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Naziv

™
ARK  Zonisamide Assay

Namjena

ARK Zonisamide Assay je homogeni enzimski imunoloski test namijenjen
kvantitativnom odredivanju zonisamida u ljudskom serumu ili plazmi na
automatiziranim analizatorima kliniCke kemije. Koncentracije zonisamida
mogu se upotrijebiti kao pomo¢ u zbrinjavanju pacijenata lijeCenih
zonisamidom.

Sazetak i objasnjenje ispitivanja

Zonisamid (1,2-benzisoksazol-3-metansulfonamid, ZONEGRAN®) je
antikonvulzivni lijek odobren za primjenu kao pomocna terapija u lijeCenju
parcijalnih napadaja u odraslih osoba s epilepsijom.’

Nacela postupka

ARK Zonisamide Assay je homogeni imunoloSki test koji se temelji na
nadmetanju izmedu lijeka u uzorku i zonisamida oznacenog enzimom
glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PDH) za vezivanje na reagens
protutijela. Buduci da se potonje veze na protutijelo, aktivnost enzima se
smanjuje. U prisutnosti lijeka iz uzorka, enzimska aktivnost se povecava i
izravno je proporcionalna koncentraciji lijeka. Aktivni enzim pretvara
koenzim nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) u NADH koji se mijeri
spektrofotometrijski kao brzina promjene apsorpcije. Endogeni serum
G6PDH ne utjeCe na rezultate jer koenzim NAD funkcionira samo s
bakterijskim enzimom koji se upotrebljava u testu.

Reagensi
REF Opis proizvoda Koli¢ina/volumen
5022-0001-00 ARK Zonisamide Assay 1x28 ml

Reagens — protutijelo/supstrat

poliklonska protutijela kuni¢a na zonisamid, glukoza-
6-fosfat, nikotinamid adenin dinukleotid, govedi
serumski albumin, konzervansi i stabilizatori

Reagens - enzim 1% 14 ml
Zonisamid oznacéen bakterijskim G6PDH, pufer,

govedi serumski albumin, konzervansi i stabilizatori




Rukovanje reagensom i njegovo skladiStenje

Reagensi ARK Zonisamide Assay isporuCuju se u tekuéem stanju,
spremni za uporabu i mogu se upotrijebiti izravno iz hladnjaka. Kada se ne
upotrebljavaju, reagensi se moraju Cuvati na 2 — 8 °C (36 — 46 °F), u
uspravnom polozaju i s Cvrsto zatvorenim poklopcima vijaka. Ako se
Cuvaju prema uputama, reagensi su stabilni do isteka roka trajanja
otisnutog na naljepnici. Ne zamrzavati reagense. |zbjegavajte dugotrajno
izlaganje temperaturama iznad 32 °C (90 °F). Nepravilno skladistenje
reagensa moze utjecati na u€inkovitost testa.

Upozorenja i mjere opreza

e Zain vitro dijagnosti¢ku uporabu. Samo za uporabu na recept.
e Reagensi E i dostupni su kao odgovarajuéi komplet i ne smiju se
medusobno zamjenjivati s reagensima iz razli€itih brojeva serija.

Prikupljanje uzoraka i priprema za analizu

e Svaki laboratorij odgovoran je za isporuku valjanog uzorka za analizu
prema svojim postupcima kvalitete.

e Potreban je serum ili plazma. Za dosljednost je dobra praksa uporaba
iste matrice uzorka za pojedine pacijente. Uzorak u stabilnom stanju,
najnize koncentracije (prije doze), op¢enito se smatra najdosljednijim
za terapijsko pracenje zonisamida. Potrebno je zabiljeZiti vrijeme
vadenja krvi od posljednje doze.

e Ne moZe se upotrijebiti puna krv. Sljedeci antikoagulansi mogu se
upotrijebiti s ovim testom.

¢ Natrijev heparin
e Litijev heparin
e Kalijev EDTA

e lIzbjegavajte hemolizirane uzorke. Zonisamid se distribuira u
eritrocite.?313

¢ Prikupljanje krvi mora se izvesti epruvetama kompatibilnim za primjenu
s terapijskim pracenjem lijeka (TDM).

e Pridrzavajte se preporuka proizvodaca epruveta za prikupljanje,
obradu i centrifugiranje.

e CLSI dokument GP44-A4 opisuje postupke za svodenje artefakata na
minimum zbog prikupljanja uzoraka i rukovanja za uobiCajena
laboratorijska ispitivanja.’®

¢ Ne izazivajte pjenjenje i izbjegavajte ponovno zamrzavanje i
odmrzavanje kako bi se oCuvala cjelovitost uzorka od trenutka
prikupljanja do vremena analize.

e Fibrin, crvene krvne stanice i druge Cestice mogu prouzrociti pogresan
rezultat. Osigurajte odgovarajucu centrifugaciju.



e Prisutnost mjehuri¢a ili pjene na uzorcima moze dovesti do kratke
isporuke uzorka i pogresnih rezultata.

e Svaki laboratorij treba pregledati dostupnu literaturu i interne podatke o
stabilnosti uzorka.

e Razjasnjeni uzorci mogu se Cuvati do tjedan dana na temperaturi od 2
do 8 °C. Ako ¢e ispitivanje biti odgodeno vise od tjedan dana, uzorke
treba Cuvati zamrznute (< -10 °C) do Cetiri tjedna prije ispitivanja.
Treba paziti da se ograniCi broj ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja.

¢ Postupajte sa svim uzorcima pacijenata kao da su potencijalno
zarazni.

Postupak

Isporuceni materijali
ARK Zonisamide Assay — 5022-0001-00

Potrebni materijali — isporuc¢uju se odvojeno
ARK Zonisamide Calibrator — [REF]| 5022-0002-00

Kontrole kvalitete — ARK Zonisamide Control — 5022-0003-00

Instrumenti
Reagensi i mozda ¢e se morati prenijeti u spremnike reagensa
specificne za analizator prije uporabe. Izbjegavajte unakrsnu

kontaminaciju i .

Prikladni su mnogi automatizirani analizatori klinicke kemije s
fotometrijskim odredivanjem brzine pri 340 nm. Pogledajte aplikacijski list
specifiCan za analizator za programiranje ARK Zonisamide Assay, koji je
dostupan kod vaseg distributera ili Sluzbe za korisnike tvrtke ARK. Listovi
protokola primjene koji su kategorizirani prema CLIA-i ili nose oznaku CE
provjereni su od strane proizvodaca. Laboratorij je odgovoran za
provodenje svih odgovarajucih potvrdi za uporabu testa s drugim
postavkama ili analizatorima.

Za svakodnevno odrzavanje pogledajte prirucnik za rukovanje odredenim
instrumentima.

Redoslijed ispitivanja
Da biste pokrenuli ili umjerili test, pogledajte prirucnik za rukovanje
odredenim instrumentom.

Umjeravanje

IzvrSite postupak potpunog umjeravanja (u 6 to¢aka) pomocu umjerivaca
A, B, C, D, E i F ARK Zonisamide Calibrators. Pokrenite umjerivae u dva
primjerka. Umjeravanje je potrebno sa svakim novim brojem serije
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kompleta reagensa. Provijerite krivulju umjeravanja s najmanje dvije razine
kontrole kvalitete prema utvrdenom planu osiguranja kvalitete laboratorija.

Kada ponovno umjeriti

e Kada god se upotrebljava nova serija reagensa.

e Kada god je to naznaCeno rezultatima kontrole kvalitete.
e Kada god to zahtijevaju standardni laboratorijski protokoli.

Kontrola kvalitete (QC)

Laboratoriji trebaju uspostaviti postupke kontrole kvalitete za ARK
Zonisamide Assay. Svi zahtjevi za kontrolu kvalitete i ispitivanje trebaju se
provoditi u skladu s lokalnim, drzavnim i/ili saveznim propisima ili
zahtjevima za akreditaciju.

Dobra laboratorijska praksa preporuCuje da se najmanje dvije razine
(niske i visoke medicinske toCke odlucivanja) kontrole kvalitete ispituju
svaki dan kada se testiraju uzorci pacijenata i svaki put kada se provodi
umjeravanje. Pratite kontrolne vrijednosti za sve trendove ili pomake. Ako
se otkriju bilo kakvi trendovi ili pomaci ili ako se kontrola ne oporavi unutar
navedenog raspona, pregledajte sve radne parametre u skladu s
postupcima kvalitete vaSeg klinickog laboratorija. Za daljnju pomoc¢
obratite se Sluzbi za korisnike.

Protokol ruénog razrjedivanja

Da biste procijenili razine lijeka u uzorcima koji prelaze gornju granicu
kvantifikacije, ruéno razrijedite uzorak nultim umjerivatem (CAL A).
Koncentracija nakon razrjedivanja mora premasiti granicu kvantifikacije i
biti unutar raspona mjerenja. Pomnozite analizirani rezultat s Cimbenikom
razrjedivanja.

Cimbenik ruénog razrjedivanja = (volumen uzorka + volumen CAL A)
Volumen uzorka

Rezultati

Jedinice rezultata navedite u yg/mL ili umol/L. Da biste pretvorili rezultate
iz pg/ml zonisamida u pmol/L zonisamid, pomnozite ug/ml s 4,71.
Pogledajte prirunik za rukovanje odredenim instrumentom za sve kodove
pogreSaka rezultata.

Ogranic¢enja postupka

Ovaj je test namijenjen samo za uporabu sa serumom ili plazmom;
pogledajte odjeljak ,Prikupljanje uzoraka i priprema za analizu”.
Opcenito je dobra praksa dosljedno upotrebljavati istu metodu (kao i
matricu) za individualnu brigu o pacijentima zbog potencijala varijabilnosti
izmedu metoda. Pogledajte odjeljak ,O€ekivane vrijednosti’ u nastavku.
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Ocekivane vrijednosti

Terapijski raspon za zonisamid nije dobro utvrden. PredlozZen je referentni
raspon izmedu 10 i 40 ug/ml. % U jednom ispitivanju primijeceno je 50%-
tno smanjenje napadaja pri serumskim koncentracijama u rasponu od 7
do 40 mg/L.” Neka ispitivanja ukazuju na povecéanu incidenciju Stetnih
uéinaka pri serumskim koncentracijama veéim od 30 mg/I.8-1% Opcenito,
odnos izmedu tih serumskih koncentracija i klinicCkog u€inka nije dobro
definiran, a uoCeno je znacajno preklapanje koncentracija zonisamida
izmedu osoba koje su odgovorile na terapiju u serumu i onih koje nisu
odgovorile na terapiju, kao i izmedu serumskih razina povezanih s
kontrolom napadaja i Stetnih u€inaka. Koncentracije zonisamida treba
uvijek upotrebljavati zajedno s informacijama dostupnim iz Kklini¢kih
procjena i drugih dijagnosti¢kih postupaka.

Na metabolizam zonisamida mogu utjecati istodobni lijekovi i polimorfizmi
koji induciraju enzime.3'"-'3  Farmakokinetika moZe se znacajno
razlikovati, osobito s istodobnim lijekovima i na temelju dobi.® Poluvijek
zonisamida iznosi 50 — 70 sati u pacijenata na monoterapiji i 25 — 35 sati u
pacijenata koji istodobno primaju antiepilepticke lijekove koji induciraju
enzime.

Navedeni referentni raspon koncentracija lijeka trebao bi podrazumijevati
samo donju granicu ispod koje je relativno malo vjerojatno da ¢e doci do
terapijskog odgovora i gornju granicu iznad koje je relativno vjerojatno da
Ce doci do toksi¢nosti u specificnim ispitivanim populacijama. LijeCnici koji
se koriste navedenim preporuCenim rasponima trebaju biti svjesni da,
zbog individualnih varijacija, pacijenti mogu postiCi terapijsku korist s
koncentracijama lijeka u serumu izvan tih raspona ili mogu dozivjeti
toksi¢nost s razinama ispod donje granice referentnog raspona.

Specificne karakteristike performansi

Svaki laboratorij odgovoran je za provjeru performansi pomocu
parametara instrumenta utvrdenih za njihov analizator. Sljedece
karakteristike performansi dobivene su na sustavu Roche/Hitachi 917.

Osjetljivost

Granica kvantifikacije (LOQ)

LOQ ARK Zonisamide Assay odreden je prema CLSI| EP17-A i definiran je
kao najniza koncentracija za koju je uoCena prihvatljiva preciznost i
oporavak izmedu testova (<20 % CV s 15 % oporavka). Utvrdeno je da
LOQ iznosi 2,0 pg/ml.



Raspon testa

Raspon testa je od 2,0 do 50,0 ug/mL. Prijavite rezultate ispod ovog
raspona kao < 2,0 yg/ml. Prijavite rezultate iznad ovog raspona kao
> 50,0 pg/ml.

Oporavak

AnalitiCki oporavak proveden je dodavanjem koncentriranog lijeka
zonisamida u ljudski serum negativan na zonisamid. Osnovni koncentrat
zonisamida visoke Cistoce dodan je volumetrijski ljudskom serumu
negativhom na zonisamid, Sto predstavlja koncentracije lijeka u cijelom
rasponu testa. Testirano je dvadeset ponavljanja svakog uzorka. Rezultati
su prosjecni i usporedeni s izraCunatom ciljnom koncentracijom i
postotkom oporavka. Rezultati su prikazani u nastavku.

Postotak oporavka = 100 X Srednja vrijednost oporavliene koncentracije
Teoretska koncentracija

Teoretska Srednja vrijednost

k ‘s oporavljene Postotak
oncentracija koncentracije Oporavak
) p
(ng/mL) (ug/mL)

2,0 1,7 85,3
3,0 3,0 100,0
5,0 5,5 110,0
15,0 15,7 104,5
25,0 25,3 101,0
35,0 35,0 100,0
50,0 491 98,1

Linearnost

Provedena su ispitivanja linearnosti kako je predlozeno u CLSI/NCCLS
protokolu EP6-A. Pripremljen je uzorak seruma od 80,0 ug/mliizvrdeno je
razrjedivanje proporcionalno ljudskom serumu negativnom na zonisamid.
Koncentracije zonisamida kretale su se u rasponu od 0,8 do 80,0 ug/ml.
Linearnost pri specificnim razriedenjima smatrala se prihvatljivom ako je
postotna razlika iznosila £10 % izmedu predvidenih regresijskih vrijednosti
1. i 2. reda ili £15% ispod 3,0 yg/ml. Linearni odnos izmedu 2,4 i
48,0 pg/ml prikazan je u nastavku.



Procijenjena Predvideni Predvideni

vrijednost Rezultati rezultati 1. rezultati 2. Postotak
(ug/mL) (ug/mL) reda reda razlike
2,4 2,3 2,5 2,3 -7,0
3,2 3,2 3,3 3,2 -3,8
4,0 4.1 4.1 4,0 -1,8
4.8 4.8 4.8 4.8 -0,6
5,6 5,8 5,6 5,6 0,3
6,4 6,7 6,4 6,5 1,0
7,2 7,4 7,2 7,3 1,4
8,0 8,2 8,0 8,1 1,8
16,0 16,2 15,7 16,2 2,7
24,0 23,4 23,5 24,0 2,3
32,0 32,0 31,3 31,7 1,4
40,0 39,7 39,1 39,2 0,4
48,0 45,8 46,8 46,5 -0,7

Usporedba metoda

Korelacijska ispitivanja provedena su pomoéu CLSI/NCCLS protokola
EP9-A2. Rezultati ARK Zonisamide Assay usporedeni su s rezultatima
turbidimetrijskog imuno-testa. Koncentracije zonisamida kretale su se u
rasponu od 6 pg/ml do 45 pg/ml. Rezultati regresijske analize Passing-
Bablok 14 za ispitivanje prikazani su u nastavku.

Nagib 1,00 (od 0,96 do 1,00)
y-odsjecak -1,00 (od -1,00 do -0,46)
Koeficijent korelacije (r?) 0,93 (od 0,91 do 0,95)
Broj uzoraka 176
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Preciznost

Preciznost je utvrdena kako je to opisano u CLSI/NCCLS protokolu EP5-
A2. U ispitivanju su upotrijebljene kontrole na tri razine koje su sadrzavale
zonisamid i objedinjene uzorke ljudskog seruma. Svaka razina kontrole
ispitivana je u Cetverostrukom uzorku dva puta dnevno tijekom 20 dana.
Svaka dnevna provedba bila je u medusobnom razmaku od najmanje dva
sata. lzraCunati su rezultati tijekom provedbe, izmedu dana, ukupni SD i
postotak CV-ova. Rezultati su prikazani u nastavku. Kriteriji prihvatljivosti:
<10 % ukupnog CV-a



Tijekom

provedbe Izmedu dana Ukupni
Uorak N vijeanost so S so SV s OV
(pg/mL)

Kontrola ARK Zonisamide

NISKO 160 5,0 0,21 4.1 0,16 3,2 0,25 5,1
SREDNJE 160 24,4 0,96 3,8 0,56 2,3 1,12 4,5
VISOKO 160 50,6 1,97 3,9 1,33 2,6 2,63 53
Ljudski serum

NISKO 160 7,0 0,29 4,0 0,21 3,0 0,36 4,9
SREDNJE 160 22,6 0,81 3,5 0,59 2,6 1,01 4.4
VISOKO 160 51,6 2,47 49 1,66 3,2 2,96 59

Interferirajuce tvari

Ispitivanja interferencije provedena su s pomoc¢u CLSI/NCCLS protokola
EP7-A2 kao smjernice. Procijenjene su Kklinicki visoke koncentracije
sljedecih potencijalno interferirajuéih tvari u serumu s poznatim razinama
zonisamida (priblizno 15 i 45 ug/ml). Svaki uzorak ispitan je pomocu ARK
Zonisamide Assay, zajedno s kontrolom zonisamida u serumu. Mjerenje
zonisamida imalo je za rezultat pogreSsku od <10 % u prisutnosti
interferirajucih tvari na ispitivanim razinama.

Postotak oporavka

Interferirajuca Interferirajuca 15 pg/mL 45 pg/mL
tvar koncentracija zonisamida zonisamida
Albumin 12 g/dI 103,3 97,9
Bilirubin — konjugirani 70 mg/dl 102,8 101,0
Bilirubin — nekonjugirani 70 mg/d| 100,1 98,8
Kolesterol 651 mg/dl 98,5 97,0
Gama-globulin 12 g/dl 97,3 101,4
Hemoglobin 1000 mg/dl 96,6 104,1
Intralipid® 1500 mg/dl 94,8 94,7
Reumatoidni faktor 1100 1U/ml 98,4 100,2
Trigliceridi 1204 mg/dI 96,5 96,9
Mokracéna kiselina 30 mg/dI 98,5 994
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Specificnost

Unakrsna reaktivnost ispitana je na dostupne metabolite zonisamida.
Ostali lijekovi koji se rutinski primjenjuju sa zonisamidom i antiepilepti¢kim
lijekovima takoder su ispitani kako bi se utvrdilo utjeCu li ti spojevi na
kvantifikaciju koncentracija zonisamida s pomo¢u ARK Zonisamide Assay.
Visoke razine ovih spojeva dodane su u skupne uzorke seruma Koji
sadrze niske (15 pg/ml) i visoke (45 pg/ml) terapijske razine zonisamida.
Uzorci su analizirani i usporedene su koncentracije zonisamida u
uzorcima koji sadrze interferirajucu tvar s kontrolnim serumom.

Metaboliti

Procijenjeni su N-acetil zonisamid (NAZ) i ne-glukuronidirani 2-
sulfamoilacetil fenol (SMAP). Metaboliti NAZ i SMAP-glukuronid pronadeni
su prvenstveno u urinu pacijenata koji primaju terapiju zonisamidom. 3713
Nisu otkriveni u plazmi. Unakrsna reaktivnost procijenjena je u prisutnosti
niskog (15 pg/ml) i visokog (45 pg/ml) zonisamida.

Konc Postotak Postotak
. . Unakrsna reaktivnost interferencije
Metabolit metabolita . . " "
(ug/mL) Nisko Visoko Nisko Visoko
Zonisamid | Zonisamid | Zonisamid | Zonisamid
50,0 1,7 5,5 5,4 6,1
NAZ 10.0 5.3 3.3 3.3 0.7
50,0 18,2 19,5 57,1 20,6
SMAP 10.0 14.8 27.3 8.8 538

Interferencija s lijekom

Selektivna protutijela na zonisamid nisu imala unakrsnu reakciju s drugim
ispitivanim antiepilepticima ili istodobno primijenjenim lijekovima. Visoka
koncentracija svakog spoja dodana je u normalni ljudski serum s poznatim
razinama zonisamida (priblizno 15 i 45 ug/ml) i testirana zajedno s
kontrolom zonisamida u serumu. Mjerenje zonisamida imalo je za rezultat
pogresku od <10 % u prisutnosti spojeva lijeka na ispitivanim razinama.

11



Postotak oporavka

Koncentracija Spoja
(ng/mL) 15 pg/mL 45 pg/mL
zohisamida zonisamida

2-etil-2-fenilmalonamid 1000 98,4 100,2
Acetaminofen 200 98,7 98,7
Acetilsalicilna kiselina 1000 100,3 102,3
Kofein 100 97,0 97,5
Karbamazepin-10, 11-

epoksid 120 99,9 100,9
Karbamazepin 120 101,7 100,8
10-hidroksikarbamazepin 100 96,6 93,5
Klonazepam 50 100,0 991
Ciklosporin A 40 101,2 104,9
Diazepam 20 98,0 100,8
Eritromicin 200 101,4 103,9
Etosuksimid 1000 99,9 100,5
Felbamat 1000 94,3 102,4
Gabapentin 100 100,9 105,3
Heparin 200 jedinica/ml 104,1 102,7
Ibuprofen 500 101,3 105,9
Lamotrigin 300 100,0 99,8
Levetiracetam 400 95,6 97,9
L-triptofan 50 102,9 104,7
Okskarbazepin 50 99,1 105,2
Fenobarbital 400 98,6 101,9
Fenitoin 200 105,1 106,7
Primidon 100 98,3 98,8
Salicilna kiselina 500 104,7 106,6
Sulfametoksazol 400 102,0 105,2
Sulfisoksazol 1000 95,8 98,3
Teofilin 250 101,7 100,3
Tiagabin 200 102,2 103,5
Topiramat 250 101,7 105,0
Trimetoprim 40 1011 96,3
Valproatna kiselina 1000 99,8 101,2
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14 Zastitni znakovi

™
ARK ' je zastitni znak tvrtke A RK Diagnostics, Inc.
Ostali nazivi robnih marki ili proizvoda zastitni su znakovi njihovih vlasnika.
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