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Biokémiai Osztaly in vitro Izotép Laboratorium

l. tipusu, lll. sugarvédelmi kategoriaju és ,,D” fizikai védelmi szinti
in vitro lzotépdiagnosztikai Laboratérium

B-labor
Felugyelt terilet

< B -sugarzo izotopok alkalmazasa

% C-14, H-3

* Folyadék szcintillacios méresi
modszerek (pl: H-3-GnRH
szarmazekok vizsgalata)

s HPLC-radiokémiai detektor szilard
szcintillatorral

s Scintillation proximity assays

L/

y-labor

Ellendrzott terulet

% y-sugarzo izotopok alkalmazasa

s f6leg I-125 jelzett radioimmuno- (RIA)
és immunoradiometriai assay (IRMA)
modszerek

* Y-90: radio-immun terapias szerek
(pl.: Zevalin) tisztasag vizsgalata
(TLC)

+» Radionukliddal jelzett gyogyszerjelolt
molekulak egérben tortené
biodisztribucidjanak részletes
vizsgalata (pl.: [I-125]Tyr>-GnRH
szarmazekok vizsgalata)



|zotépos vizsgalat neve
Tireoglobulin (HTG)
Tireoglobulin elleni antitest (anti-HTG)
Thyreoidea-peroxidaz elleni antitest (anti-TPO)
Kalcitonin (ICT)

TSH receptor elleni antitest (TRAK)

Total tesztoszteron (TE)
Osztron (E1)

Osztron-szulfat (E1-S)

Osztradiol (E2) (ultraszenzitiv kit)
Progeszteron (PROG)
Androszténdion (AD)
Dehidroepiandroszteron (DHEA)
DHEA-szulfat (DHEA-S)

Szexual hormonkoté globulin (SHBG)

C-peptid (CPD)

Chromogranin A

Dihidropirimidin dehidrogenaz szérumszintjének
meghatarozasa (DPD)

A Biokémiai Osztaly 2022. évi izotopos labordiagnosztikai
tevéekenysége

Célja
Pajzsmirigy
diszfunkciok (féként
tumoros
megbetegedések)
laboratoriumi
diagnosztikaja és a
betegek kovetése

Teljes szexual szteroid
hormon profil
meghatarozasa
hormonfuggo
daganatok
diagnosztikaja és a
terapia kovetése

Szénhidrat
anyagcsere
Neuroendokrin
daganatok
5-FU anyagcsere
vizsgalata



5-FU és tarsai (pirimidin metabolitok)

» Az 5-FU-t 1956-ban szabadalmaztattak és 1962-t6l hasznaljak a daganat terapiaban.

» Sejtosztodast gatlé kemoterapias szer (prodrug). DNS, RNS karositas; U—T gatlas.

» Els6sorban gastrointestinalis tumorok kezelésénél hasznaljak, de alkalmazzak fej-nyaki-
és eml6 daganatos betegeknél is.

> Sugarterapia el6tt a daganat sugarérzékenyitésére is hasznaljak.
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Az 5-fluoruracil metabolizmusaban és hatasaban szerepet
jatszo legfontosabb pirimidin- és folatanyagcsere-enzimek
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homocisztein metionin—p» SAM —p DNS-metilezés
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Magyar Onkologia 51:113-125, 2007



Az 5-fluorouracil katabolizmusa
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dehydrogenase

DPD
A sebesség meghatarozo reakcid

5-FU: 5-fluorouracil

H,5-FU = 5,6-dihydro-5-fluorouracil
FUPA = a-fluoro-B-ureidopropionic acid
FBAL = a-fluoro-B-alanine
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FONTOS GYOGYSZERBIZTONSAGI INFORMACIO
OGYEI jovahagyas datuma: 2020. 05. 07. (https:\\ogyei.gov.hu)
Az 5-fluorouracilt (i.v.), kapecitabint, illetve tegafurt tartalmazé
készitmények: a DPD-deficiencia kezelést megel6z6 sziirése a sulyos
toxicitas fokozott kockazatanak kitett betegek azonositasa érdekében

a4

nagymértékl variabilitast mutat. Az enzim hianya sulyos, néhany esetben akar halalos
toxicitast is okozhat. Ugyan a DPD enzim teljes hianya (familiaris pyrimidinaemia)
nagyon ritka veleszlletett autoszomas recessziven 0Oroklodé genetikai betegség (a
kaukazusi rasszhoz tartozé populacié 0,01-0,5%-anal fordul eld); ugyanakkor a nem
szelektalt daganatos betegpopulaciok 3%-at* és a kaukazusi rasszhoz tartozé teljes
populacio 3—9%-at érinti részleges DPD hiany.

v A részleges vagy teljes dihidropirimidin-dehidrogenaz (DPD)-hianyban szenvedd
betegeknél fokozott a sulyos toxicitas kialakulasanak kockazata fluoropirimidin (5-FU,
kapecitabin, tegafur) kezelés soran.

v' Ajanlott fenotipus- és/vagy genotipus-meghatarozast végezni a fluoropirimidin-kezelés
megkezdése elbtt.

v lgazolt teljes DPD-hianyban szenvedd betegeknél ellenjavallt az 5-FU-t, kapecitabint
vagy tegafurt tartalmazé gyogyszerekkel torténd kezelés.

v' Azonositott, részleges DPD-hianyban szenvedé betegeknél mérlegelendé alacsonyabb
kezd6 dézis alkalmazasa.

v' Folyamatos 5-fluorouracil infazioval kezelt betegeknél a klinikai kimenetelt javithatja a
fluorouracil terapias gyoégyszerszint-monitorozasa (TDM).

(*Orvosi Hetilap 138.evfolyam (1997) 29.szam)



FONTOS GYOGYSZERBIZTONSAGI INFORMACIO
OGYEI jévahagyas datuma: 2020. 05. 07. (https:\\ogyei.gov.hu)

A DPD-aktivitas vizsgalata a kezelés elott (1)

Az optimalis vizsgalati modszertan koruli bizonytalansagok ellenére ajanlott a
kezelés el6tt DPD-hianyra iranyulo vizsgalatot végezni az olyan betegek azonositasa
érdekében, akiknél fennallhat a sulyos toxicitas kockazata.

Mind a DPD-t kodol6é gén (DPYD) genotipus-meghatarozasa, mind pedig az uracil
vérplazma szintjének mérése utjan torténd fenotipus-meghatarozas elfogadott
modszer.

Figyelembe kell venni a DPD genotipus- és fenotipus-meghatarozasra vonatkozo
nemzeti iranyelveket is.

A genotipus meghatarozasa

A sulyos toxicitas fokozott kockazataval négyféle DPYD genotipus-varianst
(c.1905+1G>A, ¢.1679T>G, <.2846A>T és .1236G>A/HapB3) hoztak
osszefluggesbe. Egyéb ritka DPYD genotipus-variansok is 0sszefligghetnek a sulyos
toxicitas fokozott kockazataval.

Konnyen fals pozitiv eredményt kaphatunk, mivel csak az enzimfehérje esetleges
jelenlétet, illetve hianyat mutatjak ki és nem veszik figyelembe az enzimatikus
aktivitast.



FONTOS GYOGYSZERBIZTONSAGI INFORMACIO
OGYEI jovahagyas datuma: 2020. 05. 07. (https:\\ogyei.gov.hu)

A DPD-aktivitas vizsgalata a kezelés elott (2)

A fenotipus meghatarozasa

A DPD-hiany a kezelés el6tti emelkedett uracil-plazmaszintekkel jar egyutt. Ha az
uracil veérszintje = 16 ng/ml és < 150 ng/ml értéket mutat, az részleges DPD-hianyt
jelez, mig a = 150 ng/ml érték teljes DPDhianyt tukroz.

Terapias gyogyszerszint-monitorozas (TDM) 5-FU-lal (iv.) kezelt betegeknél

Az el6zetes DPD-vizsgalat kiegeszitésekent a fluorouracil terapias gyogyszerszint-
monitorozasa javithatja a folyamatos intravéenas 5-FU-lal kezelt betegeknél a klinikal
kimenetelt. A kivant AUC-célértéknek elvileg 20 és 30 mg x ora/l kozott kell lennie.

Sajnos a DPD enzim aktivitasanak radioenzimoldgiai meghatarozasa nincs a OGYEI
ajanlasban.



B-labor (felugyelt terulet)

Az OOI Biokémiai Osztalyanak in vitro |zotopdiagnosztikai Laboratériumaban az 5-FU
és egyeb pirimidin antimetabolitok kezelésben részesuld6 daganatos betegek

lymphocyta DPD aktivitasat hataroztuk meg radioenzimologiai mdédszerrel a kezelés
el6tt és a kezelés folyaman.




A DPD radioenzimologiai meghatarozasa

1) Periférias mononuklearis sejtek (limfocitak) szeparalasa: A betegektdl levett 10 ml (15%

2)

EDTA ,lila cs6”) alvadasgatldt tartalmazo teljes vérmintabdl Ficoll-gradiensen tortént a
periférias mononuklaris sejtek szeparalasa. A sejtszamot Burker-kamraban tortént
szamolassal hataroztuk meg és a sejteket tovabbi feldolgozasig folyékony nitrogénben
taroltuk.

DPD radioenzimologiai meghatarozasa: (Naguib és mtsai ; Biochcmical Pharmacology, Vol. 38,
No. 9, pp. 1471-1480, 1989.)

a) A sejtek feltarasa folyékony nitrogénben torténé fagyasztassal és 25°C-on valo
felolvasztassal (3x30 sec) tortént. A feltart sejteket 30 percig centrifugaltuk 20 000 g-n. A
DPD enzim meghatarozasat a citoszolbol végeztuk.

b) Az enzimreakcié: Az enzimet tartalmazé citoszolt inkubaltuk [6-14C]5-Fluorouracillal
NADPH-val, és egyéb kofaktorokkal (NAD, MgCI,, nikotinamid, DTT) kalium-foszfat
pufferben (20 mM, pH=7,6) 37 °C-on, O illetve 40 percig. Az inkubacid befejezése utan
a reakciot jeghideg 96%-0s etanollal allitottuk le.

c) Az enzimreakcio kiértékelése: A DPD enzim hatasara keletkezett katabolitot [6-14C]-
H,5-FU-t (dihidro-5-fluorouracil) és a maradék [6-14C]-5-FU-t folyadékkromatografias
(HPLC) modszerrel valasztottuk szét. A detektalas radiokémiai detektorral tortént. A DPD
enzim aktivitas értéket H,5-FU mennyiségében adtuk meg pmol/perc/1 millié limfocita
egységben.

Radioaktiv sugarforras:

[6-14C]5-Fluorouracil 1,85 MBq (etanolt tartalmazo vizes oldat (1:1)
Fajlagos aktivitas: 1,98 GBg/mmol

Radioaktiv koncentracio: 3,7 MBg/cm?

|zinta kereskedelmi Kft. (Moravek Biochemicals, Inc.)



[6-14C]5-Fluorouracil szubsztrat minéség ellenérzése
Wallac MicroBeta® TriLux, 1450-024 folyadék szcintillacios
méromuszerrel

[6-14C]5-Fluorouracil torzsoldatbdl higitott aliquotokat két aktivitas-
koncentracio tartomanyban ellenorizzuk:

1) 100.000 cpm — 130.000 dpm

2) 250.000 cpm — 350.000 dpm
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A Wallac MicroBeta® TriLux flexibilitasa

A MicroBeta® TriLux fels® detektora a
lemezek, filterek vagy (eppendorf) csovek,
vial-ok elhelyezése érdekében mozog. A
meéreés igy fuggdleges helyzetben torténik.

S

A MicroBeta TriLux®
alkalmazhaté 3H, 4C,
32p 33p 355 51Cy, 125
radioizotopok mérésére







Thermo Scientific™ Hypersil™ ODS C18 Columns
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Thermo

SCIENTIFVIC

Oszlop tipus El6tét oszlop Analitikai oszlop
Atméro 4 mm 4.6 mm

Hossz 10 mm 250 mm

Max. nyomas 5800 psi (400 bar) |5800 psi (400 bar)
Részecske méret |5 um S um

pH 2108 2108

All6 fazis C18 C18

Katalogus szam

30105-014001

30105-254630

i®

El6tét oszlop alkalmazasa:
Nem polaris, kozepesen polaris, lipofil vegyuletek,
peéldaul trigliceridek szétvalasztasa, minta eldtisztitasa
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Radiokémiai detektor HPLC rendszerekhez

Ittrium GUveg, szilard szcintillatoros
atfolyos cella:

X
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O Nagyon veékony teflon vagy ,Halar”
tomI6bal all, amely finom
szcintillator szemcsékkel (70-90 pm)
van feltoltve.

O A szilard szcintillacios részecskék
kezeletlen vagy fellletkezelt ittrium
uveg formaban is kaphatdk, hogy
minimalizaljak a ragaddés analitok
memoariahatasat.

O Térfogata: 400 pL (150 L)

Teszt cella GLP-hez:

Qf RTHOLD
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©
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C-14

@
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Q Zart Gvegkapillaris

L Szilard, szervetlen szcintillator
O Aktivitas: 2,25 kBq (60,9 nCi)
0 Referencia érték: 77619 cpm

Specialis HPLC program:
RadioStar v 5.0.12.6



counts

2264

1504

75

0. perc

[6-14C]H,5-FU

Eluens: Gradiens nincs

A oldat: Tetra-n-butil-ammodnium-
hidrogén-szulfat (pH: 7,8)

B oldat: KH,PO, (pH: 7,8)

A oldat: B oldat = 1:1 (V,/V;)
Aramldsi sebesség: 0,5 mL/perc

[6-14C]5-FU

[6-14C]5-FU

40. perc

[6-14C]H,5-FU

12
Minutes

6 12 18
Minutes



iz} Radiokémiai detektor (Offline)  Method: untitledmet  Data: 062187.dat  Project: DPD - [AID]

now Help -8 X
D-2-B-%- ua0 Vi REeEHA BB EE B)5@E0O

Time: 14,4452 Minutes - Amplitude: 0,014 mV [6_ 14‘ ] 5_ F l '

File Edit View Method Data Sequence Analysis Control Reports

+ = 0.perc
1 =40. perc
| szamolas:
1 40'-0" [[6-'*C]H,5-FU]*140
E 0'[H,5—FU]
: 1 Mertékegyséqg: 2
i pmol/perc/10° lymphocita
I [6-14C]H,5-FU

For Help, press F1 MIN



Klinikai Ertékelés

2 10 pmol/perc/ 1 millié lymphocita esetén a kezelés hatasara amugy is kialakulo
mellékhatasokon és azok sulyossagan kivul mas nem varhato.

< 10 pmol/perc/ 1 millié lymphocita esetén (szlrke zoéna) a mellékhatasok
fokozddasa varhatdé — az 5-FU dozis csokkentése javasolt.

<5 pmol/perc/ 1 millié lymphocita esetén sulyos toxicitas varhatdé — az 5-FU
kezelés felflggesztése €s mas , alternativ kezelés javasolt.

Lelet
Megnevezés Erték M.e. Megjegyzés Eltérés Referencia értékek
Dihidropirimidin dehidrogenaz pmol/perc/ | ‘
millié
| lymphocyvta |
<10 pmol/perc/l millié lvmphocyvta esetén a mellékhatasok fokozddasa varhato 10,00 100,00
<35 pmol/perc/1 millié lymphocyta esetén sulyos toxicitas varhatd 10,00 100,00
DPD 2 fehérje meghatarozas
DPD 3 sejtfeltaras
DPD 4 limfocita szeparélas

Nem OOl betegeknek: ~ 26.500 HUF + AFA/lelet




Osszefoglalas

A tobb éves tapasztalataink és a klinikus kollégak
visszajelzései alapjan

Hatranyok

» In vitro izotopdiagnosztikai labor eés
a hozza kapcsolodo sugarvedelmi és
egyeb kovetelmények sziksegesek.

» Draga az izotop készitmeny.

» Viszonylag bonyolult, tobb lépcsos
meres, tobb hibalehetGség.

> Szakértelmet es szakmai
tapasztalatot igényel (nem elég csak
,etetni a gépet”)

» Specialis berendezések (radiokémiai
detektor)

Elonyok

v' Az izotopos mérési moédszerekhez
képest alacsony aktivitas.
Elegendé vele a felugyelt teruleten
dolgozni.

v A tényleges enzim aktivitast méri

ezért nincs fals pozitiv mérési

eredmeny.

Erzékeny.

Reprodukalhato.

Kivalo predikcios képesség

A betegek kovetesere is alkalmas.

(Féleg, ha az aktivitas a szurke

zonaban van.)

v' A ,Gold-standard mérés”

ANANER NI

Az izotopos modszer indokoltsaga vitathatatlan.
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H-3 és C-14 izotopos uveg edények mosogatasa

v" A megfeleléen kilritett Uveg edényeket arra a célra kijelolt fedével
ellatott aztatd mianyag vodorben 3 napig aztatjuk bioponos-ultras
(2 + 2 evbkanal) vizben.

v Fontos: A H-3 és C-14 izotéppal szennyezett edényeket kiilon-
kulon feliratozott vodorben gyuijtjuk!

v Az aztatas kezdetének id6pontjat a fedén feltlintetjik.

v' Az aztatasi id6 letelte utan a vodorben levé edényekre a hideg
csapvizet boven folyatjuk, majd atoblitjuk.

v Oblités utan az edényeket 5 %-os Pico Kleen N dekontaminalo
oldatban 1 éjszakan at allni hagyjuk.

v A dekontaminalé oldatbdl kiszedve az edényeket csapvizzel
ismetelten atoblitjuk , majd az izotdopos mosogatdogep kosaraba
rakjuk.

v" A mosogatogéppel 1 mosoéporos és 3 sima vizes mosast
alkalmazunk.

v A mosasi fazisok lejarta utan az edényeket desztillalt vizzel
atoblitjuk (megmeritjuk) és szaradni hagyjuk.



Thermo Scientific™ Hypersil™ ODS C18 Columns
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Column Format
Diameter (Metric)

For Use With

Length (Metric)
Max. Pressure
Particle Size
pH

Pore Size
Surface Area
Temperature
USP Type
Stationary Phase
Product Line
Packing Material
Carbon Load
Column Type
Endcapped
Phase

Unit Size
Catalog number

Guard Cartridge, 4 Pk.
4 mm

Separation of Non-Polar, Moderately Polar,
Lipophilic Compounds Like Triglycerides

10 mm

5800 psi (400 bar)
S um

2t0 8

120 A

170 m3/g

60°C

L1

C18

Hypersil Classical
Silica

10%

Reversed Phase
Yes

Reversed Phase
Pack of 4
30105-014001

Column Format
Diameter (Metric)
Length (Metric)
Max. Pressure
Particle Size

pH

Pore Size

Surface Area
Temperature

USP Type
Stationary Phase
Product Line

Packing Material

Carbon Load
Column Type
Endcapped
Phase

Unit Size
Catalog number

Thermo

SCIENTIENC

Analytical Column
4.6 mm

250 mm

5800 psi (400 bar)
5pum

2t08

120 A

170 m?/g

60°C

L1

C18

Hypersil Classical

Spherical, Fully Porous Type A

Silica

10%

Reversed Phase
Yes

Reversed Phase
Each
30105-254630



