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Jméno

ARK Methotrexate IT Assay
Zamyslené pouziti

Test ARK Methotrexate Il je homogenni enzymovy imunotest urCeny pro
kvantitativni stanoveni methotrexatu v lidském séru nebo plazmé na
automatizovanych klinickych chemickych analyzatorech. Ziskana méfeni se
pouzivaji pfi monitorovani hladin methotrexatu, aby se zajistila vhodna lécba.

Vzorky ziskané od pacientu, ktefi dostavali glukarpidazu (karboxypeptidaza G2)
jako zachrannou IéEbu vysokymi davkami methotrexatu, by nemély byt testovany
pomoci testu ARK Methotrexate |l.

Souhrnné informace a vysvétleni testu

Methotrexat [N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinyl) methyl] methylamino]lbenzoyl]-L-
glutamova kyselina], dfive amethopterin, je antimetabolit pouzivany pfi |éCbé
nékterych neoplastickych onemocnéni, tézké psoriazy a revmatoidni artritidy
dospélych.™® Methotrexat ma potencidl pro zavaznou toxicitu. Pacienti
podstupujici IéCbu methotrexatem by méli byt peclivé sledovani, aby byly toxické
ucinky zjistény okamzité.

Monitorovani methotrexatu se bézné pouziva u pacientd podstupujicich l1éCbu
rakoviny vysokymi davkami methotrexatu; vysledky se pouzivaji jako voditko pro
podpurnou |éCbu, zatimco methotrexat je vyluCovan ledvinami. Je tfeba
konzultovat pokyny pro 1éEbu methotrexatem s leukovorinovou zachranou.'* Pri
léCbé osteogenniho sarkomu, leukémie, jiného nez Hodgkinova lymfomu,
rakoviny plic a prsu byly s pfiznivymi vysledky pouzity stfedni az vysoké davky
methotrexatu (pfiblizné 35 mg/m? - 12 g/m?) s leukovorinem (citrovorum-factor)
jako zachranou.5*

Principy postupu

Test ARK Methotrexate Il je homogenni enzymova imunoanalyza. Test pouziva
specifické protilatky, které se mohou vazat na methotrexat. Test je zalozen na
konkurenci mezi léCivem oznaCenym rekombinantni  gluk6zo-6-
fosfatdehydrogenazou (rG6PDH) a volnym I|éCivem ze vzorku pro pevné
mnozstvi specifickych vazebnych mist protilatek. Pfi nepfitomnosti volného
léCiva ze vzorku se kraliCi monoklonalni protilatka anti-methotrexat vaze na
léCivo oznacené rG6PDH a zpusobuje sniZeni aktivity enzymu. V pfitomnosti
léCiva ze vzorku se aktivita enzymu zvySuje a je pfimo souvisejici s koncentraci



léCiva. Aktivni enzym prevadi koenzym nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) na
NADH, ktery se méfi spektrofotometricky jako rychlost zmény absorbance.
Endogenni sérum G6PDH neinterferuje s vysledky, protoze koenzym NAD
funguje pouze s bakterialnim enzymem pouzitym v testu.

Cinidla

REF Popis produktu Mnozstvi/objem

5071-0001-00 '[est ARK Methotrexate Il 1% 16 ml
Cinidlo R1 - protilatka/substrat

Krali¢i monoklonalni protilatka proti methotrexatu,
glukéza-6-fosfatu, nikotinamid adenin dinukleotidu,

bovinnimu sérovému albuminu, azidu sodnému a
stabilizatordm

Cinidlo R2 — enzym 1x8ml

Methotrexatem znaceny bakterialnim rG6PDH,
pufrem, hovézim sérovym albuminem, azidem
sodnym a stabilizatory

5071-0001-01 Test ARK Methotrexate Il 1 x 28 ml

Cinidlo R1 — protilatka/substrat

Krali¢i monoklonalni protilatka proti methotrexatu,
glukéza-6-fosfatu, nikotinamid adenin dinukleotidu,
bovinnimu sérovému albuminu, azidu sodnému a
stabilizatordm

Cinidlo R2 — enzym

Methotrexatem znaceny bakterialnim rG6PDH,
pufrem, hovézim sérovym albuminem, azidem
sodnym a stabilizatory

1x 14 ml

Manipulace a skladovani

Reakcéni Cinidla testu ARK Methotrexate |l jsou dodavana tekuta, pfipravena k
pouziti a Ize je pouzit pfimo z chladnicky. Pokud se reak¢ni Cinidla nepouzivaji,
musi byt skladovana pfi teploté 2—-8 °C (36—46 °F), ve svislé poloze a se
Sroubovacimi uzavéry pevné uzavienymi. Pokud jsou Cinidla skladovana podle
pokynu, jsou stabilni az do data expirace vytisténého na Stitku. Reaké&ni Cinidla
nezmrazujte. Vyhnéte se dlouhodobému vystaveni teplotam nad 32 °C (90 °F).
Nespravné skladovani ¢inidel maze ovlivnit funkénost testu.

Produkty ARK Methotrexate Il obsahuji 0,09 % azidu sodného. Jako preventivni
opatfeni by meéla byt postizena instalace vCetné pfistroju adekvatné

proplachnuta vodou, aby se zmirnila potencialni akumulace vybus$nych azid(
kovu. Pokud jde o jiné soucasti testu, nevyZzaduje se zadna zvlastni manipulace.

Varovani a bezpecnostni opatreni

e Pro laboratorni profesionalni pouziti pro diagnostiku in vitro.



Pouze k pouziti na Iékarsky pfedpis. Upozornéni: Federalni zakon USA omezuje
prodej tohoto zarizeni pouze na lékare s prislusnou licenci nebo jen na jeho
objednavku.

Cinidla a jsou dodavana jako odpovidajici sada a neméla by byt
zaménovana s Cinidly z riznych Cisel davek.

Cinidla obsahuji 0,09 % azidu sodného.

Test by mél byt pouzivan pouze ve spojeni s informacemi dostupnymi z
klinickych hodnoceni a jinych diagnostickych postupu.

Odbér a priprava vzorku pro analyzy

Kazda laboratof je odpovédna za dodani platného vzorku pro analyzu podle
svych postupu zajisténi kvality.
Je vyZzadovano sérum nebo plazma. Pro konzistenci je vhodnym postupem
pouziti stejné matrice vzorkl pro jednotlivé pacienty.
Doba odbéru vzorku methotrexatu bude zaviset na davce, trvani infuze a
klinickém stavu pacienta. Casy odbéru vzork(i naleznete ve specifickych
léCebnych protokolech.
Plnou krev nelze pouzit. K tomuto testu Ize pouzit nasledujici
antikoagulancia.

e Heparin sodny

e Heparin lithny

e Draslik EDTA
Odbér krve musi byt provadén s odbérovymi zkumavkami kompatibilnimi pro
pouziti s terapeutickym monitorovanim IéCiv (TDM).
Dodrzujte doporuceni vyrobce odbérné zkumavky pro sbér, zpracovani a
centrifugaci.
Dokument CLSI GP44-A4 nastifiuje postupy pro minimalizaci artefaktl v
dusledku odbéru vzork(i a manipulace pro bézné laboratorni testy.°
Nevyvolavejte pénéni a vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani, aby byla zachovana integrita vzorku od okamziku jeho odbéru
az do doby, kdy je testovan.
Fibrin, Cervené krvinky a dalSi ¢astice mohou zpusobit chybny vysledek.
Zajistéte adekvatni centrifugaci.
PFitomnost bublin nebo pény na vzorcich muze vést k dodani kratkého vzorku
a chybnym vysledkam.
Kazda laboratof by méla konzultovat dostupnou literaturu a interni udaje
tykajici se stability vzorku.
Na zakladé studii provedenych spoleCnosti ARK Diagnostics mohou byt
vyCisténé vzorky skladovany az jeden tyden pfi teploté 2 az 8 °C na zakladé
podpurnych udajd. Pokud se testovani zpozdi o vice nez jeden tyden, vzorky
by mély byt skladovany zmrazené (<-10 °C) az Ctyfi tydny pfed testovanim.
Je tfeba vénovat pozornost omezeni poctu cykld zmrazovani a rozmrazovani;
podplrné udaje neprokazaly zadny nepfiznivy dopad tfi cykld zmrazovani a
rozmrazovani.



e Se vSemi vzorky pacientll zachazejte, jako by byly potencialné infekéni.

Postup

Poskytnuté materialy
Test ARK Methotrexate Il — 5071-0001-00, 5071-0001-01

Pozadované materialy — poskytovany samostatné

Kalibrator ARK Methotrexate Il — 5071-0002-00

Kontrola kvality — kontrola ARK Methotrexate Il — |[REF| 5071-0003-00
Kontrola kvality — kontrola ARK Methotrexate Il — [REF| 5071-0003-01
Kontrola kvality — kontrola ARK Methotrexate Il — |[REF| 5071-0003-02
Redici pufr ARK Methotrexate Il — 5071-0004-00

Nastroje
Pfed pouzitim mdze byt nutné prenést Cinidla a do nadob na Cinidla
specifickych pro analyzator. Zabrante kfizové kontaminaci a .

Mnoho automatizovanych klinickych chemickych analyzator( s fotometrickym
stanovenim rychlosti pfi 340 nm je vhodnych. Pro naprogramovani testu ARK
Methotrexate Il nahlédnéte do aplikacniho listu specifického pro analyzator, ktery
je k dispozici u vaseho distributora nebo zakaznického servisu ARK. Aplikacni
protokoly, které byly kategorizovany cLIA nebo nesou oznaceni CE, byly ovéfeny
vyrobcem. Laboratof je odpovédna za provedeni vSech vhodnych validaci pro
pouziti testu s jinymi nastavenimi nebo analyzatory.

Informace o kazdodenni udrzbé naleznete v provozni pfiruCce specifické pro
dany pfistroj.

Sekvence testovani
Chcete-li zah3jit nebo kalibrovat test, prectéte si navod k obsluze specificky pro
dany pfistroj.

Kalibrace

Provedte uplny kalibraéni postup (6 bodu) pomoci kalibratori ARK Methotrexate
Il A, B, C, D, E a F; cyklus kalibratoru provedte dvakrat. Kalibrace je nutna pro
kazdé nové Cislo davky sady Cinidel. Ovéfte kalibracni kfivku nejméné dvéma
urovnémi kontroly kvality podle zavedeného planu zajisténi kvality laboratofe.

Kdy provést rekalibraci
e Kdykoli pouzijete nové Cislo davky cinidel
¢ Kdykoli to naznacuiji vysledky kontroly kvality
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e Kdykoli to vyzaduji standardni laboratorni protokoly

Kontrola kvality (QC)

Laboratofe by mély stanovit postupy kontroly kvality pro test ARK Methotrexate
Il. VSechny pozadavky na kontrolu kvality a testovani by mély byt provadény v
souladu s mistnimi, statnimi a/nebo federalnimi predpisy nebo akreditaCnimi
pozadavky.

Spravna laboratorni praxe naznacuje, ze kazdy den se testuji nejméné dvé
urovné kontroly kvality vzorkd pacientd (nizké a vysoké |ékafské rozhodovaci
polozky) a pokazdé se provadi kalibrace. Sledujte kontrolni, zda nevykazuji
néjaké trendy nebo posuny. Pokud jsou zjistény jakékoliv trendy nebo posuny
nebo pokud se kontrola neobnovi ve stanoveném rozsahu, zkontrolujte vSechny
provozni parametry podle postupl kvality vasi klinické laboratofe. Obratte se na
zakaznicky servis pro dalSi pomoc.

Protokol ruéniho redéni

Chcete-li odhadnout hladiny IéCiva ve vzorcich pfesahujici horni limit
kvantifikace, ru¢né zfedte vzorek fedicim pufrem ARK Methotrexate II.
Vynasobte vysledek testu soucinitelem fedéni.

Soucinitel ruéniho fedéni = (objem vzorku + objem fediciho pufru)
Objem vzorku

RozSifeny rozsah testu byl validovan az do 1200 ymol/l pomoci sériovych 1:10
fedéni vzorkl 1:10, 1:100 nebo 1:1000 podle potieby.

Vysledky

Uvedte jednotky vysledkud jako umol/l nebo ug/ml. Chcete-li pfevést umol/l na
pug/ml, vydélte ziskanou hodnotu pfevodnim soucinitelem 2,2005. Hodnota
methotrexatu z tohoto testu by méla byt pouzita ve spojeni s dalSimi klinickymi
informacemi. VSechny chybové kédy vysledkd naleznete v navodu k obsluze
konkrétniho pfistroje.

Omezeni postupu

Tento test je ur€en pouze pro pouZiti se sérem nebo plazmou; viz ¢ast Odbér
vzork( a priprava k analyze. Obecné je vhodné pouzivat stejnou metodu
(stejné jako matrici) konzistentné pro individualni péci o pacienta vzhledem k
potencialu variabilit mezi metodami. Viz ¢ast O¢ekavané hodnoty nize.

DULEZITE: Vzorky ziskané od pacient, ktefi dostavali glukarpidazu
(karboxypeptidaza G2) jako zachrannou lécbu vysokymi davkami methotrexatu,
by nemély byt testovany pomoci testu ARK Methotrexate II. Tyto vzorky maji
zvySené serové hladiny kyseliny 4-[[2,4-diamino-6- (pteridinyl)methyl] -
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methylamino] -benzoové (DAMPA)''-13, které vyplyvaji z metabolismu
methotrexatu glukarpidazou. DAMPA kfizové reaguje s protilatkou methotrexatu
pouzitou v tomto testu a mize pokracovat v cirkulaci po dobu nejméné péti az
sedmi dnu, nez se mohou vratit pfesna méfeni sérového methotrexatu.'
Onkologové v klinickém tymu by méli informovat laboratof, kdyz je podavana
glukarpidaza, aby se zabranilo hlaseni faleSné zvySenych koncentraci
methotrexatu v dusledku interference ze strany DAMPA, ktera by zmatla usili
léCby glukarpidazou.'* | kdyZ je glukarpidaza dobfe tolerovana a rychle snizuje
cirkulujici MTX, zpozdéna renalni eliminace MTX mulze byt problémem pro
dospélé a star$i pacienty.’

Ocekavané hodnoty

Sérové hladiny methotrexatu zavisi na indikaci k pouziti, davkovani, zpusobu
podani, 1éCebném rezimu, individualni farmakokinetice, metabolismu a dalSich
klinickych faktorech.'2 | kdyz sérova hladina mize obvykle dosahnout pfiblizné
10 az 100 umol/l pfi IéEbé rakoviny prsu (napfiklad),'® koncentrace mohou
prekro¢it 1000 umol/I'" pfi |éEbé osteosarkomu vysokymi davkami a po
4hodinové infuzi u pediatrickych pacientli s osteosarkomem bylo dosazeno az
3100 pmol/l methotrexatu.’® Pro lécbu osteosarkomu " ma kfivka rozpadu
methotrexatu Sirokou variabilitu: 24 hodin, 30 az 300 uymol/l; 48 hodin, 3 az 30
pmol/l; a 72 hodin, méné nez 0,3 umol/l. Davka 10 mg leucovorinu se obvykle
podava intravendzné 24 hodin po zahajeni infuze MTX. Nasledné davky jsou
upraveny a podavany podle hladin MTX ziskanych za 24, 48 a 72 hodin. Hladiny
methotrexatu presahujici 50 umol/l po 24 hodinach, 10 ymol/l po 48 hodinach a
0,5 umol/l po 72 hodinach pfedznamenavaiji potencialni toxicitu a obvykle se 1&Ci
zvySenim davky leucovorinu v souladu s algoritmy, dokud neni hladina MTX <0,1
pmol/l. Pokyny pro Ié€bu methotrexatem s leucovorinovou zachranou obvykle
doporucuji pokracovani leucovorinu, dokud hladina methotrexatu neklesne pod
0,05 umol/l."- 4 Néktera centra nasleduji <0,10 ymol/I.17- 1°

Z predepisovani a dalSich informaci: Laboratorni ukazatele toxicity po
zachrannych planech s leucovorinem s vysokou davkou methotrexatu. -4 20

Laboratorni nalezy
Klinicka situace Hladina’ Hodiny po podani
methotrexatu
(umolll)
VT ~10 24
Normalni eliminace
methotrexatu ~1 48
<0,2 72
Opozdéna pozdni eliminace >0,2 72
methotrexatu >0,05 96
Opozdéna ¢asna eliminace 250 24
methotrexatu =25 48
a/nebo NEBO




Dlkaz akutniho poSkozeni 2100% zvysSeni 24
ledvin sérového kreatininu

Renalni toxicita je vyznamnym rizikem a muze byt zhorSena soufasnym
podavanim jinych 1éka,' 20 napfiklad vankomycinu.?" Mohou se objevit dalSi
formy toxicity, v€etné poruch traveni (napf. nevolnost, zvraceni, bolest bficha),
kozné-mukoznich poruch (zejména mukozitidy), hematologickych abnormalit

(napf. neutropenie a trombocytopenie), poruch jaternich testtl a neurotoxicity.??
29

Vzhledem k profilu vzhledu metabolitu 7-hydroxymethotrexatu,’® 28 jeho
molarniho poméru k methotrexatu az do pfiblizné 100nasobku,®® a relativni
nerozpustnosti ve srovnani s matefskym lékem,'> 2° mozna nefrotoxicita v
dusledku srazeni metabolitu v renalnich tubulech®® mulze zpozdit eliminaci
samotného methotrexatu.

Lécba glukarpidazou rychle snizuje cirkulujici hladinu methotrexatu, nikoli
intracelularniho 1éCiva. Po |éCbé glukarpidazou byl pozorovan odrazovy efekt v
sérové hladiné methotrexatu.' Eliminace DAMPA muze trvat nékolik dni, nez jiz
nebude interferovat s monitorovanim methotrexatu imunoanalyzou. 4

12  Specifické funkéni charakteristiky

Kazda laboratof je odpovédna za ovérfeni funk&nosti pomoci parametru pfistroje
stanovenych pro jejich analyzator. Na automatizovaném klinickém chemickém
analyzatoru Beckman Coulter AU680® byly ziskany nasledujici funkéni
charakteristiky .

Citlivost

Limit kvantifikace (LOQ)

LOQ testu ARK Methotrexate Il byl stanoven podle CLSI EP17-A2 a je definovan

v v

(<0,010 SD) a vytéznost (0,010 pmol/l nominalni hodnoty). LOQ byl stanoven
na 0,030 umol/l a muze zaviset na funkénosti konkrétniho analyzatoru.

Jmenovita Celkovy prumér
koncentrace (umolll) SD CV (%)
(umol/l) H
0,030 0,034 0,002 4,87
0,040 0,043 0,002 4,01
0,050 0,052 0,003 4,00




Rozsah méreni

Rozsah analytického méfeni testu ARK Methotrexate Il je 0,030—1,300 pmol/l.
Vzorky obsahujici methotrexat ve vysSich koncentracich (>1,300 umol/l) mohou
byt testovany fedénim vzorku do méficiho rozsahu pro kvantitativni vysledek
nebo jinak hlaseny jako zjisténé nad méficim rozsahem. Vysledek testu
vynasobte soucCinitelem fedéni, abyste ziskali koncentraci methotrexatu v
nefedéném vzorku. Uvedte vysledky pod timto rozsahem jako <0,030 umol/l
nebo pod vysSim LOQ specifickym pro analyzator stanovenym ve vasi laboratofi.
Uvedte vysledky nad timto rozsahem >1,300 umol/l nebo nad vy$Sim LOQ
specifickym pro analyzator stanovenym ve vasi laboratofi.

Vytéznost

Pfesnost (analyticka vytéznost) byla provedena pfidanim koncentrovaného
methotrexatového |éCiva do lidského séra negativhino na methotrexat.
Certifikovany zasobni koncentrat vysoce Cistého methotrexatu byl objemové
pfidan do lidského séra negativnino na methotrexat, coz predstavuje
koncentrace Iéku v celém rozsahu testu. Sest replikat(i kazdého vzorku bylo
testovano na automatizovaném klinickém chemickém analyzatoru. Vysledky byly
zprimérovany a porovnany s cilovou koncentraci a vypo&tenym procentem
vytéznosti. Vysledky jsou uvedeny nize.

% vytéznosti=100 x prdmérna vytézna koncentrace
Teoreticka koncentrace

Teoreticka Primeér, vytéznost
Procento
Koncentrace Koncentrace VVté3nost
(umolll) (umolll) y

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




Linearita

Studie linearity byly provedeny podle navrhu v protokolu CLSI EP06-Ed2. Byl
pfipraven vzorek séra 1,600 ymol/l a fedéni bylo provedeno proporcionalné s
lidskym sérem negativhim na methotrexat. Koncentrace methotrexatu se
pohybovaly od 0,030 do 1,300 umol/l. Byl prokazan linearni vztah mezi 0,030 a
1,300 ymol/l. Vysledky jsou uvedeny nize.

Jmenovitd Pozorované Predpokladané

koncentrace vysledky vysledky
(umol/l) (pmol/l) (umoll/l) Rozdil %
0,000 0,000 Nepouzito NepouZzito
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
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
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Test ARK MTX Il (umol/l)

Porovnani metod

KorelaCni studie byly provedeny pomoci protokolu CLSI EP9-A3. Méfeni
methotrexatu v lidském séru (od pacientd |éCenych vysokymi davkami
methotrexatu) pomoci testu ARK Methotrexate Il byla porovnana s méfrenimi
ziskanymi tandemovou hmotnostni spektrometrii a kapalinovou chromatografii
(LC-MS/MS). Koncentrace methotrexatu se pohybovaly od 0,026 do 1,280 pymol/l
podle LC-MS/MS. Vysledky regresni analyzy Passing-Bablok3' pro studii jsou
uvedeny nize (s limity spolehlivosti 95 %).

Sklon 1,03 (1,00 az 1,06)
prusecik s osou y 0,00 (-0,01 az 0,01)
Korela¢ni koeficient (r?) 0,98 (0,96 az 0,98)
Pocet vzorku 90
1.400 -
1.200 -
1.000 -
0.800 -
0.600 -
Identity
0.400 -
Passing & Bablok (l) fit
0.200 - (0.00 + 1.03x)
0.000 . . . . . . .
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200 1.400

LC-MS/MS (umol/l)

Srovnani metod bylo provedeno také s pavodnim testem ARK Methotrexate pro
123 vzorkl pacientd s hodnotami methotrexatu v rozmezi od 0,054 do 1,168.
Statistiky s intervaly spolehlivosti z porovnani Passing-Bablok jsou sklon = 0,98
(0,95 az 1,01); prasecik y = -0,02 (-0,03 az -0,01); a korelacni koeficient (r?) =
0,97 (0,96 az 0,98).
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Presnost

Pfesnost byla stanovena, jak je popsano v protokolu CLSI EP5-A3. Ve studii bylo
pouzito vSech Sest urovni kontrol ARK Methotrexate Il (nizka, stfedni, vysoka, 5,
50 a 500) a Sest odpovidajicich souhrnnych protéjSka vzorku lidského séra.
Kazda uroven byla testovana ¢tyfikrat dvakrat denné po dobu 20 dnu. Kazdy béh
za den byl oddélen nejméné dvéma hodinami. Byly vypocteny intra run, mezi
dnem, celkova SD a procentualni CV. Vysledky jsou uvedeny nize. Kritéria
prijatelnosti: <10 % celkového CV.

V ramci cyklu Mezi dnem Celkem
Vzorek N Prumér o oh  cv(®%) SD  CV(%) SD  CV (%)
(umol/l)
Kontrola ARK Methotrexate I
NiZKA 160 0,069 0,002 2,84 0,001 1,23 0,002 3,00
STREDNI 160 0,411 0,006 1,40 0,002 0,43 0,006 1,40
VYSOKA 160 0,811 0,014 1,79 0,008 0,97 0,017 2,05
5 160 4,868 0,070 1,44 0,036 0,74 0,077 1,58
50 160 49,660 1,108 2,23 0,397 0,80 1,141 2,30
500 160 493,769 8,012 1,62 2,483 0,50 8,012 1,62
Lidské sérum
NiZKA 160 0,070 0,002 2,50 0,001 1,49 0,002 2,88
STREDNI 160 0,404 0,008 1,86 0,003 0,65 0,008 1,92
VYSOKA 160 0,846 0,016 1,93 0,008 0,95 0,017 2,06
5 160 5,247 0,076 1,45 0,028 0,54 0,078 1,49
50 160 51,614 0,723 1,40 0,285 0,55 0,777 1,51
500 160 507,988 7,632 1,50 4,240 0,83 8,538 1,68
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Interferujici latky

Interferen¢ni studie byly provedeny s pouzitim protokolu CLSI EP0O7-A3 jako
smérnice. Byly hodnoceny Kklinicky vysoké koncentrace nasledujicich
potencialné interferujicich latek v séru se znamymi hladinami methotrexatu
(pFiblizné 0,050 a 0,500 pmol/l). Kazdy vzorek byl testovan pomoci testu ARK
Methotrexate Il spolu s kontrolou séra methotrexatu. Méfeni methotrexatu byla v
rozmezi £10 % interference nebo £0,010 uymol/l kontroly séra, kdyz koncentrace
methotrexatu byly 0,100 pmol/I.

Vysledky
* umol/l od o/
Interferujici Interferent kontroly /oolggzrferer}ﬁe
Latka Koncentrace (0,050 pymol/l (0, Hmow’
’ N methotrexat)
methotrexat)
Lidsky albumin 12 g/dl 0,002 -1,04
Bilirubin — konjugovany 72 mg/dl 0,001 1,96
Bilirubin — nekonjugovany 72 mg/dl 0,003 0,23
Cholesterol 500 mg/dI 0,005 3,49
Lidsky gama-globulin 12 g/dl 0,003 2,42
Hemoglobin 1000 mg/dl -0,006 2,72
Revmatoidni soucinitel 1080 1U/ml 0,001 3,52
Triglyceridy 1000 mg/dl -0,007 7,48
Kyselina moc¢ova 30 mg/dI 0,000 1,60

13



Specificnost

Metabolity methotrexatu, analogy folatl a dalSi slou€eniny se strukturni
podobnosti byly testovany, aby se zjistilo, zda tyto slouceniny ovliviuji kvantifikaci
koncentraci methotrexatu pomoci testu ARK Methotrexate II. Vysoké hladiny
téchto sloucenin byly pfidany do sérovych bazénl bez obsahu methotrexatu,
0,050 pmol/l nebo 0,500 pmol/l methotrexatu. Vzorky byly analyzovany a
koncentrace methotrexatu ve vzorcich obsahujicich interferent byly porovnany s
kontrolnim sérem.

Interference s 7-hydroxymethotrexatem, hlavnim metabolitem

Po podani vysokych davek methotrexatu (HDMTX) sérova/plazmaticka
koncentrace 7-hydroxymethotrexatu v pozdéjSich Casovych bodech typicky
pfevySuje koncentraci methotrexatu. Bylo hlaSeno, 2ze hladiny 7-
hydroxymethotrexatu prevysuji hladiny methotrexatu az 100krat v dobé 12 az 48
hodin po podani HDMTX. 6. 28. 30, 32, 34-35

KFizova reaktivita s methotrexatem 7-hydroxymethotrexatem byla stanovena pro
test ARK Methotrexate Il testovanim jak 0,050, tak 0,500 umol/l methotrexatu v
lidském séru doplnéném o 50 uymol/l 7-hydroxymethotrexatu (1000nasobny a
100nasobny prebytek). KFfiZzova reaktivita na tento metabolit byla zanedbatelna u
méné nez 0,01 %. Extrémni 1000nasobny prebytek metabolitu 7-
hydroxymethotrexatu zplasobuje méné nez 10% interferenci pfi méfeni
methotrexatu v testu ARK Methotrexate II.

Krizova reaktivita na 2,4-diamino-N"9-methylpteroovou kyselinu (DAMPA)

Jako minoritni metabolit methotrexatu se neoCekava, ze by DAMPA cirkulovala v
koncentracich, které by interferovaly pfi méfeni methotrexatu.3? Po zachranné
terapii glukarpidazou véak mlze byt sérova koncentrace DAMPA podstatna. '3 14
Test ARK Methotrexate Il kfizové reaguje podstatné s minoritnim metabolitem
DAMPA. Testy byly provedeny v nepfitomnosti matefského Iéku methotrexat.
Zkfizena reaktivita na DAMPA se na zakladé pozorovanych udaju pohybovala od
19 % do 58 %. Test by nemél byt pouzivan béhem IléCby glukarpidazou
(karboxypeptidaza G2), ktera rychle preménuje cirkulujici methotrexat na
DAMPA.
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Interference s analoqy kyseliny listové a jinymi slouéeninami

Nize uvedené slouc€eniny neinterferovaly s testem ARK Methotrexate Il pfi
testovani v pfitomnosti methotrexatu (£10 % interference pfi koncentraci 0,500
pgmol/l methotrexatu a +0,010 umol/l z kontroly pfi koncentraci 0,050 pmol/l
methotrexatu). Koncentrace slou€enin byly testovany podle pokynt CLSI EP37.

Konc.

Slouéenina Testovano
(umoll/l)

Adriamycin 1000
Cyklofosfamid 2200
Cytosin 1000
Kyselina dihydrofolova 1000
Kyselina tetrahydrofolova 1000
DL-6-methyl-5,6,7,8-tetrahydropterin 1000
Kyselina listova 1000
Kyselina folinova 1000
5-fluorouracil 3000
6-merkaptopurin 1000
Kyselina 5-methyltetrahydrofolova 1000
Prednisolon 1000
Pyrimethamin 1000
Sulfamethoxazol 1600
Vinblastin 1000
Vinkristin 1000
Trimethoprim 150
Triamteren 25
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