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Immunosuppressiivisten lddkeaineiden
analytiikka nestekromatografia-
tandem-massaspektrometrialla

Anna Becker ja Out( Itkonen

Johdanto

Vuosi 2016 oli elinluovutuksissa ja — siirroissa enna-
tysvuosi: elimia saatiin 132 luovuttajalta ja tehtiin yh-
teensd 399 elinsiirtoa (HUS intranet). Eniten siirrettiin
munuaisia (262 kpl) ja maksoja (61 kpl), mutta myos
haiman-, sydamen- ja keuhkonsiirtoja tehtiin. Elimis-
t6 jastai siirre hylkivat toisiaan (graft versus host, host
versus graft). Hyljintareaktioita on kolmea eri tyyppia.
Hyperakuutti hyljinta (minuuteissa) perustuu HLA-an-
tigeeneihin ja on estettavissa sopivuuskokein. Akuutti
hyljinta (3 vrk — 3 kk) on T-soluvalitteinen ja hoidetaan
hyljinnanestolaakityksella. Krooninen hyljinta on pi-
demmalla aikavalilla ilmeneva reaktio, jonka meka-
nismit ovat epaselvid ja jossa hoitona on uusi siirre.

Elinsiirron jalkeen potilas siis tarvitsee immunosup-
pressiohoitoa ja kdytettyjen ladkeaineiden pitoisuuksien
seurantaa lapi loppuelaman. Liian alhainen hyljinna-
nestolaakitys johtaa siirteen hyljintdan, kun taas liian
suurina pitoisuuksina potilas altistuu munuais-, maksa-,
sydan- ja/tai haimavaurioille, tulehduksille tai saattaa
kehittda anemian, verenpainetta, trombosytopeniaatai
talla onkohonnutsydpaalttius. Siksi hyljinnanestolaaki-
tyksen monitorointi ja kdytettyjen mittausmenetelmien
korkea laatu on ensiarvoisen tarkedd. Kautta aikojen
Suomessa on tehty noin 4500 elinsiirtoa, joten monito-
roitavaa riittad! Yksin HUSLABissa tehdaan yli 30.000
siklosporiini A- ja takrolimuusimaaritysta vuodessa.

Ensimmaiset menetelmat immunosuppressiivisten
laakeaineiden mittaamiseksi perustuivat immunolo-
giaan. Mychemmin niiden heikompi selektiivisyys ja
tarkkuus voitiin osoittaa vertaamalla kromatografisiin
menetelmiin. Nykyaan maaritysmenetelma perustuu
enenevdssd madrin nestekromatografia-tandem-
massaspektrometriaan (LC-MS/MS). Kansainvélisissa
siklosporiini A:n ja takrolimuusin ulkoisen laadunar-
vioinnin ohjelmissa yli 40% laboratoriosta on ilmoitta-
nut menetelmakseen LC-MS/MS. Sirolimuusin kohdalla
osuus on jo yli 70%. Laadunarviointikierrosten tulok-
sista on nahtavissd, ettd immunometriaan perustuvien
madritysmenetelmien tulostaso on korkeampi kuin
LC-MS/MS:aan perustuvien ja etta erityisesti joidenkin
siklosporiini A -menetelmien variaatio on korkeahko
verrattuna LC-MS/MS:aan.
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HUSLABIn
LC-MS/MS — menetelma

HUSLAB on siirtynyt LC-MS/MS — menetelmaan veren
siklosporiini A:n, takrolimuusin ja sirolimuusin maa-
rittdmisessa 1.5.2017 alkaen (B —CyA-MS (21262) B
-Siklosporiini A, massaspektrometrinen; B —TacroMS
(21622) B -Takrolimuusi, massaspektrometrinen; B
=SiroMS (21623) B -Sirolimuusi, massaspektrometri-
nen). Yksi ja sama menetelma mittaa kaikkia kolmea
ladkeainetta samalla kertaa. Menetelma perustuu ko-
koverindytteen solujen hajottamiseen ja proteiinien
saostamiseen sinkkisulfaatti-metanoliseoksellaisotoop-
pileimatun sisdisen standardin kanssa. Kromatografia
perustuu propyylisyano-kytkettyyn kiinteddn faasiin
(XSelect HSS CN, Waters) erittdin korkean paineen
nestekromatografilla (Thermo Fisher Ultimate) vesi-
metanoligradientilla. Yhden kromatografian kesto on
3,2 min. Naytteensy6ttajana on moniajo- eli multiplex-
ing-laitteisto Transcend Il (Thermo Fisher), joka injisoi
naytettd vuorotellen kahteen eri kolonniin 1,6 minuutin
valein. Moniajolaitteisto ohjaa kummastakin kolonnista
eluenttia vuorotellen yhdelle MS-laitteelle vain sen 36
sekuntia, jollointutkittavat ladkeaineet eluoituvat kolon-
nista. MS-laitteena on AB Sciexin AP14000-sarjan kol-
moiskvadrupolilaite. Ladkeaineiden detektio perustuu
vaIittujen ionien monitorointiin (MRM). HUSLABIssa
onkaytossaan kaksi identtista laitteistoa, joilla kummal-
lakin pystytddan analysoimaan naytteitd 1,6 minuutin
vdlein. HUSLABin moniajolaitteet ovat ensimmaiset
laatuaan Suomessa. Pohjoismaissa ja muualla maail-
massa niista sen sijaan on jo runsaasti hyvia kokemuk-
sia. Menetelmassa kaytetaan kaupallisia kalibraattoreita
jalaadunohjausnaytteita (Chromsystems) ja ndytteiden
pitoisuus lasketaan vertaamalla analyytin ja sisdisen
standardin suhdetta vakiokuvaajaan. Menetelma kat-
taa hyvin mittausalueeltaan kliinisen kayttGtarpeen ja
on toistettava (Taulukko 1) ja spesifinen.

Kliininen validointi

Kliinisessa validoinnissa kaytettiin HUS:in elinsiirtoja
tekevien osastojen ja elinsiirtopotilaita hoitavien po-
liklinikkojen potilasnaytteita. Validoinnissa kaytettiin
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Kuva 1. Abbott Architect — analysaattorilla ja LC-MS/MS — menetelmalld maaritetyt pitoisuudet potilasnaytteilla. Passing-
Bablok-analyysit siklosporiini A (A, B, C), takrolimuusi (D, E) ja sirolimuusi (F) — tuloksista munuaisen- (A, D), maksan- (B, E),
luuytimen-siirto- (C) ja kaikista (F) potilaista.
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Taulukko 1. Immunosuppressiivisten ladkeaineiden LC-MS/MS — menetelman
analyyttisen validoinnin tuloksia. LOD, detektioraja; LOQ, kvantitointiraja.

Ominaisuus B -CyA-MS B -TacroMS B -SiroMS
Lineaarisuus (ug/l) 3 -1840 1,1-42,3 0,3-49
Kokonaisvariaatio <5% <11% <9%
Alin vastattava (ug/l) 25 2,2 2,3

naytteitd munuaisen-, maksan- ja luuytimensiirtopo-
tilaista. Naytemuotona on EDTA-veri.

Vertailumenetelmina kaytettiin Abbott Diagnostics
Division:in tarvittavia reagenssikitteja, kalibraattoreita
jalaadunohjausnaytteita Architect i2000SR analysaat-
torilla HUSLABIn Virologian osastolla. Analyysi suori-
tettiin reagenssivalmistajan ohjeiden mukaan, B -CyA
kuitenkin rinnakkaismaarityksend. Vertailumenetelma
on kemiluminometrinen mikropartikkeli-immunome-
netelma (CMIA).

Kaikkien kolmen tutkitun hyljinndnestoladkkeen
pitoisuudet ovat korkeampia CMIA — menetelmalla
verrattuna LC-MS/MS menetelmaan. Eri elinsiirtoryh-
mien véliset erot ovat pienid. Sen sijaan eri potilaiden
naytteissa ero saattaa olla merkittava (Kuva 1). Elinsiir-
topotilaiden naytteissa B—CyAtulostaso oli keskimaarin
27% - 30% tai 24 - 42 pg/l korkeampi CMIA:lla kuin
LC-MS/MS —menetelmdlld. Vastaavat erot B —Tacro —
pitoisuuksissa olivat 18% - 19% tai 1,5 - 1,9 pg/l ja B
=Sirolim—pitoisuuksissa 30%tai 1,7 pg/l. Erot menetel-
mien tulostasoissa johtuvat todenndkdisesti immuno-
menetelmien vasta-aineidenristireaktiosta ladkeaineen
metaboliitteja kohtaan, tunnetusta kyvettimuovista
johtuvasta variaatiosta tai muista immunomenetelmia
hairitsevista tekijoista.

Lopuksi

HUSLABissa on 1.5.2017 alkaen kéytdssé spesifinen,
herkka ja tarkka maaritysmenetelma verinaytteen sik-
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losporiini A:n, takrolimuusin ja sirolimuusin mittaami-
seksi. Analyyseja tehddan paivittain vuoden jokaisena
paivand. Klo 13 mennessd laboratorioon saapuneet
naytteet analysoidaan saman pdivan aikana, sen jal-
keen saapuneetseuraavanaamupdaivan aikana. LC-MS/
MS- ja CMIA-menetelmien valisestd keskimaaraisesta
tulostason erosta huolimatta yksittdisen potilaan nayt-
teesta mitattu ero voi olla olematon tai merkittava.
Tasta syysta HUSin elinsiirtopotilaita hoitavat kliinikot
ovat kevdan aikana saaneet potilasvastauksia molem-
milla menetelmilld, jotta uusiin menetelmiin siirtymi-
nen sujuisi potilasturvallisuutta vaarantamatta. Vaikka
menetelmavaihdoksessa tulostason muutos aiheuttaa
hoitaville laakareille epamukavuutta, niin tarkeinta
kuitenkin on, ettd uusien menetelmien kayttéonoton
myéta siklosporiini A-, takrolimuusi- ja  sirolimuusi-
tulosten oikeellisuus paranee.
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