BIOPHEN™ Heparin LRT
[REF| 221011 [R1][R2]4 x 7,5 mL
REF]221013[R1][R2|3x 3 mL
REF]221015[R1][R2]4 x 5 mL

Méfeni pfimych FXa inhibitord, heparinu a jemu podobnych latek za uziti anti-
Xa chromogenni metody, tekuté reagencie.
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POUZITI:

BIOPHEN™ Heparin LRT souprava je anti-Xa chromogenni test pro in vitro kvantitativni
stanoveni koncentrace heparinu a jemu podobnych latek v lidské citratové plazmé za uziti
automatizovanych nebo manuélnich metod. Tato metoda je vhodna i pro stanoveni Apixabanu,
Rivaroxabanu, Edoxabanu nebo jinych pfimych inhibitorl Faktoru Xa (FXa). Téz je vhodna pro
stanoveni anti-Xa aktivity Arixtry® (Fondaparinux) a Orgaranu® (Danaparoid sodny) — nepfimych
inhibitor(, jejichz aktivita v plazmé je zprostfedkovana v plazmé obsazenym antitrombinem (AT).
V8echny reagencie jsou v tekutém stavu a pfipraveny k pouziti (LRT — Liquid reagent technology).

SHRNUTI:

Technické:

Heparin je sulfatovany polysacharid s vysokou afinitou pro antittombin (AT). V komplexu
s heparinem je antitrombin silny a rychle pGsobici inhibitor aktivity serinovych estraz: IXa, Xa, Xla,
Xlla a trombin*2 Nizkomolekularni heparin (LMWH) a dal$i heparinu podobné latky, jako je
danaparoid sodny, inhibuji efektivnéji FXa nez trombin. Ani-Xa metoda testovani je tedy vhodna
pro méfeni heparinu a analogti®®.

BIOPHEN™ Heparin LRT souprava je chromogenni anti-Xa metoda uréena pro homogenni
méfeni nefrakciovaného heparinu (UFH) a LMWH za pouZiti jedné kalibracni kfivky. Tato metoda
je také uZitena pro stanoveni anti-Xa aktivity Organanu® (Danaparoid sodny) a Arixtry®
(Fondaparinux), nepfimych inhibitor(, jejichz aktivita je zprostfedkovana plazmatickym AT, a také
pro stanoveni pfimych inhibitord faktoru Xa (Rivaroxaban, Aipxaban a Edoxaban) za pouziti
specifickych kalibratort.

Klinické:

Hepariny (UFH a LMWH) se pouzivaji jako antikoagulans pro lécebné a preventivni indikace.
Alternativni antikoagulanty (Organan® a Arixtra®) mohou byt pouZity ve specifickych pfipadech.
Méfeni koncentrace |éiv v plazmé pacienta umozni monitorovani 1ééby a pfipadné upravy
davkovani.

Rivaroxaban, Apixaban a Edoxaban jsou pfimé oralni antikoagulans (DOACs) podavané ve
stejnych indikacich. Monitorovani u pacientli neni zapottebi, ale méfeni hladiny |éku v plazmé
pacientt muze byt uzite¢né v urcitych situacich jako jsou akutni operace nebo pfi podezfeni na
predavkovani (krvacivé riziko).

PRINCIP:

BIOPHEN™ Heparin LRT je chromogenni anti-Xa metoda zaloZzena na inhibici konstantniho
mnozstvi FXa testovanym heparinem (nebo jinou anti-Xa substanci) v pfitomnosti endogenniho
antitrombinu. Zbyly FXa hydrolyticky $tépi FXa specificky substrat (SXa-11) za vzniku
paranitroanilinu (PNA)®. Mnozstvi uvolnéného pNA (mefeni absorbance pfi 405 nm) je nepfimo
umérné koncentraci heparinu (nebo jiné anti-Xa latky) pfitomné v reak&nim prostredi.

Heparin a analoga:

Heparin + AT = [AT Hep.]

[AT Hep.] + [FXa (nadbytek)] = [FXa-AT-Hep.] + [zbyly FXa]

[FXa (zbyly)] + SXa-11 <»Peptide + pNA

Rivaroxaban/Apixaban/Edoxaban (DiXal):

DiXal + (FXa v nadbytku) = (FXa-DiXal) + zbytkovy FXa

FXa zbytkovy + Substrat < Peptid + pNA

REAGENCIE:

Reagent 1: Chromogenni substrat specificky k faktoru Xa (SXa-11), tekuta reagencie.
Obsahuje Proclin.

Reagent 2: Bovinni faktor Xa, tekut4 reagencie, obsahuje BSA, Dextran sulfat* a malé
mnozstvi Azidu sodného (0,9 g/l).

221011
221013

2210159

UPOZORNENI A VAROVANi:

o Nékteré reagencie v soupravé obsahuji materidl zvifeciho pavodu. Proto musi byt tyto
reagencie povazovany za potencionalné infekéni a musi s nimi byt zachazeno se viemi
odpovidajicimi bezpeénostnimi opatfenimi.

V kontaktu s médénymi a olovénymi trubkami mize Azid sodny vytvaret vybusné azidy kovd.
Odpad likvidujte podle mistnich pfislunych regulaci.

Pouzivejte pouze reagencie stejné Sarze.

Studie stability prokazaly, Ze reagencie mohou byt pfepravovany za pokojové teploty bez
poskozeni.

e Pouze pro laboratorni pouZiti In Vitro.

PRIPRAVA REAGENCI:

Reagencie pfipravena k pouZiti; homogenizujte obsah a ihned vloZzte do analyzatoru
podle pfislusného aplika¢niho protokolu.

Pro manualni metodu méreni nechte reagencii stabilizovat 30 minut pfi pokojové teploté (18-
25°C), homogenizujte pred pouZzitim.

SKLADOVANI A STABILITA:

Neoteviené reagencie musi byt skladovany v teploté 2-8°C, v jejich originalnich obalech v
krabi¢kach. Pak jsou stabilni az do data expirace vyti§téného na obalu.

lahviéky po 7,5 ml
lahviéky po 3 ml
4 lahviéky po 5 ml

Stabilita reagencie po otevfeni, pokud je zabranéno odpafovani a kontaminaci a pokud
je reagencie skladovana uzavrena, je:

. 6 mésicu pii 2-8°C

= 14 dni za pokojové teploty (18-25°C)

- Nemrazte.

. Stabilita v analyzatoru: viz specificka aplikace.

Pokud substrat zeZloutne, je kontaminovany. Znehodnotte lahvicku a naénéte novou.

HYPHEN BioMed
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REAGENCIE POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

Reagencie:

Destilovana voda.

Kyselina octova (20%) nebo 2% kyselina citrénova (pro end point metody).

Fyziologicky roztok (0,9% NacCl).

Volitelné: Tris-NaCI-EDTA pufr, pH 7,85 (AR032A/K), specidlni pufr snizujici interferenci
heparinu na pfimé FXa inhibitory.

Plazmatické kalibratory se zndmou koncentraci jako jsou:

UFH LMWH Orgaran® Arixtra”
Kalibrator 222301 222001 222201 222501
223101/224101/ 223001 / 223801 / 224201 /
ety 223901 223701 / 224301 / 224401 223501 224001
Rivaroxaban standartni / Apixaban Standartni/ Edoxaban Standartni /
Nizké rozmezi nizké rozmezi nizké rozmezi
Kalibratory 222701/ 226001 226201/ 226101 226501/ 226401
Kontroly 224501/ 225101 225301/ 225201 225501 / 225401

Odkazujeme na specificky aplikacni protokol pro pouzity analyzator.

Material:
« Spektrofotometr nebo automaticky pfistroj pro chromogenni testy.
« Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky nebo mikrotitracni desticka.

ODBER VZORKU A PRIPRAVA:

Krev (9 dil) by méla byt opatrné odebrana do antikoagulantu - citratu sodného (1 dil; 0,109 M,
3,2%) pfimou venepunkci. MUzete pouzit specialni zkumavky pro nefrakciovany heparin (CTAD —
Citrat, Theophylline, Adenosin a Dipyridamol) Prvni zkumavka by méla byt znehodnocena.
Priprava a skladovani vzorkl se provadi dle lokalnich doporuéeni (v USA smérnice CLSI H21-
A5, doporuéeni a dalsi informace tykajici se odb&ru vzorku, jeho skladovani a zachazeni
s nim).).

Pro informace o skladovani plazmy odkazujeme na reference

PROVEDENI:

Souprava je uréena pro kinetickou metodu, automatické koagulometry a také mlze byt uZita pro
(manuélni) end point metodu. Test je méfen pfi 37°C a rozvoj zmén barvy je méfen pfi 405 nm.

10,11,12,13

Adaptace pro ruzné automatické systémy jsou dostupné na vyzadani. Odkazujeme na
specifické adaptace pro kazdy pfistroj.

Heparin, Orgaran®, Arixtra® (manudlni metoda)

1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly dle jejich pfibalovych letaku.

2. Naredte vzorky, kalibratory (pro sestaveni kalibracni kfivky) a kontroly ve fyziologickém
roztoku dle nize uvedené tabulky.

Redéni ve
Produkt Kalibrator Kontroly fyziologickém
roztoku
223001/ 223801/ 224201/

LMWH 222001 223701 / 224301 / 224401 12
UFH 222301 223101 /224101 / 223901 1:2
Avrixtra® 222501 224001 1:2
Orgaran® 222201 223501 1:2

Stanovte kalibraéni kfivku a provedte kontrolu kvality co nejdfive pro optimaini prubéh testovani.
Pokud jsou vzorky skladovany za pokojové teploty (18-25°C), testujte je ihned. Pfesné
koncentrace kalibrator( a kontrol dané 8arze jsou uvedeny na letaku pfilozeném k jejich baleni.

3. Pipetujte dle nasledujici tabulky do zkumavek predehfatych na 37°C:

Mikrotitracni desticka Zkumavka
Redéna plazma, kontrola nebo kalibrator 30pl 100 pl
Substrat SXa-11, Pfedehfaty na 37°C 75l 250 pl
Promichat a inkubovat v 37°C 2 minuty, potom pfidat
Faktor Xa, pfedehfaty na 37°C 75l 250 pl
Promichat a inkubovat v 37°C pifesné po 60 sec 60 sec
Zastavit reakci nasledujicim zpisobem
Kyselina citrénova (2%)* [ 100 pl | 350 pl
Promichat a méfit absorbanci pfi 405 nm proti odpovidajicimu blank

*Nebo kyselina octové (20%). Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.
Blank se ziskd smichanim v opacném poradi nez v testu: Kyselina citrénova (2%), R2, R1,
fedéna plazma.

Méfi se absorbance pfi 405 nm. Vzorek blank musi byt odecten od absorbance naméfené u
korespondujiciho testu. Vytvorte blank, pokud je vzorek iktericky, lipemicky, hemolyzovany nebo
pokud se jeho barva li$i od standardu.

Rivaroxaban, Apixaban a Edoxaban —-manuélni metoda:
1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly dle jejich pfibalovych letaku.
2. Naredte kontroly, kalibratory a vzorky v pufru dle nize uvedené tabulky.

. Redéni ve fyziologickém

Produkt Kalibrator Kontroly roztoku nebo ARO32A/K*
Rivaroxaban St:andartnl 222701 224501 1:10

rozmezi

Rivaroxaban Nizké rozmezi 226001 225101 1:3
Apixaban Standartni rozmezi 226201 225301 1:15
Apixaban Nizké rozmezi 226101 225201 1:3
Edoxaban Standartni rozmezi 226501 225501 1:10
Edoxaban Nizké rozmezi 226401 225401 1:2
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*Specialni redici pufr snizujici interferenci heparinu.

Stanovte kalibraéni kfivku a provedte kontrolu kvality co nejdfive pro optimalni pribéh testu.
Pokud jsou vzorky skladovany za pokojové teploty (18-25°C), testujte je ihned. Koncentrace
kalibratord a kontrol jsou uvedeny pro kazdou $arzi v letaku pfilozenému k soupravé.

3. Pipetujte dle nasledujici tabulky do zkumavek predehfatych na 37°C:

Objem

Testovana plazma, kalibrator nebo kontroly fedéné 100 pl

Substrat SXa-11, Predehraty na 37°C 250 pl
Promichat a inkubovat v 37°C 2 minuty, potom pfidat

Faktor Xa, pfedehfaty na 37°C [ 250 pl

Promichat a inkubovat v 37°C piesné 120 sec

Zastavit reakci nasledujicim zptusobem

Kyselina citrénova (2%)* [ 400 pl

Promichat a méfit absorbanci pfi 405 nm proti odpovidajicimu blank

*Nebo kyselina octova (20%). Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.
Blank se ziskd smichanim v opacném poradi nez v testu: Kyselina citrénova (2%), R2, R1,
fedéna plazma.

MéFi se absorbance pfi 405 nm. Vzorek blank musi byt odecten od absorbance naméfené u
korespondujiciho testu.

Vytvorte blank, pokud je vzorek iktericky, lipemicky, hemolyzovany nebo pokud se jeho barva lisi
od standardu.

Testovani Rivaroxabanu, Apixabanu a Edoxabanu (standartni rozmezi) by mélo byt provedeno
kinetickou metodou se zaznamenanim zmény absorbance mezi 10 a 35 sekundou po pfidani FXa
(tedy AOD 405 nm). V takovém piipadé neni nutné odecitat hodnotu blank nebo zastavovat
reakci.

Pokud jsou pouzity jiné reakéni objemy nez vySe uvedené, je nutné dodrzet strikiné pomér
objemu reagentl. UZivatel je zodpovédny za validaci kazdé zmény v provedeni testu, kterd mize
ovlivnit vysledek.

KALIBRACE:

BIOPHEN™ Heparin LRT muze byt kalibrovan pro rGzné anti-Xa analyty: Hepariny a jejich
analogy, Rivaroxaban, Apixaban a Edoxaban. Soupravy s kalibratory specifickymi pro tyto analyty
a pokryvajimi kalibraéni rozmezi téchto analytt jsou dostupné od vyrobce HYPHEN BioMed (viz
REAGENCIE POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE) a mohou byt pouzity pro sestaveni kalibragni
kFivky téchto analyth.

Heparin, Arixtra® a Orgaran®: NiZe uvedené kalibragni kivky jsou jenom pfiklad. Uzivatel musi
sestavit vlastni kalibra¢ni kfivku pro vlastni podminky méfeni.
BIOPHEN™ Heparin LRT - LMWH
Sysmex CS-5100

BIOPHEN™ Heparin LRT - UFH
Sysmex CS-5100
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Apixaban, Rivaroxaban, Edoxaban: NiZze uvedené kalibraéni kfivky jsou pouze pfiklad. UzZivatel
musi sestavit vlastni kalibracni kfivku pro vlastni podminky méfeni.
Nizké rozmezi Standartni rozmezi

BIOPHEN™ Heparin LRT BIGPHEN™ Heparin LRT
Sysmex CS-5100 Sysmex CS-5100
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KONTROLA KVALITY:

Uziti kontrolnich plazem umozriuje ovéreni kalibraéni kfivky stejné tak jako homogenity reaktivity
testu mezi sériemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencii.

Zaclerite kontrolu kvality do kazdé série testt dle doporuceni spravné odborné laboratorni prace.
Nova kalibrace musi byt provedena nejméné pro kazdou novou $arZi reagencie, po kazdé
vyznamné opravé ¢&i udrzbé pfistroje, nebo kdyz vysledek kontrol je mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof by si méla definovat a verifikovat pfijatelné rozmezi pro vlastni analyticky systém.

VYSLEDKY:

e Pro manuélni end-point metodu vykreslete kalibraéni kfivku s OD405nm na ose Y a
koncentraci na ose X.
- Rivaroxaban nizké rozmezi, Edoxaban standartni rozmezi, Arixtra®, Orgaran®,
UFH, LMWH - pouzijte Lin-Log méfitko (ng/ml — OD).
- Rivaroxaban standartni rozmezi, Apixaban nizké rozmezi a Edoxaban nizké
rozmezi — pouzijte Lin-Lin méfitko (ng/ml - OD).
Pro kinetickou metodu pouzijte AOD 405 misto OD 405.
* Koncentrace heparinu (nebo jiné anti-Xa substance) v testovaném vzorku je pfimo odvozena
z kalibra¢ni kfivky, pokud je pouzito standartni fedéni.
Pokud jsou pouZita jina fedéni, vysledky musi byt nasobeny pouzitym fedicim pomérem.
Vysledky se vyjadfuji v mezinarodnich jednotkach na ml plazmy (IU/ml) pro Heparin, v U/ml
pro Orgaran®, v pg/ml pro Arixtru® nebo v ng/ml pro Rivaroxaban, Apixaban a Edoxaban.
Vysledky testu by mély byt interpretovany v souvislosti s klinickym stavem pacienta.

HYPHEN BioMed
155 rue d’Eragny, 95000 Neuville-sur-Oise, France

LIMITY:

Abyste zajistili optimalni vykon méfeni, nasledujte pozorné instrukce validované vyrobcem
HYPHEN BioMed.

Jakékoliv reagencie neobvyklého vzhledu nebo vykazujici zndmky kontaminace musi byt
znehodnocena.

Jakékoliv vzorky neobvyklého vzhledu nebo vykazujici znadmky aktivace musi byt
znehodnoceny.

Aktivace koagulace béhem odbéru vzorku a pfipravy plazmy muze uvolnit destickovy faktor 4
(PF4), ktery mGze inhibovat heparin. Tento test je sestaven tak, aby byl minimalizovan vliv
interferujicich anti-heparinovych substanci v plazmé, zejména PF4.

Jestlize je koncentrace AT v testované plazmé mensi nez 50%, hladina heparinu, Arixtry® nebo
Orgaranu® mize byt podcenéna v dusledku nedostatku AT. Musi pak byt pouZit variantni
protokol s exogenné dodanym AT. Je tedy uzZite¢né stanovit soucasné i AT méfeného vzorku.
Mél by byt pouzit variantni protokol s exogennim AT. Vysoké hladiny AT s koncentraci >150%
mohou interferovat v testu a jevi se pak jako pfitomnost malého mnozZstvi heparinu.

Vzorky s vysokou koncentraci mohou byt fedény v normaini poolové plazmeé.

e Podcenéni koncentrace heparinu a tim i zavér heparinova rezistence se mize objevit u
nékterych nemocnych s amyloidosou °.

Pokud je pouzivana jednotna kalibraéni kfivka (LMWH/UFH), zkontrolujte, zda pfistroj a pouzita
aplikace dovoluje dobré prekryti LMWH a UFH kalibrace v konkrétnich podminkéach testovani.
Béhem méfeni Apixabanu, Rivaroxabanu a Edoxabanu mize byt pouzit pufr (AR032A/K) pro
snizeni potenciondlni interference heparinu.

OCEKAVANE HODNOTY:

Ani-Xa medikamenty se nevyskytuji v normalni plazmé. Pro spravny Gcinek s minimalizaci rizika
krvaceni musi byt davkovani heparinu v terapeutickém rozmezi schvaleném vyrobcem
medikamentu pro kazdou specifickou indikaci’®*

Norméalni rozmezi, terapeutické rozmezi a rozmezi krvacivého rizika (podle medikamentu) musi
byt definovano podle mistnich platnych regulaci.

CHARAKTERISTIKA:

e N mit a m rozmezi byly definovany dle pouzitého analytického systému.

« Pro standartni rozmezi je pro Rivaroxaban/Edoxaban/Apixaban kalibraéni rozsah od cca 0
do 600 ng/ml.

e Pro nizké rozmezi je pro Rivaroxaban kalibraéni rozsah od cca 0 do 100 ng/ml a pro
Apixaban/Edoxaban cca 0 do 120 ng/ml.

e Kalibra¢ni rozmezi je od cca 0 do 1,50 IU/ml pro UFH, od 0 do 1,75 IU/ml pro LMWH, od 0
do 1,60 pg/ml pro Arixtra®a od 0 do 1,75 U/ml pro Orgaran®.

« Enzymaticka reakce je rychla a umozriuje vysokou citlivost pro testy.

« Studie byly provedené vyrobcem na 1 $arzi reagencie a na pfistroji CS serie. Posouzeno bylo
minimalné 10 sérii testd, nejméné jedno opakovani pro kazdou hladinu kontroly. Byly ziskany
nize uvedené vysledky

Intra assay Inter assay
Vzorek N Pramér CV% SD N Pramér CV% SD
UFH Level 1 10 0.19 1U/ml 2.80 0.01 20 0.20 1U/ml 571 0.01
UFH Level 2 10 0.56 1U/ml 0.90 0.01 20 0.57 1U/ml 1,30 0.01
LMWH Level 3 10 0.78 1U/ml 1.00 0.01 20 0.80 1U/ml 1.10 0.01
LMWH Level 4 10 1.22 1U/ml 0.60 0.01 20 1.18 IU/ml 1.20 0.02
Rivaroxaban 30 317,3 ng/ml 0,88 2,80 20 310 ng/ml 1,16 3,60
Rivaroxaban Low 30 80.5 ng/ml 0.67 0.53 22 85.3 ng/ml 4.12 3.51
Apixaban 30 207 ng/ml 1,22 2,53 20 212,3 ng/ml 2,63 5,58
Apixaban Low 30 84.6 ng/ml 1.15 0.98 20 83.9 ng/ml 2.16 1.82
Edoxaban 40 314 ng/ml 0,90 2,80 120 306 ng/ml 1,50 4,70
Edoxaban Low 40 85,4 ng/ml 1,80 0,70 120 85,8 ng/ml 3,80 3,20
Orgaran'@ 10 1.00 U/ml 0.52 0.01 20 1.00 U/mli 0.88 0.01
Arixtra® 10 1.18 pg/ml 0.57 0.01 20 1.19 pg/ml 0.57 0.01

» Korelace s referenéni metodou (LCMS :MS vs BIOPHEN™ Heparin LRT, Edoxaban):
Sysmex CS-5100: n = 144 y =0,98x + 2,43 r=0,998

Pro ostatni molekuly viz specifické aplikaéni protokoly pro pouzity analyzator.
Interference: Viz specifické aplikacni protokoly pro kazdy analyzator.
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SYMBOLY:

Pouzité symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1 standard, viz dokument Definice
symbold.

H317: MuZe zpusobit alergickou kozni reakci.
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