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1 Jméno  
 

ARK Methotrexate II Assay 
 
2 Zamýšlené použití 
 

Test ARK Methotrexate II je homogenní enzymový imunotest určený pro 
kvantitativní stanovení methotrexátu v lidském séru nebo plazmě na 
automatizovaných klinických chemických analyzátorech. Získaná měření se 
používají při monitorování hladin methotrexátu, aby se zajistila vhodná léčba. 
 
Vzorky získané od pacientů, kteří dostávali glukarpidázu (karboxypeptidáza G2) 
jako záchrannou léčbu vysokými dávkami methotrexátu, by neměly být testovány 
pomocí testu ARK Methotrexate II. 
 

 
3 Souhrnné informace a vysvětlení testu 
 

Methotrexát [N-[4[[(2,4-diamino-6-pteridinyl) methyl] methylamino]benzoyl]-L-
glutamová kyselina], dříve amethopterin, je antimetabolit používaný při léčbě 
některých neoplastických onemocnění, těžké psoriázy a revmatoidní artritidy 
dospělých.1-3 Methotrexát má potenciál pro závažnou toxicitu. Pacienti 
podstupující léčbu methotrexátem by měli být pečlivě sledováni, aby byly toxické 
účinky zjištěny okamžitě.  
 
Monitorování methotrexátu se běžně používá u pacientů podstupujících léčbu 
rakoviny vysokými dávkami methotrexátu; výsledky se používají jako vodítko pro 
podpůrnou léčbu, zatímco methotrexát je vylučován ledvinami.  Je třeba 
konzultovat pokyny pro léčbu methotrexátem s leukovorinovou záchranou.1,4 Při 
léčbě osteogenního sarkomu, leukémie, jiného než Hodgkinova lymfomu, 
rakoviny plic a prsu byly s příznivými výsledky použity střední až vysoké dávky 
methotrexátu (přibližně 35 mg/m2 - 12 g/m2) s leukovorinem (citrovorum-factor) 
jako záchranou.5-9 
 
 

4 Principy postupu 
 

Test ARK Methotrexate II je homogenní enzymová imunoanalýza. Test používá 
specifické protilátky, které se mohou vázat na methotrexát. Test je založen na 
konkurenci mezi léčivem označeným rekombinantní glukózo-6-
fosfátdehydrogenázou (rG6PDH) a volným léčivem ze vzorku pro pevné 
množství specifických vazebných míst protilátek. Při nepřítomnosti volného 
léčiva ze vzorku se králičí monoklonální protilátka anti-methotrexát váže na 
léčivo označené rG6PDH a způsobuje snížení aktivity enzymů. V přítomnosti 
léčiva ze vzorku se aktivita enzymu zvyšuje a je přímo související s koncentrací 
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léčiva. Aktivní enzym převádí koenzym nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) na 
NADH, který se měří spektrofotometricky jako rychlost změny absorbance. 
Endogenní sérum G6PDH neinterferuje s výsledky, protože koenzym NAD 
funguje pouze s bakteriálním enzymem použitým v testu. 
 

5 Činidla 
 

REF Popis produktu Množství/objem 

5071-0001-00 Test ARK Methotrexate II  

Činidlo R1 – protilátka/substrát 

Králičí monoklonální protilátka proti methotrexátu, 
glukóza-6-fosfátu, nikotinamid adenin dinukleotidu, 
bovinnímu sérovému albuminu, azidu sodnému a 
stabilizátorům 

1 × 16 ml 

Činidlo R2 – enzym  

Methotrexátem značený bakteriálním rG6PDH, 
pufrem, hovězím sérovým albuminem, azidem 
sodným a stabilizátory 

1 × 8 ml 

5071-0001-01 Test ARK Methotrexate II  

Činidlo R1 – protilátka/substrát 
Králičí monoklonální protilátka proti methotrexátu, 
glukóza-6-fosfátu, nikotinamid adenin dinukleotidu, 
bovinnímu sérovému albuminu, azidu sodnému a 
stabilizátorům 

1 × 28 ml 

Činidlo R2 – enzym  
Methotrexátem značený bakteriálním rG6PDH, 
pufrem, hovězím sérovým albuminem, azidem 
sodným a stabilizátory 

1 × 14 ml 

 
Manipulace a skladování  
 
Reakční činidla testu ARK Methotrexate II jsou dodávána tekutá, připravená k 
použití a lze je použít přímo z chladničky. Pokud se reakční činidla nepoužívají, 
musí být skladována při teplotě 2–8 °C (36–46 °F), ve svislé poloze a se 
šroubovacími uzávěry pevně uzavřenými. Pokud jsou činidla skladována podle 
pokynů, jsou stabilní až do data expirace vytištěného na štítku. Reakční činidla 
nezmrazujte. Vyhněte se dlouhodobému vystavení teplotám nad 32 °C (90 °F). 
Nesprávné skladování činidel může ovlivnit funkčnost testu. 
 
Produkty ARK Methotrexate II obsahují ≤0,09 % azidu sodného. Jako preventivní 
opatření by měla být postižená instalace včetně přístrojů adekvátně 
propláchnuta vodou, aby se zmírnila potenciální akumulace výbušných azidů 
kovů. Pokud jde o jiné součásti testu, nevyžaduje se žádná zvláštní manipulace. 

 
 
6 Varování a bezpečnostní opatření 
 

 Pro laboratorní profesionální použití pro diagnostiku in vitro.  
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 Pouze k použití na lékařský předpis. Upozornění: Federální zákon USA omezuje 
prodej tohoto zařízení pouze na lékaře s příslušnou licencí nebo jen na jeho 
objednávku. 

 Činidla R1 a R2 jsou dodávána jako odpovídající sada a neměla by být 
zaměňována s činidly z různých čísel dávek. 

 Činidla obsahují ≤0,09 % azidu sodného. 
 Test by měl být používán pouze ve spojení s informacemi dostupnými z 

klinických hodnocení a jiných diagnostických postupů. 
 
7 Odběr a příprava vzorků pro analýzy 
 

 Každá laboratoř je odpovědná za dodání platného vzorku pro analýzu podle 
svých postupů zajištění kvality. 

 Je vyžadováno sérum nebo plazma.  Pro konzistenci je vhodným postupem 
použití stejné matrice vzorků pro jednotlivé pacienty. 

 Doba odběru vzorků methotrexátu bude záviset na dávce, trvání infuze a 
klinickém stavu pacienta. Časy odběru vzorků naleznete ve specifických 
léčebných protokolech. 

 Plnou krev nelze použít. K tomuto testu lze použít následující 
antikoagulancia.  

 Heparin sodný  
 Heparin lithný  
 Draslík EDTA 

 Odběr krve musí být prováděn s odběrovými zkumavkami kompatibilními pro 
použití s terapeutickým monitorováním léčiv (TDM). 

 Dodržujte doporučení výrobce odběrné zkumavky pro sběr, zpracování a 
centrifugaci.  

 Dokument CLSI GP44-A4 nastiňuje postupy pro minimalizaci artefaktů v 
důsledku odběru vzorků a manipulace pro běžné laboratorní testy.10 

 Nevyvolávejte pěnění a vyhněte se opakovanému zmrazování a 
rozmrazování, aby byla zachována integrita vzorku od okamžiku jeho odběru 
až do doby, kdy je testován. 

 Fibrin, červené krvinky a další částice mohou způsobit chybný výsledek. 
Zajistěte adekvátní centrifugaci. 

 Přítomnost bublin nebo pěny na vzorcích může vést k dodání krátkého vzorku 
a chybným výsledkům. 

 Každá laboratoř by měla konzultovat dostupnou literaturu a interní údaje 
týkající se stability vzorku. 

 Na základě studií provedených společností ARK Diagnostics mohou být 
vyčištěné vzorky skladovány až jeden týden při teplotě 2 až 8 °C na základě 
podpůrných údajů. Pokud se testování zpozdí o více než jeden týden, vzorky 
by měly být skladovány zmrazené (≤-10 °C) až čtyři týdny před testováním. 
Je třeba věnovat pozornost omezení počtu cyklů zmrazování a rozmrazování; 
podpůrné údaje neprokázaly žádný nepříznivý dopad tří cyklů zmrazování a 
rozmrazování. 
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 Se všemi vzorky pacientů zacházejte, jako by byly potenciálně infekční. 
 

 
8 Postup 
 

Poskytnuté materiály 
Test ARK Methotrexate II – REF 5071-0001-00, 5071-0001-01  
 
Požadované materiály – poskytovány samostatně 
Kalibrátor ARK Methotrexate II – REF 5071-0002-00 

Kontrola kvality – kontrola ARK Methotrexate II – REF 5071-0003-00 

Kontrola kvality – kontrola ARK Methotrexate II – REF 5071-0003-01 

Kontrola kvality – kontrola ARK Methotrexate II – REF 5071-0003-02 

Ředicí pufr ARK Methotrexate II – REF 5071-0004-00 
 
Nástroje 
Před použitím může být nutné přenést činidla R1  a R2 do nádob na činidla 

specifických pro analyzátor. Zabraňte křížové kontaminaci R1 a R2.  
 
Mnoho automatizovaných klinických chemických analyzátorů s fotometrickým 
stanovením rychlosti při 340 nm je vhodných.  Pro naprogramování testu ARK 
Methotrexate II nahlédněte do aplikačního listu specifického pro analyzátor, který 
je k dispozici u vašeho distributora nebo zákaznického servisu ARK.  Aplikační 
protokoly, které byly kategorizovány cLIA nebo nesou označení CE, byly ověřeny 
výrobcem. Laboratoř je odpovědná za provedení všech vhodných validací pro 
použití testu s jinými nastaveními nebo analyzátory.  
 
Informace o každodenní údržbě naleznete v provozní příručce specifické pro 
daný přístroj. 
 
 
Sekvence testování 
Chcete-li zahájit nebo kalibrovat test, přečtěte si návod k obsluze specifický pro 
daný přístroj. 
 
Kalibrace 
Proveďte úplný kalibrační postup (6 bodů) pomocí kalibrátorů ARK Methotrexate 
II A, B, C, D, E a F; cyklus kalibrátoru proveďte dvakrát. Kalibrace je nutná pro 
každé nové číslo dávky sady činidel. Ověřte kalibrační křivku nejméně dvěma 
úrovněmi kontroly kvality podle zavedeného plánu zajištění kvality laboratoře. 
 
Kdy provést rekalibraci 
 Kdykoli použijete nové číslo dávky činidel 
 Kdykoli to naznačují výsledky kontroly kvality  



 

  6 

 Kdykoli to vyžadují standardní laboratorní protokoly 
 
Kontrola kvality (QC) 
Laboratoře by měly stanovit postupy kontroly kvality pro test ARK Methotrexate 
II. Všechny požadavky na kontrolu kvality a testování by měly být prováděny v 
souladu s místními, státními a/nebo federálními předpisy nebo akreditačními 
požadavky. 
 
Správná laboratorní praxe naznačuje, že každý den se testují nejméně dvě 
úrovně kontroly kvality vzorků pacientů (nízké a vysoké lékařské rozhodovací 
položky) a pokaždé se provádí kalibrace. Sledujte kontrolní, zda nevykazují 
nějaké trendy nebo posuny. Pokud jsou zjištěny jakékoliv trendy nebo posuny 
nebo pokud se kontrola neobnoví ve stanoveném rozsahu, zkontrolujte všechny 
provozní parametry podle postupů kvality vaší klinické laboratoře. Obraťte se na 
zákaznický servis pro další pomoc. 
 
Protokol ručního ředění 
Chcete-li odhadnout hladiny léčiva ve vzorcích přesahující horní limit 
kvantifikace, ručně zřeďte vzorek ředicím pufrem ARK Methotrexate II. 
Vynásobte výsledek testu součinitelem ředění. 
 
Součinitel ručního ředění = (objem vzorku + objem ředicího pufru) 
     Objem vzorku  
 
Rozšířený rozsah testu byl validován až do 1200 µmol/l pomocí sériových 1:10 
ředění vzorků 1:10, 1:100 nebo 1:1000 podle potřeby. 
 

9 Výsledky 
 

Uveďte jednotky výsledků jako μmol/l nebo μg/ml. Chcete-li převést µmol/l na 
μg/ml, vydělte získanou hodnotu převodním součinitelem 2,2005. Hodnota 
methotrexátu z tohoto testu by měla být použita ve spojení s dalšími klinickými 
informacemi. Všechny chybové kódy výsledků naleznete v návodu k obsluze 
konkrétního přístroje. 

 
10 Omezení postupu 

 
Tento test je určen pouze pro použití se sérem nebo plazmou; viz část Odběr 
vzorků a příprava k analýze. Obecně je vhodné používat stejnou metodu 
(stejně jako matrici) konzistentně pro individuální péči o pacienta vzhledem k 
potenciálu variabilit mezi metodami. Viz část Očekávané hodnoty níže. 
 
DŮLEŽITÉ: Vzorky získané od pacientů, kteří dostávali glukarpidázu 
(karboxypeptidáza G2) jako záchrannou léčbu vysokými dávkami methotrexátu, 
by neměly být testovány pomocí testu ARK Methotrexate II. Tyto vzorky mají 
zvýšené sérové hladiny kyseliny 4-[[2,4-diamino-6- (pteridinyl)methyl] -
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methylamino] -benzoové (DAMPA)11-13, které vyplývají z metabolismu 
methotrexátu glukarpidázou. DAMPA křížově reaguje s protilátkou methotrexátu 
použitou v tomto testu a může pokračovat v cirkulaci po dobu nejméně pěti až 
sedmi dnů, než se mohou vrátit přesná měření sérového methotrexátu.14 

Onkologové v klinickém týmu by měli informovat laboratoř, když je podávána 
glukarpidáza, aby se zabránilo hlášení falešně zvýšených koncentrací 
methotrexátu v důsledku interference ze strany DAMPA, která by zmátla úsilí 
léčby glukarpidázou.14 I když je glukarpidáza dobře tolerována a rychle snižuje 
cirkulující MTX, zpožděná renální eliminace MTX může být problémem pro 
dospělé a starší pacienty.15 

 
11 Očekávané hodnoty 

Sérové hladiny methotrexátu závisí na indikaci k použití, dávkování, způsobu 
podání, léčebném režimu, individuální farmakokinetice, metabolismu a dalších 
klinických faktorech.1,3 I když sérová hladina může obvykle dosáhnout přibližně 
10 až 100 μmol/l při léčbě rakoviny prsu (například),16 koncentrace mohou 
překročit 1000 μmol/l17 při léčbě osteosarkomu vysokými dávkami a po 
4hodinové infuzi u pediatrických pacientů s osteosarkomem bylo dosaženo až 
3100 μmol/l methotrexátu.18 Pro léčbu osteosarkomu 17 má křivka rozpadu 
methotrexátu širokou variabilitu: 24 hodin, 30 až 300 μmol/l; 48 hodin, 3 až 30 
μmol/l; a 72 hodin, méně než 0,3 μmol/l. Dávka 10 mg leucovorinu se obvykle 
podává intravenózně 24 hodin po zahájení infuze MTX. Následné dávky jsou 
upraveny a podávány podle hladin MTX získaných za 24, 48 a 72 hodin. Hladiny 
methotrexátu přesahující 50 μmol/l po 24 hodinách, 10 μmol/l po 48 hodinách a 
0,5 μmol/l po 72 hodinách předznamenávají potenciální toxicitu a obvykle se léčí 
zvýšením dávky leucovorinu v souladu s algoritmy, dokud není hladina MTX <0,1 
μmol/l. Pokyny pro léčbu methotrexátem s leucovorinovou záchranou obvykle 
doporučují pokračování leucovorinu, dokud hladina methotrexátu neklesne pod 
0,05 µmol/l.1, 4 Některá centra následují ≤0,10 µmol/l.17, 19 
 
Z předepisování a dalších informací: Laboratorní ukazatele toxicity po 
záchranných plánech s leucovorinem s vysokou dávkou methotrexátu.1, 4, 20 

 

Klinická situace 

Laboratorní nálezy 
Hladina 

methotrexátu 
(μmol/l) 

Hodiny po podání 

Normální eliminace 
methotrexátu 

~10 
~1 

<0,2 

24 
48 
72 

Opožděná pozdní eliminace 
methotrexátu 

˃0,2 
˃0,05 

72 
96 

Opožděná časná eliminace 
methotrexátu 
 
a/nebo 
 

≥50 
≥5 
 

NEBO 
 

24 
48 
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Důkaz akutního poškození 
ledvin 

≥100% zvýšení 
sérového kreatininu 

24 

 
Renální toxicita je významným rizikem a může být zhoršena současným 
podáváním jiných léků,15, 20 například vankomycinu.21 Mohou se objevit další 
formy toxicity, včetně poruch trávení (např. nevolnost, zvracení, bolest břicha), 
kožně-mukózních poruch (zejména mukozitidy), hematologických abnormalit 
(např. neutropenie a trombocytopenie), poruch jaterních testů a neurotoxicity.22-

29 

 

Vzhledem k profilu vzhledu metabolitu 7-hydroxymethotrexátu,16, 28 jeho 
molárního poměru k methotrexátu až do přibližně 100násobku,30 a relativní 
nerozpustnosti ve srovnání s mateřským lékem,15, 20 možná nefrotoxicita v 
důsledku srážení metabolitu v renálních tubulech30 může zpozdit eliminaci 
samotného methotrexátu. 
 
Léčba glukarpidázou rychle snižuje cirkulující hladinu methotrexátu, nikoli 
intracelulárního léčiva. Po léčbě glukarpidázou byl pozorován odrazový efekt v 
sérové hladině methotrexátu.15 Eliminace DAMPA může trvat několik dní, než již 
nebude interferovat s monitorováním methotrexátu imunoanalýzou.14 
 
12 Specifické funkční charakteristiky 

 
Každá laboratoř je odpovědná za ověření funkčnosti pomocí parametrů přístroje 
stanovených pro jejich analyzátor. Na automatizovaném klinickém chemickém 
analyzátoru Beckman Coulter AU680 byly získány následující funkční 
charakteristiky . 
 
Citlivost 
 
Limit kvantifikace (LOQ) 
 
LOQ testu ARK Methotrexate II byl stanoven podle CLSI EP17-A2 a je definován 
jako nejnižší koncentrace, u které je pozorována přijatelná přesnost mezi testy 
(≤0,010 SD) a výtěžnost (±0,010 µmol/l nominální hodnoty). LOQ byl stanoven 
na 0,030 μmol/l a může záviset na funkčnosti konkrétního analyzátoru. 
 

Jmenovitá 
koncentrace 

(µmol/l) 

Celkový průměr 
(µmol/l) 

SD CV (%) 

0,030 0,034 0,002 4,87  

0,040 0,043 0,002 4,01 

0,050 0,052 0,003 4,00 
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Rozsah měření 
 

Rozsah analytického měření testu ARK Methotrexate II je 0,030–1,300 µmol/l. 
Vzorky obsahující methotrexát ve vyšších koncentracích (>1,300 μmol/l) mohou 
být testovány ředěním vzorku do měřicího rozsahu pro kvantitativní výsledek 
nebo jinak hlášeny jako zjištěné nad měřicím rozsahem. Výsledek testu 
vynásobte součinitelem ředění, abyste získali koncentraci methotrexátu v 
neředěném vzorku. Uveďte výsledky pod tímto rozsahem jako <0,030 µmol/l 
nebo pod vyšším LOQ specifickým pro analyzátor stanoveným ve vaší laboratoři. 
Uveďte výsledky nad tímto rozsahem >1,300 µmol/l nebo nad vyšším LOQ 
specifickým pro analyzátor stanoveným ve vaší laboratoři. 
 
Výtěžnost 
 
Přesnost (analytická výtěžnost) byla provedena přidáním koncentrovaného 
methotrexátového léčiva do lidského séra negativního na methotrexát. 
Certifikovaný zásobní koncentrát vysoce čistého methotrexátu byl objemově 
přidán do lidského séra negativního na methotrexát, což představuje 
koncentrace léku v celém rozsahu testu. Šest replikátů každého vzorku bylo 
testováno na automatizovaném klinickém chemickém analyzátoru. Výsledky byly 
zprůměrovány a porovnány s cílovou koncentrací a vypočteným procentem 
výtěžnosti. Výsledky jsou uvedeny níže. 
 
% výtěžnosti = 100   x    průměrná výtěžná koncentrace 
    Teoretická koncentrace 

 
 

Teoretická 
Koncentrace  

(µmol/l) 

Průměr, výtěžnost 
Koncentrace  

(µmol/l) 

Procento 
Výtěžnost 

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 
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Linearita 
 

Studie linearity byly provedeny podle návrhu v protokolu CLSI EP06-Ed2. Byl  
připraven vzorek séra 1,600 μmol/l a ředění bylo provedeno proporcionálně s 
lidským sérem negativním na methotrexát. Koncentrace methotrexátu se 
pohybovaly od 0,030 do 1,300 μmol/l. Byl prokázán lineární vztah mezi 0,030 a 
1,300 μmol/l. Výsledky jsou uvedeny níže. 
 

Jmenovitá 
koncentrace 

(µmol/l) 

Pozorované 
výsledky 
(μmol/l ) 

Předpokládané 
výsledky 
(µmol/l) Rozdíl %  

0,000 0,000 Nepoužito Nepoužito 

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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Porovnání metod 
 
Korelační studie byly provedeny pomocí protokolu CLSI EP9-A3. Měření 
methotrexátu v lidském séru (od pacientů léčených vysokými dávkami 
methotrexátu) pomocí testu ARK Methotrexate II byla porovnána s měřeními 
získanými tandemovou hmotnostní spektrometrií a kapalinovou chromatografií 
(LC-MS/MS). Koncentrace methotrexátu se pohybovaly od 0,026 do 1,280 μmol/l 
podle LC-MS/MS. Výsledky regresní analýzy Passing-Bablok31 pro studii jsou 
uvedeny níže (s limity spolehlivosti 95 %). 

 

Sklon 1,03 (1,00 až 1,06) 

průsečík s osou y 0,00 (-0,01 až 0,01) 

Korelační koeficient (r2) 0,98 (0,96 až 0,98) 

Počet vzorků 90  

 
 

 
 

Srovnání metod bylo provedeno také s původním testem ARK Methotrexate pro 
123 vzorků pacientů s hodnotami methotrexátu v rozmezí od 0,054 do 1,168. 
Statistiky s intervaly spolehlivosti z porovnání Passing-Bablok jsou sklon = 0,98 
(0,95 až 1,01); průsečík y = -0,02 (-0,03 až -0,01); a korelační koeficient (r²) = 
0,97 (0,96 až 0,98). 
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  12 

Přesnost 
 
Přesnost byla stanovena, jak je popsáno v protokolu CLSI EP5-A3. Ve studii bylo 
použito všech šest úrovní kontrol ARK Methotrexate II (nízká, střední, vysoká, 5, 
50 a 500) a šest odpovídajících souhrnných protějšků vzorků lidského séra. 
Každá úroveň byla testována čtyřikrát dvakrát denně po dobu 20 dnů. Každý běh 
za den byl oddělen nejméně dvěma hodinami. Byly vypočteny intra run, mezi 
dnem, celková SD a procentuální CV. Výsledky jsou uvedeny níže. Kritéria 
přijatelnosti: ≤10 % celkového CV. 

 
   V rámci cyklu Mezi dnem Celkem 

Vzorek N 
Průměr 
(µmol/l) 

SD CV (%) SD CV (%) SD CV (%) 

Kontrola ARK Methotrexate II 

NÍZKÁ 160 0,069 0,002 2,84 0,001 1,23 0,002 3,00 

STŘEDNÍ 160 0,411 0,006 1,40 0,002 0,43 0,006 1,40 

VYSOKÁ 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 

NÍZKÁ 160 0,070 0,002 2,50 0,001 1,49 0,002 2,88 

STŘEDNÍ 160 0,404 0,008 1,86 0,003 0,65 0,008 1,92 

VYSOKÁ 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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Interferující látky 
 
Interferenční studie byly provedeny s použitím protokolu CLSI EP07-A3 jako 
směrnice. Byly hodnoceny klinicky vysoké koncentrace následujících 
potenciálně interferujících látek v séru se známými hladinami methotrexátu 
(přibližně 0,050 a 0,500 μmol/l). Každý vzorek byl testován pomocí testu ARK 
Methotrexate II spolu s kontrolou séra methotrexátu. Měření methotrexátu byla v 
rozmezí ±10 % interference nebo ±0,010 µmol/l kontroly séra, když koncentrace 
methotrexátu byly ≤0,100 µmol/l. 

 
 

  Výsledky 

Interferující 
Látka 

Interferent 
Koncentrace 

± µmol/l od 
kontroly 

(0,050 µmol/l, 
methotrexát) 

% interference 
(0,500 µmol/l, 
methotrexát) 

Lidský albumin 12 g/dl 0,002  -1,04  

Bilirubin – konjugovaný 72 mg/dl 0,001  1,96  

Bilirubin – nekonjugovaný 72 mg/dl 0,003  0,23  

Cholesterol 500 mg/dl 0,005  3,49 

Lidský gama-globulin 12 g/dl 0,003  2,42  

Hemoglobin 1000 mg/dl -0,006  -2,72  

Revmatoidní součinitel 1080 IU/ml 0,001  3,52  

Triglyceridy 1000 mg/dl -0,007 7,48 

Kyselina močová 30 mg/dl 0,000  1,60  
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Specifičnost 
 

Metabolity methotrexátu, analogy folátů a další sloučeniny se strukturní 
podobností byly testovány, aby se zjistilo, zda tyto sloučeniny ovlivňují kvantifikaci 
koncentrací methotrexátu pomocí testu ARK Methotrexate II. Vysoké hladiny 
těchto sloučenin byly přidány do sérových bazénů bez obsahu methotrexátu, 
0,050 μmol/l nebo 0,500 μmol/l methotrexátu. Vzorky byly analyzovány a 
koncentrace methotrexátu ve vzorcích obsahujících interferent byly porovnány s 
kontrolním sérem. 
 
Interference s 7-hydroxymethotrexátem, hlavním metabolitem 
 
Po podání vysokých dávek methotrexátu (HDMTX) sérová/plazmatická 
koncentrace 7-hydroxymethotrexátu v pozdějších časových bodech typicky 
převyšuje koncentraci methotrexátu. Bylo hlášeno, že hladiny 7-
hydroxymethotrexátu převyšují hladiny methotrexátu až 100krát v době 12 až 48 
hodin po podání HDMTX.16, 28, 30, 32, 34-35  
 
Křížová reaktivita s methotrexátem 7-hydroxymethotrexátem byla stanovena pro 
test ARK Methotrexate II testováním jak 0,050, tak 0,500 µmol/l methotrexátu v 
lidském séru doplněném o 50 µmol/l 7-hydroxymethotrexátu (1000násobný a 
100násobný přebytek). Křížová reaktivita na tento metabolit byla zanedbatelná u 
méně než 0,01 %. Extrémní 1000násobný přebytek metabolitu 7-
hydroxymethotrexátu způsobuje méně než 10% interferenci při měření 
methotrexátu v testu ARK Methotrexate II. 

 
Křížová reaktivita na 2,4-diamino-N10-methylpteroovou kyselinu (DAMPA) 
 
Jako minoritní metabolit methotrexátu se neočekává, že by DAMPA cirkulovala v 
koncentracích, které by interferovaly při měření methotrexátu.32 Po záchranné 
terapii glukarpidázou však může být sérová koncentrace DAMPA podstatná.13, 14 
Test ARK Methotrexate II křížově reaguje podstatně s minoritním metabolitem 
DAMPA. Testy byly provedeny v nepřítomnosti mateřského léku methotrexát. 
Zkřížená reaktivita na DAMPA se na základě pozorovaných údajů pohybovala od 
19 % do 58 %. Test by neměl být používán během léčby glukarpidázou 
(karboxypeptidáza G2), která rychle přeměňuje cirkulující methotrexát na 
DAMPA. 
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Interference s analogy kyseliny listové a jinými sloučeninami 
 
Níže uvedené sloučeniny neinterferovaly s testem ARK Methotrexate II při 
testování v přítomnosti methotrexátu (±10 % interference při koncentraci 0,500 
µmol/l methotrexátu a ±0,010 µmol/l z kontroly při koncentraci 0,050 µmol/l 
methotrexátu). Koncentrace sloučenin byly testovány podle pokynů CLSI EP37. 

 

Sloučenina 
Konc. 

Testováno 
(µmol/l) 

Adriamycin 1000 

Cyklofosfamid 2200 

Cytosin 1000 

Kyselina dihydrofolová 1000 

Kyselina tetrahydrofolová 1000 

DL-6-methyl-5,6,7,8-tetrahydropterin 1000 

Kyselina listová 1000 

Kyselina folinová 1000 

5-fluorouracil 3000 

6-merkaptopurin 1000 

Kyselina 5-methyltetrahydrofolová 1000 

Prednisolon 1000 

Pyrimethamin 1000 

Sulfamethoxazol 1600 

Vinblastin 1000 

Vinkristin 1000 

Trimethoprim 150 

Triamteren 25 
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14 Ochranné známky 
 

ARK™ je ochranná známka společnosti ARK Diagnostics, Inc. 

Jiné známky nebo názvy produktů jsou ochrannými známkami příslušných 
držitelů. 
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