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Indikationer for anvandning
MyCare Oncology Busulfan Assay Kit ar avsett for kvantitativ matning in vitro av busulfan i humant hepariniserat plasma med
automatiserade analysinstrument for klinisk kemi. Matningar som erhalls kan anvandas for att underlatta hanteringen av individer
som ordinerats intravendst busulfan.

Sammanfattning och beskrivning av testet

Busulfan (1,4-butandioldimetansulfonat; Busulfex®) ar ett bifunktionellt alkylerande medel indicerat for anvandning i kombination
med cyklofosfamid (CY) som en konditioneringsregim fore allogen hematopoetisk progenitorcellstransplantation (HPCT) foér kronisk
myeloisk leukemi (CML)." Busulfan anvands ocksa fér myeloablation fére hematopoetisk stamcellstransplantation vid andra maligna
sjukdomar sasom akut myeloisk leukemi, myelodysplastiska syndrom, akut lymfatisk leukemi och icke-maligna sjukdomar som
metabola syndrom, hemoglobinopati och immunbrist, bland annat.?

Vid myeloablation fore transplantation administreras busulfan ofta som en tvatimmarsinfusion var sjatte timme under fyra dagar, totalt
16 doser. Terapeutisk lakemedelsmonitorering for dosjustering av busulfan rekommenderas i Busulfex bipacksedel for den forsta
behandlingscykeln.! Det terapeutiska malet &r arean under kurvan (AUC) pa 56 — 86 mgxh/I (900—1 350 uM min) for pediatriska
patienter." For att berdkna AUC tas blodprover vid slutet av infusionen, fyra timmar efter infusionens start och fére nasta dos
(dalvarde). Terapeutisk Iakemedelsmonitorering (TDM) av busulfan bor 6vervagas for att minimera sinusoidalt obstruktionssyndrom,
sanka frekvensen av transplantatavstétning och minska aterfallsfrekvensen.3

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit (US Patent No. 7,893,220) ar en homogen agglutinationsimmunanalys av nanopartiklar med
tva reagens, som anvands for detektion av busulfan i humanplasma. Den baseras pa principen att mata forandringar av spritt ljus
eller absorbans nar nanopartiklar aggregerar. Denna agglutination mats vid vaglangder mellan 400 och 650 nm med hjalp av
automatiserade klinisk-kemiska analysinstrument. Flervardiga Idkemedelskonjugat fungerar som bindningspartner till antikroppar
som ar selektiva for busulfan, som ar kovalent bundna till nanopartiklarnas yta. | franvaro av fritt busulfan skapar denna reaktion stora
aggregat, vilket resulterar i en 16sning som sprider infallande ljus och leder till en 6kning av I6sningens observerade absorption. Nar
ett prov innehallande busulfan introduceras, hammas delvis agglutinationsreaktionen. Antikropp som ar bunden till providkemedel ar
inte langre tillgangligt for att framja nanopartikelaggregation, vilket resulterar i mindre spridning av infallande ljus och lagre observerad
absorption av I6sningen. Salunda erhalls en klassisk inhibitionskurva med hansyn till busulfankoncentration, dar den hdgsta
absorptionen sker vid laga nivaer av lakemedel och den lagsta absorptionen sker vid héga nivéer av lakemedel. Overvakning av
férandringarna i spritt ljus eller absorbans som en funktion av lakemedelsnivaer resulterar i en koncentrationsberoende kurva.*®
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Reagenser

Reagensmangden i kitet racker till 100 tester.”

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit | REF |BSF-RGT Kvantitet x volym

Reagens 1 1x9,5ml

Reaktionsbuffert som innehaller lakemedelskonjugat och protein i en buffrad 16sning

Reagens 2 1x9,5ml

Nanopartikelreagens som innehaller monoklonal antikropp bunden till nanopartiklar i en buffrad I16sning
*Analysatorberoende

Varningar och forsiktighetsatgarder

e Endast for in vitro-diagnostik.

e Vidtag de normala forsiktighetsatgarder som kravs vid hantering av alla laboratoriereagenser.

e Folj reagensens hanteringsanvisningar. Felaktig blandning av reagenser kan paverka analysens prestanda.

e Material av humant ursprung har testats for HIV-1, HIV-2, hepatit B och hepatit C med FDA-godkanda metoder och fynden var
negativa. Eftersom ingen testmetod med absolut sékerhet kan utesluta den potentiella risken for infektion, maste emellertid
materialet hanteras precis lika forsiktigt som ett patientprov. Vid fall av exponering skall direktiven fran ansvariga
halsovardsmyndigheter foljas.

e Samtliga komponenter i busulfananalysen innehéller mindre an 0,1 % natriumazid. Undvik kontakt med hud och slemhinnor.
Spola paverkade omraden med rikliga mangder vatten. S6k omedelbart lakarvard om reagensen fortarts eller kommit i kontakt
med 6gonen. Spola alltid med rikliga mangder vatten vid kassering av sadana reagenser, for att férhindra ansamling av azider.

Hantering av reagens
Reagenserna i busulfananalysen ar fardiga att anvandas.
Fore anvandning blandas reagensen genom att forsiktigt vdnda dem fem ganger. Férsék undvika att bubblor bildas.

Blanda reagenserna innan du haller dem i en analysinstrumentspecifik (sekundar) reagensbehallare. Innan du placerar
analysinstrumentspecifika (sekundara) reagensbarare pa analysinstrumentet, blanda reagenserna genom att forsiktigt vdnda dem
fem ganger. FOrsok undvika att bubblor bildas.

Forvaring och stabilitet
Forvara reagenserna svalt i 2-8 °C. Far gj frysas.

Vid forvaring och hantering enligt anvisningarna ar odppnade reagenser stabila fram till utgdngsdatumet pa méarkningen. Om
reagenserna forvaras fel kan analysprestandan paverkas.

Provinsamling och hantering
Natriumheparinplasma kravs.
Samla prover direkt efter avslutad infusion, fyra timmar efter infusionens start och direkt fére nasta infusion.

Busulfan &r instabil. Forvara helblodsprover i vatis eller kylda vid 2—8 °C. Centrifugera helblod och bearbeta till plasma inom tva
timmar efter provtagning. Plasma kan férvaras kyld vid 2—8°C i upp till 24 timmar fére analys.

For langre forvaring av plasma, frys provet vid -80 °C i upp till 12 manader och vid -20 °C i upp till 3 ménader. Frys inte helblodsprover.
Se till att plasmaprovet ar upptinat och ordentligt blandat fére matning.

Metod

Analys

For att kéra analysen ska du lasa det instrumentspecifika bladet och vidkommande anvandarhandbok till analysinstrumentet.
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Instrument

Reagenser kan behdva dverforas till reagensbehallare som ar specifika for analysinstrumentet (se Hantering av reagens).

Material som tillhandahalls:

BSF-RGT — MyCare Oncology Busulfan Assay Kit
Material som krévs — tillhandahalls separat

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

Spéddning av prov

Prover som innehaller mer an 2 000 ng/ml busulfan kan spadas automatiskt eller manuellt 1:2 (1 del prov plus 2 delar vatten) for att
ge ett 6vre intervall pa 6 000 ng/ml.

Kalibrering
For att utféra en kalibrering ska du I&sa det instrumentspecifika bladet och vidkommande anvandarhandbok till analysinstrumentet.

Utfor en fullstandig kalibrering med de sex kalibratorerna i Busulfan Calibrator Kit. Verifiera kalibreringen genom att analysera de
laga, medelhdga och héga kontrollerna i Busulfan Control Kit.

Kalibreringsfrekvens

Kalibrering rekommenderas:
o efter byte av ett parti reagenskit,
e efter manatligt instrumentunderhall
e ienlighet med gangse kvalitetskontrollprocesser.

Kvalitetskontroll

Varje laboratorium bor faststalla sina egna QC-férfaranden for busulfananalyskitet. Alla kvalitetskontrollkrav och tester ska utféras i
enlighet med lokala och statliga forordningar eller ackrediteringskrav. God laboratoriepraxis rekommenderar att minst tva
koncentrationer av kvalitetskontroll testas varje dag patientprov analyseras och varje gang kalibrering utfors. Omvardera
kontrolimalen och intervallen efter byte av reagenskit eller kontrollparti.

Resultat

Resultaten fran MyCare Oncology Busulfan Assay Kit anvands for att berakna en AUC eller Css (koncentration vid steady state).

_ AUC
Css=——————
dosing frequency

Resultat rapporteras i ng/ml. Konverteringsfaktorn for uM ar 0,0041 x ng/ml = 1 ymol/l.

Metodbegransningar

Som med alla analytbestamningar bér MyCare Oncology Busulfan Assay Kit anvandas tillsammans med information fran klinisk
utvardering och andra diagnostiska metoder.

Busulfananalysen har validerats for natriumheparinplasma. Anvand inte plasmasepareringsror.
Anvand inte fardighetsprov eller externa kvalitetskontrollprover som innehaller organiska I6sningsmedel.

Som for alla analyser som anvander musantikroppar finns risk for interferens med humana anti-musantikroppar (HAMA) i provet.
Prov som innehaller sddana antikroppar kan potentiellt ge felaktiga busulfanresultat som inte 6verensstammer med patientens
kliniska profil.

Citalopram vid koncentrationerna 5 500, 3 700 och 1 900 ng/ml testade med 325 ng/ml busulfan héjde busulfanresultatet med 48 %,
29 % respektive 17 %. Hoga behandlingskoncentrationer av citalopram kan orsaka en bias i resultaten.

Forvantade varden

TDM av busulfan anvands for att individualisera dosen till en malexponering som area under plasmakoncentrations-tidskurvan (AUC)
eller koncentration vid steady state. Busulfan-koncentrationer anvands for att berakna busulfan-exponering som AUC.3 Bestamning
av busulfan-lakemedelskoncentrationer bor inte vara den enda metoden for terapeutisk lakemedelsdvervakning. Analysen bor
anvandas tillsammans med information fran kliniska utvarderingar och andra diagnostiska procedurer.

AUC kan berdknas med hjalp av en mangd olika metoder; sasom icke-kompartmentell analys med trapezoidregeln och
farmakokinetisk (PK) modellering.?
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Specifika prestandadata
Typiska resultatdata for busulfananalysen visas nedan. Resultaten som erhalls fran andra laboratorier kan skilja sig fran dessa data.
Precision

Inom-laboratorieprecision och repeterbarhet verifierades 6ver hela matomradet i enlighet med CLSI-riktlinje EP05-A3.6 Tre Busulfan
Control Kit-kontroller och fyra normala humana plasmapooler spikade med busulfan (Spike 1, 2, 3, 4) testades. Proverna
analyserades tva ganger om dagen i tjugo dagar med tre reagenspartier och tva analysinstrumen.

Foljande ar representativa data for en reagenssats pa ett analysinstrument.

Provtyp Ké‘zzt ;/rilr;je N Me(gell\r/ﬁilrde Repeterbarhet Iabof:oriet
g g/mi) %CV %CV
Lag 225 80 250 4,6 % 6,1 %
Kontroller Medel 450 80 461 3,1% 3,9 %
Hog 900 80 910 1,8 % 2,8 %
Spike 1 325 80 328 4,7 % 57 %
Plasma Spike 2 600 80 615 4,0 % 4,8 %
Spike 3 1100 80 1124 21 % 29 %
Spike 4 1500 80 1531 2,6 % 3,1 %

Rapportgrédns (LoQ) och detektionsgrédns (LoD)

De lagre granserna for rapportering och detektering etablerades med CLSI:s vagledningsdokument EP17-A2.7

LoQ

LoQ faststalldes med ett noggrannhetsmal vid LoQ pé& < 35 % totalt fel (Westgard-modellen). LoQ fér busulfananalysen ar 187 ng/ml.
LoD

LoD &r den lagsta analytmdngden som kan detekteras tillforlitigt (= 95 % av resultaten hdgre an blankgransen). LoD for
busulfananalysen ar 96 ng/ml.

Métintervall

Matintervallet for busulfananalysen ar 187—2 000 ng/ml.
Specificitet

Metabolism

Busulfan metaboliseras huvudsakligen genom konjugering med glutation, bade spontant och genom katalys av glutation S-transferas
(GST). Denna konjugat genomgar omfattande oxidativ metabolism i levern.' Metaboliter som rapporterats i plasma och urin inkluderar
tetrahydrotiofen (THT), THT-1-oxid, sulfolan och 3-hydroxy-sulfolan.8®

Specificitet for foljande metaboliter och korsreagenser testades i franvaro och narvaro av busulfan vid 325 och 1 500 ng/ml.

Forening Testad vid (ng/ml) | % bias
THT 100 2%
THT-1-oxid 500 3%
Sulfolan 800 3%
3-hydroxysulfolan 500 3%

Ingen signifikant bias observerades i prover med féljande endogena interferenser vid angivna nivaer.

Interferens Niva
Reumatoid faktor 508 IU/ml
Humant serumalbumin 10,7 g/di 107 g/l
Humant immunoglobulin G 11,7 g/di 117 g/l
Humana anti-mus-antikroppar 100 ng/ml
Ikterisk interferens 44 mg/dl | 752 pmol/l
Lipemisk interferens 711 mg/dl | 8 mmol/l
Hemolysat 1025 mg/dl
Urinsyra 1,5 mg/dl | 89 mmol/l
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Korsreaktivitet

Féljande foreningar interfererade inte med busulfananalysen: analysens bias var <23 %

Testad Testad
Férening vid Férening vid Férening i Férening
(ng/ml) (ng/ml) e
Acetaminofen 200 000 Acetylsalicylsyra 500 000 Indinavirsulfat 400 Itrakonazol 6 000
Aciklovir 66 000 Salbutamol 1000 Kanamycin 90 000 Lamivudin 10 500
Natriumalendronattrihydrat | 1000 Allopurinol 60 000 L-askorbinsyra 60 000 Levetiracetam 180 000
Alfa-tokoferol 129 300 Alprazolam 2000 Lidokain 15000 Lorazepam 1000
Amantadin 10 000 Amikacinsulfat 144 000 Meklozin 500 Melfalan 4 500
Amisulprid 1200 Amitriptylin 1000 Metotrexat 1360 000 Metylprednisolon 7 900
Amlodipinbesilat 100 Amoxicillin 80 000 Metronidazol 123 000 Morfin 7 800
S (+)-amfetamin 1000 Azatioprin 2 600 Naproxennatrium 500 000 Nikotin 1000
Baklofen 3000 Bensatropin 600 Nikotinsyra 54 000 Nordiazepam 5000
Biotin 3600 Bupropion 3000 Omeprazol 8 400 Ondansetron 350
Buspiron 20 Koffein 108 000 Oxazepam 5000 Oxykodon 500
Kalciumkarbonat 315000 Karbamazepin 45000 Pantotensyra 1800 Penicillin G 30 000
Cefalexin 200 000 Ceftriaxon 84 000 Penicillin V 42 000 Fenobarbital 690 000
Celecoxib 10 000 Cetirizindihydroklorid | 4 400 Fenytoin 60 000 Posakonazol 2100
Klordiazepoxid 6900 8-kloroteofyllin 3000 Kalium-EDTA 1000 Prednisolon 3000
Klorpromazinhydroklorid 3300 Cimetidin 30 000 Pregabalin 22500 Prokainamid 48 000
Ciprofloxacin 12 000 Klindamycin 51000 Proklorperazin 3500 Prometazin 1200
Klofarabin 13 200 Klonazepam 300 R,R-(-)-pseudoefedrin 10 000 ﬁézjgg;fedrin 10 000
Klotrimazol 2400 Kodein 2 000 Pyridoxinhydroklorid 100 Kinidin 15000
Kortisol 300 (-)-Kotinin 2000 Ranitidin 10 500 Retinol 4000
Cyklofosfamid 549 000 Ciklosporin 1800 Riboflavin 200 Rifampicin 48 000
Deferasirox 75 000 Desloratadin 600 Salicylsyra 500 000 Natriumfluorid 900
Dextrometorfan 1000 Diazepam 30 000 Natriumheparin 50 U/ml Streptomycinsulfat 258 000
Difenhydraminhydroklorid | 6 000 Stzrg;z:‘exaensyra‘ 150 000 Sulfametoxazol 400 000 Temazepam 5000
Doxycyklinklorid 35000 Duloxetin 200 Tiaminhydroklorid 500 Tiotepa 30 000
Erytromycin 138 000 Estradiol 1,2 Tobramycin 33 000 Topiramat 30 000
Etanol 6 000 000 Etoposid 42 000 Trazodonhydroklorid 10 000 Triazolam 40
Fentanyl 600 Flukonazol 25 500 Trimetoprim 42 000 Valproinsyra 500 000
Fludarabin 5200 Fluoxetinhydroklorid | 1000 Vankomycin 120 000 Vitamin B12 1
Flurazepam 500 Flutikasonpropionat 10 Vitamin D2 1200 Vitamin K1 10
Folsyra 15 Gemcitabin 16 000 Vorikonazol 18 000 Vorinostat 2800
Gentamycinsulfat 30 000 Ibuprofen 500 000 Warfarin 75000 Zolpidemhemitartrat 5000
Zonisamid 120 000 Zopiklon 400

Atervinning

Utbytet av busulfan bedémdes i de tre kontrollerna och kliniska sammanvéagningar som uppmatts i precisionsstudien EP05-A3.
Utbytesprocent faststalldes genom att dividera den uppmaétta medelvardeskoncentrationen i varje prov med den foérvantade
busulfankoncentrationen. Den genomsnittliga avvikelsen i atervinning varierade fran -1 % till 4 %.

Linjaritet
Busulfananalysens linjaritet verifierades enligt CLSI-riktlinjen EP6-A.6 Elva linjaritetsprover som téckte métintervallet bereddes i

humanplasma spikad med busulfan. Linjar regression gav en lutning pa 1,000 (KI 95 %: 0,988-1,013) och ett intercept pa 29 (Kl
95 %: 14—45) med ett R = 0,999. Avvikelse fran linjaritet (n=5) var < 12 %. Analysen var linjar inom maétintervallet 187—2 000 ng/ml.
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Metodjémforelse

Resultat fran busulfananalysen jamférdes med en validerad GC-MS, med prover fran patienter som tar busulfan enligt CLSI:s
végledningsdokument EP09c.'® Demings regressionsanalys utférdes med 208 patientprover med busulfan. Resultat visas for ett
parti.

Busulfan Metodjamforelse
MyCare Oncology Busulfan Assay Kit jamfort med
GC-MS
5000

Deming Regression

4000

3000

2000

1000

MyCare Oncology Busulfan Assay Kit Beckman Coulter AU480
(ng/ml)

0 1000 2000 3000 4000 5000
GC-MS (ng/ml)

Regressionsstatistik
Busulfan Assay Kit jamfort med GC-MS

Lutning 0,97
Skarningspunkt 18
Korrelationskoefficient (R) 0,9917
N 208
Koncentrationsintervall (GC/MS) | 171-4 696
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