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Úvod
Cyklosporin A (C

62
H

111
N

11
O

12
) je cyklický un-

dekapeptid se strukturou cyclo- [MeBmt-α-Abu-

Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-

MeVal]. Cyklosporin A (CyA) je imunosupresivní 

látka, která selektivně zasahuje do imunitního 

systému. Inhibicí aktivace T-lymfocytů cyklo-

sporin zabraňuje produkci některých lymfokinů 

nezbytných pro imunitní odpověď na cizorodý 

nebo organizmu vlastní antigen (1, 2). CyA se po-

užívá nejen v transplantologii a při léčení vybra-

ných autoimunitních poruch, ale jeho uplatnění 

se rozšiřuje i na řadu onemocnění vyvolaných 

nebo provázených poruchami imunity. Indikace 

CyA zasahují do oborů revmatologie, gastroen-

terologie, hematologie, nefrologie, diabetologie, 

oftalmologie a dermatologie (2, 3). Nejčastěji 

uváděné nežádoucí účinky CyA jsou nefro-

toxicita, poruchy funkce gastrointestinálního 

traktu, hepatotoxicita, kožní a slizniční projevy 

(hirsutizmus, hypertrichóza, hyperplazie gin-

giv), neurotoxicita, hypertenze a určitý vliv dia-

betogenní (4). Cyklosporin A je metabolizován 

enzymatickým systémem cytochromu P450 3A. 

Dnes je známo asi 30 metabolitů CyA (5). Širšímu 

klinickému sledování hladin cyklosporinových 

metabolitů brání omezená dostupnost jejich 

standardů, které se obvykle získávají z moče pa-

cientů (6, 7). Některé metabolity byly připraveny 

rovněž synteticky nebo semisynteticky. U člo-

věka se v nejvyšších koncentracích nacházejí 

primární metabolity AM1, AM9, AM4N a sekun-

dární metabolit AM1c. Zejména koncentrace 

AM1 v některých případech přesahuje i několi-

kanásobně koncentraci CyA. Nejvýznamnějšími 

a nejvíce prostudovanými metabolity z hlediska 

toxicity a klinického účinku jsou primární meta-

bolity AM1 a AM9 a AM4N (8, 9). Imunosupresivní 

vlastnosti metabolitů jsou nižší než u molekuly 

CyA. Primární metabolity, které mají nejméně 

změněnou molekulu, jsou imunosupresivně 

nejaktivnější, zvláště AM1. O vlivu metabolitů 

na celkový účinek a toxicitu CyA se stále dis-

kutuje (10).

CyA je lék s úzkým terapeutickým rozmezím 

u něhož se projevuje významná interindividuální 

variabilita, která má za následek rozdílnou odpo-

věď na terapii. V klinické praxi neexistují imuno-

logické testy, kterými by bylo možno účinnost 

imunosuprese cyklosporinem sledovat, a proto 

se monitorování CyA omezuje na stanovení jeho 

koncentrací v krvi. Zjistilo se, že monitorování 

CyA pomocí údolních hladin (through level) je 

nepřesné (11, 12), a proto se v poslední době 

výzkum soustřeďuje na sledování celkové ex-

pozice CyA, vyjádřené jako AUC, protože lépe 

koreluje s klinickým stavem a rizikem rejekce. Pro 
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výpočet AUC se používá metoda omezeného 

počtu odběrů, sparse sampling (13, 14, 15, 16, 

17, 18). Spolehlivé i praktické je také stanovení 

hodnoty C
max

, maximální dosažené koncentrace 

CyA, nebo C
2
, tedy koncentrace ve druhé hodině 

po podání CyA (19, 20, 21, 22, 23). Terapeutické 

monitorování (TDM) CyA sleduje klinický stav 

pacienta při imunosupresi a může zahrnovat 

farmakokinetické, ale i farmakodynamické údaje 

založené na kvantitativní analýze CyA. Dnešním 

trendem v transplantologii je minimalizovat 

používání steroidů a redukovat expozici kalci-

neurinových inhibitorů (CyA a takrolimu) čímž 

se snižují jejich nežádoucí účinky a zlepšuje 

se imunosupresivní účinek. Cyklosporin A, popř. 

takrolimus, se používá v kombinaci se sirolimem, 

everolimem nebo kyselinou mykofenolovou. 

Koncentrační rozmezí jednotlivých imunosu-

presiv jsou velmi rozdílná.

Pro TDM cyklosporinu A se používají pře-

devším metody imunoanalytické, metody vy-

sokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) 

a kapalinová chromatografie ve spojení s hmot-

nostní detekcí (LC-MS).

Imunoanalytické metody 
stanovení cyklosporinu A

Pro účely TDM CyA jsou v laboratorní praxi 

využívány různé varianty kompetitivních imuno-

analytických metod. Jejich principem je soutěž 

(tedy kompetice) o omezené množství vazeb-

ných míst specifické protilátky. Během reakce 

mezi sebou soutěží na jedné straně cyklosporin 

A přítomný v analyzovaném vzorku a na straně 

druhé vhodným způsobem označený cyklospo-

rin A (radioizotopem, enzymem, fluoresceinem 

apod.), který je do reakce přidáván jako indikátor 

pro kvantifikaci jejího průběhu.

S ohledem na postupný vývoj těchto metod 

byly ke značení používány nejdříve radioizoto-

py (tritium 3H nebo 125I), později pak především 

enzymy, s využitím jejich následné reakce s od-

povídajícím substrátem a fotometrické nebo 

fluorometrické detekce. Vývoj těchto metod 

se odehrával také ve vztahu k používaným 

specifickým protilátkám, což mělo samozřej-

mě vliv na vlastní specifitu stanovení. Ta je prá-

vě v případě monitorování hladin léků v krvi, 

vzhledem k přítomnosti řady jejich metabolitů, 

významným problémem. V posledních letech 

byly zavedeny do rutinní praxe specifické mo-

noklonální protilátky s malou zkříženou reakcí 

s metabolity CyA. Tyto protilátky se připravují in 

vitro hybridizací.

Imunoanalytické metody jsou z hlediska in-

strumentálního provedení poměrně jednoduché 

a nezávislé na proměnných parametrech přístro-

jové techniky. S postupem času byly zejména ne-

izotopové varianty těchto metod automatizovány 

s možností jejich zpracování nejen na imunoa-

nalyzátorech (metoda FPIA), ale také na běžných 

biochemických analyzátorech (metody EMIT, 

CEDIA). Automatizované imunoanalýzy umožňují 

získání výsledků rychleji než u manuálních radi-

oizotopových metod. V případě metod FPIA (24, 

25, 26, 27, 28) je koncentrace analytu ve vzorku 

nepřímo úměrná intenzitě polarizované fluo-

rescence a tohoto principu se využívá k měření 

koncentrace CyA. Před analýzou je nutno vzorek 

upravit pomocí dodaných činidel. Úprava vzorku 

spočívá v lýze krevních elementů (především 

erytrocytů), precipitaci proteinů a převedení CyA 

do organického roztoku, čímž se minimalizuje 

vliv endogenních proteinů a dalších sloučenin 

na měření fluorescence. Principem metody EMIT 

je kompetitivní homogenní imunoanalýza, ve kte-

ré CyA ve vzorku a CyA konjugovaný s bakteriální 

glukozo-6-fosfát dehydrogenázou soutěží o va-

zebná místa na specifické monoklonální myší 

protilátce v roztoku (29, 30, 31, 32). Koncentrace 

CyA ve vzorku je přímo úměrná enzymové akti-

vitě konjugátu, kterou lze detekovat spekrofoto-

metricky. Zkřížené reakce metody EMIT (33) jsou 

nejnižší mezi automatizovanými imunoanalýzami 

a dosahují úrovně izotopových technik. Určitou 

nevýhodou je malá přesnost v oblasti nízkých 

koncentrací a malý rozsah kalibrace. Tato sku-

tečnost je nevýhodná zejména při sledování 

farmakokinetiky CyA. Metoda CEDIA je rovněž 

homogenní kompetitivní enzymoimunoanalýza. 

Množství CyA ve vzorku je přímo úměrné rezi-

duální enzymové aktivitě. Metoda nevyžaduje 

extrakci vzorku, ale pouze lýzu krevních elementů 

bez centrifugace. Vzorek nesrážlivé krve může být 

přímo zpracován na analyzátoru.

Některé parametry specifických imunoana-

lytických metod jsou shrnuty v publikaci autorů 

Šafarčík, a kol. (33).

HPLC metoda 
stanovení cyklosporinu A

Stanovení CyA v biologických tekutinách 

pomocí metody vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (HPLC) umožňuje přesné mě-

ření parentní látky, proto je považována za refe-

renční metodu. Metoda HPLC dovoluje na rozdíl 

od imunoanalytických metod stanovit společně 

s CyA i jeho metabolity. HPLC metody využívají 

principu separace látek na základě distribuce 

mezi pevnou (stacionární) fází zakotvenou 

na koloně a pohyblivou (mobilní) fází kolonou 

protékající. Změny ve složení eluátu vycháze-

jícího z analytické kolony registrují detektory. 

Nejčastěji používaným je UV/VIS detektor. Dalším 

možným zařízením pro detekci je hmotnostní 

spektrometr, o němž se zmiňujeme níže.

Bylo popsáno velké množství chromatogra-

fických metod stanovení cyklosporinu A (17, 34, 

35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44) a pro všechny je 

společné, že vyžadují náročnou přípravu vzorků, 

která je podmínkou pro spolehlivé monitorování. 

Příprava vzorků spočívá v přečištění biologických 

tekutin od balastních látek, které brání identifi-

kaci analyzované látky. Extrakční postupy jsou 

založeny na principech extrakce v kapalné fázi 

(liquid-liquid extraction), extrakce na kolonkách 

(liquid-solid extraction) a extrakce prováděná 

na zařízeních spojených přímo s HPLC přístro-

jem (column-switching techniques a automatic 

sample clean-up). Tyto složité pracovní postupy 

jsou důležitě vzhledem k používané krátké vlnové 

délce UV záření (200–220 nm), při které může 

mnoho látek při analýze interferovat. Protože pře-

devším mnohonásobnými extrakčními postupy 

dochází ke ztrátám účinné látky, analýza CyA 

se provádí výlučně pomocí vnitřního standardu 

(IS). Vnitřní standard musí být látka podobných 

vlastností, která se přidává ke každému kalib-

račnímu i analyzovanému vzorku. Vyhodnocuje 

se vždy poměr sledovaného analytu a vnitřního 

standardu. Jako vnitřní standard se nejčastěji po-

užívají cyklosporiny D a C (CyD, CyC) při stanovení 

parentní látky a CyD při současné analýze meta-

bolitů. Po přečištění biologických tekutin, které 

předchází vlastní chromatografické analýze, je 

dalším krokem k dobré separaci látky a získání 

spolehlivých výsledků pečlivý výběr analytické 

kolony a její teploty, mobilní fáze a gradientové 

nebo izokratické eluce.

Jednotlivé metody stanovení samotného 

cyklosporinu A nebo CyA s jeho metabolity 

se liší použitými extrakčními činidly (diethyle-

ter, methanol, hexan atd.), složením mobilní fáze 

(acetonitril/voda, voda/methanol/acetonitril, 

methanol/voda, acetonitril/fosfátový pufr atd.), 

stacionární fází (C18 nebo CN-kolony), teplo-

tou (50–80 °C) a rychlostí průtoku mobilní fáze 

(0,25–1 ml/min). Přehledné porovnání nejobvyk-

lejších HPLC analýz stanovení CyA je uvedeno 

v publikaci autorů Komzáková, a kol. (45).

Stanovení cyklosporinu A metodou 
kapalinové chromatografi e 
s hmotnostní detekcí (LC-MS)

Spojení kapalinové chromatografie s hmot-

nostní detekcí (LC-MS) v TDM je v České republice 

novou technikou. Protože hmotnostní spektrome-

trie je založena na produkci, rozlišení a detekci ion-
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tů v plynné fázi, byla dříve hmotnostní detekce vy-

užívána pouze v kombinaci s plynovou chromato-

grafií. Až začátkem 80. let 20. století vývoj ionizace 

za atmosférického tlaku (elektrosprej a chemická 

ionizace) umožnil spojení kapalinové chromato-

grafie s hmotnostním detektorem. V současné 

době se nejvíce používá 3 typů hmotnostních 

analyzátorů. Kvadrupólu, iontové pasti a analyzá-

toru doby průletu. Pro kvantitativní analýzu léčiv 

se volí kapalinová chromatografie s jednoduchým 

(LC-MS) nebo trojitým kvadrupólem (LC-MS/MS). 

LC-MS metody jsou velmi rychlé, ale podobně jako 

HPLC-UV vyžadují náročnou předúpravu vzorků 

vzhledem k rušivým vlivům matrice. Pracuje se vý-

hradně s vnitřním standardem. Používají se buď 

stabilní značené izotopy, které jsou však značně 

drahé a/nebo látky strukturně podobné cyklospo-

rinu A, převážně CyD nebo askomycin pro analýzu 

dalších imunosupresiv. Je možné analyzovat látky 

se stejným retenčním časem, a to na základě po-

měru hmotnosti/náboji (m/z), což výrazně zkra-

cuje čas analýzy ve srovnání s klasickou HPLC-UV 

metodou. Výhodou LC-MS metod je selektivní 

detekce, která dovoluje při vhodném zpracová-

ní vzorků pracovat se složitými směsmi i velmi 

podobných látek jakými jsou např. metabolity 

cyklosporinu A (46). LC-MS metody jsou robustní, 

velmi přesné a vysoce citlivé. Mohou simultánně 

měřit několik látek v širokém rozmezí koncentrací, 

čehož se s velkou výhodu, finanční i časovou, vy-

užívá při stanovení CyA s dalšími imunosupresivy 

(47, 48, 49, 50, 51). U metod LC-MS/MS se citlivost 

a specificita analýzy ještě zvyšuje. Kromě analýzy 

parentní látky se zde analyzují také její specifické 

fragmenty, které vznikají v druhé části MS zařízení, 

jenž funguje jako kolizní cela. Vzhledem k vysoké 

specificitě LC-MS/MS lze přípravu vzorku a chro-

matografickou separaci redukovat na minimum 

(52, 53, 54, 55, 56, 57).

Publikované metody stanovení CyA metodou 

kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí 

jsou podobné, liší se např. v objemu a přípravě 

vzorku, použitém vnitřním standardu, složení 

a průtoku mobilní fáze, typu kolony nebo na-

stavení MS detektoru. Většina prezentovaných 

metod vychází z analýzy předem upraveného 

analytu. Existují však také metody, které využívají 

on-line extrakce v podobě dvojdimenzionální 

chromatografie nebo techniky přepínání kolon 

(48, 49, 50, 56, 57). Velmi jednoduchou a rychlou 

LC-MS/MS metodou pro simultánní stanovení 

cyklosporinu A a takrolimu publikoval Salm, a kol. 

(58). Stanovení se provádí ze 100 μl plné krve, která 

se upraví precipitací proteinů síranem zinečnatým 

a následně acetonitrilem. Jako vnitřní standard 

se používá askomycin a cyklosporin D. Analýza 

jednoho vzorku trvá 1,5 minuty. Detekce probíhá 

v negativním modu za využití chemické ionizace 

za atmosférického tlaku (APCI). Jedna z nejnověj-

ších prací (59) popisuje LC-MS/MS metodu stano-

vení 4 základních imunosupresiv, CyA, takrolimu, 

sirolimu a everolimu. Příprava vzorku 200 μl plné 

krve vyžaduje pouze precipitaci proteinů a doba 

analýzy jednoho vzorku je 2,6 minut. K ionizaci 

dochází pomocí elektrospreje (ESI) a ionty jsou 

detekovány v pozitivním modu. LC-MS metody 

mohou být dobře využity i tam, kde je limitováno 

množství vzorku, např. u biopsií nebo u vzorků 

krve od pediatrických pacientů (52, 60). Výhodné 

je využití této metody v případě měření velmi 

nízkých koncentrací, jako např. stanovení CyA 

nebo CyA s jeho hlavními metabolity AM1, AM4N 

a AM9 v lymfocytech (61, 62, 63, 64, 65).

Diskuze
V TDM cyklosporinu A existuje snaha o mě-

ření individuálního stavu imunosuprese u jed-

notlivého pacienta, protože dosud neexistuje 

jednoduchá metoda, schopná měřit farmako-

dynamický účinek imunosuprese. Monitorování 

CyA je založeno na stanovení jeho koncentrací 

v krvi. Pro TDM CyA se používají metody imuno-

analytické a metody chromatografické, HPLC-UV 

nebo LC-MS, popř. LC-MS/MS. Pro posouzení 

toho, kterou metodu použít, je třeba vzít v úva-

hu základní požadavky, které by měla metoda 

splňovat a také to jestli metoda bude sloužit 

ke stanovení samotného CyA, CyA s jeho meta-

bolity nebo CyA s dalšími imunosupresivy. Dobrá 

klinická metoda by měla být přesná, citlivá, se-

lektivní, reprodukovatelná, automatizovatelná 

a mít co nejvyšší průchodnost vzorků.

Pomocí imunoanalytických stanovení je 

možné zejména rychlé zpracování velkých sérií 

vzorků. Vzhledem k rychlosti a jednoduchosti 

provedení jsou současné imunoanalytické me-

tody stanovení CyA využívány jak pro rutinní 

monitorování údolních hladin, tak pro měření 

farmakokinetických profilů (66, 67, 68, 69). Při 

monitorování C
max

, AUC a sparse sampling, kde 

jsou dosahovány často vysoké koncentrace CyA, 

je nutno některé vzorky s maximálními koncent-

racemi ředit, protože kalibrační závislosti většiny 

imunoanalytických metod nejsou nastaveny 

na tak vysoké hodnoty. Kritické srovnání jednot-

livých imunoanalytických metod bylo pospáno 

v řadě publikací (30, 70, 71, 72, 73, 74, 75). Obecně 

lze říci, že všechny imunoanalytické metody nad-

hodnocují výsledky koncentrací CyA především 

v důsledku zkřížených reakcí s jednotlivými me-

tabolity CyA, které jsou přítomny v krvi. Zkřížené 

reakce specifických imuno metod jsou pro jed-

notlivé metabolity obvykle na úrovni procent, 

výjimečně 10 % (33) až 23 % (76). Radioizotopové 

metody je výhodné použít zvláště při sériovém 

zpracování velkého počtu vzorků, kdy zejména 

vyniknou ekonomické výhody tohoto postupu. 

Automatizované neizotopové imunoanalýzy, 

které jsou co se týče nákladů někde mezi RIA 

a HPLC metodami, se zejména od začátku 90. let 

používají nejčastěji.

Základní referenční metodou pro stanovení 

CyA je dobře validovaná robustní metoda HPLC, 

která je schopna měřit přesně a specificky CyA. 

HPLC dokáže spolu s parentní látkou stanovit 

také většinu metabolitů, především metabolity 

primární. HPLC-UV metody na stanovení CyA 

vyžadují takovou přípravu vzorku před vlastním 

stanovením, která zahrnuje precipitaci proteinů 

a až několika stupňové extrakční čištění. CyA je 

eluován z kolony při vysokých teplotách, což 

klade také zvýšené nároky na kvalitu použí-

vaných analytických kolon. Složení a rychlost 

mobilní fáze se mění podle toho, zda chceme 

měřit koncentraci samostatného CyA, a/nebo 

CyA a jeho hlavních metabolitů. Zatímco analýza 

parentní látky je poměrně rychlá, při současném 

měření metabolitů se používají mobilní fáze 

s menším obsahem organické složky, což vede 

k prodloužení doby eluce a tím i doby analýzy 

až na desítky minut.

Zlatým standardem v TDM CyA se v sou-

časnosti stává kapalinová chromatografie 

s hmotnostní detekcí. Metody LC-MS, popř. LC-

MS/MS jsou přesné, vysoce citlivé a specifické. 

Dovolují stanovit velké množství podobných 

látek v širokém koncentračním rozmezí v jedné 

analýze. Velmi efektivní jak časově, tak finančně 

je simultánní stanovení imunosupresiv pomocí 

LC-MS nebo LC-MS/MS. Ze zkušeností některých 

autorů (54, 77) vyplývá, že náhrada imunoana-

lýzy za LC-MS/MS metodu v TDM imunosupesiv 

vede až k 50% snížení nákladů a času na analýzu. 

Simultánní analýza 4 imunosupresiv, cyklospori-

nu A, takrolimu, sirolumu a everolimu, trvá 4 mi-

nuty. Podobně podle Poquette, a kol. (78) je cena 

za 1 simultánní LC-MS analýzu (CyA s takrolimem 

a sirolimem) významně nižší než v případě ana-

lýzy cyklosporinu A nebo takrolimu prováděné 

imunoanalytickou metodou.

I přes prozatimní nevýhody, což je vysoká 

pořizovací cena přístrojů a nutnost odborné 

obsluhy, se LC-MS, eventuálně LC-MS/MS, začínají 

stávat metodou volby v terapeutickém monito-

rování imunosupresiv.
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