 9.570 8.242 34,2
9.633
E (1099) 4.893 4.858 3.530 14,6
4.823
Muestras desconocidas
1 16.225 16.122 14.794 61,4 126
16.019
2 9.764 9.570 8.242 34,2 379
9.375

La TABLA |y la FIGURA 1 ofrecen ejemplos de datos tipicos de muestras y de una
curva de calibrado; esta informacion sélo debe utilizarse como referencia y no para
calcular ningun valor.
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Curva de calibrador de muestras de sangre completa de CYCLO-Trac” SP
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FIGURA 1

13. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
13.1 Las muestras no deben congelarse y descongelarse de forma reiterada.
13.2 La frecuencia de las cuentas deberia bastar para evitar errores estadisticos.

13.3 Los anticuerpos monoclonales como el OKT3 se han evaluado y han demo-
strado no interferir en el ensayo.

14. VALORES PREVISTOS

Los niveles de sangre terapéuticos para ciclosporina en pacientes sometidos a
transplante de rifién, corazén e higado no estan bien establecidos. En parte, esto es
debido a los diversos protocolos de tratamiento practicados para transplantes, los
métodos disponibles para la medicion de ciclosporina y la administracion concomitante
de otros medicamentos inmunosupresores con ciclosporina.'® %31

En los Hospitales Universitarios de Londres, Ontario y Albany, Nueva York, se realizé
una evaluacién clinica utilizando el equipo de sangre completa CYCLO-Trac SP en
pacientes con transplantes de rifidén, corazén e higado. Estas evaluaciones midieron
los niveles de caida temporal de ciclosporina en sangre en pacientes con transplantes.
Los valores de caida de sangre se observaron tras el transplante desde 4 dias hasta
90 dias en pacientes con transplantes de rifion (n = 10), corazén (n = 10) e higado
(n = 10) en el Hospital Universitario de Londres, Ontario. Asimismo, se realizé una
evaluacion similar con pacientes de transplantes de rifion (n = 18) en el Hospital
Universitario en Albany, Nueva York. En Albany, los niveles de caida de sangre se
observaron desde el transplante hasta 199 dias tras la operacion.
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La TABLA Il muestra los valores medios de ciclosporina en sangre y los hechos
significativos (rechazo o nefrotoxicidad) observados en pacientes de transplantes en el
Hospital Universitario de Londres, Ontario. En este centro, los niveles de sangre de los
pacientes se mantuvieron con 400 a 650 ng/mL de ciclosporina en funcién del tipo de
transplante y las condiciones clinicas de los pacientes.

TABLAII

Valores temporales de ciclosporina en sangre completa en pacientes con transplantes
de rifién, corazén e higado medido con el equipo de sangre completa CYCLO-Trac SP.

Dia Rifion@ CorazénP Higado®
tras M Ci (ng/mL) M Ci (ng/mL) M Ci (ng/mL))
operacion N Incid. 9Media S.D. N Incid. 9Media S.D. N  Incid. 9Media S.D.
0 - - - - - - - - - - - -
4 8 2 438 289 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
1 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102
Total de 24 13 3
incidencias

a

Ciclosporina: 3,75 mg/kg a 5 mg/kg L.V. tendiendo a 12 mg/kg en dos dosis
separadas tan pronto como sea posible, prednisona 2-5 mg/kg reduciendo hasta
20 mg/dia, metilpredniso-lona 1-2 mg/kg. Si no habia funcion del rifidén, se
interrumpié la ciclosporina y se suministr6 OKT3 5 mg/kg durante 10 dias.

Se comenzé con la ciclosporina el tercer dia tras la operacion, 5 mg/kg en dos dosis
separadas, prednisona, 15 mg al dia reduciendo de forma gradual, también
azatioprina segun las indicaciones, ALG 50 mg/kg suministrado una vez y
continuado solo segun las indicaciones, OKT3 5 mg/kg |.V. durante 7 segun las
indicaciones.

Ciclosporina suministrada |.V. al comienzo con dosis oral comenzando el quinto dia
a 4 mg/kg y mantenida en el nivel de sangre deseado, prednisona 15 mg diarios
disminuyendo de forma gradual, azatioprina 2-2,5 mg/kg e interrumpida cuando las
plaquetas comienzan a disminuir, metilprednisolona 500 mg de forma intraoperativa
y 15 mg I.V. durante 10 dias, OKT3 5 mg/kg durante 10 dias.

Nefrotoxicidad o rechazo.
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La TABLA Ill muestra los valores medios de ciclosporina en sangre y los
correspondientes niveles de creatinina en 18 pacientes de transplante de rifion en el
Hospital Universitario de Albany, Nueva York.*? En Albany, los pacientes se
mantuvieron a un nivel de ciclosporina entre 100 y 300 ng/mL.

TABLAII

Valores temporales de ciclosporina en sangre completa en 18 pacientes de transplante
de rifién medidos mediante el equipo de sangre completa CYCLO-Trac SP.

Dia Ciclosporina Niveles de creatinina
tras? (ng/mL) (mg/dL)

Semana  operacion N°  Media S.D. N Media S.D. MIN MAX
1 0-7 12 151 128 143 49 4,0 0,7 18,0
2 8-14 16 185 96 125 2,7 2,2 1,1 8,2
3 15-21 19 173 94 94 2,7 1,9 1,1 9,4
4 22-28 17 198 146 76 3,0 1,9 1,1 8,5
5 29-35 22 210 168 70 29 1,7 1,2 8,2
6 36-42 17 164 63 68 2,5 1,1 1,1 5,6
7 43-49 14 175 53 55 2,4 1,1 1,1 54
8 50-56 17 198 99 42 2,1 1,0 1,2 54
9 57-63 16 176 54 40 3,1 2,7 1,0 10,9
10 64-70 4 199 59 34 3,5 3,3 09 11,7
11 71-77 18 146 73 27 3,0 3,1 09 111
12 78-84 5 142 76 18 3,5 3,3 1,1 11,2
13 85-91 1 304 - 7 4,2 0,3 3,6 4,6
14 92-98 1 317 - 10 3,4 1,1 1,7 4,8
15 99-105 2 121 10 9 41 1,6 2,0 55
16 106-112 1 49 - 5 54 2,5 1,7 8,7
17 113-119 1 79 - 3 1,6 0,1 1,6 1,7

2 Los pacientes tratados con ciclosporina 2-5 mg/kg (en intervalos de doce horas),
azatioprina 4 mg/kg antes de la operacién disminuyendo hasta 0,75 a 1,0 mg/kg, y
metilprednisolona suministrada como una pildora de 300 mg y ajustada después a
20 mg/dia durante 30 dias tras el transplante y 10 mg/dia durante 60 tras el
transplante.

> Determinaciones individuales de ciclosporina.

Los resultados de estos estudios demuestran que los niveles de ciclosporina en

sangre se mantuvieron en los niveles de sangre deseados para cada tipo de

transplante como se indicaba en los protocolos de transplante utilizados en cada
centro.

Dado que la ciclosporina puede producir distintos niveles en sangre en diferentes

pacientes, la interpretacion de los resultados y el ajuste de la dosis de ciclosporina

debe considerar también el periodo posterior al transplante, otros medicamentes
administrados e informacion clinica importante relativa al paciente.

INTERACCIONES DE LAS DROGAS

Sandoz LTD. de Basilea, Suiza, informa de lo siguiente acerca del medicamento
Sandimmune® (ciclosporina):

La ciclosporina se metaboliza de forma extensiva en el higado. Por ello, su nivel en
sangre completa puede verse influido por drogas que afectan a los enzimas
microsomales, en particular el sistema citocromo P-450.
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Las sustancias conocidas por inhibir dichos enzimas disminuiran el metabolismo
hepatico e incrementaran los niveles de ciclosporina en sangre completa. Las drogas
identificadas por su capacidad de incrementar la concentracion de ciclosporina en
sangre completa incluyen danazol, ketoconazole, eritromicina, nicardipine, diltiazem,
metiltestosterona y anticonceptivos orales. Las sustancias inductoras de la actividad
de citocromo P-450 incrementaran el metabolismo hepatico y haran disminuir los
niveles de ciclosporina en sangre completa.

Las drogas identificadas por reducir la concentracion de ciclosporina en sangre
completa incluyen rifampin, fenitoina, fenobarbital, trimetoprim 1.V. con sulfametoxazol
y carb-amazepina. El control de los niveles de ciclosporina en sangre y el ajuste de la
dosis apropiada son esenciales cuando se utilizan estas drogas de forma simultanea.

Se ha descubierto que la eliminacién de prednisolona se reduce en pacientes tratados
con ciclosporina y que los niveles de ciclosporina en sangre completa, medidos con el
equipo RIA, se incrementan tras la administracion de altas dosis de metilprednisolona.

15. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ESPECIFICAS
15.1 Precision
Variacion intraensayo (valores = ng/mL)

Valor de la
media S.D. (% C.V.) N
BAJA 46 4,9 10,7 25
MEDIA 186 6,0 3,2 25
ALTA 625 19,2 3,1 25
La variacién entre ensayos es el resultado de estudios de competencia de varios
centros utilizando muestras de sangre completa.
Media de
ciclosporina S.D. (% C.V.) N
(ng/mL)
91 15,0 16,5 5
Centro 1* 203 27,9 13,7 5
543 53,7 9,9 5
71 6,7 9,5 5
Centro 2 173 12,9 7,58 5
466 41,5 8,9 5
78 54 6,8 5
Centro 3 195 18,4 9,4 5
500 50,2 10,0 5
87 6,9 7,9 5
Centro 4 200 13,5 6,8 5
505 42,5 8,4 5
78 3,6 4,6 5
Centro 5 192 10,2 53 5
497 23,9 4,8 5

* Indica la variacién entre ensayos detectada en un laboratorio que comienza a
realizar ensayos radioinmunolégicos.
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15.2 VERACIDAD: LA VERACIDAD DEL ENSAYO SE COMPROBO CON LAS
PRUEBAS DE LINEALIDAD Y RECUPERACION.

Linealidad (paralelismo)
Recuperaciéon media para 30 muestras diferentes de pacientes diluidas en serie (rango
de concentracion 132-1716 ng/mL).

(factor de dilucién x valor de muestra diluida)

% recuperacion = 100 x
° P (valor de la muestra sin diluir)

Dilucién 1/2 1/4 1/8

% recuperacion 96,1 93,3 95,9

S.D. 13,7 19,2 22,6

(% CV.) 14,3 20,6 23,6
Exactitud

Estudio de recuperacion: Promedio de recuperaciéon a 3 niveles de ciclosporina
afadida para 5 muestras, 6 réplicas de cada una (n=30).

Ciclosporina
afadida % recuperacion S.D. (% C.V.))
(ng/mL)
Nivel 1 95 119 17 14
Nivel 2 212 109 11 10
Nivel 3 467 97 7 7

15.3 Sensibilidad analitica (limites de deteccion)

Cuando se la define como la concentraciéon evidente en tres desviaciones estandar de
las cuentas con una unién maxima, la sensibilidad media del ensayo en sangre
completa CYCLO-Trac SP es de 8,7 ng/mL (n=20).

15.4 Especificidad analitica

Promedio de reactividad cruzada de metabolitos de ciclosporina en el ensayo en
sangre completa CYCLO-Trac SP. La reactividad cruzada se define como:

(Concentracion de ciclosporina a 50% B/Bg)

100 x
(Concentracion de metabolitos a 50% B/Bo)
Metabolitos de ciclosporina % Reactividad cruzada
1 1,7
8 <0,1
13 0,1
17 0,7
18 0,2
21 0,8

53



15.5 Interferencia

Las sustancias siguientes se afiadieron a alicuotas de mezclas de sangre completa
que contenian ciclosporina (160-250 ng/mL). Ninguna de ellas interfirié en las medidas
de ciclosporina en las concentraciones indicadas a continuacion.

Sustancia Concentracion
Colesterol 100-1000 mg/dL
Triglicéridos 300-1000 mg/dL
Bilirrubina 5-30 mg/dL
Azatioprina 50-200 ng/mL
Cimetidina 500-1000 ng/mL
Nifedipina 100-200 ng/mL
6-metil-prednisolona 20-60 ng/mL
OKT3 1500 ng/mL

La siguiente lista de drogas administradas de forma simultdnea ha sido probada a
niveles de hasta 100 pg/mL y se ha demostrado que no interfieren con el ensayo:

Acetaminofen Lidocaina
N-Acetilprocainamida Metoclopramida
Cefalosporina Naficilina
Cloramfenicol Penicilina
Digoxina Propranolol
Disopiramida Rifampin
Etosuximida Acido salicilico
Gentamicina sulfato Tobramicina
Kanamicina Verapamil

Comparacién entre el ensayo en sangre completa CYCLO-Trac SP de DiaSorin y
HPLC

. Tipo de P Coeficiente

Estudio transplante Ecuacion lineal de regresion n

Farmacocinético N/A Y =0,9121X + 47 r=0,9719 373
Rifion Y =0,8022X+34 | r=0,9585 82

Universidad de Corazén | Y=09196X+50 | r=0,9223 42

Pensilvania Higado | Y=09572x+48 | r=0,9067 40

Centro médico de

Albany Rifién Y = 1,038X + 27 r=0,9124 187
Rifién Y =1,3074X+29 | r=0,9703 73

Universidad de Corazén | Y =1,4672X+16 | r=0,9696 75

Western Ontario Higado Y =1,3575X-12 | r=0,9067 63

La correlacion de los datos presentados representa los resultados de los estudios
realizados en una serie de laboratorios con procedimientos HPLC validados de forma
independiente. No deben realizarse comparaciones con estos datos y toda
comparacion de métodos debe realizarse tras un cuidadoso proceso de
estandarizacion de los métodos.

CONSULTE LA BIBLIOGRAFIA EN LA ULTIMA PAGINA.
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KIT "I RIA CYCLO-TRAC® SP-SANGUE INTERO

1. USOPREVISTO

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Il kit per I'analisi radioimmunologica CYCLO-Trac® SP Sangue Intero (RIA) serve per
la determinazione quantitativa di ciclosporina (Ciclosporina A, Ciclosporina,
Sandimmune®) nel sangue intero quando sono necessarie indicazioni nella scelta
terapeutica di pazienti che hanno subito trapianto di cuore, reni e fegato e assumono
ciclosporina.

AVVERTENZA: LA LEGGE FEDERALE STATUNITENSE LIMITA LA VENDITA E LA
DISTRIBUZIONE DI QUESTO APPARECCHIO A, O DIETRO PRESCRIZIONE DI, UN
MEDICO O AD UN LABORATORIO CLINICO; IL SUO USO E' LIMITATO A, O SU
ORDINE DI, UN MEDICO. IL KIT RIA CYCLO-TRAC SP DEVE ESSERE UTILIZZATO
SOLO CON CICLOSPORINA.

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI

La ciclosporina (Ciclosporina A, Ciclosporina, Sandimmune) € un undecapeptide
ciclico di origine fungina con potenti proprieta immunosoppressive.'? Anche se si sta
ancora studiando il suo meccanismo di azione, la ciclosporina sembra influire sul
metabolismo sia dei linfociti T-helper sia dei linfociti T-soppressore, che indeboliscono
il sistema immunitario.>5

Sebbene questo farmaco abbia dimostrato la sua capacita di prevenire il rigetto nei
trapianti di nuovi organi,5® sono stati riferiti vari effetti indesiderati,’" i piu gravi dei
quali sono nefrotossicita ed epato-tossicita associati ad elevati livelli nel sangue di
questo farmaco.'>'® Inoltre, l'assorbimento e il metabolismo della ciclosporina &
altamente variabile da paziente a paziente.'-'° Pertanto, & necessario individualizzare
e monitorare i dosaggi al fine di ottenere un immunosoppressione ottimale e ridurre gli
effetti collaterali indesiderati.’®'® Quasi tutta la ciclosporina presente nel sangue intero
€ legata ai globuli rossi e alle proteine plasmatiche.?>?2 Questa distribuzione ¢
determinata dalle variazioni di temperatura e dall'ematocrito.?'?2 Per assicurare risultati
costanti, € necessario stabilire un protocollo standardizzato per il prelievo del sangue.'

Attualmente sono disponibili due metodi per monitorare i livelli di ciclosporina nei
pazienti: cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC) ed analisi radioimmunologica
(RIA). Il metodo RIA di prima generazione utilizzava anticorpi policlonali i quali
presentavano elevata reattivita incrociata con i metaboliti in circolazione.?® | valori della
ciclosporina ottenuti da questi metodi RIA invariabilmente superavano quelli ottenuti
mediante HPLC.?* |l metodo RIA di seconda generazione si basa su una tecnologia di
anticorpo monoclonale.?® Sono stati sviluppati anticorpi monoclonali sia specifici sia
non specifici. L'anticorpo specifico misura solo il composto parente della ciclosporina e
da valori simili a quelli ottenuti con HPLC. L'anticorpo non specifico misura sia il
composto parente sia i metaboliti € da risultati simili a quelli dei metodi RIA di prima
generazione.®

3. PRINCIPIO DELL'ANALISI

Il kit RIA DiaSorin CYCLO-Trac SP Sangue intero impiega un anticorpo monoclonale
specifico che misura solo la ciclosporina e non presenta alcuna reattivita incrociata
significativa con i suoi metaboliti. Per i calibratori, i controlli e i campioni & richiesta una
fase di estrazione con metanolo prima dell'analisi. L'analisi stessa consiste di un'unica
fase di incubazione e utilizza una tecnica di separazione di fase con doppio anticorpo.
Per semplificare la procedura, il primo anticorpo (monoclonale del topo specifico per
Ciclosporina A) e il secondo anticorpo (scimmia anti-topo) vengono premiscelati con un
carrier (normale siero di topo) per produrre un unico reagente denominato
Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.
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Per stabilire i livelli di ciclosporina con questo kit, i campioni di sangue intero, i
calibratori e i controlli vengono dapprima estratti con metanolo. Gli estratti vengono
quindi combinati con tracciante etichettato con iodio-125 e Anti-CYCLO-Trac SP
ImmunoSep. Dopo un'ora di incubazione, le provette vengono centrifugate, lasciate
decantare e quindi contate. La quantita di radioattivita rimanente nel precipitato &
inversamente pro-porzionale alla concentrazione di ciclosporina presente nel
campione.

4. REAGENTI FORNITI CON IL KIT

CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (BLU) 1 fiala/9 mL

Calibratori CYCLO-Trac SP (0-6) 1 fiala/2 mL, 5 fiale/1 mL
CYCLO-Trac SP ImmunoSep 2 fiale/100 mL
Tracciante CYCLO-Trac SP (ROSSO) 1 fiala/20 mL

Controlli CYCLO-Trac SP 2 fiale/1 mL

Numero di test 200

CONSERVAZIONE: Il kit deve essere conservato a 2-8°C. Dopo l'apertura, conservare
ogni reagente a 2-8°C fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta. | reagenti non
devono essere utilizzati dopo la data di scadenza. La data di scadenza del kit &
indicata sull'etichetta esterna e si riferisce alla data di scadenza del tracciante.

Non si devono mescolare reagente di lotti diversi.

4.1 CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (blu): reagente pronto all'uso

La premiscela di siero scimmia anti-topo/normale siero di topo & diluita in soluzione
salina con tampone fosfatico contenente 0.08% sodio azide e una sostanza
surfactante. E stato aggiunto colorante blu. Agitare energicamente immediatamente
prima dell'uso.

4.2 Calibratori CYCLO-Trac SP (0-6): reagente pronto all'uso

Il siero privo di ciclosporina contiene 0.1% sodio azide e una sostanza surfactante. Sei
calibratori per ciclosporina, a concentrazioni normali varianti fra 0-1200 ng/mL, sono
prediluiti nel siero umano contenente 0.1% sodio azide e una sostanza surfactante. |
valori esatti delle concentrazioni vengono assegnati in base al lotto e sono indicati sulle
etichette delle fiale. Il calibratore DiaSorin CYCLO-Trac SP ¢ stato calibrato in base
allo standard di riferimento USP per ciclosporina. Eventuali confronti con altri prodotti o
procedure devono essere fatti in base a questo standard di riferimento. | calibratori del
kit dimostrano commutabilitd con i campioni del paziente quando usati con reagenti e
con la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro, come consigliato.

4.3 Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep: reagente pronto all'uso

Anticorpo  monoclonale topo anti-ciclosporina e premiscela siero scimmia anti-
topo/normale siero di topo diluito in soluzione salina con tampone fosfatico contenente
0.08% sodio azide e una sostanza surfactante. Agitare energicamente immediata-
mente prima dell'uso.

4.4 '] CYCLO-Trac SP (rosso): reagente pronto all'uso

Un derivato della ciclosporina & etichettato con iodio-125 e diluito in un tampone
citrato-EDTA che contiene 0.05% sodio azide, siero umano e una sostanza
surfactante. E stato aggiunto colorante rosso.

4.5 Controlli CYCLO-Trac SP (livello 1 e livello 2): reagente pronto all'uso

Nel siero umano & aggiunta una quantitd necessaria di ciclosporina A in modo da
ottenere una concentrazione nei range specificati. | range per ogni lotto sono stampati
sulle fiale dei controlli inclusi in ogni kit. Vengono aggiunti 0,1% sodio azide ed altri
stabilizzanti.
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5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Non per uso interno o esterno su animali o persone.

REAGENTI CONTENENTI MATERIALE DI PROVENIENZA UMANA
Trattare come potenzialmente infettivi.

Ogni unita di siero/plasma da donatore usata nella preparazione di questo prodotto &
stata testata con una metodica approvata dalla FDA statunitense e trovata non reattiva
per la presenza di HBsAg, anticorpi ad HCV ed anticorpi ad HIV 1/2. Anche se questi
metodi sono estremamente accurati, non € garantita la localizzazione di tutte le unita
infette. Questo prodotto puo inoltre contenere altro materiale di provenienza umana per
il quale non esiste un test approvato. Poiché nessuna metodologia di test approvata
puo offrire garanzia completa sull'assenza del virus dell'epatite B (HBV), dell'epatite C
(HCV), del virus di immunodeficienza (HIV) o di altri agenti infettivi, tutto il materiale di
provenienza umana deve essere trattato in conformita con le buone pratiche di
laboratorio adottando le precauzioni appropriate come descritto nei manuali dei
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health, “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories,” quarta edizione, Maggio 1999 o edizione
corrente.

REAGENTI CONTENENTI SODIO AZIDE

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide
puo reagire con componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche
altamente esplosive. Al momento dello smaltimento, lavare con abbondante acqua al
fine di evitare la formazione di azide. Per ulteriori informazioni, consultare
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” nel manuale
Guide-Safety Management No. CDC-22 pubblicato dai Centri per il controllo e la
Prevenzione delle malattie di Atlanta, GA, 1976.

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Dannoso per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).

R 32 - Contact with acids liberates very toxic gas (Il contatto con acidi libera gas
altamente tossico).

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water (Dopo il contatto
con la pelle, lavare immediatamente con abbondante acqua).

REAGENTI CONTENENTI IODIO-125

Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 9 pCi (333 kBq) di iodio-125.
Adottare precauzioni adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione,
la manipolazione e lo smaltimento di questo materiale.
Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:
Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato
unicamente da personale medico, veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria,
laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in vitro clinici o di laboratorio che non
prevedano la somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni da esso
derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso, la conservazione, l'uso e il
trasferimento sono soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory
Commission statunitense dello stato con cui la Commissione ha stipulato un accordo
per l'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area

specificatamente designata.

2. L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al
personale autorizzato.

3. Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.
4. Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.

57



5. Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con
detergente alcalino o soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli
oggetti in vetro usati devono essere accuratamente risciacquati con acqua prima
di lavarli con altri oggetti in vetro del laboratorio.

Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:

L'acquisto, I'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti
alle norme e alle condizioni della licenza specifica.

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della
California per provocare cancro.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pud
essere leggermente diversa dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e
sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante
indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale
informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.
6. INDICAZIONI DI POSSIBILE DETERIORAMENTO DEI REAGENTI DEL KIT
6.1 La presenza di particolato anomalo in uno qualsiasi dei reagenti.

6.2 Uno sfasamento nella pendenza o posizione della curva di calibrazione
rispetto a quella che normalmente si ottiene.

6.3 Una diminuzione del legame massimo.
6.4 Un legame altamente non specifico.
6.5 Scarsa riproducibilita fra i duplicati.
7. PRELIEVO DEI CAMPIONI E PREPARAZIONE

Sono richiesti cento microlitri di sangue intero EDTA per la procedura di estrazione con
CYCLO-Trac SP.

NOTA: Non usare campioni contenenti eparina.’® 2’

PRELIEVO E CONSERVAZIONE DEL SANGUE INTERO

Prelevare il sangue mediante venopuntura in una provetta di vetro da 5 o 10 mL sotto
vuoto. Si consiglia di usare EDTA (7.2 mg/5 mL di sangue) come anticoagulante. Non
sono richiesti altri additivi o conservanti per mantenere l'integrita del campione. Se i
campioni non vengono utilizzati immediatamente, possono essere conservati a 2-8°C o
a temperatura inferiore fino a 7 giorni. Per tempi di conservazione piu lunghi (fino a
3 mesi), i campioni dovranno essere congelati a -20°C o a temperatura inferiore.?2°

| campioni di sangue intero che sono stati conservati a temperatura di 4°C, o che non
sono stati lavorati immediatamente, devono essere mescolati accuratamente prima di
prelevare campioni da analizzare con il kit CYCLO-Trac SP Sangue intero.
8. ATTREZZATURE E MATERIALI NECESSARI, NON FORNITI IN
DOTAZIONE
8.1 Provette in vetro borosilicato monouso, 12 x 75 mm.
8.2 Centrifuga a temperatura controllata adatta per 12 provette da 75 mm.
8.3 Contatore ad emissione di scintille gamma adatto per il conteggio di iodio-125.
8.4 Mixer Vortex.
8.5 Dispositivi per operazioni con pipetta:
a. Pipette a sostituzione positiva da 400 uL, 100 uL e 50 pL.
b. Dosatori a ripetizione calibrati per inviare 1.0 mL e 100 pL.
8.6 Metanolo (di grado HPLC).
8.7 Cappucci per le provette di estrazione (Scientific Products N. T1226-32).
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9.

PROCEDURA DI ANALISI

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

9.9

9.10

9.11

9.12
9.13

9.14

Etichettare 12 provette in vetro da 75 mm per ogni calibratore, controllo e
campione non noto.

Versare 400 pL di metanolo (di grado HPLC) in ogni provetta utilizzando una
pipetta a sostituzione positiva.* Coprire le provette con pellicola qualora i
campioni non siano ancora pronti.

Aggiungere nel metanolo i calibratori, i controlli e i campioni di sangue intero
utilizzando una pipetta da 100 uL a sostituzione positiva.*

NOTA: Iniettare lentamente il campione tenendo la punta della pipetta
leggermente sotto la superficie del metanolo.

Immediatamente dopo I'aggiunta del campione, chiudere ogni provetta e agitare
nel vortex per 15 secondi.

Centrifugare le provette chiuse a 1600 x g** a 20-25°C per 5 minuti.

Fare attenzione che gli estratti non evaporino prima di iniettarli nelle provette di
analisi.

Preparare 12 provette da 75 mm in base al protocollo dello Schema di analisi
(sul retro della copertina).

Lasciare che i reagenti si stabilizzino a temperatura ambiente (20-25°C) prima
di usarli per I'analisi.

Aggiungere i reagenti come indicato di seguito:

a. Provette per il conteggio totale
100 pL di 'l CYCLO-Trac SP (rosso)

b. Provette per legame non specifico (NSB)
50 uL di calibratore 0 estratto
100 pL di I CYCLO-Trac SP (rosso)
1.0 mL di CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (blu) ben mescolato

c. Calibratore 0 CYCLO-Trac SP
50 pL di calibratore O CYCLO-Trac SP estratto
100 pL di %I CYCLO-Trac SP (rosso)

d. Calibratori CYCLO-Trac SP (A-E)
50 pL di calibratore CYCLO-Trac estratto
100 pL di %I CYCLO-Trac SP (rosso)

e. Controllo e campioni non noti
50 pL di campione estratto
100 pL di %I CYCLO-Trac SP (rosso)

Agitare energicamente il flacone di Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep;
aggiungere immediatamente 1.0 mL di reagente ben mescolato in tutte le
provette, eccetto le provette per il conteggio totale e NSB.

Agitare energicamente le provette nel Vortex e lasciare in incubazione per
un'ora a 20-25°C.

Centrifugare le provette a 1600 x g** per 20 minuti a 20-25°C.

Far decantare immediatamente i liquidi superficiali da tutte le provette, eccetto
le provette per il conteggio totale, capovolgendole per un tempo massimo di
2 minuti. Asciugare le provette su carta assorbente per rimuovere eventuali
gocce di liquido superficiale che possono essere rimaste sui bordi prima di
riportare in posizione verticale.

Usando un contatore ad emissione di scintille gamma, contare il precipitato di
ogni provetta e delle provette per il conteggio totale per un tempo sufficiente a
raggiungere la precisione statistica (vedere la sezione Limiti della procedura).

* In alternativa, & possibile estrarre 200 yL di campione con 800 pL di
metanolo. s )

g= (1118 x 10™) (raggio in cm) (rpm)

*k
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10. COMMENTI ALLA PROCEDURA

10.1 Per ottenere la massima precisione ed esattezza, le fasi di estrazione con
metanolo devono essere attentamente seguite; si devono utilizzare pipette a
sostituzione positiva (SMI) per distribuire sia il metanolo sia i campioni. Le
pipette a sostituzione positiva sono inoltre necessarie per trasferire 50 pL di
estratto in ogni provetta di analisi.

10.2 Aggiungere ogni aliquota di reagente al terzo inferiore della provetta di analisi
al fine di garantire una miscela completa di reagenti.

10.3 Provette monouso di alcuni costruttori possono dare legami non specifici
elevati o provocare un maggiore scivolamento del precipitato.

10.4 | reagenti ImmunoSep devono essere agitati energicamente immediatamente
prima dell'uso.

10.5 Se un campione da una lettura maggiore rispetto al calibratore superiore,
estrarre nuovamente il campione utilizzando un rapporto sangue: metanolo
superiore a 1:4 (si consiglia 1:9 o 1:19). Moltiplicare i risultati dell'analisi per il
fattore di correzione idoneo.

10.6 Se non €& possibile lasciar decantare le provette nei 5 minuti dopo I'arresto
della centrifuga, si consiglia di centrifugare nuovamente le provette.

10.7 Eseguire I'analisi immediatamente dopo la fase di estrazione.

11. CONTROLLO DI QUALITA'

Ogni laboratorio dovrebbe includere almeno due controlli in ogni analisi per garantire la
validita dei risultati di ogni analisi. Se si impiegano controlli non analizzati e non é stata
stabilita una deviazione media e standard, tali deviazioni dovranno essere stabilite per
ogni controllo sulla base di un minimo di dieci analisi. Si pud quindi ottenere un range
accettabile di valori per questi controlli utilizzando +2 deviazioni standard dei valori
determinati in precedenza. Il Laboratorio di Controllo della Qualita DiaSorin ha stabilito
un range per i controlli inclusi nel kit. | range sono stampati sulle fiale dei controlli.
Evitare di scambiare i reagenti del kit, ad eccezione del tracciante '?°l CYCLO-Trac SP.
Per monitorare completamente la costanza e la validita di un'analisi RIA, si devono
controllare altri fattori. DiaSorin consiglia di controllare regolarmente i seguenti
parametri per garantire prestazioni costanti del kit.

a. Conteggi totali

b. Legame massimo

Conteggi al minuto (CPM) della provetta del calibratore 0/CPM medio delle provette
per il conteggio totale.

c. Legame non specifico

CPM della provetta NSB/CPM medio delle provette per il conteggio totale.

d. Pendenza della curva di calibrazione

Ad esempio, monitorare i punti a 80, 50 e 20% della linea del calibratore per la
riproducibilita analisi-dopo-analisi.

12. CALCOLO DEI RISULTATI
Esistono molti metodi per calcolare i risultati di RIA, ognuno tende ad ottenere una curva di
calibrazione mediante tracciamento dell'estensione del legame rispetto alle concentrazioni
indicate dei calibratori. La curva dellanalisi CYCLO-Trac SP si oftiene mediante
tracciamento della percentuale di B/Bgrispetto alla concentrazione di log.

12.1 Calcolare il CPM medio per ogni calibratore, controllo e campione paziente.
12.2 Sottrarre il CPM medio delle provette NSB da tutti i conteggi per ottenere il CPM
esatto.
12.3  Dividere il CPM corretto di ogni calibratore, controllo o campione paziente per
il CPM corretto del calibratore 0.

CPM del calibratore o campione paziente - CPT di NSB

) _ x 100
7 B/Bo CPM del calibratore 0 - CPM di NSB
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12.4 Utilizzando carta millimetrata semi-logaritmica a tre cicli, tracciare Ila
percentuale di B/Bp dei calibratori (asse Y) rispetto alla concentrazione
corrispondente
(asse X).

12.5 Tracciare una curva di miglior interpolazione fra i punti.

12.6 Interpolare le concentrazioni di ciclosporina dei campioni paziente dalla curva di
calibrazione.

Nella pratica, la maggior parte dei laboratori utilizza un sistema di riduzione dei dati su
computer. DiaSorin consiglia di usare un programma a retta curviinea o a
interpolazione di curva logistica con 4 parametri (4PL).

NOTA: NON usare una scala di concentrazione lineare (asse X) e/o una scala logit
B/Bo (asseY).

RIDUZIONE DEI DATI
Il Laboratorio di controllo di qualita DiaSorin utilizza una retta curvilinea uniforme.

TABELLAI
Dati campione DiaSorin CYCLO-Trac SP Sangue intero

Percentuale

CPM CPM CPM Bound Percent. Konz.
Provetta duplicato medio corretto (B/T) (B/B0) (ng/mL)
t%‘t’;tsgg'o 51.045  50.892
50.738
NSB 1.221 1.328 2,6
1.434
Calibratore 0 25.323 25.432 24.104 50,0
25.541
Calibratori (ng/mL)
A (20) 22.781 22.806 21.478 89,1
22.830
B (61) 19.850 19.624 18.296 75,9
19.397
C (154) 14.843 14.911 13.583 56,4
14.978
D (379) 9.506 9.570 8.242 34,2
9.633
E (1099) 4.893 4.858 3.530 14,6
4.823
Campioni non noti
1 16.225 16.122 14.794 61,4 126
16.019
2 9.764 9.570 8.242 34,2 379
9.375

| dati di campioni tipici e una curva di calibrazione sono riportati nella TABELLA | e
nella FIGURA 1; queste informazioni servono solo a scopo di riferimento e non
devono essere usate per il calcolo dei valori.
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CURVA DI CALIBRAZIONE CYCLO-Trac” SP PER
CAMPIONE DI SANGUE INTERO

wBHe
100

L+

4
L+

40

ngfml

FIGURA 1

13. LIMITI DELLA PROCEDURA
13.1 | campioni non devono essere congelati e scongelati ripetutamente.

13.2 Il conteggio delle volte dovrebbe essere sufficiente per prevenire errori
statistici.

13.3 Gli anticorpi monoclonali, quali OKT3, sono stati presi in esame e non & stata
notata alcuna interferenza nell'analisi.

14. VALORI PREVISTI

I livelli ematici terapeutici per la ciclosporina nei pazienti che hanno subito trapianto di
rene, cuore e fegato non sono stati definitamente stabiliti. Ciod in parte & dovuto ai vari
protocolli di cura per il trapianto eseguito, i metodi disponibili per la misurazione della
ciclosporina e la concomitante somministrazione di altri farmaci immunosoppressivi
con la ciclosporina.®:30.31

E stata eseguita una valutazione clinica del kit CYCLO-Trac SP Sangue intero presso
gli ospedali universitari di London, Ontario e Albany, New York, su pazienti che hanno
subito trapianti di rene, cuore e fegato. Durante tali valutazioni sono stati misurati i
livelli di trough blood temporali. Sono stati esaminati i valori di trough blood dopo il
trapianto da 4 a 90 giorni per rene (n = 10), cuore (n = 10) e fegato (n = 10) presso
I'ospedale universitario di London nell'Ontario. Una simile valutazione & stata condotta
su pazienti con trapianto di rene (n = 18) presso l'ospedale universitario di Albany, New
York. Ad Albany, sono stati esaminati i livelli di trough blood dal giorno del trapianto per
199 giorni dopo il trapianto.
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La TABELLA Il indica i valori ematici di ciclosporina medi ed eventi significativi (rigetto
o nefrotossicita) osservati in pazienti trapiantati dell'ospedale universitario di London in
Ontario. Presso questo centro, i livelli ematici dei pazienti sono stati mantenuti da
400 a 650 ng/mL di ciclosporina a seconda del tipo di trapianto e delle condizioni
cliniche del paziente.

TABELLAII

Valori temporali di ciclosporina nel sangue intero nei pazienti trapiantati di rene, cuore
e fegato misurati con il kit CYCLO-Trac SP Sangue intero.

Giormo Rene? Cuore® Fegato®
post CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)
operatoric N Evento 9Media D.S. N Eventod Media D.S N Evento 9 Media D.S.
0 - - - - - - - - - - - -
4 8 2 438 269 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102
Totale eventi 24 13 3

a Ciclosporina: da 3,75 mg/kg a 5 mg/kg |.V. passando a 12 mg/kg in due dosaggi
suddivisiappena possibile, prednisone 2-5 mg/kg con diminuzione a 20 mg/day,
metilpredniso-lone 1-2 mg/kg. In assenza di funzione renale, la ciclosporina € stata
sospesa ed € stato somministrato OKT3 5 mg/kg per 10 giorni.

® La ciclosporina & stata iniziata il terzo giorno post-operatorio 5 mg/kg in due dosaggi
suddividi, prednisone 15 mg al giorno ridotti gradualmente, azatioprina in aggiunta
come indicato, ALG 50 mg/kg somministrato una volta e continuato solo come
indicato, OKT3 5 mg/kg |.V. per 7 giorni come indicato.

¢ Ciclosporina data per L.V. inizialmente con dose orale iniziata il quinto giorno a
4 mg/kg e mantenuta al livello ematico desiderato, prednisone 15 mg al giorno
ridotto gradualmente, azatioprina 2-2.5 mg/kg e sospesa quando le piastrine
iniziavano a diminuire, metilprednisolone 500 mg nel corso dell'intervento e 15 mg
1.V. per 10 giorni, OKT3 5 mg/kg per 10 giorni.

4 Nefrotossicita o rigetto.
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La TABELLA Il indica i valori ematici medi ed equivalenti livelli di creatinina in
18 pazienti trapiantati di rene presso l'ospedale universitario di Albany, New York.3?
Ad Albany, i pazienti sono stati mantenuti a livelli di trough blood di ciclosporina 100 -
300 ng/mL.

TABELLAIII

Valori temporali di ciclosporina nel sangue intero in 18 pazienti con trapianto di rene
misurati con il kit CYCLO-Trac SP Sangue intero.

Giorno Ciclosporina Livelli di creatinina
post? (ng/mL) (mg/dL)

Settimana  operatorio N°  Media D.S. N Media D.S. MIN MAX
1 0-7 12 151 128 143 4,9 4,0 0,7 18,0
2 8-14 16 185 96 125 2,7 2.2 1,1 8,2
3 15-21 19 173 94 94 27 19 1,1 9,4
4 22-28 17 198 146 76 30 19 1,1 8,5
5 29-35 22 210 168 70 29 17 1,2 8,2
6 36-42 17 164 63 68 25 1,1 1,1 5,6
7 43-49 14 175 53 55 24 11 1,1 54
8 50-56 17 198 99 42 21 1,0 1,2 54
9 57-63 16 176 54 40 31 27 1,0 10,9
10 64-70 4 199 59 34 35 33 0,9 11,7
11 71-77 18 146 73 27 3,0 3,1 0,9 11,1
12 78-84 5 142 76 18 35 33 1,1 11,2
13 85-91 1 304 - 7 42 03 3,6 4,6
14 92-98 1 317 - 10 34 11 1,7 4,8
15 99-105 2 121 10 9 4,1 1,6 2,0 5,5
16 106-112 1 49 - 5 54 25 1,7 8,7
17 113-119 1 79 - 3 16 0,1 1,6 1,7

@ Pazienti trattati con ciclosporina 2-5 mg/kg (ad intervalli di 12 ore), azatioprina
4 mg/kg prima dell'intervento e ridotto a 0,75 - 1,0 mg/kg, e metilprednisolone
somministrato
in bolo di 300 mg, quindi regolato a 20 mg/giorno entro 30 giorni dopo il trapianto e
10 mg/giorno entro 60 giorni dopo il trapianto.

> Determinazioni di ciclosporina individuali.

| risultati di questi studi dimostrano che i livelli di ciclosporina nel sangue sono stati
mantenuti ai livelli desiderati per ogni tipo di trapianto, come indicato dai protocolli per i
trapianti utilizzati presso ogni centro.

Poiché la ciclosporina pud produrre livelli ematici diversi in pazienti diversi,
l'interpretazione dei risultati e la regolazione del dosaggio di ciclosporina deve con-
siderare il periodo post-operatorio, altri farmaci somministrati e informazioni cliniche del
caso concernenti il paziente.

INTERAZIONE DI FARMACI

Quanto segue é stato riferito dalla Sandoz LTD., Basilea, Svizzera per il farmaco
Sandimmune® (ciclosporina):

La ciclosporina viene ampiamente metabolizzata dal fegato. Pertanto, il suo livello nel
sangue intero pud essere condizionato da farmaci che hanno effetto sugli enzimi
microsomali epatici, in particolare il sistema citocromo P-450. Le sostanze note che
inibiscono questi enzimi riducono il metabolismo epatico e aumentano i livelli di
ciclosporina nel sangue intero.
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| farmaci che sono stati indicati aumentare la concentrazione di ciclosposrina nel
sangue intero sono danazolo, chetoconazolo, eritromicina, nicardipina, diltiazem,
metiltestosterone e i contraccettivi orali. Le sostanze che inducono ['attivitd di
citocromo P-450 aumentano il metabolismo epatico e diminuiscono i livelli di
ciclosporina nel sangue intero.

| farmaci che sono stati indicati diminuire la concentrazione nel sangue intero di
ciclosporina sono rifampicina, fenitoina, fenobarbitale, trimetoprim 1.V. con sulfa-
metossazolo e carbamazepina. Il monitoraggio di ciclosporina nel sangue e idonea
regolazione del dosaggio sono indispensabili quando questi farmaci sono usati in
concomitanza.

E stato notato che la clearance di prednisolone & minore nei pazienti trattati con
ciclosporina e che i livelli di ciclosporina nel sangue intero, misurati mediante RIA,
aumentano dopo la somministrazione di dosi elevate di metilprednisolone.

15. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLE PERFORMANCE
15.1 Precisione
Variazioni intra-analisi (valori = ng/mL)

Valore medio D.S. (% C.V.) N
BASSO 46 4,9 10,7 25
MEDIO 186 6,0 3,2 25
ALTO 625 19,2 3,1 25
Risultati delle variazioni intra-analisi da uno studio di perizia multicentrico in cui sono
stati usati campioni di sangue intero.
Media ciclosporina o
(ng/mL) D.S. (% C.V.)) N
91 15,0 16,5 5
Centro 1* 203 27,9 13,7 5
543 53,7 9,9 5
71 6,7 9,5 5
Centro 2 173 12,9 7,58 5
466 41,5 8,9 5
78 54 6,8 5
Centro 3 195 18,4 9,4 5
500 50,2 10,0 5
87 6,9 7,9 5
Centro 4 200 13,5 6,8 5
505 42,5 8,4 5
78 3,6 4,6 5
Centro 5 192 10,2 5,3 5
497 23,9 4,8 5

* Indica variazione intra-analisi rilevata in un laboratorio all'inizio delle analisi-
radioimmunologiche.
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15.2 ACCURATEZZA: L'ACCURATEZZA DELL'ANALISI E STATA CONTROLLATA
DA UN TEST DI LINEARITA E DA UN TEST DI RECUPERO.

Linearita (Parallelismo)

Recupero medio per 30 campioni diluiti in serie (range di concentrazione 132-
1716 ng/mL).

(fattore di diluizione x valore del campione diluito)

% di recupero = 100 x
° P (valore del campione non diluito)

Diluizione 12 1/4 1/8

% di recupero 96,1 93,3 95,9

D.S. 13,7 19,2 22,6

(% C.V.) 14,3 20,6 23,6
Precisione

Studio di recupero: Recuperi medi a 3 livelli di ciclosporina aggiunta per 5 campioni,
6 replicati ciascuno (n=30).

Ciclosporina
aggiunta (ng/mL) % di recupero D.S. (% C.V.)
Livello 1 95 119 17 14
Livello 2 212 109 11 10
Livello 3 467 97 7 7

15.3 Sensibilita analitica (limiti di rilevazione)

Se definita come concentrazione apparente a 3 deviazioni standard dai conteggi
a legame massimo, la sensibilitd media dell'analisi CYCLO-Trac SP Sangue intero &
8.7 ng/mL (n=20).

15.4 Specificita analitica

Reattivita incrociata media dei metaboliti di ciclosporina nell'analisi CYCLO-Trac SP
Sangue intero. La reattivita incrociata & cosi definita:

(Concentrazione di ciclosporina al 50% di B/Bo)
100 x

(Concentrazione di metabolita al 50% di B/Bo)

Metabolita ciclosporina % di reattivita incrociata

1 1,7
8 <0,1
13 0,1
17 0,7
18 0,2
21 0,8

66



15.5 Interferenza

Le seguenti sostanze sono state aggiunte in aliquote di un pool di sangue intero
contenente ciclosporina (160-250 ng/mL). Nessuna di queste sostanze ha interferito
con la misurazione della ciclosporina quando presente nelle concentrazioni indicate di
seguito.

Sostanza Concentrazione
Colesterolo 100-1000 mg/dL
Trigliceridi 300-1000 mg/dL
Bilirubina 5-30 mg/dL
Azatioprina 50-200 ng/mL
Cimetidina 500-1000 ng/mL
Nifedipina 100-200 ng/mL
6-metil-prednisolone 20-60 ng/mL
OKT3 1500 ng/mL

| farmaci indicati nell'elenco che segue, somministrati contemporaneamente, sono stati
testati a livelli fino a 100 pg/mL e non sono stati notati interferire con I'analisi:

Acetaminofene Lidocaina
N-Acetilprocainamide Metoclopramide
Cefalosporine Nafcillina
Cloramfenicolo Penicillina
Digossina Propranololo
Disopiramide Rifampicina
Etosuccimide Acido salicilico
Gentamicina solfato Tobramicina
Kanamicina Verapamil

Confronto fra I'analisi DiaSorin CYCLO-Trac SP Sangue intero e HPLC

. Tipo di . . Coefficiente di
Studio : Equazione lineare . n
trapianto regressione

Farmacocinetica N/D Y =0,9121X + 47 r=0,9719 373

. Rene Y =0,8022X + 34 r=0,9585 82
Universita della Cuore Y =0,9196X + 50 r=0,9223 42
Pennsylvania Fegato Y =0,9572X + 48 r=0,9067 40
Albany Medical
Center Rene Y =1,038X + 27 r=0,9124 187

) ) Rene Y =1,3074X + 29 r=0,9703 73
University of Cuore Y =1,4672X + 16 r=0,9696 75
Western Ontario Fegato Y =1,3575X - 12 r=0,9067 63

| dati di correlazione presentati indicano i risultati degli studi effettuati in vari laboratori
che utilizzano procedure HPLC convalidate indipendentemente. Nessun confronto
dovra essere fatto con questi dati, ed eventuale confronto di metodi deve essere fatto
solo dopo aver ottenuto una attenta standardizzazione dei metodi.

FARE RIFERIMENTO ALL'ULTIMA PAGINA PER LA BIBLIOGRAFIA
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KIT DE RADIOIMUNOENSAIO DE SANGUE TOTAL SP'?°l CYCLO-TRAC®

1. USOINDICADO

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

O kit de radioimunoensaio (RIA) de Sangue Total SP CYCLO-Trac® destina-se a
medi¢édo quantitativa da ciclosporina (Ciclosporina A, Ciclosporina, Sandimmune®) no
sangue total como forma de auxiliar na gestéo de pacientes submetidos a transplantes
do coragéo, dos rins e do figado que estejam a receber ciclosporina.

ATENGAO: A LEI FEDERAL DOS E.U.A. RESTRINGE A VENDA E DISTRIBUICAO
DESTE DISPOSITIVO A, OU POR ORDEM DE, MEDICOS OU LABORATORIOS CLINICOS;
O SEU USO E RESTRITO A, OU POR ORDEM DE, UM MEDICO. O KIT RIA SP CYCLO-
TRAC DESTINA-SE A SER UTILIZADO EXCLUSIVAMENTE COM A
CICLOSPORINA.

2. RESUMO E EXPLICAGAO

A ciclosporina (ciclosporina A, ciclosporina, ciclosporina, Sandimmune) é um
undecapéptido ciclico de origem fungica com poderosas propriedades imuno-
supressoras.” 2 Ainda que o seu mecanismo de acgao se encontre a ser estudado, a
ciclosporina parece afectar o metabolismo dos linfécitos T "helper" e dos linfécitos
T supressores, 0s quais debilitam o sistema imunitario.®®

Apesar deste farmaco ter demonstrado a sua utilidade ao evitar a rejeicdo de novos
orgaos transplantados,®® também apresenta alguns efeitos adversos,®' os mais
graves dos quais s@o as nefro- e hepa-totoxicidades associadas aos niveis elevados
deste farmaco no sangue'®' . Além disso, a absorgao e o metabolismo da ciclosporina
é altamente variavel de paciente para paciente.”-'® Assim, as dosagens devem ser
individualizadas e monitorizadas de forma a ser possivel alcangar uma
imunosupressdo 6ptima e a minimizar os efeitos laterais adversos.’®'® A quase
totalidade da ciclosporina presente no sangue total esta ligada aos glébulos vermelhos
e as proteinas plasmaticas.?>?? Esta distribuicdo é afectada por variagbes da
temperatura e dos hematdcritos.?'?2 Para assegurar resultados consistentes, é
necessario um protocolo normalizado para a recolha de sangue.

Estéo actualmente disponiveis dois métodos para monitorizar os niveis de ciclosporina
nos pacientes: a cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) e o radioimunoensaio
(RIA). Os radioimunoensaios de primeira geracéo utilizavam anticorpos policlonais que
apresentavam uma elevada reactividade cruzada com os metabdlitos em circulagdo.?
Os valores de ciclosporina gerados por esses radioimunoensaios excediam
invariavelmente os valores gerados pela HPLC.?#* Os radioimunoensaios de segunda
geracdo baseiam-se em tecnologias de anticorpos monoclonais.?®* Foram
desenvolvidos anticorpos monoclonais especificos e ndo especificos. O anticorpo
especifico mede apenas o composto precursor da ciclosporina e gera valores
semelhantes aos obtidos pela HPLC. O anticorpo ndo especifico mede o composto
precursor e os metabdlitos, produzindo resultados semelhantes aos obtidos pelos
radioimunoensaios de primeira geragéo.?

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

O radioimunoensaio de Sangue Total SP CYCLO-Trac da Diasorin emprega um
anticorpo monoclonal especifico que mede apenas a ciclosporina e que nao
demonstra qualquer reactividade cruzada significativa com os seus metabdlitos. Antes
do ensaio, é necessaria uma fase de extracgdo do metanol para os calibradores, os
controlos e as amostras. O proprio ensaio consiste numa Unica etapa de incubacéo e
utiliza uma técnica de separacdo da fase do anticorpo duplo. Para simplificar o
procedimento, o primeiro anticorpo (monoclonal de rato especifico da Ciclosporina A),
e o segundo anticorpo (anti-rato de burro) sdo previamente misturados com um
catalisador (soro de rato normal) para produzir um reagente Unico designado
Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.
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Para determinar os niveis de ciclosporina com este kit, as amostras de sangue total,
os calibradores e os controlos comegam por ser extraidos com metanol. Os extractos
de metanol s&o depois combinados com iodo-125 rotulado como tragador da
ciclosporina e com Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep. Apos 1 hora de incubagdo, os
tubos sdo centrifugados, decantados, e depois, contabilizados. A quantidade de
radioactividade restante na pastilha é inversamente proporcional a concentragdo de
ciclosporina presente na amostra.

4. REAGENTES FORNECIDOS NO KIT

ImmunoSep CYCLO-Trac SP NSB (AZUL) 1 frasco/9 mL

Calibradores (0-6) CYCLO-Trac SP 1 frasco/2 mL, 5 frascos/1 mL
ImmunoSep CYCLO-Trac SP 2 frascos/100 mL

Tragador CYCLO-Trac SP (VERMELHO) 1 frasco/20 mL

Controlos CYCLO-Trac SP 2 frascos/1 mL

Numero de testes 200

ARMAZENAMENTO: Ao ser recebido, o kit deve ser armazenado a 2-8°C. Depois de
abrir, armazene cada reagente a 2-8°C até a data de validade no rétulo. Os reagentes
nao devem ser usados apds a data de validade. A data de validade do kit & indicada
no rétulo externo e corresponde a data de validade do tragador.

N&o misture reagentes de lotes diferentes.

4.1 ImmunoSep NSB CYCLO-Trac SP (azul): reagente pronto a usar

A pré-mistura de soro anti-rato de burro/soro de rato normal é diluida em salina de
tampéo fosfato com 0,08% de azida de sédio e um surfactante. E adicionado corante
azul. Agite vigorosamente imediatamente apoés a utilizagao.

4.2 Calibradores (0-6) CYCLO-Trac SP: reagente pronto a usar

O soro sem ciclosporina contém 0,1% de azida de sédio e um surfactante. Os seis
calibradores de ciclosporina, em concentragdes nominais entre 0-1200 ng/mL, sdo pré-
diluidos em soro humano com 0,1% de azida de sédio e um surfactante. Os valores
exactos da concentragao sdo atribuidos de acordo com cada lote, sendo indicados nos
rétulos dos frascos. O calibrador SP CYCLO-Trac da Diasorin foi calibrado em relagédo
ao padrao de referéncia USP Ciclosporina. Qualquer comparagédo com outros produtos
ou procedimentos deve ser feita utilizando este padrédo de referéncia. Os calibradores
do kit demonstram permutabilidade com as amostras de pacientes quando usados
com reagentes e um procedimento operacional deste teste de diagndstico in vitro tal
como recomendado.

4.3 ImmunoSep Anti-CYCLO-Trac SP: reagente pronto a usar

O anticorpo monoclonal anti-ciclosporina de rato e a pré-mistura de soro anti-rato de
burro/soro de rato normal séo diluidos numa solugao de tampao fosfato com 0,08% de
azida de sodio e um surfactante. Agite vigorosamente imediatamente antes de
utilizar.

4.4 s7125] CYCLO-Trac (vermelho): reagente pronto a usar

Um derivado da ciclosporina é rotulado com iodo-125 e diluido em tampao EDTA de
citrato, o qual contém 0,05% de azida de sédio, soro humano e um surfactante. E
adicionado corante vermelho.

4.5 Controlos CYCLO-Trac SP (nivel 1 e nivel 2): reagente pronto a usar

O soro humano é enriquecido com a quantidade adequada de ciclosporina A para
obter uma concentragéo dentro do intervalo especificado. Os intervalos para cada lote
estdo impressos nos frascos dos controlos incluidos em cada kit. Sao adicionados
0,1% de azida de sodio e outros estabilizadores.
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5. AVISOS E PRECAUGOES

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
N&o recomendado para o uso interno ou externo em seres humanos ou animais.

REAGENTES COM MATERIAL DE FONTE HUMANA
Trate como se fossem potencialmente infecciosos.

Cada unidade de doador de soro/plasma usados na preparagdo deste produto foi
testado por um método aprovado pelo FDA americano e determinado como nao
reactivo para a presenga de HBsAg, anticorpo para HCV e anticorpo para HIV 1/2.
Apesar destes métodos serem bastante precisos, ndo garantem que todas as
unidades infectadas sejam detectadas. Este produto também pode conter outros
materiais de origem humana para os quais ndo ha teste aprovado. Como nenhum
método de teste conhecido pode oferecer seguranca total em relagdo a auséncia do
virus da hepatite B (HBV), do virus da hepatite C (HCV), do virus da imunodeficiéncia
(VIH) ou de outros agentes infecciosos, todos los produtos que contém materiais de
origem humana devem ser manuseados de acordo com boas praticas laboratoriais
usando as precaugdes adequadas tal como descrito no Manual dos Centros
Americanos para Controlo e Prevengédo de Doencas e Institutos Nacionais de Saude,
“Bioseguranga em Laboratérios Microbiolégicos e Biomédicos,” (Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories), 42 edigao, Maio 1999, ou edi¢éo actual.

REAGENTES COM AZIDA DE SODIO

CUIDADO: Alguns reagentes neste kit contém azida de sodio. A azida de sédio pode
reagir com chumbo ou cobre para formar azidas de metal altamente explosivo. Ao
eliminar, lave com grande quantidade de agua para impedir a formagéo de azida. Para
mais informagdes, consulte “Descontaminac¢éo de drenos de pias de laboratérios para
remover sais de azidas,” no Manual Guia-Gestao de Seguranga N° CDC-22 emitido
pelos Centros de Controlo e Prevengao de Doengas, Atlanta, GA, 1976.

Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 1999/45/EC)

R20/21/22 - Nocivo pela inalagdo, em contacto com a pele e se ingerido.

R32 - O contacto com acidos liberta gas muito toxico.

S28 - Apos contacto com a pele, lave imediatamente com agua em abundancia.

REAGENTES COM IODO-125

Este kit contém material radioactivo que nédo excede 9 uCi (333 kBq) de iodo-125.
Devem ser tomadas todas as precaugbes apropriadas e usadas boas praticas
laboratoriais no armazenamento, manuseamento e eliminagéo deste material.

Para médicos ou instituicdes que recebam radio-isétopos sob uma licenga geral:

Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por
médicos, veterinarios na pratica da medicina veterinaria, laboratérios clinicos e
hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinico in vitro que néo
envolvam administragdo interna ou externa do material, ou a radiagdo deste para
seres humanos ou animais. A sua recepgdo, aquisi¢cdo, posse, uso e transferéncia
estdo sujeitos aos regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear
dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo chegou a acordo para o
exercicio da autoridade reguladora.

1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma area
especificamente designada.

2. O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal
autorizado.

3. Nao pipete material radioactivo por via oral.

N&o coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.

5. As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e em seguidas lavadas
com detergente alcali ou solucdo de descontaminagdo radiolégica. Qualquer
vidro usado deve ser enxaguado completamente em agua antes de lavar
qualquer outro material de vidro do laboratério.

B
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Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:

A recepgéo, uso, transferéncia e eliminagdo de materiais radioactivos estédo sujeitos
aos regulamentos e condigdes de sua licenca especifica.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico que provoca cancro,
segundo o Estado da Califérnia.

ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser
ligeiramente diferente do simbolo impresso no rétulo da caixa e no rétulo do frasco do
tragador. O rotulo da caixa e do frasco do tragador indicam a quantidade real de
radioactividade na data de calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade
tedrica no kit.
6. INDICAGOES DE POSSIVEL DETERIORAGAO DOS REAGENTES DO KIT
6.1 A presenca de particulas anormais em qualquer um dos reagentes.

6.2 Um deslocamento na inclinagdo ou na posigdo da curva do calibrador em
relacdo a que é normalmente obtida.

6.3 Uma diminuigdo na ligagdo maxima.
6.4 Uma ligacédo ndo especifica alta.
6.5 Reprodutibilidade deficiente entre duplicados.

7. RECOLHA E PREPARAGAO DE ESPECIMES

Sao necessarios cem microlitros de sangue total EDTA para o procedimento de
extracgao do sangue total CYCLO-Trac SP~.

NOTA: Nao utilize amostras heparinadas.’ %

RECOLHA E ARMAZENAMENTO DE SANGUE TOTAL

Recolha o sangue por intermédio de venipunctura num tubo de vidro evacuado de 5 ou
de 10 mL. O EDTA (7,2 mg/5 mL de sangue) deve ser usado como anticoagulante. Nao
s80 necessarios mais aditivos ou preservativos para manter a integridade da amostra. Se
ndo utilizar os espécimes imediatamente, armazene-os a 2-8°C ou a uma temperatura
inferior durante um maximo de 7 dias. Para um armazenamento mais prolongado (até
3 meses) congele as amostras a -20°C ou a temperaturas inferiores.? 2

As amostras de sangue total que tenham sido armazenadas a 4°C, ou que n&o tenham
sido imediatamente processadas, devem ser bem misturadas antes de extrair
amostras para testar no kit de sangue total CYCLO-Trac SP.

8. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS, NAO FORNECIDOS
8.1 Tubos de vidro descartaveis de borosilicato, 12 x 75 mm.

8.2 Centrifugador controlado por temperatura para acomodar tubos de 12 x
75 mm.

8.3 Contador de cintilagdo gama capaz de contar iodo-125.
8.4 Misturador de vértice.
8.5 Dispositivos para pipetar:
a. pipetas volumétricas de 400 uL, 100 pL e 50 pL.
b. Distribuidores de repetigao calibrados para administrar 1,0 mL e 100 pL.
8.6 Metanol (grau de HPLC).
8.7 Tampas para os tubos de extracg¢éo (Produtos Cientificos N°. T1226-32).
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9.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

9.7

9.8

9.9

9.10

9.1
9.12
9.13

9.14

Rotule um tubo de vidro de 12 x 75 para teste por cada calibrador, controlo e
amostra desconhecida.

Deite 400 yL de metanol (grau de HPLC) em cada tubo usando uma pipeta
volumétrica.* Tape os tubos com parafiime se as amostras ainda n&o
estiverem preparadas para serem adicionadas.

Adicione os calibradores, os controlos e as amostras de sangue total ao
metanol utilizando uma pipeta volumétrica de 100 pL.*

NOTA: Deite lentamente cada amostra com a ponta da pipeta colocada
ligeiramente abaixo da superficie do metanol.

Imediatamente depois de adicionar a amostra, tape cada tubo e misture
durante 15 segundos.

Centrifugue os tubos tapados utilizando 1600 x g** a 20-25°C durante
5 minutos.

Seja cuidadoso para ndo permitir que os extractos de metanol evaporem antes
de pipetar os tubos de ensaio.

Prepara tubos de teste de 12 x 75 mm rotulados de acordo com o Esquema do
Ensaio protocolar (contra-capa).

Deixe os reagentes equilibrarem a temperatura ambiente (20-25°C) antes de os
utilizar no ensaio.

Adicione reagentes da seguinte forma:

a. Tubos de contagem total
100 pL de 2| CYCLO-Trac SP (vermelho)

b. Tubos de ligagdo nao especifica (NSB)

50 L de calibrador 0 extraido

100 pL de 2| CYCLO-Trac SP (vermelho)

1,0 mL ImmunoSep CYCLO-Trac SP NSB bem misturado (azul)
c. Calibrador 0 CYCLO-Trac SP

50 uL de calibrador 0 CYCLO-Trac SP extraido

100 pL de %] CYCLO-Trac SP (vermelho)

d. Calibradores CYCLO-Trac SP (A-E)

50 uL de calibrador CYCLO-Trac extraido

100 pL de %] CYCLO-Trac SP (vermelho)
e. Controlos e amostras desconhecidas

50 pL de amostra extraida

100 pL de %] CYCLO-Trac SP (vermelho)
Agite o frasco de ImmunoSep Anti-CYCLO-Trac SP vigorosamente; adicione
imediatamente 1,0 mL de reagente bem misturado a todos os tubos excepto os
tubos de contagem total e os tubos NSB.
Misture vigorosamente os tubos e incube-os durante 1 hora a 20-25°C.
Centrifugue os tubos usando 1600 x g** durante 20 minutos a 20-25°C.
Decante imediatamente os sobrenadantes de todos os tubos excepto dos tubos
de contagem total, invertendo-os durante um periodo maximo de
2 minutos. Seque os tubos com papel absorvente para remover quaisquer
gotas de sobrenadante que possam ter permanecido nas beiras antes de virar
os tubos para cima.
Utilizando um contador de cintilagdo gama, conte o precipitado de cada tubo e
os tubos de contagem total durante um periodo de tempo suficiente para atingir
preciséo estatistica (consulte a seccéo Limitagdes do Procedimento).

*

Em alternativa, podera extrair 200 yL de amostra com 800 pL de metanol.
** g =(1.118 x 10°8) (raio em cm) (rpm)2
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10. COMENTARIOS SOBRE O PROCEDIMENTO

10.1 De forma a obter o maximo de precisdo, os passos de extrac¢gdo do metanol
devem ser cuidadosamente seguidos; utilize sempre volumétricas (SMI) para
deitar o metanol e as amostras. Também sdo necessarias pipetas
volumétricas para transferir 50 uL de extracto de metanol para cada tubo de
ensaio.

10.2 Adicione cada aliquota de reagente ao tergo inferior do tubo de ensaio para
garantir a mistura completa dos reagentes.

10.3 Os tubos descartaveis de alguns fabricantes poderdo produzir ligagdes nao
especificas elevadas ou provocar um maior deslizamento da pastilha.

10.4 Os reagentes ImmunoSep devem ser bem misturados imediatamente antes
de serem usados.

10.5 Se uma amostra apresentar uma leitura superior ao calibrador mais alto, volte
a extrair a amostra usando uma relagdo sangue: metanol superior a 1:4
(recomendam-se as relagdes 1:9 ou 1:19). Multiplique os resultados do ensaio
pelo factor de correcgdo adequado.

10.6 Se ndo conseguir decantar os tubos num periodo de 5 minutos apds a
conclusao da centrifugacédo, recomenda-se que volte a centrifugar os tubos.

10.7 Execute o ensaio imediatamente apds a fase de extracgéo.

11. CONTROLO DE QUALIDADE

Cada laboratério deve incluir pelo menos duas amostras de controlo em cada ensaio
para assegurar a validade dos resultados de cada ensaio. Se estiver a utilizar
controlos ndo ensaiados e ainda nao tiver estabelecido um meio e um desvio padréo,
devera entdo determinar um meio e um desvio padrao para cada controlo, utilizando
um minimo de dez ensaios. Conseguira entdo obter um intervalo aceitavel de valores
para esses controlos usando 2 desvios padrdo dos valores previamente
determinados. O Laboratério de Controlo de Qualidade da DiaSorin determinou um
intervalo para os controlos incluidos neste kit. Esses intervalos estdo impressos nos
frascos dos controlos. Nao se recomenda a permuta dos reagentes do kit, com a
excepgao do tragador '?°| CYCLO-Trac SP.

Para um laboratério monitorizar completamente o desempenho consistente de um
ensaio RIA, sera necessario verificar alguns factores adicionais. A DiaSorin sugere a
verificagdo regular dos parametros seguintes para assegurar o desempenho
consistente do kit.

a. Contagens totais

b. Ligagdo maxima

Contagens por minuto (CPM) do tubo do calibrador 0/ CPM média dos tubos de
contagem total.

c. Ligacao nao especifica

CPM do tubo NSB/CPM média dos Tubos de Contagem Total.

d. Inclinagao da curva do calibrador

Por exemplo, monitorize os pontos 80, 50 e 20% da linha do calibrador para uma
reprodutibilidade ensaio a ensaio.

12. CALCULO DE RESULTADOS

Existem diversos métodos para calcular os resultados dos radioimunoensaios. Cada
um baseia-se na obtencdo de uma curva de calibragem desenhando a extensdo da
ligagcdo em relagdo as concentragdes dos calibradores. A curva do ensaio CYCLO-
Trac SP é obtida marcando a % B/Bgvs. a concentragéo do registo.

12.1 Calcule a CPM média para cada calibrador, controlo e amostra do paciente.
12.2 Subtraia a CPM média dos tubos NSB a todas as contagens para obter a CPM

corrigida.

12.3 Divida a CPM corrigida de cada calibrador, controlo ou amostra do paciente
pela CPM corrigida do calibrador 0.
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C CPM do calibrador ou da amostra do paciente — CPT de NSB
% B/Bg = x 100

CPM do calibrador 0 — CPM de NSB

12.4 Usando papel de grafico semi-log de trés ciclos, marque a % B/Bg dos
calibradores (eixo Y) em relagéo a respectiva concentragdo (eixo X).
12.5 Desenhe uma curva de melhor ajuste através dos pontos.

12.6 Faca a interpolacdo das concentragdes de ciclosporina das amostras do
paciente presentes na curva de calibragem.

Na pratica, muitos laboratérios utilizardo um sistema de redugdo de dados
informatizado. A DiaSorin recomenda a utilizagdo de um "spline" ou de um programa
de ajuste da curva logistica de 4 parametros (4PL).

NOTA: NAO utilize uma escala de concentragéo linear (eixo X) e/ou uma escala B/Bg
logit (eixo Y).

DADOS DE REDUGAO
O Laboratério de controlo de qualidade da DiaSorin usa um ajuste de curva spline
suave.

TABELA|
Dados da amostra de sangue total CYCLO-Trac SP DiaSorin

Percentagem de

CPM CPM CPM Ligagao Percentagem Conc.
Tubo duplicada média  corrigida (BIT) (B/B0) (ng/mL)
Contagem
total 51.045 50.892
50.738
NSB 1.221 1.328 2,6
1.434
Calibrador 0 25.323 25432 24.104 50,0
25.541
Calibradores (ng/mL)
A (20) 22.781 22.806 21.478 89,1
22.830
B (61) 19.850 19.624 18.296 75,9
19.397
C (154) 14.843 14911  13.583 56,4
14.978
D (379) 9.506 9.570 8.242 34,2
9.633
E (1099) 4.893 4.858 3.530 14,6
4.823
Amostras desconhecidas
1 16.225 16.122  14.794 61,4 126
16.019
2 9.764 9.570 8.242 34,2 379
9.375

Os dados tipicos de amostras e a curva de calibragem séo indicadas na TABELA | e
na FIGURA 1; esta informagdo serve apenas como referéncia e ndo deve ser
utilizada para calcular qualquer valor.
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Curva de calibragem da amostra de sangue total CYCLO-Trac® SP
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FIGURA 1

13. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO
13.1 Os espécimes nao devem ser congelados e cortados varias vezes.

13.2 Os tempos de contagem devem ser os suficientes para evitar erros
estatisticos.

13.3 Procedeu-se a avaliagdo de anticorpos monoclonais tais como o OKT3, tendo
ficado demonstrado que nao interferem no ensaio.

14. VALORES ESPERADOS

Os niveis sanguineos terapéuticos de ciclosporina nos pacientes sujeitos a
transplantes de rins, do coragéo ou do figado ainda ndo foram claramente definidos.
Tal, ficou em parte a dever-se aos variados protocolos de tratamento para os
transplantes praticados, aos métodos disponiveis para medir a ciclosporina e a
administracdo concomitante de outros farmacos imunosupressores com a
ciclosporina.® 3. 31

A avaliagéo clinica utilizando o kit de sangue total CYCLO-Trac SP foi realizada nos
Hospitais das Universidades de London, Ontario e Albany, New York, em pacientes
sujeitos a transplantes dos rins, do coracao e do figado. Estas avaliacdes mediram os
niveis minimos de ciclosporina no sangue ao longo do tempo em pacientes sujeitos a
transplantes. Observaram-se valores minimos no sangue no periodo pés-transplante
entre o 4° dia e 0 90° dia, nos pacientes sujeitos a transplante dos rins (n = 10), do
coragdo (n = 10), e do figado (n = 10) no Hospital da Universidade de London, Ontario.
Além disso, foi feita uma avaliagdo semelhante nos pacientes sujeitos a transplante
dos rins (n = 18) no Hospital da Universidade de Albany, New York. Em Albany, foram
observados niveis minimos no sangue, desde a altura do transplante até 199 dias pos-
transplante.
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A TABELA Il mostra os valores médios de ciclosporina no sangue e os eventos
significativos (rejeicdo ou nefrotoxicidade) observados nos pacientes sujeitos a
transplantes no Hospital da Universidade de London, Ontario. Nesse centro, os niveis
de ciclosporina no sangue dos pacientes foram mantidos entre 400 a 650 ng/mL,
dependendo do tipo de transplante e da condi¢éo clinica dos pacientes.

TABELAII

Valores temporais de ciclosporina no sangue total em pacientes submetidos a
transplantes dos rins, do coragdo e do figado medidos com o Kit de Sangue Total
CYCLO-Trac SP.

Dia Rins@ CoragaoP Figado®
Pés- CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)
operativo N Evento 9Media D.S. N Eventod Media D.S N Evento 9Media D.S.
0 - - - - - - - - - - - -
4 8 2 438 269 9 - 161 15 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 11
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102

N
N
-
w
w

Totale eventi

a Ciclosporina: 1.V. de 3,75 mg/kg a 5 mg/kg modificando para 12 mg/kg em duas
doses divididas logo que possivel, 2-5 mg/kg de prednisona com redugdo para
20 mg/dia, 1-2 mg/kg de metilpredniso-lona. Nos casos de ndo funcionamento dos
rins, a ciclosporina foi descontinuada, sendo fornecidos 5mg/kg de OKT3 durante
10 dias.

® A administragdo de ciclosporina teve inicio no 3° dia pds-operativo com 5 mg/kg em
duas doses divididas, 15 mg de prednisona por dia com reducdo gradual,
adicionando azatioprina consoante o necessario, 50 mg/kg de ALG administrado
uma unica vez e reutilizado consoante o necessario, 5 mg/kg de OKT3 por |.V.
durante 7 dias consoante o necessario.

¢ A administragdo da ciclosporina por L.V., inicialmente através de dose oral, teve
inicio no dia 5 com uma quantidade de 4 mg/kg tendo sido mantida no nivel
sanguineo pretendido, 15 mg de prednisona diariamente com diminuigéo gradual,
2-2,5 mg/kg de azatioprina descontinuada quando as plaquetas comecgaram a
decrescer, 500 mg de metilprednisolona intraoperativamente e 15 mg através de I.V.
durante 10 dias, 5 mg/kg de OKT3 durante 10 dias.

4 Nefrotoxicidade ou rejeigao.

76



A TABELA lll mostra os valores médios de ciclosporina no sangue e os niveis
correspondentes de creatinina em 18 pacientes sujeitos a transplante dos rins no
Hospital da Universidade de Albany, New York.? Em Albany, os pacientes foram
mantidos a niveis minimos de ciclosporina, entre 100 a 300 ng/mL.

TABELAIII

Valores temporais de ciclosporina no sangue total em 18 pacientes sujeitos a
transplantes dos rins medidos com o Kit de Sangue Total CYCLO-Trac SP.

Dia Ciclosporina Niveles de creatinina
Pos® (ng/mL) (mg/dL)

Semana Operativo NP Média D.S. N Média D.S. MIN MAX
1 0-7 12 151 128 143 49 4,0 0,7 18,0
2 8-14 16 185 96 125 2,7 22 1,1 8,2
3 15-21 19 173 94 94 2,7 19 1,1 9,4
4 22-28 17 198 146 76 30 19 1,1 8,5
5 29-35 22 210 168 70 29 17 1,2 8,2
6 36-42 17 164 63 68 25 11 1,1 5,6
7 43-49 14 175 53 55 24 11 1,1 54
8 50-56 17 198 99 42 2,1 1,0 1,2 5,4
9 57-63 16 176 54 40 3,1 2,7 1,0 10,9
10 64-70 4 199 59 34 35 33 0,9 11,7
11 71-77 18 146 73 27 3,0 31 0,9 11,1
12 78-84 5 142 76 18 35 33 1,1 11,2
13 85-91 1 304 - 7 42 03 3,6 4,6
14 92-98 1 317 - 10 34 11 1,7 4.8
15 99-105 2 121 10 9 4,1 1,6 2,0 55
16 106-112 1 49 - 5 54 25 1,7 8,7
17 113-119 1 79 - 3 1,6 01 1,6 1,7

a Pacientes tratados com 2-5 mg/kg de ciclosporina (em intervalos de doze horas),
4 mg/kg de azatioprina no periodo pré-operacao e reduzido para 0,75 a 1,0 mg/kg, e
metilprednisolona administrada como um "bolus" de 300 mg e posteriormente
ajustada para 20 mg/dia 30 dias ap6s o transplante e para 10 mg/dia 60 dias ap6s o
transplante.

® Determinag6es individuais da ciclosporina.

Os resultados deste estudos demonstraram que os niveis da ciclosporina no sangue

se mantiveram dentro dos niveis sanguineos pretendidos para cada tipo de

transplante, tal como indicado para os protocolos de transplante utilizados por cada
centro.

Como a ciclosporina consegue produzir niveis sanguineos diferentes em pacientes

diferentes, a interpretagdo dos resultados e o ajuste da dosagem de ciclosporina

devem ser tidos em consideragdo no periodo pos-transplante, devendo ser
administrados outros medicamentos e obtidas informagbes clinicas relevantes
relativas ao paciente.

INTERACGOES DOS FARMACOS

Relatério emitido pela Sandoz LTD., Basileia, Suiga para o farmaco
Sandimmune® (ciclosporina):

A ciclosporina é extensamente metabolizada pelo figado. Por essa razéo, o seu nivel
no sangue total pode ser influenciado pelos farmacos que afectam as enzimas
microssomaticas hepaticas, particularmente o sistema citocromo P-450.
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As substancias que inibem essas enzimas diminuirdo o metabolismo hepatico e
aumentardo os niveis de ciclosporina no sangue total. Os farmacos que provocam o
aumento da concentragdo de ciclosporina no sangue total incluem o danazol, o
cetoconazole, a eritromicina, a nicardipina, o diltiazem, o metiltestosterona e os
contraceptivos orais. As substancias que induzem a actividade do citocromo P-450
aumentardo o metabolismo hepatico e diminuirdo os niveis de ciclosporina no sangue
total.

Os farmacos que foram considerados como diminuidores da concentragdo de
ciclosporina no sangue total incluem a rifampina, a fenitoina, o fenobarbital, o
trimetoprim 1.V. com sulfametoxazol e a carbamazepina. A monitorizagdo dos niveis de
ciclosporina no sangue e o ajuste da dosagem adequada sdo essenciais sempre que
estes farmacos forem utilizados concomitantemente.

Descobriu-se que a eliminagédo de prednisolona é reduzida em pacientes tratados com
ciclosporina e que os niveis de ciclosporina no sangue total, tal como medidos pelo
RIA, aumentam apés a administragao de uma dose elevada de metilprednisolona.

15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO
15.1 Precisao
Variagao durante o ensaio (valores = ng/mL)

Valor médio D.S. (% C.V.) N
BAIXO 46 49 10,7 25
MEDIO 186 6,0 3,2 25
ALTO 625 19,2 3,1 25

A variagdo durante o ensaio resulta de estudos de competéncia
utilizando amostras de sangue total.

multi-centros

Ciclosporina

média D.S. (% C.V.) N

(ng/mL)
91 15,0 16,5 5
Centro 1* 203 27,9 13,7 5
543 53,7 9,9 5
71 6,7 9,5 5
Centro 2 173 12,9 7,58 5
466 41,5 8,9 5
78 54 6,8 5
Centro 3 195 18,4 9,4 5
500 50,2 10,0 5
87 6,9 7.9 5
Centro 4 200 13,5 6,8 5
505 42,5 8,4 5
78 3,6 4,6 5
Centro 5 192 10,2 53 5
497 23,9 4,8 5

* Indica a variagdo entre ensaios observada num laboratério no inicio da execugao
dos radioimunoensaios.
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15.2 PRECISAO: A PRECISAO DO ENSAIO FOI VERIFICADA PELO TESTE DE
LINEARIDADE E PELO TESTE DE RECUPERACAO.

Linearidade (Paralelismo)
Recuperagédo média para 30 amostras do paciente diferentes, diluidas em série
(intervalo de concentragédo 132-1716 ng/mL).

(factor de diluicdo x valor da amostra diluida)
% Recuperagdo = 100 x

(valor da amostra pura)

Diluicéo 12 1/4 1/8

% Recuperagao 96,1 93,3 95,9

D.S. 13,7 19,2 22,6

(% C.V.) 14,3 20,6 23,6
Precisao

Estudo de recuperagao: Recuperagdes médias em 3 niveis de ciclosporina adicionada
a 5 amostras, 6 réplicas de cada (n=30).

Ciclosporina adicionada % ) D.S. % C.V
(ng/mL) Recuperagéo
Nivel 1 95 119 17 14
Nivel 2 212 109 11 10
Nivel 3 467 97 7 7

15.3 Sensibilidade Analitica (Limites de detecgao)

Quando definida como a concentragdo aparente em trés desvios padrao das

contagens na ligagdo maxima, a sensibilidade média do Ensaio de Sangue Total
CYCLO-Trac SP é de 8.7 ng/mL (n=20).

15.4 Especificidade analitica

Reactividade cruzada média dos metabdlitos de ciclosporina no ensaio de Sangue
Total CYCLO-Trac SP. A reactividade cruzada é definida como:

(Concentragao de ciclosporina a 50% B/Byp)

100 x
(Concentragao de metabolitos a 50% B/Bo)
Metabolitos da Ciclosporina % Reactividade cruzada
1 1,7
8 <0,1
13 0,1
17 0,7
18 0,2
21 0,8
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15.5 Interferéncia

As substancias seguintes foram enriquecidas em aliquotas de conjuntos de sangue
total com ciclosporina (160-250 ng/mL). Nenhuma dessas substancias interferiu na
medigao da ciclosporina quando presentes nas concentragdes listadas a seguir.

Substancia Concentragao
Colesterol 100-1000 mg/dL
Triglicéridos 300-1000 mg/dL
Bilirrubina 5-30 mg/dL
Azatioprina 50-200 ng/mL
Cimetidina 500-1000 ng/mL
Nifedipina 100-200 ng/mL
6-metil-prednisolona 20-60 ng/mL
OKT3 1500 ng/mL

A lista seguinte de farmacos coadministrados foi testada até niveis de 100 uyg/mL e
considerada como nao sendo interferente com o ensaio:

Acetaminofeno Lidocaina
N-Acetilprocainamida Metoclopramida
Cefalosporina Naficilina
Cloramfenicol Penicilina
Digoxina Propranolol
Disopiramida Rifampina
Etosuximida Acido Salicilico
Sulfato de gentamicina Tobramicina
Canamicina Verapamil

Comparagéo do Ensaio de Sangue Total CYCLO-Trac SP DiaSorin com a HPLC

Tipo de = : Coeficiente
Estudo transplante Equaggo da linha de regressao "
Farmacocinético N/D Y =0,9121X + 47 r=0,9719 373
Rins Y =0,8022X + 34 r=0,9585 82
Universidade da Coragéo Y =0,9196X + 50 r=0,9223 42
Pensilvania Figado Y =0,9572X + 48 r=0,9067 40
Centro Médico
de Albany Rins Y =1,038X + 27 r=0,9124 187
Rins Y =1,3074X + 29 r=0,9703 73
Universidade de Coragéo Y =1,4672X + 16 r=0,9696 75
Western Ontario Figado Y =1,3575X - 12 r=0,9067 63

Os dados de correlagdao apresentados representam os resultados dos estudos
efectuados em diversos laboratérios utilizando procedimentos de HPLC validados
individualmente. Nao deverao ser feitas comparagdes com estes dados, e qualquer
comparagdo de métodos s6 devera ser feita depois de se efectuar uma cuidadosa
normalizagéo dos métodos.

CONSULTE A UTIMA PAGINA PARA OBTER REFERENCIAS
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CYCLO-TRAC® SP-WHOLE BLOOD '#| RIA KIT

1. AVSEDD ANVANDNING

FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.

Satsen CYCLO-Trac® SP Whole Blood radioimmunoassay (RIA) ar avsedd for
kvantitativ bestdmning av ciklosporin (ciklosporin A, ciklosporin, Sandimmune®) i
helblod for att underlatta uppféljning av hjart-, njur- och levertransplanterade patienter
som behandLas med ciklosporin.

FORSIKTIGT! ENLIGT AMERIKANSK FEDERAL LAG AR FORSALJNING OCH DIS-
TRIBUTION AV DENNA UTRUSTNING ENDAST TILLATEN TILL LAKARE ELLER PA
LAKARES FORESKRIFT ELLER TILL KLINISKA LABORATORIER; OCH UTRUST-
NINGEN FAR ENDAST ANVANDAS AV LAKARE ELLER PA LAKARES FORE-
SKRIFT. CYCLO-TRAC SP RIA KIT AR ENDAST AVSEDD ATT ANVANDAS MED
CIKLOSPORIN.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Ciklosporin (Cyklosporin A, Ciklosporin, Cyklosporin, Sandimmun) &r en cyklisk
undekapeptid med svampursprung och starka immunhdmmande egenskaper.'2 Aven
om det alltjamt pagar forskning kring dess verkningsmekanism, tycks det som om
ciklosporin paverkar metabolismen hos bade T-hjalparceller och T-suppressorceller,
vilket hdmmar immunsystemet.*

Aven om det har visat sig att detta lakemedel ar av varde for att férhindra avstétning av
nytransplanterade organ,®® har ett antal biverkningar rapporterats,’®'' dar de
allvarligaste utgors av njur- och levertoxiska effekter vid hoga blodnivaer av mediet™ .
Dessutom varierar absorption och metabolisering kraftigt fran patient till patient.'-'
Saledes maste doseringen anpassas individuellt och noga foljas upp for att man ska fa
optimal immunhamning med minsta mdéjliga biverkningar.®' Nastan allt cyklosporin i
helblod foreligger bundet till réda blodkroppar och plasmaproteiner.?2? Denna
distribution paverkas av forandringar av temperatur och hematokrit.2? For att
sakerstalla konse-kventa resultat kravs ett standardiserat protokoll fér provtagningen.™®

Det finns for narvarande tva metoder att kontrollera ciklosporinnivaerna hos
patienter: hogpresterande vatskekromatografi (HPLC) och radioimmunoassay (RIA).
| forsta generationens RIA-tester anvandes polyklonala antikroppar som uppvisar hég
korsreaktivitet med cirkulerande metaboliter.2® De ciklosporinvarden som erhélls med
dessa tester lag konsekvent hdgre an dem man fick med HPLC.?* Andra generationens
RIA ar baserade pa monoklonala antikroppar.?> Bade specifika och ickespecifika
monoklonala antikroppar har tagits fram. De specifika antikropparna mater endast
modersubstansen ciklosporin och ger ungefar samma varden som HPLC. De
ickespecifika antikropparna mater bade modersubstansen och metaboliterna och ger
ungefar samma resultat som forsta generationens RIA.2

3. ANALYSPRINCIP

| DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood RIA utnyttias en specifik monoklonal
antikropp som enbart mater ciklosporin och ej uppvisar nagon korsreaktivitet med
metaboliter. Foére assay maste man utféra ett extraktionssteg med metanol pa
kalibreringslosningar, kontroller och prover. Den egentliga assayen bestar av ett enda
inkubationssteg och utnyttjar en teknik med fasseparation med dubbla antikroppar For
att foérenkla proceduren ar primarantikroppen (monoklonal musantikropp specifik for
cyklosporin A), och sekundarantikroppen (antimusantikropp fran asna) i forvag
blandade med en barare (normalt musserum), sé att man far ett enda reagens, kallat
Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.

Nar man gor en ciklosporinbestdmning med satsen extraherar man forst
helblodsprover, kalibreringslosningar och kontroller med metanol. Till metanolextrakten
tillsatts sedan ciklosporin markt med jod-125 och Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.
Efter 1 timmes inkubation centrifugeras roren, dekanteras och raknas darefter i
gammaraknare. Den mangd radioaktivitet som finns kvar i pelletten ar omvant
proportionell mot halten ciklosporin i provet.
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4. REAGENS | FORPACKNINGEN

CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (BLA) 1 flaska a 9 mL

CYCLO-Trac SP kalibreringsldsningar (0-6) 1 flaska a 2 mL, 5 flaskor a 1 mL
CYCLO-Trac SP ImmunoSep 2 flaskor a 100 mL

CYCLO-Trac SP sparamne (ROD) 1 flaska a 20 mL

CYCLO-Trac SP kontroller 2 flaskor/1 mL

Antal test 200

FORVARING: Oéppnad férpackning férvaras vid 2-8°C. Néar férpackningen dppnats
forvaras varje reagens vid 2-8°C till det utgangsdatum som anges pa etiketten.
Reagensen far ej anvandas efter utgangsdatum. Utgangsdatum for satsen anges pa
etiketten pa ytterférpackningen och motsvarar utgangsdatum fér sparamnet.

Reagens fran skilda batcher far ej blandas.

4.1 CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (bla): reagens fardigt for anvandning

En fardig blandning av antimusserum frdn asna/normalt musserum, spatt med PBS
med tillsats av 0,08 % natriumazid och ett ytaktivt medel. Blatt fargamne tillsatt.
Skakas kraftigt omedelbart fore anvandning.

4.2 CYCLO-Trac SP Calibrators (0-6): reagens fardiga fér anvéandning

Ciklosporinfritt serum med tillsats av 0,1% natriumazid och ett ytaktivt medel. Sex
kalibreringslosningar med ciklosporin, med nominella halter pa 0-1200 ng/mL,
fardigspadda med humant serum med tillsats av 0,1% natriumazid och ett ytaktivt
medel. De exakta koncentrationsvardena anges for varje batch pa etiketterna pa
flaskorna. Kalibreringslésningarna for DiaSorin CYCLO-Trac SP har kalibrerats mot
USP:s referensstandard for ciklosporin. Alla jamférelser med andra produkter eller
metoder skall ske med denna referensstandard som  utgangspunkt.
Kalibreringslésningarna i satsen kan betraktas som likvardiga med patientprover, nar
de anvands med de reagens och metodanvisningar om rekommenderas for detta
diagnostiska in vitro-test.

4.3 Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep: reagens fardigt for anvandning

En fardig blandning av en monoklonal musantikropp mot ciklosporin och antimusserum
fran asna/normalt musserum, spatt med PBS med tillsats av 0,08 % natriumazid och
ett ytaktivt medel. Skakas kraftigt omedelbart fore anviandning.

4.4 '] CYCLO-Trac SP (réd): reagens fardigt fér anvandning
Ett ciklosporinderivat markt med jod-125, uppldst i citrat-EDTA-buffert med tillsats av
0,05 % natriumazid, humant serum och ett ytaktivt medel. Rétt fargamne tillsatt.

4.5 CYCLO-Trac SP kontroller (niva 1 och niva 2): reagens fardiga fér anvan-
dning Humant serum med tillsats av lamplig mangd cyklosporin A for att erhalla en
kontrollhalt inom det angivha omradet. Det specifika intervallet for varje batch anges pa
flaskorna med kontroller i varje sats. Med tillsats av 0,1 % natriumazid och andra
stabiliseringsmedel.
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5. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.
Ej avsett for vare sig invartes eller utvartes bruk pa manniskor eller djur.

REAGENS SOM INNEHALLER MATERIAL AV HUMANT URSPRUNG
Behandlas som potentiellt smittfarligt.

Varje donerad enhet serum/plasma som anvants for beredning av produkten har
testats med en metod godkand av USA:s lakemedelsverk (FDA) och befunnits negativ
vad gaéller forekomst av HBsAg, antikroppar mot HCV och antikroppar mot HIV 1/2.
Aven om dessa metoder ar mycket tillférlitiga, utgdr de ingen garanti for att samtliga
infekterade enheter upptacks. Produkten kan aven innehalla annat material av humant
ursprung for vilket det inte finns nagot godkant test. Eftersom ingen kand testmetod
kan ge en fullstandig garanti for att det inte forekommer hepatit-B-virus (HBV), hepatit-
C-virus (HCV), humant immunbristvirus (HIV) eller andra infektiosa agens, skall alla
produkter som innehaller material av humant ursprung hanteras i enlighet med god
laboratoriepraxis och med lampliga forsiktighetsatgarder enligt handboken "Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories" fran U.S. Centers for Disease Control
and Prevention/National Institutes of Health, 4:e upplagan, maj 1999, eller aktuell
upplaga.
REAGENS SOM INNEHALLER NATRIUMAZID

FORSIKTIGT! Vissa reagens i satsen innehaller natriumazid. Natriumazid kan reagera
med bly och koppar i avloppsledningarna och bilda hdgexplosiva metallazider.
Nar reagensen kasseras maste man spola efter med stora mangder vatten for att
forhindra att azid ackumuleras. For ytterligare information hanvisar vi till avsnittet
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts" i handboken
Safety Management No. CDC-22 utgiven av Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, USA 1976.

Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 1999/45/EC)

R20/21/22 - Farligt vid inandning, hudkontakt och fortéring.

R32 - Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

S28 - Vid kontakt med huden tvatta genast med mycket vatten.

REAGENS SOM INNEHALLER JOD-125

Satsen innehaller radioaktivt material som ej 6verstiger 9 pCi (333 kBq) jod-125.
Adekvata forsiktighetsatgarder maste vidtas och god laboratoriepraxis foljas vid
forvaring, hantering och kassering av detta material.
For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en allman licens:
Detta radioaktiva material far endast tas emot, férvarvas, dgas och anvandas av
lakare, veterindrer med praktik inom veterindrmedicin, kliniska laboratorier eller
sjukhus, och far endast anvandas for kliniska tester in vitro eller laboratorietester in
vitro, vilka ej innebar nagon invartes eller utvartes administrering av materialet, eller av
stralning fran det, till manniskor eller djur. For mottagande, forvarv, innehav,
anvandning och overlatelse galler de regler och den allmanna licens som utfardats av
den amerikanska Nuclear Regulatory Commission eller av den stat med vilken
kommissionen har ingatt ett avtal for utdvande av regulatorisk myndighet.

1. Radioaktivt material far endast forvaras pa en speciellt avsedd plats.
Endast auktoriserad personal far ha tillgang till radioaktivt material.
Pipettera aldrig radioaktivt material med munnen.
Undvik att ata eller dricka i lokaler dar radioaktivt material anvands.

Ytor dar spill kan férekomma skall torkas av och darefter rengéras med ett
alkaliskt rengdringsmedel eller radiologisk dekontamineringslésning. Alla
glasvaror som anvands maste skoljas noga med vatten innan de diskas
tillsammans med andra glasvaror for laboratoriebruk.

a0 N
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For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en specifik licens:

Nar ni tar emot, anvander, 6verlater och kasserar radioaktivt material galler reglerna
och villkoren i er specifika licens.

VARNING! Produkten innehaller en kemikalie som enligt staten Kalifornien ar kand for
att orsaka cancer.

OBSERVERA! Den radioaktivitet som anges pa bipacksedeln kan skilja sig nagot fran
den aktivitet som anges pa etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet.
Etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet anger den verkliga radio-
aktivitetsmangden vid kalibreringsdatum, medan bipacksedeln anger den teoretiska
radioaktiviteten for satsen.
6. TECKEN SOM KAN TYDA PA EN KVALITETSFORSAMRING HOS
REAGENSEN | SATSEN
6.1 Forekomst av onormalt partikelformigt material i nagot av reagensen.

6.2 En forandring av kalibreringskurvans lage eller lutning jamfért med vad som
normalt erhalles.

6.3 En sankning av maximal bindning.
6.4 En hdg ospecifik bindning
6.5 Dalig reproducerbarhet mellan dubbelprover.

7. PROVTAGNING OCH PROVHANTERING

Det behdvs etthundra (100) mikroliter helblod med EDTA-tillsats for extraktionssteget
infor assayen.

OBS! Heparinblod kan ej anvandas.'® 27

PROVTAGNING OCH FORVARING AV HELBLOD

Tag venprov i 5 eller 10 mL glasrér av vacutainertyp. EDTA (7,2 mg/5 mL blod) skall
anvandas som antikoagulationsmedel. Inga andra tillsatser eller konserveringsmedel
behovs for att halla proverna intakta. Om proverna inte testas omedelbart ska de
forvaras vid hogst 2-8°C i upp till 7 dagar. For langre férvaring (upp till 3 manader) kan
proverna hallas frysta vid -20°C eller kallare.?® 2

Helblodprover som férvarats vid 4°C, eller som inte har behandlats omedelbart, maste
blandas noggrant innan man pipetterar blod som ska testas med satsen.
8. EJ TILLHANDAHALLEN MEN NODVANDIG UTRUSTNING OCH
MATERIEL
8.1 Engangs borosilikatrér, 12 x 75 mm.
8.2 Temperaturreglerad centrifug som passar for 12 x 75 mm-ror.
8.3 Gammaraknare som kan rakna jod-125.
8.4 Vortex-blandare.
8.5 Pipetteringshjalpmedel:
a. pipetter med "positive displacement” f6r 400 uL, 100 uL och 50 L.
b. Repeterande dispensorer, kalibrerade for 1,0 mL och 100 pL.
8.6 Metanol (HPLC-kvalitet).
8.7 Proppar till extraktionsror (Scientific Products nr T1226-32).
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9.

TESTPROCEDUR

9.1

9.2

9.3

9.4
9.5
9.6

9.7

9.8
9.9

9.10

9.1
9.12
9.13

9.14

Mark ett 12 x 75 mm glasprovror for varje kalibreringsldsning, kontroll och okant
prov.
Pipettera 400 pL metanol (HPLC-kvalitet) till varje rér med hjélp av en pipett
med "positive displacement".* Satt pa parafilm pa réren om proverna annu inte
ar klara att tillsattas.
Tillsatt kalibreringsldsningar, kontroller och blodprover till metanolen med hjalp
av en 100 pL pipett med "positive displacement".”
OBS! Slapp ut proverna langsamt med pipettspetsen en liten bit under
metanolytan.
Direkt nar ett prov tillsatts satter du i en propp och vortexar i 15 sekunder.
Centrifugera réren med propp vid 1600 x g** och 20-25°C i 5 minuter.
Var noga sa att inte metanolextrakten fordngas innan de pipetteras Htill
assayroren.
Gor i ordning markta 12 x 75 mm provror enligt lathunden fér assayen
(pa parmens baksida).
Lat reagensen anta rumstemperatur (20-25°C) innan de anvands i assayen.
Tillsatt reagens enligt féljande:
a. Ror for total aktivitet
100 pL 2] CYCLO-Trac SP (rod)

b. ROor for ospecifik bindning (NSB)

50 pL extrakt fran 0-kalibreringslésning

100 pL 2] CYCLO-Trac SP (rod)

1,0 mL valblandad CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (bla)
c. CYCLO-Trac SP 0-kalibreringslésning

50 pL extrakt fran CYCLO-Trac SP 0-kalibreringslésning

100 pL %] CYCLO-Trac SP (réd)
d. CYCLO-Trac SP kalibreringslésningar (A-E)

50 pL extrakt fran CYCLO-Trac kalibreringslosning

100 pL %] CYCLO-Trac SP (réd)
e. Kontroller och okédnda prover

50 pL extrakt fran provet

100 pL %] CYCLO-Trac SP (réd)
Skaka flaskan med Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep kraftigt; tillsatt genast
1,0 mL valblandat reagens till alla ror utom réren for total aktivitet och NSB.
Vortexa réren grundligt och inkubera dem 1 timme vid 20-25°C.
Centrifugera réren 20 minuter vid 1600 x g** och 20-25°C.
Dekantera genast supernatanten fran alla ror utom totalaktivitetsréren genoma
att vdnda dem upp och ner i hégst 2 minuter. Hall réren mot absorberande
papper for att fa bort eventuella supernatantdroppar pa kanterna, innan du
vander dem ratt igen.
Anvand gammaraknare och rakna fallningen i varje rér samt total-
aktivitetsroren under tillrackligt lang tid for att statistiskt sékra resultat ska
erhéllas. (Se avsnittet Metodbegransningar.).

* Alternativt kan man extrahera 200 pL prov med 800 pL metanol.
* g = (1118 x 10%) (radie i cm) (rpm)?
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10. KOMMENTARER TILL PROCEDURERNA

10.1 For att fa stérsta noggrannhet och precision maste man omsorgsfullt folja
stegen i metanolextraktionen; pipetter med "positive displacement" (SMI)
maste anvandas fér pipettering av bade metanol och prov. Aven nar man
overfor 50 pL metanolextrakt till varje assayrér maste pipetter med "positive
displacement" anvandas.

10.2 Tillsatt alla reagens till den nedersta tredjedelen av provroret sa att reagensen
kan blandas fullstandigt.

10.3 Engangsror fran vissa tillverkare kan ge en forhojd ospecifik bindning eller gor
att pellettarna glider mer i réren.

10.4 ImmunoSep-reagensen maste skakas kraftigt omedelbart fére anvandning.

10.5 Om ett okant prov ger ett hogre varde an den hdgsta kalibreringslésningen,
skall provet extraheras pa nytt med en stérre kvot mellan blod och metanol én
1:4 (vi rekommenderar 1:9 eller 1:19). Multiplicera assayresultatet med lamplig
korrektionsfaktor.

10.6 Om roren av nagon anledning inte kan dekanteras inom 5 minuter efter det att
centrifugen stannat, bér man centrifugera om dem.

10.7 Kor assayen direkt efter extraktionssteget.

11. KVALITETSKONTROLL

Alla laboratorier skall ta med minst tva kontroller vid varje assay for att garantera att
resultaten blir korrekta. Om man anvénder otestade kontroller som medelvarde och
standardavvikelse inte har faststallts fér, bestdmmer man dessa varden genom att kora
varje kontroll i minst tio assayer. Man kan fa fram ett godkant omrade for kontrollerna
genom att anvanda 2 standardavvikelser for de tidigare uppmatta vardena. DiaSorin
Quality Control Laboratory har bestamt ett intervall for kontrollerna i satsen. Dessa
intervall finns angivna pa flaskorna med kontroller. Man bor ej blanda reagens fran
olika satser, med undantag for 25| CYCLO-Trac SP sparamne.

For att kontinuerligt bekrafta att ett RIA-test ger konsekventa resultat maste laboratoriet
kontrollera ett antal andra faktorer. DiaSorin rekommenderar att man regelbundet
kontrollerar foljande parametrar for att vara saker pa att satsen ger konsekventa
resultat.

a. Totalaktivitet

b. Maximal bindning

Aktiviteten (CPM) for 0-kalibreringsroret/Medel-CPM for totalaktivitetsroren.

c. Ospecifik bindning

CPM fér NSB-réret/Medel-CPM for totalaktivitetsroren.

d. Kalibreringskurvans lutning

Folj exempelvis kalibreringskurvans punkter for 80 %, 50 % och 20 % som en kontroll
av reproducerbarheten mellan olika kérningar.

12. RESULTATBERAKNING
Det finns manga olika metoder for att berdkna resultaten fran RIA-test. Alla ar
baserade pa att man tar fram en kalibreringskurva genom att plotta bindningsgraden
mot de angivna koncentrationerna hos kalibreringslésningarna. Kurvan fér CYCLO-
Trac SP-assayen far man genom att plotta % B/Bo mot logaritmen fér koncentrationen.

12.1 Berdkna medel-CPM for varje kalibreringsldsning, kontroll och patientprov.

12.2 Subtrahera medel-CPM fér NSB-roren fran alla andra varden for att pa sa satt
fa fram korrigerade CPM-varden.

12.3 Dividera det korrigerade CPM-vardet for varje kalibreringsldsning, kontroll och
patientprov med det korrigerade CPM-vardet for O-kalibreringsldsningen.

CPM for kalibreringslésning eller patientprov - CPM fér NSB
% B/Bo = x 100
CPM for 0-kalibreringslésningen - CPM for NSB
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12.4 Anvand ett lin-log-papper over tre tiopotenser och plotta procent B/Bg for
kalibreringsldsningarna (p& y-axeln) mot motsvarande koncentration (pa
x-axeln).

12.5 Rita en basta anpassad linje genom punkterna.

12.6 Anvand kurvan for att avlasa ciklosporinhalterna i patientproverna.

| praktiken anvander de flesta laboratorier ett datorbaserat datareduktionssystem.

DiaSorin rekommenderar att man anvander ett spline-anpassningsprogram eller ett

4-parameters logistiskt (4PL) anpassningsprogram.

OBS! ANVAND INTE en linjar koncentrationsskala (p& x-axeln) och/eller en logaritmisk

B/Bg-skala (pa y-axeln).

DATAREDUKTION
DiaSorins kvalitetskontrollaboratorium anvander en mjuk anpassning till SPLINE-
funktioner.

TABELL |
Exempeldata fér DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood
Procent
CPMi Medel-  Korrigerad bundet Procent diagr.
Ror dubbelprov CPM CPM (B/T) (B/Bo) (ng/mL)
Total
aktivitet 51.045 50.892
50.738
NSB 1.221 1.328 2,6
1.434
Kalibrering
-slésning 25.323 25.432 24.104 50,0
25.541
Kalibreringslésningar (ng/mL)
A (20) 22.781 22.806 21.478 89,1
22.830
B (61) 19.850 19.624 18.296 75,9
19.397
C (154) 14.843 14.911 13.583 56,4
14.978
D (379) 9.506 9.570 8.242 34,2
9.633
E (1099) 4.893 4.858 3.530 14,6
4.823
Okanda prover
1 16.225 16.122 14.794 61,4 126
16.019
2 9.764 9.570 8.242 34,2 379
9.375

Typiska provdata och en kalibreringskurva visas i TABELL | och FIGUR 1; denna
information ar endast avsedd som ett exempel och ska inte anvandas for att berékna
nagra varden.
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FIGUR 1

13. METODBEGRANSNINGAR
13.1 Proverna far ej frysas och tinas flera ganger.

13.2 Aktiviteten i réren maste raknas under tillrackligt Iang tid for att man ska kunna
undvika statistiska fel.

13.3 Monoklonala antikroppar som OKT3 har testats och visat sig ej interferera med
assayen.

14. FORVANTADE VARDEN

De terapeutiska nivaerna av ciklosporin i blod hos njur-, hjart- och levertransplanterade
patienter ar ej val faststéllda, vilket delvis beror pa de varierande behandlingsprotokollen
vid transplantationer, pa de befintliga betoderna att mata ciklosporin och pa samtidig
administrering av andra immunhammande lakemedel. s %31

En klinisk utvardering av CYCLO-Trac SP Whole Blood utférdes pa univer-
sitetssjukhusen i London i den kanadensiska provinsen Ontario och i Albany i delstaten
New York, pa njur-, hjart- och levertransplanterade patienter. | dessa studier mattes de
temporala miniminivaerna i blodet hos de transplanterade patienterna. Miniminivaerna
observerades efter transplantationen under 4 till 90 dagar hos patienter vid
universitetssjukhuset i London, Ontario, som genomgatt transplantation av njure
(n = 10), hjarta (n=10) och lever (n=10). Dessutom genomférdes en liknande studie pa
njurtransplanterade patienter (n = 18) vid universitetssjukhuset i Albany, New York.
| Albany observerades miniminivaerna i blod fran transplantation till 199 dagar efter
transplantation.
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TABELL Il visar medelvardet for ciklosporinvardena i blod och handelser av betydelse
(avstétning eller njurtoxicitet) som iakttogs pa transplantationspatienterna fran univer-
sitetssjukhuset i London, Ontario. Vid detta center uppratthdlls en ciklosporinhalt i
patienternas blod pa 400 - 650 ng/mL beroende pa typ av transplantat och det kliniska
tillstandet for patienterna.

TABELL II

Ciklosporinvarden i helblod som funktion av tiden hos patienter som genomgatt njur-,
hjart- eller levertransplantation, enligt matning med CYCLO-Trac SP Whole Blood Kit.

Dia Njure?@ HjartaP Figado®
efter CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)
operaion N Hindd Med. SD. N Hindd Med. SD. N Hindd Med. SD

0 -

4 8 2 438 269 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102
Totalt antal 24 13 3
handelser

a Ciklosporin: 3,75 mg/kg till 5 mg/kg i.v. som sa snart som mdjligt &ndras till
12 mg/kg fordelat pa tva doser dagligen, prednison 2-5 mg/kg som avtar till
20 mg/dag, metylpredniso-lon 1-2 mg/kg. Om njurfunktion saknades, sattes
ciklosporin ut och OKT3 gavs med 5 mg/kg i 10 dagar.

b Ciklosporin sattes in dag 3 efter operationen med 5 mg/kg fordelat pa tva doser om
dagen, prednison 15 mg dagligen som successivt minskades, dessutom vid behov
azatioprin, ALG 50 mg/kg gavs en gang och fortsattes endast vid behov, OKT3
5 mg/kg i.v. i 7 dagar vid behov.

¢ Ciklosporin gavs initialt i.v.; peroral administrering pabdrjades dag 5 med 4 mg/kg
och fortsattes med lagom dos fér att uppratthalla 6nskad blodhalt, prednison 15 mg
dagligen som minskades successivt, azatioprin 2-2,5 mg/kg och sattes ut nar
trombocyttalet borjade sjunka, metylprednisolon 500 mg under ingreppet och 15 mg
i.v.i 10 dagar, OKT3 5 mg/kg i 10 dagar.

9 Njurtoxicitet eller avstotning.
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TABELL Il visar medelvardena for ciklosporinhalten i blod och motsvarande
kreatininhalter hos 18 njurtransplanterade patienter fran universitetssjukhuset i Albany,
New York.32 | Albany holls patienterna pad miniminivaer av ciklosporin pa 100 till
300 ng/mL.

TABLE lll

Ciklosporinvarden i helblod som funktion av tiden hos 18 njurtransplanterade patienter
enligt matning med CYCLO-Trac SP Whole Blood Kit.

Dag Ciklosporin Kreatininhalter
efters (ng/mL) (mg/dL)

Vecka  operation N> Medel S.D. N Medel S.D. MIN MAX
1 0-7 12 151 128 143 49 4,0 0,7 18,0
2 8-14 16 185 96 126 2,7 2,2 1.1 8,2
3 15-21 19 173 94 94 2,7 1,9 1,1 9,4
4 22-28 17 198 146 76 3,0 1,9 1.1 8,5
5 29-35 22 210 168 70 2,9 1,7 1,2 8,2
6 36-42 17 164 63 68 2,5 1,1 1.1 5,6
7 43-49 14 175 53 55 24 1,1 1,1 5.4
8 50-56 17 198 99 42 2,1 1,0 1,2 54
9 57-63 16 176 54 40 3,1 2,7 1,0 10,9
10 64-70 4 199 59 34 3,5 3,3 09 117
11 71-77 18 146 73 27 3,0 3,1 09 111
12 78-84 5 142 76 18 3,5 3,3 1.1 11,2
13 85-91 1 304 - 7 4,2 0,3 3,6 4,6
14 92-98 1 317 - 10 3.4 1,1 1,7 4,8
15 99-105 2 121 10 9 4,1 1,6 2,0 55
16 106-112 1 49 - 5 54 2,5 1,7 8,7
17 113-119 1 79 - 3 1,6 0,1 1,6 1,7

a Patienter behandlade med ciklosporin 2-5 mg/kg (med 12 timmars intervall),
azatioprin 4 mg/kg preoperativt och minskande till 0,75 - 1,0 mg/kg, och
metylprednisolon givet som en 300 mg bolus och darefter justerat till 20 mg /dag i
30 dagar efter transplantationen och 10 mg/dag i 60 dagar efter transplantationen.

b Individuella ciklosporinbestamningar.

Resultaten fran dessa studier visar att ciklosporinnivaerna i blod hoélls vid de

Onskade varden for varje transplantationstyp som anges i transplantationsprotokollen

for respektive center.

Eftersom ciklosporin kan ge olika blodnivaer hos olika patienter, maste man vid

tolkning av resultaten och justering av doseringen ta hansyn till hur lang tid som gatt

efter transplantationen, vilka andra lakemedel som ges och vilken relevant klinisk
information som féreligger for patienten.

LAKEMEDELSINTERAKTIONER
The following is reported by Sandoz LTD., Basle Switzerland for the drug
Sandimmune® (cyclosporine):
Ciklosporin metaboliseras huvudsakligen av levern. Helblodsassayen for ciklosporin
kan darfor influeras av lakemedel som paverkar leverns mikrosomala enzymer,
speciellt cytokrom P-450-systemet. Amnen med kdnd hammande effekt pa dessa
enzymer minskar levermetabolismen och 6kar ciklosporinhalterna.
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Bland de lakemedel som har rapporterats héja helblodskoncentrationen av ciklosporin
aterfinns danazol, ketoconazol, erytromycin, nikardipin, diltiazem, metyltestosteron och
perorala antikonceptionsmedel. Substanser som inducerar cytokrom P-450-aktivitet ger
en 6kad levermetabolism och sanker ciklosporinhalterna.

Bland de Idkemedel som har rapporterats sanka helblodskoncentrationen av
ciklosporin aterfinns rifampin, fenytoin, fenobarbital, intravendst trimetoprim med
sulfametoxazol och karbamazepin. Vid samtidig anvandning av ciklosporin och dessa
lakemedel ar det helt nédvandigt med en noggrann uppféljning av blodnivaerna av
ciklosporin och 1amplig dosjustering.

Det har visat sig att prednisolon-clearance ar sankt hos patienter som behandlas med
ciklosporin och att helblodsnivaerna av ciklosporin, uppmatta med RIA, stiger efter
administrering av en hég dos metylprednisolon.

15. SPECIFIKA PRESTANDA
15.1 Precision
Intraseriell variation (varden i ng/mL)

Medelvarde S.D %C.V. N
LAG 46 4,9 10,7 25
MEDEL 186 6,0 3,2 25
HOG 625 19,2 3,1 25
Resultat for interseriell variation fran en multicenter fardighetsstudie med helblodsprov.
Medelvarde
.D %C.V. N
ciklosporin (ng/mL) S %C
91 15,0 16,5 5
Center 1* 203 27,9 13,7 5
543 53,7 9,9 5
71 6,7 9,5 5
Center 2 173 12,9 7,58 5
466 41,5 8,9 5
78 54 6,8 5
Center 3 195 18,4 9,4 5
500 50,2 10,0 5
87 6,9 7,9 5
Center 4 200 13,5 6,8 5
505 42,5 8,4 5
78 3,6 4,6 5
Center 5 192 10,2 5,3 5
497 23,9 4,8 5

* Anger interseriell variation pa ett laboratorium som just bodrjat kéra radio-
immunoassayer.
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15.2 RIKTIGHET: RIKTIGHETEN FOR ASSAYEN HAR KONTROLLERATS MED ETT
LINEARITETSTEST OCH ETT UTBYTESTEST.

Linearitet (parallellitet)

Genomsnittligt utbyte for 30 olika seriespadda patientprover (koncentrationsomrade
132-1716 ng/mL).

(spadningsfaktor x varde for utspatt prov)
% utbyte = 100 x

(varde for ospatt prov)

Spéadning 1/2 1/4 1/8

% utbyte 96,1 93,3 95,9

S.D. 13,7 19,2 22,6

(% C.V.) 14,3 20,6 23,6
Noggrannhet

Utbytesstudie: Genomsnittliga utbyten for 3 ciklosporinnivaer tillsatta till 5 prov,
6 kopior av varje prov (n=30).

Tillsatt ciklosporin
(ng/mL) % utbyte S.D. % C.V
Niva 1 95 119 17 14
Niva 2 212 109 11 10
Niva 3 467 97 7 7

15.3 Analytisk kédnslighet (detektionsgranser)

Medelkansligheten fér CYCLO-Trac SP Whole Blood Assay, definierad som den

synbarliga koncentrationen vid 3 standardavvikelser fran CPM-vardena vid maximal
bindning, ar 8,7 ng/mL (n=20).

15.4 Analytisk specificitet

Genomesnittlig korsreaktivitet med ciklosporinmetaboliter f6r CYCLO-Trac SP Whole
Blood Assay. Korsreaktiviteten definieras som:

(Ciklosporinkoncentration vid 50 % B/Bo)

100 x
(Metabolitkoncentration vid 50 % B/Bog)
Ciklosporinmetabolit % korsreaktivitet
1 1,7
8 <0,1
13 0,1
17 0,7
18 0,2
21 0,8
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15.5 Interferens

Foljande amnen tillsattes till portioner av en helblodspool som innehdll ciklosporin
(160-250 ng/mL). Ingen av dessa substanser uppvisade nagon interferens med
ciklosporinbestamningen nar de férekom i nedan angivna koncentrationer.

Amne

Kolesterol
Triglycerider
Bilirubin

Azatioprin
Cimetidin

Nifedipin
6-metylprednisolon
OKT3

Koncentration

100-1000 mg/dL
300-1000 mg/dL
5-30 mg/dL
50-200 ng/mL
500-1000 ng/mL
100-200 ng/mL
20-60 ng/mL
1500 ng/mL

De samtidigt administrerade lakemedlen i nedanstaende lista har testats i halter upp fill
100 pg/mL och ej visat nagon interferens med assayen:

Acetaminofen
N-acetylprokainamid
Cefalosporin
Kloramfenikol
Digoxin

Disopyramid
Etosuximid
Gentamycinsulfat
Kanamycin

Lidokain
Metoklopramid
Naficillin
Penicillin
Propranolol
Rifampin
Salicylsyra
Tobramycin
Verapamil

Jamférelse mellan DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood Assay och HPLC

Studie Transplantattyp | Linjens ekvation lec?;f?‘iscsi(ieonqs n
Farmakokinetisk Ej tillampligt Y =0,9121X + 47 r=0,9719 373
o Njure Y = 0,8022X + 34 r=0,9585 82
Universidade da Hjarta Y =0,9196X + 50 r=0,9223 42
Pensilvénia Lever Y = 0,9572X + 48 r=0,9067 40
Centro Médico
de Albany Njure Y =1,038X + 27 r=0,9124 187
o Njure Y = 1,3074X + 29 r=0,9703 73
University of Hjarta Y = 1,4672X + 16 r=0,9696 75
Western Ontario Lever Y =1,3575X - 12 r=0,9067 63

Presenterade korrelationsdata utgdr resultatet av studier som utforts i ett antal

laboratorier

med HPLC-rutiner som validerats oberoende av varandra.

Ingen

jamforelse bor goras med dessa data, och en eventuell jamforelse av metoder bor
goras forst sedan man astadkommit en omsorgsfull standardisering av metoderna.

SE SISTA SIDAN FOR REFERENSER
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CYCLO-TRAC® SP-WHOLE BLOOD '%| RIA KESZLET

1.  FELHASZNALASI TERULET
KIZAROLAG IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA.
A CYCLO-Trac® SP Whole Blood radioimmunoassay (RIA) készletet a ciklosporin
(Ciklosporin A, Ciklosporin, Sandimmune®) teljes vérbdl térténd kvantitativ
meghatarozasara szantak, sziv-, maj-, vese-transzplantalt betegek ciklosporin kezelés
befogadasanak ellenérzésére.

FIGYELEM: U.S. ALLAMI TORVENYEK KORLATOZZAK AZ ELADAST,
FORGALMAZAST, VALAMINT RENDELETBEN SZABALYOZOTT AZ ORVOSOK ES
A KLINIKAI LABORATORIUMOK SZAMARA A CYCLO-TRAC SP KESZLET
HASZNALATA KIZAROLAG CIKLOSPORIN MERESEHEZ.

2. ATESZT ATTEKINTESE ES MAGYARAZATA
A ciklosporin (Cyclosporin A, Cyclosporin, Ciclosporin, Sandimmune) egy gomba
eredetl ciklikus undekapeptidis, amelynek erételjes immunszupressziv hatasa van." 2
Bar a hatasmechanizmusa még vizsgalat alatt all, ugy tlnik hatassal van mind a
T-helper, mind a T-szupresszor lymphocytak metabolizmusara, mellyel karositja az
immunrendszert..>®

Bar ennek a gydgyszernek haszna van az Ujonnan transzplantalt szervek
kilokédésének gatlasaban®®, szamos kedvezétlen hatasban van szerepe,’®' a
legsulyosabb, amikor vese-, vagy maj totoxicitas tarsul a gyogyszer magas vér
szintjével.'’>'®  Ehhez jarul még hozza, hogy a ciklosporin abszorpcidja és
metabolizmusa nagy variabilitist mutat beteg és beteg kézétt."® gy a doézist
egyénileg kell meghatarozni és monitorozni az optimalis immunszupresszi6 eléréséhez
és a karos hatasok minimalizalasahoz.'®' A teljes vérben csaknem a ciklosporin tejes
mennyisége vorosvértestekhez és plazma proteinekhez kotdédik.-2 Ez az eloszlas
hatdssal van a hémérséklet valtozasra és a hematokritra.?2? Az Osszevethetd
eredmeények elérése érdekében a vérvétel standardizacioja elengedhetetlen.™

Jelenleg két féle moddszer létezik a betegek ciklosporin  szintjének
monitorozasara: nagy  teljesitményl  folyadék  kromatografia ~ (HPLC) és
radioimmunoassay (RIA). Az els6 generaciés RIA-k poliklondlis antitesteket
hasznaltak, melyek nagymértékben mutattak keresztrakciéot a vérben keringd
metabolitokkal.??> Ezen RIA-kal mért ciklosporin értékek mindig a HPLC érték felett
voltak.? A masodik generaciés RIA készletek monoklonalis antitest technikan
alapulnak.?® Mind specifikus, mind non-specifikus antitestek kifejlesztésre kerlltek. A
specifikus antitesttel térténd mérés, mely kizardlag a ciklosporin tartalmat hatarozza
meg, a HPLC-vel megegyez6 értéket ad. A nem specifikus antitestekkel torténé mérés,
mely mind a valddi, mind a metabolit tartalmat méri, az elsé generaciés RIA-kal
megegyez6 eredményt ad.?®

3. MEGHATAROZAS ELVE

A DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood RIA egy specifikus monoklonalis antitestet
hasznal, mely csak a cyclosporin-t méri és nem szignifikans a keresztreakcidja a
metabolitokkal. A kalibratorok, kontollok és mintak metanolos extrakcidja
elengedhetetlen a mérés megkezdése elbtt. Az assay egy inkubacios Iépést és antitest
fazisos szeparacios technikat alkalmaz. A mérés egyszerUsitése érdekében az elsd
antitest (monoklonalis egér Cyclosporin A antitest), és a masodlagos (szamar anti-
egér) kevert hordozéban (normal egér szérum) egy reagensben Kkerllt kiszerelésre, a
Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep-ban.

A készlettel torténd ciklosporin szint meghatarozasban a teljes vér mintak, kalibratorok,
kontrollok elséként metanollal kerlilnek extrahalasra. A metanolos extraktumok utana
Osszemérésre kerlilnek |-125-tel jeldlt ciklosporin tracer-rel és az Anti-CYCLO-Trac SP
ImmunoSep-al. 1 6ra inkubacio kévetkezik, majd a csdvek centrifugalasa, ledntése és
mérése. A gyongyokon visszamaradt mérhetd radioaktivitas forditottan aranyos a
mintak ciklosporin koncentracidjaval.
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4. A KESZLET TARTALMA

CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (KEK) 1 Gveg/9 mL
CYCLO-Trac SP Kalibratorok (0-6) 1 Gveg/2 mL, 5 Gveg/1 mL
CYCLO-Trac SP ImmunoSep 2 tveg/100 mL
CYCLO-Trac SP Tracer (PIROS) 1 Gveg/20 mL
CYCLO-Trac SP Kontrollok 2 Uveg/1 mL
Meghatarozasok szama 200

TAROLAS: A cimkan jelzettek alapjan, a készlet 2-8°C-on tarolandé. Felnyitast
kovetéen, valamennyi reagenst a cimkén jelzett lejarati ideig 2-8°C-on kell tartani. A
reagensek nem hasznalhatok fel a lejarati id6t kovetéen. A készlet kilsé
csomagolasan feltlintetett lejarati id6 a tracer lejarati idejével egyezik meg.

A kulénbozé gyartasu készletek reagenseit szigortan tilos 6sszekeverni.

4.1 CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (kék): felhasznalasra kész reagens

Szamar anti-egér szérum/ normal egér szérum keveréke foszfat-pufferes fiziologias
s6oldatban, mely 0,08% Na-azidot és tartdsitokat tartalmaz. Kék szinezéket tartalmaz.
Hasznalat elé6tt alaposan razza fel.

4.2 CYCLO-Trac SP Kalibratorok (0-6): felhasznalasra kész reagens

Cyclosporine-mentes szérum, tartalmaz 0.1% Na azid-ot tartositoként. Hat ciklosporin
kalibrator a 0-1200 ng/mL névleges koncentracioé tartomanyban, human szérumban,
0,1% Na-azidot és fellletaktiv anyagot tartalmaz. A megfelel6 koncentracié lot-
szamonként valtozik és az uveg cimkéjén kerll feltintetésre. A DiaSorin CYCLO-Trac
SP kalibrator hitelesitése USP Cyclosporin Referencia Standard-dal tortént.
Valamennyi 6sszehasonlitas mas termékkel, vagy metodikaval referencia standardok
hasznalataval végezhetd. A készlet kalibratorai bizonyitottan helyettesithetéek paciens
mintakkal a készlet reagenseinek és az in vitro diagnosztikai procedura betartasaval.

4.3 Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep: felhasznalasra kész reagens

Monoklonadlis egér anti-ciklosporin antitest és szamar anti-egér/normal egér szérum
keveréke foszfat-pufferes fiziologias séoldatban, mely 0,08% Na-azidot és tartsitokat
tartalmaz. Hasznalat el6tt alaposan razza fel.

4.4 '%5] CYCLO-Trac SP (piros): felhasznalasra kész reagens
I-125-tel jelzett ciklosporin szarmazék és higité citrat-EDTA puffer-ben, mely 0.05%
Na-azid-ot, human szérumot és tartésitét tartalmaz. Piros festéket tartalmaz.

4.5 CYCLO-Trac SP Kontrollok (szint 1 és szint 2): felhasznalasra kész reagens
Human szérumhoz adott meghatérozott mennyiségi ciklosporin A-t tartalmaz, hogy
koncentracidja a specifikus tartomanyba essen. A Lot-ra jellemzé kontroll tartomany az
Uvegen van feltiintetve valamennyi készletben. 0.1% Na azid-ot és egyéb stabilizatort
tartalmaz.

5. FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDES

CSAK IN VITRO DIAGNOSZTIKAI HASZNALATRA!
Emberek, allatok in vivo kezelése tilos.

HUMAN EREDETU ANYAGOKAT TARTALMAZO REAGENSEK

Potencialis infektol6giai forrasként kezelendéek.

Minden szérum/plazma donor egység a U.S. FDA szabalyai szerint ki lett vizsgalva és
negativ eredményt adott HBsAg-re, HCV antitestre és HIV % antitestre nézve. Bar az
ellenérzés nagy pontossaggal torténik nem garantalhaté, hogy valamennyi fert6z6
tényez6 kimutatasra keril. A készlet tartalmaz olyan human eredetli anyagokat is,
amelyek nem esnek tesztelés ala. Mivel nem ismert olyan metodika, amely teljes
biztonsaggal kizarja a hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), Human
Immunodeficiency Virus (HIV) vagy egyéb infektoldgiai agens jelenlétét, minden
human eredetil anyagot kiiléndsen nagy évintézkedések mellett kell a laboratériumban
kezelni a U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health
Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 4th., May 1999
vagy késébbi elbirasainak megfeleléen.
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6.

NA-AZID TARTALMU REAGENSEK

FIGYELMEZTETES: A készlet néhany reagense Na-azid-ot tartalmaz. A Na-azid élom
és réz tartalmu vizvezetékekkel reakcioba lépve robbanasveszélyes fém-azidokat
képez. A hulladékot bd vizzel eressze le a felszabaduld azidok kitapadasanak
megakadalyozasara. Tovabbi informacidékat a “Decontamination of Laboratory Sink
Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual Guide-Safety Management No. CDC-22
issued by the Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 1976 olvashat.
European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 — Belélegzése, bérrel torténd érintkezése és lenyelése karos!

R32 — Savakkal kapcsolatba Iépve nagyon toxikus gazok szabadulnak fel.

S28 — Bdrrel torténd érintkezését kdvetéen azonnal bé vizzel mossa le.

1-125 TARTALMU REAGENSEK

Ez a készlet olyan |-125 tartalmu anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitasa nem
haladja meg a 9 pCi (333 kBq) értéket. Helyes el6készités és megfelel6 laboratoriumi
gyakorlat sziikséges az anyagok tarolasanal, kezelésénél és a hulladékkezelésnél.
Egyetemes szabalyok radioizotépok kezeléséhez:

Ezeket a radioaktiv anyagokat csak orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be,
birtokolhatjdk és hasznalhatjagk human és allat gydgyaszatban, Kklinikai
laboratériumokban, vagy koérhazakban kizardlag in vitro klinikai, vagy laboratériumi
tesztekben, melyek nem foglaljak magukban a human, illetve allati szervezet kiils6,
vagy bels6 kezelését, arra iranyuld sugarzast. Ezen termékek beszerzése, birtoklasa,
hasznalata, széllitdsa a U.S. Nuclear Regulatory Commission szabalyozasa ala esik.

A radioaktiv anyagokat korilhatarolt, specialisan jelolt teriileten kell tarolni.
A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.
Tilos a radioaktiv anyagok szajjal t6rténé pipettazasa.
A radioaktiv munkahoz kijel6lt terlleten enni és inni tilos.
A terlletet, ahova radioaktiv anyag kilottyen fel kell t6rélni, majd alkali detergenssel,
vagy radioaktivitast dekontaminalé oldattal kell felmosni. Az Gvegedényeket alaposan
ki kell 6bliteni vizzel mielétt mas laboratériumi edénnyel egyutt kerliine mosasra.
A radioaktiv anyagok kezelésénél a kdvetkez6 specialis szabalyok érvényesek:

A radioaktiv  anyagok  kezelésének, hasznalatanak,  szallitasanak és
hulladékkezelésének szabalyozasa sajat iranyitas ala esik.

FIGYELMEZTETES: A készlet olyan anyagokat tartalmaz, amelyet a Kaliforniai
Allamban rakkeltének minésitenek.

MEGJEGYZES: A csomagolds mellékletén feltiintetett radioaktivitas érték némileg
eltér a dobozon és a tracer lvegcse cimkéjén feltlintetett radioaktivitas értékekt6l. A
dobozon és a traceres liveg cimkéjén feltiintetett érték a kalibracié idején mért aktualis
radioaktivitast mutatja, mig a csomagolas mellékleteként feltintetett érték a készlet
teoretikus radioaktivitasat adja meg.
A KESZLET ROMLASAT JELZO JELLEMZOK

6.1 Szokatlan partikulumok megjelenése barmely reagensben.

6.2 A kalibraciés gorbe helyzetének és meredekségének elérése a megszokottol.

6.3 A maximalis kdtés csdkkenése.

6.4 Magas nem specifikus kotédés.

6.5 Gyenge reprodukalhatésag a duplikatumok kdzott.
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7. MINTAVETEL ES ELOKESZITES

A CYCLO-Trac SP teljes vérbél torténd extrakcios eljarashoz 100 pl EDTA-s teljes vér
szukséges.

MEGJEGYZES: Heparinos minta nem hasznalhato. 127

A TELJES VER GYUJTESE ES TAROLASA

A vért 5, vagy 10 mL-es vacutainer Gveg csébe kell venni. Antikoagulansként EDTA
(7.2 mg/5 mL vér) alkalmazhaté. A minta épségének megdérzése miatt ne hasznaljon
adalék-, vagy tartdsitéanyagot. Amennyiben a mintakat nem hasznalja fel azonnal,
tarolja 2-8°C-on, vagy az alatt 7 napig. Hosszabb ideig térténd tarolashoz (3 hénapig)
fagyassza a mintakat -20°C-ra, vagy az ala. % 2

A 4°C-on tarolt teljes vért, vagy nem azonnal feldolgozasra kertil6 vért alaposan fel
keverni miel6tt a CYCLO-Trac SP whole blood készlettel feldolgoznank.

8. MEGHATAROZASHOZ SZUKSEGES EGYEB ANYAGOK
8.1 Rendelkezésre allo borszilikat tvegek, 12 x 75 mm.
8.2 12 x 75 mm cs6hdz hasznalhaté szabalyozhato hémérsékletll centrifuga.
8.3  |-125 mérésére alkalmas gammaszamlalé.
8.4 Vortex.
8.5 Pipettak:
a. 400 pL, 100 pL és 50 uL bemérésére alkalmas pipettak
b. 1.0 mL-re, illetve 100 pL-re kalibralt ismétlé adagold
8.6 Metanol (HPLC mindség)
8.7 Cap-ok extrakcios csOvek szamara (Tudomanyos Termékek No. T1226-32).

9. ASSAY MENETE

9.1 Cimkézzen fel egy 12 x 75mme-es liveg csévet mindegyik kalibratornak,
kontrolinak, és az ismeretlen mintaknak.

9.2 Mérjen 400 pL metanolt (HPLC min&ség) mindegyik cs6be megfelel6 pipettat
hasznalva.* Fedje le a cs6veket parafilmmel, ha a mintdk még nincsenek
el6készitve.

9.3 Adjon 100 pL kalibratort, kontrollt, és teljes vér mintat a metanolhoz megfelel6é
pipettat hasznalva. *

MEGJEGYZES: Mindegyik mintat lassan engedje a metanolba, tigy, hogy a
pipettahegyet kissé a metanol felszine ala helyezi.

9.4 Kozvetlenil a minta bemérését kbvetden a csdveket fedje le, és keverje
(vortex) 15 masodpercig.

9.5 Centrifugdlja lefedett cséveket 1600 x g**-vel, 20-25 °C-on 5 percig.

9.6  Ovakodjon, nehogy a metenol extraktum elparologjon miel6tt az assay-csébe
bemeéri.

9.7 Feliratozza a 12 x 75 mm-es tesztcsdveket az assay terv leirasa szerint (hatsé
fedlap).

9.8 Hozza a reagenseket szobah6mérsékletre (20-25°C) az assay kezdete el6tt.

9.9 Mérje be a kdvetkez6 reagenseket:

a. Total beiités csé
100 pL '] CYCLO-Trac SP (piros)

b. Nem-specifikus kotési csovek (NSB)
50 uL extrahalt 0 kalibrator
100 pL %] CYCLO-Trac SP (piros)
1.0 mL alaposan dsszekevert CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (kék)

*  Véltoztatva, 200 pL minta extrakcidja 800 yL metanollal.
* g=(1118 x 10®) (sugar cm-ben kifejezve) (rpm)?
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c. CYCLO-Trac SP 0 kalibrator
50 pL extrahalt CYCLO-Trac SP 0 Kalibrator
100 pL %] CYCLO-Trac SP (piros)
d. CYCLO-Trac SP kalibratorok (A-E)
50 pL extrahalt CYCLO-Trac kalibrator
100 pL %] CYCLO-Trac SP (piros)
e. Kontroll és ismeretlen mintak
50 pL extrahalt minta
100 pL %] CYCLO-Trac SP (piros)

9.10 Razza fel erételjesen az Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep tartalmat, mérjen
be azonnal 1.0 mL-t a jol felkevert reagensbél valamennyi cs6be, kivéve a
total és NSB csoveket.

9.11 Vortexelje a csOveket alaposan és inkubalja 1 6ran keresztul 20-25°C-on.

9.12 Centrifugdlja a csdveket 1600 x g*-on, 20-25°C-on, 20 percig.

9.13 Tavolitsa el a fellluszo6t valamennyi csébdl- kivéve a totalt- maximum 2 perc
leforditassal. ltassa le a felllusz6 cseppeket a csé szajardl itatdspapirral,
miel6tt felforditana azokat.

9.14 Hasznaljon gamma szamlalot és mérje valamennyi csében 1évé precipitatumot
és a total csovet elegendd ideig a statisztikai pontossag eléréséhez (Isd. Az
eljaras korlatai).

10. MODSZER KOMMENTAR

10.1 Szabalyosan, a maximalis pontossag és precizid eléréséhez a metanol
extrakcios lépést figyelmesen kell végrehajtani, kalibréalt pipetta szlksége,
mind a minta, mind a metanol beméréséhez. llyen pipetta szlikséges az 50 yL
metanol extraktum csdvekbe torténé beméréséhez is.

10.2 Mérje valamennyi reagens aligot-ot a csé als6 harmadaba, a mintak megfeleld
keveredésének elésegitéséhez.

10.3 Néhany gyart6é egyszerhasznalatos csdveket biztosit a nem specifikus kotések
elkeriilésére.

10.4 Az ImmunoSep reagenseket kdzvetlenll hasznalat el6tt alaposan 6ssze kell
keverni.

10.5 Ha a minta értéke magasabb, mint a legnagyobb kalibrator, ismételje meg az
extrakciot, ugy, hogy a minta: metanol arany legyen nagyobb, mint 1:4
(1:9 vagy 1:19 ajanlott). Korrigalja az eredményeket a megfeleld faktorral.

10.6 Ha a csdveket nem tudja a centrifugalast kéveté 5 percen belll lednteni,
ajanlott a csoveket Ujra lecentrifugalni

10.7 Az assay inditasat kdzvetlenll az extrakcios lépést kdvetSen kell elvégezni.

11. MINOSEGBIZTOSITAS

Valamennyi laboratérium szamara ajanlott legalabb két kontroll mérése valamennyi
futtatasnal, megfelel6en validalhaté eredmények biztositdsahoz. Ha ismeretlen kontrollt
hasznal, melynek nincs meghatarozott atlaga és standard devianciaja, akkor ezen
kontroll atlagat és standard devianciajat legalabb 10 kiilonb6z6 futtatasbdl szarmazé
mérés alapjan kell meghatarozni. Az elfogadhatdsagi tartomany az el6bbi mérésekbdl
a +* 2 SD alapjan kell meghatarozni. A DiaSorin Quality Control Laboratory
meghatarozta a készletben talalhaté kontrollok tartomanyait. Ezek a tartomanyok az
Uvegen kerllnek feltlintetésre. Nem ajanlott a I CYCLO-Trac SP tracer-ek
egymassal torténd helyettesitése.

A teljes monitorozas szabalyainak megfeleléen a RIA assay-nél, a laboratériumnak
ellendriznie kell az addicionalis faktort. DiaSorin azt javasolja, hogy a koévetkezd
paramétereket minden assay futtatas el6tt ellenérizze.

a. Total belitésszam

*

g = (1118 x 10®) (sugar cm-ben kifejezve) (rpm)?
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b. Maximumkoétédés

A Kalibrator 0 beltés per perc-ben (CPM) kifejezett értéke/ a Total beltés csdvek
atlagos CPM értéke.

c. Nem-specifikus kotédés

Az NSB csdvek CPM értéke/CPM of NSB cs6/ a Total beltés csoévek atlagos CPM
értéke.

d. A kalibraciés gorbe meredeksége

Példaul, figyelie meg a 80, 50 és 20%-os kalibracios pontok vonalanak futtatasok
kozotti reprodukalhatésagat.

12. EREDMENYEK KALKULACIOJA
Szamos modszer létezik a RIA mérések értékelésre. Valamennyi az ismert kalibratorok
koncentracioja és a mért értékek kozotti osszefliggésen alapul. A CYCLO-Trac SP
assay kalibraciojanal a B/Bg %- log koncentracié 6sszefliggés hasznalando.

12.1 Szamitsa ki az atlag CPM értéket valamennyi kalibratorra, kontrollra és beteg
mintara.

12.2 Vonja ki a megfelel6 CPM értékekbdl az atlag NSB CPM értékeket.

12.4 Ossza el a kalibratorokra, kontrollokra és mintakra mért CPM értékeket a
Kalibrator 0-ra kapott CPM-ek atlagaval.

Kalibrator, paciens minta CPM értéke — NSB CPM értéke
B/Bg %= P x 100

Kalibrator 0 CPM értéke — NSB CPM értéke

12.4 Hasznaljon szemi-log papirt, abrazolja a kalibratorok B/Bg %-at (Y-tengely) a
hozza tartozé koncentracio érték fliggvényében (X-tengely).

12.5 Abrazolja a legjobban illeszkedd gorbét.

12.6 Hatarozza meg a mintdk ciklosporin koncentracidjat a goérbe alapjan
interpolacioval.

A gyakorlatban a legtébb laboratérium szamitégépes kiértékeld programot hasznal. A

DiaSorin spline, vagy 4-paraméteres logisztikai (4PL) gorbe illesztd programot hasznal.

MEGJEGYZES: NE HASZNALJON koncentracié scale-t (X-tengely) vagy logit B/Bo
scale-t
(Y-tengely).

ADATOK ATSZAMITASA
A DiaSorin QC laboratérium simitott spline gorbe illesztést hasznal.
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TABLAZAT |
DiaSorin CYCLO-Trac SP teljes vér minta adatok

i Kotési
Duplikatum Atlag Korrigalt szazalék  Szazalék Konc.
Cs6 CPM CPM CPM (B/T) (B/Bo) (ng/mL)
Total 51045 50892
belitésszam
50738
NSB 1221 1328 2.6
1434
0 Kalibrator 25323 25432 24104 50.0
25541
Kalibratorok (ng/mL)
A (20) 22781 22806 21478 89.1
22830
B (61) 19850 19624 18296 75.9
19397
C (154) 14843 14911 13583 56.4
14978
D (379) 9506 9570 8242 34.2
9633
E (1099) 4893 4858 3530 14.6
4823
Ismeretlen mintak
1 16225 16122 14794 61.4 126
16019
2 9764 9570 8242 34.2 379
9375

Egy tipikus minta adatsor és kalibracios gérbe lathato az I. TABLAZATBAN és az 1.
ABRAN; ezek az értékek csak példak, ezért ne hasznalja az eredmények
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CYCLO-Trac® SP TELJES VER MINTA KALIBRACIOS GORBE
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13. AZ ELJARAS KORLATAI
13.1 A mintakat nem szabad ismételten fagyasztani, olvasztani.

13.2 A kivalasztott mérési id6 legyen elegend6 a statisztikai hibak
kikliszoboléséhez.

13.3 Monoklonalis antitestek, mint az OKT3 nem okoz interferenciat az assay-ben.

14. VART ERTEKEK

A vese-, sziv- és médj transzplantaltak terapias ciklosporin szintje vérben nem
meghatarozott. Ez részben a valtozo transzplantalt kezelési protokollnak készénhetd; a
metodika alkalmas a ciklosporin és a vele egyutt adott egyéb immunszupressziv
gyogyszerek mérésére. 9 30.31

A Klinikai értékelésben a londoni, ontarioi, albany-i és a new york-i Egyetemi Korhaz
CYCLO-Trac SP Whole Blood készletet hasznalt vese-, sziv- és maj transzplantalt
betegeknél. Ezek a vizsgalatok a ciklosporin transzplantalt betegek vérében mérhetd
értékét vizsgaltak az id6 fluggvényében. Transzplantaciot koévetéen a vérszint
4-90 napig kerllt vizsgalatra vese (n = 10), sziv (n = 10), és m3j (n = 10) transzplantalt
betegekben a londoni és az ontarioi Egyetemi Kérhazban. Tovabbi vese
transzplantaltak vizsgalatara kerilt sor (n = 18) az albany-i, new york-i Egyetemi
Kérhazban a transzplantaciotdl a transzplantaciot koveté 199. napig.

TABLAZAT |l mutatia az atlag ciklosporin vér koncentraciét és a szignifikans
valtozasokat (kilrilés, vagy nefrotoxicitds) a londoni, ontarioi Egyetemi Korhaz
eredményei alapjan. Ebben a koézpontban 400 - 650 ng/mL ciklosporin

képek fuggvényében.
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TABLAZAT II

A ciklosporin id6beni valtozasa teljes vérben vese-, sziv- és mdj transzplantalt
betegekben CYCLO-Trac SP Whole Blood készlettel mérve.

Post Vese? Szivb MajC
Operativ CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)
nap N esetd atag S.D. N esetd atag S.D. N esetd atlag  S.D.
4 8 2 438 269 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102
Osszes eset 24 13 3

a Ciklosporin: 3.75 mg/kg - 5 mg/kg |.V. valtoztatdas 12 mg/kg-ra kettévalasztva

amilyen hamar csak lehet, prednison 2-5 mg/kg-rél csokkentve 20 mg/napra,
methylprednisolon 1-2 mg/kg. Ha nincs vese funkcié a ciklosporin adagolas
megszakitva és OKT3 adasa 5 mg/kg 10 napig.

® Ciklosporin adasa az operacié utani 3. napon kezdédik 5 mg/kg-mal két adagban,

prednison napi 15 mg fokozatosan csdkkentve, azathioprin adasa indokolt esetben,
ALG 50 mg/kg adasa egyszer, kizarolag indokolt esetben, OKT3 5 mg/kg I.V.
7 napig, ha sziikséges.

¢ Ciklosporin adasa 1.V. kezdetben oralis adagolas az 5. naptdl 4 mg/kg-mal a kivant

d

vér szint fenntartasaval, prednison napi 15 mg fokozatosan csokkentve, azathioprin
2-2.5 mg/kg és megszakitasa a vérlemezkék szamanak csokkenésével, metil-
prednisolon 500 mg intraoperativ és 15 mg LV. for 10 napig, OKT3 5 mg/kg
10 napig.

Nefrotoxicitas, vagy kilokédés.
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TABLAZAT IIl mutatja az atlagos vér ciklosporin és a hozza tartozé kreatinin szinteket
18 vese transzplantalt beteg adatai alapjan az albany-i és a new york-i Egyetemi
Kérhaz mérései alapjan.’? Az albany-i paciensek ciklosporin szintje 100-300 ng/mL
kozott volt tartva.

TABLAZAT Il

18 vese transzplantalt beteg teljes vér ciklosporin szintjének idébeni valtozasa CYCLO-
Trac SP Whole Blood készlettel mérve.

Operacio Ciklosporin Kreatinin szint
utan® (ng/mL) (mg/dL)

Hét nap Ne  Atlag S.D. N Atag S.D. MIN MAX
1 0-7 12 151 128 143 4.9 4.0 0.7 18.0
2 8-14 16 185 96 125 2.7 2.2 1.1 8.2
3 15-21 19 173 94 94 2.7 1.9 1.1 9.4
4 22-28 17 198 146 76 3.0 1.9 1.1 8.5
5 29-35 22 210 168 70 2.9 1.7 1.2 8.2
6 36-42 17 164 63 68 25 1.1 1.1 5.6
7 43-49 14 175 53 55 24 1.1 1.1 5.4
8 50-56 17 198 99 42 2.1 1.0 1.2 54
9 57-63 16 176 54 40 3.1 2.7 1.0 10.9

10 64-70 4 199 59 34 3.5 3.3 09 117

11 71-77 18 146 73 27 3.0 3.1 0.9 111

12 78-84 5 142 76 18 3.5 3.3 11 112

13 85-91 1 304 - 7 4.2 0.3 3.6 4.6

14 92-98 1 317 - 10 34 1.1 1.7 4.8

15 99-105 2 121 10 9 4.1 1.6 2.0 5.5

16 106-112 1 49 - 5 5.4 25 1.7 8.7

17 113-119 1 79 - 3 1.6 0.1 1.6 1.7

a A pacienseket 2-5 mg/kg ciklosporinnal kezelték (12 o6ras intervallumban),
azathioprin-nel
4 mg/kg preoperativ és csokkentették 0.75 - 1.0 mg/kg-ig, metilprednisolon 300 mg-
os bolus-ban kerilt beadasra, majd beallitottak 20 mg/nap-ra 30 napig, vagy
10 mg/nap-ra 60 napig az operaciot kdvetden.

> Egyéni ciklosporin meghatarozas.

A tanulmany eredménye ramutat, hogy a vér ciklosporin szint valamennyi
transzplantécid tipusnal a kivant szinten tarthatd valamennyi transzplantacios centrum
visszajelzése alapjan.

Mivel a vér ciklosporin szintje kuloénbdz6é betegekben nagyon eltérd lehet, ezért az
eredménykozlésnél és a doézis beallitasnal figyelembe kell venni az operacié utani
periodust, mas alkalmazott gyégykezelést és valamennyi, a betegre vonatkoz6 egyéb
klinikai informaciot.
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GYOGYSZER KOLCSONHATAS

A kovetkezé jelentés a Sandoz LTD., Basle Svajc-tél a Sandimmune-ra
vonatkozéan® (cyclosporin):

A cyclosporin-t nagymértékben a maj metabolizalja. Ezért a teljes vérben mérhet6
szintet nagymértékben befolyasoljak azok a gyégyszerek, melyek hatassal vannak a
maj mikroszémalis enzimeire, kuléndsen a citokrom P-450 rendszerre. Lényeges
ismerni ezen enzimekre gyakorolt gatlé hatasukat, amely soran lecs6kken a maj
metabolizmusa és megemelkedik a ciklosporin szint a teljes vérben. A gyogyszerek,
erythromycin-t, nicardipin-t, diltiazem-et, methyltestosteron-t tartalmaznak, illetve ilyen
hatast fejtenek ki a fogamzasgatld szerek. Azok az anyagok, amelyek indukaljak a
citokrom P-450 aktivitast, megemelik a maj metabolizmust és lecsokkentik a teljes vér
ciklosporin szintjét.

phenytoin-t, phenobarbital-t, 1.V. trimethoprim-ot sulfa-methoxazol-lal, vagy
carbamazepine-t tartalmaznak. A vér ciklosporin szintjének monitorozasa és a
megfeleld adagolas beallitasa létfontossagu ezen gyogyszerek hasznalatakor.

Medfigyelheté, hogy a prednisolon clearance csokken a ciklosporinnal kezelt
betegeknél és a teljes vér ciklosporin szintje RIA-val mérve megemelkedik nagy dozisu
methylprednisolon kezelés hatasara.

15. SPECIFIKUS TELJESITOKEPESSEG JELLEMZOK
15.1 Precizié
Intra-assay (érték = ng/mL)

Atlag érték S.D. %C.V. N
ALACSONY 46 4.9 10.7 25
KOZEP 186 6.0 3.2 25
MAGAS 625 19.2 3.1 25
Inter-assay eredmények multi-kbézpont tanulmany alapjan teljes vérbdl.

Atlag

Ciklosporin S.D. %C.V. N
(ng/mL)

91 15.0 16.5 5
Kozpont 1* 203 27.9 13.7 5
543 53.7 9.9 5
71 6.7 9.5 5
Kézpont 2 173 12.9 7.58 5
466 41.5 8.9 5
78 54 6.8 5
Koézpont 3 195 18.4 9.4 5
500 50.2 10.0 5
87 6.9 7.9 5
Kozpont 4 200 13.5 6.8 5
505 42.5 8.4 5
78 3.6 4.6 5
Kodzpont 5 192 10.2 5.3 5
497 23.9 4.8 5

*

Ajanlott az assay-k koOzotti variacid vizsgalata, miel6tt radio-immunoassay
mérésébe kezd.
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152 HELYESSEG: AZ ASSAY HELYESSEGE LINAEARITASI  ES
VISSZANYERESI TESZTTEL ELLENORIZHETO.

Linearitas (Parallelizmus)

Atlagos visszanyerés 30 kiilénb6zé minta higitasabdl (koncentracié tartomany
132-1716 ng/mL).

(higitasi faktor x higitott minta értéke)
% Visszanyerés = 100 x

(higitatlan minta értéke)

Higitas 1/2 1/4 1/8

% Visszanyerés 96.1 93.3 95.9

S.D. 13.7 19.2 22.6

% C.V. 14.3 20.6 23.6
Pontossag

Visszanyerési vizsgalat: atlagos visszanyerés 5 mintdhoz 3 mennyiségben torténé
ciklosporin hozzaadassal, valamennyibél 6 replikatummal (n=30).

Hozzaadott
ciklzgsporin % Visszanyerés S.D. C%V
(ng/mL) ’
Szint 1 95 119 17 14
Szint 2 212 109 11 10
Szint 3 467 97 7 7

15.3 Analitikai Szenzitivitas (detektalasi hatar)

Meghatarozhatd, mint az a koncentracio érték, amelynek belitésszama harom standard
devianciaval eltér a maximum kotés értékétél, a CYCLO-Trac SP Whole Blood Assay
atlagos szenzitivitdsa 8.7 ng/mL (n=20).

15.4 Analitikai Specificitas

Ciklosporin metabolitok keresztreakcidja CYCLO-Trac SP Whole Blood assay-vel.
Keresztreakcid definicidja:

(Ciklosporin koncentracié 50%-os B/Bg-nal)

100 x - -
(Metabolit koncentracié 50%-0s B/Bo-nai)
Ciklosporin metabolit Keresztreakcio %
1 1.7
8 <0.1
13 0.1
17 0.7
18 0.2
21 0.8
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15.5 Interferenciak

A kovetkezd anyagok kertliltek hozzaadasra ciklosporin tartalmu (160-250 ng/mL) teljes
vér pool-ok aligotjaihoz. Egyik sem okozott interferenciat ciklosporin mérésekor az
alabb lathato koncentraciokban.

Anyag Koncentracio
Koleszterol 100-1000 mg/dL
Triglicerid 300-1000 mg/dL
Bilirubin 5-30 mg/dL
Azathioprine 50-200 ng/mL
Cimetidin 500-1000 ng/mL
Nifedipin 100-200 ng/mL
6-metil-prednisolon 20-60 ng/mL
OKT3 1500 ng/mL

A kovetkezd listan talalhaté gyogyszereket 100 pg/mL koncentracidval vizsgaltal és
nem talaltak interferaciés hatast az assay-vel:

Acetaminophen Lidocaine
N-Acetylprocainamide Metoclopramide
Cephalosporine Naficillin
Chloramphenicol Penicillin
Digoxin Propranolol
Disopyramide Rifampin
Ethosuximide Salicylic Acid
Gentamycin Sulfate Tobramycin
Kanamycin Verapamil

DiaSorin CYCLO-Trac SP Whole Blood Assay ¢sszehasonlitdasa HPLC-vel.

. Transzplantacio T Regresszids
Tanulmany tl'pFLsa Linearis egyenlet ko%fficiens n
Farmakokinetika N/A Y =0.9121X + 47 r=0.9719 373
Pennsylvania-I Vese Y =0.8022X + 34 r=0.9585 82
Egyetem Sziv Y =0.9196X + 50 r=0.9223 42
Maj Y =0.9572X + 48 r=0.9067 40
Albany Medical
Center Vese Y =1.038X + 27 r=0.9124 187
Western Ontario Vese Y =1.3074X + 29 r=0.9703 73
Egyetem Sziv Y =1.4672X + 16 r=0.9696 75
Maj Y =1.3575X - 12 r=0.9067 63

Az itt kozétett adatok szamos olyan laboratérium tanulmanyaibdl szarmaznak, akik
Onalléan érvényesitett HPLC metodikat hasznalnak. Az adatok nem hasnlithatdak
Ossze és minden modszer Osszehasonlitas csak alapos standardizacié utan
lehetséges.

Irodalmak az utolsé oldalon
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KIT RIA "2 FIA OAIKO AIMA CYCLO-TRAC® SP

1.  XPHZH A THN OMNOIA NMPOOPIZETAI

A AIATNQXTIKH XPHZH IN VITRO.

To it padioavoootrpoadiopiguou (RIA) yia oAiké aipa CYCLO-Trac® SP trpoopieTal
yla Tnv TTOCOTIKA PETPNON TNG KukAooTtropivng (KukAooTropivn A, KukAooTropivn,
Sandimmune®) oe oAiké aiya wg BorBnua oTtn dlaxeipion Twv aoBevWV TTOU €XOUV
uTtoPBANBEi o€ peTapdoxeuan Kapdiag, vePPOU ) ATTATOG Kal AauBdavouv KuKAoGTTopivn.
MPOZOXH: O OMOZMONAIAKOZ NOMOZ MEPIOPIZEI THN MQAHXZH KAl TH
AIANOMH THX NAPOYZAX XYIKEYHX AMNO IATPO, H KATOMIN ENTOAHXZ
AYTOY, H ZE KAINIKO EPFAXTHPIO. H XPHXZH MEPIOPIZETAI ZE IATPO, AMNO
IATPO 'H KATOIMIN ENTOAHX IATPOY.TO KIT RIA CYCLO-TRAC SP
MPOOPIZETAI TA XPHZH MONO ME KYKAOZIMOPINH.

2. TMEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

H kukAooTropivn (kukAooTtropivn A, KukAooTropivn, Sandimmune) eival €éva KUKAIKO
EVTEKATTETTTIOI0 PE MUKNTIOKA TTPOEAEUCH KAl IOXUPEG OVOOOKATAOTAATIKEG 1810TNTEG. "
2Av kal o pnyaviopég dpdong TnG PBpioketalr akdun uTTd €peuva, N KUKAOOTTOPivn
@aiveral va €1nNPeadel 1o ETABOAITHS TOG0 Twv BondNTIKWV T AEUQOKUTTApPWY OG0 Kal
TWV KATAOTOATIKWV T AEPPOKUTTAPWY, YEYOVOG TTou dlaTapdooel TO avoooTIoINTIKO
oloTnua.®s

Av kol autd TO QAPHOKO €XEl ATTODEIXTEI WPEAIJO OTNV TTPAANYN TNG aATIOPPIYNS
METOMOOXEUOEWY VEWV OpYAvwyv,>® €xouv avo@pepBei TTOAUAPIBUEG aveTTIBUUNTEG
evEPYeIEG, '™ ek Twv oTToiwv n o cofapn gival n TOEIKOTNTA TWV VEQPPWV KAl TOU
ATTATOG TTOU CUGCYETICETAI PE augnuéva €TTITTEdA TOU QOPUAKOU auToU OTO aipa’?™e .
EmimrAéov, n ammoppd@non Kal 0 PHETABOAICUOG TNG KUKAOOTIOPIVNG SIGQEPEI ONUAVTIKA
peETOEU 00Bevwv.° ETTopévwg, n Oocoloyia TTPETTEl va  €COTOMIKEUTEI KOl va
TIAPAKOAOUBEITAl TTPOKEINEVOU va €TTITEUXOEi N BEATIOTN QVOOOKOTAOTOAR KOl VO
ehaxiotomroinBei n  eu@Avion  avemBUunTwyv  avTIOPACEWV."®"® TxedOv  OAn N
KUKAOOTTOpIVN TTOU UTTAPXEl OTO OAIKO aipa gival deopeupévn aTa epubpd aipocaipia
Kal TIG Tpwteiveg TAGOpaTog.?2 H diavoury emnpeddetal ommd  aAAayég  OTn
Bepuokpacia  kal  Tov  aldaTokpitn.?'?2 Mpokelyévou  va  €§0oPaANIOTOUV  OUVETTH
aTTOTEAECUATA, ATTAITEITAI VO TUTTOTTOINUEVO TTIPWTOKOAAO yia TNV aigoAnyia.™®

ZAuepa, OlatiBevrar OU0 péBodol  yia TNV TTapakoAouBnon  Twv  ETITTEOWV
KUKAoOTTOpivnGg o€ aaBeveig: uypn xpwpatoypagia uwnAng amédoong (HPLC) kai
padio-avoootrpoadiopiopds  (RIA). O1 RIA Tpwing yevedg xpnoigotroioloav
TIOAUKAWVIKG QVTIOWHPATA TTOU €U@avifouv uwnAf dilaoTaupouuevn avTidpaaTIKOTNTA
pE Toug PETAROAITEG TTOU KUKAOQOPOUV.2 Ol TIHEG KUKAOGTTOPIVNG TTOU TTPOKUTITOUV
amd autolg Toug RIA utrepPBaivouv oTaBepd autég TTOUu TTPOKUTITOUV aTré UypPn
xpwuatoypagia uwnAng tieong (HPLC).2* O1 RIA deutepng yevedg Bacifovial o€
TEXVOAOYIO POVOKAWVIKWY avTIOWUATWV.2 ‘Exouv avarmtuxBei 1600 €18Ikd 600 Kal un
€10IKG HOVOKAWVIKA avTiowpata. To €181kd avTiowpa PETPAEl Ovo TN YOVIKA évwon TNg
KUKAOOTTOpIVNG KOl TTApdyel TIMEG OPOIEG ME QUTEG TTOU AapfBdvovtal peE uypR
xpwuatoypagia uwnAng tieong (HPLC). To pn €18Ik6 avTiowpa PETPAEl T YOVIKA
£vwan Kal Toug UETABOAITEG Kal €TMQEPEl aTroTEAéOPOTA OUoIa PE auTd Twv padio-
QavVOOOTIPOCGOIOPICUWY TIPWTNG YEVEAG.2

3. APXH NMPOZAIOPIZMOY

O RIA yia oAké aigya CYCLO-Trac SP 1ng DiaSorin xpnoiyotroiei éva  €I18IKO
HMOVOKAWVIKG avTiowpa TTou METPAEl MOVO TNV KUKAOOTTOpivn Kal &gV TTAPOUCIAE
ONUAVTIK dlaoTaupoUpevn avTIOPAOTIKOTNTA HE Toug METAROAITEG Tng. Ma Toug
BaBuovounTtég, Ta UAIKG eAéyyxou kai Ta Oeiypara, armmaiteital BAYa ekxUAIoONG pe
pyeBavoAn Tpiv ammd Tov Trpoodiopiopd. O TTpoodIopIouOG aTroTeAEiTal ammd éva
povadiko Brpa €TTWOONG KOl XPNOIPOTIOIEI TEXVIKA BlaXWwpPIoHOU @Acewyv PE BITTAG
avriowpa. MNa va amAoucTeuBei n diadikacia, TO TTPWTO AVTIOWHA (MOVOKAWVIKO
avTiowpa TTOVTIKIOU €18IK6 oTnv KUukKAoaTropiv A) kai To OeUTEPO QVTIOWHA (QVTI-
TrovTIKIoU a1d évo) TrpoavaplyvUiovTal o€ éva gopéa (opd TTovTIKIoU) yia va TTapayouV
éva avtiowpa 1rou ovopddetal Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.
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Mpokeiyévou va kaBopioTouv Ta ETTITTEdA KUKAOOTTOPIVNG HYE TO KIT auTd, Ta deiypata
OAIKOU aipatog, ol BaBuovountég Kal Ta UNIKG €AEyXou eKXUAICovTal TTpwTa UE
peBavoAn. XT1n ouvéxela, Ta eKxUAiopata peBavoAng avapiyviovTal Pe 1xvnoETn
KUKAOOoTTOpivng, €monuacpévo Pe 1wdio 125, kai Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep.
Merd omé emwaon 1 wpag, ol SOKIYACTIKOI CWAAVEG u@ioTavtal @QUyokévTpnaon,
peTayyifovTal Kal KATOTIIV PETpIoUvTal. H TT000TNTa TNG PadIEVEPYEIAG TTOU TTAPAMEVE
oT1o OBWAO gival avTiIoTPOPWG avaAoyn PE TN CUYKEVTPWON TNG KUKAOGTIOPIVNG TTOU
UTTAPXEI OTO BEiyUa.

ANTIAPAZTHPIA MOY MNAPEXONTAI ME TO KIT

CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (KYANO) 1 @iaAidio/9 mL
BaBuovountég CYCLO-Trac SP (0 éwg 6) 1 vial/2 mL, 5 vials/1 mL
CYCLO-Trac SP ImmunoSep 2 @iaAidia/100 mL
IxvnBétng CYCLO-Trac SP (EPYOPOX) 1 @IaAidI0/20 mL

YAik@ eAéyxou CYCLO-Trac SP 2 @iaAidia/1 mL
Ap1Bu6g dokiywv 200

OYAAZH: Metd Tnv Tapalafny Tou, To KIT Ba TTpéTTel va QUAGoaeTal aToug 2 €éwg 8°C.
MeTd 10 dvolypa, @UAGgTe KGBe avTidpacTrplo oToug 2 £éwg 8°C éwg TNV nuepounvia
MEng Tou avaypdgetar otnv  €TkéTa. Ta avTmidpaoTipia Oev Ba TpéTel va
XpnoigotroinBolv oe TTePITITWON TTou TOPEABEl N nuepopnvia ARgng. H nuepounvia
AAENG Tou KIT avaypd@eTal oTnV €EWTEPIKN ETIKETO KOl QVTIGTOIXEI OTNV nUEPOUNvVia
AAENG TOU IXVNBETN.

Aegv gvdeikvuTtal n avapign avTidpaaTnpiwy até dIaQoPETIKEG TTAPTIOEGS.

4.1 NSB ImmunoSep CYCLO-Trac SP (kuavo): AvtidpaaTripio £TOIMO yia XpAaon.

To mpoavauiypyévo SIGAUPa opou avTI-TTOVTIKIOU atmd Ovo Kal opoU TTovTIKIoU E€ival
apalwpévo o€ aAaToUxo BIGAUPA PUBUICHEVO PE GWOPOPIKA TTou TTEPIEXEI alidlo Tou
varpiou 0,08% kai emipavelodpacTIKd péco. MpoaoTiBeTal Kuavh XpwoTIKA. AVOKIVAOTE
€vrova POAIG TIPpIV aTTé TN XPNHON.

4.2 BaBpovountég CYCLO-Trac SP (0 £éwg 6): AvTIOpaGTAPIO £TOIPO YIa XPAON.

O o0p6g xwpig KukAoaTropivn TrepIExel agidio Tou varpiou 0,1% kal £mM@aveiodpacTiKO
pyéoo. 'EE Pabpovountég KUKAOGTIOPIVNG, HE OVOPOOTIKEG OUYKEVIPWOEIG TIOU
Kupaivovtal amd 0 £éwg 1200 ng/mL, TTpoapaiwvovTal O avBpWITIVO 0pd TTOU TTEPIEXEI
agidio Tou vatpiou 0,1% kai emipavelodpacTikd pégo. Or akpiBeig TINEG TUYKEVTPWONG
ekxwpouvTal yia KGBe TropTida Kol avaypd@ovTtal OTIG ETIKETEG Twv @IaAIdiwv.O
BaBuovountig CYCLO-Trac SP tng DiaSorin éxel BaBuovounbei cuppwva pe 10
TPATUTTO ava@opdg yia Tnv KukAooTtropivn Tng USP. Tuxdv cuykpion pe dAAa TTpoidvTa
| diadikacieg Ba TIPETTEl va yiveTal ge autd TO TTPOTUTTO ava@opds. O XEIPIOPOG TwV
BaBuovounTtwyv ptropei va eival idlog pe autdv Twv OdelyydTwv 0aoBevwv  OTav
XPNOoIYoTroloUvTal T aAvTIdpACTpId KAl N AEITOUpyIKr diadikacia Tng Trapoloag
B1ayvwaoTIKAG SOKIPAG in vitro, OTTwWG CuVIOTATAI.

4.3 Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep: AvTidpaacTrplo £TOIWO yia Xpron.

To mpoavapiyyévo SIGAUPa JOVOKAWVIKOU QVTICWHATOG avTI-KUKAOGTTOPIVNG TTOVTIKIOU
Kal 0pO QVTI-TTOVTIKIOU atrd 6vo/opd TTOVTIKIOU gival apaiwpévo o€ aAaTouxo SidAupa
pubuiopévo  pe  Qwo@opikd TTou  TreEpIEXEl  agidlo  Tou vaTtpiou 0,08% Kkai
ETTIPAVEIODPACTIKO YEGO. AVAKIVAOTE £€VTOVa HOAIG TIPIV a6 T XPAON.

4.4 '] CYCLO-Trac SP (epuBpd): AvTidpaaTrpIo £TOIUO YA XPrion.

‘Eva TTapdywyo TnG KUKAOOTTopivNng gival ETTICNUACHEVO E 100810 125 Kal apaIWPEVO PE
puBuIoTIKG BiGAupa KITPIKWV-EDTA 1O oTroio Trepiéxel agdidio Tou vatpiou 0,05%,
avBpWITIVO 0pd KaI ETTIPAVEIOSPATTIKO pHETO. MNpoaTiBeTal epubpr) XpWOTIKN.

4.5 YAIkG eAéyxou CYCLO-Trac SP (emimedo 1 kai emimedo 2): AvridpaoTrpio
£TOIMO yIa xpAon.

210V avOpWTTIVO 0p6 TTPOOTEBNKE KATAAANAN TTOGGTNTA KUKAOGTTOPIVNG A yia va AngOEi
OUYKEVTpWON €vTdG pIag kabopiopévng TTePIoXAG TIHWY. O1 TTEPIOXEG TIMWV Yia KABE
TapTida avaypd@ovtal oTa QIOAidIa UAIKWYV EAEyXOU TTOU TTEPIEXOVTAl O KABE KIT.
‘Exouv rpooTeBei agidio Tou varpiou 0,1% kai GAAoI 0TaBepOTTOINTEG.
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5. TMPOEIAONOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIX

IA IN VITRO AIATNQXTIKH XPHZH.

Agv TTpoopieTal yia ECWTEPIKA Kal EEWTEPIKA XPrian o€ avBpwTToug A {wa.
ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN YAIKO ANOPQMINHEZ MPOEAEYZHZ
XeipioTeiTE WG €AV ATAV SUVNTIKWG HOAUGHATIKA.

KdbBe povdada 661N opoU/TTAEOUATOG TTOU €XEI XPNOIMOTTOINGEI yIa TNV TTPOETOIPATIa TOU
TTAPOVTOG TTPOIOVTOG €xel dokipaoTei pe  PEBOSO eykekpiyévn aTmd TNV YTInpPegia
Tpogipwv kar Papudkwyv (FDA) Twv H.M.A. kai BpéBnke pn avTidpacTIKA WG TTPOG TNV
Trapoucia HBsAg, avriowpatog atov 16 HCV kai avTiowpatog otov 16 HIV 1/2. Av kai
ol péEBodoI auTég eival eCaIPETIKA aKPIBEIG, OEV eyyuwvTal TNV AvViXVEUON OAWV Twv
HOAUCHATIKWY pPOvAdwyv. To TTapdv TTPOIdV eVOEXOMEVWG Va TTEPIEXE! KAl GAAO UAIKO
avBpWITIVNG TTPOEAEUONG YIa TO OTTOI0 OeV UTTAPXE! eyKeKpIPévn dokiur. ETreidn kapia
yvwoTh péBodog Bokiung Oev  pTTopeil va  Tpoo@épel TTAPn  diaBepaiwon Ot
atrouciafouv o 16G Tng nmatindag B (HBV), o 16¢ 1ng nmartindag C (HCV), o 16g 1ng
avBpwTrivng avoooavetrdpkelag (HIV) r Aol poAuopaTikoi TTapdyovTeg, 0 XEIPIOPOG
OAWV TwWV TTPOIGVTWYV TTOU TTEPIEXOUV UAIKG avBpwTTivng TTpoéAeucng Ba TTpéTrel va
YiveTal oUPQWVa PE KAAEG EPYAOTNPIAKEG TTPAKTIKEG XPNOIMOTTOIWVTAG TIG KOTAAANAEG
TIPOQUAGEEIG, OTTWG TTEPIYPAPOVTal OTO eyXelpidlo «Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories», 4n ékdoan, Mdiog 1999 i Tnv Tpéxouaa ékdoaorn, Twv U.S.
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (Kévtpa yia
Tov ‘EAeyxo kai MpéAnwn Néowv/EBvikd I8pupata Yyeiag Twv H.M.A.).

ANTIAPAZTHPIA NOY NEPIEXOYN AZIAIO TOY NATPIOY

MPOZOXH: Mepikd avTidpaoTripia oTo KIT autd TrepIEXouv adidlo Tou vatpiou. To agidio
TOU vaTtpiou pTTopei va avTidpdoel Pe TIG OwANVWOoEelG HOAUBOOU i XaAkoU Kal va
oxnuaTioel CaIPETIKG eKPNKTIKG alidia PeTAAAwWY. KaTd Tnv améppiyn, EKTTAUVETE UE
apBovn TTOoOTNTA vEPOU Yia va eUTTodiceTe TN cucowpeuon adidiwyv. MNa TpdobeTeg
TAnpo@opieg, avatpé€te atnv evétnta «Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts», otov 0dnyd diaxeipiong ac@dAeiag ye kwdikdé CDC-22 tou
ekdideTal ammd Ta Kévrpa yia Tov ‘EAeyxo kai Tnv MpoéAnwn Néowv otnv ATAGvTa Tng
T¢opTQIa, 1976.

Dpdoeig KIvBUvou yia emiKivouveg ouaieg Twv Eupwtraikwv Koivotitwy (Odnyia
Emirpotrig 1999/45/EE)

R20/21/22 - BAaBepd KaTA TNV €I0TIVON, OE €TTOQN HE TO OEPUO KOl OE TTEPITITWON
KOTATTOONG.

R32 - X¢ emagn pe ogéa eAeuBepwvovtal TTOAU TogIka aépia.

S28 - Xe TePITTTWOoN €TTAPRG PE TO OEPUA, TTAUVETE AUECWGS PE APOOVO VEPOD.

ANTIAPAZTHPIA MNOY NEPIEXOYN IQAIO 125

To kIt auTo TrepiExel padievepyd UAIKG To otroio dev uttepPaivel Ta 9 pCi (333 kBq) o€
10010 125. Katd Tn @UAAgn, 1o XeIpiouod kal Tn 81dBeon Tou UAIKOU auTtou, Ba TTpéTTel va
XPNoipoTrololvTal KATAAANAEG TTPOPUAGEEIG Kal KOAEG EPYAOTNPIOKEG TTPAKTIKEG.
Mpog 1aTpoug ) 1Idpuuata TTou TTapaAapBdavouv padioicdToTra KATW aTTo YEVIKN Adeia:
To TTapov padievepyd UAIKO uTTopei va An@Oei, va atrokTnOei, va KaTEXETAl Kal va
xpnoiygotroigital yévo amod 1aTpolg, KTNVIATPoUg TToU €EACKOUV KTNVIOTPIKA I0TPIKA,
KAIVIKG EPYQOTAPIO ] VOOOKOMEIQ Kal JOVO YIa KAIVIKEG 1) €pyacTnpIakéG SOKIUEG in vitro
TTou Oev TrEPIAAUBAVOUV TNV ECWTEPIKN A €EWTEPIKN Xoprlynon Tou uAikoU, i Tng
aKkTIVOBOAiag auTtou, o€ avBpwtroug Kal {wa. H apaAafn, n ammoktnon, n Katoxn, n
XPNON KOl N METAQOPA UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOPOUG KaI Tn YEVIKA Gdeia Tng
PuBuioTikng Emrtpotmg Mupnvikwv Twv H.IM.A. (NRC) tng ToAITeiag otnv oTtoia n
ETTITPOTIN £XE TUVAYEI TUPPWVIA YIa TNV AOKNON KaBNKOVTWY apuodiag apxng.
1.  H @uAagn Tou padievepyou UAIKOU Ba TTPETTEI va TTEPIOPIOTE O€ EIBIKA
ETTIONUOOUEVO XWPO.
2. H mrpdoBacn og padievepyd UAIKG TTPETTEI va TTEPIOPIOTEI JOVO O€
€€0UCI000TNUEVO TTPOCWTTIKO.

3.  Mn xpnoIgoTTOIEiTE TITTETA PE TO OTOUA O€ padievepyd dloAupaTa.
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4.  Mnv TpWTE 1| TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYOCIAG TTOU £XOUV ETTIOCNUAVOE WG
pPadIEVEPYOI.

5.  O1Tepioxég, 61ToU eVOEXOMEVWG EXOUV TTPOKANBET ekxUOEIG, Ba TTPETTE vl
OKOUTTIOTOUV Kal KATOTTIV va TTAUBOUV e aAKOAIKS aTTOPPUTTAVTIKO i padIoAOYIKO
atmoAupavTiké didAupa. Tuxév udAiva okeln TTOU XpNOIJOTTOINBNKav TTPETTEI VA
€KTTAUBOUV KOAG pE vepd TTPIV atrd TNV TTAUON GAAWV £PYacTNPIOKWY UAAIVWV
OKEUWV.

Mpog 1aTpoug ) 1IdpupaTta TTou TTapaAapBdavouv padioicdTotra KaTw atré €18IKr adeia:

H mapaAaBn, n xprion, N Hetagopd kai n dIdBeon Twv PadIEVEPYWVY UAIKWVY UTTOKEIVTOI

OTOUG KaVOVIOHOUG Kal TIG OUVOAKEG TNG 18IKNAG AdEIGG 0OG.

MPOEIAONMOIHZH: To mpoidv autd TTEPIEXEI YIa XNUIKA ouaia n oTroia gival yvwoTd
atré Tnv TToAITeia TnG KaAipdpviag &TI TTPOKAAET KapKivo.

MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypd@etal O0To €VOETO GUOKEUAOIOG MTTOPEl va
Sla@Epel EAAPPWG aTTO TN PODIEVEPYEID TTOU AVAYPAQPETAI OTNV ETIKETA CUOKEUATIAG N
oTnv eTIKETa PiaAidiou 1xvnOETn. H eTIKETa CUOKEUaTiag Kal n €TIKETA QIOAIBIOU IXVNOETN
UTTOBEIKVUOUV TNV  TTPAYMATIKA TTO0OTNTA  PODIEVEPYEIOG KOTA TNV nNUEPOUNVia
BaBuovounong, evw 1o €vBeTO ouOKeuaaoiag UTTOBEIKVUEI TN BewpnTik padievépyeia
TOU KIT.

6. ENAEIZEIX NIOGANHZ ®OOPAX TQON ANTIAPAXITHPIQN KIT
6.1 [Napoucia aouvABIOTWY OTEPEWV CWHATIOIWY OE OTTOIOBNTIOTE AVTIOPACTHPIO.
6.2 MeTatémon TG kKAiong A TNG Béong TNG KAPTTUANG BaBuovéunong o oxéan Ye
auTrV TTou AauBAveTal KAVOVIKG.
6.3 Meiwon Tng péyiotng déopeuong.
6.4  YwnAn pn €101k déopeuon.
6.4 [Twyn avamapaywyikoTnTa OTIG TIWEG ETTAVOARWEWV.

7. ZYAAOI'H KAINMPOETOIMAZIA AEIFMATOZX
MNa ™ diadikacia ekxUAIonNg oAikou aipatog Tou CYCLO-Trac SP, armaitodvral ekatd
MIKPOMITPA OAIKO aipa pe EDTA.
THMEIQZH: Aev mpémel va xpnoipotrololvtal deiypata oTa oTroia €xel TTPpooTeDET
I']1poI'VI'].19'27
ZYAAOIH KAl ®YAA=H TOY OAIKOY AIMATOZ

JUMEETE aipa pe pAeBoTTapakévTnon o€ KEVO UAAIVO OOKIUOOTIKO owAfva 5 4 10 mL.
Oa mpémel va xpnoigotroin®ei EDTA (7,2 mg/5 mL aiya) wg avTimnkTikd. Aev
atraitouvtal dAAa TTpooBeTa | ouvTnEnTIKA yia Tn SIaTAPNON TNG aKePAIGTNTAG TOU
Oeiypartog. Av Ta deiypata Oev xpnoipoTroinBolv apéows, QUAGETE Ta oToug 2 €wg 8°C
| ot XapnAoTepeg Bepuokpaoieg €wg 7 nuépes. Ma Trapatetapévn @QUAAEN (Ewg
3 pAveg), katawugTe Ta Seiypata oTtoug -20°C ) o€ xaunAoTepeg Beppokpaaieg.?s 2°

Ta deiyyata oAIkoU aipatog Tmou @UAGooovTav atoug 4°C 1) TTou dev €XOUV UTTOOTEN
emeCepyaoia apyéowg, Ba Tpémel va  avapixBolv €§OVUXIOTIKA TIpIV  aTmd TN
delypaToAnwia yia e¢étaon pe 1o KIT oAikou aipatog CYCLO-Trac SP.

8. EZOMNAIZMOZ KAI YAIKA MOY AMAITOYNTAI, OMQZ AEN NMAPEXONTAI

8.1 AvaAwoipol BoKIOOTIKOI CWARVEG ATt BoploTTupITIKG UaAo, 12 X 75 XAOT.

8.2 duyokévipnon pe eheyxduevn Bepuokpacia OtV  omroia PTTopouv  va
TTPOCAPHUOOTOUV BOKINAOTIKOI CWARVEG 12 X 75 XAOT.

8.3 MetpntAg omVONPICUWY yapa pe duvatotnta pETpnong iwdiou 125.

8.4 Opyavo Tepidivnong (vortex).

8.5 Xuokeuég TTITTETAG:
a. [iTéreg BeTikoU ekToTTIopaTOG 400 pL, 100 pL kai 50 pL.

B. Aiavopeig emavalapuBavopevng xopriynong, Pabuovopnuévol WoTe va
diavépouv 1,0 mL kai 100 pL.
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8.6
8.7

MeBavoAn (Baduou HPLC).

Karrékia yia dokigyaoTikoug CwAAVEG eKXUAIONG (ETTIOTNPOVIKG TTPOIGVTA HE
KwdIké T1226-32).

AIAAIKAZIA MPOZAIOPIZMOY

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

9.6

9.7

9.8

9.9

9.10

9.1

9.12

*

*%

EmkoANAoTE eTIKETA O€ €va UGAIVO JokIJaoTiké cwAfva 12 x 75 yia kdaBe
BaBuovounTh, UAIKG eAéyxou Kal AyvwaTo deiyua.
Alavépete 400 pyL peBavoAn (BabBuol HPLC) og kdBe SOKIUOOTIKO CWAAvVA e
XPNon TTTETAG BETIKOU €KTOTTIONATOG.* KaAUWTe TOUG BOKIUAOTIKOUG OWANVEG
ue parafilm, oe mepimrwon Tou Ta deiypara Oev eival akOPn €TOIUa va
TpoaTeBoUy.
MpooBéote TOUug PBabBuovountég, Ta UAIKG eAéyxou kai Ta Oeiypyata oAIKoU
aipaTog oTn peBavoAn xpnaihoTTolwVTag TITTETA BETIKOU ekTOTTIoHOTOG 100 pL.*
THMEIQZH: Aiavépete apyd KGBe deiyya e Tn pUTN TNG TTITTETAG TOTTOBETNPEVN
Aiyo KGTw atré Tnv em@aveia TG peBavoAng.
Apéowg META TNV TPoOoBrkn Tou Ogiyuatog, TOTTOBETAOTE KATIAKI Ot KABE
OOKIUOOTIKO CwAAva Kal oTPofIAioTE og Opyavo TrepIdivnong (vortex) yia
15 deutepOAeTITa.
PuyOKEVTPAOTE TOUG BOKIMAGTIKOUG OWANVEG, 0@OoU EXETE TTPWTA TOTTOBETACEI
KaTTakia, pe xprion 1600 x g** atoug 20 éwg 25°C yia 5 AetrTd.
Mpooé€Te va pnv agnaoete Ta ekXUAiopata peBavoAng va e€atpioTodv TIpIv Ta
TOTTOBETACETE PE TTITTETO OTOUG SOKIPNAGTIKOUG GWARVEG TOU TTPOadIopIgHoU.
TaAKTOTTOINOTE TOUG SOKIUOOTIKOUG CWANRVEG 12 X 75 XAOT, OTOUG OTTOIOUG €XEl
ETTIKOAANOEI ETIKETA, GUPPWVA PE TO OXAMA TOU TTPOCBIOPITHOU (OTTICOOPUAAD).
AoproTe Ta avTIdpaaThpIa va I00pPOTIHOoUV 0€ Bepuokpacia dwuaTiou (20 €wg
25°C) 1TpIv Ta XpNOIUOTIOINCETE OTOV TTPOCDIOPICHO.
[MpooBéaTe Ta AVTIBPACTAPIO WG AKOAOUBWG:
a. AoKIJaOTIKOi CWAARVEG CUVOAIKWY KPOUTEWV
100 pL %] CYCLO-Trac SP (epuBpd)
B. AokipaoTikoi owAnRveg un €181kAg déopguong (NSB)
50 pL ekxuAiopévog BaBuovountig 0
100 pL %] CYCLO-Trac SP (epuBpd)
1,0 mL koAd avapiypévo CYCLO-Trac SP NSB ImmunoSep (kuavo)
y. BaBuovountiig 0 CYCLO-Trac SP
50 pL ekxuAiopévog BaBuovountig 0 CYCLO-Trac SP
100 pL 2] CYCLO-Trac SP (epuBpd)
5. BaBpovountég CYCLO-Trac SP (A éwg E)
50 pL ekxuAiopévog BabBuovountig CYCLO-Trac
100 pL 2] CYCLO-Trac SP (epuBpd)
€. YAIKO gAéyxou kal dyvwoTa Seiyparta
50 L ekxuAiopévo deiypa
100 pL %] CYCLO-Trac SP (epuBpd)
AvakiviioTe duvatd 1o @iaAidio Anti-CYCLO-Trac SP ImmunoSep. MpooBéoTe
apéowg 1,0 mL KaAG avapiypévo avTidpaacTriplo o€ OAOUG TOUG SOKINAOTIKOUG
OWANVEG EKTOG OTTO TOUG SOKINACTIKOUG CWANVEG GUVONKWY KPOUOEWV Kal
NSB.
>1poBIAioTe Toug dOKINOOTIKOUG OWANVEG OE Opyavo TrepIdivnang (vortex) Kai
ETTWAOTE TOUG yIa 1 wpa oToug 20 éwg 25°C.
PuyokevipAaTe TOug OOKINACTIKOUG CwAAveg pe xprion 1600 x g** yia
20 Aetrtd oToug 20 £wg 25°C.

EvaAAakTIKA, ptTopeite va ekXUuAioete 200 pL deiypa pe 800 pL pebavoAn.
g=(1118x 10‘8) (akTiva o€ €KATOOTA) (rpm)2
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9.13 MeTtayyioTe auéowg TO UTTEPKEIPEVO UYPO aTTd BAOUG TOUG BOKIUAGTIKOUG
OWANVEG EKTOG aTTO AUTOUG TWV CUVONIKWV KPOUOEWY avaoTPEPOVTAG TOUG yia
2 NeTTTd, TO PEYIOTO. ZTEYVWOTE TOUG SOKINACTIKOUG CWANVEG JE OTUTTOXAPTO
YIO VO aQAIPECETE TUXOV OTAYOVEG UTTEPKEINEVOU UYPOU TTOU EVOEXOPEVWG VO
TTAPAUEVEl OTO XEINOG TWV OOKIHACTIKWY CWAAVWY TTIPIV TOUG QEPETE OE 6pBia
Béon.

9.14 Me xprion PETPNTA OTTIVONPICUWYV YAUa, HETPAOTE TO i{NUa KABE SOKINATTIKOU
OwAfva Kal Toug SOKIMAOTIKOUG OWAAVEG CUVOAIKWY KPOUGEWV Yia XPOvo
QPKETO yIa TNV €TiTEUEN OTATIOTIKAG akpifeiag (BA. Tapdypago [Mepiopiouoi
NG d1adIKATiag).

10. AIAAIKAZTIKA ZXOAIA

10.1 MMpokeipyévou va emTeuxBei Wéyiotn opBSTNTO Kal akpiBela, Ba Tpémel va
akoAouBoUvTal TTPooEXTIKA Ta BAMaTta ekXUAMong pe peBavoAn. Mpémer va
XpnoigotroinBouv TiTéTeg BeTIKOU exToTTioparog (SMI) yia Tn diavour 1600 TnG
ueBavOANg 600 kal Twv OelypdTwy. ATraitouvTal €TTiong TITTETEG BETIKOU
€KTOTTIOPOTOG yIa Tn petagopd 50 L exkxUAiopa peBavoAng ot KABe
OOKIMACTIKO GWARVA TOU TTPoadIopIouoU.

10.2 MNpocbéote kAOBe kAdopa avmidpaoTnpiou OTO XOUNAOTEPO TPITO TOU
OOKINaOTIKOU OwAAva TTpoKkeIyévou va e€ao@aNIOTEl N TTARPNG avauign Twv
avTIdpaaTNPIWV.

10.3 O1 avaAwaoipol SOKIYACTIKOI CWAAVEG PEPIKWY KATAOKEUAOTWY EVOEXOMEVWG
va amodwoouv augnuéveg un €1dIKEG OeOUEUTEIG i} va TIPOKAAECOUV augnuévn
OloAicBnon oBwAou.

10.4 Ta avmidpacTipia ImmunoSep Ba Tpémel va avapixBolv duvatd poAig TTpiv
amd TN Xpnon.

10.5 Av n £€vdeign yia 10 deiypa eival geyaAlTtepn atmd 10 Babuovountr PE TV
uwnASTEPN TIUR, EKTEAECTE €K VEOU €KYXUAION PE XPron avaloyiag aiparog:
peBavoAn peyaAuTtepng amoé 1:4 (ouviotwvtal 1:9  1:19). MNoAAaTTAacidoTe Ta
atroTeAéopaTa Tou TTpoadiopiopou pe Tov KaTdAAnAo TrapdyovTa diépbwaong.

10.6 Av n peTdyyion Twv OOKIUACTIKWY CWAARVWY dev gival duvaTh evidg 5 AeTTTwv
amé TN JIOKOTI TNG (QUYOKEVTPNONG, OUVIOTATOI VO EKTEAECETE €K VEOU
(PUYOKEVTPNON TWV SOKIPACTIKWY CWAAVWV.

10.7 EkrteAéoTe TOV TTPOCOIOPICPS APECWG PETA TO BAPA EKXUAIONG.

11. MOIOTIKOZ EAEMX0OZ

KdaBe epyaothipio Ba TTpétrel va ouptrepIAapuBdavel d0o0 TouAdxioTov OeiypaTa UAIKWYV
eAéyxou peE KABE TTPOCBIOPIOUO TTPOKEIMEVOU VO €EACPANICEI TNV €yKUPOTNTA TWV
aTroTEAETUATWY KABE TTPOadIopIoUOU. Av XPNOIMOTTOIEITE UNIKA €AEyXOU TTOU OV £X0OUV
TIPOCOIoPIOTEI KAl dev €XETE UTTOAOYIOEl TN péon Kal TUTTIKA atrokAion, Ba TTpétmel va
KaoBopioete TN péon Kal TUTTIKA atrOKAIOn yia KAOBe UAIKO €Aéyxou XPNOIHOTTOIWVTAG
TOUAGXIOTOV OéKa TTPOCBIOPITHOUG. Mia atTodeXTH TTEPIOXA TIMWV WTTOPEI KATOTTIV va
An@Bei yia autd Ta UAIKG €AEYXOU XPNOIUOTTOIWVTOG +2 TUTTIKEG ATTOKAICEIS TWV TINWV
TToU KaBopiaTnkav TTponyoupévwg. To epyaaThpio TroloTIkoU eAéyxou Tng DiaSorin €xel
KaBopioel pia TTEPIOXA TIMWY Yia Ta UAIKA eAéyxou TTou TTEPIAAUBAvVOVTal OTO KIT QUTO.
AUTEG 01 TTEPIOXEG TIUWV avaypd@ovTal oTa @QIOAdIa Twv UANKWV eAéyxou. Aegv
ouvioTaTal va evaAAdooovTal Ta avTidpaoTAPIa TOU KIT, €KTOG atrd Tov IXvnOETn 25
CYCLO-Trac SP.

MNa va TapakoAouBei TANPpwG €va  €PyaoTAPIO T OCUVETTH] aTmodoon evog
padioavocoTrpoadiopiopol (RIA), utrdpxouv TTpOCBOETOI TTAPAYOVTEG TTOU TTPETTEI VA
eAéyxovtal. H DiaSorin TpoTteivel TOKTIKO €AEYXO TWV TTOPOKATW TTAPAUETPWY YIO VA
€£a0@ANIOTEI N GUVETTAG ATTOd00N TOU KIT.

o. ZUVOAIKEG KPOUOEIG

B. Méyiotn déopeuon

Kpouoeig ava Aemrté (CPM) dokipyaoTikod cwArva BaBuovounti 0 /Méoeg CPM
OOKIPATTIKWY GWAAVWY GUVOAIKWY KPOUTEWV.
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Y. Mn €181k} 8éopeuon

CPM dokipyaoTikou owAfva NSB/Méoeg CPM BOKIJOOTIKWY CWAAVWY GUVONKWYV
KPOUTEWV.

8. KAion kaptrioAng Babpovéunong

MNa mapaderypa, mapatnprnote Ta onueia 80, 50 kai 20% TnG KapTTUANG Baduovounong
yIO TNV QvaTrapaywyikoTNTa HETAEU EKTEAETEWV.

12. YOOAOTIIZMOZ ANOTEAEZMATQN

Ymapyouv TTOAAEG péBodor yia Tov utroAoyiopd amoteAeopdtwv RIA. Kdabe pia

Baai¢etar otn AfYn KauTTUANG Baduovounong pe 1o oxedlaopd Tou Babuou déopeuong

OUVAPTACElI TWV CUYKEVTPWOEWY Babuovountwy. H KautuAn yia Tov Tpoodiopioud

CYCLO-Trac SP AapBaverar pe Tn oxediaon Tou % B/Bp ouvaptioer 1ng

AoyapiBunuévng CUYKEVTPWONG.

12.1  YmoloyioTe Tn péon Tiufl CPM yia kaBe BaBuovountr), UAIKG eAEyxou Kai deiypa
acBevn.

12.2  AgaipéoTe TIg péoeg CPM Twv SOKINOOTIKWY CWARVWY NSB a1mé OAgg TIg
KpouUaelg yia va AdBete Tig dlopBwpéveg CPM.

12.3  AiaipéaTe 10 dlopBwuévo CPM yia kGBe BaBuovounTr), UNIKS eAéyyxou r deiyua
agBevn pe 1o dlopBwuévo CPM tou Babuovounth 0.

CPM BaBuovountA ) deiyuatog acbevri — CPM NSB
% B/Bg = x 100
CPM Babuovounti 0 — CPM NSB

12.4 Me xprion xapTioU nuihoyapiBuikoU ypa@AUaATog TPIWV KUKAWY, oXedIGoTE TO %
B/Bo Twv BabBupovountwv (Ggovag Y) OuvaptTACEl TwV  QVTIOTOIXWV
OUYKEVTPWOEWY Toug (agovag X).

12.5 XxedidoTe TNV KAPTTUAN TTOU TTPOCAPPOLETal KAOAUTEPO OTA OnEia.

12.6 YTroAoyioTe TIG CUYKEVTPWAOEIG KUKAOOTTOPIVNG TWV JEIYPATWY agBevwyv Ye
TrapePBoAf atmd TNV KauTruAn Baduovopnong.

v TPAagn, Ta TTEPICOOTEPA  E€PYOAOTAPIA  XPnoIhoTrololy  oloTnua  avaywyng

oedopévwy TTou Pagiletal o€ nAektpoviké uttohoyiot. H DiaSorin ouviotd va

XPNOIYOTIOINCETE  AOYIOMIKO  TTPOCOPUOYNG KAMUTTUANG €ite  spline 13 AoyioTIKO

4 TrapapéTpwy (4PL).

THMEIQZXZH: MH xpnoiyoTroinoeTe YpappIkA KAigaka cuykévipwaong (agovag X) i/kai

kAipaTa logit B/Bg (dgovag Y).
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AEAOMENA ANAIQrHz

To epyaaTipio ToloTIKoU gAéyxou Tng DiaSorin xpnoipoTrolei rpooappoyr) KapTruAng

smooth spline.

MINAKAZ |
Aedopéva deiypartog oAikoU aipatog CYCLO-Trac SP 1ng DiaSorin
MoocooTé
Mavopoiétutto Méoo Alopbwpévo  déopeuong  Mocootd K.
Aok. owAARvag CPM CPM CPM (BIT) (B/Bo)  (ng/mL)
2UVOAIKEG
KPOUOEIG 51045 50892
50738
NSB 1221 1328 2,6
1434
BaBpovounTrig 0 25323 25432 24104 50,0
25541
BaBuovountég (ng/mL)
A (20) 22781 22806 21478 89,1
22830
B (61) 19850 19624 18296 75,9
19397
C (154) 14843 14911 13583 56,4
14978
D (379) 9506 9570 8242 34,2
9633
E (1099) 4893 4858 3530 14,6
4823
AyvwoTa deiypota
1 16225 16122 14794 61,4 126
16019
2 9764 9570 8242 34,2 379
9375

>1ov MNINAKA | kal oto 2XHMA 1 trapouciadovTal TUTTiKG dedopéva deiyuaTtog Kal Jia
KQUTTUAN BaBuovounong. Or TAnpogopieg autég didovTal uévo yia avagopd Kai dev
TIPETTEI VO XPNOIPOTTOINBoUV yIa TOV UTTOAOYICHO KAUiag TIMAG.
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Kapu1iAn Babpovounong deiyparog oAikou aiparog CYCLO-Trac® SP
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13. TMEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

131 Ta O&eiypyata ©6¢ Ba Tpémel va karawlyovral Kol va amowuyovTal
ETTAVEIANPPEVWG.

13.2 O xpdvol pétpnong Ba TPETTel va eTTOPKOUV WOTE Va aTroPeuxBei To OTATIOTIKO
o@aAua.

13.3 MovokAwvika avTiowpaTa, 6TTwg OKT3, éxouv aglohoynBei kal BpéBnke OTI dev
TTapePBaivouv aTov TTPOadIOPICHO.

14. ANAMENOMENEZ TIMEZ

Ta BepatreuTika emiTreda TNG KUKAOOTTOPIVNG OTO aiya O aCBeveiG TTOU £XOUV
uttoBANBei oe petapodoxeuon veppou, Kapdidg kal ATTaTog Ogv €xouv aTTOdEIXOE
TIANPWG. AUTO o@eiAeTal ev PEPEI OTA DIAPOPETIKA TTPWTOKOAAG Bepartreiag doov agopd
TIG HETAPOOXEUTEIG, TIG BIaBEoIPEG HEBOOOUG yIa TN PETPNON TNG KUKAOOTTOPIVNG Kal TNV
TAUTOXPOVN XOPAYNon GAAWYV OVOCOKATOOTOATIKWV QAPHAKWY TAUTOXPOVO ME TNV
KUKAOOTTOpIVN."9: %0. 31

AIEEAXON KAIVIKA a&loAdynon Pe Xprion Tou KIT yia oAlkd aipa CYCLO-Trac SP oe
TTAVETTIOTNHIAKE Voookoueia a1o Aovdivo Tou Ovtdpio kai To AAutravi Tng Néag Yopkng
o€ aoBeveig TTOU €XOUV UTTOOTEI PETAPOOXEUON VEQPOU, Kapdidg kai ATratog. Ol
a&IoAOYNOEIG QUTEG PETPNOAV T XPOVIKA EAAXIOTA ETTITTESO KUKAOOTIOPIVNG OTO aiya o€
UETOHOOXEUPEVOUG aOBevEiG. 2TO TTAVETTIOTNUIOKO VOooKopeio aoto Aovdivo Tou
Ovtdplo, ol XaunAdTepeg TINEG OTO aipa TrapatnpAdnkav 4 éwg 90 nuéPeg PETG TN
ueTapdéoyeuon o€ aoBeveig TTou €xouv UTTOPANBEl oe petapdoyeuon veppou (n = 10),
kapdiag (n = 10) kar Amatog (n = 10). EmmimAéov, die€nxOn apduola agiohdynon oe
aoBeveig TTou gixav utToBANBei o€ peTapdoxeuon veppou (n = 18) GTo TTAVETTIGTNUIOKO
voookopuegio ato AAutravi TG Néag Yopkng. 1o AAuTTavi, Ta XaunAoTeEPa ETTITTEdA OTO
aipa TTapatnpAdnkav 199 nuépeg YETE TN HETAPOOXEUOT).
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>1ov NINAKA 1l TTapouaiadovTal o HEOEG TINEG KUKAOGTTOPIVNG OTO aipa Kal onuavTika
oupBavta (améppiyn f VEPPOTOELIKATNTA) TTOU TTAPATNPRBNKAV O UETAUOOXKEUNEVOUG
aoBeveig ammd TO TTAVETIOTNMIAKS voookopeio ato Aovdivo Tou Ovtdplo. 210 KEVTPO
auté, TO emimeda oTOo ciya aoBevwv diatnprBnkav oe 400 éwg 650 ng/mL
KUKAOOTTOpivn avaAoya pe Tov TUTTO PETOUOOXEUONG Kal TNV KAIVIKF KatdoTaon Tou
aoBevn.

NINAKAZ II

Xpovikég TIHEG KUKAOaTTOpivNG OTO OAIKG aipa og acBeveig TTou éxouv uTTOBANBEi o€
METAUOOXEUON VEQPOU, KapPBIAG Kal ATTATOG OTTWG METPABNKAV UE TO KIT yia OAIKO aipa
CYCLO-Trac SP.

Huépa Negppda® KopdiaB Liver®
HETG TNV CyA (ng/mL) CyA (ng/mL) CyA (ng/mL)
eyxeipnon N SupBdv OMéco TA. N Suppav OMéoo TA. . N SupBav OMico TA.
0 - - - - - - - - - - - -
4 8 2 438 269 9 - 161 115 - - - -
7 10 3 392 138 10 - 326 176 9 - 372 111
11 9 6 428 207 10 - 563 119 10 - 496 136
14 10 5 387 219 10 - 598 162 10 1 620 231
21 10 3 487 283 10 5 505 185 10 - 478 109
30 9 3 416 163 9 4 450 102 10 1 608 217
60 9 1 579 474 9 3 482 171 8 1 437 66
90 9 1 252 105 8 1 433 173 8 - 347 102
Total events 24 13 3

a

KukhooTropivn 3,75 mg/kg éwg 5 mg/kg evoopAéBia pe ahhayn ota 12 mg/kg o€ duo
1001T00€G O00€EIG TO OUVTONOTEPO duvaTd, TTPedviCovn 2 €éwg 5 mg/kg pe oTadiakn
ehattwon ota 20 mg/nuépa, peBuloTTpedvICoAdVN 1 éwg 2 mg/kg. Ze TrepiTITWON
TTOU OEV UTTPXE VEPPIKN AEITOupyia, n Xoprynon Tng KUKAOOTTopivng SIaKOTTNKE Kal
xopnyndnkav 5 mg/kg OKT3 yia 10 nuépeg.

H xopAynon tng KUkAooTropivng &ekivnae Tnv 3n YETEYXEIPNTIKA NuéPa Ye 5 mg/KIANG
oge dUo 1006TT00EG BOTEIG, N xopriynon 15 mg mpedviddvng KGBe pépa eAATTWONKE
aTadiokd, €mITTAéov xopnynbnke alaBeloTrpivn OTwg evdeikvuTtal, Xopnyrnonkav
50 mg/kiNd ALG pia @opd kai n xopriynon cuveyietar pévo Omwg evdegikvuTal,
xopnyneénkav 5 mg/kiAd OKT3 evOo@A£BIa yia 7 NuEPES OTTWG eVOEIKVUTAI.

H evdo@pAéBia xopriynon KukAooTropivng, apxik@ pe ddan amd 1o oToua, fekivnoe
v 5n nuépa pe 4 mg/kiING kai diaTnpRenke ota €mOuunTd emiTeda oTo aiua, n
Kabnuepivly xopriynon Tmpedvifovng eAaTTwBnke oTtadiakd, yopnynénkav 2 £wg
2,5 mg/kiAd alaBeioTTpivn kal dlakOTINKAV OTAV Ta QIPOTTETAAIO Egkivnoav va
eAaTTwvovTal, xopnyndnkav 500 mg peBuAoTTpedviCoAOvn BieyxeipnTikd Kai 15 mg
evOoQAERIa yia 10 nuépeg, xopnynonkav 5 mg/kixd OKT3 yia 10 nuépeg.
Ne@poTogIkOTnTa 1} ATTOPPIYN.
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>1ov MINAKA Il Trapoucialovtal oI PECEG TIMEG KUKAOOTTOPIVNG OTO aiya Kal Ta
avtioToixa emimeda Kpeativivng o€ 18 aaBeveig Tou UTTOBARBNKAV O€ PETAUOOXEUON
veppoU atrd To TTavemoTNHIakd voogokopeio ato AAptravi Tng Néag Yépkng.®? XT10
Alutravi, 1o eAdxIoTa €TiTTEOO KUKAOGTIOPIVNG Twv 0oBevwv dlatnprbnkav oTa
100 €wg 300 ng/mL.

NINAKAZ 1l

Xpovikég TIHEG KUKAoaTTopivng 0To OAIKS aipa oe 18 aoBeveig Tou uttoBARBNKav o€
METAUOOXEUON VEQPPOU OTTWG METPRONKAV PE TO KIT Yia OAIKO aipa CYCLO-Trac SP.

Huépa KukAooTropivn EmitTreda kpeativivng
METG TNV (ng/mL) (mg/dL)

EBdoudda  eyxeipnon Nf  Méoo T.A. N Méco T.A. EAAX. MET.
1 0ewg7 12 151 128 143 49 4,0 0,7 18,0
2 8 ewg 14 16 185 96 125 2,7 2,2 1,1 8,2
3 15 ewg 21 19 173 94 94 2,7 1,9 1.1 9,4
4 22 ewg 28 17 198 146 76 3,0 1,9 1,1 8,5
5 29 ewg 35 22 210 168 70 2,9 1,7 1,2 8,2
6 36 ewg 42 17 164 63 68 2,5 1,1 1,1 5,6
7 43 ewg 49 14 175 53 55 2,4 1,1 1.1 54
8 50 ewg 56 17 198 99 42 2,1 1,0 1,2 54
9 57 ewg 63 16 176 54 40 3.1 2,7 1,0 10,9
10 64 ewg 70 4 199 59 34 3,5 3,3 0,9 11,7
1" 71 ewg 77 18 146 73 27 3,0 3,1 0,9 1.1
12 78 ewg 84 5 142 76 18 3,5 3,3 1,1 11,2
13 85 ewg 91 1 304 - 7 4,2 0,3 3,6 4,6
14 92 ewg 98 1 317 - 10 34 1,1 1,7 4,8
15 99 ewg 105 2 121 10 9 41 1,6 2,0 55
16 106 ewg 112 1 49 - 5 54 2,5 1,7 8,7
17 113 ewg 119 1 79 - 3 1,6 0,1 1,6 1,7

o AoBeveig TTou uTToBARBNKav o€ Bepatreia pe 2 €wg 5 mg/kING KukAooTropivn (kaBe
Owdeka Wpeg), 4 mg/kING alaBeloTrpivn TTPoeyxeIPNTIKA ue eAdTTwon oe 0,75 €wg
1,0 mg/kIAG kai peBUAOTTPESVICOAGVN TToU Xopnynonke wg d6on epddou 300 mg Kal
KaTomV pubpioTnke oe 20 mg/nuépa €wg 30 NUEPEG PETA TN PETAPOOXEUON Kal OF
10 mg/nuépa €wg 60 NUEPEG PETA TN HETAPOOXEUON.

B =gxwpIOoTOi TTPOCBIOPICHOI KUKAOGTTOPIVNG.

Ta armoTeAéopata Twv PEAETWV aUTWV OTTOdEIKVUOUV OTI Ta ETTiITTEdQ KUKAOOTTOPIVNG

oto caiya dilatnprRdnkav  ota  €mOBuuntd emimeda  aiyatog  yia  kGBe TUTTO

METAPOOXEUOEWY OTTWG  EVOEIKVUTAI YIO TA TIPWTOKOAAA  PETAPOOXEUOEWY TTOU

XPNolpoTroloUvTal atrd KABE KEVTPO.

Emeid n kukAooTtropivn pTTopei va Trapdayel dIAQOPETIKA ETTiTTEda OTO aipa Ot

OI0QOPETIKOUG OOBEVEIG, YIa TNV EPUNVEIQ TWV ATTOTEAECUATWY KAl TNV TIPOCAPHOYH TNG

dogoloyiag TNG KukAooTropivng TpéTel va An@Bolv uméwn n TePiodog METd Tn

JETaPOOYXEUDT), GAAD @APUOKA TTOU XOPNYOUVTAl Kal Ol OXETIKEG KAIVIKEG TTANPOPOpPIES

TTOU a@OopoUv Tov aoBevn.
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AANHAENIAPAZEIZ ME AAAA ®APMAKA

Ta ak6AouBa éxouv avapepBei amd Tnv Sandoz LTD. oto MmrdoeA tng EABeTiag
6o0v agopd To pdppako Sandimmune® (kukAooTropivn):

H kukAooTropivn ugioTatal ektevh YeTafoAiond ato Aap. ETopévwg, 1o emiedd Tng
OTO OAIKO Qipa EVOEXOUEVWG VO ETTNPEACTEI ATTO PAPHAKA TTOU ETTNPEACOUV TA NTTATIKG
HIKpoowuIoka évqupa, 181aiTepa To oloTnua Kutoxpwuartog P-450. O1 ouacieg, yia TIg
oTroieg €ival yvwoTd OTI avaoTéAAouv Ta €viupa autd, Ba PEIWOOUV TOV NTTATIKO
peTaBoAioud kal Ba augfoouv Ta emiTeda KUKAOGTTOPIVNG GTO OAIKG aipa. Ta edpuaka,
yla Ta otroia €xel avagepBei OTI au§avouv Tn GUYKEVTPWOT KUKAOOTTOPIVNG OTO OAIKO
aipa, TepIdapBavouv TN davafoAn, Tnv KETOKOVALOAN, Tnv €puBpopukivn, Tnv
vikapdimmivn, Tn OIATIaéun, Tn PeBuAOTECTOOTEPOVN KAl Ta aTmmd TOU OTOUOTOG
xopnyoupeva  avmicuUAAnTITika.  O1  oucieg  Tou  amoTtedolv  emmaywyolg  Tng
dpaaTnPIOTNTAG TOU KUToXpwHaTog P-450, Ba au¢foouv Tov NTraTikd HETABOAIGHS Kal
Ba peiwoouyv Ta emireda KUKAOGTTOPIVNG 0TO OAIKO aija.

Ta @dpuoka, yio Ta oToia €xel avagepBei OTI PEIWVOUV T CGUYKEVIPWON TNng
KUKAOOTTOpivNG 0TO OAIKG aipa, TrepIAauBdavouv Tn pIQapTTikivn, Tn @aivutoivn, Tn
@aivoBapBITdAn, Tnv evoo@AEBIa  TpipeBoTTpiun pE  couh@apebofaldAn kai TNV
kapBapadetivn. OTav xopnyoUvTal TautdXpova Ta ApUaKa auTd, n TTapakoAoludnon
Twv emMTTEOWY KUKAOOTIOPIVNG OTO aiya Kal n KATadAAnAn avatrpooapuoyn Tng d6ong
€ival aTTapaiTNTEG.

Bpébnke o611 n kd&Bapon TPedvICOAGVNG MeEIwvVETal o€ 0aoBeveig TTou uTTORAAAOVTaI
oe BepaTtreia pe KukAooTropivn Kal 0TI Ta €TTTTEdA KUKAOOTIOPIVNG OTO OAIKG aiua,
OTTwg MeTpwvtal pe RIA, aufdvovtar petd@ amdé Tn xoprAynon uwnAng ddéong
peEBUAOTTPEDVICOAGVNG.
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15. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

15.1 Akpifeia
AToKAIoN yia Tov iB1o TTpoadiopioud (TiNéG = ng/mL)
Méon TR T.A. %Z.A. N
XAMHAH 46 4,9 10,7 25
MEZAIA 186 6,0 3,2 25
YWHAH 625 19,2 3,1 25
AmoteAéopata TNG oTTOKAIONG PETAEU OEIPAG TTPOCDIOPICUWY OTTO HIA TTOAUKEVTPIKA
MEAETN €TTAPKEIOG PE XPon OelyudTwWY OAIKOU aiyaTog.
Méoog 6pog
KUukAooTTopivng T.A. %Z.A. N
(ng/mL)
91 15,0 16,5 5
Kévtpo 1* 203 27,9 13,7 5
543 53,7 9,9 5
71 6,7 9,5 5
Kévtpo 2 173 12,9 7,58 5
466 41,5 8,9 5
78 5,4 6,8 5
Kévtpo 3 195 18,4 9,4 5
500 50,2 10,0 5
87 6,9 7.9 5
KévTpo 4 200 13,5 6,8 5
505 42,5 8,4 5
78 3,6 4,6 5
KévTpo 5 192 10,2 53 5
497 23,9 4,8 5

* Y1odelkvUel Tn dlakupavang HETagl aeipdg TTPoadIopIoHWY TTOU GUVAVTWVTAI O
gpyaaTrplo TTou HOAIG Eekivnoe va ekTeAEi padioavaoooTrpoadiopITHoUG.
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15.2 AAHOINOTHTA: H AAHOINOTHTA MNPOZAIOPIZMOY EXEI EAEMXOEI ME TH
AOKIMH TPAMMIKOTHTAZ KAI TH AOKIMH ANAKTHZHX.

FpappikéTnTa (MapaAAnAiouog)

Méon avaktnaon yia 30 deiypata acgBevi apaiwpéva dIaQOPETIKG HE 0po (TTEPIOXH TINWV
ouykévipwaong 132 éwg 1716 ng/mL).

(ouvTeEAEOTAG apaiwong X TIPA apalwpévou deiyuaTog

% Avé =100
o AvaKTon X (TIuR okéTou deiypaTog)

Apaiwon 1/2 1/4 1/8

% AvakTnon 96,1 93,3 95,9

TA. 13,7 19,2 22,6

%Z.A. 14,3 20,6 23,6
AkpiBeia

MeAETN avakTnong: Méoeg avakTroelg o€ 3 eTTTTEdA TTPOCTIBEUEVNG KUKAOOTTOPIVNG YIa
5 deiypara, 6 eravaAfyelg 1o Kabe éva (n=30).

KukAooTropivn 1Tou

TpooTédnke (ng/mL) % AvakTtnon T.A. % Z.A.
Emritredo 1 95 119 17 14
Emritredo 1 212 109 11 10
ETitredo 1 467 97 7 7

15.3 AvoAuTIKA guaioBnaoia (6pia avixveuong)

Otav opideTal WG N QAIVOUEVIKI] CUYKEVTPWON OE TPEIG TUTTIKEG ATTOKAIOEIG aTrd TIG
KpoUaelg o€ PEYIOTN BETPEUON, N PEON euaioBNnaia Tou TTPOCBIOPIGUOU GTO OAIKO aipa
CYCLO-Trac SP ¢ivai 8,7 ng/mL (n=20).

15.4 AvoAuTIKN €181KOTNTA

Méon diaoTaupolevn avTIBPACTIKOTNTA Twv HETABOAITWV KUKAOOTTOPIVNG OTOV
TPocdiopiond o010 oAIkd aipa CYCLO-Trac SP. H diaoTtaupoulpevn avtidpacTiKOTNTa
opifeTal wg €EAG:

(Zuykévtpwan kukAoaTtropivng ato 50% B/Bo)

(Zuykévtpwon petaBoAitn ato 50% B/Bo)

100 x

MetafoAitng kukAooTropivng % S10oTAUPOUMEVN AVTISPACTIKOTNTA

1 1,7
8 <0,1
13 0,1
17 0,7
18 0,2
21 0,8
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15.5 NMapepfoAn

O1 ak6AouBeg ouaieg TTpoaTéBNkav o€ KAAopaTa evog iygatog oAikoU aipatog Trou
Tepleixe KukAoaTropivn (160 €éwg 250 ng/mL). Kapia atré Tig oucieg autég dev TTapéupel
ME TN METPNON KUKAOOTIOPIVNG OTAV UTTAPXE OTIG CUYKEVTPWOEIG TTOU TrapaTifevtal

TTAPAKATW.

Oucia

XoAnoTepOAn
TpiyAukepidia
XoAepuBpivn
AlabBeioTTpivn
ZIMETIBIVN
Nigemidivn

6-peBUA-TTPEdVICOAGVN

OKT3

ZuyKévTpwon

100 éwg 1000 mg/dL
300 éwg 1000 mg/dL
5 éwg 30 mg/dL

50 éwg 200 ng/mL
500 éwg 1000 ng/mL
100 €wg 200 ng/mL
20 €wg 60 ng/mL
1500 ng/mL

Ta guyyxopnyoUpeva @APUOKA OTOV TTAPAKATW KATAAOYO €XOouv eAeyxBei ge eTmireda
TTou @Tdvouv Ta 100 pg/mL kai BpéBnke 611 dev TTapEPPaivouv aTov TTPOCdIOPITUO:

AKeTApIVOQaivn
N-akeTuAOTTPOKAIVOUIBIO
KegpalooTtropiveg
XAWPOUPEVIKOAN
Aiyogivn

AlcoTrupapion
AiBocougipidn

OEIIKA YEVTAPUKIVN
Kavapukivn

Nidokadivn
MeTokAoTTpapidn
NagkiAAivn
MeviKIAAivn
MpotrpavoAdAn
PipapTikivn
ZaAIKUAIKO ogU
TouTTpapuKivn
BepatmapiAn

ZUykpion Tou TPocdiopiopol 610 OAIkO aiya CYCLO-Trac SP DiaSorin e uypn
Xpwparoypagia upnAig trieong (HPLC)

MeAém Tl:J1TO§ I'pgpun(r'] ZUVTE)\S'ZO'TI"]'; n
UETAPOOXEUONG etiowaon TTaAivopdunong
DapUAKOKIVNTIKN AY Y =0,9121X + 47 r=0,9719 373
Ne@pd Y =0,8022X + 34 r=0,9585 82
MavemoTApio g Kapdid Y =0,9196X + 50 r=0,9223 42
MevoiABaviag ‘Hrap Y =0,9572X + 48 r=0,9067 40
latpikd Kévipo
Tou AApTTavi Neppd Y =1,038X + 27 r=0,9124 187
MavemoTiuIo Ne@pd Y =1,3074X + 29 r=0,9703 73
Tou AuTIKOU Kapdia Y = 1,4672X + 16 r=0,9696 75
OvTGpIo ‘Hrap Y =1,3575X - 12 r=0,9067 63

Ta Oedopéva OCUOXETIONG TTOU TTAPOUCIACovVTal AVTITIPOCWTTEUOUV ATTOTEAEOUOTO
ueAeTWv TToU BIEgXBNoav og TToAuGpPIBUa epyacThipia Pe XprHon B1adIkaciwy uypng
xpwpatoypagiag uwnAng rieang (HPLC) or otroieg £€xouv mioTotroinBei aveEdptnTa. Ae
Ba TTpéTTEl va yivouv Guykpioelg pe Ta dedopéva auTd Kal TuXOv olykpion Twv JeBddwV
Ba TpéTrel va yiveTal POVO €QOOOV €XEl ETTITEUXOEI TTPOCEXTIKA TUTTOTTOINON TWV

ueBOdWV.

FlA TH BIBAIOTPA®IA, ANATPE=ZTE XTHN TEAEYTAIA ZEAIAA
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Telz.m.perlature leltaltlon de Temperaturbereich Limitacion de Limite della
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Antiserum Antisérum Antiserum Antisuero Antisiero
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Ag 125) Tracer: antigen Traceur : antigene Tracer: "I antigeno antigene
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CAL ; - . " )
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@ Radioactive Radioactif Radioaktiv Radiactivo Radioattivo
Harmful Nocif Gesur]dhelts— Nocivo Nocivo
schadlich
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