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ROZWINIECIE 1 WALIDACJA NOWEJ METODY LC-MS/MS OZNACZANIA STEZENIA
WOLNEJ FRAKCJI TACROLIMUSU W OSOCZU W ZALEZNOSCI OD EKSPRESJI CYP3A5

Przeszczepienie narzadu jest najlepsza i czesto jedyng metodg leczenia niewydolno$ci nerek i watroby. Po
transplantacji konieczne jest wiaczenie przewlekltej, wielolekowej terapii immunosupresyjnej, ktora zapobiega
odrzucaniu przeszczepu, ale rownoczesnie wywoluje ostabienie dziatania uktadu odpornosci pacjenta. Obecnie
podstawowym lekiem z tej grupy jest tacrolimus, ktorego skuteczno$¢ i bezpieczenstwo zostaty potwierdzone
przez liczne badania naukowe. Od czasu wprowadzenia tacrolimusu do leczenia pacjentdw po przeszczepieniu,
udato si¢ zredukowaé odsetek epizodow ostrego odrzucania narzadu z 50-60% do 10-20%. Jednak po
trzydziestu latach stosowania leku w praktyce klinicznej, terapia tacrolimusem nadal zwiagzana jest z duzym
ryzykiem wystapienia powiktan.

Tacrolimus cechuje si¢ waskim oknem terapeutycznym oraz bardzo duza migdzyosobniczg i
wewnatrzosobnicza zmiennos$cig farmakokinetyki. Oznacza to, ze niewielkie rdznice stezenia leku we krwi
moga znacznie zmienia¢ jego wptyw na pacjenta, co wynika z wielu czynnikoéw, migdzy innymi genetycznych
(ekspresja enzymu CYP3A5 metabolizujacego tacrolimus). Dlatego tez konieczne jest ciggle monitorowanie
stezenia tacrolimusu we krwi, ktore docelowo powinno miesci¢ si¢ w zakresie od 4 do 12 ng/mL. Zaré6wno
zbyt mata jak i zbyt duza ekspozycja na lek wigze si¢ z wystepowaniem istotnych dziatan niepozadanych,
takich jak ostre odrzucanie narzadu, nefrotoksyczno$é, neurotoksyczno$é, nadcisnienie tetnicze, cukrzyca,
infekcje, nowotwory oraz powiktania sercowo-naczyniowe. Wystepowanie tych zdarzen istotnie zwicksza
zachorowalnos$¢ i $miertelnos¢ u biorcow przeszczepow.

Obecnie stezenie tacrolimusu monitorowane jest poprzez pobranie probki Krwi przed porannym przyjgciem
leku (tzw. stezenie Co). Opierajac si¢ na tym pomiarze, lekarze modyfikuja dawke, zeby ograniczy¢ mozliwos¢
wystgpienia negatywnych efektow terapii. Niestety, liczne badania kliniczne pokazuja, ze st¢zenie Co nie
odzwierciedla wystarczajaco mozliwo$Ci wystgpowania dziatan niepozgdanych. Poniewaz w Polsce ponad
15000 pacjentow jest leczonych przewlekle tacrolimusem, opracowanie nowych, doktadniejszych sposobow
kontroli dziatania leku jest bardzo potrzebne.

Celem opisywanego projektu badawczego jest ocena przydatnosci klinicznej rdéznych Sposobow
monitorowania stgzenia leku u pacjentow po przeszczepieniu nerki i watroby, ktore obejmuja pomiary Co W
pelnej krwi oraz st¢zenie wolnego tacrolimusu w ultrafiltracie osocza. Uwaza sig, ze jedynie wolna frakcja
tacrolimusu jest aktywna biologicznie i wywiera dzialanie terapeutyczne w organizmie. Dlatego spodziewamy
sie, ze poziom wolnego tacrolimusu bedzie doktadniejszym niz stezenie Co markerem, ktéry mozna powiazac
z epizodami ostrego odrzucania i dziataniami niepozadanymi leku. Zaklada si¢ rowniez odnalezienie
matematycznej zaleznosci pomiedzy Co, stezeniem albumin i hematokrytem w celu stworzenia wzoru do
obliczania stezenia wolnego tacrolimusu. Pomiary bedg wykonane przy pomocy systemu chromatograficznego
Nexera sprzgzonego ze spektrometrem mas LCMS-8050 potrdjny kwadrupol.

Kolejnym celem badania jest oznaczenie ekspresji enzymu CYP3A5 u kazdego pacjenta. Obecno$é tego
enzymu wiaze si¢ z szybszym metabolizmem leku i nizszymi stezeniami Co tacrolimusu we krwi. Stezenie
wolnego leku zostanie skorelowane z ekspresja enzymu CYP3AS5. Zaktada sig, ze zalezno$¢ bedzie lepiej
wyrazona niz w przypadku pomiaru Co. Ma to potwierdzi¢ role genotypowania w dostosowywaniu dawki leku.
Genotypowanie wykonane zostanie przy pomocy systemu QuantStudioTM 12 K Flex Real-Time PCR.

Badanie ma w znaczacy sposob przyczyni¢ si¢ do zrozumienia farmakokinetyki tacrolimusu, czyli jego
metabolizmu w organizmie oraz reakcji pacjenta na lek. Proponowany projekt badawczy jest pierwsza proba
zintegrowania réznych metod pomiaru tacrolimusu (Co petnej krwi i wolnego leku w ultrafiltracie osocza) oraz
ekspresji genetycznej pacjenta w prospektywnym badaniu klinicznym z réwnoczesna ocena dziatan
niepozadanych terapii. Projekt ma by¢ podstawg do wprowadzenia spersonalizowanej terapii
immunosupresyjnej — oznacza to mozliwo$¢ dobrania indywidualnej dawki leku dla kazdego pacjenta jeszcze
przed transplantacjag. W rezultacie umozliwi to wydluzenie zycia biorcOw oraz prawidtowej funkcji
przeszczepionych narzadow.



