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1. SANTRUMPOS

MHC - didysis audinj suderinamumo kompleksas (angijor histocompatibility
compleX

ZLA — ?mogaus leukogjtantigenai (angiHLA —humanleukocyteantigen

TCR — T limfocity receptorius (angll cell recepto)

APL — antigen pateikianti 4stek (angl.antigen presenting cell

CD - diferenciavimo grup(angl.cluster of differentiation

CsA — ciklosporinas A

FK-506 — takrolimas

FKBP-12 — takrolimy prijungiantis baltymas (angkK-506 binding proteih

NF-AT — aktyvuot; T lasteliy branduoly veiksnys (anglnuclear factor of activated T
celly

IL — interleukinas

APLC - nuo antikiny priklausomadsteliy citotoksire reakcija

TGFp — transformuojantis augimo faktorifgangl.transforming growth factof)
TIMP-1 — metaloproteinagiaudini; slopiklis-1 (angltissue inhibitor of
metalloproteinases)1

MMF — mikofenoliato mofetilas

MPA — mikofenolire ragstis

IMP-DH - inozino monofosfato dehidrogeraz

MTOR — angl.mammalian target of rapamycin

MEIA — mikrodaleliy fermentire imunoanaliz (angl.microparticle enzyme immunoasgay
CEDIA - klonuoto fermento donoro imunoanali@angl.cloned enzyme donor
immunoassagy

FPIA — fluorescenciés poliarizacijos imunoanakzangl.fluorescence polarization
immunoassgy

EIA — imunofermentié analiz (angl.enzyme immunoasgay

IBA — imunofilino prijungimo analiz (angl.immunophilin-binding assay

RRA - radioreceptoriaus analifangl.radioreceptor assgy

ELISA — angl.enzyme-linked immunosorbent assay

EMIT - angl.enzyme-multiplied immunoassay technique

LC-MS - sky<iy chromatografija su masispektrometrija (angliquid chromatography-
mass spectromefyy



tr— sulaikymo trukm (angl.retention tim¢

HETP — aukstis, lygiavertis teorineéksStelei (angl.Height Equivalent to a Theoretical
Plate)

HPLC —auksto efektyvumo skys; chromatografija (anghigh — performance liquid
chromatography

ESI — elektros srauto jonizacija (anglectrospray ionization

APCI — atmosferos &io chemir jonizacija (anglatmospheric pressure chemical
ionization

cps— impuls;y skatius per sekung(angl.counts per second

THF — tetrahidrofuranas



2. IVADAS

Siandien organp transplantacija yra rutinénklinikiné procedira. Pagrindia jos
kliutis — orgam atmetimas, kuris vykstaédlastelinio ir humoralinio imuninio atsako
recipiento organizme, sukeliamo specifidionoro antigen

Vienas iS galim Sios problemos sprendimoidy — imunosupresija. Tai yra
imuninés sistemos slopinimas specialiais vaistais (imupeesantais), antilnais ir
metabolizmo toksinais. Tokia terapija pacientamsvabo bati taikoma vig likusj
gyvenima. Dél individualios farmakokinetikos ir farmakodinamikauri kiti nuolat sekama
imunosupresant koncentracija kraujyje, nes per maza galiiti bneveiksminga ir
neapsaugoti nuo organo atmetimo reakcijos, o pkdgali bati toksisSka ir sukeltjvairius
Salutinius efektus. Nors rutindje praktikoje terapié imunitet, slopinartiy vaisyy kontrok
dazniau atliekama naudojant imuninius metoduSatadaug jautresnis bei specifiSkesnis
yra auksto efektyvumo sk§is; chromatografijos metodas.

3. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tikslas: istirti chromatografigs analizs slygas sirolimui ir takrolimui nustatyti
HPLC-MS/MS metodu.

Uzdaviniai:
Parinkti optimal eliuavimo huda.
IStirti polinio eliuento protonizacijogaka analizs kokybei.
IStirti analizs tiesiSkum.

IStirti analizs kokyle, pakeitus polinio tirpiklio hidrofobiSkum

ok 0N PR

ISbandyti acetonitril kaip nepolin eliuent.



4. LITERAT UROS APZVALGA
4.1. Transplantacija

4.1.1. Transplantacijos istorija pasaulyje

Transplantacija —abteliy, audinyy ar orgam, vadinany transplantatais, petkmas
IS vieno individo (donoro) kitam (recipientui).

Pirmosios Zinios apie $iprocedira pasiekia mus iS VIII a. pr.Kr. Tada Indijoje
Koomaskastos puodZziai atvaizdavo savo dirbiniuose, ladipurgas Sustrata sukuria ir
prisiina pacientams naujas nosis iS odos ldpin Po mazdaugukstartio mety (lla.)
transplantacija buvo atliekama terapiniais tiksldisijoje, kai nesveikas vidaus organas
buvo pakeistas sveiku. diau nenurodoma, kokie buvouySir kity iki XVIII a. atlikty
operacij rezultatai.

1749 m. gamtininkas ir fiziologas iS Pramgos Henri-Louis Duhamel du Monceau
s¢kmingai persodino organizmo dalis iS viegyviiny kitiems. Po Sio eksperimento gek
dar keli panass, o XIX a. atliktos pirmosios odos, raumerkaul;, akies ragenos
persodinimo operacijos Zmogui. XIX a. pabaigojeuwstikorgan ir audiniy konservavimo
tirpalai leido toliau eksperimentuoti su gyais ir ieSkoti [ady, kai ity galima pageléti
zmorems.

1954 m. JAV atlikta pirmoji &minga inksto transplantacija iS vieno identiSko
dvynio brolio kitam. Sis inkstas funkcionavo 8 met1962 m. pirm karty persodintas
negyvo donoro inkstas, kuris recipiento organizmek€ionavo 21 rnes. 1967 m. —
pirmoji stkminga kepean persodinimo operacija, kurios rezultatas — 13nesi
funkcionuojartios kepenys, ir pirmoji Sirdies transplantacijatRi@frikos Respublikoje.
Pastaroji laikomaékminga, nors persodinta Sirdis funkcionavo tik 1énd.

Nauja puslap transplantacijos istorijoje atvertl969 m. atrastas ciklosporinas,
sintetinamas gryb [rodytos jo imunosupresis savyls, susintetintas laboratorijoje ir
1983 m. lapkidio méneg atsirado prekyboje [1].

Lietuvoje pirmoji inksty transplantacija atlikta Vilniuje 1970 m. vasariémag, o

pirmoji Sirdies transplantacija — 1987 m. Jas atpkofesorius A.Marcinkevius.

4.1.2. Transplantacijos tipai

Priklausomai nuo donoro ir recipiento audinantigeninig skirtumy, galimos

transplantacijos formos:



e autologire: donoras ir recipientas yra tas pats individasvypdZiui, odos,
poodZio ar raumeantransplantacija). Imuninis audinatitikimas yra identisSkas;

e izogenire (arba singeni): donoras ir recipientas yra genetiSkai identiski
(dvyniai). Imuninis audinj atitikimas yra identisSkas;

e alogenirk: donoras ir recipientas yra tosépes risies, bet genetiSkai skirtingi
individai. Imuninis audinj atitikimas yra dalinis;

e ksenogeni& donoras ir recipientas priklauso skirtingomssims. Imuninis
audini atitikimas yra minimalus.

Dar skiriami:

e ortotopinis organo persodinimas — tai donoro orgpacsodinimag pasaling
ligonio organo viet;

e heterotopinis organo persodinimas — kai persodisarkig vieta [2].
4.1.3. Transplantato atmetimo mechanizmai

Labiausiai paplitusi alogenéntransplantacija: inkst Sirdies, kepem ragenos.
Viena pagrindini jos klia¢iy — recipiento imuninis atsakaspersodird audini, dél kurio
yra galimas transplantato atmetimas.

MHC molekuks (didysis audini suderinamumo kompleksas; Zzmogaus organizme
jos dar vadinamos ZLA molektrmis) pateikia svetimp baltyminiy antigem peptidus T
limfocitams tokia forma, kad Sie sugeba juos atp@Zzir taip inicijuojamas specifinis
imuninis atsakas Siuos antigenus. Daugelis T limfagiper savo receptorius TCR, kuyri
kiekvienas yra specifiSkas skirtingam svetimam jolejpt sujungtam su nuosavom MHC
molekukm, kryzmisSkai reaguoja su alogeéimis MHC molekuémis. Kryzmiskai
reaguojantieji TCR atpgta:

e peptidus, asocijuotus su alogetrims MHC moekutmis;

e determinantes, kurias sudaro MHC molékuldalies ir sujungto peptido

aminong&iy liekanos.

Alogenines MHC molekuts pateikiamos recipiento T limfocitams dviemdhis:

e tiesioginiu: intaktini MHC molekuly donoro antigem pateikiagiy lasteliy

membranose atpazinimas recipiento T limfocitais;



e netiesioginiu: donoro MHC baltymai patenkeecipiento antigenpateikiartias
lasteles (APL), ten vykstayjskaidymas, imunogeniniai peptidai sujungiami su
recipiento molekumis ir pateikiami T limfocitams.

Transplantato atmetimo mechanizmai:

e aloreaktyvis CD8T efektoriai (citotoksiniai T limfocitai — CTL) t&ogiai

lizuoja transplantato endotelio ir parenchimgstdles;

e aloreaktyvis CD4T efektoriai transplantate sutelkia ir aktyvina maflgus,

sukeldami transplantato paZzeidipagal éta padictjusio jautrumo reakcij

e aloantikinai jungiasi prie endotelicsteliy, aktyvina komplementir sukelia

transplantato kraujagyslipazeidimus.

Skiriami tokie transplantato atmetimo tipai:

e ZaibiSkas (hipamus)jvyksta @&l greitos transplantato kraujagyslirombozs,

kuri prasideda, sujungus Seimininko ir transplantaiujagysles;

e Uminio metu imuniks reakcijos pazeidzia transplantato kraujagysfidotelio ir

parenchimosaksteles (histologiSkai matomas vaskulito vaizdas);

e létinis jvyksta @l fibrozés ir normalios persodinto organo striukis praradimo

2].

4.2.lmunosupresija. Imunosupresiniai preparatai
4.2.1. Ciklosporinas ir takrolimas: vartojimo patirtis, ve ikimo mechanizmas ir

Salutinis poveikis
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1 pav. Ciklosporinas ir takrolimas.



Ciklosporinas A (CsA) (1 pav., k&je) yra lipofilinis ciklinis undekapeptidas,
iISskiriamas iS gryip Tolypocladium inflatum gamdakrolimas (FK-506) (1 pav., degja)
— makromolekulinis junginys, sintetinamé&streptomycesTsukubaenis Tai imunitey
slopinantys vaistai, naudojami mazinti atmetimo kogai po orgam persodinimo
operacij: ciklosporinas atrastas 1969 m., o takrolimas 8718. Ciklosporinas padidina
tikimybe iSgyventi 3 metus po Sirdies persodinimo operaanioo 40% iki 70% [3][4].

Ciklosporinas ir takrolimas difunduoja T lastek, citoplazmoje jungiasi prie
imunofilino (cis-trans izomeray. ciklosporinas — prie ciklofilino, takrolimas +i@ FKBP
12. Vaisto-imunofilino kompleksas jungiasi prie ¢iakurino (fosfatag kurios funkcija —
defosforilinti aktyvuoiy T lasteliy branduoly veiksn NF-AT). Defosforilintas NF-AT bty
perkeliamag branduoj ir ten aktyvuod IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IFNy, TNFa, GM-CSF, IL-2
bei IL-7 receptorius koduoj&n; geny promotorius. Esant ciklosporinui arba takrolimui
citozolyje, NF-AT nepatenkabranduol, néra indukuojama &igen; transkripcija. Todl T
limfocitai neproliferuoja, nesintetina citokin aktyvuojaiy makrofagus. Takrolimagm
vitro slopina B limfocit; aktyvacip. NK lasteliy funkcija ir nuo antikny priklausoma
lasteliy citotoksire reakcija (APLC) ara slopinamos takrolimo bei ciklosporino [5].

Po inkst; transplantacijos takrolimas pisnkarty taikytas imunitetui slopinti 1989m.
Irodyta, kad efektyvu skirti takrolignpacientams, kuriemdillinga steroid terapijai atspari
atmetimo reakcija. Yra &lloma takrolimo terapaj taikyti atopiniam dermatitui gydyti [6].
Nors iSgyvenamumas po transplantacijogjosatrims metams vartojant ir ciklospogjnr
takrolima buvo vienodas, téau takrolimas labiau sumazino organo atmetimdaigb].

Ciklosporinas ir takrolimas metabolizuojami keperasteliy mikrosomose
citochromo P-450 sistemos [3] [4]. Nustatyti api® fakrolimo ir daugiau nei 30
ciklosporino metabolit. Kai kurie IS j; yra biologiskai aktyws bei gali Iati toksiski [7].

Siy vaisiy terapinis intervalas yra siauras; koncentracijes \8io intervalo yra
toksiSka. Ciklosporino terapirkoncentracija yra 100 — 350 ng/ml. Pageidaujarkinliano
terapire koncentracija kraujyje: iSkart po transplantacijds — 15 ng/ml, prgus dviems
metams po transplantacijos 5 — 10 ng/ml [3][4].

Abu Sie preparatai pasizymi nefrotoksiSkumujaa ciklosporinas daug stipresniu.
Kol kas dar nevisai aiSkiu mechanizmu yra pazerdbs smulkiosios inkgtkraujagysts.
Tyrimai su gywinais parod, kad takrolimas mazina T@Hr TIMP-1 gem ekspresy, o
ciklosporinas didina tkgo tipo kolageno ir mazina matrikso metaloproteinaz ir 9 gem
ekspresy [8]. Takrolimas be to dar yra neurotoksiSkas hai gukelti kardiomiopatijas,

anemip, chroniSk diareja, diabe#, alergijas ir limfoproliferacines ligas. Ciklosaui
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budingas Salutinis poveikis — hipercholesterolemijgertenzija (nustatyta, kad vartojant
takrolima, hipertenzija atsirandaéhau [9]), danten hiperplazija ir hirsutizmas [5],
konvulsijos, tremorai, platiny edema, padigusi limfomos rizika [5].

2001 m. VUL Santariski klinikos kartu su Valstybiniu patologijos centrtliko
ciklosporino nefrotoksiSkumtiriancia studip, kurios metu buvo iSanalizuota 30 pacignt
po inksty transplantacijos ikklé. Tirti recipientai, kuriems prieS atliekant inksbiopsip
buvo nustatyta ciklosporino koncentracija kraujyié. tirtyju bioptat; buvo nustatyta CsA
sukeliy pazeidimy, likusiems — ne. Nustatyta koreliacija tarp trdasmto bioptate rast
CsA nefrotoksiSkumui ddingy pozymi ir didesni nei 200 ng/ml CsA kiekio recipiento
kraujyje [10].

Atliekant ciklosporino terapinkontrok, kartu reikia sekti vaigt saveikaujagiy su
juo ir didinartiy jo toksiSkunma, koncentracy. Tai yra tokie vaistai, kurie vartojami kartu
su ciklosporinu slopinti imunitetui arba veikia le@p metabolizma [3]. Pavyzdziui,
fenobarbitalis, fenitoinas, rifampinas, karbamamapi aktyvuoja citochromo P-450
fermentus, toé mazja ciklosporino koncentracija, o kai kurie antilkai (eritromicinas,
klatrimicinas ir kt.) slopina citochromo P-450 sish, tockl ciklosporino koncentracija

kraujyje iSauga [4].

4.2.2. Mikofenolin é ragstis: vartojimo patirtis, veikimo mechanizmas ir

Salutinis poveikis

s} OH CH,

2 pav. Mikofenoliato mofetilas.

Mikofenoliato mofetilas (MMF) (2 pav.) — efektyviisiunitet slopinantis vaistas.
Mikofenolin¢é rugstis iSskirta idPenicillium spp kultiros 1913 m. 1940 m. parodytos Sios
medziagos antibaktegs ir antigrybires savylss, 1968 m. — antézinés. Mazdaug tuo
metu buvo numanomos ir imunosupreésirsavylss, ta&iau tyrimai su peimis neleido to
irodyti, nes pels pasizymi yp& greita mikofenoligs rmigsties apykaita. &iau buvo
sukurtas esterinis provaistis — MMF, kuris oficalpradtas taikyti paskutiniaisiais XX a.
metais [3][4].

11



Po absorbcijos plazmoje, kepenyse ir inkstuose MkéFhidrolizuojamas esteragzi
iki aktyvios formos — mikofenoliato (MPA). MPA mdtalizuoja uridino difosfato
gliukuroniltransfera&s, kurios yra labai svarbios MPA detoksikacijai J[1Didzioji
susidariusio gliukuronido dalis yra sekretuojaimalzj, kur vl pavegiamaij aktyw, MPA
ir grazinamaj kepenis, likusi pasalinama su Slapimu.

MPA yra mazai toksiSkas, galiath vartojamas profilaktiSkai. Daznai vartojamas
kartu su ciklosporinu (arba takrolimu) ir steromlatokiu atveju reikia maze&sn Siy
imunosupresantkoncentracijos, o tai reiSkia mazesalutinio poveikio rizik.

MPA yra selektyvus gktamasis nekonkurentinis inozino monofosfato
dehidrogenas (IMP-DH) slopiklis. IMP-DH yra svarbiausias ferntas guanino
nukleotid; sintezeide novo MPA turi kelis specifiSkumo laipsnius IMP-DH izmioms,
randamoms T ir B limfocituose. Proliferuojamose limfocituose Sis puninsintezs hidas
yra vienintelis. Esant MPA slopinama DNR replikacijpei T ir B 4steliy proliferacija,
kuria sukelty atsakasi mitogenirg ar alospecifia stimuliacip. Taip pat nevyksta
fibroblast;, endotelio 4steliy ir arterijp lygiyju raumem lasteliy proliferacija. In vitro
parodyta, kad MPA slopinadteliniy glikoprotein; manozilinimy bei fukozilinima. Tai
sumazina leukoait bei monocit susitelkimy ir jungimasi prie endotelio uzdegimo ir
transplani atmetimo metu [3][4].

Yra nustatyta aisSki koreliacija tarp transplantaimnetimo ir per mazos MPA
koncentracijos kraujyje. Pastgb Sie nepageidaujami reiSkiniai: virSkinamojo ti@k
pazeidimai, leukopenija ir oportunisés infekcijos. MielotoksiSkumo mechanizmas dar
néra suprastas, nes MPA, selektyviai slopindamasnpusintez de novq veikia tik
proliferuojartius limfocitus. Daznai pasitaiko diga, vémimas [5].

Sialoma MMF terapig koncentracija 25 — 50 ng/ml [3] [4].
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4.2.3. Sirolimas: vartojimo patirtis, veikimo mechanizmasir Salutinis poveikis

3 pav. Sirolimas.

Sirolimas (rapamicinas, rapamunas) (3 pav.) - nwlkinis laktonas,
produkuojamasStreptomyces hygroscopicuitrastas XX a. 8-ame deSimtmetyje kaip
prieSgrybinis agentas, dau nebuvo taikomas kaip antibiotikagl go imunosupresinj
savybi;. Pastebus, kad sirolimo strukira labai panaSi takrolimo strukiira, pradta
tyrinéti sirolimo imunosupresinveikima eksperimentiése transplantacijose ir nuo 1999 m.
sirolimas pradtas taikyti oficialioje praktikoje. Manoma, kad jigikia sinergiSkai kartu su
ciklosporinu arba takrolimu [4].

Lastekje sirolimas jungiasi su imunofilinu FKBP 12. Sumigs kompleksas
neveikia kalcineurino, ta&au jungiasi prie mMTOR — svabios reguliaggnserino-treonino
kinazs ir slopina §. mTOR fosforilina baltymus, kurie dalyvauja sigmglerdavime is
augimo faktoriaus receptarii branduaj ir yra svarlis lasteks augimo ciklo reguliacijai.
Sirolimo-FKBP 12 komplekso jungimasis prie mTORddo neaktyvuojama speciali
IRNR transliacija, nuo ciklim priklausomos kinas, reikalingos koordinuotai DNR
sintezei, bei slopinama speciglibosomini; baltymy sinte2. Tai slopina citokin (pvz.:
IL-2) sukeliamy T lasteliy aktyvacip ir proliferacij, antilkinu produkcip ir stabdo 4steliy
augimo cikh nuo G1 iki S fags [12]. Be to sirolimas inhibuoja Siuos ciklospatin
atsparius procesus: imunoglobulisintez B limfocituose, APLC ir NK 4steliy funkcija
[5].

Neseniai nustatyta, kad mTOR dalyvaujatéks apoptozs reguliacijoje. Toéd

sirolimas gali lati vartojamas ¥ziui gydyti: jei auglio 4steks rera sirolimui atsparios, t.y.
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nesintetina antiapoptotiupibaltymy, sirolimo blokuojama mTOR ne tik slopinvéziniy
lasteliy augimo cikh, bet ir indukuai ju apoptoz [13]. Eksperimentain vitro paroc, kad
sirolimas slopina hepatoceliutis karcinomosalsteliy augimy sukeldamas apoptezkuria
patvirtino pakitusi §j lasteliu morfologija. Nustatyta, kad taip vyksteldo, kad Sis
preparatas aktyvuoja kasgaz ir pazeidzia mitochondtj membranip potenciad. Be to,
sirolimas slopina antiapoptotinio baltymo Bcl-2 aktyvino apoptotinio baltymo Bcl-xI
poveiki [14]. D¢l savo prieSeziniy savybip sirolimas gaity bati vartojamas pacient
kuriems kepen transplantacija atlikta &l hepatoceliuligs karcinomos [13], arba tais
atvejais, kai po hepatoceliutis karcinomos gydymo yra kkvéziniy lasteliy [14].

Sirolimas slopina aortos lygiy raumem lasteliy proliferacip ir migraciap. Tai
procesai, kurie po Sirdies transplantacijos sukaiemosklerotini plokStely formavimasi ir
kraujagysli susiaugjima [15].

Sirolima metabolizuoja citochromo P-450 sistema ir P-gliodpinas (ilgas
membraninis baltymas zarnyno epiteligteliy sienetje, kuris veikia kaip vaist pompa,
daZniausiai paSalindamas vaistusagtdks) [12]. Daugiausiai kepenyse vyksta siroli@o
demetilinimas ir hidroksilinimas. Nustatyta apie ddlimy jo metabolit,. Daugiau nei 90%
patekusioi organizm sirolimo nemetabolizuojama, o kraujyje randamasnaés formos
[13]. Kadangi Sis preparatas yra labai mazai tirppge 95% viso jo kraujyje esaa kiekio
randama eritrocituose. Manoma, kad sirolimo metabahunitet slopinantis aktyvumas
atitinka tik 10% paties sirolimo aktyvumo [16].

Sirolimo terapinis intervalas 5 — 15 ng/ml [4]. Rdsta, kad koncentracija kraujyje
daugiau nei 15 ng/ml yra toksiSka [17]. Galimi $aai poveikiai yra Sie: galvos
skausmas, pykinimas,émimas, gliukozs koncentacijos pokyai kraujyje, padidjusi
infekciju rizika, trombocitopenija ir leukocitopenija. Pagfi du yra siejami su
trumpalaikiu sirolimo vartojimu. Su ilgalaikiu siimo vartojimu yra siejama
hipertrigliceridemija [5]. Taip pat nurodoma, kadligatsirasti anemija, hipokalemija,
hipertenzija, brimas, nusilpusi kepenfunkcija [18]. Tyrimai su gywnais (ziurkémis,
Sunimis, bezdZiaimis) parod ir kity nepageidaujamreiskiniy: tai — miokardo infarktai,
hipermagnezemija, smulk kraujagysh; pazeidimai, virSkinamojo trakto intoksikacija.
[5]

Pasaulig sirolimo vartojimo patirtis parag kad jis sumazino transplantato
atmetimo per 6 ®n. po operacijos rizik Skirtingai nei ciklosporinas sirolimas neslik
inksty pazeidimo. Buvo tirta sirolimo bei kitimunosupresant saveika: nustatyta, kad

sirolimas sinergistiSkai veikia kartu su ciklospariir kortikosteroidais. Skiriant Siuos
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preparatus tinkamu santykiu, galima pasiekti nagriefekty ir sumazinti CsA bei
kortikosteroid; Salutinio poveikio rizik [18].

2005 m. VUL SantariSki kliniky Nefrologijos ir urologijos centras atliko tyrim
kurio tikslas —jvertinti sirolimo efektyvum gydant pacientus po inkstransplantacijos ir
palyginti ju bukle su ciklosporia vartojusiy pacientt bikle. Nuo 2002 m. iki 2005 m.
sirolimu gydyti 26 pacientai: pusej girolimas buvo skirtas iSkart po operacijos, liknss
— po vidutiniSkai 18 ren. Nustatyta, kadminés inksto atmetimo reakcijos per pirmus tris
ménesius yra retegs pirmojoje grupje. Nepastedia jokio nefrotoksiSkumo poZzymi
Todkl teigiama, kad ciklosporino nepageidaujamo poweikliminavimui galima skirti
pakaitirg sirolimo terapij [19].

4.2.4. Everolimas: vartojimo patirtis, veikimo mechanizmasir Salutinis

poveikis

0
#""CHj
N 0 g ~OH

4 pav. Everolimas.

Sirolimo analogas everolimas [4D42-hidroksietil)-rapamicinas] (4 pav.) dar
mazai taikomas terapijoje. Everolimo ir sirolimoikimmo mechanizmas yra toks pat.
Everolimas poliSkesnis uz sirolgn[20], toctl ne taip pldiai pasiskirsto audiniuose,
nesiimplantuoja kraujagysli intimoje, toal imunosupresiniam efektui pasiekti reikia
mazeshs koncentracijos.

Kitas everolimo privalumas lyginant su sirolimu yoaantiproliferacinis poveikis
kraujagysliy endoteliui bei transplantato lygiesiems raumeniBws/o atlikta tyrimy, kurie
parod, kad everolimas pacientams po Sirdies transplgantasumazino vaskulopatij

atsiradimy, arba kraujagysb intima buvo daug maZziau iS¢@ssi nei pacient, vartojusiy
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Kitus imunosupresinius preparatus. Be to, sujoaatomegaloviruso infekaij daznis. Kity
infekciju daznis svyravo priklausomai nuo paskirtos everolkoncentracijos: esant didelei
everolimo koncentracijai (3 ng/ml) infekgijdaznis buvo didesnis, nei vartojuskitus
preparatus. Tadl everolimas gali ©ti taikomas norint iSvengti éyvo transplantato
atmetimo ar net recipiento mirties, kuriuos sukeaskulopatijos [21].

Sialoma everolim taikyti ne tik potransplantaciniams pacientams,t e
sergantiems koronarligomis intimos hiperplazijos prevencijai. Buvoksuti ir iSbandyti
su gywvinais bei Zmoémis everolimu padengti biodegraduojamo polimeramtsie Gauti
daug zadantys rezultatai, liudijantys Sio metodogsas, tinkamuma ir efektyvumy
slopinant intimos proliferacij[20].

4.3. Terapineé vaisty kontrol é

Terapiré vaisty kontrok pradtta taikyti apie 1970 m. sekant epilepsija setgan
asmem fenitoino koncentracij kraujyje. Skiriama preparato dotapo parenkama nebe
pagal pacientoiho mas, o pagal koncentraaikraujyje.

Terapire vaisto kontrad yra paremta Siomis disciplinomis: farmakokinetika,
farmakodinamika, chemine analize. Uzdaviniai:

e apibrzti problen,

tinkamai paimtieming;

e pasirinkti geriausi analizs metod,;

e standartizuoti analiz

e paruosti negin;;

o kompetetingai atlikti analig

e gelxti interpretuoti rezultatus.

Nors terapid vaisy kontrok atliekama gana seniai, yradikeiSspesty problemy.

Visy pirma tai — labai tiksli ir atranki; analiZs metod sulirimas ir tobulinimas. Antra —
vaisto metabolitai: reikia metad galintiy juos atskirti nuo bendro anali rezultato, bei
sugeldti tinkamai interpretuoti metabalitkoncentracijas vaisto koncentracijos kontekste.
Ateityje tyrimai tugty bati nukreiptii tai, kad lity iSaiSkintas vaisto metabalitvaidmuo
organizme: ar jie toksiski, ar veikia analogiSkaistui, ar pasizymi kitokiu biologiniu

veikimu, ar tiesiog tap tirpiais Salinami iS organizmo. Tiie@ji problema -—
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farmakodinamika. Yra nemazai vaistkuriy poveikis mazai sus$ su ji koncentracija
organizmo sky&uose, todl reikia kity terapires vaisto kontrals metod [22].

Daugeliui vaisi yra nustatytas rySys tarp vaisto poveikio ir jon&entracijos
plazmoje. Tam, kadity pasiektas norimas poveikis, tutitbtam tikra vaisto koncentracija
toje vietoje, kurioje jo molekdl saveikauja su receptoriumi adteks membrana ar kita
lastebs dalimi). Zinoma, kad vaistjy efektyvumy geriau atspindiy koncentracija kraujo
plazmoje nei suvartota d@zVaistai lina perdozuojami arba jskiriama nepakankamai.
D¢l Siy priezagiy yra atliekama terapénvaisiy koncentracijos kontreél

Svarbiausi atrankos kriterijai vaiskoncentracijai kraujyje nustatyti:

e stiprus toksiSkumas;

e siauras terapinis intervalas;

¢ ilgalaikis gydymas;

e dideli individualis farmakokinetikos skirtumai.

Tyrimo svarba:

e galimas perdozavimas;

e nepakankamas terapinis poveikis;

e galima vaist tarpusavio sveika,;

e didek farmakokinetikogvairowe tarp individy;

e stiprus pasalinis poveikis [23].

Nustatant ir interpretuojant vaiskoncentracijos tyrimo rezultatus, svarbu zinoti
konkretaus preparato farmakokinatilcarmakokinetika kiekybiSkai aprasSo vaisto kel
organizmo viduje. Vaisto koncentracijos pakgike jvertina LADME sistema:

e L (angl.liberation) — vaisto atpalaidavimas iS d@zformos;

e A (angl. absorbtior) — absorbcija — vaisto moleksl patekimas; apytakos

sistena;

e D (angl.distribution) — pasiskirstymas organizmo skigose;

e M (angl.metabolisth— metabolizmas;

e E (angl.elimination — Salinimas.

Pradires vaisto apykaitos organizme metu vyrauja absahbcipasiskirstymas po
jvairius organizmo kompartmentus. Sios é@zmetu vaisto koncentracija serume ir
audiniuose greitai kinta ir ji nekoreliuoja su kentracija vaisto veikimo vietoje. O
pusiausvyros stadijoje vyrauja eliminacijos pro¢eS#s fazs metu vaisto koncentracija

kraujo serume pakankamai gerai atspindi koncempiraeikimo vietoje. Pusiausvyros
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busena paprastai pasiekiama vartojantp&ia doz ilgiau nei 5 pusiés eliminacijos
periodai.

Daugeliui vaist badinga tiesig kinetika. Tai reiSkia, kad kiekviarkarta tam tikras
vaistines medziagos kiekis yra eliminuojamas iS organizreo fam tiks laika. Vaisto
koncentracija kraujo serume taip pat kinta tiesiSKai kuriems vaistamstlainga netiesia
kinetika. Per laiko vienet tik tam tikras pastovus vaisto kiekis yra elimijamas

nepriklausomai nuo jo koncentracijos serume ir teaisoncentracija kinta netiesiskai.

Didéjant dozei, pusiés eliminacijos laikas ilga. Michaelio-Menten kinetika: vaisto
produktyvumas priklauso nuo; jmetabolizuojatiy ferment; kinetiniy savybip arba
aktyvaus transporto sistem

Neuztenka nustatyti vaisto koncentrackraujyje ar plazmoje, kadaby galima
tiksliai jvertinti vaisto efektyvump Daug suétingesnis uzdavinys yra farmakodinain
kontrok: tiesiogiai tiriamas vaisto veikimas, pvz.: imuopsesani atveju gatty buti
tirlama citoking ekspresija, imunoglobulinkoncentracija, slopinammferment; aktyvumas
ir pan. [2][25][26].

4.4. Sirolimo ir takrolimo koncentracijos nustatymo kraujyje metodai

4.4.1. Imuniniai metodai

Klinikin ¢je laboratorijoje sirolimo koncentracija pacientkraujyje gali it
nustatoma dvigj tipu metodais: aukSto efektyvumo skijs chromatografija (analis
detekcijai yra tinkama tiek ultravioletia Sviesos spektroskopija, tiek maspektrometrija)
ir imuniniais analizs metodais (mikrodalejifermentirt imunoanaliz (MEIA), klonuoto
fermento donoro imunoanatiz(CEDIA), fluorescenciés poliarizacijos imunoanakz
(FPIA), imunofermentia analiz (EIA) ir imunofilino prijungimo analiz (IBA arba
radioaktyviai Zyndto receptoriaus anabZRRA)) [27].

Dazniausiai Klinikigse laboratorijose sirolimo koncentracijai kraujypeistatyti
taikomas MEIA metodas. Jo e8m meginyje esatio sirolimo ir sirolimo-fermento
konjugato konkurencijadli susijungimo su antigenu padengtomis mikrodahes. Susidaro
.antigeno-antikino* ir ,antigeno-antikino-fermento“ kompleksai. Po to vykstaos
fermentires reakcijos metu susidaro fluorescuojantis prodijkieurio fluorescencijos
stipris atvirk€iai proporcingas sirolimo koncentracijai [14][1&lyginant MEIA metod su
chromatografiniais metodais, nustatyta, kad MEIA toda iSmatuotos sirolimo

koncentracijos labiau varijuoja, yra stipriaitakojamos hematokrito, étl antikiny
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nepakankamo specifiSkumo, gaunamos diéesrkoncentracijos, t&au Klinikiniy
laboratoriji poreikius tai tenkina. Be to, analigreitesg bei pigesa [27].

Kitas imunofermentiés analizs metodas, tgau nei MEIA taikomas sirolimo
koncentracijai kraujyje nustatyti, yra CEDIA (5 pavNaudojamas fermento donoras ir
fermento akceptorius (rekombinarisn DNR produktai), kurie gali suformuoti akiyv
tetramerin fermeng p-galaktozidaz. Donoro-analiés konjugatas jungiasi su aritiku,
nesuformuojama akty-galaktozidaz ir substratas galaktopiranozidas nep&eenasi
spalvoy produkt. Jei neginyje yra analis (vaisto arba vaisto metabolito), analit
konkuruoja su donoro-anal# konjugatu @ susiriSimo su antiknu. Suformuojamas
aktyvus fermentas, kuris w@a substrat spalvotu produktu (5 pav.) [28]. Lyginant CEDIA
metody su MEIA, nustatyta, kad CEDIA jautrumas mazesniggezultaty atkuriamumas

blogesnis [29].

Y v+ ; . (I | + Substrate > t T{ + uu + Substrate

3 d
ED-Drug EA Ab-ED- EA
Conjugate Drug
(mn]ugateil
oo Y Substrate
+ 2 - ! Y .+ + Product

) Y + ‘ + g ' v I.L
Free Ab ED-Drug EA Drug-Ab  Active
Drug Conjugate Conjugate Enzyme

5 pav. CEDIA metodo schema.

RRA (IBA) analiz pagista tuo, kad hidrofobinis imunosupresantas, lengvai
patenkaj lastek per membram ir ten iSkart jungiasi su specialiu baltymu — irofilinu.
Analizéje dazniausia naudojami 14, 37 ir 52kDa imunofilir@apildomai naudojamas
reagentas — tfiu Zymetas imunospresantas, kuris po imunofilino inkubmisu analite
dedamas i reakcijos miSip ir ten jungiasi prie laigy imunofilino molekuli.
Fotosinciliatoriumi  detektuojamas signalas yra r&8#ai proporcingas anadis
koncentracijai mginyje. Metodo pranaSumas — trumpaggmio paruoSimo ir analés
laikas. Teigiama, kad specifiSkumas Siuo atveju didesnis nei MEIA metodo. Be to,
RRA metodas geriau atspindi sirolimo akiyvd ne bendykoncentracy [30][31].

Takrolimo koncentracijai nustatyti pasaulio klimkse laboratorijose taikomi tokie
patys metodai: imunoanadiz(ELISA, MEIA, EMIT — enzyme-multiplied immunoassay
technique) ir cheminiai metodai (LC-MS; LC-MS/MS3?].
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4.4.2. Chromatografija: atskyrimo mechanizmas ir anali¢iy detekcijos
galimybés

Chromatografija — fizikocheminis analg metodas, naudojamas mijSin
sudarantiems junginiams atskirti ir analizuoti. Mi8 komponeni atskyrimas pagstas
skirtingais masi mainy grekiais tarp mobiliosios ir stacionariosios faziPer kologle,
pripildyta nejudartio sorbento (stacionariosios t&}, leidziamas duj gam ar tirpalo
srautas (mobilioji fa&). D¢l skirtingn miSinio sudedamju daliy savybipy miSinys
suskaidomas (6 pav.) ir toliau analizuojamas. Masogira paprastas, atrankus ir gana
spartus. Derinant chromatografigu ivairiais detekcijos idais galima valdyti analis

jautrumy ir atrankuna.

Frash solvent
-
&
A
Colamn packing
{stotionary phase) - |
suspended &
sonvert [mobile phase) f
POroUSs Cisk
i 0 i W
A I : i
Solvent Fowing R —~ B -] 5
out {oludte) ] ] H emproes
(4) 1] {ch (ch {8}

6 pav. Chromatografinis anlizuojamojo medziagiSinio atskyrimas.

s /L

Time

Detector signal

7 pav. Chromatogramos schema.
Fiksuojant detektoriumi iS kol@éhés iStekadio srauto suéties kitima, gaunama
chromatograma (7 pav.). Jos parametrai yra vadisataikymo parametrais:
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e sulaikymo trukné tr — laikas nuo medziagakeidimo i sorbento sluok§grmomento
iki uzfiksuojama medziagos didZiausia koncentradjakaiame judagios fazs
sraute;

e sulaikymo ftiris Vr — per § laika pegje¢s judargios fazs firis per sorbento sluokgn

e nesisorbuojakio komponento sulaikymaitis ir trukmé zymimi ty ir V.
Chromatografias analizs metu miSinio komponentai, jediami iSilgai sorbento

sluoksnio, pasiskirsto tarp judaaos ir nejudagios faziy. Medziagos zona iSplinta. Kuo
labiau iSplinta dvi gretimos komponantzonos, tuo sunkiau juos atskirti. Zpsplitima
aiSkina chromatografinio atskyrimo teorijos.

e Teoriniy lékStely teorija — chromatografin koloreélé padalijamai daugyle
nuosekly hipotetinip daly - ,lékStely* (8 pav.). Eliuentui neSant
chromatografuojamjungin; per EkStek baigtiremis porcijomis, kiekvienojeyjtarp
mobiliosiosios ir stacionariosios fazinusistovi pusiausvyra. Chromatografinio
vyksmo efektyvuma atspindi aukstis H, lygiavertis teorineik§telei, t.y. sorbento
sluoksnio ilgis, kuriame nusistovi pusiausvyra tampedZiagos, esams
mobiliojojoje ir stacionariojoje fazse. T&iau Si teorija nepaaiskina realvyksmy
kolor¢léje, ngvertina difuzijosjtakos;

HETP =L/N

o HETP — aukstis, lygiavertis teorinékEtelei
o L — kolorelés ilgis;

o N —teoriny lékSteliy skatius.

Ihe column

F

¥

Theorelicsl
plate

8 pav. Teorias leksteks.
e kinetiné chromatografijos teorija aisSkina mobiliosios §gazmetolygumo, difuzijos ir

nepusiausvyrojo medziagos pasiskirstymo tarpfgaka zonos iSplitimui.

HETP=A+B/u+Cu
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u — vidutinis linijinis mobiliosios fags judtjimo greitis. Kiti parametrai:

o A - Edzio (Eddy) difuzija]vertina tai, kad tirpinio molekés, per sorbent
neSamos mobiliosios fég, atsitiktinai ,pasirenka“ bet kgkelia. Ir dél to
chromatogramoje gausime zpissipktima.

o B - iSilginé difuzija. Analits koncentracija juostos centre yra didesei
kraStuose. Difuzija vyksta iS centiokraStus. Tai taip pat sukelia snéail
iSsipktima. Didinant mobiliosios fags juckjimo kolorele greif Sia probleny
galima sumazinti.

o C — pasiprieSinimas masimainams. Reikia laiko, kad analiatsidurt
pusiausvyroje tarp mobiliosios ir stacionariosiezif. Jei mobilioji faz
juda greitai ir analit yra afiniSka stacionariajai fazei, tai analiobiliojoje
fazéje iSeis pirmiau nei anaditstacionariojoje fage. Dél to gaunamas zonos
ISsipktimas.

Siuolaikine auksto efektyvumo skys; chromatografija (HPLC) — ptéai paplitusi
chromatografijos @Sis, kurioje naudojama skysta mobilioji éazr labai susmulkinta
stacionarioji faz — sorbentas, sudarytas IS silikagelio graputuriy skersmuo 1,7-10m.
Metodas pranaSesnis uz dughormatografy, nes galima analizuoti aukStos virimo
temperalros ir nepatvarius junginius,ijprastos sky8uy chromatografijos ttkumas yra tas,
kad eliuentas tekaéthi ir dél to negreitai atskiriami miSinio komponentai. Gesnei

analizei pasiekti padidintasegis iki 0,5-100 MPa.
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9 pav. HPLC chromatografo princigischema.

Chromatografuojant galima keisti mobiliosios dazsudtj, t.y. keisti eliuerg
sudaragiy tirpikliy santyk. Tai leidzia atskirtijvairaus poliSkumo miSinius. Dideliségis
sudaromas ir tirpikliaij laipsnisko eliuavimoirengin tiekiami jvairiy tipu siurbliais.
Sky<io srauto ir slgio svyravimai yra nepageidaujamigiau, kai kuriamas gradientas
maiSant skirtingo klampumo ir sgumo skysius, neiSvengiami. PrieS darbo pradzi
rekomenduojama tirpikldegazuoti. Bandinyg chromatografia kolorelg ileidziamas per
SeSy kanal; voZtuw su kilpiniu dozatoriumi. Kolo#és yra 1-6mm skersmens ir 20-
250mm ilgio plieniniai vamzdeliai, uzpildyti sorkten IStekjusios iS kologlés ir
pratekjusios pro detektoi analizuojamju medziag frakcijos surenkamo$ specialius
indus, kad bty galima toliau tirti, jei detektorius éna destrukcinis (pvz.: masi
spektrometras) (9 pav.) [33][34].

Svarbi Siuolaikini HPLC prietais dalis — detektorius. DazZniausiai naudojami
Sie optiniy signal; registravimo jrenginiai: UV/VIS spinduli spektroskopas ir magi
spektrometras.

UV/VIS spinduliy spektroskopija pagsta tiriamojo junginio absorbcija 200-800nm
bangos ilgio elektromagnetine spinduliuote. SuZatias molekus n elektronas, kuriam
po to giztanti energetiSkai palankiausilygmen iSspinduliucjamas energijos kvantas.
Registruojama absorbcija, reikalinga elektronui suzadinti, ir taip gaunamas spektras,
kuriame vaizduojama Sviesos spindulio absorbcimstifio tankio) priklausomyb nuo
bangos ilgio [35].



Masiy spektrometrija pagsta ijkrautos dalels juckjimu magnetiniame ar
elektriniame lauke. Detektuojamas signalas — me@dsialalels mass ir krivio santykis.
Pirmasis analizs etapas — daksd jonizacija. Tai gali #iti atliekama daugeliuvairiuy
metod, tatiau Kklinikinése laboratorijose naudojamuose mapektrofotometruose taikomi
du.

1. Elektros srauto jonizacija (ESI): anafttirpalas, veikiant stipriam elektros laukui,
iSpursSkiamas pro kapiliar Ten susidargkrauti laseliai, kuriems garuojant, s
susitelkia laSelio pavirSiuje, tada padidinamasktel@s laukas ir jonai yra
emituojami (10 pav.). Paprastai spektre matomi kaalekuliniai jonai (dazniausiai
[M+H]", [M-H]", gali biti [M+X]*, kur X — bet kokie atomai ar atengrup:s),
fragmentuoi jony yra mazai arba visaié¢ra. Galimi daugiakiviai jonai. Sis

jonizacijos lmdas labiausiai tinka analizuoti iki 1000Da dydZziolekules.

Curtain Gas
1. Formation of 3. Coulomb-
charged droplets explosion
High Voltage iffmﬁ“

-

Mebulizer Gas 0 ; ;) 2. Evaporation

Curtain Gas

10 pav. ESI schema.

2. Atmosferos sigio chemig jonizacija (APCI): garuojant tirpikliui elektriSka
ikrautuose analis tirpalo laSeliuose, analg jonai, jungiasi su neutraliomis
tirpiklio molekulemis (11 pav.). Sukuriami kvazimolekuliniai jonaiMFX]®),

metodas tinka mazesniems nei 1000Da junginiamszaiosl
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Curlain (Has

1. lonisation of
solvent molecules ~ Mass Analyser

2. Reaction with

(~120°C)
analyte molecules:
- Formation of il
() Bolvent molecules Corona Discharge clusters T 3. Declustering
(M) Sample Needle Gurtain Gas '

11 pav. APCI schema.

Véliau Siais jonizacijos metodais sukurta dalareitinant elektriniu lauku skrieja

analizatony, kur signalas stiprinamas ir detektuojamas.

Gautame spektre yra matomos skgilkury padtis absciai asyje rodo dalés

mass/krivio santyl, o projekcijai ordin&iy ag atitinka tos dalek kiel méginyje[36].

4.4.3. Sirolimo ir takrolimo koncentracij y nustatymo metody palyginimas

Pasaulio klinikigse ir moksligse laboratorijose yraliegti ir taikomi abiej grupiy

metodai: imuniniai ir chromatografiniai.yJtaikymo patirtis bei atskiri palyginamieji

tyrimai atsklei¢ nemazai tikumy ir privalumy.

Pagrindiniaimuniniy metod; trikumai:

antigenas, prie kurio jungiasi tiriamoji medziagepakankamai specifiSkas
(rezultat; tikslumui turi jtakos sirolimo metabolitai bei endogeésn ir
egzogenias medziagos) [17][22];

nepakankamas analg atrankumas [17];

dideks paklaidos magsirolimo koncentragjj srityje, nes endogeninai junginiai
gali salygoti nustatom koncentracy [16] [17];

mazas nustatomsirolimo koncentracij intervalas 0,0 — 30 ng/ml [17];
naudojami daug brangesni reagentai nei chromaiografe metoduose
[22][27].

Pagrindiniai chromatografinimetod; trakumai:

sucttingas ir ilgai trunkantis #ginio paruosimas [37][38];

daznai naudojamos pavojingos medziagos ir tirgiklia
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e brangesairanga ir jos iSlaikymas [22];

e didek analizs trukme [37][38].
Imuniniai metodai rutinigje praktikoje taikomi pl&iau nei chromatografiniai, nors; |
specifiSkumas ir jautrumaséma auksti. Bl nepakankamo specifiSkumo tyrimai Siais
metodais negali suteikti informacijos apie imunasgpnt farmakokinetila: pavyzdziui,
jau yra identifikuoti bent 8 takrolimo metabolitalrys i p O-demetilinti takrolimo
dariniai gali luti toksiski, toal ypat svarbu nustatyti kiekviena; jkoncentracy atskirai.
Siuos metabolitus atskirti (tai padaryti yra &tinga ¢l tokios pat molekulias mass bei
vienody kvazimolekuling jony) galima naudojant LC-MS/MS metad maziausia
statistiSkai patikimai nustatoma koncentracija @rang/ml [37]. Téiau chromatografiniai
metodai taip pat turi tkumy. Tai yra ilgas ir sugtingaséminio (Siuo atveju, paciento
kraujo) ekstrakcijos procesas ir dideliso tyrimo trukné, kai reikia analizuoti daug
méginiy [27]

4.4.4, HPLC — MS taikymas sirolimo ir takrolimo koncentracijy nustatymui

Nors sirolimo bei takrolimo koncentragijnustatymas chromatografijos metodu
néra palies rutininiy tyrimy laboratorijose, t@au tai daug jautresnis, specifiSkesnis
metodas nei imunoanatiz be to, suteikia galimyb patikimai nustatyti koncentracijas
placiame intervale. Yra apraSyta nemazai tyrimo metgdikaip nustatomos i
imunosupresant bei ju metabolity koncentracijos. Pagrindiniai Sios anadiz etapai,
galintys Siek tiek skirtis tarpusavyje priklausomaio naudojamos apafiabs ypatum, yra
Sie:

1) standartini tirpaly kalibracinei kreivei sudaryti paruoSimas; juose tfti parinkta
konkreti tirlamosios medziagos koncentracija, ketikwidinio etalono (tai gali i
tirlamojo imunosupresanto acetilinti [39][44], dewiesilinti dariniai [38][39][40][46],
askomicinas [37][41][43][45] ar kiti chemine strikh | analit panafis junginiai
[41][43][47]) koncentracija;

2) méginio paruoSimas: Aginys Siuo atveju yra kraujo (su EDTA) ekstraktastio du
pagrindiniai etapai yra:

e baltymy iSsodinimas naudojant ZngOtirpala bei metanadl (arba acet)

[37][38][39][40][41][42][43][44][46]; tai galima pdaryti prictjus tik druskos

ragsties tirpalo [45];
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e organires fazs atskyrimas, kuris galimas tokiaigdais:

o kelis kartus inkubuojant acetonitrile arba meta@lytarp inkubacij
centrifuguojant ir dziovinant po azotu [38][45] arlakuume [43];

o kietosios fags ekstrakcija [39][40];

o onlinekietosios fazs ekstrakcija [37][42][44];

3) chromatografo ir masgispektrometro paruoSimas, gnalitiny paramety parinkimas:
e mobiliosios fazs juckjimo greitis: 0,2-0,9ml/min;
e mobiliosios fazs sudtis — eliuentai:

o nepoliniai tirpikliai:  metanolis  [37][38][40][41][2][43][44][45][46][47],
acetonitrilas [38][45];

o poliniai tirpikliai: bidistiliuotas vanduo [38][4245], bidistiliuotas vanduo su
skruzdzy ragstimi [44] ir natrio formiatu [39], amonio acetdbaferinis tirpalas
[40][43][46][47], amonio formiato buferinis tirpadd41];

4) analizs atlikimas ir gaut rezultaty apdorojimas: chromatogramoje intensyviausios
smaiks yra sukuriamos:

e analiés ir natrio jom adukt; [M+Na]" [39][41][42][45];

e analiés ir amonio jon adukty [M+NH4]" [37][40][43][44][46];

e deprotonizuoti anaks jonai [M-HJ [47].

27



5. EKSPERIMENTIN E DALIS

5.1. Medziagos ir tirpalai

Eksperimentuose naudotos medziagos:

mobiliosioms fazms ruosti naudota:

o

O O O o o

metanolis (SIGMA, HPLC, Vokietija);

acetonitrilas (SIGMA, HPLC, Vokietija);

bidistiliuotas vanduo (gamintas LDC Biochemijosdedtorijoje);
acto ngstis (99%, RIEDEL de haén, Vokietija);

skruzdzi ragstis (98%, ROTH, Vokietija);

tetrahidrofuranas (Sharlau Chemie, HPLC, Ispanija);

etaloniniams andliy tirpalams naudota:

o

o

o

sirolimas (>99%, LC Laboratories, JAV);
takrolimas (>99%, LC Laboratories, JAV);
vidinis standartas — askomicinas (95,5%, CALBIOCHHEMnada).

5.2. Analiziné jranga

Méginiams ruosti ir analizuoti naudota:

analizires svarstykds (SBC 31, Vokietija);
automatirs pipeés (10-100, 100-1000 ir 500-5000 Eppendorf Research,
Vokietija);

Saldanti centrifuga (Janetzki K24, Vokietija);

modulinis auksto efektyvumo skirg 10Ayp serijos chromatografas (Shimadzu,

Japonija), susidedantis is:

o

o O O o

o

keturiy kanal; zemo stgio gradiento formavimo siurblio LC-10Ap;
tirpikliy degazatoriaus FCV-10Ak;

automatinio injektoriaus SIL-10Alp;

kolorelés termostato CTO-104;

kintamo bangos ilgio dvigjkanal; UV/VIS detektoriaus SPD-10A);

sistemos kontrolerio SCL-1Q4A;

masi; spektrometras 3200 Q TRAP (Applied Biosystems,dtia).
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Chromatografini salygu ir masiy spektrofotometro parametrai nustatyti programa

Analyst Software.
5.3. Rezultaty apdorojimas

Eksperimeni rezultatai gauti chromatogramas apdorojant Anal§&iftware
programacCia jie pateikiami lentelse ir paveiksluose, nubraizytuose naudojant MS Word
ir Excel programas. Duomarstatistikos (standartinis nuokrypis, koreliacijageficientas)
apskatiuotos naudojant MS Excel programMandelio testas atliktas pasinaudojant
dispersigs analizs (ANOVA), taip pat atliktos Excel programa, reatdtis pritaikius
formule dydziui F apskaiuoti:

MSwad

SSies— nulires hipotezs (priklausomyb tiesire) kvadratiniy nuokrypiy suma,
SSvad — alternatyvios hipotés (priklausomyb kvadratirt) kvadratiniy nuokrypiy
suma,

MSwad — alternatyvios hipotés (priklausomyb kvadratiré) vidutinis kvadratinis

nuokrypis,

Pastarasis kiekvienos anédit atveju lyginamas su F kritiniu, kuris paskadjams
naudojant Excel programoje eganformule finv(1-p;n;k), kur p — patikimumo lygmuo
(Siame darbe naudotas p=0,95), n ir k — kBdaipsny skatius: n — tikrinamos lygties &il
k — atlikty eksperiment skatius, aémus pakartojim skatiy.

Kai apskatiuotas dydis F yra maZesnis ugiftada teisinga nulinhipotez (Sio

eksperimento atvejud+ priklausomyb tiesire).
5.4, Standartiniy tirpal y ruoSimas

Analizinémis svarstyldmis atsverta po 10+0,1mg sirolimo ir takrolimo. Abi
medziagos atskirai istirpintos 10ml acetonitrilcaudojant Siuos tirpalus, paruostas abiej
analtiy bendras apytiksliai 1@/ml koncentracijos tirpalas (A). Pastarasis viadhd metu

buvo laikomas -XT temperatroje.



Analizinémis svarstylkdmis atsverta 1+0,1mg askomicino, jis istirpintasmlO
acetonitrilo. Gautas 1@@/ml tirpalas (B), kuris papildomai praskiestas istiluotu
vandeniu iki apytiksliai 10g/ml. Jis viso darbo metu buvo laikomas 220

IS tirpaly (A) ir (B) buvo ruoSiami raginiai. Chromatografini salygu tyrimui
naudoti apytiksliai jg/ml tirpalai, analizs tiesiSkumui tirti naudoti 2, 4, 8, 32, 64ng/ml

analtiy ir askomicino tirpalai.

5.5. Kraujo ekstrakcijos procediira

I 70Qul EDTA antikoaguliuoto kraujo prida 10Ql 70ng/ml koncentracijos
askomicino tirpalo (pagamintas iS tirpalo (B), skimnt acetonitrilu) ir 60@ acetonitrilo.
Gautas miSinys centrifuguotas 10 min 4000aps/mm,t@ supernatantas centrifuguotas
15min 7000aps/min.

Kalibracijai paruosti tirpalai, kuriuose sirolime takrolimo koncentracija 2, 10,
20ng/ml.
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6. REZULTATAI IRJ U APTARIMAS

Siame darbe buvo atlikti eksperimentai, kuriuosdartios chromatografirs
salygos, reikalingos imunosupresansirolimo ir takrolimo koncentracijoms pacignt
kraujyje po inksi transplantacijos nustatyti. K@ant jvairius analizs parametrus buvo
ieSkoma optimalj salyguy, kurioms esant anatig kokyke tenkint klinikinés laboratorijos
poreikius.

Be sirolimo ir takrolimo svarbus analizuojamo tigpakomponentas — vidinis
etalonas. Jis yra reikalingas anédizkontrolei. Vidinis etalonas, parinkus konkee
koncentraci, yra dedamag meginj, kad hity galima kontroliuoti analiz Siame darbe
buvo pasirinkta vidiniu etalonu naudoti askomicifiai — makrolidh grupges junginys, kaip
ir tirilamieji imunosupresantai, teéd tikétina, kad pasizymi panaSiomis fizikimis bei
chemirémis savymis. Be to, literatros Saltiniuose nurodoma, kad askomicingsrsngai
naudojamas vidiniu etalonu daugelyje laboratoriEksperimentuose buvo tikslinga
paanalizuoti ir Sio junginio chromatografinius paedrus, nes yra svarbu, kad ne tik
analtiy, bet ir vidinio etalono detektuojamas signalasklptisyy; tiesiSkai nuo jo
koncentracijos rginyje. Si analiz taip pat buvo prasminga téd kad ateityje tiriant
kraujo ekstraktus, ity galima naudoti optimali askomicino koncentraaij kuriai esant
buty patikimai detektuojamas signalas.

Etaloniniams analiy tirpalams ruosti buvo naudotas komercinis sirolimamen
misSinys. Tinkamai parinkus chromatografineslygas, galima chromatogramoje gauti
atskiras dj izomen smailes.Cia idkyla klausimasj kuri atsakyti bus galima tik prajis
analizuoti pacient kraujo ekstraktus: ar mums naudinga étiuratskiras smailes
chromatogramoje. Dabar mumséra Zzinoma, kokios formos sirolimas egzistuojavivo;
galbit metabolizmo metu susidaro kazkurio izomero vyaatig kiekis, Kur nust&ius
galima patikimai interpretuoti bengdisirolimo koncentracy pacient, kraujyje ir vertinti
potransplantaciimunosupresi@ bikle. Tatiau tada dl Siy skirtingy sirolimo kiseny in
vivo ir in vitro kalibracija tapi sudtingesre. O jei sirolimo izomerizacijos lygiséna
reikSmingas farmakokinetiniu paifiu, tai mums daug naudingiau neatskirti izomen
gauti viery simetriSk, chromatogramos smailSi problema éra akcentuojama literatoje.

Svarbi chromatografo dalis — kolda. Buvo pasirinkta YMC-Pack pro C18 RS
kolor¢lé. Ji yra uzpildyta sorbentu, Kusudaratios dalets pavirSiuje turi 18 anglies atam
angliavandenilines grupes. Tai reikalinga analiaobj labai hidrofobiSkus dideli

molekuliy junginius: makrolidus, steroidus ir pan. Be to,SSkieta universaless
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chromatografigs kolorelés, kuri tikiy ne tik imunosupresanmtbet ir kitiems laboratorijoje
nustatomiems junginiams analizuoti.
Tiriant standartinius andiiy tirpalus, masj spektrofotometru buvo detektuojami

analtiy ir natrio jony aduktai [M+Na].

6.1. Eliuavimo tipas: izokratinis ar gradientinis

Eliuavimui naudojami du tirpikliai: polinis — dej@uotas vanduo su priedais (Siuo
atveju, tai yra actougstis) ir nepolinis — metanolis. Jie galiitb pateikiami dvejopai:
izokratu, t.y. tam tikru pastoviu santykiu, arbaadjentu, t.y. sudarius specigllaiko
program, kai tirpikliy santykis kinta laike. Buvo atlikti eksperimentaiekiant nustatyti,
kuriuo atveju ir kokiam tirpikliy santykiui esant gaunamas geriausias &maditskyrimas,

siauriausios smais chromatogramoje bei maziausia afialsulaikymo trukn.

Anali éiy sulaikymo trukm és priklausomyb é eliuuojant izokratu
nuo metanolio dalies mobiliojoje faz  éje
12 -
10 —&— askomicinas
—a&— takrolimas
8 | —a— sirolimas
te, Mn 6 -
4 4
2 -
0
70 72,5 75 80
Metanolio dalis, %

10 pav. Analiiy sulaikymo trukmds priklausomyb eliuuojant izokratu nuo metanolio
dalies mobiliojoje fage.

10 pav. pateiktuose rezultatuose matome, kad ditingetanolio procentindal
mobiliojoje fazje, mazja analtiy sulaikymo trukm. Tai rutininiams tyrimams klinikigje
laboratorijoje yra labai pravartu, yfanorint tirti didek méginiy serip. Taiau, trumgjant

tr, prastja analtiy atskyrimas chromatogramoje.
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Analizés jautrio priklausomybé eliuuojant izokratu nuo metanolio dalies mobiliojoje fazéje

3,00E+06 +

2,50E+06 4

2,00E+06 -

S, cps 1,50E+06 -

1,00E+06 - —e— askomicinas
—m— takrolimas
5,00E+05 - —a— sirolimas
0,00E+00 ‘ w ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
68 70 72 74 76 78 80 82

Metanolio dalis, %

11 pav. Analizs jautrio priklausomybd eliuuojant izokratu nuo metanolio dalies
mobiliojoje fazje.

11 pav. pateikiama anadigz jautrio, kuif rodo chromatogramos smailiplotai,
iSreiksti detektuojamp impulsy skatiumi per sekune (cps), priklausomybonuo metanolio
procenties dalies mobiliojoje fage. ISsiskiria eksperimento, kurio atlikimo metode
naudojama mobilioji fazsu 72,5% metanolio, anadi jautris: askomicino ir takrolimo jis
zymiai didesnis nei kitais atvejais (vidutiniSkaadckjo atitinkamai 23,5% ir 44,3%),
sirolimo anali2s jautris ne taip zymiai padip (vidutiniSkai 13,8%). 10 ir 11 pav. pateikti
eksperiment rezultatai akivaizdziai rodo, kad optimaliausidsarnatografinis analiy
atskyrimas yra atliekant izokratireliuacip, kai mobiliojoje fazje yra 72,5% metanolio.
Siomis glygomis gauta chromatograma pateikiama 12 paveRBiavimo mdo tikumas —
iSplitusios anatiiy zonos (smadls plotis vidutiniSkai 1,5min), kurios neigiamgakoja
analizs jautrum. T&iau literafiroje apraSytais metodais analizuojant imunosuptasan

kartais gaunamos dar platésrsmaits ir tai laikoma tenkinafiu parametru.
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12 pav. Chromatograma, gautagimj eliuojant izokratu mobilja faze, kuri sudaro72,5%
metanolio ir 27,5% 0,2% actagsties tirpalo (zydra smailyra askomicino signalas, zalia —
takrolimo ir nelyna — sirolimo).

Anali €iy sulaikymo trukm és priklausomyb é eliuuojant gradientu
nuo metanolio dalies mobiliojoje faz  éje

10 —&— askomicinas

te, min —&— takrolimas

—aA— sirolimas

50 60 65 70

Metanolio dalis pradiniu momentu, %

13 pav. Analtiy sulaikymo truknas eliuuojant gradientu nuo metanolio dalies mouj®
fazéje.

13 pav. pateiktuose rezultatuose matome, kad ditlingetanolio procentindal

mobiliojoje fazje pradiniu gradientinio eliuavimo momentu, taipt paazja analtiy



sulaikymo laikas. PrieSingai nei izokratmneliuacijos atveju, trunggant &, gekja analtiy
atskyrimas chromatogramoje. Optimaliausiais laikytitie metodai, kuri pradiniu
momentu metanolio dalis mobiliojoje fge yra atitinkamai 60% ir 65%. Pakartotinai
atlikus eksperimentus Siais metodais, gautas geresiaikymo trukmi pakartojamumas,
esant 60% metanolio: anali sulaikymo trukmiy standartinis nuokrypis yra 0,01-0,02, kai
esant 65% metanolio — 0,25-0,8. ¢kl gradientid eliuacija pasizymi viena rutininei
praktikai nepalankia savybe — po kiekvienos injgs;i kolorele reikia lygsvarinti, t.y.
kelias minutes leisti tirpiklius pradiniu santykioai Zymiai pailgina bendr analizs

trukme.

Analiz és jautrio priklausomyb é eliuuojant gradientu nuo metanolio
dalies mobiliojoje faz éje

4,00E+06 -

3,50E+06 -

3,00E+06 - $

2,50E+06 -

—&— askomicinas

S cps 2,00E+06 - —m— takrolimas
1,50E+06 - —a— sirolimas

1,00E+06 -

5,00E+05 -

0,00E+00

50 60 65 70

Metanolio dalis pradiniu momentu, %

14 pav. Analizs jautrio priklausomy eliuuojant gradientu nuo metanolio dalies
mobiliojoje fazje.

14 pav. pateikiama anadiz jautrio priklausomynuo metanolio procentis dalies
mobiliojoje fazje. Galima daryti iSvag kad metanolio procentin dalis pradiniu
gradientinio eliuavimo momentu nedaro reikSmingakos analigs jautrumui.

15 pav. pateikiamoje chromatogramoje, gautojegim eliuuojant gradientiniu
budu, kai metanolio dalis mobiliojoje f&e pradiniu momentu yra 60%, matome, kad

smailiy zonos daug siauress
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15 pav. Chromatograma, gauta&gim; eliuojant gradientu mobija faze, kurioje pradiniu
momentu yra 60% metanolio (zydra smafta askomicino signalas, zalia — takrolimo ir
meélyna — sirolimo).

1 lentet. Gradientinio eliuavimo, kgrnaudojant gauta 15pav. pateikta chromatograma,
laiko programa.

Lai : Metanolio dalis mobiliojoje| 0,2% acto #igsties tirpalo
aikas, min . - o ..

fazéje, % dalis mobiliojeje fazje, %

0,1 60 40

1 60 40

12 99 1

14 99 1

15 60 40

25 60 40

Buvo iSbandyti abu chromatografijoje taikomi elijjas bidai. Rezultatai rodo, kad
optimalesnis yra izokratinis: tiek analiziniais garetrais (analiy atskyrimas bei anaks
jautris), tiek tinkamumu rutininiams tyrimams kkmeéje laboratorijoje (analis trukne,

kuria lemia anakiiy sulaikymo truknds bei preanalizinis kol@hés paruosSimas).
6.2. Polinio tirpiklio — bidistiliuoto vandens par @igstinimas
Literatiroje nurodoma, kad polinis eliuentas imunosupresakbncentracijai
nustatyti chromatografiniu metodu yra parenkamds,t«kad pH bty Zemesnis nei 7.

Padidinta vandenilio jan koncentracija yra reikalinga geresniam afialiatskyrimui
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tarpusavyje ir nuo kit misinio (kraujo ekstrakto) komponentkurie, Siuo atveju, gali
trukdyti analizei. Daznai naudojami buferiniai &tpi, kad Ity pasiektas ir iSlaikytas
konkretus pH. Siame darbe buvo iSbandytos dviepaniniy rag&iu (skruzdzy ir acto)
itaka chromatografiniam atskyrimui. Taikytas metodasis ankstesniame eksperimente
daw geriausius rezultatus — izokratinis eliuavimas,) kaetanolio procenti dalis

mobiliojoje fazje 72,5%.

Anali €iy sulaikymo trukm és priklausomyb € nuo acto r tgsties
koncentracijos poliniame eliuente
8
74 N A * —aA
—
6 -
5 .
t, min 4 - ~— ¢ = —
3
—e— askomicinas
2 —=— takrolimas
1 —a— sirolimas
0
0 0,1 0,2 0,3
Acto rigSites koncentracija, %

16 pav. Analliu sulaikymo truknmds priklausomyb nuo acto #igSties koncentracijos
poliniame eliuente.
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Analiz ésjautrio priklausomyb € nuo acto r ugsties koncentracijos
poliniame eliuente
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0,00E+00

0 0,1 0,2 0,3

Acto ragsSties koncentracija, %

17 pav. Analizs jautrio priklausomybnuo acto figsties koncentracijos poliniame eliuente.

16 pav. pateikti eksperimento rezultatai rodo, kei#Smingosjtakos acto wrgsties
koncentracija analiy sulaikymo trukmdms neturi. 17 pav. pateikta an&bz jautrio
priklausomylé nuo acto @igSties koncentracijos eliuente. Akivaizdu, kad faunesant
eliuente figSties yra didesnis wisanaltiy atveju: askomicino vidutiniSkai 37%, takrolimo
— 39,7%, sirolimo — 45,5%. O ke&ama acto gsties koncentracija tokios ryskigskos

neturi.



Anali €iy sulaikymo trukm és priklausomyb €& nuo skruzdzi y ragsties
koncentracijos poliniame eliuente

»
»

|

- - s ———= —e— askomicinas
°

* —@— takrolimas

L 4
L 4

—a— sirolimas

0 0,05 0,1 0,2

skruzdziy ragsties koncentracija, %

18 pav. Analtiy sulaikymo truknds priklausomyb nuo skruzdij riagsSties koncentracijos
poliniame eliuente.

Analiz ésjautrio priklausomyb € nuo skruzdzi y ragsties koncentracijos
poliniame eliuente

5,00E+06 -
4 50E+06 +
4,00E+06 +
3,50E+06 -

3,00E+06 -
S, cps 2,50E+06 -
2,00E+06 -

—e—askomicinas
—a—takrolimas

—a—sirolimas

1,50E+06
1,00E+06 -
5,00E+05 +

0,00E+00

0 0,05 0,1 0,2

skruzdziy ragsties koncentracija, %

19 pav. Analizs jautrio priklausomyb nuo skruzdizj rugsties koncentracijos poliniame
eliuente.

18 pav. pateikti eksperimento rezultatai rodo, katkSmingositakos skruzdzi
ragsSties koncentracija andhy sulaikymo trukmdms neturi. 19 pav. pateikta anébzautrio
priklausomyl nuo skruzdij riagSties koncentracijos eliuente. Rezultatai pamapries tai

aprasyto eksperimento su act@3timi rezultatus: anaks jautris nesant eliuentagsties
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yra didesnis vig analtiy atveju: askomicino vidutiniSkai 30%, takrolimo 2,3%, sirolimo
—46,4%. O ka&liama skruzdzj ragSties koncentracija zymigakos neturi.

Lyginant Si organinip rag<iu poveilj analizs rezultatams, galima pasééb
nedidelius skirtumus: naudojant skruzadZiigs§, gaunamos Siek tiek mazésnanaltiuy
sulaikymo truknés bei didesni chromatogramos smaiplotai. Atrodyt;, kad tgstiesi
bidistiliuota vandem apskritai nevertad, taciau reikia nepamirsti, kad chromatograsn
salygos yra atidirbigjamos su etaloniniais anéh tirpalais, t&iau wlesniame darbe jos
turés ati optimalios tiriant kraujo ekstrakt— jvairiy junginiy misinj, kurio sudedangu
daliy protonizacija gali oti reikalinga kokybiSkai jas atskirti. Tét nuspesta kituose
eksperimentuose poliniu eliuentu naudoti 0,1% sizugragsties tirpad.

Taciau Sis polinio tirpiklio protonizacijos tyrimas ek, kad izokratinis eliuavimo
budas turi tokumy: iSplitusios anatiiu zonos (dideli smaili plotai) rodo, kad gali ii
nepakankamas analz jautrumas. Tad eliuavimo das buvo pakeistas gradientiniu
kitame eksperimente.

6.3. Analizés tiesiSkumo tyrimas ir paciento kraujo ekstrakto &1 Zinoma sirolimo

koncentracija analizé

Ankstiau aprasyt eksperiment rezultatai parogl kad optimaliausias eliuavimas —
sudarant gradieat kai pradiniu chromatografinio vyksmo momentu meta procentig
dalis mobiliojoje fazje yra 60%, o eliuavimo eigoje pakyla iki 99%. Ebdikslinga
paanalizuoti semnj skirtingy analtiy koncentraciy méginius, nes iki tol buvo analizuojami
tos pd&ios Iug/ml koncentracijos #giniai. Buvo tirti meginiai, kuriuose analiy
koncentracijos 2-64ng/ml koncentracijos. Sis komeaijy intervalas optimaliai atspindi
terapires sirolimo ir takrolimo kontras poreikius rutinigje praktikoje: jame yra ne tik
pageidaujamos @i medikament koncentracijos paciemtkraujyje, bet ir kitos neretai
nustatomos koncentracijos klinikise laboratorijose.
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Smail és ploto priklausomyb & nuo askomicino koncentracijos

4,00E+05 -
3,50E+05 -
R?=0,9897
3,00E+05 -
2,50E+05 -

S,cps 2,00E+05 -

1,50E+05 +
1,00E+05 -
5,00E+04 -
0,00E+00 ‘ ‘ ‘ \ \ \ 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Askomicino koncentracija, ng/ml
20 pav. Sma#ls ploto priklausomynuo askomicino koncentracijos.
Smail és ploto priklausomyb & nuo takrolimo koncentracijos
2,50E+05 -
2,00E+05 -
1,50E+05 -
S, cps
1,00E+05 -
5,00E+04 -
0,00E+00 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
takrolimo koncentracija, ng/ml

21 pav. Smais ploto priklausomynuo takrolimo koncentracijos.
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Smail és ploto priklausomyb & nuo sirolimo koncentracijos

1,40E+05 -
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8,00E+04 -|

2 _
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6,00E+04 |
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Sirolimo koncentracija, ng/ml

22 pav. Smads ploto priklausomynuo sirolimo koncentracijos.

20, 21 ir 22 pav. vaizduoja anali smaiks ploy priklausomyle nuo analiés
koncentracijos rginyje. ISanalizuota ®giniy serija parod, kad askomicino ir takrolimo
(20pav. ir 21pav.) smaili plotai chromatogramose djd tiesiSkai didjant ju
koncentracijai (koreliacijos koeficientai atitinkaim ’=0,9897 ir f=0,9924). Taiau
sirolimo (22 pav.) smaik ploto priklausomyb nuo jo koncentracijos éginyje ne tiesia
(r’=0,9727), o kvadratin(r’=0,9903).

Askomicino smaili y ploty likutini y ver¢iy priklausomyb é nuo
koncentracijos, kai kalibracin & kreiv é tiesin é

40000
20000 .
Likutines ® ¢ ’ L 2
vertés, cps 16 20 3:0 3 46 56 éo %0
-20000 . .
-40000

Askomicino koncentracija, ng/ml

23 pav. Askomicino likutinj veriy analiz, kai tyrimo rezultatams apraSyti taikoma tiésin
lygtis.
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Likutineés
vertés, cps

Takrolimo smaili y plot y likutini y ver¢€iy priklausomyb é nuo koncentracijos, kai
15000 - kalibracin é kreiv é tiesin &

10000 -

5000 - L

0 ‘é‘ . ‘i
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-10000 - P
-15000 -

Takrolimo koncentracija, ng/ml

70

24 pav. Takrolimo likutini verciy analiz, kai tyrimo rezultatams aprasyti taikoma ti€sin

lygtis.
Sirolimo smaili y plot y likutini y veré&iy priklausomyb € nuo koncentracijos,
kai kalibracin é kreiv é tiesin é
20000
10000 ;
Likutines 2
vertés, cps $ ¢ ‘o éo 3:0 ‘o ‘o e;o . ‘0
-10000 1 4 5 P4 !
-20000
Sirolimo koncentracija, ng/ml

25 pav. Sirolimo likuting verciy analiz, kai tyrimo rezultatams apraSyti taikoma tiésin

lygtis.
Sirolimo smaili y plot y likutini y ver €iy priklausomyb €& nuo koncentracijos,
kai kalibracin é kreiv é kvadratin é
15000 -
10000 - PN
Likutinés 5000 ¢ *
vertés, cps
° ) :‘ ’£o éo éo’ 4‘0 5‘0 éo ¢ %o
-5000 | *
2
-10000 -
Sirolimo koncentracija, ng/ml

26 pav. Sirolimo likutink veriuy analiz, kai tyrimo rezultatams apraSyti taikoma
kvadratire lygtis.

Apskatiavus kiekvieno gauto dydzio likutines vertes, HKalibracire kreive

priskirta tiesinei, o sirolimo atveju, dar ir kvadinei funkcijai, nub§ztos likutiny veriu

priklausomylés nuo analiis koncentracijos taskis diagramos. 23, 24 ir 26 pav. taskai

gana tolygiai iSsibarstapie horizontal a§, teigiamy ir neigiamy likutiniy veriy skatius
apytiksliai lygus. Tai reiSkia, kad kalibracineiekvei priskirta teisinga funkcija. O 25 pav.
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matome, kad teéspabandyta iSvesti per taskus, kuriems apraSytalabkty kvadratire
funkcija.

Papildomai atliktas statistinis Mandelio testasp#tvirtino linijiSkumo neatitikim
tarp anakiy: askomicino atveju F=0,036, takrolimo — F=0,893jmolimo — F=22,284 (kai
Fuit=4,747). Tai galty bati dél analciy chemires struktiros skirtumy, salygojarciuy
skirtinga ju saveika su koloréle uzpildargiu sorbentu, eliuentais bei skirtipgonizacip
masiy spektrometre, téau tiksliai paaiskinti sunku. Akivaizdu, kad ikioSeksperimento
optimaliomis laikytos chromatografia silygos rera visiSkai tinkamos rutininei analizei.

Ankstiau miretas gradientinio eliuavimotiodlas buvo taikytas realiems pacignt
vartojartiy sirolima, kraujo ngéginiams tirti. VULSK LDC Biochemijos laboratorijoje
MEIA metodu buvo nustatytos sirolimo koncentraciguose mginiuose. Kraujo

ekstrakcijai taikyta 5.5 skyriuje apraSyta praoed MEIA metodu nustatytos sirolimo

koncentracijos buvo 8-9 kartus didésn nei Siame eksperimente nustatytos sirolimo

koncentracijos HPLC-MS/MS metodu. Toks rySkus niatias gatjo atsirasti dl keliy
priezasiuy. pirma — netinkamos chromatografnsilygos, &l kuriy dalis analiés lieka
kolor¢l¢je, antra — netinkama kraujo ektrakcijos praseg kai didet dalis sirolimo lieka
eritrocity pavirsiuje ir nepatenkamégini.

Todl papildomai atliktas eksperimentas: paleistaggimys su fg/ml anal€iy
koncentracija ir iSkart po to éginys, kuriame tik dejonizuotas vanduo. Vanderiginio
chromatogramoje (27 pav.) registruotos sasailkuriy tg sutapo su etaloninio tirpalo

analitinip smaily tr: Siskomicinc1123CPS, Skrolim=725CPS, Sroim=568cps. Vadinasi,

kolor¢léje lieka nedidelis kiekis analiy ir visa chromatografinsistema yra nepusiausvira.

Analizuojant ng¢giniy serif, Sis analizs trikumas gali glygoti dideles paklaidas.
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27 pav. Vandens chromatograma, gauta analizuojantiens réginj iSkart po anatiy
standartinio tirpalo.

6.4. Nepolinio tirpiklio — metanolio hidrofobiSkumo didi nimas

Norint papildomai optimizuoti chromatograés analizs slygas, buvo nusgsta
padidinti nepoligs mobiliosios fags hidrofobiSkum. Tai pabandyta padaryiimetanoi
pridedant tetrahidrofurano (THF) (28 pav.) santyid. ISbandyti abu eliuacijostdai
(izokratinis ir gradientinis) siekiant nustatyti topaliaush chromatografiniam anaiiy

atskyrimui ir patogiausirutininei praktikai.

()

O

28 pav. Tetrahidrofuranas.
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Anali éiy sulaikymo trukm és priklausomyb € eliuuojant izokratu nuo
metanolio-tetrahidrofurano misinio dalies mobiliojo je fazéje

7 -

6 - —
—e— askomicinas

5 | —m— tkrolimas
—a— sirolimas

4

tR, min

3 4

2

1 4

O T T T T 1

40 50 60 70 80 90
Metanolio-THF dalis, %

29 pav. Analtiy sulaikymo trukmés priklausomyb eliuuojant izokratu nuo metanolio-
tetrahidrofurano misinio dalies mobiliojoje fge.

29 pav. pateikti eksperimento rezultatai rodo, kiagbiklio hidrofobiSkumo
padidinimas zymiai sumazino ar@li sulaikymo trukmes: kai metanolio-THF miSinio
dalis mobiliojoje fazje yra 70-80%, tai visoms trims analits atskirti uztenka vienos
minutés. T&iau analtiy zonos dengia viena kit— jos rera atskirtos. O sumazinus
metanolio-THF miSinio daliki 50%, analizs laikas pailgja ir atskyrimas akivaizdziai

pagegja.
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Analiz ésjautrio priklausomyb é eliuuojant izokratu nuo metanolio-
tetrahidrofurano misinio dalies mobiliojoje faz éje

3,00E+06 -

2,50E+06 -

2,00E+06 - —e— askomicinas

—m— takrolimas

S, cps 1,50E+06 -

1,00E+06 - ‘\"_\/

5,00E+05 -

—a— sirolimas

0,00E+00 ‘ \ \ \ \
40 50 60 70 80 90

Metanolio-THF, %

30 pav. Analizs jautrio priklausomybeliuuojant izokratu nuo metanolio-tetrahidrofurano
miSinio dalies mobiliojoje fage.

30 pav. vaizduojama smailiploty priklausomyle nuo metanolio-THF miSinio
dalies mobiliojoje fage. Didziausiu analiziniu jautriu pasizymi eliuawas) kai nepolinio
tirpiklio dalis mobliojoje fazje yra 80%: askomicino sméd plotas padigo vidutiniSkai
38,3%, takrolimo — 37,5%, o sirolimo — 19,6%. Quabjant mobilagja faze, kurioje yra
50% metanolio-THF miSinio, sumgd analizs jautris askomicino vidutiniSkai 24,8%,
takrolimo — 26,3%, o sirolimo padip vidutiniSkai 10,8%.

Eliuuojant néginius mazesniu mobiliosios fez juckjimo grekiu (kai metanolio-
THF miSinio dalis eliuente 50-60%), gautos laba&tigs smaiés ir prastas anliy
atskyrimas chromatogramoje.

Salia to, kad Siuose eksperimentuose tiriant analig parametrus gauti
dviprasmiski rezultatai, iSbandytos chromatogreinglygos netinka @ fizikiniy
priezagiy. Pakeitus nepolinio tirpiklio hidrofobiSkumzymiai padidjo slegis kolorel¢je.
Siomis alygomis dirbant jis pakilo iki vidutiniSkai 270bakai ankstesémis silygomis
dirbant buvo 170bar. Nors leistinaggt dirbant su Sia apataa yra 0-400bar, téau yra
didek rizika, kad esant tokiemségiams gali fati pazeistas kolaile uzpildantis sorbentas.

Tiriant gradientig eliuacip, buvo iSanalizuotos chromatografin slygos, esant

ivairiy dydziy nepolinio tirpiklio dalims pradiniu momentu ir K&nt mobiliosios fags
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judéjimo greit, tikintis gauti geresnanaltiuy atskyring chromatogramoje ir mazesnes
sulaikymo trukmes. Rezultatai pateikiami 1 legjeel

2 lentet. Analizés parametrai esant gradientinei eliuacijai, kai atieps tirpikliu
naudojamas metanolio-THF miSinys.

Metanolio- .. . o

THF dalis, Mobiliosios askomicinas Takrolimas sirolimas

pradiniu fazés jucktjimo

elivacijos reitis, ml/min| tg, tRr, iR,

momentju, % ’ mF;n S, cps mF;n S, cps mF;n S, cps
70 0,5 12,93| 1,51E+06 | 13,12 | 1,22E+06 | 13,65 | 9,37E+05
60 0,5 12,39| 1,356+06 | 12,93 | 1,05E+06 | 14,43 | 8,29E+05
60 0,65 10,32| 1,25E+06 | 10,81 | 1,01E+06 | 11, 94| 5,64E+05
60 0,4 13,48| 1,76E+06 | 13,92 | 1,36E+06 | 14,71 | 1,13E+06
60 0,3 3,49 | 2,30E+06 | 3,82 | 8,95E+04 | 4,89 | 1,62E+06
50 0,3 9,28 | 2,18E+06 | 10,41 | 1,62E+06 | 14,64 | 1,49E+06

Galima pastelii tendencig, kad maZzinant nepolinio tirpiklio procentindal
eliuente pradiniu momentu ir mobiliosios &zjuckjimo greit, pasiekiamas didZiausias
jautris ir anakkiy atskyrimas chromatogramoje. Optimaliausia chrogratiine analiz ir
atskyrimas gaunamas eliuuojant mefpdifaze, kurioje pradiniu momentu metanolio-THF
miSinio dalis yra 60%, o mobiliosios & srauto juéjimo greitis 0,4ml/min (2 lenté|
ketvirta eilut) pateikiama 31 pav. Labiausiai iS konteksto iStaechromatograma, kuri
gauta tiriamji tirpala eliuuojant 0,3ml/min gréiu, kai metanolio-THF miSinio dalis
pradiniu momentu yra 60% (2 lentglpenkta eilut). Analiciy sulaikymo truknds labai
mazos, askomicino ir sirolimo smailiplotai dideli, o takrolimo — prieSingai, pernelyg
mazas. Be to, gautos labai tss smaits. Tai puikiai iliustruoja tinkamo kola@hés

lygsvarinimo litinybe — papildoma uzdavin (klitt;) Siame darbe.
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32 pav. Chromatograma, gautagimj eliuojant gradientu mobija faze, kurioje pradiniu
momentu yra 60% metanolio-THF miSinio, kai srawkefimo greitis 0,4ml/min (Zydra
smaik yra askomicino signalas, Zalia — takrolimo &lyma — sirolimo).

3 lentek. Gradientinio eliuavimo, kyrnaudojant gauta 32pav. pateikta chromatograma,

laiko programa.

: , Metanolio-THF miSinio Q’l% skru_zdzl rﬁ_g_st_|e_s
Laikas, min . o y tirpalo dalis mobiliojeje
dalis mobiliojoje fazje, % »
fazéje, %
0,1 60 40
1 60 40
8 95 5
9 95 5
10 60 40
20 60 40

Po kiekvienos apradyt chromatografini salygu analtiy standartinio tirpalo
injekcijos buvo atliekama td® meginio (t.y. dejonizuoto vandens) injekcija. Gautumms
nelabai palanks rezultatai: chromatogramose matomos neésdehaltiy smaiks, kai
kuriais atvejais ne wvistrijuy, o tik sirolimo. Galime daryti iSvag kad chromatografiss
salygos mobiliojoje fagje naudojant metanolio-THF migintiek izokratinio, tiek
gradientinio eliuavimo iidais tiriamosioms anaditns rera idealios, t&iau optimalesés nei

anksiau apraSyti eliuavimo metodai.
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6.5. Nepolinio tirpiklio keitimas: iS metanolio — j acetonitrila

Literatiroje nurodoma, kad nepoliniu tirpikliu mobiliojojéazéje gali  hiti
naudojamas acetonitrilas. Nors jo poliSkumo indsksaa didesnis nei metanolio
(acetonitrilo 5,8, o metanolio 5,1, kai vandens 2)]0,ta&iau kai kuriose pasaulio
laboratorijose analizuojant makralidgrupes junginius eliuavimui &mingai naudojamas
acetonitrilas. Toks eliuavimas buvo iSbandytasam& darbe: izokratiniu bei gradientiniu
metodais ir keiilant srauto juéjiimo geiti. Visais atvejais gautos sunkiai interpretuojamos
chromatogramos: nors analj sulaikymo truknds kai kuriom glygom nedidels, t&iau
smaiks plaios, atskyrimas blogas. SmalnesimetrisSkos, netaisyklinyirsiniy, tocl jas
buty sucttinga pritaikyti kiekybinei analizei, net ir suiggeavus. Tikriausiai taip atsitinka

dél analizei naudojamos koléles ypatybi.
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7. ISVADOS

IStirtos chromatografigs slygos, reikalingos imunosupresantams analizuoti GPL
MS/MS metodu.

1.

Buvo iSbandyti abu eliuavimotdai (izokratinis ir gradientinis), mobiliosios fe&z
sucttinémis dalimis parinkus tirpiklius, remiantis liteiads duomenimis: metanol
ir vandenin 0,2% acto igsties tirpal. Gauti analizs chromatografiniai parametrai,
esant izokratiniam eliuavimui, yra patenkinaméida tolesni eksperimentai pakod
gradientinio eliuavimo pranasumus.

ISbandytas varijuojantis polinio tirpiklio pagStinimas skruzdaibei acto figstimis.
Gauti rezultatai rodo, kad eliuento protonizacijelaés kokybei reikSras neturi.
Taciau remiantis literairos duomenimis nusgsta palikti 0,1% skruzddgiragsties
koncentracy kraujo ekstrakt analizei.

Taikant gradientin eliuavimo lda, buvo iStirtas analis tiesiSkumas: analig
jautrio priklausomyb nuo analiés koncentracijos aginyje yra tiesig tik vidinio
etalono — askomicino ir takrolimo atvejais, o sima atveju Si priklausomybyra
kvadratire. Nustatyta, kad tai lemia chromatogré&Bnsistemos nepusiausvyrumas
esant naudotai mobiliajai fazei.

Gauti geri analigs rezultatai, padidinus nepolinio eliuento hidrofidoim,
pridedant ji tetrahidrofurano (ypaesant gradientiniam eliuavimui).

Pakeitus metanphcetonitrilu, gauti nepalank rezultatai.
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8. SUMMARY

Measurement of Sirolimus and Tacrolimus in Patient8lood after Renal

Transplantation by High-Performance Liquid Chromatography

This study presents optimization of sirolimus amatrolimus measurement in
patients blood after renal transplantation by hpggrformance liquid chromatography with
mass—spectrometry detection. In experiments widndgrt solutions of sirolimus and
tacrolimus, using ascomycin as internal standargrmatographical conditions were tested:
type of eluation (isocratical and gradiental), s of eluents (variable acidity of polar
solvent and hydrophobity of nonpolar solvent), éngy of analysis. Patient blood
extraction procedure was also tested. Sirolimuseoinations measured by HPLC-MS/MS
method were 8-9 times lower as received by MEIAhudt Both types of eluation were not
sufficient for routine analysis in clinical labooay, when eluents methanol and 0,2% acetic
acid solvent were used. Gradiental eluation seatmduk better, but linearity analysis of
sample series showed, that chromatographical syssmot well-balanced. Methanol was
changed to acetonitrile, but separation and reteritme of analytes were even worse. Best

results were obtained using mixture of methanoltatrdhydrofuran as nonpolar eluent.
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