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BEVEZETO

Magyarorszagon az orvosi laboratéoriumok szamara kotelezd kiilsé
mindségellendrzési programban (EQAS) részt venni, habar a célértékek
meghatdrozasara és az elfogadasi tartomanyok megallapitasara nemzeti iranyelv
nem elérhet6. Magyarorszag koveti az In vitro diagnosztikai orvostechnikai
eszk6zokrol szo6l6 direktivakra (IVD MDs, 98/79/EC), az ISO/IEC 17043:2009 és
a szintén harmonizalt MSZ EN 14136:2004 szabvanyokra vonatkozo
szabalyozasokat. A QualiCont In Vitro Diagnosztikai Mindségellenbrzési
Nonprofit Kozhaszni Kft. a magyarorszagi kiilsé mindség-ellenérzés (EQA)
megszervezésében az MSZ EN 14136:2004 szabvany kovetelményeire
tamaszkodik, valamint az ISO/IEC 17043:2009 szabvany kdvetelményeinek kivan
megfelelni. Az MSZ EN 14136:2004 ¢és az ISO/IEC 17043:2009 szabvanyok a
referencia mérési eljarasok (RMP) hasznalatat ajanljak osszhangban az MSZ EN
ISO 17511:2004 szabvany alapjan leirt visszavezethetdséggel (traceability) és
meghatarozzak a mérési bizonytalansag (uncertainty of measurement) mértékét a
célértékek (target value) megallapitasahoz. Osszhangban ezekkel a szabalyokkal, a
QualiCont Kft. tobb mobdszer esetében is referencia mérési eljarasokkal
megallapitott célértéket hasznal kiilsé mindségellendrzési programjaiban (EQAS).

Az orvosi laboratériumokban rutin mérésekhez a HbA;, meghatarozasara
és a terapias gyogyszerszint mérésre legtdobbszor nagy atbocsatoképességii
diagnosztikai modszereket (high-throughput procedures) alkalmaznak. A
leggyakrabban alkalmazott elvek ezekhez a mérésekhez az immunoldgiai
modszerek. Az immunoldgiai modszerekkel mért értékeknek a kiilonbozo
kalibraciok miatt nem megfeleld Osszehasonlithatosaguk van, melyet kiilsé
mindségellenérz6 programok kimutattak. A legmagasabb szintli pontossag
biztositasahoz a nem megfelel6 6sszehasonlithatosag athidalasara referencia mérési
modszerek €s tanusitott referencia anyagok keriiltek fejlesztésre a gyartok rutin
mérési tesztjeinek kalibralasara. A CEN és az ISO standardok megkdvetelik a

referencia mérési eljarasok és a tanusitott referencia anyagok (CRM) hasznalatat.



A referencia mérési eljarasok fejlesztésének kovetnie kell az MSZ ISO 15193:2009
szabvany eldirasait. Jelen munka referencia mérési eljarasai kovetik az 1SO
szabvany elbirasait.

Az International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC) létrehozott a HbAj. standardizacidjara egy munkacsoportot
(Working Group on Standardization of HbA;). A referencia mérési eljaras
(primary reference material) alkalmazasa kapillaris elektroforézis (CE) és
folyadékkromatografias-tomegspektrometrias (LC-MS) modszereknél.

Az immunszuppressziv szerek nagyon sziik terapias tartomanyt, intra- és
interindividualis farmakokinetikai és farmakodinamikai variabilitast mutatnak. A
terapids gyogyszerszint monitorozas célja az egyénre szabott immunszuppressziv
terapia megvalositasa. Jelenleg a terapias gyodgyszerszint monitorozasra
immunologiai és kromatografias modszerek érhetdk el. A rutin laboratéoriumokban
az immunologiai médszereket hasznaljak a legtobb esetben, melyek nem csak

magat a gyogyszert hatarozza meg, hanem azok aktiv és inaktiv metabolitjait is.

CELKITUZES

A munka célja, a betegellatds javitdsa a referencia mérési eljarasok
legmagasabb metrologiai szintjének megvaldsitasan keresztiil a standardizacios
eljarast bevezetni az orvosi laboratoriumokban. Ebben a munkaban két LC-MS
referencia mérési eljaras keriilt fejlesztésre. A HbA;. esetében a korabban
fejlesztett referencia mérési eljaras igényelt nagyobb hatarozottsagot (robustness).
Az immunszuppressziv szerek meghatarozasara eddig nem volt elérhetd referencia
mérési eljaras. A referencia mérési eljaras izotoppal jelolt belsé standard

felhasznalasaval kertilt fejlesztésre.

MODSZEREK
HbA,. meghatdrozasa: Binaris gradiens elvalasztast alkalmaztunk, mely A
eluensbdl (0.1% hangyasav vizben) és B eluensbdl (0.1% hangyasav

acetonirillben) all. A mintdk elOkészitése az IFCC referencia mérési eljarasa



alapjan tortént. A referencia mérési eljaras alapja a glikalt és a nem-glikalt
hemoglobin ardnyanak meghatirozédsa. Az elvalasztas C12 forditott fazisu Jupiter
Proteo oszlopon tortént, 300 pL/perc aramlédsi sebességgel, 50 °C-o0s
oszlophémérsékleten és 1 pL injektaldsi térfogattal. A duplédn protonalt B-N-
terminalis hexapeptidek detektalasa m/z 348.3 HbA, és m/z 429.3 HbA;
tomegeken tortént.

Cyclosporin A, Sirolimus, Tacrolimus és Everolimus meghatarozasa: A
kromatografias elvalasztashoz tercier gradiens elucidt alkalmaztunk (A eluens: 0.1
% v/v hangyasav vizben + 0.1 mmol/L Cs formiat, B eluens: 0.1 % v/v hangysav
metanolban + 0.1 mmol/L Cs formiat és C eluens: 0.1 % v/v hangyasav
acetonitrillben + 0.1 mmol/L Cs formiat). A kromatografias elvalasztashoz phenyl-
hexyl forditott fazisu oszlopot hasznaltunk, 300 pL/min aramlasi sebességgel, 50
°C-ra termosztalva. A nativ és az izotoppal jeldlt belsé standardok esetében a
precursor ionok (m/z) Cyclosporin A 1335.0, [*Hy]-cyclosporin A 1347.3,
Sirolimus (Rapamycin) 1046.5, [**C,?H;]-rapamycin 1050.6, Tacrolimus 936.4,
[*3C,2H,]-tacrolimus 939.2, Everolimus (42-O-(2-hydroxyethyl)rapamycin) 1090.5,
[°C,,2H,]-42-0-(2-hydroxyethyl)rapamycin 1096.6. A detektalt tomeg m/z 132.9,
a Cs’ ion, SRM médban. A médszer validalasihoz metanolban oldott standard
torzsoldatot, gyogyszermentes EDTA teljes vérbdl eldallitott ,,spike” mintat, gyari
kalibratort, valamint immunszuppressziv terapiaban részesiilé vesetranszplantalt
paciensek EDTA teljes vér mintajat hasznaltuk fel. Bels6 standardként izotdppal
jelolt komponenseket alkalmaztunk 1:1 jelolt/jel6letlen aranyban minden analit
esetében. A teljes vérmintak minta-elokészitésére folyadék-folyadék extrakcios

eljarast fejlesztettiink.

EREDMENYEK ES KONKLUZIO

A diabétesz mellitus menedzselésére €s az immunszuppressziv szerek
terapias gyogyszerszint monitorozasara alkalmas magas pontossagu és precizitasu
analitikai eljarasok fejlesztettiink, amelyek teljesitik a referencia mérési eljarasok

eloirasait.



UJ EREDMENYEK 4 HBA . MEGHATAROZASBAN

A HbA;. meghatarozasara az LC-MS analitikai eljarason alapulé modszerét

fejlesztettiik tovabb egy robusztusabb, precizebb és pontosabb modszerré.

v

v

A csucsalak javitasa C12 forditott fazisu Jupiter Proteo analitikai oszlop
alkalmazasaval.

A TFA helyettesitése hangyasavval az elucios pufferben noveli a csucs
¢Elességét és a jel intenzitasat

Az injektalt mennyiség csokkentése 1 pL-re.

Az Ujonnan kidolgozott modszert az IFCC HbA;. standardizacios

munkacsoportja elismerte j és leendd referencia mérési eljarasként

(RMP).

UJ EREDMENYEK AZ IMMUNSZUPPRESSZIV SZEREK MEGHATAROZASBAN

Egy referencia mérési eljarast fejlesztettiink az immunszuppressziv szerek

meghatarozasara LC-IDMS/MS analitikai modszeren alapulva.

v' A stabil izotopok belsé standardként alkalmazasdval a modszer a

legpontosabb mennyiségi meghatarozasi technikanak tekintheté és igy
referencia mérési eljarasként alkalmazhato.

Tomegspektrometrias  detektalasra a  Cyclosporin A,  Sirolimus,
Tacrolimus és Everolimus cézium addukt formajat alkalmaztuk SRM
modban.

Folyadék-folyadék extrakcios mintaelokészitési technikat fejlesztettiink az
immunszuppressziv szerek EDTA teljes vérmintabol meghatarozasara.

Az Ujonnan fejlesztett modszer értékelése koveti az ISO 15193:2009

szabvany el6irasait.

Osszefoglalva, olyan referencia mérési eljarasokat hoztunk létre a HbA . és az

immunszuppressziv szerek meghatarozasara, amelyek alkalmasak paciens mintak

mérésére, analitikai rendszerek hitelesitésére és EQA rendszerek célértékkel

torténd kiértekelésére a lehetd legmagasabb szintli pontossaggal.



