Ustav farmakologie Lékai'ské fakulty UP Olomouc
Oddéleni klinické farmakologie, ULD FN Ostrava

Ustav klinické farmakologie Lékatské fakulty OU v Ostravé

Mgr. Petra Halvova

Terapeutické monitorovani 1éCiv v klinické praxi a vyzkumu
Nové moznosti TDM cyklosporinu A a jeho metabolitli po

transplantaci ledvin

Diserta¢ni prace byla vypracovana v rdmci doktorského studijniho programu, studijni obor

Lékarska farmakologie.

Ostrava 2015



Podékovani
Rada bych pod¢€kovala vSem lidem, ktefi mi pomahali v pritb¢hu ptipravy této prace:

e svému Skoliteli doc. MUDr. Milanu Grundmanovi, CSc. za vedeni, rady a piipominky
v pribehu celého studia,

e MUDr. Ivané Kacitové, Ph.D. za moznost vypracovani prace na Oddéleni klinické
farmakologie ULD FN Ostrava a cenné rady,

e RNDr. Hané Brozmanové, CSc. za vypracovani metody a cenné podnéty,

e vSem spolupracovnikim na Oddé&leni klinické farmakologie ULD FN Ostrava za
pomoc pii sbéru a zpracovani vzorku,

e a hlavn¢ své rodin€, zejména mym rodicim za neutuchajici divéru a podporu bez niz

by tato prace nemohla vzniknout.

Prohlaseni:

ProhlaSuji, Ze jsem tuto préaci zpracovala samostatné a uvedla vSechny pouzité prameny.

V Ostravé dne Petra Halvova



Obsah

1. Uvod 4
2. Cile 17
3. Metoda 19
4. Vysledky 29
5. Diskuse 57
6. Zavéry 65
7. Souhrn 67
8. Zkratky 75
9. Literatura 77
10. Publikované prace, které jsou soucasti disertacni prace 87
11. Publikované prace 132



1. UVOD



1. Terapeutické monitorovani hladin

TDM (terapeutické monitorovani hladin [éCiv) je specifickdi metoda klinické
farmakologie pro monitorovani terapie pomoci métfeni koncentrace 1éCiva v séru (plazmé,
krvi). Jejim zakladnim ptredpokladem je existence uzkého vztahu mezi koncentraci 1éciva

v séru a jeho farmakologickym efektem. (1)

Je vyznamnym pomocnikem pro personalizovanou medicinu v oblasti individualizace
davkovani, ponévadz umoznuje racionalni terapii s minimalizaci vyskytu nezadoucich ucinkd,

sniZeni mortality a morbidity a snizeni nakladii.(1)

Pouziti TDM v nemocnici vede ke zkraceni doby hospitalizace, snizi se morbidita
a mortalita, jsou nizsi ndklady. TDM je i dobrym ukazatelem interdisciplinarni spoluprace tii
riznych obort (analytik, klinicky farmakolog, klinik). Vysledkem vyuzivani TDM
u ambulantnich pacientd je méné hospitalizaci, sniZzeni pracovni neschopnosti a zvySeni
kvality zivota. Pfi nespravném pouzivani TDM, kdy nejsou provadény odpovidajici zmény

v terapii a dochazi ke zbyte¢nym odbériim krve, zvySujeme zbyte¢né naklady. (1)

V soucasné dobé je pro kontrolu farmakoterapie vyuzivano TDM nésledujicich skupin 1é€iv:

1. imunosupresiva — cyklosporin A, takrolimus, sirolimus, everolimus, mykofenolat
2 antibiotika — aminoglykosidy (gentamicin, amikacin), vankomycin

3. bronchodilatancia — teofylin

4 antiepileptika — fenobarbital, primidon, fenytoin, etosuximid, karbamazepin, kyselina

valproova, klonazepam, lamotrigin, topiramat, levetiracetam

5. cytostatika — metotrexat, busulfan
6. kardiaka — amiodaron, digoxin
7. psychofarmaka — lithium, diazepam, antidepresiva

Praktické provedeni TDM ma tii zakladni ¢asti (obr 1.):

1. Analyza 1é¢iv podle zdsad GLP (good laboratory practice) s pouZzitim imunoanalytickych
enzymo-imunoanalytickych metod, plynové chromatografie, kapalinovd chromatografie

anejnoveéji kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Klinik
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pro vyfeseni neuspokojivych farmakoterapeutickych vysledkii odebere pacientovi krev
a s vyplnénou podrobnou zadankou posild material k laboratornimu vysetfeni.
Interpretace hladiny léciva s pfipadnou farmakokinetickou analyzou. Vysledek
koncentrace 1éCiva je poslan z laboratotfe klinickému farmakologovi, ktery na zékladé¢ GCP
(good clinical practice) posle psané doporuceni pro eventudlni Upravu davky nebo
davkového intervalu klinikovi.

. Zpétna vazba s klinikem. Zpétna vazba s klintkem ma zasadni vyznam, ponévadz jeho
akceptace psan¢ho doporuceni a dal$i kontrola podle tohoto doporuceni zajisti zménu
davkovani a tim i raciondlni farmakoterapii. Pokud klinik nevyuzije psané doporuceni
a vysledek jen zalozi do chorobopisu, jedna se pouze o zbytecné zvySovani naklada. (1).

Zasadni je dobré spoluprace mezi klinikem a klinickym farmakologem.

Obrazek 1. Schéma spravného terapeutického monitorovani hladin 1é¢iv (TDM)
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2. Imunosupresiva

Imunosupresiva jsou chemicky rtznoroda 1éciva, kterd puisobi v riiznych stupnich
imunitni reakce. Hlavni uplatnéni nachézeji v transplantologii, nékterd soucasn¢ dostupna
imunosupresiva byla vyvinuta také k pouziti pfi autoimunitnich chorobach a zavaznych
projevech alergie. Dalsi vyuziti je v hematoonkologii a v kardiologii, monoklonalni protilatky
jsou pouzivany v diagnostice. Néktera imunosupresiva vyvolavaji imunodepleci efektorovych
bun¢k, zatimco jind jsou pfevazn¢ imunomodulatory ovliviujici aktivitu bunck obvykle
pomoci inhibice cytokini. Néktera z téchto 1é¢iv maji nespecificky ucinek na imunitni systém,
zatimco jina pusobi na specifické cile. U 1é¢iv s nespecifickym uc¢inkem se daleko castéji
objevuji zavazné nezadouci Gcinky. Farmakologicky ucinek specificky ptisobicich 1é¢iv mtize

byt snizen, pokud je cil jejich Gcinku obejit alternativni cestou. (2)

Mezi nejbéznéji pouzivand imunosupresiva mizeme zafadit kortikosteroidy
(prednison, prednisolon, metylprednisolon, dexametazon), inhibitory a analoga DNA bazi
(azatioprin, metotrexat) a malé molekuly (kalcineurinové inhibitory — cyklosporin A
a takrolimus; mTOR inhibitory — sirolimus a everolimus). V piipad¢ indukéni 1é€by se pak
pouzivaji antilymfocytarni protilatky, at' uz polyklonadlni (ALG) nebo monoklondlni

(muromonab, basiliximab, daklizumab, alemtuzumab).(2, 3)

Dlouhodobé poddvana imunosuprese u transplantovanych pacientl zptisobuje sniZenou
schopnost imunitniho systému plnit svou homeostatickou funkci, coz vede k vyssi morbidité
a mortalité¢ u téchto jedincl. Monitorovani funk¢énosti imunitniho systému a jeho schopnosti
odpovidat na antigenni podnéty ma proto velky vyznam, aby mohla byt u téchto pacientt
aplikovana individualizovand imunosupresivni terapie zajiStujici optimalni pomér mezi
nutnou imunosupresi a schopnosti imunitniho systému zajistovat imunitni dozor v organismu.
Mezi nejcastéjsi virova agens zpusobujici posttransplanta¢ni komplikace patii herpetické viry
a mezi nimi cytomegalovirus (CMV), z bakteridlnich infekei jsou to pak mykobakteria,
pfedevS§im mycobacterium tuberculosis. Pro obé vySe zminénd agens je charakteristické, Ze
se jedna o organismy, které prezivaji intracelularné a jejich uplna eradikace je velmi obtizna.
Imunitni systém dokéze pii normalni, nesuprimované funkeci, jejich pfipadnou aktivaci v ramci
svého dozoru sam eliminovat, takZe postizeny jedinec vilbec nepozoruje piiznaky nemoci.

v

Jestlize se vSak po transplantaci nachazi ve stavu siln¢j$i imunosuprese, mohou se tato agens
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nekontrolovatelné aktivovat, nejsou u¢inné eliminovana a infekce propuka v plném rozsahu.
Proto je napft. také doporucovano, aby u piijemcii organt, ktefi jsou séronegativni na CMV,
byla jiz preventivné podavana virostatika piedevsim tehdy, obdrzeli-li organ od CMV
pozitivniho darce (4, 5). Pro monitoring akutni CMV infekce nestaci sérologicky screening

a je zapotiebi provadét prikaz CMV-DNA (6).

2.1. Kalcineurinové inhibitory

oy ee

pii organovych transplantacich, a to zejména u transplantaci ledvin. Patii zde cyklosporin A
a takrolimus. Cyklosporin A je prvnim lékem selektivné piisobicim na T-buniky, ktery oproti diive
uzivanému azatioprinu nevyvoldvad myelosupresi, takrolimus byl vyvinut jako jeho terapeuticka
alternativa. CNI maji prokazatelnou roli nejen pii prevenci akutni bunécné rejekce
transplantovanych organt, ale také pii 1éCbé psoriazy a nefrotického syndromu. Jsou uzivany
iu mnoha autoimunitnich chorob, napiiklad cyklosporin A slouzi jako I¢k IL-III. linie

ve farmakoterapii revmatoidni artritidy. (7)

Mechanizmus ucinku, kterym CNI inhibuji aktivaci T-bunék, je dobfe znam. Vazba
receptoru T-bunék s MHC (major histocompatibility complex) peptidem za normalnich
okolnosti spusti kalcium dependentni intraceluldrni signalizaci, ktera vyusti v aktivaci
kalcium/kalmodulin dependentni fosfatdzy kalcineurinu. To vede k defosforylaci NFAT
(nuclear factor activated T-lymphocytes) umoznujici jeho translokaci do jadra, kde zvySuje
vazbu transkripcnich faktorti pro geny kodujici prozanétlivé cytokiny jako jsou IL-2, IL-3, 1L-4,
INF-y a TNF-a. Kalcineurinové inhibitory po vstupu do cytoplazmy T-bun¢k vytvoii komplexy
s jejich imunofiliny (7, 8), pfi¢emZ cyklosporin A se vaze na cyklofilin a takrolimus na tzv.
12kDa FK506-vazajici protein (FKBP-12 - FK binding protein-12). Komplexy CNI-imunofilin)
inhibuji kalcineurinovou aktivitu a tim pfedchazeji translokaci NFAT do jadra a transkripci gent
cytokind. Vysledkem je, Ze CNI zablokuji produkci prozanétlivych cytokinti jako je napt. IL-2
a inhibuji aktivaci T-bun€k a jejich proliferaci (9). Pfi 1é€b€ revmatoidni artritidy

je cyklosporin A dale schopen kompletné nebo ¢astecne zablokovat tvorbu IL-15 a IL-17.



2.1.1. Cyklosporin A

Cyklosporin A (CsA) je cyklicky undekapeptid se strukturou cyclo-[MeBmt-a-Abu-
Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal] a s molekulovou hmotnosti 1201
Da. Na rozdil od linearnich peptidi nemd volnou karboxy ani amino skupinu a proto
se nerozpousti ve vod¢, je vSak dobte rozpustny v tucich. Je velmi staly a jeho cyklickd struktura

se rozpada az pii pusobeni silnych kyselin nebo zvysené teploty.

CsA se pouziva nejen v transplantologii a pii 1é€bé vybranych autoimunitnich poruch,
ale jeho uplatnéni se rozSifuje i na fadu onemocnéni vyvolanych nebo provazenych poruchami
imunity. Jeho indikace zasahuji do oboru revmatologie, gastroenterologie, hematologie,

neurologie, diabetologie, oftalmologie a dermatologie (10, 11).

2.1.1.1. Farmakokinetika

Cyklosporin A mtize byt podavan jak intraven6zné tak peroralné. Je vysoce lipofilni,
diky ¢emuz je snadno distribuovan pies membrany a do tkani. V krvi je 58% CsA vazano
na erytrocyty, 4% na granulocyty, 5% na lymfocyty a 33% se vyskytuje v plazmé, kde je asi
98% vazano na proteiny (85-90% na lipoproteiny a 5-15% na ostatni proteiny) (12).
Po peroralnim podani je popisovana jeho signifikantni presystémova eliminace, zejména diky
biotransformaci 1é¢iva 3A izoformou cytochromu P450. Pfitomnost jinych P450 izoenzymu
na biotransformacnich procesech CsA neni vyloucena, zejména diky metabolitim nalezenym
v mo¢i po perordlnim podéani lé¢iva. Cyklosporin A byl popsan také jako stfedné silny
inhibitor biotransformacni aktivity P450 3A4 a je i substratem a inhibitorem P-glykoproteinu.
Ackoli je peptidova struktura CsA k metabolizmu rezistentni, bo¢ni fetézce jsou extenzivné
metabolizovany na vice nez 30 metaboliti (13). Tyto jsou nazvany podle jednotné
nomenklatury z roku 1990, kterd zahrnuje primarni i sekundarni metabolity nalezené v moci,
zluci, krvi a stolici (14). Nazvoslovi metaboliti CsA je velmi jednoduché, pismeno A ve zkratce
znaéi cyklosporin A a pismeno M metabolit. Cislice oznaGuje pofadi aminokyseliny, u které
doslo k hydroxylaci. V ptipadé N-demetylace se pfidava navic pismeno N, u cyklizace pismeno
c. Tento systém vénuje také pozornost rozliSeni riznych metaboliti podléhajicich oxidaci
v pozici 1. Napiiklad. AM1A znamena oxidaci v pozici 1 na kyselinu. Cyklicky analog je pak
oznacovan AMI1cA, aldehyd AMI1cAL (14). B&zné meéfitelnymi metabolity v krvi jsou AM1,
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AM9, AMlc, AM19 a AMA4N, pficemz AMI1 dosahuje nejvyssi koncentraci v porovnani
s ostatnimi metabolity. Ve zlu¢i byly nalezeny AM19, AM4N9, AM1, AMI1A a AMlc,
aktivitu a nezadouci u¢inky nez mateiska latka.(15) Pouze 0,1 % CsA je v nezménéné formée
vyluCovano moci, ptipadné stolici (16) Zéakladni farmakokinetické parametry jsou uvedeny

v tabulce 1.(3)

Tabulka 1. Farmakokinetické parametry cyklosporinu A (ti2, biologicky polocas; CI,
clearance; Vq, distribu¢ni objem; f, vazba na plazmatické proteiny; F, absolutni biologicka

dostupnost po peroralnim podani)

tin[h] |Cl[mUminkg]| Va[Vke] | fu[%] F [%]

cyklosporin A 3-27 5-10 3,6-74 96 — 99 5-80

2.1.1.2. Lékové interakce

Cyklosporin A je substratem CYP 3A (a zaroven inhibitorem P450 3A4) a substratem
1 inhibitorem P-glykoproteinu, z tohoto diivodu je popisovéana cela fada lékovych interakci
spojenych s jeho podavanim. P-glykoprotein je transmembranovy transportér, ktery prenasi
mnoho endogennich substanci z cytoplazmy do extracelularniho prostoru. Ve stfevé snizuje P-
glykoprotein biologickou dostupnost 1é¢iva po perordlnim podani tim, Ze ho vylucuje
z enterocytll do lumen stieva. Je kddovan genem MDR-1 (multidrug resistance-1) zndmym také
pod oznaenim ABCBI1. Geneticky polymorfismus tohoto transportéru miiZze ptispivat k vyrazné
interindividualni variabilit¢ farmakokinetiky CsA, nicméné vysledky doposud provedenych
studii jsou protichtidné. Zcela jasny neni ani vliv souasné¢ho podani inhibitora ¢i induktora P-
glykoproteinu a CYP 3A4 k cyklosporinu A. Biologickéd dostupnost CsA muze byt kromé toho
ovlivnéna i soucasné uzitou potravou, jidlo zvySuje biologickou dostupnost o 23 % a mléko o

39 % (16). Lékové interakce jsou uvedeny v tabulce 2.
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Tabulka 2. Interakce cyklosporinu A (AUC — plocha pod kiivkou)(3)

Zvyseni hladin CsA
klaritromycin
A
makrolidova favc
erytromycin T AUC 5x
antibiotika
roxitromycin 1 AUC 037 %
itrakonazol T AUC 2-3x
azolova antimykotika | ketokonazol T AUC 2x
vorikonazol 1 AUC 2.5x
H»-antihistaminika cimetidin T AUC 0 32 %
antidepresiva fluoxetin, fluvoxamin 1 AUC 2x
verapamil _700
kalciové blokatory fAUCo30-70%
diltiazem T AUC 030 - 60 %
gentamicin T AUC05-65%
antibiotika
chloramfenikol 2 AUC 0 41 %
Ostatni grapefruitova st'ava 2 AUC 072 %
SniZeni hladin CsA
fenobarbital L AUC 025 %
antiepileptika karbamazepin $AUC 050 %
fenytoin L AUC 037-47%
rifampicin L AUC a7 070 %
Ostatni saquinavir L AUC a2 0 90 %
tfezalka teCkovana L AUC 030 -65 %

“11 -




2.1.1.3 NeZadouci ucinky

CNI jsou spojeny s fadou lékoveé specifickych nezéddoucich ucinki. Mnoho z nich
je zéavislych na davce a ve vztahu k mistim, kde je hladina kalcineurinu nejvyssi, tedy
v mozku a v ledvinach. Uzivani cyklosporinu A je spojeno zejména s nefrotoxicitou, ktera
je jednim z nejvyznamnéjsich nezadoucich G&inkd, zvIastd po transplantaci. Casteéné je to
diky vazokonstrikci aferentni arterioly s néslednou redukci rendlniho pritoku krve a miry
glomerularni filtrace; tyto zmény jsou projevem akutni toxicity a jsou reverzibilni pfi vysazeni
CNI. Dlouhodob¢ cyklosporin A vyvolava chronické ireverzibilni zmény, které jsou
charakterizovany intersticialni fibrozou a obliterativnimi arteriolarnimi zménami diky
fibroznimu ztlusténi intimy. Béznym disledkem 1é¢by cyklosporinem A je pak hypertenze (7),
kterd je n¢kdy spojend se zvySenim krevniho tlaku v no€nich hodinach (17-19). Divodem
hypertenze je CsA indukovand rozsdhld vazokonstrikce v systémové cirkulaci a narlst
arterialniho krevniho tlaku (20) Vzestup krevniho tlaku pfi uzivani CsA byl ve diive
provedenych studiich ve srovnéani s placebem statisticky vyznamny a je také ziejmé zavisly
na davce - niz8i davky (1-4 mg/kg/den) zvySovaly stfedni krevni tlak primémé o SmmHg,
zatimco vys$i davky (>10 mg/kg/den) primérné o 11mmHg (21). Neurotoxicita zpuisobena
CNI je zhorSena v pfipadé nizké sérové hladiny hoiciku a miZe se projevovat né€kolika
zpusoby. Ptikladem je bolest hlavy a tremor, které se zvyraziuji v dobé dosazeni maximalni
koncentrace 1é¢iva v plazmé (asi za 1-2 hod po uziti). BéZna je nespavost, méné casté roz€ilent,
neklid, kiece, psychozy, halucinace, encefalopatie a poruchy védomi (8). Metabolické tcinky
CsA zahrnuji diabetogenni efekt, hyperurikémii a hyperlipidemii. Specifickym nezadoucim

ucinkem cyklosporinu A je hyperplazie dasni a hypertrichdza (8).
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2.1.1.4. Terapeutické monitorovani

Cyklosporin A je Iék s tzkym terapeutickym rozmezim, u n¢hoz se projevuje
vyznamna interindividudlni variabilita farmakokinetiky, majici za nasledek rozdilnou odpovéd’
na terapii pii podani stejné davky. Jeho nedostatecna sérova koncentrace vede k rejekci
transplantatli, naopak vysoké koncentrace se projevuji nefrotoxicitou, selhavanim orgén
a deliriem. V klinické praxi neexistuji imunologické testy, kterymi by bylo mozno G¢innost
imunosuprese CsA sledovat, a proto se monitorovani CsA omezuje na stanoveni jeho
koncentraci v krvi. Bylo zjiSténo, Zze monitorovani CsA pomoci udolnich hladin (Co — trough)
je nepiesné (22, 23). Proto se v posledni dobé vyzkum soustied’uje na sledovani celkové
expozice CsA (vyjadiené jako AUC), kterd by méla 1épe korelovat s klinickym stavem a
rizikem rejekce. Pro vypocet AUC se pouzivd metoda omezeného poctu odbérd, tzv. sparse
sampling (24-29). Spolehlivé i praktické je také stanoveni hodnoty Cmax (maximalni dosazené
koncentrace CsA) nebo C> (koncentrace dosazend ve 2. hodin€¢ po podani CsA) (30-34).
Terapeutické monitorovani (TDM) CsA kromé stanoveni jeho hladin sleduje také klinicky
stav pacienta pii imunosupresi a zabyvd se tak nejen farmakokinetickymi, ale
1 farmakodynamickymi udaji zaloZenymi na kvantitativni analyze CsA. Cyklosporin A
se pouziva 1 v kombinaci s jinymi imunosupresivy, jako je sirolimus, everolimus a kyselina
mykofenolova. Terapeutickd rozmezi jednotlivych imunosupresiv uvadéna v literatufe jsou

zatim velmi rozdilna.

Vzhledem k mechanismu u¢inku CsA, kterym je vazba na cyklofilin A v cytoplazmé
lymfocytt,, je vyhodnéjsi monitorovat koncentrace CsA pravé v misté¢ ucCinku, a to
v lymfocytech (35). Nékteti autofi prokazali, Ze koncentrace v lymfocytech maji, na rozdil

od hladin v krvi, vyraznou souvislost s klinickym stavem a imunitni odpovédi. (36, 37)

Pro TDM cyklosporinu A se pouZzivaji pfedev§im metody imunoanalytické, metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapalinovad chromatografie ve spojeni

s hmotnostni detekci (LC-MS).

2.1.1.4.a Imunoanalytické metody stanoveni cyklosporinu A

Pro ucely TDM jsou ke stanoveni hladin CsA v laboratorni praxi vyuZivany rtzné
varianty kompetitivnich imunoanalytickych metod. Jejich principem je soutéz (tedy kompetice)

o omezené¢ mnozstvi vazebnych mist na specifické protilatce. Béhem reakce mezi sebou
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soutézi na jedné stran¢ cyklosporin A pfitomny v analyzovaném vzorku a na strané¢ druhé
cyklosporin A oznaceny vhodnym zptisobem (radioizotopem, enzymem, fluoresceinem apod.),

ktery je do reakce ptidavan jako indikator pro kvantifikaci jejiho prabéhu.

S ohledem na postupny vyvoj téchto metod byly ke znafeni pouzivany nejdiive
radioizotopy (tritium *H nebo jod '*°I), pozd&ji pak piedeviim enzymy, s vyuzitim jejich
nasledné reakce s odpovidajicim substratem a fotometrické nebo fluorometrické detekce.
Vyvoj téchto metod se odehraval také ve vztahu k pouzivanym specifickym protilatkam, coz
mélo samoziejmé vliv na vlastni specifitu stanoveni. Ta je pravé v piipadé¢ monitorovani CsA,
vzhledem k pfitomnosti fady jeho metabolitl, vyznamnym problémem. V poslednich letech
byly zavedeny do rutinni praxe specifické monoklonalni protilatky s malou zkiiZzenou reakei

s metabolity CsA, které se pfipravuji in vitro hybridizaci.

Imunoanalytické metody jsou z hlediska instrumentalniho provedeni pomérné
jednoduché a nezavislé na proménnych parametrech piistrojové techniky. S postupem casu byly
zejména neizotopové varianty téchto metod automatizovany s moznosti jejich zpracovani nejen
na imunoanalyzdtorech (metoda FPIA), ale také na béznych biochemickych analyzatorech

(metody EMIT, CEDIA).

Nekteré parametry specifickych imunoanalytickych metod jsou shrnuty v publikaci

autort Safar¢ik, a kol. (38).

2.1.2.4.b HPLC metoda stanoveni cvklosporinu A

Stanoveni CsA v biologickych tekutindich pomoci metody vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC) umoziiuje pfesné méteni parentni latky, proto je povaZovana za refe-
ren¢ni metodu. Tato metoda dovoluje na rozdil od imunoanalytickych metod stanovit spolecné
s CsA 1 jeho metabolity. HPLC metody vyuZivaji principu separace latek na zéklad¢ distribuce
mezi pevnou (staciondrni) fazi zakotvenou na kolon¢ a pohyblivou (mobilni) fazi kolonou
protékajici.

Bylo popsano velké mnozstvi chromatografickych metod stanoveni cyklosporinu A (13,
28, 39-48) a pro vSechny je spolecné, ze vyzaduji pomérné narocnou piipravu vzorkd, ktera
je podminkou pro spolehlivé monitorovani. Extrakéni postupy jsou zaloZzeny na principech
extrakce v kapalné fazi (liquid-liquid extraction), extrakce na kolonkach (liquid-solid
extraction) a extrakce provadéna na zafizenich spojenych ptimo s HPLC pfistrojem (column-
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switching techniques a automatic sample clean-up). Tyto slozité pracovni postupy jsou dulezité
vzhledem k pouzivané kratké vinové délce UV zateni (200-220 nm), pfi které mliize mnoho latek
pfi analyze interferovat. Protoze piredevSim mnohondsobnymi extrakénimi postupy dochézi
ke ztratam uc¢inné latky, analyza CsA se provadi vylucné¢ pomoci vnitiniho standardu (IS).
To je latka podobnych vlastnosti, kterd se ptidava ke kazdému kalibraénimu i analyzovanému
vzorku a vyhodnocuje se pomér sledovaného analytu a vnitiniho standardu. Jako vnitini standard
se nejcastéji po-uzivaji cyklosporiny D a C (CsD, CsC) pii stanoveni parentni latky a CsD

pii soucasné analyze metabolitu.

Jednotlivé metody stanoveni samotného cyklosporinu A nebo CsA s jeho metabolity
se lisi pouzitymi extrakénimi Cinidly (diethyleter, methanol, hexan atd.), sloZzenim mobilni faze
(acetonitril/voda, voda/methanol/acetonitril, methanol/voda, acetonitril/fosfatovy pufr atd.),
staciondrni fazi (C18 nebo CN-kolony), teplotou (50-80°C) a rychlosti pratoku mobilni faze
(0,25-1 ml/min). Pfehledné porovnani nejobvyklejsich HPLC analyz stanoveni CsA je uvedeno

v publikaci autori Komzakova, a kol. (49).

2.1.1.4.c Stanoveni cyklosporinu A metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni

detekci (LC-MS)

Protoze hmotnostni spektrometrie je zaloZena na produkei, rozliSeni a detekci iontil v plynné
fazi, byla diive hmotnostni detekce vyuzivana pouze v kombinaci s plynovou chromatografii. Az
zaCatkem 80-tych let 20. stoleti vyvoj ionizace za atmosférického tlaku (elektrosprej a chemicka
ionizace) umoznil spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim detektorem.
Pro kvantitativni analyzu 1éCiv se prevazné pouziva kapalinovd chromatografie s jednoduchym
(LC-MS) nebo trojitym kvadrupolem (LC-MS/MS). LC-MS metody jsou rychl¢, ale podobné jako
HPLC-UV vyzaduji ptipravu vzorkd vzhledem k ruSivym vlivim matrice. Pracuje se vyhradné
s vnitinim standardem. Pouzivaji se bud’ stabilni znacené izotopy a/nebo latky strukturné podobné
cyklosporinu A, prevazné CsD nebo askomycin pro analyzu dalSich imunosupresiv. Je mozné
analyzovat latky se stejnym retenénim Casem, a to na zékladé poméru hmotnosti/naboji (m/z),
coz vyrazn¢ zkracuje €as analyzy ve srovnani s klasickou HPLC-UV metodou. Vyhodou LC-MS
metod je selektivni detekce, kterd dovoluje pfi vhodném zpracovani vzorkd pracovat
se slozitymi smésmi 1 velmi podobnych latek jakymi jsou napf. metabolity cyklosporinu A

(50). LC-MS metody jsou robustni, velmi pfesné a vysoce citlivé. Mohou simultanné¢ méfit
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nékolik latek v Sirokém rozmezi koncentraci, ¢ehoz se s velkou vyhodou, financni i ¢asovou,

vyuziva pii stanoveni CsA s dal§imi imunosupresivy (51-55).

Publikované metody stanoveni CsA metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci jsou podobné, lisi se napt. v objemu a piipravé vzorku, pouzitém vnitinim standardu,
slozeni a pritoku mobilni faze, typu kolony nebo nastaveni MS detektoru. VétSina
prezentovanych metod vychazi z analyzy pfedem upraveného analytu. Existuji vSak také
metody, které vyuzivaji on-line extrakce v podobé dvojdimenzionalni chromatografie nebo
techniky piepinani kolon (52-54, 56, 57). LC-MS metody mohou byt dobfe vyuzity i tam, kde
je limitovano mnozstvi vzorku, napi. u biopsii nebo u vzorkt krve od pediatrickych pacientt
(58, 59). Vyhodné je vyuziti této metody v ptipadé méfeni velmi nizkych koncentraci, jako
napf. stanoveni CsA nebo CsA s jeho hlavnimi metabolity AM1, AM4N a AM9 v lymfocytech
(60-64).
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zavést, optimalizovat a validovat metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci na stanoveni cyklosporinu A a metabolith AM1, AM9 a AM4N
v plné krvi a separovanych perifernich lymfocytech

srovnat koncentrace cyklosporinu A a jeho metabolitii v krvi a lymfocytech
sledovat vliv cyklosporinu A a jeho metabolith na cirkadidlni kolisani krevniho tlaku
vyuziti této metody pro terapeutické monitorovani v bézné klinické praxi

sledovat vliv cyklosporinu A a metabolitii na imunitni systém
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Prace byla vypracovana v ramci grantu MZ IGA 1A/8655-5 schvélena Etickou komisi
FN Ostrava a provedena v souladu s Helsinskou deklaraci 1975 ve znéni z roku 1996. VSichni

pacienti podepsali Informovany souhlas

3.1. Vyvoj nové metody stanoveni cyklosporinu A a jeho primarnich

metabolitii v krvi a lymfocytech

TDM cyklosporinu A je zalozeno na stanoveni koncentrace cyklosporinu A v krvi
apfipadné¢ 1 v lymfocytech. Proto byla vyvinuta a validovdna metoda vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (LC-MS/MS). Tato metoda
umoznuje stanoveni cyklosporinu A a jeho primarnich metaboliti AM1, AM9 a AM4N

jak v krvi, tak i v perifernich lymfocytech (28).
3.1.1. Pouzité chemikalie

Standardy cyklosporin A (Cyclosporine Ivax secondary standard RDO16A)
a cyklosporinu D (cyclosporine D Ivax primary standard RD0821) byly dodany firmou Ivax
v odpovidajici Cistoté. Metabolity AM1, AM9 a AM4N (Ivax) byly pfipraveny semisynteticky
nebo izolaci z hub a jejich Cistota byla nad 98% HPLC. Zéasobni roztoky cyklosporinu A a D
byly pfipraveny v metanolu v koncentraci 100pg/ml, zasobni roztoky jednotlivych metabolitt
v koncentraci 1 mg/ml a byly uchovavany pii —20 °C. Pracovni roztoky vSech latek
(cyklosporinu A a D a metabolitil) byly pfipraveny v metanolu v koncentraci 4000 ng/ml
auchovany pii 4 °C. Tyto roztoky pak byly pouzity na piipravu kalibra¢nich standardi.
Extrakéni ¢inidlo bylo sloZzeno z acetonitrilu a metanolu v poméru 2:3 s malym mnoZstvim

siranu zinecnatého v konec¢né koncentraci 10 mmol/l.
3.1.2. Piiprava kalibra¢nich standardi pro krev

Standardni vzorky jednotlivych latek o koncentraci 5, 50, 100, 250, 500, 1000
a 2000 ng/ml) byly pfipraveny fedénim pracovniho roztoku (koncentrace 4000 ng/ml).
Z kazdého takto pfipraveného roztoku jsme pipetovali 50 pl do sklenénych zkumavek spolu
s 50 pl roztoku cyklosporinu D (IS) a metanol jsme odpafili v horkovzdusném termostatu

pii 80 °C. Do kazdé zkumavky jsme piidali 200 pl plné krve od déarce neuzivajiciho danou
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latku a extrakci jsme provedli podle pracovniho postupu, ktery je uveden pod bodem 3.2.4.1.

Extrakce vzorkt krve.
3.1.3. Piiprava kalibra¢nich standarda pro lymfocyty

Standardni vzorky o koncentraci 2, 5, 50, 100, 250 a 500 ng/ml jsme pipetovali
vmnozstvi 50 ul do sklenénych zkumavek a metanol jsme odpafili v horkovzduSném
termostatu pii 80 °C. Do kazdé zkumavky jsme nasledné ptidali 50 pl vnitiniho standardu

a 0,5 ml extrak¢niho Cinidla.
3.1.4. Priprava vzorki pro analyzu

3.1.4.1. Extrakce vzorki krve

Do zkumavek s vnitinim standardem jsme pipetovali 0,5 ml extrakéniho c¢inidla
a 200 pl plné krve. Vzorek jsme intenzivné promichali po dobu 30 s na laboratorni tfepacce
a centrifugovali 10 min v chlazené centrifuze pti 1260 otd€kach/min. Supernatant jsme pielili

do méficich vialek.
3.1.4.2. Izolace a extrakce lymfocytii

Lymfocyty jsme izolovali z 1,5 ml nesrazlivé krve za pouziti centrifugace v hustotnim
gradientu na Ficoll-Histopaque (Histopaque 1077, Sigma). Po 30-ti minutové centrifugaci
pti otackach 27000t./min a teploté¢ 4 °C jsme vrstvu obsahujici lymfocyty prenesli do Cisté
zkumavky a dvakrat promyli fyziologicky roztokem. Izolace jsme provadéli ihned po doruceni
vzorku (nejdéle za 1 hod po odbéru) vzhledem k vyraznému poklesu metabolitu AMI1
v lymfocytech. Po izolaci byl vzorek lymfocytli zmraZen a uchovavan pii —20 °C. Pfi vlastnim
stanoveni jsme do kazdé zkumavky pipetovali 50 pl vnitfniho standardu cyklosporinu D
a 0,5 ml extrakéniho ¢inidla. Po extrakci a centrifugaci jsme supernatant pielili do méficich

vialek.
3.1.5. Pristrojové vybaveni

Na stanoveni se pouzil kapalinovy chromatograf Acquity (Waters, USA), sloZeny
z binarniho cCerpadla a autosampleru a hmotnostni detektor MS/MS Quattro Micro API
(Micromass, Velka Britanie). Jako zdroj dusiku slouzil dusikovy generator (Dominick Hunter

scientific, Némecko).
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3.1.5.1. Kapalinova chromatografie

Na analyzu CsA a jeho metaboliti AM1, AM9 a AM4N jsme pouzili kolonu
2,1x100 mm, C18, o velikosti castic 1,7 um (Acquity ultra performance LC, Waters)
a gradientovou eluci. Mobilni faze byla slozena z mobilni faze A — (2mmol /I octan amonny
a 0,5 % kyselina mraven¢i ve vod¢) a mobilni faze B (2mmol /I octan amonny a 0,5 %

kyselina mravenci v acetonitrilu) o pritoku 0,4 ml /min. Doba analyzy byla 5 minut.
3.1.5.2. MS/MS detekce

Detekce danych latek probihala v positivnim ESI modu a jednotliva MRM spektra

pouzita na kvantifikaci jsou uvedena v tabulce 3

Tabulka 3. MRM spektra MS/MS detekce

CsA CsD AMI AM9 AMA4N

Retencni Cas 2,5 2,62 2,2 2,2 2,34
m/zl 1202,8 1216,9 1219,1 1219,1 1189,0
m/z 2 156,2 199,25 425,6 212,4 142,2

Na vyhodnoceni kalibraci a vysledkt jsme pouzili softwarovy program MassLynx V 4.1

(Waters, Milford, MA, USA) (28)

3.2. Soubor pacientu

3.2.1 TDM CsA a jeho metabolitii u pacienti v akutni fazi po

transplantaci ledviny — skupina ¢. 1

Do skupiny ¢. 1 bylo zatazeno 14 pacientli pfijatych na Transplantaéni JIP Interni
kliniky FN Ostrava k transplantaci (Tx) ledviny. Pacienti uZivali cyklosporin A (Sandimmun
Neoral®, Novartis s.r.o, Praha, Ceska republika nebo Equoral® TEVA Czech Industries,
Opava, Ceska republika), v kombinaci s prednisonem a kyselinou mykofenolovou. U jednoho
pacienta byla 14 dnG po transplantaci zaménéna kyselina mykofenolova za azatioprin.
Charakteristika pacientt je uvedena v tabulce €. 4 .Krev na stanoveni CsA a metabolitd byla

odebirana do zkumavek s EDTA. Odbéry byly provedeny béhem prvniho tydne kazdy den
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a poté na konci 2. a 3. tydne a mésic po transplantaci vzdy pted uzitim (Co), za 2 hod (C>) a za
4 hod (Cs) po uziti medikace. Dalsi odbéry byly 2., 3., 4., 5., 6., 8., 10. a 12 mésic a poté co 3

mésice, vzdy v Co a Co.

Vzorky byly co nejrychleji dopraveny do laboratofe, zpracovany (separace lymfocyti)

a dle moznosti ihned zméteny nebo zamrazeny na -20 °C.

Zaroven byly pacientim provedeny standardni kontrolni odbéry na stanoveni
biochemickych parametrii (urea v séru, sérovy kreatinin, ALT, AST), krevniho obrazu
(absolutni pocet lymfocytil) a byla vypocitana clearance kreatininu podle Cockrofta a Gaulta.

AUCy.4 byla vypocitana pomoci linedrniho lichobéznikového pravidla.

Pacienti skupiny ¢.1 byli na zaklad¢é hodnot sérového kreatininu rozdéleni do 2 skupin
— skupina s okamzitym ndstupem funkce Stépu (IF) a skupina s opozdénym nastupem funkce
Stépu (DF). Zpozdéna funkce Stépu byla definovana jako a) nutnost provedeni vice nez
1 dialyzy v pribéhu prvniho tydne po transplantaci, b) plazmatické koncentrace kreatininu
>500 pmol/l v priibéhu prvniho tydne po transplantaci nebo c) oligourie <11/24hod trvajici

déle nez 2 dny (65).

Tabulka 4. Charakteristika pacienti (IF — pacienti s okamzitym nastupem funkce, DF —

pacienti s opozdénym nastupem funkce)

IF DF P

muZi/Zzeny 3/4 52

hmotnost (kg) 60.7 £9.7 86.1 +17.7 0.013

vy$ka (cm) 163.9 = 8.1 176.6 + 8.3 0.021

vék (roky) 50.1+17.6 55.7+9.9 N.S.
Sandimmun Neoral /Equoral 2/5 2/5
darce (kadaverézni/Zijici) 6/1 7/0

Doba studené ischémie (hod) 13+£6 18+3 N.S.
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3.2.2 TDM CsA a jeho metabolitii pri chronickém podavani po

transplantaci ledviny — skupina ¢. 2

3.2.2.a Sledovani hladiny CsA a metabolitii v krvi a lymfocytech

Do skupiny €. 2 bylo zafazeno 54 pacientli navstévujicich Nefrologickou ambulanci
Interni kliniky FN Ostrava. Pacienti uZivali cyklosporin A (Sandimmun Neoral®, Novartis
s.r.o, Praha, Ceskd republika nebo Equoral® TEVA Czech Industries, Opava, Ceska
republika), nejcastéji v kombinaci s kyselinou mykofenolovou, kortikosteroidy, everolimem
a azatioprinem. Charakteristika souboru je uvedena v tabulce ¢. 5. Krev na stanoveni CsA
a metaboliti byla odebirdna do zkumavek s EDTA. Odbéry u pacienti této skupiny
se provadély co 3 meésice pfi ambulantni kontrole, vzdy s odbérem pted a za 2 hod po uziti.
Vzorky byly po doru¢eni do laboratofe okamzit€¢ zpracovany (separace lymfocyti)

a dle moZnosti ihned zméteny nebo zamraZeny pii -20 °C.

Zaroven byly pacientim provedeny standardni kontrolni odbéry na stanoveni
biochemickych parametrti (urea v séru, sérovy kreatinin, ALT, AST), krevniho obrazu

(absolutni pocet lymfocyti)

Byla sledovdna korelace koncentraci CsA a metaboliti analyzovanych v krvi

a v lymfocytech.

Charakteristika pacientl na poc¢atku sledovani je uvedena v tabulce ¢islo 11. Pacienti

byli sledovéni celkem 4 roky.

Tabulka €. 5. Charakteristika souboru

muZi/Zeny 30/24
hmotnost (kg) 76,1£15,9
vySka (cm) 167,9+9,8
vék (roky) 54,7+10,8
denni davka (mg) 152,0+47,4
kreatinin (upmol/l) 144+54
pocet lymfocyti (pocet bunék/l) 1,9%10°+1,1*10°
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3.2.2.b Sledovani viivu CsA a jeho metabolitii na cirkadidalni kolisani krevniho tlaku

Vzhledem k vyskytu hypertenze po transplantaci ledvin bylo 31 pacienti (z toho
16 muza a 15 Zen) ze skupiny 2 dispenzarizovano v Ambulanci pro 1écbu hypertenze a bylo
jim provedeno 24-hodinové ambulantni monitorovani krevniho tlaku (ABPM) ve stejny den
jako odbér krve na CsA. Primérny vék byl 54+12 rokii, primérnd hmotnost 75 + 16kg a
pramérnd vyska 167 £ 11cm. Sledovani bylo provedeno 3x v 1-ro¢nich intervalech. Pacienti
byli rozdéleni do dvou skupin podle toho, zda doslo k poklesu no¢niho tlaku (,,dipper* - D)
¢1 nikoliv (,,non-dipper* — N, pokles no¢niho tlaku < 10%) a byl sledovéan vliv cyklosporinu A

a jeho primarnich metaboliti na cirkadialni kolisani krevniho tlaku.

Antihypertenzivni medikace ve skupiné ,dipper” a ,non-dipper uzivand pacienty

v celém pribéhu studie a zaznamenand béhem 3 vySetfeni je uvedena grafu 1 a 2.

Graf 1 Antihypertenzivni medikace ve skupin€ ,,dipper*

O Betablokatory

W Blokatory Ca2+ kanall
OACEI

O AT1- blokatory

M Diuretika

@ Agonisté | receptord
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Graf 2 Antihypertenzivni medikace ve skupiné ,,non-dipper

O Betablokatory

W Blokatory Ca2+ kanall
OACEI

O AT1- blokatory

M Diuretika

@ Agonisté | receptord

3.2.3 Sledovani funkénosti imunitniho systému

Odbéry na vySetfeni imunitniho systému byly provedeny u pacientd skupiny ¢. 1
nasledovné: pied transplantaci, 1., 2. a 7. den po transplantaci — ptfed, za 2 hod a za 4 hod
po uziti; poté 2. a 4. tyden po transplantaci a2.3.,4., 5., 6., 8.,10. a 12. mésic po transplantaci

— vzdy pted uzitim 1éku.
3.2.3.a Funkcnost imunitniho systému

Funk¢nost imunitniho systému byla testovana testem transformace lymfocytl (TTL)
po stimulaci fytohemaglutininem (PHA), pomoci produkce INF-y po stimulaci PHA,
antigenem cytomegaloviru (CMV Ag) a smési antigenii M. tuberculosis za vyuziti systému
QuantiFERON firmy Cellestis (dle instrukci vyrobce). V supernatantech kultur ziskanych
v testu QuantiFERON byly stanoveny také dalsi cytokiny (IFNy, IL-2, IL-10, IL-4 a IL-5)
pomoci multiplexové metody ALBIA soupravami firmy BioSource. Piipadnd rejekéni krize
byla monitorovana stanovovanim sIL2-R v plasm¢é ELISA soupravou firmy Bender, popf.

R&D.
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3.2.3.b Imunita proti CMV

U pacientl byla také posuzovana CMV-specificka imunita zprosttedkovana CD8+ T-
lymfocyty. Pacienti podstoupili sérologicky screening vyskytu CMV a detekci CMV-
specifické DNA metodou real-time polymerazové ietézové reakce (PCR). Specifické
protilatky proti CMV byly stanoveny komplement fixa¢nim testem a enzymoimunoanalyzou.
Ke stanoveni celkové avidity byl pouzit komercni set ELISA-Viditest anti-CMV (TestLine)
s antigenem pp65. CMV ndloz v krvi byla stanovena metodou real-time PCR ReSSQ CMV
(LightUp) a byla vyjadiena jako pocet kopii v 1 ml. Vysetfeni CMV-specifické DNA bylo
provedeno pouze pii podezieni na CMV infekci nebo reaktivaci této infekce. Celkem bylo

testovano 178 krevnich vzorkl. Charakteristika pacienti je uvedena v tabulce €. 6.

Tabulka 6. Charakteristika pacientt

muZi/Zeny 8/6
vk 53 (27-75)
pacienti s '""nizkou" hladinou protilatek 3
CMV-pozitivni darce 13
pacienti s potvrzenou CMYV infekci (PCR) 4 (28,6%)
pacienti s podezi‘enim na CMYV infekci (PCR) 3(21,4%)
e I T

3.3. Statistické metody

Ke statistickému zpracovani vysledkl byl pouZzit program Graph Pad version 5.00
pro Windows. Za statisticky signifikantni byla povaZzovéana hodnota p<0,05. VSechna data byla
testovana D‘Agostinovym-Pearsonovym testem normality dat. Na zakladé tohoto testu pak
byla jednotliva data porovnavéana neparovym t-testem (v piipadé Gaussova rozlozeni) nebo

neparametrickym Mann-Whitney testem (i u vysledki pacienti skupiny €. 1 z diivodu malého
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souboru). Pti sledovani korelace mezi hladinami byl pouzit Pearsonlv, piip. Spearmaniv

korelaéni koeficient.

K porovnéni rozdilu v antihypertenzivni terapii mezi skupinou ,,dipper* a ,,non-dipper*

byl pouzit ¥>-test.

Pti testovani funkénosti imunitniho systému byl vzhledem k abnormalni distribuci dat
ke statistické analyze pouzit 2-vybérovy Wilcoxoniiv (Mann-Whitney) test s hranici

vyznamnosti 5%.
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4.1. Validace LC-MS/MS metody (66)

Parametry metody jako je teoretickd a naméfena koncentrace, varia¢ni koeficient (CV v %)

a recovery (%) jsou pro krev uvedeny v tabulce €. 7 a pro lymfocyty v tabulce €. 8

Tabulka 7. Parametry metody pro krev (CV — varia¢ni koeficient, R — vytéznost)

Koncentrace V sérii Mezi sériemi
pridana koncentrace koncentrace
(ng/l) mean + SD CV% | R% Mean £+ SD CV% | R%
(ng/h) (ng/h)

CsA
10 9,9 + 0,41 4,1 99,0 [9,8 +0,57 58 | 98,0
500 496,9 + 19,7 4,0 99,4 |532,1+18,0 3.4 |106,4
2000 2009,2 + 35,9 1,8 100,5 [2019,2 +100,8 5,0 |101,0
AM1
10 10,+0.73 7,3 100,0 [10,+0,1 7,9 |103,0
500 500,1 + 36,4 7,2 100,0 |517,5 +38,6 7,7 |103,5
2000 1967,0 £ 57,8 2,9 98,3 |2085,7+119,6 5,7 |104,2
AM9*
10 9,8 + 0,55 5,6 98,0 19,9 +0,91 9,1 | 99,0
500 4945 £ 15,2 3,1 98,9 1491 +30,5 6,2 | 98,2
1000 970,9 + 44,4 4,6 97,9 1961,5+57,6 6,0 | 96,1
AMA4N
5 5,0 +£0,39 7,7 100,0 |5,3+0,48 9,1 |106,0
100 97,0 = 4,4 4,4 97,0 [109,5+10,5 9,5 |109,5
500 511,4 +£24,8 5,0 102,2 |517,5+£37,6 7,3 |103,5
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V Tabulce je uveden variacni koeficient, vytéznost a mezilehld preciznost cyklosporinu A

a metabolitl v krvi ( n=12)

Tabulka 8. Parametry metody pro lymfocyty (CV — variacni koeficient, R — vytéznost)

Pridana V sérii Mezi sériemi
koncentrace koncentrace koncentrace
(ngNh) Mean = SD CV% | R% mean £+ SD CV% | R%
(ng/l) (ng/h

CsA
5 5,4+0,34 6,6 108,0 |5,5+0,40 7,2 | 110,0
100 108,1 +5,9 5,4 108,1 [95,9+3,8 4,0 | 95,9
250 248,6 + 14,6 5,9 99,4 |240,2+12,3 5.1 96,0
AM1
5 4,6 +£ 0,31 6,7 92,0 (4,7+0,41 8,7 | 94,0
100 98,9 + 4,8 4,9 98,9 |102,8+9,8 9,6 |102,8
250 246,7 £ 9,8 4,0 98,7 267+ 20,5 7,7 |106,8
AM9*
5 4,9+ 0,45 9,1 98,0 |5,1+0,49 9,6 |102,0
100 99,0 + 0,46 6,3 99,0 |102,5+10,1 9,8 |102,5
250 2519+ 11,8 4,7 100,7 |259,0 £ 15,6 6,0 |103,6
AMA4N
5 5,1+ 0,33 6,5 102,0 |5,2+ 0,38 7,3 |104,0
100 99,0 + 4,4 4,4 99,0 |106,5+10,3 9,6 |106,5
250 241,3 £ 14,3 5,9 96,5 |269,0 +18,6 6,9 |107,6

V Tabulce je uveden varia¢ni koeficient, vytéznost a mezilehld preciznost cyklosporinu A

a metabolitl v lymfocytech (n=12)
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S kazdym souborem analyzovanych vzorki byly analyzovany i kontrolni vzorky vzdy ve tiech

hladinach.: 150, 400 a 800 ng/ml cyklosporinu A. Vysledky kontrolnich vzorki jsou tabulce
¢.9.

Tabulka 9. Kontrolni vzorky méfené se vzorky pacienti (n =8)

koncentrace 150 400 800
prumér 147 £8,3 396,4 + 28,5 773,3 +41,2
VK (%) 5,6 7,2 53

Recovery (%) 98 99,0 96,6

4.2. Vysledky pacientii

4.2.1 TDM CsA a jeho metabolitii u pacientii v akutni fazi po transplantaci

ledviny — skupina ¢. 1

4.2.1.a.Sledovani koncentraci v krvi
Po rozdéleni do skupin byly u DF vkrvi nalezeny béhem prvnich dvou mésicl

po transplantaci signifikantné vyssi koncentrace sérového kreatininu (v pribéhu prvniho tydne

cca 5-6krat). (graf Cislo 3)

Graf 3. Hodnoty sérového kreatininu béhem 3 mésict po transplantaci (* p<0,05)

—e— Okamzity nastup funkce

1500+ -a- Opozdény nastup funkce
*
1000- * ***
: o[ LDy
: (LA AHL
500+ Rk BN O

1 2 4 8 16 32 64 128
Log2 dnti po Tx
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Clearance kreatininu byla vyssi také v pribéhu dvou mésict, signifikantni rozdil vSak byl

pouze mezi 2. a 7. dnem po Tx (graf ¢islo 4)

Graf 4. Hodnoty clearance kreatininu béhem 3 mésict po transplantaci (* p<0,05)

1.5+ - Okamzity nastup funkce
* * % -a- Opozdény nastup funkce

mL/min

1 2 4 8 16 32 64 128
Log2 dnti po Tx

U skupiny s DF byly vpribéhu prvniho tydne naméfeny signifikantné vysSsi
koncentrace CsA v Co, (signifikantni v 3., 5. a 7. den po Tx), v Cz byly vyssi prvni tfi dny
po Tx, poté byly nizsi (signifikantni rozdil byl jen 14. a 28. den po Tx) (graf 5a a 5b)

Graf 5a. Koncentrace CsA v Co v krvi (* p<0,05)

800+ e
—-— Okamzity nastup funkce

-a- Opozdény nastup funkce

1 2 4 8 16 32 64 128
Log2 dnt po Tx
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Graf 5b. Koncentrace CsA v Ca v krvi (* p<0,05)
2000+

—e— Okamzity nastup funkce
1500+

Opozdény nastup funkce

ug/l

1000+

500+

16 32 64

128
Log2 dnii po Tx

U metabolitu AMI1 byly koncentrace v Co u skupiny s DF také vyssi - 5. den po Tx
témef trojnasobné (signifikantné 2., 5. a 6. den po Tx). Koncentrace v C; byly u DF vyssi jen

v prubehu prvniho tydne po Tx (signifikantné 1. a 2. den), poté byly nizsi (graf 6a a 6b)

Graf 6a. Koncentrace AM1 v CO v krvi (* p<0,05)
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Graf 6b. Koncentrace AM1 v Cy v krvi (* p<0,05)
2000+

—— Okamzity nastup funkce

* -a- Opozdény nastup funkce
1500+

*
1000_[ ‘.“..-‘ .“.‘ "‘. .. .I

ug/L

500+

1 2 4 8 16 32 64 128
Log2 dni po Tx

Byly nalezeny zejména velké rozdily u AM4N. Koncentrace v Co u DF byly
vys$§i - v prvnim tydnu 15-20kréat vys$si (signifikantné€ 2. az 14. den a 28. den po Tx)
(graf 7a). Rozdily po uziti byly niz§i (signifikantni pouze 1. a 7. den po Tx).(graf 7b)

Graf 7a. Koncentrace AM4N v Co v krvi (* p<0,05)
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Graf 7b. Koncentrace AM4N v Cz v krvi (* p<0,05)
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Koncentrace u skupiny s DF byly vyssi v CO v priabéhu prvniho tydne, poté
byly koncentrace v obou skupinidch obdobné. Koncentrace v C» byly v priabéhu

prvniho tydne po Tx obdobné u obou skupin, poté byly u DF niz§i. Rozdily vSak u
AMDO nebyly statisticky vyznamné ani v Cp ani v C». (graf 8a a 8b)

Ke zlepSeni renélnich funkci u DF pak doslo postupné a mezi druhym a tfetim

mésicem rozdily v koncentraci sérového kreatininu, CsA 1 metabolitii mezi skupinami
vymizely

Graf 8a. Koncentrace AM9 v Cy v krvi (* p<0,05)
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Graf 8b. Koncentrace AM9 v C, v krvi (* p<0,05)
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4.2.1.b. Sledovani koncentraci v lymfocytech

Obdobné vysledky jako v krvi byly nalezeny i v lymfocytech. U skupiny s DF byly
v Co nalezeny vyssi koncentrace CsA (signifikantni rozdil byl 2., 3. a 6. den po Tx), v Cz byly

koncentrace u DF vys$si jen prvni tii dny po Tx, poté byly 4. az 7. den koncentrace obdobné
a od 14. dne byly niZsi. (graf 9a a 9b)

Graf 9a. Koncentrace CsA v Co v lymfocytech (* p<0,05)
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Graf 9b. Koncentrace CsA v C; v lymfocytech (* p<0,05)
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Koncentrace v Co metabolitu AM1 u skupiny s DF byly také vyssi — nejvyssi rozdil byl

6. den po Tx, témér petinasobny (signifikantné 2., 3., 5. a 6. den po Tx). Koncentrace v Cz byly
obdobné (signifikantn€ vyssi u DF 2. den) (graf 10a a 10b)

Graf 10a. Koncentrace AM1 v Co v lymfocytech (* p<0,05)
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Graf 10b. Koncentrace AM1 v C; v lymfocytech (* p<0,05)
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Nejvyssi rozdily mezi obémi skupinami byly opét nalezeny u metabolitu
AMA4N, obdobné¢ jako v krvi. Koncentrace v Co byly u DF cca 10x vyssi, signifikantné
vys$si od 3. do 60. dne, s vyjimkou konce 2. mésice. Koncentrace v Cz byly u DF vyssi
po celou dobu sledovéni, rozdil byl signifikantni s vyjimkou 7., 21. a 28. dne). (graf
Ilaal1b)

Graf 11a. Koncentrace AM4N v Cp v lymfocytech (* p<0,05)
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Graf 11b. Koncentrace AM4N v C; v lymfocytech (* p<0,05)
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Koncentrace AM9 byly v Co u DF prvnich 14 dnt vyssi (signifikantn€ 5.-7. den), poté

byly obdobné. Koncentrace v C2 byly u DF vyssi jen prvni 2 dny a to signifikantné. (graf 12a
a 12b).

Graf 12a. Koncentrace AM9 v Cy v lymfocytech (* p<0,05)
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Graf 12b. Koncentrace AM9 v C; v lymfocytech (* p<0,05)
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4.2.1.c. Srovnani AUCy4

64 128

Porovnavali jsme také AUCo.4 mezi skupinou s okamzitou a zpozdénou funkci. U CsA

a AM9 byla naméiena vys§i AUCo4 u IF, u AM1 a AM4N naopak u DF. Nejvétsi rozdil byl

nalezen u metabolitu AM4N, statisticky vSak byl vyznamny jen 1., 5. a 7. den po Tx. (tabulka
10a a 10b).

Tabulka 10a. Porovnani of AUCo4 CsA a AM1 mezi skupinami (medidn (min; max))

CsA

AM1

dny
po Tx

IF

DF

IF

DF

1102 (487,3;2609)

2518 (737,3;3093)

1243 (320,4,2096)

2566 (1526;4239)**

2802 (1572;3077)

2048 (1124;4485)

1691 (1035;3837)

4732 (1569;5664) *

2231 (1145;3352)

2454 (2126;3960)

1769 (870,1,2999)

3314 (990,6;7555)

3247 (1670;4464)

2381 (1032;3630)

1992 (1743;2857)

4039 (942,7;7604)

3233 (1342;4377)

2487 (1932;2881)

2063 (1527;3459)

3264 (1586;9410)

3339 (1420;4136)

2650 (1719;3624)

2805 (1680;3220)

3485 (1598;8226)

N (oG hAWN =

2695 (1604;3566)

2269 (1004;2831)

2148 (1407;3421)

3724 (1477;4665)

14

2337 (2153;4786)

1448 (482,9;1940) ***

2270 (1406;4454)

2272 (1372;3295)

21

3185 (1735;4896)

1916 (1206;2433) *

2370 (2005;4350)

2325 (700,3;4841)

28

2563 (1824;3704)

2180 (695,6;2943)

2322 (2130;4517)

2424 (735,3;6229)

Statistickd vyznamnost * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001
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Tabulka 10b. Porovnani of AUCo.4 AM4N a AM9mezi skupinami (medidn (min; max))

AM4N

AM9

dny

po Tx

IF

DF

IF

GF

56,60 (5,40;142,8)

402,2 (9,40,643,2)*

2115 (363,1,6918)

2084 (1549;5800)

83,45 (8,70;253,3)

443,6 (11,0;1070)

3250 (1859;8257)

3168 (1799;9202)

91,75 (9,20;223,6)

300,7 (9,10;958,8)

3676 (1507;5204)

2720 (1424;8653)

110,3 (20,0;240,8)

427,7 (10,8;955,0)

3062 (2056;5004)

2683 (1220;4756)

149,4 (18,20;236,7)

464,5 (10,0;950,5) *

3931 (23025;7065)

3421 (1087;6801)

153,1 (15,30;218,7)

474,3 (8,20;1052) *

3509 (2346;7032)

2786 (1246;7423)

N (o (oA W=

151,4 (15,4;228,7)

450,7 (6,10;735,3) *

2833 (1877;7872)

1622 (1306;10027)

14

156,1 (11,70;343,5)

294,5 (5,4,489,4)

2799 (2030;9329)

1643 (523,8;7332)

21

103,3 (17,70;246,9)

224,7 (12,4;427,6)

3040 (2483;4689)

1650 (510,8;7669)

28

138,2 (9,10;207,5)

210,0 (9,6;522,0)

3728 (2868;4693)

1948 (655,5;8635)

Statistickd vyznamnost * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001

Vzhledem k tomu, Ze v riznych studiich bylo prokazano, ze Co CsA a AUCo.4 spolu koreluji

a C; je nejlepsim ukazatelem AUCo.4 (67, 68), provedli jsme korelaci i téchto dvou parametrti.

Podle ptredpokladu jsme nasli korelaci v obou skupindch. Vysledky jsou uvedeny v tabulce

¢. 11

Tabulka 11. Korelace mezi CsA za 2 hod po uziti a AUCo4 (rs — Spearmantv korelacni

koeficient, P — vyznamnost)

IF DF
Dny po Tx rs P rs P
1 0,7000 | 0,2333 | 0,9000 | 0,0833
2 0,7000 | 0,2333 | 0,7857 | 0,0480
3 1,0000 | 0,0280 | 0,7000 | 0,2333
4 0,8857 | 0,0333 | 1,0000 | 0,0028
5 1,0000 | 0,0004 | 0,6000 | 0,2417
6 1,0000 | 0,0028 | 1,0000 | 0,0040
7 0,9286 | 0,0067 | 0,9643 | 0,0028
14 0,8571 | 0,0238 | 0,9286 | 0,0670
21 0,9643 | 0,0028 | 0,9429 | 0,0167
28 0,7857 | 0,0480 | 1,0000 | 0,0167
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4.2.1.d. Sledovani fenotypu v krvi

Jak jiz bylo uvedeno vyse, byly naméteny v krvi v Co vétSinou vyssi koncentrace metabolitti
ve skupiné se zpozdénou funkci. Zkoumali jsme, zda se to projevi 1 na poméru
metabolit/mateiska latka. Nalezli jsme vyssi hodnoty poméru metabolit/matetska latka u DF

v ptipadé AM1 a AM4N v Co i Cs, tyto rozdily vSak byly statisticky nejcastéji signifikantni

u metabolitu AM4N. (tabulka 12a-c)

Tabulka ¢. 12a. Porovnani poméru AM1/CsA v krvi mezi skupinami (median (min; max))

Co

C:

IF

DF

IF

DF

0,89 (0,42;1,9,0)

1,43 (0,66;2,77)

0,56 (0,0;1,55)

1,32 (0,38;2,54)

1,24 (0,69;2,46)

4,00 (1,39;6,14) *

0,81 (0,35;2,67)

1,87 (0,80;3,68)

1,81 (1,04;3,86)

2,91 (0,64;4,23)

0,87 (0,29;1,05)

1,02 (0,30;1,55)

1,70 (0,83;7,45)

2,85 (0,78;5,44)

0,58 (0,33;1,34)

1,45 (0,27;2,52)

2,30 (1,01;4,12)

2,85 (1,15;6,88)

0,72 (0,26;1,47)

1,53 (0,33;3,04)

2,02 (0,87;3,10)

3,00 (1,34;7,09)

0,55 (0,28;1,87)

1,00 (0,43;2,53)

1,98 (0,47;2,94)

3,21 (1,11;4,41)

0,68 (0,35;1,69)

1,62 (0,46;2,51) *

2,42 (0,67;3,56)

3,33 (1,25;3,85)

0,84 (0,34;1,66)

1,28 (0,49;2,30)

1,76 (0,00;2,85)

1,63 (0,00;5,77)

0,74 (0,31;1,64)

1,08 (0,27;2,04)

2,01 (1,05;2,35)

1,97 (0,33;8,14)

0,73 (0,52;1,12)

0,99 (0,33;8,14)

2,88 (1,10;3,46)

3,65 (1,91;5,02)

1,10 (0,44;1,87)

1,05 (0,31;2,28)

2,86 (0,81;5,33)

2,49 (1,17;3,85)

1,24 (0,31;1,57)

1,20 (0,49;2,34)

Statistickd vyznamnost * P < 0,05
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Tabulka €. 12b. Porovnani poméru AM4N/CsA v krvi mezi skupinami (medidn (min; max))

Co

C2

IF

DF

IF

DF

0,013 (0,003;0,082)

0,208 (0,002;1,302)

0,054 (0,004;0,094)

0,109 (0,003;0,253)

0,048 (0,007;0,063)

0,287 (0,005;0,743)*

0,057 (0,001;0,136)

0,181 (0,004,0,625)

0,059 (0,007;0,110)

0,254 (0,002;0,777)

0,046 (0,003;0,076)

0,150 (0,003;0,381)

0,046 (0,002;0,082)

0,262 (0,002;0,576)

0,046 (0,004,0,078)

0,122 (0,004;0,356)

0,044 (0,002;0,101)

0,239 (0,012;0,574)*

0,059 (0,003;0,121)

0,129 (0,002;0,403)

0,042 (0,000;0,083)

0,407 (0,001;0,673)*

0,049 (0,003;0,164)

0,148 (0,003;0,351)

0,045 (0,004;0,119)

0,186 (0,004;1,091)*

0,045 (0,003;0,143)

0,237 (0,001;0,766)

0,072 (0,000;0,095)

0,182 (0,004;0,923)

0,061 (0,002;0,148)

0,214 (0,002;0,348)

0,049 (0,001;0,132)

0,193 (0,001;0,885)

0,041 (0,000;0,070)

0,089 (0,00,0,136)

0,037 (0,000;0,051)

0,173 (0,001;0,362)*

0,047 (0,002;0,085)

0,109 (0,004;0,223)

0,048 (0,001;0,063)

0,301 (0,002;0,731)*

0,045 (0,003;0,087)

0,116 (0,004;0,662)*

0,050 (0,003;0,1567)

0,177 (0,002;0,544)

0,030 (0,005;0,080)

0,131 (0,005;0,396)

Statistickd vyznamnost * P < 0,05

Tabulka ¢. 12c. Porovnani poméru AM9/CsA v krvi mezi skupinami (median (min; max))

co c2
dny po Tx IF DF IF DF

1 1,80 (0,47;2,88) | 1,23 (0,97;1,94) | 1,12(0,00;2,84) | 1,58 (0,57;2,41)
2 2,29 (1,22;4,80) | 2,50 (1,03;8,84) | 1,61 (0,64;3,94) | 0,99 (0,58;5,46)
3 3,07 (1,37;6,50) | 1,81(0,92;6,53) | 1,48 (0,65;2,47) | 1,07 (0,24;3,44)
4 2,42 (1,02;3,95) | 2,30 (0,92;5,75) | 0,94 (0,50;1,82) | 0,88 (0,59;1,08)
5 2,65 (0,00;3,59) | 1,45 (0,65;5,43) | 1,44 (0,41;2,90) | 1,46 (0,32;2,80)
6 2,27 (1,13;4,21) | 1,77 (0,89;5,86) | 0,84 (0,31;4,55) | 1,13 (0,35;2,96)
7 2,02 (0,88;4,61) | 1,46 (1,19;7,06) | 0,97 (0,40;4,49) | 1,16 (0,47;5,23)
14 2,43 (0,65;5,78) | 1,31(0,66;7,44) | 1,09 (0,47;3,51) | 1,22 (0,70;2,78)
21 2,13 (0,00;4,59) | 1,36 (0,33;5,66) | 0,82 (00;1,34) | 0,92 (0,22;2,57)
28 1,83 (0,89;2,88) | 1,32 (0,41;3,24) | 1,05(0,59;1,64) | 0,78 (0,22;3,70)
60 2,34 (1,09;4,10) | 2,17 (1,54;4,24) | 1,52 (0,57;2,50) | 0,94 (0,74;2,84)
90 3,62 (0,09;6,09) | 0,90 (0,71;3,46)* | 1,64 (0,19;2,72) | 0,86 (0,35;3,47)

Statistickd vyznamnost * P < 0,05
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4.2.1.e. Sledovani fenotypu v lymfocytech

Porovnani fenotypu (pomér metabolit/matetska latka) jsme provedli také v lymfocytech.
Vysledky byly podobné jako v krvi. U metaboliti AM1 a AM4N byl nalezen vyssi pomeér
u DF v obou odbérovych ¢asech. (tabulka 13a-c)

Tabulka 13a. Porovnani poméru AMI1/CsA v lymfocytech mezi skupinami (median (min;

max))
Cco Cc2

dny po Tx IF DF IF DF
1 0,10 (0,00;1,05) | 1,13 (0,00;1,84) | 0,00 (0,00;0,71) | 0,68 (0,00;1,69)
2 0,43 (0,00;1,82) | 1,16 (0,35;2,09) | 0,21 (0,00;0,83) | 0,55 (0,32;3,64)*
3 0,00 (0,00;1,82) | 1,36 (0,00;2,51) | 0,00 (0,00;1,88) | 0,48 (0,00;1,74)
4 0,34 (0,00;1,38) | 0,87 (0,00;2,47) | 0,11 (0,00;0,65) | 0,48 (0,00;1,44)
5 0,38 (0,00;1,39) | 0,75 (0,46;2,62)* | 0,22 (0,00;0,78) | 0,48 (0,20;0,81)
6 0,24 (00;2,07) 0,86 (0,51;4,00)* | 0,30(0,17;0,86) | 0,41 (0,22;1,55)
7 0,48 (0,00;1,65) | 1,08 (0,55;5,05)* | 0,31 (0,15;0,52) | 0,53 (0,27;1,79)
14 0,46 (0,00;2,04) | 1,15 (0,49;2,07)* | 0,13 (0,00;0,25) | 0,62 (0,24;1,57)*
21 0,70 (0,00;1,09) | 1,34 (0,41;2,28) | 0,40 (0,16;0,65) | 0,59 (0,18;1,32)
28 0,69 (0,00;3,87) | 0,74 (0,00;3,46) | 0,22 (0,00;0,83) | 0,46 (0,00;3,21)
60 0,00 (0,00;1,09) | 1,21 (0,00;5,25) | 0,27 (0,00;0,82) | 0,47 (0,00;1,48)
90 0,42 (0,00;3,92) | 0,63 (0,00;3,10) | 0,44 (0,00;1,19) | 0,34 (0,00;1,38)

Statistickd vyznamnost * P < 0,05
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Tabulka €. 13b. Porovnani poméru AM4N/CsA v lymfocytech mezi skupinami (median (min;

max))

Co

C2

dny
po Tx

IF

DF

IF

DF

0,011 (0,000;0,043)

0,347 (0,005;1,688)

0,018 (0,006;0,037)

0,139 (0,004,0,596)

0,021 (0,014;0,045)

0,192 (0,000;0,709)

0,015 (0,004;0,045)

0,087 (0,006;0,487)*

0,013 (0,000;0,060)

0,315 (0,005;1,031)

0,009 (0,007;0,042)

0,127 (0,005;0,458)

0,013 (0,000;0,061)

0,111 (0,008;0,586)

0,011 (0,005;0,027)

0,148 (0,019;0,337)*

0,026 (0,004;0,049)

0,091 (0,009;0,636)*

0,012 (0,003;0,020)

0,062 (0,006;0,267)*

0,018 (0,004,0,085)

0,169 (0,008;0,580)*

0,010 (0,007;0,024)

0,110 (0,006;0,555)

0,012 (0,000;0,025)

0,169 (0,008;1,023)*

0,008 (0,002;0,031)

0,180 (0,003;0,407)

0,009 (0,000;0,052)

0,311 (0,012;0,908)*

0,005 (0,001;0,025)

0,121 (0,004;0,497)

0,013 (0,000;0,029)

0,647 (0,008;1,080)

0,006 (0,000;0,044)

0,215 (0,004,0,367)

0,008 (0,000;0,045)

0,198 (0,000;1,400)

0,011 (0,003;0,020)

0,100 (0,000;1,417)*

0,010 (0,000;0,209)

0,540 (0,025;1,000)*

0,007 (0,003;0,084)

0,179 (0,007;0,674)*

0,024 (0,000;0,088)

0,067 (0,000;0,991)

0,014 (0,000;0,076)

0,110 (0,002;0,438)

Statistickd vyznamnost * P < 0,05

Tabulka €. 13c. Porovnani poméru AM9/CsA v lymfocytech mezi skupinami (median (min;

max))
co C2
dny po Tx IF DF IF DF
1 0,42 (0,00;1,59) | 1,01 (0,69;2,80) | 0,80 (0,00;1,35) | 1,29 (0,67;3,26)
2 1,14 (0,00;1,73) | 1,11 (0,32;8,30) | 0,51 (0,00;1,15) | 1,73 (0,23;4,76)
3 1,59 (0,00;2,14) | 1,51 (0,36;6,21) | 1,06 (0,24;2,40) | 0,75 (0,14;2,41)
4 1,42 (0,89;2,08) | 0,94 (0,80;2,69) | 0,63 (0,24;1,15) | 0,48 (0,38;1,51)
5 0,81 (0,00;3,64) | 1,39(0,43;3,33) | 0,66 (0,22;1,25) | 0,64 (0,38;2,29)
6 0,99 (0,50;3,58) | 1,88 (0,46;3,02) | 0,65 (0,26;1,12) | 0,42 (0,19;2,87)
7 0,93 (0,00;1,69) | 1,74 (0,59;3,20) | 0,57 (0,27;0,90) | 0,75 (0,38;2,37)
14 1,35 (0,00;2,92) | 1,38 (0,61;3,23) | 0,33 (0,00;1,13) | 0,82 (0,30;1,60)
21 1,50 (0,00;1,95) | 1,56 (0,29;3,09) | 0,49 (0,18;1,45) | 0,95 (0,59;1,37)
28 1,25 (0,34;3,03) | 2,01 (0,53;3,14) | 0,42 (0,22;0,74) | 0,73 (0,15;3,57)
60 0,84 (0,00;3,34) | 2,51 (0,00;3,25) | 0,49 (0,15;0,99) | 0,83 (0,34;1,38)
90 0,49 (0,00;3,59) | 0,69 (0,00;1,92) | 0,43 (0,16;1,09) | 0,95 (0,10;2,00)

Statisticka vyznamnost * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001
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4.2.2 Pacienti vice nez 1 rok po transplantaci ledviny — skupina ¢. 2

4.2.2.a Sledovani hladiny CsA a metabolitit v krvi a lymfocytech
V pribéhu sledovani byla postupné snizovana celkova denni davka CsA, ddvka na kilogram

také mirn¢ klesala (tabulka ¢. 14)

Tabulka 14. Celkova denni dadvka a davka na kilogram v pribéhu sledovani

mésic | davka (mg) | davka/kg (mg/kg)

3 152 2,0

6 145 1,9

9 150 2,0
12 146 1,9
15 143 1,9
18 137 1,8
21 136 1,7
24 135 1,8
27 138 1,8
30 134 1,8
33 129 1,7
36 132 1.8
39 123 1,6
42 125 1,6
45 133 1,7
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Koncentrace CsA v krvi, stejné jako koncentrace metaboliti v Co i Co béhem 4 let
klesaly. V prubehu sledovani byly v krvi nalezeny vyssi hladiny metaboliti AM1 a AM9 nez
matetské latky v odbérech pred uzitim, nejnizsi koncentrace byly u AM4N (graf 13 a 14)

Graf ¢. 13. Koncentrace CsA a metabolita v krvi v Co
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Koncentrace vSech latek v lymfocytech se Co i Co vyrazné nemeénila., v C2 byly

naméfeny nejvyssi koncentrace u CsA. Nejnizsi koncentrace v obou odbérech byly u AM4N

(grafy Cislo 15 a 16)

Graf €. 15. Koncentrace CsA a metaboliti v lymfocytech v Co
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Graf ¢. 16. Koncentrace CsA a metabolitti v lymfocytech v C»
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Korelace hladin v krvi a lymfocytech

Provedli jsme také korelaci hladin v krvi a lymfocytech. Korelace byla slaba, nasli jsme ji

u CsA vobou odbérech v pribéhu celého sledovani. U metabolitu AM1 v byla korelace

v l.a2.roce v Co i C; a ve 4. roce pouze v Cz, u metabolitu AM4N v 1. roce v C2 a v 2. roce

v Co 1 Cy. Hladiny metabolitu AM9 korelovaly v 2. roce v obou odbérech a v 4. roce v Co
(tabulka ¢.15)

Tabulka 15. Korelace hladin CsA a metabolitii v krvi a lymfocytech v prabéhu 4-letého

sledovani (Oh — koncentrace v odbéru pted uzitim, 2h — koncentrace 2h po uziti)

CsACO | CsAC2 | AM1CO |AM1C2 | AM4N CO | AM4N C2 | AM9 CO | AM9 C2
1. rok 0,6288 | 0,5091 0,2783 | 0,3014 | 0,2560 0,3487 | 0,1879 | 0,1551
n=207 <0,0001 | <0,0001 | 0,0416 | 0,0268 | 0,0617 0,0098 | 0,1735 | 0,2628
2. rok 0,5664 | 0,7389 | 0,4559 | 0,4373 | 0,2961 0,5584 | 0,3201 | 0,3496
n=177 <0,0001 | <0,0001 | 0,0013 | 0,0024 | 0,0457 | <0,0001 | 0,0301 | 0,0160
3. rok 0,5920 | 0,6748 | 0,0722 | 0,2907 | 0,0221 0,0623 | -0,1652 | 0,3333
n=104 0,0011 0,0001 0,7203 | 0,1413 | 0,9129 0,7575 | 0,4103 | 0,0894
4. rok 0,8121 0,9758 | 0,4681 | 0,8121 | 0,5380 0,4616 | 0,6995 | 0,5798
n=31 0,0143 | 0,0002 0,242 | 0,0265 | 0,1690 0,2971 | 0,0535 | 0,1724
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4.2.2.b Sledovani viivu CsA a jeho metabolitii na cirkadialni kolisani krevniho tlaku

Prvniho vySeteni se zucastnilo 31 pacienti (skupina ,,non-dipper” 13 pacientl), druhého
vysetieni 16 pacientl (skupina ,,non-dipper* 8 pacientil) a tietiho vysetieni 4 pacienti (skupina
,hon-dipper 4 pacienti). Po rozdé€leni vSech pacientii do dvou skupin jsme zaznamenali

25 méfeni pacientl skupiny ,,non-dipper* a 26 méteni pacientd skupiny ,,dipper*.

1. Kompenzace TK

V pribéhu celé¢ studie dosahoval primémy krevni tlak v dennich hodinach hodnot
128+11/75+10 mmHg, béhem nocnich hodin 124+15/70+11 mmHg. Priimérné hodnoty

TK a pulsové frekvence béhem 24-hodinového méteni (ABPM) pii jednotlivych vySetfenich
jsou uvedeny v tabulce 16.

Po podrobném rozboru jednotlivych méfeni byli pacienti rozdéleni na skupinu ,,dipper*

a ,,non-dipper”. Primérné hodnoty TK a pulsové frekvence béhem 24-hodinového méfeni

(ABPM) u obou skupin jsou uvedeny v tabulce 17.

2. Porovnani koncentrace CsA a metabolitii mezi skupinami

Pfi porovnani namétenych koncentraci jsme nenasli zadny statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinou ,,dipper* a ,,non-dipper* v piipadé¢ CsA ani primarnich metaboliti AM1 a AM9,
jediny statisticky vyznamny rozdil (p=0.0339) byl nalezen u metabolitu AM4N, jehoz
koncentrace v lymfocytech byla ve skupiné ,,non-dipper 4-ndsobna (tabulka 18 a 19)

51



Tabulka 16. Primérné hodnoty krevniho tlaku a pulsové frekvence pti 24-hodinovém méteni (ABPM) pii jednotlivych vySettenich;

STK - systolicky krevni tlak, DTK - diastolicky krevni tlak

den Noc
¢islo vysetfeni | STK (mmHg) | DTK (mmHg) puls/min STK (mmHg) | DTK (mmHg) puls/min
1 129+14 76+11 75+7 125+18 71£13 65+7
2 126+7 747 70+8 122+10 68+8 61+8
3 12544 75+7 71£3 126+3 73+7 61£3

Tabulka 17. Primérné hodnoty krevniho tlaku a pulsové frekvence pfi 24-hodinovém meéteni (ABPM) ve skupiné ,,dipper* a ,,non-

dipper* ; STK - systolicky krevni tlak, DTK - diastolicky krevni tlak

den Noc
skupina STK (mmHg) | DTK (mmHg) puls/min STK (mmHg) | DTK (mmHg) | puls/min
»dipper* 128+11 75+10 727 115+12 65+10 62+6

52




,»non-dipper* 129+12 76+10 73+8 132+15 75+10 65+9
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Tabulka 18.

Koncentrace CsA a jeho primarnich metabolita (pg/l) v krvi

(,,dipper - D, ,,non-dipper — N)

CsA AM1 AM9 AMA4N
D N D N D N D N
No 26 25 26 25 26 25 26 25
mean+SD | 90.5+40.1 | 97.3+44.5 |230.0£138.2|219.4£191.0 | 199.6+193.8 | 142.1+140.0| 8.3+14.8 13.6+19.2
Tabulka 19. Koncentrace CsA a jeho priméarnich metaboliti (ng/l) v lymfocytech
(,,dipper* - D, ,,non-dipper* — N)
CsA AMI1 AM9 AMA4N
D N D N D N D N
No 25 25 25 25 25 25 25 25
mean+SD | 11.4+4.0| 11.8+£5.0 10.1+£10.9 | 14.0+15.3 7.4£6.7 10.6+13.0 0.4+0.8 1.7+£2.6%

*p=0.0339




4.2.3. Sledovani funk¢nosti imunitniho systému
4.2.3.a Funkcénost imunitniho systému

Obecné lze fici, Ze odpovéd imunitniho systému na stimuly sledovand pomoci TTL
nebo pomoci produkce cytokinl je silné utlumena v prvnich dnech po transplantaci, zvlaste
v prvnich hodindch po podéni CsA (graf €islol7 a 18) a normalizuje se po sniZzeni jeho
terapeutickych davek. Béhem naseho sledovani vSak nebylo mozno odd¢lit vliv a plisobeni
jednotlivych soucasné aplikovanych imunosupresiv, kterd ovliviuji funkei imunitniho systému

riznym zpusobem.

Graf 17. Produkce IL-2 v TTL v odbéru pted uzZitim béhem 1. roku po transplantaci
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Graf 18. Produkce IL-2 v TTL 1., 2. a 7. den po transplantaci v odbéru pfed uzitim a za 2 a

za 4 hod po uziti imunosuprese
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Odpovidavost pacientii v TTL a QFN na PHA spolu sice celkové statisticky vyznamné
koreluji, ale tato korelace neni pfili$ té€sna (rs 0,7265, p=0,0000). Byla také nalezena zavislost
mezi koncentracemi CsA a jeho metabolitl jak v plné krvi, tak v lymfocytech a odpovidavosti
lymfocytli na mitogenni a antigenni podnét v testech TTL a QFN (tabulka ¢islo 20 a 21).

V praxi vSak opét musi byt vySe uvedené vysledky hodnoceny individuélné.

Tabulka 20. Korelace schopnosti lymfocytli odpovidat v testu transformace lymfocyti

po stimulaci PHA s koncentracemi CsA a jeho metabolitd v krvi a lymfocytech

pIna krev lymfocyty
n rs P n rs P
CsA 225 -0,5733 0,0000 162 -0,5064 0,0000
AM1 225 -0,2680 0,0000 165 -0,2193 0,0046
AM4N 225 -0,2840 0,0000 162 -0,2293 0,0033
AM9 224 -0,4345 0,0000 165 -0,3565 0,0000
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Tabulka 21. Korelace schopnosti lymfocytli odpovidat v QFN testu po stimulaci PHA

s koncentracemi CsA a jeho metabolit v krvi a lymfocytech

plna krev lymfocyty
n rs P n rs P
CsA 227 -0,7367 0,0000 166 -0,7000 0,0000
AM1 227 -0,4561 0,0000 169 -0,4010 0,0000
AM4N 227 -0,4360 0,0000 166 -0,2540 0,0010
AM9 226 -0,5262 0,0000 169 -0,4783 0,0000

4.2.3.b Posouzeni CMV-specifické imunity (69)

Po rozdéleni na zadkladé CMV séropozitivity(+)/negativity(-) darce/ptijemce (D/P) byly
nalezeny nasledujici skupiny: D-/P+ (n=1), D+/P+ (n=11) a D+/P- (n=2).

Podle CMV-DNA pozitivity a historie vyskytu CMV infekce byli pacienti rozdéleni
do 3 kategorii: 1) CMV status 0 - bez historie CMV infekce; 2) CMV status 1 - CMV naloz
<500 kopii/ml prokazana alespon 1x béhem sledovani; 3) CMV status 2 - CMV néaloz >5000
kopii/ml pozorovana alespont 1x béhem sledovani.

Ve vzorcich od pacienti bez ptedchozi CMV infekce (CMV status 0) byla
po mitogenni stimulaci (PHA) ve srovnani s ostatnimi skupinami (CMV status 1 a 2) vyrazné
vys$8i mnozstvi INF-y. (graf 19). Mezi skupinami vSak nebyl pozorovdn zadny statisticky

signifikantné vyznamny rozdil.
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Graf 19. Produkce INF-y po stimulaci mitogenem (PHA) méfena QuantiFERON-CMV testem
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Vzorky pacienti s nizkou virovou nalozi (CMV status 1) vykazovali vyrazné vyssi
produkci INF-y proti CMV antigenu ve srovndni s pacienty s vysokou virovou nalozi (CMV

status 2). (graf. 20) Mezi skupinami v8ak nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamny rozdil.
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Graf 20. Produkce INF-y proti CMV antigenu stanovena QuatiFERON-CMYV testem
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Ukazalo se, Zze pacienti, ktefi maji v testu QFN trvale sniZenou odpovidavost na CMV
antigeny maji vyznamné vyssi riziko aktivace latentni nebo ziskani nové CMV infekce, nez
pacienti, ktefi na CMV antigen v testu QFN dobie odpovidaji (data neuvedena, testovano

neparovym t-testem, p < 0.0001).
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5. DISKUSE
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Pro spravné TDM je velice dulezita rychld a specifickd analytickd metoda. Prvni
metody pouzivané ke stanoveni CsA byly kompetitivni imunoanalytické metody. Jejich
principem je soutéz o omezené mnozstvi vazebnych mist specifické protilatky (70).
Nevyhodou téchto metod je pfitomnost zkiizené reakce s metabolity CsA, kterd se lisi
v zavislosti na pouzité metod¢. (71) Prace ze studie CONCERT (71) odkazuje na review
autort Kahan a spol. (72) a na praci autord Johnston a spol. (73), které porovnavali metody
LC/MS, EMIT, CEDIA (pouze u pacientl po transplantaci jater) a TDx s metodou RIA. Byly
méieny vzorky odebrané pred a za 2 hod po uziti u pacientli po transplantaci ledviny (22 para
vzorkd odebranych 3, 7, 14 a 84 dnl po transplantaci) nebo jater (nejméné 33 pard vzork
ve stejné dny). Pomér LC/MS a RIA byl signifikantné nizsi (0,89) u pacientti po transplantaci
ledviny, zatimco TDx a EMIT se od RIA vyrazné neliSily. Metody byly porovnavany
s LC/MS u pacientl po transplantaci jater jen tehdy, kdyZ nebyl nalezen rozdil 2 hod po uZiti.
Autofi vyvodili nutnost stanovit terapeutické rozmezi na zékladé pouzité¢ analytické metody.
Karamperis a spol. (74) nasli rovnéz dobrou shodu mezi EMIT a LC/MS v ptipadé AUCo.12
u 12 pacientii po transplantaci ledviny. Na druhou stranu Cattaneo a spol. hlasili v roce 2004
primérné nadhodnoceni 28,9-35,0 % u metod ACMIA, CEDIA+ a EMIT-VIVA (75).
Grundmann a spol. tento jev popsali u specifické RIA metody, kdy nadhodnoceni dosahovalo
az 100%. Zajimavé je, Ze na této nespecifické reakci se vyznamné nepodilely hlavni
metabolity jako jsou AM1, AM9 a AM4N (23)

Za referen¢ni metodu k méfeni koncentraci CsA je povazovana HPLC, kterd umoziuje
presné méteni matetské latky (14), ale umoziuje stanovit 1 metabolity (70). Nevyhodou této
metody je pomérné naro¢nd piiprava vzorkll (70). Proto jsme vyvinuli metodu kapalinoveé
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS), ktera je rychla, pfesna
a umoznuje stanovit CsA 1 s metabolity. Nase metoda umoZznuje také stanoveni koncentrace
CsA a jeho metabolith v cilovém organu plsobeni, v lymfocytech (60) Diky malému mnoZzstvi
krve, rychlé analyze a specifit¢ méfeni mize byt tato metody pouzita k rutinnimu TDM
u pacientit vrané 1 pozdni fazi po transplantaci a pii Gsili k objasnéni role CsA a jeho

primarnich metabolitl pfi akutni rejekci, hypertenzi a nefrotoxicité.(60)
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Ze 14 pacientll zatazenych do skupiny ¢. 1 se u 7 (50%) projevil opozdény néstup
funkce transplantované ledviny. Kdyz jsme zatadili pouze pacienty s nutnosti dialyzy, byla
prevalence 36%, coz je srovnatelné s daty z literatury. (76-78) V priib&éhu prvniho mésice jsme
nalezli vyssi hladiny CsA 1 metabolitii ve skupiné se zhorSenou funkci, pficemz rozdily byly
statisticky vyznamné u metabolitu AM4N. Za 3 mésice po transplantaci rozdil v koncentracich
jednotlivych latek vymizel. Koncentrace lipofilniho metabolitu AM4N byly nizké, podobné
jako v literatute (23, 74, 79) V nasi studii jsme méli maly pocet pacientti (7 v kazdé skuping),
coz muze byt problém, obzvlasté v piipadé 1€ku s vyrazn€¢ vyssi niter- i intraindividualni
variabilni farmakokinetikou.

AUCo.4 je povazovana za vyznamny farmakokineticky parametr ukazujici na celkovou
expozici prubéhu jednoho dévkovaciho intervalu. Absorpce CsA b&hem prvnich 4 hodin
pouziti davky (AUCo4) je obdobim nejvétsi variability mezi jednotlivymi pacienty.
Pfiméfena absorpce CsA v tomto obdobi je dilezitym faktorem pro ucinnou profylaxi akutni
rejekce v prubéhu rané faze po transplantaci (71). Bylo zjisténo, ze AUCo.4 CsA v rozmezi
4400-5500 pg*h/l mérené specifickou RIA metodou poskytuje béhem rané faze optimalni
miru imunosuprese (68). Dosazeni tohoto rozmezi mezi 2. a 4. dnem po Tx bylo spojeno
U nasich pacientil jsme vySe uvedené rozmezi AUCo.4+ nedosédhli, piesto se béhem prvnim
3 mésicti po Tx akutni rejekce nevyskytla. Niz§i AUCo.4 v nasi studii souvisi pravdépodobné
1 s pouzitim LC-MS/MS metody, ktera je ptesnéjsi nez RIA metoda (23) pouzitd ve vySe
uvedené praci. Piestoze byly ve skupiné s DF namétfeny vySsi hodnoty CsA v Co, AUCo4 byla
s vyjimkou prvni dne po Tx niz$i, zfejmé z ditvodu nizsi Ca.

Pomér metabolit/matetska latka se béhem sledovani vyrazné neménil. Vyssi hodnoty
byly zaznamenany ve skupin€ s DF u poméru AM1/CsA a AM4N/CsA, v piipadé AM9/CsA
byly vyssi poméry v jednotlivych odbérech spiSe ve skupin€ s IF a pomér metabolit/matetska
latka byl v Cz niz8i nez v Co.

U pacientt ve skupiné €. 2 klesala v pribéhu sledovani koncentrace CsA 1 metaboliti
v krvi v souladu s klesajici davkou, hladiny v lymfocytech se vyrazné neménily. V disledku
toho se postupné zvysoval podil CsA 1 metabolitii v lymfocytech z celkového mnozstvi v krvi.

Je otazkou, zda jsou zvySené koncentrace metabolitli diivodem nebo nasledkem

nefrotoxcity CsA. CsA je vyrazn¢ metabolizovan systémem cytochromu P4503A na vice nez
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30 metabolitd (13). Na zakladé in vitro pokusi jsou tyto metabolity povazovany za méné
toxické a mén¢ u¢inné nez matetska latka. Prispévek metabolitl k imunosupresivni aktivité
CsA in vivo ve srovndni sin vitro studiemi je ovlivnén riznymi faktory jako
je farmakokinetika, distribuce, afinita k vazebnym proteintim, koncentrace a interakce
metabolitd (81). Caste¢ny imunosupresivni u¢inek byl nalezen u metabolitu AM1, AM9 a
AMA4N (42). Nefrotoxicky potencial jednotlivych metaboliti se v jednotlivych studiich
provedenych in vitro lisi. Copeland a spol. zkoumal vliv CsA a metabolitd na rast bunck,
syntézu DNA, RNA a proteintl. Nejvétsi inhibicni ucinek pozoroval u AM4N, ktery vykazoval
17-50% aktivity CsA v ICso (koncentrace, kterda je nutnd pro 50% inhibici pfislusnych
parametrl). Pii koncentraci 25 mg/l CsA a AMA4N vykazovaly > 90% inhibici vSech
parametri. Morfologické zmény v bunécné kultute vyvolané AM4N byly srovnatelné s t€mi
vyvolanymi CsA (82). Ve studii autort Radeke a spol. byla zkoumana nefrotoxicita CsA a
metabolitii pomoci inhibice proliferace mesangidlnich bunck. NejvySsi inhibicni efekt
vykazoval CsA, nésledovan metabolitem AM4N, AMlc, AMIc9, AM9, AMI19, AMI,
AM4N9, AM14N, AM1A, AMI11d. Metabolity AM4N9, AM14N, AM1A, AMI11d byly
povazovany za neaktivni (13). Moznym mechanismem toxického plisobeni metabolitl tedy
muze byt kovalentni vazba na makromolekuly v jatrech a ledvinach a synergicky ucinek
kombinace CsA s metabolity na mesangialni bunky (15). Metabolit AM4N by se tak mohl
podilet na nefrotoxickém piisobeni CsA vedoucim mimo jiné i k poruSe kolisani krevniho
tlaku b&hem dne.

ABPM je nejen dilezitym nastrojem pii diagnostice hypertenze a ke zhodnoceni
ucinnosti 1éCby, ale umoznuje také odhalit abnormalni cirkadidlni kolisani krevniho tlaku.
Pokles nocniho tlaku krve o >10% oproti dennim hodnotdm (tj. pomér krevniho tlaku noc/den
< 0,9) je vSeobecné akceptovan jako hranice, aby mohl byt pacient oznacen jako ,dipper*
(83). Odhaduje se, Ze normalni cirkadidlni rytmus je zachovan zhruba u 70% pacienti
uzivajicich antihypertenzivni terapii (84). NejCastéji se jako normalni TK pii ABPM udava
primérny denni TK < 135/85 mmHg, primémy no¢ni TK < 120/70 mmHg a 24hodinovy
primérmy TK < 130/80 mmHg (85). Z tohoto pohledu byl primérny TK v nami sledovaném
souboru v prubéhu dne dobfe kompenzovan, v noci vSak u €asti pacienti k poklesu krevniho
tlaku nedoslo. Statistické zpracovani prokéazalo, Ze jediny vyznamny rozdil mezi skupinou

»dipper® a ,,non-dipper byl nalezen mezi koncentracemi metabolitu AM4N v lymfocytech
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pfed podanim cyklosporinu A, kdy byla v lymfocytech skupiny ,,non-dipper koncentrace
vyznamné¢ vys$si (p = 0.0339). K potransplantac¢ni hypertenzi pfispivaji mnohé faktory, mezi
které patii 1 uzivani kalcineurinovych inhibitord, jako je CsA a takrolimus (86). CsA snizuje
pratok krve ledvinami vazokonstrikci aferentnich cév. Tento jev mulze nastat jiz po jedné
davce a urcity stupen rendlni vazokonstrikce se pravdépodobné vyskytuje u vsech osob
lé¢enych CsA. Vazokonstrikce vyvolava snizeni glomeruldrni filtrace, zvySeni reabsorpce
sodiku, oligurii a nariist sérového kreatininu spolu s dalSimi klinickymi projevy jako
je hyperkalemie, tubularni acidéza a hypertenze. Bylo zjisténo, ze tyto akutni hemodynamické
ucinky jsou funk¢ni, eversibilni a zavislé na davce (87).

Vzhledem k malému poctu pacientd mohou byt pacienti pii monitorovani imunitniho
systému hodnoceni jen individudlné. Piesto se ukazuje, ze pfi posuzovani stavu imunitniho
systému je nutno brat v uvahu celkovy stav a komplexni lé€bu pacienta nejen v obdobi
po transplantaci, ale i pted transplantaci. Pouzité testy pak dobfe informuji o stavu imunity
pacienta a umoziuji potencialni ipravu medikace.

Je vSeobecné znamo, ze dlouhodobé uzivani imunosupresiv ovliviiuje imunitni systém
pacientli. SouCasnd imunosupresivni terapie pouzivana k prevenci rejekce pusobi Skodlivé
na T-lymfocyty a buné¢nou imunitni odpovéd’, coz vede ke zvySené nachylnosti k infekcim,
1 CMV infekci. VétSina darcti 1 pfijemct organi ma navic pii transplantaci latentni CMV
infekci. Infekce se pak mizZe byt vysledkem reaktivace latentniho viru nebo jako nova infekce
z tkdné€ darce. Proto je CMV pozitivita darce nejvyznamnéjS$im rizikovym faktorem infekce
po transplantaci, zejména v ptipad¢, kdy ptijemce CMYV infekci neprodé€lal. Je jasné, Ze jiz
diive ziskand imunita modifikuje pritb¢h infekce. (5)

CMV vyvolava jak humoralni, tak bunéénou imunitni odpoveéd’, ackoli se zda, Ze
bunécna odpoveéd je kriti€téjSim faktorem pro kontrolu viru. Analyza virové specifické
odpovédi T-lymfocyth ma vétsi prediktivni hodnoty neZ sérologické vySetfeni, protoze
replikace CMV je vice kontrolovana buné€nou slozkou imunitniho systému. V soucasné dobé
jsou dostupné mnohé techniky, které pomahaji s diagné6zou CMV infekce, ale pouze ne€kolik
studii uvadénych v literatuie pouzivd QuantiFERON-CMV test k popsani CMV-specifické
imunitni odpovédi. (88, 89).

Imunitni systém tvoii dynamicka souhra pozitivnich a negativnich regulac¢nich faktord,

které¢ jsou ovlivnény jak individudlni odpovédi pacienta, tak vlastnimi klinickymi
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podminkami. Protoze je test QuantiFERON-CMYV provadén z plné krve, ptfitomnost dal§ich
profesiondlnich antigen-prezentujicich bunék v této matrici, mtze zlepsit aktivaci prahu pro
syntézu cytokina specifickymi T-lymfocyty, coz vede ke zvysené odpovedi (tvorbe) INF-y.
(69),

Pii srovnani pacienti s prodélanou CMV infekci s t€émi bez CMV infekce, rozsah
odpovédi na peptidy CMV viru a individudlni riziko rozvoje nemoci bylo vyss§i mezi pacienty
s trvale nizkou nebo negativni odpovédi na CMV proteiny ve srovnani s t€mi, kteti vykazovali
dostate¢nou INF-y odpovéd’. Tato odpovéd’ koreluje s produkci INF-y po mitogenni stimulaci
presto, ze nejvyssi produkce INF-y byla zaznamendna mezi pacienty bez ptedchozi CMV
infekce. Generalizované chyby v odpovédi T-bun¢k na mitogeny a antigeny byly vztahovany
k abnormalitam repertoaru receptort T-bun¢k (90)

Komplexni zhorSeni proliferativni odpovédi na jiz diive se vyskytujici antigeny bylo
také pozorovano u nékterych neoplastickych onemocnéni a pti chronickém zanétu. Jednim
zmoznych vysvétleni je, ze pfirozenym podnétem k reaktivaci u imunokompetentniho
hostitele je imunitni odpovéd’ na infekci a Ze alogenni transplantace tento proces maskuje. (91,
92)

Podle naSich vysledkG pacienti s vys$i bunécnou imunitni odpovédi métenou
QuantiFERON-CMV testem méli niZsi riziko manifestace CMV infekce neZ pacienti s nizsi
odpovédi. Mechanismus, kterym se CMV reaktivuje z latence, neni stale dobfe objasnén; ale
preexistujici imunita ma zasadni vyznam pro prib¢h infekce. Nejvaznéjsi priibéh nemoci byl
pozorovan u pacientd, ktefi nem¢li trvale odpovéd’ jak na CMV antigen, tak na mitogen. (69)

Nase studie méla nékterd omezeni, jmenovité maly pocet pacientll, vyraznou intra-
a interindividualni variabilitu a abnormalni distribuci dat, kterd neumoznovala robustngjsi
statistickou analyzu. Mély by byt provedeny dalsi studie na rozsahlejSim souboru pacientil.

(69)
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6. ZAVERY
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Byla vyvinuta novd LC-MS/MS metoda pro stanoveni koncentrace CsA a jeho
primarnich metaboliti nejen v krvi, ale i v lymfocytech, vyznacujici se snadnou
piipravou vzorku a kratkym casem analyzy, kterda je vhodnd pro terapeutické
monitorovani, coz doklada ¢lanek Brozmanova H, Perinova I, Halvovda P, Grundmann
M. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for simultaneous
determination of cyclosporine A and its three metabolites AMI1, AM9 and AM4N in

whole blood and isolated lymphocytes in renal transplant patients.

Vyznamné vyssi koncentrace AM4N i AMI1 v krvi 1 lymfocytech u pacientd v ranné
fazi po transplantaci muze souviset s opozdénym nastupem normalnich rendlnich

funkci po transplantaci ledvin

V souboru pacientdi po transplantaci ledvin jsme v prubéhu sledovani zaznamenali
abnormalni cirkadialni kolisani krevniho tlaku téméf v 50% provedenych meéteni.
Dle naSich vysledki hladiny CsA a metabolith AM1 a AM9 neovlivnily pokles
nocniho tlaku, statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami ,,dipper a ,,non-dipper*
byl vSak nalezen u hladiny metabolitu AM4N v lymfocytech pted uzitim. Vysledek
naznacuje, Zze zvySena koncentrace vyrazné lipofilniho metabolitu AM4N
v lymfocytech miiZze byt pficinou, eventudlné i markerem pro vyskyt ,,non-dippingu®,
coz jsme ukazali v €lanku Halvova P, Kaciiova I, Brozmanova H, Grundmann M. Viiv

cyklosporinu A a jeho primarnich metabolitii na cirkadialni kolisani krevniho tlaku.

Zjistili jsme, Ze QuantiFERON-CMYV test se zda byt citlivym specifickym testem
na detekci virové specifické odpovédi T-lymfocyti. Toto vySetfeni se v kombinaci
s vySetienim virové DNA naloze muze prokazat jako u¢inné kurceni pacientd
srizikem CMV infekce, coZz jsme ukézali v ¢lanku Lochmanova A, Lochman I,
Tomaskova H, Marsalkova P, Raszka J, Mrazek J, Dedochova J, Martinek A,
Brozmanova H, Grundmann M. Quantiferon-CMV test in prediction of

cytomegalovirus infection after kidney transplantation.
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7. SOUHRN
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TDM (terapeutické monitorovani hladin 1é¢iv) je metoda pro monitorovani terapie
pomoci méfeni koncentrace 1éCiva v biologickém materidlu (séru, plazmé, krvi). Jejim
zékladnim pfedpokladem je existence uzkého vztahu mezi koncentraci 1éCiva v séru a jeho
farmakologickym efektem. TDM je vyuzivdno u ruznych skupin 1éCiv, jednou z nich jsou

imunosupresiva.

Cyklosporin A patfi mezi zdkladni pouzivana imunosupresiva. Spolu s takrolimem

ho fadime mezi kalcineurinové inhibitory.

CsA muze byt podavan jak intravenozné, tak peroralné. Po peroralnim podani
je popisovana jeho signifikantni presystémova eliminace, zejména diky biotransformaci 3A
izoformou cytochromu P450. CsA je substratem CYP 3A (a zaroven také inhibitorem P450
3A4) a substratem 1 inhibitorem P-glykoproteinu, z ¢ehoz vyplyvaji jeho 1ékové interakce.
CsA se vyznacuje fadou nezadoucich ucink, ze kterych je nejvyznamnéjsi nefrotoxicita. Mezi
dalsi nezadouci ucinky patfi napi. hypertenze, neurotoxicita, bolest hlavy, diabetogenni efekt,

hyperlipidemie.

CsA je 1€k stuzkym terapeutickym rozmezim, u néhoz se projevuje vyznamna
interindividudlni variabilita farmakokinetiky, proto je nutné jeho koncentrace monitorovat.
Vzhledem k mechanismu uc¢inku by bylo vhodné monitorovat jeho koncentrace v misté
ucinku, v lymfocytech. Pro TDM cyklosporinu se pouZivaji metody imunoanalyticke,
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapalinovd chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekci (LC-MS/MS). Imunoanalytické metody maji nevyhodu v rizné mife
zktizené reakce pouzivané protilatky s metabolity CsA, coz vede k rizné mife nadhodnoceni
naméfenych koncentraci. Metody HPLC jsou pfesné a citlivé a umoziuji 1 stanoveni
metaboliti, ale jsou velmi pracné a narocné na piipravu vzorku. Proto jsme vyvinuli jako prvni
na svét¢ LC-MS/MS metodu, kterda umozZiiuje stanoveni CsA a jeho primérnich metaboliti
(AM1, AM4N a AMDY) v krvi 1 perifernich lymfocytech. VytéZznost metody byla v rozmezi
97,0-109,5% pro krev a 92,0-110,0% pro lymfocyty pro vSechny latky a spravnost metody
vyjadiena jako variacni koeficient v rdmci série a mezi sériemi byla mezi 1,8 a 9,8% v krvi,

resp. v lymfocytech.
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Nové vyvinutou metodu jsme pouzili pro TDM CsA v prospektivni studii u pacienti
po transplantaci ledviny jednak v akutni fazi do 3 mésict (skupina €. 1), jednak pfti sledovani

v chronické fazi po dobu do 4 let (skupina €. 2).

Ve skupiné ¢. 1 jsme na zakladé renalni funkce rozdélili pacienty na skupinu
s okamzitym nastupem funkce $tépu (IF) a se zpozdénym nastupem funkce Stépu (DF).
Ve skupiné s DF byly vyssi koncentrace sérového kreatininu a niz$i clearance kreatininu
Ve skupiné¢ s DF jsme zjistili vyss$i koncentrace CsA a metabolitli v dolnich koncentracich
(Co). Koncentrace za 2 hod po uziti (Cz) byly u DF vyssi jen u AM4N. Porovnavali jsme také
AUCo.4, které byly vyssi u CsA a AM9 ve skupiné s IF, u AM1 a AM4N ve skupiné s DF.
AUCo4 velmi dobfe korelovala s C, uobou sledovanych skupin. Pfi sledovani fenotypu
(pomér metabolit/matefska latka) v krvi i lymfocytech byl nalezen vyssi pomér u DF u AM1
a AM4N v obou odbérech. Béhem druhého a tfetiho mésice po Tx doslo k normalizaci renalni

funkce u DF a rozdily mezi skupinami vymizely.

Ve skupiné €. 2 jsme sledovali po dobu 4 let pacienty, ktefi podstoupili Tx vice nez rok
pfed zafazenim do studie. Koncentrace CsA a metaboliti v krvi v obou odbérech postupné
klesaly, stejné jako byla snizovdna celkovd denni davka. V Co byly nalezeny vyssi
koncentrace AM1 a AM9 nez CsA, hladiny AM4N byly nizké. Na rozdil od nélezti v krvi
koncentrace v lymfocytech zlistavaly stabilni. Koncentrace CsA v krvi korelovala s vyznamné

s koncentracemi v lymfocytech, zatimco u metaboliti nebyly vysledky jednoznacné.

U 31 pacientil jsme sledovali vliv CsA a metaboliti na cirkadialni kolisani krevniho
tlaku. Pacienti podstoupili 3 vySetteni ABPM (ambulantni monitorovani krevniho tlaku)
a celkem bylo provedeno 51 vysSetfeni. Po rozd€leni pacientli jsme zaznamenali 25 meéfeni
skupiny ,,non-dipper* (pokles no¢niho tlaku krve <10% a 26 méteni skupiny ,,dipper* (pokles
no¢niho tlaku krve >10%). Pfi porovnani naméfenych koncentraci jsme nenaSli Zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou ,dipper a ,non-dipper v ptipadé CsA
ani primarnich metabolith AM1 a AMY, jediny statisticky vyznamny rozdil (p=0.0339) byl
nalezen u metabolitu AM4N, jehoz koncentrace v lymfocytech byla ve skupiné ,,non-dipper*

4-nasobna.

Sledovali jsme také funkénost imunitniho systému pomoci testu transformace

lymfocytli po stimulaci fytohemaglutininem (PHA) a pomoci produkce INF-y po stimulaci
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PHA, antigenem cytomegaloviru (CMV Ag) a smési antigenit M. tuberculosis za vyuziti
syst¢tmu QuantiFERON firmy Cellestis. Obecné lze fici, ze odpovéd imunitniho systému
na stimuly sledovand pomoci TTL nebo pomoci produkce cytokini je silné¢ utlumena
v prvnich dnech po transplantaci, zvlasté v prvnich hodindch po podani CsA a normalizuje
se po snizeni jeho terapeutickych davek. Béhem naseho sledovani vsak nebylo mozno odd¢lit
vliv a pusobeni jednotlivych soucasné aplikovanych imunosupresiv, ktera ovliviiuji funkei
imunitniho systému riznym zpasobem. U pacientd byla také posuzovana CMV-specificka
imunita zprostfedkovana CD8+ T-lymfocyty. Zjistili jsme, Ze QuantiFERON-CMYV test se zda
byt citlivym specifickym testem na detekci virové specifické odpovédi T-lymfocytt. Toto
vySetfeni se v kombinaci s vySetfenim virové DNA naloze miize ukazat jako ucinné k urceni
pacientl s rizikem CMYV infekce.
Nase prace ptinesla nasledujici prioritni vysledky:
1. byla vyvinuta nova LC-MS/MS metoda pro stanoveni koncentrace CsA a jeho
primarnich metaboliti nejen v krvi, ale i v lymfocytech
2. vyznamné¢ vys$i koncentrace AM4N 1 AM1 v krvi i lymfocytech béhem rané fazi
po transplantaci mulze souviset s opozdénym ndstupem normalnich rendlnich
funkci po transplantaci ledvin
3. pii dlouhodobém podavani CsA se vyvinul stav ,non-dipper”, u této skupiny

pacientl byla signifikantné zvySena koncentrace metabolitu AM4N v lymfocytech
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TDM (therapeutic drug monitoring) is a tool for optimalisation of therapy by drug
concentration measurement in biologic fluids (serum, plasma, blood). Its basic premise is the
existence of a close relationship between drug concentration in serum and its pharmacologic
effect. TDM is used for different groups of drugs, one of which are immunosuppressants.

Cyclosporine A (CsA) is one of the basic used immunosuppressants and together with
tacrolimus is classified as calcineurin inhibitors.

The administration of CsA can be both intravenous and oral. Following oral
administration, a significant presystemic elimination was found due to biotransformation by
cytochrome P450 3A. CsA is a substrate and inhibitor of P450 3A4 and P-glycoprotein too,
which results in high potency of drug interaction. CsA has many adverse effects, the most
significant is nephrotoxicity. Other adverse effects are hypertension, neurotoxicity, headache,
diabetogenic effect and hyperlipidemia.

CsA is a drug with narrow therapeutic index and significant interindividual variability
in pharmakokinetics has been observed. Hence, therapeutic drug monitoring is necessary. Due
to the mechanism of action it should be appropriate to monitor its concentration at the site of
action, lymphocytes. Immunoassays, high-performance liquid chromatography (HPLC) and
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) are used in TDM of CsA.
Disadvantage of immunoassays is different cross-reactivity with CsA metabolites resulting in
different extent of overestimation. HPLC methods are precise and sensitive, enable metabolite
determination, but they are difficult and time-consuming for sample preparation. So we
developed LC-MS/MS method for the determination of cyclosporine A (CsA) and its first line
metabolites AM1, AM9, and AM4N in whole blood and lymphocytes. The accuracy of the
method was in the range of 97.0-109.5% in blood and 92.0-110.0% in lymphocytes for all
compounds and precision of the assay expressed by within-day and between-day coefficient of
variations was between 1.8 and 9.8% in blood and in lymphocytes, respectively.

We used our new developed method for determination of CsA in a prospective study in
patients during first three months after renal transplantation (group 1) and in patients during
long term therapy (group 2).

Patients in group 1 were divided according their serum creatinine levels into group
with immediate graft function (IF) and delayed graft function (DF). We found higher serum

creatinine levels and lower creatinine clearance levels in DF group. Patients in DF group had
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higher trough concentration (Co) of CsA and metabolites. 2 hours after CsA administration
(C2) only the metabolite AM4N concentrations were higher in the DF group. Patients in the IF
group had higher AUCo.4 of CsA and AM9 and AUCo4 of AM1 and AM4N was higher in the
DF group. AUCo4 of CsA correlated well with C2 in both groups. We determined the
phenotype (the ratio of the metabolite/parent compound) in blood and lymphocytes. We found
a higher ratio of AM1/CsA and AM4N/CsA in both samples in DF group. Renal function in
the DF group normalised during 2" and 3™ month after transplantation and differences
between groups disappeared.

Patients in group 2 were followed for 4 years. These patients underwent Tx more than
a year prior to enrollment. The concentration of CsA and its metabolites in both samples
gradually decreased, as well as the total daily dose. Higher Co concentrations of AMI1 and
AMO than CsA were found, AM4N levels were low. In contrast to the findings in the blood
concentrations in lymphocytes remained stable. CsA concentrations in blood correlated with
concentrations in lymphocytes significant, while metabolites results were not unequivocal.

The effect of CsA metabolites on circadian blood pressure fluctuations was
investigated in 31 patients from group 2. Patients underwent three ABPM (Ambulatory Blood
Pressure Monitoring) examinations and a total of 51 measurements were performed. Patients
were divided into the group of "non-dipper" (nocturnal blood pressure decrease <10%; 25
measurements) and the group of "dipper" (nocturnal blood pressure decrease > 10%; 26
measurements). When comparing measured concentrations we found no statistically
significant difference between groups "dipper" and "non-dipper" in the case of CsA or primary
metabolites and AM9 AMI1, the only statistically significant difference (p = 0.0339) was found
in AM4N metabolite, whose concentration in the lymphocytes was in the group "non-dipper"
4-fold higher.

We investigated also the functionality of the immune system by using the lymphocyte
transformation test after stimulation with phytohemagglutinin (PHA) and by producing INF-y
after stimulation with PHA, cytomegalovirus antigen (CMV Ag) and mixtures of M.
tuberculosis antigens using a system QuantiFERON (Cellestis). Generally, the immune
response to stimuli monitored by using TTL or via production of cytokines is strongly
attenuated in the first few days after transplantation, especially during the first hours after

administration of CsA and normalized after reduction its therapeutic dose. During our study it
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was not possible to distinguish the impact of individual action simultaneously administered

immunosuppressive drugs that affect the immune system in different ways. CMV-specific

immunity mediated by CD8+ T Ilymphocytes was also assessed in patients. The

QuantiFERON-CMYV assay seems to be sensitive specific test to detect virus-specific T-cell

response. This examination seems to be effective to identify patients at risk for CMV infection

combined with the examination of the viral DNA load.
Key messages:

1. New LC-MS/MS method for determination of CsA and its first line metabolites not only in
blood but also in lymphocytes was developed.

2. Significantly higher concentrations of AM4N and AMI in blood during early phase after
renal transplantation may have relation to delayed onset of normal renal function after
renal transplantation.

3. During long-term CsA therapy 50% of patients switched to “non-dipper” status.
Significantly higher concentration of metabolite AM4N in lymphocytes were observed in
this group of patients.
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ALG — antilymfocytarni globulin

AUCO0-4 — plocha pod kiivkou 4 hod po uziti

Co — udolni koncentrace (v odbéru pied uzitim)
C> — koncentrace za 2 hod po uziti

CEDIA - enzymova imunoanalyza

Cimax — maximalni dosazend koncentrace

CMYV - cytomegalovirus

CsA — cyklosporin

CsC - cyklosporin

CsD - cyklosporin

CV - variacni koeficient

D - dipper

DF - skupina s opozdénym néstupem funkce $tépu
EDTA - etylendiamintetraoctova kyselina

ELISA — enzymatickd imunoanalyza

EMIT - enzymova imunoanalyza

FPIA - fluorescen¢ni polariza¢ni imunoanalyza
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
IF - skupina s okamzZitym nastupem funkce Stépu
IS - vnitini standard

LC-MS, LC-MS/MS — kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
N - non-dipper

PCR — polymerazova fetézova reakce

PHA — fytohemaglutinin

QFN — test QuantiFERRON

R - vytéZnost

RIA - radioimunoanalyza

TDM - terapeutické monitorovani hladin 1é¢iv
TDx - imunochemicky analyzator

TTL — test transformace lymfocyti

Tx — transplantace
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Farmakokinetika a klinické aplikace
vybranych imunosupresiv I.

Petra Maridlkova, Milan Grundmann
Ustav klinické farmakologie, Fakultni nemocnice Ostrava a Fakulta zdravotnickych studil,
Ostravskd univerzita, Ostrava

Dostupna Imunosupresiva jsou uiivans v transplantad organd, u autolimunitnich cnemocnénd, astma bronchiale, revmatoldnl artritidy
av mnoha daléich indikacich. Zastupd skupiny imunosu presiv majl relativné tizkeé terapeuticks rozmezi a vyznammnou towchiu zawvislou
na podand davee, Tento ptehledovy danek je vénovin farmakodynamice, botransformad, [&kovym interakoim a redsdowcdm Gonkam
kortikoddd, inhibitond a analogd DNA bézi, monoklondinich a polyldonalnich protildtek.

Kl ovid slowa: iImunosupresiva, kortikoldy, polyklonaini protilatky, monoklonaini protilatioy.

Pharmacckinetics and clinical applications of selected immuneosuppressants |.

The currently avallable Immunosuppressive agents have been used for the management of patient with a wide range of medicinal Issues,
such as organ transplantation, autoimmune diseases, asthima, and rheumatold arthritis, among others. All of the agents have relatively
narrow therapeutic ranges with significant dose-limiting toxicities. This review discusses pharmacodynamic properties, biotransforma-
tion, drug Interactions, and side effects of corticolds, Inhibitors and analogues of DNA bases, polydonal and monodonal antibodies.

Kay words: Immunosuppressive agents, corticodds, polyclonal antibodies, monodonal antibodies.

Imunosupresiva sou chemicky niznomdé
latky, kieré pdsobl v rienych stupnich imunitnl
reakee. Hlavni uplatméni nachdra) Imunosupre-
shvni la¢iva v transplantologll, nékterd soutasns
dostupnd Imunasupresiva byla wvinuta k po-
uAt pi autcimunitnich chorobach a zavaimich
projevech alengie. Dalsl vywHt je vhematoonko-
logil a v kardsologll, monoidonaind peotility jsou
poutvany v disgnostica Makies Imunosupres-
wa vyvolavall imunodaplect efektonovich bunik,
zatimoo pnd jsou plevame imunomodulitory,
které ovberwdl akthvitu bunék obwylle pomod
Inhibice cytokand, Mekterd l&fva ma)l nespe-
dficky 0cinek na Imuninl systém, zatimoo jind
plsobl na spedfice cila. Létva s nespedifickym
Geirkesm dalien Easbél zplsobull svaing naki-
doucl dinky. Farmakologicky otnek spacificky
plsobicich &y miide byt snitan, poked e ol
Jefich aeinku obefit altarnativnl estou.

Kortikoidy

Fortloidy jsou stile soutiast vatsny imuno-
supreshich protokold a jsou poubivany | jako
lésba prvni linike ph ek S8pu. Dalsimi indike-
=i 5o revmatoldni a kolagennl onesmoonénl.
K prenvend rafekoe Si2pu [sou vyudivany rejmeéna
predntson a prednisolon (1, 2k

Mechantzmus idnku: Kortikostesoidy mapl
rozmanité protizanatiive a imunomodulacni
utinky. Ty zahmiy)l stabllizad hysozomidlinich
mmeamiben, dtlum synisry prostaglandind, snidend
uvoifiowand histamiru a bracykdninu a snifent ka-

pikirni permeability. Kortoldy prostupul do oy
oplammy a v se ra glukokortioidnl receptory.
Dopasud byly idantifikowvany dva subtypygluko-
kortfioidniho recepeon (GR), GRa a GRR Subtyp
(o je poplsovin ve wiech thanich a reprezen-
e dasicke dfinky endogenné vyplaverych &
exngennd podamych glukokortikoidi. Subtyp
AR se vyskytuje bez viramas! thinowe spe-
cifity, na roedil od o nevide endogennd anl
exngennl glukokorikoidy, varbou transknpénich
faictond uvolnémich phl aktivad GRa se podilf
na modulad aktivity GRa, akthitu (Ao zpét-
nowvazabné Inhibuje. V nepfitomnost! ligandu
Je GR popisowan v Inaktivnim stavu v multl-
protesnowsm komples v cytoplazme bl
W oytoplazmeé je GR vizin na dve molakuly HSP
20 (haat shock protein) a jednu molakule HSP
70.a nékolik dalsich skodek proteinove struktury,
ktizné udrbull GR v Inakthenim stavu. Po nawvieani
Iigandu dochas k alostericks modifikad vazeb-
riych mist GR a k odstepenl molekul rodiny HSP
a zhwrvajicich inaktvadnich peoteinovich slo-
ei_Takto modifikovany komplex GR s igandam

Klin Farmakol Farm 200%; 233k 138-141

podieha Ji2 v oytoplazmé dimenizad za venl-
ku stablinéch homodimend GRAGR, kterg jsou
transportovidny do bunécného fadra. Vaniklé
homodimeary jsou schopny vazby se spedfidm
mistesm ve strukiufe DA, machanizmus dimest-
race nenl doposud plasné zrdm. Homodimery
GRAGR se vidou ra speciicks vazebne misto peo
glukoiortioldy cenatovang jako GRE a mohou
aktivovat negathmi GRE promaotor (nGRE) nebo
poeitivnd GRE promaotor (pGREL Vazba homod)-
mean ra niERE st v Inhibicl genowe trarskipoe,
zatimoo vazrba na pGRE misto vede k Indukd
genowe transkripoe, zahenu)id transkripo geni
modiny jadermich aktivatnich faktond (MFAT -
nuchear factor of activated T callsy Tyto geny
Jsou dille ks v aktivac transkripos a produlce
rozienych prozingtivich cytokind a vysledkem
Je pokles manetive odpoved! diky snitené pro-
dukad cytolanil, zahmuicich intardeukiny 111, 112,
IL-6, interferon-y {IMF-, 2 tumor nelootizupicl
faktor o (TMF-ab. Kortioidy také oslabu)l funko
monooytiVmakiofigl a snizupl podet driull-
dich CD4+ THymifocytd (3).

Tabulira 1. Farmakokinetick® paametry kortiloid( (1172, polotas eliminace; O, dearance; Vd, distribucni
objem; fu vazba na plarmaticks probeirey; F, absolutnl biologickd dostupnost po peoniinim podani)

Farmakokinetika . [hod] Climlimintkg] V, Vkg] 1, [%] FI%]
ﬂ:::"‘m 17-41 u 1 podiediviy ]

i . 59 pfi v apbkaci
mtylamdnisalan 19-6 48 13-15 40-60 20 per
dexarnetazan 4 1515 0510 o -E0

Klinicks farmakologis a farmads | 200% 23{3) | www klinickafarmakologie.cx
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Prednison a prednisolon sou synbeticis
derteity kortizolu, prednison je pocdvan [ako
pro-ladhen, kiess e biotransformonsno v jatrech
zaveriion aktivriho metabolty peednisobony.
wrhliedien k tom, 22 viedhny th Bitky Jsou velmi
stané 3w terapill fsou déle ned byl piné objasnén
bantrarsformatnl systésm cytochmimu PASE, jefch
béctransformace nenl plesnd popsand a stile j2
ade Fada otaenilil. Endogennl | axodgennl k-
kb sou blotransfommiosdany PAS0 344 za vemiku
prslugmich B-hydroymetabolitd. V nezrméns-
né foemé se do modi wylowd 34% prednisonu
a peednisoionu, pibleng 10% meatylpeednsonu
a Bo dexametazonu. Prednison a prednisclon
maohou byt odstrangny hemodiabimou, proto-
2o [egch varba na proteiny Je zivsla na davoe,
ricmiéné dizbfzou eliminované mnodstvl nani tak
valka abywydadovalo dprany déviovant. U pad-
entil 5 drhdaou je dearance nevizans frakoe sni-
Jena na 243 noemalu 3 mels by sa 5 Hm potiat
el cidwkoneaini. PH hypestyracidizmu jsou hladiny
cafinye 3 nevizans frakoe snitteny na polovinu
nonmily a k dosaseni terapeutickych hiadin o
riutn podaein vytiich diek.

Netodouct oonky: Vedlejsich ocinkd lecky
steroidy jeceld fada a jsou doble andme. Bahns
rzng nedadouc adnky sou pocenl, chraplaey
hias, ponuchy spanku nebo rvysand chut k pdlu
M Meatabolichd Otinky zahmal redistnbod buiky
7 perifernich oblast vedowd k cantralnd obazine,
a snizeni podilu bowin v kosternich svalech
wvedouc! k télesns skabostl, Zadrkowinl tekutin
Je nasledak minaralosortifoidniho Ofinku s hy-
poiclamil 2 hypertenad, Z uvadérmch ltek majl
minesalckorti®oidnl Gtinek prednison a prad-
risolon, u metylprednisonu a daxametazonu
e uvadén minimain nebo Edng minaraiokor-
tikoidni G¢inek. Mapeets diouhodobd teraple ste-
oy wede k 0tlumu funkce nadledvinesa phip.
atmafil nadiedwinek. Psychidey, katarakty 2 glau-
komiy, papticke wiedy, striea purpura basnl sté-
iy, nevasiulamd maladra hizvica stehenni kosti
a osteoponizs, phpedné shorsand hojenl ranénl
Jsou dabil £asté problémy (1, 7). Kortloidy jsou
hiaenil Cast vetsiny Imunosupresivnich proto-
kil ik w peotStestnd Fidw, tak ve fdel udrbosacl
Ve wysokych intravencenich pulznich davkach
(2501000 mg metyiprednisolony denné pa do-
bu 1-3 dnyd jsou glukokortikoidy lyméocytoto-
kv merdich davkach majl smunosuprash-
nil 3 protizin &ty Glinek omeazsnim produkce
cytokind. Poutvané diaviey a dalka treand kachy
J5ou proto sk na typu cnemocnenl Mekberd
onemoonént, napl. astma cdpoeaida) na katkou
lachu, ktera md2e b4t nahle ukondena, ale vet-
&ira revmiaticioneh onamaonén] vy faduge walmi

pomalé snihoviani divek v pribehu masicii PR
nahiEm ukonden| & nejen ko relapsu nemoc,
ale take hypoadrenokortkodmus, W ukondo-
vacl fazl ja bamd polvatralgle a myalge, ktesd
wiak reaguje na utt maks divioy naskedovans
cbnovarym pomabapiim sndoenim davek (1L
Crvy poLivan e v BTiLnGsU peeshnd tarapll jsou
wySH na plt substituend |achs,

Inhibitory a analoga DNA bazi

Azatioprin

Machanirmus Dk Azatiopnn e bictrans-
formicean na &-merkaptogamin (6-MP reduld
glutationam a poté je komertowan na kysel-
nu &-thiomotovow, 6-metylmerkaptopurin
ad-thioguanin (6-TG). Tyto l3tky |sou Inkor-
porovany do DA a rastavu)l replicao, biok-
I take metabolichou cestu de nowvoe purinoee
syntery tvorbou kysaliny thicinosinowe, Tanto
pazdégsl utinek propdjtue speciitu phsobend
na T-ymfocyty, ke nedisponu)l aitemativod
cestou synbéazy purind (200 Soutasné pomatky
narnatull, ke azatiopnn nterfan)e se stmulao
(D78 doreaktivnich Thymfooytd. Signalizace
1078 recepton e medlovina fosfatirami jsko |2
GTP-aza Facl. Jeden zmetaboliciych produktd
azatioprinw, &-TG, vade k tworbé &-thioguandn
trifoafaty (6-thioGTF), ktary se vake na GIP-4mu
Racl wmiste GTP Blokada fac) meni stimukzini
signal C2E na sigral apoptery, Smd ridd akt-
vivané Thymfocyty (2L

Vi farmakoianetice téchto |3tk jevimmam-
na inker- a intraindradualni variabiita, | plas to

Je azatioprin obwykle davkowvin podia téasng
hmatnostl. Arathiogen jodo organtzmu pods-
win jgko pro- ko a e nashadng bloakttaovin,
déje sa tak v jatrach enrymem glutathion-s-
transfardzou §E5T) (211 Ganeticky polymoriz-
miss by profcen u B forem G5T, byl prokazan
U [EGST (PGST, PGSTE), TGST (TGSTT) a nGST
(GETI) Formmy pasT) (30-62 5% kavkarske po-
pulace) 3 1EET (10-21 % kavkarske populace)
miajl znatng redukovancu metabolickou akthd-
tu, piipadng nejsou schopry biotransformiovat
wilbac. Dalim enzymeam, ktery ja polymarfni
apodill 52 na biotrarsformmac arathiopring je
thiopurin-5-metyitrarsfordza (TPMWT)L sktivita
TPMT Je monitonving na rikladé médend ak-
thity v enytrocyiech, akbhita enoymu v Etrech,
ladvinach a lymfocytech koreluje s akiivitow
warytracytach Vice nes 90% kavkarsks popu-
[z ma pvysanou akthitu TPMT, 9% kavkazsie
populzce vykazuje nerméngnoy biotrans-
formadnl aktivitu a mand nad 1% |edinol ma
snidenou aktivitu tohoto ensymu. U jedinod
58 sni2enou akibitou TPEMT byly popsany dve
mutaritri ahaly TPAMT*Z 2 TMPT*Z. Jefich aktl-
wita midide byt a2 400krat nizsl ned u zdraveho
Jjedince. Mutantnd alefs TMPT*3 je v populad
Fastoupena a2 u 70w jedinol, u kergch je muta-
e TPMT popsana. Delsim engymem podileidm
52 M3 botransformact kcva e entinmddazs k)
nhibice allopurinoéam vede k inhibid oodace
andshadng kumuiad azathioprinu s naskedngm
roewojem nedadoudich ki

veler ek wWenamny vedle]sl ofinek
Je na direce zavisld suprese kostnl diiend, kie-

Tabolks 2. Interakce bortikoidd (AUC, plocha pod koncentracni kivikou legiva)

Tuprani hiadin

ketokanazol T ALC o 509 a4
ostanr kv . cdicaitmnit,,, = Bl %

Srtrmyn Yaoi =
Snizand hladin

. T hiadiry B-0H karfizonu o 105 %

ferakathi + 0o 150-200% EE
anticplepika g rytoin 01420 (ML11,12.13)

larmamazepin + 0l dmametamnu o 0% =

rifamgicin + hiadiry B-0H kartizonu o 268-410% (14,158

ribanawir TCoin% (L]
ost2inl BEVa  peeocdinl kortmceptive 700 30% [FAT)

. 4 F dexametazonu a2 o 75 %, prednisonu

artacda predirisoicr o 15-40% VR
Tabolka 3. Farmakokinetick® parametry azathiorinu a merkaptapurinu
Farmakokinstika t [hod] O[mlmintg] WV, [kg] § 3] [F[%:]
azattiogrind - e D5 r 0,12
meskapiopurin®
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rd vmikd nahle a je reverdbilni, leukopenie,
trombocytopenie a megakoblesticks andmie,
vyEené riziko rorvaje infekinibo anemoonEni
& wySsi wyskyt malignit, sejména hematologic-
kpch a lymfaretkulamiho systemu (20). Daimi
nefadaucini Gdnky mobou bt podkazerd jater
a cholestatickd Houtenka. Byla také popsdna
jaterni wenookluzni chomba. Navic bylo popsd-
no mnosh fypersenzitiviich rezko, obeykle
z= manifestujicich jako rush (2L

Proteiny

Pocitecni imunosupnese v obdobi trans-
plartaoe j= tradifné amatowana jako indukiri,
ke jsou poudiviny antitymincytimi peotistiy
nieba neindulEni, kdy pacient dostiva jan kort-
kostemidy, kaldneurinawe inhibitory 2 azathic-
i neba MMF [mykofenclit]

Paolyklonalni protilatky

Pdvog Polyklondlni protilatky (ATG, ALS
2 ALG) pripravend nacckavanim kralikd nebo
koni bdskymi hmfocyty nebo thymocyty jsou
stile firce pouZivany u transplntace ongani
PénSEtEnd Igh frakee olbsahuje peotiaty proti
mnohe nizrm pavichoym miolelulim, khees
jsou pithameny na pavechu na T lymiocytedh, 8
budilcch, MK bufkach a maknafazich [2).

Mecharizrmus dénku: Podani antilymifocyio-
wych polyldonainich pratilitek wasti v pchlou
2 bEdkou lymifopenii u vétfiny pacienti, pras-
dépodobné diky hme bunék mprostiedkovans
komplementem a vpchytavdni opsonizoeangch
T bunék retikul pendotedidinim systémem. Navic
mimo deplece mohou polyidondini pratilatky
zhfifené reagosat s TCR (T-cedl recepior —recep-
tor Thunék] a mpimabovat Ssteinou aktivad T
Bunék a blokadu proliferace T bunék (27)

Wl iairaky: Takovana makoe: prvni diviy
s= vyskytuje aZ w B]% pacientl a mide byt ww-
woldna piitomnosti »enogenich protsind neba
pocibecni akdivad T bunék nisledovanou obape-
nim receptond bunéiného porchu 2 uvolnérim

zhchrat, ktery jevid®t méné Ssto po ndskedujicd
irfuzi @ jo povadoyan 3 vyshedek Lvolnéni py-
rogenil po odni veke bze miocyti. Ostatni
reaboe mahira kaini wyeddiy, pruritus, tombocy-
topenii a wricné anafylalkticy Sok. K minimalizaci
tEchin realri e 3060 min pled zacitem teapis
protilitosni nuting podivina kombinacs shermidil,
antinstaminik a paracetzmolu (2
Monoklonalnl protilatky
Pirod Ve srovrdni s polyklordinimi prati-
latkami maj monoklondini protilatey [mAks)

jednatifeé dobfe definovanou specifitu, jsou vioe
standardizreeans a nechsahuji vediejsi proteimy.
awEjii mAbs fsounaerieny, aby snifovaly rizko
stimulace cdpovEd na lidske protimysi proti-
latky, tato stimulace mide byt omesnjici fakbor
icinnosti mAb terapiea memoinit opakowane
podini. Humanizované méabs ounaerzeny tak,
e jen dopifikows determinantove oblati [CDR)
ra mydich peotildtkach jsou reotkowdny na pa-
resii idkskou Ig i makskuly, atimeo chimesicks
s rabrnujivaraing myS oblasti naotkovaneg
ra icksky I korstantni podil. VetEna mAks Eou
IgG, s rizrymi izmtypy s nlzrymi propdpdenymi
vizstnastmi (7).
Mechamimms dfinkur mifbs s= va3 ra epita-
py na bunécném porchu, ke mohou spustit
fadu mechanizmil. mAbs, ko alembusumat,
Fomsji kamplement 2 nii cilowd buRly, odstra-
frujice jez citkulace. Jing mAbs upravuji (odstra-
fraji} il owers malekuly z bunéinéha powechu
bud uwvolfovanin antigenl nebo internalizad.
Meodulace nebo Fyzikdlni [Fyzicks) bickoswdni
epitopu miide piedchapet navazani molekul
e bunéiny powich, molekul, kieré jsou zabrnuty
wsignalizad, stejné jako CDZB artigen (21
Momenidatura monoklandinich peotil atek:
Konoowie
W wmab - chiméridké pratilatky [rapé. -
mak]
B rumab - humanizowvang protilatky fnapi.
alemtuzumiak)
B umak - piné humanni protilatky napr. adak-
murnai)
B ept - produld filze solubilniho receptoru
alg {napf. etanencept)

Muomanab-D3 [OKT 3t Muramareb-{T8
je nezkonstruocvand mAl, kerd meahuje (03
maoleluly na T-bwhkach. C03 komplex j= ne-
gty pro prences intrecelulénich signald, kbers
vyphnaji 2= spojeni TCH s antigerem. V pribéhu
minut pa padani OKT3 dojde k 182k miode-
pleci masivni zou T bunék. Po 3-5 dnech sou
T-lymfocyty detekowabeing v cirkulad, e nemaji
e povrchu (08 a jsou proto imunalogicky in-
kampatetrini (7 KdyE se OKT3 zpodatiu ravdes
na (03, doide k aktivac T-bunék, lyze bunék
a mashmima ueolréni cytokird, zndmé jako syn-
deom wwninéni cytaldnd {1, 23] Ten je charskie-
rizowdn uvelnd&nim nékolile cytokind, hlawns
ThF-a a radrfenin neutrofiil v plidich, oF ve-
de k plicnimu edému a akumimu respiracnimu
selhdini & vzdcndi k tromibdze graftu a aseptic-
k& meningitide. Ke snideni techio GCinkD fsau
pied podiniim OKT2 rutinné podasany stemidy
a antiistaminilka (7). Muromonab s= poufivd

Klinickd farmakologie a farmacia | 2000; 23(3] | www klinideafarmakaloglo.cz
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k prevend neba k 16508 akuni rejekos tansplan-
tavanéha arganu (1) Klinicky j= murcmonakb-
{08 poufivdn jak k indukd imunosupness, tak
pra ledbu steroidy reisterini rejekos, k plengeni
rejekon u 75-BE 5 pijemcd (21

D25 monokiondini protdatky: CO25 je
o-hetEzec L2 neceptory {L-Fa), bEné se vy
skyhujici jen na aktivovanych T-burfikich. D
{025 mAbs byly schadbery peo Minicke ufiwa-
ni, basiiarrab a dadirumab. Jednow podang
pratiléthy mistavaf v obehu ndkolik tydnd, ddla
ZVE Na pstaini ufvaneé imunasupnesivi bera-
pii. 5 prednisclonsm a cyklosporinem zistanaj
saturacni koncentrace na receptory as okolo
T tydnik phi piidesiou aeatioprinu a MMF se po-
dlufge doba plsobeni [na 50, resp. 59.dnd). Anti-
(D35S mios nespowEdsji sinou protiglubulinowou
odpoved, adkolie jsou popsdny obEasné anafy-
lzkticks: resaooe. Mz road il od muromorebu-C03
revyvolival basiiximeb a dacinsmab reakd
prwni dandey 2 maji velmi mdlo vedleSich G&Snkil

Tyba latky jsou vyudhdny jako indukEni le-
ky pii ransplentadich, kdy wyrazné snifuji miru
dcutni pejekos. U autcimunitnich chorok: zatim
nejsoa vyzramne vyudhany (1, 7L

Ritwmsrnak: Chimeéricka lidskafmysi protilis-
k2 5 varbouw na (D] B-ymfocytd a malignich
B-lymfiocytd (24). Rituvimab nesnizuje produks
lg(z a je schwdlen k pouditi prati B-buné<rym
tyrmfomdim, ale byly pubilovany neaficiinizpra-
vy o jehodanrast u 29 iengch sutoimunitrich
chosobh. Peobihaji andomizované kontrolované
studie u sysiEmoveho lupusy erybematodes,
reyratoicni artritidy, desmatomyazitidy, ANCA -
lantineutrophil cytoplasmic antibody) pazitvni
vaskulitidy a pfi ransplantadich ledvin u wsooe
senzitizovamich pacientd (11 U B-bunaEngich
yrrformd wyrvoldva ritudmeb byme mprostied-
kavanou komplemeniem, indukuje apopbdsu.
Dl wyuditi je= v terapii revmatoidni artritidy
u padentd, u kerych selhala IEcha minimakne
jednim z ant-THFo plipravid.

Alernturumieh: Nowd monokdonalni protilét-
Iz, alermtunumab, j= remitena prati povechoee
mialekule [CDET} kierd je Spoce mesFend ra m-
Tocybach, makrofazich a dendritickych burikadh,
ke zplsobuje viinou a dicuhctreajic depled
techto bunéinych linil Vysledkem je rvSené
tizika wskyty révairrgch infekei (1), Je indikowin
klahi chronicks B-lymn faticke keukemie a nové
kla2be relabujici sderasis multiplex (24).

Anti-TMF protiliticy: Preni protidteou téta sku-
piry byl infliimakb, cod je chimencla protilitia
[ehsahuje 75 % lidského probsira a 25 % mySiho
prob=inul. poté nasiedoval adamumab, ooz je



piné humrdnni protildtca. Tyto protildtky se piima
wi# na THF. Dakii mo@nou cestou blokaoe THF j=
neutralizace salubinim receptorsm - etarenoep-
tem Eanercept abmbuje dvé extracelulioni do-
méry THF receptan (THF-pTS5) pfipojeng na Fo
st bodskéha G, Inflimak: se pousi k l&2ha
revmaboid artritiy, ankylanujici spondyftidy
a Crohnavy chomby. K 1650é revmaboidni artrity-
dy se pousfedi adalimumab a stanercept, kbery
mad navic efekt | wankyloeujic’ spondyfitidy.

Jednotife® prepardty maji rizy biologidey
polofas. Mejkmats je u stanercepby {4 dmy), né-
sledujeinfldmat [B-10 dnd) a nejdet palocas
ma adabmumabs [10-20 dnd).

Mez nefadouc Ofinky pak petfi nvyS=ny
viskyt infekze, sepse 2 maligrit, fména -
i Vyskyt infekce je kontraindikad pro podani
f2chio protilibek, proto je theba viskyt infekce
wietng tuberkuldzy monitceowat 2 doponaduje
se prawést pied mahdienim léthy sceeringaue
wyietieni e tuberkulSou [25, 26).

Introvendeni imunoglobuling: Intravendani
imunoglobuling byly predstaveny k cbnoveni
imunckompetenoe u padent se syndeomem
riskané imunodeficienos [AIDS). Paradaxné ok~
jeviejch schopnosti inhibavat peodukci a varbu
autc- 2 alopratilitek mmamend, fe jsou myni Sio-
crwyuFiwdny jako imunomodulaini leky v Bché
aslabujcich aulnimunitnich choeoh 2w IEChE
protilitkami zprostiedkovans eejekoe grafu.
Fakt, = imunoglobuling ke poskytuji pasivni
imunitu znamend, 2 fou posaioviny z |3ty
majic Nz riziko infekEnich komplileaci ve sroe-
ndni s astaknimi imunasupresivy (1.

Protilatky k COL0ATDL0 hgandu byly phad-
stavesty neddvno kindukci diouhodobého pie-
Fiti Sbépus inhibici Th1 cysokini, NFy, L-22 11-12
& k upreguiaci ThE cytolind L-4.a IL-10. Aejekce
EtEpu mitke byt posiéne snifena blokadouw BT
(DZE lastimulacnil cesty =, fusion” protsinem
CTLA-4ig. Dostupnost takowych d8nmch a riiz-
nondych litek umaiiuje vywinout mnoboléko-
WE reFimy, kberé mohow uthumit imunitni systém

wrizripch kradich aktivacni kaskady: e taks jas-
n&, f= imunasuprese ber vedliegich Ginki je
nemainy dkol piinejmensim v scuiasns dobe.
Zikkadnim dkolemn by mé! byt razvo] prosthedid
k dasafeni toleran o= wilci transplantaby, keny j=
rigjlepdi imunasupresi [20).

A ougin pihied i :
vyjde v piEtim dsle
guantam IGA TABAIE-E
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Tento ptehled se vénuje popisu farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti
a indikaci kalcineurinovych inhibitorG (cyklosporinu A a takrolimu), mTOR inhibitort

(sirolimu a everolimu), mykofenolatu, cyklofosfamidu a metotrexatu.
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Farmakokinetika a klinické aplikace
vybranych imunosupresiv Il

Petra Halvovd, Milan Grundmann
Ustav klinické farmakologie, FH a FZ5 Ostrava
Ostravska univerzita, Ostrava

Dostupna iImuncsupresiva jsou udfvana u transplantacl organd, u autoimunitnich cnemoonénd, astma bronchiale, revmatoldni artritidy
avmnoha daléich indikadich. Zastupd skupiny imunosupresiv mal relativng dzké terapeuticke rozmezi a vijznamnou toxidiu zévislou

na podans divee. Tento pfehledovy anek Je vénovian farmakodynamice, blotransformizd, lékowym interakcim a neadoucm adinkdm
kaldneurinovych inhibitord, mTOR inhilbdtord, mykofenolitu, cykdofosfamidu a metotrexatu.

Klitowd shova: Imunosupresiva, kalcineurinove inhibttory, mTOR inhibitory, mykofenolat.

Pharmacokinetics and clinical applications of selected immunosuppressants Il

The currently avallable Immunosuppressive agents have been used for the management of patient with a wide range of medidnal Issues,
such as organ transplantation, autoimmune diseases, asthma, and rheumatodd arthritis, among others. All of the agents have relatively
narrow therapeutic ranges with significant dose-limiting toxdcities. This review discusses pharmacodynamic properties, blotransformation,

drug Interactions, and side effects of calcineurin inhdbitors, mTOR inhibitors, mycophenolat, cydophosphamide, and methotrexate.
Ky words: Immunosuppressive agents, caldneurin inhibitors, mTOR inhibitors, mycophenolat.

Imunosupresiva Jsou chemicky rimorodée
latky; ktens pilsobl vinermych stupnich munitni e-
ko (1) predchoeim dkinku (1) jsme sa bl ve-
nowall farmakokineticgm a famakodynamickym
iasmostem kortikoldd, inhibiton a analogil DNA
béri, moncdlondinich 2 pobykdonginich protikitek.
Iyl bychiom rddi dokonéll prehled powttamiich
Imunosuprasty sa zaméfenim na kaloneurinoe:
Infhibitory, mOR inhibitory, mykolenokit, oyklo-
fosfamid a metotrasct.

1. Malé melelkuly

Malé molekuly Imunosupeesiy rahmupl kal-
dnewrinowe Inhibiory {CHI) jako cyklosponn
a takrolimus a antiproiferatiend Litky jako sroll-
TR 3 EverolimLs.

1.1. Kakcineurinové inhibitory

Od Botgch let kaldneurdnow inhibftory w-
mamné pispivall k dspéchu pil orginovich
trensplantacich, zejména u transplantac! ledwvin.
Falcineurnow Inhibitory ol prokeratelnou soll
pli prevend akutni bunééné rejekoe trarsplan-
tovangch organd, phl psortize a u nefrotdho
syndmomu Jsou ke uhainy u mnoha auto-
Imunitnich chosob, napriklad cyklosporn A je
poutvin ek lék IL-1IL bnie ve famakoteapll
reymatoldni artritidy, peonaticks artropatie nelbo
lupusove nefiitidy. Zatimoo jsou vihodne k udie-
nl autoimunitnich dhorob v remis, jejich vysazeni
vede tasto k refapsu (2. P transplantad ongand

Jsou lepdl wysledky ph komibinac kaldneurino-
wych inhibitorl s mykofenolitem a prednisonem
ma# pfl pouttl v monoterapil Paradownié sou
Ealcinaurnose Inhibitory nefrotoxdcke 3 mohou
pitsphvat k diouhodobamu rendnim selhisin
Jak wledvin transplantovangch, tak zdavgch (21
Mad kaldnewninove Inhibitony patil cyidosponn
A 3 takrolimus. Cidospornn A b pranim ksem se-
Racthymé plsobicim ra T-hunky, ktery opeotl ditee
uvansmu aratioprinu nevyvolival mysiosupnes,
Taknolimus byl vyvinut jako terapeuticka dtemati-
wa koyklosporinu po transplantac onganii

1.1.1. Cyklosporin A

Cyklosporin je cyklicky undekapeaptid s mo-
lakulowou hmotnost! 1201 Da. Ma rozdd od 1I-
medmich peptidd, cyklosponin A nema volnou
karboxy anl amino skupinu, a proto se neroe-
[peowtt] va vodié, je visk dobie rozpustng vitucich
Cyklosporin A Jevelmi staly a jeho cyidicks struk-
tura se mrpads at za plsobend sllmich kyselin
azvyians teploty.

Mechanizmus ddinku: Molakuliml mecha-
nizmus kterym CHIinhibupl aictivad T-bunék, ja
diobée zrdm. Vazba recepton T-bunék s MHC
{major historompatibility complex) peptidem

Kiin Farmnakol Famm 3000 2401k 51-56

didsce normidlng spustl kalcem dependentni
Intracelulimd signalizad, kterd wyost v aktiva-
d kalolum/kalmadulin dependeantnd fosfatazy
kaldneunnu. To veds k defosforylact NFAT inuc-
lear factor acthvated T-ymphocytes) umofu)id
transhokact do Jidra, kde ovyiuje varbu tran-
siriptnich faktond pro-geny kadupid prominstg
cytoliny jako sou IL-2, IL-3, IL-4, MF-y a THF-a.
e vztahu k revmatoidnd artritide e cyklosporin
A schopan kompletme nebo Sastecné zabloko-
wak tworbu I1-15 a 117, Po vetupu do cytoplaamy
twodl CMI komplaxy s jejich imunofiling (2, 3).
Cyklosporin A se vide na cyldofilin a takrolimus
na 12kDa FKs06-wzajicl protedn (FKEP-12 - FK
binding protein-121. Komplaoy CHI-cykdofilin
Inhilbu)l kabcnesurinosou Akt a tim pledchs-
zejl franslokaci NFAT do jadra a transkripd genid
cytokinil. Clovym vislediem Je, 2e CNI blokup
produkd cytokind jako je IL-2 a inhibu)l aktivad
T-bumesk 3 prolifesad (41

Farmakokinetika: Cyidosporin A je vysooe
lpofilni I3tka, diky temus je snadno distribuo-
win ples mambriny a do ticind. Podavin mie
bt jak Intravendena, tak perording V kv je
A% Cyklosporinu viZano na erytrocyly, 4%
na granulocyty, 5% na ymfocyty a 3% e volng

Tabwbien 1. Farmakokinetick: parametry cybdosporinu At , polotas eliminace; O, dearance; ¥, distributnl
abjem; f vazba na plazmaticke proteiny; F, absolutni bislogickd dostupnost po pesodinim podani]

_tnl'b-i] 1 [ml'mim/kg]

W, [ifkg] £ %] F ]

cyklosperin A FEr [T

36-T4 96-59 380
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w plazmé. V plazrmé je pak 2si 38 % cyldasparninu

Tobwlkw 2. nterakoe cyklosporing &

wirano na proteiny (85-50% na ipoproteiny,  Drpiand hiadin

5-15% na ostatni proteimy] (5} Po perordlnim kbrRomyoin T a0C 3kt
podini e popisodna signifilenini presystd- oL e arythromycin T AL skt
mowd eliminece, rgména diky biotrensformac JRE— P p—
I:w:wa.Pd.il:I 1A p\:-dn?dn::u E}jklf:q:\c-rfn.ﬂl::.rl premrvm—— T
popsan jalo stiedné silng inhibitor bictrans-

Farmacni akthity PASD 204, Nawic cylnsparin 00 antimykatia katckorazol T AuC 2haat

j= substratern ainhibitoem P-ghyloproteine wmriorazal T AU 2 skrat
Pitomniostjirgch P50 anaymid na bictransfar- H -anithbtaminika cimatidin TAK oD%
macnich procesech cyklosporinu neni vyiow-  anbdepraia fiumatin, fuvoamin T ALIC Zhmat
frna, mjména diky metabolitim nalez=nym wraparil T AT o S0-T09%
¥ mafi po peroinim podin Efva Adkali e 0T Hokean prym— T
peptidava struktura k metabolizmu rezdstentni, J— T ACO5 &%
S - P Tacan®
navice neE 30 metabolith

jednotng nomenkzbury z ol 1990 zhmujid ostard Fod e
primami | sskundieni metabolity cyklosporinu, grapainutoy s Tascoms
ke vy rialemery v Mo, Bud, kviastolic 6. Sed2eni hisdin

BEinE miielngmi metabolity w krd jsou AWM, fencharbital LAUCo25%
AN, AM T, AMTY, AMAN, ke AM] mé nejvyiEl antisplentia karbamampin LA oE0%
konoenitraci v porosmani s koncentracemi ostat- femvtmin L aCoI7-47T%
nich metabolitil. Metabolity ralereng ve Hudi rfampicn L A 3t 0%
jsou AMIG, AMIc, AMAND, AMIA, AMI 2 AMI:, - Squnave L AL 2o 1%
k= AM1A j= hlawnim metabolitem nalemerym P —— YT y—

we Hul, Woniklé metabality vykangi vitamé riz-
& imunasupresivni dktivite a nefddoud OSinky
nei materska Btia (7, Pouze 0,1 % jevyluoo-
no mod, pipadné stolici v nerménéns formé
{7\ Marvoskowi metabolitil cyldosporinu A je
welmi jednoduché, pismeno A ve zieatos miadi
cyklosporin A a pismenc M metzbait. Sslice
amnaduje pofadi aminokyseliny u kieré dodlo
k hydraxylad. Pokud doflo k N-demetylad, pi-
diwd 5o jeité pismena N, pismena © mamens,
iz dodlo k cyklzac [5).

Lékove interakce: Vizhledem ke shutedrast,
= cyklosparin je substrdbem podrodiny P450
34, j= popisowdno mnoha l&kowych interalkci
spojenypch s padanim cyklosporinu. Cyld ceporin
mé poméme Oke terapeuticks rommes a je-
ho nedostatednd sérovd koncentrace vede
k ne=jeri transplamtabl, naopak wysoke hiadiny
5= prajevuji nefrotoucitou, sehhasdanim ongand
& defiriem.

Cykomporin, jak bvlo uvedena, je substratern
ardrowef inhibitorem aktivity Pgivlopmoteinu
P-giykoprobein j= transmembeanowy transporbés,
kiery piendi mncho endogennich substarc zoy-
toplarmy do extracsiu@enibao proston, Ve st
snifuje P-ghkopotein biodostupnost po ol
nim podani &Sy tim, #= je wylucuje 7 enterocy-
0 do lumen stfeva, P-ghkoprotein je kodavan
MDR-1 fmuttidrug resistance-T), ardmymitaks ko
ABCHI gen. Farmnakogenetika tohoto transparténg
miFe takd piepivat k virame inberindividudini

varizbilitg, nicm éné vyslediy rizmych studii jsou
protichOdng. Je 158 odhadnaut, jky vitv bude
mit soucané podéni cyldosporinu s inhibitony &
induktory P-glykopeoteinu a cytocheomu P50
A4, Biologicka dostupnost milde byt odfiména
i soucasnE podanou potravaw. Sidio meyiuje bio-
dastuprast o 33 %, miso o 39% (7]
Nezddouci ddinky: CNI jsou spajeny s fa-
dou lekowe spedfickypch nefddoudich GSin-
kil. Miroha wizrammych nefadoudch Gdnkn
je z@vislych na divce a ve wztahu k mistdm,
kde je hladina kalonewrinu nejwyEi [nepeyEi
hladiny jgpou popisowviny v mozku a v kedwvi-
niach). Lzwani cyklosparinu je spajena s nef-
rotoxicitow, kterd je jednim z nejdOlefitEgich
nefdoudch Ofinki, rviiStE po transplentac.
Castecné je fo diky vazokonstrikoi afenentni
arterioly s rdslednou reduks rerdiniba prioku
krve a miny glomenulami filtrace; tyto mmémy
jsou projevem alkuini toxicity a fsou reverzibil-
ni pi wysazeni CHl. Dlauhodobé cyklosparin
vywolévd chronicke ireverzibilni zméany, kterd
jsou charskterizovany intersticidini fibromow
a obliterativrimi artenokirmimi zménami diky
fibrdznimu rthuiténi imtimy BEfngm disled-
kem lédby cylosporinem je hyperbenze (2]
Meurgbaxicita (M1 se miZe projevosat nékoli-
ka rpisahy, a je rhorfend v piitomnosti nizks
sérorwe hladiry haidike. Mohouw se abjevavat
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baalesti hiavy a tremor, horsi 1-2 hed po uati,
Ity je plarmaticka koncentrace k& nejeyEi.
BEina je ke nespavost. Méng bEfns je roalike-
ni, nekhd, kiece, psychory, halucinace, encefalo-
patiea poruchy wEdomi (). Metabolicke GSinky
cyklospaninu pak rahmuji diabetogenni efekt,
ktery mize odrdZet riznow dtlivast kdiabeto-
gernimu Ginku kortikosternidl. Hyperakmis,
hyperurikemie a hypedipidemis jsou dalii beg-
ré metabolicke vedef GSinky. Specifickym
wedlejiim Gcinkem cyklosporinu je vperplaoe
da=ni a hypertrichdza @)

1.1.2. Takrolimus

Takrakimus je Z3ckenny makmocylidoy lakton
o mokskulowe hmiotmasti 804, 7 Da. V Iédivgch
phipraveich se wyshptuje ve fome monohydab,
ktery md lipafini charakter, j= praktidey neme-
pustrTy ve wads

Mechanizmaus dank Dbdobry ko u oypk-
lasporinu A, tzkolimus se viak wide FKEFIZ (FK
binding protein 12], caZ je enoym fadic s= mezi
motamdry. Rotamdmod aktivita je nesbytnd peo
spravné strukturdini skiadini nove synietizoa-
rpch Bilkoin,
Famnakaokinstika: Absorpoe takolimu je 2= mi-
wacihe traktu nychld, ale nekompletni. Siologickou
dretupnoet a rychlast wsifehdwdni sifuje polra-
wva, zjména je-li s vysoiym obssbemn bul Byl



wyvinuta | modifiovand |ékova forma, ktesd je
podivdna jednou denrd Maximdini korcentraoe
e formy jsou dasaferty za 2-2.5 hodiny, ostatni
fanmakokineticks parametry pou cbdabné jaka
u kormeniEni formmy pii davkowdni Zkrat denné
Tkmlimus sevide v éerverych krvinkach a jeha
koncenirace w nich mdae byt af 35 wis nes
eekovych vySich koncentracich, protage dodhe-
zi k saturad. W lrewni plaomé se takobmus wize
bibawn na kys=iy o, -givkoprotein a aloumin, voing
zistavd méné nei 1% Lty Takmolimus prochdz
plcentEmi baiéou 2 v plasme pupedniove kre
dosahuje asi tietinu konoentrace v krs matky, ne-
prochis wiak do mazkominiho moku, Takmlimus
podiéhd razmihlé biotransformaci PAS0 384, Je
metzbolinowdn hydracylaci 2 demetylaci na vice
ne 15 metabolitd. Hlawnim metabolibern j 13-de-
mestyttak rolirmue (TAL), kiery md sisjné pho nikie-
v ki metabolity unCity murncsu presive Kcinek,
i kckyE mengi e matefzka Btka. Seovnatelny 00
nek s pivodni latow ma 3i-demetyiovary me-
tabolit. Hizeri cestow eliminace je pak vylowdeni
Hudive formé metaboliti. Méné nef 1% plvodni
Ltk je vylouwiena domadl

Mefodou iy B udivens redidou-
o dnky zahrnuji nefrobouicity, meurotomicty,
prijem a zagivac obtide, wiskyt infelc], yper-
tend a poruchy ghycdového metabalizmw
Wi sravmdni 5 terapil cyklosporinemn A je Castsji
uddvain prijem, poruchy ghycidavého metabo-
lizmua nikbers typy neumtorického poskoneni,
mené Sasta je reapak hypertenze a hypencho-
lestemlemnie. Takrolimus midfe phsobit prritus
a gingvitidu Podéwani krolimu je &sto dopro-
wizeno nizkymi hladinamni haitku (hypomagne-
zierniil, nikdy je také pomiovana hyperkalemie.
Wi sravndni s osobami lederymi cyldosporinem
lipoproteind a niZsi keewni tak.

Lékowe imherakos: Takrolimus je silé me-
tabolizovdn v jatech a stievni mukdee jaber-
nim mikrazomalnim imersymen CYF 450 344
a P-glyloproteinem, prota lé8wa interaguijic
5 tEmibo systermy mohou mit wiie re farnakolk-
neticks vizstnosti takrolimu

1.2 mTOR inhibitory -
sirplimus a everolimus

Sirplirmus a everolimus patii ke sluping
imunosupresivrich léSiv necyvarmich inhibitony
mammalian tanget of raparmycin

1.2.1. Sirelimus
Sirolimus je ydeofobni makmcyididay kion
= molskulowou hmotnost 314 Da

Tobulke 3. Farmakokineticks paamatry takeolimu

i lhod] o (mbminidegl W, Hikg) f %] F%]
Takrolimus a-q1 05-15 05-19 E 4-m
Tobwlks 4. ntombce takolimu
Twytand hiladin
liokonass] T AL o30-50%
aamlava arrmykotia Fubonzre] T ALC 3kre
wortkonarol T AL 10kt
— antromydn T AL 3-dkrit
grapefrubos K T ALC 3k
Snittend hiadin
- rtfampidn 4 pharaticde hbdiny 2 Skra
Heralla totkowand 4 A o 15-EA%
Fobulke 5. Frmakokineticks paramstry skalimu
t.thed]  Climbminkgl W, [vkg] e FIsl
sirolimas 4088 -3 12 98 14-41

Mechanizmuws dfink Sirolimus se wibe
e 12 kD intracelul dmi imunofiin FE S06-wim-
jici protein [FKBF1I), ake namoedil od takrolimu
neinhibuje kzlcineunnowou aktivitu, Misio toho
e lomplex sinalimusFREP 12 vysooe spechidom
infibitorern mammalian target of rpamydn
(mTOR). mTOR = serinowd/treoninovd kindza
zapajend do sgnalimini dedby fosfatidylino-
sibol-3-kinazy [PIZKVAKT (probeinkinary) ().
Konecrym efiskiem je blokéda T bunécne akdi-
ware ribranou postupu bunadného opklu 2 G1
da 5 fae [ Sinlimus GSnkue v pord&Ei fei
allaimunitrni reakos nef kalcneunowe inhibitory
a blokue af IL-7 indukovanou peoliferaci (17).
Mavic wedde imunosupresivmihio Gcinku mTOR
inhibitory inhibuji fisroblastovy ristosy faktar
ruutrry pro obnovu tani [3).

Farmakakinefika: Po perodinim podani je
siralimus rychle absorbowan z gastointestingl-
nifio traktu & maximalni hkzdiny v peviferni krvi
dosahuje u zdeavich lidi do 1 hadiny po po-
dani a do ¥ hodin u pacientll pa trarsplanta-
ci ledwiny. V plagmé se simalimus vibe @ 97%
ra plarmaticke billowiny (57 % na alburmin, zhy-
t=k na a-ghykopeoteing a ipopeoteimyd. Valna
frakce siolimu v plazmE twafi phbliing 7%.
Sirolimus je biatransfarmowdn O-demetylad o
nebo hydrocylac OFP 450 34 na 7 hiavnich me-
tabalitd, ty jsou detebovatedng v plazmé, modi
a shalic. Siralimus je vyl tovan ve forme neak-
trenich pradukhbl biotransformace ZuEi pouns
maki £t jr wyluiovdna modi. ¥ kinickyich shu-
diich byla Zjiftana niZsi dearanoe a biclogicky
poiofas eliminace u mul, a«iak tyto Imény

nevyfadu dpraeu davkovani. Strawa s vyso-
kym obszhem tuld prodiuduje Cas k domdeni
maximalni plazmaticke konosntrace a snifuje
maximalni plazmatickou koncentrad lediva
o tietinu. Proto s= dopomnuuje padisat sinali-
mus pravideling bud s jidlem nebo ralacna.
Nefddouci donky: Vedlzfi dcinky lze roz-
ot jako metabolicks, hermatalogicks, derma-
talagické a Gcinky spojené sinhibic nstowdho
faktoru. Hizvmimi metabolckymi Odnky jsou
narist seroveho cholesterolu (celkonwsho, HOL
i LOL)a tighyoendd, jejchi clearance jesnizera
[2, #1. Dstatni Gcinky zabenug snizeni kys=li-
my modowE a rvyseni we Funkinich jabernich
testech. BEdrd je supeese viach i krevnich
elementl - leukocyti, erytrocytia poctu des-
ticek, & anemi, kiera j= nepfijemna rejmena
v piitomnosti rendlniha potkoreni a reaguje
na suplementaci evytropoetinem (2, 3). Ko#ni

u padientl, ktefi byli na mTOR inhibitory ple-
wadeni, nei u tich, kbefi s nimi méinaji de no-
wo, Viedy dst se Easto manifestuji jako herpes
simglex. Inhibice ristowého faktomnu pak miee
dabfe vysvEtlit dfinek sieolimu na kostni dien.
Inhibice epiteiEniho ristovwsho faktorg miee
pipivat kvyskytu ulceraci Ust, rabimoo inhibice
fibroblastowého riistowéha fakton odpovida
a thorkeni hojeni ran (31 Vedlejiim Odnlkem
rasluhujicin zvySenaw pozornast je vyskyt in-
tersticialni pneumonie, kberd se 2dd byt mvisks
na divee a mid po wysazend siralimu [3).
Letowe interpkoe Sirolimus je extenzime
mistabalizowdn systémen CYP 450 34 ve stfeed
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& v j@trech. Simlirmus se nejcasiéji kombinuje
s Cykl osporinem, kiery patii mex substraty CYF
344, a tim inhibuje metzbolizmus siolime. Bylo
zjEtEno, e pii soutasném podini tichio 13-
tek s rvyduje biologickd dostupnost simlimu
ai o MI%.Vpiipads, 2o je mesi diviami Casovy
adstup 4 hodiny, snifi se biclogicka dostup-
nost siclima na B1%. Ketokonam| reyEil ALC
105%rdt, worilonaznl 1krat, podobng efekt byl
popsén problokitony kalciowydh kandll ferape-
il ovydal AL Z, Jkerdt, dikiaeem ovydl AUC a 40
ag B0'%) Aifarmpicin rwyEil dearance sirolimu
5 5krat a snifil AL o 82%. Podobny efekt byl
popsin pro fencbarbital, femytoin 2 kartbama-
zepin, inhibitary profeaz.

1.2.2. Everolimus

Mechanirmus déinkr Everoimus s vaie
stejné jako sinalimus, na 12 kKDa intracelulami
imunafilin FKEP1Z, ale na madil od takmobmu
neinhibuje kaldnewinoyou skivitu Misto toha
& komiples svernbmusFEEP 1 wysooe spec-
fideym inhibiborem marmmalian target of ra-
pamycin [mTORL mTOR je serinovaftrecninoyd
kindra rapojena do signalizaini drdhy fosfati-
dybnasitol3-kindzy [PIZKWAKT | proteinkindzy)
131 Konedrym efekiem je blokada T bunéing
aktivace rbanou postupy bunéiného cyldu
z0Gl da 5 faze (3,41

Fanmakokinetia: Everolimues je po pero-
raknim podani rpchle absorbown, plkova bon-
centrace je dasaiena asi = 2 hod po podani
Biotransformace probiha sysbémem cytocheo-
mu P45] 384 a P-glykoproteinem. Everolimus
se yyluduje zejména stolici, méné pak mod. Bylo
popsdna, fe simlmus a everolimus vy nef-
robouticity pokud pow poddvany s NI, oayuji
absorpei C3A 0, 41

Mesdoowd démky: Mezi Casté nefidouci
dcinky patii leukopenie, trombocytopenie,
alergicks peakce 3 infekini komplikace, hyper-
lipoprobeinemie, hypertenee, poskoeeni jater
& ledin

L éhoweé interakes: Flazrmaticka hiadina everc-
limu byla mvyEera souSasnym podani's inhibitory
aktivity PA50, souZasné podani's ketokonamolem
ovyEke AUC 15krat, cyklosparinern o S0aF 1T70%,
veramamilern 3.5kt Fifampicn owiEil dearance
everalimu o 172% a il ALC o 65%.

2. Mykofenoldt

Od swéhouvedeni do prawe mykofenolbst wy-
znamné nahradil pfi organosnpch trareplantadich
azatiaprin. kehowyhodou oprati azathioprinu je,
e e byt k profylad dny pouthean alopurinol
bez nutnosti redukowvat davky mylofenolibe

Tabulke 6. Frmakokinetichs paramatremmiimu

tnfhed]  Oimliminfkgl W, kgl %1 F 3]
wvarolimus 20-37 =8 14-17 ] 50-100
Tabulka 7. Farmzkokineticks parametry mykofenolitg
b (hod] ol milrmin/kgl W, (Vkal £ F 5]
miykofumolat 15-2 17-22 8 35 9r2-ga.7r

Miykofenolat je GEinng, modnd diky cherkteru
pilsobenina B-buriky, rejména u sEHojch forem
systemoveo lupus erytemators. [Fri forme
lupusu s nefropatii pou jeho wsledky srovna-
tedng s cyldofosfamiderm). Tiskal takes popularitu
jako sberoid-Setiici Btk v udriovad fazi mno-
e imunitnich poruch, sména pii vaskulitids
(mapé. ANCA - (Anti Neutrophil Cytoplasmic
Antibodiag) pasitivn vaskulitids) (71
Mechantmus daniu: Mylkafenolit mofetil
MAMF) a mylofenolat sodng MPS) jsou v jar-
rech rychle karvertowdng na aktivri [, kys.
mykofenolovou. Cilern kys. mykofenolows je
inosin monofosfit dehydmogendea IMPDH],
limitujici =naym v de navo synbépe guanosing-
wych ruldeoticil, esencdlnich pro syntezu DNA.
WEtgina typl bunék mdie tvoit guanasinowe
ruldectidy 2 cestami, cestou IMPOH a nabrad-
ni cestow. Lymfocyty necadaji tuto nabradni
ceshy, takihe blokada IMPDH cesty wylst v nela-
trvn sedektivri blokddu profiferace lymfocytd
[4). Existuji 2 encymy IMFDH encymu, typ | byl
relezen pievadné na lymfacytedh v klidawam
stadiu 2 typ llje indulovdn a exprimavén re ak-
trensamych THymiocyech Q) Eys. mylofenclow
srituje profferac Thunék nekompetitivni inhi-
bici typu || izomeeru IMPTH ()
Farmakokinetika: MMF a MP3 fsou dobie
absarbosdany (hiodastupniost je asi 54 %) a pod-
|ehaj berpeostiednimu frst-pass metaboliz-
mu e aktni form, kys. mykofenclovow Ta
mi polotas 18 hod a2 je metabalizosdne gtry
na F-O-glukosl (M-T) 2 na acylghukuranid kys.
rrykafencliows (M2}, kiery je primame vdudovdn
modi M-2 je vylufoean Hud do steva, kde wyla-
ruje viznamey enterchepatalni cykdus, s nasled-
o crubim pikem kys. mydkofenolowe v plazme
12 §-12 hod po podini Tabo enterchepataini or-
kulzce mide piispivat ke gastrointestindlni inba-
leranc (3 Wsledky manitomowéni MM ukan,
T padstuje inker- 2 intraindividudin variabiit (3.
Tabo variabifita j= spojena se soucasmym S
g typem kakcinewrinoweha inhibitoru. CsA
v k niion hladindm MMF, zatimoo takolims
nebo siolimus ovyiuji hladiny MMF (100, V pii-
tomnosti r@vaimého rendinibo poikoneni (GFR
« 25 milfrmin] je AU lyes. mykofenolove mejiena.
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Je take zwyiosdina soudasnou kompetic MPSG
o rendini sekreci s anthimovymi latkamni, jako je
gancidavir a adclavir (31

Nedodooo ddinky: Lékome specificks ne-
HEdouci Ginky jsou stené wMMF i MPS.
Nejbeingsi, na diavee mhvishy, nefidoud GSnek
e prijem, ale béfné jsou také naurea, rvroeni
a bolest biicha. Take se vyskytuje dtum kostri
diené (I Navic jsou zde ndzreky z nékbenych
Hinickjch pokuslio zvyieném wiskytu viraovych
infekd, jako je otomegalovines, candida a her-
== simpde (EL

[Lékové interadkoe Antacida snifuf AL myko-
fenoltu i jEho ghuluronidu o 15, resp. 34 % [prav-
dépodabné jako disledek chalatace) Soutasné
padani s chokstyraminem snidlo AU myko-
fenolitu o 405 Soucasné podani s cyldaspori-
nem wedlo ke snifeni AUC mylofenolbih, reopak,
tzkmobmus AUC mykofenolaty ovyguje inhibid
UGT - UGT - po dpravé. Saucasné podani s -
fampicinem vedio ke rayieni desranos, vysoeni
rifamgicinu pak vedio ke svyEeni AU o 2215

3. Cyklofosfamid
Gyidafosfamid je cytatowicky lék - bfunkini
alkylaini [tk patiic do skeuping oxaralosforind.
Poufiva se mmjména v hemmatologii u malignit
{ahoutri ymioiblasticke leukémie, yrmfopeolferaini
onemaocnénich i solidnichnadoni] Jeto ik valby
u ' Wegenemwy granulomabazy (phem je lékem
w tarw. ANCA ~ positiviich sweeskulibid) a je pouZfean
také v leche systémowsho lupus entermatodes
[rejména wioremn s plicnim nebo rendlnim po-
stizenim). MEstni intravendeni puley pou shejné
GErnE u systemovEho lupusy enybemadodes jako
derniondini ubvan, de umaziui snizeni oxllave
dieky, ooZ plati take u vasiditid, kde jovisk dejmé
zeni trvalé remise U rdlapsujiche nefrotickéha
synidromiL Po Sesti tydnedh bty je b&mmy itum
kostni diené s neLtropenil & rdsledujicich vice
e & mésicd pakratuje ko Sumu poflanich
ongani 2 nepiodnosti u obou pohlzsd (7L
4. Metotrexat

MTE je antagonista kyseliny listave.
Farmakplogicks mechanizmy OSinku zahmuy



inhibid syniézy purind, podporu uvolfiovani
adencsing, inhibici produkos prozinétivich
cytokinil, supresi proffeace Tymiooytil, che-
mataxe neutrofild a snifeni séového muna-

globulinu (121

Metotnedit indukuie invitro apopttou perifer-
nich pmiiocyti aktivavarch mitogenem neba
sperartigenam a mide indukovat klonalni delad
aloreaktivnich T-yrmiooytl (13, Klordini delecs
pak vede k apoptické smiti autonesktivaich klo-
nil. Tertoantimetabolit je poudvan u nderich
autcimunitnich onemoorénijaio je upénka, pso-
riaticks artritich, resmaioidni arintida a Crohinowa
choroba. Bylo prokazano, fe jeho poudit ko
antireymatického 1k modifkujicibo chombu
{anchor drugl v komibinad s biologideou ledbou
= napi. inhibitory TNF (ko je infliadmab nebo
etanermept) a5 ostatnim antiresmaticy Hepsuje
sympbomy resmnatoidni ariviticy (7L Dakiindlkac
i jsournalignl onemoomeni, repe akutni -
ticka k=ukémie, nehodighinsky miom, kacinom
s a chonokaroinom

Metotredt je maoino podivat perordlng
nebo parenterding (pho subloutinni nebo in-
tramuskuldeni injelci]. Dbvykla divia pii uSivani
w rewmatolagil je 7515 mg jednou tydng, taba
dinia wiakmife byt uivira roeddens ve 3 div-
kdch oo 36 hod. W piipadE malignit s= dévkavaci
schéma I8 v zéwislosti na indilac

W priib&hu ufiwani metotreciu sow pak pa-
cienti suplementovani kyselinou listovou neba
kakiurm-folirdtem (obvwylde B pousiti wankolo-
gk zéchrané normélnich bunék pied baxidoymi
inky a snideni ndktenych nedidoudch Glinkd
\gastrointestindini nesndenlivast, stomatitida,
hepatotoxidta, hyperhomocysisinemis, alo-
pecie) (151

Lékowe interakes Hiadiy metatrexaby snifui
THECHTIYC, FTystatin, wan kommyoin (sniseni absorpoe
o 30-500, lortkostemidy [rpomalu) absop-
i neho ovySuji metabolizmus) a cholestyramin
{zvygeni aliminace). Hladiny metotresaty ovpduji
karamrysin (rd st gastrointestindini absorpos), s
licybity [sniZeni sfminaos mod), nestercidnianti-
névedou nesteroidni antflogistika k indukowans
rendlini kapiimi korstrikd), probenedd (inhibics
rendling bubuldmi sekeece a bilidni exkece) ami-
noghiasdy, amfoberidn Ba cyklosponin A (snideni
efiminace] cefaosporin finhibice rendini selrecs),
Inydemonpchiiorochin fsnifeni dearanoe nebo sni-
Zeni aktivid bubuldmi reebsarpos). Trimetopeim-
sulfametmarol inhibuj stejry enzym jzko me-
fotree, ood i veist k zdvadng supresi kostni
diené a pancytopenii a zéroves sniduji deznoe
metctresaty dily inhibic bubulami sekrece
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Tabulke 8. Famakokinetickd parametry cyklofosfamidu

1y [hod] ol imliminikg] W, [Ukg] i, F %]
cyklefosfamid 475 1 Q2 L 50-90
A-hydroxyfosfamid B2 ut-3 &0
Tabmiks 9. Farmakokinaticks paramatry metotrexity
tothodl O imlimimicg) v, kgl s FI%l
meatotraxdt ofize =075
Prfaza =2 15-21 q4-08 50 95
e = 5-10

Metotrexat naopak mife mift clearanos
beoflinu 2 tim ot jeho hladimg

Taver

Pro idinicke wuEiti pi orgdnowych transplan-
tacich bylo wywinuto mnodst imunosupresy-
rich |itek. Jak s= postupné objevuji nowe Ltky,
jeuasiowano jeich postaveni e famakobeagii
a soucasne imun osupresivm probokoly jsou vel-
mi USimne ¥ prevenci riraty Stépu v disledky
akutni rejesce. Problémem mige byt pichna-
rd imunasupres=s pacienta vedoud k vyt
infekd a piipadngch malignit. Diky velkému
pociu moengych kombinac dostuprgch lbek
se imunosupesi pratoikoly mei jednotifemi
transplantadnimi centry mohou wirame Bt
Ffi souasném trendu vytvoleni individuding
beapie oo potfeby jednotivich padenti stou-
pa vicnam famalogenstily a tempeutického
monitorowdni umaifujci prive indvidualizaci
tesapie. Priaritou je najit takove imunosupesivai
schéma, kberé minimalizuje vyskyt nefadoucich
LUiCinkii, zejména kardiovaskulimich a rerdlnich.
Hiavnim peokbiémem pa transplartacich ongd-
i je rivdta §&pu r ditvodu chonided: rejelce.
Adkoli vypadaji nEktens Bthy sibng {nask. mTOR
inhibitory), piipadng wyhody nebo nevyhody
jejch douhodobéha uivini se ukad aZ Easem.
Diouhodobym dilem v transplantologil aistiva
wywinuti bakows strabagie, kterd by revodila spe-
cifickou imunologickou tolerand ke Shépu tak,
aby mebyla nutnd Fadnd nebo en minimalni
imunasupresivni lécha

groritzm iGA IABEES-5
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10.3 Perinova I, Brozmanova H, Halvova P, Grundmann M. MoZnosti
stanoveni cyklosporinu A v terapeutickém monitorovani léki. Klin

Farmakol Farm 20105 24(2): 93-97

V této préci jsme popsali metody stanoveni cyklosporinu A a moznosti stanoveni jeho
metabolitl. Pro terapeutické monitorovani (TDM) cyklosporinu A se pouzivaji metody
imunoanalytické, vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (LC-MS/MS). Imunoanalytické metody jsou
relativné jednoduché s velkou prichodnosti vzorkt, ale mohou zkiizen€ reagovat s metabolity
CsA, coz vede kriizné mife nadhodnoceni naméfenych koncentraci. Metody HPLC jsou
presné a citlivé a umoziiuji 1 stanoveni metabolitli, ale jsou velmi pracné a narocné na ptipravu
vzorkd. V soucasné dobé se ke stanoveni imunosupresiv pouzivda metoda kapalinovéa
chromatografie s hmotnostni spektrometrii, ktera je rychld, pfesna a umoZiluje stanoveni nejen

cyklosporinu A, ale i metabolitt.
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Moznosti stanoveni cyklosporinu A
v terapeutickém monitorovdni léku

llona Pefinovd, Hana Brozmanovd, Petra Halvovd, Milan Grundmann
Ustav klinicks farmakologie FN Ostrava a Fakulty zdravotnickyich studil Ostravské univerzity, Ostrava

Cyldosporin A (CyA) Je [€k s dzkym terapeutickym rozmezim u néhot se projevule vijznamna interindividuzing varabilita, kterd ma
za nisledek rozdilnou edpovéd na terapil. V klinldeé praxd neexistu)i imunclogické testy, kterymi by bylo modno Génnost imunosuprese
cyklosporinem sledovat, a proto se montorovan! CyA omezuje na stanoven| jeho koncentrac v krel. Pro terapeutické monktorowanl (TDM)
cykdosporinu A se poutivai pfedeviim metody Imunoanal ytickeé, metody vysokoodnné kapalinowé chromatografie (HPLC) a kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotmosini detekol (LC-MS, popt. LC-MS/MS). Vyhodou imuncanalytidoych meted je analyza velléhoe mnozstvi
vzorkl béhem kratkého Exsu a snadna oviadatelnost plistrojd. Jejich newyhodou jsou zkfiend reakce s metabolity CyA. HPLC metody
se povatu)l za referentnl metody stanovend CyA. Vy2aduji viak tasové ndrodné extrakinl postupy pHipravy vzorkd, kterd jsou daledité
pro dobrou separac. HPLC metody |sou také poutiviny k méfeni Cpf spoledné s jeho metabolity. ¥ tom plipadé je celkovy tas analjzy
ainékolik desitek minut. Metody LC-MS a LC-MS/MS |sou selektimi, velmi dilivé a specificksé. Wyhodou téchio metod oproti klaside
HPLC je zejména v plipadé LC-M5/MS rychli prichodnost vzorkid a moznost stanoveni Cy#A s metabolity nebo s dalsimi imunosupresivy
vjedné analyze. Nevyhodou je vysoks pofizovaci cena phistroje a nutnost odbomeé obshuhy.

Klitowa showa: cyklosporin A, TDM, imunoanalytické metody, HPLC-UV, LC-MS, LC-MS/MS.

Possibilities of cyclosporine A determination in therapeutic drug monitoring
Cydosporine A (CyA) ks a drug with namrow therapewtic range and high interindividual vartability. No immunologic tests are known to
vertfy iImmunosuppressive effect of cyclosporine in dinical practice and that's why CyA monitoning is imited mainly to determine its
concentration in blood. immunoanalytic methods, high performance liquid chromatography (HPLC) and liquid dwomatoegraphy-mass
spectrometry (LC-MS or LC-MS/MS) are regularly used to determine CyA concentration In therapeutic drug monftoring (TDM). Immuno-
analytic methods can analyze a lot of samples in short time and they are easy practicability, but the disadvantage Is crossed reactions
with CyA metabolites. HPLC methods are considered to be referential for CyA determination, but they require time-consuming extraction
procedures important for successful separation. The analysis may take even tens of minutes. HPLC methods are also used to determine CyA
‘to-gether with fts metabolites. LC-MS and LC-MA/MS methods are selective, very sensitive and spedific. The advantage of these methods
especiallyin the case of LC-MS/MS is high sample throughput and the possibility to determine CyA simultaneoushy with its metabolites
or other Immunosuppressives in one analysts. On the other hand the initial Instrumentation cost and a requirements of skitful staff are
limitations of these methods.
Key words: cydosporine A, TDM, iImunoanalytic methods, HPLC-UV, LC-M5, LC-MS/M5.
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Uved

Cykosponn A (CH, N, 0,) e cykdicky un-
dekapeptid se struldurou cydo- [MeBmt-a-Abu-
Sar-Meleu-Val-Mel eu-Ala-D-Als-Mel eu-Meleu-
MeNal] Cykdosporin A Gyl e imunosupreshd
litka, kterd selekthne zasshuje do imunimdo
systému Inhibid akthvace T-hmfocytd cyklo-
sporin zabratu e produka nekterych ymifoking
neztytrmich pro imunitni odpoved na ceoody
nebo organtzmu viastni antigen (), 21 G se po-
ubd mejen v transplantologll a phledeni vybra-
mjch autsimunitnich ponuch, ale jeho uplatnéni
sa rozdtule | na fadu onemocnénd vyvolamych
nebo peovirengch poruchami Imunity. Indikace
A rasabufl do oborl revmatologle, gastroen-
temlogie, hematologie, nefologie, diabetoiogia,
oftalmologie a dermatologle (2, 31 Mejtasts)
uwadéns neXidouc! Ganky CyA |sou nefio-
tomicita, pomuchy funkoe gastrointestindlnibo

traktu, hepatobomcita, ko2l a slznient projevy
{hirsutizrmus, hypertrichdza, hypesplazie gin-
g, nevrotoxicita, hypestenze a wtty Wiv dia-
betogenni (4 Cyklosporin A je metabolizmcn
enrymaticiym systémem cytodwomu PasD 34
Dines je zrdmo asi 30 metabaolitl Cph (51 Sreimu
dinickému sledovani hladin cyidospodnowich
metabolitd beind omezend dostupnost jajich
standardl, kterd se obwykle ziskavall 7 mode pa-
dantd i, 71 Mektand metabolity byly phipraveny
ek synteticky nebo samisynteticky. U do-
witka se v nejvyitich koncentracich nachaee)l
pEimeni metabolity AN, AMS, AM4N a selun-
darnl metabolit AMIC. fejmena konoentrace
AN v nékterych piipadech plesahule | néholl-
andsobnd koncentrad Cef. Nejvymarmnagimi
a nefvice prostudovarymi metabolity z hlediska
toxicity a Kinickeho Geinku jsou prmdrnl meta-
beolity AT 2 AMS a AMAN (B, 5 Imunosupreshen]

wlastmost metabolit [sou nESne? u molekuly
CyA. Primdmi metabaolity, které majl nejmens
miéniénou moleiuby, jsou Imunosuprasing
nefaktvnép, rvidste AM1. O vivu metabolit
na celkowy Géinek a towdtu O se stale dis-
ke {10}

Cyé Je ek s dzkym terapeutickym roemezim
u s} se projevule vimamna interdndividualind
variabilita, kterd ma za nasledek roediinou odpo-
wid na terapll V klinlcke prasd nesscstupl Imuno-
logicks testy, kterymi by bylo moino véinnost
Imunosuprese cyldosporinem siedovat, a proto
sa monitorovand Crf omenuje na stanovend jeho
konoentracl v kvl Zstilo sa, o monkonoyan
CyA pamiod ddolnich hizadin fthrough level je
neplasné (11, 17}, a proto se v poskedni dobe
wizkum sousttedule na sledovanl cellove ax-
pozice Crd, wyjediens pio AUC, protole kape
koveluje s Hinldoim stavern a rizdkam sejekoe. Pro

warwLklinidafarmakologiecz | 2010; 24(7) | Klinicks farmakolegis a farmacia
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wypocet ALUC se poudiva metoda omezengha
poftu odbén, sparse smpling 13, 14, 15, 16,
17, 18] Spolehiive | prakticks je také stanaweni
hodnoty O, maximdini dosaZens koncentrace
G, neba C, tedy konoentrace ve drubé hoding
po podani Ceh (15, 20, 31, 22, 25), Terepewtices
mmianitaravani {TOM] DA skeduje kinidey stav
pacienta pil Fmunosupresi @ miie zahmowat
farmakokireticks, ale | farmakodyramicke Graje
ralafené na losantitativni arahye Gy, Dnesnim
trendem v transplantalogii je minimalzovat
poudivani steraidd a redukowat exporid kalo-
neurinovych inhibisord {GeA a takrolima) Simé
se snifuf jejich nefddoud OSnky a Zlepiuje
52 imunasupresimi BEinek Cyklosponin &, popd
takralimius, 5= poufiva vkomibinac se silmem,
evmolimemn nebo kyselinow mykofenolowol
Eoncentracni remesd jednotlivich imunoswe-
presiv jsou velmi mzdilng.

Peo TDM cyklasporinu A se poufivaji pie-
devEim metady imunoanalyticks, metody vy~
sakaicinné kepaiinawe dhiomatogeafie [HFLD)
2 lapalinowd chromatografie we spajeni s hmot-
nostni detehd (LEMS).

Imunoanalytické metody
stanovenl cyklosporinu A

Pro Gedy TOWM GoA jsou w laboatomi praoi
WLy nizné wananty kompetitrmich imunoc-
araiytickych metod. lsjich prindpem je souté?
{#edy kompetios] o omezené mnodsh vansh-
mch mist spedficke protilatky. BEhemn peakoe
mez sebou soUEH na jedng strané cyldosporin
A piftormimy v anafyaovan@m vaorky a na strané
drué vhodnym mpisobemn conaceny cyldospo-
rin A [rrdisizstopem, ennymem, fluaesosinem
apod ], ey je do reakoe piiddvin plo indkator
pra kvantifkad jejho pribéhu.

5 ohiedem ra pastupny wyvaj tEchio metod
by ke zradeni poufivdny nejdive radiotzoto-
py farisiurm *H rebo ™), poodé pak piededim
ey, & wyuZitim jejich ndsledné reakoe s od-
povidajidm sulbstritern a fobormetricke nelbo
fluorometrické detekoz. Vo) téchio metod
se pdehrdval také we vrtahu k poufivanym
spedfickim protilitkam, cof mélo samosiej-
mié viiv na viastni specifitu stanaveni. Ta je pr2-
wE v plipadé monitorowdni hiadin Kk v kred,
wzhledemn k piitomnosti fady jejich metabalitd,
wyznammym problémem. V poslednich letedh
loyly zawedeny do nutinni praxe specificke ma-
noklondini protidtky s malow zidiEenou reakc
s metabaolity Gwh_ Tyrto peotiatky s= piipeasujiin

Imunoanalyticks mistody jsou r hiedsks in-
strumentiinio provedeni pomémeé jadnoduché

a nexisisle na proménnych parametrech plistna-
joue techinilee. 5 postupem ey bydy 2sjmena ne-
iztopose varianty tEdhio metod auiomatiosany
s modnosti jejich rprRooyvani nejen naimunoa-
relyzatonech (metoda FPIAL ale take ro bEdmich
biochemickych analyzdtonsch [metody EMIT,
CHNA) Autornatizované imunoa ralyzy umadiuji
wiskdni vyskediol rychisi nef u manudinich ad-
cizntoposych metod. V péipadé metod FRAC,
15, 76, 17, 78) j= loncentrace analytu ve vaniku
nepfimo dméma intenaité polarimvané fluo-
rescoence a bohato princpu se wyudva k méheni
kancentrace Cph. Pied analkfmow j= nutng wmamesk
upavit pamod dodarych Einidel, peasa veorku
spodiva v e keevnich slementD [piedeviion
erytmeytil precipitaci protein a pieveden Cod
do oegenického mztokw, S se minimalinge
iy endogennich prateind a dalsich slougenin
ra mefeni fluorescence. Principem metody BMIT
= kompetitivai homagenni imunczralym, ¥ kie-
né (. ve veorku 2 CpA konjugowary s bekterdlni
glukom-G-fosfn defydhogenizou soubssi a wva-
pebnd mista na spedhickd monoklonalni mysi
protilitos v roztolu (25 30, 31, 37] Koncemrace
Oy wewzorky je pimo Umeéma enzymiows akti-
wité konjugaty, kierou kee detekovat spekrofobo-
metrichy. Zkitzené reakoe metody EMIT [33) jsou
nejniZsi mes automatizovanymi munaarabyzami
a dosabuil trovné izotopavych tedhnik. Ungitou
revyhiodou je mald plesnost v oblasti nidgch
konoentrad @ maly mesah kalibrace. Tato sku-
teinost je nevyhodna rejréna pfi dedovani
farmakokinetiky Cpt. Mistoda CEDIA j= mownéd
hamogenni kempetitivmi enrymoimunocanaliza.
Nnodstei Ok ve veoriu je pima Omérné eeai-
duiini ercymaws aktivibs. Metoda nevyfaduje
extrabri veorky, ale poure bz keesmich elementl
Piima zpracoyan na anakyraton.

Nékheré parametry specifickych imuraana-
tytickjch mebod jsow shenuty w puibliad autoed
Safarti, 2 kal. (331

HPLC metoda
stanowveni cyklosporinu A
Stanoweni TpA v biclogickych wekutindch
pomoci metady vysokodfinng kapalinows
chromatografie (HPLC) umodiiuje piesné me-
feni parentni latky, proto je povadowvana za refe-
renéni metodu. Metoda HPLC davaluje ra rozdil
od imuraanalyticych metad stanavit spaletné
= Gy jeho metabolity. HPLL metody wyuZhaji
prindpu separace [3tek ra mEikladé distribuos
mezi pewnow [staciondrni) fin rakotvenow
ra kaloné a pofybiivou (mokilni) £z kalonau
protékaji. Zmény we dafeni sludty wychbee-

Klinicka farmakologie a farmacis | 2000; 243 | wew dinicafarmakologie. o
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Jiciha z analytické kolony registrujl detsktony.
Nejtastél poudiamn je LS detekbor. DalSim
modmym zaiipenin peo detekri je hmatnostni
spek fTDemietr, o NEME se Zminiujeme nize.

Byio popsing walké mnodsta chromatogra-
fidepch metod stanoweni cyklosporinu A (17, 34,
35,36, 37 38,35, 40, 41,47, 43, M4} pravischeyje
spoiaing, fr vyEaduji rénrofnou piipra vk,
ke je podminkou pro spokshivg monitonavani.
Phiprava veorkil spocha v piedifténd biologickych
tekutin od balstnich Etek, kterd brini identifi-
kaci aralyzovang by, Extrakini postupy Bou
‘mlodery na principech extrakoe v kepalng Az
[iquid-iguid extraction), sxtralee ra kolonkbch
[liquid-solid extraction] a extrakos prowvadEnd
ra zafizenich spojerych piimo s HPLC piistro-
JEm ipolumn-switching techniques. a automatic
sample clearn-up) Tyto siofite: praoowni postupy
ou dlledité vehiedem k pouZians kratks vinowe:
déioe LV zafeni (200-220 nml, pfi kter midie
mnoho ek pii analyze imerfenoat. Protoze pie-
deviim mnohondsobnymi extrakinimi postupy
dochdzi e rtrdtdm 03Gnné latky, analyza GpA
se prowadi viiuing pomaoci vnitiniho standandu
{5 Vitfni stzndard mus byt Btka podobrjch
viastnosti, kterd == piidivd ke kafdému kalib-
rRinimu i anayrowanému vzoriu Vihodnooue
se widy pomér sledovanéha analytu 2 wnitiniho
standardhu. Jako wnitini standarnd se nejcasts) po-
uFivaji cykdiosponiny Da TGy, Gl pi stanaveni
pererinil Bty 2 Dl pil soucasné anafyre meta-
bafitil Po predisténi biologickjch telutin, kderé
pimdchizi viastni cheomatograficke analyze, e
dalfim kroken k dobré sepacac |atky a rEkdni
spakeivch isiedil pedivy vitr anayticks
ImioeTy & i bepdaty, mobini fZee a gradisntoee
nebio bolraticks suce.

Jednotiivg metody stanaveni samamého
cyklosporinu A nebo GgA s jeho metabaolity
se [ pouditymi estrakinimi Sinidly idietnyle-
ter, metharal, hesan atd), siodenim mobilni Az
[acetonitrifvoda, voda‘methancolfacetonitril,
methanclfvoda, acetanitrifosfEbavy puft sid],
stacondrni faz [C18 nebo CN-kolony, teplo-
tow (F0-80"0) a rychiosti pritoky moilni fime
[0.25-1 mifmin). Fiehledné pomovnani nejobvyk-
IsjEich HPLC arelyz stanoveni G je uvedenc
v publikac aubord Eomzikawd, a kol. (45).

Stanoveni cyklosporinu A metodou

kapalinové chromatografie

s himotniostnl detekecl (LC-MS5)
Spcieni kepainowd dhomatograie s hmot-

nstni ceteke (L0 MS) v TOM jew Craské republice

novou bechnikow Peotode hmotnostri spekiome-

trie-je zalodera ra produkd, melEania deteke on-



tilv piyniné fix, byls difee hmotmastni detekon vy-
ufsdne pourew kombined s phrovou dheomato-
grafil AZ racitiesn B0 ket ] stalet wivoy ionizace
za atmosfénckeho Haku (Ekekimspre) a dhemida
ionizace) unaznil spojeni kapalinove dhomato-
grafie s imotnostnim detektonem. V soucasné
dobé se neprice poufiva 3 typd hmotnasinich
aralyziton Kadrupdh, iontoes pasti a arakrs-
tonu doby prliletu. Pro kvartitativoi arabjou 165y
sevoli kzpalinovd chromatografie s sdnodudym
LM metody jsou vedmi rpchié, ale podabng jaka
HPLEY wyZaduf rdrofnow pleddprasu waorkd
wrbledern kruShegm wiviim matrios. Pracuge s w-
fhradnE s witinim standardem Pousvaji 5= bud
stabilni znadene Entopy, kiend jsou vk mains
drahé aheba tky stnukiumé podobreé ovkdasno-
rirvu A, pieviire Gyl nebo askomydn proarakyzy
daliich imunosupresiy. Je moiné anafyesovat By
52 shejmyen retencrim Eaem, a o re mkdadE po-
mén hmotnostifnaboji (miz), o wrame doe-
cuje Cas arabyzy ve srawsni s Hasickou HPLCIUW
rmetodou Wyhodou LEME metod je selektimi
detelos, kierd dovaluje pii whodném oo
ni vaorkll pracovat se siodtymi s i velmi
podobrych bk jalgmi jsou repf. metabofty
cyklosporinu A (45, LEME metady jsou mbusni,
wekmi piesné a vysoce dtfive. Mahou simuftanng
mét nékolik lab=k v Sirokém nazmes konceniraci,
hod se s vedkow wyhody, inanéni | Smavou, vy-
uifed i stanoweni CpA s dalSimiimunosupeesivy
(47, 4E, 49, 50, 511U metod LEMEMNE se citlvost
a speciicita anafjry jeSté pviue Kromé analjzy
parentry latky se rde aralyzuil ks jui pedficks
frasgmenity, ke venika)i v druhe Gesti M5 mitzeni,
jend funguije jako kolizni ceb, Vibledem kvysoks
spechcte LEMEMMS ke piprs weorku adheo-
matografickou separad redukosst me minimum
(52, 53, 54, 55, 56, 57).
Fuisikonans mesbody stanoeeni Gwh metodou
kapalinove chromatografie s hmatrastni deteke’
jsou podobné, i se napt. w abjemu a pfiprawe
waoeky, pouitem vnitfnim standasdy, slofeni
& prinoku mobilni fare, typu kolony nebo na-
staveni M5 deteltoru. VESna prezentovangch
meted vychaz z analyzy piedem uprawendha
arahytu Existujivizk také metody, kbees vyudei
an-line extrakee v podobd dvojdimendondini
chromatografie nebo techniky piepinéni kolon
(48, 45, 50, 56, 571 Velmi jednodiuchow a nychiou
LEMESME metndou pro simulEnni stanoveni’
cybosparinu A a takolimu pubiiosal Salm, a kal
(5B Stanoweni se provadi 2= 100 pliné kree, kier
s upravi predpitad proteind skanem dnedmatym
& nisledng acetonitrikem. Jako witini standard
se pouFvd askomyon a cykosporin [t Arehyra

jedrioho vaoras tred 15 minuty, Detekee probind
wniegaitierim modu 2 vyt chemicks ionizace
za atmasidrického tiaku (APCL ledna znejraes -
Sich praci (99) popisuje LEMSMS metodu stano-
weni d zakladnich imunosuapresiv, Gl takrobmu,
sirolimu a everolime. Piprava vaarlu 200 pingé
krve vyFaduje poure precipitad probsind a doba
arakjry jednoho waorku je 26 minut. K ionizc
dachdz pomaci slsktrospreje [ES) aionty jsou
detekordny v paztiviim modu. LEMS mestody
mohou byt dabie wyuSityi tam, kde je imitoviing
mnodshvi veory, repi u biapsi nebo wveokn
knee od pediatrickych pacientin (52, 60} Whadns
e vyt teto metody v piipadé méfeni velmi
nizkych koncentrad, ko napf. stanoveni Oyl
rictoo Ty 5 jeho hlavnimi metabakty AMI, AMEN
a AN v iymfooytech 51, &2, &3, 64, 65].

Diskuze

VTOM cyklosporinu A evistuje sraha o mé-
feni individudniho stavu imunosupeese u jed-
notivého pacienta, prabofe dosud nesxistuje
jednoduchd metoda, schoprd meéit farmaloo-
dynamicky (Cinek imunasupeese. Montomowani
Oy je= zalafena re stanoweni jeho kancentraci
whkrei. Pro TDM Gy se poufivaji metody imuna-
analytické a metody chromatografices, HRLGUY
nebo LGMS, popi. LE-MSME. Pro posouwzeni
taha, kterou metodu paudi, je theba veit v Oea-
b zdkladni podadaviy, které by méks metoda
splfiovat a take to jesti metoda bude dougit
ke stanaveni samotneho OeA, Gl s jeho meta-
beolity nebo D s daSimi imunosupresivg Dobea
kiinickd metods by méla bt phesnd, citlivé, s=-
lektivri, neprodukowateing, automatizovateling
a mit co ey prichadnost veorkd.

Pomod imunoanaiytickych stanoweni je
moiné zejmeéna rpchlé zpeacowdni welkoich sérii
vrorkil. Vrhledem k rychilasti a jsdnoduchasti
prowedeni sou soudasns imuncarahyticke me-
tody stanoveni O wyuFvany pk po rutinni
monitoeovdni ddalnich hizdin, =k pmo méfeni
Farmakokinetckych profild (566, 67, 68, 69, i
monitoeosani C__, AUC a sparse sampling, ks
jsou dasahoudny Sasto wysoke konosnirace Cpl,
je rutno nEktend vzorky s maximalnimi kanoent-
racemi fadit, pratode kalibadni zéviskst wtsiny
imunoanalytickych metod nejsouw nastavery
ra tak vysoke hodnoty. Kriticke srovndni jednat-
Irepch imunoaralytickich meted byla pospdno
wiadé publicaci (30, 70, 71, 72, 73, 74, 75). Obecné
L= fiici, & viechny imunoanalyticks: metody nad-
hadnocuji vysle diy korceniraci CeA plededim

rativé metabolity abwwkle re deownil procent,
wijimecn 10% (3] a2 73 % (76, Radicizotapave
miztndy jevyhodné pausit oviaEte pfi séhawem
zpracovani welkého pochy veorkd, kdy rejména
wyniknou skonomické wihody tohoto pastupu.
Automatizovansd neiotopove imunoenalyzy,
které jsou oo setpce nakladd nékde meri FiA
a HALC metodami, se mjménaod zaditiu 50 ket
poudiaji nejiasbii.

Zaldadni referentni metodow pra stanoweni
CyAje dobfe validavard robustni metoda HPLC,
kterd je schopna Mt presné aspedhicky Ged.
HPLC dakdde spolu 5 parentni l3tkou stanavit
tzké vEtEinu metabolitd, predessim metabolity
primami. HPLCUV metody e stanoweni Gl
wyTaduji takowou piprad ok pied astnim
stanovenim, kierd zahmuje pracipitac proteind
a af nékolika stupfavs extrakini Givsnl Gl je
sluavin zkolony B vysckjch teplatich, cof
klde také rvyiengé ndroky na kvalitu poudi-
vangch analytickych kolon. Slodeni @ rpchlost
mobilni faze w= méni pode wwho, mda chosme
mEfit kancentraci samastatného Cpt, afmebo
Ty a jehohbvnich metabolith. Zatimeo analiza
pareritri ity j= pom&me rychla, pi soufasném
miéfeni metabolith se poufivaji mobini fime
s mengim obsshem oganicke slazky, o vede
k prodiouieni doby shuce a tim i daby analjry
aZ na desitky minut.

Zatyn standardern w TOM Sy se v sou-
Casnosti stdvd kapalnovd chromatografie
s hmotnastni detekc, Metody L5 MS, popt. LG
MEMS sou piesné, vysooe citlive a specificks.
Dovolujl stanowit vellé mnoiti padabngch
Etek v Srakém konoenirainim razmes v jedné
anakjze Velmi efisktivni jak Sasove, tak financné
e simultanni stanaveni imunasupresiv pomod
LC-MS resho LEMEME. Ie douienast nékterych
autord (54, 7T wyphivé, = ndheada imunoana-
brzy za LE-ME/ME metadu v TDM imunasupesis
wedhe aF b 50% snideni nakdadl 2 Ssu na anakynu.
Simultirni analjra 4 imunosupresy, cyldospori-
nu &, takmofimu, seolumua esesclimu, tred 4 mi-
nuty. Fodabné podle Poquette, a kol [78) je cera
@ | simuftanni LEMS anakynu (Dt s takrobmen
a sirafimer) vyonamng nisi ned v prigadé ana-
zy cyklasparinu A neba takeolimu providEné
imunoanalytickaw metodauw.

| pies peozatimni nevyhody, oo je wysolkd
pofizowac cena pfistojd 2 nutnost odiomé
obsluiry 5= LEMS, evertuding LEMSNE, mSnaji
skivat metodou valby wispeutickém monito-

TOWEN IRUNOSUpPEsiv.

wdisledku rhitferych reakd s jednotiivymi me- Podéhoednt
tainolity Cwh, ktené jsou pitomny v krei. Zkizens Tato putiikoce byla podporowdng
reszhee spedfickych imuno mebod jsou pra jed- grovdern 1GA ME 1AB6ES-5.
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10.4 Brozmanova H, Perinova I, Halvova P, Grundmann M. Grundmann
M. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for
simultaneous determination of cyclosporine A and its three metabolites
AM1, AM9 and AM4N in whole blood and isolated lymphocytes in renal
transplantat patients. J Sep Sci. 2010 Aug;33(15):2287-93. doi:
10.1002/jssc.201000185; 1F=2,631

Tato prace je v€novana vyvoji a validaci metody na simultdnni stanoveni cyklosporinu
A a jeho tfi priméarnich metabolitd (AM1, AM4N a AM9) v krvi a separovanych perifernich
lymfocytech. Metoda se vyznacuje snadnou piipravou vzorku, kterd spocivala v precipitaci
krve extrakénim Cinidlem slozenym z acetonitrilu a metanolu (40:60, v/v) s malym mnozstvim
siranu zine¢natého v konecné koncentraci 10 mmol/l, izolované lymfocyty byly extrahovany
smési acetonitril/metanol (40:60, v/v). Analyty spolu s internim standardem (cyklosporin D)
byly separovany na RP koloné BEH C18 za pouziti gadientové analyzy. Cas analyzy byl 5
minut Detekce danych latek probihala na trojitém kvadrupélu a na kvantifikaci cyklosporinu A

a jeho metabolitli se pouzila MRM spektra
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Research Article

Liquid chromatography-tandem mass
spectrometry method for simultaneous
determination of cyclosporine A and its
three metabolites AM1, AM9 and AM4N in
whole blood and isolated lymphocytes in
renal transplant patients

A LC-M5 M 5 method was developed and validated fr the detrmimtion of cpclospaorine
A [CsA) and its thres phase 1 metbolits AM1, AM3, and AMIN in whole Hood and
Iymphocyes solated on the Hisopaque gradient. 200 uL of whale Hood wes precipitaed
with 10molfL minc alfate in acetamitrile/methana @k, vv) and lymphocytes isolaed
from 1.5mL blood were extraced with acetmiatrilefmethano] HE60, viv). The analyes
and imterma] standand cpeclosporine D wen separakdd om BP column BEH CI8,
L1x50 mm, 1.7 pm using gradient LC-M5MS amlysis in pasitive electrospray made.
Time of analysis was 5 min. Linearity inblood was 5-2000 ug L for CaA, AM 1, and A M
2-500pg L for AMAN; and 2-500pg /L for all substances in mphocytes. Cosffcient of
variations was 1L 8-98% and mecovery was 92 0-1100%. The method was wsed in early and
chmomic remal tamsphnt patints for thempeutic drg monitaring of CsA to @mpare
either its share in hmphocyies a5 target argan or binding to one hmphocye. The same
pararmeters were caloulated for all metabol thes feshed .

Keywaords: Cyclosparing A/ LCMSMS / Metabolites AM 1/ AMS f AMAMN / Renal
transplant patients / Thermpeutic drug monbofdng
DO 10,1002/ jssc. 201000185

1 Introduction

Thenpeutic drug mmitoring [TDM) of cyclosporine A
[CaA) & of great impartma to optimize Cah lew] within a
and of drugdnduced toxcity. For TDM in tansphmt
patient’s Hood o and €2 of CaAd are mutinely measumesd
and sparse sampling AUC i ueed [1-3]. Methads evaluating
A effect in mphocytes 2s the trget site of action have
been uwaed les often 48 However, measirement of
intracel hular CsA concentration in lymph acytes may give the
same mlevant mfomation an the efficwy of Cah 2=
commmed with whaole Hood omoentration. Masi & al
lymphocybes Ceh concentrations [9). This dependence may
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Pharmamiogy. University Hospital of Ostrava, 17. listopadu
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TDM, th tic drug itoring; Pgp, P-glycoprowi
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be an important indicator of Cef immmunosuppressive effect
resulting in an inhibition of cytokine production (mainly
[L-2 and IMFy), which & necessary for pmoliferation of
lymphacyte. According to their results, only low blood and
high hmphocytes concentrations of CaA were optimal for
both survival of transplant argan and tcddty, which was in
good carrelation with chnical satus of mtients [4]. Falck
et ol memsmred Caf omcentration i Tdymphocytes in the
group of early reml tramsphmt patients and found tat
rejection is acoampanied by signifcantly kewer intracelhdar
lewel of CsA approximately 1 wh before an acute rejection

CaA teeatment is wsally sssociated with various
wide effects, which can terminate in srhous dissoes
such 2 hypertersion, metbai dsonlers and chmome
nephmpncty [10, 11). CsA & metabalied by optochroms
P 450 3A sysem to more than 30 metabolies [12). On
the losiz of in v experiments they are considensd
to be wmally less toxkc and less potent than parent drug
[13]. but their mle fom the dmicl point of view has
niot besn chirfied yet Partial immunos: ppressive acthvity
of AM1 [14] and higher nephrooxicity of ssondary meta-
bolits AM1D and AM1c9 [15] to compare with parent drug
wemes foumd.
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Metabaolites presented in circulated blood can signifi-
cantly influence results of CsA in immunoanalytical meth-
ods, which are widely used to be less time consuming.
Sodin e sl tested some commonly marketed immuneo-
analytical sets to estimate their cross-reactivity with the six
most abundant metabolites of Cad (namely AMI1, AM3,
AM4N, AM19, AMIc and AM4M9) and the overestimation
was hetween 3 and 179% for a single metabolite [16]. Based
on results from our previous papers [17-19], it was found
that concentration of CsA in blood in renal transplant
patients was lower when through and peak results from RIA
were compared with HPLC method. The mean of differ-
ences was 8% in through and 43-56% in the period of
0.5-5 h after the administration of CsA [19] despite the fact
that RIA is maore accurate for the measurement of Cs4
concentration and has a lower cross-reactivity to all CsA
metaholites to compare with the meost immunecanalytical
methods [20].

The consensus domument written on the measurement of
=24 2= a guide recommends the use of specific (54
measurement [3]. In accordance with this requirement, an
LC-M 5/MS method, which used detection of specific pairs of
parent/fragment ion to obtain maximal analytical specificity,
was developed and validated. For each analysis, two blood
samples were taken in one time interval, routine zample and
the other with verapamil to inhibit P-glycoprotein (P-gp)
activity responsible for C24 and the metabolies cell effiux
[21]. Percentage shares of CzA and its metabolites in the
lymphocytes and binding to one lymphocyte were calculaed
and compared in early and chronic transplant patients.

2 Maternials and methods
21 Chemicals and solutions

Methanol and acetonitrile both of HPLC gradient grade,
ammonium acetate fractopur, and formic acid extra pure
were ohtained from Menck (Damstadt, Germany). Water of
HPLC grade, zminc sulfate, and Histopaque 1077 were
obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). CsA,
oyclosparine D (CsD), and metabolites AM1, AM9, and
AMAN were obtained as a gift from Teva Pharmacenticals
ar.o. (Opava, Czech Republic), prepared as published
previcusly [22, 23] and their purity was ahove 98% [HFLC)
in all cases. Control samples joyclosporine monoconal
whale blood) 150, 400, and 800 pg/L were obtained from
Abbott (Abbott Park, IL, USA). Protein predipitation reagent
for ymphooytes was prepared from acetonitrile/methanal
{40:60, v/v). Whaole blood precipitation was performed with
10% soltion of ZnS0,.7H;0 in acetonitrile/methanol
{40:60, v/v) prepared immediately before use (final concen-
tration of zinc sulfate was 10 mmal/L). Stock soltions of
C=A, CsD, and the metabolites were prepared in methanal
at a concentration of 1 mg/mL and were kept at —20°C until
use A solution of verapamil was prepared at a concentration
of 100 pmel /L
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2.2 Preparation of calibration standards and blood
samples

Standard samples of CaA and its metabolites AM1 and AM9
at concentrations of 20, 200, 400, 1000, 2000, 4000, and
B000 pg (L were prepared from stock solutions by dilution
with methanal. Metabolite AM4M was prepared by the same
manner at concentrations of §-2000 pg/L. Waorking solution
of internal standard CsD at a concentration of 4000 pg/L
was used. Standard samples in appropriate concentrations
were added into ghss test tubes (50pL for CsA and
metabolites) and solitions were dried at temperature of
70°C. To the residues, 50 pL of CsD and 200 pL of whale
blood from non-medicated wohinteer were added and the
standards were prepared to obtain a final concentration of
52000 pg/L for Cah, AM1 and AMY and 2-500 pg/L for
AMAN.

For measuring of CaA and its metabalites, two hlood
samples were taken at each time interval, one nomal and
another with verapamil {used as the inhibitor of P-gp activity).
200 pl of whole blood and CsD as intemal standard were
used The proteins weme predpitated by the addition of a
pmtein predpitation reagent for whale blood (0.5 mL) and
200l of water for HPFLC with separation each time by
centrifugation at 1370 =g for 10min, at 4°C. Similar proce-
durez were carried out with all standard sample=.

2.3 Preparation of calibration standards and
samples of lymphocytes

Standard samples of CaA and its metabolites were used at
concentrations of 8, 20, 200, 400, 1000, and 2000 pg/L
Warking solution of the internal standard at a concentration
of 2000 pg/L was prepared. All standard samples were
added into glass test tubes {50yl for each compound) and
solutions were dried at a temperature of 70°C. Residues
were dissolved in S0pl of CsD solution, M0pl of
precipitation reagent prepared from acetonitrile fmethanal
{40060, vv) and 200 pL of water for HPLC and treated as is
shown below.

2.3.1 Isolation of lymphocytes

Lymphocytes weme isolated from 1.5mL of blood on
Histopaque gradient by centrifugation at 400xg for
Wmin at 4°C. After centrifugation, the lymphocytes layer
was transferred into a clean test tube and rinsed two times
by zaline. Blood samples should be processed immediately
to owe significant decrease in AM1 lymphocytes hinding
after the first hour. The vials with isolated mphooytes were
stored at —20°C until used.

50 uL CsD, 200 puL of predpitation reagent for lympho-
cytes, and 200 pL of water for HPLC were added into each
vial. The vials were intensively mived and centrifuged at
1370 = g for 10min, at 4°C and supernatnts were used for
the measurement.

Wi jss-joumal com
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Concentmbions of CzA and ils metabalites in blood and
Iymphocyes were correlited as follows:

(i} Lymphocyte shares of CzA and its metabolites were
calculated 2= percentage from concentmtions found in
1L of the whae Blogd.

(i) Asameuntefal tesled suletances in fg bonded on one

Tyrn phocyte.

24 HPLC equipment and MS detection

LC-ME/ME analysis was performed on a Walers Acquily
UPLC systern (Water, Milford, MA, USA) connected to
a2 Qualtre Micre APL tdple quadrupde [Micrermass
Manchester, UK). Analysis was performed using Buffer A
(2 mmol/L ammonium acetate, 0.1% formic acid in 5%
acetonitrile, viviv) and Buffer B (2 mmel(L ammonium
acetabe, 0.1% fomic acid in 95% acetondirde, vviv). The
samples wer injected on an Acquity UPLC RP BEH (C18)
column (1.7 pm; 21 x 50 mm) using solvent mixture from
AJB 8020 (v V) o AJB 595 For 0.0-3.0 min; Crom AJB 595
(viv) to AJB B020 for 3.0-31min; AJB S0:M (viv) for
3.1-5.0 min. The following gradient program was used with
a How mie of 400 plimin The temperature of the colirmn
was rraintained at S0°C

Analytes in eluale fom the HPLC column were inbm-
duced into a capillary sprayer with a desolvation tempera
tume of 420°C in the positive on mede (ESI). Multipl
reaction monitoring with high purlly argon as cdliEion gas
waz used for all lested subslances AM1, AMY, AMIN, Cad,
and CsD. Capillary voltige was 1.5kV and cone voltage and
collizion energy were optimized for each drug. Specific dala
of precumar/product lons are 3 follows: the jon tRnsitons
were AM1 (12190 > 4256 393, AMY 109%1>2124
449.0), AMAN (118905 1422), CsA (12 8=15.2), and
CsD (1216 9>199.2). The first product lons were used for
quantification and in isolarc drog pairs AM1 and AMY
further mass fagments (3973 mjz for AMIL and 4490 myz
Tor AMY) were used 2z the second on Face

Az the metbolites AM1 and AMY coeluted in the same
retention time and could pot be separated, the secondary jon
trace in defined jon ratio was used to meel requirements for
urambiguous identification of both drugs. The retention
Hrmes Tor AMI, AMYS, AM4N, Cef and CsD were 201, 2.1,
13,25 and 16, respectively. Mazslynx V 4.1 (Waters) was
used to perform data

25 Patients

Early and chronic renal tansplint patients were scheduled
ink thiz shady. The study was approved by the lacal ethic
cormritles and carded out in accordance with the Helsirki
Declmtion of 1975 a8 revised in 199 Informed ¢onzent
was obtained from each patient Both groups were under a
combined immuncsuppressive therapy with CeA [Sandi
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murn Neoml and Bquoral) and other drugs [Celoept,
Myfortic, Azprane, Preduozon, [muran). Bleed was
collected into test tubes with EDTA E3 [S-Monovelte,
Sarged), Mimbrecht, Germany) before and 2h afler the
marning deee of CzA. Samples were taken before surgery
and in the days1, 2,3, 4, 5, 6 7, weeldy 2, 3, 4, and monthly
2,3, 4,5 68 10, 12 (continues every 3 months) in early
tranzplanl patients and every 3 menths in chronic patienis
{more than 1 year after surgery). In each time interval, two
bloed sarmples were taken First sample was normal and
into the secord one S50pl of 100 pmol/lL solubion of
vempanil wa added Hislopaque gradient was used for
the izolation of lymphocytes. Blood samples and separated
lymphocytes were kepl frozen at —20°C untl amlysis.

3 Results and discussion
3.1 Sample preparation and matrix effects

As predpibation reagent for hmphocyles, a mixture of
acetoritilefmethanc] [40:60, v/v} was used. When the same
reagent was used for the whele bleod samples, the
superratant prepared with the centrfugation at 4°C had to
be recentrifuged al moam temperature [24]). With the small
amount of W% solution of dne sulfite added 1o preciplts
Hon resgent immediately before ue, the quality of super-
natant was improved and second centrifugation was nel
necessary. Precipitation of whole blood sam ples using ol
amount of zing sulfate iz a widely adoped procedus for
immunesuppressive drugs either alone or in combiration
with further extraction [18, 25, 26). Simpl precipitation of
whole blood samples with methanol or acetonitrile iz often
fellewed by solid-phase exiraction [17] or enline sample
prepamtion using column switching or two-ditmensional
chmmaleogmply [28. Extenzive sample preparation is
necessary 1o mmove potential interference and minirmize
ion suppresdon. Accarding to Tayler, the issue of salt and
ion suppession can ako be overcome by using a fast
gradient (28]

Investigating potential lon suppressive effects atribul-
able either to the matdx or ring sulfate batch of zam ples was
prepared and tested a= fellows: (i) proein precipitaton
reagent for Hood with 200 pl of water and (i) protein
precipitation magents for blood with 200 pL of pool immu
nesuppreszant-free EDTA whole blood, respectively. As a
reference solution, precipitation magent for lymphocytes
(acetonitdlefmethanc], 46l with the same content of
waler was prepared. All samples were enriched with CaA
and its mebbolites in concentmbtion of 500 g/l Samples
were repeatedly injected [five times) on the column and
frean peak areas were oo pared with coresponding peaks
in reference sample. The ratics for blood predpitation
reagent and for bloed were as flows: CsD 0097 and 0.98,
CaA 108 and 109, AM1 1.0 and 0.9 and AMAN 098 and
1.08. As shown no significant lon suppression occumed to
compare with reference reagent.
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Todelernmine absolule recoveries, A0 pl of whole blood
zamples at a concentration of S00pg/l (CzA, C2D, AMI,
AMY and AMMN) were reated with S00pl precipitating
reagent for blood and 20dbpl of water. The peak areas
obtained from the extacted blood samples were compared
with those obtained afler injection of equivalent amounts of
compounds dizsolved ina mistume of precipitation reagent,
waler, and whole blasd, Mean absduk recoverss for Cad,
CzD, AM1, AMY and AM4N were 729, 71.9, T84, 775, and
T13%, mepectively (r=5].

32 Validation of method

Least-square calibration cumves for bloed were constructed
by plating the peak area mbtes of all substances wemus
the interral standard to standasl's concentmbons in
the working mnge of 5-2000pp/l for CzA and tweo
metabolies and up to 500 g/l in the case of AM4N.
Calibration curves for CzA and all metabolites in lympho-
cytes were linear in the range of 2-500pg/l. The
coefficlents of cormhbon wer 099 e CezA and
0997098 for the metabaites both in blood and lym phe-
cytes, Chmeatograms of all tested dmgs are shown in

A

oA Sep. Sci. X010, 33, 28T-293

Fig. 1. Retention times and myz of single drugs used for
quantification ame shown.

The lower LOQs in blood, defined as the lowest
concentmton with acceplable precision koefficient of
varations less than %) were delermined a 5 pgfL for CsA
and AMI1 and a5 2 pg/L for AM4N. LOG for all compounds
in lymphocyies were 2ot al concentmtion of 2pg/l. Acw
racy and precizion for both blesd and lymphocytes char-
acterized by an average mowery and coefficients of varkition
are sumrradzed in Tables 1 and 2 Low, middle, and high
lested levels wene included.

Betweerrrun precizions was ako cakubited for QC
samples with declared concentration of CzA (low, medium
of high), which were used for each analytical min Coeffi-
dentz of vartions wer 56, 47, and 3.3% e concenlra
tons of 150, 400 and 800 pp/fl, respectively [k = 20}

Comrelated resulls of C2A and it metabolites in whole
portion of lymphocyles isclated fram 1.5mL of bloed in
early and chronic transplnt patients are given in Tables 3A
and B. Blood samples with vempamil were processed by the
same way and no significant differences were found bath in
through and peak concentrations using the paired non-
pameric Wikoxon st for statistcal analysis, The
lymphocyte ischition i probably o quick thal verapamil
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Fgure 1. Chromatgrams of
single drugs: A (AMIL B
FEE  AM1), C (AMEN), D (CsAl, E

{Cs045). RT and myé used for
Time Quantification of single drugs
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Table 1. Within-day and between-day acouracy and precisicn of CsA and its metabolites AM1, AM9 and AM 2N in drug-free Blood (n=12)

ConcenraBon added (ug/L) Within-dey Belwesn-day
Found cancenirason LV %] A%l Found concentration Cv (% A%
mean + 50 {pg/L mesn + 50 |pgL
CeA
[} 28 + 04 41 a0 98+ 057 58 &0
500 4368 + 197 40 a4 5321+ B0 34 ne4
000 H0AF +359 18 0as D9Z + W0E 50 e i
AMT
i} oo +073 73 o ili] 103 + a8l 78 kil
500 5001 + 364 12 Lo ili] 5175+ BE 17 0as
000 19670 + 578 29 E3 IEST + M9E 57 i
ANMT
i} 88 +055 56 &0 a8+ 08 al a0
500 4345 + 152 i 29 431 + 305 B2 8& 7
L] 708 + 444 46 s WIS+ VE [-11] 261
AN
5 50 +039 17 il 53+ 048 al 0E0
100 70 +44 LL] 70 1M\5+ 0S5 a5 ik
500 5114 + M8 50 0z 5175+ W6 73 0as

Table 2 Within-day and between-day acouracy and precision of CeA and its metabalites AM1, AMI and AMAN in lymphocytes (n=12)

ConcenraBon added {pa/L) Within-dlary Betwesn-day
Foniind 0 nien trafion LV %] A%l found conceniration Cv (% A%
mean + 50 {pafLl mean + 50 (paglLl
Ced
5 54 + 034 EE 0E0 55+ 040 1z noo
100 1081+ 59 54 01 959+ 38 40 ]
= HEE + WE 58 o HOZ+ 123 51 %0
AMT
5 46 + 03 E7 - rdi] 47 + 041 87 i
100 959+ 48 48 9 NEE+ 88 1] vl
2 MET + 88 40 287 7 + M5 pa BEE
AMs
5 49 + 045 al &0 51+ 048 a6 irdi]
100 30 + 046 63 a0 0ES5 -+ 1al a8 NS
i} B8+ N8 47 ooy a0+ 156 &0 NG E
A M
5 51+033 65 irdi] 52+ 038 13 Lo i
100 80+ 44 LL] a0 065+ 103 a6 065
i} HMI3+ M3 58 965 X380+ 186 (4] e

effect on P-gp pump preventing CzA and mebbolites efflux
iz not significant. Falk 4 4. isolated lymphocyles after rsch
longer time pericd (4h) and CzA concentmtion withoul
vermpamil was nol measured [8, 27].

Peliminary resulis in blood and lymphocytes of 12
renal tmnsplint patients (early and chronic) ame surmemar
ized in Table 4. Lymphocyte shares of CsA and iis
metabolies were cakubled 2= perentage from the
thmugh concentrations found in 1 ml of the whele blood.
High individual wvariability in all tested pammeters iz
shown.
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Figure 2 presenis data of thmugh concentmtions of all
tested substances expressed in fg bounded to one lym pho-
oy in the same group of patients. Mazd & al. correlated
bleod and lmphocyltes C2A concentration to obiain the
zame pammeter (binding o one mphocyte), but concen-
tration of C2A was messured with Abboll FPLA i o
logical seis based on the use of ant-CsA monoclnal
anlibodie=s (4] Az iz known this immunelegical method iz
less specific with higher metbolites cross-reactivity and the
ovemstimation iz about 20409 [16]. Our method erables to
messure CzA and il metabolites in blood and solated

www jez-joumnal.com



22402 H. Brazmanova ef al. J Sep. Scri. 2010, 35 2287-2293

Table 3. Concentration of C=f and metabolites A6 1, AM3 and AMEN jmean + 5D in whale portion of lymphooyies isolated from 1L.8mL
of blead in normal and verapamil- treated blood samples

Canp ound & Blood 0 ng lmean + 500 Blood &2 ng lmean + 500

-1 +1 - 1+
1l
Csi TS+ 1210 HANE+ 12N MEZ + T B05 + FdE
M IEAZ 4 188 008 4+ F0EE 534+ M 458 L7
ANS ook B L E40 + 1540 4137 + 1396 33+ B3
NN 2z + 59 N7+ &l BSE+ 72 1351 + 682
Canp ound & Blood 0 ng lmean + 500 Blood &2 ng lmean + 500

-1 +1 - 1+
1Bl
Csi el + 37 NEE+1W EEZ + HISE FELFS + WSS
M 178+ 1% 19+ 1388 a5 4+ 18 JE.34 4+ MmEN
AN 1@zl + 1am 130+ 15 BEE + 175 Z00 + WEEA
N 2074+ 1M I+ 4T TEZ 4+ 558 BIS+ 758

Mo significant differences were found beteween warapamil {+) and |-] groups in through ©0) and peak (c2) levels wming paired non-
parametric Wilcoxon test. A - eardy renal ransplant patients {n = 57), B - chrenic renal transplant patients {n=54L

Table & Through blood concentrations and percentage hmphocoyte shares of CsA and is metabolites AM1, AMS and AMEN
{mean + 50 in 1ml of the whole blood are shown

Coampiounds Second day aher ransplantafan Dne year siter transplanssan
Blood {ng/mi] Share (%] Blaod §ngimL] Share (%)
(Migan + 50) iMiean + 50)
Lza, II0+ 848 15 + DUEj0E-23) MO +370 15 + 0.6 {LE-47
AMI 237+ I538 Q7 + 0Ee-24) IE0E + 3012 0E + 1.1 i3-33)
AME B33 + 4758 Q8 + 054019 JZ1+ M8 0E + 1.3 059
ANAN 466 + 53 L1 + 164063 151 +21.4 25 4 60§08 5)

Data frem second day and 1 year after transplantation are presented (n=12].

lymphocyies with high specificity and hinding 1o one
lymphocyie can be cakubited both for CzA and all mets-
bolites bested.

4 Concluding remarks

An LC-MS/MS method that used detection of specific pairs
of parent/fragment ions was developed and validated The
method enables 1o measume CeAand it phage 1 metabolites
in blood and izolited lymphocyies in a short tme with high
linearity and precision. The accumcy of he method was in
the range o 970-100.5% in bleod and 920-110.0% in
lymphocyies for all compounds and precizion of the assay
expressed by withinedyy and between<day coefficent of
varations was between 18 and 98% in blood and in
lymphocyes, respectively. lon suppressive effeck atribu-
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table either to the matdx samples of Lo zine =ulfate
waz negligible to compare with reference reagent Mean
abenlule meomeries for all tested subslances were between
T19and TR A%,

Concentration of CaA and ils metabolites was measured
in blood and lymphocytes simultanesisly in the same
patient zample and percentage shams of C2A and ils three
metabolites were clodated in 1ml of bleod comparing
bleod and lymphocytes levels. Blood samples with veraparmil
were processed by the same way but no differences were
found. The lymphecyte Bolation is probably so quick that
vemparnl effect on P-gp pump preventing CaA and mets
bolites efflux & insignificant.

The CzA sham in lymphocyies iz the zame a2 in the
beginning of the treatment in early tmrsplant patients to
compare with chronic patient and similar resulls were
found in hydrophilic metabolites AM1 and AMY. The share
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Figura 2 Concentrations of Cz&, AM1, AMS9 and AM2N in
through values expressed at fg bounded to one ymphooyte in
oarty and chronic transplant patients {1 year and more afer
sungeryl {n=12].

of lipophilie AMAN iz elevated in chmnic tmesplant
patients, but concentration of AM4N in blood is approx-
mately three Hrmes lower. The amount of CsA and all
metaboliles bonded 1o one lymphocyle decrazed durng the
perod afler surgery belng mainly influenced by low
lymphocyte count in the frst days after transplan tation.

Owing to =rmall amount of blood, mpid amal=is and
specificity of messuremnent thiz method can be wsed for
routine TDM in eady and chronic reral ransplant patienis
in an effort to elucidate the role of CzA and its phase 1
metaboliles on acule mejection episedes, hypertension and
nephroloxicity.
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10.5 Lochmanova A, Lochman I, Tomaskova H, Marsalkova P, Raszka J,
Mrazek J, Dedochova J, Martinek A, Brozmanova H, Grundmann M. .
Quantiferon-CMYV test in prediciton of cytomegalovirus infection after
kidney transplantation. Transplant Proc. 2010 Nov;42(9):3574-7. doi:
10.1016/j.transproceed.2010.07.101.

Erratum in: Transplant Proc. 2011 Sep;43(7):2838. Grundmann, M
[added]; 1F=0,993,

Infekce cytomegalovirem (CMV) je hlavnim diivodem mortality a morbidity u
pacientl uzivajivich imunosupresivni medikaci. V této praci jsme provedli zhodnoceni, zda-li
se QuantiFERON-CMV test (Cellestis) d4 pouzit k predikci CMV infekce. Na zéklad€ nasich
dat se ukazalo, Ze pacienti s vys§i bunéénou imunitni odpoveédi mefenou testem

QuantiFERON méli niZsi riziko manifestace CMV infekce nez pacienti s nizkou odpovédi.
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Quantiferon-CMV Test in Prediction of Cytomegalovirus Infection
After Kidney Transplantation

A, Lochmanova, |. Lochman, H. Tomaskova, P. Marsalkova, J. Raszka, J. Mrazek, J. Dedochova,
A Martinek, and H. Brozmanova

Infection with cytomegalovirus (CMV) = a major cause of morbadity and mortality in
immunosuppressed patients, including organ and bone marrow transplant recipients. The
majority of CMV discase is caused by reactivation of alatent infection rather that by newly
acquired virus. Many techniques have been currently available to aid in the diagnostics of
CMV disease. In this report we performed a prospective evaluation of Quantiferon-CMVY
assay (Cellestis) to detcrmine whether the test is predictive of CMV discase. CIE+ T-cell
CMV-specific immunity was assessed in a longitudinal cohort of 14 kidney transplant
recipients. According to our data, subjects with higher cellular immune response measured
with Quantiferon test had a lower risk of mandfestation of CMV infection than subjects
with lower responses. Despite the small number of patients and large intra- and
interindividual vanability of the data in the study, we observed the Quantiferon-CMV
assay to be a senmitive specific test to detect a virus-specfic T-cell response. We proposs
that this assay in combination with viral DNA load estimates may prove to be useful to

stratify patients at risk of CMV discase.

omegalovirus (CMY) is a member of the human

herpes virus family that infecs berween S0% and 5%
of adubs in the populaton, with 50%00% becoming
seropositive by sdulthond. Primary CMY infection is abways
followed by a prolonged inapparent infection during which
the wirs remains alive (bon wmally dormant), residing in
celk withow capsing detecrable damage or clinical illness.
The occurrence of CMV disease is almost exclusively
resricied o immuono compromised hoss, namely, organ
and bone marrow cransplan recipiens, hemodialysis pa-
1CALE, CANCCT PALicns. palents receiving immunosippres-
sive drugs. and HIV-infecied patienes, wherein it is & major
cause of morbidity and moralitg.' The majority of CMY
disease is caused byreaciivation of a latemt infeciion racher
than by newly acquired virus. A series of mechanisms have
beenproposed e be responside for CMY reaciivation: (1)
siress; (2] infAzmmadon; and (3some cAMP-clevating
drugs (eg, pemuoifylline).

CMV infection is a commaon complication of renalirans-
plancation thar significamly conoribuies w morbidity and
marality among transplane recipienis. Vimsreplication and
progression o disease in wransplant patiems is deermined
by paent-, grafi-, and virus-specificfactors. This complex
imeraction is modulaed by the impact on vies-specific
cellular immunity of the nex stae of immunosyppression.

0041-13451 vE-sae fromt matter
i1 0.1 016/ ransproceed 2010.07.101

2574

Owing w the increasing powency of IMmunosuppressive
regimens, grafi rejection episodes have decreased. bur m
the expense of an incressed suscepuibility o infeoions.
Therefore, CMV remains the most impoman posirans-
plancaion pathogen despite the availabiliy of efecive
anuwnjdmpliurm:lph}dm preemprive, and therapeutic
interventions ™

Current immunosuppressive therapies o prevent wrans-
plamt rejection show dewrimental effocis upon the T lym-
phocytes and cell-mediaed immume responses, resoluing in
increasedsuscepribilitg 1w posuransplan infections. The
kas of immune comrol of CMY s closely associaved
withimpaired fmcion of CMV-spedific CDE+ T celk,
characierited by reduced cyrokine producion, rather than a
lower frequency or absolme mumber of CMV-specific
CId+ or CDE+ T cells, which is thoughe w beresponsible
for the kss of immune comrol. Reduced nombers of
cyokine-producing CMY-specific CDE+T cells have heen
obszrved in individoals with greaver risk of CMV reaciiva-
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QUANTIFERON-CMV TEET

tion “~* A CMV-naive recipient receiving an allograft from
a CMV-seropositive donor is at highest riskof CMV -related
complications, because of the absence of a primed CMV-
specific immune response. CMVseropositive recipients are
at risk of CMV reactivation disease.”

Two main strategies are used vo prevent CMV. Universal
prophylaxis s wsed for all patients at riskfor disease,
namely, seropositivity of the donors andfor the recipients.
An alternative to prophylaxis is a preemptivestrategy that
uses perindic screening for occult CMY viremia demanding
imitiation of early treatment. Anti-CMV agents in current
use are ganciclovir, forscarnet, and cidofovir. The choice of
the preventive strategy varies among institutions, in some
casas reflecting a cost-benefit analysis. ™

CMV infection elicits a strong virus-specific cytotoxic
T-cell response. Previous studies haveshown that the inter-
feron (IFN) v response to CWV antigens may have predic-
tive value " In the present report, we performeda prospec-
tive evaluation of Quantiferon-CMY assay (Cellestis) to
determine whether measurement of CIDE+ T-cell mediated
immunity (CMI) was predictive of viral disease.

MATERIALS AND METHODS

CIE+ T-cell CMV-specific Emmumniry was assessed in a longinudi-
nal cohor of 14 kidoey wransplan: recipiens wsing the Quantiferon
test. Responsve T cells in while blood were stimulsedwith specific
amtigen {CMY) or mitogen phyiohemagglatinin (PHA) with sub-
sequent quanuification of the released 1FM-y by arapid single-siep
enzyme-linked immunosorhent assay (ELISA).

The peiient cobor consisied of 8 women and 6 men of =ge range
23-75 years (mean, 53). Their donorfrecipiem (IVR) CMY serosLe-
s was [—/R+ {n = 13; D4+/R+ (n = 1) of D4+/R— {n= 2. In
umal, 178 blood samples were collected from the 14 kidney
wransplant recipicms. Peripheral blood samplesirom cach patient
were smsessed before cransplanianion with subsequent samples
obained according w 2 predefined schadule. Patkent enery into the
stwdy from the June 21, 2006, wr May 12, 2008, and they wene
fodlowed T5-840 days zfer wransplancion.

The CQuantiferon-CMY assay wes performed sccording o the
manufacerer's instmactions. Briclly, it uses specizlized whole bood
collection mobes, including 2 nil coorol whe, 3 miwgen (PHA)
wbe, and a CMY znigen whe. The whes were delivereduy the
laboravory s soon as possible afier the collecion. Following 16-24
hiwars incubaticn a3, the wbes were cenvrifuged, plasma har-
vested, and IFN-y (IU/mL) measuredby ELISA. The mivogen whe
servod bonh as 2 positive comeed =nd as an indicmor of the
individual's immunesiaius.

In addition 1w the Quamiferon-CMY assay, all patienis were
screened both serologically and bydewection of CMV-specific
DMA via realtime polymerase chein reaction (PCRL OMV-
specific anvibodies (Igh, 10, Iga ) weredetermined by complement-
fation ems (CFT) and enzyme immunosssays. Toeal avidity was
pssgssedusing & commercial enzyme immuonoassay ki, ELISA-
Widitest anti-CMY (Tesline). using pp6s asithe coating snuigen.
CMY load in the blood assessed by realime PCR ReSS0Q CMY
Amsay (LightUp) wasreponed as copies/mL. The CMY IXMA assay
wzs performed only when we suspecied CMY infection or reaci-
VAL,
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RESLULTS

Patient data are summarized in Table 1. According to
CMV-DMNA positivity and CMV infection history, patients
were divided into 3 categories: 1) CWV status (), no history
of CMVinfection; 2) CMV status 1, history of CMV load
<25} copies/mL. proven at least once during the follow-up;
and 3) CMV status 2, CMV load =500 copies/mL ob-
served at least once during the follow-wp.

Compared with the other 2 groups (CMY statuses 1 and
1), patients with no history of CMVinfection (CMV status
0) produced significantly greater amounts of IFMN-y afier
mitogen {PHA) stimulation (Fig 1). Due to abnormal data
distribution, we used a Z-sample Wilcoxon rank sum
{Mann-Whitney) test with a 5% level of significance to
verify this hypothesis. Mo significantdifferences were ob-
served between the status groups for this parameter.

Similarly, patients with bow ChWV viral koads { CWV stats 1)
showed significantly higherlevels of IFMN-y production toward
CMV antigens compared with patients displaying high CMV
viral loads { OV status 2 group; Fig 2). Two-sample Wilcoxon
rank sum (Mann-Whitney) test at the 3% level of significance
did not confirm this hypothesis; no significant differences were
ohserved between status groupsfor this parameter.

SCUSSION

It is generally known that long-term use of immunosuppres-
sants affects a patient’s immune system. Current immunco-
suppressive therapies to prevent transplant rejectionshow
detrimental efects upon T lymphocytes and cell-mediated
immune responses, resulting inincreased susceptibility to
CMV infection. Moreover, the majority of donors and
recipients have latent CMV infection at the time of trans-
plantation. Infection can occur as result of reactivation of
latent virus ora new infection from donor tisues. Thus
donor CMY positivity, especially in the absence of priorre-
cipient infection, i the most important risk factor for
posttransplant infection. It is clear that preexistentimmu-
nity modifies the course of infection.”

CMV elicits both humoral and cellular immune re-
sponses, although the latter appear to be more criticalfor
viral control. Because CMV replication is largely controlled

Table 1. Characterstics of the Study Population

Genoar, maietamale e
Age, y min-max) 53 (27-75)
Time pariod of enralling Into the study 21.6.06-12.5.08
MoAitonng penad, o [min-max) 234 (B5-T40)
Blood coflection (numbanpatiant) a1g
Analyzed samples (total numben) 178
Patiants with low “protection” leval of antibodies a
CNA-positve donors 12
Patiants with confirmesd CMV Infection (PCH) 4 [20.6%)
Patients suspected of CMY Infaction [PCH) 2 [21.4%)
Time to gavelopment of CMV diseass from B0 [23-50)

transplantation i nfacion confimation, d
{miln-max)
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by cellular immunity, an analysis of vires-specific T-cell
responses is more likely to have predictive value than a
sarologic assessment.'>" Many technigues are currently
available to aid in the diagnosis of CMV disease, but
thereare only a few studies in the literature that use the
Ouantiferon-CMV assay to delineate CMV-specificimmune
responses, ™'

The immune system is a dynamic interplay of positive and
negative regulatory mechanisms thatare affected by both
the patient’s individual responses and the underlying dini-
cal condition. Because the Quantiferon-CMV assay is per-
formed on whole blood, the presence of additional profes-
sional antigen-presenting cells in this matrix may improve
the activation threshold for cytokine synthesis by vires-
specific T cells, resulting in enhanced IFM-y responses.

Comparing patients with a history of CMV disease with
those without it, the magnitude of the response o CMV
peptides and the individual risk of disease development was
higher among patients with persistently bow or negative
responses to ChWY proteins compared with those showing a
sufficient IFM -y response. This response correlated with the
IFM-y production after mitogen stimulation, even though
the highest IFN-y production was seen among the patients
with no history of CMY infection. Generalized defects in
T-cell responsiveness to mitogens and antigens have been
related to abnormalities of the T-cellreceptor repertoire.™
Global impairment of proliferative responses to recall
antigenshave also been observed in some neoplastic dis-
eases and chronic inflammatory conditions. It has been
speculated that the naturalstimulus for reactivation in im-
munacompetent hosts s an immune response to infection
and thatallogeneic transplaniation mimics this process."s'"

According to our data, subjects with greater cellular
immune responses as measured with the Quantiferon-CMW
testwere at lower risk for manifestation of CMV infection
than subjects with lower responses. Themechanisms by
which CMV reactivates from latency are not well under-
stood; butpreexistent immunity has a cardinal importance
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Fig 1. IFM-y response to mitogen [FHA) measured by the

Quantiferon-CMV test.
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Fig 2. IFM-y response to CMV antigen messured by the
Quantifieron-CMV test.
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for the course of infection. The most significantdisease was
observed among recipients with permanent unresponsive-
ness boward both CMY antigens andmitogen.

Crur study had some limitations, namely, the small num-
ber of patients, the large intra- and interindividual variabil-
ity, and the abnormal data distribution, which did not
enable the most robust statistical analysis. Further studiess-
hould be performed in larger groups of patients.

In summary, we determined that Quantiferon-CMV as-
say seemed to be a sensitive specifictest to deteal virus-
specific T-cell responses. We propose that this assay in
combination with viral DNA load may prove to be useful to
stratify patients at risk of CMV disease. Future research will
focus onestablishing whether these immunologic assays will
inform us as to which patienis are at high risk for CMV
reactivation and disease.
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ERRATA

Regarding the article “Efect of CID4+ Memory T Cells on Rejection Response of Ectopic Heart Transplant ation in Mice™
by Y. Zhao, . Shan, Q. L1, Y. Zhou, X. Zeng, (. Fan, C. Liao, Y. Zho, Y. Zhao, X. Lu, 1. Lo, Transplani Proc 2001
Jun;43(5): 1989 -93,

In the author byline on page 1982, Y. Zhao incorrectly appears twice and should be removed from the first appearance.
Hence, the corrected author line should be: Z. Shan, (. Li, Y. Zhou, X. Feng, (). Fan, C. Liao, Y. Zho, Y. Zhao, X. Lo, and
J. Liu.

dioiz 101016 transprocesed. 201 1 06071

Regarding the anticle “Adiponectin Gene Polymorphisms Are Associated With Posttransplantation Diabetes Bellitus in
Chinese Renal Allograft Recipiems,” by A-H. Yo, H.-W. Xin, 2.-C. Wuo, X. Fan, H.-M. Liu, G. Li, and Y. Bai, T
Proc 2001 Jun;43(5)1607-11

In the affiliation footnote at the bottom of page 1607 the city for the first affiliation is incorrectly listed as Huazhong, the
correct city is Wuhan. Therefore, the correct affiliation should read: School of Pharmacy, Tongji Medical College, Huazhong
University of Science and Technology, Wuhan, PR China

dhoiz 101006 transprocesed. 201 107 001

Regarding the article “Quantiferon-CMY Test in Prediction of Cytomegalovires Infection after Kidney Transplantation,”
by Lochmanova A, Lochman I, Tomaskova H, Marsalkova P, Rasrka J, Mrazek J, Dedochova J, Martinek A, Brozmanova
H, Transplars Proc 2010 Nov,42(9):3574 -7,

In the author byline on page 3574, M. Grundmann should be added as the last author on the article. Also in the footnote
on page 3574 the following statement should appear as the second paragraph: This study was supported by a grant received
from IGA MZ 1A/R655-5,

dhoiz 101016 transproceed. 201107021

0041-134511 1/5-s88 front matter & 2011 by Elsaviar Inc. All rights resarved.
360 Park Avenue South, Mew Yok, NY 10010-1710
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10.6 Halvova P, Kacifova I, Brozmanova H, Grundmann M. Vliv
cyklosporinu A a jeho primarnich metabolitii na cirkadialni kolisani

krevniho tlaku. Klin Farmakol Farm — prijato k tisku

V této praci bylo nasim cilem studie porovnat vztah mezi koncentraci CsA a jeho
metabolitti v krvi a lymfocytech a poklesem krevniho tlaku v noci (tzv. ,,dipping*). V prubéhu
celé studie dosahoval primérny krevni tlak v dennich hodinach hodnot 128+11/75+10mmHg,
béhem nocnich hodin 1244+15/70+11mmHg. Primérné koncentrace CsA se v krvi pohybovaly
v rozmezi 90.5£40.1ug/l ve skupiné ,dipper a 97.3+44.5ug/l ve skupiné ,,non-dipper®, v
lymfocytech 11.4+4.0ng/l1 (,,dipper) a 11.8+5.0ug/l (,,non-dipper). Jediny statisticky
vyznamny rozdil (p=0.0339) mezi skupinami byl nalezen u metabolitu AMA4N, jehoz
koncentrace v lymfocytech byla ve skupin€ ,,non-dipper vice nez 4-nasobna (,.dipper*

0.4+0.8pg/l, ,,non-dipper* 1.7+2.6ug/l).
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Abstrakt

Uvod:Cyklosporin A je G&inné imunosupresivum pouZivané pii transplantacich v&etnd
transplantace ledvin. Jednim z jeho nezadoucich ucinki je ovlivnéni denni variability krevniho
tlaku, a to jeho signifikantnim zvysenim v no¢nich hodinach. Klicovym faktorem u pacienta
po transplantaci ledvin je dobrd kompenzace krevniho tlaku, pfi¢emz k ovéfeni mize byt
uzite¢nym nastrojem jeho 24-hodinové ambulantni monitorovani (ABPM). Cilem studie bylo
porovnat vztah mezi koncentraci CsA a jeho metaboliti v krvi a lymfocytech a poklesem
krevniho tlaku v noci (tzv. ,,dipping®).

Metoda:Soubor zahrnoval 31 pacientd (16 muzd, 15 zen) s primérnym vékem 54+12 rokl a
pramérnou hmotnosti 75+16kg. Koncentrace CsA a jeho primarnich metabolitd (AM1, AM9 a
AMA4N) v krvi a lymfocytech pted uZitim byly stanoveny metodou LC-MS/MS. ABPM bylo
provadéno pftistrojem Spacelabs 90207-Q, celkem 3x v 1-ro¢nich intervalech. Pacienti byli
rozdéleni podle no¢niho poklesu krevniho tlaku do 2 skupin — ,,dipper” (26 méfeni) a ,,non-
dipper* (pokles <10%, 25 méfeni). Ke statistické analyze byl pouzit program GraphPad Prism
5.00 pro Windows.

Vysledky:V prubéhu celé studie dosahoval primérny krevni tlak v dennich hodinadch hodnot
1284+11/75£10mmHg, béhem nocnich hodin 124+15/70+11mmHg. Primérné koncentrace
CsA se v krvi pohybovaly v rozmezi 90.5+40.1ng/l ve skupiné ,,dipper a 97.3+44.5ug/l ve
skupiné ,,non-dipper®, v lymfocytech 11.4+4.0pg/l (,,dipper*) a 11.8+5.0pg/1 (,,non-dipper®).
Jediny statisticky vyznamny rozdil (p=0.0339) mezi skupinami byl nalezen u metabolitu
AMA4N, jehoz koncentrace v lymfocytech byla ve skupiné ,,non-dipper* vice nez 4-ndsobna
(,,dipper* 0.4+0.8ug/l, ,,non-dipper* 1.7£2.6ug/1).

Zaver:400% narutst lipofilniho metabolitu AM4N v lymfocytech v odbéru pied uZitim miZze

byt u pacientil po transplantaci ledvin jak pficinou tak markerem pro vyskyt ,,non-dippingu*.

Kli¢ova slova: Cyklosporin A | Metabolity | Hypertenze | ABPM

-122 -



Abstract

Background:Cyclosporine A (CsA) is a potent immunosuppressive agent used after organ
transplantation, including renal transplantation. CsA has been shown also to affect blood
pressure (BP) diurnal variation by significantly increasing nighttime blood pressure. Tight
blood pressure control is a key objective in renal transplant patients, and for this purpose
ABPM might be a useful tool. The aim of study was to compare the relationship between
blood and lymphocytes concentrations of CsA and its metabolites in patiens with “dipping”or
“non-dipping” status.

Methods:31 stable renal transplant patients (16 men, 15 women) were involved in this study.
The mean patient age was 54+12 years and the mean weight 75+16kg. Trough (Co)
concentrations of CsA and its three metabolites AM1, AM9 and AM4N were estimated in
blood and lymphocytes using LC-MS/MS method. All patients had their ABPM performed.
The patiens were divided in 2 groups — “dippers” (26 measurements) and “non-dippers” (with
nocturnal blood pressure fall <10%, 25 measurements). GraphPad Prism version 5.00 for
Windows was used for statistical analysis. A value of p<0.05 was considered statistically
significant.

Results:The mean of BP was during the daytime 128+11/75+10mmHg and
124£15/70£1 1lmmHg during sleep. The mean cyclosporine trough level was 90.5+40.1ug/L
(“dippers) and 97.3+44.5nug/L “non-dippers” in blood and 11.4+4.0pg/L (“dippers”) and
11.8£5.0png/L “non-dippers” in lymphocytes. There was found only one statistically
significant difference (p=0.0339) of AM4N concentrations in lymphocytes between “dippers”
(0.4+0.8ug/L) and “non-dippers” (1.7£2.6ug/L).

Conclusions:400% increase of lipophilic metabolite AM4N in lymphocytes in Co should be the

cause and/or predictor of “non-dipping” status in renal transplant patients.

Key Words: Cyclosporine A | Metabolites | Hypertension | ABPM
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Uvod

Arterialni hypertenze se vyskytuje u 60-80% pacienti po transplantaci ledvin (1).
Casto se u pacientt, ktefi jsou déle neZ rok po transplantaci, vyskytuje abnormaélni cirkadialni
rytmus krevniho tlaku (TK), ktery se snarlstajicim cCasem neupravuje (2-4).
K posttransplantacni arteridlni hypertenzi mohou piispivat rizné faktory: a) dysfunkce Stépu
pfi akutni rejekci nebo chronické nefropatie Stépu; b) 1écba kortikosteroidy, kalcineurinovymi
inhibitory nebo jejich kombinaci; ¢) vlastni onemocnéni ledvin; d) stendza renalni arterie; a e)
esencialni hypertenze (5). Mira pieziti Stépu je vyrazné zavisld jak na systolickém, tak
diastolickém tlaku krve. Proto hraje arterialni hypertenze hlavni roli v rozvoji selhani $tépu (6)
a je vyznamnym ukazatelem akutni rejekce (7). Funkce $tépu je rovnéz snizena v ptipadech,
kdy ptetrvava ,,non-dipper* profil (tzn. ztrdta no¢niho poklesu TK), ktery je béhem pozdni
posttransplantacni faze obvykle spojen s onemocnénim ledvin: stendzou rendlni arterie Stépu,
chronickou rejekei atd. (8). Nejvyssi hodnoty krevniho tlaku v prabéhu 24-hodinového obdobi
mohou byt zaznamenany v noci a jsou nekdy spojeny s krvacenim do sitnice a poskozenim
v oblasti centrdlniho nervového systému. Ztrata nocniho poklesu TK je spojena s vysSim
vyskytem hypertrofie levé komory, centrdlni mozkové piihody lakunarniho typu a
mikroalbuminurie. No¢ni zvySeni krevniho tlaku tak muze predisponovat pacienty po
transplantaci k urychlenym aterosklerotickym komplikacim (9). Mezi piijemci ledvinovych
Stépl je bézné zastoupeni ,,non-dipper* hypertonikl s prevalenci vice nez 90%, ackoli rizné
studie pouzivaji pro ,,non-dippery*“ riizné definice (8). Pfi¢ina no¢ni hypertenze neni jasna,
podle soucasnych dikazii ma vztah k zikladnimu parenchymovému nebo vaskuldrnimu
onemocnéni ledvin nebo k imunosupresivni terapii cyklosporinem A (CsA) a kortikoidy (1,
10). Cyklosporin A je U€innd imunosupresivni latka Siroce pouzivand pii organovych
transplantacich vcetné¢ transplantace ledvin (11), kterda je vyrazné metabolizovana
cytochromem P450 3A na vice neZ 30 metabolitl (12). Tyto metabolity jsou na zdklad¢ in
vitro experimenti obvykle povazovany za méné toxické a méné ucinné nez mateiska latka,
¢astena imunosupresivni aktivita byla nalezena u metabolitu AM1 (13), AM9 a AM4N (14),
vys$si nefrotoxicita pak u sekundarnich metabolith AM19 a AM1c9 (15-17). Vedlejsi ucinky
CsA, coz je kromé nefrotoxicity také hypertenze, ptispivaji u pfijemct k dlouhodobému
selhavani Stépu a kardiovaskularni morbidité (18). Divodem hypertenze je CsA indukovana

rozsédhla vazokonstrikce v systémuvé cirkulaci a nartst arterialniho tlaku, zékladem
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nefrotoxicity pak vazokonstrikce v ledvindch, kterda vede ke snizenému prutoku krve (9).
Vzestup krevniho tlaku pfi uzivani CsA byl ve dfive provedenych studiich ve srovnani
s placebem statisticky vyznamny a je také ziejm¢ zavisly na davce - niz§i davky (1-4
mg/kg/den) zvySovaly stfedni krevni tlak primérné o SmmHg, zatimco vyssi davky (>10
mg/kg/den) primémé o 11lmmHg (19). Nékterymi autory jiz bylo prokazéno, ze CsA
ovlivituje denni kolisani krevniho tlaku jeho signifikantnim zvySenim v noci (3, 10, 20),
nicmén¢ Kooman et al. a Haydar et al. uvadéji, Zze jedinym nezavislym ukazatelem kolisani
TK béhem dne je v€k pacienta a rychlost glomerularni filtrace (21, 22). 24-hodinové
ambulantni monitorovani krevniho tlaku (ABPM) je u pacientli po transplantaci ledviny
citlivéjsim meéftitkem hypertenze a lepSim ukazatelem hypertrofie levé komory a renalnich
funkei nez kazudlni TK (méfeny v ambulanci) (4, 23). Klicovym faktorem u pacientii po
transplantaci ledvin je spravna kontrola krevniho tlaku, k ¢emuz miize byt ABPM velmi
uziteCnym nastrojem (8). V predchdzejici studii jsme zjistili, Ze u né¢kterych pacientd v akutni
fazi po transplantaci ledvin doslo k opozdéné normalizaci funkce graftu provazené 20-
nasobnym vzestupem metabolitu AM4N v krvi 1 v lymfocytech (24). Cilem této prace bylo
zjistit, zda se podili hladina cyklosporinu A a jeho tii zdkladnich metaboliti (zejména AM4N)

na ovlivnéni diurnalni variability krevniho tlaku.

Metoda

Studie se zucastnilo celkem 31 pacientil po transplantaci ledviny, z toho 16 muzi a 15 Zen o
pramérném veéku 54412 roki, primérné hmotnosti 75 = 16kg a primérné vysce 167 + 11cm.
Pacienti obdrZeli podrobné informace a podepsali Informovany souhlas, studie byla schvélena
Etickou komisi FN Ostrava. Pacienti byli vy3etfeni na Ustavu klinické farmakologie, kde byly
provedeny odbéry na stanoveni hladiny CsA a jeho tfi primarnich metabolitd (AM1, AMO a
AMA4N) v krvi a v lymfocytech podle nami vypracované metodiky (25). Déle bylo pacientim
provedeno ABPM (na pfistroji Spacelabs 90207-Q). Sledovani bylo provedeno 3x v 1-ro¢nich
intervalech. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin podle toho, zda doslo k poklesu no¢niho
tlaku (,,dipper* - D) ¢i nikoliv (,,non-dipper — N, pokles no¢niho tlaku < 10%).

V prubéhu studie uzivali pacienti kromé cyklosporinu A dalsi imunosupresivni medikaci a to

kyselinu mykofenolovou v 80%, azatioprin a everolimus v 6% a kortikosteroidy ve 24%.
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Antihypertenzivni medikace uzivana pacienty v celém prub¢hu studie a zaznamenana béhem 3

vySetfeni je uvedena pro jednotlivé skupiny v grafu 1 a 2.

Graf 1 Antihypertenzivni medikace ve skupiné ,,dipper*

O Betablokatory

W Blokatory Ca2+ kanall
OACEI

O AT1- blokatory

M Diuretika

@ Agonisté | receptord

Graf 2 Antihypertenzivni medikace ve skupiné ,,non-dipper
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Statistické zpracovani

Ke statistickému zpracovani byl pouzit program Graph Pad version 5.00 pro Windows. Za

statisticky signifikantni byla povazovana hodnota p<0,05. VSechna data byla testovana

D‘Agostinovym-Pearsonovym testem normality dat. Na zakladé tohoto testu pak byla data

porovnavdna neparovym t-testem (v piipadé Gaussova rozlozeni) nebo neparametrickym

Mann-Whitney testem. Rozdil v anithypertenzivni medikaci mezi skupinami byl testovan y>-

testem.

Vysledky

Prvniho vySetieni se zucastnilo 31 pacienti (skupina ,,non-dipper 13 pacientd), druhého

vySetfeni 16 pacientl (skupina ,,non-dipper* 8 pacientll) a tietiho vySetieni 4 pacienti (skupina

»hon-dipper* 4 pacienti). Po rozdé€leni vSech pacientti do dvou skupin jsme zaznamenali 25

méfeni pacientl skupiny ,,non-dipper* a 26 méteni pacientt skupiny ,,dipper®.

1. Kompenzace TK

V priibéhu celé studie dosahoval primérny krevni tlak v dennich hodinéch hodnot

128+11/75+10 mmHg, béhem nocnich hodin 124+15/70+11 mmHg. Priimérné hodnoty

TK a pulsové frekvence béhem 24-hodinového méteni (ABPM) pii jednotlivych vySetenich

jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Primérné hodnoty krevniho tlaku a pulsové frekvence pii 24-hodinovém méteni

(ABPM) pii jednotlivych vySetienich; STK - systolicky krevni tlak, DTK -

diastolicky krevni tlak
den noc
¢islo vysetfeni | STK (mmHg) | DTK (mmHg)| puls/min STK (mmHg) | DTK (mmHg) | puls/min
1 129+14 76+11 75+7 125+18 71+13 65+7
2 1267 74+7 70+8 122+10 68+8 61+8
3 125+4 75+7 7143 126+3 737 61+3
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Po podrobném rozboru jednotlivych méfeni byli pacienti rozdéleni na skupinu ,,dipper* a

»hon-dipper. Praimérné hodnoty TK a pulsové frekvence béhem 24-hodinového méteni

(ABPM) u obou skupin jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Primérné hodnoty krevniho tlaku a pulsové frekvence pii 24-hodinovém méteni

(ABPM) ve skupiné ,,dipper* a ,,non-dipper* ; STK - systolicky krevni tlak, DTK -

diastolicky krevni tlak
den noc
skupina STK (mmHg) | DTK (mmHg) | puls/min STK (mmHg) | DTK (mmHg) | puls/min
»dipper* 128+11 75+10 72+7 115+12 65+10 62+6
,non-dipper* 129+12 76+10 73+8 132+15 75+10 65+9

Nebyl nalezen statisticky vyzmanny rozddil v antihypertenzivni terapii mezi skupinou

»dipper a ,,non-dipper®, p=0,6859 (garf ¢islo 1 a 2).

2. Porovnani koncentrace CsA a metabolitit mezi skupinami

Pfi porovnani naméfenych koncentraci jsme nenasli Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi

skupinou ,,dipper” a ,,non-dipper v piipadé CsA ani primarnich metabolitt AM1 a AM9,

jediny statisticky vyznamny rozdil (p=0.0339) byl nalezen u metabolitu AM4N, jehoz
koncentrace v lymfocytech byla ve skupiné ,,non-dipper 4-ndsobna (tabulka 3 a 4)

Tabulka 3 Koncentrace CsA a jeho primarnich metabolit (ug/l) v krvi
(,,dipper - D, ,,non-dipper* — N)

CsA AMI1 AM9 AMA4N
D N D N D N D N
No 26 25 26 25 26 25 26 25
mean+SD | 90.5+40.1 | 97.3+44.5 [230.0£138.2|219.4+191.01199.6+193.8  142.1+140.0 | 8.3+14.8 13.6+19.2
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Tabulka 4 Koncentrace CsA a jeho primarnich metabolitti (ng/l) v lymfocytech

(,,dipper* - D, ,,non-dipper — N)

ABPM je nejen dulezitym néstrojem pii diagnostice hypertenze a ke zhodnoceni Gc¢innosti
1é¢by, ale umoznuje také odhalit abnormalni cirkadialni kolisdni krevniho tlaku. Pokles
noc¢niho tlaku krve o >10% oproti dennim hodnotam (tj. pomér krevniho tlaku noc/den < 0,9)
je vSeobecné akceptovan jako hranice, aby mohl byt pacient oznacen jako ,,dipper (26).
Odhaduje se, Ze normalni cirkadialni rytmus je zachovan zhruba u 70% pacientli uZivajicich
anithypertenzivni terapii (27). Nejcastéji se jako normalni TK pfi ABPM udava primérny
denni TK < 135/85 mm Hg, primérny no¢ni TK < 120/70 mm Hg a 24hodinovy primérny TK
< 130/80 mm Hg (28). Z tohoto pohledu byl primémy TK v nami sledovaném souboru
v pribéhu dne dobfe kompenzovan, v noci vSak u ¢asti pacientli k poklesu krevniho tlaku
nedoSlo. Statistické zpracovani prokazalo, Ze jediny vyznamny rozdil mezi skupinou ,,dipper*
a ,,non-dipper” byl nalezen mezi koncentracemi metabolitu AM4N v lymfocytech pied
podanim cyklosporinu A, kdy byla v lymfocytech skupiny ,non-dipper* koncentrace
vyznamné vyssi (p = 0.0339). K potransplantaéni hypertenzi pfispivaji mnohé faktory mezi
které patii i uzivani kalcineurinovych inhibitord, jako je CsA a takrolimus (29). CsA snizuje
prutok krve ledvinami vazokonstrikci aferentnich cév. Tento jev milZe nastat jiZ po jedné
davce a urCity stupen rendlni vazokonstrikce se pravdépodobné vyskytuje u vSech osob
lécenych CsA. Vazokonstrikce vyvolava sniZzeni glomerularni filtrace, zvySeni reabsorpce
sodiku, oligurii a nariist sérového kreatininu spolu s dal§imi klinickymi projevy jako je
hyperkalemie, tubuldrni acid6za a hypertenze. Bylo zjisténo, Ze tyto akutni hemodynamické
ucinky jsou funk¢ni, reversibilni a zéavislé na davce (30). CsA je vyrazné¢ metabolizovan

systétmem cytochromu P4503A na vice nez 30 metabolitii (12). Na zaklad¢ in vitro pokust
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CsA AM1 AM9 AMA4N
D N D N D N D N
No 25 25 25 25 25 25 25 25
mean+SD | 11.4+4.0 11.8+£5.0 10.1£10.9 14.0£15.3 7.4+6.7 10.6£13.0 0.4+0.8 1.7£2.6*
*p=0.0339
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jsou tyto metabolity povazovany za mén¢ toxické a méné u¢inné nez mateiska latka. Piispévek
metaboliti k imunosupresivni aktivit¢ CsA in vivo ve srovnani s in vitro studiemi je ovlivnén
riznymi faktory jako je farmakokinetika, distribuce, afinita k vazebnym proteinim,
koncentrace a interakce metaboliti (31). Casteény imunosupresivni u¢inek byl nalezen u
metabolitu AM1, AM9 a AM4N (14). Nefrotoxicky potencidl jednotlivych metaboliti se
v jednotlivych studiich provedenych in vitro 1isi. Copeland et al. zkoumal vliv CsA a
metabolith na rast bunék, syntézu DNA, RNA a proteint. Nejvétsi inhibicni ti¢inek pozoroval
u AMA4N, ktery vykazoval 17-50% aktivity CsA v ICso (koncentrace, ktera je nutna pro 50%
inhibici pfisluSnych parametrit). Pfi koncentraci 25 mg/l CsA a AM4N vykazovaly > 90%
inhibici vSech parametri. Morfologické zmény v bunééné kultuie vyvolané AM4N byly
srovnatelné s témi vyvolanymi CsA (17). Ve studii autori Radeke et al. byla zkoumana
nefrotoxicita CsA a metabolitl pomoci inhibice proliferace mesangialnich bunék. Nejvyssi
inhibi¢ni efekt vykazoval CsA, nasledovan metabolitem AM4N, AMlc, AMlc9, AM9, AM19,
AM1, AM4N9, AM14N, AM1A, AM11d. Metabolity AM4N9, AM14N, AM1A, AM11d byly
povazovany za neaktivni. (12). Moznym mechanismem toxického plsobeni metabolitl tedy
muze byt kovalentni vazba na makromolekuly v jatrech a ledvindch a synergicky ucinek
kombinace CsA s metabolity na mesangialni bunky. Metabolit AM4N by se tak mohl podilet

na nefrotoxickém pusobeni CsA vedoucim k poruse kolisani krevniho tlaku béhem dne.

Zavér

V souboru pacientii po transplantaci ledvin jsme v pribéhu sledovani zaznamenali abnormalni
cirkadialni kolisani krevniho tlaku témét v 50% provedenych méteni. Dle naSich vysledk
hladiny CsA a metabolitti AM1 a AM9 neovlivnily pokles noc¢niho tlaku, statisticky
vyznamny rozdil mezi skupinami ,dipper a ,,non-dipper” byl vSak nalezen u hladiny
metabolitu AM4N v lymfocytech pfed uzitim. Vysledek naznacuje, ze zvySend koncentrace
vyrazné lipofilniho metabolitu AM4N v lymfocytech muize byt pficinou, eventudlné i

markerem pro vyskyt ,,non-dippingu*.

Podporovéno grantem MZ IGA 1A/8655-5 a MSK RRC/04/2010 (Podpora védy a vyzkumu v
MS kraji 2011, Koéd programu: RRC/04/2010).
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