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Wykaz skrotow

e ACN - acetonitryl

e allo-HSCT - allogeniczne przeszczepienie krwiotwoérczych komoérek macierzystych
(allogenic hematopoietic stem cell transplantation)

e ALL - ostra biataczka limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukemia)

e ALT - aminotransferaza alaninowa

e AML - ostra bialaczka szpikowa (acute myeloid leukemia)

e AST - aminotransferaza asparaginowa

e AUC - pole powierzchni pod krzywa zalezno$ci zmian stgzenia w czasie (area under
the curve)

e BAL - popluczyny oskrzelowo- pgcherzykowe (brocho-alveolar lavage)

e C,,:n - stezenie minimalne

o C,,q, - stezenie maksymalne

e CAR - konstytucyjny receptor androstanu

e CYP450 - cytochrom P450

e CYP3A4 - izoforma 3A4 cytochromu P450

e CYP2CI19 - izoforma 2C19 cytochromu P450

e CYP2C19*2 - allel 2 izoformy 2C19 cytochromu P450

e CYP2C19*17 - allel 17 izoformy 2C19 cytochromu P450

e CYP2C9 - izoforma 2C9 cytochromu P450

e DLBCL - chioniak rozlany z duzych komérek B (Diffuse large B-cell lymphoma)

e EDTA - kwas wersenowy

e eGFR - wspotczynnik filtracji ktgbuszkowej (glomerular filtration rate)
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EMs - prawidtowi metabolizerzy (efficient metabolizers)

ESI - jonizacja metoda elektrorozpylania (electrospray ionisation)

GvHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi

HPCE - elektroforeza kapilarna

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa

HPLC-UV - HPLC z detekcjag UV

HPLC-FLD - HPLC z detekcja fluorescencyjng

HPLC-MS/MS - HPLC z detekcja mas

FLC - flukonazol

FLD - detektor fluorescencyjny

FMO - enzymy nalezace do grupy monooksygenaz zawierajacych flawing

IFI - inwazyjne grzybice uktadowe (invasive fungal infections)

IMs - posredni metabolizerzy (intermediate metabolizers)

ITC - itrakonazol

ke; - stala szybkosci eliminacji

LC-MS/MS - wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z tandemowym
spektrometrem mas (ligiud chromatography — tandem mass spektrometry)

LOQ - oznaczalnos¢ (limit of quantitation)

MeOH - alkohol metylowy

MIC - najmniejsze stgzenie hamujace (minimal inhibitory concentration)

MIC;, - najmniejsze stezenie leku hamujace wzrost 50% kolonii bakterii/grzybow
MICy, - najmniejsze stezenie leku hamujace wzrost 90% kolonii bakterii/grzyboéw
OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

QC - préby kontroli jakoSci procesu analitycznego (quality control samples)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (polimerase chain rection)

RT-PCR - PCR z odwrotna transkryptaza (reverse transcriptase PCR)

PCR-RFLP - PCR z analiza dtugosci fragmentéw restrykcyjnych

PMs - wolni metabolizerzy (poor metabolizers)

PXR - receptor-X-pregnanu

SBEDC - sulfobutyleter-beta-cyklodekstryny

SCC - nowotwor kolczystokomorkowy skory (scquamous cell carcinoma)
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e (y5 - biologiczny okres péttrwania

e TEMED - tetrametyloetylenodiamina

e TDM - terapeutyczne monitorowanie lekow (therapeutic drug monitoring)
e UMs - ultra-szybcy metabolizerzy (ultra rapid metabolizers)

e VCZ - worykonazol



Wstep

Inwazyjne zakazenia grzybicze (invasive fungal infections— IFI) to wielonarzadowe
zakazenia o etiologii grzybiczej wystgpujace najczesciej w grupie pacjentéw z cigzkimi
niedoborami odpornosci.  Sa one jednym z cigzszych powiklafi wystepujacych
u pacjentéw zmagajacych si¢ z nowotworami, mukowiscydoza, jak réwniez pacjentow
poddawanym przeszczepieniu komorek krwiotworczych. U tych ostatnich powiktanie
to wystepuje najczeSciej we wczesnym okresie tj. do 30 dni po przeszczepieniu
komoérek krwiotwérczych. Mimo intensywnego postgpu medycyny jaki mozemy
obserwowac w ostatnich kilkunastu latach tematyka zakazen grzybiczych stanowi wcigz
duze wyzwanie dla lekarzy klinicystow. Narastajacy rozwdj opornosci patogendow
stanowi duzy problem niemal na kazdym etapie leczenia szpitalnego. W dalszym
ciagu brakuje odpowiednich metod i narz¢dzi diagnostycznych w zakresie zakazen
grzybiczych, ktére mimo coraz wigkszej dostgpnosci nowej generacji lekow na rynku
farmaceutycznym stanowia jedna z gléwnych przyczyn Smiertelnosci u pacjentéw
z cigzka neutropenia i limfocytopenia dotyczaca szczegdlnie limfocytéw CD4+. W terapii
zakazen grzybiczych kluczowa rolg odgrywa czas od momentu rozpoznania do podjecia
leczenia infekcji. Jednak rozpoznanie IFI jest czesto trudnym zadaniem z uwagi na
brak charakterystycznych objawéw. Niezwykle istotnym aspektem terapeutycznym jest
uzyskanie odpowiedniego st¢zenia leku w ustroju pozwalajacego na ograniczenie rozwoju
opornoSci i zwalczenie patogenu. Do najczgstszych ukladowych zakazen grzybiczych,
wystepujacych u pacjentéw z obnizong odpornoscia nalezy aspergiloza. Jednym z lekow,
uzywanych do leczenia IFI jest worykonazol—pochodna triazolu. Mechanizm dziatania

pochodnych triazolu polega na zaburzeniu biosyntezy ergosterolu, podstawowego budulca
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btony komérkowej grzybéw. Worykonazol posiada bardzo szerokie spektrum dziatania
i z powodzeniem wykorzystywany jest w leczeniu aspergilozy, kandydozy czy fuzariozy
oraz w mniejszym stopniu w profilaktyce grzybic uktadowych. Pacjenci zapadajacy
na inwazyjne zakazenia grzybicze, to bardzo specyficzna grupa chorych, u ktorej
z uwagi na choroby pierwotne prowadzona jest zwykle wielolekowa terapia. Niesie
to bardzo duze ryzyko interakcji migdzylekowych, ktére nierzadko doprowadzaja do
wystapienia licznych dzialan niepozadanych i pogorszenia stanu zdrowia pacjentow.
Istotnym dziataniem, zmierzajacym do zapobiezenia powyzszej sytuacji jest prowadzenie
spersonalizowanej terapii monitorowanej. Terapeutyczne monitorowanie leku (TDM)
polega na pomiarze st¢zenia leku w matrycy biologicznej (osocze, surowica, mocz) w celu
odpowiedniego dobrania dawki leku 1 uniknigcia dziatan niepozadanych. Worykonazol
jest lekiem ulegajacym licznym interakcjom w fazie farmakokinetycznej na etapie
biotransformacji przy udziale izoenzyméw cytochromu P450. Zatem, stosowanie
worykonazolu w terapii uktadowych zakazen grzybiczych wraz z wieloma innymi
lekami, przyjmowanymi przez pacjentéw niesie duze ryzyko niepowodzenia terapii
przeciwgrzybiczej. Jednym z powodéw niepowodzen terapeutycznych jest wystgpujaca
zmienno$¢ migdzyosobnicza genotypu w zakresie funkcji enzyméw metabolizujacych
ksenobiotyki. Farmakokinetyka worykonazolu charakteryzuje si¢ wilasnie duza
zmiennoS$cia migdzyosobnicza, co znaczy, ze po podaniu tej samej dawki u réznych
pacjentéw obserwuje si¢ rézne stezenia leku we krwi, a wigc rézna moze by¢ jego
skuteczno$¢. W przypadku zbyt niskich stgzei leku we krwi terapia moze nie byc
skuteczna. Z kolei przy zbyt wysokich stgzeniach moze doj$s¢ do wystapienia dziatan
niepozadanych. Monitorowanie lekow w znaczacy sposéb przyczynia si¢ do poprawy

efektywnosci i1 bezpieczenstwa terapii.



Rozdziat 1

CzeS¢ teoretyczna

I.1. Czynniki predysponujace i etiologia ukladowych zakazen

grzybiczych

Powiktania infekcyjne o etiologii grzybiczej sa jedna z gléwnych przyczyn
Smiertelnosci pacjentow po chemioterapii 1 poddawanych przeszczepieniu komoérek
krwiotwérczych—HSCT (ang.  hematopoietic stem cell transplantation).  Grupa
najbardziej zagrozona zakazeniami sg pacjenci po HSCT od dawcéw niespokrewnionych
a najmniej chorzy poddawani autologicznemu przeszczepieniu szpiku kostnego [1].

Gléwnymi czynnikami predysponujacymi do wystapienia IFI sa [2]:

e dlugotrwala neutropenia (liczba granulocytéw ponizej 500 /mm? krwi utrzymujaca sie
powyzej 10 dni),

e zakazenie CMV (cytomegalovirus),

e utrzymujaca si¢ wysoka goraczka powyzej 38°C' mimo zastosowania antybiotykéw
o szerokim spektrum dziatania,

e zastosowane leczenie lekami immunosupresyjnymi (powyzej 30 dni),

e leczenie kortykosteroidami powyzej 3 tygodni,

e GVHD (choroba—przeszczep przeciwko gospodarzowi).
Obecnie wyodrgbnia si¢ siedem typow zakazen grzybiczych. Naleza do nich:

1. kandydozy (zakazenia wywotane przez drozdzaki z rodzaju Candida sp.),
2. aspergilozy (Aspergillus sp. gtdwnie A.fumigatus),
3. kryptokokozy (Cryptococcus neoformans),
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4. hialohyfomykozy (Fusarium sp., Scedosporium sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp.,
Acremonium sp.),

5. mukormykozy (Rhizopus sp., Absidia sp., Mucor sp.),

6. zakazenia innymi drozdzakami (Malassezia sp., Trichosporon sp.),

7. infekcje wywotane grzybami ciemnostrzgpkowymi (Alternaria sp., Bipolaris sp.,

Cladophialospora sp., Wangiella sp., Dactylaria sp.)[3].

Do najczg$ciej wystgpujacych u pacjentdw hematologicznych zakazen naleza jednak
aspergiloza 1 kandydoza. Bardzo rzadko wystgpujacymi zakazeniami sa fusariozy,
scedosporiozy czy mukormykozy. Zakazenia grzybami plesniowymi i drozdzakami
roznig si¢ mechanizmem inwazji tkankowej. W przypadku pierwszych do zakazenia
dochodzi giéwnie przez inhalacje zarodnikami grzyboéw obecnymi w Srodowisku
zewnetrznym. 7 kolei zakazenia drozdzakami to zakazenia endogenne, do ktérych

dochodzi poprzez inwazj¢ §luzéwek przewodu pokarmowego i skéry pacjenta.

I.2. Diagnostyka ukladowych zakazen grzybiczych

Diagnostyka IFI stanowi w dalszym ciagu duze wyzwanie z uwagi na ograniczong
dostgpno$¢ nowoczesnych i szybkich metod diagnostycznych w oSrodkach szpitalnych.
Standardy diagnostyczne opieraja si¢ gléwnie na badaniach mikrobiologicznych,
serologicznych, diagnostyce obrazowej i histopatologicznej. Posiewy wykonuje si¢
z materiatéw klinicznych takich jak: krew, plwocina, material szczoteczkowy, BAL
(poptuczyny oskrzelowo-pgcherzykowe), ptyn mézgowo-rdzeniowy, ptyn z optucnej
oraz mocz. Diagnostyka mikrobiologiczna nie jest jednak precyzyjnym narzedziem
diagnostycznym z powodu dlugiego czasu trwania hodowli i nie zawsze umozliwia
okresSlenie gatunku grzyba chorobotwoérczego. Diagnostyka serologiczna opiera si¢ na

wykrywaniu specyficznych antygendw i przeciwcial, do ktérych naleza migdzy innymi:

e galaktomannan (Aspergillus sp.),
e mannan/antymannan (Candida sp.),
e glukan (Aspergillus sp., Candida sp.),

e enolazy (czynnik r6znicujacy kolonizacj¢ od inwazji).
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Do celéw diagnostyki uktadowych zakazer grzybiczych wykorzystuje si¢ rowniez
nowoczesne metody spektrometrii masowej oraz metody molekularne takie jak:
wykrywanie DNA 1 RNA metoda PCR/RT-PCR, hybrydyzacja z uzyciem sond
molekularnych [4-7].

1.3. Budowa i mechanizm dzialania azolowych lekow

przeciwgrzybiczych

Podstawa budowy azolowych zwiazkow przeciwgrzybiczych jest jeden lub wigcej
pierScieni azolu rdzniacy si¢ liczba atoméw azotu w pierScieniu. Z uwagi na ilo$¢
atomow azotu w pierScieniu rozrézni¢ mozemy pochodne imidazolu (ryc. [I) (2 atomy
azotu w pierScieniu)—sa to dobrze znane i uzywane w dermatologii antymikotyki
takie jak: ketokonazol, klotrimazol, mikonazol, izokonazol czy ekonazol. Trzy atomy
azotu posiadaja natomiast pochodne triazolu (ryc. [2), wsréd ktérych wyrdznia si¢ dwie
generacje [8]. I generacj¢ tworzg starsze lecz nadal stosowane w lecznictwie leki takie jak:
flukonazol, itrakonazol. Do II generacji triazoli naleza: worykonazol, posakonazol,
rawukonazol, isawukonazol - sa to zwiazki o szerokim spektrum dziatania, posiadajace
rekomendacje do leczenia grzybic uktadowych opornych na triazole I generacji. Struktury
chemiczne triazoli I i II generacji przedstawiono na rycinach 3} 4 [9]].

Mechanizm  dziatania  triazoli oparty jest na zahamowaniu syntezy
ergosterolu—budulca btony komoérkowej grzyba. Polega on na wiazaniu si¢ leku
z uktadem cytochromu P-450 i1 zahamowaniu reakcji hydroksylacji 1 demetylacji
prekursoréw ergosterolu. W wyniku polaczenia si¢ atomu azotu czasteczki azolu
z zelazem hemu cytochromu P-450 dochodzi do zahamowania izoenzymu 14 alfa
demetylazy lanosterolu i zamiast ergosterolu powstaja zmetylowane sterole, co w efekcie
prowadzi do destabilizacji blony komoérkowej, wolniejszego namnazania si¢ komorek
grzybéw i zwigkszenia ich podatnosci na fagocytoze. Ryciny [SH6| obrazuja synteze
ergosterolu oraz uproszczong budowe komorki grzyba z miejscem uchwytu réznych grup

lekéw o dziataniu przeciwgrzybiczym (8, |10-12].
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Rycina 1. PierSciefi imidazolu

Rycina 2. PierSciefi triazolu
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Rycina 3. Struktury chemiczne triazoli I generacji
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(b) Posakonazol
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Rycina 6. Schemat budowy komoérki grzyba obrazujacy miejsca dziatania lekow
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I.4. Worykonazol

Worykonazol—(VCZ) triazol II generacji wprowadzony zostal do lecznictwa
w 2002 roku przez amerykanski koncern farmaceutyczny Pfizer, pod nazwa handlowa
Vfend w trzech postaciach: proszku do sporzadzania roztworu do infuzji, tabletek
i zawiesiny doustnej. Z uwagi na bardzo duza biodostgpno$¢ postaci doustnej,
siggajaca powyzej 95%, ta droga podania jest bardzo czesto wybierana przez lekarzy
i pacjentéw [13]]. Na chwilg obecna na polskim rynku dostgpne sa juz preparaty 10 firm
farmaceutycznych produkujacych zamienniki Vfend-u. Posta¢ dozylna leku posiada
natomiast 3 preparaty generyczne. Wykaz preparatow zawierajacych worykonazol
przedstawia tabela ] [14].

Tak szeroki wyboér generykéw w postaci tabletek podyktowany jest wejSciem tej
formy leku na list¢ lekdw refundowanych przez Narodowy Fundusz Zdrowia. Niestety
lek oryginalny pozostaje dla pacjentéw w odptatnosci 100%. Szeroki wybdér preparatéw
generycznych, refundowanych worykonazolu daje mozliwos¢ kontynuacji leczenia w tak

zwanej profilaktyce wtdérnej, po wypisie pacjenta ze szpitala. Nie bylo to mozliwe
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Tabela 1. Preparaty worykonazolu zarejestrowane na rynku polskim

nazwa handlowa postaé leku dawka [mg] opakowanie
Vfend—Pfizer proszek do sporz. roztworu do infuzji 200 1fiol.
Vfend—Pfizer proszek do sporz. zawiesiny doustnej 40 mg/ml Ifiol. 75 ml
Vfend—Pfizer tabletki 50 20 tabl.
Vfend—Pfizer tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Accord tabletki 50 20 tabl.
Voriconazole Accord tabletki 200 10 tabl.
Voriconazole Accord tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Actavis tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Adamed tabletki 50 20 tabl.
Voriconazole Adamed tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Adamed proszek do sporz. roztworu do infuzji 200 1 fiol.
Voriconazole Genoptim  tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Mylan tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Polpharma tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Polpharma proszek do sporz. roztworu do infuzji 200 1 fiol.
Voriconazole Sandoz tabletki 200 28 tabl.
Voriconazole Stada tabletki 200 14 tabl.
Voriconezole Teva tabletki 50 20 tabl.
Voriconazole Teva tabletki 200 20 tabl.
Voriconazole Zentiva tabletki 200 20 tabl.
Voricostad Stada proszek do sporz. roztworu do infuzji 200 1fiol.

dotychczas z uwagi na zbyt wysoka ceng leku, co warunkowato zamiang worykonazolu na

inny lek przeciwgrzybiczy, cho¢ z klinicznego punktu widzenia nie zawsze jest to dobre

rozwiazanie.

I.5. Wskazania do stosowania i dawkowanie worykonazolu

Worykonazol jest lekiem wskazanym do leczenia inwazyjnej aspergilozy, kandydozy,

fusariozy 1 zakazen wywotanych Scedosporium sp.[15].

worykonazolu wobec wybranych gatunkéw grzyboéw Aspergillus sp.

przedstawia tabela 2]

AktywnoS¢ in vitro

i Candida sp.

Worykonazol jest lekiem zarejestrowanym w leczeniu dzieci powyzej 2 roku zycia

1 dorostych. Obecnie zarejestrowane dawkowanie u dorostych 1 dzieci od 14 roku
zycia oraz dzieci migdzy 12-14 rokiem zycia, ktérych masa ciata przekracza 50 kg

wynosi 6 mg/kgmec. w dawce dozylnej lub doustnie 400 mg co 12 h w pierwszej
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Tabela 2. Aktywno$¢ in vitro worykonazolu wobec niektérych gatunkéw grzybéw

gatunek grzyba MICso[pg/ml] MICqo[pg/ml]  zrédio
A.fumigatus 0,25 0,50 [[16]
A.niger 0,50 1,00 [16]
A flavus 0,50 1,00 [[16]
A.versicolor 0,50 - [16]
A terreus 0,25 - [[16]
C.albicans <0,06 0,50 [17419]
C.tropicalis <0,06 0,25 [118]]
C.parapsilosis <0,06 0,12 [117,|18]
C.glabrata 0,50 4,00 [18L(19]
C.krusei 0,50 0,50 [17,20]
C.albicans, oporna na flukonazol 0,25 1,00 [118]]
C.guilliermondii 0,06 - [19]
C.lusitaniae <0,03 0,06 [19]
C.kefyr <0,06 - [19]

MIC5, i MICgo—najmniejsze stezenie antybiotyku, hamujace wzrost kolonii grzybéw odpowiednio o 50%
i90% .



Rozdziat I. CzgS¢ teoretyczna 10

dobie leczenia—dawka inicjujaca. Dawkowanie od drugiej doby leczenia to odpowiednio
4 mg/kgmec.- dozylnie lub doustnie 200 mg co 12 h. Jezeli okreslone dawkowanie
nie wystarcza do utrzymania stgzenia terapeutycznego leku, ktérego zakres wynosi
1-5,5 pg/ml, dawkowanie mozna podwyzszyé z 200 do 300 mg co 12h. Dolna
granica zakresu zwiazana jest z MIC (minimalnym stgzeniem hamujacym) patogenow
grzybiczych i wynosi ona 1 pg/ml, jednak z uwagi na narastajacy rozwdj opornosci
grzybow na leki przeciwgrzybicze opisywana w literaturze wartoS¢ C,,;, zwigksza
sig nawet do 2 pug/ml. Gorna granica zakresu terapeutycznego winna by¢ Scisle
przestrzegana z uwagi na mozliwo$¢ wystapienia silnych dziatar niepozadanych leku, co
zostato opisane w podrozdziale Dawkowanie u dzieci od 2—-12 roku zycia i dzieci od
12-14 roku zycia, ktérych masa ciata nie przekracza 50 kg wynosi 9 mg/kgmec. dozylnie
co 12 h w pierwszej dobie leczenia i 8 mg/kgme. od 2 doby [21].

Worykonazol nie jest rekomendowany do leczenia IFI u pacjentéw pediatrycznych
ponizej 2 roku zycia, jednak w praktyce klinicznej stosowany jest on off label (poza
wskazaniami rejestracyjnymi) nawet u niemowlat i dzieci do 2 roku zycia w dawkach
od 2,5-12 mg/kgmec. [22-24].

Przyjmowanie tabletek lub zawiesiny doustnej worykonazolu z positkiem moze
zmniejszy¢ jego biodostepnosé nawet o 22%. Lek nalezy zatem przyjmowaé na
czczo lub przynajmniej 1 h przed lub po positku [21]. Worykonazol jest lekiem
stabo rozpuszczalnym w wodzie, z tego powodu posta¢ dozylna zawiera SBEDC
(Sulfobutyleter-3-cyklodekstryny).  Jest to zwiazek zwigkszajacy rozpuszczalno$é
worykonazolu w wodzie, ktéry moze ulega¢ kumulacji w nerkach. Nie zaleca si¢ zatem
stosowania postaci dozylnej leku u pacjentéw, u ktérych klirens kreatyniny jest ponizej
50 mli/min [25]. W tabeli |3| i |4 przedstawione zostaty rekomendacje oraz sposéb
ich klasyfikacji wedtug wytycznych ECIL 3 (3"¢ European Conference on Infections
in Leucemia—1Juan-les-Pins 2009). Rekomendacje dotycza profilaktyki i leczenia IFI
worykonazolem chorych z neutropenia oraz wykorzystuja system opracowany wedlug

Centers of Disease Control and Prevention
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Tabela 3. Klasyfikacja rekomendacji wedlug ECIL 3 [26]

Jakos$¢ dowodow Sita Rekomendacji

I. Co najmniej jedno dobrze A. Mocne dowody na skuteczno$¢

przeprowadzone badanie kliniczne
randomizowane.

II. Co najmniej jedno dobrze
przeprowadzone badanie kliniczne
bez randomizacji, badanie typu
case-controlled przekonujace
wyniki badan eksperymentalnych.

ITI. Opinie ekspertéw na podstawie
doswiadczenia klinicznego, badan
opisowych lub raporty panelu
ekspertow.

1 korzys$¢ kliniczna (mocno
rekomendowane).

. Mocne lub umiarkowane dowody na

skuteczno$¢; ograniczona korzys¢é
kliniczna (generalnie
rekomendowane).

. Umiarkowane dowody potwierdzajace

toksyczno$¢ lub brak aktywnosci
(generalnie nierekomendowane).

. Mocne dowody potwierdzajace

toksycznos$¢ lub brak aktywnosci
(nierekomendowane).

Tabela 4. Rekomendacje do stosowania worykonazolu u chorych z neutropenig [27]]

Lp. Wskazanie

Sita rekomendacji

1. Profilaktyka pierwotna IFI u chorych po allo-HSCT faza Al
neutropenii

2. Profilaktyka pierwotna IFI u chorych po allo-HSCT faza AT**
GvHD

3. Terapia empiryczna IFI BI

4. Inwazyjna aspergiloza Al

5. Ratunkowe leczenie inwazyjnej aspergilozy o ile nie byto BII
leczenia VCZ I rzutu

6. Inwazyjna kandydoza BII

** rekomendacja tymczasowa
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Oxidized metabolites

Rycina 7. Schemat metabolizmu worykonazolu przy udziale enzyméw CYP450 [28]]

12
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I.6. Metabolizm worykonazolu

Worykonazol metabolizowany jest gtéwnie w watrobie i zaledwie 2% leku wydalane
jest droga nerkowa w postaci niezmienionej. Metabolity leku sag wykrywalne w moczu
w ilosci ok. 80% podanej dawki. Gtéwnym metabolitem worykonazolu jest N-tlenek,
ktéry pozbawiony jest aktywnoSci przeciwgrzybiczej, stanowi on blisko 72% wszystkich
metabolitow worykonazolu [29, 30]. Za metabolizm leku do tej formy odpowiedzialna
jest gtéwnie izoforma CYP2C19, jednakze widoczny jest tez udziat CYP3A4, CYP2C9
oraz enzymoOw z grupy monooksygenaz zawierajacych flaving tzw. FMO. Szacuje sig,
ze za metabolizm worykonazolu w ok 75% odpowiadaja enzymy cytochromu P-450,
a ok 25% odbywa si¢ za sprawg FMO. N-tlenek VCZ ulega w dalszym etapie reakcji
sprzegania z kwasem glukuronowym, lub tez istnieje mozliwo$¢ jego przemiany do
innych nieistotnych klinicznie metabolitéw[29, [31]. Worykonazol moze by¢ zaréwno
substratem jak 1 inhibitorem enzymoéw CYP2C19, CYP3A4 czy CYP2C9. Giéwnym
z punktu widzenia klinicznego szlakiem metabolicznym VCZ jest reakcja hydroksylacji,
ktéra zachodzi dwutorowo i nastgpuje w obrgbie grupy metylowej lub w obrebie
pierScienia fluoropirymidynowego, do ktérego przytaczona moze zostaé jedna badz dwie
grupy hydroksylowe. Hydroksylowe pochodne sa w dalszym etapie rOwniez sprzggane
z kwasem glukuronowym. Nie ma pelnej informacji dotyczacej tego jakie enzymy
odpowiedzialne sa za reakcje hydroksylacji grupy metylowej, wiadomo natomiast,
ze hydroksylacja do pierscienia fluoropirymidynowego zachodzi za sprawa CYP2C19
[32-34]]. Schemat metabolizmu worykonazolu, oraz budowe chemiczna poszczegdlnych
metabolitéw przedstawiono na rycinach (7H8). Badania in vitro enzyméw watrobowych
u dzieci 1 dorostych wykazaty, ze najwigkszy udziat w N-oxydacji u dzieci ma CYP2C19
1 FMO-3 1 to wlasnie te enzymy w duzej mierze przyczyniaja si¢ do zwigkszonego
klirensu metabolicznego VCZ u tej grupy pacjentéw. U dorostych za ten szlak

metaboliczny odpowiada w najwigkszym stopniu CYP3A4 [35].

I.7. Farmakokinetyka

Worykonazol jest prawie catkowicie wchtaniany po podaniu doustnym a maksymalne

stezenie (C,,qxs) 0siagane jest juz po 1-2 h od podania leku. Wykazano bioréwnowaznos$¢
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pomigdzy tabletkami a zawiesing doustng w tej samej dawce 200 mg. Nalezy
jednak zwréci¢ uwage na doustne podawanie leku z positkami wysokottuszczowymi,
ktére moga zmniejsza¢ C,,.rsnawet do 60%, co ma istotne znaczenie w terapii
przeciwgrzybiczej, ktorej efekty sa zalezne w gtéwnej mierze od stezenia leku we krwi.
Lek w znacznym stopniu wiaze si¢ z biatkami osocza, wiazanie z albuminami wynosi
ok. 58% [15, 36]. VCZ bardzo dobrze przenika do tkanek o czym $wiadczy wysoka
objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym, wynoszaca 4,6 [/kg. Wykazano obecnos¢
VCZ w ptynie mézgowo-rdzeniowym, u pacjentéw u ktérych zastosowano go poza
wskazaniami rejestracyjnymi jako lek tzw.“ostatniej szansy”. Penetracja leku do ptynu
mozgowo-rdzeniowego znajduje zastosowanie w leczeniu aspergilozy mézgu [37-39].
Odnotowano takze skuteczno$¢ worykonazolu w leczeniu fusariozy ocznej, z uwagi na
dobra przenikliwos$¢ leku do cieczy wodnistej oka [40, 41]]. Dane literaturowe wskazuja
na zroznicowany charakter farmakokinetyki VCZ. Analiza worykonazolu u chorych
dzieci wykazata, ze w zakresie dawek 3—4 mg/kgmc farmakokinetyka leku byta liniowa.
Natomiast w wyzszych dawkach powyzej 8 mg/kgmc obserwowano nieliniowy jej
charakter [42]. U dorostych réwniez obserwowano nieliniowa farmakokinetyke VCZ.
Najbardziej wysycalnym etapem metabolizmu jest N-oksydacja. Badania wykazaty,
ze to wilasnie reakcja powstawania N-tlenku worykonazolu, jest procesem wysycalnym
i warunkuje nieliniowos$¢ farmakokinetyki VCZ bardziej niz zmienno$¢ fenotypu
CYP2CI19 u pacjentéw. Zastosowanie dawek nasycajacych w pierwszej dobie leczenia
pozwala osiagna¢ stan stacjonarny juz po 24 h. W przypadku, gdy nie stosuje si¢ dawek
nasycajacych stan stacjonarny leku osiagany jest po ok. 6 dniach [21]]. Czas biologicznego
poéttrwania worykonazolu (tq5) wynosi ok. 6 h po podaniu doustnym 200 mg, jednak
z uwagi na wysycalny metabolizm leku w kolejnych dawkach ulega on wydtuzeniu [43].
Czynnikami pozagenetycznymi wplywajacymi na farmakokinetyke worykonazolu sa
(33, 42-46]:
Ple¢. U zdrowych kobiet wartosci C,,,,1s i AUC po podaniu wielokrotnym byty wigksze
odpowiednio o 83% i 113% od wartosci tych parametréw uzyskanych u mezczyzn
w grupie wiekowej 18—45 lat [13]].
Wiek. U zdrowych megzczyzn w podesztym wieku >65 rz. w poréwnaniu z mtodsza grupa

wiekowa 1845 lat, wartosci C,,.ks 1 AUC po podaniu wielokrotnym byly wigksze
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odpowiednio o 61% i 86%. Roéznice w farmakokinetyce widoczne sa takze migdzy
populacja dzieci i dorostych. Przy dawkowaniu wielokrotnym do 350 mg dwa razy
na dob¢ u dzieci obserwuje si¢ taka sama ekspozycje na lek jak u dorostych przy
dawkowaniu 200 mg, dwa razy na dobe [13]].

Masa ciala. U dzieci z mniejsza, nieadekwatng do wieku masa ciata i zaburzeniami
wchtaniania moze doj$¢ do zmniejszonej biodostgpnosci doustnych form VCZ.
Z kolei wraz ze wzrostem masy ciata dzieci maleje rowniez ekspozycja na lek.
Wyzszy stosunek masy watroby do masy ciata u dzieci w poréwnaniu do dorostych
jest powodem zwigkszonej eliminacji. [47]].

Zaburzenia czynnosci watroby. U pacjentow z tagodna i umiarkowana marskoscia
watroby (Child-Pough A i B), AUC worykonazolu byto o 233% wyzsze niz
u pacjentéw z prawidlowa czynnoscia. Dawkowanie podtrzymujace u tych pacjentow

powinno by¢ zmniejszone o 50% [13].

I.8. Dzialania niepozadane

Poziomy worykonazolu przekraczajace 5,5 pg/ml predysponuja do wystapienia
dziatan niepozadanych leku, z ktérych najcigzszym jest hepatotoksycznosé. Objawia sig
ona najcze¢sciej wysokimi poziomami enzyméw watrobowych, zéttaczka, niewydolnoscia
watroby a takze zapaleniem woreczka zétciowego [48, 49]. Badanie na 52 dorostych
pacjentach, leczonych z powodu IFI wykazato encefalopatic watrobowa u 31%
z nich przy poziomach leku powyzej 5,5 pg/ml [50, S1]. Z kolei Denning et
al. w badaniu na 22 pacjentach udowadnia wystapienie zaburzenn czynnosci watroby
lub jej uszkodzenie u 6 z nich przy poziomach przekraczajacych 6,0 ug/ml [52].
Podobne wnioski wyciaga w swoim badaniu Ueda et al., wskazujac stgzenie 6,0 pg/ml,
utozsamiane z hepatotoksycznoscia worykonazolu [53].  Retrospektywna analiza
wykonana u japonskich pacjentéw pokazuje, ze uszkodzenie watroby zwigksza si¢
z 1,6-21,6% przy wzroscie C,,i, z 2 do 4 pug/ml [54].

Kolejnym, zaleznym od stezenia leku we krwi dzialaniem niepozadanym sa
zaburzenia widzenia, do ktérych zaliczy¢ mozna upoSledzenie widzenia, krwotok do

siatkowki, nieostre widzenie, Swiatlowstret czy chromatopsj¢. Incydenty zwiazane
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z tym dzialaniem niepozadanym wynosza od 10% u pacjentéw z poziomami VCZ
>3 pg/ml do 40% u pacjentéw, u ktérych odnotowano poziomy przekraczajace 9 pug/mil.
Jedna z retrospektywnych analiz wykazala, ze szansa wystapienia zaburzen w zakresie
narzadu wzroku rosnie o 4,7% wraz ze wzrostem stgzenia worykonazolu o kazdy
1 ng/ml [22]. Do innych dziatai niepozadanych, ktére zwykle bywaja przejsciowe i nie
dyskwalifikuja z leczenia VCZ naleza reakcje skorne (wysypka), zaburzenia czynnoSci
serca (tachykardia, arytmia), zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego (biegunka,
niestrawno$¢, zapalenie dziasel) oraz ogdlne zaburzenia zwigzane z miejscem podania

(dreszcze, goraczka, obrzgk twarzy).

1.9. Polimorfizm genetyczny CYP2C19

Farmakokinetyka worykonazolu u ludzi charakteryzuje si¢ duza zmiennos$cia
migdzyosobnicza. Dzieje si¢ tak, poniewaz za metabolizm VCZ odpowiada jeden
z bardziej polimorficznych enzyméw cytochromu P-450, CYP2C19. Posiada on az 30
wariantéw alleli [S5]. Najistotniejsze z punktu widzenia metabolizmu VCZ sa allele
*1,%2, *3 1 *17. Aktywnos$¢ enzymu CYP2C19 zalezna jest od wieku pacjentéw i jest
ona odmienna u dzieci [56, |57|]. Analiza in vitro wykonana na probkach watroby dzieci
wykazata, ze aktywno$¢é CYP2C19 w chwili urodzenia wynosi 23% aktywnosci tego
enzymu u dorostych, a w pierwszym roku zycia dochodzi do 50% [58-63]]. Badania in
vitro nie sa jednak adekwatnym miernikiem aktywnosci enzyméw watrobowych, bowiem
Upreti 1 Wahlstrom w swojej pracy udowodnili, ze badania in vivo w sposob bardziej
precyzyjny opisuja farmakokinetyke u ludzi. Jako markera aktywno$ci CYP2C19 uzyto
lansoprasolu i wykazano, ze aktywno$§¢ CYP2C19 u dzieci zaraz po urodzeniu miata
warto$¢ wynoszaca 25% aktywnosci u dorostych i do 5-go roku zycia osiagata wartosé
200%. Daje to odpowiedZ na pytanie, dlaczego odsetek niepowodzen terapeutycznych
jest zdecydowanie wigkszy u dzieci, niz u dorostych i sigga nawet 73% [59]. Po
5 roku zycia aktywno$¢ enzymu spada i dopiero w 12 roku zycia osiaga poziom jak
u dorostych. Z tego powodu dawkowanie worykonazolu u dzieci ponizej 12 roku zycia,
wynoszace 7 mg/kgme dwa razy na dobe wykazuje taka sama ekspozycje na lek jak

dawka 4 mg/kgmc dwa razy na dobg u dorostych [21].
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Badania in vivo nad druga izoforma, bioraca udzial w metabolizmie worykonazolu
oraz wigkszosci ksenobiotykow—CYP3A4 wykazuja, ze aktywnoS$¢ tego enzymu
u dzieci juz w 1 roku zycia przewyzsza znaczaco aktywnos$¢ u dorostych jednak stabilizuje
si¢ osiagajac ten sam poziom juz w wieku 2 lat [59].

Podstawa réznic w farmakokinetyce worykonazolu jest rézny genotyp izoformy
CYP2C19, skutkujacy ré6znymi wariantami fenotypu metabolicznego [[64-66]. Sposréd

réznych wariantéw fenotypow wyrézni¢ mozna:

PMs (poor metabolizers)—osoby wolno metabolizujace z oslabiona funkcja
enzymatyczna, wolni metabolizerzy [67-69],

EMs (extensive metabolizers)—osoby posiadajace normalng funkcj¢ enzymu, szybcy
metabolizerzy [70,|71],

IMs (intermediate metabolizers)—osoby z uszkodzong funkcja jednego z alleli tzw.
posredni metabolizerzy [72H74],

UMs (ultrarapid metabolizers)—posiadajace allel zwigkszajacy aktywnos$¢ enzymu tzw.

ultra szybcy metabolizerzy [75-78].

Homozygoty (CYP2C19*1/*1) to osoby o prawidlowej funkcji enzymu. PoSredni
metabolizerzy posiadaja jeden allel *1 prawidlowy i jeden allel pozbawiony funkcji,
ktérego wynikiem jest enzym o obnizonej aktywnosci (*1/¥2). Z kolei wolni
metabolizerzy posiadaja oba allele pozbawione funkcji (*¥2/*2), czego wynikiem jest
bardzo staba aktywoS¢ enzymu lub jej brak. Ultra szybcy metabolizerzy sa posiadaczami
allelu *17, w wersjach (*1/*17 lub *17/*17). Osobnicy posiadajacy wariant pozbawiony
funkcji enzymu i nadajacy funkcje enzymu (*¥2/*17) sa klasyfikowani do posrednich
metabilizerow—IMs [71]. Allel CYP2C19*2 r6zni si¢ czgstoScia wystgpowania
w populacjach.  Odnotowuje si¢ jego 15% obecnosé w grupie kaukaskiej, 18%
afrykanskiej i amerykanskiej oraz 29-34% u azjatyckiej. Wystgpowanie allelu *3 jest
bardzo rzadkie. Odnotowuje si¢ ok 0,6% w grupie kaukaskiej, 0,3% afrykariskiej
i amerykarniskiej oraz 2-9% u azjatyckiej. Allel *17 posiada najwigksza frekwencje
w grupie kaukaskiej ok. 22%, 19% afrykanskiej i amerykanskiej oraz 2% we

wschodnio-azjatyckiej i 17% w centralno i potudniowo-azjatyckiej [[79].



Rozdziat I. CzgS¢ teoretyczna 19

W tabeli [5] przedstawiono poszczegdlne warianty fenotypow CYP2C19 oraz
ich wptyw na farmakokinetykg¢ worykonazolu w odniesieniu do ekspozycji na lek
u dorostych. Jedno z badan wykazalo, ze obecno$¢ wariantu CYP2C19%2/*2
zdyskwalifikowalo pacjentow z dalszego leczenia z powodu nasilenia objawdw
toksycznych leku, gléwnie zaburzen rytmu serca (wydluzenia odcinka QT), na skutek
zbyt wysokich pozioméw worykonazolu [80]. Badania na pacjentach nie potwierdzity
istotnych statystycznie réznic w epizodach toksyczno$ci worykonazolu u oséb wolno
metabolizujacych PMs i oséb o innych fenotypach [54, |69, 81, 82]. W przypadku
genotypu *1/*17 (UMs) niektére wyniki badan bywaja zaskakujace. Kilka doniesien
potwierdza, ze osoby z tym genotypem posiadaja zdolnoSci szybkiego metabolizowania
leku, co skutkuje subterapeutycznymi poziomami worykonazolu lub poziomami ponizej
granicy wykrywalnosci [71} (76578, 83]]. Jednakze w jednym z badan u dzieci chorych
na przewlekla chorobg ziarniniakowa odnotowywano wysokie poziomy worykonazolu
na poczatku badania a przy kolejnych oznaczeniach VCZ oznaczono poziomy ponizej
granicy wykrywalnosci. Tak odmienny efekt mimo fenotypu UMs tlumaczony jest
obnizeniem pozioméw CYP450 na skutek choroby przewleklej o podiozu zapalnym [|84].
Hics et al. uzyskali znamienne statystycznie nizsze wyniki pozioméw worykonazolu
u dzieci z genotypem *17/*17 niz u NMs (*1/*1). Kolejne badania potwierdzaja ten
stan rzeczy, wskazujac na konieczno$¢ rezygnacji z terapii worykonazolem [65]. Inne
badanie, w ktérym lacznie z worykonazolem podawana byta karbamazepina pokazuje, ze
podczas prob wyjasniania niskich stgzen worykonazolu nie mozna wykluczy¢ zaréwno
choréb pacjenta jak i lekéw wptywajacych na modulacje aktywnosci CYP2C19 czy
CYP3A4 [75, [85]]. Genotyp *1/%17 1 *17/%17 predysponuje do wystapienia nowotworu
kolczystokomérkowego skory (SCC) u pacjentéw po przeszczepieniu ptuc [86]. Uzycie
worykonazolu w prewencji lub leczenia IFI u pacjentéw po przeszczepieniu ptuc
zwigksza ryzyko SCC o 73%. Zwigkszone ryzyko tlumaczone jest uszkadzajacym

wplywem N-tlenku worykonazolu na ludzkie DNA [87]].
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Tabela 5. Warianty genotypéw CYP2C19 i odpowiadajace im fenotypy
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Allel Wariant Fenotyp Wplyw genotypu Zrédto
CYP2C19 CYP2C19 na PK
worykonazolu
*1 CYP2C19 szybki metabolizer 1,0 ekspozycja [I80]
*1/¥1 wyjéciowa na
VCZ
2 CYP2C19 posredni metabolizer 1,8-krotnie [188]]
*2/*1 wigksza
ekspozycja na
vCzZ
CYP2C19 staby metabolizer 3,5-krotnie [71]
*2/%2 wigksza
ekspozycja na
VCZ
*3 CYP2C19 posredni metabolizer 2,4-krotnie [133]
*3/*] wigksza
ekspozycja na
VCZ
CYP2C19 wolny metabolizer 3,5-krotnie [71]
*3/%3 wieksza
ekspozycja na
VCZ
*17 CYP2C19 ultraszybki metabolizer ~2,0-krotnie nizsza [[71]
*1/*17 ekspozycja na
vCZzZ
CYP2C19 ultraszybki metabolizer 4,9-krotnie nizsze [65]]
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I.10. Autoindukcja metabolizmu worykonazolu

Badania nad worykonazolem u ludzi i zwierzat przedstawiaja problem autoindukcji
leku jako jeden z powodéw duzej zmiennoSci migdzyosobniczej w zakresie jego
metabolizmu. VCZ posiada zdolno$¢ do indukcji wlasnego metabolizmu w czasie
stosowania. Coraz wigcej doniesien literaturowych potwierdza, ze stosowanie
worykonazolu w terapii inwazyjnych grzybic uktadowych dtuzej niz 2 miesiace znaczaco
zwigksza odsetek niepowodzen terapii w wyniku subterapeutycznych pozioméw leku,
wynoszacych ponizej 1 pg/ml [89]. W trwajacej 30 dni analizie toksykologicznej
wykonanej na psach i1 szczurach, otrzymujacych worykonazol w postaci doustnej
odnotowano 3-krotnie zwigkszona aktywnoS¢ enzymow watrobowych w poréwnaniu
z grupa kontrolng. U obu gatunkéw odnotowano przy tym powigkszenie watroby.
Indukcja enzymatyczna u badanych zwierzat skutkowata 3—6 krotnym zmniejszeniem
AUC worykonazolu. Odstawienie leku u szczuréw oraz miesigczna faza oczyszczania
z leku (tzw. faza washout) przywrdcita poziomy enzyméw watrobowych do
tych sprzed badania. Obserwacja ta moze potwierdzaé teori¢ o autoindukcji
metabolizmu worykonazolu [32]. U podstaw mechanizmu autoindukcji lezy aktywacja
receptorow (PXR)—receptor-X-pregnanu 1 (CAR)—Kkonstytucyjny receptor androstanu,
odpowiedzialnych za ekspresj¢ genéw CYP3A (PXR) oraz CYP2C (CAR) [90-92].

W analizie retrospektywnej u 29 dorostych leczonych worykonazolem odsetek stezen
minimalnych ponizej 1 pg/ml wynosit az 70% w grupie dorostych otrzymujacych
worykonazol dtuzej niz 2 miesiace i tylko 10,5% w grupie leczonej krécej niz 60
dni [89]. Kolejne badanie u dorostych leczonych worykonazolem w wyniku infekcji
A.ustus, ktérego celem bylo uzyskanie stgzenia minimalnego wynoszacego 4 pg/ml
(MICy, dla tego gatunku) pokazato, ze mimo stosowania wysokich dawek (9,5 mg/kg
i.v.) co 12 godzin, tygodniowa terapia skutkowala znaczacym spadkiem stgzenia
minimalnego z 9,94 pug/ml do 1,17 pg/ml.  Autorzy przedstawiaja mozliwosé
autoindukcji metabolizmu worykonazolu w krotkim czasie terapii [93]. Do podobnych
wnioskéw dochodza autorzy badania, w ktérym zastosowano lek u dorostych, chorych
na scedosporiozg. W tym przypadku przy dawkowaniu 300 mg p.o. co 12 h, po

tygodniowej kuracji stgzenia minimalne zmalaty z 1,2 pg/ml do 0,1 pug/ml, osiagajac
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poziomy subterapeutyczne. Zmiana dawkowania do 400 mg p.o. co 12h u tych chorych
spowodowata wzrost stgzenia minimalnego do 2,3 pg/ml, jednak dwa miesiace pézniej
to samo dawkowanie skutkowato stgzeniem 0,9 pg/ml [94].

Istnieja réwniez doniesienia o istnieniu zjawiska autoindukcji metabolizmu
worykonazolu u dzieci. Badanie z 2015 roku, wykonane u 10-letniej dziewczynki,
leczonej w wyniku inwazyjnej aspergilozy ptuc wykazato blisko 5-krotny spadek
stezenia minimalnego po niespelna miesigcznej kuracji VCZ. Dalsze leczenie
w wyniku tak duzych zmian stezen VCZ wymagalo bardzo licznych modyfikacji
dawkowania oraz wdrozenia terapii skojarzonej z powodu prawdopodobnej autoindukcji
metabolizmu worykonazolu. Podczas prowadzonego badania wykluczono wptyw innych
przyjmowanych lekéw na metabolizm VCZ [935].

Opisane przyktady zaréwno u zwierzat jak i u ludzi pokazuja, ze problem autoindukcji
metabolizmu VCZ jest bardzo powazny, gdyz w przypadku niemonitorowania leku nie ma
mozliwosci przewidzenia tendencji zmian stezen leku we krwi. Nalezy mie¢ na uwadze
fakt, iz w leczeniu inwazyjnych infekcji grzybiczych subterapeutyczne poziomy VCZ

skutkuja ponad 6-krotnym wzrostem ryzyka $miertelnosci pacjentow [49].

I.11. Interakcje worykonazolu

W leczeniu IFI u pacjentéw z obnizong odpornoscia, po przeszczepieniu narzadéow
1 szpiku kostnego znaczaca pozycje odgrywa VCZ. Z uwagi na fakt, ze chorzy przyjmuja
jednoczesnie wiele innych lekow, obserwuje si¢ liczne dzialania uboczne, bedace
wynikiem ich interakcji. Sytuacje komplikuje fakt, ze VCZ jest jednoczeSnie substratem
1 inhibitorem enzyméw CYP450 (CYP2C19, CYP3A4, CYP2C9). Jednoczesne
podawanie VCZ z innymi substratami wymienionych enzyméw moze skutkowal
spowolnieniem metabolizmu tych lekéw. Z kolei induktory enzymatyczne moga obnizy¢
stezenia VCZ we krwi, co moze sta¢ si¢ powodem niepowodzen w terapii IFL. [11} |13,
58]]. Wiele lekéw metabolizowanych jest przy udziale takich samych enzyméw jak VCZ.
Sa to zaréwno substraty, inhibitory jak roéwniez induktory izoform CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4 (tabela [0). Analiza interakcji lekéw stosowanych wraz z worykonazolem jest

zatem bardzo waznym aspektem terapii pacjentéw. W tabeli [/| zestawiono substancje,
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ktére zastosowane jednoczes$nie z VCZ wplywaja na jego stgzenie we krwi. Okazuje
si¢ jednak, ze worykonazol w oddziatywaniu z wieloma lekami powoduje w wigkszosci
przypadkéw zahamowanie aktywnosci enzyméw CYP450, skutkujace zwigkszeniem
AUC tych lekéw. Przyktadowe interakcje oraz zmiany AUC lekéw istotnych w praktyce
klinicznej zestawiono w tabeli [§] VCZ nalezy stosowaé ze szczegdlng ostroznoscia
u pacjentow przyjmujacych leki mogace wydluzy¢ odstep QTc, w szczegdlnosci,
gdy istnieje potencjalne ryzyko zwigkszenia przez VCZ stezenia zastosowanego leku.
Sytuacja ta dotyczy niektérych lekéw przeciwhistaminowych, chinidyny, pimozydu,
cyzaprydu. Jezeli jednak nie ma mozliwosci ich odstawienia na czas leczenia IFI nalezy
rozwazy¢ mozliwo$¢ zastosowania innego leku przeciwgrzybiczego [13]. Potwierdzono
interakcje azolowych lekéw przeciwgrzybiczych z digoksyng (itrakonazol, ketokonazol),
powodujace znaczne zwigkszenie jej pozioméw we krwi. W badaniu u zdrowych
ochotnikéw wykazano, ze VCZ nie powoduje interakcji z doustnie podana digoksyna.
[96].

Znaczna grupa pacjentdw przyjmujacych worykonazol z powodu inwazyjnych
grzybic uktadowych, to pacjenci po przeszczepieniu narzadow czy komorek
krwiotworczych. U tych pacjentow wdrozona jest na stale terapia lekami
immunosupresyjnymi. Ta grupa lekéw to w wigkszoSci substraty CYP3A4. Nalezy
zatem spodziewal si¢ wzrostu ich stgzenia przy jednoczesnym stosowaniu VCZ.
Jednym z tych lekéw, czgsto stosowanym jest cyklosporyna. W badaniu u siedmiu
pacjentow po przeszczepieniu nerki, ze stabilng funkcja nerek stosowano cyklosporyng
w dawkach 150-375 mg/doba oraz worykonazol w dawce 200 mg dwa razy na dobg
przez 7,5 dnia. Jednoczesne stosowanie worykonazolu i cyklosporyny doprowadzito
do 1,7- krotnego wzrostu C,,;, immunosupresantu, w poréwnaniu do jego stezenia
minimalnego w monoterapii. Z kolei zaprzestanie stosowania cyklosporyny spowodowato
nieadekwatng do dawki ekspozycje na lek. Zaleca si¢ redukcj¢ dawki cyklosporyny
do 50% w momencie rozpoczecia terapii worykonazolem i jednoczesne monitorowanie
jej stezen we krwi [97]. Po zakonczonej terapii przeciwgrzybiczej nalezy ponownie
wréci¢ do dawki pierwotnej cyklosporyny, pamigtajac o terapeutycznym monitorowaniu
leku. Bardzo silng interakcj¢ z worykonazolem wykazuje takze syrolimus, ktérego

zastosowanie wraz z VCZ juz po pojedynczej dawce 2 mg prowadzi do zwigkszenia
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Cinaks ponad 7-krotnie. Przeciwwskazane jest zatem jednoczesne stosowanie tego
leku z VCZ. Istnieje mozliwos¢ zastosowania worykonazolu z takrolimusem, jednak
zalecane jest monitorowanie jego stezen i obnizenie dawki takrolimusu do jednej
trzeciej juz od rozpoczecia terapii VCZ. Wysokie stgzenie takrolimusu wigze si¢ z silng
nefrotoksycznos$cia tego leku [13]].

Istotna  klinicznie jest takze interakcja VCZ z inhibitorem pompy
protonowej—omeprazolem.  Przy jednoczesnym stosowaniu omeprazolu 1 VCZ
zaleca si¢ stosowanie dawki dobowej inhibitora pompy wynoszacej 20 mg. Zastosowanie
omeprazolu w dawce 40 mg prowadzi do podwyzszenia jego C,,.1s 0 116%. Istnieja
rowniez doniesienia o wptywie omeprazolu na stezenie VCZ. Badanie wykonane na
18 zdrowych ochotnikach, otrzymujacych worykonazol w dawce 400 mg na dobg
i omeprazol 40 mg na dobg przez 10 dni pokazato, ze C,,.xs 1 AUC worykonazolu,
w poréwnaniu z grupa placebo zwigkszyly si¢ odpowiednio o 14% i 41%. Interakcja
worykonazolu z inhibitorami pompy protonowej wynika z faktu, iz leki z tej grupy
analogicznie do VCZ sa jednoczes$nie substratami CYP2C19 i CYP3A4 oraz inhibitorami
CYP2C19. [50, 98]. Podczas terapii VCZ nalezy mie¢ réwniez na uwadze leki z grupy
statyn. Zaleca si¢ zmniejszenie dawek statyn podczas leczenia VCZ, z uwagi na fakt iz
wysokie stgzenie statyn w osoczu moze predysponowaé do wystapienia rabdomiolizy

u pacjentow [99].
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Tabela 6. Wykaz klinicznie istotnych substratéw, induktoréw i inhibitoréw niektérych enzyméw

CYP450 [[100]
Enzym Substraty Inhibitory Induktory
CYP2C9 Worykonazol, Diklofenak, Piroksykam, Worykonazol, = Ryfampicyna,
Ibuprofen, Losartan, Celekoksyb, Amiodaron, Sekobarbital
Fluwastatyna, Fenytoina, Flukonazol,
Sulfametoksazol, Torasemid, Izoniazyd

Tamoksyfen, Warfaryna, Naproksen

CYP2C19 Worykonazol, Omeprazol, Lansoprazol, Worykonazol, b. d.
Pantoprazol, Rabeprazol, Diazepam,  Fluoksetyna,
Fenytoina, Fenobarbital, Amitryptylina, Fluwoksamina,

Klomipramina, Klopidogrel, Ketoconazol,
Cyklofosfamid, Progesteron Lansoprazol,
Omeprazol,
Tyklopidyna
CYP3A4 Worykonazol, Klarytromycyna, Worykonazol, = Karbamazepina,
Erytromycyna, Telitromycyna, Indynawir, Fenobarbital,
Chinidyna, Alprazolam, Diazepam, Nelfinawir, Fenytoina,
Midazolam, Triazolam, Cyklosporyna, Rytonawir, Ryfampicyna,
Takrolimus, Indynawir, Rytonawir, Amiodaron, Dziurawiec*,
Sakwinawir, Cyzapryd, Astemizol, Cymetydyna, Ryfabutyna
Chlorfeniramina, Amlodypina, Klarytromycyna,

Diltiazem, Felodypina, Nifendypina,  Diltiazem,
Nizoldypina, Nitrendypina, Werapamil, Erytromycyna,
Atorwastatyna, Cerywastatyna, Fluwoksamina,
Lowastatyna, Simwastatyna, sok
Arypirprazol, Buspiron, Imatynib, grejpfrutowy,
Haloperydol (czg¢§ciowo), Metadon,  Itrakonazol,
Winkrystyna, Trazodon, Tamoksyfen, = Ketokonazol,
Pimozyd, Chinina, Syldenafil Werapamil,
Nefazodon

*wyciagi etanolowe i wodno-etanolowe
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Tabela 7. Najwazniejsze interakcje worykonazolu z innymi lekami [58]]

Leki i skladniki Efekt Postepowanie
pozywienia

sok grejpfrutowy, obnizenie stgzenia VCZ przeciwwskazane taczne
karbamazepina, we krwi podawanie

barbiturany, rifampicyna

cyklosporyna, takrolimus,
sirolimus, alkaloidy Vinca,
statyny, benzodiazepiny,
blokeru kanatu
wapniowego, warfaryna,
inhibitory pompy
protonowej

podwyzszenie stgzenia
danego leku

przeciwwskazane taczne
podawanie lub konieczna
redukcja dawki, wskazane
monitorowanie stezenia
leku we krwi lub efektu
farmakodynamicznego
jesli to mozliwe

fenytoina, rifabutyna

obnizenie stezenia VCZ i
jednoczesne zwigkszenie
stezenia danego leku

przeciwwskazane taczne
podawanie a jesli nie
mozna inaczej konieczne
monitorowanie obu lekéw
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Tabela 8. Wptyw worykonazolu na AUC podawanych wraz z nim lekéw

Lek Zmiana AUC pod Mechanizm Zrédio
wplywem VCZ *  interakcji

Alfentanyl (i.v.) 59 inhibicja CYP3A [101]]

Cyklosporyna 1,7 inhibicja CYP3A [97]

Diazepam 2,1 inhibicja [102]]
CYP2C19/3A

Diklofenak 1,8 inhibicja [103]]
CYP2C19/3A

Digoksyna 1,0 brak interakcji [13]

Etynyloestradiol 1,6 inhibicja CYP3A [104]]

Fentanyl (i.v.) 1,3 inhibicja CYP3A [[105]]

S-ibuprofen 2,0 inhibicja CYP2C9 [106]

idinavir 0,9 inhibicja CYP3A [[13]

R-metadon 1,5 inhibicja [107]
CYP3A/2C9/2C19

midazolam (p.o.) 9,8 inhibicja CYP3A [108]]

midazolam (i.v.) 3,6 inhibicja CYP3A [1O8]]

omeprazol 3,8 inhibicja [13]]
CYP3A/2C19

oksykodon 3,6 inhibicja CYP3A [109]

fenytoina 1,8 inhibicja [13]
CYP2C9/2C19

Prednisolon 1,3 inhibicja CYP3A [13]]

rifabutyna 4,3 inhibicja CYP3A [13]]

sirolimus 11,1 inhibicja CYP3A [[13]

tacrolimus 3,2 inhibicja CYP3A [13]]

Venlafaksyna 1,3 inhibicja [110]
CYP3A/2C9/2C19

zolpidem 1,5 inhibicja [111]
CYP3A/2C9

1,0 - brak interakcji VCZ z badanym lekiem. * Oznacza ilu krotnie zwigkszyto si¢ AUC danego leku na
skutek interakcji z VCZ.



Rozdziat I. CzgS¢ teoretyczna 28

I.12. Metody oznaczania worykonazolu w ptynach ustrojowych

Opracowanie metod oznaczania stgzen lekow w ustroju jest zawsze duzym
wyzwaniem analitycznym. Nalezy dazy¢ do tego by analiza trwata mozliwie jak
najkrdcej 1 jak najszybciej prowadzita do otrzymania wyniku, ktéry ma duze znaczenie
w podejmowaniu decyzji odnosnie dawkowania leku a w konsekwencji uzyskania
pozadanego efektu terapeutycznego. Dodatkowym utrudnieniem w prowadzonych
analizach lekéw jest zawsze niezbedna ilo§¢ matrycy. Nalezy mie¢ na uwadze, ze
leczeni pacjenci poddawani sa wielu procedurom diagnostycznym, dlatego dazy sig¢
do opracowywania metod, ktére pozwola na oznaczenie pozioméw leku przy jak
najmniejszej objetosci matrycy. Problem ten dotyczy w szczegdlnosci dzieci, u ktérych
ogranicza si¢ ilo$§¢ procedur diagnostycznych do niezbgdnego minimum. Jest to
bardzo wazny aspekt, ktory czesto dyskwalifikuje ta grupe pacjentéw w badaniach
farmakokinetycznych, do przeprowadzenia ktérych potrzebne jest zwykle wiele probek,
pobieranych w okreslonych punktach czasowych.

Bardzo dobra przenikalno§¢ VCZ do tkanek daje mozliwo$¢ oznaczania tego leku
w wielu matrycach biologicznych. Najczgsciej wykorzystywane w badaniach sa:
osocze, surowica oraz Slina [112-114]]. Opracowano réwniez metody oznaczania
VCZ w plynie mézgowo-rdzeniowym oraz cieczy wodnistej oka [40, 115, [116].
Obecnie najczgsciej stosowanymi technikami stosowanymi do oznaczania worykonazolu
w ptynach biologicznych sa:

HPLC —Wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja UV 1 fluorescencyjng

(FLD), oraz detekcja mas (MS) [[117-120].

HPCE —wysokosprawna elektroforeza kapilarna [[121]].

Odchodzi si¢ od oznaczania worykonazolu metodami mikrobiologicznymi, poniewaz
sa to metody bardzo czasochtonne o niskiej specyficznosci i oznaczalnosci, a to sprawia,
ze nie nadaja si¢ do oznaczania VCZ ordynowanego wraz z innymi lekami [[122].

Metody HPLC cechuja si¢ wysoka oznaczalno$cia i specyficznos$cia oznaczen
analitéw, co daje mozliwoS¢ oznaczania VCZ niezaleznie od przyjmowanych wraz
z nim lekéw. Ponadto w odréznieniu od metod mikrobiologicznych cechuja sig¢

szybkim czasem analizy wynoszacym od kilku do kilkunastu minut. Jest to ogromna
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przewaga nad czasochtonnymi, trwajacymi do kilkunastu godzin lub kilku dni metodami
mikrobiologicznymi. Niewatpliwym atutem metody HPLC jest stosunkowo niewielka
jednorazowa ilo$¢ matrycy potrzebna do oznaczen. W przypadku §liny, surowicy i osocza,
w zaleznoSci od uzytej detekcji i sposobu przygotowywania probek miesci si¢ ona
w zakresie 100-1000 pl [122, [123]. Jest to relatywnie duza rozpigto$¢ i jest ona
szczegoblnie istotna jesli chodzi o badania farmakokinetyczne, wymagajace wigkszej ilosci
probek dla uzyskania pelnego profilu farmakokinetycznego.

Jeszcze wyzsza specyficzno$cia 1 oznaczalnoScia charakteryzuje si¢ metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja mas (HPLC-MS/MS) [124, 125]].
Ograniczeniem tej metody jest bardzo wysoki koszt aparatury, jednak obecnie jest ona
coraz czgSciej wykorzystywana z uwagi na mozliwoS$¢ ograniczenia objgtoSci matrycy
nawet do kilku pl. Objeto$¢ (2 ul) cieczy wodnistej wystarczyta na oznaczenie
poziomoéw worykonazolu u krolikéw z zastosowaniem metody LC-MS/MS z uzyciem
elektrojonizacji rozpytowej (ESI), z LOQ wynoszacym 5 ng/ml [[120].

W tabeli [9] zestawiono popularne metody oznaczania worykonazolu w réznych
matrycach biologicznych. Z analizy dostgpnych danych literaturowych wynika,
ze metody HPLC w polaczeniu z dostgpnymi metodami detekcji sa najczesciej
wykorzystywane w terapeutycznym monitorowaniu worykonazolu u pacjentow.
Migdzynarodowe, migdzy laboratoryjne badania w ramach programu obejmujacego
oznaczanie stgzen lekéw przeciwgrzybiczych, w tym worykonazolu w osoczu pokazuja,
ze metody HPLC-UV 1 HPLC-FLD dostarczaja rownie precyzyjnych wynikow, jak
metoda HPLC-MS/MS [126]].
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Tabela 9. Metody oznaczania worykonazolu w réznych matrycach biologicznych

Lp. metoda IS LOQ matryca czas Zrédto
[pg/ml] analizy
[min]

1. HPLC-FLD UK-115794 0,10 Slina, 10 [127]
osocze
(300 pl)

2. HPLC-UV  UK-115794 0,05 osocze 4 [112]
(250 pl)

3. HPLC-UV  ketokonazol 0,10 surowica 16 [113]]
(1000 wl)

4. HPLC-UV  brak 0,05 0socze 9 [117]
(500 pl)

5. HPLC-UV  UK-115794 0,20 0socze 10 [118]
(500 pl)

6. LC-MS/MS cyjanoimipramina 0,10 0socze 4 [128]
(100 pl)

7. LC-MS/MS ketokonazol 0,014 0socze 3 [119]
(100 pl)

8. LC-MS/MS ketokonazol 0,05 0socze 4 [[120]
(100 pl)

IS - wzorzec wewnetrzny.
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1.13. Terapeutyczne monitorowanie lekow

Terapeutyczne monitorowanie lekow (therapeutic drug monitoring, TDM) polega
na pomiarze st¢zenia leku w okreslonej matrycy (osocze, surowica, Slina, mocz),
w okreSlonych interwatach czasowych w odniesieniu do konkretnego pacjenta. Ma ono
na celu kontrolg nad bezpieczenistwem i skutecznoscig leczenia poprzez indywidualizacje
dawkowania w oparciu o zmierzone stezenie leku i stan kliniczny chorego. TDM jest
wskazane w sytuacjach, gdy mamy do czynienia z lekiem ktéry charakteryzuja:

Waski indeks terapeutyczny —niewielki zakres pomigdzy stgzeniem terapeutycznym
a toksycznym leku, przez ktéry nawet niewielkie r6znice pozioméw lekow we krwi
po zastosowaniu zwykle stosowanych dawek rzutuja na efektywnosc i bezpieczefistwo
farmakoterapii,

Farmakokinetyka nieliniowa —gdy nie obserwuje si¢ liniowej zalezno$ci migdzy
podang dawka leku a jego stezeniem we krwi w stanie stacjonarnym,

Réznice migdzyosobnicze w zakresie farmakokinetyki leku —wystgpowanie
polimorfizmu genetycznego w zakresie enzymdéw metabolizujacych lek, wptywajace
na jego farmakokinetyke,

Zastosowanie w politerapii —dotyczy lekéw, o wysokim potencjale interakcji,
stosowanych jednoczesnie z kilkoma innymi lekami,

Zastosowanie w dlugotrwalej terapii [129, 130].

Terapeutyczne monitorowanie lekéw to tak naprawde szereg dziatan, ktdre
maja na celu uniknigcie niepowodzen terapeutycznych, podniesienie bezpieczeristwa
farmakoterapii 1 traktowania jej w sposob zindywidualizowany. Ocena poziomow
leku a w szczegélnoSci stgzeni minimalnych pozwala z kolei na uniknigcie dziatan
niepozadanych leku, wynikajacych ze zbyt wysokich pozioméw leku we krwi.
Prowadzenie TDM lekéw o wysokim potencjale interakcji tzn. silnych induktoréw czy
inhibitorow CYP450 daje zdecydowanie wigksza kontrole nad prowadzona terapia nad
pacjentem [131]]. Poprawa profilu bezpieczenstwa farmakoterapii to tez zmniejszenie
kosztéw szpitala, wynikajacych z wydtuzenia hospitalizacji na skutek wystgpujacych

dziatan niepozadanych lekéw. Worykonazol jest lekiem, ktéry spelnia wszystkie opisane
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powyzej kryteria. Terapeutyczne monitorowanie VCZ byloby wskazane w nastgpujacych

sytuacjach [[132,|133]:

e na poczatku leczenia po osiggnigciu stanu stacjonarnego leku,

e po modyfikacjach schematu dawkowania,

e po zmianie formy leku (np. przejsScie z formy dozylnej na doustng i odwrotnie),

e gody istnieje niebezpieczenstwo interakcji lekowych z powodu politerapii
(zastosowanie lekow o wysokim potencjale interakcji),

e jezeli wystgpuja u pacjentow dysfunkcje nerek, watroby czy trzustki,

e jezeli mamy do czynienia z czynnikami genetycznymi wplywajacymi na
farmakokinetyke VCZ,

e jezeli VCZ zastosowany jest u dzieci od 2—-12 roku zycia.

1.13.1. TDM worykonazolu u dzieci i dorostych

Korzysci zastosowania TDM worykonazolu opisane zostaly w kontrolowanym,
randomizowanym badaniu Park et al., wykonanym na grupie 110 dorostych,
otrzymujacych VCZ w terapii IFI (udowodnionej lub prawdopodobnej) wedtug
standardowego dawkowania. Pacjenci podzieleni byli na 2 grupy. W jednej grupie
badanej zastosowano TDM, w drugiej nie monitorowano stgzen leku. Przez pierwsze
12 tygodni leczenia nie odnotowano istotnych réznic pomigdzy grupami. Jednakze
w trzecim miesiacu terapii odnotowano lepsze efekty leczenia oceniane na podstawie
catkowitego wyleczenia lub czg¢sciowej odpowiedzi w grupie z TDM vs. nie TDM (86%
vs 63%; p = 0,04) [134]. Dostgpne sa réwniez wyniki badaii TDM wsréd pacjentéw
oddziatéw dziecigcych po przeszczepieniu szpiku kostnego w wieku 0,3-20 lat. Badania
wykazaty brak odpowiedzi na worykonazol u 61% z powodu subterapeutycznych
pozioméw leku <1 pg/ml. W grupie dzieci ponizej 2 roku zycia ten odsetek wynosit
az 86% [44]. Ciekawe doniesienie dotyczy monitorowania pacjentéw pediatrycznych
podczas zamiany formy leku z dozylnej na doustna. Badanie wykazalo znaczny spadek
biodostgpnosci do 50% w stosunku do dorostych, u ktérych wynosita ona 90% [135]).
Koniecznos¢ monitorowania stezen opisuje badanie pochodzace z 6 szpitali w Madrycie,
w ktérych TDM wdrozone zostato w 2011 roku. Do stycznia 2016 roku przebadanych

zostato 107 pacjentéw zaréwno dzieci jak 1 dorostych, w réznych stanach klinicznych
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i jednostkach chorobowych, u ktérych VCZ zastosowany byl zaréwno w leczeniu
inwazyjnej aspergilozy (74,6%), jak i w profilaktyce (14%). Celem badari byly przede
wszystkim ocena stezen na poczatku leczenia / profilaktyki (33%), ocena efektywnosci
leczenia juz trwajacego u (47%), oraz podejrzenia dotyczace objawéw toksycznoSci
VCZ (3,5%). Oznaczono poziomy (C,,;,) W 258 probkach surowicy, stosujac metodg
HPLC-UV. Oznaczano zaréwno probki pochodzace z poczatku leczenia (5 doba), jak
i kolejnych dni terapii. U blisko 20% pacjentéw odnotowano poziomy subterapeutyczne.
Prowadzone w ciagu kilku lat badanie przyczynito si¢ do obnizenia odsetka terapii,
w ktoérych lek nie osiagal zakresu terapeutycznego [136].

Z powyzszych doniesien wynika, ze TDM worykonazolu jest bardzo cennym
narzedziem oceny efektywnosci leczenia inwazyjnych zakazen grzybiczych zaréwno
u dzieci jak i dorostych. Bardzo pomocne w TDM sa réwniez badania genotypu
pacjentow, pozwalajace na wstepna ocen¢ tendencji metabolizmu [79]. W dalszym
ciagu istnieje wiele przeszkdd, gtdwnie finansowych i personalnych, stojacych na drodze
do wdrozenia TDM worykonazolu w wielu krajach. Do prowadzenia takich analiz
niezbedny jest fachowy personel- farmaceuci kliniczni, ktérych zadaniem bytaby ocena

1 interpretacja uzyskanych wynikéw analiz.
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Cel pracy

Celem pracy byla analiza czynnikéw farmakokinetycznych, genetycznych oraz
interakcji migdzylekowych, ktére w znaczacy sposéb moga wptywal na poprawe
efektywnosci leczenia i zmniejszenie odsetka niepowodzen w leczeniu inwazyjnych
grzybic ukladowych pacjentéw pediatrycznych i dorostych w osrodkach leczniczych
w Polsce.

Cel pracy realizowany byl poprzez nastgpujace zadania badawcze:

1. Oznaczenie pozioméw VCZ u dzieci i dorostych walidowana metoda HPLC-FLD.
Obliczenie parametrow farmakokinetycznych worykonazolu u pacjentow.

Analiza polimorfizméw genetycznych w zakresie CYP2C19%2 1 CYP2C19*17.

Ll

Ocena interakcji lekow przyjmowanych przez pacjentow wraz z VCZ oraz ich

potencjalnego wptywu na farmakokinetyke worykonazolu.
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Czes¢ doswiadczalna

ITII.1. Metoda HPLC-FLD

III.1.1. Aparatura, sprzet laboratoryjny i odczynniki

Do przygotowania préb oraz przeprowadzenia badai wykorzystano:

o zestaw HPLC (Hewlett Packard 1100, USA): degazer (typ G1322A), pompa
(typ G1311A), auto-sampler (typ G1313A), termostat (typ G1316A), detektor
fluorescencyjny (typ G1321A)—zestaw sterowany za pomoca oprogramowania
ChemStation umozliwiajacego analiz¢ danych,

e kolumna LiChrospher 100 RP-18e (125 mm x 4 mm; 5 wum) z pre-kolumnag
LiChroCART (4 mm x 4 mm; 5 pum) (Merck, Darmstadt, Niemcy),

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

e zestaw szkla laboratoryjnego,

e waga analityczna Sartorius BP110S (Sartorius, Goettingen, Niemcy),

e wiréwka EBA 12R (Hettich Zentrifugen, Niemcy),

e urzadzenie do odgazowywania metoda ultradzwigkow UM-4 (Unitra, Olsztyn,
Polska),

e szklany zestaw filtracyjny (Sartorius, Goettingen, Niemcy),

e filtry membranowe z nitrocelulozy, wielko$¢ poréw 0,45 pm (Sartorius, Goettingen,
Niemcy),

e pH-metr automatyczny CyberScan 500 (Utech Cybernetics, Singapur),

e urzadzenie do dejonizacji wody Simplicity UV (Millipore, Milwaukee, USA),

e wirdwka Centrifuge 5804 (Eppendorf, Hamburg, Niemcy).



Rozdziat IIl. Czesé doswiadczalna 36

W pracy badawczej uzyto nastgpujacych odczynnikow:

e worykonazol (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Niemcy),

e N,N,N‘,N“-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Sigma Aldrich, Niemcy),

e amlodypiny bezylan (Camlin Limited, Mumbai, Indie),

e osocze wolne od lekéw, pochodzace z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa w Poznaniu,

e acetonitryl do HPLC o czystosci gradientowej (Merck, Niemcy),

e metanol do HPLC o czystosci gradientowej (Merck, Niemcy),

e kwas ortofosforowy 85% o czystosci technicznej (Fluka Chemie, Szwajcaria),

e jednozasadowy fosforan potasu o cz.d.a. (Xenon, £.6dz, Polska),

e woda dejonizowana, uzyskiwana z zastosowaniem aparatury Simplicity UV,

e weglan sodu o cz.d.a (POCH, Gliwice, Polska).

III.1.2. Warunki metody HPLC-FLD

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografu cieczowego z detektorem
fluorescencyjnym. Zestaw do HPLC-FLD sktadat si¢ degazera, pompy czterorzgdowej,
autosamplera do automatycznego nastrzyku probek, termostatu zapewniajacego stala
temperature kolumny, detektora fluorescencyjnego oraz programu ChemStation stuzacego
do sterowania praca chromatografu, a takze komputerowej analizy danych. Rozdziat
chromatograficzny prowadzono na kolumnie LiChrospher 100 RP-18e, wypetnione;j
krzemionka modyfikowang grupami oktadecylowymi, o wymiarach (125 mm x 4 mm), ze
Srednicg ziaren 5 um, wyposazong w prekolumn¢ LiChroCART RP-18e (4 mm x 4 mm).
Warunki analizy HPLC:

e faza ruchoma: ACN: bufor o pH 6,5 zawierajacy 0,01 M KH;PO, oraz

0,01 M TEMED (35:65 v/v),

e szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,2 ml/min,

e objetos¢ nastrzyku: 50 ul,

e temperatura kolumny: 30°C,

e wzorzec wewngetrzny: amlodypina o stezeniu 4 pg/ml,

e warunki pracy detektora fluorescencyjnego oraz czas analizy

0—=6,19 min: maksimum wzbudzenia—A\ =254 nm, maksimum emisji—A= 385 nm
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6,20-9,50 min: maksimum wzbudzenia—A = 254 nm, maksimum

emisji—A = 450 nm.

Faza ruchoma

Bufor do fazy ruchomej sporzadzono w nastgpujacy sposob:

e Do kolby miarowej odwazono odpowiednia ilos¢ KH2PO, (1,38 g na 1 litr buforu)
1 uzupetniono woda bidestylowana, zawierajaca 0,01M TEMED,

e Bufor przesaczono przez zestaw do saczenia i doprowadzono do pH 6,5 przy uzyciu
0,01 M kwasu ortofosforowego.

Faze ruchoma sporzadzono poprzez zmieszanie ze soba buforu oraz ACN w stosunku

65:35 v/v. Tak przygotowang fazg odgazowano przy pomocy ultradZwigkow.

Roztwory podstawowe i wzorcowe

Do przeprowadzenia analiz wykorzystano roztwory podstawowe amlodypiny
300 pg/ml w bezwodnym ACN (r-r bezylanu amlodypiny w przeliczeniu na amlodyping)
oraz worykonazolu 300 pg/ml w MeOH. Z roztworéw podstawowych przygotowano
poprzez rozcieficzenie roztwory wzorcowe wzorca wewnetrznego-amlodypiny o stezeniu
4 pg/ml oraz worykonazolu o stezeniach 1,2 ug/ml, 5 pg/ml, 15 pg/ml do prébek

kontrolnych.

II1.1.3. Walidacja metody HPLC-FLD

Metoda HPLC-FLD zostata zwalidowana wedlug wytycznych Europejskiej Agencji
ds. Lekéw (EMA) z lipca 2011r. w ramach pracy magisterskiej mojego autorstwa
“Metoda HPLC oznaczania worykonazolu w osoczu ludzkim z przeznaczeniem do
badan farmakokinetycznych”. Uzyskano nastepujace parametry walidacyjne metody:
precyzja w ciagu dnia (2,6—13,1%), miedzy dniami (2,0-19,1%), doktadnoS¢ w ciagu dnia
(1,7-12,7%), doktadno$¢ migdzy dniami (-7,1-2,6%). Precyzja i doktadno$¢ wyrazone
sa odpowiednio za pomoca wspotczynnika zmiennosci (Wz) i btedu wzglednego.
Liniowos¢ metody badano w zakresie krzywej wzorcowej (0,1-10,0 ug/ml). W trakcie
prowadzonych analiz na osoczu pacjentéw, celem potwierdzenia uzytecznoSci metody
w dalszych badaniach wykonywano prébki kontrolne (QC—Quality control sample).

Prébki wykonywano dla 3 stezeni krzywej kalibracyjnej 1,2 png/ml, 5 pug/ml, 15 pg/ml,
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ktérym odpowiadaty stezenia w matrycy wynoszace odpowiednio 0,6 pg/ml, 2,5 pug/ml,
7,5 pg/ml.

I11.1.4. Przygotowanie prébek kontrolnych

Probki kontrolne wykonywano w probéwkach typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml.
Do probéwki dodawano 100 pl osocza ze stacji krwiodawstwa (nieobcigzonego analitmi),
50 pl metanolowego roztworu wzorcowego VCZ o odpowiednim stgzeniu, 50 pul
roztworu wzorca wewngtrznego—amlodypiny o stezeniu 4 pg/ml oraz 50 ul ACN
w celu stracenia bialek osocza. Proba §lepa zawierata 150 p/ mieszaniny ACN:MeOH
(2:1, v/v). Préba zerowa zawierata 50 pl roztworu wzorca wewnetrznego oraz 100 pl
mieszaniny ACN:MeOH (1:1, v/v). Proby starannie wymieszano i odwirowywano w celu
oddzielenia osadu przez 10 min, przy 26660 g, w temperaturze 20°C. Po odwirowaniu,
do nowej probéwki pobierano 150 pul supernatantu i ponownie odwirowano w takich
samych warunkach. Nastepnie 120 pl supernatantu przeniesiono do szklanego insertu
i nastrzyknigto na kolumne chromatograficzna. Prébki kontrolne z 3 stezeri (0,6 pg/ml,

2,5 ng/ml, 7,5 png/ml) wykonywano podczas kazdej analizy probek klinicznych.

II1.2. Oznaczanie worykonazolu w probkach klinicznych

Probki osocza pacjentéw otrzymano z 4 osrodkéw leczniczych w Polsce. Prébki
pacjentéw pediatrycznych pochodzity ze Szpitala Klinicznego im. Karola Jonschera
w Poznaniu, Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy
oraz SPSK nr 1 PUM w Szczecinie. Prébki pacjentéw dorostych pozyskiwano ze
Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawla II w Krakowie oraz Szpitala Klinicznego im.
Przemienienia Paiskiego UM w Poznaniu.

Badanie uzyskalo zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 535/16 oraz nr 297/18—wykaz

zatacznikow).
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II1.2.1. Procedura pobierania probek

Wszystkie otrzymane do analizy VCZ w osoczu prébki kliniczne pobierane

byly wedlug opracowanej procedury. Krew o objetosci 2 ml pobierano od

pacjentow poddawanych terapii przeciwgrzybiczej worykonazolem przez minimum 6 dni,

w czterech punktach czasowych:

2 h po podaniu leku,

6 h po podaniu leku,

8 h po podaniu leku,

12 h po podaniu leku jednakze przed podaniem kolejnej dawki leku (2 ml krwi),
Dodatkowa prébka krwi pelnej pobierana byta do systemu monovette EDTA w celu

przeprowadzenia badan genetycznych.

Tak pobrane prébki krwi odwirowano i przeniesiono do plastikowych, zakrecanych

probéwek. Kazda z prébek opatrzona zostata szczegélowa godzing pobrania materiatu

biologicznego, data oraz inicjatami pacjenta. Przygotowane probki osocza pacjentéw

zamrozono do temp -20°C. Zwrécono szczegdlng uwage personelowi medycznemu na

Scisle przestrzeganie czasu pobierania probek. Kazdy ze wspotpracujacych podczas

prowadzenia analiz worykonazolu oddzialéw otrzymatl procedur¢ pobierania prébek

klinicznych w wersji papierowe]j i elektronicznej oraz wzor karty pacjenta do wypelnienia

w celu uzyskania szczegétowych informacji. Prébki osocza pacjentéw wraz z kartami

transportowane byly w warunkach kontrolowanych, wedtug procedur dotyczacych

transportu materiatu biologicznego.

I11.2.2. Przygotowanie probek do oznaczen worykonazolu u pacjentow

Do 100 ul osocza pacjenta dodano 50 ul roztworu wzorcowego amlodypiny oraz

100 pl mieszaniny ACN:MeOH (1:1, v/v) i poddano procedurze jak w przypadku prébek

kontrolnych. Analiz¢ iloSciowa prowadzono z zastosowaniem zwalidowanej metody

HPLC-FLD.
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I11.2.3. Analiza iloSciowa worykonazolu w osoczu

Wartosci stgzerh worykonazolu w osoczu pacjentéw obliczano z réwnan odpowiednich
krzywych wzorcowych, przygotowanych przy uzyciu prébek kontrolnych oznaczonych

w jednym cyklu analitycznym réwnoczes$nie z probkami badanymi.

I11.2.4. Analiza parametréw farmakokinetycznych

Parametry farmakokinetyczne worykonazolu obliczono na podstawie zmian stgzen
leku w osoczu. Wyznaczanymi parametrami byty AUC,.,,, k¢, to5. Pole powierzchni
pod krzywa zaleznoSci stgzenia od czasu t = 2 h do ostatniego zmierzonego stgzenia
w czasie t = 12 h (AUC,,,) obliczono metoda trapezéw. Stata szybkosSci eliminacji
(k¢;) wyznaczono z nachylenia koficowego prostoliniowego odcinka zalezno$ci logarytmu
stezenia od czasu. WartoS¢ biologicznego okresu péttrwania (t, 5) obliczono z réwnania

t075 = ln2/kel .

I11.3. Metoda PCR

II1.3.1. Aparatura i sprzet

e probowki do PCR o pojemnosci 0,2 ml,

e zestaw pipet automatycznych i koficowek o zakresie pojemnosci 0,5-1000 ul, seria
Discovery Comfort (HTL Lab Solutions, Polska),

e proboéwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml (SARSTEDT, Niemcy),

e termocykler: Thermo Cycler T100 (Biorad, Singapur),

e miniwiréwka (Biorad, Singapur),

e termowytrzasarka: Thermo-Shaker MS100 (Allsheng, Chiny),

e wir6wka EBA 12R (Hettich Zentrifugen, Niemcy),

e aparat do prowadzenia elektroforezy MultiSub Choice (Biocom Direct System,
Wielka Brytania),

e system do dokumentacji zelu z transluminatorem UV (MaestroGEN,USA).
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II1.3.2. Odczynniki uzyte w metodzie

e zestaw do izolacji DNA z krwi pelnej Quick Blood DNA Purification Kit (EurX,
Polska),
e zestaw odczynnikow do przygotowania mieszaniny do przeprowadzenia reakcji
PCR i analizy restrykcyjnej:
— woda jalowa,
— bufor reakcyjny 10-krotnie stgzony z MgCI2 o stezeniu 20 mM FastStart (Thermo
Scientific, Wielka Brytania),
— polimeraza FastStart 5 U/ul (Thermo Scientific, Wielka Brytania),
— mieszanina dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) o stezeniu 10 mM (Thermo
Scientific, Wielka Brytania),
— liofilizowane startery (Oligo, Pracownia Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy
Oligonukleotydéw IBB PAN, Polska) rozpuszczone w wodzie jatowej do stezenia
100 pM,
— enzym restrykcyjny Smal 20 U/ul z buforem CutSmart 10-krotnie stgzonym (New
England Biolabs, Wielka Brytania).
e zestaw odczynnikow do przeprowadzenia elektroforezy:
— agaroza (Bioshop, Kanada),
— bufor TBE 5-krotnie stgzony (TRIS, kwas borowy EDTA;Bioshop, Kanada),
— barwnik obciazajacy 6-krotnie stezony Loading Dye Blue Buffer (Solis BioDyne,
Estonia),
— marker masy (Quick Load 100bp DNA Loader Ready to Load o stgzeniu
50 pug/ml; Solis BioDyne, Estonia),
— barwnik SimplySafe (EurX, Polska).

II1.4. Identyfikacja polimorfizméw genu CYP2C19

I11.4.1. Izolacja DNA z krwi obwodowej

Izolacj¢ DNA z krwi petnej zawierajacej antykoagulant (EDTA) wykonano za pomoca

zestawu Quick Blood DNA Purification Kit. Wszystkie czynno$ci wykonywano wedtug
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Tabela 10. Sekwencje starterow uzytych w reakcji PCR

Gen Sekwencja startera Dlugosc Temperatura
produktu  przylaczania
PCR [pz] [°C]
2C19%2  1F:CAGAGCTTGGCATATTGTATC 321 59
1R:TAGTAAACACAAAACTAGTCAATG
2C19*17 2F.GCCTTAGCACCAAATTCTC 473 52

2R:ATTTAACCCCCTAAAAAAACACG

protokotu producenta. Do probéwki typu Eppendorf dodano 200 pl krwi oraz 2 pul
RNAzy, ktéra zapewniala otrzymanie preparatu DNA pozbawionego RNA. Catosé
doktadnie wymieszano przez wytrzasanie i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
5 minut. W kolejnym kroku dodano 10 u/ proteinazy K oraz 200 pl buforu SolQB, w celu
lizy komoérek i degradacji biatek, i ponownie wytrzasano. Po 15-minutowej inkubacji
w 70°C dodano 200 pl etanolu 96% i doktadnie wymieszano zawarto$¢ probowki,
wirujac przez 1 minute przy 17060 g. Caltos¢ lizatu przeniesiono do aktywowanej
buforem QB minikolumny, znajdujacej si¢ w probéwce odbierajacej. DNA obecne
w lizacie selektywnie wigze si¢ ze ztozem wypelniajacym minikolumng. Po 2 minutach
wirowania przy 17060 g wyjeto minikolumne 1 wylano przesacz, ponownie umieszczajac
minikolumng w probéwce odbierajacej. W celu doktadnego oczyszczenia DNA, kolumng
przemywano kolejno 500 ! buforu Wash QBX1 (wirowano przez 1 minutg przy
17060 g) i 500 pl buforu Wash QBX2 (wirowano przez 2 minuty przy 17060 g), po
kazdym wirowaniu wylewajac filtrat. Ostatni etap—elucj¢ wykonano przy uzyciu 100 pl
buforu Elution (10 mM Tris-HCl o pH = 8,5), ogrzanego do temperatury 70°C. Po
inkubacji przez 3 minuty w temperaturze pokojowej, probki wirowano przy 17060 g przez
1 minute, a filtrat zawierajacy wyizolowane DNA przeniesiono do sterylnych probéwek

o pojemnosci 1,5 ml i przechowywano w temperaturze 4°C do czasu analizy.

I11.4.2. Identyfikacja polimorfizméw genetycznych

Do identyfikacji polimorfizmu CYP2C19*2 wykorzystano metode tancuchowe;j
reakcji polimerazy polaczonej z analiza dlugoSci fragmentéw restrykcyjnych

(PCR-RFLP: Polymerase Chain  Reaction—Restriction  Fragments  Length
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Tabela 11. Skfad mieszanin reakcyjnych do amplifikacji 2C19*2

Reagent Stezenie poczatkowe Objetosé [1l]

mieszanina starterow SuM 2,0
1F/1R

bufor dla polimerazy 10x 2,5

FastStart Taq

mieszanina ANTP 10 mM 0,5

polimeraza FastStart Taq 5 U/ul 0,2

woda - 18.8

DNA rézne 1,0

Polymorphism). Pierwszy etap obejmowal amplifikacj¢ regionu DNA obejmujacego
dany polimorfizm. W kolejnym przeprowadzono analiz¢ restrykcyjna z wykorzystaniem
odpowiednich enzyméw. Wynik reakcji PCR sprawdzono przy pomocy rozdziatu
elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Simply Safe.
Rozdzial prowadzono przez 8 min. Sekwencje starterow uzytych do reakcji oraz

optymalne warunki temperatury reakcji PCR przedstawiono w tabeli [T0}

I11.4.3. Analiza PCR-RFLP- identyfikacja genotypu CYP2C19%2

Reakcje PCR dla genotypu CYP2C19%2 wykonano zgodnie z warunkami opisanymi
przez Giusti i wsp. Sklad mieszanin uzytych w reakcji amplifikacji przedstawiono
w tabeli[LT][137].

Amplifikacj¢ przeprowadzono wedlug nastgpujacego schematu (Punkty (2—4)—37
cykli):

1. wstepna denaturacja: 95 °C—5 minut,
denaturacja: 95 °C—30 sekund,
przytaczenie starteréw: 59 °C—30 sekund,

elongacja 72: °C—45 sekund,

A

koncowa elongacja: 72 °C—7 minut.
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Tabela 12. Sklad mieszanin reakcyjnych do restrykcji CYP2C19%2

Skladnik mieszaniny Objetos¢ [ul]
produkt PCR 10
bufor 2,5
enzym 5U 0,2
woda 7,05
BSA 0,25

Tabela 13. Charakterystyka reakcji restrykcji 2C19*2

Mutacja Enzym Miejsce cigcia Dlugosé
enzymu fragmentéw po
hydrolizie
enzymem
restrykcyjnym

2C19%2 c.681 Smal 5°..CCC’GGG...3> *1/*1:(212pzi 109
G>A pz)

3’..GGG’CCC...5" *1/*2: (321 pz, 212
pz 1109 pz)

*2/%2 321pz

Produkty uzyskane w wyniku reakcji amplifikacji poddano trawieniu, przy uzyciu
enzymOw restrykcyjnych.  Informacje dotyczace sktadu mieszanin restrykcyjnych
przedstawiono w tabeli [I2]  Inkubacje prowadzono w temperaturze 25°C przez
1 h. Powstale w wyniku reakcji fragmenty rozdzielono elektroforetycznie w 3% zelu
agarozowym z dodatkiem barwnika Simply Safe. Rozdzial prowadzono przez 30
min. Genotyp identyfikowany byl na podstawie dlugosci powstatych fragmentéw DNA,
przedstawionych w tabeli

I11.4.4. Analiza PCR-RFLP—identyfikacja genotypu CYP2C19%17

Polimorfizm  genetyczny CYP2C19*%17  analizowano wedlug  warunkow
zaproponowanych przez Sim i wsp. Pierwszy etap obejmowal amplifikacj¢ fragmentu

rejonu flankujacego 5°. Sktad mieszaniny wyszczegdlniono w tabeli [14] [138]].
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Tabela 14. Sklad mieszanin reakcyjnych do amplifikacji 2C19*17

Reagent stezenie poczatkowe Objetosé [1l]

mieszanina starterow SuM 2,0
2F/3R

bufor dla polimerazy 10x 2,5

FastStart Taq

mieszanina dANTP 10 mM 0,5

polimeraza FastStart Taq 5 U/l 0,2

woda - 17,8

DNA roézne 2,0

Tabela 15. Skfad mieszanin reakcyjnych do restrykcji CYP2C19%17

Skladnik mieszaniny Objetosé [1l]
produkt PCR 15
bufor 2
enzym 5U 1,5
woda 1,5

Reakcje przeprowadzono wedlug schematu (Punkty (2—4)—39 cykli):

1. wstegpna denaturacja: 95°C—>5 minut,
denaturacja: 95°C—30 sekund,
przylaczenie starterow: 56°C—30 sekund,
elongacja 72:°C—45 sekund,

ook »n

koncowa elongacja: 72°C—7 minut.

Produkt PCR analizowano na 2% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Simply
Safe. Za pozytywny wynik uznano obecnoS$¢ prazka DNA o dlugosci 473 pz po
rozdziale elektroforetycznym. Prébki poddano w dalszym etapie reakcji restrykcji. Sktad

mieszanin rekacyjnych przedstawiono w tabeli [I5]
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Inkubacj¢ prowadzono w temperaturze 25°C przez 1 h. Uzyskane w reakcji produkty
rozdzielono w 3% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Simply Safe. Czas rozdziatu

wynosit 30 min.

II1.5. Charakterystyka grup badanych

Poziomy worykonazolu w osoczu oznaczono u 36 pacjentéw. 23 osoby to dzieci
w przedziale wiekowym 2-17 lat w tym (8 dziewczynek i 15 chlopcéw). Analiza
dorostych dotyczyta 13 pacjentéw (4 kobiet 1 9 mezczyzn). Przewazajaca grupa chorych
zarbwno w grupie dzieci jak i dorostych leczona byta worykonazolem w wyniku
podejrzanej lub potwierdzonej inwazyjnej infekcji grzybiczej, bedacej nastgpstwem
choroby nowotworowej. Charakterystyke pacjentdw wraz z rozpoznaniem klinicznym
przedstawiono w tabelach (I6HI7). Wykonano analiz¢ polimorfizméw genetycznych
w zakresie CYP2C19%2 1 CYP2C19*17 u 17 pacjentéw (9 dzieci i 8 dorostych).

II1.6. Analiza interakcji miedzylekowych

W oparciu o dane literaturowe dokonano analizy lekéw przyjmowanych przez
pacjentéw podczas jednoczesnej terapii przeciwgrzybiczej worykonazolem. Analiza
polegata na opisaniu potencjalnych interakcji z oznaczanym lekiem. Uwzglgedniono
zarowno wpltyw lekéw na metabolizm VCZ, jak réwniez wpltyw VCZ na metabolizm
lekow powszechnie stosowanych u pacjentéw chorych na mukowiscydoze, biataczke

1 inne nowotwory.

IIL.7. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono za pomoca programu Statistica 12
(StatSoft INC., USA). Testy wykonywano przy poziomie istotnosci o = 0,05. Normalno$¢
rozktadu zmiennych zbadano przy uzyciu testu Shapiro Wilka. Korelacje badano testem
Pearson‘a oraz Spearmana. Do badania réznic migdzy grupami wykorzystano test

Manna-Whitney ‘a.
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Rozdzial IV

WyniKki

IV.1. Wyniki pozioméw worykonazolu u dzieci i dorostych

Oznaczone poziomy VCZ w osoczu 36 pacjentéw zestawiono w tab. [I8]i[I9] Zmiany
stezefi VCZ w czasie przedstawiono na ryc. [9) oraz w zataczniku. Przyktadowe
chromatogramy, uzyskane podczas analizy VCZ w osoczu pacjentow metoda HPLC-FLD
przedstawiono na ryc. [I2HI5] W tabeli 20| oraz na ryc. [[6H20] przedstawiono uzyskane
w wyniku analiz VCZ wyniki C),;,,, czyli stgzen oznaczonych w 12 h od podania dawki

VCZ.
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Rozdziat IV. Wyniki

C [ug/mi]

10

—e— CG.,
—e— CG.,
—e— CG.,
/= DN.,
- G.W.,
e GW,,

G.W.,

G.W.,
e GW,,

ozn 1, 540 [mg/doba], i.v.

ozn 2, 500 [mg/doba], p.o.
ozn 3, 500 [mg/doba], p.o.

ozn 1, 400 [mg/doba], i.v.

ozn 1, 520 [mg/doba], p.o.
ozn 2, 600 [mg/doba], p.o.
ozn 3, 600 [mg/doba], p.o.
ozn 1, 270 [mg/doba], p.o.
ozn 1, 300 [mg/doba], p.o.

= GK., ozn 1, 400 [mg/dobal], i.v.
~(~ G.K., ozn 2,400 [mg/dobal], i.v.
<= JK., ozn 1, 320 [mg/dobal, i.v.

<= JK., ozn 2, 320 [mg/dobal, i.v.

Rycina 9. Poziomy worykonazolu u dzieci

=@~ K.P., ozn 1, 550 [mg/dobal, p.o.
=@~ K.P., 0zn 2, 600 [mg/dobal, p.o.
~fe= K.S., 0zn 1, 300 [mg/dobal], p.o.
<0 KK, ozn 1,640 [mg/dobal, i.v.
«@- t£.M., ozn 1, 400 [mg/dobal], p.o.
/= t.J., 0zn 1, 400 [mg/dobal, p.o.
3¢~ M.O., ozn 1, 400 [mg/dobal], i.v.
~@~ OK., ozn 1, 400 [mg/dobal, i.v.
=@~ OK., ozn 2, 500 [mg/dobal, i.v.

<= P.W., ozn 1, 700 [mg/doba], p.o.

=@~ RM,, ozn 1,400 [mg/doba], i.v.
== S.J., 0zn 1, 300 [mg/dobal], i.v.
== S.J., ozn 2, 400 [mg/dobal], p.o.

ttitiode

SK.,
SK.,
SK.,
TK.,
TK.,
TK.,
TK.,
TK.,
= WB.,
e WB.,
e WB.,
- WB.,
> SM,

ozn 1, 400 [mg/dobal], p.o.
ozn 2, 400 [mg/dobal], p.o.

ozn 1, 800 [mg/dobal], i.v.

ozn 1, 200 [mg/doba], p.o.
ozn 2, 300 [mg/doba], p.o.
ozn 1, 440 [mg/doba], p.o.
ozn 2, 400 [mg/doba], p.o.
ozn 3, 400 [mg/doba], p.o.

ozn 1, 400 [mg/dobal], i.v.
ozn 2, 400 [mg/doba], i.v.
ozn 3, 440 [mg/doba], i.v.
ozn 4, 520 [mg/doba], i.v.

ozn 1, 700 [mg/doba], p.o.

52
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«&- J.B., ozn 1, 400 [mg /doba], i.v. @~ KA., ozn 1, 400 [mg/dobal, p.o. -‘- N.B., ozn 1, 400 [mg/dobal], p.o.

~®— J.B., 0zn 2, 400 [mg/dobal, i.v. <= K.M., ozn 1, 600 [mg/doba], dojelitowo  =3&= P.H., ozn 1, 400 [mg/doba], p.o.

/= J.D, ozn 1, 600 [mg/dobal, i.v. <@~ K.J., ozn 1, 400 [mg/dobal, i.v. =& P.H., ozn 2, 400 [mg/dobal, p.o.

J.D, ozn 2, 700 [mg/dobal], i.v. <@~ K.J., ozn 2, 400 [mg/dobal, i.v. =@~ P.A. 0zn 1, 400 [mg/dobal], i.v.

70 J.D, ozn 3, 400 [mg/dobal], p.o. == L.B., ozn 1, 400 [mg/dobal, i.v. <J- Z.J., 0zn 1, 400 [mg/dobal], i.v.
~/= J.D, 0zn 4,700 [mg/dobal, p.o. @)= L.E., 0zn 1, 400 [mg/dobal], i.v. - 2.0, 0zn 2, 50 [mgidobal, p.o.

«3>é= JW., ozn 1, 600 [mg/doba], p.o. ~ =@= M.A., ozn 1, 400 [mg/dobal], i.v.

60

50

I
o

C [ug/mi]

30

20

10

Czas [h]

Rycina 10. Poziomy worykonazolu u dorostych
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C [ug/mi]

10

~®- J.B., ozn 1, 400 [mg /doba], i.v.

«®- J.B., ozn 2, 400 [mg/dobal], i.v.
~/—~ J.D, ozn 1, 600 [mg/dobal, i.v.
J.D, ozn 2, 700 [mg/dobal], i.v.

~/~ J.D, ozn 3, 400 [mg/doba], p.o.
/= J.D, ozn 4, 700 [mg/dobal], p.o.

=3¢ J.W., ozn 1, 600 [mg/doba], p.o.

=@~ K.A., ozn 1, 400 [mg/doba], p.o.

<= K.M., ozn 1, 600 [mg/doba], dojelitowo
<@~ K.J., ozn 1, 400 [mg/dobal, i.v.

=@~ K.J., ozn 2, 400 [mg/dobal, i.v.

== L.B., ozn 1, 400 [mg/dobal, i.v.

4 .:

—— MA,
- NB.,
=& PH,
=& PH,
-@- PA,

ozn 1, 400 [mg/dobal], i.v.
ozn 1, 400 [mg/dobal], i.v.

ozn 1, 400 [mg/dobal], p.o.
ozn 1, 400 [mg/dobal], p.o.
ozn 2, 400 [mg/dobal], p.o.

ozn 1, 400 [mg/doba], i.v.

N
N

Czas [h]

Rycina 11. Poziomy worykonazolu u dorostych z wytaczeniem pacjenta (Z.J.)

54
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A B
1000 1000 -
VCZ
800 800 ‘
= 600 - 600
VCZ
400 - 400 - 1S
200 T T T 200 = T T
0 5 10 0 5 10
czas [min] czas [min]

Rycina 12. Analiza prébki osocza chorego dziecka W.B. (A) w 6 h po podaniu dawki 200 mg i.v.,
nieobcigzonej wzorcem wewnetrznym, oraz préby kontrolnej (B) o stezeniu 7,5 pg/ml
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C D
1000 - 1000 A
800 A 800 -
- 600 = 600
VCZ IS
400 1S 400 - VCZ
200 = T T 200 . .
0 5 10 0 5 10
czas [min] czas [min]
E F
1000 1000 A
800 A 800 -
- 600 - - 600
VCZ IS IS
400 A 400 A VCZ
.
200 T T 200 . .
0 5 10 0 5 10
czas [min] czas [min]

Rycina 13. Chromatogramy HPLC-FLD uzyskane podczas analizy pozioméw VCZ w osoczu
dziecka (W.B.) 2 h (C), 6 h (D), 8 h (E), 12 h (F) po dozylnym podaniu dawki 200 mg
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A B
1000 A 1000
800 A 800 A
= 600 VCZ - 600 VCZ
IS
400 A 400 A
200 T T T 200 - T T T
0 5 10 0 5 10 15
czas [min] czas [min]

Rycina 14. Analiza prébki osocza osoby dorostej J.B. (A) w 6 h po podaniu dawki 200 mg i.v.,
nieobcigzonej wzorcem wewnetrznym, oraz préby kontrolnej (B) o stezeniu 2,5 pg/ml



Rozdziat IV. Wyniki

1000 A

800 -

-] 600 - VCZ
IS

400 -

200 = T T
0 5 10 15

czas [min]

1000 ~
800 A

= 600 -
- VCZ IS

400 -

200 T T T

0 5 10 15
czas [min]

-

1000 A

800 A

600 -

400 A
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VCZ IS

200

1000 -

800 -

600 -

400 A

5 10 15
czas [min]

200

VCZ

5 10 15
czas [min]

Rycina 15. Chromatogramy HPLC-FLD uzyskane podczas analizy osocza osoby dorostej (J.B.)
2h (C),6h (D), 8h (E), 12 h (F) po dozylnym podaniu dawki 200 mg
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Cmin<l [I—lg/mI]

Cmin>5,5 [IJg/m/]

Crmin (1 =5, 5 [ug/ml])

Rycina 16. Wyniki stg¢zeit minimalnych u dzieci

Tabela 20. Wyniki stgzeni minimalnych u dzieci i dorostych

grupa badana liczba C,.in<1 C,.in1-5,5 C,.in>5,5
oznaczen [pg/ml] [pg/ml] [pg/mli]
DZIECI n=35 n=14 (40%) n=20 (57,1%) n=1 (2,9%)
DOROSLI n=19 n=6 (31,6%) n=11 (57,9%) n=2 (10,5%)

Cmin <1 [I-lg/mI]

Crmin > 5,5 [ug/ml]
Cmin (1 = 5,5 [ug/ml])

Rycina 17. Wyniki stgzenn minimalnych u dorostych
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N

Crnin [ug/ml]

w

123 456 7 8 91011121314151617 1819 20 21 22 23
numer pacjenta

Rycina 18. Poziomy C,,;, VCZ u dzieci
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60

50

40

30

Cmin [ug/ml]

20

10

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
numer pacjenta

Rycina 19. Poziomy C,,;,, VCZ u dorostych

13



Rozdziat IV. Wyniki

62

Crmin [ug/ml]
w

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
numer pacjenta

Rycina 20. Poziomy C,,;, VCZ u dorostych z wytaczeniem pacjenta (Z.J)

12 13



Rozdziat IV. Wyniki 63

IV.2. Parametry biochemiczne pacjentéw poddawanych leczeniu

VCZ

Wyniki parametréw biochemicznych pacjentéw poddawanych leczeniu VCZ
zestawiono w tab. 21| i 2] Z uwagi na watrobowy metabolizm leku podczas
leczenia VCZ monitorowano proby watrobowe pacjentéw. Ponadto oceniono parametry
obrazujace kondycje nerek. Zaréwno u dzieci jak i dorostych zauwazalne sa wysokie
wyniki eGFR (obliczony wspoéiczynnik przesaczania kigbuszkowego), ktérego norma
wynosi 90-120 [ml/min/1,73m?].  Wyniki te nalezy traktowal jako falszywie
zawyzone z powodu obnizonych stezenn kreatyniny u pacjentéw. Niskie poziomy
kreatyniny wystepuja u os6b niedozywionych, z niska masa ciata, wyniszczonych oraz
przy uszkodzeniach watroby. Normy, do ktérych odnoszono wyniki pacjentéw wg
kompendium medycyny praktycznej- choroby wewngtrzne pod redakcja A. Szczeklika
(2010)[[139]

e ALT (aminotransferaza alaninowa) [5-40 U /1],

e AST (aminotransferaza asparaginianowa) [5-40 [U/],

e stezenie kreatyniny (dorosli: [0,6-1,3 mg/dl], dzieci: [0,3-1,1 mg/dl]),
e albuminy (dzieci: [3,7-5,6 g/dl], dorosli: [3,5-5,5 g/dl]).

eGFR u dzieci obliczono za pomoca wzoru Schwartza z uwzglgdnieniem statej (d)
zaleznej od wieku.

SCHWARTZ: eGFR (mL/min/1.73 m?) = (d**) x (wzrost(cm)) / (Scr*)

* stezenie kreatyniny (mg/dl) **stata (d) :

e dzieci 2-12 lat (0,55),

e dziewczynki 13-21 lat (0,55),

e chiopcy 13-21 lat (0,70).
Do obliczenn eGFR u dorostych wykorzystano wzér MDRD, przedstawiony ponizej:
MDRD: eGFR (mL/min/1.73 m?) = 186,3 x (Scr*)-1.154 x (Wiek)-0.203 x (0.742

ple¢ zenska).
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IV.3. Parametry farmakokinetyczne

Parametry farmakokinetyczne AUC,.,, k. oraz t;s; wyznaczone na podstawie
oznaczonych stezeii VCZ w osoczu pacjentoéw zestawiono w tab. [23]i[24] Na ryc. 21H23)|
przedstawiono zalezno$¢ parametru AUC,,,, oraz tgs od przyjmowanej dawki dobowej

VCZ.



Tabela 23. Obliczone parametry farmakokinetyczne AUC,,, k¢; oraz tg 5 u dzieci

numer numer dawka
pacjenta  oznaczenia dobowa AUC,.,, [(prg x h)/ml] ke [1/h]  to5 [h]
[mg]
1 1 540 24,69 0,1339 5,18
II 500 21,21 0,1337 5,18
111 500 21,03 0,0797 8,70
2 1 400 22,14 0,0945 7,33
3 1 520 39,15 0,0680 10,19
II 600 27,21 0,0682 10,16
III 600 35,72 0,1039 6,67
4 1 270 33,19 0,1262 5,49
5 1 300 3,56 0,1424 4,87
6 I 400 14,47 0,1468 4,72
II 400 25,81 0,4450 1,56
7 I 320 17,69 0,0713 9,72
II 320 16,13 0,0916 7,57
8 I 550 7,06 0,3026 2,29
II 600 28,71 0,1485 4,67
9 1 280 16,38 0,0838 8,27
10 I 640 13,87 0,2231 3,11
11 1 500 13,30 0,0265 26,15
12 1 400 23,73 0,1151 6,02
13 I 400 31,43 0,1600 4,33
14 1 400 4,46 0,2863 2,42
II 500 27,68 0,1460 4,75
15 1 700 56,79 0,0305 22,72
16 1 180 26,04 0,0694 9,99
17 I 300 6,92 0,2324 2,98
II 400 5,04 0,3426 2,02
18 I 400 11,49 0,1643 4,22
II 400 15,43 0,1201 5,77
19 1 800 73,72 0,0587 11,81
20 I 200 3,61 0,2779 2,49
II 300 25,98 0,1478 4,69
21 I 440 5,90 0,2066 3,35
II 400 26,59 0,1142 6,07
111 400 11,76 0,1031 6,72
22 I 400 31,13 0,1512 4,58
II 400 20,22 0,1472 4,71
111 440 1,60 0,1747 3,97
v 520 8,80 0,1470 4,71

23 I 700 16,54 0,2121 3,27




Tabela 24. Obliczone parametry farmakokinetyczne AUC,,.,, to 5 oraz k.; u dorostych

numer numer daWka
pacjenta  oznaczenia dobowa  AUC,., [h * ug/mi] ke [1/h]  to5 [h]
[mg]
1 I 400 45,56 0,0449 1543
II 400 14,61 0,0521 13,30
2 I 600 4,70 0,1946 3,56
II 700 19,21 0,0903 7,67
III 400 3,49 0,2237 3,10
1\Y 700 7,53 0,1648 4,21
3 I 600 32,31 0,0391 17,72
4 400 1,48 0,0491 14,11
5 I 600 14,53 0,0626 11,07
6 I 400 3,53 0,2892 2,40
II 400 9,94 0,1043 6,64
7 I 400 37,55 0,0499 13,89
8 I 400 18,01 0,0556 12,46
9 I 400 37,26 0,2699 2,57
10 I 400 35,50 0,0694 9,99
11 I 400 4,34 0,1646 4,21
Il 400 15,82 0,09499 7,30
12 I 400 19,06 0,0594 11,67
13 I 400 413,56 0,0841 8,24

II 50 184,93 0,2871 2,41
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Rycina 21. Zalezno$é AUC,.,, od dawki dobowej VCZ u dzieci
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r=0.6664

r=0.4934
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AUCozn [(ug*h)/ml]

400

300

200

100

® v
* ® po
® dojelitowo

®
r=-0.1751

r=-0.7520

100 200 300 400 500 600 700
dawka dobowa [mg]

Rycina 22. Zaleznos¢ AUC,,,, od dawki dobowej VCZ u dorostych
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® v
¢ ® po
® dojelitowo
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Rycina 23. Zalezno$é AUC,,.,, od dawki dobowej VCZ u dorostych z wytaczeniem pacjenta (Z.J.)
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Rycina 24. Zaleznos¢ tg 5 od dawki dobowej VCZ u dzieci
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Rycina 25. Zaleznos¢ to 5 od dawki dobowej VCZ u dorostych
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IV.4. Leki stosowane w terapii chorych

Leki przyjmowane przez pacjentéw wyrézniono w tab. 25| i 26| Zestawione leki
analizowano rowniez pod katem potencjalnych interakcji, mogacych wptywaé na efekt

farmakodynamiczny jak i farmakokinetyczny. Wyniki analizy przedstawiono w tabeli

Tabela 25: Leki przyjmowane wraz z VCZ u dzieci

nr  oznaczenie substancja czynna

pacjenta
1 I cyklosporyna, gancyklowir, kloksacylina, wankomycyna,
tramadol
II cyklosporyna, gancyklowir, cefepim, kloksacylina
111 cyklosporyna, kloksacylina
2 I meropenem, omeprazol
3 | dornaza alfa, meropenem, amikacyna, metylprednizolon,
salbutamol, budezonid
II dornaza alfa, meropenem, metylprednizolon, salbutamol
11 dornaza alfa, meropenem, kloksacylina, salmeterol, salbutamol
4 I cyklosporyna, gancyklowir, piperacylina + tazobaktam,
doksycyklina, azytromycyna
5 I cyklosporyna, gancyklowir, piperacylina + tazobaktam,
klindamycyna
6 I cyklosporyna, gancyklowir, meropenem, fitomenadion
II b.d.
7 I acyklowir, ciprofloksacyna, kolistyna, deferazyroks
IT metylprednizolon, omeprazol, kolistyna, deferazyroks
8 I cyklosporyna, gancyklowir, wankomycyna , piperacylina +
tazobaktam
II cyklosporyna, mykafungina, meropenem, ranitydyna,

sertralina, walproinian sodu
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9 I meropenem, teikoplanina, filgrastym, omeprazol
10 I cyklosporyna, acyklowir, oseltamiwir, amfoterycyna B,
omeprazol
11 I sulfometoksazol + trimetoprim, ornityna, neomycyna, losartan
12 I metylprednizolon, esomeprazol, acetylocysteina,
etynyloestradiol + drospirenon
13 I mykofenolan mofetylu, kaspofungina, teikoplanina
14 I amfoterycyna B, meropenem, esomeprazol, paracetamol,
metylprednizolon, chlorprotyksen, propranolol
II J-W.
15 I meropenem, kolistyna, amikacyna, klarytromycyna,
salbutamol, flutykazon, dornaza alfa
16 I amfoterycyna B, gancyklowir, piperacylina + tazobaktam
17 I cyklosporyna, gancyklowir
II wankomycyna, piperacylina + tazobaktam, cyklosporyna,
gancyklowir
18 I cyklosporyna, rifaksymina, meropenem, amfoterycyna B
II cyklosporyna, acyklowir, amfoterycyna B, cefepim
19 I acyklowir, amikacyna, ceftazydym
20 I b.d.
II b.d.
21 I cyklosporyna, gancyklowir, amfoterycyna B, piperacylina +
tazobaktam, sulfometoksazol + trimetoprim, omeprazol
II cyklosporyna, gancyklowir, meropenem, teikoplanina,
defibrotyd
I cyklosporyna, gancyklowir, meropenem, metylprednisolon
22 I cyklosporyna, mykafungina, wankomycyna, meropenem,
kaptopryl, amlodypina, furosemid
IT cyklosporyna, meropenem, amlodypina, kaptopryl
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II1 sirolimus, ceftriakson, metotreksat, cytarabina, linezolid,
walproinian sodu, karbamazepina,
v sirolimus, meropenem, amlodypina, karbamazepina,
walproinian sodu, furosemid
23 I piperacylina + tazobaktam, sulfometoksazol + trimetoprim,

acyklowir, ornityna, etamsylat,
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Tabela 26: Leki przyjmowane wraz z VCZ u dorostych

77

nr oznaczenie substancja czynna
pacjenta
1 I doksycyklina, meropenem, sulfometoksazol + trimetoprim
II amfoterycyna B, meropenem, kolistyna, levofloksacyna
2 I mykofenolan mofetylu, walgancyklowir, amlodypina
II mykofenolan mofetylu, gancyklowir, meropenem, ciprofloksacyna,
defibrotyd
III mykofenolan mofetylu, gancyklowir, meropenem, ciprofloksacyna,
defibrotyd
v gancyklowir, teikoplanina, kanrenonian potasu, amlodypina
3 I meropenem, norepinefryna, dobutamina
4 I b.d.
5 I wankomycyna, esomeprazol
6 I cyklosporyna, acyklowir, lewofloksacyna
II cyklosporyna, gancyklowir, penicylina fenoksymetylowa
7 I acyklowir, pantoprazol, walproinian sodu, lewotyroksyna
8 I cyklosporyna, gancyklowir, amfoterycyna B, meropenem
9 I meropenem, furosemid
10 I acyklowir, wankomycyna, meropenem, omeprazol, heparyna
11 I cyklosporyna, acyklowir, ciprofloksacyna
II cyklosporyna, acyklowir, amlodypina
12 I sulfometoksazol + trimetoprim, bisoprolol, folinian wapnia, ramipryl
13 I metotreksat, werapamil, salbutamol, zolpidem, ipratropium,
acetylocysteina, digoksyna, teofilina, amiodaron, tramadol
II metotrexat, gentamycyna, ceftazydym, levonoradrenalina
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Tabela 27. Potencjalne interakcje lekow stosowanych z VCZ u badanych pacjentéw

leki stosowane z VCZ

mechanizm interakcji

efekt interakcji

amlodypina, amiodaron,
budezonid, cyklosporyna,
flutykazon, esmeprazol,
etynyloestradiol,
esmeprazol, losartan,
metylprednizolon,
omeprazol, pantoprazol,
propranolol, sirolimus,
werapamil

1 CYP3A41CYP2CI19

przez VCZ

1 stezenia leku
stosowanego z VCZ

azytromycyna,
ciprofloksacyna,
levofloksacyna,
klarytromycyna,
salbutamol

wydtuzenie odcinka QT -

ryzyko wystapienia
arytmii

karbamazepina,
deferazyroks

indukcja CYP2C19

J stezenia VCZ

metotrexat

uszkodzenie systemu
cytochromu P450

1 hepatotoksycznosci
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IV.4.1. Analiza poziomow VCZ z uwzglednieniem potencjalnych interakcji

Oprécz wplywu postaci leku, stanu fizjologicznego pacjenta stosowana politerapia
u chorych dzieci i dorostych moze réwniez wptywaé na poziomy VCZ, co przeklada
si¢ z kolei na skutecznos$¢ terapii IFI. Zebrane w pracy wyniki oznaczen VCZ w osoczu
chorych wydaja si¢ potwierdzaé to zalozenie.

Wiaczenie karbamazepiny u pacjenta W.B (chiopiec 12 lat), spowodowato znaczace
obnizenie pozioméw VCZ. Pacjent otrzymywal leczenie przeciwgrzybicze z powodu
potwierdzonej aspergilozy OUN. Podczas pierwszego oznaczenia lekarz poinformowat
o zltych wynikach préb watrobowych dziecka, wskazujac na prawdopodobne
hepatotoksyczne dziatanie VCZ, co potwierdzaty wysokie wyniki prob watrobowych
AST (78 IU/M), ALT (105 IU/). Wyniki oznaczen VCZ potwierdzity wysokie poziomy
leku tabela 28] i rycina 26| Z uwagi na rozwijajaca si¢ infekcje IFI kontynuowano
dawkowanie wedtug schematu 400 mg na dobg, uzyskujac kontrolg¢ nad zakazeniem. Rok
poOzniej, podczas III 1 IV oznaczenia VCZ pacjentowi w wyniku wystapienia u niego
objawéw padaczkowych witaczono karbamazeping. Stan pacjenta wyraZnie zaczal sig¢
pogarszaé, nastapito nasilenie infekcji grzybiczej. Modyfikacja dawki do 520 mg
VCZ na dobg poprawita stan kliniczny dziecka dzigki zwigkszeniu si¢ pozioméw VCZ.
Kolejny przypadek pacjenta (mezczyzna 64 lata) przedstawia hepatotoksyczny wplyw
wieloletniego stosowania metotrexatu w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow
(RZS). Mimo standardowego dawkowania VCZ 400 mg na dobg¢ oznaczone poziomy leku
kilkakrotnie przewyzszaly poziom terapeutyczny. Dawke dobowa VCZ obnizono do 50

mg. Zmiany stezenia VCZ w czasie podczas I 1 IT oznaczenia przedstawiono w tabeli [29]

i na rycinie
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Tabela 28. Wyniki oznaczen pozioméw VCZ u dziecka (W.B.) - pacjent nr 22

dawka numer Cy [ug/mll  Cg[ug/mll  Cs[ug/mil  Chralug/ml]
dobowa oznaczenia
[mg] w kolejnych
dniach*
400 I(6) 6,11 3,37 2,06 1,31
400 II (14) 4,35 1,94 1,90 b.d.
440 III (6) 0,40 0,13 0,09 0,07
520 1IV(22) 1,45 0,96 0,74 0,40

* Oznaczenia I 1 II wykonano w XI 1 XII 2015. Oznaczenia III 1 IV pochodza z XI 1 XII
2016

0 Pacjent W.B. (22)

—e— o0zn 1, 400 [mg/dobal, i.v.

ozn 2, 400 [mg/doba], i.v.

8 ozn 3, 440 [mg/dobal, i.v.
ozn 4, 520 [mg/doba], i.v.

C [ug/ml]

Czas [h]

Rycina 26. Zmiany stgzet VCZ podczas czterech oznaczeni pozioméw leku u dziecka W.B.
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Tabela 29. Wyniki oznaczen pozioméw VCZ u dorostego (Z.J.)—pacjent nr 13

dawka numer Cy [ug/mll  Cq[ug/mll  Cs[ug/mll  Chralug/ml]
dobowa oznaczenia
[mg] w kolejnych
dniach
400 I121) 25,31 39,58 39,22 63,27
50 II (10) 14,91 10,00 9,07 48,95

Pacjent Z.J. (13)

—e— o0zn 1, 400 [mg/dobal], i.v.
60 ozn 2, 50 [mg/dobal], p.o.

20

10

Czas [h]

Rycina 27. Zmiany stezefi VCZ podczas oznaczen pozioméw leku u dorostego Z.J.
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IV.4.2. Obnizenie pozioméw VCZ u chorych w trakcie dlugotrwalej terapii stala
dawka 400 mg/dobe

Podczas prowadzonych badan w zakresie terapeutycznego monitorowania VCZ
u dzieci i dorostych zaobserwowano przypadki znaczacego obnizenia pozioméw leku po
dluzszym czasie stosowania tej samej dawki dobowej VCZ u dziecka T.K.—chtopiec,
14 lat. Poziomy VCZ w 79 dniu terapii spadty znaczaco mimo, iz nie stosowano lekow
oddziatujacych na VCZ tab. [30]1 ryc. Podobng sytuacje obserwowano w 55 dniu
terapii u osoby dorostej ((J.B.)—mezczyzna 50 lat)—tab. [31]i ryc.[29
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Tabela 30. Wyniki oznaczen pozioméw VCZ u dziecka (T.K.)—pacjent nr 21

dawka numer Cy [ug/mll  Cg[ug/mll  Cs[ug/mll  Chralug/ml]
dobowa oznaczenia
[mg] w kolejnych
dniach
440 1(6) 1,64 0,50 0,28 0,14
400 11 (10) 4,92 2,58 2,13 1,31
400 III(79) 2,27 0,98 0,90 0,79
Pacjent T.K. (21)
10
—e— o0zn 1, 440 [mg/doba], p.o.
ozn 2, 400 [mg/doba], p.o.
8 ozn 3, 400 [mg/dobal, p.o.
— O
£
o)
=
© 4
2

Czas [h]

Rycina 28. Zmiany stezenn VCZ podczas oznaczefi pozioméw leku u dziecka T.K.
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Tabela 31. Wyniki oznaczen pozioméw VCZ u dorostego (J.B.)—pacjent nr 1

dawka numer Co [ug/mll  Cg [ug/mll  Cs[ug/mll  Chalpg/ml]
dobowa oznaczenia
[mg] w kolejnych
dniach
400 I(8) 5,64 4,21 4,43 4,18
400 II (55) 2,25 1,38 1,31 1,02

Pacjent J.B. (1)

10
—e— o0zn 1, 400 [mg /dobal, i.v.
ozn 2, 400 [mg/dobal, i.v.
8
6

C [ug/ml]
(

4 —

2

0 2 4 6 8 10 12
Czas [h]

Rycina 29. Zmiany stezen VCZ podczas oznaczen pozioméw leku u dorostego J.B.
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IV.5. Efektywnosé leczenia VCZ

W tab. [32] i [33] przedstawiono informacje o decyzjach terapeutycznych
uwzgledniajacych TDM  worykonazolu oraz uzyskanych efektach leczenia
przeciwgrzybiczego dzieci i dorostych. U wigkszo$ci pacjentéw terapia przeciwgrzybicza

VCZ poprawita stan kliniczny chorych.
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IV.6. Analiza polimorfizméw CYP2C19%2 i CYP2C19*17

Produkty reakcji PCR CYP2C19*2 oraz CYP2C19*17 przedstawiono na ryc. [30|
i[B1] Wyniki analizy polimorfizmu CYP2C19*2 i CYP2C19*17 po reakeji restrykeji
enzymatycznej obrazuja ryc.[32]i[33]

Analizy polimorfizmu genetycznego w zakresie CYP2C19*2 oraz CYP2C19*17
wykonano u 17 pacjentéw (9 chorych dzieci i 8 dorostych). Przewazajacym genotypem
w badaniu obecnoSci allelu *2 CYP2C19 byt genotyp szybkiego metabolizera-EM
(*1/%1) 1 wystgpowal u 67% badanych dzieci oraz 75% dorostych. Genotyp posredniego
metabolizera-IM (*1/*2) obserwowano u 33% dzieci oraz 25% dorostych.

Z kolei wyniki analizy polimorfizmu CYP2C19*17 potwierdzaja obecnos$¢ genotypu
*1/*1 u 56% dzieci i 37,5% dorostych. Genotyp *1/*17 wykryto u 44% badanych dzieci
oraz 62,5% dorostych. W zadnej z grup nie odnotowano obecnosci genotypéw wolnych

metabolizeréw *2/*2 oraz *17/*17. Wyniki analizy polimorfizméw genetycznych

przedstawiono w tabeli [34]

Rycina 30. Wynik analizy produktu PCR dla allelu CYP2C19*2

Rycina 31. Wynik analizy produktu PCR dla allelu CYP2C19*17
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Rycina 32. Wynik analizy polimorfizmu CYP2C19%*2 po reakcji restrykcji enzymatycznej

*1/*17

Rycina 33. Wynik analizy polimorfizmu CYP2C19*17 po reakcji restrykcji enzymatycznej
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Tabela 34. Wyniki analizy polimorfizmu CYP2C19 u dzieci i dorostych

numer grupa pleé genotyp genotyp

pacjenta CYP2C19*%2  CYP2C19*17
2 dziecko k *1/%2 *1/*17
3 dziecko k *1/%2 *1/%1
7 dziecko m *1/%2 *1/%1
11 dziecko m *1/¥1 *1/*17
15 dziecko m *1/¥1 *1/%1
18 dziecko k *1/%1 *1/*17
19 dziecko m *1/%1 *1/*1
21 dziecko m *1/*1 *1/*%1
22 dziecko m *1/*1 *1/*17
1 dorosty m *1/%2 *1/%1
2 dorosty m *1/%1 *1/%17
4 dorosty m *1/*1 *1/*1
6 dorosty k *1/*1 *1/*%1
8 dorosty k *1/%2 *1/*17
10 dorosty m *1/*1 *1/%17
11 dorosty k *1/*1 *1/*17

12 dorosty m *1/%1 *1/%17
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IV.7. Analiza statystyczna wynikow

Test Shapiro-Wilka wykazal brak rozktadu normalnego zmiennych. Wykonano
test nieparametryczny Manna-Whitneya, poréwnujac grupy w zakresie parametréw
farmakokinetycznych oraz stgzenia minimalnego VCZ ze wzgledu na pte¢ i wiek.
Wyniki przedstawiono w tab. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic migdzy
badanymi grupami. Oznaczone poziomy VCZ u dzieci i dorostych, tab. [36] korelowaty
istotnie z AUC,,,. Wykazano staby stopiefi wspdtzaleznosci pomigdzy oznaczonymi
poziomami VCZ a dawka dobowa u dzieci. Oznaczone poziomy VCZ u dorostych
wykazaly ujemny zwiazek korelacyjny z podana dawka dobowa leku. Obliczone
parametry farmakokinetyczne u dzieci korelowaly istotnie ze stgzeniem minimalnym
VCZ. Wykazano slaby stopien wspétzaleznosci pomigdzy parametrami AUC,,, i ky
oraz dawka dobowa worykonazolu u dzieci. Odnotowano Scisla zalezno$¢ migdzy
parametrem AUC,,, a stgezeniem minimalnym C,,;, oraz ujemny zwiazek korelacyjny
AUC,,,, zdawka dobowa VCZ u dorostych tab. Dokonano oceny wptywu parametrow
biochemicznych (AST, ALT), opisujacych funkcje watroby na metabolizm VCZ poprzez
analiz¢ zmiennych C,,;, 1 AUC,,,. Nie wykazano korelacji zmiennych z aktywnoscia
AST i ALT, tab. 38| Na poziomy oraz parametry VCZ nie miata wptywu réwniez droga
podania leku, tab. 39] Efekt leczenia IFI za pomoca VCZ, definiowany jako poprawa
stanu zdrowia pacjenta lub progresja choroby korelowal ze stg¢zeniem minimalnym
u dzieci, jednakze byt to staby stopien wspétzaleznosci. Nie odnotowano takiej korelacji
u pacjentéw dorostych, tab. 40|

Podjeto probe ustalenia czy stosowana czgsto w terapii immunosupresyjnej
u wielu pacjentéw cyklosporyna istotnie wptywa na uzyskane poziomy VCZ. Analiza
testem Spearmana nie wykazata wplywu cyklosporyny na poziomy worykonazolu
w osoczu, tab. [41]

Korelowano wyniki genotypu pacjentow uzyskanego w analizach polimorfizmu
genetycznego w zakresie CYP2C19*2 oraz CYP2C19*17 z poziomami oraz
obliczonymi parametrami farmakokinetycznymi VCZ. Nie wykazano korelacji migdzy

zmiennymi tab.
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Tabela 35. Poréwnanie C,,;, oraz parametréw farmakokinetycznych VCZ wzgledem wieku i plci
(test Manna-Whitneya)

wiek ptec

P p
Conin [pg/ml] 0,250 0,811
AUC,,,.[(pg * h)/ml] 0,644 0,986
to5 [h] 0,117 0,840
ke; [1/h] 0,117 0,840

Tabela 36. Korelacja oznaczonych pozioméw VCZ u dzieci i dorostych z AUC,,,, oraz dawka
dobowa VCZ (test Pearsona)

AUC,.[(pug * h)/ml] dawka dobowa VCZ [myg]
Dzieci Dorosli Dzieci Dorosli
r p r p r p r p

Cy [ug/ml]  0,8648 0,000 0,9622 0,000 0,3490 0,185 -0,7985 0,002
Cs [ng/ml]  0,9796 0,000 0,9993 0,000 0,6458 0,007 -0,8064 0,001
Cs [ug/ml]  0,9860 0,000 0,9992 0,000 0,6477 0,007 -0,7994 0,002
Cia [pg/ml] 09685 0,000 0,9986 0,000 0,7160 0,002 -0,8051 0,002

Tabela 37. Korelacja parametréw farmakokinetycznych ze stezeniem minimalnym (C)y;y,) oraz
dawka dobowa u dzieci i dorostych (test Pearsona)

Crminling/ml] dawka dobowa VCZ [mg]

Dzieci Dorosli Dzieci Dorosli

r p r p r p r p
AUC,.n[(pg *x h)/ml] 0,9654 0,000 0,9986 0,000 0,5634 0,010 -0,8074 0,001
to5 [h] 0,5612 0,010 -0,1300 0,968 0,3743 0,104 0,1452 0,652
ke [1/h] -0,6535 0,002 -0,1562 0,628 -0,2271 0,002 0,0069 0,983

Tabela 38. Korelacja C),s oraz AUC,,, u dzieci i dorostych z parametrami biochemicznymi
opisujacymi funkcje watroby (test Pearsona)

AST[IU/I] ALT[IU/I|
Dzieci Dorosli Dzieci Dorosli
r p r P r p r p
Crminlpg/ml] 0,0947 0,700 -0,7701 0,073 0,2390 0,324 -0,6728 0,143

AUC,.n[(pg x h)/ml] 0,1317 0,591 -0,7887 0,062 0,2513 0,299 -0,6539 0,159
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Tabela 39. Korelacja oznaczonych pozioméw VCZ oraz parametréw farmakokinetycznych
u dzieci i dorostych z droga podania VCZ (test Spearmana)

droga podania

Dzieci Dorosli

r p r p
Cy [pg/ml] -0,2559 0,238 -0,2065 0,947
Cs [ng/ml] -0,2047 0,373 0,0412 0,894
Cs [pg/ml] 0,0157 0,946 -0,0412 0,894
Cia [pg/ml] -0,1041 0,662 0,1224 0,705
AUC,,,[(pug * h)/ml] -0,1968 0,368 -0,1237 0,687
to,5 [h] 0,0525 0,812 0,1649 0,590
k. [1/h] -0,0525 0,812 -0,1649 0,590

Tabela 40. Korelacja C,,,;, oraz dawki dobowej VCZ u dzieci i dorostych z efektem leczenia IFI
(test Spearmana)

efekt leczenia

Dzieci Dorosli

r p r p
dawka dobowa VCZ [mg] -0,1287 0,558 0,2082 0,495
Crninlirg/ml] 0,4638 0,039 -0,4096 0,186

Tabela 41. Korelacja Cy,;, oraz AUC,,, VCZ u dzieci i dorostych z jednoczesna terapia
cyklosporyna (test Spearmana)

cyklosporyna

Dzieci Dorosli

r P r P
Crninlitg/ml] -0,4272 0,060 -0,5296 0,076
AUC,,,[(pg * h)/ml] -0,3173 0,140 -0,4879 0,091
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Tabela 42. Korelacja wynikéw genotypu pacjentéw z oznaczonymi poziomami i parametrami
farmakokinetycznymi VCZ (test Spearmana)

Dzieci (n=9) Dorosli (n=8)

r P r p
28 Cy [png/mi] 0,0000 1,000 -0,6337 0,091
28 Cg [png/mi] 0,0563 0,894 -0,5039 0,202
*2& Cs [pug/ml] -0,0913 0,815 -0,5039 0,202
*2& Cla [pug/mi] 20,2520 0,547 -0,4743 0,282
#28& AUC,.,[(1g * h)/ml] ~ -0,0913 0,815 -0,5039 0,202
*2& to 5 [h] 0,0000 1,000 -0,6299 0,094
*2& kot [1/h] 0,0000 1,000 0,6299 0,094
*17& Cy [ug/ml] 02598 0,499 0,1901 0,652
178 C [pug/ml] 02817 0499 03779 0,355
178& Cs [pg/ml] 04330 0244 03150 0,447
178 Cyy [pug/ml] 0,4364 0279 -0,0567 0,903
#178& AUC,.,[(1ng * h)/ml] 03464 0,361 03150 0,447
*17& to5 B 0,1732 0,655 -0,2520 0,547

*17& ke [1/h] -0,1732 0,655 0,2520 0,547




Rozdzial V

Omowienie i dyskusja wynikow

Inwazyjne infekcje grzybicze to jedno z groZniejszych powiklan wystgpujace
u pacjentéw z obnizong odpornoscia, szczegdlnie pacjentéw hematoonkologicznych, po
przeszczepieniu komédrek krwiotwoérczych. Obnizenie odpornosci u tej grupy chorych jest
wynikiem zastosowanego leczenia, szczegllnie lekami zapobiegajacymi odrzuceniom
przeszczepionego szpiku tzw. lekami immunosupresyjnymi. Mimo ciaglego rozwoju
medycyny i farmacji, Smiertelno$¢ z powodu uktadowych zakazen grzybiczych jest wciaz
bardzo wysoka.

Worykonazol jest lekiem o szerokim spektrum dziatania i duzej skuteczno$ci
przeciwgrzybiczej, stosowanym zaréwno u dzieci jak 1 dorostych. Nalezy do II
generacji triazoli, ktérych mechanizm dziatania opiera si¢ na zahamowaniu syntezy
btony komorkowej grzyba. Jest on lekiem skutecznym, jednakze niebezpiecznym
z uwagi na zlozony profil kinetyczny i duza zmienno$¢ migdzyosobnicza w zakresie
metabolizmu, bedaca nastgpstwem polimorfizmu genetycznego CYP2C19. Dodatkowo
VCZ charakteryzuje si¢ waskim indeksem terapeutycznym. Konsekwencja tych cech jest
r6zna biodostgpnos$¢ formy doustnej, jak réwniez trudne do przewidzenia st¢zenie leku
we krwi, zaréwno po pierwszym podaniu, w trakcie leczenia, czy po modyfikacjach
dawkowania. Konsekwencja metabolizmu watrobowego leku przy udziale CYP3A4
i CYP2C19 oraz zdolnosci VCZ do hamowania tych enzyméw jest duze ryzyko licznych
interakcji miedzylekowych. Zbyt wysokie stezenie VCZ we krwi objawia si¢ najczesciej
hepatotoksycznoscia, ktéra jest bardzo groznym dla pacjentéw powiklaniem, jak réwniez
zaburzeniami widzenia i rozpoznawania barw. Zbyt niskie poziomy leku, ktére obserwuje

si¢ czesto u dzieci mimo zastosowania standardowych a nawet zwigkszonych dawek
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doprowadza do niepowodzenia terapii przeciwgrzybiczej, zwigkszajac przy tym opornos$¢
patogendéw na alternatywne leczenie. Rozwigzaniem opisanych powyzej probleméw jest
monitorowanie stezenia VCZ, w szczeg6lnosci na poczatku terapii jak i w trakcie jej
trwania oraz po modyfikacjach dawkowania czy tez zmianie postaci leku.

Celem pracy byla analiza czynnikéw farmakokinetycznych, genetycznych oraz
interakcji migdzylekowych, ktérych poznanie w znaczacy sposéb moze przyczynic si¢
do poprawy efektywnosci leczenia worykonazolem. Do oznaczen VCZ zastosowano
opracowang i zwalidowana w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki
UMP metod¢ HPLC z detektorem fluorescencyjnym. Przed zastosowaniem do
analizy VCZ w prébkach biologicznych metoda poddana byla cze$ciowej walidacji.
Proby kontrolne w zakresie krzywej wzorcowej, a w szczegdlnoSci probki kliniczne
potwierdzily przydatnos¢ metody do TDM.

Istotnym aspektem w opracowaniu metody z przeznaczeniem do badan
farmakokinetycznych zaréwno u dzieci jak i dorostych bylo zastosowanie matej
objetosci osocza wynoszacej 100 pl, stad mozliwe bylo ograniczenie iloSci pobierane;j
krwi w kazdym punkcie czasowym do 1 ml. Waznym elementem analizy jest
jej czas. W stosowanej do oznaczen VCZ metodzie byl on stosunkowo krétki
1 wynosit 12 min. Metoda z zastosowaniem czulego detektora FLD charakteryzuje
sig¢ ponadto wysoka oznaczalnoscia (LOQ =0,1 pg/ml), znacznie ponizej dolnej
granicy zakresu terapeutycznego, wynoszacego 1,0-5,5 pg/ml. Potwierdzono zblizona
warto§¢ LOQ w innej metodzie HPLC-FLD, opisanej w literaturze [127]. Metody
HPLC-UV oznaczania VCZ w ptynach biologicznych charakteryzuja si¢ nieco
nizsza oznaczalnoscig rzedu 0,2 pg/ml [125]. Najbardziej czutym detektorem jest
obecnie detektor masowy, ktérym mozna oznaczaé worykonazol w stgzeniach rzedu
50 ng/ml [120]. Uproszczenie procedury przygotowania prébek z wykorzystaniem
metody stracania bialek osocza w wykorzystanej metodzie HPLC-FLD przyspieszyto
1 utatwito proces analityczny a takze ograniczyto potencjalne btgdy jakie niesie za soba
standardowa ekstrakcja ciecz-ciecz, wykorzystywana czgsto w metodach oznaczania
VCZ w ptynach biologicznych. Dodatkowa zaleta uzytej metody byta jej wysoka
selektywnos¢, co ma istotne znaczenie w przypadku stosowania jednoczesnie wielu

lekéw. Na otrzymanych chromatogramach (ryc.[12H15)) nie zaobserwowano dodatkowych
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pikéw, interferujacych z pikiem leku badanego-VCZ, czy pikiem wzorca wewnetrznego
uzytego w metodzie—amlodypiny.

Wiarygodno$¢ oraz uzyteczno$¢ metody HPLC-FLD oznaczania VCZ w osoczu
2 pacjentow w 12 h od podania VCZ, potwierdzono w niezaleznym laboratorium
referencyjnym we Francji, rekomendowanym przez producenta leku, firm¢ Pfizer
(Pharmacie Laboratorie de Suivi Therapeutique, Bobigny, Paris), w ktérym oznaczono
VCZ metoda HPLC-UV. Uzyskane wyniki potwierdzilty wiarygodnoS¢ opracowanej
w Polsce metody (0,90 pg/ml (HPLC-UV); 1,00 pg/ml (HPLC-FLD)—dla prébki 1)
oraz (0,60 1g/ml (HPLC-UV); 0,65 pg/ml (HPLC-FLD)—dla prébki 2).

Europejskie zalecenia w zakresie profilaktyki i1 leczenia celowanego inwazyjnych
grzybic uktadowych u pacjentéw z nowotworami hematologicznymi i po przeszczepieniu
komorek krwiotwoérczych wydawane sa przez ECIL (European Conference on Infections
in Leucemia). Na tych zaleceniach opieraja si¢ aktualne standardy leczenia infekcji
u wymienionych grup pacjentow réwniez w Polsce. Oprocz zalecen 1 pozioméw
rekomendacji ECIL okresla, czy lek posiada wskazania do TDM [[140]. Worykonazol
niemal w kazdym opisanym wskazaniu do stosowania wg ECIL-5 z 2013 roku posiada
zalecenie do TDM. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy nie ma w Polsce laboratorium
oferujacego analiz¢ worykonazolu, a mimo to lek jest w dalszym ciagu stosowany do

leczenia IFI.

V.1. TDM worykonazolu w grupach badanych

Nalezy podkresli¢ bardzo dobra wspétprace z oSrodkami klinicznymi w Poznaniu,
Bydgoszczy, Krakowie 1 Szczecinie w zakresie pobierania 1 przygotowania prébek do
badan. Pozwolilo to na oznaczenie pozioméw VCZ u 23 pacjentéw pediatrycznych oraz
13 dorostych. Zauwazalna jest w tych osrodkach potrzeba prowadzenia TDM zwtaszcza
w przypadku VCZ, ktéry wykazuje zré6znicowana farmakokinetyke. Wykonano tacznie
59 oznaczen pozioméw worykonazolu. Prébki pacjentéw pobierano w czterech punktach
czasowych, zawsze po2 h, 6 h, 8 hi 12 h od podania VCZ u pacjentéw w wieku 2—70 roku
zycia, hospitalizowanych z powodu przeszczepienia komoérek krwiotwérczych a takze

przeszczepienia serca, chtoniaka, drobnokomoérkowego raka ptuca oraz mukowiscydozy.
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Ograniczona ilo$§¢ pobieranych préobek podyktowana jest cigzkim stanem zdrowia
pacjentéw oraz faktem, iz podczas leczenia poddawani sa oni wielu procedurom
diagnostycznym. Dazy si¢ zatem do ograniczenia procedur medycznych wymagajacych
pobierania krwi szczeg6lnie w grupie pacjentéw pediatrycznych (tab. [I6]i[I7).

Poziomy VCZ u pacjentéw oznaczano zaréwno na poczatku terapii tj. w 6 dobie
leczenia, po uzyskaniu stanu stacjonarnego leku, jak réwniez w trakcie trwania
terapii. Monitorowanie worykonazolu prowadzono réwniez u pacjentéw poddawanych
dlugotrwatej terapii w 55, 79 i 180 dobie leczenia. Pacjenci poddawani TDM VCZ
stanowili bardzo niejednorodng grupg, u ktérej jednoczesnie z terapia VCZ stosowano
wiele innych lekéw. Oznaczone poziomy VCZ w osoczu pacjentéw zaréwno u dzieci jak
1 dorostych wskazuja na ztozong farmakokinetyke VCZ.

Poziomy VCZ w osoczu pacjentéw ponizej dolnego zakresu terapeutycznego 1 pg/ml
odnotowano w 25% probek krwi zaréwno u dzieci jak 1 dorostych. Sytuacja ta dotyczy
9 (40%) pacjentéw pediatrycznych oraz 5 (38%) dorostych (tab. [I8] i [[9). Analiza
stezen minimalnych, czyli stezen w 12 godzinie od podania leku (C,,;,) wykazata
poziomy subterapeutyczne w 40% wykonanych analiz u dzieci oraz 32% u dorostych.
To wiasnie u tych os6b najczgsciej obserwowano brak skutecznosci leczenia. Stgzenia
minimalne znajdujace si¢ w zakresie terapeutycznym (1-5,5 pg/ml) obserwowano
u 54,3% pacjentéw pediatrycznych oraz 57,9% dorostych. U dwéch oséb, dziecka nr
19 i dorostego nr 13 odnotowano poziomy (C,,.;,,) znaczaco przekraczajace gérny zakres
terapeutyczny leku powyzej 5,5 pug/ml (tab. .

U wigkszoSci pacjentéw terapia IFI przy uzyciu VCZ przyniosta wymierne rezulaty.
Terapeutyczne monitorowanie VCZ w osoczu pacjentow z cata pewnoscia przyspieszyto
znaczaco podejmowanie decyzji terapeutycznych. U dzieci nr 8 i 14 zwigkszenie
dawki VCZ zwigkszylo poziomy leku do stgzen terapeutycznych, lecz mimo to stan
pacjentow pogarszat si¢ i podjeto decyzje¢ o zmianie leku przeciwgrzybiczego na
mykafunging i posakonazol. Mimo zmiany leku na posakonazol u pacjenta nr 14 nie
zaobserwowano poprawy stanu zdrowia. Ws$réd badanych os6b znaleZli si¢ réwniez
pacjenci (dziecko nr 5 i 10), u ktérych z powodu zbyt niskich, subterapeutycznych
poziomoéw leku zaprzestano terapi¢ VCZ juz po pierwszym oznaczeniu pozioméw leku

w osoczu 1 kontynuowano terapi¢ IFI innymi lekami przeciwgrzybiczymi. Odmienng
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sytuacje obserwowano u dziecka nr 19, u ktérego odnotowano wysokie poziomy VCZ
i toksyczne uszkodzenie watroby bedace ich nastgpstwem. W zwiazku z powyzszym
podjeto decyzje o odstawieniu VCZ. Nie odnotowano informacji odnosnie dalszego
postgpowania terapeutycznego u tego pacjenta. Analiza farmakokinetyczna pozioméw
worykonazolu u dwoch pacjentéw pozwolita obnizy¢ dawke dobowa leku z 540 mg na
500 mg (dziecko nr 1) oraz 440 mg na 400 mg (dziecko nr 21), zmniejszajac narazenie
na dziatanie toksyczne VCZ przy zachowaniu odpowiednich pozioméw terapeutycznych
1 kontroli choroby grzybiczej (dziecko nr 1, 21). Natomiast do§¢ odmienng sytuacje
odnotowano u dorostego nr 13, u ktérego mimo kilkukrotnego obnizenia dawki dobowe;j
VCZ z 400 mg na 50 mg obserwowano bardzo wysokie poziomy VCZ, kilkakrotnie
przewyzszajace poziom terapeutyczny. Przypuszcza sig¢, iz bylo to spowodowane
znacznym uszkodzeniem watroby na skutek wieloletniej terapii metotreksatem. Leczenie
IFI u 3 pacjentéw dorostych zakorniczyto si¢ zgonem, najprawdopodobniej z powodu zbyt
intensywnego postepu choroby grzybiczej (tab. 32]i[33)).

Na podstawie analizy pozioméw worykonazolu u chorych dzieci i dorostych
wyznaczono parametry farmakokinetyczne worykonazolu takie jak AUC,.,,, k,; oraz ty 5.
Wyznaczone metoda trapezéw AUC,,,, miescito si¢ w zakresie 1,60—73,72 [(g *h)/ml]
u dzieci oraz 1,48-413,56 [(ug * h)/ml] u dorostych. Stata szybkosci eliminacji
miescita si¢ w przedziale 0,0265-0,4450 [1/h] u dzieci oraz 0,0391-0,2892 [1/h]
u dorostych pacjentow. Okres biologicznego pottrwania VCZ (1 5) u badanych pacjentow
mieScit si¢ w szerokim zakresie od 1,56-26,15 [h] u dzieci oraz 2,40-17,72 [h]
u dorostych (tab. 23]i[24). Uzyskane dane potwierdzaja opisane w literaturze wartosci
biologicznego okresu péttrwania VCZ, ktéry wynosi ok. 6 h lecz moze si¢ wydtuzaé
nawet do 24 h. Istnieje zatem niebezpieczenstwo kumulowania dawki VCZ u pacjentow.
Dane literaturowe oraz dane zawarte w karcie charakterystyki leku Vfend wskazuja
na nieproporcjonalny wzrost AUC w zaleznoSci od podanej dawki VCZ. Wskazuje to
na nieliniowa farmakokinetyke leku. Czynnikami wptywajacymi na farmakokinetyke
VCZ sa migdzy innymi uposledzenie funkcji watroby, obecnoS¢ inhibitoréw enzymoéw
watrobowych CYP450, przyjmowanie VCZ wraz z positkiem oraz czynniki genetyczne.

(13,29, 33]
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Duza zmienno$¢ migdzyosobnicza pozioméw VCZ u dzieci jak i dorostych wskazuje

na konieczno$¢ terapeutycznego monitorowania pozioméw leku w trakcie terapii IFI.

V.2. Analiza polimorfizmow genetycznych CYP2C19%2
i CYP2C19*17

Opracowana w Katedrze 1 Zaktadzie Farmacji Fizycznej 1 Farmakokinetyki UMP
metoda PCR-RFLP umozliwita oznaczenie genotypu pacjentow oraz wykonanie badan
na obecnos$¢ mutacji w allelu 2 1 17, warunkujacych zmiang metabolizmu VCZ. Genotyp
oznaczono u 17 chorych w tym 9 dzieci i 8 dorostych. Analiza pacjentéw wykazata,
1z nosicielami jednego zmutowanego allelu *2 o genotypie (*1/*2), warunkujacym
fenotyp poSredniego metabolizera jest 3 dzieci 1 2 dorostych. Pozostale osoby
posiadaja fenotyp (*1/*1), co oznacza, ze posiadaja zdolnos$¢ do szybkiego metabolizmu.
W przypadku analizy CYP2C19*17, nosicielami zmutowanego allelu *17 byto 9 os6b,
w tym 4 dzieci 1 5 dorostych, a zatem byli to poSredni metabolizerzy. Pozostatych
8 chorych posiadato genotyp szybkich metabolizeréw (*1*1), pozbawiony mutacji.
Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw nie wykazata korelacji pomigdzy genotypem
badanych pacjentéw a oznaczonymi poziomami worykonazolu u dzieci i dorostych.
Powodem braku zaleznoSci moze by¢ mato liczna statystycznie grupa badana jak réwniez
inne czynniki pozagenetyczne, wplywajace na metabolizm VCZ (stan fizjologiczny
pacjenta, przyjmowane leki). Badana grupa pacjentéw to bardzo niejednorodna grupa
chorych, w réznych stanach klinicznych, u ktérych prowadzona byta wielolekowa
terapia tab. [34] Literaturowo potwierdzono fakt, ze polimorfizm genetyczny w zakresie
CYP2C19*2 oraz CYP2C19*17 warunkujacy fenotyp wolnego metabolizera zaréwno na
zdrowych ochotnikach [83]], jak i chorych [33]] zwigksza ekspozycje na worykonazol
nawet trzykrotnie. Ocen¢ genotypu pacjentow nalezy zatem traktowac jako uzupetnienie
TDM w celu zwigkszenia bezpieczefistwa chorych a przede wszystkim uniknigcia

toksycznych dziatan VCZ wynikajacych z wysokich stezen leku [141]].
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V.3. Ocena interakcji miedzylekowych w oparciu o analiz¢ VCZ

W 0s0CZu pacjentow

Dzigki TDM worykonazolu u kilku pacjentéw mozliwe byto wykrycie interakcji
migdzy stosowanymi lekami oraz modyfikacja dawkowania VCZ w celu utrzymania
kontroli nad IFI. Bardzo dobra wspétpraca z personelem medycznym w zakresie
monitorowania VCZ doprowadzita do szybkiego wykrycia interakcji migdzy VCZ
a karbamazeping u dziecka nr 22 (W.B). Wspomniany pacjent otrzymywat leczenie
VCZ na przestrzeni 1,5 roku i wykonano u niego 4 analizy pozioméw VCZ w osoczu.
Podczas 11 I oznaczenia pacjent nie otrzymywat lekow indukujacych enzymy CYP450.
Poziomy leku podczas tych oznaczeri miescity si¢ w zakresie (1,31-6,11 pg/ml).
Po ponownym przyjeciu pacjenta z przyczyn wznowy nowotworu oraz wystapienia
objawéw padaczkowych podano karbamazeping. Dodatkowo zdiagnozowano u pacjenta
grzybice OUN w wyniku ktoérej zastosowano VCZ w dawce 440 mg na dobeg.
Podawanie VCZ w dawce 440 mg na dobe nie przyniosto wymiernych rezultatow
przez 6 kolejnych dni leczenia. Zlecona analiza pozioméw VCZ wykazala stgzenia
subterapeutyczne VCZ (0,07-0,40 pg/ml). Podjeto decyzje o zwigkszeniu dawki
VCZ z 440 mg do 520 mg na dobe. Stan pacjenta po kilku dobach od podania
zmienionej dawki leku zaczal si¢ poprawiaé. W 22 dobie leczenia ponownie
otrzymano prébki do analizy VCZ. Oznaczone poziomy leku byly znacznie wyzsze niz
poprzednio (0,40-1,45 pg/ml). Niskie poziomy VCZ wskazuja na wystapienie interakcji
pomiedzy VCZ a silnym induktorem CYP2C19—karbamazepinag.  Monitorowanie
pozioméw VCZ u pacjenta z cala pewnoscia zwigkszylo skutecznos¢ i bezpieczenstwo
terapii IFI. Kolejny przypadek kliniczny pacjenta dorostego (Z.J.) potwierdza, ze
TDM worykonazolu jest szczegdlnie wazne u pacjentéw poddawanych dilugoletnim
terapiom choréb przewlektych. Przypadek dorostego mezczyzny dotyczyt wieloletniego
leczenia reumatoidalnego zapalenia stawéw metotreksatem. To prawdopodobnie ten lek
doprowadzit do uszkodzenia watroby w wyniku ktérego uposledzony byt metabolizm
innych lekoéw, w tym VCZ. Pacjent otrzymywat VCZ w wyniku potwierdzonej grzybicy
ptuc wywotlane] A.fumigatus. Zastosowano standardowe dawkowanie wynoszace

400 mg na dobg. U pacjenta oznaczono poziomy 10-krotnie przewyzszajace poziom
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terapeutyczny leku (25,31-63,27 pg/ml). Po natychmiastowej konsultacji z lekarzem
prowadzacym lek odstawiono, wprowadzajac pacjenta w kilkudniowa fazg wash-out,
nastgpnie wznowiono terapi¢ VCZ dawka 50 mg na dobg. Oznaczone poziomy VCZ
w 10 dobie terapii byly znacznie nizsze, jednak nadal przewyzszaly poziom terapeutyczny
leku (9,07-48,95 png/ml). Zastanawiajacy jest wynik pozioméw VCZ po 12 h od
podania leku—oznaczenia 1 (63,27 ug/ml) i 11 (48,95 pug/ml). Przypuszcza sig, ze
w obu przypadkach mogto dojs¢ do nieprzestrzegania procedury pobierania probek, ktore
prawdopodobnie pobrane zostaty tuz po podaniu kolejnej dawki leku.

Czynnikiem wptywajacym na zmiang¢ poziomOw worykonazolu w czasie
dlugotrwatlego podawania moze by¢ autoindukcja. W literaturze opisano przyktady
autoindukcji VCZ u ludzi 1 zwierzat podczas terapii trwajacych dluzej niz 60 dni [32,
90]. W przypadku dzieci autoindukcj¢ VCZ obserwowano juz po kilkunastu dniach
terapii [95]. Dzigki trwajacemu blisko 4 lata TDM VCZ w osoczu dzieci 1 dorostych,
podczas wielokrotnych oznaczen na r6znych etapach terapii odnotowano przypadki, ktore
mogtyby wskazywaé na powyzsze zjawisko. Pierwszym odnotowanym podczas badan
przypadkiem jest 14-letni chlopiec (pacjent nr 21) poddawany terapii przeciwgrzybiczej
VCZ. Poczatkowo u pacjenta odnotowano subterapeutyczne poziomy VCZ (oznaczenie
I, 440 mg/doba). Po kilku dniach wykonano kolejne oznaczenie pozioméw VCZ
(oznaczenie II, 400 mg/doba). Mimo obnizenia dawki leku (przyczyna nieznana)
odnotowano znaczenie wyzsze niz poprzednio poziomy leku, mieszczace si¢ w zakresie
terapeutycznym. W 79 dobie leczenia dawka 400 mg/doba wykonano III oznaczenie
stezen VCZ. Poziomy leku po 6, 8, i 12 godzinie od podania dawki w III oznaczeniu
nie przewyzszaly stezenia 1 ug/ml. Lekarz podjat decyzje o zaprzestaniu stosowania
VCZ i rozpoczeciu terapii amfoterycyna B. Wynik ten potwierdza opisany w literaturze
przypadek 10-letniego dziecka, ktéremu podawano réwniez wysokie dawki VCZ przez
okres dluzszy niz 2 miesigce. W trakcie zwigkszania dawki leku obserwowano obnizony
poziom C,,;,. Jako przyczyng¢ tego stanu rzeczy wskazano autoindukcj¢ metabolizmu
VCZ [95]]. Podobna sytuacje obserwowano u pacjenta dorostego (J.B.), u ktoérego
poziomy w 55 dobie leczenia mimo niezmienionego dawkowania VCZ 400 mg/doba
byly znacznie nizsze (1,02-2,25 pg/ml), niz poziomy badane w 8 dobie leczenia

(4,18-5,64 pg/ml). W tym przypadku jednak stezenia VCZ we wszystkich prébkach
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mieScity si¢ w zakresie terapeutycznym leku. Opisane przyktady moga sklaniaé
do stwierdzenia, ze wydtuzona terapia VCZ prowadzi do obnizenia pozioméw leku
w osoczu pacjentéw. Jest to dowdd na to, ze TDM lekéw a w szczegdlnosci VCZ tylko
na poczatku terapii nie jest wystarczajace dla uzyskania petnego obrazu zmian stgzenia
leku we krwi. Zatem bardzo wazne jest monitorowanie VCZ takze w trakcie trwania
terapii, by w razie konieczno$ci zmodyfikowa¢ dawkowanie leku lub jesli to mozliwe
zmieniC strategi¢ terapeutyczna.

Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu w osoczu chorych dzieci i dorostych,
bedace przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej pokazuje, ze jest to bardzo wazne,
jesli nie niezbedne narzgdzie farmakoterapii grzybic uktadowych. Oznaczone poziomy
zarbwno u dzieci i1 dorostych wskazuja na czgsto zréznicowana farmakokinetyke
VCZ. Dodatkowym utrudnieniem jest fakt, ze lek w wyzszych stezeniach wykazuje
farmakokinetyke nieliniowa. Ponadto na poziom leku we krwi chorych w sposéb
znaczacy wplywaja interakcje oraz zjawisko autoindukcji VCZ podczas diugotrwatych
terapii. Dzigki monitorowaniu VCZ mozliwa jest kierunkowa modyfikacja dawkowania
leku, przyczyniajaca si¢ do sukcesu terapeutycznego IFI. Ponadto umozliwia ono kontrolg
nad bezpieczefistwem oraz personalizacj¢ farmakoterapii. = Konsekwencja takiego
dziatania jest ponadto racjonalizacja wydatkéw placéwek ochrony zdrowia, w ktérych
znaczng czg$¢ budzetu pochtaniaja zawsze terapie przeciwdrobnoustrojowe. Trudno
odnies¢ si¢ do atutu TDM jakim jest skrécenie terapii pacjentow, gdyz wymagatoby
to znacznie bardziej szczegétowych badan z grupa kontrolna. Mozna jednakze
zaryzykowac stwierdzenie, iz mozliwoS$¢ szybciej podjetych decyzji terapeutycznych na
skutek TDM VCZ mogta przyczynié si¢ do skrécenia terapii IFI, a z cata pewnoscia
zmniejszyta narazenie na mozliwe dzialania niepozadane worykonazolu. Metoda
HPLC-FLD uzyta w badaniach pozioméw VCZ w osoczu pacjentéw jest odpowiednio
selektywna i doktadna oraz z uwagi na krétki czas analizy z cala pewnosciag moze by¢
implementowana do rutynowego TDM. Badania genetyczne w zakresie polimorfizmu
enzymOw metabolizujacych VCZ sa uzupelnieniem niniejszych badan 1 z cala pewnoscia
powinny towarzyszy¢ monitorowaniu VCZ u pacjentéw, gdyz moga by¢ bardzo przydatne
podczas szczegbétowej analizy przypadkéw klinicznych.  Przeprowadzone badania

farmakokinetyczne VCZ, stanowiace zasadniczy element terapeutycznego monitorowania
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lekéw wskazuje na istotna role farmaceuty klinicznego w zakresie efektywnosci leczenia

i bezpieczenstwa pacjentow.



Rozdziat VI

Whnioski

e Walidowana metoda HPLC-FLD z powodzeniem byta stosowana do terapeutycznego
monitorowania worykonazolu w osoczu krwi chorych dzieci i dorostych.

e Zastosowanie u pacjentow standardowych dawek VCZ, zalecanych przez producenta
czgsto nie gwarantuje skutecznoSci terapii przeciwgrzybiczej, ktérej efekt zalezy od
stezenia leku we krwi.

e Analiza stgzen minimalnych C,,;, wykazata poziomy subterapeutyczne w 40%
wykonanych analiz u dzieci oraz 32% u dorostych. Poziomy C,,;,, ponizej 1 pg/ml
stanowig najbardziej prawdopodobna przyczyng obnizenia efektywnosci terapii IFI,
w szczeg6lnosci u dzieci.

e Analiza polimorfizméw genetycznych w zakresie CYP2C19*2 oraz CYP2C19*17
u badanych pacjentéw moze stanowi¢ przydatne uzupetnienie TDM worykonazolu,
jakkolwiek w grupach badanych pacjentéw nie odnotowano istotnie znaczacych
korelacji migdzy oznaczonymi poziomami VCZ a genotypem.

e Istotnymi czynnikami wptywajacymi na poziomy VCZ, a w konsekwencji
efektywnos$¢ leczenia przeciwgrzybiczego sa: zjawisko autoindukcji metabolizmu
tego leku oraz jego interakcje z karbamazepina.

e Mocno zréznicowane stgzenia VCZ w osoczu chorych, nieproporcjonalne do podane;j
dawki, wskazuja na mozliwos¢ nieliniowej farmakokinetyki leku, stad istnieje

koniecznos$¢ prowadzenia terapeutycznego monitorowania VCZ.



Rozdzial VII

Streszczenie

Worykonazol jest lekiem przeciwgrzybiczym nalezacym do II generacji triazoli.
Wykazuje on szerokie spektrum dziatania i jest wykorzystywany do leczenia inwazyjnych
grzybic uktadowych u dzieci od 2 roku zycia oraz u dorostych. Stosuje si¢ go przede
wszystkim do leczenia infekcji wywotlanych przez grzyby z rodziny Aspergillus spp., jak
rowniez w kandydozach, fusariozach czy scedosporiozach. VCZ charakteryzuje zmienna
i trudna do przewidzenia farmakokinetyka, a takze waski indeks terapeutyczny oraz
duza zmienno$¢ migdzyosobnicza w zakresie metabolizmu zwiazana z polimorfizmem
genetycznym izoformy CYP2C19. Wymienione cechy leku sprawiaja, ze trudno
jest przewidzie¢ poziomy VCZ we krwi pacjentéw a w konsekwencji efekt terapii
przeciwgrzybiczej. Pomimo, iz lek posiada wskazania do TDM na chwilg obecng
nie ma w Polsce laboratorium badawczego, w ktérym wykonuje si¢ oznaczenia stgzen
worykonazolu we krwi pacjentow.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo terapeutyczne monitorowanie
worykonazolu w osoczu chorych dzieci i dorostych z pigciu oSrodkéw leczniczych
w Polsce. Efektem badan mialo by¢ zmniejszenie odsetka niepowodzen terapii
przecigrzybicze] VCZ oraz poprawienie bezpieczenstwa i kontroli nad mozliwymi
dziataniami niepozadanymi leku. Oceniono mozliwo$¢ wystapienia potencjalnych
interakcji migdzylekowych, ponadto wykonano oznaczenia genotypu pacjentow
w zakresie polimorfizmu genetycznego CYP2C19*2 oraz CYP2C19*17.

Do oznaczenia pozioméw VCZ zastosowano zwalidowana metode HPLC-FLD
o duzej precyzji, doktadnosci i selektywnosci oraz stosunkowo niskim LOQ wynoszacym

0,1 pg/ml. Krew pacjentéw pobierana byta w 4 punktach czasowych po 2 h, 6 h, 8 h
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i 12 h od podania dawki VCZ. Do oznaczen genotypu pacjentéw zastosowano metode
PCR-RFLP.

Badaniom pozioméw VCZ w osoczu poddanych zostato 36 oséb w tym 23 dzieci
1 13 dorostych. Analiza st¢zerh minimalnych VCZ wykazata poziomy subterapeutyczne
ponizej 1 pug/ml u 40% wykonanych analiz u dzieci i 32% dorostych. Analiza
polimorfizmu genetycznego u pacjentow wykazata obecno$¢ jednego zmutowanego
allelu *2 u 33,3% badanych dzieci oraz 25% dorostych. W przypadku allelu *17
wykazano jego obecnos$¢ u 44% dzieci i 62,5% dorostych. Analiza statystyczna wynikow
nie wykazata istotnych statystycznie korelacji oznaczonych pozioméw VCZ z genotypem
pacjentow.

Przyczyna niskich pozioméw VCZ u chorych, wymagajaca modyfikacji dawkowania,
a nawet zmiany strategii terapeutycznych IFI jest zjawisko autoindukcji metabolizmu
VCZ oraz interakcja z karbamazeping.

Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu w trakcie leczenia grzybic uktadowych
stanowi duza warto$¢ kliniczna i powinno stanowi¢ nieodzowny element terapii IFI

w polskich osrodkach leczniczych.



Rozdzial VIII

Abstract

Voriconazole belong to the antifungal agent from the second generation of triazoles. It
has a broad spectrum of activity and is used to treat invasive fungal infections in children
from 2 years old and adults. It is used primarily for the treatment of infections caused by
fungi of the Aspergillus spp. family, as well as in candidiasis, fusariosis or scedosporiosis.
VCZ is characterized by variable and unpredictable pharmacokinetics, as well as a narrow
therapeutic index and high intra-individual variability of metabolism conection with
genetic polymorphism of the CYP2C19 isoform. The aforementioned aspects make it
difficult to predict VCZ levels in the blood of patients and, as a consequence, the effect
of antifungal therapy. Despite strong indications for TDM, currently in Poland there is no
research laboratory that determines the concentration of voriconazole in patients’ blood.

The aim of this dissertation was therapeutic monitoring of voriconazole in the plasma
of ill children and adults from five treatment centers in Poland. Desired outcomes of
this research included reducing the percentage of failures in VCZ antifungal therapy, and
improving the safety and control over possible side effects of the drug.

The possibility of potential drug interactions was assessed, and genotype designations
of patients in terms of genetic polymorphism CYP2C19 *2 and CYP2C19 *17 were
performed.

VCZ levels were determined using a validated HPLC-FLD method with high
precision, accuracy, and selectivity with a low LOQ of 0.1 pg/ml. Patients’ blood was
collected at 4 time points: 2 h, 6 h, 8 h, and 12 h after the administration of the VCZ dose.

Genotype of patients was determined using the PCR-RFLP method.
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Determination of VCZ was performed in a group of 36 subjects, consisting of
23 children and 13 adults. The analysis of VCZ minimal concentrations showed
subtherapeutic levels, below 1 pg/ml, in 40% of analyzes performed on children and
in 32% of analyzes performed on adults. Analysis of genetic polymorphism in patients
revealed the presence of one mutated allele *2 in 33.3% of the examined children and in
25% of the examined adults. In case of the *17 allele, it was found in 44% of the exmined
children and 62.5% of the examined adults. Statistical analysis of the results did not show
any statistically significant correlations between determined VCZ levels and the patients’
genotype.

The reason for low VCZ levels in patients, requiring dose modification or even change
of therapeutic strategies of IFI, is the phenomenon of autoinduction of VCZ metabolism
and interaction with carbamazepine.

Therapeutic monitoring of voriconazole during treatment of invasive fungal infections
has a great clinical value and should be an indispensable element of IFI therapy in

treatment centers in Poland.
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Pacjenci dzieci 1-23
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Pacjent D.N. (2)
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C [ug/ml]
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Pacjent G.W. (4)

—e— o0zn 1, 270 [mg/dobal], p.o.

Czas [h]

Pacjent G.W. (5)

—e— 0zn 1, 300 [mg/doba], p.o.

6 8 10 12
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C [ug/ml]

C [ug/mi]
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Pacjent G.K. ()

—e— ozn 1, 400 [mg/dobal, i.v.
ozn 2, 400 [mg/doba], i.v.
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Pacjent J.K. (7)

—e— o0zn 1, 320 [mg/dobal, i.v.
ozn 2, 320 [mg/doba], i.v.
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0 Pacjent K.P. (8)
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C [ug/ml]
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C [ug/ml]

Pacjent t.J. (12)

—e— o0zn 1, 400 [mg/dobal], p.o.
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Pacjent M.O. (13)

—e— 0zn 1, 400 [mg/dobal, i.v.
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C [ug/ml]

C [ug/ml]
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Pacjent O.K. (14)
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Pacjent R.M. (16)

10
—e— ozn 1, 400 [mg/dobal, i.v.
8
— 6
£
(@]
=
© 4
2
0
2 4 6 8 10 12
Czas [h]
0 Pacjent S.J. (17)
—e— o0zn 1, 300 [mg/doba], i.v.
ozn 2, 400 [mg/doba], p.o.
8
— 6
£
(®)]
=
© 4
2
R -
0 - )

2 4 6 8 10 12



WYKAZ ZAEACZNIKOW 142

Pacjent S.K. (18)
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C [ug/ml]

C [ug/ml]
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Pacjent T.K. (20)

—e— o0zn 1, 200 [mg/dobal], p.o.
ozn 2, 300 [mg/doba], p.o.

\

2 4 6
Czas [h]
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Pacjent T.K. (21)

—e— 0zn 1, 440 [mg/doba], p.o.
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C [ug/ml]

C [ug/ml]
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Pacjent W.B. (22)
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Pacjenci dorosli 1-13
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C [ug/ml]

C [ug/ml]
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Informacja dla pacjenta / opiekuna pacjenta
dotyczacy analizy poziomu worykonazolu

Temat projektu badawczego: ,Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu u ludzi z uwzglednieniem
aspektow genetycznych
Kierownik projektu badawczego: Prof. dr hab. Franciszek Gtdwka

Osrodek badawczy:

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki

Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
ul. Swiqcickiego 6, 60-781 Poznan, tel. 61 854 64 35

Szanowni Panstwo,

Zakazenia grzybicze sa powaznym problemem w terapii pacjentéw z obnizong odpornoscia,
miedzy innymi u chorych na ostrg biataczke szpikowa lub po przebytym przeszczepie komoérek
krwiotwoérczych i towarzyszacym leczeniu immunosupresyjnym. Leczenie oraz diagnostyka tych
zakazen sa niezwykle trudne.

Lekiem czesto stosowanym w terapii tych zakazen grzybiczych jest worykonazol (Vfend®). Jest
to lek o szerokim spektrum dziatania, wykazujacy skutecznos$¢ w zakazeniach wywotanych przez rézne
gatunki grzybéw, takze wtedy, kiedy inne leki przeciwgrzybicze sa nieskuteczne. Niestety,
farmakokinetyka worykonazolu charakteryzuje sie duzg zmienno$cig miedzyosobnicza, co znaczy, Ze po
podaniu tej samej dawki u réznych pacjentéw obserwuje sie rézne stezenia leku we krwi, a wiec rézna
moze by¢ jego skuteczno$¢. W przypadku zbyt niskich stezen leku we krwi terapia moze nie by¢
skuteczna. W przypadku zbyt wysokich stezen moze doj$¢ do wystapienia dziatan niepozgdanych.

Z tego powodu Kkonieczne jest monitorowanie (pomiar) stezenia worykonazolu we krwi
pacjentdéw, aby na tej podstawie méc dobra¢ dawkowanie leku indywidualnie dla kazdego pacjenta.
Zapewni to skuteczno$¢ leczenia przeciwgrzybiczego oraz zminimalizuje ryzyko wystapienia dziatan
niepozadanych.

Proponowane badania polegaja na pomiarze stezenia worykonazolu we krwi pacjentéw
chorujacych na zakazenia grzybicze. W tym celu, w ciggu 12 godzin po podaniu leku zostang pobrane
probki krwi (w liczbie 4, po ok. 2 ml kazda). Na tej podstawie bedzie mozna nastepnie ustali¢
odpowiednie dla pacjenta dawkowanie worykonazolu. Zbieranie danych dotyczacych prowadzonych
badan i ich analiza bedg odbywa¢ sie w $ci$le poufny sposéb, z uwzglednieniem wszystkich zasad i

przepiséw dotyczacych ochrony danych osobowych pacjentéw.

Jesli oczekujg Panstwo dodatkowych informacji dotyczacych badania, prosimy o kontakt z:

Dr Matylda Resztak

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki
60-781 Poznan, ul. Swiqcickiego 6

Tel. 61 854 64 33
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Informacja dla pacjenta / opiekuna pacjenta
dotyczacy analizy polimorfizméw genetycznych worykonazolu

Temat projektu badawczego: ,,Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu u ludzi z uwzglednieniem
aspektow genetycznych
Kierownik projektu badawczego: Prof. dr hab. Franciszek Gtowka

Osrodek badawczy:

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki

Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
ul. Swi@cickiego 6, 60-781 Poznan, tel. 61 854 64 35

Szanowni Panstwo,

Zakazenia grzybicze s3 powaznym problemem w terapii pacjentdow z obnizona odpornoscia, miedzy
innymi u chorych na ostrag biataczke¢ szpikowa lub po przebytym przeszczepie komodrek krwiotworczych i
towarzyszacym leczeniu immunosupresyjnym. Leczenie oraz diagnostyka tych zakazen s niezwykle trudne.

Lekiem czesto stosowanym w terapii tych zakazen grzybiczych jest worykonazol (Vfend®™). Jest to lek
o szerokim spektrum dziatania, wykazujacy skuteczno$¢ w zakazeniach wywotanych przez rézne gatunki
grzybow, takze wtedy, kiedy inne leki przeciwgrzybicze sa nieskuteczne. Niestety, farmakokinetyka
worykonazolu charakteryzuje si¢ duza zmienno$cia migdzyosobnicza, co znaczy, ze po podaniu tej samej
dawki u réznych pacjentow obserwuje si¢ rozne stezenia leku we krwi, a wigc rézna moze by¢ jego
skutecznos¢. W przypadku zbyt niskich stgzen leku we krwi terapia moze nie by¢ skuteczna. W przypadku
zbyt wysokich stezen moze doj$¢ do wystapienia dzialan niepozadanych.

Uwaza sie, ze duza role w zmiennosci farmakokinetyki worykonazolu odgrywaja polimorfizmy
genetyczne w obrgbie enzymow metabolizujacych lek w organizmie pacjenta. Niewielkie zmiany w sekwencji
genu kodujacego enzym mogg skutkowaé spowolnionym lub przeciwnie — przyspieszonym metabolizmem
worykonazolu. U takich pacjentéw konieczne bytoby indywidualne dobranie dawki leku, z uwzglgdnieniem
istnienia wspomnianych polimorfizméw i zmienionej szybko$ci metabolizmu leku. Zapewni to skuteczno$¢
leczenia przeciwgrzybiczego oraz zminimalizuje ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych.

Proponowane badania polegaja na analizie sekwencji DNA w obrebie genéw kodujacych wybrane
enzymy metabolizujace worykonazol. DNA wyizolowane z probki krwi pacjenta zostanie poddane analizie
pod katem wystgpowania zmian w sekwencji, ktore we wczesniejszych badaniach opisano jako istotne z
punktu widzenia klinicznego. W tym celu jednorazowo zostanie pobrana probka krwi (ok. 2 ml).

Zbieranie danych dotyczacych prowadzonych badan i ich analiza b¢edga odbywaé si¢ w $cisle poufny
sposob, z uwzglednieniem wszystkich zasad i1 przepisow dotyczacych ochrony danych osobowych pacjentow.

Jesli oczekujg Panstwo dodatkowych informacji dotyczacych badania, prosimy o kontakt z:

Dr Matylda Resztak

Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki
60-781 Poznan, ul. Swiecickiego 6

Tel. 61 854 64 33
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Formularz §wiadomej zgody pacjenta / opiekuna pacjenta dotyczacy analizy poziomu worykonazolu

Temat projektu badawczego: ,,Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu u ludzi z uwzglednieniem
aspektow genetycznych”

Kierownik projektu badawczego: Prof. dr hab. Franciszek Gltowka

Niniejszym o$wiadczam, Ze:

1. Zostalem/am poinformowany/a o celu zamierzonych badan i sposobie ich przeprowadzenia, oraz ze
miatem/am mozliwo$¢ zadawania pytan badajacemu i otrzymatem/am wyczerpujace odpowiedzi na te
pytania.

2. Rozumiem na czym maja polegaé¢ badania i do czego potrzebna jest moja zgoda.

Wyrazam zgode na pobranie 4 probek krwi (w objetosci 2 ml kazda)

Zgode na udzial w badaniu wyrazam dobrowolnie. Wiem, ze moge odmowi¢ zgody na udzial w
badaniach lub cofnaé ja w kazdej chwili, takze podczas ich wykonywania, co w zaden sposob nie
wplynie na dalsze leczenie moje / mojego dziecka .

5. Zgode t¢ wyrazitem/am w obecnos$ci Swiadka.

oW

6.  Otrzymatem/am jeden egzemplarz formularza informacji dla pacjenta dotyczacy niniejszego badania

naukowego.
Pacjent/ Opiekun pacjenta (IMig 1 NAZWISKO. ... ..ottt e eaae )
Data.......oooeviiiiiii POAPIS. .t
Swiadek (Mg 1 NAZWISKO ... ... oo et )
Data........oooooiiiiiii POAPIS. .t

e Oswiadczam, ze zostalem/am szczegdtowo poinformowany/na o warunkach ubezpieczenia mojego/mojego
dziecka udzialu w niniejszym badaniu naukowym i przyjmuj¢ te warunki

(podpis pacjenta/ opiekuna pacjenta)

e Wyrazam zgode na przetwarzanie moich danych osobowych zgodnie z art. 24 ust. 1 ustawy z dnia 29 sierpnia
1997 r. o ochronie danych osobowych (tekst jednolity: Dz.U. z 2016 poz 922 z pézn. zm.) w zakresie
niezbednym do realizacji niniejszego projektu badawczego. Rozumiem, ze posiadam prawo do dostepu do
tresci swoich danych oraz mam mozliwos¢ ich poprawiania. W zwigzku z udostepnieniem danych
osobowych, wyrazam zgode na ich przechowywanie i ewentualne anonimowe wykorzystywanie do celow
badawczych z zachowaniem tajemnicy lekarskiej. Przyjmuje do wiadomosci, ze dane te nie beda
wykorzystywane ani udostepniane do celow pozamedycznych.

(podpis pacjenta/ opiekuna pacjenta)
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Formularz §wiadomej zgody pacjenta / opiekuna pacjenta dotyczacy analizy polimorfizmow
genetycznych worykonazolu

Temat projektu badawczego: ,,Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu u ludzi z uwzglednieniem
aspektow genetycznych”

Kierownik projektu badawczego: Prof. dr hab. Franciszek Glowka

Niniejszym o$wiadczam, Ze:

7. Zostalem/am poinformowany/a o celu zamierzonych badan i sposobie ich przeprowadzenia, oraz ze
miatem/am mozliwo$¢ zadawania pytan badajacemu i otrzymatem/am wyczerpujace odpowiedzi na te
pytania.

8. Rozumiem na czym maja polega¢ badania i do czego potrzebna jest moja zgoda.

9.  Wyrazam zgodg¢ na pobranie 1 probki krwi w objetosci 2 ml

10.  Wyrazam zgode na izolacj¢ i przechowywanie DNA w zamrozeniu

11.  Wyrazam zgode¢ na wykorzystanie DNA do badan pt. ,,Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu u
ludzi z uwzglednieniem aspektow genetycznych”

12. Zgode na udzial w badaniu wyrazam dobrowolnie. Wiem, ze moge odmowi¢ zgody na udzial w
badaniach lub cofnac¢ ja w kazdej chwili, takze podczas ich wykonywania, co w zaden sposob nie
wptlynie na dalsze leczenie moje / mojego dziecka .

13.  Zgodg t¢ wyrazitem/am w obecnos$ci $wiadka.
14.  Otrzymatem/am jeden egzemplarz formularza informacji dla pacjenta dotyczacy niniejszego badania
naukowego.
Pacjent/ Opiekun pacjenta (Imig 1 NAZWISKO. ........iiuitit e )
Data.....cooooviiiiii, POAPIS. ..t
Swiadek (MG 1 NAZWISKO. .. ... ..ot )
Data.......oooviiiiiiiii POAPIS. e

e Os$wiadczam, ze zostalem/am szczegélowo poinformowany/na o warunkach ubezpieczenia mojego/mojego
dziecka udzialu w niniejszym badaniu naukowym i przyjmuj¢ te warunki

(podpis pacjenta/ opiekuna pacjenta)

e Wyrazam zgode na przetwarzanie moich danych osobowych zgodnie z art. 24 ust. 1 ustawy z dnia 29 sierpnia
1997 r. o ochronie danych osobowych (tekst jednolity: Dz.U. z 2016 poz 922 z p6zn. zm.) w zakresie
niezbednym do realizacji niniejszego projektu badawczego. Rozumiem, ze posiadam prawo do dostgpu do
tresci swoich danych oraz mam mozliwos¢ ich poprawiania. W zwigzku z udostgpnieniem danych
osobowych, wyrazam zgode na ich przechowywanie i ewentualne anonimowe wykorzystywanie do celow
badawczych z zachowaniem tajemnicy lekarskiej. Przyjmuje¢ do wiadomosci, ze dane te nie beda
wykorzystywane ani udostgpniane do celow pozamedycznych.

(podpis pacjenta/ opiekuna pacjenta)
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PROCEDURA POBIERANIA PROBEK OSOCZA PACJENTOW DO
MONITOROWANIA STEZEN WORYKONAZOLU W OSOCZU LUDZKIM

e Probki krwi do oznaczenia poziomu worykonazolu nalezy pobra¢ od kazdego

pacjenta po co najmniej szostej dobie leczenia, w czterech punktach czasowych :

2 h po podaniu leku (2ml krwi)

6h po podaniu leku (2ml krwi)

8h po podaniu leku (2ml krwi)

12 h po podaniu leku jednak nalezy pamigta¢ by pobra¢ ostatnig
probke tuz przed podaniem kolejnej dawki leku (2ml krwi)
Dodatkowa probka krwi pelnej 2ml pobrana do systemu
monovette EDTA pobrana w dowolnym czasie.

YV V V

Y

EACZNIE 5 PROBEK PO 2 ML KRWI Z CZEGO PIERWSZE 4 NALEZY
ODWIROWAC DO OSOCZA ORAZ 1 PROBKA Z KRWIA PEENA W EDTA !!!

SCISLE PRZESTRZEGANIE CZASU POBIERANIA PROBEK MA OGROMNE
ZNACZENIE DIAGNOSTYCZNE !

PROBKI OSOCZA PACJENTOW NALEZY OPISAC ODPOWIEDNIA GODZINA
PO KTOREJ KREW ZOSTALA POBRANA ORAZ INICJALAMI PACJENTA

e 4 Probki z zamrozonym osoczem oraz 1 z krwig pelng nalezy dostarczy¢ do Katedry i
Zaktadu Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki UM im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu ul. Swiecickiego 6, 60-781 Poznan

Informacj¢ o pobranych probkach nalezy przekaza¢ telefonicznie jednej z wybranych osob:
601 209 820 — mgr farm. Paulina Nosal,

600 254 659 - dr n. farm. Matylda Resztak
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PROCEDURA POBIERANIA PROBEK OSOCZA PACJENTOW
DO MONITOROWANIA STEZEN WORYKONAZOLU (VFEND)

CZAS POBRANIA PROBKI

2h POBRAC PROBKE PROBKE KRWI PROBOWKE Z
| KRWI008J.2 ML 5| OPWIROWAC, 3| OSOCZEM OPISAC
DO SYSTEMU OSOCZE PRZENIESC 1 ZAMROZIE
0D PODANIA LEKU DO PROBOWKI
MONOVETTE
POBRAC PROBK| 5 ]
6h ) :,"_ PROBKE KRW! PROBOWKE Z
3| KRWIO 0BJ. P ODWIROWAL, > 0SOCZEM OPISAC
0D PODANIA LEKU DO SYSTEMU 0SOCZE PRZENIESC | ZAMROZIC
MONOVETTE DO PROBOWKI
POBRAC PROBKE q j
8h KRWI 0 0BJ. 2 ML Do KRW’l PROBOWKE 2
> : » ODWIROWAC, < > 0SOCZEM OPISAC
0D PODANIA LEKU DO SYSTEMU OSOCZE PRZENIESC | ZAMROZIC
MONOVETTE DO PROBOWKI
POBRAC PROBKE PROBKE KRWI PROBOWKE Z
| KRwi008J.2 ML > ODWIROWAC, > 0SOCZEM OPISAC
12h DO SYSTEMU OSOCZE PRZENIESC 1 ZAMROZIE
MONOVETTE DO PROBOWKI
0D PODANIA LEKU POBRAC PROBKE :
—_—> PROBKE KRWI
KRWI 0 0BJ. 2 ML > opisa¢
DO SYSTEMU | ZAMROZIE
MONOVETTE

W sumie od kazdego pacjenta nalezy pobrac 5 probek krwi po 2 ml kazda, lacznie 10ml krwi.
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UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KATEDRA 1 ZAKLAD FARMAC]I FIZYCZNE] I FARMAKOKINETYKI

ul. Swiecickiego 6 tel. 061 8546435
60-781 Poznan fax. 061 8546430
e-mail: glowka@ump.edu.pl

Kierownik: oznaczenie wykonat:
prof. dr hab. Franciszek Gtéwka mgr Paulina Nosal

MONITOROWANIE STEZENIA WORYKONAZOLU W 0SOCZU
DANE PACJENTA:
IMIE: NAZWISKO:

PESEL/ DATA URODZENIA:

PLEC: K M
INSTYTUCJA:
ODDZIAL:
LEKARZ ZLECAJACY:
ZAKRES
LEK REFERENCYJNY | PROBKA WYNIK KOMENTARZ
2hpo
podaniu
V-FEND 6 hpo

(worykonazol) 1,0 - 5,5 pg/ml podaniu

8 hpo
podaniu

12 hpo
podaniu

data podpis
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KARTA PACJENTA (WORYKONAZOL)

Adres szpitala oraz nazwa
oddziatu z ktérego
pochodzg prébki

Nazwisko i imie pacjenta

Nr pesel/ wiek

Masa ciata

Wzrost

Rozpoznanie oraz choroby
wspottowarzyszace

Data rozpoczecia terapii
worykonazolem

W ktérym dniu terapii
pobrano prébki do
oznaczen poziomu leku

Dawkowanie
worykonazolu

Postac oraz nazwa
handlowa leku

Klirens kreatyniny

Ast

Alt

Poziom albumin

Inne podawane leki

Data i podpis
sporzqdzajgcego karte
pacjenta oraz nr telefonu
lub mail kontaktowy
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UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius
ul. Fredry 10
61-701Poznan

tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
fax. (+48 61) 854 61 07
www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 535/16

Na podstawie preepiséw Ustawy ¢ dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i lekarza dentysty (D2 U. 2011, Nr 277, poz. 1634 z poin. om.); Rozporuydzenia Ministra Zirowia | Opieki
Spolecnej 2 dnia 11 maja 1999r. w sprawie iowych zasad | ly ia i fi ia oraz trybu dzialania komisji bi h (Dz U. Nr 47, poz 480); Ustawy  dnia 6
wriesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (D U. 2008 Nr 45, por 271 z piin. un.); Rozporzqdzenia Ministra Finansow ¢ dnia 30 kwietnia 20047, w sprawie vbowigkowego
ubezpieczenia adpowiedzialnosci eywilnej badacza i sponsora (D2 U. 2004 nr 101, poz 1034 1 péin. un.); Rozporzqdzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. ynieniajgce
rogporyydzenic w sprawie obowig g0 ubezpi ia odpowiedzialnosci cywilnej baducza | sponsora (D U. Nr 101, poz 845); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu p ia badar klini lzal loletni

z (Dz U. 2004 Nr 104, poz 1108); Rozporypdzenia Ministra Zdrowia g dnia 30 kwictnia 2004r, w
sprawie zglaszania nies; ” 2 g0 deialania produktu leczniczego (D2 U. Nr 104, poz. 1107); Ruzporzydzenic Ministra Zdrowia z dia 15 listopada 2010 .
w sprawie weordw wnioskéw preedklad w awigzku 2 badaniem kliniczny wsokosci oplat za doienie wnivskiw oraz sy lania kos g0 2 wyk ia badania klini
(D2 U. 2010r. nr 222 poz. 1453, 2 pdin. om.); Ustawey z dnia 20 maja 2010 . o wyrobach medycznyeh (Dz U. 2010r. nr 107 poz. 679, 2 piin. um.); Rozporuydzenie Ministra Finansiw 1
dnia 6 paidgernika 2010 r. w sprawie obowigzk g0 ubezpi in odpowiedzialnoici cywilnej sponsora i baducza klinicznego w owigzku z lzeniem badania klini
wyrobdw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz 1290); Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdzie Rejes ji Produktc i Wyrabdw i Produk Biobdjezych (D2 U. 2011

nr 82 poz 451); Rozporyydzenie Ministra Zdrowia g dnia 2 maja 2012r. w 2, poz 489); Rozporupdzenie Ministra Zdrowia 3 dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzordw dok ow praedkladanych w owigsku ¢ produktu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu uiszczania oplat w doienic
wniosku o rozpocygcie badania klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o Deklaracje Helsin q - Zasady Ei Postgr ia w Eksperymencie Medyczym
Udzialem Ludzi oraz przepisy ICH GCP.

cji F
sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz. U. 201

b

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 05 maja 2016 r.

rozpatriyta wniosek dotyczqgcy prowadzenia badar naukowych.
Kierownik projektu:

dr Katarzyna Kosicka

Miejsce prowadzenia badan:

* Katedra i Zaktad Farmakoekonomiki i Farmacji Spofecznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Giowny badacz: dr Matylda Resztak
Czlonkowie zespotu

badawczego: . prof. dr hab. Franciszek Gtéwka
mgr Paulina Nosal
prof. dr hab. Jacek Wachowiak

Temat badari:

»Wplyw polimorfizrhéw genetycznych na farmakokinetyke worykonazolu
u ludzi”,

Komisja wydata uchwate o poytywnym zaopiniowaniu tego wniosku
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UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POzZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum

ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36
60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 297/18

Na podstawie przepiséw lenwy zdnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach ldmrw i Izlmrza tlznfysty (tj. Dz U. z 2017, poz. 125 z péin. on.) Rozporzydzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie zasad p oraz trybu dzalania komisji bi h (Dz U. Nr 47, poz. 480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutycne (tj. Dz . z 2016, poz 2142 z pam on.); Rozpnry,duma Ministra Finanséw z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie nbnwu[dwwega
ubezpieczenia udpawudaalnnxu cywilnej bnllacw i sponsora (D(. U. 2004 nr 101, poz 1034 z péin. un.); Rozporzgdzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. ynieniajgce

g ie w sprawie g e cywllnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz 845); Rozporyydzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r w spmwu spasabu i bndml klini Z udzi i (Dz. U. 2004 Nr 104, poz 1108); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie g i de dzi i i (Dz. l/ Nr 104, poz 11 07) Razparqulz:mﬂ Ministra Zdrowia z dnia 17 lutego 2016 r. |
w sprawie wzordw whi 2 badani vyrobu med lub ak robu med) ji oruz wysokosci oplat u dotenie tych wnioskiw
(Dz U.z2016r., por 203) Ustawy z dnm 20 ma;n znla r.o wymbach mdycmych (tj.Dz U z 201 7r poz 211,z pdzn. vn.) Zporyy Mmutra 6w z dnia 6 puidzie
2010 r. w sprawie ob cylwlnz] 5p i brulm:w klinicznego w zwiqzku z p. iem badunia klini wyrobdw {DL U. 2010, Nr
194 poz. 1290); Ustawy z dnia 18 marca 2011 r. o Urzgdzie Rej L Wyrobéw Med, i Biobdjczych (tj. Dz U. z 2016 r., por. 1713);
Rozpory]:lunm Ministra lerawm z dnia 2 maja 2012r w spmwlz Dabrq Prakrylu Khmcywj (Dz U. 2012, poz 489); Roqwry]dunm Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawie
wzoréw dok w zwigzku z b P oraz w Jpnrwle wysokosci i sposobu uiszczania oplat za zloienie wniosku o mqmczfcw
badania klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o cje Hels - Zasady Ei -go Postep ia w Eksperymencie Medycznym z Udzialem Ludz oraz przepisy
ICH GCP.

Py . . . .

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 08 marca 2018 r.

rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badar naukowych.
Kierownik projektu: prof. dr hab. Franciszek Gféwka

Miejsce prowadzenia badarn:
Katedra i Zaktad Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki oraz Klinika Hematologii i
Transplantologii Pediatrycznej, Oddziat Hematologii i Transplantacji Szpiku Szpitala
im. Przemienienia Pariskiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
we wspdlpracy z:
Klinikg Pediatrii, Hematologii i Onkologii Szpitala Uniwersyteckiego nr 1
im. dr Antoniego Jurasza w Bydgoszczy; Oddziatem Anestezjologii i Intensywnej
Terapii Pulmonologicznej Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawia Il ;
Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii Dzieciecej, Oddziatu Hematologii Dziecigcej
SPSK nr 1 PUM w Szczecinie

Glowny badacz: . drn. farm. Matylda Resztak
Czlonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Franciszek Gtéwka, dr n. farm. Matylda Resztak,

mgr farm. Paulina Nosal, dr hab. Katarzyna Derwich, prof. dr hab. Jacek

Wachowiak, dr n. med. Anna tojko-Dankowska, mgr farm. tukasz Hondo,
dr n. med. Tomasz Oc:epa

Temat badarn:

»1erapeutyczne monitorowanie worykonazolu u ludzi z uwzglednieniem
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy doktorskiej pt.:

~Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu w osoczu chorych dzieci i

dorostych z uwzglednieniem aspektéw genetycznych”

Praca ta zostata przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu oséb
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materiatéw
zrédtowych, stanowi ona prace oryginalng nie narusza praw autorskich oraz débr
osobistych 0sdb trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam rowniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktére
zostaty uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byta dotychczas przedmiotem

zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem tytutu doktora nauk

farmaceutycznych

Imie i nazwisko



Imie i nazwisko

OSWIADCZENIE

Niniejszym oswiadczam, ze jestem autorem rozprawy doktorskiej pt.

~Terapeutyczne monitorowanie worykonazolu w osoczu chorych dzieci i

dorostych z uwzglednieniem aspektéw genetycznych”

Informuje, ze udzielam/nie udzielam?! nieodptatnie Uniwersytetowi Medycznemu w Poznaniu (UMP)
licencji niewytgcznej do korzystania z ww. pracy bez ograniczen czasowych i terytorialnych na naste-
pujacych polach eksploatac;ji?

O przechowywanie i archiwizowanie pracy w zakresie wprowadzania jej do pamieci kompute-

ra oraz do jej zwielokrotniania, udostepniania i obrotu w formie elektronicznej

0O udostepnienie pracy w Czytelni Naukowej Biblioteki Gtéwnej UMP

Jednoczesnie informuje, ze?
0O wyrazam zgode na nieodptatne opublikowanie catosci manuskryptu mojej pracy doktorskiej
w Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej (WBC)
O nie wyrazam zgody na opublikowanie manuskryptu mojej pracy doktorskiej w Wielkopol-
skiej Bibliotece Cyfrowej, poniewaz zobowigzuje sie
- w terminie nie dtuzszym niz 6 miesiecy od daty podpisania niniejszego oSwiadczenia
do przygotowania publikacji opartej na wynikach pracy doktorskiej i wystania do wy-
dawnictwa,
- opublikowania ww. wynikow w okresie kolejnych 18 miesiecy,
- afiliowania ww. pracy na rzecz Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
O nie wyrazam zgody na opublikowanie manuskryptu mojej pracy doktorskiej z uwagi na za-
warty w niej niejawny charakter informacji

Przyjatem do wiadomosci fakt obowigzku niezwtocznego poinformowania Dziekanatu Wydziatu Far-
maceutycznego UMP o wystaniu manuskryptu do wydawnictwa oraz przyjeciu publikacji do druku®.
W przypadku niepoinformowania Dziekanatu w terminie o ww. faktach zezwalam Uniwersytetowi
Medycznemu w Poznaniu na opublikowanie cato$ci mojej pracy doktorskiej w WBC®.

Data i podpis

! niepotrzebne skresli¢

2 wiasciwe pola zaznaczyé

3 nalezy wybraé jedna z trzech podanych nizej mozliwosci

4 dotyczy wytacznie sytuacji, w ktérej autor rozprawy doktorskiej prosi o odroczenie publikacji manuskryptu w
WABC z uwagi na zamiar opublikowania zawartych w niej wynikdw w czasopi$mie/czasopismach naukowych

5> Art. 14, ust. 1, Ustawa o prawie autorskim i prawach pokrewnych z dnia 4 lutego 1994 r. (Dz.U. 1994 Nr 24
poz. 83)
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