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ARK" Apixaban Assay

Bitte lesen Sie diese Packungsbeilage fur den ARK Apixaban Assay von ARK
Diagnostics, Inc. vor der Verwendung sorgfaltig durch und befolgen Sie die
Anweisungen. Die Zuverlassigkeit der Testergebnisse kann nur dann gewahrleistet
werden, wenn die Anweisungen in dieser Packungsbeilage befolgt werden. Das ARK
Apixaban Assay Testsystem umfasst separat verfugbare Testkits fur den ARK
Apixaban Assay, den ARK Apixaban Calibrator und die ARK Apixaban Control.

Melden Sie jeden schwerwiegenden Vorfall im Zusammenhang mit diesem Produkt
dem Hersteller und gegebenenfalls der zustandigen Behorde. Eine
Zusammenfassung der Sicherheit und Leistung ist Uber die Eudamed (Europaische
Datenbank fur Medizinprodukte) erhaltlich, SRN: US-MF-000023925
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Name

ARK™ Apixaban Assay

Verwendungszweck

Der ARK Apixaban Assay ist ein homogener Enzymimmunoassay zur
quantitativen Bestimmung von Apixaban in 3,2% citratiertem
Humanplasma auf automatisierten klinisch-chemischen
Analysensystemen. Die Apixaban-Konzentrationen werden bei der
Behandlung von Patienten unter Apixaban-Therapie in Situationen
eingesetzt, in denen die Messung des Apixaban-Spiegels als zusatzliche
Information hilfreich sein kann:

- Bei Patienten mit einem Risiko fur schwere Blutungen
- Bei Patienten, bei denen eine Blutung auftritt

Der Assay ist kein eigenstandiger Test. Die Ergebnisse sollten in
Verbindung mit anderen klinischen und labortechnischen Befunden
herangezogen werden.

Zur Anwendung bei Erwachsenen.

Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

Apixaban (Eliquis®, Bristol-Myers Squibb Pharma Company) 1-(4-
Methoxyphenyl)-7-oxo-6-[4-(2-Oxopiperidin-1-yl)Phenyl]-4,5,6,7-
Tetrahydro-1H-Pyrazolo[3,4-c]Pyridine-3-Carboxamid) ist ein direktes
orales Antikoagulans, das indiziert ist"

e um das Risiko eines Schlaganfalls bzw. einer systemischen Embolie
bei Patienten mit nicht-valvularem Vorhofflimmern zu reduzieren;

e bei Patienten nach einer HUft- oder Kniegelenkersatzoperation zur
Prophylaxe einer tiefen Venenthrombose (TVT), die zu einer
Lungenembolie (LE) fuhren kann;

e zur Behandlung einer TVT oder einer LE sowie zur Verringerung des
Risikos einer erneuten TVT oder PE nach der Ersttherapie.

Das Konsensdokument des International Council for Standardization in
Haematology (ICSH) bietet Laboren Leitlinien zur Messung direkter oraler
Antikoagulanzien (DOAK) in bestimmten klinischen Situationen. Dazu
zahlen nicht dringende Falle (fortgeschrittenes Alter, schwere
Niereninsuffizienz oder Dialyseabhangigkeit, vorangegangene Eingriffe
mit hohem Blutungsrisiko, Body-Mass-Index >40 kg/m?  oder
Arzneimittelwechselwirkungen), dringende Falle (akute Blutungen oder
Festlegung geeigneter Reversierungsstrategien), perioperatives
Management mit hohem Blutungsrisiko sowie Verdacht auf
Uberdosierung.2



Grundlagen des Verfahrens

Der ARK Apixaban Assay ist ein homogener Immunoassay, der auf der
Konkurrenz um Antikérperbindungsstellen zwischen dem Wirkstoff in der
Probe und dem mit dem Enzym Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH) gekoppelten Apixaban basiert. Wenn das markierte Apixaban
Antikorper bindet, sinkt die Enzymaktivitat. Ist Wirkstoff in der Probe
vorhanden, steigt die Enzymaktivitat. Sie steht in direktem
Zusammenhang mit der Wirkstoffkonzentration. Das aktive Enzym
wandelt das Coenzym Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) in NADH
um, das spektrophotometrisch als Anderung der Extinktionsrate
gemessen wird. Das endogene Serum-G6PDH hat keinen stdérenden
Einfluss auf die Ergebnisse, da das Koenzym NAD lediglich mit dem
bakteriellen Enzym in der Probe interagiert.

Reagenzien
REF Produktbeschreibung Menge/Volumen
5047-0001-00 | ARK Apixaban Assay 1X 28 mL

Reagenz — Antikorper/Substrat

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

Reagenz [R2]- Enzym 1X 14 mL
Mit bakteriellem G6PDH markiertes Apixaban,

Puffer, bovines Serumalbumin, Natriumazid und
Stabilisatoren

Handhabung und Lagerung der Reagenzien

Die ARK Apixaban Assay Reagenzien werden flussig und gebrauchsfertig
geliefert und kdénnen direkt aus dem Kuhischrank verwendet werden.
Wenn die Reagenzien nicht in Gebrauch sind, lagern Sie sie aufrecht und
fest verschlossen bei 2-8 °C (36-46 °F). 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 (90 °F). Eine unsachgemale
Lagerung der Reagenzien kann die Testleistung beeintrachtigen. Den
vorliegenden Daten zufolge blieben die Reagenzien bei Lagerung im
Gerat bis zu 60 Tage stabil.

Die ARK Apixaban Produkte enthalten < 0,09 % Natriumazid. Zur Vorsicht
sollten alle betroffenen Leitungen, auch die der verwendeten Gerate, mit
ausreichend Wasser gespult werden, um eine mdogliche Ansammlung
explosiver Metallazide zu verhindern. Bei den Ubrigen Assay-
Komponenten ist keine besondere Handhabung erforderlich.




Warnhinweise und VorsichtsmaRBnahmen

In-vitro-Diagnostikum. Nur fur die professionelle Verwendung im
Labor.

Verschreibungspflichtig. Achtung: Nach US-Bundesgesetz darf dieses
Testsystem nur von einem zugelassenen Arzt oder auf dessen
Anordnung hin verkauft werden.

Zur Anwendung bei erwachsenen Personen.

Der Assay ist nicht zur Uberwachung von Patienten vorgesehen, die
Heparin oder andere direkte orale Faktor-Xa-Hemmer einnehmen.

Die Reagenzien und werden als zusammengehdrendes Set
geliefert und durfen 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.

Probenahme und Vorbereitung fiir die Analyse

Jedes Labor ist selbst daflr verantwortlich, eine valide Probe fur die
Analyse gemal} den eigenen Qualitatsverfahren bereitzustellen.
Citratiertes Plasma wird benodtigt. Die Blutentnahme muss mit 3,2%-
igen Citrat-Plasma-Entnahmerdhrchen erfolgen. Vollblut darf nicht
verwendet werden.

Befolgen Sie die Empfehlungen des Herstellers der Enthnahmerdhrchen
hinsichtlich Abnahme, Aufbereitung und Zentrifugation.

Das CLSI-Protokoll GP44-A4 beschreibt Verfahren zur Minimierung
von Artefakten bei der Probenahme und Handhabung fir gangige
Labortests.?

Vermeiden Sie Schaumbildung sowie wiederholtes Einfrieren und
Auftauen, um die Probenintegritat von der Abnahme bis zum Zeitpunkt
der Analyse sicherzustellen.

Fibrin, rote Blutkdrperchen und andere Partikel kdnnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fihren. Achten Sie auf eine ausreichende Zentrifugation.
Blasen oder Schaum auf den Proben kdnnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fuhren und dazu, dass zu wenig Probenmaterial zur
Verfigung steht.

Jedes Labor sollte die verfugbare Literatur sowie interne Daten zur
Probenstabilitat berticksichtigen.

Geklarte Proben kdnnen bis zu einer Woche bei 2 bis 8° C gelagert
werden. Wenn sich die Messung um mehr als eine Woche verzogert,

konnen die Proben bei < -20 °C bis zu vier Wochen eingefroren

gelagert werden. Achten Sie darauf, die Anzahl der Einfrier- und
Auftauzyklen zu begrenzen.
Behandeln Sie alle Patientenproben als potenziell infektios.



Verfahren

Mitgeliefertes Material
ARK Apixaban Assay — 5047-0001-00

Benotigtes Material — Nicht im Lieferumfang enthalten
ARK Apixaban Calibrator — 5047-0002-00
Qualitatskontrollen — ARK Apixaban Control — 5047-0003-00

Analysensysteme

Die Reagenzien und mussen gegebenenfalls vor der Verwendung
in geratespezifische Probengefalte umgeflllt werden. Vermeiden Sie eine
Kreuzkontamination von E und .

Zahlreiche klinisch-chemische Analysensysteme mit photometrischer
Messung bei 340 nm sind fur die Durchfuhrung des Tests geeignet.
Beachten Sie das geratespezifische Applikationsprotokoll fir den ARK
Apixaban Assay. Diese erhalten Sie bei Ihrem Lieferanten oder beim
ARK-Kundenservice. CE-markierte Applikationsprotokolle wurden vom
Hersteller verifiziert. Es liegt in der Verantwortung des Labors, alle
erforderlichen Validierungen fur den Einsatz des Assays mit anderen
Einstellungen oder anderen Analysensystemen durchzuflhren.

Informationen zur taglichen Wartung finden Sie im geratespezifischen
Benutzerhandbuch.

Testverfahren
Informationen zur Durchfuhrung oder Kalibration des Assays finden Sie im
geratespezifischen Benutzerhandbuch.

Kalibration

Fuhren Sie eine vollstandige 6-Punkt-Kalibration mit den ARK Apixaban
Calibrators A, B, C, D, E und F durch. Testen Sie jeden Kalibrator in
Doppelbestimmung. Flr jede neue Reagenzcharge ist eine Kalibration
erforderlich. Uberpriifen Sie die Kalibrationskurve mit mindestens zwei
Qualitatskontrollstufen gemafy dem in lhrem Labor festgelegten Plan zur
Qualitatssicherung.

Griinde fur eine erneute Kalibration

¢ Wenn eine neue Reagenz-Charge verwendet wird

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

Qualitdtskontrolle (QC)
Jedes Labor sollte ein Qualitatskontrollverfahren fir den ARK Apixaban
Assay etablieren. Alle Vorgaben fir die Qualitatskontrolle und alle
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Messungen sollten unter BerlUcksichtigung der lokalen, Landes- und
Bundesvorschriften oder Akkreditierungsanforderungen befolgt werden.
Stellen Sie sicher, dass die Ergebnisse der Qualitatskontrolle die
Akzeptanzkriterien erflllen, bevor Sie Patientenergebnisse weitergeben.

In der Laborpraxis hat sich bewahrt, an jedem Tag, an dem
Patientenproben  getestet werden, mindestens zwei  Kontroll-
Konzentrationen (unterer und oberer medizinischer Entscheidungspunkt)
zu messen bzw. jedes Mal, wenn eine Kalibration durchgefuhrt wird.
Uberwachen Sie die Kontrollwerte auf mdgliche Trends und
Verschiebungen. Wenn Sie Trends oder Verschiebungen beobachten
oder die Kontrolle aulerhalb des festgelegten Bereichs liegt, Uberprifen
Sie alle Funktionsparameter gemafl den Qualitatskontrollverfahren Ihres
Labors. Wenden Sie sich fur weitere Unterstitzung an unseren
Kundenservice.

Protokoll fur die manuelle Verdiinnung

Um den Wirkstoffgehalt von Proben, die die obere Bestimmungsgrenze
Uberschreiten, zu bestimmen, verdinnen Sie die Probe manuell mit dem
Null-Kalibrator (Cal A). Multiplizieren Sie das Testergebnis mit dem
Verdunnungsfaktor.

Manueller Verdunnungsfaktor = (Volumen der Probe + Volumen CAL A)
Volumen der Probe

Ergebnisse

Geben Sie Ergebnisse in ng/mL oder nmol/L an. Um ng/mL Apixaban in
nmol/L Apixaban umzurechnen, multiplizieren Sie den Wert in ng/mL mit
dem Faktor 2,176. Der Apixaban-Wert aus diesem Assay sollte in
Kombination mit anderen klinischen Informationen verwendet werden. Die
Fehlercodes fur die Ergebnisse finden Sie im geratespezifischen
Benutzerhandbuch.

Grenzen des Verfahrens

Dieser Assay ist ausschlieBlich flr die Verwendung mit citratiertem
Plasma vorgesehen; weitere Informationen hierzu finden Sie im Abschnitt
Probenahme und Vorbereitung fur die Analyse. Aufgrund moglicher
methodenspezifischer Schwankungen empfiehlt es sich generell, bei der
individuellen Patientenversorgung durchgehend dieselbe Methode zu
verwenden.

Dieser Assay ist kein eigenstandiger Test. Die damit ermittelten
Ergebnisse sollten in Verbindung mit anderen klinischen und
labortechnischen Befunden ausgewertet werden.
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Erwartete Werte

Der ARK Apixaban Assay ist nicht zur Uberwachung von Patienten unter
Apixaban-Therapie vorgesehen. Derzeit liegen keine ausreichenden
klinischen Belege vor, die ein therapeutisches Drug Monitoring
rechtfertigen; daher gibt es keinen standardisierten Therapiebereich, da
dieser bei jedem einzelnen Patienten wahrend der Therapie
unterschiedlich sein kann.

Erwartete Plasmaspiegel (2021 ICSH Leitlinien)?:

Erkrankung | Dosis (mg) | Talspiegel ng/mL | Spitzenspiegel ng/mL
NVAFa 2.5 79 (34 — 162)° 123 (69 — 221)

5 103 (41 — 230) 171 (91 — 321)
PE/VTE® 2.5 32 (11 -90) 67 (30 — 153)

5 63 (22 - 177) 132 (59 — 302)

10 120 (41 — 335) 251 (111 =572)

@ Nicht-valvulares Vorhofflimmern

bLungenembolie oder vendse Thromboembolie

¢ 5. —95. Perzentil

Wirkstoffspiegel unterhalb der 5. Perzentil-Talspiegelkonzentration kdnnen als im
Bereich “unterhalb des Therapiebereichs” liegend angesehen werden, wahrend solche,
die Uber der 95. Perzentil-Spitzenkonzentration liegen, als “oberhalb des
Therapiespiegels” liegend angesehen werden kénnen.*

Die Apixaban-Konzentration im menschlichen Plasma ist hinsichtlich des
klinischen Status nicht eindeutig definiert. Es kommt zu einer Off-Label-
Dosierung. Zu den damit verbundenen Faktoren zahlen fortgeschrittenes
Alter, niedriger Body-Mass-Index, verminderte Nierenfunktion sowie
Leberfunktionsstérungen.5®

Es sollten praktische Leitlinien zur Anwendung von Labortests bei der
Behandlung von Blutungen bei Patienten, die direkte orale
Antikoagulanzien erhalten, herangezogen werden.”-® Die Hdmostase kann
durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst werden. Weitere Laborbefunde
und klinische Informationen sollten ebenfalls herangezogen werden, um
den hamatologischen Status des Patienten zu beurteilen, bevor
medizinische Entscheidungen zur Dosierung von Apixaban getroffen
werden.

Spezifische Leistungsparameter

Jedes Labor ist selbst dafur verantwortlich, die Leistung des Assays
anhand der flr das laborspezifischen Analysensystem festgelegten
Gerateparameter zu verifizieren. Die folgenden Leistungsparameter
wurden auf einem Beckman Coulter AU680® System ermittelt.



Sensitivitat

Bestimmungsgrenze (LOQ)

Die folgenden Kennwerte wurden gemalfd CLSI-Protokoll EP17-A2 fur den
ARK Apixaban Assay ermittelt. Die geratespezifische Leistung kann
variieren.

Kriterium Apixaban (ng/mL)

Erfassungsgrenze (LoB); N = 60
Mittelwert aus dem 57. und 58. Wert in 0.65
aufsteigender Reihenfolge

Nachweisgrenze (LoD); N = 60

LoB + 1.652 SD, wobei SD = 0.5 15

Untere Bestimmungsgrenze (LLoQ); N = 40
LLoQ -2 SD > LoD 3.0
bei akzeptabler Wiederfindung und Linearitat

Jedes Labor ist selbst dafur verantwortlich, die Meldekriterien fur
Apixaban-Konzentrationen festzulegen. Der folgende Vorschlag aus dem
CLSI-Protokoll EP17-A2 kdnnte hier hilfreich sein:

Ergebnis < LoB Angabe ,nicht nachgewiesen, Konzentration < LoD®
LoB < Ergebnis <LoQ Angabe ,Analyt nachgewiesen, Konzentration < LoQ”
Ergebnis = LoQ Angabe des gemessenen Wertes

Messbereich

Der Messbereich des ARK Apixaban Assays liegt zwischen 3,0 und 400,0
ng/mL. Proben, die Apixaban in hoheren Konzentrationen (>400,0 ng/mL)
enthalten, kdnnen durch Verdinnung der Probe in den Messbereich fur
ein quantitatives Ergebnis untersucht werden oder andernfalls als ,uber
dem Messbereich nachweisbar‘ ausgewiesen werden. Siehe Abschnitt 8
Verfahren — Protokoll fur die manuelle Verdliinnung.

Wiederfindung

Die analytische Wiederfindung wurde durch Zugabe von konzentriertem
Apixaban zu 3,2 %-igem, Apixaban-negativen, citratierten Humanplasma
bestimmt. Apixaban-negatives, citratiertes Humanplasma wurde mit einer
Apixaban-Stockldsung in Methanol dotiert, wobei die
Wirkstoffkonzentrationen Uber den gesamten Messbereich abgedeckt
wurden. Jede Probe wurde in sechs Wiederholungen gemessen. Die



Ergebnisse wurden gemittelt, mit der Zielkonzentration verglichen und die
prozentuale Wiederfindungsrate berechnet.

% Wiederfindung = 100 x mittlere wiedergefundene Konzentration
Theoretische Konzentration

Mittlere

. Prozentuale
wiedergefundene

Theoretische

Konzentration Konzentration Wiederfindung
(ng/mL) (ng/mL) (%)

3.0 3.4 111.7

16.0 17.2 107.4
40.0 41.3 103.3
80.0 83.4 104.3
160.0 172.9 108.1
300.0 294.8 98.3

Mittlere Wiederfindungsrate in %: 105.5



Linearitat

Gemall den Empfehlungen des CLSI-Protokolls EP6-Ed2 wurden
Linearitatsstudien durchgefuhrt. Eine citratierte Plasmaprobe mit 500,0
ng/mL Apixaban wurde vorbereitet und proportional mit Apixaban-freiem
citratierten Humanplasma verdunnt. Die Linearitat bei bestimmten
Verdunnungen wurde als akzeptabel betrachtet, wenn die prozentuale

Abweichung von der Linearitat < 10% betrug. Zwischen 3,0 und 400,0
ng/mL wurde eine lineare Beziehung nachgewiesen.

% Abw. von
der
Nennwert | Ergebnisse | Vorher- . " Abw. von Linearitat
(ng/mL) (ng/mL) gesagt Wleder- . der_ .. | (Akzeptanz-
findung | Linearitat kriterium:
<10 %)
0.0 0.4 0.0 NA NA NA
3.0 3.3 3.0 109.4 0.23 7.7%
5.0 5.2 5.1 103.7 0.10 2.0%
12.5 13.0 12.7 104.0 0.30 2.3%
25.0 24.7 254 98.7 -0.74 -2.9%
50.0 48.4 50.8 96.8 -2.42 -4.8%
100.0 105.1 101.6 105.1 3.47 3.4%
150.0 155.2 152.4 103.5 2.75 1.8%
200.0 208.7 203.3 104 .4 5.44 2.7%
250.0 2501 254 1 100.0 -4.01 -1.6%
300.0 309.2 304.9 103.1 4.34 1.4%
350.0 330.2 355.7 94.3 -25.51 -7.2%
400.0 377.0 406.5 94.3 -29.51 -7.3%
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Methodenvergleich

Gemaly CLSI-Protokoll EP09-A3 wurden Methodenvergleichsstudien fur
drei Produktionschargen durchgefuhrt. Jede Charge besteht aus einem
separaten Satz der Assay-Reagenzien R1 & R2, Kalibratoren und
Kontrollen. Jede Charge wurde auf einem separaten AUG680
Analysensystem ausgewertet. Die Messungen von Apixaban mit dem
ARK Apixaban Assay wurden mit Messungen mittels
Flissigchromatographie/Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
verglichen. Eine Passing-Bablok® Regressionsanalyse wurde fiir 135
Plasmaproben mit Apixaban-Konzentrationen im Bereich von 5,4 ng/mL
bis 394,0 ng/mL durchgeflhrt, die mittels LC-MS/MS bestimmt wurden.
Die Passing-Bablok-Regressionsstatistiken sind nachfolgend aufgefuhrt
(mit einer Konfidenzgrenze von 95%).

Charge #1
Steigung 0.97 (0.94 bis 1.01)
y-Achsenabschnitt 1.58 (-0.56 bis 4.07)
Korrelationskoeffizient (r?) 0.95 (0.93 bis 0.96)
Anzahl der Proben 135
ARK Apixaban Assay (Lot Set #1)
400.0 H
350.0 4
300.0 -
- 250.0 H
E
s 200.0
% Y=097X+1.58
; 150.0 4 r2=0.95
n=135
% 100.0
50.0 -
0.0 T T T T T T T |
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0

LC MS/MS (ng/mL)
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Charge #2

Steigung 1.07 (1.03 bis 1.11)
y-Achsenabschnitt 0.07 (-1.48 bis 2.48)
Korrelationskoeffizient (r?) 0.95 (0.96 bis 0.98)
Anzahl der Proben 135

ARK Apixaban Assay (Lot Set #2)

400.0 -
350.0 A
300.0 -

250.0 -

200.0 -

Y=1.07X+0.07
r’=0.95
n=135

ARK Value (ng/mL)

150.0 4

100.0 -

50.0 4

0.0 T T T T T T T 1
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0

LC/MS/MS (ng/mL)
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Charge #3

Steigung 1.03 (1.01 bis 1.06)
y-Achsenabschnitt 0.98 (-0.67 bis 2.85)
Korrelationskoeffizient (r?) 0.97 (0.95 bis 0.98)
Anzahl der Proben 135

ARK Apixaban Assay (Lot Set #3)

400.0 -
350.0
300.0
250.0 -

200.0 -

Y = 1.03X+0.98
=097
n= 135

ARK Value (ng/mL)

150.0

100.0 -

50.0 -

0.0 A T T T T T T T 1
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0 400.0

LC-MS/MS (ng/mL)
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Prazision

Die Prazision wurde gemafd CLSI-Protokoll EP05-A3 fur drei Produktionschargen
bestimmt. Jede Charge besteht aus einem separaten Satz der Assay-
Reagenzien R1 & R2, Kalibratoren und Kontrollen. Jede Charge wurde auf
einem separaten AU680 Analysensystem ausgewertet. In der Studie wurden
dreistufige Kontrollen sowie drei Proben von Apixaban in gepooltem, mit 3,2%
Citrat versetztem Humanplasma verwendet. Jede Konzentration wurde in
Vierfachbestimmung zweimal taglich Uber 20 Tage gemessen. Zwischen den
Messlaufen eines Tages lagen mindestens zwei Stunden. Dabei wurden die
Werte fur die Standardabweichung (SD) innerhalb der Messlaufe, von Tag zu
Tag, der Gesamt-SD-Wert sowie die prozentualen Variationskoeffizienten (VK)
berechnet. Die Ergebnisse werden in den nachstehenden Tabellen
zusammengefasst. Akzeptanzkriterien: <10% Gesamt-VK innerhalb des Labors.

Charge #1
Wiederholbar- Von Tad zu Gesamt
Mittel- keit T 9 innerhalb des
. . ag
Probe N wert Within Run Labors
(ng/mL) ¢ VK VK VK
D SD SD
(%) (%) (%)

ARK Apixaban Control

LOW 160 10.1 0.525 5.2 0.398 4.0 0.646 6.4
MID 160 29.2 0.944 3.2 0.662 2.3 1.241 4.3
HIGH 160 201.1 9.482 4.7 8.831 4.4 13.519 6.7

Humanplasma

LOW 160 10.2 0.563 5.5 0.276 2.7 0.737 7.2
MID 160 29.7 1.221 4.1 0.441 1.5 1.407 4.7
HIGH 160 1996 11.503 5.8 9.122 4.6 14573 7.3

Charge #2
Wiederholbar- Von Tad zu Gesamt
Mittel- keit Ta g innerhalb des
Probe N wert Within Run 9 Labors
(ng/mL) VK VK VK
SD (%) SD (%) SD (%)

ARK Apixaban Control

LOW 160 10.0 0.25 2.5 0.212 2.1 0.32 3.2
MID 160 27.8 0.51 1.8 0.528 1.9 0.76 2.7
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HIGH 160 206.7 6.06 29 6.266 3.0 8.84 4.3
Humanplasma

LOW 160 9.3 0.20 2.1 0.158 1.7 0.27 2.9
MID 160 28.1 0.40 1.4 0.442 1.6 0.63 2.2

HIGH 160 199.6 5.03 25 5.112 2.6 7.58 3.8

Charge #3
Wiederholbar- Von Tad zu Gesamt
Mittel- keit Ta 9 innerhalb des
Probe N wert Within Run 9 Labors
(ng/mL) VK VK VK
SD ) SD ) SD )

ARK Apixaban Control
LOW 160 10.3 0.595 5.8 0.319 3.1 0.667 6.5
MID 160 28.6 0.971 3.4 0.488 1.7 1.382 4.8
HIGH 160 1924 10.754 56 10.678 5.5 15.930 83
Humanplasma
LOW 160 10.2 0.567 5.6 0.207 2.0 0.619 6.1
MID 160 29.2 0.845 2.9 0.704 2.4 1.242 4.3
HIGH 160 203.1 11.873 5.8 10.470 5.2 15.807 7.8

Endogene storende Substanzen

Gemaly CLSI-Protokoll EP7-A2 wurden Interferenzstudien durchgefuhrt. Dabei
wurden Kklinisch hohe Konzentrationen der folgenden potenziell stérenden
Substanzen in citratiertem Plasma mit bekannten Apixaban-Konzentrationen
(10,0, 30,0 sowie 200,0 ng/mL) gemessen. Jede Probe wurde mit dem ARK
Apixaban Assay getestet, zusammen mit einer citratierten Apixaban-
Plasmakontrolle. Die Messung von Apixaban ergab in Gegenwart der
Storsubstanzen bei den getesteten Konzentrationen eine Abweichung von <10%.

Prozentuale Wiederfindung

(%)
Stérsubstanz Storsubstanz 10.0 ng/mL 30.0 ng/mL  200.0 ng/mL
Konzentration  Apixaban Apixaban Apixaban
Albumin 12 g/dL 93.6 92.2 94.6
Bilirubin - 70 mg/dL 107.1 106.9 102.5
konjugiert
Bilirubin - 70 mg/dL 102.9 100.6 96.8

unkonjugiert
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Cholesterol 620 mg/dL 102.3 97.8 106.2

Gamma-Globulin 12 g/dL 106.4 106.1 92.8
Hamoglobin 1000 mg/dL 103.4 99.3 95.9
Rheumafaktor 1000 1U/mL 107.5 100.5 98.1
Triglyceride 600 mg/dL 107.2 104.9 100
Harnsaure 30 mg/dL 106.8 99.2 98.4
Spezifitat

Kreuzreaktivitat mit anderen gerinnungshemmenden Substanzen

Andere direkte orale Antikoagulanzien, Heparine und Warfarin zeigten bei Tests
in Abwesenheit von Apixaban keine Beeintrachtigung des ARK Apixaban
Assays. Die getesteten Konzentrationen lagen bei oder Uber den maximalen
physiologischen oder pharmakologischen Werten. Alle Messwerte lagen
unterhalb der Erfassungsgrenze (LoB) fur Apixaban (<0,6 ng/mL). Unter den
getesteten direkten oralen Antikoagulanzien, Heparinen und Warfarin ist der ARK
Apixaban Assay spezifisch fur Apixaban.

Substanz Testkonzentration

(ng/mL)

1 Dabigatran 100,000

2 Edoxaban 1,000

3 Heparin (unfraktioniert) 330 Einheiten/dL

4 | Heparin (niedermolekular) | 330 Einheiten/dL

5 Rivaroxaban 3,000

6 Fondaparinux 1,000

7 Warfarin 75,000

Metabolismus

Etwa 25 % einer oral verabreichten Apixaban-Dosis werden als Metaboliten im
Urin und im Stuhl ausgeschieden. Apixaban wird hauptsachlich Uber CYP3A4
metabolisiert sowie in geringerem Malde auch Uber CYP1A2, 2C8, 2C9, 2C19
und 2J2. O-Demethylierung und Hydroxylierung an der 3. Oxopiperidinyl-Gruppe
sind die Hauptorte der Biotransformation. Unverandertes Apixaban ist der
wichtigste wirkstoffbezogene Bestandteil im menschlichen Plasma; es gibt keine
aktiven zirkulierenden Metaboliten.’® Allerdings war O-Demethyl-Apixaban-Sulfat,
ein stabiles und wasserlosliches Abbauprodukt, der bedeutendste Metabolit'®. Er
macht etwa 25% der Flache unter der Zeitkurve des Ausgangsstoffs im
menschlichen Plasma aus."

Metabolit

Die Kreuzreaktivitat von O-Demethyl-Apixaban-Sulfat (10,0 ng/mL oder 200,0
ng/mL) im ARK Apixaban Assay war Kklinisch nicht signifikant (< 5,0%
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Kreuzreaktivitat). Apixaban (10,0 ng/mL oder 200,0 ng/mL in citratiertem
Humanplasma) wurde in Ab- bzw. Anwesenheit des Metaboliten in hdheren als
den erwarteten Metabolitkonzentrationen getestet.

Gemessener Apixaban-Spiegel in Ab- bzw. Anwesenheit
des Metaboliten (ng/mL)
O-Demethyl Apixaban Apixaban
Apixaban (10.0 ng/mL) (200.0 ng/mL)
(ng/mL) Metabolit nicht | Metabolit | Metabolit Metabolit
vorhanden vorhanden nicht vorhanden
vorhanden
10.0 9.9 104 Nicht gemessen
200.0 Nicht gemessen 211.9 210.2
Kreuzreaktivitét

Die nachstehend aufgeflhrten Substanzen zeigten keine Interferenzen mit dem
ARK Apixaban Assay, wenn sie in Gegenwart von Apixaban (10,0 ng/mL und
200,0 ng/mL) getestet wurden. Die getesteten Konzentrationen lagen bei oder
uber den maximalen physiologischen oder pharmakologischen Konzentrationen
im Plasma. Die Apixaban-Konzentrationen in Proben, die Stérsubstanzen
enthielten, lagen innerhalb von 10% des Apixaban-Wertes in einer normalen
citratierten Plasmakontrolle.

Getestete Getestete
Substanz Konz. Substanz Konz.
(ng/mL) (png/mL)
Abacavir 15 Linezolid 48
Acetaminophen 200 Lopinavir 30
Acetylsalicylsaure 30 Lorazepam 1
Alprazolam 1 Maraviroc 10
Amikacin 150 Meropenem 200
Amiodaron (HCI) 50 Methotrexat 100
Amphotericin 100 Metronidazol 125
Amprenavir 30 Micafungin 100
Atazanavir 20 Morphin 10
Atorvastatin 1 Mycophenolsaure 40
Atovaquon 31.3 Nelfinavir 30
Bendamustin 150 Nevirapine 30
Bosutinib 50 Olanzapin 1
Carbamazepin 50 Penicillin V 100
Cefepim 500 Phenobarbital 500
Ceftazidim 600 Phenytoin 60
Ciprofloxacin 15 Piperacillin 500
Citalopram 10 Posaconazol 20
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Getestete Getestete
Substanz Konz. Substanz Konz.
(ng/mL) (ng/mL)
Clarithromycin 10 Prednisolon 2
Clonazepam 1 Quinidin 15
Codein 2 Rifampicin 50
Colistimethat-Natrium 100 Ritonavir 30
Cyclosporin 2 Sirolimus (bzw.) Rapamycin 10
Darunavir 20 Stavudin 30
Dasatinib 10 Sulfamethoxazol 400
Digoxin 0.5 Tacrolimus 1
Diltiazem 1 Tazobactam 15
Efavirenz 15 Tenofovir 1
Emtricitabin 10 Ticagrelor 1.9
Erythromycin 150 Tipranavir 30
Fluconazol 30 Tobramycin 35
Fosamprenavir 30 Trimethoprim 50
Gabapentin 30 Vancomycin 150
Gentamicin 30 Verapamil 2
Isosorbiddinitrat 6 Vincristin 100
ltraconazol 20 Voriconazol 20
Ketoconazol 20 Zolpidem 1
Lamivudin 15
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