diagnostics

LEVERANTOR AV CE-MARKTA LC-MS/MS DIAGNOSTISKA KIT
MASSDETECT™ MMA
INSTRUKTIONER FOR IN VITRO BESTAMNING AV METYLMALONSYRA | PLASMA/SERUM

CE-IVD label according to European Directive 98/79/EC

redhot diagnostics AB www.redhotdiagnostics.com Organisations nr: 556168-7731
Forskargatan 20 contact@redhotdiagnostics.com Bankgiro: 77980-1
SE-15536 Sodertélje




redhot diagnostics, doc. 13-01 rev?7

Innehall
1. METHYLMALONSYRA LC-IMS/IMS KIT w.eveeeeveeeeeeeseereeeseeseeeseeseseseeseeeseessssseseesssesesassesesessesesessssessesesssssesees 2
2. AVSEDD ANVANDNING ... eeeeeeeeeeeeteee et eeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeseeseeeesesessesesesesssesseseseesseeseseesseeseseseeenseseseeseaeen 2
3. INTRODUKTION oottt s e eete e eeete e eeeseeees et eeeseseeeseeseeeeseteseessesesseseesessaesneeseseesseeseseseeenseeeeeeseeeen 3
4. PRINCIPERNA FOR ANALYSIMETODEN ....veeeeeeeeeeeeseeeeeteeeseeseeeeeeseeesseseessseseesesesesssseseeesseseesesesessesesesesens 3
5. FORSIKTIGHETSATGARDER. ....veveveeeeteeeeeeeseeeeeeeeeteeeseeseeeseeseeeesesessesesesessesessesesessseeseseesesessesesesensseseesseeen 3
6. HALSO- OCH SAKERHETSATGARDER........cviveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseetesessesesessesessessessssesesesseseesesesesesssesesseseees 3
7o KIT INNEHALL ettt ee ettt et et et et e e eaes e e et st et et et aeaeseseseeet et et s s aeseseseeneesesnenessenesennen 3
8. FORVARING ..ottt et e e e et eeee et eeeeeeeeeee et eeees s eeeseseeseseaesneeeeseeseaeses s s eneeeeeeesnaeen 4
9.  MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE MEDFOLIER | KITET cevevoveieereeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseseeseseeseneseeeseseeeeseeens 4
10.  PREPARERING AV IMOBILFASER ......veeveteeeeeeeteeseeseeesesseseeeesesessesessesesessssesessssesessesesesessesesessesessesesessssesees 4
11, MS/MS METOD (EXEMPEL) w.vveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeteeeseesesesesseseeeeseseseesesessesessssesessssesesessesesesseseseseesessesessessesees 4
12, TRANSITIONER ... eeveeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeseseeeeeetaseseesesesesseseeeeseseseesessseeseeseseseeeseesesaesetesesseseseseesesseseseeeeeeses 4
13, LC-GRADIENT oottt eeeee e eee et eeeteeeeeese e et et eeseeseeeeeeseseeeeseseseeseeseeeseeseseseeassesesaesetasesseseseseeseseeseseseeeeses 5
L4, TVATTLOSNING ... oottt eeeeeeeeeeeeteeeeeese e eeeteeeseesesesesseseeeeseseseeseseeeeseeseseseeseeesesaeseteeeseeseseseesesseseseseseesees 5
15.  UPPSTART-OPTIMERING AV MS PARAMETRAR FOR ANALYTERNA ......vveeeeeeeeeeeeeeeeseeresseesseeeseeeseesens 5
16. PROV — LAGRING OCH TRANSPORTFORHALLANDEN .......veteveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseseesesseseeseseseesessesesseseeses 5
17. PREPARERING AV EXTRAKTIONSLOSNING MED INTERNSTANDARD .....o.veveeeeeeeeeteeeseeveseeeseseeeseeeseesen 5
18, PROVUPPARBETNING ...ttt et eeeseeeeeeseeeseeseeeeseseseseesesessesessessesenseseseeseseseesseseneeeeeeeseseseeeeeens 5
19, KALIBRERINGSKURVA «....veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeteeese et eeeeeseseeseseseseseseesesaseesseesssesseeeseseseeseseseneasseeeseseseeeaeens 6
20. BESTAMNING AV KONCENTRATIONEN AV MMA | PROVER .....evveeeeereeeeeeeseeeeseeeseeseeseeeense s seeseseees 6
21, KVALITETSKONTROLL . e.vveeeeeeeeeeeeeeteeeeeeseeeeeeseseeseseesesesesssesseeesesessesesesessessseasesesseseesesesessesesesesseseesesesasees 7
22 PRESTANDA .ottt ettt e et eees et eeeees e e e e e eeeeseteesee s eeeeseseesesesaesneeeeseeseeeses s aseneeeeeeerneeen 7
23, REFERENSNIVAER FOR IMMA ...ttt eeeeeseeeeeeeeeeeeseseeseseeesseseesesesessneeseseesseesesesasensseseeseaeen 7
24 REFERENSER ...eveeeeeeeeeeeeee e eee et e e eet et eeeteeeeeeseeseseteeeeeeseeeeeesaeeeseteseeseseseeseseesesesaseneeeeseeseeeeses s aeenseeeeeesnaeen 7
25, APPENDIX 1 oeoeeeeeeeeeeee ettt ee st eeeteeeeeeeeeseseteeeeseseeeseesaeeeseteesee s eeeteee et et saeeee e eeeteee et et e et en e eeeereaeen 8

1. METHYLMALONSYRA LC-MS/MS KIT
Art. No. 40-2002, 150 analyser inklusive kolumn.
Art. No. 40-2001, 150 analyser, ersattnings kit.
Riskklass 1 enligt IVDD och riskklass A enligt IVDR
Globalt artikelnummer (GTIN) 07350143680007

Tillverkare

redhot diagnostics AB
Forskargatan 20)

SE-151 36 Sodertadlje

Sverige
www.redhotdiagnostics.com

2. AVSEDD ANVANDNING

Den beskrivna LC-MS/MS-applikationen ar avsedd for kvantitativ bestdmning av metylmalonsyra (MMA)
i plasma/serum.

Metylmalonsyra (MMA) dr en biomarkor for vitamin Bi; brist. Forhdjda nivaer av MMA &r ett resultat av
arftliga defekter av enzymer eller forvarvade brister av vitamin B1,

MMA ar ocksa en specifik diagnostisk markor for den grupp av sjukdomar som gemensamt kallas
metylmalonsyraemi, som inkluderar minst 7 olika komplementgrupper.

Den hdr metoden ar avsedd att anvdndas av professionell laboratoriepersonal pa sjukhuslaboratorier

For in vitro-diagnostisk anvandning
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3. INTRODUKTION

Metylmalonsyra (MMA) dr en markor for intracelluldr kobalamin (vitamin B12)-brist.
Kobalaminmetabolismen dr komplex och darmed svar att kemiskt diagnostisera (1). Analysen gors nar
man utreder misstdankt kobalamin (vitamin B12) brist, t.ex. vid oklara neuropsykiatriska symtom och
megaloblastisk anemi. Kobalaminbrist i vdvnad leder till 6kade nivaer av MMA och homocystein i blodet
(2). Vid I3ga nivaer av vitamin B12 ackumuleras MMA i blodet, medan normala serumnivaer gor
kobalaminbrist osannolik. Andra orsaker till onormala nivaer av MMA kan vara en metabolisk stdrning
som metylmalonsyraemi. Detta orsakas av drvda mutationer i en eller flera gener som kodar for
enzymer och proteiner som ar involverade i omvandlingen av metylmalonyl-CoA till succinyl-CoA. Brist
pa vitamin B12 ar ett mycket viktigt folkhdlsoproblem eftersom en brist pa vitamin B12 orsakar
allvarliga komplikationer om det inte upptacks och behandlas. Att upptacka riskfaktorer och riskgrupper
och utbilda om vitamin B-brist skulle forhindra att de far irreversibla komplikationer. | manga lander. |
manga lander, tar prov darfor pa nyfédda som en del av folkhdlsoprogrammet (3).

4. PRINCIPERNA FOR ANALYSMETODEN

Metylmalonsyra extraheras fran plasma/serum genom att provet blandas med en fallningslésning som
innehaller internstandarden, I6sningen skakas och centrifugeras. Supernatanten éverfors till ett nytt
ror, indunstas till torrhet, rekonstitueringsldsningen tillsatts och provet éverférs till injektionsvial for
analys.

Provet separeras pa en LC-kolonn med hjélp av en binar gradient. FIédet fran kolonnen detekteras med
ett MS/MS instrument i negativ mode for att detektera MMA, D3-MMA och den interna standarden,
13

Cs-Ds-MMA.

Eftersom inget blod &r fritt fran MMA anvands Ds-MMA som en surrogatmolekyl. Ds-MMA kan ofta
efter optimering av MS-parametrarna fa samma MS respons som MMA. Men om det inte ar majligt far
man i stallet kompensera genom att anvanda kvoten av responsfaktorna vid berakningen. Salunda gors
en kalibrerkurva av Ds-MMA i plasma/serum med 3C4-D3-MMA som internstandard fér att mita MMA
koncentrationerna i proverna.

5. FORSIKTIGHETSATGARDER.

Material som ingar i detta kit ska inte anvandas efter utgangsdatumet pa kitets etikett.
Losningar som ingar i detta kit ska inte blandas eller ersattas med I6sningar fran andra kit.

6. HALSO- OCH SAKERHETSATGARDER

Vanligen anvand lampliga 6gon-, hand- och ansiktsskydd nar du hanterar detta material. Nar analysen
ar avslutat, se till att kassera rester i enlighet med laboratoriets foreskrifter.

7. KIT INNEHALL

Art. No. 40-2001 150 analyser, inkluderat LC- kolonn
Art. No. 40-2002, 150 analyser, ersattnings-kit utan kolonn

Markning Komponent Volym
CAL Kalibratorkurva i serum 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5,
8x0.2mL

1.0 och 2.0 uM, D;-MMA
IS Internstandard 3C;Ds-MMA, 50 uM 0.2mL
EXT Extraktionslésning 40 mL
REC Rekonstitueringslésning 20 mL
TUN "Tuning”-16sning, MMA, 13C4D3-MMA, D3-MMA, och

- . 0.5mL

barnstenssyra, (1 uM av varje)

coL LC-kolonn 1st
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8. FORVARING
Losningen ska forvaras i kyl, +2-8°C
Kalibratorn ska forvaras fryst, -20°c.

9. MATERIAL SOM BEHOVS MEN INTE MEDFOLJER | KITET

- Mobilfas A
- Mobilfas B
- Appendix 1 produkter som finns tillgdngliga for MMA analyser.

10. PREPARERING AV MOBILFASER

OBS! Attik- och myrsyra ska vara av god kvalitet och forvaras i glasflaska

Mobilfas A

0,05% attiksyra in 90% metanol Preparering av 1 000 mL
Attiksyra 0,5 mL

Metanol 900 mL

Milli-Q vatten 100 mL

Mobilfas B

0,5% myrsyra in 20% metanol Preparering av 1 000 mL
Myrsyra 5mL

Metanol 195 mL

Milli-Q vatten 800 mL

11. MS/MS METOD (EXEMPEL)

Instrument Sciex API 5500
lonization Electrospray
Scan Type MRM
Polarity ESI-
Curtain Gas 10
Collision Gas 8
lon Spray Voltage (kV) -4500
Temperature 500
lon Source Gas 1 40
lon Source Gas 2 40
DP (declustering potential) 30-45
CE (collision energy) 10-14

12. TRANSITIONER

Analyt M+H*> fragment

MMA and BARNSTENSSYRA 116.9 > 72.9, 55.2
Ds-MMA 119.9 >75.9,58.1
13C4D3-MMA 124.0>79.0, 61.0
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13. LC-GRADIENT
Flédeshastighet: 0.4 mL/min

Analystid: 3.5 min

Tid (min) | Mobilfas A (%) | Mobilfas B (%)
0.0 100 0
0.5 100 0
1.0 0 100
2.0 0 100
2.1 100 0

14. TVATTLOSNING AV AUTOINJEKTORN

Tvattlosningar skall kéras mellan varje injektion.
Forsta tvattfas: Acetonitril/Metanol/Vatten till 1/1/1 (Valv och post clean 5 sekunder vardera)
Andra tvattfas: Mobilfas A (Se punkt 10) (Valv och post clean 5 sekunder vardera).

15. UPPSTART-OPTIMERING AV MS PARAMETRAR FOR ANALYTERNA

Anvand den medféljande “tuning”lésningen (TUN) for att optimera respektive analyters MS parametrar
forsta gangen kitet anvdnds. Kontrollera parametrarnas noggrannhet efter arlig service eller om
instrumentet behovt lagas med mera. Det ar viktigt med tillrdcklig separation mellan barnstenssyra och
MMA.

OBS! De &r viktigt att D3-MMA och MMA har samma MS-respons for att direkt kunna anvinda
kalibrerkuvan fér Ds-MMA vid kvantifiering av MMA. Om det inte ar majligt att erhalla samma respons
for de bada analyterna far man kompensera genom att anvdnda kvoten av responsfaktorerna vid
berdkningen.

16. PROV - LAGRING OCH TRANSPORTFORHALLANDEN

Anvand serumrdr med gel och koagulationsaktivator. Vand pa roret omedelbart efter provtagning 6 - 10
ganger. Hall réret uppratt i 30 minuter efter provtagning.

Hallbarhet under lagring och transport fran provtagning till ankomst till analyslaboratoriet.

| rumstemperatur hogst 4 timmar, efter centrifugering rumstemperatur i hogst 24 timmar, kyld, max 3
dagar.

L3t prover och 16sningen nd rumstemperatur fore anvandning.

17. PREPARERING AV EXTRAKTIONSLOSNING MED INTERNSTANDARD

Centrifugera réret med 3C,Ds-MMA (IS) (2000 RCF, 2 min), 6ppna réret och dverfér Idshingens hela
innehall (200 L) till EXT flaskan. Den slutliga koncentrationen av 3C4D3-MMA i extraktionsldsningen ar
0.25 uM.

18. PROVUPPARBETNING

Behandla patient- och kalibreringsprover pa samma satt.

1. Sé&tttill 50 pL serum/plasma till 250 pL extraktionslésning innehallande internstandard
Blanda vl (vortex)

Centrifugera vid 16400g, i 10 min rumstemperatur

Overfor supernatanten till nytt rér, injektionsvialer/mikrotiterplatta.

Indunsta till torrhet

ok wnN

Satt till 200 pL rekonstitueringslésning

7. Injicera 5 pL.
Om MS-toppen ar for hog, spad provet med en tillrdcklig volym REC.
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19. KALIBRERINGSKURVA

Kalibreringskurvan ar redo att anvandas.

20. BESTAMNING AV KONCENTRATIONEN AV MMA | PROVER

Eftersom inget plasma/serum ér fritt fran MMA anvands D3-MMA som en surrogatmolekyl.

Responsfaktorn fér MMA och D3-MMA maste vara identiska, annars maste en responsfaktorkvot
anvandas vid kvantifieringen.

Kvoten mellan analytarean (Ds-MMA) och internstandardarean (}3C4D3-MMA) plottas emot
koncentrationen av Ds-MMA for att bilda en linje. Forsta ordningens linjara ekvation viktad emot 1/x
anvands sedan for att berdkna MMA koncentrationen i proverna.

Calibration curve (D;-MMA)

0,9
0,8 y =0,3773x + 0,0059
R?=0,9985

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

D,-MMA/IS

0 0,5 1 1,5 2 2,5
D;-MMA (umol/L)

Figure 1: Hogsta kalibratorniva (2 uM)

["IIC of -MRM (6 pairs) 116 500/72 880 Da ID. MMA, 73 from Sample 1 (St3 2 p) of valid230313076 wiff (Turbo Spray)

Max 3.1e5 cps.

30e8
20e5
s
€
1.0e5
0o¥
00 02 04 oe 08 10 12 26 28 30 32 24
B 1C of -MRM (8 pains): 119.900/75.900 Da ID: D-MMA_7¢ from Sample 1 (Std 2 uM) of valid22031307€ wif (Turbo Spray) Max. 2.4e5 cps
2405 148
20e5
11502 D;-MMA
2
£ 10es
et
0o
00 02 04 oe 08 10 12 14 18 18 20 22 24 28 28 30 32 24
Time. min
W 3IC of -MRM (8 pairs): 124.000/79.000 Da ID: 13C4D3-MMA_79 from Samgle 1 (Std 2 pM) of valid230313076 wiff (Turbo Spray) Max. 8 9e5 cps.
1.48
8.0e5
13
C,Ds-MMA
s
£ 40es
20e
0.0%
00 02 04 ) 08 10 12 14 18 18 20 22 24 26 28 30 32 24

Time. min



redhot diagnostics, doc. 13-01 rev?7

Figure 2: Eftersom topparean for barnstenssyra i blodprover ar hégre an for MMA &r det svart att
integrera toppen pa ett bra satt. Lat flodet ga till slask strax innan MMA eluerar da kommer stérsta
delen av barnstenssyratoppen inte att paverka integreringen av MMA-toppen.

21. KVALITETSKONTROLL

Kontrollproven bor tas med i varje ny provomgang for att forsdkra sig om att analysen visar ratt
koncentration. MS responsen (topparean) for internstandarden ska i stort sett vara lika stor i alla prover
i en analysomgang. Storre skillnader kan vara ett bevis pa att de tillsatta volymerna avviker i vissa
prover. Systematisk minskning av topparean for internstandarden i en eller flera analysomgangar kan
bero pa kontaminerad LC-kolonn eller jonkilla. Den mérkta internstandarden (33C4D3-MMA)
kompenserar for jonsuppression, volymskilinader efter indunstningen och injektionsvolym.

Carry-over

”Carry over” for MMA efter tva blankprov ligger under 1 % fér bade MMA och Ds-MMA.

“Carry over” beror frimst pa att sma mangder av substanserna fastnar pa kolonnen och som éver tid
ackumuleras.

Det ar darfor viktigt att injicera s.k. blankar innehallande ex. mobilfas A mellan prover och speciellt viktigt efter
hoga halter kalibrerprover.

Det kan ocksa ibland vara nédvandigt att skdlja igenom kolonnen en lite langre tid med mobilfas B.

22. PRESTANDA
LOQ (griins fér kvantifiering)
0,025 puM
Méatomrade
0,025 — 2.0 uM
Prov som innehaller mer @n 2.0 uM ska spadas och analyseras igen.

Reproducerbarhet D;-MMA

D3-MMA (umol/L) % std dev (%) intra
assay (n=4)
0.075 8.9
0.75 5.8
1.5 4.0

23. REFERENSNIVAER FOR MMA

<0.28 umol/L for personer under 50 ar

<0.36 umol/L for personer som ar 6ver 50 ar
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25. APPENDIX 1

40-1006 MMA QC low
40-1007 MMA QC mid
40-1008 MMA QC high



