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Jméno

ARK' Lacosamide Assay
Zamyslené pouziti

ARK Lacosamide Assay je homogenni enzymovy imunotest urCeny pro
kvantitativni stanoveni lacosamidu v lidském séru na automatizovanych
klinickych chemickych analyzatorech. Ziskana méfeni se pouzivaji pfi
monitorovani hladin lacosamidu, aby se zajistila vhodna Iécba.

Souhrnné informace a vysvétleni testu

Lacosamid (Vimpat®, UCB, Inc.) [(R) -2-acetamido-N-benzyl-3-
methoxypropionamid] je indikovan k I1éEbé parcialnich zachvatd u pacientu
ve véku 24 let a jako pfidatna |écba pfi IéEbé primarnich generalizovanych
tonicko-klonickych zachvatt u pacientl ve véku 24 roky.’

Principy postupu

ARK Lacosamide Assay je homogenni imunoanalyza zalozena na
konkurenci mezi |éCivem ve vzorku a lacosamidem oznaCenym enzymem
glukoza-6-fosfatdehydrogenaza (G6PDH) pro vazbu na protilatkové Cinidlo.
Jakmile se protilatka navaze, enzymova aktivita klesa. V pfitomnosti IéCiva
ze vzorku se aktivita enzymu zvySuje a je pfimo souvisejici s koncentraci
léCiva. Aktivni enzym prevadi koenzym nikotinamid adenin dinukleotid
(NAD) na NADH, ktery se méfi spektrofotometricky jako rychlost zmény
absorbance. Endogenni sérum G6PDH neinterferuje s vysledky, protoze
koenzym NAD funguje pouze s bakterialnim enzymem pouzitym v testu.

Cinidla
REF Popis produktu Mnozstvi/objem
5033-0001-00 | ARK Lacosamide Assay 1% 28 ml

Cinidlo R1| - protilatka/substrat

krali¢i polyklonalni protilatky proti lakosamidu,
glukdza-6-fosfatu, nikotinamid adenin dinukleotidu,
bovinnimu sérovému albuminu, azidu sodnému a
stabilizatorim

Cinidlo [R2]- Enzym 1% 14 ml
Lakosamid znaCeny bakterialnim G6PDH, pufrem,
hovézim sérovym albuminem, azidem sodnym a
stabilizatory




Manipulace a skladovani

Reakcni Cinidla ARK Lacosamide Assay jsou dodavana tekuta, pfipravena
k pouziti a lze je pouzit pfimo z chladniCky. Pokud se reakc¢ni Cinidla
nepouzivaji, musi byt skladovana pfi teploté 2—-8 °C (36—46 °F), ve svislé
poloze a se Sroubovacimi uzavéry pevné uzavienymi. Pokud jsou Cinidla
skladovana podle pokyn(, jsou stabilni az do data expirace vytisténého na
Stitku. Reakcni Cinidla nezmrazujte. Vyhnéte se dlouhodobému vystaveni
teplotam nad 32 °C (90 °F). Nespravné skladovani €inidel mtize ovlivnit
funkénost testu. Cinidla byla stabilni az 60 dni pfi skladovani v pfistroji na
zakladé podpulrnych udaju.

Produkty ARK Lacosamide obsahuji <0,09 % azidu sodného. Jako
preventivni opatfeni by méla byt postizena instalace v&etné pfistroju
adekvatné proplachnuta vodou, aby se zmirnila potencialni akumulace
vybusnych azidl kovu. Pokud jde o jiné souclasti testu, nevyzaduje se
Zadna zvlastni manipulace.

Varovani a bezpecnostni opatreni

e Pro diagnostické pouziti in vitro.

e Pouze k pouziti na Iékafsky predpis. Upozornéni: Federalni zakon USA
omezuje prodej tohoto zafizeni pouze na lékafe s pfisluSnou licenci
nebo jen na jeho objednavku.

o Cinidla|R1] a|R2]jsou dodavana jako odpovidajici sada a neméla by byt
zaménovana s Cinidly z riznych Cisel davek.

o Cinidla obsahuiji 0,09 % azidu sodného.

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

Odbér a priprava vzorku pro analyzy

e Kazda laborator je odpovédna za dodani platného vzorku pro analyzu
podle svych postupl zajisténi kvality.

e Sérum je vyzadovano. Rovnovazny, primeérny vzorek (pfed davkou) je
obecné pfijiman jako nejkonzistentnéjSi pro terapeutické monitorovani
lacosamidu. Je tfeba zaznamenat ¢as odbéru krve od posledni davky.

e Odbér krve musi byt provadén s odbérovymi zkumavkami
kompatibilnimi pro pouziti s terapeutickym monitorovanim IéCiv (TDM).

e Dodrzujte doporuceni vyrobce odbérné zkumavky pro sbér, zpracovani
a centrifugaci.

e Dokument CLSI GP44-A4 nastinuje postupy pro minimalizaci artefakt(
v dusledku odbéru vzorkd a manipulace pro bézné laboratorni testy.'3

e Nevyvolavejte pénéni a vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani, aby byla zachovana integrita vzorku od okamziku jeho
odbéru az do doby, kdy je testovan.

e Fibrin, Cervené krvinky a dalSi ¢astice mohou zpUsobit chybny vysledek.
Zajistéte adekvatni centrifugaci.



e Pfitomnost bublin nebo pény na vzorcich mize vést k dodani kratkého
vzorku a chybnym vysledkim.

o Kazda laboratof by méla konzultovat dostupnou literaturu a interni
udaje tykajici se stability vzorku.

o Vycisténé vzorky mohou byt skladovany az jeden tyden pfi teploté 2 az
8 °C. Pokud se testovani zpozdi o vice nez jeden tyden, vzorky by mély
byt skladovany zmrazené (< -20 °C) az Ctyfi tydny pfed testovanim. Je
treba dbat na omezeni poctu cykld zmrazovani a rozmrazovani.

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

Postup

Poskytnuté materialy
ARK Lacosamide Assay — 5033-0001-00

Pozadované materialy — poskytovany samostatné
ARK Lacosamide Calibrator — [REF| 5033-0002-00

Kontrola kvality — ARK Lacosamide Control — 5033-0003-00

Nastroje
Pfed pouzitim muze byt nutné prenést &inidla [R1] a [R2] do nadob na &inidla
specifickych pro analyzator. Zabrarite kfizové kontaminaci [R1] a |R2]

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

Informace o kazdodenni udrzbé naleznete v provozni pfiru¢ce specifické
pro dany pfistroj.

Sekvence testovani
Chcete-li provést nebo kalibrovat test, pfectéte si pfirucku pro obsluhu
specifickou pro dany pfistroj a aplikacni list specificky pro dany pfistroj.

Kalibrace

Provedte uplny kalibraéni postup (6 bodl) pomoci ARK Lacosamide
Calibrators A, B, C, D, E a F; cyklus kalibratoru provedte dvakrat. Ovérte
kalibracni kfivku nejméné dvéma urovnémi Kkontroly kvality podle
zavedeneého planu zajisténi kvality laboratore.

Prekalibrujte pfi kazdém pouziti nové davky Cinidel nebo podle vysledkd
kontroly kvality (viz kontrola kvality nize). K ovéfeni nové kalibracni kfivky
4



jsou zapottebi pfijatelné vysledky kontroly kvality. Pokud se pouzije nova
sada Cinidel se stejnym Cislem davky, ovérte systém pomoci kontrolnich
testl.

UloZena kalibracni kfivka byla ucCinna nejméné 14 dni na zakladé
podpurnych udaja.

Kontrola kvality (QC)

Laboratofe by mély stanovit postupy kontroly kvality pro ARK Lacosamide
Assay. VSechny pozadavky na kontrolu kvality a testovani by mély byt
provadény v souladu s mistnimi, statnimi a/nebo federalnimi pfedpisy nebo
akreditaCnimi pozadavky. Pfed hlasenim vysledku pacientu se ujistéte, ze
vysledky kontroly kvality splfiuji kritéria pfijatelnosti.

Spravna laboratorni praxe naznacuje, ze kazdy den se testuji nejméné dvé
urovné kontroly kvality vzorkl pacientd (nizké a vysoké I|ékarské
rozhodovaci polozky) a pokazdé se provadi kalibrace. Sledujte kontrolni,
zda nevykazuji néjaké trendy nebo posuny. Pokud jsou zjistény jakékoliv
trendy nebo posuny nebo pokud se kontrola neobnovi ve stanoveném
rozsahu, zkontrolujte v8echny provozni parametry podle postupl kvality
vasi klinické laboratofe. Obratte se na zakaznicky servis pro dalSi pomoc.

Protokol ruéniho redéni

Rozsah méfeni ARK Lacosamide Assay je 0,50 — 24,00 pg/ml. Vzorky
obsahujici lacosamid ve vysSich koncentracich (>24,00 ug/ml) se testuji
fedénim vzorku do méficiho rozsahu. Zfedte vzorek kalibratorem nuly (CAL
A). Navrhuje se Ctyfnasobny soucinitel fedéni. Vynasobte vysledek testu
soucinitelem fedéni.

Souginitel ruéniho redéni = (objem vzorku + objem CAL A)
Objem vzorku

Vysledky

Jednotky hlaseni vysledku jako pg/ml nebo pmol/l. Chcete-li prevest
vysledky z pg/ml lacosamidu na pmol/l lacosamidu, vynasobte ug/ml
koeficientem 3,995. Hodnota lacosamidu z tohoto testu by méla byt pouzita
ve spojeni s dalSimi klinickymi informacemi. VSechny chybové kody
vysledku naleznete v navodu k obsluze konkrétniho pfistroje.

Terapeutické rozmezi pro lacosamid nebylo dobfe stanoveno. Bylo
navrzeno referenéni rozmezi 5 yg/ml az 10 ug/ml? nebo 10 pg/ml az 20
ug/mi3. Test by mél byt pouzZivan pouze ve spojeni s informacemi
dostupnymi z klinickych hodnoceni a jinych diagnostickych postupd. Viz
Ocekavané hodnoty.
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Omezeni postupu

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

Ocekavané hodnoty

Terapeutické monitorovani antiepileptik (AED) se pouziva po celém svété
jako pomducka pro individualizaci farmakoterapie a byly zvefejnény rtizné
pokyny, které zdaraznuji konkrétni vlastnosti AED a rysy epilepsie, které
¢ini toto sledovani tak uziteéné.*’ Terapeutické rozmezi pro lacosamid
nebylo dostate¢né stanoveno. Bylo navrzeno referenéni rozmezi 5 pg/ml az
10 pg/ml? nebo 10 pg/ml az 20 pg/mi3. Koncentraci v ustaleném stavu Ize
dosahnout po 3 dnech 1é¢by.8 Koncentrace lacosamidu v séru se zvySovaly
v zavislosti na davce, byly nezavislé na véku a byly vySSi u Zen ve srovnani
s muzi.® Soucasné podavani karbamazepinu a fenytoinu (induktory enzymu
metabolizujicich Iéky) muzZe podstatné snizit sérové koncentrace
lacosamidu.®10

Koncentrace lacosamidu by nemély byt jedinym prostfedkem |éCby. Test by
mél byt pouzit ve spojeni s informacemi dostupnymi z klinickych hodnoceni
a jinych diagnostickych postupl. Lékafi by méli pacienty béhem |éCby a
upravy davkovani peclivé sledovat.

Specifické funkéni charakteristiky

Kazda laboratof je odpovédna za ovéfeni funkénosti pomoci parametrd
pfistroje stanovenych pro jejich analyzator. Na systému Beckman Coulter
AUG680 byly ziskany nasledujici funkéni charakteristiky.

Citlivost

Limit kvantifikace (LOQ)

Nasledujici charakteristiky byly stanoveny podle CLSI EP17-A2 pro ARK
Lacosamide Assay. Funk&nost specificka pro analyzator se muze lisit.

Kritérium Lacosamid (pg/ml)
Limit slepého vzorku (LoB); N = 60 0.000
uB + 1,645 SD, kde SD = 0,000 ’
Limit detekce (LoD); N = 60 0010
LoB + 1,652 SD, kde SD = 0,006 ’
Limit kvantifikace (LoQ); N = 40 0,40




LoQ-2SD > LoD
S pfijatelnou vytéznosti a linearitou

Kazda laboratof je odpovédna za stanoveni kritérii pro podavani zprav o
koncentracich lacosamidu. Nasledujici navrh z CLSI EP17-A2 muze byt
vhodny:

Vysledek < LoB zprava ,nebylo detekovano;
koncentrace < LoD*

LoB < Vysledek < Zprava LoQ ,detekovan analyt; koncentrace
< LoQ"

Vysledek = LoQ hlasi vysledek jako naméreny

Rozsah méreni

Rozsah analytického méfeni ARK Lacosamide Assay je 0,50 — 24,00 ug/ml.
Vzorky obsahujici lacosamid ve vysSich koncentracich (>24,00 pg/ml)
mohou byt testovany fedénim vzorku do méficiho rozsahu pro kvantitativni
vysledek nebo jinak hlaseny jako zjiSténé nad méficim rozsahem. Viz €ast
8 Postup — Protokol o ruénim fedéni.

Vytéznost

Analyticka vytéznost byla provedena pfidanim koncentrovaného
lacosamidového |éCiva do lidského séra negativniho na lacosamid.
Certifikovany zasobni koncentrat vysoce Cistého lacosamidu byl objemové
pfidan do lidského séra negativniho na lacosamid, coz predstavuje
koncentrace léku v celém rozsahu testu. Bylo testovano Sest replikatd
kazdého vzorku. Vysledky byly zprimérovany a porovnany s cilovou
koncentraci a vypoc¢tenym procentem vytéznosti.

% vytéznosti = 100 x prumérna vytéZzna koncentrace
Teoreticka koncentrace

Teoreticka Primér, vytéznost

Koncentrace Koncentrace y 'It’vrgcenttoo
(ng/ml) (ng/ml) ytéznost (%)
0,40 0,36 90 4
0,50 0,47 93,3
1,00 1,04 104,2
3,00 3,07 102,3
6,00 6,15 102,6

7



9,00 8,92 99,1
15,00 14,42 96,1

20,00 21,15 105,8

Primérné procento vytéznosti: 99,2

Linearita

Byly provedeny studie linearity, jak je navrzeno v CLSI EP6-A. Byl pfipraven
vzorek séra 30,00 pg/ml lacosamidu a Fedéni bylo provedeno
proporcionalné s lidskym sérem negativnim na lacosamid. Linearita pfi
specifickych fedénich byla povaZovana za pfijatelnou, pokud byl
procentualni rozdil £10 % mezi pfedpokladanymi regresnimi hodnotami 1.
a 2. fadu nebo < 0,20 pg/ml pfi koncentracich < 1,00 ug/ml. Linearni vztah
byl prokazan mezi 0,40 a 25,00 uyg/ml (y = 0,9998x — 0,0170).

Méreno Predpokladané Predpokladané

Nag','r‘nal')“' Vysledky  vysledky 1. vysledky 2. Rozdil
(Mg/ml) radu radu

0,00 0,00 -0,02 -0,08 Nepouzito

0,40 0,36 0,38 0,33 -0,05 pg/ml
1,50 1,55 1,48 1,45 2,0 %
3,00 2,95 2,98 2,98 0,0 %
6,00 5,83 5,98 6,02 0,7 %
9,00 8,91 8,98 9,05 0,7 %
12,00 12,01 11,98 12,05 0,6 %
15,00 15,02 14,98 15,04 0,4 %
18,00 18,11 17,98 18,01 0,2 %
21,00 21,41 20,98 20,97 0,1 %
25,00 24,55 24,98 24,87 -0,4 %

Porovnani metod

Srovnavaci studie metod byly provedeny s pouzitim CLSI EP09-A3 jako
smérnice. Vysledky ARK Lacosamide Assay byly porovnany s vysledky
testu LC-MS/MS. Byla provedena regresni analyza Passing-Bablok pro 150
vzorkll séra s koncentracemi lacosamidu podle LC-MS/MS, které se
pohybovaly od 0,65 pg/ml do 23,50 pg/ml. Regresni statistiky Passing-
Bablok'" jsou uvedeny nize (s limity spolehlivosti 95%).



Sklon 1,01 (0,99 az 1,04)

prisecik s osou y 0,03 (-0,10 az 0,15)
Korelacni koeficient (r?) 0,98 (0,98 az 0,99)
Pocet vzorku 150
25.00 1
20.00 A
E
2 1500 4
Py
5=
£ 10001
8
2
-
A 5.00
e
<
0.00 ; ; ; ; .
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
LC/MS/MS (ng/ml)
Presnost
Pfesnost byla stanovena, jak je popsano v CLSI EP05-A3. Tfiuroviioveé kontroly
(1,50,

7,00 a 15,00 pg/ml) a ve studii byly pouzity tfi vzorky obsahujici ekvivalentni
hladiny lacosamidu v souhrnném lidském séru. Kazda uroven byla testovana
Ctyfikrat dvakrat denné po dobu 20 dnu. Kazdy béh za den byl oddélen nejméné
dvéma hodinami. Byly vypocteny intra run, mezi dnem, celkova SD a procentualni
CV. Vysledky jsou uvedeny nizZe. Kritéria pfijatelnosti: <10 % celkového CV.

Reprodukovatel
Opakovatelnost .
Primér V ramci cyklu Mezi dnem nost
Vzorek N (ug/ml) y Celkem
cv cv cv
SD (%) SD (%) SD (%)
ARK Lacosamide Control
NizKA 160 1,55 0,049 3,1 0,049 3,1 0,070 4,5
STREDNI 160 7,13 0,202 2,8 0,204 2,9 0,287 4,0
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VYSOKA 160 14,94 0,450 3,0 0,445 3,0 0,664 4,4

Lidské sérum

NizKA 160 1,49 0,045 3,0 0,037 2,5 0,058 3,9
STREDNI 160 7,10 0,175 2,5 0,217 3,1 0,283 4,0
VYSOKA 160 15,18 0,456 3,0 0,432 2,8 0,657 4,3

Interferujici latky

Interferencni studie byly provedeny s pouzitim CLSI EP7-A2 jako smérnice. Byly
hodnoceny klinicky vysoké koncentrace nasledujicich potencialné interferujicich
latek v séru se znamymi hladinami lacosamidu (2,0 a 15,0 pg/ml). Kazdy vzorek
byl testovan pomoci ARK Lacosamide Assay spolu s kontrolou séra lacosamidu.
Méfeni lacosamidu vedlo k chybé <10 % v pfitomnosti interferujicich latek na
testovanych urovnich.

Procento vytéznosti (%)

Interferujici Interferent 2,0 ug/ml 15,0 pg/ml

Latka Koncentrace Lacosamid Lacosamid
Albumin 12 g/dl 99,8 101,7
Bilirubin — konjugovany 70 mg/d| 97,3 96,5
nel?gliwrjtzigv;ny 70 mg/dl 1011 98,3
Cholesterol 600 mg/dI 95,8 100,1
Gama-globulin 12 g/dl 103,5 98,5
Hemoglobin 1000 mg/dl 101,0 101,6
Revmatoidni soudinitel 1000 IU/ml 97,3 96,8
Triglyceridy 1000 mg/dI 97,9 96,2
Kyselina mocCova 30 mg/di 102,5 96,6

Specificnost
Metabolismus

Lacosamid je vyluCovan primarné ze systémoveého obéhu renalni exkreci a
biotransformaci. Po peroralnim a intraven6znim podani bylo pfiblizné 95 %
podaného lakosamidu nalezeno v moc¢i a méné nez 0,5 % ve stolici. Hlavnimi
vylu€ovanymi slouceninami byly nezménény lakosamid (pfiblizné 40 % davky),
jeho O-desmethyl metabolit (pfiblizné 30 %) a strukturné neznama polarni frakce
(pfiblizné 20 %). Plazmaticka expozice hlavniho lidského metabolitu, O-
desmethyl-lakosamidu, je pfiblizné 10 % expozice lakosamidu. Tento metabolit
nema Zzadnou znamou farmakologickou aktivitu. 12
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Metabolit

Zkfizena reaktivita metabolitu O- desmethyllakosamidu (5,0 pg/ml nebo 30,0
pug/ml) v ARK Lacosamide Assay nebyla klinicky vyznamna (< 3,0 % zkfizena
reaktivita). Lacosamid (2,0 pg/ml nebo 15,0 pg/ml v lidském séru) byl testovan v
nepfitomnosti nebo pfitomnosti metabolitu pfi vySSich nez ocekavanych
koncentracich metabolitu.

Naméreny lacosamid v nepfitomnosti/pfitomnosti
O-desmethyl metabolitu (ug/ml)

lacosamid Lacosamid Lacosamid
(ng/ml) (2,0 pg/ml) (15,0 pg/ml)

Metabolit Metabolit Metabolit Metabolit

nepfitomen | pfitomen | nepfitomen | pfitomen
50 2,18 2,23 Netestovano

30,0 Netestovano 15,51 16,40

Zkrizena reaktivita

NiZze uvedené slouceniny neinterferovaly s testem ARK Lacosamide Assay pfi
testovani v pfitomnosti lakosamidu (2,0 yg/ml a 15,0 pyg/ml). Testované hladiny
byly stejné nebo vySSi nez maximalni fyziologické nebo farmakologické
koncentrace. Koncentrace lacosamidu ve vzorcich obsahujicich interferent byly
porovnany s hladinou lacosamidu v normalni kontrole séra.

Konc. Konc.
Slouéenina Testovano Slouéenina Testovano
(png/ml) (ng/ml)
Acetaminofen 200 Linkomycin 1000
Acetazolamid 100 Mefenytoin 100
Kyselina 1000 | Mesoridazin 10
acetylsalicylova
Amikacin 100 Meticilin 250
Amitriptylin 20 Naproxen 600
Amoxapin 10 Neomycin 1000
Amfotericin B 100 Niacin 100
Ampicilin 100 Nitrazepam 20
Kyselina askorbova 100 Nortriptylin 20
Baclofen 100 Olanzapinum 10
Bupropion 10 Oxkarbazepin 100
Kofein 100 Paroxetin 10
Karbamazepin 100 2m-;elgr)1l;r2n-i?jﬂ(1lglléM A) 1000
Chloramfenikol 250 Penicilin V 100
Chlorpromazin 10 Perfenazin 100
Citalopram 10 Fenobarbital 200
Clobazam 100 Fenytoin 200
Klonazepam 10 Pregabalin 200
Cyklosporin A 40 Primidon 100
Diazepam 20 Prokainamid 100
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Konc. Konc.

Slouéenina Testovano Slouéenina Testovano
(pg/ml) (pg/ml)
Digoxin 10 Prochloroperazin 10
Doxepin 10 Ranitidin 100
Erytromycin 200 Rifampin 100
Etanol 4000 (0,4 %) Risperidon 10
Ethotoin 100 Sertralin 100
Etosuximid 250 Spektinomycin 100
Felbamat 250 Stiripentol 100
Fluoxetin 10 Sulfamethoxazol 400
Furosemid 100 Theofylin 200
Gentamicin 100 Thioridazin 10
Haloperidol 10 Tobramycin 100
Heparin 200 U/ml Tiagabin 200
Ibuprofen 500 Topiramat 250
Imipramin 10 Trimethoprim 40
Kanamycin A 200 Kyselina valproova 600
Gabapentin 200 Vankomycin 250
Lamotrigin 400 Vigabatrin 150
Levetiracetam 400 Zonisamid 400
Lidokain 100
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