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Cyclosporin A: Vergleichende Untersuchungen mit vier
verschiedenen automatisierbaren monoklonalen
Immunoassays zur Therapiekontrolle nach Nieren-,
Knochenmark-, Herz-/Lungen- und Lebertransplantation

Cyclosporin A: Comparison of Four Automated Monoclonal Immunoassays in Patients
after Kidney, Bone Marrow, Heart/Lung, and Liver Transplantation

A. Hamwi'2, Monika Fritzer-Szekeres', G: Manner!, T. Szekeres'

Zusammenfassung: Cyclosporin A (CsA) ist ein po-
tentes Immunsuppressivum mit enger therapeutischer
Breitc und deutlicher intra- und interindividueller
pharmakokinetischer Variabilitit. Deshalb ist ein re-
gelmiBiges Monitoring der CsA Spiegel notwendig.
Im Routinelabor erfolgt dies aus dem Vollblut durch
den Einsatz von automatisierbaren monoklonalen im-
munologischen Methoden, und zwar meist durch einen
Fluoreszenz Polarisation Immunoassay (FPIA) von
Abbott (Chicago, IL, USA) sowie einen ,Enzyme
Multiplied Immunoassay* (EMIT) von Dade Behring
(Frankfurt, Deutschland). Vor kurzem wurden zwei
neue monoklonale CsA Immunoassays, ndmlich ein
modifizierter FPIA am AxSYM (Abbott) und ein ,,Clo-
ned Enzyme Donor Immunoassay“ (CEDIA) von
Roche (Mannheim, Deutschland), eingefiihrt. Zusitz-
lich wurde der bisherige EMIT Test von Dade Behring
modifiziert. In dieser Studie wurden die 3 neuen CsA
Immunoassays mit der Hochdruchfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) und der etablierten FPIA/TDx Me-
thode verglichen. Wir analysierten CsA in 179 Voll-
blutproben von 127 Patienten nach Nieren-, Knochen-
mark-, Herz/Lungen- und Lebertransplantation. Alle 4
untersuchten CsA Immunoassays korrelierten gut mit
der HPLC. Allerdings waren die CsA MeBwerte mit
CEDIA, EMIT, FPIA/AXSYM und FPIA/TDx signifi-

kant hoher als die HPLC Werte, wobei der FPIA/TDx *

Test die groBte Abweichung von der HPLC zeigte. Im
Vergleich zu den anderen Patientengruppen zeigten
Lebertransplantierte die groften Abweichungen zwi-
schen den imumunologisch gemessenen CsA Konzen-
trationen und den HPLC Werten. Nachteilen einzelner
Methoden, wie eine hohere Kreuzreaktivitit mit CsA
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Metaboliten (FPIA/TDx, CEDIA) oder ein einge-
schriinkter linearer MeBbereich (EMIT), stehen Vortei-
le, wie hohe Prizision (FPIA/TDx) oder eine einfache
Probenvorbereitung (CEDIA), gegeniiber.

Schliisselwérter: Cyclosporin A/Blut; Transplanta-
tion; Antikorper, monoklonale; Chromatographie,
Hochdruckfliissigkeits-;  Fluoreszenzpolarisationsim-
munoassay; Immunenzymtechniken.

Summary: Cyclosporin A (CsA) is a potent immuno-
suppressant drug with a narrow therapeutic index and
intra- and interindividual variability in pharmakokinet-
ics .and metabolism. Therefore CsA concentrations
have to be closely monitored. Presently, the 2 major
automated monoclocal immunoassays for determina-
tion of whole blood CsA concentrations are a fluores-
cence polarization immunoassay (FPIA, TDx, Abbott
Laboratories, Chicago, IL, USA) and an enzyme mul-
tiplied immunoassay (EMIT, Dade Behring, Frankfurt,
Germany). Recently, two new monoclonal immunoas-
says, an FPIA for the AxSYM by Abbott and a cloned
enzyme donor immunoassay (CEDIA, Roche,
Mannheim, Germany) were introduced. In addition,
Dade Behring improved their EMIT assay. The present
study evaluated all three new methods in comparison
with high performance liquid chromatography (HPLC)
and the FPIA for the TDx analyzer. We measured

. whole blood CsA concentration of 179 samples ob-

tained from 127 patients after kidney, bone marrow,
heart/lung and liver transplantation. All 4 automated
immunological methods tested correlated well with
HPLC. However, CsA results with CEDIA, EMIT,
FPIA/TDx and FPIA/AxSYM were significantly high-
er than HPLC values, whereby FPIA/TDx yielded
highest deviation from HPLC. In comparison with
other patient groups, liver recipients showed highest
deviation of their CsA whole blood concentrations
from the HPLC results. Disadvantages like higher
crossreactivity (FPIA/TDx, CEDIA) or a limited lin-

" earity range (EMIT) are accompanied by advantages

like a high precision (FPIA/TDx) or an easy sample
handling procedure (CEDIA).
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yc]ospdi‘in A (CsA) ist eines der potentensten Im-

munsuppressiva und wird weltweit zur Privention
von AbstoBungsreaktionen nach Transplantationen ein-
gesetzt. AuBerdem findet CsA Verwendung in der Be-
handlung von verschiedenen Autoimmunerkrankungen
[1]. Sein Einsatz wird allerdings durch eine hohe Toxi-
zitdt und eine enge therapeutische Breite eingeschrinkt.
Dariiber hinaus wird die Dosierung von CsA durch
intra- und interindividuell unterschiedliche Pharmakoki-
netik und Metabolismus erschwert. Um das Auftreten
von unerwiinschten Nebenwirkungen durch Uberdosie-
rung bzw. um die AbstoSung der transplantierten Orga-
ne bei Unterdosiering von CsA zu verhindern, ist ein re-
gelmiBiges Monitoring der CsA Spiegel notwendig [2].
Im Routinelabor erfolgt das CsA Monitoring im
Vollblut hauptsichlich durch den Einsatz von automati-
sierbaren monoklonalen immunologischen Methoden.
Bis dato waren dies ein Fluoreszenz Polarisation Im-
munoassay (FPIA) von Abbott (Chicago, IL, USA)
sowie ein ,,Enzyme Multiplied Immunoassay* (EMIT)
von Dade Behring (Frankfurt, Deutschland), Die
Schwierigkeit bei der Bestimmung des CsA Spiegels
mittels immunologischer Methoden sind die Kreuzre-
aktivititen mit den verschiedenen Metaboliten [3]. Dies
sind hauptsichlich die hydroxilierten AM1 und AM9,
sowie die Metaboliten AM4n (demethyliert) und AM19
(dihydroxiliert). Als Referenzmethode zur Bestimmung
von CsA Spiegeln gilt die Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie (HPLC), da mittels HPLC die Mutter-
substanz spezifisch bestimmt werden kann und die Mit-
erfassung von CsA Metaboliten im Gegensatz zu im-
munologischen Methoden keine Rolle spielt [4].
Zuletzt wurden zwei neue monoklonale Immunoas-
says zur Bestimmung von CsA, nidmlich ein modifi-
zierter FPIA zur CsA Messung am.AxSYM (Abbott)
und ein ,,Cloned Enzyme Donor Immunoassay“
(CEDIA) von Roche (Mannheim, Deutschland) einge-
fiihrt. Zusétzlich wurdeder bisherige EMIT Test von
Dade Behring modifiziert, indem ein neues Reagenz
zur Vorbehandlung der Vollblutprobe die Methanol-
Extraktion ersetzt. Dieses neue Reagenz erlaubt die

unproblematische Bestimmung von CsA aus offenen .

ProbengefidBen an den verschiedenen klinisch-chemi-
schen Analyzern. Die hauptsichlichen Schwierigkeiten
bei der Interpretation der CsA MefBergebnisse mit den
verschiedenen Immunoassays liegen in den unter-
schiedlichen Kreuzreaktivititen der eingesetzten Anti-
korper mit den CsA Metaboliten bzw. in den verschie-

Nicht standardisierte Abkiirzungen: AM, Cyclosporin A Meta-
bolit; CEDIA, cloned enzyme immunoassay; CsA, Cyclosporin A;
EMIT, enzyme-multiplied immuncassay test; FPIA, fluorescence-
polarization immunoassay; HPLC, high-performance liquid chro-
matography.
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denen Metabolitenmustern, die bei den unterschiedli-
chen Organtransplantationen auftreten [5].

In der vorliegenden Arbeit haben wir die zwei neuen
monoklonalen Immunoassays zur Bestimmung von
CsA Spiegeln, den CEDIA Test am Hitachi 911 (Roche)
und die FPIA Methode am AxSYM, sowie den modifi-
zierten EMIT Test am Hitachi 911 mit der Referenzme-
thode (HPLC) und mit der etablierten monoklonalen
FPIA Methode am TDx verglichen. Es wurden insge-
samt 179 Vollblutproben nach Nieren-, Knochenmark-,
Herz/Lungen- sowie Lebertransplantation untersucht.
AuBerdem wurden die Kreuzreaktivititen der verschie-
den CsA Immunoassays mit den Hauptmetaboliten
AM1 und AM9 sowie AM4n und AMI19 untersucht.

Material und Methoden

Patientenproben

Es wurden 179 Vollblutproben von transplantierten Pa-
tienten (Niere: 49 Proben; Knochenmark: 40 Proben;
Herz/Lunge: 50 Proben; Leber: 40 Proben), die eine
immunsuppressive Therapie mit Cyclosporin A erhiel-
ten, analysiert. Die Probenabnahme erfolgte, zwecks
Bestimmung des Talspiegels, am Morgen vor der Gabe
der néchsten Dosis. Das Vollblut wurde in mit EDTA
beschichteten Vacutainer Rohrchen der Firma Becton
Dickinson abgenommen. Die Proben wurden dann bei
4 °C im Kiihlschrank gelagert und die Analysen inner-
halb von 5 Tagen durchgefiihrt.

Kontrollproben

Fiir die Ermittlung der Prizision in der Serie verwende-
ten wir Vollblutpools mit Konzentrationen im niedrigen,
mittleren und hohen Bereich. Zur Messung der Prizisi-
on von Tag zu Tag verwendeten wir kommerziell er-
hiltliche Lyphocheck CsA Kontrollen (Levels 1-3) der
Firma Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA).

CsA Metabolite

Cyclosporin A Metabolite mit einer Reinheit von
>95% wurden freundlicherweise von der Firma Dade
Behring zur Verfiigung gestellt.

HPLC Methode

Fiir die HPLC Bestimmung von CsA im Vollblut ver-
wendeten wir einen kommerziell erhiltlichen Testkit
der Firma Bio-Rad Laboratories (Miinchen, Deutsch-
land). Diese Methode basiert auf dem bereits beschrie-
benen HPLC-Verfahren nach Kabra et al. [6]. Der Test
wurde auf einer HPLC Anlage von Bio-Rad entspre-
chend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
HPLC Methode wurde tiglich rekalibriert (Ein-Punkt-
Kalibration, Standard: 395 pg/L).

- CEDIA Immunoassay

Die Reagenzien fiir diesen neuen monoklonalen Cy-
closporin A -CEDIA Test stammten von der Firma
Roche, Mannheim. Der Test wurde auf einem Hitachi
911 (Roche) entsprechend den Angaben des Herstel-
lers durchgefiihrt [7]. Das Lyserecagenz wurde dem
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Vollhlut im Hitachi-ProbengefdB  dirckt zugesetzt.
Nach Mischen der Probe wurde das Hitachi-Probenge-
18 ohne Zentrifugationsschritt ins Geriit zur Analyse
gestellt, Der Test basierte auf einer 2-Punkt Kalibrati-
on und hatte cinen MeBbereich bis 620 pg/L (hdchster
Standard). Uber einen Zcitraum von 8 Wochen waren
8§ Kalibrationen notwendig.

EMIT Immunoassay .

Dic Reagenzien fiir diesen monoklonalen Cyclosporin
A EMIT Test stammten von der Firma Dade Behring.
Die Vorbchandlung des Voliblutes erfolgte mit dem
ncuen Reagenz (EMIT-NPT) als Ersatz fiir die bisheri-
ge Methanol-Extraktion. Der Test wurde -auf einem
Hitachi 911 entsprechend den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt [8]. Der Test basierte auf einer 5-Punkt-
Kalibration und hatte einen MeBbereich bis 500 ug/L
(hochster Standard). Uber einen Zeitraum von 8 Wo-
chen waren 7 Kalibrationen notwendig.

FPIA/AXSYM Immunoassay

Die Reagentien fiir diesen neuen monoklonalen CsA
FPIA Test stammten von Abbott Laboratories. Der
Test wurde auf einem Abbott AxXSYM Analyzer ent-
sprechend der Angaben des Herstellers durchgefiihrt
[7]. Der Test basierte auf einer 6-Punkt-Kalibration und
hatte einen MeBbereich bis 800 pg/L. Uber einen Zeit-
raum von 8 Wochen waren 4 Kalibrationen notwendig,
wobei 2 Reagenzienchargen verwendet wurden.

Monokonaler FPIA/TDx Immunoassay

Die Reagentien fiir diesen monoklonalen CsA FPIA
Test stammen von Abbott Laboratories, Der Test
wurde auf einem Abbott TDx Analyser entsprechend
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt [S]. Der
Test basierte auf einer 6-Punkt-Kalibration und hatte
einen MeBbereich bis 1500 pg/L. Der Test wurde rou-
tinemiBig einmal pro Woche kalibriert (die von Tag-
zu-Tag Variationskoeffizienten (VK%) waren 5,22%,
4,55%, 2,31% und 2,46% bei Konzentrationen von 70,
150, 400 bzw. 800 pg/L).

Statistische Auswertung

Die CsA MeBwerte der HPLC und der anderen 4 Be-
stimmungsmethoden wurden mit Hilfe der ,,EVAPAK
for Windows" (Version 3.0.2) Software basierend auf
der Passing-Bablock Methode verglichen [9]. Der t-

Test und ANOVA-Test wurden zum Vergleich der ver-
schicdenen Patientengruppen und Methoden ange-
wandt. Dafiir verwendeten wir das ,JMP Software
Package* des SAS Institutes (Cary, NC, USA).

Ergebnisse

Prizision der Methoden

Zur Bestimmung der Prizisionen in der Serie wurden
von drei Patientenprobenpools jeweils 20 Wiederho-
lungen mit allen 5 Methoden durchgefiihrt. Die Varia-
tionskoeffizienten lagen fiir.die niedrigste Konzentrati-
on zwischen 3,07% (FPIA/TDx) und 10,6% (CEDIA),
fiir die mittlere Konzentration zwischen 1,90%
(FPIA/TDx) und 6,84% (FPIA/AxSYM) bzw. fiir die
hohe Konzentration zwischen 1,73% (FPIA/TDx) und
6,45% (FPIA/AxSYM) (Tabelle I).

Zur Bestimmung der Prizisionen von Tag zu Tag
wurden die Lyphocheck CsA Kontrollproben (Levels 1-
3) jeweils an 20 verschiedenen Tagen mit allen 5 Me-
thoden analysiert. Die Resultate sind in Tabelle 2 darge-
stellt. Die Variationskoeffizienten lagen im niedrigen Be-
reich zwischen 4,25% (FPIA/TDx) und 8,9% (EMIT),
im mittleren Bereich zwischen 3,04% (FPIA/TDx) und
8,01% (FPIA/AXxSYM) bzw. im hohen Bereich zwischen
3,12% (FPIA/TDx) und 6,77% (FPIA/AXSYM).

In allen Kontrollbereichen zeigte die FPIA/TDx
Methode, sowohl in der Serie als auch von Tag zu Tag,
die beste Prazision.

Linearititsbereiche der Methoden

Um die Linearitit der CsA Methoden beurteilen zu
konnen, wurde eine Patientenprobe mit einem Cyclo-
sporinspiegel von 650 pg/L in einer Verdiinnungsreihe
(n=6) mit Vollblut eines gesunden Probanden analy-
siert. Jede Verdiinnung wurde jeweils doppelt mit allen
5 Methoden analysiert. Die HPLC Methode war bis zu
einer Verdinnung von 1:32 (25 pg/L) linear, der
FPIA/TDx bis zu einer Verdiinnung von 1:32
(30 pg/L), der FPIA/AXSYM bis zu einer Verdiinnung
von 1:16 (40 pg/L), der EMIT bis zu einer Verdiin-
nung von 1:16 (60 pg/L) bzw der CEDIA bis zu einer
Verdiinnung von 1:8 (70 ug/L) linear (lineare Regres-
sion mit Korrelationskoeffizient (r) = 0,99). Zuverlis-
sige Messungen unterhalb dieser Werte waren mit der
jeweiligen Methode nicht mehr méglich.

Tabelle 1 Prazision ir] Serie (n= 20). Zur Bestimmung der Prazisionen in dér Serie wurden von 3 Patientenproben-
pools mit niedriger, mittlerer und hoher CsA Konzentrationen, jeweils 20 Wiederholungen mit allen 5 Methoden ge-
fahren. Mittelwert (ug/L), Standardabweichung (SD) und Variationskoeffizient% (VK%) sind angegeben.

Ve

Niedrig Mittel Hoch

Mittelwert - SD VK% Mittelwert  SD VK% Mittelwert SD VK%
HPLC 50,4 3,07 6,09 131,65 733 5,57 260,7 8,76 3,36
CEDIA 48,1 498 10,6 152,9 5,06 3,29 312,7 8,67 2,74
EMIT 78,6 409 535 163.5 756 4,05 307,7 16,7 4,88
FPIA (AXSYM) 68,2 4,17 6,27 174,6 10,2 © 6,84 2929 20,0 6,45
FPIA (TDx) 106,5 3283 3,07 215,0 .. 4,08 1,90 397,2 7,19 1,73
22 J Lat? Med 2000; 24 (1): 020-026
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Tabelle 2 Prazision von Tag zu Tag (n=20). Zur Bestimmung der Prézisionen von Tag zu Tag wurden die Lyphoch-
eck CsA Kontrollen (Levels 1-3) jeweils an 20 verschiedenen Tagen mit allen 5 Methoden gemessen. Mittelwert
(ng/L), Standardabweichung (SD) und Variationskoeffizient% (VK%) sind angegeben.

Level 1 Level 2 Level 3
- Mittelwert SD VK% ‘Mittelwert SD VK% Mittelwert SD VK%
HPLC 86,3 6,53 7,56 187,7 120 6,37 387,0 21,8 5,63
CEDIA 78,5 6,87 8,75 200,6 109 541 447.9 14,0 3,13
EMIT 81,7 727 89 200,9 9,76 4,86 412,0 24,9 6,05
FPIA (AXSYM) 81,8 6,63 8,10 185,3 14,9 8,01 383,55 26,0 6,77
FPIA (TDX) 147,6 6,27 4,25 . 396,7 121 3,04 777,2 243 3,12

Tabelle 3 Kreuzreaktivitdt der Immunoassays mit CsA
Metaboliten. Die angegebenen Ergebnisse (%) sind
Mittelwerte (SD) von Doppel-Bestimmungen.

AM1 AMS AM4n AM19
CEDIA 45(04) 23008y 16,0(05) 22(02)
EMIT <1(04) 92(08) 37(0.1) <1(0.2)
FPIA (TDx) 7,1(03) 182(05) 14(06) 18(03)

FPIA (AXSYM) 55 (16) 137(1,7) 21(09) 25(08)

Kreuzreaktivitit mit CsA Metaboliten

Um die Kreuzreaktivititen der 4 Immunoassays mit
den CsA Metaboliten zu tiberpriifen, wurde ein Voll-
blutpool von gesunden Probanden mit 200 pg/L CsA
sowie mit jeweils 1000 pg/L folgender Metaboliten
aufgestockt: AM1 (M-17), AM9 (M-1), AM4n (M-21)
und AM19 (M-8). AnschlieBend wurden die aufge-
stockten Proben mit und ohne Zusatz von Metaboliten
in Doppelbestimmung untersucht. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 3 dargestellt.

Die FPIA/TDx Methode zeigte die hochste Kreuz-
reaktivitit mit AMI1 (7,1%), gefolgt von
FPIA/AXSYM (5,5%) und CEDIA (4,5%). Im Gegen-
satz dazu zeigte der EMIT Test keine mebare Kreuz-
reaktivitdt mit AM1 (<1%) bis zu einer Konzentration
von | mg/L. Alle Immunoassays zeigten eine Kreuzre-
aktivitdt mit AM9, die bei der CEDIA Methode am
hochsten (23%) und beim EMIT Test am niedrigsten
(9.2%) war, FPIA/TDx, FPIA/AxSYM und EMIT
zeigten vergleichbare Kreuzreaktivititen mit AM4n
(von 1,4% bis 3,7%), hingegen wies die CEDIA Me-
thode eine Kreuzreaktivitit von 16% auf. Alle Immu-
noassays zeigten geringe Kreuzreaktivititen mit
AM19, die von nicht meBbar (EMIT) bis 2,5%
(FPIA/AxSYM) reichten.

Die EMIT Methode zeigte die geringsten Kreuzre-
aktivititen mit den CsA Metaboliten AM1, AM9 und
AM19. AuBerdem zeigte der FPIA/AxSYM Test ledig-
lich mit AM9 eine niedrigere Kreuzreaktivitit als der
FPIA/TDx Test (13,7 = 1,7% versus 18,2 +0,5%),
wiihrend beide Tests vergleichbare Kreuzreaktivititen

mit den anderen Metaboliten (AMI, AM4n und
AM|19) aufwiesen.

Methodenvergleich

Die CsA Ergebnisse mittels CEDIA, EMIT,
FPIA/AXSYM bzw, FPIA/TDx wurden mit den
HPLC-Werten verglichen. Es wurden insgesamt 179
Patientenproben mit allen 5 Methoden analysiert. Die
Korrelationskoeffizienten zwischen dem jeweiligen
Immunoassay und der HPLC lagen zwischen 0,974
(CEDIA) und 0,979 (FPIA/TDx), wobei die Steigung
der Regressionsgeraden zwischen 1,12 (EMIT versus
HPLC) und 1,4 (FPIA/TDx versus HPLC) lag (Abbil-
dung 1). Die Mittelwerte (= SD) aller gemessenen
CsA Spiegel waren zwischen CEDIA (136.5+81,9),
EMIT (135,6+72,4) und FPIA/AXSYM (136,5+75)
vergleichbar, allerdings waren die MeBwerte, die mit
FPIA/TDx erhobenen wurden, signifikant (p<0,01)
hoher (Mittelwert=SD: 176,6+89,3) als die der ande-
ren Assays. Alle Immunoassays lieferten allerdings
signifikant (p<0,001) hohere CsA Ergebnisse als die
HPLC (Mittelwert+SD: 117,2+66,0) (Abbildung 2).

Vergleich der CsA Spiegel in verschiedenen Patienten-
gruppen

In Tabelle 4 sind die Patienten in vier verschiedenen
Gruppen je nach transplantiertem Organ unterteilt wor-
den (Niere, Knochenmark, Herz/Lunge und Leber). Die
mit CEDIA, EMIT, FPIA/AxSYM und FPIA/TDx ge-
messenen CsA Spiegel in den verschiedenen Patienten-
gruppen wurden jeweils mit den HPLC- Werten vergli-
chen. In allen Gruppen fanden wir eine gute Korrelati-
on zwischen den Immunoassays und der HPLC
(r=0,923 bis 0,982). Allerdings lag die Steigung der
Regressionsgeraden zwischen 1,03 (FPIA/AXSYM ver-
sus HPLC in der Gruppe der Nierentransplantierten)
und 1,5 (FPIA/TDx versus HPLC in der Gruppe der
Lebertransplantierten). Die CsA Mittelwerte der ver-
schiedenen Patientengruppen waren stets hoher als die
gemittelten HPLC-Werte, wobei mit der FPIA/TDx
Methode die hochsten Abweichungen von der HPLC
gefunden wurden (51%-66% hidher als HPLC-Werte).
Die mit EMIT, FPIA/AxSYM und FPIA/TDx gemesse-
nen CsA Spiegel zeiglen bei Lebertransplantierten
hohere Abweichungen von der HPLC-Werten als bei
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S der CsA Spiegel notwendig. Die Referenzmethode zur
Bestimmung von CsA ist die HPLC, weil nur diese Me-
0 thode die Muttersubstanz von den Metaboliten unter-
TOx  HPLC AxSYM CEDIA EMIT scheiden kann [4]. Immunologische Methoden haben
- . - .gl - . - .
Methode den Vorteil, daB sie automatisierbar sind; sie zeigen je-
doch signifikante Kreuzreaktivititen mit den CsA Meta-
K Qs . . g
Signifikanter Unterschied zu'HPLC (p < 0.001) boliten. Da diese Metabolite nur einen abgeschwichten

Abbildung 2 Graphische Darstellung der Mittelwerte (SEM) der
CsA Konzentrationen (n=179) gemessen mit den verschiedenen
Methoden. Die Mittelwerte (+SD) waren fur FPIA/AXSYM
(136,5£75,0 ug/L), CEDIA (136,5+81,9 pg/l) und EMIT
(135,6+72,4 pgl/L) vergleichbar. Die TDx MeBwerte (176,6+89,3
ug/L) waren signifikant (p<0,01) héher als die der anderen Immu-
noassays. Alle Immunoassays lieferten signifikant (p<0,001) héhe-
re Werte als die HPLC (117,2+66,0 pg/L).

allen anderen Gruppen (25%, 27% bzw. 66%). Es
konnten mit der untersuchten Immunoassays keine
weiteren organspezifischen (bei Nieren-, Knochen-
mark- oder Herz/Lungentransplantierten) Abweichun-
gen von der HPLC festgestellt werden.
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immunsuppressiven Effekt haben, miissen immunolo-
gisch gemessene Konzentrationen mit der tatséichlichen
biologischen Aktivitit' des CsA nicht immer iiberein-
stimmen. Beispielsweise zeigt AM1 als aktivster Meta-
bolit einen immunsuppressiven Effekt von nur 10-20%
von CsA [10]. Die Kreuzreaktivitit der FPIA/TDx Me-
thode mit den CsA Metaboliten wurde friiher beschrie-
ben [11, 12]. Obwohl manche Autoren behaupteten, daB
eine hohere Spezifitit der anti-CsA Antikérper nicht un-
bedingt von klinischem Vorteil wiren [13], empfehlen
Concensus Richtlinien trotzdem den Einsatz von Immu-
noassays mit hoher Spezifitit fiir die Muttersubstanz
[14]. Aus diesem Grund setzen neuere Immunoassays
AntikSrper mit hoherer Spezifitit fiir CsA ein [14].
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Tabelle 4 CsA Spiegel, gemessen mit verschiedenen Immunoassays (CEDIA, EMIT, FPIA/AXSYM, FPIA/TDx) im Ver-
gleich zu HPLC Werten in 179 Vollblutproben von 127 Patienten nach Nieren-, Knochenmark-, Herz/Lungen- und Le-

bertransplantation

Gruppe
N y=ax+b

y
(Mmelwert) (Mittelwert) (Mittelwert)

Regressionsgerade (Passing / Bablock)

(y - x)% of x 95% Vertrauens- 95% Vertrauens- r
bereich fir a bereich fir b

y=CEDIA, x=HPLC

Niere 49 y=131x- 14,22 89,6 104,5
Knochenmark 40 y=1,25x-2,54 1448 1773
HerzLunge 50 y=124x-1333 1470 168,2
Leber 40 y=1,24x- 12,68 78,1 85,8
y=EMIT, x=HPLC

Niere 49 y=1,17x + 0,80 89,6 105,0
Knochenmark 39 "y=1,19x - 7, 36 147,3 . 167,3
Herz/Lunge 50 y=1,08x + 7,07 147,0 166,7
Leber 40 y=1,15x + 7,70 78,1 95,5
y=FPIA (AxSYM), x= HPLC

Niere. 49 y=1,03x + 5,07 89,6 97,5
Knochenmark 40 y=1,14x + 3,66 1448 170,7
Herz/Lunge 50 y=1,13x + 2,50 147,0 1705
Leber 40 y=131x-5,14 781 98,3

=FPIA (TDx), x=HPLC

Niere 49 y=1,29x + 13,86 89,6 131,3
Knochenmark 40 y=1,41x + 10,70 144,8 219,0
Herz/Lunge 50 y=136x+ 17,51 147,0 219,3
Leber 40 y=1,50x + 7,25 78,1 127,2

14,1 1,219-1,407  -22,7--645 0976
222 1,123-1,366  -17,1-+105 0,955
13,4 1,144 -1315  -253-+097 0972

9.3 1,104-1431  -243--159 0,923
18,8 1,019 1,276  -7,11-+11,8 0,968
115 1,095-1,290 -192-+1,92 0976
15,2 0988-1,187 -543-+181 0962
24,6 1,021-1,304 -507-+16,1 0,953
10 0971-1,117  -2,18-+9,15 0,982
18,6 1,061- 1,246 -896-+163 0,965
17,5 1,036-1213 -759-+14,2 0,958
26,6 1,182-1,435  -134-+50 0,961
50,7 1,189-1,418  +46-+196 0,973
55,0 1,313-1539  -21-+239 0972
51,6 1,281-1430  +7,7-+294 0,981
65,6 1393-1,660 -37-+165 0,965

Wir fanden auch, daB die FPIA/TDx Methode signi-
fikant (p<0,015) hohere CsA Spiegel bei ldnger trans-
plantierten Patienten (>3 Monate nach Transplantation)
als bei frisch transplantierten (<3 Monate nach Trans-
plantation) lieferte (Daten nicht gezeigt). Diese Ergeb-
nisse konnten auf die relativ hohe Kreuzreaktivitiit des
FPIA/TDx Assays mit den CsA Metaboliten (AMI:
7,1%, AMO: 18,2%) zuriickzufiihren sein. Das Metabo-
litenmuster in der Pesttansplantationsphase ist Ziel
weiterer Untersuchungen. Allerdings zeigt der
FPIA/TDx wesentlich bessere Prizision (VK= 1,73-
4,25%) als alle anderen in dieser Studie untersuchten
Immunoassays. Dies ist in Ubereinstimmung mit den
von Gulbis und Mitarbeitern verdffentlichten Daten
[12].

Die Prizisionstudie des neuen FPIA/AXSYM Im-
munoassays zeigte Variationskoeffizienten von 6,27%
bis 8.1%; FPIA/AxSYM wies jedoch eine -geringere
Kreuzreaktivitdt mit dem Metaboliten AM9 und eine
einfachere Handhabung als-der FPIA/TDx Test auf.
Obwohl beide FPIA Assays den gleichen Antikdrper
verwenden. wurden die Fillungsreagenzien und die
Inkubationszeiten fiir die AxXSYM Methode so modifi-
ziert, daB eine bessere CsA Extraktion aus dem
Vollblut und eine spezifischere Bindung des Analyten
an den Antikorper erzielt werden konnten. Der verbes-
serte EMIT Test zeigte die geringste Kreuzreaktivitit
mit AM1, AM9 und AM19, wihrend der CEDIA
Immunoassay die hochsten Kreuzreaktivititen mit
AM9 und AM4n aufwies (AM9: 23%, AM4n: 16%).

Alle 4 Immunoassays (CEDIA, EMIT, FPIA/AxSYM
und FPIA/TDx) korrelierten gut mit der HPLC Refe-
renzmethode. Die Korrelationskoeffizienten reichten
von 0,974 (CEDIA) bis 0,979 (FPIA/TDx). Der Mit-
telwert + Standardabweichung aller CsA MeBergebnis-
se war dhnlich fiir CEDIA, EMIT und FPIA/AXSYM
und signifikant (p<0,01) hoher mit der FPIA/TDx
Methode. Allerdings haben alle Immunoassays signi-
fikant (p < 0,001) hohere Ergebnisse als die HPLC ge-
liefert.

In den verschiedenen Patientengruppen (Nieren-,
Knochenmark-, Herz/Lungen- und Lebertransplantier-
te) zeigten die CsA MeBergebnisse eine gute Korrela-
tion zwischen den verschiedenen Immunoassays und
der HPLC; die Korrelationskoeffizienten lagen zwi-
schen 0,923 und 0,982. Die mit EMIT, FPIA/AxSYM
und FPIA/TDx gemessenen CsA Spiegel zeigten bei
Lebertransplantierten hohere Abweichungen von den
HPLC-Werten als bei allen anderen Gruppen. Dies
konnte auf einen gestorten Metabolismus nach Leber-
transplantation zuriickgefiihrt werden.

Beide FPIA Immunoassays zeigten einen akzepta-
blen linearen MeBbereich (FPIA/TDx: 30-1500 pg/L;
FPIA/AxSYM: 40-800 pg/L). Hingegen war CEDIA
lediglich zwischen 70 und 610 pg/L bzw. EMIT zwi-
schen 60 und 500 pg/L linear. Obwohl der CEDIA
einen emgeschninkten linearen Bereich aufwies, hat
dieser Test als einziger von den untersuchten Metho-
den den Vorteil, daB die Probenvorbereitung keinen
Zentrifugationsschritt beinhaltet.
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Tabelle 5 Reihung der CsA Assays”

Methode Einfachheit Prazision Spezifitat MeBbereich Korrelation
des Handling von Tag zu Tag mit HPLC
HPLC 4 3 1 2 -
CEDIA 1 3 4 3 1
EMIT 2 3 2 4 1
FPIA (AXSYM) 2 3 3 2 1
FPIA (TDx) 3 1 4 1 1

*1=sehr gut, 2=gut, 3=akzeptabel, 4=weniger akzeptabel

Schluffolgerung

Alle untersuchten Immunoassays (CEDIA, EMIT,
FPIA/AXSYM, FPIA/TDx) eignen sich fiir die routi-
nemiBige CsA Spiegelbestimmung im Vollblut. Nach-
teile, wie eine hohere Kreuzreaktivitat mit CsA Meta-
boliten (FPIA/TDx, CEDIA) oder ein eingeschrinkter
linearer MeBbereich (EMIT), kénnen durch Vorteile,
wie hohe Prizision (FPIA/TDx) oder eine einfache
Probenvorbereitung (CEDIA), kompensiert werden.
Vor- und Nachteile der 4 verschiedenen Immunoassays
wurden in Tabelle 5 zusammengefaBt. Die FPIA/TDx
Methode liefert signifikant hhere Werte als alle ande-
ren untersuchten Methoden. Deshalb ist es wichtig, die
verwendete MefBmethode zu wissen, um eine falsche
Interpretation von CsA Konzentrationen im Vollblut zu
vermeiden. AuBlerdem muf3 betont werden, daf die
CsA MeBwerte mit EMIT, FPIA/AXSYM und
FPIA/TDx bei Lebertransplantierten Patienten hohere
Abweichungen von den HPLC-Werten als bei allen an-
deren Patientengruppen zeigten. Wiinschenswert wire
eine internationale Standardisierung der verschiedenen
CsA Assays. Auflerdem wiirde eine hohere Spezifitit
der eingesetzten Antikorper mafigeblich zur Verein-
heitlichung beitragen. Zusitzlich sollte eine hohere
Priazision von CEDIA, EMIT und FPIA/AxSYM
erreicht werden, da diese Tests aufgrund der von uns
erhobenen von Tag-zu-Tag Daten den Richtlinien des
»Lake Louise Consensus“ nicht entsprechen
(VK £ 10% bei 50 pg/L bzw. VK < 5% bei 300 pg/L)
[14]. -

Wir empfehlen, da die CsA Therapiekontrolle bei
einem Patienten immer mit derselben Methode erfolgt,
um eine bessere Vergleichbarkeit mit den Vorbefunden
zu gewihrleisten. Unsere Arbeit solite Klinikern und
Labordrzten einen Uberblick iiber die derzeit ver-
fiigbaren automatisierbaren CsA Immunoassays lie-
fern.
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