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Verwendungszweck

Der Saladax 5-Fluorouracil (My5-FU)-Assay ist ein In-vitro-Diagnosesystem, das zur quantitativen Bestimmung von 5-FU
in Humanplasma vorgesehen ist, wobei automatisierte klinische Analysegerdte verwendet werden, um die Anwendung
einer 5-FU-Therapie zu unterstiitzen.

Zusammenfassung und Erliuterung des Tests

5-FU (u. a. Adrucil) ist ein Chemotherapeutikum, das zur Behandlung verschiedener solider Karzinome eingesetzt wird,
insbesondere bei Kolorektal-, Magen-, Brust-,Pankreaskrebs und Patienten mit Kopf-/Hals-Tumoren.!2 Seit der Entwicklung
im Jahr 1957 ist es der Grundpfeiler der Behandlung von kolorektalen Karzinomen.? Die Stoffwechselwege von 5-FU
wurden umfassend untersucht, und mehrere Studien haben eine hohe inter-individuelle Variabilitit des 5-FU-
Metabolismus gezeigt. Die Blutkonzentrationen von 5-FU konnen um iiber das Zehnfache variieren, selbst wenn die
gleiche Dosis nach Korperoberflache (KOF) verabreicht wird.+$
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5-FU wird héufig als Infusion oder oral als Prodrug verabreicht. Im Plasma weist es eine Halbwertszeit von ca. zehn bis
fiinfzehn Minuten auf und erreicht bei kontinuierlicher Infusion innerhalb von zwei Stunden stationdre Konzentrationen.
Bei konventioneller 5-FU-Therapie werden schwere Nebenwirkungen beobachtet, darunter gastrointestinale,
neurologische, himatologische und Schleimhaut-Toxizitdt.” Studien zeigen, dass iiber 30% der behandelten Patienten eine
dosislimitierende Toxizitat aufweisen. Neuere Studien berichten auflerdem von schweren Toxizitdten (Grad 3/4) und dem
Tod von Patienten im Anschluss an eine Behandlung mit 5-FU. Laut Studienergebnissen weisen nur 40% bis 50% der
Patienten mit schwerer Toxizitdt einen teilweisen oder schweren DPD- (Dihydropyrimidin-Dehydrogenase)-
Enzymmangel auf, was zeigt, dass aufler einem genetischen DPD-Defekt andere Faktoren den 5-FU-Spiegel
beeintrachtigen konnen.10-15

Zahlreiche klinische Studien haben gezeigt, dafs die Mehrheit der Patienten, die eine KOF-Dosierung erhielten, nicht im
Zielbereich waren, die meisten der Patienten wurden unterdosiert.®? Ebenso konnten klinische Studien zeigen, dass eine
pharmakokinetisch (PK) gesteuerte Dosisanpassung der 5-FU-Konzentration im Blut zu reduzierter Toxizitat,
verbessertem allgemeinem Ansprechen und einem Anstieg der Uberlebensrate fithren kann. % 16,17,19,20,22:3

In Kombination mit anderen klinischen Informationen bietet die Uberwachung der 5-FU-Spiegel Arzten eine effektive
Moglichkeit zur Anpassung der Dosierung, um eine optimale therapeutische Wirkung zu erzielen und sub-
therapeutische oder toxische Arzneimittelspiegel zu vermeiden.*816171920223 Mit reduzierter Toxizitdt kann die
Behandlung der Patienten ldnger aufrecht erhalten werden. Derzeit kann die PK-Bewertung von 5-FU in Patienten nur
mit Hilfe von physikalisch-analytischen Methoden wie HPLC (High Performance Liquid Chromatography)#-4 oder LC-
MS/MS (Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectroscopy) durchgefiihrt werden.3*#? Diese physikalischen Methoden
sind zeitaufwandig, kostspielig und erfordern die Vorbereitung von Proben und den Einsatz von Vollzeitkriften; alle
diese Faktoren schranken die allgemeine Anwendbarkeit eines PK-geleiteten Dosierungsansatzes ein.

Im Gegensatz dazu liefert ein homogener Immunoassay zur Bestimmung der 5-FU-Konzentration, unter Verwendung
klinischer Analysegeréte, schnelle Ergebnisse in Korrelation mit physikalischen Methoden, die mit anderen Methoden zur
therapeutischen Arzneimitteliiberwachung, die seit iiber dreifSig Jahren routinemafiig eingesetzt werden, vergleichbar
sind. Der My5-FU-Assay bietet Onkologen eine praktische, kostengiinstige und effiziente Methode zur Anpassung der 5-
FU-Dosierung.

Verfahrensgrundsitze

Der My5-FU-Assay (US-Patent-Nr. 7,205,116) ist ein homogener, aus zwei Reagenzien bestehender Nanopartikel-
Agglutination-Immunoassay zur Bestimmung von 5-FU in Humanplasma. Er basiert auf dem Prinzip der
Messungsdanderungen durch Streulicht oder Absorption, die bei der Aggregation von Nanopartikeln auftreten. Diese
Agglutination wird im Wellenlangenbereich zwischen 400 und 650 nm mit automatisierten klinischen Chemie- oder
Immunoassay-Analysegerdten gemessen. Multivalente Arzneimittelkonjugate dienen als Bindungspartner fiir 5-FU-
selektive Antikorper, die kovalent mit der Oberflache von Nanopartikeln verbunden sind. Bei Abwesenheit von freiem 5-
FU erzeugt diese Reaktion grofle Aggregate die Auflicht streuen und zu einer Zunahme der beobachteten Absorption
fiihren. Wenn eine 5-FU-haltige Probe hinzugegeben wird, wird die Agglutinationsreaktion teilweise inhibiert.
Antikorper, die an das 5-FU der Probe gebunden sind, stehen nicht zur Verfligung , um die Aggregation der
Nanopartikel zu fordern, was die Streuung des Auflichts und die beobachtete Absorption der Losung mindert. Somit
wird eine klassische Inhibitionskurve im Hinblick auf die 5-FU-Konzentration erzeugt, wobei maximale Absorption bei
niedrigen Arzneimittelkonzentrationen und minimale Absorption bei hohen Arzneimittelkonzentrationen auftritt. Die
Anderungen von Streulicht oder Absorption als Funktion der Arzneimittelkonzentration ergibt eine
konzentrationsabhangige Kurve. -4
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Reagenzien

My5-FU Assay | REF | 5SFU-RGT Anzahl x Volumen

Reagenz 1 1x10.0 mL

Reaktionspuffer, der Arzneimittelkonjugat, Protein und Puffer enthalt

Reagenz 2

Nanopartikelreagenz, die an Nanopartikel gebundene monoklonale Antikorper in einer 1x10.0 mL
Pufferldsung enthalt

Vorsichts- und Warnhinweise
Nur zur Verwendung in der In-Vitro-Diagnostik.
Bei der Arbeit mit Laborchemikalien sind die iiblichen Vorsichtsmafinahmen einzuhalten.

Befolgen Sie die Anweisungen zur Handhabung der Reagenzien. Eine unsachgemaéfie Vermischung der Reagenzien kann
die Assay-Leistung beeintrachtigen.

Materialien menschlichen Ursprungs wurden mit von der FDA zugelassenen Methoden auf HIV1 und HIV2, Hepatitis B
und Hepatitis C getestet, alle Ergebnisse waren negativ. Da jedoch keine Testmethode das potentielle Risiko einer
Infektion vollig ausschliefien kann, muss das Material ebenso vorsichtig wie Patientenproben gehandhabt werden. Sollte
ein Kontakt stattgefunden haben, sind die Richtlinien der zustdndigen Gesundheitsbehorde zu befolgen.

Alle Komponenten des My5-FU-Assays enthalten weniger als 0,1% Natriumazid. Fiir eine genaue Ubersicht lesen Sie bitte
den Reagenzabschnitt in dieser Packungsbeilage. Kontakt mit Haut und Schleimhduten vermeiden. Betroffene Bereiche
mit reichlich Wasser spiilen. Bei Verschlucken der Reagenzien oder Kontakt mit den Augen ist sofort ein Arzt
aufzusuchen. Beim Entsorgen dieser Reagenzien immer mit viel Wasser nachspiilen, um eine Azidansammlung zu
vermeiden.

Anweisung zur Handhabung und Lagerung
Die Reagenzien, Kalibratoren und Kontrollen gekiihlt bei 2 - 8°C aufbewahren. Nicht einfrieren.

Die Reagenzien (R1 und R2) durch vorsichtiges fiinfmaliges Umdrehen mischen; dabei Blasenbildung vermeiden.
Anschlieflend die Reagenzien in das Analysegerat legen.

Die Reagenzien (R1 und R2) mischen, bevor sie in einen Analysegerat-spezifischen (sekundéren) Reagenzientrdger
umgefiillt werden. Vor dem Einsetzen von Analysegerat-spezifischen (sekundaren) Reagenzientragern in das
Analysegerét die Reagenzien (R1 und R2) durch vorsichtiges fiinfmaliges Umdrehen mischen; dabei Blasenbildung
vermeiden.

Indikationen fiir Stabilitit
Bei vorschriftsmafliger Lagerung und Handhabung sind die Reagenzien bis zum Verfallsdatum stabil.
Entnahme und Handhabung der Proben

Mit dem My5-FU-Assay konnen Plasmaproben (EDTA oder Heparin) verwendet werden. Die Probe gegen Ende der
Infusion, am besten 2 — 4 Stunden vor Infusionsende, entnehmen; dabei sicherstellen, dass die Pumpe wéahrend der
Probenahme noch Losung enthélt. Bei Infusionen iiber 46 Stunden, entnehmen Sie die Probe frithestens 18 Stunden nach
Infusionsstart. Die Anfangszeit der kontinuierlichen Infusion und die tatsachliche Entnahmezeit sollten aufgezeichnet
werden.

Entnehmen Sie > 2 ml Blut in einem EDTA- oder HeparinrShrchen. Die Blutprobe durch Venenpunktion oder eine
periphere Infusionsleitung entnehmen. Hierdurch soll jegliche Kontamination durch das Infusionsmedikament
vermieden werden. Die Blutprobe darf NICHT von der Infusionsleitung entnommen werden.
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Probenstabilisator

Den My5-FU-Probenstabilisator sofort nach der Entnahme in das Entnahmegefdfi injizieren und 3 Mal vorsichtig
schwenken. Bei Verwendung des Stabilisators die Probe nicht auf Eis oder im Kiihlschrank lagern. Die Probe innerhalb
von 24 Stunden nach der Entnahme zentrifugieren. Plasma unter Vermeidung der Zellschicht oben vom Roéhrchen
abnehmen und das Plasma in ein verschliefSbares Sekundar-Rohrchen iibertragen. Das Plasma muss frei von Zellen sein.
Fiir eine Messung innerhalb von einer Woche, Probe bei 2 - 8°C oder Raumtemperatur lagern; fiir langeres Aufbewaren,
Probe bei < -20°C einfrieren. Die Proben konnen ungekiihlt verschickt werden. Das Labor {iiber die Zeiten von
Infusionsstart und -ende informieren. Eine vollstandige Gebrauchsanweisung fiir den Probenstabilisator ist der
Packungsbeilage fiir den My5-FU-Probenstabilisator zu entnehmen.

Kein Probenstabilisator

Die Verwendung des Probenstabilisators wird dringend empfohlen. Wenn der Probenstabilisator nicht verwendet wird,
miissen die Proben innerhalb von 20 Minuten nach der Entnahme zentrifugiert werden, um das Plasma abzutrennen.
Alternativ dazu kann die Probe sofort nach Entnahme auf Eis gelagert und innerhalb einer Stunde nach Entnahme
zentrifugiert werden. Plasma unter Vermeidung der Zellschicht oben vom Roéhrchen abnehmen (Kontaminierung des
Plasmas mit Blutzellen kann 5-FU-Degradierung verursachen), und das Plasma in ein zweites Réhrchen mit Stopfen
tibertragen. Die Probe zur Messung innerhalb von einer Woche bei 2 - 8°C lagern; fiir langeres Lagern einfrieren (< -20°C).
Wenn die Probe an ein externes Testlabor versendet wird, muss die Plasmaprobe vor dem Versand fiir mindestens 16
Stunden eingefroren werden (< -20°C), um eine Degradierung der Probe zu vermeiden. Die Proben kénnen dann bei
Umgebungstemperatur ins Labor geschickt werden.

Verfahren

Bereitgestellte Materialien:
REF| 5FU-RGT - My5FU Assay

Weitere erforderliche Materialien, die nicht im Lieferumfang enthalten sind:
REF| 5FU-CAL - My5-FU Calibrator Kit
REF| 5FU-CON - My5-FU Control Kit

REF| 5FU-STB — My5-FU Sample Stabilizer Packs (20 kits) OR 5FU-STB-V- My5-FU Sample Stabilizer
Vial

Gerite
Ein Umfiillen der Reagenzien in fiir das Analysegerat spezifische Reagenzienbehalter kann erforderlich sein.

Die Leistung von Gerédteapplikationen, die nicht durch Saladax Biomedical, Inc. validiert wurden, wird nicht
garantiert und muss vom Benutzer bestimmt werden.

Assay

Zur Durchfithrung des Assays siehe das geratespezifische Applikationsblatt und die zugehdrige Bedienungsanleitung des
Analysegeréts.

Probenverdiinnungsverfahren

Proben mit 5-FU Konzentrationen hoher als 1.800 ng/ml konnen 1:5 verdiinnt werden, um die obere Messbereichsgrenze
auf 9.000 ng/ml zu erhdhen. Ein automatisches Verdiinnungsprotokoll (nur durch Kiivette) von 5-FU-Proben mit Wasser
ist der Gebrauchsanleitung fiir das jeweilige Instrument zu entnehmen. Alternativ dazu kénnen Proben, die aufSerhalb
des MefSbereichs liegen, manuell mit deionisiertem Wasser im Verhaltnis von 1:10 oder 1:100 oder mit dem Nullkalibrator
im Verhaltnis von 1:5 verdiinnt und zur Analyse in den Probenhalter gestellt werden.

Kalibrierung

Der My5-FU-Assay erzeugt unter Verwendung des My5-FU-Kalibrator-Kits eine Kalibrationskurve fiir den Bereich von 0
bis 1.800 ng/ml. Die untere Nachweisgrenze von 5-FU in Plasma fiir den My5-FU-Assay betrédgt 52 ng/ml.
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Die Assay-Kalibrierung durch Messen der My5-FU-Kontrollen validieren.
Hiufigkeit der Kalibrierung
Folgender Kalibrierungsplan wird empfohlen:
e Nach dem Wechsel einer Reagenz- Kit-Charge,
¢ Nach der Durchfithrung der monatlichen Instrumentenwartung,
¢ Entsprechend den Anforderungen der Qualitdtskontrollverfahren.
Qualititskontrolle
Das My5-FU-Kontroll-Kit enthalt drei Level an Kontrollen mit niedriger, mittlerer und hoher 5-FU-Konzentration.

Jedes Labor sollte seine eigenen Kontrollbereiche und -frequenz festlegen. Gemafs guter Laborpraxis sollten an jedem Tag,
an dem Patientenproben getestet werden, und bei jeder Kalibrierung, mindestens zwei Konzentrationen der
Qualitdtskontrolle getestet werden. Nach dem Wechsel von Reagenzien (Kit) oder Kontrollchargen sollten die
Kontrollzielwerte und -bereiche neu festgelegt werden.

Ergebnisse und Erwartungswerte

Die Gerdte-Software berechnet eine nicht lineare Best-Fit-Kurvengleichung, die verwendet wird, um eine
Kalibrierungskurve im 5-FU-Konzentrationsbereich von 0 bis 1.800 ng/ml zu erzeugen. Diese Kurve wird auf dem
Analysegerét gespeichert und benutzt, um Arzneimittelkonzentrationen in unbekannten Proben unter Verwendung
deren Absorptionswerten zu berechnen.

Begrenzungen des Verfahrens

Wie bei allen Analytbestimmungen muss der My5-FU-Assay zusammen mit Informationen aus klinischen
Untersuchungen und anderen diagnostischen Verfahren verwendet werden.

Leistungsmerkmale fiir den My5-FU-Assay fiir andere Korperfliissigkeiten als Humanplasma mit EDTA oder Heparin
wurden nicht etabliert.

Bei Proben mit den folgenden Zusé&tzen wurden keine signifikanten Stérungen beobachtet:

Storende Substanz Konzentration
Rheumafaktor 500 IU/ml
Gesamtprotein-Matrixeinfluf3 12 g/dl 120 g/1
Ikterische Stérungen 95 mg/dl 1624 pumol/l
Lipamische Stérungen 1700 mg/dl 19 mmol/l
Hémolysat 1.000 mg/dL

5-FU ist in Vollblut nicht stabil. Himolyse muss vermieden werden.

Theophyllin weist bei einer Konzentration von 10.000 ng/ml im My5-FU-Assay eine Kreuzreaktivitit von 4,6% auf. Bei
Patienten, die Theophyllin einnehmen, kann eine erh6hte 5-FU-Konzentration gefunden werden. Theobromin, getestet in
einer Konzentration von 20.000 ng/ml, zeigt eine Kreuzreaktivitat von 2,2%. Bei Patienten, die vor oder wahrend der
Infusion Schokolade verzehrt haben, kénnen erhohte 5-FU Konzentrationen gefunden werden.

Wie bei allen Assays, die Mausantikorper verwenden, besteht die Moglichkeit von Storungen durch humane Anti-
Mausantikorper (HAMA) in der Probe. Proben mit solchen Antikdrpern konnen inkorrekte 5-FU-Ergebnisse erzeugen,
die mit dem klinischen Profil des Patienten nicht vereinbar sind. Falls Sie einen solchen Fall vermuten, kontaktieren Sie
den technischen Kundendienst von Saladax.

Erwartungswerte

Es wurde bisher keine genau definierte Beziehung zwischen 5-FU-Plasmaspiegeln und antineoplastischer Wirksamkeit
etabliert. Kiirzlich veroffentliche Studien mit Kolorektalkarzinom-Patienten verwendeten einen AUC Zielbereich von 20
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bis 24 oder bis 30 mg-h/L.18212338 AUC-Levels oberhalb 25 mg-h/l wurden mit erhdhtem Toxizitétsrisiko in Form von
Durchfall, Hand-Fuf8-Syndrom, Schleimhautentziindung, Mundhohlenentziindung und Leukopenie in Zusammenhang
gebracht.417.24-%7

Die Verwendung von 5-FU-AUC-Berechnungen, bei denen die AUC anhand der stationaren 5-FU-Konzentration (Css),
multipliziert mit der Dauer des 5-FU-Infusionszyklus, bestimmt wird, ist bei der Festlegung optimaler 5-FU-Einzeldosen
nachweislich von Nutzen. Der AUC-Wert kann durch Multiplizieren der stationdren Konzentration (Css) mit der Dauer
der Infusion (in Stunden) berechnet werden:

Css x Infusionsdauer = AUC

5-FU-Arzneimittelkonzentrationen diirfen nicht das einzige Mittel im therapeutischen Arzneimittel-Management sein.
Der My5-FU-Assay muss zusammen mit Informationen aus klinischen Untersuchungen und anderen diagnostischen
Verfahren verwendet werden. Die Patientenhistorie und der derzeitige Gesundheitszustand des Patienten, die
Komplexitat des klinischen Bildes, die individuellen Unterschiede bei der Empfindlichkeit gegeniiber 5-FU und der
toxischen Wirkungen von 5-FU, die gleichzeitige Verabreichung anderer Arzneimittel und eine Reihe anderer Faktoren
konnen bewirken, dass die optimalen Blutkonzentrationen von 5-FU fiir jede Person anders ist. Jeder Patient muss vor
Anderungen des Behandlungsplans einer umfassenden klinischen Untersuchung unterzogen werden. Auflerdem miissen
Artze ihre Patienten beim Start der Therapie und bei Dosisanpassungen aufmerksam iiberwachen. Angesichts der
Heterogenitat des klinischen Zustandes eines Patienten muss der Arzt den gewiinschten Bereich des therapeutischen
Managements basierend auf den eigenen Erfahrungen und den Bediirfnissen des Patienten festlegen. 5-FU-
Konzentrationen fiir einzelne Patienten miissen anhand einer einzigen, konsistenten Methode bestimmt werden, um
unklare Effekte zu minimieren, die durch Unterschiede in Kreuzreaktivitit und der Erkennung von Metaboliten
verursacht werden konnen.

Spezifische Leistungsmerkmale

Nachfolgend sind typische, mit dem Beckman (vormals Olympus) AU400 erzielte Leistungsdaten fiir den My5-FU-Assay
aufgelistet. Individuelle Ergebnisse eines Labors kénnen von diesen Daten abweichen.

Priizision
Die Prazision wurde gemaf$ der Beschreibung in CLSI Richtlinie EP5-A2 bestimmt.

Niedrige, mittlere und hohe 5-FU-Kontrollen und 4 Patientenprobenpools mit unterschiedlichen 5-FU-Spiegeln wurden
20 Tage lang an zwei Testzentren zweimal taglich mit 2 Assay-Chargen zweifach getestet. Die Mittelwerte wurden
bestimmt, und die SA und der VK (%) innerhalb eines Laufs berechnet.

Die nachfolgenden Ergebnisse sind typische Ergebnisse von einer Reagenzcharge an einem Testzentrum.

) . Innerhalb eines
Zugewiesener Mittelwert Gesamt

Probentyp Wert (ng/ml) N (ng/ml) Laufs
8 8 SA % VK SA % VK
225 80 223 55 2,5 11,5 5,2
Kontrollen 450 80 450 6,5 1,4 9,7 2,1
900 80 910 10,4 1,1 14,7 1,6
240 80 238 11,6 4,9 13,2 5,5
470 80 475 8,5 1,8 12,1 2,6

Humanplasma

700 80 705 13,2 1,9 15,1 2,1
1300 80 1341 18,6 1,4 27,0 2,0

Unteres Quantifizierungslimit (LoQ)

Dies wird als die geringste Konzentration des Medikaments definiert, die mit akzeptabler Genauigkeit und Prézision
gemessen werden kann. Dieser Wert gilt als die gemessene Arzneimittelkonzentration, bei der der Assay-
Variationskoeffizient nicht grofler als 15% ist und die Wiederfindung 90 bis 110% betrdagt. Um das LoQ zu bestimmen,
wurden 3 negative Plasmaproben mit einer bekannten Menge an 5-FU gespikt, und die Arzneimittelmenge wurde mit

Deutsch 6



zwei Reagenzlosen iiber fiinf Durchldufe vom Test quantifiziert (n = 5/Durchlauf). Als untere Bestimmungsgrenze
wurden 85 ng/ml festgelegt.

Nachweisgrenze (LoD)

Wird als die niedrigste Arzneimittelkonzentration definiert, die mit einer Sicherheit von 95% erkannt werden kann. Um
das LoD zu bestimmen, wurden 3 negative Plasmaproben mit einer bekannten Menge an 5-FU gespikt, und die
Arzneimittelmenge wurde mit zwei Reagenzlosen tiber fiinf Durchldufe vom Test quantifiziert (n = 5/Durchlauf). Die LoD
wurde auf 52 ng/ml festgelegt.

Spezifitit

5-FU-Metabolite und strukturell verwandte Verbindungen

Soweit nicht anderweitig angegeben, wurden 10.000 ng/ml jeder der nachfolgenden 5-FU-Metabolite oder strukturell
verwandter Verbindungen zu 5-FU-freiem Plasma hinzugegeben und mit dem My5-FU-Assay gemessen. Die
Kreuzreaktivitét (%) des Assay fiir jede Verbindung ist unten angegeben.

Substanz Kreuzreaktivitat (%)
Dihydro-5-Fluorouracil <0,1
Dihydrouracil* 0,4
Eniluracil 0,9
Uracil 11,1
Thymidin <0,1
5-Fluorouridin <0,1
Uridin <0,1
Pseudouridin®* <0,01
Tegafur <0,1
Capecitabin* <0,01
5’-Deoxy-5-Fluorouridin <0,1
5’-Deoxy-5-Fluorocytidin <0,1

*100.000 ng/ml getestete Konzentration

Héufig mitverabreichte Arzneimittel

Sofern nicht anderweitig angegeben, wurden 100.000 ng/ml jeder Zusammensetzung in 5-FU-freies Plasma oder in mit
1.000 ng/ml 5-FU gespiktem Plasma gespikt. Mit Ausnahme von Theophyllin mit einer Kreuzreaktivitat von 4,6% im
Assay und Theobromin mit einer Kreuzreaktivitdit von 2,2% wiesen alle Zusammensetzungen im Assay eine
Kreuzreaktion von < 1% auf.

Acetaminophen Irinotecan* Prednison
N-Acetylprocainamid Kanamycin A Procainamid
Allopurinol Kanamycin B Prochlorperazin
Amikacin Leucovorin* Quinidinsulfat
Ampicillin Lidocain Rifampicin
Azathioprin Methotrexat Salicylsdure
Koffein Methylprednisolon Spectinomycin
Carbamazepin Morphinsulfat* Streptomycinsulfat
Ceftriaxon Oxaliplatin* Theobromin**
Cephalosporin Paraxanthin** Theophyllin*
Erythromycin Penicillin G Tobramycin
Gemcitabin Phenobarbital Valproinsaure
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Gentamycin Phenytoin Vancomycin

Hydrocortisol Prednisolon Xanthin

*10,000 ng/ml getestete Konzentration
**20,000 ng/ml getestete Konzentration

Wiederfindung

Zur Beurteilung der Wiederfindung wurde 5-FU in normale 5-FU-freie Plasmaproben und in Patientenproben mit einer
bekannten 5-FU-Konzentration gegeben. Die prozentuale Wiederfindungsrate wurde durch Dividieren der beobachteten
Konzentration jeder Probe durch die erwartete Konzentration des hinzugefiigten 5-FU plus dem urspriinglich in der
Probe vorhandenen 5-FU bestimmt. Die prozentualen Wiederfindungsraten betrugen 96 - 108%.

Linearitit nach Probenverdiinnung

Zur Beurteilung der Assay-Linearitdit wurden 11 Proben mit 5-FU-Konzentrationen, die den Assay-Bereich abdecken,
vorbereitet; hierzu wurde das Verdiinnungsschema in CLSI Richtlinie EP6-A Vol. 23 Nr. 16 verwendet und mit 2 Assay-
Chargen (n = 10) getestet. Die Linearitdt bei bestimmten Verdiinnungen wurde als akzeptabel erachtet, wenn die
prozentuale Abweichung innerhalb + 10% des Erwartungswerts fiir Konzentrationen von > 150 ng/ml oder innerhalb von
+ 15% fiir Konzentrationen von < 150 ng/ml lag. Das Assay wurde iiber den Messbereich des Assay als linear befunden.

Methodenvergleich

Ein Vergleich zwischen dem Saladax My5-FU-Assay und LC-MS/MS wurde mit 57 Humanplasmaproben von Patienten,
die 5-FU-Therapie erhalten, durchgefiihrt. Der Bereich der 5-FU-Konzentration gemessen mit dem My5-FU-Assay betrug
122 - 1.801 ng/ml mit einem Mittelwert von 816 ng/ml. Der Bereich der gemessenen 5-FU-Konzentration fiir die validierte
LC-MS/MS-Referenzmethode betrug 141-1.810 ng/ml mit einem Mittelwert von 796 ng/ml. Die Ergebnisse der Deming-
Regressionsanalyse sind unten gezeigt.
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