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Kayttoaiheet

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit on tarkoitettu busulfaanin in vitro -kvantitatiiviseen mittaukseen ihmisen hepariiniseerumissa
automatisoiduilla kliinisen kemian analysaattoreilla. Mittaustuloksia voidaan kayttaa apuna busulfaania laskimonsisaisesti saaneiden
henkildiden hoidossa.

Testin yhteenveto ja selitys

Busulfaani (1,4-butaanidiolidimetaanisulfonaatti; Busulfex®) on difunktionaalinen alkyloiva aine, joka on tarkoitettu kaytettavaksi
yhdessa syklofosfamidin (CY) kanssa esihoitona ennen allogeenista hematopoieettista kantasolusiirtoa (HPCT) kroonisen
myelooisen leukemian (CML) hoidossa.! Busulfaania kaytetdan myds myeloablaatiossa ennen hematopoieettista kantasolusiirtoa
muiden pahanlaatuisten sairauksien hoidossa (muun muassa akuutti myelooinen leukemia, myelodysplastinen oireyhtyma, akuutti
lymfaattinen leukemia) ja muiden kuin pahanlaatuisten sairauksien hoidossa (muun muassa metaboliset oireyhtymat,
hemoglobinopatia ja immuunipuutos).?

Transplantaatiota edeltdvassa myeloablaatiossa busulfaani annetaan usein kahden tunnin infuusiona kuuden tunnin valein neljan
vuorokauden aikana, eli yhteensa 16 annoksena. Busulfex-valmisteen pakkausselosteessa suositellaan terapeuttista laakevalvontaa
busulfaaniannoksen sadatamiseen ensimmaisen hoitojakson aikana." Lapsipotilaiden terapeuttinen tavoite on kéayran alle jaava pinta-
ala (AUC) 56 — 86 mgxh/I (900-1 350 um/min).! AUC:n laskemiseksi verindytteet otetaan infuusion lopussa nelja tuntia infuusion
alkamisen jalkeen ja ennen seuraavaa annosta (jadnnés). Busulfaanin terapeuttista ladkevalvontaa (TDM) on harkittava
sinusoidaalisen obstruktio-oireyhtyman minimoimiseksi, siirteen hyljitdreaktioiden vahentamiseksi ja relapsien vahentamiseksi.®

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit (USA-patentti nro 7,893,220) on homogeeninen kahden reagenssin
nanopartikkeliagglutinaatioimuunianalyysi, jota kaytetdan busulfaanin tunnistamiseen ihmisen plasmassa. Se perustuu sironneen
valon tai absorbanssin muutosten mittaukseen. Nama muutokset johtuvat nanopartikkelien aggregaatiosta. Aggregaatiota mitataan
aallonpituuksilla 400-650 nm automatisoiduilla kliinisen kemian analysaattoreilla. Multivalentit Idakekonjugaatit sitoutuvat busulfaanin
selektiivisiin vasta-aineisiin, jotka on kovalenttisesti sitoutuneet nanopartikkelien pinnalle. Vapaan busulfaanin puuttuessa reaktio
muodostaa suuria aggregaatteja, jolloin liuos saa siihen osuvan valon siroamaan ja kasvattaa liuoksen havaittua absorbanssia. Kun
busulfaania sisaltava nayte lisadtdan, agglutinaatioreaktio estyy osittain. Naytteessa olevaan ladkeaineeseen sitoutunut vasta-aine ei
voi enadd edistdd nanopartikkelien aggregaatiota, jolloin pintaan osuvan valon sironta ja liuoksen havaittu absorbanssi ovat
vahaisempia. Na&in saadaan busulfaanipitoisuuden klassinen inhibitiokayra, jossa suurin absorbanssi esiintyy pienilla
ladkeainepitoisuuksilla ja pienin absorbanssi suurilla Iadkeainepitoisuuksilla. Sironneen valon tai absorbanssin muutosten seuranta
laakeainepitoisuuksien funktiona tuottaa pitoisuudesta riippuvan kayran.*-2
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Reagenssit

Sarja sisaltaa riittavasti reagenssia 100 testiin.”

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit | REF |BSF-RGT Maara x tilavuus

Reagenssi 1 1x9,5ml

Reaktiopuskuri, joka sisaltaa ladkekonjugaattia ja proteiinia puskuroidussa liuoksessa

Reagenssi 2

Nanopartikkelireagenssi, joka sisaltdd monoklonaalisen vasta-aineen sidottuna nanopartikkeleihin puskuroidussa
liuoksessa

1x9,5ml

*Riippuu analysaattorista

Varoitukset ja varotoimet

e Vain in vitro -diagnostiikkakayttoon.

o Normaaleja kaikkien laboratorioreagenssien kasittelyssa vaadittava varotoimia tulee noudattaa.

¢ Noudata reagenssin kasittelyohjeita. Reagenssien vaara sekoittaminen voi vaikuttaa analyysin toimintaan.

e |hmisperaiset materiaalit on testattu HIV1:n, HIV2:n, hepatiitti B:n ja hepatiitti C:n varalta FDA:n hyvaksymilla menetelmilla, ja
tulokset olivat negatiivisia. Mikaan testimenetelma ei kuitenkaan voi sulkea pois infektioriskia ehdottomalla varmuudella, joten
materiaalia on kasiteltdva yhta huolellisesti kuin potilasnaytetta. Altistumistapauksessa on noudatettava vastuullisten
terveysviranomaisten ohjeita.

o  Kaikki busulfaanianalyysin komponentit sisaltavat alle 0,1 % natriumatsidia. Kontaktia ihon ja limakalvojen kanssa on valtettava.
Altistuneet alueet on huuhdeltava runsaalla vedella. Hakeudu valittdémasti 1dakarin hoitoon, jos reagensseja nielldan tai ne tulevat
kontaktiin silmien kanssa. Kun tallaisia reagensseja havitetdan, huuhtele aina runsaalla vedella atsidin kertymisen estadmiseksi.

Reagenssien kasittely

Busulfaanianalyysin reagenssit ovat kayttovalmiita.

Sekoita reagentit ennen kayttda kaantelemalla varovasti viisi kertaa valttaen kuplien muodostumista.

Sekoita reagenssit ennen niiden kaatamista analysaattorikohtaisiin  (sekundaarisiin)  reagenssiastioihin.  Ennen
analysaattorikohtaisten (sekundaaristen) reagenssiastioiden asettamista analysaattoriin sekoita reagenssit varovasti kdantelemalla
viisi kertaan valttaen kuplien muodostumista.

Sailytys ja vakaus
Reagensseja tulee sailyttaa jadhdytettyna 2—8 °C [ampédtilaan. Ei saa jaadyttaa.

Tallennettuna ja kasiteltynd ohjeen mukaan, avaamattomat reagenssit ovat vakaita etikettiin merkittyyn viimeiseen kayttépaivaan
saakka. Reagenssien vaara sailytys voi vaikuttaa analyysin suorituskykyyn.

Naytteenotto ja kasittely
Natriumhepariiniplasmaa tarvitaan.
Ota naytteet heti infuusion paatyttya, 4 tunnin kuluttua infuusion aloituksesta ja heti ennen seuraavaa infuusiota.

Busulfaani on epavakaata. Sailyta kokoverinaytteet marassa jdasohjossa tai jddkaapissa 2—8 °C:n lampétilassa. Sentrifugoi kokoveri
ja kasittele plasmaksi kahden tunnin kuluessa naytteenotosta. Plasmaa voidaan sailyttaa jadkaapissa 2—8 °C:n lampdtilassa enintaan
24 tuntia ennen analysointia.

Jos plasmaa halutaan séilyttaa pidempéaan, pakasta nayte -80 °C:n lampdétilaan enintdan 12 kuukaudeksi ja -20 °C:n lampdétilaan
enintdan 3 kuukaudeksi. Ala pakasta kokoverinaytteita.

Varmista ennen mittausta, ettd plasmanayte on sulanut ja hyvin sekoittunut.
Menettely
Analyysi

Katso ohjeita analyysin ajamiseen instrumenttikohtaisesta sovelluslehtisesta ja asianomaisen analysaattorin kayttdoppaasta.
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Instrumentit
Reagentit pitda ehka siirtda analysaattorikohtaisiin reagenssiastiohin (katso Reagenssien kasittely).

Toimitettavat materiaalit:

BSF-RGT — MyCare Oncology Busulfan Assay Kit
Tarvittavat materiaalit — toimitetaan erikseen

BSF-CAL — MyCare Oncology Busulfan Calibrator Kit
BSF-CON — MyCare Oncology Busulfan Control Kit

Néytteen laimentaminen

Yli 2 000 ng/ml busulfaania sisaltavat naytteet voidaan laimentaa automaattisesti tai manuaalisesti suhteessa 1:2 (1 osa naytetta ja
2 osaa vettd), jolloin ylarajaksi saadaan 6 000 ng/ml.

Kalibrointi
Katso ohjeita kalibrointiin instrumenttikohtaisesta sovelluslehtisestd ja asianomaisen analysaattorin kayttéoppaasta.

Suorita taysi kalibrointi kdyttden Busulfan Calibrator Kitin siséltdmaa kuutta kalibraattoria. Vahvista kalibrointi testaamalla Busulfan
Control Kit alhaiset, keskitason ja korkeat kontrollit.

Kalibrointitiheys

Kalibrointi on suositeltavaa:
e reageanssisarjan eran vaihdon jalkeen
e kuukausittaisen instrumentin huollon jalkeen
e tarpeen mukaan laadunvalvontatoimenpiteiden jalkeen.

Laadunvalvonta

Jokaisen laboratorion on maéaritettdva omat laadunvalvontamenettelynséd busulfaanianalyysia varten. Kaikki laadunvalvonnan
vaatimukset ja testaus tulee suorittaa paikallisten, osavaltion ja/tai liittovaltion maaraysten tai akkreditointivaatimusten mukaisesti.
Hyva laboratoriokdytanté edellyttdd testaamaan ainakin kaksi laadunvalvonnan pitoisuutta joka paiva, kun potilasnaytteita
analysoidaan, ja joka kerta, kun kalibrointi suoritetaan. Arvioi kontrollien tavoitearvot ja vaihteluvalit uudelleen reagenssin (sarjan) tai
kontrollierén vaihtuessa.

Tulokset

MyCare Oncology Busulfan Assay Kitin tuloksia kaytetaan AUC:n tai Css:n (pitoisuus vakassa tilassa) laskemiseen.

_ AUC
Css=—————
dosing frequency

Tulokset ilmoitetaan yksikdssa ng/ml. pm:n muuntokerroin on 0,0041 x ng/ml = 1 ymol/l.

Menettelyn rajoitukset

Kuten kaikkia analyyttimaarityksia, MyCare Oncology Busulfan Assay Kit on kaytettdva yhdessa kliinisestéd arvioinnista ja muista
diagnostisista toimenpiteista saatavien tietojen kanssa.

Busulfaanianalyysi on validoitu natriumhepariiniplasmaa varten. Seerumin tai plasman erotteluputkia ei saa kayttaa.
Ala kayta patevyysnéaytteita tai ulkoisen laadunvalvonnan naytteité, jotka sisaltavat orgaanisia liuottimia.

Kuten kaikissa hiiren vasta-aineita kayttavissad analyyseissa, on mahdollista ettd ihmisen anti-hiiri-vasta-aineet (HAMA) hairitsevat
naytettd. Tallaisia vasta-aineita sisaltdvat naytteet voivat mahdollisesti tuottaa virheellisid busulfaanituloksia, jotka eivat ole
yhdenmukaisia potilaan kliinisen profiilin kanssa.

Kun sitalopraamia testattiin pitoisuuksilla 5 500, 3 700 ja 1 900 ng/ml busulfaanitasolla 325 ng/ml, busulfaanitulos nousi 48 %, 29 %
ja 17 %. Sitalopraamin korkeat terapeuttiset pitoisuudet voivat johtaa tulosten vaaristymiseen.

Odotetut arvot

Busulfaanin TDM:aa kaytetddn annoksen yksildllistamiseksi tavoitealtistukseen plasman pitoisuus-aikakayran alle jadvana pinta-
alana (AUC) tai pitoisuutena vakaassa tilassa. Busulfaanipitoisuuksia kaytetdan busulfaanialtistuksen laskemiseen AUC-arvona.’
Busulfaanin l1aakepitoisuudet eivat saa olla ainoa terapeuttinen Iadkehoidon hallintakeino. Analyysia on kaytettava yhdessa kliinisista
arvioinneista ja muista diagnostisista toimenpiteista saatujen tietojen kanssa.

AUC voidaan laskea eri mentelmilla, kuten ei-kompartmentaalisen analyysin puolisuunnikassaanndlla ja farmakokineettiselld (PK)
mallinnuksella.?
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Spesifiset tulostiedot
Busulfaanianalyysin tyypilliset tulostiedot on esitetty alla. Yksittaisissa laboratorioissa saadut tulokset voivat poiketa naista tiedoista.
Tarkkuus

Laboratorionsisainen tarkkuus ja toistettavuus vahvistettiin koko mittausalueella CLSI-ohjeistuksen EP05-A3 mukaisesti.® Kolme
Busulfan Control Kit kontrollia ja nelja busulfaanilla terastettyd normaalia ihmisen plasmavarantoa (terastetty 1, 2, 3, 4) testattiin.
Naytteet analysoitiin kahdesti vuorokaudessa kahdenkymmenen vuorokauden ajan kolmella reagenssierdllda ja kahdella
analysaattorilla.

Alla ovat edustavat tiedot yhdesta reagnessierasta, joka ajettiin yhdella analysaattorilla.

Nytetyyppi Mé&aritetty arvo N Keskiarvo Toistettavuus | Laboratorionsisdinen
(ng/ml) (ng/ml) %-CV %-CV
Matala 225 80 250 4,6 % 6.1 %
Kontrollit Keskitaso 450 80 461 31 % 3.9 %
Korkea 900 80 910 1,8 % 2,8%
Terastetty 1 325 80 328 4,7 % 57 %
Plasma Terastetty 2 600 80 615 4,0 % 4,8 %
Terastetty 3 1100 80 1124 21 % 29%
Teréstetty 4 1500 80 1531 26 % 3.1%

Kvantifikaatioraja (LoQ) ja tunnistusraja (LoD)

Kvantifikaation ja tunnistuksen alarajat muodostettiin kayttamalla CLSI-ohjeistusta EP17-A2.7

LoQ

LoQ maaritettiin tarkkuustavoitteella LoQ < 35 % kokonaisvirheesta (Westgardin malli). Busulfaanianalyysin LoQ on 187 ng/ml.
LoD

LoD on alin maara analyyttia, joka voidaan luotettavasti tunnistaa (= 95 % tuloksista suurempi kuin tyhjan raja-arvo).
Busulfaanianalyysin LoD on 96 ng/ml.

Mittausvéli

Busulfaanianalyysin mittausvali on 187—-2 000 ng/ml.
Spesifisyys

Metabolismi

Busulfaani metaboloituu paaasiassa konjugoimalla glutationin kanssa sekd spontaanisti ettd glutationi-S-transferaasi (GST) -
katalyysin avulla. Tama konjugaatti kdy lapi laajan oksidatiivisen metabolian maksassa.! Plasmassa ja virtsassa havaittuja
metaboliitteja ovat tetrahydrotiofeeni (THT), THT-1-oksidi, sulfolaani ja 3-hydroksi-sulfolaani.8?

Spesifisyys seuraavia metaboliitteja ja ristireaktiivisia aineita varten testattiin busulfaanin poissa ollessa ja esiintyessa pitoisuuksilla
325 ja 1 500 ng/ml.

Yhdiste Testattu tasolla (ng/ml) | %-vaaristyma
THT 100 2%
THT-1-oksidi 500 3%
Sulfolaani 800 3%
3-hydroksisulfolaani 500 3%

Seuraavien endogeenisten interferenttien kohdalla annetuilla tasoilla naytteissa ei havaittu merkittavia vaaristymia.

Interferentti Taso
Reumatekija 508 IU/ml
Ihmisen seerumin albumiini 10,7 g/dl 107 g/l
Ihmisen immunoglobuliini G 11,7 g/dl 117 g/l
lhmisen anti-hiiri vasta-aineet 100 ng/ml
Ikteerinen hairio 44 mg/dl | 752 pmol/l
Lipeeminen hairid 711 mg/d 8 mmol/l
Hemolysaatti 1 050 mg/dI
Virtsahappo 1,5 mg/dl | 89 mmol/l
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Ristireaktiivisuus

Seuraavat yhdisteet eivat hairinneet busulfaanianalyysia: analyysin vaaristyma oli < 23 %.

Testattu Testattu Testattu Testattu
Yhdiste tasolla Yhdiste tasolla Yhdiste tasolla Yhdiste tasolla

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Asetaminofeeni 200 000 Asetyylisalisyylihappo 500 000 Indinaviirisulfaatti 400 Itrakonatsoli 6 000
Asikloviiri 66 000 Albuteroli 1000 Kanamysiini 90 000 Lamivudiini 10 500
Alendronaattinatrium 1000 Allopurinoli 60 000 L-askorbiinihappo 60 000 Levetirasetaami 180 000
Alfatokoferoli 129 300 Alpratsolaami 2000 Lidokaiini 15000 Loratsepami 1000
Amantadiini 10 000 Amikasiinisulfaatti 144 000 Meklotsiini 500 Melfalaani 4 500
Amisulpridi 1200 Amitriptyliini 1 000 Metotreksaatti 1360 000 Metyyliprednisoloni 7900
Amlodipiinibesylaati 100 Amoksilliini 80 000 Metronidatsoli 123 000 Morfiini 7 800
S (+) -amfetamiini 1000 Atsatiopriini 2600 Naprokseeninatrium 500 000 Nikotiini 1000
Baklofeeni 3 000 Bentstropiini 600 Nikotiinihappo 54 000 Nordiatsepaami 5000
Biotiini 3600 Bupropioni 3000 Omepratsoli 8 400 Ondansetroni 350
Buspironi 20 Kofeiini 108 000 Oksatsepaami 5000 Oksykodoni 500
Kalsiumkarbonaatti 315000 Karbamatsepiini 45000 Pantoteenihappo 1800 Penisilliini G 30 000
Kefaleksiini 200 000 Keftriaksoni 84 000 Penisilliini V 42 000 Fenobarbitaali 690 000
Selekoksibi 10 000 Setiritsiinidihydrokloridi 4 400 Fenytoiini 60 000 Posakonatsoli 2100
Klooridiatsepoksidi 6900 8-kloroteofylliini 3000 Kalium EDTA 1000 Prednisoloni 3000
Klooripromatsiini HCI 3300 Simetidiini 30 000 Pregabaliini 22500 Prokaiiniamidi 48 000
Siprofloksasiini 12 000 Klindamysiini 51 000 Proklooriperatsiini 3500 Prometatsiini 1200
Klofarabiini 13 200 Klonatsepami 300 R,R-(-)-pseudoefedriini 10 000 S,S-(+)-pseudoefedriini 10 000
Klotrimatsoli 2 400 Kodeiini 2 000 Pyridoksiini HCI 100 Kinidiini 15000
Kortisoli 300 (-)-kotiniini 2000 Ranitidiini 10 500 Retinoli 4000
Syklofosfamidi 549 000 Syklosporiini 1800 Riboflaviini 200 Rifampisiini 48 000
Deferasiroksi 75 000 Desloratadiini 600 Salisyylihappo 500 000 Natriumfluoridi 900
Dextrometorfaani 1000 Diatsepami 30 000 Natriumhepariini 50 U/ml Streptomysiinisulfaatti 258 000
Difenhydramiini HCI 6 000 gzl;ﬁ::theerrsaeenihapon 150 000 Sulfametoksatsoli 400 000 Tematsepaami 5000
Doksisykliini HCI 35000 Duloksetiini 200 Tiamiini HCI 500 Tiotepa 30 000
Erytromysiini 138 000 Estradioli 1,2 Tobramysiini 33 000 Topiramaatti 30 000
Etanoli 6000000 | Etoposidi 42 000 Tratsodoni HCI 10 000 Triatsolaami 40
Fentanyyli 600 Flukonatsoli 25 500 Trimetopriimi 42 000 Valproaattihappo 500 000
Fludarabiini 5200 Fluoksetiini HCI 1000 Vankomysiini 120 000 B12-vitamiini 1
Fluratsepaami 500 Flutikasonipropionaatti 10 D2-vitamiini 1200 K1-vitamiini 10
Foolihappo 15 Gemsitabiini 16 000 Vorikonatsoli 18 000 Vorinostaatti 2800
Gentamisiinisulfaatti 30 000 Ibuprofeeni 500 000 Varfariini 75000 Tsolpidemihemitartraatti | 5000

Tsonisamidi 120 000 Tsopikloni 400
Palautuminen

Busulfaanin palautumista arvioitiin 3 kontrollilla ja Kliinisilld varannoilla, jotka mitattin EP05-A3-tarkkuustulostutkimusta varten.
Palautumisprosentti maaritettiin jakamalla kunkin naytteen keskimaarainen mitattu pitoisuus odotetulla busulfaanin pitoisuudella.
Palautumisen keskipoikkeama vaihteli valilla -1-4 %.

Lineaarisuus

Busulfaanianalyysin lineaarisuus varmistettin  CLSl-ohjeistuksen EP6-A mukaisesti.? Yksitoista mittausvéalin  kattavaa
lineaarisuusnaytettad valmisteltiin busulfaanilla terastetysta ihmisen plasmasta. Lineaarisen regression kulmakerroin oli 1 000 (95 %
luottamusvali: 0,988-1,013) ja leikkauspiste 29 (95 % luottamusvali: 14—45) ja R = 0,999. Poikkeama lineaarisuudesta (n = 5) oli -12
%. Analyysi oli lineaarinen koko mittausalueellaan 187-2 000 ng/ml.
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Menetelmén vertailu

Busulfaanianalyysin tuloksia verrattiin validoituun GC-MS:&an busulfaania kayttavien potilaiden naytteilld CLSI-ohjeistuksen EP09¢c
mukaisesti.'® Demingin regressioanalyysi suoritettiin 208 busulfaania siséltavalla potilasnaytteelld. Tulokset ndytetaan yhdelle erélle.

Busulfaanimenetelman vertailu
MyCare Oncology Busulfan Assay Kit vs. GC-MS
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Regressiotilastot

Busulfaanin analyysisarja vs. GC-MS
Kulmakerroin 0,97
Leikkauspiste 18

Korrelaatiokerroin (R) 0,9917
N 208
Pitoisuusvali (GC-MS) 171-4 696
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