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1 ABSTRAKT
Michal Kohoutek

Stanoveni cyklosporinu A a takrolimu v biologickém materialu
Bakalarska prace
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotnicka bioanalytika, kombinovana forma

1.1 Cil
Cilem této prace je pomoci tisténych i elektronickych podkladi nastinit
medicinské ddvody pouzivani dvou imunosupresivnich |éku takrolimu
a cyklosporinu A, jejich historii a farmakologické vlastnosti.
V praktické Casti pak prace ukazuje podstatu instrumentalnich metod
pouzivanych v biochemické laboratofi v Nemocnici Jihlava od listopadu 2007
ke stanoveni koncentraci 1&Civ v plné krvi a pomoci grafu a tabulek hodnoti

kontrolni mechanizmy laboratorniho procesu.

1.2  Hlavni poznatky

Cyklosporin A, izolovany poprvé vroce 1970 a takrolimus, objeveny
roku 1984, jsou latky puvodem z pudnich hub. Pouzivaji se zejména
v transplantac¢ni mediciné k prevenci organoveé rejekce. Mechanizmus ucinku
spociva v blokovani exprese genu pro interleukin — 2. Ten slouzi lymfocytim
jako rustovy a proliferaéni faktor a bez jeho aktivity dojde k potlaceni imunitni
odpovédi.

Ke stanoveni hladin imunosupresiv pouziva nasSe laboratof dva
automatické analyzatory firmy Abbott, jejichZ metody jsou zaloZzeny na reakci
analytu se specifickou protilatkou a detekci fluorescencni emise (MEIA),

respektive jeji polarizaci (FPIA).

1.3 Zavéry
Z hodnoceni srovnavacich méfeni mezi nasSimi zavadénymi metodami

a fotometrickou detekci, pouzivanou v IKEM, z vysledkd pravidelnych méfeni



vnitfnich a externich kontrol kvality vyplyva, Ze metody jsou stabilni

a pouzitelné pro rutinni sledovani hladin v pacientskych vzorcich.

2 ABSTRACT
2.1 Background

Aim of this work applying printed and electronic backgrounds is to
sketch medical reasons for use of two immunosuppressants — tacrolimus and
cyclosporine, as well as their history and pharmacological attributes.

At practical part shows work basements of instrumental methods used
in biochemical laboratory of Jihlava hospital for drug concentrations
measurement in patients” whole blood samples since November 2007.

With the use of plots and tables work also evaluates quality assurance

of laboratory process.

2.2 Main Findings

Cyclosporine A isolated first in 1970 and tacrolimus, discovered in 1984,
are substances of fungal origin. They are used mainly in transplantation
medicine to prevent organ rejection.

Mode of action consists of interleukin — 2 gene expression inhibition. IL-
2 serves to lymfocytes as a growth and proliferation factor. Without its activity
immunne response gets supressed.

For immunosuppressants concentrations determination our laboratory
uses two automatical Abbott analyzers. The methods used are based on
analyte and specific antibody reaction and fluorescent emission detection

(MEIA) or fluorescent polarization detection, respectively (FPIA).

2.3 Conclusions
Our newly introduced methods were compared with photometric
technique used in laboratory of Institute of Cinical and Experimental Medicine

in Prague. From method comparison and regular internal and external quality



control measurement flows fact, that fluorescence is a stable and applicable

system for routine drug concentration monitoring of patient samples.

3 UvOoD

Touto praci si kladu za cil pomoci dostupnych zdroji objasnit divody
pouzivani lékl potlacdujicich fyziologickou imunitni odpovéd, konkrétné
takrolimu a cyklosporinu A, popsat struéné jejich historii, farmakologické
parametry, nezadouci Ucinky, interference a mechanizmus ucinku.

V dalSi kapitole rozebiram pomoci schémat a nazornych ilustraci
metodiku stanoveni téchto imunosupresiv a instrumentalni principy méfeni na
automatickych analyzatorech firmy Abbott pouzivanych Oddélenim klinické
biochemie, mikrobiologie a imunologie (OKBMI) Nemocnice Jihlava.

Na zavér zminuji postupy v rutinni diagnostice provadéné Kklinickou
laboratofi, sbér, transport a uloZeni vzorkl, systém vnitfnich a externich
kontrol kvality a validaci metody pfi zavadéni do praxe pomoci porovnani
s vysledky ziskanymi jinou metodou v biochemické laboratofi Institutu klinické
a experimentalni mediciny (IKEM).

Zdrojem pro sepsani této prace mi byly tiSténé publikace z oboru
imunologie, webové stranky firem tyto Iéky vyrabéjici jakoze i internetova
encyklopedie. DalSi informace jsem Cerpal z pfibalovych letdku diagnostickych
souprav, podklady pro schémata a ilustrace v kapitole Instrumentace pochazi
z uzivatelskych pfiruéek k analyzatorim. Grafy byly vytvofeny programem

Analyse-it pro MS Excel.

4 DUVODY POUZITi IMUNOSUPRESIV

Pfi transplantacich jsou nejastéji pfenaseny tkané Ci organy jiného
jedince (alotransplantace). Geneticka rozmanitost v ramci druhu zpUsobuje, Ze
kazdy jedinec je nositelem jiné sady povrchovych glykoproteini bunék
hlavniho histokompatibilniho systému (MHC). U Clovéka jsou tyto antigeny

nazyvany HLA (human leukocyte antigens).



| pfi maximalni mozné shodé v HLA systému darce a pfijemce vSak
existuje variabilita ve vedlejSich histokompatibilnich antigenech a tyto
antigenni rozdily po pfenosu tkané vyvolavaji imunitni reakci namifenou proti
cizim bunkam s cilem jejich zni€eni a tedy odmitnuti (rejekci) Stépu. Pfi
transplantaci kostni dfené rovnéz muize dojit k reakci $tépu proti hostiteli (graft
versus host disease, GvHD), kdy pfenesené imunokompetentni bunky
napadaji tkané pfijemce. (Hofejsi, Bartlnkova, 2002)

JelikoZz na spravné funkci pfeneseného organu zavisi zivot pfijemce, je
nutné imunitni odpovéd potlacit, k Cemuz slouzi imunosupresivni lécba.
Vzhledem k uzkému terapeutickému oknu (nizké davky jsou neucinné, vysoké
toxické) imunosupresiv je dulezité prabézné laboratorni sledovani jejich

hladiny v krvi IéCenych osob.

5 TAKROLIMUS
5.1 Historie

Takrolimus byl poprvé izolovan vroce 1984 T. Kinem, H. Hatanakou
a M. Hashimotem z aktinomycety Streptomyces tsukubaensis nalezenych ve
vzorcich pldy ze svahu japonské hory Tsukuba. Jako imunosupresivum byl
americkym ufadem Food and Drug Administration (FDA) schvalen k pouZzivani
v roce 1994.

Nékdy je rovnéz nazyvan FK 506 podle katalogového Ccisla firmy

Fermentek, ktera latku vyrabi. (web Wikipedia - tacrolimus)

5.2  Struktura a vlastnosti
Takrolimus je makrolidovy lakton o molekulové hmotnosti 822
a sumarnim vzorci C4H gNO1,.H,0.
Je to bily, krystalicky prasek nerozpustny ve vodé, Caste€né rozpustny
v hexanu. rozpousti se v metanolu, etanolu, dietyléteru, chloroformu nebo
acetonu.
Teplota tani je 127 — 130 °C (web Fermentek)



obr. 1. Molekula takrolimu (zdroj:Wikipedia)

5.3  Pouziti a osud v organizmu
Lék se podava intravendzné nebo peroralné, jako prevence organové
rejekce po transplantaci jater nebo ledvin. Plsobi obdobnym mechanizmem
jako starSi cyklosporin, ale v koncentracich cca 100x menSich. Optimalni
terapeutické rozmezi koncentrace v plné krvi neni pfesné definované, ale ve
12-hodinovém minimu v obdobi kratce po transplantaci se obvykle nachazi

v rozsahu 5 — 20 ng/ml.



53.1 Absorpce
Absorpce v gastrointestinalnim traktu je proménliva a nepravidelna.
Takrolimus se vaze na plazmatické proteiny, zejména albumin a alfa-1-kysely
glykoprotein a rovnéz na erytrocyty.
Vstfebavani 1éCiva je vétSi pfi lacnéni, tuCna strava snizi maximalni
koncentraci az o 77%, strava bohata na sacharidy snizi C,,, 0 65%.
Rovnéz doba jidla ovliviuje hladinu takrolimu: pfi aplikaci bezprostredné

po jidle snizi se C,,ax0 71%, 1,5 hodiny po jidle je snizeni 63%.

5.3.2 Distribuce
V dusledku rozdilné distribuce v plazmé a v plné krvi je pro stanoveni
hladiny IéCiva vhodnéjSi pIna krev. Studie urcCily, Ze pomér koncentraci v plné
krvi v porovnani s plazmou zavisi na faktorech jako hematokrit, teplota v dobé
separace plazmy ¢&i koncentraci plazmatickych proteind a pohybuje se

v intervalu 12 — 67, primérné 35.

5.3.3 Metabolizmus
Takrolimus je metabolizovan zejména v jatrech a v mikrozomech
tenkého stfeva pulsobenim cytochromu P-450. Doposud bylo identifikovano

jeho 9 ruznych metabolitl vznikajicich demetylaci a hydroxylaci.

534 Exkrece
Exkrece se déje zejména fekalni cestou, asi 2% moci. Biologicky

polo€as in vivo je 48 hodin. Clearance takrolimu je pfiblizné 2,8 ml/min/kg.

5.4  VedlejSi ucinky a interference

Vv,

nefrotoxicita. Mezi dalSi patfi hyperkalemie, neurotoxicita, hypertenze, insomnie a
nauzea.
Koncentraci takrolimu v krvi zvySuje paralelni uzZivani napf. blokatoru

vapnikovych kanald (nicardipin, verapamil), antimykotik (fluconazol,



ketokonazol), makrolidovych antibiotik (claritromycin, erytromycin) a dalSich
lékd. Naopak pfitomnost antikonvulsiv (fenobarbital, carbamazepin), antibiotik
(rifampicin, caspofungin) nebo pfibuzného imunosupresiva sirolimu

koncentraci snizuje. (IMx System, 2005; web Astellas)

5.5  Mechanizmus ucinku

Takrolimus se v burice vaze na proteiny FKBP (FK506 Binding
Proteins), jejichz pentamerni komplexy s takrolimem, kalmodulinem,
vapenatymi ionty a kalcineuriny A a B inhibuji fosfatazu kalcineurin. Tento
enzym defosforyluje transkripéni faktor NFAT (Nuclear Factor of Activated T-
cells), ¢imz umozni jeho pfestup z cytoplazmy do jadra, kde se vaze na
promotor genu pro interleukin-2 (IL-2). Je-li kalcineurin inhibovan, nedojde
k zahajeni produkce IL-2 nezbytného k proliferaci T lymfocytu.

Navic IéCivo tlumi aktivitu nékterych kinaz, které také zprostfedkovavaji
bunécné signaly. Zablokovani téchto signalt vede k nedostate¢né aktivaci T

lymfocytu. (Ferencik a kol., 2005)

6 CYKLOSPORIN A
6.1 Historie

Substanci izoloval B. Thiele ze Svycarské firmy Sandoz (dnes Novartis)
v roce 1970 ze vzorkd pid z Wisconsinu v USA a z Norska. Zdrojem je houba
Tolypocladium inflatum. Pdvodné byl cyklosporin zamysSlen jako
antimykotikum, ale vyzkum v této oblasti byl pro neuspokojivé vysledky
zastaven. Vroce 1976 vSak J.F. Borel ze Sandozu objevil jeho
imunosupresivni U€inky a jesté tentyz rok zacaly klinické zkousky, které vedly
v roce 1983 ke schvaleni cyklosporinu k pouziti v prevenci organove rejekce.
(web World-of-fungi)

10



6.2  Struktura a vlastnosti
Cyklosporin je cyklicky peptid slozeny z 11 aminokyselin, jeho
molekulova hmotnost je 1202 a sumarni vzorec Cg,H11N11015.
Nerozpousti se v hexanu a ve vodé, rozpustny je v organickych

rozpoustédléch. (web Wikipedia - cyclosporin)

(e
Kt

obr. 2. Molekula cyklosporinu A (zdroj:Wikipedia)

6.3  Pouziti a osud v organizmu
Cyklosporin jako imunosupresivum pro peroralni nebo intravenozni
pouziti znacné zvysil pfezivani pacientd po transplantacich srdce, ledvin,

kiize, pankreatu, kostni dfené, jater nebo stifeva.

11



Biologicka dostupnost béhem léCby vzrusta, proto musi byt oralni davky
snizovany, aby se v krvi udrZela stala hladina léCiva. K tomu slouZzi pribézné
monitorovani koncentrace v krvi a eliminuje se tak neucCinnost pfi
poddavkovani nebo toxicita pfi pfekroCeni pfijmu léku.

Oc¢ekavané hodnoty |éCiva v pIné krvi jsou silné variabilni a museji byt
uréeny individualné pro kazdého pacienta. Nase oddéleni ma limit normalnich

hodnot nastaven na 100 — 250 ng/ml.

6.3.1 Absorpce
Rovnéz u této latky je variabilni a nepfedpovéditelna absorpce, pfi
oralnim pouZiti neuplna a stejné jako u takrolimu je pro stanoveni nejvhodné&jsi
plna krev.
Maximalni koncentrace dosahuje cyklosporin 1,5 — 2 hodiny po podani.

Tucna strava zkonzumovana pul hodiny pfed podanim léku snizi C,o 0 33%.

6.3.2 Distribuce
Distribuce v organizmu je pfiblizné v pomérech 33— 47% plazma, 4 — 9%
leukocyty, 5-12% granulocyty a 41-58% erytrocyty. PFi vysokych

koncentracich je vazebna kapacita krevnich bunék saturovana.

6.3.3 Metabolizmus
Cyklosporin je metabolizovan v jatrech cytochromem P-450 a bylo
rozpoznano vice nez 30 metabolitd vznikajicich demetylaci a oxidaci. Nékteré
z metabolitll vykazuji imunosupresivni a toxické uc€inky, avSak nizsi, nez

materska latka.

6.3.4 Exkrece
Exkrece probiha pfevazné zluci, 6% pak moci. Asi 0,1% latky odchazi
s moCi nezménéno. Cyklosporin je vyluCovan matefskym mlékem. Biologicky

polocas je pfiblizné 8,4 hodiny (5 — 18 hod) a clearance 5 — 7 ml/min/kg.

12



6.4  VedlejSi uCinky a interference

Primarni vedlejSi ucinky Iéku jsou nefrotoxicita a hepatotoxicita, dale pak
prujmy, nausea, zvraceni, hirsutizmus, tremor a hypertenze.

Spousta Iékl postihuje krevni koncentrace cyklosporinu, at uz indukci
metabolizmu, interferenci nebo ovlivnénim absorpce. Mezi takové Iéky patfi
napf. verapamil, erytromycin, claritromycin, ketokonazol, metylprednisolon
(zvy8uji koncentraci cyklosporinu), carbamazepin, fenobarbital, rifampicin

nebo fenytoin (koncentraci snizuji). (Axsym System, 2008; web Novartis)

6.5 Mechanizmus ucinku

Reverzibilni inhibici postihuje imunokompetentni buriky v GO a G1 fazi
bunééného cyklu. Cyklosporin se vaze na nitrobunéné proteinové receptory
ze skupiny imunofilind, které se u€astni pfenosu buné&énych signald. Komplex
cyklosporin — imunofilin rovnéz inhibuje kalcineurin a tvorbu IL-2. Nepostihuje
fagocytdézu. (Ferencik a kol., 2005)

Interleukin — 2 je protein o molekulové hmotnost 15,4 kDa skladajici se
ze 133 aminokyselin. Slouzi Tyl a T lymfocytdm jako autokrinni rustovy
a proliferacni faktor. Ty1 lymfocyty navozuji aktivaci makrofagl a produkci IL-2
stimuluji déleni efektorovych T. lymfocytl. Cytotoxické lymfocyty se pfimo
ucastni na likvidaci cizorodych bunék a tim rozhoduji o nepfijeti transplantatu.
(Hofejsi, Bartunikova, 2002; Stites, Terr, 1994)

7 INSTRUMENTACE

Pro stanoveni imunosupresiv pouziva Oddéleni klinické biochemie,
mikrobiologie a imunologie Nemocnice Jihlava dvou analyzatora firmy Abbott —

IMx na takrolimus a Axsym na cyklosporin.
7.1  Abbott IMx

Takrolimus je stanovovan metodou imunoenzymatického vySetfeni na

mikroc€asticich — MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay).

13



711 Metodika

Tato technika pouziva submikronové Castice potazené protilatkou proti
stanovovanému analytu, ktery ze vzorku v inkubacni cele specificky
vychytavaji. Po inkubaci systém alikvotni &€ast vzniklych imunokomplexu
automaticky pfenese do reakCni cely, kde se vazi na inertni matrix ze
sklenénych vlaken. Nenavazané slozky jsou z reakCni cely vymyty. Poté je
pfidan konjugat dalSi specifické protilatky proti analytu, tentokrat znacené
alkalickou fosfatazou. Ten se sendviCové vaze na zachyceny analyt. DalSi
promyti odstrani nenavazany konjugat.

K umoznéni detekce se k matrix pfida fluorogenni substrat, kterym je
4-metylumbelliferylfosfat (MUP). Alkalicka fosfataza konjugatu katalyzuje
hydrolyzu MUP na fluorescenéni produkt 4-metylumbelliferon (MU). Vznikly
produkt emituje fluorescencni svétlo, jehoZz intenzita je pfimo umérna
koncentraci analytu ve vzorku.

U imunoanalyzy muze dochazet k nespecifickym zkfizenym reakcim
s metabolity takrolimu, pfi cholestaze nebo jiném naruSeni odbouravani se
metabolity mohou kumulovat. Metoda je omezena koncentraci 30 ng/ml

a v takovém pfipadé je tfeba vzorek fedit.

[]
— _‘

m
g

Mikro&astice Analyt

potaZena protilatkou Vazba analytu

obr.3. Vazba analytu na mikrocastice

14



Anti-analyt protilatka
znacena alkalickou fosfatazou

obr.4. Vazba konjugatu na komplex

Fluorogenni substrat

Fluorescenéni produkt

obr.5. Enzymaticka hydrolyza substratu

7.1.2 Optické méteni

Svételny zdroj fluorometru pouziva rtutovou vybojku, jejiz zareni je
selektovano excitacnim filtrem propoustéjicim svétlo o vinové délce 359 - 371
nm. ExcitaCni zafeni je nasmérovano do reakCni cely, kde je absorbovano
fluorogennim substratem. MU po navratu z excitovaného stavu emituje zareni
o vinové délce 448 nm. Jelikoz i MUP emituje, a to pfi 387 nm, prochazi
vyzarené svétlo emisnim filtrem propoustéjicim vinové délky 435 — 465 nm.
Tak je zajisténo, Ze se do fotonasobiCe detektoru dostane jen zareni
defosforylovaného substratu. (Abbott IMx, 1994)

15



- Fotonasobié
_|_ Emisni filtr 435 — 465 nm

|
—‘—l— Emisni filtr 400 — 1000 nm

. |
o
' I . . - _ Vs _
Filtr 290 — 410 nm | Dichroicky filtr — odrazi 350 — 380 nm
|

g 5 % ~
ys
fotodioda Excitaéni filtr 359 — 371 nm
Cocka
MUP emise MU emise

Rtutova vybojka

Reakéni nadobka

obr.6. MEIA optika

7.2  Abbott Axsym
Ke stanoveni cyklosporinu se v pfistroji Axsym pozZiva metoda

fluorescencni polarizace — FPIA (Fluorescent Polarization Immunoassay).

7.21 Metodika

Technika je zaloZzena na bazi kompetitivni vazby proteinu a vyuZziva
skuteCnosti Ze rychlost rotace molekuly v kapaliné klesa s jeji velikosti —
nenavazany analyt rotuje rychleji nez jeho komplex s protilatkou. Primérna
hodnota polarizace emitované florescence je nepfimo umérna rychlosti rotace
znacCené molekuly.

Reakéni smés obsahuje specifickou protilatku proti analytu, analyt
znaceny fluorescencni molekulou (tracer) a vzorek. Analyt pfitomny ve vzorku

soutézi o limitovany pocet vazebnych mist na protilatce s tracerem.

16



Pri vysoké koncentraci hledané latky se navaze jen mala cast
znacenych molekul, které rotuji rychle a po excitaci polarizovanym svétlem
vyzaruji do v8ech smérl — polarizace se snizi.

Neni-li analyt ve vzorku pfitomen, vétSina znaCené latky se vyvaze do
komplexu s protilatkou, jehoz rotace je dostateéné zpomalena a fluorescence
je emitovana v jedné rovine.

Rozsah metody dany linearitou kalibrace je do 800 ng/ml. Pfi dosazeni
vy§Sich hodnot v dusledku interferenci s léky zvySujicimi koncentrace
cyklosporinu nebo vysokou hladinou jeho metabolitl je nutné vzorek Fedit

nebo konfrontovat se specifi¢téjSim vysetfenim pomoci HPLC.

Protilatka
4
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Analyt

&

obr.7. Kompetice analytu a traceru o vazebna mista na profilatce
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obr.8. SniZena polarizace v disledku rychlé rotace emitujici molekuly
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obr.9. ZvySeni polarizace pri zpomalené rotaci emitujiciho komplexu

1.2.2 Optické méteni

Systém FPIA méfi orientaci polarizace vychazejici z reakéni nadobky.
Zdrojem svétla je wolfram — halogenova Zarovka. Excitacni zafeni prochazi
pres filtr umoznujici prichod modrému svétlu vinové délky 485 nm, které je
nasledné polarizovano filtrem z tekutych krystall. Modré polarizované zareni
je sméfovano pres reakéni kyvetu, kde excituje fluorofor znaceného analytu.
Ten po navratu do zakladniho stavu emituje zelené svétlo o vinové délce 525
— 550 nm, které prochazi emisnim a polarizacnim filtrem a vstupuje do
fotonasobice detektoru. (Abbott Axsym, 2004)
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obr.10. FPIA optika
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8 RUTINNi STANOVENI V KLINICKE LABORATORI

8.1 Zavedeni metody a validace

Metody pro stanoveni imunosupresiv jsme na OKBMI v Nemocnici
Jihlava zavadéli v listopadu 2007. Pfed timto datem jsme zadana vySetreni
zasilali do biochemické laboratofe Institutu klinické a experimentalni mediciny
v Praze.

Po instalaci a zprovoznéni pfistrojl, kalibracich a zaSkoleni laborantu
odbornymi pracovniky firmy jsme v nasledujicich nékolika tydnech meéfili
vzorky novou metodou na OKBMI a zaroven duplicitné ziskavali hodnoty
koncentraci zasilanim téhoz materialu do IKEM.

Prazské pracovisté pro stanoveni imunosupresiv pouziva metody firmy
Siemens Emit 2000. Metoda je zaloZzena na kompetici analytu ze vzorku
s analytem znaCenym rekombinantni glukézo-6-fosfat dehydrogenazou
0 vazebna mista na specifické mysi monoklonalni protilatce. Nenavazany
enzym konvertuje NAD na NADH, jehoz absorbance je detekovana
fotometricky. (Emit 2000, 2008)

8.1.1 Statistické zpracovani valida¢nich méfeni

Statistické porovnani obou metod pomoci Passing — Bablokovy regrese
a Altmanova — Blandova diferenéniho grafu pro obé IéCiva.

Velikost analyzovanych soubort je n=17 pro takrolimus a n=20 pro
cyklosporin.

Z grafl a tabulek kontrol kvality vyplyva, ze obé metody ve srovnani
s fotometrickym systémem EMIT, provozovanym v IKEM, jsou stabilni a plné
pouzitelné pro rutinni analyzu pacientskych vzorkld. Posun urovné bias ve
srovnani MEIA/EMIT je zpusoben rozdilnou technikou stanoveni.

Koncentrace vS8ech porovnavanych vzorkd se nachazeji uvnitf oblasti

vymezené 95% intervalem spolehlivosti.
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8.2 Vnitini kontrola kvality

kontrolni sety obsahujici 3 hladiny hledané latky, oznacené jako Low, Medium

a High. Pfi kazdé sérii vzorku se méfi jedna z kontrol, vzdy postupné v fadé L,

Firma Abbott dodava k reagenCnim soupravam obou imunosupresiv

M a H, stejna hladina je tedy pouzita znovu po tfech tydnech.

Nevejde-li se zméfena hodnota kontroly do vymezeného rozsahu, je tfeba

pripravit novy kontrolni vzorek a méfeni opakovat. Pokud se dostane i druhé

Kontroly maji

vyrobcem urCeny

méreni mimo meze, musi se metoda nakalibrovat.

8.2.1

Statistické zpracovani vnitinich kontrol kvality

rozsah akceptovatelnych hodnot.

Takrolimus: vntifni kontrola kvality 1/08-3/09

hladina L M H
refer. hodnota 5 11 22
rozmezi ref. h. (3-7) | (7,7-14,3) |(15,4-28,6)
n 22 21 21
stfedni hodnota 5,01 10,47 20,85
SD 0,56 1,66 2,53
CV (%) 11,2 15,8 11,6
bias 0,3 -4,8 -0,7
komb. nejistota (%) 11,4 16,9 11,9

Cyklosporin A: vnitini kontrola kvality 1/08-3/09

hladina L M H
refer. hodnota 70 300 600
rozmezi ref. h. (51-89) | (250-350) | (465-735)
n 24 22 22
stfedni hodnota 73,69 321,64 646,08
SD 8,1 26,9 62,19
CV (%) 11 8,4 9,6
bias 5,3 7,2 7,7
komb. nejistota (%) 12,4 11,2 12,5

referencniho rozmezi stanoveného vyrobcem.
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8.3 Externi kontrola kvality

Cyklus externich kontrol kvality probiha 2x rocné. Kontrolni vzorky na

objednani zasila Referenéni instut pro bioanalytiku (RfB) Némecké spole¢nosti

pro klinickou chemii a laboratorni medicinu (DGKL) se sidlem v Bonnu.

Institut rovnéz zasila certifikat akreditujici pracovisté k provozu metody.

Certifikat ma platnost jeden rok a je v elektronické podobé vyvéSen na

webovych strankach oddéleni. Pokud namérené hodnoty externi kontroly

nesplni pozadavky RfB, musi laboratof objednat nové vzorky a cyklus

opakovat.

8.3.1 Vysledky externich kontrol kvality

EHK cyklosporin - bfezen 2008
vzorek A B C D
cilova hodnota 136 170 158 303
refer. rozmezi 95-177 | 119-221 | 110-206 | 212-394
namérena hodnota 127 174 178 304
rozdil (D/Dmax) -0,22 0,07 0,41 0,01
EHK cyklosporin - Fijen 2008
vzorek A B C D
cilova hodnota 111 214 224 270
refer. rozmezi 78-145 | 149-279 | 156-292 | 189-351
nameérfena hodnota 102 201 216 246
rozdil (D/Dmax) -0,27 -0,2 -0,12 -0,3

EHK takrolimus - brezen 2008

EHK takrolimus - Fijen 2008

vzorek A B vzorek A B
cilova hodnota 14,9 15 cilova hodnota 10,3 15,9
refer. rozmezi 10,4-19,4|10,5-19,5 refer. rozmezi 7,21-13,4111,1-20,7

namérena hodnota 15,9 16,6 namérena hodnota 10,5 18
rozdil (D/Dmax) 0,22 0,35 rozdil (D/Dmax) 0,06 0,43

D je rozdil mezi cilovou a naméfenou hodnotou, Dy« je polovina

referenéniho rozmezi, limit pro spinéni pozadavkl RfB je D/D .y < 1.
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8.4 Odbér, zasilani a skladovani materialu

Odbér plné krve pro analyzu provadi ambulance oSetfujiciho Iékafe do
protisrazlivého roztoku K,EDTA, coz byvaji nejCastéji zkumavky systému
Vacutainer firmy Becton — Dickinson. Vzhledem k biologickému poloCasu
v fadu nékolika hodin je nutné k zajiSténi objektivity odbér provadét vzdy ve
stejném intervalu po podani léku.

Odebrané vzorky do laboratofe dopravuje bud sestra odborné ambulance
nebo personal nemocni¢niho sanitafského servisu. Material laboratof pfijima
na zakladé shody identifikaénich udaji na zkumavce a na platné zadance
o vySetreni.

Mé&feni imunosupresiv provadime na OKBMI v rutinnim reZzimu jednou
tydné ve stanoveny den, a to z duvodu nevelkého mnozstvi poZzadovanych
vySetfeni. Za rok 2008 jsme vySetfili 224x hladinu takrolimu a 282x
cyklosporin, Cili v priméru 5 vzork( kazdého IéCiva tydné.

Vyzaduji-li to okolnosti, napfiklad CastéjSi sledovani koncentraci v Casné
fazi imunosupresivni 1éCby v prvnich tydnech po transplantaci, je mozné
stanoveni provadét kdykoli na vyzadani.

Vzorky doslé ve dny, kdy se neméfi, skladujeme v lednici pfi 2 — 8 °C ve
zvlastnim stojanu pro tento uc€el uréenému. Doba skladovani vzorkd pred
analyzou doporu€ena vyrobcem diagnostickych souprav je 14 dni pro
takrolimus a 28 dni pro cyklosporin pfi 2 — 8 °C. Vzorky zmrazené pfi —20 °C

je mozné uchovavat mésice.

9 ZAVER

Tato prace obsahuje zakladni informace o objevech a vlastnostech dvou
lékd potladujicich imunitu, vyznamného terapeutického nastroje umoznujiciho
zajistit pfezivani pacientd po organové transplantaci.

RovnéZ popisuje principy stanoveni a instrumentalni techniky zavedené
a pouzivané v jedné z klinickych laboratof, rozebira a pomoci grafu a tabulek
hodnoti vnitfni i externi kontrolni mechanizmy a jejich uspésné plnéni nasim

pracovistém.
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