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Transplantacja jest uwazana za najlepsza metod¢ leczenia nerkozastepczego,
szczegdlnie w schytkowej fazie niewydolnosci nerek. Poza trudnosciami wynikajacymi
z dostepnosci narzadoéw, aspektow chirurgicznych, czy immunologicznych, w dalszym ciagu
poszukuje si¢ narzgdzi pozwalajacych na optymalizacje terapii immunosupresyjnej niezbedne;j
do konca zycia biorcy. Szczegodlne trudnosci obserwuje si¢ w grupie pacjentdw pediatrycznych,
u ktorych brak przestrzegania zalecen terapeutycznych (ang. non-adherence) dotyczacych
gléwnie przyjmowania lekow, jest przyczyna ponad 70% epizoddéw odrzucania w pierwszym
roku po transplantacji.

Podstawe leczenia immunosupresyjnego stanowi takrolimus (TAC), lek o budowie
makrolidowej z grupy inhibitorow kalcyneuryny, ktory charakteryzuje si¢ waskim przedziatem
terapeutycznych stezen. Dodatkowym problemem jest duza zmiennos¢ w indywidualnej
odpowiedzi na lek (zmienno$¢ wewnatrzosobnicza) oraz trudno$¢ w ustaleniu odpowiednich
algorytmow  populacyjnych  dotyczacych  dopasowania dawki leku (zmienno$¢
miedzyosobnicza). Oznacza to, ze dawka leku musi by¢ dopasowana indywidualnie do pacjenta
z zastosowaniem terapeutycznego monitorowania ste¢zeniem leku (TML). TAC praktycznie
catkowicie wigze si¢ z erytrocytami, dlatego w rutynowej praktyce klinicznej, oznacza si¢
ilosciowo progowe stezenie leku w pelnej krwi, tj. stezenie TAC przed przyjeciem porannej
dawki leku (Co), ktore powinno miesci¢ si¢ w zakresie terapeutycznym 5-20 ng/ml.

Innym lekiem roéwnie czesto stosowanym w terapeutycznym = schemacie
immunosupresyjnym jest inhibitor dehydrogenazy inozynomonofosforanowej (IMPDH),

mykofenolan mofetylu (MMF), ktory jest prolekiem kwasu mykofenolowego (MPA).



Monitorowanie stezen tego leku nie jest wykonywane rutynowo we wszystkich osrodkach
transplantacyjnych, nie mniej jednak jest rekomendowane ze wzgledu na konieczno$¢
uniknigcia dziatan niepozadanych (toksyczno$¢ wobec szpiku kostnego, czy uporczywe
biegunki). Pomimo tego, ze przebieg farmakokinetyki MPA ma charakter liniowy, duza
zmienno$¢ wewnatrzosobnicza i miedzyosobnicza dodatkowo uzasadnia jego terapeutyczne
monitorowanie. MPA wigze si¢ w duzym stopniu z biatkami osocza i dlatego to ta frakcja krwi
jest rekomendowang matrycg biologiczna, w ktdérej oznacza si¢ stezenie Co. Wartosci stezen Co
powinny miesci¢ si¢ w przedziale powinno miesci¢ si¢ w zakresie 1-3,5 ug/ml.

W zwiazku z tym, ze TML oparte jest na czgstych pobraniach probek krwi, poszukuje
si¢ alternatywnej formy uzyskiwania materialu biologicznego, szczegdlnie dla dzieci, u ktorych
klasyczne pobranie jest wyjatkowo trudne i1 bolesne. Niedawno wprowadzona technika
mikroprébkowania objetosciowo-absorpcyjnego (VAMS) pozwala na pobranie okreslone;,
relatywnie niewielkiej objetosci krwi (10 - 30ul), po naktuciu palca lancetem, podobnie jak
przy standardowym pomiarze glikemii. Pobrana probka po suszeniu i uzyciu odpowiednich
odczynnikow ekstrakcyjnych poddawana jest wlasciwemu procesowi analitycznemu,
najczegsciej w oparciu o wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa sprzezong z tandemowg
spektrometrig mas (LC-MS/MS). Dodatkowo, technika VAMS jest uznawana za niezalezng od
indywidualnego poziomu hematokrytu, w przeciwienstwie do bardziej popularnej techniki
suchej plamy krwi (DBS, ang. dried blood spot).

Ze wzgledu na specyfike prowadzenia terapii immunosupresyjnej u pediatrycznych
biorcow przeszczepu nerki, nadrzednym celem przedstawionej dysertacji byto opracowanie
metod analitycznych LC-MS/MS shuzacych oznaczaniu TAC i MPA w probkach krwi
wlo$niczkowej pobranej metodga VAMS w populacji pediatrycznej po przeszczepieniu
nerki.

Powyzszy nadrzgdny cel dopetniajg cele szczegdtowe: optymalizacja strategii pobrania
materiatu metoda VAMS u dzieci, dobranie warunkéw zwigzanych z przygotowaniem probki
do oznaczenia LC-MS/MS, optymalizacja warunkow chromatograficznych i pracy detektora
MS, walidacja metod analitycznych LC-MS/MS oznaczania TAC w pelnej krwi i VAMS, oraz
MPA w petnej krwi, osoczu i VAMS, zgodnie z wytycznymi mi¢dzynarodowymi Europejskiej
Agencji Lekow (ang. European Medicines Agency, EMA). Dodatkowo, celem przedstawionej
rozprawy doktorskiej bylo badanie stabilnosci analitu w probnikach VAMS w r6znych
warunkach ~ przechowywania, = ewaluacja  potencjalnego,  niepozadanego  efektu
hematokrytowego, jak rowniez walidacja krzyzowa 1 kliniczna z rutynowo stosowanymi

metodami oznaczania tych lekow w diagnostyce laboratoryjne;.



Zaplanowane metody analityczne LC-MS/MS zostaly z powodzeniem zwalidowane
w odpowiednich zakresach kalibracji, zarowno dla TAC (0-60 ng/ml), jak réwniez w przypadku
MPA (0-15 pg/ml). Wyznaczone parametry walidacyjne spetnity kryteria akceptacji okreslone
w wytycznych EMA 1 Migdzynarodowego Towarzystwa Terapeutycznego Monitorowania
Lekow 1 Toksykologii Klinicznej (ang. International Association of Therapeutic Drug
Monitoring and Clinical Toxicology, TATDM&CT). W przypadku walidacji metod
wykorzystujacych VAMS nie zauwazono wptywu poziomu hematokrytu na odzysk analitu
z matrycy biologicznej. Opracowane metody zostaly z powodzeniem wykorzystane
w oznaczeniu stgzen TAC 1 MPA w probkach pacjentéw pediatrycznych po przeszczepieniu
nerki (n=50). Opisane protokoly walidacyjne zostaly poddane walidacji krzyzowej, co
dowiodto rownowaznosci metod wykorzystujacych petng krew 1 VAMS dla TAC oraz MPA.
Dodatkowo, ze wzgledu na roznice w poziomach stezen w osoczu i probkach VAMS dokonano
walidacji modelu korygujacego st¢zenie z zastosowaniem regresji liniowej, co umozliwia
przeliczenie uzyskanego st¢zenia MPA oznaczonego w probkach pobranych metoda VAMS,
na przewidywane stezenie w osoczu. Jest to niezwykle wazne, ze wzgledu na fakt, iz obecne
zakresy terapeutyczne dotycza stezen MPA w osoczu. Niniejszy model zostal dodatkowo
zweryfikowany na grupie niezaleznych probek VAMS, co pozwolilo na uzyskanie pierwszej
jak dotad opisanej w literaturze formuly korelacyjnej spelniajacej rygorystyczne kryteria
akceptacji sformutowane przez IATDM&CT.

Prezentowana dysertacja oparta zostata na monotematycznym cyklu trzech publikacii,
w tym dwoéch prac eksperymentalnych, ktére w sposdb wyczerpujacy opisuja opracowane
metody LC-MS/MS oznaczania TAC i MPA, ich walidacje¢ analityczng, krzyzowa i kliniczng.
Opracowane protokoty analityczne zostaty z powodzeniem zastosowane w terapeutycznym
monitorowaniu lekow immunosupresyjnych u pacjentow pediatrycznych po przeszczepieniu
nerki leczonych w Instytucie ,,Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” (IPCZD) w Warszawie.

Technika VAMS stwarza nowe mozliwosci w TML, nie tylko w przypadku lekow
immunosupresyjnych. Zaréwno zalecenia producenta, jak 1 wyniki przedstawione
w niniejszej rozprawie doktorskiej $wiadczg o wysokiej stabilnosci pobranych probek
w roéznych warunkach, co umozliwia samodzielne pobieranie probek przez pacjenta lub jego
opiekuna w domu bez obecnosci wykwalifikowanego personelu medycznego. Pobrana probka
po odpowiednim zabezpieczeniu moze zosta¢ przekazana do laboratorium diagnostycznego,
a uzyskany wynik i rekomendacje terapeutyczne moga zostaé przekazane przez lekarza

prowadzacego narzedziami teleinformatycznymi.



Technika VAMS moze zosta¢ uzyta jako pewnego rodzaju strategia motywacyjna dla
mtodych pacjentéw w zakresie przestrzegania zalecen terapeutycznych, umozliwiajaca czgstsze
kontrolowanie parametru Co lekow immunosupresyjnych, ktorego fluktuacje sa bezposrednig
konsekwencja zjawiska non-adherence. Dodatkowo zastosowanie VAMS w codziennej
praktyce wydaje si¢ atrakcyjne ze wzgledu na niedawne ograniczenia w dostgpie do opieki
zdrowotnej w czasie pandemii SARS-CoV-2, jak roéwniez ze wzgledu na nierzadkie trudnos$ci
logistyczne z ktorymi muszg radzi¢ sobie pacjenci i1 ich rodziny (jedyny pediatryczny osrodek
transplantacyjny w Polsce to IPCZD).

Wedhug najlepszej wiedzy, opisane w niniejszej pracy zastosowanie techniki VAMS
w populacji pediatrycznej w celu monitorowania lekdw immunosupresyjnych jest jednym
z pierwszych opisanych w literaturze. Nalezy mie¢ nadzieje, ze zapoczatkuje to szeroka

optymalizacje farmakoterapii 1 TML w oparciu o techniki mikroprébkowania.



