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Name
™
ARK Zonisamide Assay

Verwendungszweck

Der ARK Zonisamide Assay ist ein homogener Enzymimmunoassay zur
quantitativen Bestimmung von Zonisamide in Humanserum oder —plasma
mit  automatischen  klinisch-chemischen  Analysensystemen. Die
gemessenen Zonisamid-Konzentrationen unterstitzen die Behandlung
von Patienten, die mit Zonisamid therapiert werden.

Zusammenfassung und Erlauterung des Tests

Zonisamid (1,2-benzisoxazol-3-methansulfonamid, ZONEGRAN®) ist ein
krampflosendes Medikament, das zur unterstitzenden Therapie bei der
Behandlung von partiellen epileptischen Anfallen bei Erwachsenen
zugelassen ist.’

Grundlagen des Verfahrens

Der ARK Zonisamide Assay ist ein homogener Immunoassay, bei dem der
Wirkstoff in der Probe mit Zonisamid, das mit dem Enzym Glukose-6-
Phosphat Dehydrogenase (G6PDH) gekoppelt wurde, um Bindungen an
das Antikorper-Reagenz konkurriert. Je mehr Antikdrper gebunden
werden, desto schwacher wird die Enzymaktivitat. Ist Wirkstoff in der
Probe vorhanden, steigt die Enzymaktivitat. Sie ist direkt proportional zur
Wirkstoffkonzentration. Das aktive Enzym wandelt das Koenzym
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) zu NADH um, das als Anderung
der Extinktionsrate spektralphotometrisch gemessen wird. Das endogene
Serum G6PDH hat keinen storenden Einfluss auf die Ergebnisse, da das
Koenzym NAD lediglich mit dem bakteriellen Enzym im Assay interagiert.

Reagenzien
Bestellnummer Produktbeschreibung GréRe / Volumen
5022-0001-00 ARK™ Zonisamide Assay 1X 28 mL

Reagenz — Antik6rper/Substrat
Polyklonale Kaninchen-Antikdrper fiir Zonisamid,
Glukose-6-Phosphat, Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid, Rinderserumalbumin,
Konservierungsmittel und Stabilisatoren

Reagenz [R2]- Enzym 1X 14 mL
Mit bakteriellem G6PDH gekoppeltes Zonisamid,

Puffer, Rinderserumalbumin, Konservierungsmittel
und Stabilisatoren




Handhabung und Lagerung der Reagenzien

ARK Zonisamide Assay Reagenzien werden als gebrauchsfertige
Lésungen geliefert und kdénnen direkt aus dem Kuhilschrank verwendet
werden. Wenn die Reagenzien nicht in Gebrauch sind, mussen sie bei 2-
8°C aufrecht und mit fest verschlossenem Schraubverschluss gelagert
werden. Werden die Reagenzien anweisungsgemal} gelagert, sind sie bis
zum Verfallsdatum auf dem Etikett stabil. Frieren Sie die Reagenzien nicht
ein. Vermeiden Sie die langere Einwirkung von Temperaturen uber 32°C.
UnsachgemaRe Lagerung der Reagenzien kann die Leistung des
Assays beeinflussen.

Warnhinweise und VorsichtsmafBnahmen

e Zum In-vitro-diagnostischen Gebrauch. Verwendung nur nach
Vorschrift.

e Die Reagenzien und werden als zusammengehoOrendes Set
geliefert und sollten nicht mit Reagenzien aus anderen Chargen
gemischt werden.

Probennahme und Vorbereitung fiir die Analyse

e Jedes Labor ist selbst dafur verantwortlich, gemal seinen
Qualitatsverfahren eine geeignete Probe fur die Analyse
bereitzustellen.

e Als Probenmaterial wird Serum oder Plasma bendtigt. Aus Grinden
der Konsistenz wird empfohlen, fur jeden Patienten immer das gleiche
Probenmaterial zu verwenden. Eine Talspiegelprobe (vor
Verabreichung einer Dosis) im Steady State gilt im Allgemeinen als
konsistentestes Probenmaterial fur das Therapeutische Drug
Monitoring von Zonisamid. Notieren Sie den Zeitpunkt der
Blutabnahme nach der letzten Dosis.

e Vollblut ist als Probenmaterial nicht geeignet. Die folgenden
Antikoagulantien kdnnen mit diesem Assay verwendet werden:

e Natrium-Heparin
e Lithium-Heparin
e Kalium-EDTA

e Verwenden Sie keine hamolytischen Proben. Zonisamid verteilt
sich in die Erythrozyten.?313

e Die Blutabnahme muss mit Enthahmerdhrchen erfolgen, die fur das
Therapeutische Drug Monitoring (TDM) geeignet sind.

e Befolgen Sie bei der Abnahme, Verarbeitung und Zentrifugierung der
Probe die Empfehlungen des Herstellers des Entnahmerohrchens.



e Das CLSI-Dokument GP44-A4 beschreibt Verfahren zur Minimierung
von Artefakten bei der Probenabnahme und -handhabung bei Ublichen
Labortests.®

e Vermeiden Sie Schaumbildung sowie wiederholtes Einfrieren und
Auftauen, um die Probenintegritat vom Zeitpunkt der Abnahme bis zum
Zeitpunkt der Analyse zu gewahrleisten.

e Fibrin, rote Blutkdrperchen und andere Partikel konnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fuhren. Sorgen Sie daher fur ausreichende
Zentrifugierung.

e Die Bildung von Blaschen oder Schaum in der Probe kann zu falschen
Ergebnissen fihren und dazu, dass nicht ausreichend Probenmaterial
zur Verfugung steht.

e Jedes Labor sollte sich mit der verfugbaren Literatur und den internen
Daten zur Probenstabilitat vertraut machen.

e Zentrifugierte Proben konnen bei 2 bis 8°C bis zu einer Woche
gelagert werden. Verzogert sich die Messung um mehr als eine
Woche, konnen die Proben eingefroren (< -10°C) und bis zu vier
Wochen gelagert werden. Achten Sie darauf, die Anzahl der Einfrier-
und Auftauzyklen auf ein Minimum zu beschranken.

e Behandeln Sie alle Patientenproben als potentiell infektioses
Material.

Testverfahren

Mitgeliefertes Material
ARK Zonisamide Assay — 5022-0001-00

Benotigtes Material — Separat erhaltlich
ARK Zonisamide Calibrator — 5022-0002-00

Qualitatskontrollen — ARK Zonisamide Control — 5022-0003-00

Gerate

Die Reagenzien und muissen vor Gebrauch eventuell in
geratespezifische Reagenzbehalter umgefullt werden. Vermeiden Sie eine
Kreuzkontamination von und .

Viele  automatisierte klinisch-chemische  Analysensysteme  mit
photometrischer Bestimmung bei 340 nm sind geeignet. Informationen zur
Programmierung des ARK Zonisamide Assays finden Sie im
geratespezifischen Applikationsprotokoll. Dieses erhalten Sie von lhrem
Lieferanten bzw. vom ARK Kundenservice. Die Applikationsprotokolle, die
CLIA-kategorisiert wurden oder ein CE-Zeichen tragen, wurden vom
Hersteller verifiziert. Es liegt in der Verantwortung des Labors, fur die
Durchfihrung des Assays mit anderen Einstellungen oder anderen
Analysensystemen die erforderlichen Validierungen durchzufihren.



Informationen zur taglichen Wartung finden Sie im geratespezifischen
Benutzerhandbuch.

Testabfolge
Informationen zur Durchfihrung bzw. zur Kalibration des Assays finden
Sie im geratespezifischen Benutzerhandbuch.

Kalibration

Fuhren Sie mit Hilfe der ARK Zonisamide Kalibratoren A, B, C, D, Eund F
eine vollstandige 6-Punkt-Kalibration durch. Messen Sie dabei jeden
Kalibrator doppelt. Fur jede neue Charge des Reagenzienkits ist eine
Kalibration erforderlich. Uberpriifen Sie die Kalibrationskurve mit
mindestens zwei Qualitatskontroll-Konzentrationen, entsprechend dem in
Ihrem Labor festgelegten Plan zur Qualitatssicherung. CAL A fungiert als
Kalibrationsleerwert.

Griinde fur eine Re-Kalibration

¢ Wenn eine neue Reagenzcharge verwendet wird

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

Qualitatskontrolle (QC)

Jedes Labor sollte ein Qualitatskontrollverfahren fir den ARK Zonisamide
Assay festlegen. Alle Vorgaben der Qualitatskontrolle und jede Messung
sollte  unter  Berlcksichtigung der  ortlichen, Landes- oder
Bundesvorschriften bzw. der Akkreditierungsanforderungen durchgefuhrt
werden.

Gute Laborpraxis sieht die Messung von mindestens zwei
Kontrollkonzentrationen (niedriger  bzw. oberer  medizinischer
Entscheidungspunkt) an jedem Tag vor, an dem Patientenproben
gemessen werden bzw. jedes Mal, wenn eine Kalibration durchgefuhrt
wird. Uberwachen Sie die Kontrollwerte auf mogliche Trends oder
Verschiebungen. Wenn Sie Trends oder Verschiebungen erkennen oder
wenn eine Wiederfindung innerhalb des definierten Kontrollbereichs nicht
moglich ist, Uberpriufen Sie alle Betriebsparameter entsprechend lhrer
laborspezifischen Qualitatskontrollverfahren. Zur weiteren Unterstitzung
kontaktieren Sie unseren Kundenservice.

Protokoll fur die manuelle Verdiinnung

Um Proben mit Wirkstoffkonzentrationen, die Uber der oberen
Bestimmungsgrenze liegen, abschatzen zu konnen, verdinnen Sie die
Probe manuell mit dem Nullkalibrator (CAL A). Die Konzentration nach der
Verdunnung sollte die Bestimmungsgrenze uberschreiten und in den
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Messbereich fallen. Multiplizieren Sie das Messergebnis mit dem
Verdunnungsfaktor.

Manueller Verdinnungsfaktor = (Volumen der Probe + Volumen CAL A)
Probenvolumen

Messergebnisse

Geben Sie lhre Messergebnisse in ug/mL oder pmol/L an. Um Ergebnisse
von pg/mL Zonisamid in ymol/L Zonisamid umzurechnen, multiplizieren
Sie pg/mL mit dem Faktor 4,71. Sollten Fehlercodes auftreten,
konsultieren Sie das geratespezifische Benutzerhandbuch.

Grenzen des Verfahrens

Dieser Assay ist ausschlielich fur die Verwendung in Serum oder Plasma
gedacht; weitere Informationen finden Sie im Abschnitt Probennahme
und Vorbereitung fur die Analyse. In der Praxis hat sich bewahrt, die
gleiche Methode (und das gleiche Probenmaterial) einheitlich flr jeden
Patienten zu verwenden, da es zwischen verschiedenen Methoden
potentielle Unterschiede geben kann. Weitere Informationen finden Sie im
folgenden Abschnitt Erwartete Werte.

Erwartete Werte

FUr Zonisamid existiert bislang kein fest etablierter therapeutischer
Bereich. Ein Referenzbereich zwischen 10 und 40 pg/mL wurde
vorgeschlagen.*® In einer Studie wurde bei Serumkonzentrationen
zwischen 7 und 40 mg/L ein Riickgang der Anfalle um 50% beobachtet.’
Andere Studien zeigen eine erhdhte Inzidenz von schadlichen
Nebenwirkungen bei Serumkonzentrationen tber 30 mg/L.8-1° Allgemein
ist die Beziehung zwischen diesen Serumkonzentrationen und der
klinischen Wirkung bislang nicht ausreichend definiert. Es gibt eine
betrachtliche Uberlappung zwischen Zonisamid-Konzentrationen bei
Serum Respondern bzw. Non-Respondern wie auch zwischen
Serumspiegeln, die mit Anfallkontrolle einerseits und schadlichen
Nebenwirkungen andererseits assoziiert sind. Die Wirkstoffkonzentration
von Zonisamid sollte immer in Verbindung mit Informationen aus
klinischen Untersuchungen und anderen diagnostischen Verfahren
verwendet werden.

Der Metabolismus von Zonisamid kann durch enzyminduzierende
Komedikation oder Polymorphismen beeinflusst werden.®'"13 Die
Pharmakokinetik kann erheblich variieren, insbesondere unter
Komedikation und abhangig vom Alter des Patienten.® Die Halbwertszeit
von Zonisamid liegt bei Patienten in Monotherapie zwischen 50-70
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Stunden und bei Patienten, denen zusatzlich enzyminduzierende
antiepileptische Medikamente verabreicht wird, zwischen 25-35 Stunden.

Der zitierte Referenzbereich der Wirkstoffkonzentrationen soll lediglich
eine untere Grenze implizieren, unter der eine therapeutische Reaktion
relativ unwahrscheinlich ist, sowie eine obere Grenze, Uber der eine
toxische Reaktion erfolgen kann (jeweils bezogen auf die untersuchte
spezifische Patientenpopulation). Klinikarzte, die solche Referenzbereiche
heranziehen, sollten dabei beachten, dass Patienten aufgrund
individueller Unterschiede durchaus therapeutischen Nutzen aus
Serumkonzentrationen aullerhalb dieser Bereiche ziehen konnen oder
toxische Reaktionen zeigen, obwohl Werte unterhalb der unteren Grenze
des Referenzbereiches liegen.

Spezifische Leistungsmerkmale

Jedes Labor ist selbst verantwortlich fiir die Uberprifung der
Leistungsmerkmale mit den fur das laborspezifische Analysensystem
festgelegten Gerateparametern. Die folgenden Leistungsdaten wurden mit
einem Roche/Hitachi 917 System ermittelt.

Sensitivitat

Bestimmungsgrenze (LOQ)

Der LOQ des ARK Zonisamide Assays wurde gemall CLSI EP17-A
bestimmt und wird definiert als die niedrigste Konzentration, fur die eine
akzeptable Inter-Assay Prazision und Wiederfindung ermittelt werden
kann (£20% VK bei £15% Wiederfindung). Der LOQ wurde bei 2,0 uyg/mL
festgelegt.

Messbereich

Der Messbereich des Assay betragt 2,0 bis 50,0 pg/mL. Ergebnisse
unterhalb dieses Bereiches werden als <2,0 pg/mL angegeben,
Ergebnisse oberhalb des Bereiches als >50,0 ug/mL.

Wiederfindung

Die analytische Wiederfindung wurde durch Zugabe von konzentriertem
Zonisamid zu zonisamid-freiem Humanserum ermittelt. Eine Stocklésung
von hochreinem Zonisamid wurde zonisamid-freiem Humanserum
zugeflugt, um Wirkstoffkonzentrationen tUber den gesamten Assaybereich
zu gewinnen. Von jeder Probe wurden zwanzig Wiederholungen
durchgefuhrt. Aus den Ergebnissen wurde der Mittelwert berechnet und



mit der Zielkonzentration sowie der errechneten Wiederfindungsrate
verglichen.

Wiederfindung in % =100 X Mittlere wiedergefundene Konzentration
Theoretische Konzentration

Theoretische Mittlere wieder-

Konzentration gefunden.e Wied('arfindung
(ug/mL) Konzentration in %
(ng/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 49 1 98,1
Linearitat

Linearitatsstudien wurden gemal den Empfehlungen des CLSI/NCCLS
Protokolls EP6-A durchgefihrt. Eine Serumprobe mit 80,0 ug/mL wurde
vorbereitet und proportional mit zonisamid-freiem Humanserum verdinnt.
Die gemessenen Zonisamid-Konzentrationen lagen zwischen 0,8 und 80,0
pug/mL. Die Linearitat der spezifischen Verdinnungen galt als akzeptabel,
wenn die prozentuale Differenz zwischen den prognostizierten
Regressionswerten 1. und 2. Ordnung bei £10% oder £15% < 3,0 pg/mL
lag. Ein linearer Zusammenhang zwischen 2,4 und 48,0 pg/mL wird im
Folgenden dargestellt.

Prognostizierte Prognostizierte

Geschatzter Ergebnis Ergebnisse Ergebnisse %

Wert(ug/mL) (ug/mL) 1. Ordnung 2. Ordnung Differenz
24 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 39,7 391 39,2 0,4



48,0 45,8 46,8 46,5 -0,7
Method Comparison
Korrelationsstudien wurden gemald CLSI/NCCLS Protokoll EP9-A2

durchgefuhrt. Die mit dem ARK Zonisamide Assay erzielten Ergebnisse
wurden mit den Ergebnissen eines turbidimetrischen Immunoassays
verglichen. Die Zonisamid-Konzentrationen lagen zwischen 6 pg/mL und
45 pg/mL. Die Ergebnisse der Passing-Bablok' Regressionsanalyse sind

im Folgenden dargestellt:

Steigung 1,00
y-Schnittpunkt -1,00
Korrelationskoeffizient (r?) 0,93
Anzahl Proben 176

(0,96 bis 1,00)
(- 1,00 bis — 0,46)
(0,91 bis 0,95)
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Prazision

Die Prazision wurde gemal® CLSI/NCCLS Protokoll EP5-A2. Fir die
Studie wurden Tri-level Kontrollen mit Zonisamid sowie gepoolte
Humanserumproben verwendet. Jeder Level wurde in
Vierfachbestimmung zweimal taglich Uber 20 Tage gemessen. Zwischen
den Messlaufen eines Tages lagen mindestens zwei Stunden. Die
Prazisionen innerhalb eines Laufs (Within run), von Tag zu Tag, die
Gesamt-SA und die VKs wurden ermittelt. Die Ergebnisse werden im
Folgenden dargestellt. Akezptanzkriterien: <10% Gesamt VK.

Within Run  Between Day Total
Mittelwert VK VK VK
Probe N (ug/mL) SA (%) SA (%) SA (%)
ARK Zonisamide Control
LOW 160 5,0 0,21 4.1 0,16 3,2 0,25 5.1

MID 160 24,4 0,96 3,8 0,56 2,3 1,12 4,5
HIGH 160 50,6 1,97 3,9 1,33 2,6 2,63 5,3

Humanserum

LOW 160 7,0 0,29 4,0 0,21 3,0 0,36 4,9
MID 160 22,6 0,81 3,5 0,59 2,6 1,01 4,4
HIGH 160 51,6 2,47 4,9 1,66 3,2 2,96 59

Storende Substanzen

Interferenzstudien wurden durchgefuhrt. Dabei diente das CLSI/NCCLS
Protokoll EP7-A2 als Richtlinie. Klinisch hohe Konzentrationen der
folgenden, potentiell storenden Substanzen mit gekannten Zonisamid-
Konzentrationen (ca. 15 und 45 mg/mL) wurden in Serum gemessen.
Jede Probe wurde mit dem ARK Zonisamide Assay getestet, zusammen
mit einer Zonisamid Serumkontrolle. Die Zonisamid Bestimmungen
zeigten Abweichungen von <10% in Gegenwart der getesteten storenden
Substanzen.

Prozentuale Wiederfindung

e st ot
Albumin 12 g/dL 103,3 97,9
Bilirubin — konjugiert 70 mg/dL 102,8 101,0
Bilirubin — unkonjugiert 70 mg/dL 100,1 98,8
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Cholesterin 651 mg/dL 98,5 97,0
Gamma-Globulin 12 g/dL 97,3 101,4
Hamoglobin 1000 mg/dL 96,6 1041
Harnsaure 30 mg/dL 98,5 99,4
Intralipid® 1500 mg/dL 94,8 94,7
Rheumafaktor 1100 IU/mL 98,4 100,2
Triglyzeride 1204 mg/dL 96,5 96,9
Spezifitat

Die Kreuzreaktivitat zu den bekannten Zonisamid-Metaboliten wurde
getestet. Andere Medikamente, die routinemallig gemeinsam mit
Zonisamid verabreicht werden, wurden ebenfalls getestet, um zu
ermitteln, ob diese Substanzen die Bestimmung von Zonisamid-
Konzentrationen mit dem ARK Zonisamide Assay beeinflussen.
Serumpoole mit niedrigen (15 pg/mL) bzw. hohen (45 pg/mL)
therapeutischen  Zonisamid-Konzentrationen  wurden mit  hohen
Konzentrationen solcher Substanzen dotiert. Die Proben wurden
analysiert und die Zonisamid-Konzentrationen der Proben, die eine
Storsubstanz enthielten, mit der Serumkontrolle verglichen.

Metaboliten

N-Acetylzonisamid (NAZ) und das nicht-glucuronidierte  2-
Sulfamoylacetylphenol (SMAP) wurden validiert. Die Metaboliten NAZ und
SMAP-Glucuronid werden hauptsachlich bei Patienten gefunden, die mit
Zonisamid therapiert werden.®”'3 Im Plasma wurden sie nicht gefunden.
Die Kreuzreaktivitat wurde bestimmt bei niedrigen (15 ug/mL) und hohen
(45 pg/mL) Zonisamid-Konzentrationen.

Metabolit Kreuzreaktivitat in % Interferenz in %
Metabolite Konz. Niedriges Hohes Niedriges Hohes
(ug/mL) Zonisamid | Zonisamid | Zonisamid | Zonisamid
NAZ 50,0 1,7 5,5 54 6,1
10,0 53 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 5,8

Stérung durch andere Medikamente

Der fur Zonisamid selektive Antikorper zeigte keine Kreuzreaktivitat mit
anderen anti-epileptischen oder gleichzeitig verabreichten Medikamenten.
Normales humanes Serum mit bekannten Zonisamid-Konzentrationen (ca.
15 und 45 pg/mL) wurde zusammen mit einer Zonisamid Serumkontrolle
analysiert. Die Messung von Zonisamid fuhrte in Gegenwart dieser

11
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Wirkstoffe bei den gemessenen Konzentrationen zu einer Abweichung
von £10%.

. Prozentuale Wiederfindung
Substanz Konzentration
(ng/mL) 15 pg/mL 45 pg/mL
Zonisamid Zonisamid
2-Ethyl-2-Phenylmalonamid 1000 98,4 100,2
Acetaminophen 200 98,7 98,7
Acetylsalicylsdure 1000 100,3 102,3
Carbamazepin-10, 11-epoxid 120 99,9 100,9
Carbamazepin 120 101,7 100,8
10-Hydroxy Carbamazepin 100 96,6 93,5
Clonazepam 50 100,0 99,1
Cyclosporin A 40 101,2 104,9
Diazepam 20 98,0 100,8
Erythromycin 200 101,4 103,9
Ethosuximide 1000 99,9 100,5
Felbamat 1000 94,3 102,4
Gabapentin 100 100,9 105,3
Heparin 200 units/mL 104,1 102,7
Ibuprofen 500 101,3 105,9
Koffein 100 97,0 97,5
Levetiracetam 400 95,6 97,9
L-Tryptophan 50 102,9 104,7
Oxcarbazepin 50 99,1 105,2
Phenobarbital 400 98,6 101,9
Phenytoin 200 105,1 106,7
Primidon 100 98,3 98,8
Salicylséure 500 104,7 106,6
Sulfamethoxazol 400 102,0 105,2
Sulfisoxazol 1000 95,8 98,3
Theophyllin 250 101,7 100,3
Tiagabin 200 102,2 103,5
Topiramat 250 101,7 105,0
Trimethoprim 40 1011 96,3
Valproinsaure 1000 99,8 101,2
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