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Summary of the thesis

Rapid and significant development in transplantatieedicine has been observed over
the past 40 years. Organ transplantation is somestsgaen as the one and only alternative and
solution for patients with sharp renal, liver, lumgcardiac insufficiency.

Immunosuppressive agents are sometimes calledreggettion drugs and are used
in treatment of patients after organ transplantatm inhibit or decrease the activity of the
iImmune system and to prevent rejection of trangpthorgans or tissues. Due to the narrow
therapeutic indices of immunosuppressive agenésjatk of a reliable correlation between
dose and drug exposure and variable pharmacoksnatid potential drug-drug interactions
of immunosuppressive agents, post-transplant tesatmequires regular immunosuppressant
therapeutic drug monitoring (TDM) to maintain imnasappressant concentration within the
therapeutic range and achieve optimal patient ¢tamajnimize toxic effects, risk of infection
or acute rejection of transplanted organ.

Metabolism is a chemical process that xenobiotidengoes to facilitate its elimination
from the body. In some cases metabolism reacti@as Ito the formation of toxic
metabolites. All immunosuppressive drugs or theatabolites exhibit certain serious side
and toxic effects, to name a few: nephrotoxicityurotoxicity, hypertension, hepatotoxicity,
hyperkalemia, irreversible kidney damage, etc. thag reason monitoring of concentration

of metabolites seems to be essential in therapatiénts after solid organ transplantation.



The thesis presents developed two high-throughmapid and robust ultra performance
liquid chromatography tandem mass spectrometry @/RIS/MS) methods with common
sample pretreatment for quantification of four immosuppressants in whole blood
(everolimus, sirolimus, tacrolimus and cyclosporid@ and one immunosuppressant
(mycophenolic acid) in blood plasma.

Developed and described UPLC/MS/MS method for gtatin of mycophenolic acid
and its three main metabolites in blood plasmavnalto completely separate and quantify
mycophenolic acid parent drug and MPA acyl glucideras well as inactive metabolites:
MPA glucoside and especially MPA phenyl glucuroniich may affect the concentration
of the parent drug due to the enterohepatic reayglirocess. Complete separation is also
important due to the in-source fragmentation of opyenolic acid glucuronide
in electrospray mass spectrometry. Full separatioall derivatives of mycophenolic acid
in LC/MS/MS analysis prevents possible false quatitie results for this
immunosuppressive agent and its metabolites. Veoytdime of sample preparation step
(several min) as well as short instrumental analy8i min) together with the possibility
of quantitation of MPA and its three metaboliteshwi one run are certain advantages of the
method.

Developed UPLC/MS/MS method for quantitation of fammmunosuppressive agents
(everolimus, sirolimus, tacrolimus and cyclosporijen whole blood allows to quantify all
mentioned drugs in patient whole blood samples vapydly. Simple extraction procedure
and instrumental analysis together with the poksibof extending the method with
metabolites shows the significant superiority o$ thhethod over the immunochemical ones.

Both methods described above underwent a validatiocess and fulfil the requirements
of U.S. Food and Drug Administration for methodsealeped for diagnostic purposes.

This dissertation presents the principles of theséip drug monitoring
of immunosuppressants and of metabolism of drugd >anobiotics. It presents also
in a comprehensive manner the application of ligeistcomatography Q-ToF mass
spectrometry with metabolite data mining softwavéaters MetaboLynx) in metabolism
studies of two immunosuppressive agents: mycopleraaid and cyclosporine A. This
approach to metabolism studies of the mentionedunosuppressants is unige and has not
been presented in the literature so far.

Performed analyses of urine samples from patientdM®A treatment confirmed the
presence of MPA glucoside and MPA glucuronide nateds and did not confirm the



presence of minor MPA metabolites such as: 6-O-édsyitMPA, desmethyl-MPA-6-O-
glucuronide and desmethyl-MPA-4-O-glucuronide. Ganication profiles of all metabolites
as well as the parent drug have also been performed

Analysis of urine samples from patients on cyclosm A treatment confirmed the
presence of 8 metabolites. Consideration of meitagisolgiving several chromatographic
peaks for the same MRM transition increases tha tatmer of detected metabolites to 13.
Recent literature concerning detection and quarmiteof cyclosporine A metabolites with
the use of LC/MS/MS mentions only about four or sietabolites. Identified metabolites
of cyclosporine A were included into the UPLC/MS/M®&ethod for quantitation
of immunosuppressants in whole blood.

Developed and extended methods allowed to perfaramtifative analysis of metabolites
of two immunosuppressive agents (CsA and MPA) ioletilood and plasma samples from
a large group of patients (190 patients on cyclospoA treatment and 262 patients
on mycophenolic acid treatment). Obtained result® @@ general overview about the
concentration ranges of metabolites of CsA and MPRAatients’ whole blood or plasma
samples and what is particularly important — thasseults give an outlook on the
concentration of certain metabolites exhibiting esichble and toxic effects. Developed
methods applied in routine therapeutic drug momgpof two immunosuppressive agents:
cyclosporine A and mycophenolic acid allow to obtdetailed quantitative results for the
parent drug and main metabolites of mentioned imoeuppressants and, in consequence,

can provide decisive parameters in further seleatigpatient’s therapy.
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Streszczenie pracy

W ciagu ostatnich 40 lat zaobserwowano szybki i zaagzpostp w medycynie
transplantacyjnej. Transplantacja rg@w jest czasami jedynalternatywy dla pacjentow
Z ostp nerkows, watrobowa, ptucrg badz kardiologiczr dysfunkcj.

Leki immunosupresyjne, zwaneesto lekami przeciw odrzuceniu, stosowanensleczeniu
pacjentbw po przeszczepie m@taw w celu obnienia aktywnéci ukfadu
immunologicznego oraz zapobeniu odrzucenia przeszczepionego orgamndz btkanki.
Z powodu: wskiego =zakresu terapeutycznego lekow immunosupreslyj braku
wiarygodnych korelacji wizacych dawk 2z ekspozye na dziatanie, zmiennegj
farmakokinetyki oraz potencjalnych interakcji peddy Ilekami, leczenie post-
transplantacyjne wymaga regularnego monitorowatgizesia lekbw immunosupresyjnych
w celu: utrzymania ich gtenia w zakresie terapeutycznym, uzyskania optyngalrstanu
pacjenta oraz minimalizacji efektow toksycznychdd ryzyka infekcji lub ostrego
odrzucenia przeszczepionego organu.

Metabolizm jest procesem chemicznym utatacgm eliminacg ksenobiotyku
z organizmu. W niektérych przypadkach reakcje nmiebne prowadz do tworzenia
toksycznych metabolitow. Wszystkie leki immunosgyyee lub ich metabolity wykazaj

powazne oraz toksyczne efekty uboczne, np. nefrotoksyczn neurotoksycznig,



nadcinienie ttnicze, hepatotoksyczig hiperkaliemia, nieodwracalne uszkodzenie nerek,
itd. Z wyzej wymienionych powoddéw monitorowanie¢stnia metabolitbw wydaje i
niezkedne w terapii pacjentow po przeszczepie f@Ebwy.

W pracy przedstawiono opracowane dwie szybkie nyetmhaczania czterech lekow
immunosupresyjnych we krwi petnej (ewerolimus, lainois, takrolimus i cyklosporyna A)
oraz jednego leku immunosupresyjnego (kwas mykdésng w osoczu z wykorzystaniem
ultra-sprawnej chromatografii cieczowej spranej z tandemow spektromety mas
(UPLC/MS/MS).

Opracowana i opisana metoda UPLC/MS/MS oznaczanesli mykofenolowego oraz
jego trzech gtéwnych metabolitbw w osoczu pozwaladeiel¢ chromatograficznie oraz
oznaczy zaroéwno formy aktywne leku — kwas mykofenolowy dylaglukuronid kwasu
mykofenolowego, jak rowniemetabolity nieaktywne — glukozyd MPA, a zwilaszdZBA
fenyl glukuronid, ktory mee wptywa na sgzenie formy niezmetabolizowanej z powodu
recyrkulacji watrobowo-jelitowej. Pelny rozdziat chromatograficzigst rownie istotny
z powodu wysipujacej w zrédle jonow spektrometru masowego fragmentacjireitalega
glukuronid kwasu mykofenolowego. Peilny rozdzial arhatograficzny wszystkich
pochodnych kwasu mykofenolowego w analizach LC/MS/Mapobiega zafatszowaniu
wynikow ilosciowych dla kwasu mykofenolowego oraz jego metdbali Krétki czas
przygotowania probek (kilka minut), jak rowni&rétki czas samej analizy intrumentalnej
(3 min) w pokczeniu z maliwoscia oznaczenia MPA oraz trzech jego metabolitow
w jednym przebiegu analitycznym stanowi oczywisdlet metody.

Opracowana metoda UPLC/MS/MS oznaczania cztereebwlemmunosupresyjnych
(ewerolimus, sirolimus, takrolimus i cyklosporyng we krwi petnej pozwala na szybkie
oznaczenie wszystkich wymienionych lekow w préobk&ecwi petnej. Nieskomplikowana
procedura ekstrakcji oraz analizy instrumentalngpataczeniu z meliwoscia rozszerzenia
metody 0 monitorowanie tak metabolitébw stanowi niewpliwa przewag tej metody nad
metodami immunochemicznymi.

Obie opisane metody zostaly poddane procesowi aglidbraz spetniaj wymagania
US FDA dla metod diagnostycznych.

Niniejsza rozprawa prezentuje ogoélne zasady tetgpmoego monitorowania lekow
immunosupresyjnych oraz metabolizmu lekdéw i kseogidw. W sposéb wyczerpgy
przedstawiono zastosowanie chromatografii cieczowspyzzone] ze spektrometrem

masowym typu Q-ToF oraz oprogramowania Waters Metahx w badaniach nad



metabolizmem dwoch lekdw immunosupresyjnych: kwasgkofenolowego (MPA) oraz
cyklosporyny A (CsA). Takie podajie w badaniach nad metabolizmem wymienionych
immunosupresantow jest unikatowe i nie bytloadgtrezentowane w literaturze.

Przeprowadzone analizy prébek moczu pochoeigo od pacjentéw leczonych kwasem
mykofenolowym potwierdzity istnienie glukozydu kwasiykofenolowego oraz glukuronidu
kwasu mykofenolowego, ale nie potwierdzity obe@mmastpujacych metabolitéw: 6-O-
demetyl-MPA, demetyl-MPA-6-O-glukuronidu i demetylPA-4-O-glukuronidu. Zakresy
stezen dla wykrytych metabolitéw oraz formy niezmetabolizanej kwasu mykofenolowego
rowniez zostaly przedstawione w pracy.

Przeprowadzone analizy prébek moczu pochoggo od pacjentéw leczonych
cyklosporym A potwierdzity istnienie 8 metabolitéw cyklosporyrA. Jeeli wzia¢ pod
uwag: rowniez metabolity, ktére na chromatogramachadalka pikdbw chromatograficznych
dla tej samej transmisji MRM, to sumaryczna licziagkrytych metabolitow wyniosta 13.
Ostatnie doniesienia literaturowe $poecone wykrywaniu i oznaczaniu metabolitow
cyklosporyny A z uayciem LC/MS/MS wspomingj tylko o czterech lub sZeiu
metabolitach. Zidentyfikowane metabolity cyklospwoyyzostaty waczone do wspomnianej
metody UPLC/MS/MS oznaczania lekéw immunosupressiinye krwi petnej.

Opracowane i rozszerzone metody pozwolity na wykemaoznacze ilosciowych
metabolitow dwdch lekdéw immunosupresyjnych (CsAPA) w prébkach krwi petnej oraz
osocza pochodeych od duej grupy pacjentdw (190 pacjentow leczonych cykiogpa
oraz 262 pacjentéw leczonych kwasem mykofenolowydgyskane rezultaty dajogoliny
poghd na zakresy sten poszczegoélnych metabolitdw CsA oraz MPA w prébk&ohi
i 0socza pacjentow, a co szczegolnie istotne —kiyaidap poghd na s¢zenia metabolitow
wykazupcych niepaadane oraz toksyczne dziatanie. Opracowane metogyoszavane
w rutynowym monitorowaniu dwoch lekéw immunosupiaggh: cyklosporyny A oraz
kwasu mykofenolowgo pozwatgj uzysk& ilosciowe wyniki zaréwno dla formy
niezmetabolizowanej, jak i gtdbwnych  metabolitdw  wgnmionych  lekow
immunosupresyjnych, a w konsekwencji dostakczaajotnych informacji, na podstawie

ktorych mana decydowao rodzaju dalszej terapii pacjentéw.
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