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Adi

ARK Methotrexate Il Assay

Kullanim Amaci

ARK Methotrexate Il Assay, otomatik klinik kimya analizorlerinde insan serumu
veya plazmasinda metotreksatin miktar tayini igin tasarlanmig homojen bir enzim
immunolojik testidir. Elde edilen olgumler, uygun tedavinin saglanmasina
yardimci olmak igin metotreksat seviyelerinin izlenmesinde kullanilir.

Yuksek doz metotreksat kurtarma tedavisi olarak glukarpidaz (karboksipeptidaz
G2) uygulanmis hastalardan alinan numuneler, ARK Methotrexate Assay Il ile
test edilmemelidir.

Testin Ozeti ve Agiklamasi

Eskiden Ametopterin olarak bilinen metotreksat [N-[ 4[[(2,4-diamino-6-pteridinil)
metil] metilamino]benzoil]-L-glutamik asit], bazi neoplastik hastaliklarin, siddetli
sedef hastaliginin ve yetiskin romatoid artritinin tedavisinde kullanilan bir
antimetabolittir.’-> Metotreksat, ciddi toksisite potansiyeline sahiptir. Metotreksat
tedavisi goren hastalar, toksik etkilerin derhal tespit edilmesi igin yakindan
izlenmelidir.

Metotreksat monitorizasyonu, kanser i¢in yuksek doz metotreksat tedavisi goren
hastalar i¢in yaygin olarak kullanilir; sonuglar, metotreksat bobrekler tarafindan
elimine edilirken destekleyici tedaviye rehberlik etmek igin kullanilir. Lokovorin
kurtarmay! igeren metotreksat tedavisi icin ilgili kilavuzlara basvurulmaldir.’#
Osteojenik sarkom, l6semi, non-Hodgkin lenfoma, akciger kanseri ve meme
kanseri tedavisinde, I6kovorin (sitrovorum faktoérl) kurtarmayla birlikte orta ila
ylksek dozlarda metotreksat (yaklasik 35 mg/m” - 12 g/m’) kullanimiyla olumlu
sonuglar elde edilmistir.5°

Prosediiriin ilkeleri

ARK Methotrexate Il Assay, homojen bir enzim immunolik testidir. Testte,
metotreksata baglanabilen spesifik antikorlar kullanir. Test, rekombinant glukoz-
6-fosfat dehidrojenaz (rG6PDH) ile etiketlenmis bir ilag ile 6rnekte bulunan
serbest ilag arasindaki, sabit miktardaki spesifik antikor baglanma baolgeleri igin
gerceklesen rekabete dayanir Ornekte serbest ilag bulunmadiginda, tavsan
monoklonal anti-metotreksat antikoru, rG6PDH ile etiketlenmis ilaca baglanir ve
enzim aktivitesinde bir azalmaya neden olur. Numunede ilag bulundugunda,
enzim aktivitesi artar ve bu artis ila¢c konsantrasyonu ile dogrudan iligkilidir. Aktif



enzim, koenzim nikotinamid adenin dinukleotidi (NAD) NADH'ye donugturar.
NADH, absorbanstaki degisim hizi spektrofotometrik olarak olgllerek belirlenir.
Endojen serum G6PDH’si sonugclari etkilemez ¢linkt koenzim NAD sadece testte
kullanilan bakteriyel enzim ile galigir.

Reaktifler

REF Uriin Agiklamasi Miktar/Hacim

5071-0001-00 ARK Methotrexate Il Assay 1X 16 mL
Reaktif R1 — Antikor/Substrat
Metotreksata karsl tavsan monoklonal antikoru,

glikoz-6-fosfat, nikotinamid adenin dintkleotit, bovin
serum albimini, sodyum azit ve stabilizatérler.

Reaktif R2 — Enzim 1X8mL

Bakteriyel rG6PDH ile etiketlenmis metotreksat,
tampon, bovin serum albimini, sodyum azit ve
stabilizatorler.

5071-0001-01 ARK Methotrexate Il Assay 1X 28 mL

Reaktif R1 — Antikor/Substrat

Metotreksata karsl tavsan monoklonal antikoru,
glikoz-6-fosfat, nikotinamid adenin dintikleotit, bovin
serum alblimini, sodyum azit ve stabilizatorler.

Reaktif R2 — Enzim

Bakteriyel rG6PDH ile etiketlenmis metotreksat,
tampon, bovin serum albiimini, sodyum azit ve
stabilizatorler.

1X14 mL

Reaktifin Kullanimi ve Saklanmasi

ARK Methotrexate Il Assay reaktifleri sivi olarak saglanir, kullanima hazirdir ve
dogrudan buzdolabindan alinarak kullanilabilir. Kullaniimadiklari zamanlarda
reaktifler, 2-8°C'de (36-46°F), dik konumda ve vida kapaklari sikica kapali olarak
saklanmalidir. Belirtilen kosullarda saklandiginda reaktifler, etikette belirtilen son
kullanma tarihine kadar stabildir. Reaktifleri dondurmayin. 32°C'nin (90°F)
Uzerindeki sicakliklara uzun sure maruz birakmaktan kaginin. Reaktiflerin
yanlis depolanmasi test performansini etkileyebilir.

ARK Methotrexate Il Grunleri, <%0,09 sodyum azit igerir. Tedbir amagh olarak,
patlayici metal azitlerin potansiyel birikimini azaltmak igin aletler de dahil olmak
Uzere etkilenen sihhi tesisat yeterli miktarda suyla yikanmaldir. Testin diger
bilesenleri igin herhangi bir 6zel kullanim gerekliligi bulunmamaktadir.

Uyarilar ve Onlemler

e Yanizca laboratuvar uzmanlari tarafindan in Vitro Tanisal kullanim igindir.

e Yalnizca regeteyle kullanilir. Dikkat: ABD Federal Yasalari, bu cihazin yalnizca
lisansli bir uygulayici tarafindan veya onun istemi iizerine satilmasina izin
vermektedir.



ve reaktifleri eslesen bir set olarak saglanir ve farkl lot
numaralarindan reaktiflerle degistiriimemelidir.

Reaktifler, <%0,09 sodyum azit igerir.

Bu test yalnizca klinik degerlendirmelerden ve diger tanisal prosedurlerden
elde edilen bilgiler dogrultusunda kullaniimahdir.

Analiz icin Numune Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Her laboratuvar, kalite prosedurlerine gore analiz igin gecerli bir numune
saglamaktan sorumludur.
Serum veya plazma gereklidir. Tutarlihgi saglamak amaciyla, bireysel
hastalar icin ayni numune matrisinin kullaniimasi onerilir.
Metotreksatin 6rnekleme zamani uygulanan doza, inflzyon slresine ve
hastanin klinik durumuna baghdir. Ornekleme zamani igin ilgili tedavi
protokollerine basvurun.
Tam kan kullanilamaz. Bu testte, asagidaki antikoagulanlar kullanilabilir.

e Sodyum heparin

e Lityum heparin

e Potasyum EDTA
Kan alma iglemi, terapdétik ilag izlemeyle (TDM) uyumlu kan alma tupleriyle
gergeklestiriimelidir.
Numunenin toplanmasi, islenmesi ve santriflj edilmesi igin kan alma tupu
Ureticisinin tavsiyelerine uyun.
CLSI belgesi GP44-A4, ortak laboratuvar testleri icin numune toplama ve
isleme sirasinda olusabilecek artefaktlari en aza indirmeye yonelik
prosedirleri 6zetlemektedir.'®
Numunenin toplandigi andan analiz edildigi ana kadar butinliginu korumak
igin kopuk olugsumu onlenmeli ve tekrarlayan dondurma-gézdirme
islemlerinden kacginiimalidir.
Fibrin, kirmizi kan hucreleri ve diger partikil maddeler hatali bir sonuca
neden olabilir. Yeterli santrifljleme saglandigindan emin olun.
Numuneler Gzerinde kabarcik veya kopuk bulunmasi, yetersiz o6rnek
dagitimina ve hatali sonuglara yol agabilir.
Her laboratuvar, numune stabilitesiyle ilgili mevcut literatire ve kendi
verilerine bagvurmalidir.
ARK Diagnostics tarafindan yapilan ¢calismalara ve destekleyici verilere gore,
berraklastiriimis numuneler 2-8°C'de bir haftaya kadar saklanabilir. Test bir
haftadan uzun sure ertelenecek ise numuneler test edilmeden dnce en fazla
dort hafta sureyle donmus olarak (< -10°C) saklanmalidir. Dondurma-¢6zme
dongulerinin sayisini sinirli tutmaya 6zen gosterilmelidir. Destekleyici veriler,
u¢ dondurma - ¢ozme dongusunun olumsuz bir etkisi olmadigini gostermigtir.
Hasta numunelerinin tiimu, potansiyel olarak enfeksiyoz kabul edilerek
islem gormelidir.



Prosediir

Saglanan Malzemeler
ARK Methotrexate Il Assay — 5071-0001-00, 5071-0001-01

Gerekli Malzemeler — Ayri Saglanir

ARK Methotrexate Il Calibrator — 5071-0002-00

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

Aletler
ve reaktiflerinin, kullanimdan once analizére 0zgu reaktif kaplarina

aktarilmasi gerekebilir. ve arasinda ¢apraz kontaminasyondan kaginin.

340 nm'de fotometrik hiz tespiti yapabilen birgok otomatik klinik kimya analizoru
bu test icin uygundur. ARK Methotrexate Il Assay'i programlamak igin
distributérintizden veya ARK Musteri Hizmetlerinden saglayabileceginiz
analizére 6zgl uygulama dokimanina bakin. CLIA kapsaminda siniflandiriimis
veya CE lsareti tagiyan Uygulama Protokoli Dokiimanlari, Uretici tarafindan
dogrulanmistir. Testin farkli ayarlar veya analizérlerle kullanimina yonelik gerekli
tim uygun dogrulama calismalarinin  gergeklestiriimesi laboratuvarin
sorumlulugundadir.

GunlUk bakim icin cihaza 6zel kullanim kilavuzuna bakin.

Analiz Sirasi
Analizi ¢alistirmak veya kalibre etmek icin cihaza 6zel kullanim kilavuzuna bakin.

Kalibrasyon

ARK Methotrexate Calibrators A, B, C, D, E ve F'yi kullanarak tam kalibrasyon (6
noktall) prosedirl gercgeklestirin ve kalibratorleri gift olarak galistirin. Her yeni
reaktif kiti lot numarasi igin kalibrasyon gereklidir. Kalibrasyon egrisini,
laboratuvarin belirledigi kalite glivence planina goére en az iki farkli seviyede
kalite kontrolu uygulayarak dogrulayin.

Yeniden Kalibrasyonun Gerektigi Durumlar

e Yeni bir reaktif lot numarasi kullanildiginda

¢ Kalite kontrol sonuglarinin gerekli kildigi durumlarda
e Standart laboratuvar protokolleri gerektirdiginde

Kalite Kontrol (KK)
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Laboratuvarlar, ARK Methotrexate Il Assay i¢in KK prosedurleri olugturmalidir.
Kalite kontrole iliskin tim gereklilikler ve testler, yuarurlikteki yerel, bolgesel
ve/veya ulusal duzenlemeler ya da akreditasyon gerekliliklerine uygun olarak
gergeklestiriimelidir.

lyi laboratuvar uygulamalari dogrultusunda, hasta drneklerinin test edildigi
gunlerde ve her kalibrasyon yapildiginda, en az iki farkli seviyede kalite kontrol
(dusik ve yuksek tibbi karar noktalari) uygulanmasi gerekir. Kontrol degerleri,
edilim ve kayma acisindan izlenmelidir. Herhangi bir egilim veya kayma tespit
edilmesi ya da kontrol sonuglarinin belirtilen araliga dénmemesi durumunda,
klinik laboratuvarin kalite prosedurlerine uygun olarak tum galisma parametreleri
g6zden gecirilmelidir. Daha fazla yardim i¢in Musteri Hizmetleri ile iletisime

gegin.

Manuel Seyreltme Protokoli

Miktar tayininin Gst sinirini asan numunelerdeki ilag seviyelerini tahmin etmek
icin numunenin ARK Methotrexate Il Dilution Buffer ile manuel olarak
seyreltiimesi gerekir. Test edilen sonug, seyreltme faktértyle garpilimalidir.

Manuel Seyreltme Faktori = (Numune Hacmi + Seyreltme Tamponu Hacmi)
Numune Hacmi

Genisletilmis test araligi, gerektiginde 1:10, 1:100 veya 1:1000 oranlarinda seri
1:10 drnek seyreltmeleri ile 1200 umol/L'ye kadar dogrulanmistir.

Sonuglar

Sonuglar, ymol/L veya pg/mL cinsinden raporlanmalidir. pmol/L'yi pg/mL'ye
donusturmek icin elde edilen deger 2,2005 dontsum faktorine boltinmelidir. Bu
analizden elde edilen metotreksat degeri, diger klinik ile birlikte kullaniimalidir.
Sonug hata kodlari igin cihaza 6zel kullanim kilavuzuna bakin.

Prosediiriin Sinirlamalari

Bu test yalnizca serum veya plazma ile kullanilmak Uzere tasarlanmistir. Analiz
icin Numunenin Toplanmasi ve Hazirlanmasi bolimuine bakin. Yéntemler
arasinda farkliliklar bulunabilecegi i¢in bireysel hasta bakiminda ayni yontemin
(ve matrisin) tutarh bir sekilde kullanilmasi genel olarak iyi bir uygulamadir.
Asagidaki Beklenen Degerler bolumune bakin.

ONEMLI: Ylksek doz metotreksat kurtarma tedavisi olarak glukarpidaz
(karboksipeptidaz G2) alan hastalardan alinan numuneler, ARK Methotrexate Il
Assay ile test edilmemelidir. Bu numunelerde, glukarpidazin metotreksati
metabolize etmesi sonucunda olusan 4-[[2,4-diamino-6-(pteridinil)metil]-
metilamino]-benzoik asit (DAMPA)'-13 serum seviyeleri artmistir. DAMPA, bu
testte kullanilan metotreksat antikoru ile c¢apraz reaksiyona girer ve serum
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metotreksatin dogru olarak Olgulebilmesi i¢cin en az bes ila yedi gun ge¢gmesi
gerekebilir.’  Glukarpidaz uygulandiginda, DAMPA girisimi nedeniyle
olusabilecek yalanci ylksek metotreksat konsantrasyonu sonuglarinin
raporlanmasini dnlemek ve bu sonuglarin glukarpidaz tedavisinin ylUratalmesini
olumsuz etkilemesini engellemek igin klinik ekipteki onkologlar laboratuvari
bilgilendirmelidir.' Glukarpidazin iyi tolere edilmesine ve dolagimdaki MTX
seviyelerini hizla azaltmasina ragmen, MTX'in gecikmig renal eliminasyonu
erigkin ve yasli hastalarda hala bir sorun olabilir.'®

Beklenen Degerler

Metotreksat serum seviyeleri; kullanim endikasyonu, dozaj, uygulama sekli,
tedavi rejimi, bireysel farmakokinetik 6zellikler, metabolizma ve diger klinik
faktorlere baglidir.’® Ornegin meme kanseri tedavisinde serum seviyesi tipik
olarak yaklasik 10 ila 100 umol/L'ye ulasabilirken,'® osteosarkom igin yiiksek doz
tedavi ile konsantrasyon 1000 umol/L'yi asabilir '” ve osteosarkomlu pediatrik
hastalarda 4 saatlik bir inflizyonun ardindan 3100 pmol/L'ye kadar metotreksat
seviyelerine ulasiimistir.’® Osteosarkom tedavisinde,’” metotreksatin bozunma
egrisi genis degiskenlik gostermektedir: 24. saatte 30 ila 300 pmol/L; 48. saatte
3 ila 30 ymol/L; ve 72. saatte 0,3 umol/L'den az. 10 mg I6kovorin dozu genellikle
MTX infuzyonunun baglamasindan 24 saat sonra intravenoz olarak uygulanir.
Sonraki dozlar 24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen MTX seviyelerine goére
ayarlanir ve uygulanir. 24. saatte 50 pymol/L'yi, 48. saatte 10 ymol/L'yi ve 72.
saatte 0,5 ymol/L'yi asan metotreksat seviyeleri, potansiyel toksisiteye isaret
eder ve genellikle MTX seviyesi <0,1 ymol/L olana kadar algoritmalara uygun
olarak I6kovorin dozunun artiriimasiyla tedavi edilir. Lokovorin kurtarma ile
metotreksat tedavisine yonelik kilavuzlar, genellikle metotreksat seviyesi 0,05
umol/L'nin altina diisene kadar lI6kovorin uygulamasinin sirddridlmesini 6nerir."
4 Bazi merkezlerde bu deger <0,10 ymol/L degeri esas alinir.’” 1°

Recete ve diger bilgilerden elde edilen: YUksek Doz Metotreksat ile Lokovorin
Kurtarma Programlarini Takip Eden Toksisitenin Laboratuvar Gostergeleri." 4 20

Laboratuvar Bulgulan
Klinik Durum Metotreksat Uygulamadan
Seviyesi (umol/L) sonraki saatler
Normal Metotreksat :110 ‘213
Eliminasyonu <0.2 79
Gecikmis Ge¢ Donem >0,2 72
Metotreksat Eliminasyonu >0,05 96
Gecikmis Erken Donem =50 24
Metotreksat Eliminasyonu >5 48
ve/veya VEYA
Akut Renal Hasar Serum kreatininde 24
Bulgulari 2%100 artis




Renal toksisite Gnemli bir risktir ve érnegin vankomisin?' gibi diger ilaglarin birlikte
uygulanmasiyla siddetlenebilir.’s 29 Sindirim bozukluklari (6rnegin mide bulantisi,
kusma, karin agrisi), kutandz-mukoza bozukluklari (6zellikle mukozit),
hematolojik anormallikler (6rnedin, nétropeni ve trombositopeni), karaciger
fonksiyon testi bozukluklari ve norotoksisite dahil olmak Uzere bagka toksisite
bigimleri ortaya ¢ikabilir.?2-2

7-hidroksimetotreksat metabolitinin olusum profili, '8 28 metotreksata gore molar
oraninin yaklagik 100 kata kadar gikabilmesi®® ve ana ilaca kiyasla daha diisik
¢Ozinlrlige sahip olmasi'™ 20 g6z Onine alindiginda, metabolitin renal
tiblllerde ¢okelmesine bagli olasi nefrotoksisite,?® metotreksatin kendisinin
eliminasyonunu geciktirebilir.

Glukarpidaz tedavisi, hlcre ici ilaci degil, dolasimdaki metotreksat seviyesini
hizla azaltir. Glukarpidaz tedavisini takiben, metotreksat serum seviyesinde bir
geri tepme etkisi gozlenmistir.”® DAMPA'nin eliminasyonu, metotreksatin
immunolojik testle izlenmesini artik etkilemeyecek seviyelere ulasana kadar
birkag glin surebilir.™

12  Spesifik Performans Ozellikleri

Her laboratuvar, analizorleri icin belirlenen cihaz parametrelerini kullanarak
performansin dogrulanmasindan sorumludur. Beckman Coulter AU680®
otomatik klinik kimya analizor sistemi Uzerinde, asagidaki performans 6zellikleri
elde edilmigtir.

Hassasiyet

Miktar Tayini Limiti (LOQ)

ARK Methotrexate Il Assay i¢in LOQ, CLSI EP17-A2 standardina uygun olarak
belirlenmistir ve kabul edilebilir testler arasi kesinlik (0,010 SD) ve geri kazanim
(nominal degerin £0,010 pmol/L'si) elde edilen en dlisuk konsantrasyon olarak
tanimlanmistir. LOQ 0,030 pg/mL olarak belirlenmistir ve analizére 6zgu
performansa bagl olabilir.

Konggrrwrgilyon Genel Ortalama SD CV (%)
(umol/L) (mmol/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




Olctim Araligi

ARK Methotrexate Il Assay’in analitik 6lcim arahgi 0,030-1,300 pmol/L'dir. Daha
yuksek konsantrasyonlarda (>1,300 pmol/L) metotreksat igceren numuneler,
numunenin kantitatif bir sonug igin dlgum araligina seyreltiimesiyle test edilebilir
veya Olgum araliginin Uzerinde tespit edildigi sekilde rapor edilebilir.
Seyreltimemis numunede metotreksat konsantrasyonunu elde etmek igin test
sonucunu seyreltme faktorl ile ¢arpin. Bu araligin altindaki sonuglari, <0,030
ug/mL olarak veya laboratuvarinizda belirlenen analizbre 6zgu daha yuksek
LOQ'nun altinda olarak rapor edin. Bu araligin Gzerindeki sonuglari ise >1,300
pmol/L olarak veya laboratuvarinizda belirlenen analizére 6zgu Gst LOQ'nun
Uzerinde olarak rapor edin.

Geri Kazanim

Dogruluk (analitik geri kazanim), metotreksat icermeyen insan serumuna
konsantre metotreksat ilaci eklenerek degerlendirilmigtir. Yuksek saflikta
metotreksat iceren sertifikall stok konsantre, test araligini temsil eden ilag
konsantrasyonlari olusturacak sekilde, metotreksat icermeyen insan serumuna
hacimsel olarak eklenmistir. Her drnegin alti kopyasi, otomatik bir klinik kimya
analizorunde test edilmistir. Sonuglarin ortalamasi alinmis ve hesaplanan hedef
konsantrasyon ve geri kazanim yuzdesiyle karsilastiriimistir. Sonuclar asagida
gOsterilmisgtir.

% Geri kazanim =100 X Ortalama geri kazanilan konsantrasyon
Teorik konsantrasyon

Ortalama Geri

Teorik ..
Kazanilan Yizde
Konsantrasyon .
Konsantrasyon Geri Kazanim
pmol/L
pmol/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




Dogrusallik

Dogrusallik calismalari, CLSI Protokolu EP06-Ed2'de 6nerildigi gibi yapilmigtir.
Bir 1,600 umol/L serum 0&rnedi hazirlanmis ve seyreltmeler, metotreksat
icermeyen insan serumu ile orantili olarak yapilmistir. Metotreksat
konsantrasyonlari, 0,030 ila 1,300 ymol/L arasinda degismektedir. 0,030-1,300
Mg/mL arasinda dogrusal bir iligki oldugu gosterilmigtir. Sonuglar asagida
gOsterilmisgtir.

Nonimal Gozlenen Beklenen
Konsantrasyon  Sonuglar Sonuglar
(umol/L) (pmol/L) (umol/L) % Fark
0,000 0,000 G/D G/D
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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ARK MTX Il Assay (pmol/L)

Yontem Karsilagtirmasi

Korelasyon galismalari, CLSI EP9-A3 Protokolu kullanilarak yapiimigtir. YUksek
doz metotreksat tedavisi alan hastalardan elde edilen insan serumunda ARK
Methotrexate Il Assay ile yapilan metotreksat olgumleri, sivi kromatografisi-
tandem kutle spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemiyle elde edilen dlgumlerle
kargilagtinimistir. Metotreksat konsantrasyonlari, LC-MS/MS ile 0,026-1,280
umol/L arasinda degisiklik gdstermistir. Calisma igin yapilan Passing-Bablok3'
regresyon analizinin sonuglari agsagida gosterilmistir (%95 guven sinirlari ile).

Egim 1,03 (1,00 ila 1,06)
y-kesisim noktasi 0,00 (-0,01 ila 0,01)
Korelasyon Katsayisi (r?) 0,98 (0,96 ila 0,98)
Ornek Sayisi 90
1.400 -
1.200 -
1.000 -
0.800 A
0.600 A
Identity
0.400 A
Passing & Bablok (l) fit
0.000 . . . . . . ,
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200 1.400

LC-MS/MS (umol/L)

Metotreksat degerleri 0,054 ila 1,168 arasinda degisen 123 hasta 6rnegi icin
orijinal ARK Methotrexate Assay ile de yontem Kkarsilastirmasi yapilmigtir.
Passing-Bablok karsilastirmasina ait gtiven araliklariyla hesaplanan istatistiklere
gore; egim = 0,98 (0,95 ila 1,01); y-kesisim noktasi = -0,02 (-0,03 ila -0,01) ve
korelasyon katsayisi (r?) = 0,97'dir (0,96 ila 0,98).
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Kesinlik

Kesinlik, CLSI EP5-A3 Protokoli'nde tarif edildigi gibi belilenmistir. ARK
Methotrexate Il Control’dn alti kontrol seviyesinin tima (Dusuk, Orta, Yuksek, 5,
50 ve 500) ve bunlara karsilik gelen esdeger alti havuzlanmig insan serum
ornegi, ¢calismada kullaniimistir. Her seviye, 20 gun boyunca glnde iki kez ve
dort tekrarli olarak test edilmistir. GUn iginde gerceklestirilen test ¢alismalari
arasinda en az iki saatlik bir zaman arahgi birakilmigtir. Calisma ici, gunler arasi
ve toplam SD (Standart Sapma) ile CV (Varyasyon Katsayisi) yuzdeleri
hesaplanmistir. Sonuglar asagida gosterilmistir. Kabul kriterleri: <%10 toplam

CV.
Calismaici  Giinler Arasi Toplam

bmek N a sp v sp &V g OV
umoliL (%) (%) (%)

ARK Methotrexate Il Control
DUSUK 160 0,069 0,002 2,84 0,001 1,23 0,002 3,00
ORTA 160 0,411 0,006 1,40 0,002 043 0,006 1,40
YU&SE 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 2483 0,50 8,012 1,62

Insan Serumu

DUSUK 160 0,070 0,002 2,50 0,000 149 0,002 2,88
ORTA 160 0,404 0,008 1,86 0,003 0,65 0,008 1,92
YUKSE 1o 0846 0016 193 0008 095 0017 206
5 160 5,247 0,076 1,45 0,028 0,54 0,078 1,49
50 160 51,614 0,723 140 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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Etkilesen Maddeler

Etkilesim calismalari, kilavuz olarak CLSI EPQ7-A3 Protokolu kullanilarak
gerceklestiriimistir. Metotreksat seviyesi bilinen (yaklasik 0,050 ve 0,500 umol/L)
serum Orneklerinde, asagida belirtilen potansiyel etkilesen maddelerin klinik
olarak yuksek konsantrasyonlari degerlendirilmistir. Her &6rnek, ARK
Methotrexate || Assay ve metotreksatin serum kontrolu kullanilarak test
edilmistir. Metotreksat dlguimleri, metotreksat konsantrasyonlari <0.100 pmol/L
oldugunda %z=10 girisim ve serum kontroline gore £0.010 pymol/L seviyesinde
bulunmustur.

Sonuglar
+
E't\:l(ile§en Etkilegim K”.lmf/'f" ) (;f’s'%t(')‘t‘:ﬁgsl_
adde Konsantrasyon (0,050 pmol/L Metotreksat)
Metotreksat)
insan Albiimin 12 g/dL 0,002 -1,04
Bilirubin - konjuge 72 mg/dL 0,001 1,96
Bilirubin - konjuge olmayan 72 mg/dL 0,003 0,23
Kolesterol 500 mg/dL 0,005 3,49
insan Gama Globulini 12 g/dL 0,003 2,42
Hemoglobin 1000 mg/dL -0,006 -2,72
Romatoid Faktor 1080 1U/mL 0,001 3,52
Trigliseritler 1000 mg/dL -0,007 7,48
Urik Asit 30 mg/dL 0,000 1,60

13



Ozgiilliik

Metotreksatin metabolitleri, folat analoglari ve yapisal benzerlige sahip diger
bilegikler, bu bilesiklerin ARK Methotrexate Assay Il kullanilarak metotreksat
konsantrasyonlarinin dlgimunu etkileyip etkilemedigini belirlemek igin test
edilmistir. Bu bilesiklerin ylksek seviyeleri, metotreksat icermeyen veya 0,050
pgmol/L ya da 0,500 pmol/L metotreksat iceren serum havuzlarina eklenmistir.
Ornekler analiz edilmis ve etkilesen madde iceren orneklerin metotreksat
konsantrasyonlari bir serum kontrolUyle karsilagtiriimigtir.

Majér metabolit olan 7-Hidroksimetotreksat ile etkilesim

Yuksek doz metotreksat (HDMTX) uygulanmasi  sonrasinda, 7-
hidroksimetotreksatin serum/plazma konsantrasyonu genellikle daha sonraki
zaman noktalarinda metotreksat konsantrasyonunu agmaktadir. HDMTX
uygulamasindan 12 ila 48 saat sonra 7-hidroksimetotreksat seviyelerinin
metotreksat seviyelerini 100 kata kadar astigi bildirilmigtir. 6. 28, 30, 32, 34-35

ARK Methotrexate Il Assay'in 7-hidroksimetotreksat ile ¢capraz reaktivitesi, 50
pmol/L 7-hidroksimetotreksat (0,050 ve 0,500 umol/L metotreksata gore sirasiyla
1000 ve 100 kat fazla) ilave edilmis insan serumu Ornekleri test edilerek
belirlenmistir. Bu metabolit ile ¢apraz reaktivite %0,01 'in altinda olup ihmal
edilebilir seviyededir. 7-hidroksimetotreksat metabolitinin 1000 kathk asiri
fazlaligi, ARK Methotrexate Il Assay ile metotreksat dlguimunde %10'dan daha az
etkilesime neden olur.

2.4-Diamino-N 10-metilpteroik asit (DAMPA) ile capraz reaktivite

Metotreksatin mindr bir metaboliti olan DAMPA'nin metotreksatin olgimunu
etkileyecek konsantrasyonlarda dolasimda bulunmasi beklenmez.3? Bununla
birlikte, glukarpidaz kurtarma tedavisini takiben, serumdaki DAMPA
konsantrasyonu onemli seviyelere ulasgabilir.’> 4 ARK Methotrexate 1l Assay,
minor metabolit olan DAMPA ile dnemli 6l¢gude ¢apraz reaksiyona girer. Testler,
ana ila¢g olan metotreksatin bulunmadigi kosullarda gergeklestiriimistir. Elde
edilen verilere gore, DAMPA ile capraz reaktivite %19 ile %58 arasinda degisiklik
goOstermistir. Bu test, dolasimdaki metotreksati hizla DAMPA'ya doénustiren
glukarpidaz (karboksipeptidaz G2) tedavisi sirasinda kullanilmamalidir.
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Folat analoglarina ve diger bilesikler ile etkilesim

Asagida listelenen bilegikler, metotreksat varliginda test edildiklerinde ARK
Methotrexate |l Assay ile etkilesime girmemistir (0,500 umol/L metotreksat
konsantrasyonunda  %*10 etkilesim ve 0,050 pmol/L  metotreksat
konsantrasyonunda kontrole gére £0,010 umol/L). Bilesik konsantrasyonlari CLSI
EP37 kilavuzlarina gore test edilmistir.

Test

Bilesik Kons.
(nmol/L)

Adriamisin 1000
Siklofosfamid 2200
Sitozin 1000
Dihidrofolik Asit 1000
Tetrahidrofolik Asit 1000
DL-6-Metil-5,6,7,8-Tetrahidropterin 1000
Folik Asit 1000
Folinik Asit 1000
5-Florourasil 3000
6-Merkaptopurin 1000
5-Metiltetrahidrofolik asit 1000
Prednizolon 1000
Pirimetamin 1000
Sulfametoksazol 1600
Vinblastin 1000
Vinkristin 1000
Trimetoprim 150
Triamteren 25
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