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Name

ARK Methotrexate Il Assay

Verwendungszweck

Der ARK Methotrexate Il Assay ist ein homogener Enzymimmunoassay zur
quantitativen Bestimmung von Methotrexat in Humanserum oder -plasma auf
klinisch-chemischen Analysensystemen. Die ermittelten Werte werden zur
Uberwachung von Methotrexat-Spiegeln verwendet, um eine angemessene
Therapie zu gewahrleisten.

Proben von Patienten, die Glucarpidase (Carboxypeptidase G2) im Rahmen
einer Hochdosis-Methotrexat-Rescue-Therapie erhalten, sollten nicht mit dem
ARK Methotrexate Il Assay getestet werden

Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

Methotrexat [N-[4[[(2,4-Diamino-6-Pteridinyl) Methyl] Methylamino] Benzoyl]-L-
Glutaminsaure], friher Amethopterin, ist ein Antimetabolit, der zur Behandlung
bestimmter neoplastischer Erkrankungen, schwerer Psoriasis und rheumatoider
Arthritis bei Erwachsenen eingesetzt wird."3 Methotrexat kann potentiell
schwere Toxizitaten verursachen. Patienten, die sich einer Methotrexat-Therapie
unterziehen, sollten sorgfaltig Uberwacht werden, um toxische Nebenwirkungen
frihzeitig erkennen zu kénnen.

Die Uberwachung des Methotrexat-Spiegels wird h&ufig bei Patienten
eingesetzt, die sich einer hochdosierten Methotrexat-Behandlung unterziehen.
Die Ergebnisse werden zur Steuerung der unterstitzenden Therapie verwendet,
wahrend das Methotrexat Uber die Nieren ausgeschieden wird. Die Richtlinien
zur Methotrexat-Therapie mit Leucovorin Rescue sollten bericksichtigt
werden."* Mittlere bis hohe Methotrexat-Dosen (ca. 35 mg/m? - 12 g/m?) mit
Leucovorin (Citrovorum-Faktor) Rescue wurden mit guten Ergebnissen zur
Behandlung von osteogenen Sarkomen, Leukamien, Non-Hodgkin-Lymphomen
sowie Lungen- und Brustkrebs eingesetzt.>°

Grundlagen des Verfahrens

Der ARK Methotrexate Il Assay ist ein homogener Enzymimmunoassay, der
spezifische Antikdrper verwendet, die an Methotrexat binden kénnen. Der Assay
basiert auf der Konkurrenz zwischen einem mit rekombinanter Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (rG6PDH) markierten Wirkstoff und dem freien
Wirkstoff in der Probe um eine bestimmte Menge spezifischer Antikorper-
Bindungsstellen. Ist kein freier Wirkstoff in der Probe vorhanden, bindet der
monoklonale Kaninchen-Anti-Methotrexat-Antikorper an den mit rG6PDH



gekoppelten Wirkstoff und fuhrt zu einer Abnahme der Enzym-Aktivitat. Ist
Wirkstoff in der Probe vorhanden, steigt die Enzymaktivitat. Sie ist direkt
proportional zur Wirkstoffkonzentration. Das aktive Enzym wandelt das Koenzym
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) zu NADH um, das spektrophotometrisch
als Anderung der Extinktionsrate gemessen wird. Das endogene Serum-G6PDH
hat keinen stérenden Einfluss auf die Ergebnisse, da das Koenzym NAD lediglich
mit dem bakteriellen Enzym im Assay interagiert.

Reagenzien
REF Produktbeschreibung Menge / Volumen
5071-0001-00 ARK Methotrexate II Assay 1X16 mL

Reagenz R1- Antikorper/Substrat
Monoklonaler Kaninchen-Antikérper gegen
Methotrexat, Glukose-6-Phosphat, Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid, bovines Serumalbumin,
Natriumazid und Stabilisatoren

Reagenz R2—- Enzym 1X8mL
Mit bakteriellem rG6PDH markiertes Methotrexat,
Puffer, bovines Serumalbumin, Natriumazid und
Stabilisatoren

5071-0001-01 ARK Methotrexate Il Assay 1 X 28 mL
Reagenz R1 - Antikorper/Substrat

Monoklonaler Kaninchen-Antikérper gegen
Methotrexat, Glukose-6-Phosphat, Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid, bovines Serumalbumin,
Natriumazid und Stabilisatoren

Reagenz R2 - Enzym

Mit bakteriellem rG6PDH markiertes Methotrexat,
Puffer, bovines Serumalbumin, Natriumazid und
Stabilisatoren

1X14 mL

Handhabung und Lagerung der Reagenzien

Die ARK Methotrexate |l Assay Reagenzien werden flissig und gebrauchsfertig
geliefert und konnen direkt aus dem Kuhlschrank verwendet werden. Wenn die
Reagenzien nicht in Gebrauch sind, lagern Sie sie aufrecht und fest
verschlossen bei 2-8°C. Die Reagenzien sind bis zum Verfallsdatum auf dem
Etikett stabil, wenn sie gemal® Anweisung gelagert werden. Frieren Sie die
Reagenzien nicht ein. Vermeiden Sie eine langere Einwirkung von Temperaturen
Uber 32°C. Eine unsachgemaBe Lagerung der Reagenzien kann die
Testperformance beeintrachtigen.

Die ARK Methotrexate |l Produkte enthalten <0.09% Natriumazid. Zur Vorsicht
soliten alle betroffenen Leitungen, auch die der verwendeten Gerate, mit
ausreichend Wasser gespult werden, um eine mogliche Ansammlung von
explosiven Metallaziden zu verhindern. Bei den Ubrigen Assay-Komponenten ist
keine besondere Handhabung erforderlich.



Warnhinweise und VorsichtsmafBRnahmen

In-vitro-Diagnostikum fur die professionelle Verwendung im Labor.
Verwendung nur gemal Vorschrift. Achtung: Nach US-Bundesgesetz darf
dieses Testsystem nur von einem zugelassenen Arzt oder auf dessen
Anordnung hin verkauft werden.

Die Reagenzien und werden als zusammengehorendes Set
geliefert und dirfen nicht mit Reagenzien aus anderen Chargen
ausgetauscht werden.

Die Reagenzien enthalten <0.09% Natriumazid.

Der Assay sollte nur in Verbindung mit Informationen aus klinischen
Evaluierungen und anderen diagnostischen Verfahren verwendet werden.

Probennahme und Vorbereitung fiir die Analyse

Jedes Labor ist selbst daftir verantwortlich, eine valide Probe flr die Analyse
gemal’ den eigenen Qualitatsverfahren bereitzustellen.
Als Probenmaterial wird Serum oder Plasma bendtigt. Aus Grinden der
Konsistenz empfiehlt es sich, flr jeden Patienten stets die gleiche
Probenmatrix zu verwenden.
Die Abnahmezeit der Methotrexat-Probe hangt ab von der Dosis, der
Infusionsdauer und dem klinischen Zustand des Patienten. Beachten Sie die
spezifischen Behandlungsprotokolle, um die Zeit der Probennahme
festzulegen.
Vollblut kann nicht verwendet werden. Bei diesem Test durfen folgende
Antikoagulantien verwendet werden:

e Natrium-Heparin

e Lithium-Heparin

e Kalium-EDTA
Die Blutabnahme muss mit Entnahmerdhrchen erfolgen, die fur das
Therapeutische Drug Monitoring (TDM) geeignet sind.
Befolgen Sie die Empfehlungen des Herstellers des Entnahmerdhrchens zur
Abnahme, Verarbeitung und Zentrifugation.
Das CLSI Protokoll GP44-A4 beschreibt Verfahren zur Minimierung von
Artefakten bei der Probennahme und Handhabung fiir gangige Labortests.°
Vermeiden Sie Schaumbildung und wiederholtes Einfrieren und Auftauen, um
die Probenintegritat von der Abnahme bis zum Zeitpunkt der Analyse
sicherzustellen.
Fibrin, rote Blutkorperchen und andere Partikel konnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fuhren. Achten Sie auf ausreichende Zentrifugation.
Blasen oder Schaum auf den Proben kénnen zu einer ungenligenden
Probenmenge und zu fehlerhaften Ergebnissen fuhren.
Jedes Labor sollte die verfugbare Literatur und interne Daten zur
Probenstabilitat konsultieren.



e Auf der Grundlage von Studien, die von ARK Diagnostics durchgefuhrt
wurden, und den daraus ermittelten Daten kdnnen geklarte Proben bis zu
einer Woche bei 2 bis 8°C gelagert werden. Verzdgert sich die Analyse um
mehr als eine Woche, sollten die Proben bis zu vier Wochen vor der Analyse
eingefroren werden (< -10°C). Achten Sie darauf, die Anzahl der Gefrier-
Auftau-Zyklen zu begrenzen; unterstitzende Daten zeigten keine
nachteiligen Auswirkungen bei drei Gefrier-Auftau-Zyklen.

o Behandeln Sie alle Patientenproben als potenziell infektios

Vorgehensweise

Mitgelieferte Materialien
ARK Methotrexate Il Assay — 5071-0001-00, 5071-0001-01

Benotigte Materialien — Nicht im Lieferumfang enthalten
ARK Methotrexate Il Calibrator — 5071-0002-00

Qualitatskontrollen — ARK Methotrexate Il Control — |REF| 5071-0003-00
Qualitatskontrollen — ARK Methotrexate Il Control — |REF| 5071-0003-01
Qualitatskontrollen — ARK Methotrexate Il Control — |REF| 5071-0003-02
ARK Methotrexate Il Dilution Buffer — 5071-0004-00

Analysensystem

Die Reagenzien und mussen eventuell vor der Verwendung in
geratespezifische Probengefale umgefullt werden. Vermeiden Sie eine
Kreuzkontamination von und .

Zahlreiche klinisch-chemische Analysensysteme mit photometrischer Messung
bei 340nm sind fur die Durchfuhrung des Tests geeignet. Beachten Sie das
geratespezifische Applikationsprotokoll fur den ARK Methotrexate |l Assay.
Dieses erhalten Sie bei lhrem Lieferanten oder beim ARK Kundenservice.
Informationen zur taglichen Wartung finden Sie im geratespezifischen
Benutzerhandbuch. Applikationsprotokolle, die nach CLIA kategorisiert wurden
oder ein CE-Zeichen tragen, wurden vom Hersteller verifiziert. Jedes Labor ist
dafur verantwortlich, eine entsprechende Validierung fur die Verwendung des
Assays mit anderen Einstellungen oder Analysensystemen selbst
durchzufuhren.

Testverfahren
Informationen zur Durchfihrung bzw. zur Kalibration des Tests finden Sie im
Benutzerhandbuch des entsprechenden Gerates.

Kalibration
Fuhren Sie eine vollstandige 6-Punkt-Kalibration mit den ARK Methotrexate
Calibrators A, B, C, D, E und F durch. Testen Sie jeden Kalibrator in



Zweifachbestimmung. Fur jede neue Reagenz-Charge ist eine Kalibration
erforderlich. Uberpriifen Sie die Kalibrationskurve mit mindestens zwei
Qualitatskontroll-Konzentrationen  entsprechend dem in |hrem Labor
festgelegten Plan zur Qualitatssicherung.

Griinde fur eine Neukalibration

e Wenn eine neue Reagenz-Charge verwendet wird

e Wenn die Ergebnisse der Qualitatskontrolle es erfordern
e Wenn das Standard-Laborprotokoll es erfordert

Qualitatskontrolle (QC)

Jedes Labor sollte Qualitatskontroll-Verfahren fur den ARK Methotrexate |l
Assay etablieren. Alle Vorgaben an die Qualitatskontrolle und alle Messungen
sollten unter BerUcksichtigung der lokalen, Landes- und Bundesvorschriften oder
Akkreditierungsanforderungen befolgt werden.

In der Laborpraxis hat es sich bewahrt, mindestens zwei Kontrollkonzentrationen
(unterer bzw. oberer medizinischer Entscheidungspunkt) an jedem Tag zu
testen, an dem Patientenproben gemessen werden bzw. jedes Mal, wenn eine
Kalibrations durchgefiihrt wird. Uberwachen Sie die Kontrollwerte auf mogliche
Trends und Verschiebungen. Wenn Sie Trends oder Verschiebungen erkennen
oder wenn eine Wiederfindung innerhalb des definierten Kontrollbereichs nicht
moglich ist, Uberprufen Sie alle Funktionsparameter entsprechend den
Qualitatskontroll-Verfahren Ihres  Labors.  Kontaktieren Sie unseren
Kundenservice zur weiteren Unterstitzung.

Protokoll fur die manuelle Verdiinnung

Um den Wirkstoffgehalt von Proben, die die obere Bestimmungsgrenze (LoQ)
Uberschreiten, einzuschatzen, verdunnen Sie die Probe manuell mit dem ARK
Methotrexate Il Dilution Buffer. Multiplizieren Sie das Testergebnis mit dem
Verduinnungsfaktor.

Manueller Verdunnungsfaktor = (Volumen der Probe + Volumen des Dilution Buffers)
Volumen der Probe

Durch serielle 1:10 Probenverdinnungen von 1:10, 1:100 bzw. 1:1000, je nach
Bedarf, wurde ein erweiterter Assay-Bereich bis zu 1200 pymol/L validiert.

Ergebnisse

Geben Sie Ergebnisse als pmol/L oder pg/mL an. Um pmol/L in pg/mL
umzurechnen, dividieren Sie die ermittelten Werte durch den
Umrechnungsfaktor 2.2005. Der Methotrexat-Wert aus diesem Assay sollte in
Verbindung mit anderen klinischen Informationen verwendet werden. Die
Fehlercodes fur die Ergebnisse finden Sie im geratespezifischen
Benutzerhandbuch.
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Grenzen des Verfahrens

Dieser Assay ist lediglich fur die Verwendung mit Serum oder Plasma
vorgesehen, weitere Informationen dazu finden Sie im Abschnitt Probennahme
und Vorbereitung fiur die Analyse. In der Praxis hat es sich bewahrt, das
jeweils gleiche Verfahren (und die gleiche Probenmatrix) fur jeden Patienten zu
verwenden, da mdglicherweise Unterschiede zwischen verschiedenen
Methoden existieren. Weitere Informationen finden Sie im nachstehenden
Abschnitt Erwartete Werte.

Wichtige Hinweise: Proben von Patienten, die eine Glucarpidase
(Carboxypeptidase G2) Hochdosis Methotrexat Rescue Therapie erhalten,
sollten nicht mit dem ARK Methotrexate Il Assay gemessen werden. Aufgrund
des Abbaus von Methotrexat durch Glucarpidase, enthalten diese Proben eine
erhohte  Serum-Konzentration von  4-[[2,4-Diamino-6-(Pteridinyl)methyl]-
Methylamino]-Benzoesaure (DAMPA)'-13, DAMPA zeigt eine Kreuzreaktivitat
mit dem in diesem Test verwendeten Methotrexat-Antikorper. Es kann
mindestens funf bis sieben Tag im Blut zirkulieren, bevor wieder prazise
Methotrexat-Serumkonzentrationen gemessen werden kénnen. ' Die Onkologen
im klinischen Team sollten das Labor daruber informieren, wenn Glucarpidase
eingesetzt wurde, um so die Weitergabe falsch-erhdhter Methotrexat-Werte
infolge einer Interferenz mit DAMPA und damit die Stérung einer Glucarpidase-
Therapie zu vermeiden.'* Obwohl Glucarpidase meist gut vertragen wird und
zirkulierendes Methotrexat schnell abbaut, kann eine verzdgerte Eliminierung
von MTX Uuber die Niere dennoch Probleme bei erwachsenen und alteren
Patienten verursachen.'®

Erwartete Werte

Methotrexat-Serumkonzentrationen sind abhangig von der Indikation, der
Dosierung, der Art der Gabe, dem Behandlungsschema, der individuellen
Pharmakokinetik, dem Metabolismus sowie anderen klinischen Faktoren.’3
Wahrend etwa die Serumkonzentrationen bei der Behandlung von Brustkrebs
typischerweise bei ungefahr 10 bis 100 pmol/L liegen, kdnnen bei einer
Hochdosis-Therapie von Osteosarkomen Konzentrationen von tiber 1000 umol/L
auftreten.'” Bis zu 3100 pmol/L Methotrexat wurden gemessen nach einer
vierstiindigen Infusion bei padiatrischen Osteosarkom-Patienten.’® Bei der
Behandlung von Osteosarkomen'” zeigt die Zerfallskurve von Methotrexat eine
hohe Variabilitat: 24 Stunden: 30 bis 300 ymol/L; 48 Stunden: 3 bis 30 pymol/L;
und 72 Stunden: weniger als 0.3 ymol/L. Eine Dosis von 10 mg Leucovorin wird
Ublicherweise 24 Stunden nach Beginn der MTX-Infusion intravends gegeben.
Die folgenden Dosen werden entsprechend den MTX-Konzentrationen nach 24,
48 und 72 Stunden angepasst und verabreicht. Methotrexat-Konzentrationen
hoher als 50 uymol/L nach 24 Stunden, 10 ymol/L nach 48 Stunden und 0.5
pmol/L nach 72 Stunden weisen auf eine mogliche Toxizitat hin und flhren
ublicherweise zu einer erhohten Leucovorin-Dosis entsprechend dem
Behandlungsalgorithmus, bis die MTX-Konzentration bei <0.1 uymol/L liegt. In



den Leitlinien fur die Methotrexat-Therapie mit Leucovorin Rescue wird
normalerweise die Fortsetzung der Leucovorin-Gabe empfohlen, bis die
Methotrexat-Konzentration unter 0.05 umol/L fallt." 4 Einige Zentren verwenden
<0.10 ymol/L als Zielwert.'”- 1°

Aus Gebrauchsinformationen und anderen Quellen: Labor-Indikatoren fiir

Toxizitaten nach Leucovorin Rescue Schemata mit Hoch-Dosis-Methotrexat: - 4
20

Laborbefunde
Klinische Situation Methotrexat-Level Stunden nach

(umol/L) Gabe
Normale Methotrexat- :110 4213
Eliminierung <0.2 79
Verzogerte spate >0.2 72
Methotrexat-Eliminierung >0.05 96
Verzogerte fruhe 250 24
Methotrexat-Eliminierung =5 48
bzw. OR
Hinweise auf akute 2100% Zunahme 24
Nierenschadigung von Serum-

Creatinin

Nephrotoxizitat stellt ein erhebliches Risiko dar und kann durch die gleichzeitige
Gabe anderer Medikamente wie Vancomycin?! verstarkt werden.'® 20 Auch
andere Formen von Toxizitdt konnen auftreten, etwa Stérungen des
Verdauungstraktes (z.B. Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen), Haut- bzw.
Schleimhautprobleme (hauptsachlich Mukositis), hamatologische
Abnormalitaten (z.B. Neutropenie und Thrombozytopenie), Stérungen von
Leberfunktionstests und Neurotoxizitat.?2-2°

Aufgrund des Erscheinungsprofils des Metaboliten 7-Hydroxymethotrexat,'6. 28
seinem bis zu 100-fachen molaren Verhaltnis zu Methotrexat®® und seiner im
Vergleich zur Muttersubstanz relativen Unldslichkeit'® 2° sowie der moglichen
Nephrotoxizitat durch Prazipitation des Metaboliten in den Nierenkanalen3® kann
die Eliminierung von Methotrexat selbst verlangsamt sein.

Die Glucarpidase-Therapie reduziert die Konzentration des zirkulierenden
Methotrexats rasch, jedoch nicht die des intrazellularen Wirkstoffs. Eine erneute
Zunahme der Methotrexat-Serumkonzentration nach Glucarpidase-Therapie
wurde beobachtet.' Die Eliminierung von DAMPA kann mehrere Tage dauern,
bevor es die Uberwachung von Methotrexat durch den Immunoassay nicht mehr
stort. 14



12 Spezifische Leistungsparameter

Jedes Labor ist dafur verantwortlich, die Leistung des Assays mit den fir das
laborspezifische Analysensystem festgelegten Gerateparametern selbst zu
verifizieren. Die folgenden Leistungsparameter wurden auf einem Beckman
Coulter AU680® System ermittelt.

Sensitivitat

Quantifizierungsqgrenze (Limit of Quantitation, LOQ)

Die LOQ fur den ARK Methotrexate Il Assay wurde gemaf} CLSI Protokoll EP17-
A2 ermittelt und ist definiert als die niedrigste Konzentration, flr die eine
akzeptable Inter-Assay Prazision (<0.010 SD) und Wiederfindung (£0.010
pumol/L vom Nominalwert) beobachtet wird. Die LOQ wurde mit 0.030 pmol/L
bestimmt und ist abhangig von der geratespezifischen Performance.

Kor‘rl\gtranr:?raalt?on Gesamtmittelwert SD VK (%)
(umol/L) (umol/L)
0.030 0.034 0.002 4.87
0.040 0.043 0.002 4.01
0.050 0.052 0.003 4.00
Messbereich

Der Messbereich des ARK Methotrexate |l Assays liegt zwischen 0.030 — 1.300
pmol/L. Proben mit héheren Methotrexat-Konzentrationen (>1.300 pmol/L)
konnen nach Verdunnung der Probe in den Messbereich gemessen werden, um
ein quantitatives Ergebnis zu erhalten, oder als nachgewiesen oberhalb des
Messbereichs angegeben werden. Multiplizieren Sie das Testergebnis mit dem
Verdunnungsfaktor, um die Methotrexat-Konzentration in der unverdinnten
Probe zu ermitteln. Geben Sie Ergebnisse unterhalb dieses Bereichs als <0.030
umol/L an oder als unterhalb einer hoheren, in lhrem Labor festgelegten
geratespezifischen LOQ. Geben Sie Ergebnisse uber diesem Bereich als >1.300
pumol/L an oder als oberhalb der in Ihrem Labor festgelegten geratespezifischen
LOQ.

Wiederfindung

Die Genauigkeit (analytische Wiederfindung) wurde durch Zusatz des
konzentrierten Methotrexat-Wirkstoffs zu Methotrexat-freiem Humanserum
bestimmt. Methotrexat-freies Humanserum wurde mit einer =zertifizierten
Stocklosung mit konzentriertem hochreinen Methotrexat dotiert, um Wirkstoff-
Konzentrationen im gesamten Messbereich zu erhalten. Sechs Replikate jeder



Probe wurden auf einem klinisch-chemischen Analysensystem gemessen. Aus
den Ergebnissen wurde der Mittelwert gebildet und die prozentuale
Wiederfindung unter Berucksichtigung der Zielkonzentration berechnet. Die
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

% Wiederfindung = 100 X Mittlere wiedergefundene Konzentration
Theoretische Konzentration

Theoretische Mittelwert der

Konzentration wiedergefundenen Prozentuale
(umol/L) Konzentration Wiederfindung
" (umol/L)
0.060 0.063 104 .4
0.100 0.105 105.2
0.300 0.322 107.2
0.600 0.628 104.7
1.000 1.079 107.9
1.200 1.293 107.8

Linearitat

Gemal CLSI Protokoll EP06-Ed2 wurden Linearitatsstudien durchgefihrt. Eine
Serumprobe mit 1.600 pmol/L wurde vorbereitet und proportional mit
Methotrexat-freiem Humanserum verdunnt. Die Methotrexat-Konzentrationen
lagen zwischen 0.030 und 1.300 pymol/L. Der ARK Methotrexate |l Assay war
linear zwischen 0.030 und 1.300 umol/L. Die Ergebnisse sind in der folgenden
Tabelle zusammengefasst:

Nominale Beobachtete Prognostizierte

Konzentration Ergebnisse Ergebnisse Differenz in
(umol/L) (umol/L ) (pmol/L) %
0.000 0.000 NA NA
0.030 0.035 0.033 5.78
0.060 0.062 0.065 -4.96
0.130 0.129 0.141 -8.73
0.260 0.296 0.283 4.66
0.390 0.399 0.424 -5.98
0.520 0.549 0.565 -2.89
0.650 0.721 0.707 2.07

10



0.780 0.877 0.848 3.36

0.910 1.012 0.989 2.32
1.040 1.157 1.131 2.34
1.170 1.261 1.272 -0.87
1.300 1.380 1.413 -2.40

Methodenvergleich

Gemaly CLSI Protokoll EP9-A3 wurden Korrelationsstudien durchgefuhrt. Die
Messungen von Methotrexat in Humanserum (von Patienten in Hoch-Dosis-
Methotrexat-Therapie) mit dem ARK Methotrexate || Assay wurden mit
Messungen verglichen, die mit Flassigchromatographie-Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) ermittelt wurden. Die Methotrexat-
Konzentrationen mittels LC-MS/MS lagen zwischen 0.026 und 1.280 umol/L Die
Ergebnisse der Passing-Bablok3' Regressionsanalyse fiir die Studie werden
nachstehend zusammengefasst (mit 95% Konfidenzgrenze).

Steigung 1.03 (1.00 bis 1.06)
y-Achsenabschnitt 0.00 (-0.01 bis 0.01)
Korrelationskoeffizient (r?) 0.98 (0.96 bis 0.98)
Anzahl der Proben 90

11
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Aulerdem wurde fur 123 Patientenproben ein Methodenvergleich mit dem
ursprunglichen ARK Methotrexate Assay durchgefuhrt mit Methotrexat-Werten
zwischen 0.054 und 1.168. Die Angaben aus dem Passing-Bablok-Vergleich mit
Konfidenzintervallen lauten: Steigung = 0.98 (0.95 bis 1.01); y-Achsenabschnitt
=-0.02 (-0.03 bis -0.01) sowie Korrelationskoeffizient (r?) = 0.97 (0.96 bis 0.98).

Prazision

Die Prazision wurde gemall CLSI Protokoll EP5-A3 bestimmt. Alle sechs
Kontroll-Level der ARK Methotrexate Il Control (Low, Mid, High, 5, 50 sowie 500)
sowie sechs entsprechend gepoolte Humanserumproben wurden in der Studie
verwendet. Jeder Level wurde in Vierfachbestimmung zweimal pro Tag uber 20
Tage gemessen. Zwischen den Messlaufen eines Tages lagen mindestens zwei
Stunden. Dabei wurden die SD-Werte innerhalb der Messlaufe, von Tag zu Tag,
der Gesamt-SD-Wert sowie die prozentualen Variationskoeffizienten (VK)
berechnet. Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle
zusammengefasst. Akzeptanzkriterien: <10% Gesamt VK.
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Von Tag zu

Within Run Tag Gesamt
pove N wer so YK s VK o WK
(umol/L)

ARK Methotrexate Il Control
LOW 160 0.069 0.002 2.84 0.001 1.23 0.002 3.00
MID 160  0.411 0.006 140 0.002 043 0.006 1.40
HIGH 160 0.811 0.014 1.79 0.008 0.97 0.017 2.05
5 160 4868 0.070 144 0.036 0.74 0.077 1.58
50 160 49660 1.108 223 0.397 080 1.141 2.30
500 160 493.769 8.012 162 2483 050 8.012 1.62

Humanserum

LOW 160 0.070 0.002 250 0.001 149 0.002 2.88
MID 160 0404 0.008 186 0.003 0.65 0.008 1.92
HIGH 160 0.846 0.016 193 0.008 0.95 0.017 2.06
5 160 5247 0.076 145 0.028 0.54 0.078 1.49
50 160 51614 0.723 140 0285 055 0.777 1.51
500 160 507988 7.632 150 4240 0.83 8538 1.68
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Storende Substanzen

Gemal CLSI Protokoll EP07-A3 wurden Interferenzstudien durchgefuhrt. Dabei
wurden klinisch hohe Konzentrationen der folgenden potenziell stérenden
Substanzen in Serum mit bekannten Methotrexat-Konzentrationen (ca. 0.050
und 0.500 umol/L) getestet. Jede Probe wurde mit dem ARK Methotrexate |l
Assay gemessen; zusatzlich wurde eine Methotrexat-Serumkontrolle getestet.
Die Methotrexat-Messungen lagen innerhalb von +10% Interferenz bzw. £0.010
pmol/L der Serumkontrolle, wenn die Methotrexat-Konzentration <0.100 ymol/L

Ergebnisse

* ymol/L der

% Interferenz

storende Substanz L tane | (00s0umou (300 pmolL

Methotrexat)
Humanalbumin 12 g/dL 0.002 -1.04
Bilirubin - konjugiert 72 mg/dL 0.001 1.96
Bilirubin - unkonjugiert 72 mg/dL 0.003 0.23
Cholesterin 500 mg/dL 0.005 3.49
Human-Gamma-Globulin 12 g/dL 0.003 242
Hamoglobin 1000 mg/dL -0.006 -2.72
Rheumafaktor 1080 IU/mL 0.001 3.52
Triglyzeride 1000 mg/dL -0.007 7.48
Harnséaure 30 mg/dL 0.000 1.60
Spezifitat

Methotrexat-Metaboliten, Folat-Analoga und andere Substanzen mit struktureller
Ahnlichkeit wurden getestet, um zu ermitteln, ob diese Verbindungen die
Messung der Methotrexat-Konzentrationen mit dem ARK Methotrexate |l Assay
beeintrachtigen. Serumpools, die kein, 0.050 pmol/L bzw. 0.500 pmol/L
Methotrexat enthielten, wurden mit hohen Konzentrationen dieser Verbindungen
dotiert. Die Proben wurden analysiert und die Methotrexat-Konzentrationen in den
Proben mit der Storsubstanz mit einer Serumkontrolle verglichen.

Kreuzreaktivitat mit dem Hauptmetaboliten 7-Hydroxymethotrexat

Nach der Gabe von Hochdosis-Methotrexat (HDMTX) liegt die Konzentration von
7-Hydroxymethotrexat in Serum bzw. Plasma nach einiger Zeit Ublicherweise
hoher als die von Methotrexat. Es wurde berichtet, dass 7-Hydroxymethotrexat-
Konzentrationen 12-48 Stunden nach der HDMTX-Gabe bis zu 100-fach hoher
liegen konnen als die Methotrexat-Konzentration. 6. 28, 30, 32, 34-35
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Die Kreuzreaktivitat mit 7-Hydroxymethotrexat bei der Messung von Methotrexat
mit dem ARK Methotrexate Il Assay wurde bestimmt, indem sowohl 0.050 als
auch 0.500 pmol/L Methotrexat in Humanserum mit 50 pmol/L 7-
Hydroxymethotrexat (1000- und 100-facher Uberschuss) getestet wurden. Die
Kreuzreaktivitat mit diesem Metaboliten war mit weniger als 0,01%
vernachldssigbar. Ein  extremer  1000-facher Uberschuss des 7-
Hydroxymethotrexat-Metaboliten verursacht weniger als 10% Interferenz bei der
Messung von Methotrexat mit dem ARK Methotrexate Il Assay.

Kreuzreaktivitat mit 2,4-Diamino-N1°-Methylpteroinséure (DAMPA)

Da DAMPA ein Nebenmetabolit von Methotrexat ist, ist nicht zu erwarten, dass
es in Konzentrationen zirkuliert, die eine Methotrexat-Messung beeintrachtigen.3?
Nach einer Glucarpidase Rescue Therapie kann die DAMPA-Konzentration im
Serum allerdings erheblich erhoht sein.'® '* Der ARK Methotrexate Il Assay zeigt
eine erhebliche Kreuzreaktivitat mit dem Nebenmetaboliten DAMPA. Bei Tests,
die in Abwesenheit der Muttersubstanz Methotrexat durchgefuhrt wurden, lag die
Kreuzreaktivitat mit DAMPA laut den ermittelten Daten zwischen 19% und 58%.
Der Assay sollte bei einer Therapie mit Glucarpidase (Carboxypeptidase G2)
nicht durchgefihrt werden, da dieses zirkulierendes Methotrexat rasch zu
DAMPA konvertiert.

Kreuzreaktivitdt mit Folat-Analoga und anderen Substanzen

Die nachstehend aufgeflhrten Substanzen zeigten keine Interferenzen mit dem
ARK Methotrexate Il Assay, wenn sie in Gegenwart von Methotrexat (x10%
Interferenz bei einer Methotrexat-Konzentration von 0.500 umol/L und +0.010
pmol/L der Kontrolle bei einer Methotrexat-Konzentration von 0.050 pmol/L). Die
Substanzkonzentrationen wurden gemaf den CLSI EP37 Richtlinien getestet.

Getestete
Substanz Konzentration

(nmol/L)
Adriamycin 1000
Cyclophosphamid 2200
Cytosin 1000
Dihydrofolsaure 1000
Tetrahydrofolsaure 1000
DL-6-Methyl-5,6,7,8-Tetrahydropterin 1000
Folsaure 1000
Folinsaure 1000
5-Fluorouracil 3000
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6-Mercaptopurin 1000
5-Methyltetrahydrofolsaure 1000
Prednisolon 1000
Pyrimethamin 1000
Sulfamethoxazol 1600
Vinblastin 1000
Vincristin 1000
Trimethoprim 150
Triamteren 25
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