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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Wykaz stosowanych skrotow

ACN
ALD
ALL
allo-HSCT

AML
AUC

AUC,;n

auto-HSCT

BAL
BD
BDA
BM
BSO
BSA
BTM
Bu
CB
CBSC
CBSCT

CGD
CIBMTR
CLL
Clren
Clyot
Crnax

Cmax ozn

CML
Cozn

Acetonitryl

adrenoleukodystrophy — adrenoleukodystrofia

acute lymphoblastic leukemia — ostra biataczka limfoblastyczna
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation - allogeniczna
transplantacja komoérek krwiotwérczych

acute myeloid leukemia — ostra biataczka szpikowa

area under the curve — pole powierzchni pod krzywag zmian stezenia
w czasie

area under the curve — pole powierzchni pod krzywg zmian
oznaczonego stezenia w czasie

autologous hematopoietic stem cell transplantation - autologiczna
transplantacja komorek krwiotworczych

biphenotypic acute leukemia — ostra biataczka bifenotypowa
1,3-butadien

Blackfan-Diamond anemia — niedokrwistos¢ Blackfana-Diamonda
bone marrow — szpik kostny

sulfoksoimina butioniny

Body Surface Area

beta-thalassemia major — niedokrwisto§¢ homozygotyczna

Busulfan

cord blood — krew pepowinowa

cord blood stem cells - komérki krwiotwércze z krwi pepowinowej

cord blood stem cells transplantation - transplantacja
z wykorzystaniem komorek krwiotwdrczych z krwi pepowinowe;j
chronic granulomatous — przewlekta choroba ziarniakowa

Center for International Blood and Marrow Transplant Research
chronic lymphocytic leukemia — przewlekta biataczka limfoblastyczna
klirens nerkowy

catkowity klirens ogodlnoustrojowy

stezenie maksymalne leku w osoczu

stezenie maksymalne leku w osoczu obliczone z oznaczonych
pozioméw TREO

chronic myelogenous leukaemia — przewlekta biataczka szpikowa

srednie stezenie oznaczone
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

CI"IOI']’]
CTC

CVID

Cy
DBA
DEB
DLT
DMA
DMSO
EBMT

EMA
ES

Fd
FTBI

GvHD
GvL
HD
HLA
HLH
HMG
HPLC

HS
HSC
HSCT

ICE

keI

kner
LAD

stezenie nominalne

common toxicity criteria; version 2.0 - klasyfikacja dziatan
toksycznych wersja 2.

common variable immunodeficiency - pospolity zmienny niedobér
odpornosci

cyklofosfamid

Diamond-Blackfan anemia — niedokrwisto$¢ Blackfana-Diamonda
Diepoksybutanu

dose-limiting toxicity — dawka ograniczajgca toksycznosé¢

N,N — dimetyloacetamid

Dimetylosulfotlenek

European Group for Blood and Marrow Transplantation - Europejskie
Towarzystwo Przeszczepiania Szpiku i Komérek Krwiotwdrczych
European Medical Agency — Europejska Agencja Medyczna

Ewing’s sarcoma — miesak Ewinga

stopien dostepnosci biologicznej (biodostepnos¢)

Fludarabina

fractionated total body irradiation - frakcjonowane napromieniowanie
catego ciata

graft versus host disease — reakcja przeszczep przeciw gospodarzowi
graft versus leukemia — przeszczep przeciwko biataczce

Hodgkin’s disease — choroba Hodgkina

human leukocyte antigens — antygeny zgodnosci tkankowe;j
hematophagocytic lymphohistiocystosis

hight mobility group - biatka o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej
high performance liquid chromatography - wysokosprawna
chromatografia cieczowa

Hurler's syndrome — zesp6t Hurlera

hematopoietic stem cells — macierzyste komorki krwiotworcze
hematopoietic stem cell transplantation - transplantacja macierzystych
komorek krwiotwdrczych

interleukin-1-beta-converting enzyme

internal standard — wzorzec wewnetrzy

stata szybkosci eliminacji

stata szybkosci eliminacji nerkowej

leukocyte adhesion deficiency — zespét adhezji limfocytow
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LCH

LOD

LOQ

MDS

Mel

MM

MPS
MPS1H
MRT
MSD-HSCT

MTD

N
N1A-N7G-BD
N3A-N7G-BD
N7A-N7G-BD
N6A-N7G-BD
NBL

NHL

OoP

PB

PBSC
PBSCT

PFS
PNH

PTREO
PIS

Qs
R
RP-HPLC

RRT

RSD

Langerhans cell histiocytosis — histiocytoza komoérek Langerhansa
limit of detection — wykrywalnos¢ metody

limit of quantification — oznaczalnos¢ metody

myelodysplastic syndrome — zespo6t mielodysplastyczny

melfalan

multiple myeloma — szpiczak mnogi

Myeloproliferative syndrome

mucopolysaccharidosis type 1 Hurler syndrome

sredni czas przebywania leku w organizmie

matched sibling donor HSCT - transplantacja szpiku od zgodnego
rodzenstwa

maximum tolerated dose — maksymalna tolerowana dawka

dowolny nukleotyd

1-(aden-1-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu
1-(aden-3-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu
1-(aden-7-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu
1-(aden-6-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu

neuroblastoma — nerwiak zarodkowy wspotczulny

non-Hodgkin lymphoma — chtoniak nieziarniczy

Osteopetrosis

peripheral blood - krew obwodowa

peripheral blood stem cells - komorki krwiotwoércze z krwi obwodowej
peripheral blood stem cells transplantation — transplantacja
z wykorzystaniem komorek krwiotwoérczych z krwi obwodowej
progression free survival - przezycie wolne od progresji choroby
paroxysmal nocturnal — napadowa nocna hemoglobinuria

pole powierzchni piku TREO

pole powierzchni piku IS

quality sample - préby kontroli jakosci

wspotczynnik korelacii

reversed chase high performance liquid chromatography — wysoko-
sprawna chromatografia cieczowa w odwréconym ukfadzie faz
regimen-related toxicity - toksycznoS¢ narzgdowa zastosowanego
kondycjonowania

relative standard deviation - wzgledne odchylenie standardowe
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RTC

SAA
SCID

SCN

SD

SDS

S,S-DEB
S,S5-N7-HEBG
S,S-bis-N7G-BD
S,S-N7-THBG
SM

S\2
S,S-EBDM
tos

tmax

TREO
V4
VOD
VP-16
Vss
WAS
WS
Wz

reduced toxicity conditioning — kondycjonowanie o zredukowanej
toksycznosci

severe aplastic anemia — ciezka nabyta niedokrwistosc¢ plastyczna
severe combined immunodeficiency — wrodzony ztozony niedobor
odpornosci

severe congenital neutropenia — choroba Kosmanna

standard deviation — odchylenie standardowe

Schwachman-Diamond syndrome — zespot Schwachmana-Diamonda
(2S,35)-1,2:3,4-diepoksubutan

monoaddukt S,S-N7-(2-hydroksy-3’,4’-epoksybut-1’-ylo)guaninowy
diaddukt S,S-1,4-bis(guan-7-ylo)butano-2,3-diol

monoaddukt S,S-N7-(2’,3’,4’-trihydroksybut-1’ylo)guaninowy
sclerosis multiple - stwardnienie rozsiane

substytucja nukleofilowa dwuczgsteczkowa

4-metanosulfonian (2S,3S)-1,2-epoksybutano3,4-diolu

biologiczny okres poftrwania

czas po ktérym uzyskano Cax

Treosulfan

pozorna objetosé¢ dystrybucii

veno-occlusive disease — choroba okluzyjna naczyn zylnych watroby
etopozyd

objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym

Wiskott - Aldrich Syndrom — zesp6t Wiskotta — Aldricha

Wolman syndrome — zespét Wolmana

coefficient of variation - wspétczynnik zmiennosci
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WSTEP

1 WSTEP

Odkrycie antygenéw zgodnosci tkankowej (human leukocyte antigens, HLA),
poznanie patomechanizmu odrzucania przeszczepu oraz reakcji przeszczep przeciw
gospodarzowi (graft versus host disease, GvHD), pozyskiwanie komoérek krwiotwdrczych
z krwi obwodowej (peripheral blood stem cells, PBSC) i pepowinowej (cord blood stem
cells, CBSC) oraz coraz powszechniejsze wykorzystanie dawcow rodzinnych czesciowo
zgodnych i dawcdéw niespokrewnionych znacznie zwiekszylo mozliwosci i ilos¢
transplantacji macierzystych komérek krwiotwérczych (hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT). Jednak ograniczeniem skutecznego zabiegu sg powikiania
toksyczne zwigzane z postepowaniem konwencjonalnej procedury mieloablacyjno-
immunosupresyjnej poprzedzajgcej transplantacje.

Transplantacja komorek krwiotworczych, ktora znajduje zastosowanie w leczeniu
choréb  nowotworowych i  nienowotworowych u dzieci, poprzedzona jest
kondycjonowaniem biorcy, tj. zastosowaniem frakcjonowanego napromieniowania catego
ciala (fractionated total body irradiation, FTBI) i/lub cytostatykbw w dawkach
mieloablacyjnych. Pozwala to na nieodwracalne zniszczenie ,chorego” szpiku i daje
szanse usuniecia wszystkich rezydualnych komorek nowotworowych wrazliwych
na leczenie. Najczesciej stosowanym lekiem mieloablacyjnym jest busulfan (Bu). Jednak
zastosowanie Bu w konwencjonalnej mieloablacyjno-immunosupresyjnej terapii
poprzedzajgcej HSCT lub FTBI moze by¢ przyczyng wielu niepowodzen zwigzanych
z toksycznoscig i powiktaniami wczesnymi i/lub péznymi. Najwyzszym ryzykiem powiktan
obarczone sg dzieci, u ktorych razem z chorobg bedgcg wskazaniem do transplantacji,
wystepujg trwate uszkodzenia narzadow szczegolnie narazonych na Bu i FTBI wywotane
chorobg podstawowag, chorobami wspdfistniejgcymi i/lub wczesniej stosowanym
leczeniem (przeprowadzona HSCT i/lub chemioterapia, po ktorej doszto do wznowy).
Dlatego tez nadal poszukuje sie takiego kondycjonowania, ktére charakteryzowatoby sie
odpowiednim efektem mieloablacyjnym, immunosupresyjnym i przeciwnowotworowym
przy jednoczesnie niewielkiej toksycznosci narzgdowej oraz przewidywalnym profilu
farmakokinetycznym.

Wydaje sie, ze treosulfan (TREO) jest interesujgcym lekiem do wigczenia
w procedure kondycjonowania, jako gtéwna sktadowa mieloablacyjna. Pierwsze kliniczne
badania pokazuja, ze TREO moze spetnia¢ powyzsze wtasciwosci, gdyz poza dziataniem
hematologicznym (zahamowanie czynnosci szpiku kostnego), brak jest wyraznych

niehematologicznych efektéw ubocznych [1,2,3]. Jednak w odroznieniu od wynikéw
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uzyskanych od pacjentéw dorostych, ciggle brakuje wystarczajacej liczby badan u dzieci,
zwtaszcza wieloosrodkowych, na podstawie ktéorych mozna by nalezycie ocenic
optymalne schematy dawkowania TREO. Dotychczasowe spostrzezenia oceny
farmakokinetyki TREO dotyczg gtéwnie pacjentow dorostych [3-9]. Stwierdzono,
ze parametry farmakokinetyczne, takie jak objeto$¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym
(Vss), biologiczny okres péttrwania (tos) i eliminacja nerkowa leku sg niezalezne od dawki
[6]. Tylko dwa opracowania odnoszg sie do farmakokinetyki TREO u pacjentow
pediatrycznych [10,11]. Jednak ze wzglagdu na matg liczebnosé oraz niejednorodnosc
badanej grupy (rézny wiek pacjentdow, roézne rozpoznania choroby podstawowej),
,biologiczne réznice” pomiedzy biataczkami dzieciecymi a dorostymi [12] (jako gtownymi
wskazaniami do leczenia mieloablacyjnego) oraz zastosowanie wyzszych dawek leku,
istnieje potrzeba okreslenia optymalnej dawki leku i dalszej oceny jego farmakokinetyki
u dzieci. Stwierdzenie korelacji miedzy zastosowang dawkg a parametrami
farmakokinetycznymi, pozwolitoby na zaproponowanie indywidualnego schematu
dawkowania leku matym pacjentom z mys$la o wiekszym bezpieczenstwie terapii,
skréceniu czasu hospitalizacji przy jednoczesnym zmniejszeniu kosztéw terapii.
Terapeutyczne monitorowanie stezenia TREO we krwi pozwoli nam odpowiedzie¢ na
pytanie: jakie sg zagrozenia objawami niepozgdanymi zanim ujawnig sie one klinicznie?
Jest to szczegdlnie wazne u dzieci, gdzie na ostateczny wynik przeszczepienia
najwiekszy wptyw ma zaréwno prawdopodobienstwo wieloletniego przezycia jak i jakos¢

zycia po transplantacji.
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2 CEL PRACY

Celem pracy jest ocena farmakokinetyki TREO u dzieci w terapii mieloablacyjnej
poprzedzajgca transplantacje komaérek krwiotwérczych. Stezenia TREO w osoczu i moczu
pacjentow bedg oznaczane walidowang metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (high performance liquid chromatography, HPLC). Wyznaczona zostanie
precyzja, dokfadnosé, specyficznos¢, odzysk i stabilnos¢ TREO. Parametry
farmakokinetyczne: tys, stezenie maksymalne w osoczu (Cna), catkowity Klirens
ogolnoustrojowy (Clyy), Vss, pole powierzchni pod krzywg ¢ = f(t) (AUC), Sredni czas
przebywania leku w organizmie (MRT), stata szybkos$ci eliminacji (k...) TREO, bedag
obliczane na podstawie zmiany stezenia leku w osoczu i ilosci wyeliminowanego leku
Zz moczem przy zastosowaniu programu WinNonlin 6.2. Wyniki badan zostang
podsumowane wnioskami zmierzajgcymi do optymalizacji dawkowania TREO u pacjentéw
pediatrycznych.
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3 CZESC TEORETYCZNA

3.1 Transplantacja macierzystych komoérek krwiotwoérczych (HSCT)

3.1.1 Definicja

Stosowanie transplantacji szpiku, a poprawniej transplantacji macierzystych
komérek krwiotwdrczych poprzedzone byto dtugotrwatymi badaniami eksperymentalnymi
zapoczgtkowanymi ponad 80 lat temu i dopiero w ostatnich 30 latach stato sie uznang
metodg pozwalajagcg na wyleczenie w duzym procencie hieuleczalnych wczesnigj
biataczek, ztosliwych chtoniakéw i innych choréb. O skutecznosci swiadczy szybki rozwoj
wyrazajgcy sie wykonywaniem na swiecie okoto 50 tysiecy transplantacji rocznie [13].

Zgodnie z definicjg Europejskiego Towarzystwa Przeszczepiania Szpiku i Komorek
Krwiotwdrczych (European Group for Blood and Marrow Transplantation, EBMT) HSCT
oznacza takg procedure, w ktorej komorki krwiotwdrcze, niezaleznie od typu ich dawcy
oraz ich zrodta, zostajg przetoczone biorcy po przeprowadzeniu terapii kondycjonujgcej
w celu catkowitej lub czesciowej wymiany lub odbudowy ukfadu krwiotwérczego [14,15].
Jest to zatem zabieg polegajgcy na wprowadzeniu zdrowego szpiku w miejsce
zmienionego nowotworowo lub wadliwie funkcjonujgcego.

Do transplantacji mogg by¢é uzyte macierzyste komorki krwiotworcze
(hematopoietic stem cells, HSC) pochodzgce od dawcy rodzinnego (dawca optymalny)
lub niespokrewnionego dobranego w zakresie HLA (allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation, allo-HSCT), wtasne HSC biorcy (autologous hematopoietic stem cell
transplantation, auto-HSCT), lub- bardzo rzadko — od blizniaka monozygotycznego
(syngeneic HSCT). Dawcow niespokrewnionych (alternatywnych) do allo-HSCT szuka
sie za pomocyg zintegrowanego systemu poszukiwania w Swiatowych rejestrach
dobrowolnych dawcéw. Prawdopodobienstwo zgodnosci z rodzenstwem wynosi tylko
25 %, stad az 75 % potrzebujgcych nie ma dawcy rodzinnego i wymaga znalezienia
dawcy alternatywnego.

Zrédtem przeszczepianych HSC moze byé:

e szpik kostny (bone marrow, BM),

o krew obwodowa (peripheral blood, PB) - transplantacja z wykorzystaniem komorek
krwiotworczych z krwi obwodowej (peripheral blood stem cells transplantation,
PBSCT),
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e krew pepowinowa (cord blood, CB) - transplantacja z wykorzystaniem komorek
krwiotworczych z krwi pepowinowej (cord blood stem cells transplantation, CBSCT)
[14,16].

3.1.2 Proceduratransplantacji macierzystych komoérek krwiotwoérczych

Procedura transplantacji macierzystych komérek krwiotworczych rozpoczyna
sie od ustalenia rzeczywistych wskazan. Nastepnie dokonuje sie wyboru odpowiedniego
dawcy i protokotu chemicznego Ilub chemiczno-radiologicznego uwarunkowania
przeszczepu. Przeszczepienie rozpoczyna sie megachemioterapig (kondycjonowaniem)
biorcy. Po podaniu megachemioterapii pobiera sie materiat przeszczepowy od dawcy
i po ewentualnej preparatyce, zmieniajgcej jego sktad jakosciowy, przetacza sie dozylnie
biorcy. Biorca po transplantacji jeszcze przez okresSlony czas poddawany
jest immunosupresji w celu wywotania tolerancji immunologicznej. Bezposredni okres
okotoprzeszczepowy to czas najwiekszego zagrozenia wystgpieniem roznego rodzaju

powiktan procedury przeszczepowej [17,18].

3.1.3 Wskazania do HSCT u dzieci i mlodziezy

3.1.3.1 Auto-HSCT

Zastosowanie auto-HSCT ma miejsce niemalze wylgcznie w nowotworach
hematologicznych lub w nowotworach litych zlokalizowanych pozaszpikowo. W ostatnich
latach metode auto-HSCT stosuje sie w terapii niektérych choréb o mechanizmach

autoimmunologicznych [18].

3.1.3.2 Allo-HSCT

Allo-HSCT u dzieci i mtodziezy znajduje zastosowanie zarowno w leczeniu choréb
nowotworowych, w tym przede wszystkim chorob rozrostowych ukfadu krwiotwdrczego,
a takze w terapii wrodzonych i nabytych chordb nierozrostowych niewydolnosci uktadu
krwiotworczego oraz w niedoborach odpornosci, niektorych chorobach metabolicznych

i hemoglobinopatiach [18].

19



CZESC TEORETYCZNA

3.1.4 Kondycjonowanie pacjentéw przed transplantacja

Przeszczepianie komorek krwiotwoérczych jest w wiekszosci przypadkéw
poprzedzone zastosowaniem chemioterapii wysokodawkowej lub chemio+radioterapii
wysokodawkowej, okreslanej jako kondycjonowanie. W zaleznosci od rodzaju
transplantacji i wskazah do zabiegu, kondycjonowanie biorcy do HSCT spetnia¢ moze
rézna role:

e auto-HSCT — charakter mieloablacyjny kondycjonowania zapewnia odtworzenie
mielopoezy po przeszczepieniu komoérek krwiotwérczych. W przeszczepach
autologicznych praktycznie nie istnieje problem bariery immunologicznej dla
przeszczepianych komoérek, ktére pochodzg od pacjenta poddawanego
procedurze transplantacii,

e allo-HSCT - kondycjonowanie powinno wykazywaé efekt mieloablacyjny,
wystarczajgcy do catkowitego zniszczenia wiasnego, ,chorego” szpiku biorcy
i wytworzenia wolnej przestrzeni do zasiedlenia przez przeszczepiane komorki
dawcy. Drugim istotnym mechanizmem kondycjonowania w allo-HSCT jest efekt
immunosupresyjny. Przeszczepiane komorki, pochodzgce od innej osoby, muszg
pokona¢ bariere immunologiczng organizmu biorcy prowadzac do przewagi
proliferacyjnej przeszczepionych komérek. Bez pokonania tej przeszkody moze
dojs¢ do rekonstytucji hematologicznej  przeszczepionych  komoérek
hematologicznych. Immunokompetentne komodrki uktadu immunologicznego
dawcy, przetoczone wraz z materiatem przeszczepowym, mogg eliminowaé
komérki nowotworowe w mechanizmie immunologicznej eliminacji nowotworu
poprzez oddziatywanie ,przeszczep przeciwko biataczce” (graft versus leukemia
,GvL) [17,19, 20°,21].

Najczesciej kondycjonowanie sktada sie z roznych kombinacji cytostatykéw
w wysokich dawkach. Protokoty chemioterapii sg zalezne od rozpoznania i wieku
pacjenta. Podstawowe znaczenie majg leki alkilujgce: busulfan (Bu), melfalan (Mel),
cyklofosfamid (Cy), tiotepa, pochodne nitrozomocznika, a takze etopozyd (VP-16),
karboplatyna i fludarabina (Fd). Chemioterapie niekiedy tgczy sie z radioterapig w formie
FTBI (metoda obarczona wysokim ryzykiem péznych powiktan). Obecnie przed allo-HSCT
u dzieci i mtodziezy w konwencjonalnym mieloablacyjnym kondycjonowaniu stosuje sie
kombinacje FTBI i/lub megadawek wybranych cytostatykéw: FTBI +VP-16, FTBI +Cy,
Bu + Cy, Bu + VP-16 + Cy oraz Bu + Cy + Mel.

Transplantacje allogeniczng, czyli dozylne przetoczenie komoérek krwiotworczych,

przeprowadza sie zwykle dopiero 48 godzin po zakonczeniu kondycjonowania.
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Jest to czas konieczny do eliminacji cytostatykow zastosowanych w kondycjonowaniu
i/lub ich aktywnych metabolitow z krwi biorcy. Zwykle dzien przed allo-HSCT wdrozona
zostaje profilaktyka GvHD poprzez podawanie, w zaleznoSci od rodzaju dawcy:
cyklosporyny A i niekiedy metotrexatu, w potgczeniu z globuling antytymocytarng

lub alemtuzumabem [14].

3.1.5 Powiktania przeszczepienia

Mimo ciggtego doskonalenia procedury, skutecznos¢ HSCT jest nadal
ograniczona. Na ostateczny wynik sktadajg sie $miertelno$é okotoprzeszczepowa (zgony
z powikfan procedury) oraz ryzyko wznowy choroby podstawowej. W przypadku choréb
nienowotworowych udane przeszczepienie oznacza ustgpienie objawow choroby.
W przypadku choréb nowotworowych niepowiktany przebieg okresu poprzeszczepowego
nie gwarantuje catkowitej eliminacji klonu (klonéw) nowotworowego - nadal istnieje ryzyko
wznowy biataczki. Wreszcie biorca jest narazony na pdzne powiktania procedury
przeszczepowej, w tym rozwoj wtérnych nowotwordow.

W zadnym ze wskazan do allo-HSCT prawdopodobienstwo wieloletniego
catkowitego przezycia po transplantacji nie osigga 100%. Wg raportu ,Center
for International Blood and Marrow Transplant Research” (CIBMTR; 2005) najczestszg
przyczyng niepowodzen allo-HSCT jest wznowa choroby podstawowej a dalej powikfania
procedury transplantacyjnej: toksycznos¢ narzgdowa zastosowanego kondycjonowania
(regimen-related toxicity, RRT), zakazenia oraz GvHD.

Nalezy pamietaé, ze szpik jest tylko jednym z narzgdéw uszkadzanych
megachemioterapig. Inne tkanki i organy rowniez ulegajg uszkodzeniu. Uwzgledniajgc
czas wystgpienia powiktan, toksycznos¢ kondycjonowania mozna podzieli¢ na wczesng

i poZna.

3.1.5.1 Powiklania wczesne

Wczesne toksyczne powikfania kondycjonowania sg w wiekszosci podobne
do tych, ktére wystepujg po intensywnej chemioterapii. Sg to: nudnosci, hepatopatia,
utrata owlosienia, krwotoczne zapalenie pecherza, brak taknienia, wymioty. Powszechnie
wystepujgce zapalenie bton Sluzowych uktadu pokarmowego jest nie tylko przykre
dla pacjenta (b6l wymagajacy niekiedy duzych dawek morfiny, biegunka, koniecznosc
stosowania zywienia pozajelitowego), ale utatwia tez wtargniecie drobnoustrojom

jelitowym [17,21]. Poniewaz pomiedzy zniszczeniem autologicznego szpiku kostnego
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a przetoczeniem komorek krwiotworczych i podjeciem przez nie w petni adekwatnej
mielopoezy uptywa zazwyczaj od 2 do 3 tygodni, istnieje duze ryzyko powikfan
infekcyjnych w tym czasie. Agranulocytoza i towarzyszgce uszkodzenie Sluzowek
prowadzi do wysokiego ryzyka endogennych infekcji bakteryjnych i grzybiczych. Infekcje
w okresie okotoprzeszczepowym nie tylko bezposrednio zagrazajg zyciu (posocznica),
ale moga takze inicjowa¢ chorobe GvHD. Ze wzgledu na zaburzenie odpornosci
komérkowej biorcy przez caly czas istnieje zagrozenie infekcjami wirusowymi.
W transplantologii gtbwnym zagrozeniem jest wirus cytomegalii, ktéry moze doprowadzi¢
do srédmigzszowego zapalenia ptuc i zgonu [22].

Szczegodlnie niebezpieczne sg jednak powiklania zwigzane z uszkodzeniem
srédbtonka naczyh krwionosnych prowadzgce do aktywacji kaskady krzepniecia.
Zwiekszona krzepliwosé krwi jest przyczyng utrudnionego przeptywu krwi przez naczynia
krwionosne a w granicznym przypadku zamkniecia tych naczyn, prowadzgcego
do niewydolnosci narzgdéw zaopatrywanych w krew przez dotkniete procesem naczynia.
Klinicznymi przyktadami wyzej opisanego procesu sa: choroba okluzyjna naczyn zylnych
watroby (veno-occlusive disease, VOD), mikroangiopatia skojarzona z HSCT
(transplantation-associated microangiopathy), zespdt przeciekania drobnych naczyn,
zespot wszczepiania (engraftment syndrome), rozsiane krwawienie do pecherzykéw
ptucnych (diffuse alveolar haemorrhage) oraz idiopatyczne zapalenie ptuc (idiopathic
pneumonia syndrome). Najczesciej wystepujgcym zespotem jest VOD. Wystepuje on
u 10-50% biorcéw HSC, prowadzgc do ostrej niewydolnosci watroby [23,24].

Objawy wczesnej toksycznosci ze strony piluc, przewodu pokarmowego
i osrodkowego ukfadu nerwowego sg charakterystyczne dla FTBI [25]. Wczeénie, bo juz
w trakcie podawania VP-16 mogg wystgpi¢ przypadki nadci$nienia, niedocisnienia,
tachykardii, skurczu oskrzeli, dusznosci, wysypka i tuszczyca skérna, podraznienie
skory okolicy odbytu a nawet neuropatie obwodowe [26]. Cy razem ze swoimi
metabolitami, w tym m.in. akroleing jest odpowiedzialny za ciezkie uszkodzenie drog
moczowo-ptciowych (obrzek $ciany pecherza, zapalenie srédmigzszowe ze zwitdknieniem

Sciany pecherza, nieodwracalne zaburzenia spermatogenezy) oraz watroby (VOD) [27].

3.1.5.2 Powiklania pézne

Do najczestszych odlegtych nastepstw HSCT zwigzanych z toksyczno$cig
kondycjonowania nalezy zaliczy¢ niedobdr wzrostu, niedoczynnos¢ tarczycy, bezptodnosc¢
oraz wtorne nowotwory [28,29,30]. Po zastosowaniu FTBI zaobserwowano przypadki

postepujgcego zwidknienia ptuc z nastepowym zmniejszeniem pojemnosci zyciowej,
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zacmy, zwiekszenie ryzyka rozwoju nowotwordw tarczycy i osteochondromy [25,31,32].
Mel stosowany z innymi lekami alkilujgcymi zwieksza ryzyko rozwoju VOD, a w okresie
pozniejszym moze powodowaé uszkodzenie miesnia sercowego oraz $rodmigzszowe

zapalenie ptuc, prowadzgce do zwtdknienia tkanki ptucnej [33-35].

3.1.6 Kierunek rozwoju badan nad poprawg wynikéw HSCT u dzieci i mlodziezy

Na ostateczny rezultat przeszczepienia najwiekszy wptyw ma zarédwno
prawdopodobienstwo wieloletniego przezycia wolnego od choroby jak i jako$¢ zycia
po transplantacji. W celu dalszej poprawy tychze wynikéw u dzieci i miodziezy po
allo-HSCT nadal poszukuje sie takiego kondycjonowania, ktére zwtaszcza u biorcéw,
wykazujgcych przed przeszczepieniem wykladniki zwigkszonego ryzyka RRT,
wykazywatoby niewielkg toksyczno$¢ narzgdowa, dobry efekt mieloablacyjny
a w przypadku chorob rozrostowych takze przeciwnowotworowy, przy jednoczesnie
przewidywalnym profilu farmakokinetycznym.

W konwencjonalnej terapii jednym z czeSciej stosowanych cytostatykdéw
w leczeniu kondycjonujgcym jest nalezgcy do lekéw alkilujgcych Bu. Dawka
mieloablacyjna Bu zaréwno w postaci doustnej jak i dozylnej wynosi 16 mg/kg.
Bu posiada jednak waskie ,okno terapeutyczne”. Jego stosowaniu towarzyszg trudne
do przewidzenia okresy mielosupresji (u < 10% pacjentow) [36]. Dodatkowo wykazano
duzg zmienno$¢ osobniczg surowiczych stezen Bu, zwlaszcza u dzieci, a takze
zmiennos¢ farmakokinetyki miedzy dawkami przyjmowanymi przez jednego pacjenta
[37-39]. Osiggniecie zbyt wysokich stezen moze prowadzi¢ do stosunkowo wczesnego
powiktania Bu tj. choroby VOD. W konsekwencji moze doj$¢ do niewydolnoéci watroby
i zgonu. W badaniach z zastosowaniem Bu, opisano zespdt ostrej niewydolnosci
oddechowej (prowadzacej do zgonu) w przebiegu srodmigzszowego zwidknienia ptuc.
Podczas leczenia duzymi dawkami Bu opisywano wystepowanie drgawek [40]. Zbyt niskie
stezenia Bu we krwi zwiekszajg odsetek odrzucen przeszczepu i zwiekszajg ryzyko
wznowy choroby. Ostatnio wprowadzone formy Bu (postaé liposomalna i roztwory
w DMSO lub DMA) umozliwiajg dozylne podanie leku, ale zmienno$¢ farmakokinetyczna
jest dalej znaczaca, szczegolnie u dzieci [41]. Wedtug niektorych autorow postac dozylna
wykazuje wigkszg hepatotoksyczno$¢ niz doustna, tj. czestos¢ wystepowania VOD
wzrasta do 20-40%, a w kombinacji z Mel nawet do 87% [37-39].

Obecnie najwieksze nadzieje wigze sie z zastosowaniem TREO jako czynnika
mieloablacyjnego w rezimach kondycjonujgcych przed allo-HSCT. Cechuje go niska

toksycznos¢ narzgdowa, dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz wynikajacy ze wstepnych
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badan przewidywalny profil farmakokinetyczny [1-9]. TREO stat sie podstawg
kondycjonowania o tzw. zredukowanej toksycznosci (reduced toxicity conditioning, RTC).
Do terapii TREO kwalifikowani sg pacjenci, u ktérych uzycie innych cytostatykéw
w wysokich dawkach nie byloby mozliwe. Lek zapewnia prawidlowy przebieg
poprzeszczepowy i uzyskanie odpowiedniego chimeryzmu dawcy w organizmie biorcy.
Rekonstytucja hematologiczna oraz efekt kliniczny jest porownywalny do uzyskiwanych
po standardowej chemioterapii mieloablacyjnej [42].

Pierwsze proby polskich pediatrycznych osrodkéw transplantacyjnych (Poznanh,
Lublin, Wroctaw) dotyczace zastosowania TREO w dawce catkowitej 30 g/m? jako
gtéwnej skladowej kondycjonowania przed allo-HSCT u 8 dzieci z wysokim ryzykiem RRT
zaprezentowano podczas 29th Annual Meeting of the EBMT w Istambule [43]. Wyniki tych
badan (nieznaczna toksyczno$¢ narzgdowa, mieszany chimeryzm, czesciowa wznowa
biataczek) wydajg sie wskazywac¢ na koniecznos¢ zwiekszenia dawki catkowitej TREO
oraz potrzebe optymalizacji dawki leku i dalszej oceny jego farmakokinetyki.

Warto dodag, iz pierwszg transplantacje u dzieci, poprzedzong kondycjonowaniem
z udziatem TREO, przeprowadzono 14 lipca 2000 r. w Klinice Onkologii, Hematologii
i Transplantologii Pediatrycznej UM w Poznaniu przez zespét prof. dr hab. Jacka

Wachowiaka.
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3.2 Charakterystyka TREO

TREO zostat zsyntetyzowany przez Petera Feita w 1961 roku [44,45]. Nalezy
on do chemioterapeutykdw cytostatycznych o dziataniu nieswoistym dla fazy,
tzn. niszczacych komorki nowotworowe niezaleznie od fazy cyklu komérkowego [46].
TREO podobnie jak Bu nalezy do najstarszych lekéw cytostatycznych z grupy Srodkéw
alkilujgcych. Sg to estry kwasu sulfonowego o charakterze dwufunkcyjnych zwigzkow
alkilujgcych. Biorgc pod uwage wiasciwosci chemiczne, TREO i Bu sg zwigzkami
organicznymi, obdarzonymi zdolnoscig do przenoszenia reszt alkilowych na osrodki
nukleofilowe o tadunku ujemnym, za posrednictwem reakcji substytucji. Sposréd wielu
substratbw komorkowych, kluczowe miejsce zajmuje tancuch DNA, a miejscem
0 najwiekszej wrazliwosci na alkilacje jest atom N; guaniny. W dalszej kolejnosci alkilaciji
moga ulega¢ atomy azotu N; guaniny, N; i N5 adeniny i N3 cytozyny. Poprzez alkilowanie
zasad purynowych nastepuje rozluznienie ich wigzania z resztg cukrowa, wypadanie
jednostek guaniny i adeniny (depurynacja) z czagsteczki DNA i rozpad fancucha gtéwnego.
Skutkiem moze by¢ takze potgczenie kowalencyjne dwoch centrow nukleofilowych DNA
(wigzanie krzyzowe), w wyniku ktérego, replikacja poprzecznie potgczonych nici DNA

jest niemozliwa z powodu zahamowania polimerazy DNA, zaleznej od DNA [47,48].

3.2.1 Budowa chemicznai nazewnictwo TREO

OH

OH

Treosulfan

M.mol. 278,298 g/mol
Wzor sumaryczny: CeH1405S,

Nazwa chemiczna: 1,4-bismetanosulfonian butano-1,2,3,4-tetraolu
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Nazwa systematyczna TREO wg nomenklatury IUPAC brzmi: metanosulfonian
(2S,3S)-2,3-dihydroksy-4-metylosulfonyloksybutylu [49]

Synonimy: 1,4-bis-/metanosulfonian/L-treitolu; Dihydroksybusulfan; L-Threitol 1,4-dime-
thanesulfonate; (2S,3S)-Threitol 1,4-bismethanesulfonate; CB 2562;
CB 40067; CCRIS 2781; DHB; Dihydroxymyleran; EINECS 206-081-0;
HSDB 6963; L-Threitol, 1,4-bis(methanesulfonate); L-Threityl dimesylate;
NSC 39069; NSC-39069; Threitol; 1,4-dimethanesulfonate, L-(+)-;
Treosulfan; Treosulfano; Treosulfanum; Treosulphan; Tresulfan;
[-Threitol-1,4-bis(methanesulfonate) [50,51].

Pod wzgledem budowy chemicznej TREO jest 1,4-bismetanosulfonianem bu-
tano-1,2,3,4-tetraolu, czyli jest diestrem polialkoholu (butano-1,2,3,4-tetraolu) i kwasu

sulfonowego (kwasu metanosulfonowego) (Ryc. 1) [52].

0 OH (IT
[

1 2 3| 4

[ ||
0 OH 0

grupa ' grupa
metanosulfonylowa tancuch butano -1,2,3,4 -tetraolu metanosulfonylowa

Ryc. 1. Wzor strukturalny 1,4-bismetanosulfonianu butano-1,2,3,4-tetraolu.
W  ujeciu farmakologiczno-chemicznym TREO zaliczany jest do estrow
metanosulfonowych alifatycznych dioli (jedna z grup lekéw przeciwnowotworowych)

i moze by¢ traktowany, jako dihydroksypochodna Bu, pierwszego przedstawiciela tej
grupy (Ryc. 2) [46].

OH

HC 0 CH
& ’ \S//O e, /2 N
\\S/ il 3 \S/ 5" N
o7 \CH ? o// R i 0
3 OH
busulfan
treosulfan

Ryc. 2. Wzory strukturalne TREO i Bu.
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3.2.2 Wiasciwosci fizykochemiczne TREO

Postac i wiasciwosci: TREO ma postac¢ biatego, pozbawionego zapachu, krystalicznego

proszku [53]

RozpuszczalnoSc: substancja rozpuszcza sie w wodzie: 1 : 14 [54], 100 mg/ml lub
wieksza [51] oraz w etanolu: 1 : 20. Wodny 5% roztwér TREO

jest czysty, wolny od zanieczyszczen, pozbawiony koloru [54]

pH roztworu: pH roztworu TREO, otrzymanego przez rozpuszczenie 5% (m/V) w wodzie
4,8 -7,0[53]

Temperatura topnienia: 102,2 °C

3.2.3 Postaé farmaceutyczna

W odréznieniu od Bu, TREO fatwo rozpuszcza sie w wodzie, stgd moze by¢
podawany dozylnie i doustnie. Posta¢c do iniekcji dozylnych stanowi proszek do
sporzadzenia roztworu, znajdujgcy sie w butelkach infuzyjnych w dawce 1000 mg
lub 5000 mg leku. Postacig doustng sg kapsutki zelatynowe twarde zawierajgce 250 mg
leku. Aktualnie TREO jest zarejestrowany w kilku krajach europejskich (Wielka Bratania,
kraje skandynawskie) do terapii Il rzutu lub terapii paliatywnej zaawansowanego
platynoopornego raka jajnika. Preparatem handlowym jest Ovastat®. Producentem leku
jest firma Medac GmbH (Hamburg, Niemcy). W Polsce preparat nie jest jeszcze
zarejestrowany i jest sprowadzany na tzw. import docelowy [53,55,56].

3.2.4 Wiasciwosci farmakologiczne TREO

3.2.4.1 Mechanizm aktywacji TREO

Sam TREO jest farmakologicznie obojetny. Jego aktywnymi formami sg pochodne
epoksydowe: monoepoksydowy zwigzek przejsciowy - 4-metanosulfonian (2S,3S)-1,2-
epoksybutano-3,4-diolu (S,S-EBDM) oraz diepoksydowy produkt aktywacji - (2S,3S)-
1,2:3,4-diepoksubutan  (L-diepoksybutan, S,S-DEB) [57,58]. Chociaz TREO jest

strukturalnie podobny do Bu, mechanizm jego aktywacji jest catkowicie odmienny.
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Podczas gdy metanosulfonowe grupy Bu alkilujg nukleofilowe centra bezposrednio,
obecnos¢ dwdéch grup hydroksylowych w pozycji 2° i 3 TREO prowadzi do aktywac;i
TREO inna droga. Produkty transformacji powstajg w reakcji wewnagtrzczgsteczkowej
syntezy Williamsona — otrzymywanie eteroéw cyklicznych z halogenohydryn w srodowisku
alkalicznym [59]. Dwie grupy metanosulfonianowe, ktére wystepujg w czgsteczce TREO
w uktadzie pierwszorzedowym, podobnie jak jony halogenkowe sg doskonatymi grupami
opuszczajgcymi. Znajdujgce sie grupy hydroksylowe w stosunku [ do grup
metanosulfonianowych w obecnosci jonéw wodorotlenowych wystepujg czesciowo
w postaci jondéw alkoholanowych. Na drodze reakcji Sy2 (substytucja nukleofilowa
dwuczgsteczkowa) nastepuje atak anionu hydroksylowego na wegiel a powodujgc
podstawienie grupy metanosulfonianowej i utworzeniem monoepoksydu (I etap).
Analogiczna reakcja wewnagtrzczgsteczkowej syntezy Williamsona z udziatem grupy
hydroksylowej i metanosulfonianowej monoepoksydu prowadzi do powstania diepoksydu
(Il etap). Poniewaz wewnatrzczgsteczkowa reakcja Sy2 jest duzo szybsza niz
miedzyczagsteczkowa, konkurencyjne podstawienie grupy metanosulfonianowej przez
anion wodorotlenowy srodowiska reakcji nie powinno mie¢ znaczenia [60,61]. Reakcje
aktywacji TREO do aktywnych metabolitow przedstawia Ryc. 3.

TREO jest wiec pro-lekiem a reakcja transformaciji TREO do epoksyzwigzkow jest
nieenzymatyczna i moze przebiega¢ w srodowisku wodnym, zaréwno w warunkach
in vitro jak i in vivo. Szybkos¢ transformacji zalezy tylko od pH i temperatury.
W pH ponizej 6,0 transformacja TREO praktycznie nie zachodzi [57]. Wzrost warto$ci
pH wywotuje zwigkszenie szybkosci reakcji transformacji, gdyz wieksza liczba grup
hydroksylowych zwigzku macierzystego wystepuje w postaci anionowej. Jednak zbyt duzy
wzrost pH inicjuje rozszczepienie pierscienia epoksydowego powstajgcych transformeréw
i rozktada je do odpowiednich glikoli [4,52]. Warto zauwazy¢, iz uwalniany podczas reakcji
transformacji TREO mocny kwas metanosulfonowy (pK, = -1,9) powoduje zakwaszenie
srodowiska reakcji a tym samym prowadzi do jej zatrzymania. Przeciwdziata¢ temu moze
czynnik korygujgcy pH np. fizjologiczny bufor krwi [62]. Badania kinetyki reakcji
transformacji TREO do aktywnych metabolitbw in vitro w warunkach statego pH
i temperatury (pH 8,5; temp. 25°C) prowadzit Feit i wsp. [44,45,57]. Badacze ustalili,
ze konwersja TREO do monoepoksydu, jak i monoepoksydu do diepoksydu, sg reakcjami
pierwszego rzedu. Wykazali réwniez, iz tworzenie monoepoksydu z TREO przebiega

dwukrotnie szybciej niz tworzenie diepoksydu z monoepoksydu.
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Ryc. 3. Transformacja TREO do aktywnych farmakologicznie zwigzkéw epoksydowych.

3.2.4.2 Mechanizm dziatania TREO

Mechanizm dziatania TREO wynika z cytotoksycznych i promutagennych
wiasciwosci produktow aktywacji, gtownie S,S-DEB, ktére alkilujg centra nukleofilowe
bioczgsteczek [58,63,64]. Przenoszenie grupy aktywnej czynnika alkilujgcego na centra
nukleofilowe odbywa sie wg. mechanizmu Sy2 [63-65]. Pomimo, ze TREO i Bu zaliczane
sg do reagentdw reakcji przebiegajgcej wg powyzszego mechanizmu [4], to jednak TREO
zostat przyporzgdkowany do grupy o wyzszej reaktywnosci chemicznej, razem
z epoksydami i jonami etylenoimoniowymi (grupa A) [66]. Wyjatkowg reaktywnosc
chemiczng TREO tlumaczy¢é mozemy naprezeniem pierscieni tréjczitonowych
epoksydowych produktow aktywacji [59]. Diepoksyd posiadajgcy dwie aktywne grupy

epoksydowe okreslany jest mianem bifunkcyjnego czynnika alkilujgcego, natomiast
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monoepoksyd, ktérego czgsteczka zbudowana jest z jednej grupy epoksydowej,
monofunkcyjnym czynnikiem alkilujgcym [64].

Gtéwnym miejscem alkilacji S,S-DEB w tancuchu DNA jest pozycja N; guaniny
z preferencjg na regiony o wigkszej ilosci nukleotydéw guaninowych [58]. Wg Hartleya
i wsp. takie zachowanie upodabnia S,S-DEB do wczes$niej badanych i opisanych innych
alkilujgcych czynnikéw bifunkcyjnych — Bu [67] i pochodnych iperytu azotowego [68,69].
Pozycja N; guaniny ma charakter silnie nukleofilowy, a wplyw sgsiadujgcych zasad
guaninowych zwieksza gestos$¢ elektronowg, co czyni to miejsce bardziej podatnym na
atak silnie elektrofilowego czynnika alkilujacego [68,70].

Produktem wstepnej alkilacji DNA przez S,S-DEB jest monoaddukt S,S-N7-(2’-hy-
droksy-3’,4’-epoksybut-1’-ylo)guaninowy (S,S-N7-HEBG, 1). Pozostata wolna grupa
epoksydowa utworzonego monoadduktu moze nastepnie reagowaé dalej w trojaki sposob
(Ryc. 4):

o alkilowaC inng czasteczke guaniny w pozycji N; w duzym rowku DNA prowadzgc
do powstania diadduktu N7-N7  S,S-1,4-bis(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu
(S,S-bis-N7G-BD, Il) i utworzy¢ wigzanie poprzecznego w obrebie helisy DNA,

e hydrolizowaé¢ ugrupowanie epoksydowe i utworzy¢ monoaddukt S,S-N7-(2’,3’,4’-
trihydroksybut-1’ylo)guaninowy (S,S-N7-THBG, lll) [63,65],

o alkilowa¢ inng czgsteczke adeniny w pozycji Ni, N3, N7 i Ng tworzac odpowiedni
diaddukt guanino-adeninowy (V) [71-74].

W powstajgcych adduktach konfiguracja absolutna na chiralnych atomach wegla
pozostaje konfiguracja S. Przyczyng sg zawady przestrzenne, ktére preferujg
uczestnictwo w mechanizmie Sy2 reakcji z DNA pierwszorzedowego atomu wegla
pierscienia epoksydowego S,S-DEB [63].

Alkilacja DNA przez bifunkcjonalny S,S-DEB wykazuje duzg specyficznose.
Gtéwnym miejscem alkilacji jest sekwencja 5’-GNC/3’'CNG (gdzie: N-dowolny nukleotyd)
dajgc prawie wytgcznie wigzanie ,interstrand” 1,3-miedzyniciowe bis-N7G-BD powstajgce
gtéwnie w wielkiej bruzdzie helisy DNA [65].

Dystans pomiedzy atomem N, guaniny w regionach o sekwewncji 5-GNC/3'CNG
w czgsteczce DNA ludzkiego w konformacji B wynosi okoto 8,9 A. Poniewaz 4-weglowy
tancuch alkilowy S,S-DEB jest za krotki (okoto 4-5 A) aby potgczyé sgsiadujgce atomy
azotu, konieczne jest lokalne, krotkotrwate znieksztatcenie helisy DNA. Prawdopodobnie
jest ono indukowane powstawaniem kationowego monoadduktu N7-HEBG prowadzac
do otwarcia drugiego pierscienia epoksydowego i wytworzenia wigzania ,interstrand”
1,3-miedzyniciowego DNA-DNA [64,65].
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Ryc. 4. Drogi alkilacji DNA z wytworzeniem monoadduktu S,S-N7-THBG.
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Wigzania poprzeczne diadduktu N7-N7 guanina tworzone przez S,S-DEB, zostato
zauwazone juz blisko 40 lat temu przez Lawley’a i Brookes’a badajgcych DNA
w komorkach spermy tososia [75,76]. Literatura dos¢ obszernie przedstawia tematyke
tworzenia diadduktow N7-N7 guanina. Jednakze niektorzy autorzy w ostatnich latach,
wskazujg inne miejsca alkilacji przez S,S-DEB. Badajgc komorki grasicy cielecej,
Tretyakova i wsp. zwracajg uwage na mozliwos¢ zastgpienia jednego z atomodw
N, atomami N1, N3, N;7 i Ng adeniny. Produktem sg wéwczas odpowiednie diaddukty:

o 1-(aden-1-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu (NLA-N7G-BD),

e 1-(aden-3-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu (N3A-N7G-BD),

o 1-(aden-7-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu (N7A-N7G-BD),

¢ 1-(aden-6-ylo)-4-(guan-7-ylo)butano-2,3-diolu (N6A-N7G-BD) [71-74].
Prawdopodobnie iloé§¢ tych asymetrycznych powigzan jest 10-krotnie mniejsza anizeli
odpowiednich wigzan bis-N7G [74].

Metabolity S,S-DEB w postaci monoadduktéw wystepujg czesciej, jednak
najwazniejsze znaczenie w tworzeniu wigzan poprzecznych w obrebie helisy DNA, majg
diaddukty [65,75,77]. Co ciekawe, badania prowadzone przez Park i wsp. dowiodty,
ze przy matych stezeniach (bardziej odpowiadajgcych warunkom in vivo) S,S-DEB
w warunkach in vitro, ilosciowa proporcja monoadduktu (S,S-N7-THBG, Ill) i diadduktu
(S,S-bis-N7G-BD, II) jest poréwnywalna. Z kolei proporcja ta, przy wyzszych stezeniach,
rosnie na korzys¢ monoadduktu. Prawdopodobnie przyczyng jest wysycenie ograniczone;j
liczby centréw nukleofilowych DNA zdolnych do utworzenia wigzania poprzecznego [63].

S,S-DEB jest jednym =z trzech izomeréw optycznych DEB. Pozostate
stereoizomery to: R,R-DEB i meso-DEB. Badania prowadzone przez Millard i wsp. oraz
Sawyer i wsp. dowodzg, ze racemat DEB preferencyjnie indukuje wigzania ,interstrand”
1,3-miedzyniciowe DNA-DNA (w obrebie grup guaniny na obu niciach helisy) w regionie
o sekwencji nukleotydéw 5’-GNC (N = G lub C) [64,78,79]. Niektdrzy autorzy wspominajg
réowniez o mozliwosci tworzenia wigzania ,intrastrand” 1,2-wewnatrzniciowe DNA-DNA
(w obrebie dwoch grup guaniny jednej nici helisy) przez DEB, cho¢ nalezy zaznaczyc,
ze literatura nie podaje zadnych przyktadéw tych wigzan [80]. Prawdopodobnie mogg one
przedstawia¢ zaréwno cytotoksyczne jak i promutagenne wtasciwosci [77,80].

Badania prowadzone przez Parka i wsp. dowiodty rowniez, ze istniejg réznice
w zdolnos$ci tworzenia adduktéw DNA-DNA pomiedzy poszczegolnymi izomerami DEB.
Prawdopodobnie jest za to odpowiedzialna r6zna orientacja grup funkcyjnych posredniego
monoadduktu N7-THBG. W izomerze S,S-N7-HEBG zaréwno grupa epoksydowa jak
i grupa 2’-hydroksylowa miesci sie po jednej stronie tahcucha alkilowego wptywajgc

potencjalnie na miejsce drugiej alkilacji [65].
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Wytworzone addukty ,interstrand” miedzyniciowe DNA-DNA sg bardziej toksyczne,
gdyz hamujg one replikacje i transkrypcje DNA, a ich enzymatyczne usuniecie przez
polimeraze DNA jest bardzo problematyczne [77,81]. Wymagana jest bardziej
kompleksowa naprawa, ktéra moze prowadzi¢ do ponownego przegrupowania i/lub delecji
nukleotydow [65,82]. Dlatego tez, uwaza sie, ze takie preferencyjne tworzenie wigzan
Jinterstrand” miedzyniciowe DNA-DNA uszkodzen przez S,S-DEB jest w zgodzie z jego
wysokg aktywnoscig cytotoksyczng i zdolnoscig do indukowania aberraciji
chromosomowych [58]. Powyzsze rozwazania przedstawia Ryc. 5.

Skutkiem reakciji alkilacji DNA epoksydowymi pochodnymi TREO jest naruszenie
struktury i destabilizacja kwasu nukleinowego. Charakter kwasowy guaniny po alkilacji
w pozycji N; ulega zwiekszeniu na wskutek wytworzenia czwartorzedowego jonu
amoniowego. Powoduje to wywotanie reakcji wewnagtrzczgsteczkowej guaniny
i przesuniecie rownowagi tautomerycznej w strone jej formy enolowej co prowadzi do
destabilizacji wigzania B-glikozydowego deoksyryboza — guanina [63]. Konsekwencjg jest
hydrolityczne odigczenie zasady purynowej (guaniny) od reszty nukleotydu (deoksyrybozy
i reszty fosforanowej). Badania wykazaly, ze depurynacja adduktow N7A-N7G-BD
(tos = 31h) i N6A-N7G-BD (to5 = 17 h) zachodzi szybciej niz bis-N7G-BD (to5 = 81h) [74].
Bezposrednim nastepstwem jest ostabienie wigzania deoksyryboza — fosforan, ktore
moze prowadzi¢ do rozpadu nici DNA.

Addukty bis-N7G-BD, N7A-N7G-BD jak i N6A-N7G-BD S,S-DEB ulegajgce
depurynacji w pozycji N; guaniny, mogg wigzaé¢ sie z innymi wolnymi guaninami lub
sgsiadujgcymi miejscami niezasadowymi np. biatkami [74,83,84]. Prawdopodobnie
te ostatnie odgrywajg bardzo wazng role w cytotoksycznosci TREO [85]. Powigzania DNA
z biatkami takimi jak: histony, biatka HMG, czynniki transkrypcyjne, biatka naprawcze
DNA, tworzg tzw. ,bulky adducts”, ktére sg zdolne do blokowania replikaciji i transkrypciji.
Potwierdzajg to badania prowadzone przez Carmical i wsp., ktére dowiodly, ze zaréwno
wigzania monoalkilowe jak i ,ntrastrand” w pozycji N, guaniny kompletnie blokujg
polimeraze DNA u Escherichia coli [80,81]. Biorgc pod uwage fakt, iz w komoérkach
nowotworowych liczba biatek naprawczych DNA jest wieksza, Tretyakova i wsp. wysuneli
hipoteze, iz addukty DNA-biako naprawcze DNA, przyczyniajg sie do mechanizmu,

w ktorym to komorki nowotworowe sg bardziej wrazliwe na dziatanie S,S-DEB [85].
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3.2.4.3 Biologiczne efekty alkilacji DNA pod wplywem produktéw aktywacji TREO

Skutki dziatania TREO uzaleznione sg gtoéwnie od rodzaju tworzonych wigzan:
sinterstrand” miedzyniciowe czy ,intrastrand” wewnatrzniciowe [74]. Za wiasciwosci
cytotoksyczne TREO odpowiedzialne sg gtownie ,interstrand” miedzyniciowe wigzania
poprzeczne tworzone przez S,S-DEB. W zaleznosci od ich struktury, mogg indukowac
albo smieré komorki, albo przyczynia¢ sie do wzrostu mutacji [85]. Prace wielu grup
badaczy dowiodly, ze wigzania ,interstrand” odpowiedzialne sg gtéwnie za wtadciwosci
cytotoksyczne, poniewaz majg zdolnos¢ do blokowania replikacji i transkrypcji DNA
[76,86-88]. Natomiast wigzania ,intrastrand” wewnatrzniciowe mogg mie¢ wiasciwosci
albo cytotoksyczne [87], albo mutagenne [89,90].

Badania prowadzone przez Parka i wsp. [65], dowodzg, iz izomer S,S-DEB
wytwarza prawie wylgcznie wigzania interstrand” 1,3-miedzyniciowe bis-N7G-BD
i potwierdzajg silne wiasciwosci cytotoksyczne TREO. Sposrdd trzech izomeréw DEB to
wiasnie S,S-DEB przedstawia najwiekszg site genotoksyczng i cytotoksyczng [91,92].

Enzymatyczne usuniecie wigzania poprzecznego jest bardzo skomplikowane.
Wymaga specyficznego procesu wyciecia obu nukleotydow potgczonych wigzaniem
krzyzowym, prowadzac do pekniecia nici DNA i tzw. naprawy rekombinacyjnej. Brak lub
btednie przeprowadzony proces naprawy materiatu genetycznego komorki moze
prowadzi¢ do pekniecia chromosomu [65].

Generowane przez S,S-DEB uszkodzenia prowadzg do zaburzenia
wewnatrzkomérkowych uktadoéw, ktére sg ze sobg S$cisle powigzane, co sprawia,
ze uszkodzenie jednego z procesow wptywa na inne, powodujgc lawinowo szereg
zaburzen wtérnych [93]. Proces apoptozy moze mie¢ rdézny przebieg, lecz zawsze
rozpoczyna sie aktywacjg enzyméw z rodziny ICE (interleukin-1-beta-converting enzyme)
zwanych kaspazami. Odbywa sie to pod wptywem biatek z rodziny Bcl-2, ktére mogg miec
wiasciwosci hamujgce (np. Bag, Bcl-xL) lub aktywujgce kaspazy (np. Bax, Bcl-xs), czyli
promujgce apoptoze. Uszkodzenie DNA prowadzi do produkcji biatka p53, ktoére
m.in. stymuluje produkcje Bax. Nastepuje uwolnienie z mitochondrium do cytoplazmy
cytochromu c, ktéry z pro-kaspazg 9 i czynnikiem biatkowym Apaf-1 tworzy kompleks
zwany apoptosomem. Prowadzi to do uaktywnienia kaspazy indukujgcej (kaspaza 9),
ktora uruchamia kaskade kaspaz wigcznie z najwazniejszg kaspazg wykonawczag
(kaspaza 3). Koncowym rezultatem apoptozy jest fragmentacja DNA prowadzgca do
degradacji biatek (w tym szkieletu komoérkowego), co prowadzi do rozpadu komorki
na ciata apoptyczne. Dzieki temu, ze btona otaczajgca ciata ma zmieniong budowe,

sg one fatwo rozpoznawalne przez sagsiednie komorki, ktore ciata te wchianiajg
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i rozktadajg [20%,93-95]. Nalezy nadmienié, iz literatura nie podaje doktadnego
mechanizmu indukowania apoptozy przez TREO. Jednak wiekszos¢ badaczy zgodnie
obserwuje zmiany w aktywnosci kaspazy 9, kaspazy 3 i biatek z rodziny Bcl-2 [96-98].

Smieré komérki pod wplywem produktéw aktywacji TREO moze zachodzié na
drodze dwodch réznych proceséw: apoptozy bgdz nekrozy. Sciste powigzanie
cytotoksyczno$ci (nekrozy) i apoptozy prawdopodobnie wynika z faktu, iz uszkodzenia
DNA przez TREO prowadzg do zatrzymania cyklu komérkowego. Zmiany molekularne
w uszkodzonych komérkach zachodzg stosunkowo szybko, a morfologiczne ich przejawy
wystepujg z pewnym opoznieniem. Stopien tych uszkodzen oraz szybkos¢ przejscia
komorki od zycia do Smierci, zalezy od dawki i dtugosci ekspozycji na lek [93,94]. Zasada
przyjeta przez Brockmanna i wsp., méwigca o tym, iz zwigzki epoksydowe w tym DEB
wywotujg apoptoze przy nizszych poziomach uszkodzeh (dawkach) a wyzsze poziomy
uszkodzen (dawek) indukujg zmiany nieodwracalne DNA i cytotoksycznos¢ znajduje
odzwierciedlenie w ostatnich pracach Wernera i wsp. oraz Munkelta i wsp. [94,96,99].
Badania przeprowadzone w warunkach in vitro na réznych liniach komérkowych oraz
in vivo na modelu mysim wskazujg na zroznicowanie dziatania w zaleznosci od
zastosowanej dawki TREO. Niskie stezenia TREO (0 do kilkku pmol/l) wywotujg
uszkodzenia DNA, ktére sg niewystarczajgce do wywotania mechanizmu apoptozy,
ale wystarczajgce do zatrzymania cyklu komérkowego w punkcie kontrolnym G2/M.
Natomiast wyzsze stezenia TREO (kilka oraz kilkadziesigt ymol/l) hamujg odpowiednio
rozwéj komoérki dzieki apoptozie i nekrozie.

Wartym podkreslenia jest takze fakt, iz DEB jest lotny i wykazuje lotng
cytotoksycznos¢ in vitro. Tetrahydrofuran i kwas metonosulfonowy jako produkty hydrolizy
Bu nie wykazujg cytotoksycznosci lotnej [100]. Co wiecej niektdrzy autorzy twierdza,
ze ten hydrolityczny rozktad Bu odpowiada za mniejszy efekt cytotoksyczny w poréwnaniu
z TREO [101].

3.2.5 Aktywnos¢ farmakologiczna TREO

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa

TREO wykazuje szeroki zakres dziatania przeciwnowotworowego. TREO w niskich
dawkach, tj. 5-8 g/m® podawany co 3-4 tygodnie, stosowany jest od dawna przede
wszystkim w chemioterapii raka jajnika [4,5,102-105]. Od 1980 roku prowadzono kliniczne
badania nad dozylng postacia TREO podawanego w terapii raka jajnika

w kombinacji z innymi lekami cytostatycznymi takimi jak: cisplatyna lub gemcytabina
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[62,106-109]. Badania przedkliniczne in vitro na ludzkich i zwierzecych liniach
komorkowych wykazaty szerokie spektrum aktywnosci TREO w stosunku do nowotworéw
litych i hematologicznych, takich jak: rak sutka, czerniak ztosliwy oka, czerniak ztosliwy
skory, glejak ztosliwy, miesak Ewinga (ES), rak ptuc, rak nerki, AML, CML, ALL lub MM
[6,99,110-121]. Przeciwbiataczkowa skutecznos¢ TREO u pacjentéw z ALL byta lepsza
w poréwnaniu z podobnymi dawkami Cy czy Bu [122]. Ostatnie publikacje potwierdzajg
skuteczno$¢ TREO w takich jednostkach chorobowych jak: naczyniowe czerniaki czy
glejaki ztosliwe [123,124,125]. W 2004 roku Munkelt i wsp. wykazali wysokg aktywnosé
TREO przeciwko komérkom zwojaka zarodkowego [99]. Werner i wsp. zaobserwowali
wysokg skutecznos¢ TREO w skojarzeniu z radioterapig w liniach komoérkowych ES
w warunkach in vitro i w modelu mysim [96]. Wstepne wyniki prac wykazujg wrazliwos¢
komérek nowotworowych gruczotu krokowego na TREO, co czyni go interesujgcym
kandydatem na wigczenie do protokotu leczenia raka prostaty [126]. Lanvers-Kaminsky
i wsp. wykazali in vitro wyzszg aktywnos¢ TREO od Bu w stosunku do linii komdrkowych
ES, zwojaka zarodkowego, miesaka kostnego i dwoch linii komérek biataczkowych, przy
czym najwyzszg przeciw komorkom biataczkowym, a najnizszg przeciw komorkom

miesaka kostnego [101].

Aktywno$¢ immunosupresyjna

Poza wiasciwosciami cytotoksycznymi, TREO wykazuje rowniez wiasciwosci
immunosupresyjne [99,127-129]. Za immunosupresyjny charakter TREO odpowiada jego
zdolnos¢ do hamowania proliferacji komoérek T, zmniejszenie regulacji cytokinin
prozapalnych (IL-12, IFN-y), indukowanie apoptozy: monocytow, limfocytow T oraz
komorek dendrytycznych [99,127,129]. Charakter immunosupresyjny TREO wyjasniany
byt na komodrkach szczura z eksperymentalnym, autoimmunologicznym zapaleniem
mobzgu i rdzenia oraz na modelu mysim. Badania wskazywatly na wiekszy potencjat
immunosupresyjny TREO od Cy, uwazanego dotychczas za jednego z najsilniejszych
immunosupresantow [41,129]. Wstepne, pozytywne wyniki badan wskazujg na mozliwos¢
zastosowania TREO w wybranych chorobach autoimmunologicznych OUN, jak
np. stwardnienie rozsiane (sclerosis multiple, SM), gdzie oprdcz bezposredniego dziatania
cytotoksycznego wykorzystuje sie przede wszystkim dziatanie immunosupresyjne.
Pierwsze proby przeprowadzone przez Wiendla i wsp. u pacjentow z aktywnie wtornie
postepujgcym SM, ktorzy otrzymywali infuzje dozylne TREO w dawce 7 g/m? co
4 tygodnie (1-4 cykli) a pézniej co 3 miesigce (5-7 cykli) wykazaty, ze leczenie TREO jest
bezpieczne i dobrze tolerowane, a aktywno$¢ choroby jest istotnie zahamowana [128].

Pozytywne wyniki terapii TREO w SM ttumaczy sie hamowaniem migracji prozapalnych,
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immunokompetentnych komorek (komoérki cytotoksyczne CD8+, komorki regulatorowe
CD4+ jak rowniez monocyty CD14+) przez bariere krew-mozg oraz w obrebie
pozakomérkowej macierzy OUN. Proces ten zachodzi przy matych, jeszcze
niedziatajgcych cytotoksycznie stezeniach TREO [127,128].

Pomimo, ze obserwowany efekt i zakres hamowania migracji przypomina inne leki
immunosupresyjne stosowane w SM (mitoksantron, Cy), przypuszcza sie, ze dalsze
ukierunkowane badania TREO moga by¢ waznym krokiem w immunopatogenezie

i leczeniu SM.

Aktywnos¢é mieloablacyjna

Badania przeprowadzone przez Westerhof i wsp., Pleomacher i wsp., Casper
i wsp. wykazaty wybiérczy i silny efekt cytotoksyczny TREO w stosunku do macierzystych
i ukierunkowanych komorek krwiotworczych przy jednoczesnie niewielkiej toksycznosci
niehematologicznej [130-132]. Jednak uzyskanie dziatania mieloablacyjnego TREO
wymaga zastosowania wigkszej dawki niz uzyskanie efektu przeciwnowotworowego.
Zgodnie z wcze$niejszymi badaniami, za wtasciwg uznaje sie dawke catkowitg 30-42 g/m?
podawang w sposob frakcjonowany, tj. podang w trzech réwnych dawkach, przez trzy
kolejne dni terapii we wlewie dozylnym [2,3,122,132]. Badania prowadzone na modelu
mysim dowiodly, ze wtasciwosci mieloablacyjne TREO sg takie same lub wyzsze

w porownaniu ze standardowymi czynnikami mieloablacyjnymi, takimi jak Bu czy FTBI [3].

3.2.6 Zastosowanie TREO w lecznictwie

Efekt mieloablacyjny, immunosupresyjny i przeciwnowotworowy a jednoczesnie
niewielka toksyczno$¢ narzgdowa wczesna i pdzna oraz przychylny dotgd profil
farmakokinetyczny uczynity TREO interesujgcym lekiem witgczonym w procedure
kondycjonowania pacjentéw, poprzedzajgcg allo-HSCT. Od 1990 roku, wysokie dawki
TREO zazwyczaj w pofgczeniu z innymi cytostatykami sg wykorzystywane
w kondycjonowaniu przed allo-HSCT u pacjentow z wysokim ryzykiem toksycznosci
konwencjonalnego kondycjonowania w szerokim spektrum choréb nowotworowych

i nienowotworowych (Tab. 1).
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Tab. 1. Zastosowanie TREO w chorobach nowotworowych i nienowotworowych u dzieci i dorostych

Rodzaj

transplantaciji

Dzieci
[133-143]

Dorosli

[136,144-157]

Nowotwory Choroby nienowotworowe Nowotwory Choroby nienowotworowe
rak piersi
Auto-PBSCT ES - chtoniaki mielofibroza
rak jajnika
ostre biataczki ostre biataczki
ALD, BTM
ALL, BAL, AML ALL, AML
CGD, CVID
DBA, HLH mielofibroza
przewlekite biataczki przewlekite biataczki
Allo-HSCT LAD, MPS1H PNH
CML CLL, CML
OP, SCID SAA
_ WAS, SAA _
inne inne
SDS, WS
LCH, MDS HD, HS, MDS, MPS, MM, NHL

ALD (adrenoleukodystrophy) — adrenoleukodystrofia, ALL (acute lymphoblastic leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna, AML (acute myeloid leukemia) — ostra biataczka szpikowa, BAL

(biphenotypic acute leukemia) — ostra biataczka bifenotypowa, BTM (beta-thalassemia major), CGD (chronic granulomatous) — przewlekta choroba ziarniakowa, CLL (chronic lymphocytic leukemia)

— przewlekta biataczka limfatyczna, CML (chronic myelocytic leukemia) — przewlekta biataczka szpikowa, CVID (common variable immunodeficiency) - pospolity zmienny niedobér odpornosci, DBA

(Diamond-Blackfan anemia) — niedokrwisto$¢ Blackfana-Diamonda, ES (Ewing’s sarcoma) — miesak Ewinga, HD (Hodgkin’s disease) — choroba Hodgkina, HLH (hematophagocytic

lymphohistiocystosis), HS (Hurler's syndrome) — zesp6t Hurlera, LAD (leukocyte adhesion deficiency) — zespét adhezji limfocytéw, LCH (Langerhans cell histiocytosis) — histiocytoza komorek
Langerhansa , MDS (myelodysplastic sarcoma) — zespot mielodysptastyczny, MM (multiple myeloma) - szpiczak mnogi, MPS (myeloproliferative) MPS1H (mucopolysaccharidosis type 1 Hurler
syndrome), NHL (non-Hodgkin’s lymphoma) — chtoniak nieziarniczy, OP (osteopetrosis), PNH (paroxysmal nocturnal) — napadowa nocna hemoglobinuria, SAA (severe aplastic anemia) — cigzka
nabyta niedokrwisto$¢ plastyczna, SCID (severe combined immunodeficiency) — wrodzony zlozony niedobér odpornosci, SDS (Schwachman-Diamond syndrome) — zespét Schwachmana-
Diamonda, WAS (Wiskott-Aldrich Syndrom) — zespét Wiskotta-Aldricha, WS (Wolman syndrome)
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W roku 2004 TREO uzyskat pozytywng opinie EMA (European Medical Agency),
jednak do chwili obecnej nie zostat zarejestrowany do stosowania w chemioterapii
kondycjonujgcej przed HSCT [42].

Zastosowanie TREO u pacjentéw z wysokim ryzykiem powikfan konwencjonalne;j
procedury mieloablacyjnej przed HSCT zostato potwierdzone w pracach Beelena i wsp.
[3]. Badania przeprowadzono z uzyciem TREO (3 x 12 g/m® i 3 x 14 g/m? i Cy
u 18 pacjentéw dorostych z roznymi nowotworami uktadu krwiotworczego (AML, ALL,
CML, NHL, MDS). Dawka dobrana zostata na podstawie wcze$niejszych badan
i obserwacji toksycznosci TREO u myszy [118,130,158]. Wybrano skojarzenie z Cy, gdyz
pozwala ono na bezposrednie poréwnanie skutecznosci ze standardowym rezimem
mieloablacyjnym takim jak FTBI i Cy czy Bu i Cy. Toksycznosci niehematologiczne
$g mniejsze oraz przejsciowe i wynikajg z typowego ostabienia organdéw po HSCT. Nalezy
je przypisac¢ nie tylko kondycjonowaniu, ale takze potransplantacyjnym efektom ubocznym
dziatania lekdw immunosupresyjnych i/lub przeciwinfekcyjnych. Nie odnotowano
wystgpienia drgawek i rozwiniecia choroby VOD [3,46,159].

Badania ze zmniejszong skumulowana dawkg TREO prowadzone byly przez
Caspera i wsp. [2]. Skojarzone podanie TREO (30 g/m?) i Fd (150 mg/m?) przed HSCT
grupie 30 pacjentéw dorostych z nowotworami uktadu krwiotwérczego (CML, MM, AML,
CLL) wskazuje rowniez na porownywalny efekt mieloablacyjny do Bu i Fd lub Mel i Fd
przy mniejszych efektach toksycznych. Podczas gdy kombinacja Fd ze zredukowang
dawkg Bu prowadzi do ciezkiego toksycznego uszkodzenia watroby (Il stopien w skali
Bearmana [160]) i VOD, podanie jej razem z TREO powoduje tylko krotkotrwate
i odwracalne podwyzszenie aminofransferaz watrobowych (AspAT i ALAT). Toksycznos¢
nie przekracza wéwczas 3 stopnia skali toksycznosci (Common Toxicity Criteria, CTC)

[161]. Nie obserwowano przypadkéw choroby VOD.

3.2.7 Interakcje TREO

Opublikowane badania in vitro, badania kliniczne u pacjentéw chorych
na czerniaka ztosliwego, raka jajnika a takze u pacjentow przed allo-HSCT wskazujg
na synergizm dziatania podczas terapii skojarzonej TREO z lekami
przeciwnowotworowymi  takimi  jak: antymetabolity = pirymidynowe (cytarabina,
gemcytabina) oraz purynowe (Fd), cisplatyna, paklitaksel [2,99,120,121,125,162-165].
Mechanizm synergii moze by¢ tlumaczony hamowaniem mechanizmow naprawy
uszkodzen DNA indukowanych przez TREO [166,167].
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Autorzy zwracajg szczegolna uwage na czas wigczenia obu sktadnikdw,
od ktérego zalezy sita synergistycznego dziatania. Najwiekszy synergizm jest wtedy, gdy
oba leki podawane sg jednoczes$nie lub gdy podawanie analogéw cytozyny jest opdznione
w czasie 0 24 godziny. Wczesniejsze podawanie analogéw cytozyny lub opoznione o0 24 h
podanie TREO zmniejsza efekt synergistycznego dziatania [125]. Badania prowadzone
przez Schmittela i wsp. [162] dowodzg, ze pacjenci leczeni TREO i gemcytabing wykazujg
lepszy wskaznik przezycia wolnego od progresji choroby (progression free survival, PFS)
i wyzszy wspotczynnik stabilizacji w poréwnaniu z pacjentami leczonymi samym TREO.
Literatura wskazuje na ciekawy efekt wspétdziatania TREO i Fd w warunkach in vitro na
komérki ALL. Otéz w zaleznosci od stezenia TREO, moze mie¢ on dziatanie
synergistyczne (powyzej 1 pmol/l) lub antagonistyczne (ponizej 1 umol/l) [99]. TREO
wykazuje takze synergizm dziatania z lekami o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym. Przykltadem moze by¢ sulfoksoimina butioniny (BSO) — inhibitor
syntetazy glutationowej, ktéry wzmacnia dziatanie cytotoksyczne TREO w terapii glejaka
ztosliwego [168]. Réwniez w badaniach prowadzonych w AML z wykorzystaniem
makrocyklicznego laktonu - briostatyna-1, bedgcego aktywatorem kinazy biatkowej C,
zauwazono synergizm cytotoksyczny [98]. Ponadto stwierdzono, ze TREO wzmacnia
indukowane przez imatinib zahamowanie aktywnosci proliferacyjnej komoérek
biataczkowych pochodzgcych od chorych z CML [169].

Nalezy pamietac o tym, ze poza korzysthym wzmocnieniem dziatania
przeciwnowotworowego, terapia skojarzona moze zwiekszaé ryzyko dziatan

niepozgdanych cytostatykéw w odniesieniu do zdrowych tkanek [54].

3.2.8 Dziatania niepozadane TREO

Gtéwnym dziataniem niepozgdanym jest odwracalna mielosupresja z klinicznymi
objawami anemii, leukopenii i trombocytopenii. Zazwyczaj stosowane dawki TREO
(5-8 g/m?, i.v.) sg dobrze tolerowane [6]. Eskalacja dawki TREO badana byta u pacjentéw
z rozpoznanym rakiem ptuc. Wyznaczono maksymalnie tolerowang dawke (maximum
tolerated dose, MTD) u pacjentdw bez transplantacji z wykorzystaniem komorek
krwiotworczych z krwi obwodowej (peripheral blood stem cells transplantation, PBSCT)
po jednorazowym podaniu leku we wlewie dozylnym 10 g/m* w cyklu 4-tygodniowym.
Objawem toksycznym ograniczajgcym zastosowanie wyzszej dawki (dose-limiting toxicity,
DLT) byty toksycznosci hematologiczne — trombocytopenia, obserwowana przy dawkach
TREO 10-12,5 g/m? [1,116]. Natomiast odwracalne niehematologiczne toksycznosci takie

jak zaburzenia Zoftgdkowo-jelitowe, nudnosci czy wysypki skorne, obserwowane byly
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sporadycznie [1]. Okoto 25% pacjentow leczonych TREO doswiadcza nadmiernej
pigmentacji skory. Rzadko wystepujg stany zapalne sluzowki jamy ustnej i goraczka
neutropeniczna [54].

W | fazie badan klinicznych prowadzonych przez Scheulen’a i wsp. stwierdzono,
ze MTD TREO u pacjentéw z PBSCT wynosi 47 g/m* w jednorazowym wlewie dozylnym
[6]. Biorgc pod uwage fakt, iz mielosupresja najwieksze nasilenie osigga po 10-14 dniach
od podania leku [54], zastosowanie transplantacji komérek hematopoetycznych 2 dni
po zastosowaniu TREO pozwolito na zwigkszenie dawki do 56 g/m? w 2 h wlewie
dozylnym. DLT na tym poziomie objawiato sie wysypkg skorna, biegunkami, zapaleniem

sluzéwki jamy ustnej i/lub zotgdka oraz kwasicg metaboliczng, co obrazuje Tab. 2.

Tab. 2. Wzrost toksycznosci w zaleznosci od dawki TREO [6]

Zapalenie
Dawka Liczba Stopien  Biegunka btony ] Wykwity 5 .
[o/m?] pacjentow CTC sluzowej TS skorne LSS el Cozze
jamy ustnej
Il
20,0 4 1 1 1 1
v
1l
26,0 3 1
\Y)
1 1
32,5 3 1 1
vV 1
1l
39,0 3 11
\Y
1
47,0 3 1 2 2 1 1
IV
Il 1 2 3 2
56,0 6 1 1 1 2 3 1
[\ 2 1 1

Przy dawkach 47 g/m® wspomniane objawy uboczne byly fagodniejsze a rumien,
Swigd, gorgczka neutropeniczna, hiperpigmentacja skory oraz bole gltowy byly
sporadyczne. Podczas stosowania wysokodawkowej terapii TREO z innymi lekami
alkilujgcymi, takimi jak ifosfamid czy Cy, nie ma doniesien o dziataniu toksycznym
na nerki, pecherz moczowy, serce oraz uktad nerwowy [6].

Zauwazono, ze w odréznieniu od Bu, TREO podawany w dawce 47 g/m? lub
powyzej nie indukuje ciezkiej hepatotoksycznosci i VOD [170,171]. Ttumaczy sie to
odmiennym sposobem alkilacji DNA, mimo, ze miejsca alkilacji sg identyczne [58].
Podczas podawania TREO w kombinacji z Fd lub Mel nie obserwowano zapalenia ptuc

[172,173] ani tez ciezkiej niewydolnosci lewokomorowej serca [173,174].
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Podczas podawania maksymalnych dawek TREO 56 g/m® w krotkim wlewie
dozylnym zaobserwowano rozwijanie sie kwasicy metabolicznej. Jest ona wynikiem
odfgczenia dwdéch moli kwasu metanosulfonowego podczas nieenzymatycznej aktywacii
jednego mola macierzystego TREO. Mimo to, alkalizacja np. wodoroweglanem sodowym
nie jest wskazana, poniewaz moze ona zwieksza¢ pH-zalezng aktywacje TREO
do zwigzkéw epoksydowych w osoczu i moczu i tym samym wywotywac¢ uszkodzenie
pecherza moczowego. Jednak przy wyzszym stezeniu kwasu metanosulfonowego, ktéry
tworzy sie podczas tej reakcji, proces ten ulega zahamowaniu [6].

TREO wykazuje takze wtasciwosci promutagenne, gdyz powstate zmiany w DNA
mogag przyczynia¢ sie powstania mutacji [58,63,64]. Wtasciwosci kancerogenne zostaly
ukazane w badaniach Pedersena-Bjergaarda i wsp. [175]. Zanotowano 8 przypadkéw
wystgpienia AML jako dziatania niepozgdanego w grupie 533 pacjentek leczonych TREO
z powodu raka jajnika. Indukowane przez produkty aktywacji TREO zmiany w strukturze
DNA, ktére nie zostaty naprawione lub nie wywotaty $mierci komérki, mogg przyczynia¢
sie do zafatszowania informacji genetycznej. Badania przeprowadzone na zwierzecych
liniach komérkowych w warunkach in vitro potwierdzajg, ze aktywny metabolit TREO
S,S-DEB jest silnym induktorem mutagenezy. Jest on odpowiedzialny za powstawanie
mutacji punktowych (gdzie dominujg tranzycje G:C—A:T, transwersje G:C—C:G,
A:T-T:A), delecji eksondéw i/lub catych genéw a takze aberracji chromosomowych
[63,72-74,80,176].

Dualistyczna  aktywnos¢  TREO, zarébwno  przeciwnowotworowa  jak
i kancerogenna, moze byé czesciowo ttumaczona faktem, iz aktywny epoksydowy
metabolit TREO S,S-DEB jest izomerem optycznym DEB [65]. S,S-DEB razem
z R,R-DEB i meso-DEB uznawane sg za metabolity kancerogennego 1,3-butadienu (BD),
skfadnika spalin samochodowych i dymu papierosowego (20-75 ug/papieros) [177,178].

Niemniej jednak, TREO charakteryzuje sie niskg toksycznoscig narzadowg
i uznawany jest za lek bezpieczny, nawet u pacjentéw wczesniej leczonych wysokimi

dawkami innych lekow, u ktérych ryzyko wystgpienia skutkow ubocznych jest duze [101].

3.2.9 Farmakokinetyka TREO

Pomimo klinicznego uzycia TREO od blisko 35 lat w postaci dozylnej i doustnej,
opublikowane badania farmakokinetyki TREO sg bardzo ograniczone. Dostepne
w pi$émiennictwie badania u ludzi dotyczg podania dozylnego leku w dawkach 8 - 56 g/m?,
podania drogg izolowanej brzusznej perfuzji w dawce 2,6 g/m?® oraz podania doustnego

w dawkach od 8 do 10 g/m® u oséb dorostych [3-9]. Zmiany stezen TREO w osoczu
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najlepiej opisuje model dwukompartmentowy. Faza absorpcji (w przypadku postaci

doustnej), dystrybucji i eliminacji przebiega zgodnie z kinetykg pierwszego rzedu [4-6].

3.2.9.1 Farmakokinetyka postaci dozylnej TREO u dorostych

TREO po podaniu dozylnym wykazuje farmakokinetyke liniowg w szerokim
zakresie dawek, co zostato udowodnione podczas | fazy badan klinicznych prowadzonych
przez Scheulena i wsp. [6]. Badania farmakokinetyki leku prowadzone w celu
optymalizacji mieloablacyjnego efektu TREO wykazaly liniowg farmakokinetyke do dawki
47 g/m® z poréwnywalnie niskg zmiennoscig wewnatrz i miedzyosobniczg. W tym celu
eskalowano pacjentom pojedynczg dawke leku w zakresie od 20 g/m?, poprzez 26 g/m?,
32,5 g/m?, 39 g/m? 47 g/m?® az do 56 g/m* w 2-godzinnym wlewie dozylnym. Wykazano,
ze zaleznos¢ C,.x i AUC TREO od dawki leku jest liniowa. Jedynie przy najwyzszej dawce
zaobserwowano hieproporcjonalnie wyzszy wzrost AUC, ktéry moze byé ttumaczony
zwiekszonym uwalnianiem kwasu metanosulfonowego w osoczu powodujgcym

zahamowanie pH-zaleznej transformacji TREO (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Liniowa zalezno$¢ AUC,_,.. od dawki TREO [6].

Wykazano réwniez, iz wydtuzenie czasu infuzji z 2 do 24 h moze pomédc
W zmniejszeniu tworzenia sie kwasu metanosulfonowego, a tym samym w zahamowaniu
powstawania kwasicy metabolicznej [6]. Ponadto prace innych autorow wskazujg
na niezaleznosc¢ takich parametréw jak tos, Vss, Cliot 0d dawki leku, co potwierdza liniowg
farmakokinetyke TREO [3-7,9]. Badania przeprowadzone przez Hilgera i wsp. [4]
wykazaty, iz wydluzenie czasu trwania wlewu nie wywotuje zmiany tos, Vss, Cliot
za wyjagtkiem Cpxx i ilosci wydalonego TREO. Poréwnanie parametréw
farmakokinetycznych TREO po podaniu réznych dawek w jednorazowym wlewie

dozylnym u pacjentéw dorostych zostaty przedstawione ponizej w Tab. 3.
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Tab. 3. Poréwnanie parametréw farmakokinetycznych TREO po podaniu réznych dawek w jednorazowym wlewie dozylnym u pacjentéw
dorostych [3,4,6]

20,0-26,0 g/m® | 32,5-39,0 g/m> | 47,0-56,0 g/m®
[4] [4] [4] [4] [3] [3] [6] [6] [6]

Czas wlewu [h] 0,5 0,5 2 2 2 2 2 2 2
tos (h] 1,94 £ 0,99 1,87 £0,79 1,75 + 0,06 1,99 + 061 2105 2,0+0,6 2,0+04 1,78 £ 0,30 2,38 + 0,56
Cnax [Hg/mI] 465 + 98 597 + 94 181 + 36 306 + 94 260 + 35 322 + 47 796 + 175 1283 + 275 1352 + 270
AUC o~
ug/mi h] 708 + 168 977 £ 182 541 £ 107 940 + 293 898 + 104 1104 £ 173 2741 £ 707 4105 £ 1405 6495 + 1076
Hg/m
Cliot [mlI/min] 199 + 53 176 + 34 255 + 59 190 + 63 225+ 23 216 + 32 151 £33 151+ 35 127 £ 10
Vsl 26+ 17 22+4 308 26+ 12 345 317 204 18+3 203
Wyeliminowany
) 26+ 12 24 +18 145 17+8 395 397 207 336 277
% dawki
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Okoto 30% catkowitej dawki leku jest wyeliminowana z moczem w postaci
niezmienionej w przeciggu 48 godzin od momentu podania leku, w tym okoto 90% w ciggu
pierwszych 6 godzin. Indywidualne wartosci ilosci leku wyeliminowanego z moczem
wykazujg szeroki rozrzut (5% - 49%) i uzaleznione sg w sposob oczywisty od prawidtowej
pracy i funkcji nerek [4,5,6]. Ponadto, indywidualne cechy pacjenta takie jak obecnosc¢
wodobrzusza, wysiekéw optucnych czy obrzekow, powodujg zwiekszenie Vg i Clia co za
tym idzie toksycznosci TREO. Mozna to tlumaczy¢ dobrg rozpuszczalnoscig leku w
wodzie i obecnoscia dodatkowego ,trzeciego” kompartmentu [4,6]. Pomimo,
ze najwieksza ilos¢ niezmienionego TREO wydalana jest z moczem, obecnos¢ TREO
potwierdzono takze w zoici, slinie i zach [6,7,54].

Podczas pierwszej proby podawania TREO fgcznie z Cy przed HSCT, Beelen
i wsp. przeprowadzili analize parametrow farmakokinetycznych TREO po podaniu
wielokrotnych dawek dozylnych w trzech kolejnych dniach terapii [3,9]. Badacze
potwierdzili, iz parametry takie jak AUC, C..x zwiekszajg sie wraz z podang dawkg leku.
Co wiecej, wykazali oni, ze parametry AUC, Cpax, to5, Vss, Chot i Klirens nerkowy (Clen)
wykazujg niskg zmienno$¢ miedzyosobniczg i miedzydniowg. Wedtug autoréw, wskazuje
to na brak kumulacji i przyspieszonej eliminacji TREO pomimo wielokrothego podania
leku. Ciekawostkg jest fakt, iz u jednego pacjenta zanotowano cytostatyczne stezenia
TREO w plynie mézgowo-rdzeniowym i wyznaczono dla nich AUC, Cpax, Vss, ktére
wynosity odpowiednio 69,1 pg/ml-h, 14 pg/ml, 30l. Wyniki tych interesujgcych badan
zostaty przedstawione, na Ryc. 7.

Badania farmakokinetyki TREO po podaniu dawki 2,6 g/m? drogg izolowane;
brzusznej perfuzji prowadzili Maller H. i Hilger R. [8]. Zaobserwowano zblizong wartos¢
AUC i dwukrotnie wiekszg wartos¢ Cax leku w krgzeniu lokalnym oraz dwukrotnie nizszg
warto$¢ Cpax W krgzeniu systemowym w poréwnaniu z podaniem blisko czterokrotnie
wiekszej dawki TREO (10 g/m?) drogg tradycyjnego wlewu dozylnego. Takie podanie
TREO, zapewnia obieg leku w ograniczonym obszarze jamy brzusznej i pozwala
na zwiekszenie efektywnosci terapii lokalnej przy roéwnoczesnie zmniejszonej

toksycznosci ogolne;j.
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Ryc. 7. Przebieg zmiany stezen TREO w osoczu, ptynie mézgowo-rdzeniowym oraz ilosci
wydalonego leku z moczem jako funkcja czasu w modelu dwukompartmentowym
u pojedynczego pacjenta, ktéremu podano TREO w dawce 14 g/m? przez trzy kolejne dni

terapii w postaci wlewu dozylnego [9].
3.2.9.2 Farmakokinetyka postaci doustnej TREO u dorostych

Badania poréwnawcze postaci doustnej i dozylnej prowadzone byty przez Hilgera
i wsp. oraz Welscha i wsp. [5,7]. Dostepnosc¢ biologiczna (biodostepnos¢, F) postaci
doustnej TREO wynosi 97% i charakteryzuje sie stosunkowo niskg zmiennoscig
miedzyosobniczg o czym Swiadczy wspotczynnik zmienno$ci 18%. Wynik ten wskazuje,
iz TREO (lek macierzysty) nie ulega efektowi pierwszego przejscia. Warto$¢ Cpax PO
podaniu doustnym jest istotnie nizsza niz po podaniu dozylnym (29 pg/ml vs 67 pg/ml) [5].
Tos po podaniu doustnym i dozylnym wynosita odpowiednio: 1,7 h (1,5 h - 1,9 h)
vs 1,6 h (1,4 h - 1,8 h) [5,7,54]. Okoto 15% catkowitej dawki leku jest wydalana
z moczem w postaci niezmienionej w ciggu 24 godzin od momentu podania leku, z tego
90% w ciggu pierwszych 6 godzin. Tak wiec ilosci leku wyeliminowanego drogg nerkowa,
jak i Cl sg poréwnywalne po podaniu drogg doustng jak i dozylng [5]. Zmiany stezen

TREO w osoczu oraz skumulowanych ilosci TREO wyeliminowanych z moczem
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po podaniu doustnym i dozylnym w dawce 1,1 g/m? jako funkcja czasu u tego samego

pacjenta przedstawia Ryc. 8.
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Ryc. 8. Zmiany stezern TREO w osoczu i skumulowanych ilosci TREO wyeliminowanych
z moczem po podaniu doustnym i dozylnym w dawce 1,1 g/m? jako funkcja czasu

u jednego pacjenta [5].

3.2.9.3 Farmakokinetyka TREO u dzieci

Pierwsze badania farmakokinetyki TREO u pacjentow pediatrycznych zostaty
przeprowadzone przez zespot prof. Gtowki we wspétpracy z Klinikg Onkologii,
Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
TREO podawany byt w pojedynczym 2 h wlewie dozylnym u dzieci poddanych leczeniu
mieloablacyjnemu przed allo-HSCT. Badanie farmakokinetyki przeprowadzono
u 5 pacjentéw w wieku 2-15 lat, ktérym podawano TREO w dawkach: 10 g/m? i 12 g/m?.
Otrzymane srednie wartosci parametrow farmakokinetycznych wydajg sie wskazywac,
ze farmakokinetyka TREO po wlewie dozylnym u dzieci moze by¢ poréwnywalna
z farmakokinetykg tego leku u dorostych pacjentéw [10].

Niezalezne wyniki badan uzyskane przez Beier i wsp. zaprezentowano podczas
38th Annual Meeting of the European Group for Blood and Marrow Transplantation

w 2012 r. [11]. Autorzy prowadzili poréwnanie farmakokinetyki TREO u 15 pacjentéw
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pediatrycznych podzielonych na dwie grupy w zaleznosci od masy ciata: do 10 kg (Srednia
wieku - 10 miesiecy) i powyzej 10 kg (srednia wieku - 5 lat). Zaobserwowali oni wyzsze
wartosci AUC (2203 mg/I*h do 1507 mg/I*h) i nizsze wartosci Vs (9,4 | do 16,2 |) w grupie
dzieci o masie ciata do 10 kg w poréwnaniu z grupg o wiekszej masie. Pozostate
parametry takie jak tys, iloS¢ wyeliminowanego leku z moczem oraz MRT nie roznity

sie od siebie istotnie.

3.2.10 Metody analityczne oznaczania TREO

Do oznaczeh TREO stosuje sie gtdwnie metody chromatograficzne. TREO
oznaczano metodg chromatografii gazowej po uprzedniej derywatyzacji ex vivo
do L(+)diepoksybutanu przez alkalizacje probki [4,7]. Do bezposredniego oznaczenia
TREO w ptynach biologicznych zastosowano metode wysokosprawnej chromatografii
cieczowej w odwroconym uktadzie faz (reversed chase high performance liquid
chromatography, RP-HPLC) z detektorem refraktometrycznym [4]. Rozdziat TREO
i zwigzkéw endogennych uzyskano na kolumnie Nucleosil C18 (25 cm x 4,6 mm; wielko$¢
czastek 5 um), przez ktérg przeptywata faza ruchoma z szybkoscig 1 ml/min, ztozona
z buforu fosforanowego o pH 5,0 (otrzymanego przez rozpuszczenie 1g K,HPO4+3H,0O
i 0,1g Na,EDTA<2H,0 w 1l H,O i doprowadzonego do pH 5,0 przy uzyciu 85% H3PO,).
Metoda ta wykorzystana zostata we wszystkich badaniach farmakokinetyki TREO
[3,5,6,8,9]. Jednakze nalezy zaznaczyc, iz literatura nie podaje parametrow walidacyjnych
tej metody. Obserwowana niestabilnos¢ detektora refraktometrycznego podczas
pierwszych préb oznaczania TREO u dzieci po allo-HSCT przez Giéwke i wsp., byta
powodem modyfikacji metody przez zaproponowanie nowego sktadu fazy ruchome;.

Przeprowadzono petng walidacje procedury analitycznej [10].
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3.3 Parametry walidacyjne metod analitycznych

3.3.1 Selektywnos¢ metody

Selektywnos¢ jest to zdolnos¢ metody do oznaczania i odrozniania analizowanego
analitu w obecnosci wzorca wewnetrznego (internal standard, 1S) oraz innych zwigzkow
w ztozonej probce rzeczywistej bez interferencji sktadnikéw towarzyszgcych na sygnat
analitu [179]. Selektywnos¢ metody ocenia sie na podstawie analizy chromatogramow

zarejestrowanych dla prob slepych i prob obcigzonych analizowanym analitem i IS.

3.3.2 Liniowos¢é

Liniowos¢ metody oznacza zakres stezen analizowanego zwigzku, w ktorym
istnieje wprost proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy stezeniem a stosunkiem powierzchni
pikdw chromatograficznych analitu i IS. Przedziat miedzy najwyzszym i najnizszym
stezeniem substancji badanej (zakres kalibracji) wyznaczany jest na podstawie
oczekiwanych stezen badanego zwigzku w probach. Miarg liniowosci jest wspétczynnik
korelacji (r) krzywej wzorcowej, ktory okresla stopien zgodnosci punktéw (x,y) z prostg
regresji. Dodatkowo, liniowo$¢ krzywych wzorcowych potwierdza sie uzywajgc testu
Mandel'a (Mandel’s fitting test) przy poziomie istotnosci a = 0,05, ktéry stuzy do
weryfikacji poprawnosci liniowego lub kwadratowego modelu regresji. O liniowosci
Swiadczy wartoS¢ testowa TV < Fyy [180]. Krzywe wzorcowe wyznacza sie, jako
zaleznos¢ stosunkéw pola powierzchni pikéw badanego zwigzku i IS od stezenia

badanego zwigzku w ptynie biologicznym.

3.3.3 Oznaczalnos¢ i wykrywalnos¢ metody

Oznaczalnos¢ metody (Limit of quantification, LOQ) jest to najnizsze stezenie
analitu, generujgcego sygnat, ktéry moze byC statystycznie odrozniony od szumu linii
podstawowej tj. oznaczone z odpowiednig precyzja (Wz < 20 %) i doktadnoscig
(btad oznaczen < 20 %).

Wykrywalno$¢ metody (Limit of detection, LOD) jest to najmniejsze stezenie
analizowanego zwigzku rejestrowane przez detektor przy stosunku sygnatu pomiarowego

do poziomu zaktdcen linii podstawowej. Parametr ten mozna wyznaczy¢ wykorzystujgc
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odchylenie standardowe (standard deviation, SD) i wspétczynnik kierunkowy prostej
kalibracyjnej [179].

33-SD

LOD = T Q)

gdzie:
SD — odchylenie standardowe

b — czuto$¢ metody, czyli nachylenie krzywej kalibracyjnej

3.3.4 Precyzja metody

Precyzja metody (precision) okre$la stopien zgodnosci miedzy poszczegdlnymi
wynikami analiz prébek o tym samym stezeniu, uzyskanymi tg samg metodg, przy
wielokrotnym powtarzaniu oznaczen. Jest to rozrzut pojedynczych wynikow (x;), przy
n powtérzeniach w stosunku do wartosci Sredniej arytmetycznej pomiarow (X).
Do poréwnania precyzji oznaczen wykorzystuje sie wartos¢ wzglednego odchylenia
standardowego (relative standard deviation, RSD) zwanego takze wspotczynnikiem

zmiennosci (coefficient of variation, Wz), jezeli wartos¢ ta wyrazona zostanie w %:

Wz = S—D -100%
C

ozn

(2)

gdzie:
SD - odchylenie standardowe

Cozn— Srednie oznaczone stezenie

Zgodnie z wytycznymi ICH (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) precyzje mozna
podzieli¢ na:

a) powtarzalnos$¢ (repeatability) — jest to precyzja otrzymana w identycznych warunkach
operacyjnych (w tym samym laboratorium, przez jednego analityka,
przy uzyciu tej samej aparatury, z jednakowymi odczynnikami)
i w krétkim przedziale czasu, np. w ciggu tego samego dnia. Okresla
precyzje w ramach jednej sekwencji analitycznej (precyzja w ciggu
dnia)
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b) precyzje posrednig (intermediate precision) — wyraza ona zmiennosc
wewnatrzlaboratoryjng (pomiar wykonany jest w réznych dniach
i/lub przez réznych analitykéw i/lub przy uzyciu réznej aparatury).

Okresla precyzje miedzy seriami (precyzja miedzy dniami) [179,181].

Wartos¢ Wz nie powinna by¢ wieksza niz 15% dla wszystkich oznaczenh stezen z krzywej

wzorcowej z wyjgtkiem najmniejszego stezenia, dla ktérego Wz < 20 %.

3.3.5 Doktadnos¢ metody

Doktadnos¢ (accuracy) jest to stopien zgodnosci miedzy wynikiem uzyskanym
X; lub Srednig arytmetyczng X z n oznaczen a rzeczywistg zawarto$cig analitu w badane;j
probce. Doktadnos¢ metody okreslana jest na podstawie wartosci Sredniej X z n wynikéw
uzyskanych tg samg metodg, w tej samej probce, stanowigcej certyfikowany materiat
odniesienia (certified reference material), w ktorej rzeczywista zawartos¢ analitu 1 jest

doktadnie znana.

Doktadnos¢ metody definiujemy nastepujgco:

Ex ==| x —<| (3

gdzie: X — 1 btad systematyczny [182].

Metoda doktadna umozliwia uzyskanie wynikéw analizy bliskich wartosci nominalnej, ktére

nie sg obarczone btedem systematycznym.

Dokfadnos¢ mozna wyrazi¢, jako procentowy btgd oznaczen (%), ktéry powinien
miesci¢ sie w zakresie £ 15% nominalnej wartosci, z wyjgtkiem najmniejszego stezenia,
dla ktorego btad oznaczen < 20 %. Oblicza sie doktadno$é w ciggu dnia i miedzy dniami,

podobnie jak w przypadku precyzji [179].

(Cozn B Cnom)
btad oznaczen [%] = —c_ 100 % (4)

nom

gdzie:
Co.n— Srednie oznaczone stezenie

Chom — stezenie nominalne
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3.3.6 Odzysk

Ocenia stopien utraty badanego zwigzku w trakcie przygotowywania probeki

do analizy. Odzysk liczy sie z nastepujgcego wzoru:

Pekstr/ PIS
odzysk = — -100%
y Pnieekstr/ PIS ° (5)

Pexsr — pole powierzchni badanego zwigzku po ekstrakcji
Phiceksr — pole powierzchni badanego zwigzku przed ekstrakcjg

Pis — pole powierzchni IS

3.3.7 Stabilnos¢ prébek biologicznych w czasie rozmrazania i zamrazania

Stabilnos¢ badanych substancji w materiale biologicznym w danych warunkach
i w okre$lonym czasie oceniana jest na podstawie przygotowanych roztworéw analitu
w wolnym od zanieczyszczen materiale badanym. Proby uznawane sg za stabilne, jezeli
w porownaniu z odpowiednim roztworem odniesienia uzyskane wyniki charakteryzujg sie
odpowiednig precyzjg i doktadnoscig (Wz i btad oznaczeh < * 15%) [179]. Test
zamrazania i rozmrazania (freeze and thaw stability) wyznacza stopien strat

spowodowanych wielokrotnym procesem zamrazania i rozmrazania prob.

3.3.8 Préby kontroli jakosci

Préby kontroli jako$ci (quality sample, QS) stuzg do monitorowania doktadno$ci
i precyzji w trakcie prowadzenia badania. Przygotowywane sg na poczatku badania,
w minimum trzech stezeniach z zakresu krzywej kalibracyjnej. Wyniki prob kontroli jakosci
sg odczytywane z krzywej wzorcowej analizowanej w danym dniu. Rozmieszczenie préb
QS w sekwencji analitycznej powinno by¢ réwnomierne, a wyniki ich analizy stanowig

podstawe do zatwierdzenia lub odrzucenia catej sekwencji analitycznej [179].

53



CZESC DOSWIADCZALNA

4 CZESC DOSWIADCZALNA

4.1 Aparaturai odczynniki chemiczne

41.1

41.2

Aparatura i sprzet laboratoryjny

chromatograf HP 1100 (Hawlett-Packard, Waldbronn, Niemcy)

kolumna HPLC Nucleosil 100 (250 mm x 4,6 mm, 5 uym, C18) z prekolumng
Nukleosil C18 (Altech Associates Inc., Deerfield, USA)

wstrzgsarka laboratoryjna typu 380 S (Elpan, Polska)

pH-metr automatyczny (CyberScan 500, Eutech Cybernetics, Singapur)
urzadzenie do odgazowywania prébek metodg ultradzwiekéw UM-4 (Unia,
Olsztyn, Polska)

waga analityczna SARTORIUS BP 100 S (Sartorius, Goettingen, Niemcy)
probéwki do ultrafiltracji Microcon Ultrafree-MC 30,000 NMWL (Millipore
Corporation, Bedford, USA)

wiréwka Centrifuge 5804 (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

wirowka EBA 12 R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Niemcy)

komora laminarna ,Biohazard” Cytostar (Telstar, Bristol, USA)

zestaw do sgczenia (Sartorius, Goettingen, Niemcy)

filtry do saczenia z azotanu celulozy o wielkosci porow 0,45 um (Sartorius,
Goettingen, Niemcy)

zestaw pipet automatycznych 10-5000 ul (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

zestaw szkta laboratoryjnego

strzykawka chromatograficzna 100ul (Hamilton, Reno, Nevada USA)

zestaw do otrzymywania wody dejonizowanej Simplicity UV (Millipore Corporation,
Bedford, USA)

Odczynniki

acetonitryl o czystosci do HPLC (ACN) (J.T. Baker, Deventer, Holandia)
kwas ortofosforowy 85%, czystos¢ techniczna (Fluka, Buchs, Szwaijcaria)

kwas cytrynowy, czystos¢ techniczna (P.O.Ch., Gliwice, Polska)

54



CZESC DOSWIADCZALNA

¢ metanol o czystosci do HPLC (J.T. Baker, Deventer, Holandia)

e monowodoroortofosforan (V) potasu tréjwodny, K,;HPO4*3H,O (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy)

e sOl dipotasowa kwasu etylenotetraaminooctowego dwuwodna, K,EDTA<2H,O
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy)

e treosulfan (TREO) (Ovastat® 5000) (Medac GmbH, Hamburg, Niemcy)

¢ weronal (I1S) (Polfa Pabianice, Polska)

o do sporzadzania roztworow oraz wykonania oznaczen uzywano wody

dejonizowanej uzyskanej z zastosowaniem aparatury Simplicity UV.

4.2 Metoda HPLC do oznaczania TREO

4.2.1 Aparatdo HPLC

Chromatograf HP 1100 sktadat sie z pompy czterottokowej typ G1311A,
prézniowego uktadu odgazowujgcego faze ruchomg typ G1322A, systemu
do manualnego nastrzyku prébki typ G1328A, detektora refraktometrycznego G1362A
oraz programu HP ChemStation A.07.01 do sterowania pracg chromatografu
i komputerowej analizy danych. Rozdziat prowadzono na kolumnie Nucleosil wypetnionej

krzemionkg zwigzang chemicznie z fazg C18.

4.2.2 Warunki analizy HPLC

e faza ruchoma: acetonitryl — bufor fosforanowy (15:85, v/v), pH 5,0
e objetos¢ nastrzyku: 100 pl
e szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min

e temperatura pokojowa

4.2.3 Przygotowanie fazy ruchomej

Faze ruchomg przygotowano poprzez zmieszanie 850 ml buforu fosforanowego
(przygotowanego przez rozpuszczenie 1 g K;HPO,3H,O oraz 0,1 g K,EDTA-2H,0

w 1000 ml wody dejonizowanej i doprowadzonego do pH 5,0 przy uzyciu 85% kwasu
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ortofosforowego) uprzednio przesgczonego przez filtr z azotanu celulozy o srednicy porow
0,45 pym i 150 ml ACN. Nastepnie roztwor odgazowano za pomocg ultradzwiekow przez

5 minut.

4.3 Roztwory stosowane w metodzie HPLC

4.3.1 Roztwoér kwasu cytrynowego

Do kolby miarowej odwazono 5,254 g kwasu cytrynowego, nhastepnie
rozpuszczono w wodzie dejonizowanej i uzupetniono wodg do 25 ml. W ten sposéb

otrzymano roztwoér kwasu cytrynowego o stezeniu 1 mol/l.

4.3.2 Roztwor wzorca wewnetrznego

Do kolby miarowej odwazono 250 mg IS, dodano 5 ml metanolu (w celu lepszej
rozpuszczalnosci), rozpuszczono w wodzie dejonizowanej i uzupetniono wodg do 50 ml.

W ten sposéb otrzymano roztwér IS o stezeniu 5 mg/ml.

4.3.3 Roztwér podstawowy TREO

Do kolby miarowej odwazono 1,0 g TREO, nastepnie rozpuszczono w wodzie
dejonizowanej i uzupetniono wodg do 25 ml. W ten sposéb otrzymano roztwor

podstawowy TREO o stezeniu 40 mg/ml.

4.3.4 Roztwory wzorcowe TREO

Do kolb miarowych o pojemnosci 10 ml odmierzono kolejno 12,5; 25; 62,5; 125;
250; 625; 1250; 2500; 5000 ul roztworu podstawowego TREO o stezeniu 40 mg/ml
i uzupetniono wodg. Tym sposobem otrzymano serie¢ roztworéw wzorcowych TREO
o stezeniach wynoszacych odpowiednio 50; 100; 250; 500; 1000; 2500; 5000; 10000;
20000 pg/ml.

Uwaga: Prace zwigzane z roztworami TREO prowadzono pod wyciggiem z zachowaniem

odpowiednich srodkow ostroznosci.
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4.4 Analiza TREO w osoczu

44.1

Przygotowanie prébek osocza do krzywej wzorcowej

Do 250 pl osocza zakwaszonego do pH 5,5 przy uzyciu 1 mol/l kwasu

cytrynowego dodawano: 25 ul roztworu TREO o odpowiednim stezeniu i 50 pl roztworu

IS. W ten sposob otrzymano stezenia podane w Tab. 4.

Tab. 4. Stezenia roztworu wzorcowego TREO i IS w prébkach osocza

Stezenie roztworu
wzorcowego TREO 50 100 250 500 1000 2500 5000 10000 20000
w wodzie [ug/ml]

Stezenie roztworu
wzorcowego TREO 5) 10 25 50 100 250 500 1000 2000

w osoczu [ug/ml]

Stezenie roztworu IS

1000

w osoczu [ug/ml]

Po wymieszaniu probki przenoszono ilosciowo do probowek Millipore i sgczono

poprzez odwirowanie przez 50 min przy szybkosci 16000 obr./min (29475 x g) i temp.

36°C. 100 pl przesgczu nastrzykiwano na kolumne.

4.4.2

Harmonogram oraz sposoéb pobierania préobek krwi pacjenta

Pobranie probek krwi — w danym dniu infuzji TREO: pierwsza prébka — czas
,0” — bezposrednio przed podaniem TREO, kolejne prébki — 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5
oraz 3.0, 4.0, 6.0, 8.0, 12.0 od rozpoczecia wlewu leku; w niektérych przypadkach
pobrano mniej probek krwi kierujgc sie wskazaniami lekarskimi;

Krew od pacjentéw w objetosci 3 ml pobierano z cewnika zyty podobojczykowe;j
(typu Seldingera) i przenoszono do probowek wiréwkowych zawierajgcych 50 pl
roztworu 1 mol/l kwasu cytrynowego na 1 ml krwi — taka ilos¢ kwasu cytrynowego
gwarantuje trwate utrzymanie pH 5,5 probki; nastepnie krew wymieszano;

Krew wirowano w temp. 4° C z szybkoscig 10900 obr/min (22578 x g), w ciggu
10 min.; osocze przenoszono do nowej probdwki i zamrazano w temperaturze
- 20°C.
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4.4.3 Przygotowanie probek osocza pacjenta do analizy

Do 250 ul zakwaszonego osocza pacjenta dodawano 25 ul wody dejonizowane;j
i 50 pl roztworu IS. Po wymieszaniu prébki przenoszono ilosciowo do probowek Millipore
i sgczono poprzez odwirowanie przez 50 min przy 29475 x g i temp. 36°C. 100 pl

przesgczu nastrzykiwano na kolumne.

45 Analiza TREO w moczu

45.1 Przygotowanie probek moczu do krzywej wzorcowej

Mocz wirowano przy 22578 x g, w ciggu 15 min. Odwirowany mocz przelewano
do nowej probowki. Do 100 yl moczu zakwaszonego do pH 5,5 przy uzyciu 1mol/l kwasu
cytrynowego dodawano 25 pl roztworu TREO o odpowiednim stezeniu i 50 ul roztworu IS.

W ten sposéb otrzymano stezenia, podane w Tab. 5.

Tab. 5. Stezenia roztworu wzorcowego TREO i IS w probkach moczu

Stezenie roztworu
wzorcowego TREO 50 100 250 500 1000 2500 5000 10000 20000 40000

w wodzie [ug/ml]

Stezenie roztworu
wzorcowego TREO 12,5 25 62,5 125 250 625 1250 2500 5000 10000

w moczu [ug/ml]
Stezenie roztworu IS

2500
w osoczu [ug/ml]

Po wymieszaniu probki rozcienczono z uzyciem 175 pl wody dejonizowanej. 100 pl prébki

nastrzykiwano na kolumne.

4.5.2 Harmonogram oraz sposoéb pobierania prébek moczu pacjenta

1. Pobranie probek moczu — od momentu rozpoczecia wlewu leku; liczba prébek byta

uzalezniona od liczby mikcji;
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2. Mocz od pacjentow pobierano do probowek z zaznaczeniem: daty i godziny
pobrania oraz objetosci catej wydalonej porcji moczu;

3. Prébki moczu pobierano w objetosci 4 ml i przenoszono do probowek
wirowkowych zawierajgcych 50 pl roztworu 1 mol/l kwasu cytrynowego na 1 ml
moczu — taka ilos¢ kwasu cytrynowego gwarantuje trwate utrzymanie pH 5,5
prébki;

4. Mocz wirowano w temp. 4°C przy 22578 x g w ciggu 15 min.; odwirowany mocz

(bez osadu) przelewano do nowej probowki i zamrazano w temperaturze - 20°C;

4.5.3 Przygotowanie probek moczu pacjenta do analizy
Do 100 pl zakwaszonego moczu pacjenta dodawano 50 pl roztworu IS.

Po wymieszaniu prébki rozcienczano z uzyciem 200 ul wody dejonizowanej. 100 pl prébki

nastrzykiwano na kolumne.
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4.6 Walidacja metody HPLC oznaczania TREO w osoczu i moczu

Walidacje metody HPLC oznaczania TREO w o0soczu i moczu przeprowadzono
z uzyciem wolnego od zanieczyszczen materiatu biologicznego, do ktérego dodano
roztworow TREO i IS. Prébki osocza pochodzity z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa w Poznaniu, prébki moczu uzyskano od zdrowych ochotnikéw, ktorzy

nie przyjmowali zadnych lekéw.

4.6.1 Liniowos¢

Krzywe wzorcowe przedstawiono, jako zaleznos¢ stosunkoéw pola powierzchni
pikbw TREO (Ptreo) do pola powierzchni piku IS (Pis) od stezenia TREO w osoczu
i moczu. Krzywe wzorcowe analizowano w nastepujgcych zakresach stezen: 5,0 — 2000,0
Mg/ml TREO dla osocza oraz 12,5 — 10000 pg/ml TREO dla moczu. Metodg
najmniejszych kwadratéw obliczono réwnania krzywych wzorcowych, ktére postuzyty
nastepnie do obliczenia pozioméw TREO w osoczu i moczu. Wyznaczono wspétczynniki
korelacji r. W celu potwierdzenia liniowosci krzywych wzorcowych zastosowano test
Mandela (przy poziomie istotnosci a = 0,05), ktéry stuzy do weryfikacji poprawnosci
liniowego lub kwadratowego modelu regresji. O liniowosci Swiadczy warto$¢ testowa
TV < Fuy: [180]

4.6.2 Precyzjai dokladnosé¢ metody

Precyzje metody HPLC w ciggu dnia obliczono dla nastepujgcych stezeh TREO:
50 i 1000 pg/ml w osoczu oraz 250 i 5000 pg/ml w moczu. Wspdtczynnik zmiennosci
okreslajacy precyzje obliczono ze wzoru (2). Precyzje miedzy dniami wyznaczono dla
wszystkich stezen z krzywych wzorcowych TREO w osoczu i moczu.

Dokfadnos¢ oznaczen metody HPLC w ciggu dnia i miedzy dniami okreslono dla

tego samego zakresu stezen analitu jak w przypadku precyzji korzystajgc ze wzoru (4).

4.6.3 Odzysk

Odzysk TREO wyznaczono dla prébek osocza. W tym celu przygotowano dwie

serie prébek. Prébki pierwszej serii zawieraty 250 ul osocza zakwaszone roztworem
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1 mol/l kwasu cytrynowego, 25 pl roztworu TREO o stezeniu 500 lub 10000 pg/ml
(co odpowiada stezeniom 50 oraz 1000 pug/ml TREO w osoczu) oraz 50 ul roztworu
weronalu o stezeniu 5000 pg/ml (1000 pg/ml w osoczu). Prébki po wymieszaniu
odwirowano i 100 pl przesgczu nastrzyknieto na kolumne. Probki drugiej serii
przygotowano w podobny sposoéb, lecz 25 pl roztworu TREO dodano do przesgczu
dopiero po odwirowaniu probki. 100 ul tak przygotowanego roztworu nastrzyknieto na

kolumne. Odzysk TREO obliczono z wzoru (5).

4.6.4 Stabilnos¢ prébek biologicznych w czasie rozmrazania i zamrazania

4.6.4.1 Test stabilnosci prébek TREO w osoczu

Do 2 ml osocza zakwaszonego 1 mol/l roztworem kwasu cytrynowego, dodano
200 pl roztworu TREO o stez. 500 pg/ml i 10000 pg/ml (50 i 1000 uyg/ml w osoczu).
Po wymieszaniu pobrano 2 prébki o objetosci 275 ul kazda, a reszte osocza zamrozono.
Do prébki osocza o objetosci 275 ul dodano 50 pl roztworu IS. Po wymieszaniu probke
przenoszono ilosciowo do probéwek Millipore i sgczono poprzez odwirowanie przez
50 min przy 29475 x g i temp. 36°C. 100 ul przesgczu nastrzykiwano na kolumne.
Zamrozong prébke osocza z TREO rozmrazano dwukrotnie: po 24 i 48 h, za kazdym
razem pobierajgc z niej po 2 probki o objetosci 275 pl, ktére poddawano powyzszej

procedurze przed nastrzyknigciem na kolumne.

4.6.4.2 Test stabilnosci prébek TREO w moczu

Do 1 ml odwirowanego moczu przy 22578 x g w ciggu 15 min i zakwaszonego
1 mol/l roztworem kwasu cytrynowego, dodano 250 ul roztworu TREO o stez. 500 ug/ml
i 10000 pg/ml (125 i 2500 pg/ml w moczu). Po wymieszaniu pobrano 2 prébki o objetosci
125 pl kazda, a reszte moczu zamrozono. Do prébki moczu o objetosci 125 upl dodano
50 pl roztworu 1S, a nastepnie 175 pl wody dejonizowanej. Po wymieszaniu 100 pl probki
nastrzyknieto na kolumne. Zamrozong probke moczu z TREO rozmrazano dwukrotnie:
po 24 i 48 h, za kazdym razem pobierajgc z niej po 2 prébki o objetosci 125 pl, ktore

poddawano powyzszej procedurze przed nastrzyknieciem na kolumne.

61



CZESC DOSWIADCZALNA

4.7 Opis badanej grupy

W badaniach farmakokinetyki TREO u dzieci w terapii mieloablacyjnej
poprzedzajgcej HSCT uczestniczyto 16 dzieci w wieku do 18 lat (Srednia 7,5 lat), obojga
pici (4 dziewczynki, 12 chtopcdéw) z chorobami rozrostowymi i nierozrostowymi leczonych
w Klinice Onkologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (n = 9) oraz Katedrze i Klinice Transplantacji Szpiku,
Onkologii i Hematologii Dzieciecej Akademii Medycznej im. Piastéw Slgskich
we Wroctawiu (n = 7), u ktérych ze wzgledu na wysokie ryzyko zagrazajgcych zyciu
toksycznych powiktan przeciwwskazane jest zastosowanie konwencjonalnej procedury
mieloablacyjnej zawierajgcej Bu lub FTBI. Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Zatgcznik 1).
Rodzice i opiekunowie ustawowi badanych dzieci zostali poinformowani przez lekarza
o wszystkich istotnych aspektach dotyczacych badania, ich celowosci i metodyce
a nastepnie wyrazili pisemnie zgode na udziat w badaniu (Zatgcznik nr I1i 11).

TREO podany byt we wlewie 1 lub 2 h w trzech kolejnych dniach poprzedzajgcych
przeszczep. Przed allo-HSCT wszyscy pacjenci otrzymali przez 3 dni TREO w tgcznej
dawce 30 g/m? (n = 1), 36 g/m? (n = 8) lub 42 g/m? (n = 7) i.v. oraz — w zaleznosci od
rozpoznania i/lub spostrzeganych czynnikéw ryzyka — Cy, Fd, VP-16 i/lub Mel.
W zaleznosci od wskazan lekarskich i stanu zdrowia chorego zbiorka krwi oraz moczu
prowadzona byta w jednym, dwdch lub trzech kolejnych dniach podawania TREO.
Charakterystyke wszystkich osdb uczestniczacych w badaniu oraz schemat dawkowania

TREO u pacjentéw przedstawiono w Tab. 6 7.
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Tab. 6. Schemat przygotowania pacjenta do HSCT

Dzien przygotowania pacjenta do HSCT

Pacjent 1

Pacjent 2

Pacjent 3

Pacjent 4

Pacjent 5

Pacjent 6

Pacjent 7

Pacjent 8

Pacjent 9
Pacjent 10
Pacjent 11
Pacjent 12
Pacjent 13
Pacjent 14
Pacjent 15
Pacjent 16

Przeszczep

gdzie:
Catkowita dawka TREO 30 g/m?

Catkowita dawka TREO 36 g/m? _
Catkowita dawka TREO 42 g/m? _

63



CZESC DOSWIADCZALNA

Tab. 7. Charakterystyka pacjentéw

Deklarowana

Czynniki ryzyka

Nr . Wiek Waga dawka TREO Balis Balis D2|en. ) Clyreat Choroba powiktan toksycznych
. Pte¢ . TREO TREO podania wlewu .
pacjenta [lata] [kg] podana w 3 dni [gldzien] | [g/m?/dzien] TREO [h] [ml/min] podstawowa spostrzegane przed HSCT;
[9/m?] 9 9 Powdd zastosowania TREO
7,5 10,5 -7) 1 .
v éH M 5 16 36 8 11.3 (-6) 5 b.d. NBL IV Il przeszczep pc; uB;zrzednlm PBSCT
.CH. 10 14 (-5 2
2 3 12 (-7) 2 zalecenia EBMT IE
J.K. M 04 o 36 3 12 (-6) 2 94 SCN WP (Inborn Errors WP)
3 12 14,3 (-7) 2 . neurotoksycznos¢ Bu w chorobie
J.L. i © g <2 12 14,3 (-5) 2 <) PSAED) metabolicznej, padaczka
4 K 3 14.4 30 7 11.1 (-6) 1 b.d. NBL Il przeszczep po uprzednim PBSCT
M.M. zBu
5 o/ e (-5) . zalecenia grupy ds. leczenia guzéw
P M 13 43 36 17 12,4 (-4) 1 b.d. ES 9 Iit"‘éh s 9
o 16 11,6 (-3) 1 Y
14 12,4 -7) 1 .
MGP M 9 338 36 14 12.4 (-6) 1 b.d. ALL Il przeszczep p(; quJZEdmm PBSCT
: 13 11,5 (-5) 1
2 3 12 (-6) 1
DG M 1,9 7,3 36 3 12 (-5) 1 b.d. BDA wiek < 2 lat
e 3 12 (-4) 1
8 choroba podstawowa nierozrostowa;
W M 9 32 36 13 11,8 -7) 2 167 ALD uszkodzenie OUN i ukfadu

dokrewnego
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Tab. 7. Charakterystyka pacjentéw c.d.

Deklarowana

Czynniki ryzyka

Nr . Wiek Waga dawka TREO Balis Balis D2|en. ) Clyreat Choroba powiktan toksycznych
. Ple¢ . TREO TREO podania wlewu .
pacjenta [lata] [kg] podanaw 3 dni [gldzien] | [g/m?/dzien] TREO [h] [ml/min] podstawowa spostrzegane przed HSCT;
[g/m?] - . Powéd zastosowania TREO;
9 K 2 9 36 6 12.8 -7) 2 b.d. ALL wiek < 2 lat; b_rak wspotpracy
ZK. z pacjentem
choroba podstawowa nierozrostowa;
10 . liczne wczesniejsze przetoczenia
M.K. M 2 12 42 7 14 7 2 & WAS preparatéw krwiopochodnych;
nadwrazliwosé na inne leki alkilujgce;
Alé M 10 31,2 36 13 11,8 (-5) 2 71 CML IHSCT
liczne wczesniejsze narzgdowe
12 powiktania toksyczne po
G K 18 46,5 42 20 14 (-7) 2 90 ALL zastosowanej chemioterapii;
o posocznica grzybicza w wywiadzie;
stan po licznych przetoczeniach
13 11l remisja, druga HSCT, intensywna
GG M 6 29 42 14 14 (-7) 2 239 ALL chemioterapia przed druga
T allo-HSCT (DaunoFlag)
14 M 14 50 42 21 14 7 2 111 ALL toksyczne uszkodzenie watroby po
H.S. chemioterapii konwencjonalnej
5 K 15 45 42 20 13,7 -8) 2 110 AML elible LRI il T LBl )
I.K. chemioterapii konwencjonalnej
liczne cykle chemioterapii
16 M 14 52 12 20 123 (-4) 5 110 ES konwencjonalnej ze wzgledu na
R.K. chorobe podstawowg i wznowe, stan

po 8 torakotomiach
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4.8 Parametry farmakokinetyczne

Na podstawie zmiany stezenia TREO w osoczu obliczono u kazdego pacjenta
nastepujgce parametry farmakokinetyczne: AUC (.., Cmnax, tos Choty Vss, MRT
a na podstawie stezenia TREO w moczu wyznaczono: K., tos, catkowitg ilos¢ leku
wyeliminowanego z moczem oraz % podanej dawki. Obliczenia wykonano korzystajgc
z programu komputerowego WinNonlin 6.2 przyjmujac, ze zmiany stezen TREO we krwi

pacjentdw przebiegajg zgodnie z otwartym modelem 2-kompartmentowym.

o Cnax — maksymalne stezenie uzyskane w czasie tnax
e it — Czas, po ktérym uzyskano Cpax

o AUC obliczono korzystajgc ze wzoru:
AUC o. =AUCy 1+ AUC.. (8)

gdzie:

AUC (_... - catkowite pole powierzchni pod krzywg zmian stezenia leku jako funkcji
czasu

AUC (_; - pole powierzchni pod krzywg zmian stezenia leku w czasie 0—t,
obliczone metoda trapezow

AUC .. - resztkowe pole powierzchni pod krzywg zmian stezenia leku w czasie

t—e

C,
AUC (. = k_ @)

el

C, — ostatni pomiar stezenia leku w czasie t
ke — stata szybkosci eliminacji leku z krwi, obliczona metodg najmniejszych

kwadratow dla terminalnego, prostoliniowego odcinka fazy eliminaciji leku

e tys5 - biologiczny okres poftrwania leku obliczono ze wzoru:

In2
tos = k_ (8)

el
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Cly — Kklirens, czyli szybko$¢, z jakg osocze jest oczyszczane w jednostce czasu,
obliczone ze wzoru, przy zatozeniu, ze dostepnos¢ biologiczna TREO wynosi
100% (F=1).

Cliot = FC 9

gdzie:
F — dostepnos¢ biologiczna

D - dawka leku
Vss — Objetos¢ dystrybuciji obliczona z wzoru:

F-D

Vss = AUC -k,

(10)

MRT — $redni czas przebywania leku w ustroju (statystyczny odpowiednik

przebywania leku w ustroju) obliczamy z wzoru:

_ AUMC
MRT = —AUC (11)

gdzie:
AUMC - pole powierzchni pod pierwszym momentem krzywej stezenie — czas

(pole pod krzywag C - t =f(t))
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5 WYNIKI

5.1 Walidacja metody HPLC oznaczania TREO w osoczu

W celu zwalidowania stosowanej metody analitycznej oznaczania TREO w osoczu
wyznaczono nastepujgce wiasciwosci metody: selektywnosc¢, liniowosé, LOD, LOQ,

precyzja, doktadnos$¢, odzysk oraz stabilnosé w czasie rozmrazania i zamrazania probek.

5.1.1 Selektywnos¢ metody

O selektywnosci metody swiadczy catkowity rozdziat od siebie pikow TREO (czas
retencji 59 min) oraz IS (czas retencji 11,4 min) oraz piku pochodzgcego
od endogennych zwigzkéw osocza (czas retencji ok. 3 min). Ponadto nie zaobserwowano
interferencji oznaczanych zwigzkow z innymi podanymi lekami takimi jak: FD, Cy, VP-16,
Mel, Zofran, Clemastin i/lub Allopurinol (Ryc. 9).

5.1.2 Liniowosé

Liniowos¢ krzywych wzorcowych TREO w osoczu zostata wyznaczona dla stezen
w zakresie 10 - 2000 upg/ml. Roéwnanie $redniej krzywej wzorcowej uzyskano
na podstawie usrednionych wartosci stosunkdéw Pireo | Pis z siedmiu wykonanych

krzywych wzorcowych (Tab. 8).
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min

o
-
-
o

TREO

:

TREO

5000

o———’—\ o

T T T .
0 5 10 min

A — chromatogram

uzyskany po mikrofiltraciji
prébki osocza ochotnika
nieobcigzonej TREO i IS

B — chromatogram
uzyskany po mikrofiltracji
probki kontrolnej
zawierajgcej 250 pl
osocza z 25 yl TREO

o stezeniu 10 mg/ml
(stezenie TREO

w osoczu 1 mg/ml)

C — chromatogram
uzyskany po mikrofiltracji
prébki osocza pacjenta
10 otrzymanej 3 h od
rozpoczecia wlewu
(oznaczone stezenie
TREO — 312,43 pg/ml)

Ryc. 9. Chromatogramy otrzymane po mikrofiltracji osocza ludzkiego.
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Tab. 8. Stosunki Ptreo | Pis odpowiadajgce stezeniom TREO na podstawie siedmiu

krzywych wzorcowych w osoczu

Stezenie
TREO w PTREO / PIS
osoczu

[ug/mi] | Il Il 1\ \% Vi VIl Srednia + SD
2000 1,577 1,558 1,618 1,622 1,613 1,582 1,612 1,597 £ 0,024
1000 0,785 0,797 0,805 0,807 0,816 0,789 0,782 0,797 £ 0,012
500 0,402 0,375 0,411 0,412 0,399 0,379 0,364 0,392 + 0,018
250 0,204 0,211 0,210 0,213 0,222 0,201 0,209 0,210 + 0,006
100 0,089 0,082 0,082 0,083 0,072 0,066 0,077 0,079 + 0,007
50 0,035 0,034 0,040 0,036 0,038 0,033 0,034 0,035 + 0,002
25 0,022 0,020 0,020 0,021 0,021 0,017 0,019 0,020 + 0,001
10 0,007 0,009 0,008 0,008 0,009 0,009 0,006 0,008 + 0,001

Réwnanie krzywej wzorcowej wyznaczono przy pomocy programu MSExcel
(Tab. 9). Istotnos¢ wspodtczynnika regresji b zostata przeanalizowana przy pomocy testu
t-Studenta (a = 0,05). Wartos¢ wspotczynnika b nie réznita sie istotnie od zera dlatego
przyjeto rownanie krzywej wzorcowej y = ax przechodzgce przez poczatek ukfadu
wspotrzednych. O liniowosci przyjetego modelu Swiadczyta wartos¢ testowa TV < Fyy
(0,36<21,19). Obliczono takze wspétczynnik korelacji r, ktéry wynosit 0,9999.
Wyznaczone réwnanie krzywej wzorcowej wykorzystano nastepnie do obliczenia

pozioméw TREO w prébkach osocza pacjentow przed allo-HSCT.

Tab. 9. Réwnanie krzywej wzorcowej TREO w osoczu

Zakres krzywej

wzorcowej Réwnanie krzywej wzorcowej Wspodtczynnik korelacji r
[bg/ml]
10 - 2000 Prreo/Pis = 0,0007985 - Crreo 0,9999
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5.1.3 LODiLOQ

W opracowanej metodzie LOD oznaczanego TREO, wyznaczone przy stosunku
sygnatu do poziomu szumu linii podstawowej S/N = 3:1 wynosito 5 ug/ml. LOD obliczone
ze wzoru (1) byto poréwnywalne i wyniosto 6,68 ug/ml.

LOQ jako najnizsze stezenie TREO z krzywej wzorcowej wynosito 10 pg/ml

I oznaczone byto z odpowiednio wysokg precyzjg, Wz 13,6 % i doktadnoscig 93,71 %.

5.1.4 Precyzjai dokladno$é metody
Precyzja metody wyrazona jako Wz wynosita 1,56 — 13,06 %. Doktadno$é

wyrazono przez btagd oznaczeh i obejmowat zakres 0,04 — 10,05 %. Szczegdtowe dane

dotyczace oznaczen w osoczu przedstawiono w Tab. 10 11.

Tab. 10. Precyzja i doktadnos¢ oznaczen TREO w osoczu wykonywanych w ciggu 1 dnia

Stezenie Stezenie
: Btad
nominalne oznaczone Wz

Srednia + SD oznaczen
TREO TREO %]
[%6]

[Hg/ml] [ug/ml]
1007,94
996,86
1000 1009,17 1007,10 +6,15 0,61 0,71
1013,49
1008,06
43,04
44,72
50 4754 46,04 + 2,40 5,22 7,91
49,21
45,70
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Tab. 11. Precyzja i doktadnos$¢ oznaczen TREO w osoczu miedzy dniami (n=7)

dzien dzien dzien dzien dzien dzien dzien  &rednia

[ I 1T v Y VI viI
2000 19749 19513 2026,2 2031,9 2021,0 1981,2 2019,1 20008 31,24 156 0,04
1000 984,1 9990 1009,2 1011,3 1022,2 9890 9798 9992 1571 157 0,07
500 503,82 470,29 51588 516,46 500,58 475,65 456,37 491,29 2376 4,84 1,74
250 255,70 26539 263,67 267,01 279,14 252,30 26227 263,64 864 3,28 5,46
100 111,97 103,50 103,22 10504 9121 8373 97,47 9945 9,46 952 0,55
50 4380 4259 50,04 4529 4801 41,83 4325 4497 303 6,73 10,06
25 2861 2575 2588 26,76 26,76 2165 24,26 2567 221 859 2,67
10 943 11,51 10,10 11,13 1189 1201 833 1063 1,39 13,06 6,29
5.1.5 Odzysk

Odzysk TREO byt stosunkowo wysoki i miescit sie w zakresie 75 — 76 % przy
Wz ponizej 5,93 % (Tab. 12). Szczegdtowe dane zamieszczono w Zatgczniku V.

Tab. 12. Odzysk TREO z osocza

1000 75,32 +£1,75 2,32

50 76,34 + 4,53 5,93
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5.1.6 Stabilnos¢ prébek biologicznych w czasie rozmrazania i zamrazania

TREO w prébkach osocza byt trwaty podczas trzykrotnego procesu zamrazania

i rozmrazania o czym Swiadczg niskie wartosci Wz i btedu oznaczen, odpowiednio 3,46 %

i 2,21 % (Tab. 13).

Tab. 13. Test stabilnosci probek biologicznych z TREO w osoczu podczas procesu

zamrazania i rozmrazania

Stezenie Stezenie TREO oznaczone w 0soczu [ug/mi]
nominalne
TREO [ug/mi] Oh 24 h 48 h Srednia
994,74 994,37 1003,61
1000 997,43
990,30 1003,82 997,75
44,19 47,83 44,75
50 45,13
44,13 46,14 43,75

SD

541

1,56

[%]

0,54

3,46

Btad
oznaczen

(%]

0,25

2,21
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5.2 Walidacja metody HPLC oznaczania TREO w moczu

W celu zwalidowania stosowanej metody analitycznej oznaczania TREO w osoczu
wyznaczono nastepujgce wiasciwosci metody: selektywnosc, liniowos¢, LOD, LOQ,

precyzja, doktadnos¢ oraz stabilnos¢ w czasie rozmrazania i zamrazania probek.

5.2.1 Specyficznosé i selektywnosé metody

O selektywnosci metody swiadczy catkowity rozdziat od siebie pikow TREO (czas
retencji 59 min) oraz IS (czas retencji 11,4 min) oraz piku pochodzacego
od endogennych zwigzkéw moczu (czas retencji ok. 3 min). Ponadto nie zaobserwowano
interferencji oznaczanych zwigzkéw z innymi podanymi lekami takimi jak: Fd, Cy, VP-16,

Mel, Zofran, Clemastin i/lub Allopurinol (Ryc. 10).

5.2.2 Liniowosé

Liniowos¢ krzywych wzorcowych TREO w moczu zostata wyznaczona dla stezen
w zakresie 62,5 - 10000 pg/ml. Roéwnanie $redniej krzywej wzorcowej uzyskano
na podstawie usrednionych wartosci stosunkéw Pireo | Pis z siedmiu wykonanych

krzywych wzorcowych (Tab. 14).
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A — chromatogram
moczu ochotnika
nieobcigzonego TREO
i1S

B — chromatogram prébki
moczu kontrolnego
zawierajgcego 100 pl
moczu z 25 yl TREO

o stezeniu 10 mg/ml
(stezenie TREO

W moczu - 2,5 mg/ml)

C — chromatogram prébki
moczu pacjenta 5
otrzymanej 7 h od
rozpoczecia wlewu

w 3 dniu przed
przeszczepem
(oznaczone stezenie
TREO - 1,95 mg/ml)

Ryc. 10. Chromatogramy uzyskane po analizie probek moczu.
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Tab. 14. Stosunki Prreo | Pis odpowiadajace stezeniom TREO na podstawie krzywych

wzorcowych w moczu

Stezenie
TREO w Prreo / Pis
moczu
[ug/mi] | Il Il 1\ \% Vi VIl Srednia + SD
10000 2,777 2,786 2,831 2,764 2,753 2,786 2,711 2,772 £ 0,036
5000 1,393 1,401 1,422 1,391 1,383 1,399 1,411 1,400 £ 0,013
2500 0,680 0,678 0,682 0,661 0,667 0,677 0,652 0,671 + 0,011
1250 0,320 0,324 0,326 0,319 0,307 0,327 0,296 0,317 £ 0,011
625 0,163 0,160 0,152 0,150 0,159 0,162 0,126 0,153 + 0,013
250 0,067 0,066 0,059 0,058 0,066 0,061 0,058 0,062 + 0,003
125 0,031 0,038 0,033 0,033 0,028 0,035 0,026 0,032 + 0,004
62,5 0,014 0,017 0,015 0,015 0,014 0,014 0,012 0,014 + 0,001

Rownanie krzywej wzorcowej wyznaczono przy pomocy programu MSEXxcel
(Tab. 15). Istotnos¢ wspotczynnika regresji b zostata przeanalizowana przy pomocy testu
t-Studenta (a = 0,05). Wartos¢ wspétczynnika b nie réznita sie istotnie od zera dlatego
przyjeto réwnanie krzywej wzorcowej y = ax przechodzgce przez poczatek ukfadu
wspotrzednych. O liniowosci przyjetego modelu Swiadczyta wartos¢ testowa TV < Fyy
(2,14<21,19). Obliczono takze wspétczynnik korelacji r, ktéry wynosit 0,9997.
Wyznaczone réwnanie krzywej wzorcowej wykorzystano nastepnie do obliczenia

pozioméw TREO w prébkach moczu pacjentéw przed allo-HSCT.

Tab. 15. Réwnanie krzywej wzorcowej TREO w moczu

Zakres krzywej

WZOrcowej Roéwnanie krzywej wzorcowej Wspétczynnik korelacji r
[bg/ml]
62,5 - 10000 PTREO/PIS = 0,000277 . CTREO 0,9997
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5.2.3 LODIiLOQ

W opracowanej metodzie LOD oznaczanego TREO, wyznaczone przy stosunku
sygnatu do poziomu szumu linii podstawowej S/N = 2:1 wynosito 12,5 pg/ml. LOD
obliczone ze wzoru (1) wyniosto 25,66 pg/ml.

LOQ jako najnizsze stezenie TREO z krzywej wzorcowej wynosito 62,5 pg/ml

I oznaczone byto z odpowiednig wysokg precyzjg, Wz 11,04 % i doktadnos$cig 86,03 %.

5.2.4 Precyzja metody i dokladno$é metody
Precyzja metody wyrazona jako Wz wynosita 0,93 — 12,60 %. Doktadno$¢

wyrazono przez btgd oznaczen i obejmowat zakres 0,10 — 13,97 %. Szczegdtowe dane

dotyczgce oznaczen w moczu przedstawiono w Tab. 16 17.

Tab. 16. Precyzja i doktadnos¢ oznaczen TREO w moczu wykonywanych w ciggu 1 dnia

Stezenie Stezenie
: Btad
nominalne oznaczone Wz

Srednia + SD oznaczen
TREO TREO %]
[%0]

[bg/mi] [bg/ml]
5103,28
5191,85

5000 5035,33  5098,09 +59,56 1,16 1,96
5099,72
5060,27
217,43
239,14

250 239,51 234,93 + 9,96 4,24 6,02
241,99
236,58
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Tab. 17. Precyzja i doktadnos$¢ oznaczen TREO w moczu migdzy dniami (n=7)

Stezenie Stezenie oznaczone TREO [ug/ml]
nominalne
SD
TREO
dzien dzien dzien dzien dzien dzien dzien . .
[pg/ml] Srednia
| Il 1 \Y) \ VI VIl
10000 10025,3 10060,0 10221,0 9979,7 9939,3 10057,9 9788,7 10010,3 131,93
5000 5030,3 5058,6 5135,3 5022,1 4994,7 5053,4 5094,1 50555 47,11
2500 2455,41 2448,37 2462,30 2387,68 2409,87 2444,80 2356,66 2423,58 39,86
1250 1157,52 1173,09 1178,06 1154,58 1108,47 1183,31 1071,50 1146,65 41,46
625 591,31 579,28 549,48 542,22 577,11 586,34 456,67 554,63 46,98
250 242,47 240,74 214,69 211,86 238,18 222,22 211,31 225,92 14,11
125 112,70 138,96 120,30 113,00 101,25 128,09 97,27 115,94 14,61
62,5 53,82 64,07 54,91 54,56 52,08 53,15 43,77 53,77 5,93

(%]

1,32

0,93

1,64

3,62

8,47

6,25

12,60

11,04

Btad
oznaczen
[%]

0,10

1,11

3,06

8,27

11,26

9,63

7,25

13,97

5.2.5 Stabilnosé prébek biologicznych w czasie rozmrazania i zamrazania

TREO w probkach moczu byt trwaly podczas trzykrotnego procesu zamrazania

i rozmrazania o czym Swiadczg niskie warto$ci Wz i btedu oznaczen, odpowiednio 3,07 %

i 0,42 % (Tab. 18).

Tab. 18. Test stabilnosci prébek biologicznych z TREO w moczu podczas procesu

zamrazania i rozmrazania

Stezenie Stezenie TREO oznaczone w moczu [ug/ml]
nominalne SD
TREO [ug/m] Oh 24 h 48 h Srednia
5030,17 4968,14 4944,10
5000 4992,75 91,00
5073,67 4848,83 5091,60
241,46 229,19 225,80
250 232,59 7,14
235,74 239,01 224,35

(%]

1,82

3,07

Btad

oznaczen

(%]

0,14

0,42
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5.3 Woyniki badan klinicznych

5.3.1 Poziomy TREO w osoczu

5.3.1.1 Wlew 1h

Wartosci oznaczonych pozioméw TREO w osoczu pacjenta dla rzeczywistej dawki
11,1 g/m? przedstawiono w Tab. 19. Oznaczone stezenie TREO poddano normalizacji do
deklarowanej dawki 10 g/m? (Tab. 20). Graficzng ilustracjg zmian stezenia TREO po
normalizacji jest Ryc. 11. Natomiast wartosci oznaczonych pozioméw TREO w osoczu
pacjenta dla rzeczywistych dawek 10,5 - 12,4 g/m? przedstawiono w Tab. 21. Oznaczone
stezenia TREO poddano normalizacji do deklarowanej dawki 12 g/m? (Tab. 22). Graficzng
ilustracjg zmian stezen TREO po normalizacji jest Ryc. 12. Szczegdtowe dane niezbedne

do wykonania obliczeh zebrano w Zatgczniku V.

Dawka deklarowana 10 g/m?

Tab. 19. Oznaczone stezenia TREO w osoczu pacjenta po podaniu rzeczywistej dawki

11,1 g/m* w postaci 1 h wlewu dozylnego

Pacjent 4
Czas [h]
Stezenie TREO [ug/ml]
0,5 440,16
1,5 404,62
2 269,49
4 91,49
5 35,73
7 13,39
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Tab. 20. Oznaczone stezenia TREO w osoczu pacjenta po uwzglednieniu normalizacji do
deklarowanej dawki 10 g/m?

Pacjent 4*
Czas [h]
Stezenie TREO [ug/ml]
0,5 396,54
15 364,52
2 242,78
4 82,42
5 32,19
7 12,06
*dawka znormalizowana do deklarowanej
500 -
400 -
E‘
S 300 -
=
EJ 200 - —o—Pacjent 4*
O
100 -
O T T T 1
0 2 4 6 8
czas [h]

* pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 11. Wykres zaleznosci zmiany stezenia TREO w osoczu pacjenta jako funkcja czasu
po podaniu deklarowanej dawki 10 g/m? TREO w postaci 1 h wlewu dozylnego.
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Dawka deklarowana 12 g/m?

Tab. 21. Oznaczone stezenia TREO w osoczu pacjentéw po podaniu rzeczywistych dawek 10,5 - 12,4 g/m? w postaci 1 h wlewu dozylnego

Pacjent
Czas .
[h] 1(-7) 5 (-5) 5 (-4) 5 (-3) 6 (-7) 6 (-6) 6 (-5) 7 (-6) 7 (-5) 7 (-4) Srednia SD
Stezenie TREO [ug/ml]

0,5 238,05 371,1 359,13 217,89 373,98 461,72 210,21 286,51 200,59 254,17 297,34 88,77
1 423,29 659,38 637 358,02 710,87 684,42 344,85 519,09 442,63 514,71 529,43 136,62
3 106,04 161,57 144,97 111,34 135,34 159,32 175,88 168,19 154,89 161,95 147,95 23,60
4 76,48 90,05 86,97 60,01 79,65 82,99 94,31 58,91 78,05 92,42 79,98 12,37
6 16,03 27,58 35,68 18,29 28,32 29,76 33,03 19,28 24,18 25,53 25,77 6,43
8 - - - - 10,16 11,28 10,01 - - - 10,48 0,69

Tab. 22. Oznaczone stezenia TREO w osoczu po uwzglednieniu normalizacji do deklarowanej dawki 12 g/m?
Pacjent
Czas : :
[h] 1(-7)* 5 (-5)* 5 (-4)* 5 (-3)* 6 (-7)* 6 (-6)* 6 (-5)* 7 (-6) 7 (-5) 7 (-4) Srednia SD
Stezenie TREO [ug/ml]

0,5 272,06 359,13 347,54 2254 361,92 446,82 219,35 286,51 200,59 254,17 297,35 78,95
1 483,76 638,11 616,45 370,36 687,94 662,34 359,84 519,09 442,63 514,71 529,52 118,41
3 121,19 156,36 140,29 115,18 130,97 154,18 183,53 168,19 154,89 161,95 148,67 21,50
4 87,41 87,14 84,16 62,08 77,08 80,31 98,41 58,91 78,05 92,42 80,60 12,43
6 18,32 26,69 34,53 18,91 27,41 28,8 34,47 19,28 24,18 25,53 25,81 5,89
8 - - - - 9,83 10,92 10,41 - - - 10,39 0,55

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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Crreo [Hg/ml]
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700

600

500

400

300
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100

czas [h]

10

—o—Pacjent 1 (-7)*
—8—Pacjent 5 (-5)*
—&—Pacjent 5 (-4)*
——Pacjent 5 (-3)*
—¥—Pacjent 6 (-7)*
—e—Pacjent 6 (-6)*
—+—Pacjent 6 (-5)*
——Pacjent 7 (-6)
Pacjent 7 (-5)
—o—Pacjent 7 (-4)

* pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 12. Wykres zaleznosci zmian stezen TREO w osoczu pacjentéw jako funkcja czasu po podaniu deklarowanej dawki 12 g/m? w postaci 1 h

wlewu dozylnego.
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5.3.1.2 Wlew 2h

Wartosci oznaczonych poziomow TREO w osoczu pacjentéw dla rzeczywistych
dawek 10,5 - 12,8 g/m? przedstawiono w Tab. 23. Oznaczone stezenia TREO poddano
normalizacji do deklarowanej dawki 12 g/m? (Tab. 24). Graficzng ilustracjg zmian stezen
TREO po normalizacji jest Ryc. 13. Natomiast wartosci oznaczonych pozioméw TREO
w osoczu pacjentéw dla rzeczywistych dawek 13,7 - 14,3 g/m? przedstawiono w Tab. 25.
Oznaczone stezenia TREO poddano normalizacji do deklarowanej dawki 14 g/m?
(Tab. 26). Graficzng llustracjg zmian stezen TREO po normalizacji jest Ryc. 14.

Szczegdbtowe dane niezbedne do wykonania obliczeh zebrano w Zatgczniku 1V.

Dawka deklarowana 12 g/m?

Tab. 23. Oznaczone stezenia TREO w osoczu pacjentdw po podaniu rzeczywistych

dawek 10,5-12,8 g/m? w postaci 2 h wlewu dozylnego

Pacjent
C[Zh?s 1(-6) 1(5) 2(7) 2(-6) 8 9 11 Srednia  SD
Stezenie TREO [ug/ml]

0,5 115,25 239,74 150,5 568,75 285,7 271,99 179,32
1 242,25 330,12 281,55 285,05 274,77 979,94 379,39 396,15 261,20
1,5 - - 113569 407,48 771,59 514,92
2 - - 578,97 94371 41248 64505 271,71
2,5 - - 257,16 650,07 192,48 366,57 247,64
3 263,01 286,53 179,98 228,13 183,11 285,33 135,64 223,10 58,63
4 134,39 17457 57,29 8893 9853 14227 1029 114,13 38,92
6 33,43 48,97 12,5 2235 3325 32,08 40,11 31,81 11,77
8 - - 10,65 15,16 18,63 14,81 4,00
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Tab. 24. Oznaczone stezenia TREO w osoczu pacjentéw po uwzglednieniu normalizacji

do deklarowanej dawki 12 g/m?

2(-7)  2(6)

8*

Stezenie TREO [ug/ml]

0,5 122,39 205,49  150,5 =

1 257,25 282,96 28155 28505
15 - - - -
2 - - - -
2,5 - - - -
3 2793 2456 179,98 228,13
4 142,71 149,63 57,29 88,93
6 355 41,97 125 22,35
8 - - - 10,65

279,42

588,78
261,52
186,21
100,2
33,81

15,42

533,2
918,69
1064,71
884,73
609,44
267,5
133,38

30,08

290,54
385,82
414,38
419,47
195,74
137,94
104,64
40,79

18,95

260,42
384,39
739,55
630,99
355,57
217,81
110,97
31,00

15,01

165,43
239,23
459,85
235,49
222,31
51,54
32,98
10,51

4,17

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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==pacjent1 (-6)* =W=Pacjentl (-5* “*=Pacjent2(-7) =>Pacjent2(-6) == Pacjent8* ~®=Pacjent9* " Pacjent11*

* pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 13. Wykres zalezno$ci zmian stezen TREO w osoczu pacjentdéw jako funkcja czasu po podaniu deklarowanej dawki 12 g/m?* w postaci 2 h
wlewu dozylnego (A — wszyscy pacjenci, B — z wylgczeniem pacjenta 9).
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Dawka deklarowana 14 g/m?

Tab. 25. Oznaczone stezenia TREO w osoczu pacjentéw po podaniu rzeczywistych dawek 13,7 - 14,3 g/m? w postaci 2 h wlewu dozylnego

Czas [h]

0,5

15

2,5

Pacjent
3(-7) 3 (-5) 10 12 13 14 15 16
Stezenie TREO [ug/ml]
340,53 254,02 238,24 1459,9 505,31 509,73 114,95 172,01
631,06 552,03 476,36 2139,88 755,93 668,22 209,8 352,04
- - 593,18 3684,77 - 729,07 404,46 446,8
- - 739,81  4559,92 891,6 859,15 588,4 459,52
= = 444,02 767,64 = = 524,48 342,69
455,41 380,02 312,43 410,82 196 245,19 - 226,56
214,7 199,13 178,18 257,77 72,09 117,52 195,32 139,67
84,53 56,69 69,62 131,04 - 43 75,66 60,93
33,38 17,56 - 33,7 10,68 - 26,19 22,18

Srednia SD

449,34 432,81
723,17 598,94
1171,66 1410,70
1349,73 1581,14
519,71 181,25
318,06 99,93
171,80 59,15
74,50 28,33

23,95 9,05
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Tab. 26. Oznaczone stezenia TREO w osoczu pacjentéw po uwzglednieniu normalizacji do deklarowanej dawki 14 g/m?

Pacjent
Czas[h] 3(-7)* 3(-5* 10 12 13 14 15* 16*
Stezenie [ug/ml]
0,5 333,39 248,69 238,24 1459,9 505,31 509,73 117,47 195,78
1 617,82 540,45 476,36  2139,88 755,93 668,22 214,39 400,7
1,5 - - 593,18 3684,77 - 729,07 413,31 508,55
2 - - 739,81 4559,92 891,6 859,15 601,28 523,03
2,5 - - 444,02 767,64 - - 535,96 390,05
3 44586 372,05 312,43 410,82 196 245,19 - 257,87
4 210,2 19495 178,18 257,77 72,09 117,52 199,6 158,97
6 82,76 55,2 69,62 131,04 - 43 77,32 69,35
8 32,68 17,19 - 33,7 10,68 - 26,76 25,25

Srednia SD

451,06 431,06
726,72 595,14
1185,78 1401,79
1362,47 1572,93
534,42 166,74
320,03 92,82
173,66 57,62
75,47 27,93

24,38 8,96

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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==4+=Pacjent3 (-7)* ==4=Pacjent3 (-5)* ====Pacjent 10 === Pacjent12 === Pacjent13 === Pacjent14 ==t==Pacjent15* === Pacjent16*

* pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 14. Wykres zaleznosci zmian stezenn TREO w osoczu pacjentéw jako funkcja czasu po podaniu deklarowanej dawki 14 g/m? w postaci 2 h
wlewu dozylnego (A — wszyscy pacjenci, B — z wytgczeniem pacjenta 12).
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Zaleznos¢ $rednich stezen TREO w osoczu, jako funkcja czasu po podaniu
znormalizowanych dawek 10 g/m? 12 g/m® i 14 g/m? leku w postaci 1 i 2 h wlewu

dozylnego przedstawiono na Ryc. 15 i 16. W zaleznosciach tych nie uwzgledniono
pacjenta 9i 12.

1600

1400

1200

1000

800

600 -

Crreo [Hg/ml]

400

200

—— 10 g/m* (wlew 1h)

12 g/m2 (wlew 1h)
—— 12 g/m2 (wlew 2h)
—— 14 g/m? (wlew 2h)

czas [h]

Ryc. 15. Zaleznos¢ srednich zmian stezen TREO w osoczu pacjentéw jako funkcja czasu
po podaniu 10 g/m?, 12 g/m? i 14 g/m? leku w postaci 1 lub 2 h wlewu dozylnego.

Crreo [Hg/ml]

10000

1000

100

10 -

—— 10 g/m® (wlew 1h)

12 g/m2 (wlew 1h)
\\ - 12 g/m2 (wlew 2h)

—+— 14 g/m* (wlew 2h)

()]
[00]

10
czas [h]

Ryc. 16. Potlogarytmiczna zalezno$¢ srednich zmian stezeh TREO w osoczu pacjentéw

jako funkcja czasu po podaniu 10 g/m?, 12 g/m? i 14 g/m? leku w postaci 1 lub 2 h wlewu

dozylnego.
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5.3.2 Poziomy TREO w moczu

5.3.2.1 Wlew 1h

Na podstawie oznaczonych stezen TREO i zmierzonych objetosci probek
wydalonego moczu pacjentdw zebranych w okreslonych przedziatach czasowych,
obliczono catkowitg ilos¢ wyeliminowanego leku. Szczegdlowe dane niezbedne
do wykonania obliczen zebrano w Zatgczniku IV. Oznaczone ilosci TREO w wydalonym

moczu pacjentéw poddano normalizacji do deklarowanej dawki.
Dawka deklarowana 10 g/m?

Oznaczone w moczu poziomy TREO w poszczegolnych przedziatach czasowych
oraz ich wartoéci po normalizacji do dawki 10 g/m® przedstawiono w Tab. 27 i 28.
Skumulowane ilosci TREO wyeliminowane z moczem po podaniu deklarowanej dawki
10 g/m® przedstawiono w Tab. 29. Powyzsze zmiany ilosci wyeliminowanego TREO

w czasie przedstawiono na Ryc. 17.

Tab. 27. llos¢ TREO wyeliminowana z moczem pacjenta po podaniu rzeczywistej dawki

11,1 g/m? leku w postaci 1 h wlewu dozylnego

Pacjent 4
Czas [h]
llo$¢ TREO [mg]
0,5 66,57
1
1,5 340,43
2 319,93
3
4 356,25
5 101,86
6
7 27,89
8
9 14,65
Catkowita ilos¢ leku [g] 1,23
Wyeliminowany % dawki 17,57
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Tab. 28. llos¢ TREO wyeliminowana z moczem pacjenta po normalizacji do deklarowanej
dawki 10 g/m?

llos¢ TREO [mg]

0,5 59,97

1 -
15 306,69

2 288,22

3 -

4 320,95

5 91,77

6 -

7 25,13

8 -

9 13,20

*dawka znormalizowana do deklarowanej

Tab. 29. Skumulowana ilos¢ TREO wyeliminowana z moczem pacjenta po podaniu
deklarowanej dawki 10 g/m? leku w postaci 1 h wlewu dozylnego

llos¢ TREO [mg]
0,5 59,97
1 o
1,5 366,67
2 654,90
3 -
4 975,84
5 1067,61
6 o
7 1092,74
8 -
9 1105,93

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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O
0
o
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
czas [h]

* pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 17. Wykres zaleznosci skumulowanej ilosci TREO wyeliminowanej z moczem pacjenta

od czasu, po podaniu deklarowanej dawki 10 g/m? leku w postaci wlewu 1 h.

Dawka deklarowana 12 g/m?

Oznaczone w moczu poziomy TREO w poszczegdélnych przedziatach czasowych
oraz ich wartoéci po normalizacji do dawki 12 g/m? przedstawiono w Tab. 30 i 31.
Skumulowane ilosci TREO wyeliminowane z moczem po podaniu deklarowanej dawki
12 g/m? przedstawiono w Tab. 32. Powyzsze zmiany ilosci wyeliminowanego TREO

w czasie przedstawiono na Ryc. 18.
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Tab. 30. llosci TREO wyeliminowane z moczem pacjentdw po podaniu rzeczywistych

dawek 11,5 - 12,4 g/m? leku w postaci 1 h wlewu dozylnego

Pacjent
Czas [h] 5 (-5) 5 (-4) 5(-3) 6 (-7) 6 (-6) 6 (-5)
llos¢ TREO [mg]

0,5 - - - 146,25 637,54 258,85
1 - 2818,18 - 634,60 318,31 291,15

15 2650,86 - - - - -

2 - - 806,90 - - -
3 3201,00 2870,70 2891,75 - 600,08 111,04
4 - 1359,78 944,23 749,90 239,96 123,62

5 1590,77 - - - - -
6 - 957,51 - 201,43 - 226,83

7 532,22 - 391,98 - - -
8 173,20 416,78 - - 98,46

9 = - 341,24 - - -

Catkowita ilos¢
8,15 8,42 5,37 1,73 1,79 1,11
leku [g]
% podanej
_ 47,94 49,55 33,56 12,35 12,78 8,53
dawki
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Tab. 31. llosci TREO wyeliminowane 2z moczem pacjentdow po normalizacji
do deklarowanej dawki 12 g/m?

lloé¢ TREO [mg]

1 - 2727,85 - 614,13 308,04 303,81

2 - - 834,72 - - -

4 - 1315,91 976,79 725,71 232,22 128,99

6 - 926,62 - 194,93 - 236,69

8 167,61 403,33 - - - 102,74

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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Tab. 32. Skumulowane ilosci TREO wyeliminowane z moczem pacjentéw po podaniu
deklarowanej dawki 12 g/m? leku w postaci 1 h wlewu dozylnego

lloé¢ TREO [mg]

1 - 2727,27 - 755,66 925,01 573,91

2 - - 834,72 - - -

4 - 6821,27 4802,96 1481,37 1679,90 818,77

6 - 7747,89 - 1676,30 - 1055,46

8 7885,19 8151,23 - - - 1158,20

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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* pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 18. Wykres zaleznosci skumulowanych ilosci TREO wyeliminowanych z moczem pacjentéw od czasu, po podaniu deklarowanej dawki

12 g/m? leku w postaci 1 h wlewu dozylnego.
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5.3.2.2 Wlew 2h

Na podstawie oznaczonych stezen TREO i zmierzonych objetosci probek
wydalonego moczu pacjentow zebranych w okreslonych przedziatach czasowych,
obliczono catkowitg iloS¢ wyeliminowanego leku. Szczegotowe dane niezbedne do
wykonania obliczen zebrano w Zatgczniku IV. Oznaczone ilosci TREO w wydalonym

moczu pacjentow poddano normalizacji do deklarowanej dawki.

Dawka deklarowana 12 g/m?

Oznaczone w moczu pacjentéw poziomy TREO w poszczegolnych przedziatach
czasowych oraz ich wartoéci po normalizacji do dawki 12 g/m? przedstawiono w Tab. 33
i 34. Skumulowane ilosci TREO wyeliminowane z moczem po podaniu deklarowanej
dawki 12 g/m? przedstawiono w Tab. 35. Powyzsze zmiany ilo$ci wyeliminowanego TREO

w czasie przedstawiono na Ryc. 19.

Tab. 33. llosci TREO wyeliminowane z moczem pacjentéw po podaniu rzeczywistej dawki

11,8 g/m? leku w postaci 2 h wlewu dozylnego

Pacjent
Czas [h] 8 11
llo$¢ TREO [mg]
0,5 337,91 -
1 479,12 -
2 1413,33 -
2,5 - 1239,86
3 1381,58 383,92
3,25 576,60 -
5,5 - 363,94
6 190,91 108,66
6,5 - 35,44
8,5 - 76,81
12 34,75 -
Catkowita ilos¢
leku [g] 4,41 2,20
% podanej
dawk 33,92 16,92
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Tab. 34. llosci TREO wyeliminowane

deklarowanej dawki 12 g/m?

z moczem pacjentdw po normalizacji do

Czas [h]

8*

Pacjent

11*

0,5

2,5

3,25
55
6
6,5
8,5
12

llog¢ TREO [mg]

346,63
487,24
1437,27
1404,98
586,37
194,14

35,34

1260,86
390,42
370,11
110,50

36,04
78,11

*dawka znormalizowana do deklarowanej

Tab. 35. Skumulowane ilosci TREO wyeliminowane z moczem pacjentdéw po podaniu

deklarowanej dawki 12 g/m? leku w postaci 2 h wlewu dozylnego

Pacjent
Czas
8* 11*
[h]
llos¢ TREO [mg]
0,5 343,64 -
1 830,87 -
2 2268,14 -
25 - 1260,87
3 3673,13 1651,29
3,25 4259,50 -
55 - 2021,39
6 4453,64 2131,90
6,5 - 2167,93
8,5 - 2246,04
12 4488,98 -

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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6000 -

Pacjent 8*

4000 -

—=<Pacjent11*
2000 - ///‘*/.

ilo§¢ TREO w moczu [mg]

czas [h]

* pacjent po normalizacji dawki
Ryc. 19. Wykres zaleznosci skumulowanych ilosci TREO wyeliminowanych z moczem
pacjentéw od czasu, po podaniu deklarowanej dawki 12 g/m? leku w postaci 2 h wlewu

dozylnego.

Dawka deklarowana 14 g/m?

Oznaczone w moczu pacjentéw poziomy TREO w poszczegolnych przedziatach
czasowych oraz ich wartoéci po normalizacji do dawki 14 g/m? przedstawiono w Tab. 36
i 37. Skumulowane ilosci TREO wyeliminowane z moczem po podaniu deklarowanej
dawki 14 g/m? przedstawiono w Tab. 38. Powyzsze zmiany ilosci wyeliminowanego TREO

w czasie przedstawiono na Ryc. 20.
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Tab. 36. llosci TREO wyeliminowane z moczem pacjentdow po podaniu rzeczywistych

dawek 12,3 - 14,3 g/m? leku w postaci 2 h wlewu dozylnego

Pacjent

Czas [h] 3(-7) 3 (-5) 10 12 13 14 15 16

llo§¢ TREO [mg]
0,5 - - 58,20 - - - - -
1 118,81 108,24 264,24 - - 635,21 - 687,74
1,25 - - - - - 1143,66 - -
1,5 - - 421,72 - - - 920,31 477,89
1,58 - - - - 907,88 - - -
2 812,47 - - 1545,17 - 1798,89 - 775,14
2,5 - - 304,92 - - - 2475,64 -
2,83 - - - - - - - 2517,38
2,92 - - - - 704,00 - - -
3 - 1582,39 - - - 1590,65 - -
3,35 - - - - - 1429,92 - -
3,83 - - - - - - - 1200,45

4 1938,63 1076,39 - 4733,48 1943,64 -
4,5 - - - 793,23 - - - -
4,75 - - - - - - - 862,14
5 - - - 364,75 - - - -
5,25 = = = = 325,57 = = =
55 - - - - - - - 609,80
5,75 = = = = = 2207,23 = =
6 919,23 1257,92 74,551 473,01 - - 1040,28 -
7 = = = = = 158,81 = 535,97
7,25 - - - - - - 380,67
7,5 = = = = = = = 145,83
8 406,07 631,84 12,41 - - 96,13 - -
8,5 - - - - - - 230,39 181,07
11 - - - 308,96 - - - -

Catkowita ilos¢
4,19 4,65 1,13 8,21 1,93 9,06 6,99 7,99
leku [g]

Wyeliminowany

) 34,91 38,75 16,14 41,05 13,78 43,14 34,95 39,95
% dawki
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Tab. 37. llosci TREO wyeliminowane

deklarowanej dawki 14 g/m?

z moczem pacjentdw po normalizacji do

Czas [h]

0,5

1,25
15

1,58

2,5
2,83

2,92

3,35

3,83

4,5

4,75

5,25
55

5,75

7,25
7,5
8
8,5

11

Pacjent
3(-7* 3(5)* 10 12 13 14 15* 16*
llos¢ TREO [mg]

- - 58,20 - - - - -
116,32 105,97 264,24 - - 635,21 - 782,78
- - - - - 1143,66 - -

- - 421,72 - - - 940,46 543,94

- - - - 907,88 - - -
795,42 - - 1545,17 - 1798,89 - 882,27

- - 304,92 - - - 2529,83 -

- - - - - - - 2865,31

- - - - 704,00 - - -

- 1549,19 - - - 1590,65 - -

- - - - - 1429,92 - -

- - - - - - - 1366,37
1897,96 1053,81 - 4733,48 - - 1986,19 -

- - - 793,23 - - - -

- - - - - - - 981,30

- - - 364,75 - - - -

- - - - 325,57 - - -

- - - - - - - 694,08

- - - - - 2207,23 - -
899,94  1231,53 74,51 473,01 - - 1063,05 -

- - - - - 158,81 - 610,05

- - - - - - 389,00 -

- - - - - - - 169,99
397,55 618,58 12,41 - - 96,13 - -

- - - - - - 235,43 206,10

- 308,96

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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Tab. 38. Skumulowane ilosci leku wyeliminowane z moczem pacjentdw po podaniu

deklarowanej dawki 14 g/m? leku w postaci 2 h wlewu dozylnego

Pacjent

Czas [h] 3(7)* 3(5)y 10 12 13 14 15* 16*

lloé¢ TREO [mg]
0,5 : 2 58,20 : : : : :

1 116,31 105,97 322,44 - - 635,21 - 782,79
1,25 - - - - - 1778,87 - -

15 - - 744,16 - - - 940,46 1326,73
1,58 - - - - 907,88 - - -

2 911,74 - - 1545,17 - 3577,76 - 2209,01
2,5 - - 1049,08 - - - 3470,29 -
2,83 - - - - - - - 5074,32
2,92 - - - - 1611,88 - - -

3 - 1655,16 - - - 5168,41 - -
3,35 - - - - - 6598,33 - -
3,83 - - - - - - - 6440,69

4 2809,70 2708,97 - 6278,65 - - 5456,48 -
4,5 - - - 7071,89 - - - -
4,75 - - - - - - - 7421,98

5 - - - 7436,63 - - - -
5,25 - - - - 1937,45 - - -

55 - - - - - - - 8116,06
5,75 - - - - - 8805,56 - -

6 3709,64 3940,50 1123,59 7909,64 - - 6519,53 -

7 - - - - - 8964,37 - 8726,11
7,25 - - - - - - 6908,53 -

7,5 - - - - - - - 8892,11

8 4107,19 4559,08 1136,00 - - 9060,50 - -

8,5 - - - - - - 7143,96 9098,16

11 - - - 8218,60 - - - -

*dawka znormalizowana do deklarowanej
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* pacjent po normalizacji dawki
Ryc. 20. Wykres zaleznosci skumulowanych ilosci TREO wyeliminowanych z moczem
pacjentéw od czasu, po podaniu deklarowanej dawki 14 g/m? leku w postaci 2 h wlewu

dozylnego.

5.3.2.3 Zestawienie wyeliminowanego TREO z moczem pacjentéw

Catkowitg ilo§¢ TREO wyeliminowang z moczem pacjentéw po podaniu leku
w postaci 1 i 2 h wlewu dozylnego przedstawiono na Ryc. 21, natomiast ilos§¢ TREO
wyeliminowana z moczem pacjentéw, wyrazona jako % podanej dawki przedstawiono

na Ryc. 22.
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Ryc. 21. Catkowita ilos¢ TREO wyeliminowana z moczem u 12 pacjentow.

Wyeliminowany

% dawki
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Ryc. 22. llos¢ TREO wyeliminowana z moczem wyrazona jako % podanej dawki u 12 pacjentow.
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5.3.3 Parametry farmakokinetyczne

Parametry farmakokinetyczne TREO obliczono na podstawie zmian stezen leku
w osoczu oraz iloéci wyeliminowanego leku z moczem pacjentow, ktérzy poddani zostali
terapii mieloablacyjnej poprzedzajgcej HSCT. Przy uzyciu programu WinNonlin 6.2
zostaty wyznaczone nastepujgce parametry farmakokinetyczne:

e 0socze - ty5, Chaxs Cliot, Vss, AUC, MRT,

e mocz —Kuer, tos0raz wyeliminowany % dawki leku.
‘ wy y
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5.3.3.1 Farmakokinetyka TREO u pacjentow

Pacjent 1
500 — A 600 — C
200 — -
= ] 00—
E 300 2
s g
2 ] T ]
& 200 z
3 J & 200
00—
o i
° — T T ? — T T
0 2 4 6 0 2 4 6
Czas (n) Czas (h) czas (h)

Ryc. 23. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 1 po podaniu 7,5 g
(dzien -7; A), 8 g (dzien -6; B) i 10 g (dzieh -5; C) leku w postaci 1 h (A) oraz 2 h (B, C)
wlewu dozylnego.

Tab. 39. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 1

Charakterystyka pacjenta

Wiek [lata] 5
Ple¢ M
Waga [kg] 16
Dawka TREO [g/m?] 10,5 11,3 14
Dawka TREO norm. [g/m?] 12 12 12
Catkowita dawka [g/dzien] 7,5 8 10
Dzien podania TREO -7 -6 -5
Czas wlewu [h] 1 2 2

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Craxozn [MG/MI] 414 445 550
Crax [HG/mMI] 473 472 471
tos [h] 0,96 1,02 1,21
Vss [ml] 13229 9844 10540
AUC; [h*ug/ml] 887 1202 1581
AUC [h*ug/ml] 1013 1276 1355
Chot [ml/h] 8450 6646 6323
MRT [h] 1,56 1,48 1,66
Mocz

Kner [1/1] - - -
tos [h] - - -

llos¢ wydalonego leku [g] - - -
Wyeliminowany % dawki - - -
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Pacjent 2
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Ryc. 24. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 2 (A = dzieh -7,

B = dzien -6) po podaniu w kolejnych dniach 3 g leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 40. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 2

Wiek [lata]

Ple¢

Waga [kg]

Dawka TREO [g/m?]
Catkowita dawka [g/dzien]
Dzien podania TREO
Czas wlewu [h]

Osocze

Crax [ug/ml]

to,s [h]

Vs [ml]

AUC [h*ug/ml]

Cliot [ml/h]

MRT [h]

Mocz

Kner [1/0]

tos [N]

llos¢ wydalonego leku [g]
Wyeliminowany % dawki

Charakterystyka pacjenta
0,4
M
7,7
12 12
3 3
-7 -6
2 2
Parametry farmakokinetyczne
375 433
1,82 1,46
3741 3536
889 1103
3371 2719
1,10 1,30

107



WYNIKI

Pacjent 3
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Ryc. 25. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 3 (A = dzieh -7,

B = dzien -5) po podaniu w kolejnych dniach 12 g leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 41. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 3

Wiek [lata]

Pte¢

Waga [kg]

Dawka TREO [g/m?]
Dawka TREO norm. [g/m?]
Catkowita dawka [g/dzien]
Dzien podania TREO
Czas wlewu [h]

Osocze

Cinax ozn [HG/MI]

Crnax [Mg/ml]

to,s [h]

Vs [ml]

AUCo;, [n*pg/mi]

AUC [h*ug/ml]

Cliot [mI/h]

MRT [h]

Mocz

Kner [1/h]

to,s [h]

llo$¢ wydalonego leku [g]
Wyeliminowany % dawki

Charakterystyka pacjenta

14,3
14
12
i/

2

Parametry farmakokinetyczne

882

863

1,78
8502
2110
2065
4780
1,77

0,39
1,73
4,19
34,91
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Pacjent 4
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Ryc. 26. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 4 po podaniu 7 g

leku w postaci 1 h wlewu dozylnego.

Tab. 42. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 4

Charakterystyka pacjenta
Wiek [lata] S
Pte¢ K
Waga [kg] 14,4
Dawka TREO [g/m?] 11,1
Dawka TREO norm. [g/m?] 10
Catkowita dawka [g/dzien] 7
Dzien podania TREO -6
Czas wlewu [h] 1

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Crnax ozn [HG/mI] 685
Chnax [Mg/mMI] 617
tos [h] 1,15
Vss [MI] 7854
AUCon [h*pg/ml] 1265
AUC [h*ug/ml] 1139
Cliot [ml/h] 5533
MRT [h] 1,41
Mocz

krer [1/h] 0,36
tos [h] 1,92
llos¢ wydalonego leku [g] 1,23
Wyeliminowany % dawki 17,57

109



WYNIKI
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Ryc. 27. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 5 (A = dzieh -5,
B = dzien -4, C = dzien -3) po podaniu 17 g (A, B) i 16 g (C) leku w postaci 1 h wlewu
dozylnego.

Tab. 43. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 5

Wiek [lata]

Pte¢

Waga [kg]

Dawka TREO [g/m?]
Dawka TREO norm [g/m?]
Catkowita dawka [g/dzien]
Dzien podania TREO

Czas wlewu [h]

Osocze

Crnaxozn [Mg/ml]
Crax [ng/ml]

tos [N]

Vs [MI]

AUC, [h*pg/ml]
AUC [h*ug/ml]
Cliot [ml/h]

MRT [h]

Mocz

Kner [1/0]

to,s [h]

llos$¢ wydalonego leku [g]

Wyeliminowany % dawki

Charakterystyka pacjenta

12,4
12
17
-5

1

Parametry farmakokinetyczne

643
622
1,27
21045
1275
1233
13325
1,57

0,37
1,87
8,15
47,94
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43
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17
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593
1,90
24765
1296
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13114
1,88

0,42

1,62

8,42
49,55

11,6
12
16

461
476
1,17
26584
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1,57

0,34
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Ryc. 28. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 6 (A = dzieh -7,

B = dzien -6, C = dzien -5) po podaniu 14 g (A, B) i 13 g (C) leku w postaci 1 h wlewu

dozylnego.

Tab. 44. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 6

Wiek [lata]

Ple¢

Waga [kg]

Dawka TREO [g/m?]
Dawka TREO norm. [g/m?]
Catkowita dawka [g/dzien]
Dzien podania TREO

Czas wlewu [h]

Osocze

Chnax ozn [HG/MI]

Crax [HG/MI]

tos [N]

Vs [M]

AUC,;n [h*pg/ml]

AUC [h*ug/ml]

Cliot [ml/h]

MRT [h]

Mocz

Kner [1/0]

to,s [h]

llos¢ wydalonego leku [g]
Wyeliminowany % dawki

Charakterystyka pacjenta

12,4
12
14
i/

1

Parametry farmakokinetyczne

646
625
1,40
16324
1258
1217
10331
1,58

0,38
1,77
1,73
12,35

111

33,8
12,4
12
14

720
696
1,47
15708
1400
1354
9993
1,57

0,39

1,74

1,79
12,78

11,5
12
13
-5

456
475
1,27
22000
1090
1137
11924
1,85

0,30
2,30
1,11
8,53
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Ryc. 29. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 7 (A = dzieh -6,
B = dzienh -5, C = dzien -4) po podaniu w kolejnych dniach 3 g leku w postaci 1 h wlewu
dozylnego.

Tab. 45. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 7

Charakterystyka pacjenta

Wiek [lata] 1,9
Ptec M
Waga [kg] 7,3
Dawka TREO [g/m?] 12 12 12
Catkowita dawka [g/dzien] 3 3 3
Dzien podania TREO -6 -5 -4
Czas wlewu [h] 1 1 1

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Crax [HG/mMI] 522 420 478
tos [h] 1,23 1,16 1,14
Ves [MI] 4379 5311 4552
AUC [h*pg/ml] 1207 999 1125
Cliot [mI/h] 2485 3031 2665
MRT [h] 1,76 1,75 1,70
Mocz

Kner [1/0] - - i
tos [h] - - R

llos¢ wydalonego leku [g] - o -
Wyeliminowany % dawki - - -
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Ryc. 30. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 8 po podaniu 13 g
leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 46. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 8

Charakterystyka pacjenta
Wiek [lata] 9
Pte¢ M
Waga [kg] 32
Dawka TREO [g/im?] 11,8
Dawka TREO norm. [g/m?] 12
Catkowita dawka [g/dzien] 13
Dzien podania TREO -7
Czas wlewu [h] 2

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Cnax ozn [HG/MI] 427

Crax [HG/mI] 434

tos [h] 1,86

Vss [ml] 18730
AUC;n [h*pg/ml] 1169
AUC [h*ug/ml] 1188
Cliot [ml/h] 11111
MRT [h] 1,68

Mocz

Kner [1/0] 0,56

tos [h] 1,21

llos¢ wydalonego leku [g] 4,41

Wyeliminowany % dawki 33,92
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Ryc. 31. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 9 po podaniu 6 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 47. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 9

Charakterystyka pacjenta

Wiek [lata]

Pte¢

Waga [kg]

Dawka TREO [g/m?]
Dawka TREO norm. [g/m?]
Catkowita dawka [g/dzien]
Dzien podania TREO

Czas wlewu [h]

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Crnax ozn [HG/M]
Crax [ug/ml]

to,s [h]

Vss [MI]

AUCon [h*pg/ml]
AUC [h*ug/ml]
Cliot [ml/h]

MRT [h]

Mocz

Kner [1/h]

tos [h]

llos¢ wydalonego leku [g]

Wyeliminowany % dawki
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Ryc. 32. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 10 po podaniu 7 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 48. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 10

Charakterystyka pacjenta
Wiek [lata] 2
Ple¢ M
Waga [kg] 12
Dawka TREO [g/m?] 14
Catkowita dawka [g/dzien] 7
Dzien podania TREO -7
Czas wlewu [h] 2

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Chnax [Mg/mMI] 658
tos [h] 1,66
Vs [MI] 6624
AUC [h*ug/ml] 1891
Cliot [ml/h] 3700
MRT [h] 1,79
Mocz

Kner [1/0] 0,45
tos [N] 1,52
llos¢ wydalonego leku [g] 1,13
Wyeliminowany % dawki 16,14
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Ryc. 33. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 11 po podaniu 13 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 49. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 11

Charakterystyka pacjenta
Wiek [lata] 10
Pte¢ M
Waga [kg] 31,2
Dawka TREO [g/m?] 11,8
Dawka TREO norm. [g/m?] 12
Catkowita dawka [g/dzien] 13
Dzien podania TREO -5
Czas wlewu [h] 2

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Chnax ozn [Mg/mI] 443

Crax [Hg/ml] 450

tos [h] 1,70

Vs [MI] 17027
AUCon [h*pg/ml] 1223
AUC [h*ug/ml] 1243
Cliot [ml/h] 10625
MRT [h] 1,60

Mocz

Kner [1/0] 0,30

tos [] 2,27

llos¢ wydalonego leku [g] 2,20

Wyeliminowany % dawki 16,92
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Ryc. 34. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 12 po podaniu 20 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 50. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 12

Charakterystyka pacjenta
Wiek [lata] 18
Pte¢ K
Waga [kg] 46,5
Dawka TREO [g/m?] 14
Catkowita dawka [g/dzien] 20
Dzien podania TREO -7
Czas wlewu [h] 2

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Crax [Mg/ml] 2552
tos [h] 1,44
Vs [MI] 3123
AUC [h*ug/ml] 5929
Cliot [MI/h] 3372
MRT [h] 0,92
Mocz

kner [1/h] 0,67
to5 [N] 1,03
llos¢ wydalonego leku [g] 8,21
Wyeliminowany % dawki 41,05
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Ryc. 35. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 13 po podaniu 14 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.
Tab. 51. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 13

Charakterystyka pacjenta

Wiek [lata] 6
Pte¢ M
Waga [kg] 29
Dawka TREO [g/m?] 14
Catkowita dawka [g/dzien] 14
Dzien podania TREO -7
Czas wlewu [h] 2

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Crmax [Hg/ml] 886
tos [N] 1,70
Vs [MI] 6665
AUC [h*ug/ml] 2004
Cliot [ml/h] 6985
MRT [h] 0,95
Mocz

kner [1/h] 0,65
tos [N] 1,06
llos$¢ wydalonego leku [g] 1,93
Wyeliminowany % dawki 13,78
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Ryc. 36. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 14 po podaniu 21 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 52. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 14

Charakterystyka pacjenta
Wiek [lata] 14
Ple¢ M
Waga [kg] 50
Dawka TREO [g/m?] 14
Catkowita dawka [g/dzien] 21
Dzien podania TREO -7
Czas wlewu [h] 2

Parametry farmakokinetyczne

Osocze

Chnax [Mg/mMI] 837
to5 [h] 1,36
Vs [MI] 12057
AUC [h*ug/ml] 2051
Cliot [ml/h] 10237
MRT [h] 1,17
Mocz

Kner [1/N] 0,39
tos [N] 1,78
llos¢ wydalonego leku [g] 9,06
Wyeliminowany % dawki 43,14
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Ryc. 37. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 15 po podaniu 20 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 53. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 15

Charakterystyka pacjenta

Wiek [lata] 15
Pte¢ K
Waga [kg] 45
Dawka TREO [g/m?] 13,7
Dawka TREO norm. [g/m?] 14
Catkowita dawka [g/dzien] 20
Dzien podania TREO -8
Czas wlewu [h] 2

Parametry farmakokinetyczne
Osocze
Covacon [MG/MI] 483
Chnax [Mg/mMI] 493
tos [h] 1,28
Vss [MI] 26405
AUCon [h*pg/ml] 1634
AUC [h*ug/ml] 1669
Cliot [ml/h] 12235
MRT [h] 2,15
Mocz
Kner [1/0] 0,39
tos [h] 1,77
llo$¢ wydalonego leku [g] 6,99
Wyeliminowany % dawki 34,95
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Ryc. 38. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu u pacjenta 16 po podaniu 20 g

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.

Tab. 54. Charakterystyka i parametry farmakokinetyczne pacjenta 16

Charakterystyka pacjenta

Wiek [lata] 14
Pte¢ M
Waga [kg] 52
Dawka TREO [g/m?] 12,3
Dawka TREO norm. [g/m?] 14
Catkowita dawka [g/dzien] 20
Dzien podania TREO -4
Czas wlewu [h] 2
Parametry farmakokinetyczne
Osocze
Covacozn [H/mI] 471
Crmax [Hg/ml] 536
to5 [h] 1,56
Vs [MI] 27027
AUCon [h*pg/ml] 1418
AUC [h*ug/ml] 1613
Cliot [ml/h] 14095
MRT [h] 1,91
Mocz
Kner [1/0] 0,43
tos [h] 1,58
llo$¢ wydalonego leku [g] 7,99
Wyeliminowany % dawki 39,95
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5.3.3.2 Zaleznosci parametréw farmakokinetycznych

Zaleznos¢ AUC od dawki TREO

1600

_ 1400 .
g
> 1200
= TS ‘
<,
O 1000 I
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800
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9 10 11 12 13
dawka [g/m?]

Ryc. 39. Zalezno$¢ znormalizowanych AUC od deklarowanej dawki TREO

dla 5 pacjentéw (11 podan leku), ktérym podano lek w postaci 1 h wlewu dozylnego.

®Pacjenci: 1*,2,8*11* @ Pacjenci: 3%,10,13,14,15*,16* XPacjent 9* XPacjent 12
7000
6000 X
— 5000
£
2 4000
=
; 3000
X
?( 2000 z
1000 ,
0
10 11 12 13 14 15
dawka [g/m?]

*pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 40. Zaleznos¢ znormalizowanych AUC od deklarowanej dawki TREO
dla 12 pacjentéw (15 podan leku), ktérym podano lek w postaci 2 h wlewu dozylnego.
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AUC [h*ug/mi]
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Ryc.

41.

Zaleznosc¢

znormalizowanych AUC od deklarowanej

dawki

TREO

dla 14 pacjentow (24 podania leku), ktérym podano lek w postaci 1 i 2 h wlewu dozylnego

(nie uwzgledniono pacjenta 9 i 12).
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Zaleznos¢ C,,.x od dawki TREO
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Ryc. 42. Zaleznos¢ znormalizowanych wartosci C,.x od deklarowanej dawki TREO

dla 5 pacjentéw (11 podan leku), ktérym podano lek w postaci 1 h wlewu dozylnego.

® Pacjenci: 1*,2,8*11* #Pacjenci: 3*,10,13,14,15*,16* XPacjent 9* XPacjent 12
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= 1500
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*pacjent po normalizacji dawki

Ryc. 43. Zalezno$¢ znormalizowanych wartosci Cna.x 0d deklarowanej dawki TREO

dla 12 pacjentéw (15 podan leku), ktérym podano lek w postaci 2 h wlewu dozylnego.
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Zaleznos¢ Cl,,; od dawki TREO
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Ryc. 44. Zaleznos¢ Cly,: od dawki TREO dla 5 pacjentéw (11 podan leku) po podaniu leku

w postaci 1 h wlewu dozylnego.

¢ Pacjenci: 1,2,3,8,10,11,13,14,15,16  ®Pacjent 9 Pacjent 12
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S o0 : ¢
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© 100 ¢ 3 ¢
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10 11 12 13 14 15
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Ryc. 45. Zaleznos¢ Cl,y od dawki TREO dla 12 pacjentow (15 podan leku) po podaniu

leku w postaci 2 h wlewu dozylnego.
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Ryc. 46. Zaleznos¢ Cly,; od dawki TREO dla 14 pacjentéw (24 podania leku) po podaniu

leku w postaci 1 i 2 h wlewu dozylnego (nie uwzgledniono pacjenta 9 i 12).
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Zaleznos¢ t, s od dawki TREO
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Ryc. 47. Zaleznos¢ tos od dawki TREO dla 5 pacjentéw (11 podan leku) po podaniu leku

w postaci 1 h wlewu dozylnego.

¢ Pacjenci: 1,2,3,8,10,11,13,14,15,16  ®Pacjent 9 Pacjent 12
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Ryc. 48. Zaleznos¢ ty s od dawki TREO dla 12 pacjentéw ( 15 podan leku) po podaniu leku

w postaci 2 h wlewu dozylnego.
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Ryc. 49. Zaleznos$¢ tos od dawki TREO dla 14 pacjentéw (24 podania leku), ktérym

podano lek w postaci 12 h wlewu dozylnego (nie uwzgledniono pacjenta 9 i 10).
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Zaleznos¢ V,, od dawki TREO
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Ryc. 50. Zalezno$¢ V¢ od dawki TREO dla 5 pacjentéw (11 podan leku) po podaniu leku

w postaci 1 h wlewu dozylnego.

®Pacjenci: 1,2,3,8,10,11,13,14,15,16  ®Pacjent 9 Pacjent 12
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Ryc. 51. Zalezno$¢ Vs od dawki TREO dla 12 pacjentdw (15 podan leku) po podaniu leku

w postaci 2 h wlewu dozylnego.
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Ryc. 52. Zalezno$¢ Vg od dawki TREO dla 14 pacjentéw (24 podania leku) po podaniu

leku w postaci 1 i 2 h wlewu dozylnego (nie uwzgledniono pacjenta 9 i 10).
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5.3.3.3 Zestawienie parametréow farmakokinetycznych badanej grupy pacjentéw

Parametry farmakokinetyczne TREO w osoczu i moczu po 1i 2 h wlewie dozylnym
u dzieci w terapii mieloablacyjnej poprzedzajacej HSCT zestawiono wg deklarowanych
dawek: 10 g/m?* (wlew 1 h), 12 g/m?* (wlew 1 i 2 h) i 14 g/m® (wlew 2 h) (Tab. 55),
natomiast w Tab. 56 przedstawiono poréwnanie parametréw farmakokinetycznych
pacjentéw, ktérym podano 12 g/m® TREO w postaci 1 i 2 h wlewu dozylnego. Dodatkowo
w Tab. 57 dokonano poréwnania parametrow farmakokinetycznych pacjentow, ktorym
podano TREO w dawce 12 i 14 g/m?. Do oceny statystycznej réznic miedzy parametrami
farmakokinetycznymi wykorzystano metode analizy wariancji (ANOVA), przy poziomie
istotnosci a = 0,05. Réznice miedzy parametrami farmakokinetycznymi byty istotne
statystycznie, gdyz wyznaczona wartos¢ testowa F > F,.. W omawianych zestawieniach
nie uwzgledniono pacjentow 9 i 12 poniewaz wartosci C.,a i AUC odbiegaty statystycznie

od reszty wynikow, co zostato potwierdzone testem Dixona (a = 0,05).

Tab. 55. Parametry farmakokinetyczne (x £ SD) pacjentow uzyskane z wszystkich podan
TREO dla deklarowanej dawki 10 g/m?, 12 g/m?i 14 g/m?

Dawka 10 g/m? Dawka 12 g/m? Dawka 14 g/m?
Parametry (n=1) (n=16) (n=7)
farmakokinetyczne
OSOCZE

538 + 89 (wlew 1 h)
Chax [MG/mI] 617 713 £ 158
439 + 36 (wlew 2 h)

to,s [h] 1,15 1,37 £ 0,29 1,61+0,24
Vss ] 7,9 13,56+7,8 13,8 £ 9,1
AUC [h*pg/ml] 1139 1160 + 135 1898 + 185
Cliot [ml/min] 92,2 138+ 75 137 £ 65
MRT [h] 1,41 1,60 £ 0,19 1,61 0,42
MOCz
Kner [1/h] 0,36 0,38 £ 0,08" 0,43 0,11
to,s [N] 1,92 1,85 + 0,35* 1,63 £ 0,29
Wyeliminowany
) 17,57 27,49 £ 16,79* 31,66 + 11,78
% dawki
* n=g,
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Tab. 56. Poréwnanie parametrow farmakokinetycznych (x £+ SD) pacjentéw uzyskanych
z wszystkich podan deklarowanej dawki 12 g/m* TREO w postaci 1i 2 h wlewu dozylnego

Wlew 1 h Wlew 2 h
Cmax [Mg/ml] 538 + 89 439 + 36 S,p=0,023
to,5 [h] 1,29+ 0,25 1,51+ 0,34 NS
Vssl] 15,38 + 8,39 12,59 + 6,40 NS
AUC [h*ug/ml] 1151+ 124 1175+ 163 NS
Cliot [mI/min] 153 + 83 113+58 NS
MRT [h] 1,67 £0,12 1,47 £ 0,23 S, p=0,031

Tab. 57. Poréwnanie parametrow farmakokinetycznych (x £ SD) pacjentéow uzyskanych
z wszystkich podan deklarowanej dawki 12 g/m? i 14 g/m® TREO

OSOCZE

538 + 89 (wlew 1 h) -

Crmax [ug/ml] 439 £ 36 (wlew 2 h)* 713 + 158 S.p=0,001
to5 [N] 1,37 £0,29 1,614 0,24 NS
Ves]l] 13,5+7,8 13,81 9,1 NS

AUC [h*pg/ml] 1160 + 135 1898 + 185 S, p = 0,00054

Cliot [ml/min] 138+ 75 137 £ 65 NS

MRT [h] 1,60 £ 0,19 1,61+ 0,42 NS
MOCZ

Kner [1/h] 0,38 + 0,08* 0,43 £ 0,11 NS

to5 [N] 1,85+ 0,35* 1,63+ 0,29 NS

Wyeliminowany

) 27,49 + 16,79* 31,66 + 11,78 NS
% dawki
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TREO - zwigzek alkilujgcy zsyntezowany w 1961 roku przez P. Feita, wykazuje
szeroki zakres dziatania przeciwnowotworowego [44,45]. Jest zarejestrowany i stosowany
w terapii Il rzutu lub terapii paliatywnej zaawansowanego platynoopornego raka jajnika
[4,5,102-105]. Jego dobry efekt mieloablacyjny, niska toksycznos¢ narzgdowa
a w przypadku chordb rozrostowych dobry efekt przeciwnowotworowy powoduja,
ze TREO stat sie interesujgcym lekiem do wigczenia w procedure kondycjonowania, jako
gtébwna sktadowa mieloablacyjna. Po raz pierwszy TREO zostat zastosowany u dzieci
w 2000 r. przez zespot prof. Jacka Wachowiaka w Klinice Onkologii, Hematologii
i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu. Wyniki pierwszych préb polskich o$rodkéw  transplantacyjnych,
zaprezentowane na 29th Annual Meeting of the EBMT w Istambule, wskazywaty na
koniecznos¢ zwiekszenia dawki catkowitej TREO oraz potrzebe oceny jego
farmakokinetyki [43].

Celem niniejszej pracy byta ocena farmakokinetyki TREO w 0soczu i moczu dzieci
w terapii mieloablacyjnej poprzedzajgcej HSCT. Dostepne w pismiennictwie
specjalistycznym wstepne badania farmakokinetyki TREO u pacjentow pediatrycznych
prowadzone byly przez zespdt prof. Franciszka Gtéwki [10]. Wiaczenie do badan
kolejnych pacjentow pozwoli na poszerzenie wiedzy na temat farmakokinetyki TREO
u dzieci i w zamierzeniu przyczyni sie do optymalizacji dawki. Dotychczas stosowane
dawki u dzieci oparte sg na danych uzyskanych od dorostych pacjentéw. Badania
prowadzono we wspotpracy z Klinikg Onkologii, Hematologii i Transplantologii
Pediatrycznej UM w Poznaniu. Brak rejestracji leku w Polsce powoduje, ze ilos¢
transplantacji szpiku z wykorzystaniem TREO u dzieci jest mocno ograniczona. Fakt ten
w powigzaniu z licznymi trudnosciami w pobieraniu prébek krwi i moczu u najmniejszych
pacjentéw, spowodowat potrzebe nawigzania wspétpracy z dodatkowym osrodkiem
klinicznym, ktéry réwniez wykorzystuje procedure kondycjonowania z wykorzystaniem
TREO - Katedrg i Klinikg Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu. Cze$¢ wynikéw badan
farmakokinetyki TREO u pacjentéw pediatrycznych z moim udziatem zostata
opublikowana w Bone Marrow Transplantation [183] i Journal Pharmaceutical
and Biomedical Analysis [187].

Badania farmakokinetyki TREO u pacjentow pediatrycznych prowadzone byty

rébwniez przez Beier i wsp. a wyniki zaprezentowane zostalty po zakonczeniu moich
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badan, tj. podczas 38th Annual Meeting of the European Group for Blood and Marrow
Transplantation w Genewie w 2012 r. [11].

TREO jest pro-lekiem i ulega transformacji do aktywnych pochodnych
epoksydowych po wprowadzeniu do krgzenia ustrojowego na drodze nieenzymatycznej.
Jak wynika z danych literaturowych, przemiana ta jest zalezna jedynie od pH
i temperatury Srodowiska [57]. Aby zapobiec tworzeniu aktywnych metabolitow poza
ustrojem, natychmiast do kazdej zebranej od pacjenta prébki krwi i moczu dodawano
50 pl roztworu 1 mol/l kwasu cytrynowego na 1 ml krwi/moczu. Taka ilos¢ kwasu
cytrynowego gwarantuje uzyskanie pH prébki 5,5, w ktérym dochodzi do zatrzymania
procesu transformacji TREO do pochodnych epoksydowych: S,S-EBDM i S,S-DEB
[57,58].

Do oznaczenia pozioméw TREO w osoczu i moczu przystosowano wczesniej
opracowang metode HPLC z detektorem refraktometrycznym [10]. W zmodyfikowanej
przeze mnie metodzie zastosowano probéwki do ultrafiltracji osocza o innej budowie
niz poprzednio stosowane oraz zmniejszono objetosci z 500 ul do 350 pl prébki moczu
do analizy. Z tego wzgledu, przed przystgpieniem do oznaczania TREO w probkach
klinicznych przeprowadzono walidacje metody. Krzywe wzorcowe w osoczu i moczu byty
liniowe w badanym zakresie stezen: 10,0 — 2000,0 pg/ml i 62,5 — 10000,0 pg/mi
(odpowiednio dla osocza i moczu) o czym sSwiadczy wspotczynnik korelacji r bliski
jednosci (Tab. 9i 15). Liniowos¢ potwierdzono testem Mandela, w ktérym wartos¢ testowa
(TV) byta zawsze mniejsza od Fy., (0osocze: 0,36 < 21,19, mocz: 2,14 < 21,19). Wartosci
wspétczynnikow regresji b nie roznity sie istotnie od zera, dlatego przyjeto réwnanie y = ax
dla prostych przechodzacych przez poczatek uktadu wspoétrzednych. Krzywe wzorcowe
obejmowaty zakresy stezen TREO w osoczu i moczu przewidywane po podaniu dozylnym
dawki 10 - 14 g/m®. Wyznaczone réwnania krzywych wzorcowych wykorzystano
do obliczenia stezen TREO w osoczu i moczu. Granica wykrywalnosci metody
wyznaczona dla analitu w osoczu wynosita 5,0 ug/ml przy stosunku wysokosci piku
do wysokosci linii szumu detektora (S/N) 3:1, natomiast dla moczu 12,5 pug/ml przy (S/N)
2:1. LOQ oznaczone z odpowiednia precyzjg i doktadnoscig wynosito 10,0 i 62,5 pg/ml,
odpowiednio dla osocza i moczu. Ponadto metoda jest odpowiednio dokfadna (btad
oznaczen w zakresie 0,04 — 13,97 %) i precyzyjna (Wz w zakresie 0,93 — 13,06 %)
(Tab. 11 i 17). Odzysk TREO byt stosunkowo wysoki i miescit sie w zakresie 75 — 76 %
przy Wz ponizej 5,93 % (Tab. 12). Odzysk byt znacznie wiekszy w poréwnaniu
z wczesdniejszymi badaniami (40-48 %) [10] dzieki zastosowaniu probéwek do ultrafiltraciji
charakteryzujgcych sie inng lokalizacjg wewnetrznych filtrow, zapobiegajgc w ten sposdb
ich zatykaniu sie. Zbadano rowniez stabilnos¢ TREO, podczas trzykrotnego procesu

zamrazania i rozmrazania probek osocza i moczu. Oznaczone stezenia TREO z wysokg
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precyzjg (Wz < 3,46 %) i doktadnoscig (btgd oznaczeh < 2,21 %) potwierdzajg trwatos¢
analitu w opisanych warunkach przechowywania (Tab. 13 i 18). Metoda jest odpowiednio
doktadna, precyzyjna, selektywna i spetnia wymagania stawiane metodom analitycznym,
przeznaczonym do oznaczania lekéw w ptynach biologicznych.

Zwalidowang metode HPLC oznaczania TREO w osoczu i moczu zastosowano
w badaniach farmakokinetycznych u 16 pacjentow pediatrycznych (4 dziewczynek
i 12 chtopcéw) z réznymi chorobami nowotworowymi i nienowotworowymi (Tab. 7).
Pacjentom w wieku od 5 mies. do 18 r. z. (mediana 7,5 lat), podawano TREO w postaci
1 lub 2 h wlewu dozylnego przez trzy kolejne dni terapii, w odstepach 24 godzinnych.
W zaleznosci od wskazan lekarskich i stanu zdrowia chorego, zbidrka krwi i moczu
prowadzona byla w jednym, dwdch lub trzech kolejnych dniach podawania TREO.
Rzeczywiste dobowe dawki TREO podane pacjentom miescity sie w zakresie 3 — 21 g
i w oparciu o wskaznik BSA (Body Surface Area) wynosity 10,5 g/m® — 14,3 g/mZ
Deklarowane sumaryczne dawki podawane przez 3 kolejne dni terapii wynosity 30 g/m?
(3 x 10 g/m?), 36 g/m? (3 x 12 g/m?) oraz 42 g/m? (3 x 14 g/m?) (Tab. 6). U tych pacjentéw,
u ktorych rzeczywiste dobowe dawki TREO byly rozne od deklarowanych (10, 12
i 14 g/m?) przeprowadzono normalizacje dawki, co pozwolito to na poréwnanie pozioméw
oznaczen TREO w zaleznoéci od zastosowanej dawki. Uzyskane parametry
farmakokinetyczne TREO, z wyjatkiem AUC i Cpa, Obliczono z oznaczonych pozioméw
TREO w materiale biologicznym. Natomiast warto$ci AUC,,, i Chax ozn ZNOrmalizowano
do deklarowanej dawki leku (AUC i C.a). Pozwolito to na poréwnanie parametréow
farmakokinetycznych w obrebie badanej grupy pacjentéow a takze odniesienie ich do prac
innych autoréw. Takie postepowanie stosowano réwniez w innych publikacjach
dotyczacych TREO i VP-16 [3,185,186].

Harmonogram zbidrek krwi i moczu pacjentéw obejmowat 12 h przedziaty
czasowe. Czestotliwos¢ pobran probek osocza od pacjentow zalezata od tego, czy probki
pobierane byty tylko jednego dnia czy przez dwa lub trzy kolejne dni terapii. W celu
zminimalizowania utraty krwi u najmniejszych pacjentéw, zmodyfikowano harmonogram
zbiorek probek osocza poprzez ograniczenie punktéw czasowych do niezbednego,
wymaganego minimum. Liczba probek moczu w danym przedziale czasowym
uzalezniona byta od liczby mikgc;ji.

Wartosci oznaczonych stezenn TREO uzyskanych w osoczu poddano normalizacji
do deklarowanej dawki 10 g/m? (Tab. 19 i 20), 12 g/m? (Tab. 21, 22, 23, 24) oraz 14 g/m?
(Tab. 25 i 26). Zmiany stezen TREO dla poszczegdlnych dawek zostaty zilustrowane na
Ryc. 11 (10 g/m?, Ryc. 12 i 13 (12 g/m? oraz Ryc. 14 (14 g/m?). Zaobserwowano
znaczne roznice w przebiegu zmian stezen TREO miedzy poszczegdlnymi pacjentami.

Zmiany S$rednich stezen TREO po podaniu deklarowanych dawek przedstawiono
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na Ryc. 15 i 16. Omawiajgc poziomy stezen TREO u dzieci nalezy wspomniec
o utrudnieniach w zbidrce krwi u niektorych najmniejszych pacjentow. Trudnos$ci te
wynikaty z ich naturalnej aktywnosci ruchowej. Dos¢ czesto zapychat sie cewnik zyly
podobojczykowej, ktéry wymagat przeptukiwania ptynem fizjologicznym.

Zmiany stezen TREO w osoczu najlepiej opisuje otwarty model
dwukompartmentowy, a fazy dystrybucji i eliminacji przebiegajg zgodnie z kinetykg
pierwszego rzedu [4,5,6]. Przebieg zmian stezenia TREO po zakonczeniu dwugodzinnego

wlewu z wyrazng fazg dystrybucji i eliminacji przedstawiono na Ryc. 53.

1000

Sterenie (ugfmL)
=
L)
|

10 ,
0 1.6 3.2 4.8 6.4 8
Czas [h)

Ryc. 53. Pétlogarytmiczny wykres zmian stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu
u pacjenta 11 po podaniu 13 g leku w postaci 2 h wlewu dozylnego, uzyskany

w programie WinNonlin 6.2.

Obserwowano wzrost wartosci AUC wraz z podang dawkg leku (Ryc. 41).
Wskazuje to na liniowy charakter farmakokinetyki TREO i jest zgodny z wcze$niejszymi
doniesieniami literaturowymi [3,4,6]. Nalezy zaznaczy¢, ze wskazane publikacje dotyczg
badan farmakokinetyki TREO u pacjentéw dorostych. Uzyskane z badan u dzieci wartosci
AUC wzrastajg wraz z dawkg i wynoszg: 1139 h*ug/ml dla 10 g/m? (1 podanie TREO),
1160 h*ug/ml dla 12 g/m? ($rednia uzyskana z 16 podan TREO u 7 pacjentdw)
i 1898 h*ug/ml dla 14 g/m? ($rednia uzyskana z 7 podan TREO u 6 pacjentéw) (Tab. 55).
W poréwnaniu z wcze$niej uzyskanymi wynikami u dzieci [10], AUC dla dawki 12 g/m? jest
nieznacznie mniejsze (1390 h*ug/ml), natomiast dla 10 g/m? jest wyraznie wieksze
(735 h*ug/ml). Nalezy jednak dodaé, iz zarébwno we wczesniejszych jak i obecnych

badaniach tylko jeden pacjent otrzymywat TREO w dawce 10 g/m?. Trzeba tez zauwazyé,
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ze uzyskane wartosci AUC pacjentow pediatrycznych poddanych terapii TREO przed
HSCT byly wyzsze od danych literaturowych uzyskiwanych u dorostych pacjentow
przy zastosowaniu tych samych dawek: 10 g/m?® - 940 h*ug/ml [4], 12 g/m® - 898 h*ug/ml
i 14 g/m? - 1104 h*ug/ml [3]. Mozna to wytlumaczyé lepiej funkcjonujgcym mechanizmem
obronnym u dorostych niz u dzieci. Podobng tendencje zaobserwowano w badaniach
prowadzonych przez Beier i wsp., gdzie uzyskano wyzsze wartosci AUC u noworodkow
po dawce 3 x 12 g/m? (AUC = 2203 mg*h/l) niz u starszych dzieci po wiekszej dawce
3 x 14 g/m? (AUC = 1507 mg*h/l) [11].

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach zauwazytem, ze C..x rowniez
wzrasta wraz z podang dawkag (12 g/m? 14 g/m?) za wyjatkiem najmniejszej dawki
10 g/m?, zastosowanej tylko u jednego pacjenta (Ryc. 42 i 43). Srednie warto$ci Cpa dla
2 h podania TREO we wlewie wynosity 439 ug/ml (12 g/m?) i 713 ug/ml (14 g/m?).
Skrécenie czasu trwania wlewu u pacjentéw przyjmujgcych TREO w dawce 12 g/m? do
1 h powoduje podwyzszenie Cax do 538 pg/ml (Tab. 55 i 56). Natomiast biologiczny
okres poéttrwania fazy eliminacji leku uzyskany w badaniach préobek osocza dzieci byt
porownywalny w catym przedziale stosowanych dawek, a Srednie jego wartosci byty
w zakresie 1,15 — 1,61 (Ryc. 47-49). Ty s nie zalezy wiec od podanej dawki leku, co takze
potwierdza liniowy charakter farmakokinetyki TREO. Uzyskane wyniki sg porownywalne
z wczeséniej opublikowanymi pracami u dorostych pacjentow [3,4,6]. Cl byt w zakresie
39 - 282 ml/min i wykazywat znaczng zmiennoS¢ miedzyosobniczg, niezaleznie
od podanej dawki leku i czasu trwania wlewu (Ryc. 44-46). Podobnie, wyznaczona Vs
wykazuje znaczng zmienno$¢ wynikow i miesci sie w granicach 2,3 — 27 | (Ryc. 50-52).

U dwdéch pacjentéw, ktérym podano TREO w deklarowanej dawce 12 g/m?
(pacjent 9) i 14 g/m? (pacjent 12), zaobserwowano bardzo wysokie wartosci AUC
wynoszgce odpowiednio 2390 i 5929 h*ug/ml, ktére znacznie odbiegajg od wartosci
uzyskanych u pozostatych dzieci. Spowodowane to byto najprawdopodobniej
uposledzonym wydalaniem leku z ustroju o czym moze Swiadczy¢ niska wartosci Cli
(pacjent 9 — 2,4 I/h, pacjent 12 — 3,4 I/h). U tych oséb zaobserwowano réwniez bardzo
wysokie poziomy Cnax, ktore wynosity 1029 i 2552 pug/ml odpowiednio dla pacjenta 9 i 12.
Zastosowanie wysokiej dawki TREO tak jak w przypadku pacjenta 12 (14 g/m?
W powigzaniu z ograniczong mozliwoscig buforowania przez fizjologiczny bufor krwi moze
prowadzi¢ do kwasicy metabolicznej [62]. Ttumaczy¢ to mozna zwiekszonym uwalnianiem
mocnego kwasu metanosulfonowego, ktory powoduje zakwaszenie Srodowiska krwi [6].
Obnizenie pH powoduje zahamowanie transformacji TREO do mono i diepoksydu, reakc;ji
zaleznej od pH srodowiska. Moze prowadzi¢ to do zwiekszenia pozioméw TREO we krwi,
co przektada sie na wzrost wartosci AUC. Warto jednak zaznaczy¢, ze tak wysokie AUC

pacjenta 12 moze by¢ takze wynikiem powtarzalnego btedu ludzkiego, ktéry mogt
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polega¢ np. na nie odciggnieciu dostatecznie duzej ilosci krwi przed wiasciwg zbiorkg
do probowki, ktora byta poddana dalszej analizie farmakokinetycznej. Cechg bowiem
cewnika zyly podobojczykowej typu Seldingera jest mozliwosé wykonania zaréwno wlewu
leku jak i zbidrki krwi korzystajgc z jednego dostepu naczyniowego. Najbardziej jednak
przekonujgcym wyttumaczeniem bardzo wysokich pozioméw stezen TREO i zwigzanych
z tym duzych warto$ci AUC u pacjentéw 9 i 12 wydaje sie byé niewydolnos¢ narzgdowa.
W karcie pacjenta 12 wskazano na liczne wczes$niejsze narzgdowe powiktania toksyczne
po zastosowaniu chemioterapii. Warto zauwazy¢, ze podane dawki TREO byly w gérnym
zakresie stosowanych dawek, tj. 3 x 14 g/m% Wyrazem zmniejszonej funkcji nerek jest
niska wartos¢ klirensu kreatyniny. U tego pacjenta zaobserwowano obnizenie Clyea
z poziomu 90 do 50 ml/min na 1 dzien przed rozpoczeciem kondycjonowania, natomiast
u 2 letniego pacjenta 9 prawdopodobnie nie wykonano badania, badz zapisu (brak danych
w karcie pacjenta). U pacjenta 9 czynnikiem ryzyka powiktan toksycznych byt bardzo
miody wiek, w ktérym obserwowana jest niska aktywnos¢ narzgdowa (nerki, watroba),
czego dowodem sg wyniki badan farmakokinetyki TREO u noworodkow i dzieci starszych
uzyskane przez zespét dr Beier [11]. Test Dixona potwierdzit, ze wartosci AUC i Cpax
pacjentéw 9 i 12 odbiegajg od wynikéw badanej grupy, stad nie zostaty one uwzglednione
w dalszych obliczeniach statystycznych.

Oznaczone w moczu pacjentéw poziomy TREO w poszczegodlnych przedziatach
czasowych poddano normalizacji do dawki 10 g/m? (Tab. 28), 12 g/m? (Tab. 31 i 34) oraz
14 g/m® (Tab. 37). Zaobserwowano, ze skumulowane iloéci TREO wyeliminowane
Z moczem pacjentdw po podaniu deklarowanych dawek, wykazujg znaczny rozrzut
wynikow (Ryc. 22-25). Indywidualne ilosci leku wyeliminowanego z moczem byly
w przedziale 1,11 — 9,06 g, a wyeliminowany % podanej dawki leku miescit sie w zakresie
8,53 - 49,55 % i uzalezniony byt od prawidtowego funkcjonowania nerek (Ryc. 21 i 22).

Srednie ilosci wyeliminowanego z moczem leku, przedstawione jako % podanej
dawki wyniosty: 17,57 % (10 g/m?), 27,49 % (12 g/m?) i 31,66 % (14 g/m?), z tego okoto
95 % leku zostato wydalone w pierwszych 6 h od podania TREO (Tab. 55). Uzyskane
wyniki sg porownywalne z danymi literaturowymi u pacjentow dorostych, ktére zostaty
zebrane w Tab. 3 [3,4,6]. Warto zauwazy¢ jednak, ze ilos¢ TREO wyeliminowana
z moczem pacjenta 12 nie odbiegata znacznie od innych pacjentéw przyjmujgcych
podobna dawke i wynosita 41% podanej dawki leku, z tego 90 % leku zostato wydalone
w pierwszych 6 h od rozpoczecia wlewu (Tab. 50). Stad tez, trudno jest jednoznacznie
ocenié przyczyny tak wysokich wartosci AUC pacjenta 12. Srednie warto$ci tos, uzyskane
w badaniach probek moczu pacjentéw byly podobne do wynikdéw uzyskanych z prébek
osocza tychze dzieci i wyniosty: 1,92 h (10 g/m?), 1,85 h (12 g/m? i 1,63 h (14 g/m?)

(Tab. 55). Nalezy wiec stwierdzi¢, ze zarowno tos, Vss, Chot jak i ilo$¢ wyeliminowanego
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leku z moczem nie zalezg od dawki leku ani czasu trwania wlewu. Podobne spostrzezenia
wysuneli inni autorzy, na podstawie wynikow badan farmakokinetyki TREO u pacjentéw
dorostych [3,4,6-9]. Ponadto, wydtuzenie czasu wlewu z 1 h do 2 h nie zmienia znacznie
AUC u pacjentéw przyjmujgcych dawke 12 g/m? (Ryc. 39 i 40). Obserwacja jest zgodna
z wynikami prac Hilgera i wsp. [4].

Analiza parametrow farmakokinetycznych TREO po podaniu wielokrotnych dawek
w dwodch lub trzech kolejnych dniach terapii prowadzona byta u 6 pacjentow. Dowodzi
ona, ze wartosci AUC, Cyax, MRT, tos, Vs, Clor Nie zmieniajg sie w sposdb znaczacy
miedzy dniami (Tab. 41,43-45). Wynika z tego tez, ze dawkowanie wielokrotne TREO nie
prowadzi do jego kumulacji ani przyspieszonej eliminacji (Ryc. 54). Dlatego tez, parametry
farmakokinetyczne obliczono z kazdego dobowego profilu zmian stezenia leku we krwi,
traktowanego jako niezalezne podanie TREO. Uzyskane wyniki znajdujg potwierdzenie

w pracach Beelena i wsp., ktére dotycza jednak tylko pacjentéw dorostych [3,9].
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Ryc. 54. Profil stezenia TREO w osoczu jako funkcja czasu oraz ilo§¢ wyeliminowanego
TREO z moczem u pacjenta 5, po podaniu 17 g (-5, -4) i 16 g (-3) leku w postaci 1 h

wlewu dozylnego.

Zebrane wartosci AUC uzyskane na podstawie zmian stezenia TREO w osoczu

u dzieci przechodzgcych leczenie mieloablacyjne przed HSCT w Klinice Onkologii,

Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2004-2006 [10] i 2007-2011, a takze w Katedrze
i Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii i Hematologii Dzieciecej Uniwersytetu

Medycznego im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu w latach 2009-2011 przedstawione

na Ryc. 55, wskazujg na liniowg farmakokinetyke TREO.
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Ryc. 55. Zaleznos¢ AUC od dawki TREO u pacjentéw pediatrycznych przechodzgcych

leczenie mieloablacyjne przed HSCT (n=28 podan TREO we wlewie).

Wyniki badan farmakokinetyki TREO u dzieci bedace przedmiotem niniejszej
rozprawy doktorskiej oraz wczesniejsze wyniki zespotu prof. Gtowki wskazujg na liniowy
charakter farmakokinetyki i sg porownywalne w tym wzgledzie z wynikami prac autorow
badajgcych farmakokinetyke TREO u dorostych pacjentéw [3,4,6-10,183] (Ryc. 56). Warto
jednak zauwazy¢, iz opublikowane prace farmakokinetyki TREO u pacjentéw dorostych
obejmujg znacznie szerszy zakres stosowanych dawek (8 — 56 g/m?) niz dawki uzywane
u dzieci. Zwraca uwage tez fakt, ze w przypadku dzieci, zmiany zaleznosci AUC=f(dawka)
przebiegajg z wiekszym nachyleniem (a=303,3) niz u dorostych (a=136,18), co wskazuje
na wiekszg podatnos¢ mtodego organizmu na podang dawke leku i zwigzane z tym
wieksze ryzyko wystgpienia objawdéw ubocznych. Zastanawiajgcym jest tez fakt
wystepowania ujemnych wartosci przeciecia wykresu z osig rzednych i wiekszy u dzieci
(b=-2448,9) niz u dorostych (b=-470) (Ryc. 56). Moze to wskazywaé¢ na nie do kohca
zasadne twierdzenie o liniowym charakterze farmakokinetyki TREO. Wymaga to jednak
przeprowadzenia oceny profili farmakokinetycznych TREO przy zastosowaniu nizszych

dawek leku niz obecnie analizowane.
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Ryc. 56. Poréwnanie zaleznosci AUC od dawki TREO dla pacjentéw pediatrycznych i dorostych, ktérzy otrzymywali lek w postaci 1i 2 h wlewu

dozylnego.
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1. Obserwowana zmienno$¢ miedzyosobnicza parametréw farmakokinetycznych,
uzyskanych na podstawie zmian stezenia treosulfanu we krwi jak i ilosci
wyeliminowanego leku z moczem u dzieci poddanych leczeniu mieloablacyjnemu
przed przeszczepem komoérek hematopoetycznych, wskazuje na potrzebe
ustalania indywidualnego schematu podawania treosulfanu uwzgledniajgcego

wiek, stan fizjologiczny narzadéw oraz ich powiktania po stosowanej chemioterapii.

2. Ustalajgc farmakoterapie treosulfanem u dzieci nalezy uwzgledni¢ wiekszg ich

podatno$¢ na zmiany farmakokinetyki tego leku niz u dorostych.

3. Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na liniowy charakter farmakokinetyki

treosulfanu u dzieci.

4. Dawkowanie wielokrotne, przy podaniu tej samej dawki treosulfanu w kolejnych
dniach, nie wptywa na zmiane jego farmakokinetyki. Mozna wiec uzyskaé
miarodajne parametry farmakokinetyczne do ustalenia optymalnego schematu
dawkowania juz przy jednokrotnym podaniu i jednoczesnie obnizy¢ ucigzliwosé

prowadzonych badan, szczegdlnie doswiadczanych przez leczone dzieci.
5. Stosowana metoda HPLC z detekcjg refraktometryczng oznaczania treosulfanu

w o0soczu i moczu spetnia kryteria walidacyjne dla metod przeznaczonych do

oznaczania lekow w ptynach ustrojowych
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Transplantacja komorek krwiotworczych, ktéra znajduje zastosowanie w leczeniu
choréb nowotworowych u dzieci, poprzedzona jest kondycjonowaniem biorcy. Pozwala to
na nieodwracalne zniszczenie ,chorego” szpiku i daje szanse usuniecia wszystkich
rezydualnych komorek nowotworowych wrazliwych na leczenie. Poniewaz najwyzszym
ryzykiem powiktah obarczone sg dzieci, poszukuje sie takiego kondycjonowania, ktore
charakteryzowatoby sie odpowiednim efektem mieloablacyjnym, immunosupresyjnym
i przeciwnowotworowym, przy jednoczesnie niewielkiej toksycznosci narzadowej oraz
przewidywalnym profilu farmakokinetycznym. Wydaje sie, ze treosulfan (TREO)
jest interesujgcym lekiem do wigczenia w procedure kondycjonowania, jako gtowna
sktadowa mieloablacyjna. Ciggle jednak brakuje wystarczajgcej liczby badan
farmakokinetyki TREO u dzieci, na podstawie ktérych mozna bytoby nalezycie oceni¢
optymalne schematy dawkowania TREO.

Do oceny farmakokinetyki TREO w osoczu i moczu dzieci w terapii mieloablacyjnej
poprzedzajgcej transplantacje komorek hematopoetycznych (HSCT) przystosowano
metode HPLC z detektorem refraktometrycznym. Po przeprowadzeniu walidacji, metode
zastosowano do badan farmakokinetyki TREO u 16 pacjentéw pediatrycznych, ktérym
podano lek w dawce: 3 x 10 g/m?, 3 x 12 g/m? lub 3 x 14 g/m? w postaci 1 lub 2 h wlewu
dozylnego w celu uzyskania efektu mieloablacyjnego przed HSCT. Oznaczone poziomy
stezen TREO wykazywaty znaczne réznice pomiedzy poszczegdlnymi pacjentami przy tej
samej dawce leku. Z wyliczonych stezen TREO obliczono parametry farmakokinetyczne:
tos, Chot, Vsss MRT (0s0cze) i Kper, tos, Wyeliminowany % dawki (mocz). Wartosci AUC
i Chax Znormalizowano do deklarowanej dawki leku, co pozwolito na poréwnanie wynikow
miedzy pacjentami. Parametry farmakokinetyczne wyznaczono przy zastosowaniu
programu WinNonlin 6.2.

Obserwowano liniowy wzrost wartosci AUC z podang dawkg leku. Zauwazono,
ze wartosci AUC pacjentéw pediatrycznych poddanych terapii TREO byly wyzsze
od danych literaturowych uzyskiwanych u pacjentdéw dorostych, przy zastosowaniu tych
samych dawek w g/m?. Podobnie przedstawia sie zalezno$é Ca.=f(dawka), ktéra roénie
w zakresie dawek 12 - 14 g/m? lloéci wyeliminowanego z moczem leku przedstawione
jako % podanej dawki miescity sie w zakresie 8,43 - 49,55%, z tego okoto 95 % leku
zostato wydalone w pierwszych 6 h od podania leku. Parametry takie jak: tys, Clit, Vss jak
I wyeliminowany % dawki, nie zalezg od dawki leku ani czasu trwania wlewu. Ponadto

wydtuzenie czasu wlewu z 1 do 2 h stosowane tylko w przypadku dawki 12 g/m?
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nie zmienia istotnie wartosci AUC. Analiza parametrow farmakokinetycznych (AUC, Cax,
MRT, tos, Vss,Clo) uzyskanych po podaniu wielokrotnych dawek - w dwoch lub trzech
kolejnych dniach terapii, nie wykazata znaczgcych réznic miedzy nimi. Zaobserwowane
u dwoéch pacjentow bardzo wysokie wartosci AUC i Cnax znaczgco odbiegaty
od pozostatych. Prawdopodobnie byto to spowodowane wczesniejszymi narzgdowymi
powiktaniami toksycznymi po zastosowaniu chemioterapii.

Zaobserwowana duza zmienno$¢ miedzyosobnicza wyznaczonych parametréw
farmakokinetycznych, wskazuje na potrzebe indywidualnego schematu podawania TREO
pacjentom, uwzgledniajgc wiek i stan fizjologiczny narzadéw. Podczas ustalenia
schematu dawkowania nalezy bra¢ pod uwage wiekszg podatnos¢ dzieci na zmiany

farmakokinetyki TREO niz u dorostych.
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9 ABSTRACT

Pharmacokinetics of treosulfan in children undergoing treosulfan-based

preparative regimen prior to hematopoietic stem cell transplantation

Hematopoietic cell transplantation used in the treatment of cancer in children has to
be preceded by a conditioning process of the recipient. The conditioning process ensures
the irreversible elimination of “sick” bone marrow and enables removal off all residual
cancer cells that are susceptible to treatment. The children are exposed to the highest risk
of conditioning process complications. Therefore, the most desirable procedure of
conditioning would be the one with the best myeloablative, immunosuppressive and
anticancer effects together with the lowest organ toxicity and predictable pharmacokinetic
profile. Treosulfan (TREO) seems to be very promising drug to be used as the main
myeloablative component in conditioning procedure. However, there is still a lack of
sufficient data about TREO pharmacokinetics in children that could be applied to evaluate
the optimal TREO dosage regimens.

The pharmacokinetics of TREO (in plasma and urine) in children undergoing
myeloablative therapy prior to HSCT was evaluated using HPLC method with
refractometric detection. The analytical method was validated and applied to the analysis
of TREO pharmacokinetics in humans. The study group included 16 pediatric patients
who received TREO in myeloablative therapy prior to HSCT. TREO was administered
in 1 or 2-hour intravenous infusions in the following regimens: 3 x 10 g/m?, 3 x 12 g/m?
or 3 x 14 g/m®. The analysis of TREO levels determined in plasma showed significant
differences between patients receiving the same dose of the drug. The evaluated TREO
concentrations were used in calculations of the following pharmacokinetic parameters: tgs,
Cliot, Vss, MRT (plasma) and kien, tos, % of the dose eliminated in urine (urine). The values
of AUC and C,,x were normalized considering the stated dose of the drug to ensure the
reliable comparison of the results between patients. The pharmacokinetic parameters
were estimated using WinNonlin 6.2 software.

There was a linear increase in AUC value with the dose of the drug. The AUC values
in pediatric patients receiving TREO were higher than the previously reported results
obtained from adults after administration of the same dose of TREO in g/m®. The similar
dependence was found between C,,.x and the dose of the drug. The increase of C,,x Was
observed with the increasing dose of TREO (the administered doses were in the range

12-14 g/m?). The amount of the drug eliminated in urine was presented as the % of the
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administered dose. The results were in the range 8,43 — 49,55 %, of which approximately
95 % of the drug was excreted in the first 6 hours after administration. It was found that
tos, Clot, Vss @and % of dose eliminated in urine did not depend on the dose of the drug or
the duration of the infusion. Moreover, the prolonged infusion from 1 to 2 hours in the case
of the dose 12 g/m? did not alter significantly the AUC. The analysis of pharmacokinetic
parameters did not show the significant differences between values of AUC, Cpa, MRT,
tos, Vss, and Cly, estimated from different days during multiple TREO administration (two
or three following days of therapy). Very high values of AUC and C.., Significantly
exceeding the other results were observed in two cases. Most probably, it was
a consequence of organ complications after previously administered chemotherapy.

High inter-individual variability of pharmacokinetic parameters observed in the study
indicated that individual dosage regimen of TREO is undoubtedly required with
consideration of age and the physiological state of organs of the patient. Moreover,
children should be considered as more susceptible to changes in TREO pharmacokinetics

than adults during evaluating the dosage regimens of TREO.
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ZALACZNIK |

AKADEMIA MEDYCZNA IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY AKADEMII MEDYCZNEJ
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU
Adres :

uL. Fredry 10 tel. (+48 61) 854-62-51, 854-60-60
61-701 Poznan fax. (+48 61) 854-61-07

www.bioetyka.amp.edu.pl

KB nr 207/07

Na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996r. o zawodzie lekarza i lekarza dentysty (1.j. Dz.U.z 2002r. Nr 21, poz.204 ze zm.);
Rozporzqdzenia Ministra Zdrowla i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie szczegdlowych zasad powolywania i finansowania
oraz trybu dzialania komisji b h (Dz.U. Nr 47, poz.480 ); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 11 marca 2005r. w sprawie
szczegdlowych wymagarn Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz U. Nr 57, poz. 500) U:tawy z dnia 6 wne.fma 2001r Prawo farmaceutyczne (t.j.
Dz.U. z 2004r. Nr 53, poz. 533 ze zm.), kierujqc si¢ Zasadami P P Badan Kli — GCP - opracowanymi w
oparciu o Deklaracje Helsinskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 01 lutego 2007 r.

rozpatrzyta wniosek, ktory przedstawil Pan:
prof. dr hab. med. Jacek Wachowiak
w sprawie prowadzenia badan w
Klinice Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej
AM w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Grzegorz Grund

Dotyczy badania:
»Treosulfan  mieloablacyjnej terapii przed  allogeniczng

transplantacja komérek krwiotwérczych u dzieci z wysokim
ryzykiem powiktan konwencjonalnej procedury transplantacyjnej”

Komisja wyrazita zgode na :

- rozszerzenie badan o badania farmakokinetyki metabolitéw
treosulfanu;

- wigczenie do zespolu badawczego Pana dr hab. Franciszka
Gfowke oraz mgr Tomasza Wroébla.
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ZALACZNIK II

Informacja dla pacjenta i rodzicow lub przedstawiciela ustawowego

Konieczne jest przeprowadzenie transplantacji szpiku, ktéra obecnie stanowi
najskuteczniejszg metode leczenia w rozpoznanej chorobie. Jednak ze wzgledu na
wspdtistniejgce z chorobg powazne zaburzenia czynnoéci niektérych narzadéw istnieje zbyt
wysokie niebezpieczenstwo wystapienia groznych powikfan zwigzanych z uzyciem busulfanu
lub napromieniania catego ciata zwykle stosowanych w przygotowaniu do transplantacji.

Stad azeby zmniejszy¢ ryzyko wspomnianych powiklan i moéc bezpieczniej
przeprowadzi¢ transplantacie zamiast busulfanu/napromieniania  planowane jest
zastosowanie leku dozylnego o nazwie treosulfan (Ovastat) produkowanego przez niemiecka
firmg Medac. Jak wykazujg dotychczasowe spostrzezenia poczynione u dorostych pacjentéw
oraz wstepne obserwacje wiasne u dzieci, treosulfan jest znacznie mniej toksyczny anizeli
busulfanu i napromienianie catego ciata, ajednoczesnie wystarczajaco przygotowuje
organizm pacjenta do przyjgcia przeszczepianego szpiku.

Poznan, dnia ........c.cceeeeeeeiieiniennnn Podpis rodzicow:

Podpis pacjenta:
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ZALACZNIK 1l

Formularz $wiadomej zgody pacjenta lub jego przedstawiciela ustawowego

Po zapoznaniu sie z pisemng informacjq dotyczaca zastosowania treosulfanu
(Ovastatu) wyrazam $wiadoma zgode na zastosowanie tego leku w przygotowaniu mojego
dziecka/mnie do planowanej transplantacji szpiku.

Poznan, dnia ...........ccocoveeveeieeen,

Podpis rodzicéw:

Podpis pacjenta:
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ZALACZNIK IV

Pacjent 1

Tabela 1.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 1, dzieh -7

Czas od
G
[h]
0,5 99948,9 525818 0,1901 238,05
1 183885 544045 0,3380 423,29
3 41495,5 490047 0,0847 106,04
4 31725,1 519489 0,0611 76,48
6 7051,94 550902 0,0128 16,03
8 1915,25 538412 0,0036 <LOQ
Tabela 1.2. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 1, dzieh - 6
Czas Od.
e Pre Ps PreelPr o
[h]
0,5 55748,3 605799 0,0920 115,25
1 112510 581628 0,1934 242,25
3 124540 660839 0,1885 236,01
4 57470,4 535560 0,1073 134,39
6 15163,9 568071 0,0267 33,43
8 3322,28 550090 0,0060 <LOQ
Tabela 1.3. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 1, dzieh -5
Czas od
07OCZEC Preeo Pis PrecolPis e
[h]
0,5 101313 529228 0,1914 239,74
1 150858 572301 0,2636 330,12
3 125858 550094 0,2288 286,53
4 82524,9 592011 0,1394 174,57
6 20923,5 535045 0,0391 48,97
8 4430 614883 0,0072 <LOQ
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 2

Tabela 2.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 2, dzieh - 7

Czas od
e
[h]
0,5 74457 619585 0,1202 150,5
1 200250 890730 0,2248 281,55
3 89772 624644 0,1437 179,98
4 28389 620529 0,0457 57,29
6 6007 601598 0,0100 12,50
8 1676 725660 0,0023 <LOQ
Tabela 2.2. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 2, dzieh - 6
Czas Od.
e Pre Ps PreelPr o
[h]
1 137604 604559 0,2276 285,05
3 109684 602132 0,1822 228,13
4 40653 572475 0,0710 88,93
6 11016 617315 0,0178 22,35
8 6469 760828 0,0085 10,65
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 3

Tabela 3.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 3, dzieh -7

Czas od

S
[h]
0,5 168717 620477 0,2719 340,53
1 340641 676006 0,5039 631,06
3 230136 632856 0,3636 455,41
4 101948 594665 0,1714 214,70
6 47367 701782 0,0675 84,53
8 16421 616013 0,0267 33,38

Tabela 3.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 3, dzien -7

rogsgiz(;?:ia CTREO ObJetOéé XTREO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)

[h] moczu [ml]

1 222666 541281 0,4114 1485,09 80 118,81 118,81
2 842212 486494 1,7312 6249,77 130 812,47 931,28
4 1297740 434996 2,9833 10770,17 180 1938,63 2869,91
6 523315 472704 1,1071 3996,63 230 919,23 3789,13
8 315734 449114 0,7030 2537,96 160 406,07 4195,21
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 3

Tabela 3.3. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 3, dzieh -5

Czas od
S
[h]
0,5 127635 629251 0,2028 254,02
1 293921 666794 0,4408 552,03
3 179843 594776 0,3024 380,02
4 124326 781892 0,1590 199,13
6 33912 749151 0,0453 56,69
8 8526 608224 0,0140 17,56

Tabela 3.4. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 3, dzien -5

roggsszgiia CTREO ObJetOéé XTREO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)

[h] moczu [ml]

1 48775 488038 0,0999 360,80 300 108,24 108,24
3 874588 399061 2,1916 7911,97 200 1582,39 1690,63
4 903055 454314 1,9877 7175,93 150 1076,39 2767,02
6 588353 455899 1,2905 4658,97 270 1257,92 4024,94
8 441024 453575 0,9723 3510,21 180 631,84 4656,78
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 4

Tabela 4.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 4, dzieh -6

Czas od
S
[h]
0,5 215753 613862 0,3515 440,16
1,5 179596 555872 0,3231 404,62
2 124402 578099 0,2152 269,49
4 43626 597177 0,0731 91,49
5 14871 521174 0,0285 35,73
7 6246 584151 0,0107 13,39
9 883 558245 0,0016 <LOQ

Tabela 4.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 4, dzien -6

rofrfé‘iz‘;‘iia P P Prreo/P Crreo wodb;?c:ﬁié o XmEo o o=f(t)
W{ﬁ}/vu TREO IS TREO/FIs [ug/ml] n¥oczu : rr?l] [mg] TREO

0,5 167352 453804 0,3688 1331,32 50 66,57 66,57

1,5 850687 451055 1,8860 6808,64 50 340,43 407,00
2 792061 446878 1,7724 6398,67 50 319,93 726,94
4 570380 462408 1,2335 4453,07 80 356,25 1083,18
5 158670 449864 0,3527 1273,31 80 101,86 1185,05
7 47521 461282 0,1030 371,91 75 27,89 1212,94
9 23905 471326 0,0507 183,10 80 14,65 1227,59
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 5

Tabela 5.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 5, dzieh - 5

Czas od
S
[h]
0,5 135318 456652 0,2963 371,10
1 244733 464814 0,5265 659,38
3 61018 472968 0,1290 161,57
4 31704 440917 0,0719 90,05
6 9315 422997 0,0220 27,58
8 2097 430279 0,0049 <LOQ

Tabela 5.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 5, dzieh - 5

FOS;(?(?ZZ?:ia CTREO ObJetOéé XTREO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)

[h] moczu [ml]

1,5 436753 446098 0,9791 3534,48 750 2650,86 2650,86
3 1001580 485723 2,0620 7444 19 430 3201,00 5851,86
5 696157 473959 1,4688 5302,57 300 1590,77 7442,63
7 158466 483705 0,3276 1182,70 450 532,22 7974,85
8 39197 449360 0,0872 314,90 550 173,20 8148,05
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 5 c.d.

Tabela 5.3. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 5, dzieh - 4

Czas od
S
[h]
0,5 109032 380218 0,2868 359,13
1 235292 462588 0,5086 637,00
3 53576 462825 0,1158 144,97
4 32541 468562 0,0694 86,97
6 12785 448692 0,0285 35,68
8 1582 484909 0,0033 <LOQ

Tabela 5.4. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 5, dzien - 4

FOS;(?(?ZZ?:ia CTREO ObJetOéé XTREO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)

[h] moczu [ml]

1 539405 449043 1,2012 4336,58 650 2818,78 2818,18
3 643579 445141 1,4458 5219,45 550 2870,70 5688,88
4 336355 446497 0,7533 2719,57 500 1359,78 7048,66
6 251375 426494 0,5894 2127,79 450 957,51 8006,17
8 130563 452365 0,2886 1041,96 400 416,78 8422,95
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 5 c.d.

Tabela 5.5. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 5, dzieh - 3

Czas od
S
[h]
0,5 82110 471938 0,1740 217,89
1 145229 508011 0,2859 358,02
3 45887 516132 0,0889 111,34
4 23758 495805 0,0479 60,01
6 5910 404595 0,0146 18,28
8 888,5 446380 0,0020 <LOQ

Tabela 5.6. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 5, dzieh - 3

FOS;(?(?ZZ?:ia CTREO ObJetOéé XTREO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f ()

[h] moczu [ml]

2 407356 455633 0,8940 3227,60 250 806,90 806,90
3 702871 438738 1,6020 5783,50 500 2891,75 3698,65
4 506779 484399 1,0462 3776,90 250 944,23 4642,87
7 262188 482948 0,5429 1959,89 560 1097,54 5740,41
9 64921 446442 0,1454 524,98 650 341,24 6081,65
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 6

Tabela 6.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 6, dzieh - 7

Czas od
S
[h]
0,5 173748 581832 0,2986 373,98
1 323715 570289 0,5676 710,87
3 56478 522620 0,1081 135,34
4 33521 527039 0,0636 79,65
6 13330 589510 0,0226 28,32
8 4352 536216 0,0081 10,16

Tabela 6.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 6, dzieh - 7

roggsszgiia CTREO ObJetOéé XTREO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f ()
[h] moczu [ml]
0,5 693702 428091 1,6205 5850,02 25 146,25 146,25
1 994016 452383 2,1973 7932,45 80 634,60 780,85
4 678992 424935 1,5979 5768,49 130 749,90 1530,75
6 283429 431779 0,6564 2369,75 85 201,43 1732,18
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 6 c.d.

Tabela 6.3. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 6, dzieh - 6

Czas od
S
[h]
0,5 222110 602441 0,3687 461,72
1 300602 550041 0,5465 684,42
3 73470 577529 0,1272 159,32
4 37509 566036 0,0663 82,99
6 13458 566376 0,0238 29,76
8 5421 601972 0,0090 11,28

Tabela 6.4. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 6, dzieh - 6

rogggszgiia p ) Prreo/P Crreo wodbiféﬂiéo XReo  x o=t (t)
wlewu TREO 1S TREO/FIs [ug/ml] rr)1/oczu [rr?l] [mg] TREO
[h]
0,5 981128 416674 2,3547 8500,60 75 637,54 637,54
1 635874 432703 1,4695 5305,20 60 318,31 955,85
3 745498 448492 1,6622 6000,84 100 600,08 1555,94
4 712328 428671 1,6617 5998,96 40 239,96 1795,89
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 6 c.d.

Tabela 6.5. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 6, dzieh - 5

Czas od
S
[h]
0,5 94256 561553 0,1678 210,21
1 173993 631861 0,2754 344,85
3 82647 588494 0,1404 175,88
4 42727 567370 0,0753 94,31
6 14910 565391 0,0264 33,03
8 4523 565834 0,0080 10,01

Tabela 6.6. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 6, dzieh - 5

Czas od
rOZpOCZQCia CTREO ObjetOSC XTREO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f ()

[h] moczu [ml]

0,5 253720 424623 0,5975 2157,11 120 258,85 258,85
1 428897 425455 1,0081 3639,31 80 291,15 550,00

3 78794 435491 0,1809 653,18 170 111,04 661,04

4 252228 441953 0,5707 2060,33 60 123,62 784,66

6 204225 455049 0,4488 1620,21 140 226,83 1011,49
8 76161 418870 0,1818 656,41 150 98,46 1109,95
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 7

Tabela 7.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 7, dzieh - 6

Czas od
i
[h]
0,5 132444 578928 0,2288 286,51
1 280516 676772 0,4145 519,09
3 74716 556344 0,1343 168,19
4 31811 676240 0,0470 58,91
6 10450 678932 0,0154 19,28
8 3224 671726 0,0048 <LOQ
Tabela 7.2. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 7, dzieh - 5
Czas Od.
e Pre Ps PreelPr o
[h]
0,5 89138 556522 0,1602 200,59
1 195101 552012 0,3534 442,63
3 66941 541247 0,1237 154,89
4 64670 1037620 0,0623 78,05
6 11944 618603 0,0193 24,18
8 3037 604067 0,0050 <LOQ
Tabela 7.3. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 7, dzien - 4
Czas od
07OCZEC Preeo Pis PrecolPis e
[h]
0,5 81267 400415 0,2030 254,17
1 193259 470218 0,4110 514,71
3 50975 394182 0,1293 161,95
4 51792 701786 0,0738 92,42
6 9152 448941 0,0204 25,53
8 1833 429846 0,0043 <LOQ
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 8

Tabela 8.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 8

Czas od
S
[h]
1 111843 509760 0,2194 274,77
2 255730 553158 0,4623 578,97
2,5 108432 528053 0,2053 257,16
3 78775 538782 0,1462 183,11
4 46006 584776 0,0787 98,53
6 14335 539990 0,0265 33,25
8 7538 622521 0,0121 15,16
12 656 610523 0,0011 <LOQ
Tabela 8.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 8
rogggc?z(;(cj:ia Crreo Objetosc TREO -
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/mi] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)
[h] moczu [ml]
0,5 249341 479493  0,5200 1877,29 180 337,91 337,91
1 469204 494959 0,9480 3422,26 140 479,12 817,03
2 1152410 470980 2,4468 8833,34 160 1413,33 2230,36
3 1004750 485706  2,0686 7468,01 185 1381,58  3611,94
3,25 399451 462679 0,8633 3116,76 185 576,60 4188,55
6 210172 476927 0,4407 1590,90 120 190,91 4379,45
12 19799 514250  0,0385 138,99 250 34,75 4414,20
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 9

Tabela 9.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 9

Czas od
S
[h]
0,5 214712 472783 0,4541 568,75
1 390700 499310 0,7825 979,94
1,5 489964 540295 0,9068 1135,69
2 343777 456207 0,7536 943,71
2,5 269497 519178 0,5191 650,07
3 127085 557800 0,2278 285,33
4 62309 548490 0,1136 142,27
6 14548 567925 0,0256 32,08
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 10

Tabela 10.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 10

Czas Od.
e Pmo P PrreoPi o
[h]
0,5 90088 473571 0,1902 238,24
1 197892 520255 0,3804 476,36
1,5 229818 485205 0,4737 593,18
2 281645 476768 0,5907 739,81
2,5 152724 430759 0,3545 444,02
3 119320 478281 0,2495 312,43
4 65313 459066 0,1423 178,18
6 24368 438368 0,0556 69,62
Tabela 10.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 10
rogssszgiia Crreo Objgtosc XTREO -
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/ml] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)
[h] moczu [ml]
0,5 155275 481543  0,3225 1164,09 50 58,20 58,20
1 254902 487561 0,5228 1887,40 140 264,24 322,44
1,5 361492 510593  0,7080 2555,90 165 421,72 744,16
2,5 481685 484756  0,9937 3587,24 85 304,92 1049,08
6 72828 494024 0,1474 532,19 140 74,51 1123,59
8 11665 508864 0,0229 82,76 150 12,41 1136,00
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 11

Tabela 11.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 11

Czas od
e
[h]
0,5 121510 532625 0,2281 285,70
1 156507 516616 0,3029 379,39
1,5 157031 482616 0,3254 407,48
2 152426 462786 0,3294 412,48
2,5 72835,9 473889 0,1537 192,48
3 54023 498785 0,1083 135,64
4 39751,5 483803 0,0822 102,90
6 16318,9 509485 0,0320 40,11
8 7562,19 508375 0,0149 18,63
Tabela 11.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 11
rogsgsz(;?:ia Crreo Objgtosc XTREO -
e Prreo Pis Prreo/Pis  (oimy  Wydalonego R Xrreo = (1)
[h] moczu [ml]
2,5 764895 534514 1,4310 5166,10 240 1239,86 1239,86
3 154907 538960 0,2874 1037,61 370 383,92 1623,78
5,5 151142 524741 0,2880 1039,83 350 363,94 1987,72
6 58645,3 526058 0,1115 402,46 270 108,66 2096,38
6,5 20337,6 517973 0,0393 141,75 250 35,44 2131,82
7 5796,22 525462 0,0110 <LOQ 640 <LOQ <LOQ
8,5 68535 547605 0,1252 451,82 170 76,81 2208,63
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 12

Tabela 12.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 12

Czas od
S
[h]
0,5 594322 509827 1,1657 1459,90
1 857921 502091 1,7087 2139,88
1,5 1727814 587234 2,9423 3684,77
2 1934034 531168 3,6411 4559,92
2,5 312338 509554 0,6130 767,64
3 176504 538059 0,3280 410,82
4 117910 572861 0,2058 257,77
6 55119 526791 0,1046 131,04
8 13559 503803 0,0269 33,70

Tabela 12.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 12

Czas od

rOZpOCZQCia CTREO ObjetOéé X1REO
wlewu Prreo Pis Prreo/Pis [ug/mi] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)

[h] moczu [ml]

2 334878 524210 0,6388 2306,22 670 154517 1545,17
4 1265900 550318 2,3003 8304,36 570 4733,48 6278,65

45 210845 537366 0,3924 1416,49 560 793,23 7071,89
5 110582 547249 0,2021 729,49 500 364,75 7436,63
6 188458 532188 0,3541 1278,41 370 473,01 7909,64
11 80963,2 529782 0,1528 551,71 560 308,96 8218,60
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 13

Tabela 13.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 13

Czas od
S
[h]
0,5 189665 470057 0,4035 505,31
1 282018 467217 0,6036 755,93
2 389673 547339 0,7119 891,60
3 85538,6 546541 0,1565 196,00
4 29100,9 505532 0,0576 72,09
6 4086,18 479314 0,0085 10,68
Tabela 13.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 13
rogsgsz(;?:ia Crreo Objgtose XTREO -
wlewu Prreo Pwz Prreo/Pis [ug/mi] wydalonego [mg] Xrreo = f (1)
[h] moczu [ml]
0,5 5577,29 517360 0,0108 <LOQ 50 <LOQ <LOQ
1,58 1223770 462291 2,6472 9556,63 95 907,88 907,88
2,92 1537360 473017 3,2501 11733,27 60 704,00 1611,88
5,25 890088 493488 1,8037 6511,43 50 325,57 1937,45
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 14

Tabela 14.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 14

Czas od.
rOZVF\)I?eCVfIECIa PTREO I:)IS I:)TREO/PIS [E&/eraﬁ]
[h]
0,5 204514 502470 0,4070 509,73
1 291718 546727 0,5336 668,22
1,5 306531 526541 0,5822 729,07
2 360383 525313 0,6860 859,15
3 105882 540813 0,1958 245,19
4 50906 542468 0,0938 117,52
6 19198 559095 0,0343 43,00
8 3278 482793 0,0068 <LOQ
12 189 524175 0,0004 <LOQ

Tabela 14.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 14

rogsssz(;?:ia Ctreo Objetosc XtRreO
wlews P1reo Pis P1reo/Pis [ug/ml] wydalonego (mal Xtreo = (1)
[h] moczu [ml]
1 305447 433986 0,7038 2540,86 250 635,21 635,21
1,25 496022 438412 1,1314 4084,50 280 1143,66 1778,87
2 928675 428655 2,1665 7821,25 230 1798,89 3577,76
3 784424 445078 1,7624 6362,61 250 1590,65 5168,41
3,35 740710 411415 1,8004 6499,63 220 1429,92 6598,33
5,75 686330 443407 1,5479 5587,93 395 2207,23 8805,56
7 70553 449076 0,1571 567,17 280 158,81 8964,37
8 36272 449537 0,0807 291,29 330 96,13 9060,50
12 7883 469434 0,0168 <LOQ 155 <LOQ <LOQ
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 15

Tabela 15.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 15

Czas od
i
[h]
0,5 47481 517294 0,0918 114,95
1 101567 606291 0,1675 209,80
1,5 186417 577207 0,3230 404,46
2 379645 808040 0,4698 588,40
2,5 236540 564809 0,4188 524,48
4 93118 597061 0,1560 195,32
6 38338 634580 0,0604 75,66
8 12867 615345 0,0209 26,19
Tabela 15.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos¢ leku u pacjenta 15
rogsgs;;iia Crreo Objgtose XTREO =
Wlewn P1reo Pis P1reo/Pis [ug/ml] wydalonego [mal Xtreo = (1)
[h] moczu [ml]
1,5 341084 454909 0,7498 2706,81 340 920,31 920,31
2,5 1048490 443400 2,3647 8536,68 290 2475,64 3395,95
4 594461 441659 1,3460 4859,11 400 1943,64 5339,59
6 359320 448905 0,8004 2889,66 360 1040,28 6379,87
7,25 131842 437618 0,3013 1087,62 350 380,67 6760,54
8,5 85920 471210 0,1823 658,26 350 230,39 6990,93
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

Pacjent 16

Tabela 16.1. Stezenie TREO w osoczu u pacjenta 16

Czas od
i
[h]
0,5 69569 506516 0,1373 172,01
1 154968 551290 0,2811 352,04
1,5 181417 508497 0,3568 446,80
2 203763 555329 0,3669 459,52
2,5 179091 654487 0,2736 342,69
3 108134 597730 0,1809 226,56
4 62307 558666 0,1115 139,67
6 29387 604034 0,0487 60,93
8 10002 564722 0,0177 22,18
10 1907 532024 0,0036 <LOQ
Tabela 16.2. Stezenie TREO w moczu i wydalona ilos$¢ leku u pacjenta 16
ro(z:;)zgsz(;iia P P PrreolP Croco oot Xmeo (t)
Wl[i\ivu TREO IS TREO/FIs [ug/ml] n¥oczu : rr?l] [mg] TREO
1 207767 436250 0,4763 1719,34 400 687,74 687,74
1,5 294581 445066 0,6619 2389,46 200 477,89 1165,63
2 492266 458531 1,0736 3875,71 200 775,14 1940,77
2,83 827140 450748 1,8350 6624,69 380 2517,38 4458,15
3,83 421931 444104 0,9501 3429,86 350 1200,45 5658,60
4,75 278101 442516 0,6285 2268,79 380 862,14 6520,74
55 207605 467043 0,4445 1604,73 380 609,80 7130,54
7 164759 443898 0,3712 1339,94 400 535,97 7666,52
7,5 75993 470289 0,1616 583,35 250 145,83 7812,35
8,5 60779 436327 0,1393 502,88 360 181,07 7993,39
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WYKAZ ZAL ACZNIKOW

ZALACZNIKV
Seria 1 (S1) Seria 2 (Sy)
Stezenie TREO Srednia
eZ[“gllml] Prreo Pis Prreo/Pis Prreo Pis Prreo/Pis Odzysk [%0] [%] ! SD Wz
1000 432566 533562 0,8107 509856 492563 1,0351 78,32
1000 423245 536523 0,7889 516533 487566 1,0594 74,46
1000 389732 484233 0,8048 516302 482857 1,0693 75,27 75,32 1,75 2,32
1000 401946 504960 0,7960 512174 480210 1,0666 74,63
1000 442218 548776 0,8058 507157 465041 1,0906 73,89
Seria 1 (Sy) Seria 2 (S,)
Stezenie TREO Srednia
¢ [ug/mi] Prreo Pis Prreo/Pis Prreo Pis Prreo/Pis Odzysk [%0] [%] SD Wz
50 17456 536899 0,0325 21465 496589 0,0432 75,22
50 18207 529761 0,0344 23010 514391 0,0447 76,83
50 17896 563566 0,0318 23656 516594 0,0458 69,35 76,34 4,53 5,93
50 19108 535096 0,0357 22754 503379 0,0452 79,00
50 20790 547598 0,0380 23914 512045 0,0467 81,29
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