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Uvod

Imunosupresiva predstavuju skupinu lieciv, ktorej
hlavnou ulohou je potlacenie aktivity imunitného systému,
ktory vedie k poskodzovaniu vlastného tkaniva. Nachadza-
ju uplatnenie predovsetkym pri orgdnovych transplanta-
ciach. Indikaciu lieCby musia zvazovat' a navrhovat’ Spe-
cialisti, nakol’ko nie kazdy jednotlivec méze podstupit
liebu. Dé6vodom su viacsinou kontraindikacie, neziaduce
vedl'ajSie ucinky vratane imunologickych, oblickovych,
alebo neurologickych komplikacii, ¢o nasledne vyzaduje
upravenie davky alebo docasné preruSenie lieby, niekedy
aj jej ukoncenie. Medzi najCastejSie pouzivané imunosup-
resiva po organovej transplantécii patria cyklosporin, eve-
rolimus, takrolimus a sirolimus. Maju vel'mi Gzky terapeu-
ticky rozsah, preto monitorovanie tychto lieCiv zohrava
kI"a€ovh tllohu pre udrziavanie koncentracii imunosupresiv
v krvi a v plazme, aby sa redukovalo riziko ich toxicity
a rejekcie organov'. Toto sledovanie koncentracii je pouZi-
vané pre monitorovanie lieciv v rutinnej starostlivosti
o pacienta. Imunosupresiva maji komplementarny mecha-
nizmus uc¢inku a interaguju synergicky, preto st casto
v klinickej praxi kombinované.

Cyklosporin A (CycA) sa pouziva u niektorych fo-
riem postihnutia obli¢iek, ale hlavne u tych pacientov,
u ktorych nemozno z nejakého dévodu podat’ iné imuno-
supresiva. U takto lieCenych pacientov treba pravidelne
kontrolovat’ kreatinin a hodnoty krvného tlaku. Uginkuje
ako inhibitor kalcineurinia a sposobuje proliferaciu lymfo-
cytov nasledne po potlaceni produkcie cytokinov. Takroli-
mus (TACR) je makrolidové antibiotikum, ale patri tiez
medzi kalcineurinové inhibitory. Tie sa po prechode bun-
kovou membranou lymfocytov viazu na $pecifické vnutro-
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bunkové proteiny — imunofiliny — a blokuju enzymatickt
aktivitu kalcineurinu. Takto brania transkripcii a produkcii
interleukinu-2 (IL-2), ktory je hlavnym cytokinom spdso-
bujucim proliferaciu T-lymfocytov, ktoré spstaji mecha-
nizmy rejekcie. Sirolimus (SIR) a everolimus (EVER) st
Struktirou velmi podobné a maji rovnaké mechanizmy
ucinku. Podobne ako TACR, viaZu sa na rovnaky protein,
ale nemaju vplyv na kalcineurin. Namiesto toho inhibuju
proteinkinazu, ktora je kritickd pre cyklus progresie bu-
niek. Hlavny rozdiel medzi SIR a EVER je v polcase roz-
padu — SIR (60 h) ma priblizne dvojnasobny v porovnani
s EVER (30 h). Podobne ako u TACR, aj monitorovanie
koncentracie SIR a EVER v plnej krvi je nevyhnutné kvoli
ich vyznamnej toxicite, velkym intra-individudlnym roz-
dielom v biologickej dostupnosti a vyluovani, ako aj kvo-
li moznosti interakcii liecivo lietivo. Uginnost
v prevencii akutnej rejekcie koreluje s koncentraciami
v krvi. Je preferovana plna krv, nakol’ko koncentracia cer-
venych krviniek je 10 az 30x vysSia neZ v plazme. Pre SIR
a TACR moze byt ucinna terapeuticka koncentracia men-
§ia ako 5 ng ml™, preto LC-MS/MS poskytuje §pecifickej-
Sie a presnejsie vysledky'.

Medzi najcastejSie vyuzivané metédy na stanovenie
imunosupresiv patria imunochemické metody a kvapalino-
va chromatografia (LC) v spojeni s hmotnostnou spektro-
metriou (MS) alebo tandemovou hmotnostnou spektromet-
riou (MS/MS). V rutinnych laboratoridich sa pouzivaju
imunochemické metddy pre kvantifikdciu imunosupresiv.
Su zalozené na vizbe analytov so Specifickymi vdzbovymi
proteinmi (protilatkami) a na naslednom merani signalu
vzniknutého pri danej interakcii. Tieto metody maju vel'a
limitacii. R6zne endogénne metabolity analytov maju po-
dobné Strukturalne rozliSenie ako samotny analyt a mozu
interagovat’ s protilatkou. Existuju tiez molekuly Struktu-
ralne odlisné od analytov, ktoré ale poskytuju porovnatel-
né rozlisenie ako analyt. Tieto molekuly sa vo v§eobecnos-
ti nazyvaju krizové reaktanty. Ich pritomnost’ vo vzorke
moze spdsobit’ falo$ne vyssie alebo nizsie vysledky ana-
lyzy. Dalsie zlozky vo vzorke, ako napriklad bilirubin,
hemoglobin alebo lipidy m6zu zasahovat’ do analyzy inter-
ferovanim so vzniknutym signalom a poskytovat’ nesprav-
ne vysledky. Cudské protilatky vo vzorke, akymi su hete-
rofilné protilatky alebo rézne I'udské anti-zivociSne proti-
latky, mozu tiez sposobit’ interferencie. Je vel'mi dolezité
eliminovat’ vplyv tychto interferencii a pristupit’ k vyberu
takej metody, ktord odstrani tieto problémy™. Analyzy
vyuzitim LC-MS/MS sa vyznacuju vysokou selektivitou
a citlivostou. Okrem toho, tato metdda je schopna stano-
vovat' Siroké spektrum latok bez pouzitia derivatizacie
a s minimalnou upravou vzorky, umoziuje simultanne
stanovenie viacerych lieCiv, zaroven rozlisenie povodne;j
latky od jej metabolitov a okrem toho ma ekonomicky
uspornejsie prevadzkové naklady v porovnani
s imunochemickymi metoédami. Vzhl'adom k vyssie uvede-
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nym vyhodam, LC-MS/MS sa stava vSeobecne akceptova-
nou metédou stanovenia koncentracii imunosupresiv, po-
skytuje rychle a presné stanovenie s minimalnym vplyvom
interferentov, ktoré su pritomné v pripade imunochemickeé-
ho stanovenia®®.

Experimentalna ¢ast’
Pouzité chemikalie

Pre pripravu mobilnych faz boli pouzité chemikalie:
voda, acetonitril, octan amonny, heptahydrat siranu zinoc¢-
natého (vSetky LC-MS Ccistoty od firmy Sigma-Aldrich
(Steinheim, Nemecko), metanol HPLC Cdistoty od firmy
Merck (Darmstadt, Nemecko). Standardy everolimus
(EVER), sirolimus (SIR), takrolimus (TACR) a znacené
Standardy cyklosporin A-d4, everolimus-d4, sirolimus-d4,
tacrolimus-d4 boli zakipené od firmy Toronto Research
Chemicals (Toronto, Kanada). Standard cyklosporin
A (CycA) sa zakupil od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim,
Nemecko).

Pre kontrolu a overenie spravnosti nameranych hod-
ndt boli pouzivané kontrolné vzorky plnej krvi od firmy
Chromsystems (Mnichov, Nemecko).

Odber vzoriek krvi

Vzorky krvi boli zbierané od 1600 pacientov po tran-
splantacii obli¢iek vo veku 2472 rokov do odberovych
skimaviek s EDTA v urologickej ambulancii SZU
v Bratislave. VSetky vySetrenia sa uskuto¢nili v stilade so
zdsadami Helsinskej deklaracie. Stidia bola schvalena
etickou komisiou SZU v Bratislave. VSetci pacienti podpi-
sali informovany suhlas.

Priprava roztokov a vzoriek

Zasobné roztoky znatenych $tandardov (1 mgml™")
a imunosupresivnych lie¢iv (1 mgml™") boli uskladiiova-
né v metanole pri —80 °C.

Pre tcely validécie boli pripravené sady kalibra¢nych
roztokov s koncentraciami v rozmedzi 2,50-40,00 ng ml™!
pre TACR a SIR; 1,50-25,00 ng ml™! pre EVER a 30,00 az
750,00 ng ml™' pre CycA pridanim zasobnych roztokov
standardov analytov do plnej krvi.

Na vyhodnotenie analyzy realnych vzoriek boli pou-
zit¢ komercne dostupné kity kalibracnych Standardov
vplnej krvi a kontrolnych vzoriek kvality od firmy
Chromsystems. Boli pouzité pre zostrojenie kalibraénych
Ciar vrozmedzi koncentracii 43,3-1695 ng ml™ (43,3,
127,00, 290,00, 464,00, 738,00 a 1695,00) pre CycA;
v rozmedzi 2,4-38,7 ng ml™ (2,40, 5,80, 10,70, 15,40,
21,50 a 38,70) pre EVER; v rozmedzi 2,60-42,60 ng ml™!
(2,60, 6,50, 11,80, 17,50, 26,00 a 42,60) pre SIR; v roz-
medzi 2,5-39,6 ng ml™ (2,50, 6,00, 11,10, 16,30, 22,90
a39,60) pre TACR. Kalibra¢né ¢iary su znazornené na
obr. 1-4. Kalibra¢né Standardy ako aj kontrolné vzorky
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kvality boli —80°C aboli stabilné

3 mesiace.

uskladnené pri

Priprava mobilnych fdz na UPLC-MS analyzu

Pre sledovanie vplyvu rdznych mobilnych faz (vodne;j
a organickej zlozky) na ionizaciu analytov boli pouzité
nasledovné roztoky: mravcia kyselina a octova kyselina
s koncentraciou 5, 10, 15, 20 mmol I'!; octan amonny
a mravéan aménny s koncentraciou 5 a 10 mmol "' a orga-
nické rozpustadld acetonitril a metanol. Za optimalne zlo-
zenie mobilnej fazy pro gradientovi eluciu bolo zvolené
10mmol I octanu amoénneho ako vodna zlozka
a acetonitril ako organicka zlozka. Pouzity gradient je
opisany nizSie. Pri tomto zlozeni mobilnej fazy boli do-
siahnuté najvyssie intenzity signalov pre vSetky sledované
analyty.

Priprava vzoriek

Ako zrazacie ¢inidlo bola pouzita zmes 0,3 M ZnSO,
a metanolu (30:70, v/v), ktora bola pripravena vzdy cer-
stvd. Do mikroskimaviek sa pridalo 50 pul vzorky
(kalibra¢ny Standard, kontrolna vzorka alebo realne vzorky
krvi), 20 pl interného Standardu (zmes deutérovanych Stan-
dardov Cyc A-d4, EVER-d4, TACR-d3, SIR-d4) a 100 ul
zrazacieho Cinidla. Vzorka bola intenzivne premie$ana asi
30 s a centrifugovana 10 min pri 14 000 otackach. Super-
natant (5 pl) bol davkovany do HPLC systému na analyzu.

Pristrojové vybavenie

Na zavedenie metodického postupu bol pouzity sys-
tém, ktory kombinoval ultraic¢inni kvapalinov chromato-
grafiu (UPLC) s hmotnostnou spektrometriou (MS).
UPLC cast’ (HP 1260) pozostavala z nasledujtcich casti:
binarne pumpy (G1312B), termostatovany davkovaé
(G1367E), termostat (G1330B), odplyinovac¢ (G4225A),
termostat na kolony (G1316c) (Agilent Technologies,
USA). MS cast’ pozostavala z iéonového zdroja (G1978B,
multimodovy zdroj pre trojity kvadrup6l typu 6410), troji-
tého kvadrupo6lového analyzatora QqQ (G6460A 100
(EST) (Agilent 6460 TripleQuad, Technologies, USA). Na
spracovanie a vyhodnotenie udajov bol pouzity softvér
MassHunter Optimizer (Agilent).

Experimentdlne podmienky

Hmotnostne-spektrometrické merania boli uskuto¢ne-
né v pozitivnom ionizatnom modde. Napitie na ESI kapila-
re bolo +4 kV. Reakénym a koliznym plynom bol vysoko-
gisty dusik, (99,99 %) s prietokom 7 1min™' a teplotou
325 °C.

Pracovalo sa vtzv. MRM mode (MRM — multiple
reaction monitoring), ktory dovoluje sledovat prechody
ionu prekurzora na produktové idny, pricom na kvantifika-
ciu jednotlivych analytov bol pouzity najintenzivnejsi pre-
chod. MRM prechody st uvedené v tab. 1.
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Obr. 1. Kalibra¢na krivka v plnej krvi pre cyklosporin A
v rozsahu koncentracii 100-1000 ng ml™, A — plocha $tandar-
du; B — plocha izotopicky znaceného $tandardu

Pomer plochy A/B

N
»
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Obr. 3. Kalibraé¢na krivka v plnej krvi pre sirolimus v rozsahu
koncentracii 10-50 ng mI™', A — plocha $tandardu; B — plocha
izotopicky znac¢eného Standardu

UPLC podmienky stanovenia imunosupresivnych
lieciv

Na chromatograficka separaciu analytov bola pouzita
UPLC koléna Acquity HSS C18 (50 x 2,1 mm, 1,8 pum,
Waters, MA, USA) apredkolona Acquity HSS
(5 x2,1 mm, 1,8 uM Waters, MA, USA). Mobilna faza

Tabulka I
MRM prechody jednotlivych imunosupresiv
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Pomer plochy A/B
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Obr. 2. Kalibra¢éna krivka v plnej krvi pre everolimus
v rozsahu koncentracii 640 ng mI™', A — plocha §tandardu; B —
plocha izotopicky znaceného $tandardu

Pomer plochy A/B
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Obr. 4. Kalibra¢na krivka v plnej krvi pre takrolimus
v rozsahu koncentracii 10-50 ng mI”', A — plocha §tandardu; B
— plocha izotopicky znaceného Standardu

pozostivala z 10 mmol I'' octanu amonneho vo vode,
pH 4,0 (A) a organickej zlozky acetonitrilu (B). Priebeh
gradientu bol nasledovny: 0-0,5 min 20 % B (ventil pre-
pnuty do odpadu); 0,51-3,1 min — 98 % B (ventil prepnuty
do MS); 3,11-5,0 min 20 % B (ventil prepnuty do odpa-
du). Prietok mobilnej fazy bol 0,8 mlmin"' a ddvkovany
objem vzorky bol 5 pl. Teplota kolony bola 60 °C.

Imunosupresiva Prekurzor i6n Produkt i6n Fragmentor Kolizna energia
[m/z] [m/z] [V] [eV]
Cyclosporin A, CycA 1219,9 1202,8 175 12
Everolimus, EVER 975,5 908.,4 170 18
Sirolimus, SIR 931,5 864,5 180 18
Takrolimus, TACR 821,5 768.,5 170 16
Cyc A-d4 1206,7 1188,9 250 45
Everolimus-d4 979,5 912,5 170 18
Sirolimus-d4 934,5 864,3 180 18
Takrolimus-d3 824,5 771,5 150 9
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Vysledky a diskusia

Vo vseobecnosti, validovana analytickda metdda zna-
mena, ze poskytuje spolahlivé a reprodukovatel'né vysled-
ky’'°, priom st definované a overitelné parametre a hlav-
né operacné podmienky. Pouzita metdda bola validovana
vzhl'adom na linearitu, presnost’, spravnost, vytaznost,
medzu detekcie a medzu stanovenia''. Validaéné paramet-
re su uvedené v tab. I

Linearita

Kalibracné ¢iary boli zostrojené v rozmedzi koncen-
tracii 100-1000 ng ml™" pre CycA; 10-50 ngml™ pre SIR
a TACR a 6-40 ng ml™' pre EVER v plnej krvi (vid obr. 1
—4). Parametre kalibra¢nych ¢iar dosiahli nasledovné hod-
noty:  y=2,09x—0,14 (>>099) pre  CycA;
y=0,68x+0,04 (1*>0,99) pre SIR; y=0,74x+ 0,01
(*>0,99) pre TACR a y= 032x+0,03 (1>>0,99) pre
EVER. Kalibracné ¢iary boli zostrojené pomocou deutéro-
vanych Standardov a poukazuju na dobru linearitu vo vys-

Plivodni a metodické prace

Sie uvedenom koncentraénom rozsahu (korela¢né koefi-
cienty boli vyssie ako 0,99 pre vSetky analyty).

Presnost’ a spravnost’

Vnutrodiiova presnost’ a spravnost’ boli namerané
opakovanou analyzou (n=4) kalibracnych Standardov na
troch koncentracnych Urovniach analytov v plnej krvi (vid’
tab. IT). Medzidnova presnost’ a spravnost’ boli stanovené
analyzou kalibracnych Standardov pocas Styroch réznych
dni v tyzdni. Prislusné hodnoty koeficientov variacie CV%
(pre presnost’) a relativnej chyby RE% (pre spravnost’) boli
vyjadrené ako odhady Standardnych a absolitnych odchy-
lok vypocitanych pre subory s poctom vzoriek mensich
nez sedem.

Opakovatelnost plochy piku
Relativne chyby (vypocitané ako odhad relativnej

Standardnej odchylky) boli vypocitané z 20 davkovani
analytov v ,,spikovanej“ vzorke plnej krvi pre dve koncen-

Tabulka IT
Valida¢né parametre pre LC-MS/MS systém

Parametre Cyklosporin A Everolimus Sirolimus Takrolimus
Koncentracia, ng ml™! 100,00-1000,00 6,00—40,00 10,00-50,00 10,00-50,00
Vnutrodnové analyzy *

RE,% 2,17-3,56 2,83-4,62 3,56-7,01 2,18-6,91
CV,% 4,01-7,16 5,31-7,15 6,02-8,15 2,05-4,32
Medzidiiové analyzy °

RE, % 2,95-5,67 5,31-10,88 6,14-7,49 4,53-471
CV, % 4,01-6,11 7,14-12,81 7,64-8,84 5,51-6,21
Opakovatel'nost’

RE, %
— retenéného Gasu ¢ 0,011 0,008 0,008 0,005
— plochy piku ¢

C2,ng ml™ 2,17 10,54 9,87 6,91
C3,ngml™ 1,95 6,24 7,21 4,15
Linearita y -0,14 0,03 0,04 0,009

— smernica/ 2,09 0,32 0,68 0,74

— korela¢ny koeficient 0,9998 0,9897 0,9983 0,9988
LOD, ng ml™' 0,4 0,5 0,7 0,5
LOQ, ng ml™ 1,35 2,20 1,42 1,26
Vytaznost, % 80,9 88,0 83,7 91,5

#Vnutrodiiova presnost’ a spravnost’ metddy bola vyhodnotena opakovanou analyzou (n=4) kalibra¢ného $tandardu v krvi.
® Medzidiiové parametre boli stanovené analyzou kalibraénych $tandardov 4 rozne dni v tyzdni. ¢ Relativne chyby (RE)
(vyjadrené ako odhad relativnej Standardnej odchylky) boli vypocitané z 20 néstrekov vzoriek Standardov a vzoriek blanku
krvi na koncentraénej urovni 127 ngml' pre cyklosporin, 2,40 ngml"' pre everolimus, 2,60 ngml™' pre sirolimus
a 2,50 ng ml™" pre takrolimus. * RE hodnoty boli vypo&itané z 20 nastrekov blankovej vzorky krvi spikovanej $tandardmi na
2 roznych koncentraénych trovniach C2 a C3, C2 — 290 ng ml™' pre cyklosporin, 5,80 ng ml"' pre everolimus, 6,50 ng ml™'
pre sirolimus a 6,00 ng ml™' pre takrolimus, C3 — 738 ng ml™' pre cyklosporin, 21,50 ng mI™' pre everolimus, 26,00 ng ml™

pre sirolimus a 22,90 ng ml™' pre takrolimus
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traéné urovne C2 (290 ng ml™' pre CycA, 5,80 ngml™ pre
EVER, 6,50 ngml™ pre SIR a 6,00 ng ml”' pre TACR)
aC3 (738 ngml™” pre CycA, 21,50 ngml™" pre EVER,
26,00 ng ml™' pre SIR a 22,90 ng ml™' pre TACR).

Opakovatel'nost’ reten¢ného Casu

Bola stanovena z 20 davkovani Standardu a blankove;j
vzorky plnej krvi pre koncentraciu 127 ng ml™ pre CycA,
2,40 ngml' pre EVER, 2,60 ngml' pre SIR
22,50 ng ml™' pre TACR.

Stanovenie medze detekcie (LOD) a medze
stanovenia (LOQ)

Medza detekcie pre extrahovant plna krv bola vypo-
¢itand z pomeru signal:Sum (S/N=3) analytického signalu
piku (plocha piku) k maximalnim zmenam pozadovanej
odozvy pocas analyzy (n=10) vzorky blanku plnej krvi
a signalu vzorky krvi spikovanej so znamou koncentraciou
analytu (FDA, 2001)".

Medza stanovenia bola stanovena ako koncentracia

plochy piku voci Sumu nulovej linie S/N=10).

Plivodni a metodické prace

Vytaznost analytov

Vytaznosti analytov CycA, EVER, SIR a TACR boli
stanovené pre tri r6zne koncentra¢né urovne kalibracnych
Standardov v plnej krvi (vid’ tab. II). Vytaznosti extrakcie
boli vypocitané porovnanim plochy pikov v extrahovanej
vzorke krvi s pridavkom Standardu so Standardnym rozto-
kom s rovnakou koncentraciou analytov v blankovej vzor-
ke krvi pred extrakciou.

Optimalizdcia podmienok spojenia HPLC-MS/MS

Boli porovnavané rozne pridavky do vodnej zloZzky
mobilnej fazy, a to: mravfan amoénny, mravcéan sodny,
octan amonny, octan sodny v kombinacii s acetonitrilom
alebo metanolom ako organickou zlozkou mobilnej fazy.
Selektivita bola vyhodnotena porovnanim pomeru hmot-
nosti a naboja proténovanej molekuly [M+H]", sodnych
[M+Na]® a aménnych [M+NH,]" aduktov pre hlavné me-
tabolity pritomné v l'udskej krvi s analytmi a izotopicky
znafenymi Standardmi. CycA, SIR, TACR a EVER tvoria
adukty s kationmi mobilnej fazy. Vzhl'adom na Struktiru
imunosupresivnych lieiv boli v najva¢Som zastipeni
[M+NH,]" iény s relativne nizkou stabilitou pre vietky
sledované analyty a boli vybrané pre kvantifikaciu.

Intenzita

1
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Obr. 5. Reprezentativny chromatogram kalibra¢nych §tandardov extrahovanych z plnej krvi. Koncentracie boli nasledovné: 46,4
ng ml™' pre cyklosporin A (1), 15,4 ngml™' pre everolimus (4), 17,5 ng ml™' pre sirolimus (6) a 16,3 ng ml™' pre takrolimus (8). Koncen-
tracie deutérovanych tandardov boli 11,76 ng ml™" pre everolimus-d4 (3), sirolimus d-4 (5) a takrolimus d-4 (7) a 117,6 ng mI™' pre cyk-
losporin A d-4 (2). Podmienky: C18 analyticka koléna a predkoléna; mobilnd fiza 10 mmol I' octan aménny, pH 4,0 a acetonitril pri

prietoku 0,8 ml min™'
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Pri  pouziti ionizacie elektrosprejom v spojeni
s HPLC-MS na analyzu latok v komplexnych biologickych
matriciach sa stretdvame s vplyvom matricovych efektov,
ktoré moézu ovplyvilovat’ kvalitu ako aj kvantitu stanove-
nia'>. Pri tomto type analyz vicSinou dochadza
k potlaceniu alebo zvySeniu intenzity signdlu oproti rozto-
ku Standardu. Preto je pri vyvoji HPLC-MS met6dy dole-
zité klast' doraz na eliminaciu matricovych efektov. Jed-
nym z najcastejSich spdsobov je pouZivanie izotopicky
znaceného Standardu, ktory najlepiie spiiia pozadavky
kladené na spolahlivost analyzy. Niekolko atomov je
nahradenych ich stabilnymi izotopmi, ako st *H (D), "*C,
"N alebo '"0. Takyto vnutorny tandard mé totoznu $truk-
taru s analytom a mali by sa pocas analyzy spravat’ rovna-
ko a podliehat’ rovnakym vplyvom matrice.

Analyza vzoriek plnej krvi od pacientov

Kazdy pacient po transplantacii musi byt nastaveny
¢o najvhodnejsie na imunosupresivnu liecbu, aby sa zabra-
nilo odmietnutiu organu. Stanovenie u pacienta na pritom-
nost’ imunosupresivnych lie¢iv sa opakuje 15 az 20x za
rok, aby bola pacientovi nastavena optimalna davka imu-
nosupresivneho lieCiva pre zabezpeCenie terapeutickej
ucinnosti a minimalizovania toxicity. Imunosupresivne
lie¢ivda maji  komplementdrny mechanizmus U€inku
a v klinickej praxi st Casto kombinované, preto sucasné
stanovenie tychto lieCiv je velmi potrebné pre rutinni
prax.

Plivodni a metodické prace

V pripade LC-MS/MS analyzy realnych vzoriek od
pacientov boli namerané hodnoty imunosupresivnych lie-
¢iv vzdy porovnavané s kontrolnymi vzorkami plnej krvi
od firmy Chromsystems. VSetky namerané hodnoty kon-
centracii imunosupreivnych lieciv boli v toleranénom roz-
medzi uvedenom v pribalovej informacii k uvedenym kon-
trolnym vzorkam, ¢o dokazuje spravne nastavenie LC-MS/
MS metddy.

V predlozenej studii, imunosupresivna liecba spociva-
la vpodavani TACR (n=735); CycA (n=565); SIR
(n=245), TACR a EVER (n=7); TACR a SIR (n=5) a CycA
a EVER (n=4). AkceptovateI'né terapeutické hodnoty imu-
nosupresivnych lie¢iv si podla autorov Garga a spol.”
nasledovné: CycA (50,00-400,00 ngml™"), pre TACR
a SIR (5,00-20,00 ngml™") a EVER (3,00-8,00 ng ml™).
Prekrocenie davky imunosupresivneho lie¢iva moze mat’
toxicky ucinok pre organizmus a sposobit’ az smrt’.

Dosiahnuté koncentracie imunosupresivnych lieciv
boli nasledovné: 87,79-221,24 ngml™ pre CycA, 4,97
18,98 ngml' pre TACR, 4,39-18,17 ngml" pre SIR
a3,07-7,79 ng ml™' pre EVER. Uplna separacia analytov
nebola potrebna vzhl'adom na citlivy a selektivny hmot-
nostny detektor pracujuci v MRM rezime. Celkovy cas
analyzy bol 5 minnt.

Na obr. 5 je zndzorneny chromatogram kalibracnych
Standardov extrahovanych z plnej krvi. Retencné Casy pre
jednotlivé analyty boli 2,701 min pre CycA a CycA d-4;
2,544 min pre SIR a SIR d-4; 2,542 min pre EVER
aEVER d-4 a 2,50l min pre TACR a TACR d-4.
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Obr. 6. Chromatogram plnej krvi od pacienta po transplantovani oblicky s podanou kombinaciou imunospresivnych lieciv takroli-
musu a sirolimusu. Koncentréacie vo vzorke boli 6,25 ng ml™' pre takrolimus a 6,12 ng ml™"' pre sirolimus
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Na obr. 6 je chromatogram ziskany z realnej vzorky krvi
pacienta po transplantacii obli¢iek po absolvovani terapie
s kombinaciou TACR a SIR. Koncentracie vo vzorke boli
6,25 ng ml™' pre TACR a 6,12 ng mI™" pre SIR.

Zaver

Monitorovanie lie¢iv zohrava kl'icovu ulohu pre udr-
zanie koncentracii imunosupresiv v izkom terapeutickom
rozsahu v krvi a v plazme, aby sa zabranilo rejekcii obli-
ciek. Cielom s$tudie bolo vyvinut a validovat LC/MS-MS
metddu pre jej dalSie pouZzitie v rutinnej praxi. Metoda
bola pouzitd na 1600 vzorkdch bez zmeny selektivity
a citlivosti a nebol pozorovany pokles Ucinnosti kolony
alebo chvostovanie pikov. V metdde sa pouzivala jednodu-
cha metoda zrazania pre upravu vzorky plnej krvi, ktora sa
javi ako spolahliva a pouzitel'na pre rutinna klinicka prax.
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In Slovakia, approximately 200 kidneys are trans-
planted annually. Each patient-recipient must be adjusted
to the most appropriate immunosuppressive treatment to
eliminate renal rejection. The high-performance liquid
chromatography connected to tandem mass spectrometry
was validated for the determination of cyclosporine A,
tacrolimus, sirolimus, and everolimus in the whole blood.
For the determination, C18 analytical column with a gradi-
ent of 10 mmol/L ammonium acetate, pH 4.0 and acetoni-
trile was used. A simple protein precipitation with zinc
sulphate: methanol was used for the pretreatment of whole
blood. The method provides reliable and reproducible re-
sults and it can be introduced to routine clinical practice.
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