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1. PRZEWIDZIANE ZASTOSOWANIE

EndomKIT jest testem do diagnostyki in vitro (IVD) w potgczeniu z innymi dostepnymi informacjomi
klinicznymi, przeznaczonym do stosowania u kobiet z podejrzeniem endometriozy w celu wspomagania
diagnostyki endometriozy.

Test nie jest przeznaczony do stosowaniau kobietw cigzy. Test nie jest przeznaczony do okreslaniaryzyka
wystgpienia nowotworu ztosliwego jajnika.

Test IVD sktada sie z manualnego zestawu do wykonania ilosciowego testu ELISA w celu oznaczania
w surowicy krwi zylnej cztowieka czynnika neurotfroficznego pochodzenia mdzgowego (ang. brain-
derived neurotrophic factor, BDNF) i antygenu nowotworowego 125 (ang. cancer antygen, CA125)
W potgczeniu z medycznym oprogramowaniem diagnostycznym, w ktérym znajduje sie algorytm
przetwarzania danych leczenia. Zmiennymi wejsciowymi dla algorytmu przetwarzania danych leczenia
sq stezeniaBDNF i CA125 w surowicy w potgczeniu zinformacjami klinicznymi dotyczgcymi pacjenta. Test
IVD dostarcza wynik jokosciowy: ,,pozytywny" lub ,negatywny".

Rozpoznanie cechuje doktadno$é wyniku opisana joko prawdopodobienstwo prawidtowego wyniku,
biorgc pod uwage czesto$¢ wystepowania choroby.

Podczas interpretacji wynikdw testu nalezy wzigé pod uwage stosowanie przez pacjentke leczenia
hormonalnegoi (lub) obecnos$¢ schorzen, ktére mogaq potencjalnie wptywaé na wyniki (patrz: punkt 2
i punkt 11).

Wartos¢ diagnostyczna testu zostata zbadana w porédwnaniu do obecnie obowigzujgcego ztotego
standardu diagnostyki, czyli laparoskopii z potwierdzeniem histologicznym.

Przewidzianymi uzytkownikami tego testu VD sq fachowi pracownicy opieki zdrowotnej (lekarze i technicy
laboratoryjni), ktérzy wykonujg badanie oraz lekarze, ktdérzy otrzymujq i interpretujg wynik badania.

2. STRESZCZENIE | OPIS BADANIA

Endometriozajest przewlektq, wyniszczajgcg chorobqg polegajgcg na wystepowaniu tkanek, podobnych
do endometrium poza jamg macicy, co prowadz do zaleznego od estrogendw przewlektego stanu
zapalnego, ktéremu czesto towarzyszy dysmenorrhea (bolesne miesigczkowanie), bdle w obrebie
miednicy niezwigzane z miesiqgczkq i nieptodnos¢ [Giudice, 2018; Zondervaniin., 2018].

Endometrioza dotyczy 5-10% kobiet w wieku rozrodczym. Czestos¢ wystepowania choroby wéréd kobiet
z przewlektym bdlem w obrebie miednicy wynosi 50%, a wsérdd kobiet z nieptodnoscig wynosi 24%
[Parazzini i in., 2020]. Pomimo tak duzej czesto$ci wystepowania, czestos¢ rozpoznawania choroby jest
niewystarczajgca, a czas do postawienia diagnozy wynosi od 4 do 11 laf, przy czym 65% kobiet jest
poczatkowo btednie zdiagnozowanych.

Ztotym standardem w rozpoznawaniu endometriozy jest badanie histologiczne potwierdzajgce
wystepowanie zmian, zwykle w materiale pobranym podczas laparoskopii. Diagnostyka oparta na
obecnym ztotym standardzie utrudnia wczesne rozpoznanie [Albee iin., 2008]. Nieinwazyjne badanie
moze skréci¢ czas do postawienia diagnozy.

W tescie EndomKIT badane sq stezenia BDNF i CA125 w surowicyw potgczeniu z informacjami klinicznymi
dotyczacymi pacjenta w celu poprawy skutecznosci diagnostycznejkazdego z parametrdéw oddzielnie.

BDNFjest zwigzany zkilkoma szlakami, ktére sqzaburzone u kobietz endometriozg. BDNF jest neurotrofing,
ktéra nalezy do grupy silnych czynnikdw wzrostu neurondw i mediatoréw neurogenezy. Sg one grupg
drobnoczgsteczkowych glikoprotein, ktére ulegajg ekspresji gtéwnie w oSrodkowym iocbwodowym
uktadzie nerwowym i sqg klasycznie znane ze wspomagania rozwoju, wzrostu, funkcjonowania oraz
przezycia neurondw [Chao, 2003]. Ostatnio wykazano wsérdéd gatunkdw ssakdw znaczny stopien
zachowania ekspresji BDNF w obrebie macicy i jego receptora o wysokim powinowactwie - receptora
dla neuroftroficznej kinazy tyrozynowej 2 (NTRK2), wskazujgc ze ta para ligand-receptor uczestniczy w
funkcjach fizjologicznych macicy [Wessels i in., 2014]. Estrogeny silnie indukujg wytwarzanie BDNF w
makrofagach, ktéry z kolei wigze sie z receptorami NTRK2 w komodrkach nerwowych, stymulujgc
neurogeneze. Estrogeny przyczynicjg sie réwniez do nasilenia bdélu wystepujgcego w przebiegu
endometriozy, poprzez uwalnianie mediatoréw prozapalnych z komérek tucznych, ktére uwrazliwiajg
zakonczenia nerwdw obwodowych w zmianach endometrialnych [Godiniin., 2021; Greavesiin., 2015].
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Stwierdzono, ze ekspresja biatek dla BDNF i NTRK2 jest wieksza w endometrium w obrebie macicy
(endometrium eutopowe) u kobietz endometriozgw pordwnaniu do kontroli, ktérg stanowiq kobiety bez
tejchoroby [Angeriin., 2007;Browneiin., 2012]. Dodatkowo stwierdzono, ze ekspresja mRNA kodujgcego
BDNF w zmianach ektopowych u kobiet z endometriozq jest znaczqco wieksza w porédwnaniu do
eutopowego endometrium u kobiet z endometriozg i bez niej [Ding i in., 2018]. BDNF byt dalej badany
jako biomarker wystepujacy we krwi u kobiet z endometriozg. Wessels i wspdtpracownicy odkryli, ze
kobiety z endometriozg miaty zwiekszone stezenie BDNF w osoczu w pordwnaniu do zdrowych kobiet.
W badaniu tym, na podstawie BDNF mozna byto wykryé chorobe w stadium |i Il [Wesselsi in., 2016].
Ponadto, Giannini w swoim badaniu wykaozat, ze zwiekszone stezenie BDNF w osoczu u kobiet
zendometriozg ulegto zmniejszeniu po chirurgicznym usunieciu zmian endometrialnych [Giannini i wsp.
2010].

CA125 jest glikoproteing o duzej masie czasteczkowej, ktéra ulega ekspresji na powierzchni niektérych
komoadrek pochodzgcych z embrionalnego nabtonka jelitowego, ktdre uwaza sie za zmiany prekursorowe
zmian endometrialnych [Barbieriiin., 1986]. Metaanaliza dotyczgaca oceny doktadnosci diagnostycznej
CA125 w diagnostyce endometriozy, obejmujgca dwadziescia dwa badania, w ktérych wzieto udziat
3626 kobiet wykazata, ze CA125 dobrze sprawdzit sie jako test potwierdzajgcy rozpoznanie (,rule-in”), ale
w przypadku wyniku negatywnego, nie mozna wykluczy¢ istnienia endometriozy. Ponadto, w badaniu
wykazano, ze CA125 byt testem znacznie bardziej czutym w przypadku endometriozy o umiarkowanym
lub ciezkim nasileniu (stadia llli IV) w pordwnaniu do choroby o matym nasileniu.

W zwigzku z tym, podczas opracowywania i walidacji testu zaobserwowano, ze CA125 byt
doktadniejszym parametrem w diagnostyce endometriozy o nasileniu umiarkowanym lub ciezkim (stadia
i 1IV), podczas gdy BDNF byt lepszy w mniej nasilonych stadiach choroby (stadia | i Il). tgczgc oba
biomarkery, przypadki endomeftriozy w kazdym stadium zaawansowania i grupy kontrolne mozna byto
réznicowad z wiekszg doktadnosciq niz dla kazdego biomarkera osobno [Herranz-Blanco i in., 2023].

2.1 Badaniarozwojowe i ocena dziatania EndomKIT u pacjentek, ktére nie byly leczone hormonalnie w
ciggu trzech miesiecy przed badaniem

Test EndomKIT opracowano na populacii sktadajgcej sie z 204 probek pochodzgcych z biobanku od
kobiet z laparoskopowo i histologicznie potwierdzong lub wykluczong endometriozqg, ktére nie byty
leczone hormonalnie (leki stymulujgce owulacje, agonisci GnRH, ztozone doustne $rodki
antykoncepcyjne i $rodki zawierajgce wytgcznie progestagen) w ciggu 3 miesiecy przed pobraniem
probek. 68 prébek stanowity kontrole i 136 prébek stanowity prébki z potwierdzonymi przypadkami
endometriozy.

Algorytm zostat zwalidowany z uzyciem prébek z biobanku w sktad ktérych wchodzity 52 prébki
z potwierdzonymi przypadkami endometriozy i 25 prébek stanowigcych kontrole, z endometriozg
potwierdzongq lub wykluczong laparoskopowo i histologicznie. Probki pocho dzity od kobiet, ktdre nie byty
leczone hormonalnie w ciggu 3 miesiecy przed pobraniem prdébki. Skuteczno$é diagnostyczna zostata
zwalidowana w  stosunku do obecnego ztotego standardu diagnostyki, czyli laparoskopii
z potwierdzeniem histologicznym.

Test EndomKIT podczas walidacyjnych badanh klinicznych wykazat swoisto$¢ na poziomie 100% i czutose
na poziomie 46,2%. Doktadno$¢ pozytywnego lub negatywnego wyniku diagnostycznego zalezy od
czestosci wystepowania choroby.

W celu uzyskania dalszych informaciji na temat interpretaciji wynikéw testu EndomKIT u pacjentek, ktdre
nie byty leczone hormonalnie w ciggu 3 miesiecy przed pobraniem probki, nalezy zapoznac sie
zpunktem 11.2.1.

211 Wplyw choréb moggcych potencjalnie zaburzaé wyniki testu

W celu oceny wptywu chordéb moggcych potencjalnie zaburza¢ (moggcych potencjalnie prowadzi¢ do
zmianystezeh CA125i BDNF, jok opisano w literaturze) wynik diagnostyczny, wzieto pod uwage wszystkich
uczestnikéw badanh rozwojowych i walidacyjnych (grupy potwierdzonych przypadkdw i grupy kontrolne):
190 pacjentdw z badania rozwojowego (ktdrzy w ankiecie zaznaczyli ,,chorobe moggcqg miec
potencjalnie wptyw na wynik”) i 77 pacjentdéw z badania walidacyjnego. Uwzgledniono rowniez wszystkie
choroby wspbétistniejgce zgtoszone w brytyjskiej bazie danych biobanku (jesli czestosé wystepowania
w badanej populacji byta wieksza niz 1%).
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Rozktad wspdtistniejgcych chordb z podziatem na badania, z ktérych pochodzqg przedstawiono
w ponizszej tabeli.

Choroba wspélistniejgca Czestos$¢ wystepowania | Czesto$¢ wystepowania
w badaniach w badaniach
rozwojowych walidacyjnych

Lek wymagajqgcy leczenia farmakologicznego 39/141 (28%) 20/64 (31%)

lub terapii

Astma 42/190 (22%) 23/77 (30%)

Adenomioza 7/190 (3,7%) 2/77 (2.6%)

ZLespol przewleklego zmeczenia/ Encefalopatia 10/190 (5.2%) 1/77 (1.3%)

mialgiczna (ang. Chronic fatigue syndrome,

CFS/ Myalgic encephalomyelitis, ME)

Depresja wymagajgca leczenia 68/190 (35.8%) 29/77 (38%)

farmakologicznego lub terapii

Wyprysk 32/190 (16.8%) 16/77 (21%)

Miesniaki macicy 18/190 (9.5%) 4/77 (5.2%)

Fibromialgia 4/190 (2%) 1/77 (1.3%)

Mononukleoza zakazna 17/190 (8,9%) 5/77 (6.5%)

Wysokie cisnienie krwi 9/141 (6%) 4/64 (6,2%)

Zespél jelita drazliwego (ang. Irritable Bowel 43/190 (23%) 17777 (22%)

Syndrome, IBS)

$r6dmigiszowe zapalenie pecherza moczowego 12/190 (62,5%) 7177 (9%)

Migrena 51/190 (27%) 22/77 (28.6%)

Torbiele jajnikow 93/190 (49%) 27/77 (351%)

Zapalenie narzgdéw miednicy mniejszej 13/190 (6.84%) 6/77 (7.8%)

Zespot policystycznych jajnikow 32/190 (16,8%) 17 (22,1%)

Choroba zapalna jelit (ang. Inflammatory bowel 1/190 (0,5%) 2/77 (2,6%)

disease, IBD)

Przeprowadzono dwuczynnikowqg analize wariancji ANOVA, uwzgledniajgcqg status endometriozy
(kontrola/potwierdzony przypadek) i kazdg z chordb wspdtistniejgcych, odpowiednio dla CA125 i BDNF
na zbiorczych danych z badanh rozwojowych i walidacyjnych. Zgodnie z oczekiwaniami, wyniki wskazujg,
7e obecnos¢ torbieli jajnikdw lub miesniakdw macicy moze powodowac zwiekszenie stezenia CA125
[Meden i in., 1998]. Chociaz w literaturze opisano, ze zapalenie narzaddéw miednicy mniejszej,
adenomioza lub zespdt policystycznych jajnikdw zwieksza stezenie CA125 [Mozas i in., 1994; Moley i in.,
1996], analiza obu zbioréw danych wykazata brak istotnego wptywu tych choréb na zmniejszenie
stezenia CA125. W zakresie wptywu na BDNF, dwuczynnikowa analiza wariancji ANOV A nie wykazata
wptywu zadnej z chordb na stezenia tego biomarkera.

W celu zbadania wptywu zaobserwowanych zmian stezeh biomarkeréw przy obecnosci chordb
wspdtistniejacych na postawiong diagnoze, wzieto pod uwage kohorte walidacyjng (52 przypadki
zendometriozqg i 25 przypadkdéw stanowigcych kontrole). Skutecznosé diagnostyczng testu EndomKIT
okreslano, wykluczajgc pojedynczg chorobe. Czuto$¢ testu po wykluczeniu okre$lonejchoroby miescita
sie w przedziale ufnosci 95% CI pierwotnej czutosci (z obecnoscig wszystkich chordb) i wynosita miedzy
34,3 a 62,9, co oznacza, ze zadna z chordb nie wptywa istotnie na skuteczno$¢ testu w wykrywaniu
przypadkéw endometriozy. W rezultacie, pomimo réznic w stezeniach biomarkeréw spowodowanych
obecnoscig majagcych potencjalnie wptyw chordb, nie zaobserwowano znaczgcych rdznic
w skutecznos$ci diagnostycznej algorytmu.

Wiecejinformaciji na temat interpretacji wynikdw testu EndomKIT u pacjentdw z chorobami potencijalnie
moggcymi mieé wptyw na wyniki test, mozna znalezé w rozdziale 11.2.2.

2.2 Ocena dziatania EndomKIT u pacjentek, ktére byly leczone hormonalnie w ciqgu trzech miesiecy
przed badaniem

Algorytm poddano dalszejwalidaciji z uzyciem prébek z biobanku w sktad ktérych wchodzito 97 probek
z potwierdzonymi przypadkami endometriozy i 49 prébek stanowigcych kontrole, z endometriozg
potwierdzong lub wykluczong laparoskopowo i histologicznie, ktére byty pobrane od kobiet stosujgcych
leczenie hormonalne w ciggu trzech miesiecy przed pobraniem krwi, w tym ztozone doustne $rodki
antykoncepcyjne, tabletki zawierajace tylko progestagen, wktadki domaciczne zawierajgce hormony,
implanty z progestagenem, systemy depot z progestagenem, agonistébw GnRH i leki stymulujace
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owulacje. Rozktad stosowanego leczenia hormonalnego w grupach potwierdzonych przypadkdw i
kontroli przedstawiono w ponizszej tabeli.

Rodzaj leczenia hormonalnego Przypadki Kontrola (n)
zendometriozg (n)

Ztozone doustne $rodki antykoncepcyjne 31 17
Agonisci GnRH 12 3

Leki stymulujgce owulacje 1 1
Wktadka domaciczna z lewonorgestrelem 25 14
Implanty/systemy depot z progestagenem 7 6
Tabletki zawierajgce tylko progestagen 21 8

Wiecej informaciji na temat interpretacii wynikdw testu EndomKIT u pacjentdéw leczonych hormonalnie
w ciggu 3 miesiecy przed badaniem, mozna znalezé w rozdziale 11.2.3..

3. ZASADA BADANIA
EndomKIT sktada sie z testu ELISA w potgczeniu z diagnostycznym oprogramowaniem medycznym.

Test ELISA (ang. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) jest testem immunoenzymatycznym,
wielowarstwowym (typu sandwich) w fazie statej do iloSciowego oznaczania stezenia BDNF i CA125
w ludzkiej surowicy. Inne ptyny ustrojowe, takie jok osocze lub mocz, nie mogg by¢ stosowane. Kazdy
biomarker bedzie oznaczany w innym zestawie dotkéw.

W EndomKIT w tescie ELISA wykorzystuje sie do kalibracji i kontroli rekombinowany ludzki BDNF
i rekombinowane ludzkie biatko CA125.

Paski mikrofitracyjne optaszczone przeciwciatami przeciw ludzkiemu BDNFi przeciw ludzkiemu CA125sqg
inkubowane z substancijg kalibracyjnqg, specyficznymikontrolamii rozciehczonymi prébkami pacjentow.
Podczas tego etapu inkubacji BDNF i CA125 wiqzq sie na fazie statej ze specyficznymi przeciwciatomi
przeciwko ludzkiemu BDNF i przeciwko ludzkiemu CA125. Po usunieciu niezwigzanych biatek surowicy
przez procedure ptukania, paski sq inkubowane z przeciwciatami przeciw ludzkiemu BDNF i CA125
sprzezonymi z biotyng. Po usunieciu niezwigzanych koniugatéw biotyny, paski sq inkubowane ze
streptawidyng sprzezonqg z peroksydazqg. Po usunieciu niezwigzanego koniugatu peroksydazy, paski sg
inkubowane z roztworem chromogennym zawierajgcym teframetylobenzydyne i nadtlenek wodoru:
powstaje niebieski kolor o nasileniu proporcjonalnym do ilo$ci kompleksuimmunologicznego zwigzanego
z dotkami paskdw. Reakcja enzymatyczna jest zatrzymywana przez dodanie 0,5M HSO4 i okreslane sg
wartosci absorbanciji przy dtugosci Swiatta 450 nm.
Krzywq standardowq uzyskuje sie przez wykreslenie wartosci absorbanciji w stosunku do odpowiednich
wartosci dla substancji kalibracyjnych. Stezenie CA125 i BDNF okresla sie przez interpolacje z krzywej
kalibracyjne;.

Diagnostyczne oprogramowanie medyczne sktada sie z inferfejsu pomiedzy algorytmem przetwarzania
danych diagnostycznych a uzytkownikiem. Parametrami wejsciowymi dla systemu sq stezenia BDNF
i CA125 uzyskane testem ELISA oraz informacje kliniczne dotyczgce pacijenta. Algorytm przetwarzania
danych jest formutg matematyczng, ktérej wartosci sktadajq sie ze zmiennych wejsciowych wraz ze
wspdtczynnikiem. W algorytmie ustalona jest warto$¢ odciecia powyzej ktdrej, wynik pacjenta uznaje sie
za pozytywny. Ponizej warto$ci odciecia, wynik pacjenta jest uwazany za negatywny. System podaje
diagnoze (wyniki pozytywny/negatywny) wraz z raportem diagnostycznym.

4. ODCIYNNIKI

Sktadnik Nazwa

1 wspdlna optaszczona ptytka mikrotitracyjna (12 x 8 paskdw) .
Paski optaszczone

Paski optaszczone przeciwciatami poliklonalnymi przeciw ludzkiemu BDNF

i przeciw ciatami monoklonalnymi przeciw ludzkiemu CA 125.

2 fiolki wspdlnych substancjikalibracyjnych, liofilizowane, dorekonstytucijiz 1,0 ml
H20.

Substancja kalibracyjna
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Patrz punkt 9.2

Po rekonstytucji kazda fiolka zawiera 10 ng/ml BDNFi 10 U/ml CA125.
Informacje na temat przygotowania seriido kalibracjiznajdujqg sie w punkcie 9.3.
Opis warunkdw przechowywania znajduje sie w punkcie 7.

Po rekonstytucii zawiera 0,09% NaNs.

LYO
RCNS

CAL 10
1,0 ml

Patrz punkt 9.2

Kontrola pozytywna, zakresy docelowe sq podane na etykiecie fiolki.
Opis warunkéw przechowywania znajduje sie w punkcie 7.
Po rekonstytuciji zawiera 0,09% NaNa.

2 fiolki ze specyficzng kontrolg BDNF, liofilizowane, do rekonstytucji z 0,25 ml H20.

Kontrola pozytywna BDNF
LYO CTL BDNF
RCNS | 0,25ml | H.O

Zakresy docelowe

Patrz punkt 9.2

Kontrola pozytywna, zakresy docelowe sq podane na etykiecie fiolki.
Opis warunkdw przechowywania znajduje sie w punkcie 7.

Po rekonstytucji zawiera 0,09% NaNs.

2 fiolki ze specyficzng kontrolg CA 125, liofilizow ane, do rekonstytucjiz 0,25 miH2O.

Kontrola pozytywna CA125

CTL CA125

LYO
0,25
RCNS ml H2O

Zakresy docelowe

1 butelka ze wspdlnym buforem stuzgcym do rozciehczania probek, 40 ml, gotowy
do uzycia

Bufor do rozciehczania prébek.

Zawiera 0,09% NaNs.

Rozcienczalnik do probek

1 butelka ze specyficznym koniugatem BDNF 1,8 ml, gotowya do uzycia
Zawiera koniugat biotyny i przeciwciat monoklonalnych przeciwko ludzkiemu
BDNF.

Zawiera 0,09% NaNs oraz obojetny zielony barwnik.

Koniugat 1 BDNF
BDNF CONJ 1

1 butelka ze specyficznym koniugatem BDNF 2,8 ml, gotowa do uzycia
Zawiera koniugat streptawidyny i peroksydazy.
Zawiera obojetny zielony barwnik.

Koniugat 2 BDNF
BDNF CONJ 2|

1 butelka ze specyficznym koniugatem CA 125 1,8 ml, gotowa do uzycia
Zawiera koniugat biotyny i przeciwciat monoklonalnych przeciwko ludzkiemu
CA125.

Zawiera 0,09% NaNs oraz obojetny niebieski barwnik.

Koniugat 1 CA125
CA125 CONJ 1

1 butelka ze specyficznym koniugatem CA 125 2,8 ml, gotowa do uzycia
Zawiera koniugat streptawidyny i peroksydazy.

Koniugat 2 CA125

Zawiera obojetny niebieski barwnik. CAT25 CONJ

1 butelka wspdlnego roztworu chromogenu, 12 ml, gotowa do uzycia Roztwér chromogenu
Zawiera roztwér substratu (H202) i chromogenu (tetrametylobenzydyny). CHROM

1 butelka wspdinego roztworu do ptukania, 50 ml, 20-krotnie stezony Roztwér do mycia
Zawiera detergent w roztworze buforu fosforanowego oraz = Srodki WASH[ 20X
przeciwbakteryjne.

1 butelka wspdlnego roztw ér zatrzymujgcego, 12 ml, gotowa do uzycia Roztwor Stop
Zawiera 0,5 M H2SOu. TOP

6 pokryw do ptytek

o

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIE DOLACZONE

Precyzyjne mikropipety i standardowe pipety laboratoryjne.
Czyste, standardowe szkto laboratoryjne wolumetryczne.
Czyste, szklane lub plastikowe probdwki do rozciehczania probek.

aorLDdD =

referencyjnym przy 600-650 nm.

OSTRZEZENIE |1 SRODKI OSTROZINOSCI DLA UZYTKOWNIKOW

o

Tylko do uzytku in vitro.
Do uzytku profesjonalnego w laboratoriach.

Wykalibrowany inkubator termostatyczny do inkubaciji w temperaturze 37°C.
Czytnik ptytek mikrotitracyjnych do pomiaru absorbanciji przy dtugosci $wiatta 450 nm z filfrem

W przypadku uszkodzenia opakowania nalezy poinformowac producenta.

Ao =

Nie nalezy miesza¢ odczynnikdw ani optaszczonych paskéw mikrotitracyjnych z zestawdw
o réznych numerach serii.

5. Prébki pobrane od pacjentdw oraz wszelkie pozostatos$ci produktdw, pojemnikdw i pozostatosci po
testach z uzyciem odczynnikéw nalezy usuwac tak, jak materiat potencjalnie zakazny. Utylizacja
produktu i opakowania musi by¢ zgodna z przepisami krajowymi i lokalnymi.
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6. Roztwér Stop (Stop Solution) to 0,5 M HSO4, ktdry ma wtasciwosci draznigce. W przypadku
kontaktu z oczami lub skérg, nalezy sptukac duzq ilosciqg wody i zasiegngé porady lekarza.

7. Roztwér chromogenu (Chromogen Solution) zawiera niebezpieczny sktadnik N-Methyl-2-
Pyrrolidone w stezeniu > 0,3%. Jest on zaklasyfikowany jako substancja dziatajgca szkodliwie na
rozrodczos¢ kategorii 1B zgodnie z rozporzgdzeniem CLP (WE) nr 1272/2008. Zastosowanie majg
nastepujgce zwroty wskazujgce rodzaj zagrozenia i srodki ostroznosci:

Stowo sygnalizacyjne: Niebezpieczehstwo
Piktogram zagrozenia: GHS08

H3460D: Moze dziata¢ szkodliwie na dziecko w tonie matki.
P280: Stosowa¢é rekawice ochronne/odziez ochronng/ochrone oczu/ochrone twarzy.

P308+P313: W przypadku narazenia lub stycznosci: Zasiegngé porady/zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza.

8. Niektére sktadniki zestawu zawierajg azydek sodu joko Srodek konserwujgcy. W celu zapobiegania
tworzeniu sie potencjalnie wybuchowych azydkdédw metali w instalacjach laboratoryjnych, po
usunieciu tych roztwordw nalezy doktadnie przeptukac odptywy.

9. Chociaz zalecane jest przeprowadzanie badania substancji kalibracyjnych/kontroli prébek
w dwdch seriach, wiarygodne wyniki mozna rowniez uzyskaé, przeprowadzajgc analize w jednej
serii.

10. Kazdy powazny incydent zwigzany z uzyciem EndomKIT nalezy zgtasza¢ producentowi
i wtasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego UE, w ktérym incydent miat miejsce.

a°c
7. WARUNKIPRZECHOWYWANIA z'cfi/

1. Zestaw i sktadniki zestawu przechowywaé w temperaturze 2-8°C. Warunki przechowywania i date
waznosci kazdego sktadnika zestawu podano na etykietach.

2. Paski mikrotitracyjne nalezy przechowywacé w oryginalnym opakowaniu ze srodkiem osuszajgcym
do czasu wykorzystania wszystkich paskdw.

3. Otwarte sktadniki nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8°C i mozna ich uzywacé do kohca ich
daty waznosci.

4. Roztwér do ptukania po rekonstytucji moze byé przechowywany co najmniej przez 1 miesigc
w temperaturze 2-8°C.

5. Substancje kalibracyjne (CAL) muszg zostac uzyte w ciggu 2 godzin po rekonstytuciji. Pozostaty

roztwdr mozna przechowywaé w temperaturze -20°C przez trzy miesigce. Przeniesienie do
zamrazarki musi nastgpi¢ w ciggu 2 godzin po rekonstytucji. Dopuszczalny jest jeden cykl
zamrazania/rozmrazania.

6. Kontrole pozytywne (CTL) muszg by¢ uzyte w ciggu 2 godzin po rekonstytucji. Pozostaty roztwor
mozna przechowywac w temperaturze -20°C przez trzy miesiqce. Przeniesienie do zamrazarki musi
nastgpi¢ w ciggu 2 godzin po rekonstytucii. Dopuszczalny jest jeden cykl zamrazania/rozmrazania.

7. Nigdy nie wolno uzywac¢ zadnych elementéw zestawu po uptywie daty waznosci. Sktadnik

z najkrétszg datg waznoséci wyznacza date waznosci catego zestawu.

8. POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK

W tym badaniu nalezy uzy¢ prébek surowicy krwi. Inne ptyny ustrojowe, takie jok osocze lub mocz, nie
mogg by¢ uzyte. Prébki nalezy pobieraé wytgcznie od pacjenta bedgcego na czczo przez co najmniej
10 godzin.

Préobke nalezy pobrac¢ do probdéwek do separacji surowicy. Probéwki nalezy pozostawic do wytworzenia
skrzepu na 30-60 minut, w pozycji pionowej, w temperaturze pokojowej przez pierwszych 30 minut od
pobrania prébki. Jesli czas do rozpoczecia przygotowania prébki jest krdtszy niz 1 godzina, prébki moga
by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej. W przeciwnym razie, prébke nalezy umiesci¢ na
mokrym lodzie lub w lodéwce (2-8°C). Maksymalny czas do rozpoczecia przygotowania probki wynosi
4 godziny. Prébki nalezy odwirowac przez 10 minut w nastepujacych warunkach: 2500g w temperaturze
2-25°C. Po odwirowaniu odessac surowice przy uzyciu odpowiedniej pipety transferowej uwazajge, aby
nie naruszy¢ znajdujacej sie ponizej warstwy komaorek. Jesli komorki zostang przypadkowo zmieszane
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z surowicgq, fiolke z analitem mozna ponownie odwirowac jok poprzednio, a surowice przenies¢ do nowej
fiolki zanalitem.

Ptynne probki surowicy mogaq by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C przez trzy dni. Jezeli prébki nie
mogq by¢ przetworzone w ciggu frzech dni, nalezy je przechowywaé w zamrazarce.

Prébki mogq by¢ poddane maksymalnie pieciu cyklom zamrazania/rozmrazania bez wptywu na wynik
badania.

Prébki muszg byc¢ rozciehczone w rozciehczalniku do prébek przed wykonaniem testu, patrz punkt 10.

9.  PROCEDURA BADANIA
9.1 Uwagiogdlne

1. Do kazdego transferu prébki nalezy uzywac osobnej jednorazowej kohcdwki, aby unikngé
zanieczyszczenia krzyzowego.

2. Przed uzyciem wszystkie odczynniki muszg uzyska¢ temperature pokojowq. Wszystkie odczynniki
muszg by¢ wymieszane bez spieniania.

3. Po rozpoczeciu badania, wszystkie etapy nalezy zakohczy¢ bez przerw.

4. Zaleca sie stosowanie myjki ELISA, jednak w zaleznosci od aparatu moze by¢ konieczne

dostosowanie procedury mycia w celu uzyskania optymalnych wynikéw.
9.2 Rekonstytucja odczynnikéw

Roztwdr do mycia (Wash Solution): 50 ml koncentratu Roztworu do mycia nalezy rozciehczy¢ do 1000 ml
wodg destylowanqg. Roztwér po rekonstytucjj moze by¢ przechowywany co najmniej 1 miesiac,
w temperaturze 2-8°C. W wyzszych temperaturach koncentrat Roztworu do mycia moze wydawadé sie

metny; nie ma to wptywu na jego dziatanie. Po rozciehczeniu roztwér bedzie przejrzysty.

Substancja kalibracyjna: w celu rekonstytucji doda¢ 1,0 ml wody destylowanej. Delikatnie wymieszac
i pozostawic¢ roztwér do zréwnowazenia na 10 minut. Roztwdr po rekonstytucji musi by¢ uzyty w ciggu
2 godzin lub moze by¢ przechowywany w temperaturze -20°C przez trzy miesigce. Przeniesienie do
zamrazarki musi nastgpi¢ w  ciggu 2 godzin  po rekonstytucji. Dopuszczalny jest jeden cykl

zamrazania/rozmrazania.

Kontrola pozytywna CA125 i kontrola pozytywna BDNF: w celu rekonstytucji doda¢ 0,25 ml wody
destylowanej. Delikatnie wymieszac i pozostawi¢ roztwér do zréwnowazenia na 10 minut. Roztwér po
rekonstytucji musi by¢ uzyty w ciggu 2 godzin lub moze by¢ przechowywany w temperaturze -20°C przez
trzy miesigce. Przeniesienie do zamrazarki musi nastgpi¢ w ciggu 2 godzin po rekonstytucii. Dopuszczalny
jest jeden cykl zamrazania/rozmmrazania.

9.3 Przygotowanie serii substancji kalibracyjnych

W celurekonstytuciji 1 fiolki zliofilizowang substanciqg kalibracyjng nalezy doda¢ 1,0 ml wody destylowanej
w celu uzyskania substancji kalibracyjnej o najwiekszym stezeniu zawierajgcej 10ng/ml BDNF i 10 U/mll
CA125. Delikatnie wymieszac i pozostawi¢ roztwdr do zréwnowazenia na 10 minut w temperaturze
pokojowej. Tak uzyskang substancje kalibracyjng o najwiekszym stezeniu okresla sie joko CAL 10.

W miedzyczasie, nalezy przygotowaé nastepujgce etapy rozcienczania w celu uzyskania substancii
kalibracyjnych o mniejszych stezeniach.

Oznaczy¢ 4 probdwki (CAL 5; CAL 2,5; CAL 1; CAL 0). Substancje kalibracyjne o mniejszych stezeniach sg
przygotowywane przy uzyciu Rozcienczalnika do préobek (SD) iw celuwykonania serii rozciehczeh nalezy
postepowacd jak pokazano w tabeli:

Zawiera Dodac roztwdr CAL Dodac¢ SD
CAL 10 10 ng/ml BDNFi 10 U/mI CA125 Roztwdr CAL po rekonstytucii
CALS5 5ng/mlI BDNFi5U/mICA125 250yl CAL 10 250 ul SD
CAL25 2,5 ng/ml BDNFi2,5U/mlI CA125 250 ul CAL S 250 ul SD
CAL1 1 ng/mIBDNFi 1 U/mICAT125 200Ul CAL 2,5 300 ul SD

EM-20231115PL 8/17



Exeltis

Rethinking healthcare

[ cALO | 0 ng/ml BDNFi0 U/mI CA125 [  —— | 500uSD |

9.4 Procedura oceny testu ELISA

Przedrozpoczeciem badania nalezy rozciehczy¢ probki kontrolne i probki pacjenta zgodnie z wytycznymi
zawartymi w rozdziale 10.

Ptytki mikrotitracyjne nalezy utozy¢ w taki sposdb, aby mozliwe byto podwdine oznaczenie prébki (lewa
cze$é ptytki mikrotitracyjnej oznaczenie BDNF, prawa czesé ptytki mikrotitracyjnej oznaczenie CA125).

1. Pipetq nalezy pobra¢ 100 ul substancji kalibracyjnej, rozciehczonych prébek kontroli i probek
pacjenta do dotkdéw zgodnie z ponizszym schematem:

Badanie BDNF Badanie CA125

1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 11 12
A S3 S11 S19 S27 S35 0 S3 S11 S19 S27 S35
B 1 S4 S12 S20 S28 S36 1 S4 S12 S20 S28 S36
C 2,5 S5 S13 S21 $29 S37 2,5 S5 S13 S21 S29 S37
D 5 Sé S14 S22 S30 S38 5 Sé S14 S22 S30 S38
E 10 S7 S15 S23 S31 S39 10 S7 S15 S23 S31 S39
F CTL BDNF S8 S16 S24 $32 S40 CTL CA125 S8 S1é S24 $32 S40
G S1 S9 S17 $25 S33 S41 S1 S9 S17 $25 S33 S41
H $2 S10 S18 S26 S34 S42 $2 S10 S18 S26 S34 S42

Przykryte paski mikrotitracyjne nalezy inkubowac przez 60 £ 2 min w temperaturze 37°C (+ 2°C).

2. Catkowicie oprézni¢ dotki przez aspiracje. Dotki wypetni¢ w catoéci 350-400 ul rekonstytuowanego
roztworu do mycia, unikajac przelania buforu z jednego dotka do drugiego. Powtdrzy¢ procedure
mycia jeszcze cztery razy, w sumie nalezy my¢ pie¢ razy. Na koniec zawarto$¢ dotkéw nalezy
zaaspirowac i usunqc¢ resztki ptynu, delikatnie stukajgc odwrdéconymi dotkami o czysty papier
absorpcyjny. Niepetne ptukanie bedzie miato negatywny wptyw na wynik festu.

3. Nalezy doda¢ 100 ul roztwordw specyficznych Koniugatéw 1 na wyznaczone czesci ptytki
mikrofitracyjnejiinkubowac przykryte paski mikrotitracyjne przez 30 + 2 minw temperaturze 37°C
(x 2°C).

4, Powtdrzy¢ procedure mycia zgodnie z opisem w punkcie 2.

5. Nalezy doda¢ 100 ul roztwordw specyficznych Koniugatdw 2 na wyznaczone czesci ptytki
mikroftitracyjnejiinkubowaé przykryte paski mikrotitfracyjne przez 15+ 1 minw temperaturze 37°C
(x 2°C).

6. Powtdérzy¢ procedure mycia zgodnie z opisem w punkcie 2.

7. Nalezy doda¢ 100 ul roztworu chromogenu do kazdego dotka.

8. Inkubowac przez 10 + 1 minw temperaturze 37°C (+ 2°C). Unika¢ ekspozycji na Swiatto podczas
tego etapu.

9. Dodac¢ 50 ul roztworu zatrzymujgcego (Roztwdr STOP) do kazdego dotka.

10. Oznaczyé absorbancje kazdego dotka przy dtugosci swiatta 450nm z filtrem referencyjnym
600-650 nm w ciggu 30 minut od dodania roztworu zatrzymujgcego.

9.5 Procedura oceny z uzyciem diagnostycznego oprogramowania medycznego

1. Oprogramowanie jest dostepne w Infernecie pod adresem url: https://endomkit.exelfis.com.
W celu zalogowania sie w systemie, nalezy by¢ zarejestrowanym uzytkownikiem.

2. Nalezy zebra¢ od pacjenta informacje wymagane przez system.

3. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami zawartymi w podreczniku uzytkownika kohcowego
oprogramowania, wprowadzi¢ wartosci stezenia BDNF (ng/ml) i CA125 (U/ml) wraz z zgdanymi
informacjami dotyczgcymi testu i informacje o pacjencie. W celu zapewnienia prawidtowego
dziatania algorytmu, wszystkie informacje powinny by¢ podane.

4. Nalezy uruchomi¢ algorytm analizujgcy dane medyczne i pobra¢ diagnoze oraz raport
diagnostyczny, ktéry moze poméc w interpretaciji wyniku.
10. WSPOLCIYNNIK ROZCIENCZENIA KONTROLI | PROBKI PACJENTA

Dla kazdej kontroli nalezy przygotowac rozciehczenie 1/10 w Rozcienczalniku do prébek. Prébki pacjenta
sq rozciehczane 1/10 i 1/50 w celu pokrycia szerokiego zakresu pomiarowego. Uzytkownik moze
zdecydowac sie na wykonanie tylko rozciehczenia 1/10 i powtdrzenie badania z uzyciem rozciehczenia
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1/50 na tych prébkach, dia ktérych uzyskano wartosci ekstrapolowane (przekraczajgce 100 ng/ml BDNF
i (lub) 100 U/mI CA125). Poprzez rozciehczenie prébek 1/10 mozna okresli¢ stezenia BDNF pomiedzy 2 a
100 ng/ml oraz stezenia CA125 pomiedzy 2 a 100 U/ml.

Przyktad: doda¢ 50 ul préobki pacjenta do 450 ul Rozcienczalnika do probek

Rozciehczajac prébki 1/50 mozna oznaczyé stezenie BDNF w zakresie od 10 do 500 ng/ml oraz stezenie
CA125 w zakresie od 10 do 500 U/ml.

Przyktad: dodac¢ 10 ul probki pacjenta do 490 ul Rozcienczalnika do prébek

Przy obliczaniu stezenia BDNF i CA125 w kontrolach i prébkach nalezy uwzglednic wspdtczynnik
rozcienczenia, mnozqgc zmierzone stezenie przez wspdtczynnik rozcienczenia. Stezenie jest nastepnie
wyrazane w ng/ml (BDNF) i U/ml (CA125). Do obliczenia stezenia BDNF i CA125 w konfrolach nalezy
zastosowac wspdtczynnik mnozenia 1/10.

Przyktad: wynik w prébce rozciehczonej 1/10, uzyskany przez interpolacje z krzywej wzorcowej wynosi
3 ng/ml lub 3 U/ml. Odpowiednie stezenie BDNF i CA125 w nierozciehczonejprébce wynosi woéwczas
odpowiednio 30 ng/mli 30 U/ml.

11. WYNIKI I INTERPRETACJA

11.1 Obliczanie wynikow

Srednia warto$¢ absorbancji (lub pojedyncza wartos¢ OD) dia kazdej substancji kalibracyjnej jest
wykreslana wzgledem odpowiedniej wartosci stezenia BDNF lub CA125 i konstruowana jako najlepsza
krzywa kalibracyjna (dopasowanie krzywej wielobocznej).

Nalezy uzy¢ sredniej (lub pojedynczej) absorbanciji kazdej prébki pacjenta uzyskanej w tescie ELISA w celu
rozpoznania endometriozy, aby okresli¢ odpowiednig warto$¢ stezenia poprzez prostg interpolacie
z krzywej. Uzyskang warto$¢ nalezy pomnozy¢ przez wspdtczynnik rozciehczenia.

W zaleznosci od do$wiadczenia i (lub) dostepnosci oprogramowania mozna zastosowac inne metody

redukcji danych.
Dla rozcienczenia prébki 1/10
Ofrzymane stezenie nalezy pomnozy¢ przez wspdtczynnik 10.

Jesli uzyskane stezenie znajduje sie poza zakresem pomiarowym, nalezy podac wartosci takie jakie sq.
Patrz punkt 12.4

Dla rozcienczenia prébki 1/50
Oftrzymane stezenie nalezy pomnozy¢ przez wspdtczynnik 50.

Jesli uzyskane stezenie znajduje sie poza zakresem pomiarowym, nalezy podac wartosci takie jakie sqg.
Patrz punkt 12.4

11.2 Interpretacja wynikéw z oprogramowania

Interpretacja wyniku kohcowego oraz postawienie diagnozy dla pacjenta musi zawsze by¢ wykonane
przed fachowego pracownika ochrony zdrowia.

11.2.1 Pacjentki, ktére nie byly leczone hormonalnie w ciggu trzech miesiecy przed badaniem

Test EndomKIT charakteryzuje swoistos¢ wyniku na poziomie 100% (Cl195%: 86,7-100%) i czuto$¢ na
poziomie 46,2% (CI95%: 25,5-66,8%). Doktadnos¢ pozytywnego Iub negatywnego wyniku
diagnostycznego zalezy od oszacowanej czesto$ci wystepowania choroby. W celu utatwienia
interpretacji wyniku badania, wzieto pod uwage nastepujgce wartoscirozpowszechnienia choroby: 50%
dlapacjentek zprzewlektym bdlem w obrebie miednicyi 24% dia pacjentek z nieptodnosciq. Doktadnosé
wyniku opisywana jest jako dodatnia warto$¢ predykcyjna (prawdopodobiehstwo, ze pozytywny wynik
testu bedzie prawidtowy) lub uiemna warto$é predykcyjna (prawdopodobienstwo, ze negatywny wynik
testu bedzie prawidtowy).
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W przypadku pozytywnego wyniku testu, jesli powodem wykonania testu byt przewlekty bdl w obrebie
miednicy, pacjentka ma okoto 100% prawdopodobienstwa, ze choruje na endometrioze. Jesli powodem
wykonania testu byta nieptodnosé, pacjentka ma okoto 100% prawdopodobiehstwa, ze choruje na
endometrioze.

W przypadku negatywnego wyniku testu, jesli powodem wykonania testu byt przewlekty bdl w obrebie
miednicy, pacjentka ma okoto 65% prawdopodobienstwa, ze nie ma endometriozy. Jesli powodem
wykonania festu jest nieptodno$¢, pacjentka ma okoto 85,5% prawdopodobienstwa, ze nie ma
endometriozy.

NPV NPV PPV PPV
(95% 1) (5% CI) (5% C) choroby 24% choroby 50% choroby 24% choroby 50%
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
46,2% 100% 0,758 85.5% 65,0% 100% 100%
(25.5-66.8) (86,7-100) (0,650-0,867) (72,6-92.9) (49.,5-77.9%) (40,0-100) (58,1-100%)

NPV - ujemna wartos¢ predykcyjna; PPV - dodatnia wartos¢ predykcyjna
11.2.2 Wplyw chordéb towarzyszgcych endometriozie na wyniki testu EndomKIT

Wiarygodnos$¢ diagnostyczng EndomKIT oceniano w réznorodnych warunkach klinicznych. Analiza
wykazata, ze obecnos¢ torbieli jajnikdw lub miesniakdw macicy znaczgco zwieksza stezenie CA125, co
jest zgodne z danymi literaturowymi. Jednak stany takie jak zapalenie narzgddw miednicy mniejszej
adenomioza i zespdt policystycznych jajnikdw nie wykazywaty znaczacego wptywu na stezenie CA125,
jak opisano w punkcie 2.1.1. Poza tym, zadna z chordb nie wptywata na stezenie BDNF.

Co wazne, skutecznos¢ diagnostyczng testu EndomKIT oceniano w kohorcie walidacyjnej, wykluczajgc
kazdorazowo jedng chorobe moggcg potencjalnie wptywaé na wynik testu, aby ustali¢, czy dana
choroba moze stanowi¢ przeciwwskazanie do stosowaniatestu. Po wytgczeniu poszczegdlnych chordb
z kohorty walidacyjnej wyniki wskazujq, ze czutos¢ testu EndomKIT pozostata na dobrym poziomie.
Obecnos¢ zadnej pojedynczej choroby nie wptywata krytycznie na skuteczno$é algorytmu do
prawidtowego wykrywania przypadkéw endometriozy, a czutos¢ utrzymywata sie w 95% przedziale
ufnosci pierwotnej czutosci. W zwigzku z tym, w oparciu o obecnie dostepne dane, nie ma dowoddw
wskazujgcych przeciwwskazania do stosowania testu EndomKIT u pacjentdw z opisanymi chorobami
wspdtistniejgcymi.

Podsumowujqgc, chociaz zaobserwowano wplyw na poszczegdlne biomarkery, nie zaobserwowano
wptywu choréb potencjalnie majgcych wplyw na skutecznosé diagnostyczng testu. W zwiqzku z tym, na
podstawie tych wynikbw mozna stwierdzi¢, ze badanie nie jest przeciwwskazane w przypadku
wystepowania ktérejkolwiek z wyiej wymienionych choréb.

W celu uzyskania dalszych informacii na temat choréb wspbtistniejgcych, nalezy zapoznac sie z punktem
2.1.1.

11.2.3 Pacjentki, ktére byly leczone hormonalnie w ciqgu trzech miesiecy przed badaniem

Przeanalizowano wptyw stosowania niektérych terapii hormonalnych w ciggu trzech miesiecy przed
pobraniem krwi na dziatanie testu EndomKIT, jak zostato to opisane w punkcie 2.2. Dane dotyczgce
skuteczno$ci diagnostycznej przedstawiono w ponizszej tabeli.

Czulodc Swoistofé Rozr:qopv\v,sze- Roz:op\:rlsze- Rozpp:xsze- Rosz:vvvsze-
c;::&%::;::nf [o(z:‘;zzkfr:g / [o(erzgknt(): / (9:‘; %I) chnienie chnienie chnienie chnienie
9 catkowita] catkowita] ° choroby 24% choroby 50% | choroby 24% choroby 50%
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
Hozone 38“5’”6 31,3% 88.2% 0,598 80,3% 562% 457% 727
srodkl (16,6-50.,5) (62,3-97.9) (0,433-0,763) (63,1-90,6) (38,4-72,6) (7.8-89.3) (21,8-96.2)
antykoncepcyjne
Agoniéci GnRH 55,4% 66,7% 0611 82,5% 59.9% 34,4 62,4%
9 (25.2-82,4) (12,5-98,2) (0,256-0,966) (36,7-97.5) (20-89.9) (6,1-80.9) (19-92,1)
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Leki stymulujagce 0% 100% 76% 50%
owulacje (0-94,5) (5,5-100%) ND (20,3-97,5) (9,5-90,5) ND ND
Tabletki zawierajgce 26,7% 87.5% 0,571 791% 54,4 40,3 68,1
tylko progestagen (10,9-50,4) (46,7-99.3) (0,339-0,802) (56,7-91,6) (32,7-74,5) (3.8-92) (12-97.1)
Systemy
przedtuzonego
uwalniania
progestagenu
goidtadka 397% 100% 0,698 840% 624 100 100
iczna z (23,4-58,3) (80-100) (0,556-0,841) (68.8-92,6) (45-77,1) (23,9-100) (39.6-100)
lewonorgestrelem,
systemy depot z
progestagenem lub
implanty z
progestagenem)
11.2.4 Ograniczenia dotyczqce stosowania
1. Wynik testu wymaga interpretacii przez pracownika opieki zdrowotnej.
2. Wyniki testu nalezy wykorzystywaé w potgczeniu z innymi dostepnymi informacjami klinicznymi i

innymi procedurami diagnostycznymi.

Test przeznaczony jest do stosowania u kobiet z objawami endometriozy.

Jezeli wyniki testu sg niezgodne z danymi klinicznymi, zaleca sie wykonanie dodatkowych badanh.

5. Dane dotyczgce skutecznosci klinicznej testu EndomKIT opisano w punkcie 2 i punkcie 11.2,
wtqczajac wyniki w przypadku wspdtistniejgcych, potencjalnie majacych wptyw chordbileczenia
hormonalnego.

>

11.3 Procedura kontroli

W celu potwierdzenia prawidtowosci wykonania testu, muszg by¢ spetnione nastepujace specyfikacje:

Warto$¢ OD dla substanciji do kalibracii zero: < 0,100

Warto$¢ OD dla substanciji do kalibracji o najwyzszym stezeniu: > 1,000

Wartos¢ stezenia dla kontroli pozytywnej BDNF musi miescic¢ sie w granicach wartosci docelowych
okreslonych na etykiecie.

Warto$¢ stezenia dla kontroli pozytywnej CA125 musi miescic sie w granicach wartoéci docelowych
okreslonych na etykiecie.

Jelli jedna ze specyfikacji nie jest spetniona, nalezy powtdrzyé wykonanie testu.

12. CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA

Jedlinie okres$lono inaczej, opisane ponizej charakterystyki dziatania uzyskano na podstawie pomiardw w
dwodch seriach.

Przyktad typowych wartosci gestosci optycznej (OD):

SKL/LEEfg’QANCij\N . OD BDNF OD CAI125
CALO 0016 0,026
CAL 0,295 0213
CAL25 0,806 0,553
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CALS 1,591 0,983
CAL 10 2,568 1,850

12.1 Zakidécenia

Zbadano potencjalne zaktécenia nastepujgcych czynnikdw endogennych, zgodnie z wytycznymi CLS
EP-07. Nie stwierdzono zaktéceh dla hemoglobiny (5 mg/ml), lipiddw (intralipid, 2,5 mg/ml), bilirubiny
(0.2 mg/ml), czynnika reumatoidalnego (RF) (250 IU/ml), ludzkich przeciwciat przeciw immunoglobulinie
mysiej (HAMA) (miano >5000x wieksze od prébki ujemnej). Dodatkowo dla oznaczehh BDNF nie
stwierdzono zaktécen dla CA125 (100U/ml), prekursora pro-BDNF (10 ng/ml) i kinazy C receptora
tropomiozyny (10 ng/ml), natomiast dia oznaczeh CA125 nie stwierdzono zaktécer dla BDNF (100 ng/ml).

12.2 Dokiadnosé

Doktadnos¢ testu zostata okre$lona poprzez analize prébek wzbogaconych (ang. spiked samples)
w frzech poziomach stezeh odpowiednio dla BDNF i CA125 w badaniu opartym na wytycznej CLSIEPO5-
A3.

Powtarzalno$¢ (zmienno$¢ miedzy powtdrzeniami) i precyzja wewngtrzlaboratoryjna (zmiennos¢ miedzy
seriami i zmienno$¢ dzienna) zostata oceniona zgodnie z projektem badania 20 x 1 x 5 (20 dni,
1 badanie/dzien, 5 powtdrzeh/badanie). Badanie byto przeprowadzone przez jedng osobe wykonujacq,
jedno urzgdzenie i dla jednej serii testu EndomKIT. Substancije kalibracyjne byty stosowane pojedynczo.

Uzyskane wyniki:

Doktadnosé testu EndomKIT — BDNF ELISA
Powtarzalnosé Doktadnosé
] wewnatrzlaboratoryjna
Prébka ?rr]‘;j"r:]'ﬁ SD (ng/mi) cV (%) SD (ng/ml) CV (%)
Poziom 1 14,89 0.75 50 1,11 7.5
Poziom 2 38,17 2,34 6,1 2,78 7.3
Poziom 3 76,46 3,84 50 6,72 838
Doktadnosé testu EndomKIT — CA125 ELISA
Powtarzalnos¢ Doktadnos¢
i wewngatrzlaboratoryjna
Prébka S(rgfrg:)o' SD (U/ml) CV (%) SD (U/ml) CV (%)
Poziom 1 14,18 1,42 10,0 1,59 11,2
Poziom 2 36,19 2,88 7.9 3,54 9.8
Poziom 3 86,84 4,38 5.0 7,69 8,9

Odtwarzalnoé¢ zostata oceniona zgodnie z projektem badania 3 x 5 x 1 x 5 (3 miejsca, 5dni,
1 badanie/dzien, 5 powtdrzen/badanie). Badanie byto przeprowadzone przez trzy osoby wykonujgce,
frzy urzgdzenia, w frzech miejscach i dla jednej serii testu EndomKIT. Substancje kalibracyjne byty
stosowane pojedynczo.

Uzyskane wyniki:
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Doktadnosé testu EndomKIT — BDNF ELISA
Powtarzalnosé Doktadnosc . Odtwarzalnosé
wewngtrzlaboratoryjna
. Srednia SD SD SD
Probka % A A
(ng/ml) (ng/ml) Cv (7 (ng/ml) Cv (7 (ng/ml) Cv (7
Poziom 1 15,22 1.45 9.5 1.86 12,2 1.98 13,0
Poziom 2 41,30 2,50 6,0 4,33 10,5 4,42 10,7
Poziom 3 78,33 5,83 7.4 8,79 11,2 8,44 10,8
Doktadnosé testu EndomKIT — CA125 ELISA
Powtarzalnosé Doktadnosc . Odtwarzalnosé
wewnaqtrzlaboratoryjna
Prébka S(rg/dn::;’ sou/m) | cv@ | sowm) | cv | sowml) | cv i@
Poziom 1 13,84 1,58 11,4 1,62 11,7 1,90 13,7
Poziom 2 36,00 3,08 8,6 3,05 8,5 3,38 9.4
Poziom 3 86,40 5,66 6,5 6,33 7.3 6,61 7.7

123  Poprawnosé

Poprawnos$¢ testu EndomKIT dla oznaczenia BDNF oceniono przez rozciehczenie odczynnika
referencyjnego WHO dia BDNF (NIBSC 96/534) w rozciehczalniku do probek do dziesieciurdinych stezeh
w zakresie od 5 do 90 ng/ml. Obliczenie indywidualnego odchylenia w % dla kazdego stezenia wykazato
Srednie odchylenie w catym zakresie pomiarowym wynoszgce 7,48% (C195%:-0,5 % -14,4 %).

Poprawnos¢ testu EndomKIT dla oznaczenia CA125 oceniono poprzez poréwnanie oznaczenia z metodq
referencyjng oznakowanqg znakiem CE (ARCHITECT CA125 Il assay firmy Abbott), poniewaz nie jest
dostepny Zzaden miedzynarodowy odczynnik referencyjny. Przeanalizowano tgcznie 60 probek
i zaobserwowano $redni btgd wynoszacy -7,35% (CI195%: -11,90% do -7,52%) w stosunku do testu
referencyjnego.

124 Zakres pomiarowy
12.4.1 Liniowosé

Liniowo$¢ wynikéw testu EndomKIT zostata zbadana przy uzyciu metody wielomianowej opisanej
w wytycznej CLSIEPO6-A. Badanie wykazato liniowy zakres pomiarowy dlastezernod 0,5 do 11,1 ng/midla
testu BDNF i dla stezen od 0,5 do 11,7U/ml dla testu CA125, bez uwzglednienia wspdtczynnika
rozciehczenia. Uwzglednigjgc wspdtczynnik rozciehczenia prébki 1/10, odpowiada to stezeniom 5 do
111 ng/ml dlaBDNFi5do 117 U/ml dia CA125.

12.4.2 1Zdolnosé wykrywania

Warto$¢ Slepej préoby (ang. Limit of Blank, LoB), warto$¢ wykrywalnoséci (ang. Limit of Detection, LoD)
i granica oznaczalnosci (ang. Limit of Quantitation, LoQ) dla testu EndomKIT zostaty okreslone zgodnie
zwytycznymi CLSI EP17-A2.

LoB i LoD zostaty ocenione na podstawie odpowiednio pieciu préobek slepychi pieciu probek o matym
stezeniu. LoQ zostat okreslony na podstawie profilu precyzii.

Uwzgledniajgc wspdtczynnik rozcienczenia 1/10, zdolno$¢ wykrywania testu EndomKIT mozna
podsumowac jako:

Dla oznaczenia BDNF:  LoB 0,40 ng/ml - LoD 1,05 ng/ml - LoQ 1,94 ng/ml
Dla oznaczenia CA125: LoB 0,77 U/ml-LoD 1,35 U/ml-LoQ 2,0 U/ml

12.4.3 FEfekt Hooka przy duzych dawkach
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Potencjalne istnienie efektu Hooka przy duzych dawkach zostato zbadane poprzez badanie testu
EndomKIT przy uzyciu prébek surowicy z domieszkg do 5 ug/ml BDNF i 50000 U/ml CA125, stosujgc
wspdtczynnik rozcienczenia 1/10. Nie zaobserwowano efektu Hooka.

Zakres pomiarowy oparty na warto$ci LoQ i unikanie ekstrapolacii:

Dla oznaczenia BDNF: 1,9 ng/ml - 100 ng/ml, przy zastosowaniu rozciehczenia 1/10.
Dla oznaczenia CA125: 2,0 U/ml-100 U/ml, przy zastosowaniu rozciehczenia 1/10.
12.5 Zgodnosé pomiarowa

BDNF:

Skalibrowany wzgledem odczynnika referencyjnego WHO - czynnik neurotroficzny pochodzenia
mdbzgowego (BDNF)

Kod NIBSC: 96/534

CAI125:
Skalibrowany wzgledem testu Architect CA 125 Il firmy Abbott.
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