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STRESZCZENIE

Dehydrogenaza inozynomonofosforanowa (IMPDH) petni kluczowa role w syntezie i metabolizmie nukleotydow
purynowych w szlaku de novo, szczegélnie w komorkach limfocytow typu B i T. Wyrézniamy dwie izoformy tego
enzymu (IMPDH | i IMPDH Il) kodowane przez rdzne geny, zlokalizowane na dwoch réznych chromosomach, przy
czym druga izoforma dominuje w szybko proliferujacych komoérkach limfocytarnych. Z tego powodu kliniczne
znaczenie tego enzymu jest istotne zaréwno w terapii immunosupresyjnej, jak i przeciwnowotworowej. Sze-
roko stosowane w poprzeszczepieniowych schematach lekowych preparaty zawierajace w swoim sktadzie my-
kofenolany (ester morfolinoetylowy oraz sol sodowa kwasu mykofenolowego) sa silnymi, niekompetycyjnymi i
odwracalnymi inhibitorami IMPDH. Zauwazono, ze terapia tego typu preparatami wymaga monitorowania ich
stezenia we krwi ze wzgledu na waski przedziat terapeutycznych stezen ich aktywnego metabolitu — kwasu
mykofenolowego. Przedmiotem ponizszego przegladu literaturowego sa metody oznaczania aktywnosci IMPDH,
ktorej to poziomy posiadajg korelacje z wartosciami stezenia kwasu mykofenolowego w osoczu krwi w ramach
modelu PK/PD (farmakokinetyczno-farmakodynamicznego). W pracy dokonano poréwnania metod opracowa-
nych w okresie ostatnich 25 lat pod katem ich uzytecznosci oraz szybkosci wykonania oznaczenia w laborato-
rium diagnostycznym. Szczegdlng uwage poswiecono metodom wykorzystujacym analize chromatograficzna, ze
wzgledu na jej specyficznos¢ i uznanie jej za ,”ztoty standard” w pomiarze aktywnosci omawianego biomar-
kera.

SLOWA KLUCZOWE: IMPDH, chromatografia HPLC, terapia immunosupresyjna, kwas mykofenolowy, model
PK/PD.

ABSTRACT

USE OF CHROMATOGRAPHIC METHODS FOR INOSINE DEHYDROGENASE ACTIVITY DETERMINATION (IMPDH) IN IM-
MUNOSUPPRESSIVE THERAPY

Inosine-5"-monophosphate dehydrogenase (IMPDH) plays a key role in the de novo pathway synthesis and me-
tabolism of the purine nucleotides, especially in the B and T lymphocyte cells. There are two isoforms of this
enzyme (IMPDH | and IMPDH II) encoded by different genes, located on two different chromosomes. The IMNPDH
Il isoform is dominant over the IMPDH | in rapidly proliferating lymphocytic cells. For that reason, the clinical
significance of IMPDH is most important according to the immunosuppressive and anticancer therapy. The
widely used immunosuppressant agents in post-transplantation therapy are mycophenolates (morpholinoethyl
ester of mycophenolic acid and mycophenolate sodium) which are strong, non-competitive and reversible in-
hibitors of IMPDH. It should be noted that concentration of that agents must be monitored in the blood, due to
narrow therapeutic range. The following literature review presents methods which may be used in determina-
tion of IMPDH activity and should be associated with the PK/PD (pharmacokinetic-pharmacodynamic) models.
The work compares the methods developed over the last 25 years in terms of their usefulness and speed of
performance for the determination in diagnostic laboratory. Special attention has been paid using chromato-
graphic methods due to its specificity and recognizing it as “gold standard” in measurment of IMPDH activity
as biomarkers.

KEYWORDS: IMPDH, HPLC, immunosuppressive therapy, mycophenolic acid, PK/PD-model.

1. Wstep procesu, poniewaz nie moga wykorzystywac innych, alterna-

Dehydrogenaza inozynomonofosforanowa (EC 1.1.1.205, tywnych szlakow ratunkowych stuzacych do syntezy nukleo-
IMPDH) jest enzymem powszechnie wystepujacym w komor- tydow, takich jak np. szlak salvage. Szlak ten alternatywnie
kach silnie proliferujacych, rowniez w tych zmienionych no- wykorzystuje przemiane guaniny do guanozyny przy pomocy
wotworowo. Enzym ten jest odpowiedzialny za synteze nu- fosforybozylotransferazy hipoksantynowo - guaninowej
kleotyddw purynowych w szlaku de novo, szczegélnie w ko- (HGPRT) [1-3]. Na poziomie molekularnym IMPDH jest kata-
mérkach limfocytéw typu B i T. Limfocyty tego typu, w prze- lizatorem reakcji utleniania polegajacej na wprowadzaniu
ciwienstwie do innych komdrek, sa wysoce zalezne od tego atomu tlenu z czasteczki wody do pierscienia purynowego
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monofosforanu inozyny (IMP), w wyniku czego powstaje mo-
nofosforan ksantozyny. Reakcji tej towarzyszy reakcja re-
dukcji dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD*) do
jego zredukowanej formy, czyli NADH [2,4]. Jedna z szerzej
poznanych czasteczek powodujacych inhibicje IMPDH jest
kwas mykofenolowy (MPA) (ryc. 1) [3].

Szlak syntezy de novo Szlak salvage
’ 5-fosforybozylo-1-pirofosforan ‘ ’ guanina ‘
HGPRT
’ monofosforan inozyny ‘ ’ guanozyna ‘

IMPDH
MPA

| monofosforan guanozyny (GMP) |

’ difosforan guanozyny (GDP) ‘

T~

’ d-guanozyny difosforan (dGDP) ‘ ’ trifosforan guanozyny

|

’ d-guanozyny trifosforan (dGTP) ‘

’ synteza DNA ‘ ’ synteza RNA i glikoprotein

Ryc. 1. Schematyczne ujecie szlakow syntezy nukleotydow: de
novo i ratunkowego salvage [3].

Kwas mykofenolowy (MPA) jest jedna z najczesciej sto-
sowanych substancji aktywnie czynnych w aktualnie obowia-
zujacych schematach immunosupresyjnych w transplantolo-
gii. Obecnie w lecznictwie stosuje sige pro-leki: ester MPA,
czyli mykofenolan mofetylu (MMF) lub sol sodowa MPA (EC-
MPS). Po doustnym podaniu, a nastepnie wchtonieciu do
krwioobiegu dochodzi do hydrolizy pro-lekéw pod wptywem
esteraz i uwolnienia MPA. Na poziomie molekularnym jest
on selektywnym, niekompetycyjnym i odwracalnym inhibi-
torem IMPDH, poniewaz wiaze sie z jego kofaktorem, czyli
NAD*. To z kolei uniemozliwia przeksztatcenie monofosfo-
ranu inozyny (IMP) przez monofosforan ksantozyny (XMP) do
monofosforanu guanozyny (GMP) (ryc. 1). W konsekwencji
tych przemian biochemicznych namnazanie i czynnos¢ lim-
focytow T zostaje zahamowana [3,4]. Dodatkowo ograni-
czona jest chemotaksja, adhezja, migracja i tworzenie ko-
morek w czasie odpowiedzi immunologicznej, a catosc tych
procesow sktada sie na osiagniecie oczekiwanej immunosu-
presji podczas terapii preparatami uwalniajacymi kwas my-
kofenolowy [3,4].

W organizmie cztowieka wystepuja dwie izoformy (IM-
PDH | i IMPDH Il), kodowane przez dwa rézne geny, zlokali-
zowane na réznych chromosomach, odpowiednio: si6dmym
i trzecim. Pierwsza izoforme tego enzymu znalez¢ mozna w
réznych komorkach, rowniez limfocytach, ktére sa celem te-
rapii immunosupresyjnej. Drugi typ enzymu wystepuje w ko-
morkach stymulowanych do namnazania — w aktywowanych
limfocytach izoforma Il IMNPDH przewaza nad izoforma | [5-
7]. Obydwie izoformy charakteryzuja sie podobnym powino-
wactwem do substratow, a takze kinetyka katalizowanych
reakcji, w tym podobna K. (stata Michaelisa-Menten). Na-
lezy zaznaczy¢ jednak, ze IMPDH typu Il jest od 3,9 do 5,0-
krotnie bardziej wrazliwa na kwas mykofenolowy niz forma
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I, a ogdlna aktywnos¢ IMPDH podczas terapii ulega zmniej-
szeniu w limfocytach, a zwigkszeniu w czerwonych krwin-
kach. Dodatkowo, zaobserwowano, ze w przypadku limfocy-
tow, ekspresja mRNA nie zmienia sie nawet po dtugotrwatej
ekspozycji na MPA [7]

2. Celowos¢ pomiaru aktywnosci IMPDH w terapii immu-
nosupresyjnej

Pomiar aktywnosci IMPDH pozwala na optymalizacje le-
czenia immunosupresyjnego za pomoca preparatow zawie-
rajacych MPA, gdyz enzym ten jest uwazany coraz czesciej
jako potencjalny biomarker farmakodynamiczny ekspozycji
na MPA. Oznaczenie jego aktywnosci pozwala na skutecz-
niejsza farmakoterapie, a w konsekwencji pozwala na uzy-
skanie lepszego efektu klinicznego. Badania wykazaty, ze
pomiar aktywnosci IMPDH przed rozpoczeciem terapii immu-
nosupresyjnej z uzyciem MMF, w pierwszym miesiacu, po pot
roku i po roku, moze by¢ niezwykle uzytecznym narzedziem
w optymalizacji dawkowania leku. Dodatkowo, ze wzgledu
na duza zmiennos¢ osobnicza i odmiany polimorficzne tego
enzymu, wynik pomiaru aktywnosci IMPDH (wraz z oznaczo-
nym stezeniem MPA we krwi) moze stanowi¢ uzyteczne na-
rzedzie do obserwacji adherencji pacjenta i dobraniu zindy-
widualizowanego schematu dawkowania leku [6,7,8].

Jak donosza wytyczne KDIGO (ang. Kidney Disease: Im-
proving Global Outcomes) i potwierdza to szereg badan, po-
miar stezenia MPA we krwi zgodnie z przyjetymi procedu-
rami w terapii monitorowanej stezeniem leku (ang. Thera-
peutic Drug Monitoring, TDM) jest w dalszym ciagu kwestio-
nowany przez niektorych badaczy. W szczegoélnosci ze
wzgledu na staba korelacje parametrow farmakokinetycz-
nych, a mianowicie Co z catkowitym AUC (pole powierzchni
pod krzywa stezenie leku we krwi-czas), co w konsekwencji
moze dawac sprzeczne wyniki [8,9]. Podczas stosowania
MPA w terapii immunosupresyjnej monitorowanie losow
tego leku jest istotne, poniewaz takie dziatanie pozwala na
zminimalizowanie liczby epizodoéw ostrego odrzucania prze-
szczepionego narzadu [9,10]. W zwiazku z tym, zindywidua-
lizowany pomiar aktywnosci IMPDH wydaje sig by¢ dobra al-
ternatywa, tym bardziej, ze maksimum hamowania tego en-
zymu dobrze koreluje ze stezeniem maksymalnym MPA we
krwi (Cmax) [10]. Dodatkowo pomimo wystepowania dwoch
izoform tego enzymu (IMPDH | i Il) i duzej zmiennosci mie-
dzyosobniczej, IMPDH wykazuje niewielka zmiennos¢ we-
wnatrzosobnicza, nawet po przewlektej ekspozycji na MPA
[8,10]. Oznacza to, ze pod wptywem MPA nie dochodzi do
zmian na poziomie molekularnym w ekspresji genow kodu-
jacych ten enzym [9,10]. Obserwacje kliniczne prowadzone
przez szereg lat mowia jednoznacznie, ze obnizony poziom
IMPDH u biorcow moze powodowac koniecznos$¢ obnizenia
podawanej dawki MMF ze wzgledu na szereg dziatan niepo-
zadanych. Z drugiej strony ostre i przewlekte odrzucenie
przeszczepionego narzadu obserwowano U pacjentow
Z osobniczo zwiekszong aktywnosciag IMPDH, co jednoznacz-
nie wymusza potrzebe podwyzszenia stosowanej dawki leku
[9,10].

3. Podziat metod oznaczania aktywnosci IMPDH

Po raz pierwszy IMPDH zidentyfikowano w 1957 roku jako
enzym w komorkach bakterii szczepu Aerobacter aerogenes.
Przy uzyciu znakowanych radioizotopowo wzorcow ksantyn,
Magasanik i in. dzieki zastosowaniu rozdziatu elektrofore-
tycznego i badania gestosci optycznej, odkryli kluczowa role
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tego enzymu w konwersji IMP, poprzez XMP, do GMP. Jed-
noczesnie ustalono takze, ze jony amonowe i potasowe sty-
muluja dziatanie IMPDH, co zostato wykorzystane w pézniej-
szych pracach nad badaniem aktywnosci tego enzymu w ko-
morkach organizméw wyzszych [11].

Kolejno opracowane na przestrzeni pot wieku metody
pomiaru aktywnosci IMPDH mozna podzieli¢ na radioche-
miczne, instrumentalne oraz te wywodzace sie z genetyki
molekularnej. Wsrod metod instrumentalnych najwieksza
popularnoscia ciesza sie metody chromatograficzne, szcze-
golnie wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), ze
wzgledu na relatywnie uproszczona procedure, szybkos¢ i
tatwa dostepnos¢ sprzetu w laboratoriach diagnostycznych.
Dlatego w niniejszym opracowaniu to wtasnie metodom
chromatograficznym poswiecono szczegdlng uwage.

4. Metody radiochemiczne

Opracowanie nowych metod tego typu byto wymuszone
przez fakt, iz metoda opracowana przez Magasanik’a i in.
nie byta przydatna w badaniu poziomu aktywnosci IMPDH w
komorkach zwierzecych [11]. W testach tych wykorzysty-
wano radioizotopowe substancje wzorcowe w celu radioche-
micznego pomiaru aktywnosci IMPDH. Oparty byt on na roz-
dziale powstatego XMP od znakowanego IMP metoda chro-
matografii cienkowarstwowej (TLC) i badaniu intensywnosci
radioaktywnej plam powstatych po rozdzieleniu chromato-
graficznym. Mieszanina buforowa zastosowana do reakcji
enzymatycznej przeprowadzanej podczas tego badania za-
wierata rowniez, oprocz buforu Tris i jonow potasowych,
NAD* i znakowany izotopowo monofosforan inozyny ('“C-
IMP). Kolejne zespoty badawcze przeprowadzity optymaliza-
cje powyzszej metody. Proffitt i in. poprzez modyfikacje
sktadnikéw mieszaniny inkubacyjnej do reakcji in vitro
umozliwili prowadzenie pomiaru aktywnosci IMPDH w super-
natantach tkanek [12]. Dodatkowo zaobserwowali liniowa
zaleznos¢ stezenia wytworzonego XMP od czasu trwania re-
akcji enzymatycznej.

Kolejne modyfikacje dokonywane w metodach analitycz-
nych poprawity czutos¢ metody i przyspieszyty czas analizy.
| tak w 1985 roku lkegami i in. zamienili metode rozdziatu
TLC na elektroforeze [13]. Prace nad testami tego typu do-
datkowo przyczynity sie do poprawienia metod przygotowa-
nia materiatu biologicznego. Jak juz wspomniano, pierwsze
metody radiochemiczne byty ograniczone do badania homo-
genatow narzadow, co uniemozliwiato uzycie tych metod w
praktyce klinicznej. Kolejne modyfikacje wprowadzane
przez badaczy umozliwity pomiar aktywnosci IMPDH we krwi
pochodzacej od pacjenta, oczywiscie po odpowiednio prze-
prowadzanej izolacji konkretnych komérek sposrod ktorych
pierwszymi byty erytrocyty. Na poczatku lat 90. XX wieku
zespot Balzarini’ego i in. opracowat stosunkowo prosty i
szybki test radiochemiczny pozwalajacy na bezposredni po-
miar aktywnosci IMPDH w limfocytach krwi obwodowej. Po-
czatkowo, po wprowadzeniu do lecznictwa MMF, byt on sto-
sowany w monitorowaniu poziomu immunosupresji po poda-
niu pierwszej dawki leku [14].

Przygotowanie
Izolacja komérek z komérek do
materiatu wladciwej analizy —
biologicznego pomiaru aktywnosci
IMPDH

Mimo tego, ze metody radiochemiczne sa w stanie w spo-
sob dos¢ czuty i specyficzny wykry¢ produkty reakcji enzy-
matycznej m. in. we krwi, w obecnosci roznych substancji
pochodzenia biologicznego, sa one uwazane za zbyt skom-
plikowane i drogie. Niemniej jednak, badania nad metodami
tego typu przyczynity sie do stworzenia nowych testow opar-
tych na chromatografii czy genetyce molekularnej.

5. Metody spektrofotometryczne

Opracowane kolejno metody spektrofotometryczne, po-
mimo tego, ze nie oparte $cisle na pomiarze radioaktywno-
sci, nie okazaty sie doktadniejsze, a wrecz przeciwnie — aby
uzyskac¢ doktadny wynik pobrane probki materiatu biologicz-
nego musiaty mie¢ duza objetos¢. Niemniej jednak opraco-
wanie tych metod przyczynito sie do potwierdzenia, ze bufor
do inkubacji materiatu biologicznego powinien by¢ wzboga-
cony w sol potasowa o odpowiednim stezeniu, poniewaz
jony K* stymuluja enzym IMPDH bezposrednio wchodzac z
nim w interakcje. W zwiazku z brakiem mozliwosci pobiera-
nia duzych ilosci materiatu biologicznego, chociazby ze
wzgledow etycznych, zaniechano dalszego rozwoju tych te-
stow na rzecz metod rozdzielczych [15].

6. Metody chromatograficzne

Przetomowe badania Montero i in. z 1995, doprowadzity
do opracowania czulszego nieradioaktywnego testu opar-
tego na analizie chromatograficznej HPLC. Badania te zbie-
gty sie w czasie z wprowadzeniem na rynek pierwszego, ory-
ginalnego preparatu zawierajacego MPA w postaci estru
(MMF), o nazwie CellCept® firmy Roche [16].

Kazda z dotad opisanych i zwalidowanych metod po-
miaru aktywnosci IMPDH, opartego na HPLC, sktadata sie z
czterech gtownych, kolejno po sobie nastepujacychi powia-
zanych etapow (ryc. 2.), ktore zostaty doktadniej omowione
w dalszej czesci tekstu.

6.1. Izolacja komoérek z materiatu biologicznego

Najczesciej wykorzystywanym do pomiaru aktywnosci
IMPDH materiatem biologicznym sa limfocyty uzyskiwane z
krwi petnej. Tylko metoda opracowana przez zespot Monte-
rego i in. zaktada wykorzystanie erytrocytow do reakcji en-
zymatycznej in vitro. Nie jest to najlepszy materiat do ana-
lizy, poniewaz pomimo stosunkowo tatwej izolacji komorki
te moga sztucznie podnosi¢ aktywnosc IMPDH [16]. Dosc do-
bra metoda dla najczesciej izolowanych limfocytow (w po-
danych opracowaniach), jest wirowanie w gradiencie gesto-
sci, z wykorzystaniem odpowiedniego odczynnika - najcze-
sciej jest to Ficoll Paque®. Pozwala on na specyficzna izola-
cje komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC),
ktore sa Scisle powigzane z immunosupresja [18]. Innym,
specyficznym rodzajem izolacji jest metoda z uzyciem ku
lek paramagnetycznych pokrytych przeciwciatami, przed-
stawiona przez Vethego i in. w dwoch publikacjach [18,19].

; , Interpretacja
Analiza . i i
> | wynikéw — okreélenie
chromatograficzna “ aktywnoséci IMPDH

Ryc. 2. Etapy sktadowe petnej analizy chromatograficznej i pomiaru aktywnosci IMPDH [16,17].
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Metoda ta pozwala na izolacje komorek limfocytow T po-
przez taczenie sig z glikoproteing CD4 znajdujaca sie na po-
wierzchni tych komorek. Zastuguje ona na szczegoélng
uwage, ze wzgledu na dobra wydajnosc izolacji i niewielkie
ryzyko zniszczenia komorek, z drugiej strony jest to wciaz
metoda bardzo kosztowna [19]

6.2. Reakcja enzymatyczna

Jest to najistotniejsza czes¢ catego pomiaru aktywnosci
IMPDH ze wzgledu na to, ze produkt tej reakcji w kazdym
przypadku bedzie analizowany w kolejnym etapie za pomoca
metod chromatograficznych.

W kazdej zestawionej w tym przegladzie metodzie bufor
do inkubacji zawiera substrat do reakcji enzymatycznej —
IMP, przenosniki wodordw uczestniczace w reakcji — NAD".
W wiekszosci metod bufor inkubacyjny wzbogacano sola po-
tasowa — jak juz wczesniej wspomniano jony te sa istotne z
punktu widzenia dziatania enzymu [15]. W czesci opracowan
roztwor zawierat rowniez PBS (sol fizjologiczna buforowana
fosforanem) albo buforujacy uktad soli fosforanowych
(H:PO4/HPO4%), ktéry pozwala na utrzymanie okre$lonego,
statego pH w trakcie inkubacji komorek. Dodatek EDTA w
metodach opracowanych przez Albrechta i in. oraz Vethego
i in. wiaze jony, ktore mogtyby spowolnic reakcje enzyma-
tyczna, dziatajac jako inhibitor w ramach modulacji alloste-
rycznej [18-20]. Dodanie zas$ buforu TRIS w ww. metodach
pozwala na zwiekszenie przepuszczalnosci bton komarko-
wych i wstepna lize komorek. Warto doda¢, ze bufor ten
stosowany jest wymiennie z PBS i uktadem soli fosforano-
wych (H,POs/HPO4). Jedynie w metodzie opracowanej
przez Albrechta i in. do buforu dodano réwniez allopurinol
celem unikniecia niepozadanego procesu utlenienia nukleo-
tydow ksantynowych (XMP) [20].

Istotnym parametrem majacym wptyw na ilos¢ i jakosc¢
wytworzonego podczas reakcji enzymatycznej produktu jest
czas trwania procesu i temperatura uktadu reakcyjnego. Do-
bierajac warunki prowadzenia reakcji z udziatem enzymow
nalezy pamietac, aby temperatura panujaca podczas inku-
bacji nie byta zbyt wysoka, ze wzgledu na fakt, ze enzymy
sg substancjami biatkowymi mogacymi ulega¢ denaturacji.
Kazdy enzym charakteryzuje sie optymalng temperatura, w
ktorej jego aktywnosc jest najwieksza. W przypadku IMPDH
wszystkie opracowane jak dotad metody zaktadaja stosowa-
nie temperatury 37°C, co zapewnia odpowiednia korelacje
warunkow in vivo i in vitro [16,20-28]. Wiekszo$¢ badaczy
prowadzita rekcje enzymatyczna przez 2 lub 2,5 godziny,
pozwalajaca osiagnac najwyzsza efektywnosc tego procesu,
a pik chromatograficzny odpowiadajacy analitowi miat naj-
wieksza powierzchnie. Jedynie Beringer i in. zastosowali w
swojej metodzie o wiele dtuzszy, bo az 24-godzinny czas in-
kubacji. Ze wzgledow oczywistych taki okres czasu nie moze
by¢ zastosowany w warunkach laboratoryjnych. Jak udo-
wodniono w badaniach przeprowadzonych przez Glander i
in. czas 120/150 min jest najbardziej optymalny dla reakcji
enzymatycznych tego typu [5,21,22].

Reakcja enzymatyczna wymaga zakonczenia w odpo-
wiednim punkcie czasowym, identycznym dla kazdej prébki.
W zwiazku z tym, do terminacji tej reakcji uzywa sie od-
czynnikow stracajacych biatka, ktore jednoczesnie nie moga
powodowac degradacji analitu. Najpopularniejszym w ana-
lizowanych metodach postepowania odczynnikiem tego typu
jest kwas nadchlorowy w odpowiednim stezeniu [19-22,26].
Nalezy jednak pamietac, ze uzycie odczynnikow silnie zmie-
niajacych pH probki analitycznej wymaga dodania odczyn-
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nika neutralizujacego nadmiar kwasowej lub zasadowej sub-
stancji. Najczesciej stosowany byt weglan potasu lub roz-
twory wodne innych soli wykazujacych zasadowy charakter.
W metodach opracowanych przez Laverdiere’a i in., Liu i in.
oraz Weipbarth’a i in., gdzie do zakonczenia reakcji enzy-
matycznej wykorzystywano acetonitryl czy metanol, nie jest
konieczne dodawanie substancji neutralizujacych ze
wzgledu na to, ze te rozpuszczalniki organiczne nie powo-
duja zmian pH po dodaniu do analizowanej probki
[24,27,28].

Nalezy rowniez pamietac o tym, ze do przeprowadzania
reakcji enzymatycznej konieczne jest uzyskanie lizatu ko-
morkowego. Zeby komoérki mogty pekac i uwalniaé zawartos¢
wewnatrzkomorkowa, czes¢ badaczy zastosowata ultra-
dzwieki, inni zas poddawali komorki gtebokiemu mrozeniu w
temperaturze minimum -20°C [21-27]. Po przeprowadzeniu
reakcji enzymatycznej otrzymany supernatant moze zostac
bezposrednio poddany oznaczeniu chromatograficznemu.

6.3. Analiza chromatograficzna

Metody chromatograficzne sa dos¢ popularne w monito-
rowaniu lekow we krwi, stad szczegolng uwage poswiecono
wtasnie ich roli w oznaczaniu aktywnosci IMPDH. Podczas
analizy tego typu analitem jest zawsze produkt reakcji en-
zymatycznej, tj. XMP oraz niekiedy AMP, ale tylko w przy-
padku, gdy jest stosowany jako czynnik normalizujacy ak-
tywnos¢ enzymu (patrz rozdziat 6.4).

W analizowanych publikacjach wykorzystywano chroma-
tografie jonowymienna (LC-IEX), wysokosprawna chromato-
grafie cieczowa w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC) z de-
tekcja spektrofotometryczna w Swietle UV lub z wykorzysta-
niem detektora diodowego (DAD). Najczesciej stosowano
detekcje spektrofotometryczna przy okreslonej, charakte-
rystycznej dla analitu dtugosci fali (tabela 2.) [15,19-25,27].
Wykorzystanie detektora diodowego umozliwia przeprowa-
dzenie jednoczesnego oznaczenia przy co najmniej dwoch
réznych wartosciach analitycznej dtugosci fali, co moze by¢
niezwykle korzystne przy jednoczesnym oznaczaniu XMP i
AMP [25]. Najnowsze metody zaktadaja uzycie detektora
masowego (MS/MS), co pozwala nie tylko na znaczace skro-
cenie czasu analizy, ale rowniez zwieksza czutos¢ samej me-
tody analitycznej [17-18,24,26,28]. Duze znaczenie w przy-
padku tego rodzaju detekcji maja tzw. przejscia MRM (ang.
Multiple Reaction Monitoring, tryb monitorowania reakcji
nastepczych), ktore pozwalaja na potwierdzenie tozsamosci
i oznaczenie stezenia danego analitu za pomoca detekcji
MS. W przypadku oznaczen tego typu wybierano nastepujace
przejscia MRM stuzace oznaczeniu analitow: 365,1 > 97,2 dla
XMP oraz 348,1 > 136,2 dla AMP [24,26,28].

Obecnie, w oznaczeniach ilosciowych w trakcie ktorych
wykorzystywana jest detekcja MS, zaleca sig korzystanie ze
stabilnych substancji wzorcowych i standardow wewnetrz-
nych (IS, ang. internal standard) znakowanych izotopowo.
Gtownym celem ich stosowania jest kompensacja efektow
matrycowych, ktore sa znaczacym problemem analitycznym
w oznaczeniach tego typu. W piSmiennictwie omawianym w
pracy, stosowany byt znakowany izotopowo wzorzec XMP
([3C10-XMP) oraz wzorzec AMP (['3C10," N5-AMP], a anality
byty oznaczane przy nastepujacych przejsciach MRM: 365.1
> 97.1 (XMP), 348.1 >136.1 (AMP), 375.2 >102.1 (["*C1o]-
XMP), 363.2 >146.1 (['3C10,"*Ns]-AMP) [24, 26, 28]. Jednakze
nie we wszystkich metodach korzystajacych z tego rodzaju
detekcji zastosowano tego typu substancje wzorcowe. Sto-
sowano zaréwno czyste wzorce XMP i AMP, jak rowniez ich
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analogi strukturalne, np. czasteczke AMP podstawiong w po-
zycji 8 atomem bromu (Br-AMP, przejscie MRM: 428,0 >
216,0) [25]. W metodach wykorzystujacych klasyczna detek-
cje spektrofotometryczna w Swietle UV stosowano klasyczne
substancje wzorcowe, bez znakowanych izotopowo atomow
w czasteczce substancji wzorcowych [16,20-23,27].

Najpopularniejsza wykorzystywana faza stacjonarng w
kolumnie chromatograficznej byto wypetnienie oktadecylo-
sililowe (Cyg). Rzadko stosowane byty kolumny z niemodyfi-
kowanym zelem krzemionkowym oraz w przypadku badania
Beringera i in. ze ztozem modyfikowanym grupami amino-
wymi [25]. W przypadku metod opartych o chromatografie
jonowymienna (LC-IEX, ang. ion-exchange liquid chromato-
graphy), stosowane sa fazy stacjonarne z kationitami lub
anionitami, czyli tzw. wymieniaczami jonowymi.

W przypadku wykorzystywanych faz ruchomych, mozna
zauwazyC, ze czesto podczas oznaczenia byly stosowane
przynajmniej dwie rézne fazy ruchome. Swiadczy to o pro-
wadzeniu oznaczenia z wykorzystaniem tzw. elucji gradien-
towej. Elucja izokratyczna zostata zas wykorzystana w cze-
sci metod prowadzonych w odwroconym uktadzie faz (RP-
HPLC) z detekcja w swietle UV. Jak sie okazuje, w jednej z
najbardziej aktualnych prac, ten rodzaj elucji pozwolit na
uzyskanie zadowalajacych wynikow oznaczen [27].

Dodatek do fazy ruchomej tzw. modyfikatorow, czyli
substancji zmieniajacych pH, czesto znaczaco poprawia wy-
glad piku chromatograficznego. Najczesciej stosowanym
modyfikatorem w przypadku metod opartych o detekcje ma-
sowa byt octan amonu, niekiedy z dodatkiem kwasu mrow-
kowego [17-18,24,26]. Wykorzystanie LC-IEX wymaga za$
dobrania takiego sktadu fazy ruchomej, przy ktorej cza-
steczka analitu bedzie zjonizowana, a sam proces rozdziatu
przy uzyciu wymieniaczy jonowych bedzie zachodzit w spo-
sob efektywny.

Szeregujac metody chromatograficzne pomiaru aktyw-
nosci IMPDH w kolejnosci chronologicznej, mozna zauwazy¢
tendencje polegajaca na skracaniu czasu analizy. W sposob
oczywisty najkrotsze czasy analizy dotycza metod chroma-
tograficznych sprzezonych ze spektrometrem mas ze
wzgledu na bardzo wysoka czutos¢ tego detektora w porow-
naniu do innych typow detektorow. Podobna tendencje ob-
serwuje sie dla objetosci nastrzyku analizowanego roz-
tworu, od kilkudziesieciu mikrolilitrow w metodach z wyko-
rzystaniem detekcji UV, po nawet 1 uL w najczulszych me-
todach z wykorzystaniem detekcji MS [17-18,24-26,28].

6.4. Interpretacja wynikéw i sposob wyrazania aktywno-
$ci enzymu

Istnieja trzy, powszechnie akceptowane mozliwosci nor-
malizacji aktywnosci enzymu. Jedna z nich zaktada odnie-
sienie aktywnosci enzymu do liczby komérek PBMC podda-
nych analizie, druga zas polega na odniesieniu aktywnosci
enzymu do zawartosci biatka w lizacie komorek PBMC. Obie
metody postepowania wymagaja opracowania dodatkowej
metodyki postepowania z analizowanym materiatem biolo-
gicznym. Natomiast trzecia metoda zaktada dodatkowe
oznaczenie stezenia AMP w probce i uznanie go za czynnik
normalizujacy. W tym przypadku konieczne sa wiec opraco-
wanie i walidacja dodatkowej metody analitycznej pozwa-
lajacej na oznaczenie AMP w probce, badz takie dobranie
warunkow analizy chromatograficznej, by oznaczenie AMP i
XMP obok siebie byto mozliwe. Aktywnos¢ enzymatyczna w
kazdym przypadku jest wyliczana jako stosunek liczby moli
wyprodukowanego XMP w czasie reakcji enzymatycznej in
vitro w ciagu jednostki czasu, na gram biatka, 10® komorek
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PBMC, lub na 1 mol oznaczonego AMP, w zaleznosci od obra-
nego czynnika normalizujacego [16,18,21].

Tradycyjny sposob wyrazania aktywnosci enzymoéw za-
ktada powiazanie jej z ilosciq biatka oznaczona w danej
probce. Wymaga to jednak opracowania dodatkowej meto-
dyki postepowania z probka lizatu komorkowego. Najprost-
szy do przeprowadzenia jest spektrofotometryczny pomiar
absorbancji w swietle UV, przy analitycznej dtugosci fali
réwnej 280 nm. Inne mozliwe do przeprowadzenia metody
to: reakcja z odczynnikiem Coomasie Blue® (a nastepnie po-
miar spektrofotometryczny przy dtugosci fali 595 nm), test
biatkowy z kwasem bicynchoninowym, czy reakcja biure-
towa, w ktorej wykorzystuje sie tworzenie przez biatka
barwnych zwigzkow kompleksowych ze zwiazkami mie-
dzi(Il). W ostatnim przypadku, w obecnosci TRIS w buforze
inkubacyjnym, niemozliwe jest wykorzystanie tej metody ze
wzgledu na prawdopodobienstwo uzyskania fatszywych wy-
nikow [29]. Dodatkowym ograniczeniem zastosowania tego
czynnika normalizujacego jest mozliwos¢ uzyskania bted-
nych wynikdw oznaczen spektrofotometrycznych zawartosci
biatka ze wzgledu na potencjalne czynniki interferujace
znajdujace sie w badanej probce lizatu komoérkowego. Za-
nieczyszczenie probki erytrocytami moze sie przetozy¢ na
zwiekszong zawartos¢ biatka w probce, co w konsekwencji
moze przetozy¢ sie na obnizona aktywnos¢ IMPDH. Nawet
starannie dobrana metoda izolacji PBMC nie zapewni uzy-
skania supernatantu wolnego od biatka pochodzacego spoza
komorek PBMC poddanych lizie. Wptyw na wartos¢ aktywno-
sci enzymatycznej ma rowniez czas przechowywania krwi
petnej po pobraniu od pacjenta. Dtuzszy czas przechowywa-
nia sprzyja agregacji erytrocytow z limfocytami, co w kon-
sekwencji moze powodowac zwiekszona dekontaminacje li-
zatu komorkowego erytrocytami [22].

Wynik aktywnosci enzymatycznej uzyskany podczas nor-
malizacji wynikoéw w stosunku do ilosci wyizolowanych ko-
morek PBMC wyrazany jest jako liczba moli XMP wytworzona
w ciagu sekundy na gram biatka (co jest rownowazne katal/g
biatka).

W przypadku normalizacji wynikow w stosunku do ilosci
wyizolowanych komorek, nalezy zastosowac odpowiednia
metode ich liczenia. Mozliwe jest zliczanie pod mikrosko-
pem, po umieszczeniu pelletu komdrkowego o okreslonej
objetosci w komorze Biirkera, ktdra jest szczegolnie przy-
datna do zliczania komorek w ciektej zawiesinie. Inna, wy-
godniejsza metoda jest uzycie automatycznego zliczania ko-
morek, gdzie na szkietku podstawowym z odpowiednia ko-
morg umieszcza sie rozcienczong woda zawiesine komor-
kowa wybarwionag barwnikiem — btekitem trypanu (Trypan
Blue®). Metoda ta pozwala nie tylko na zliczenie catkowitej
liczby komorek, ale okreslenie procentowego udziatu komo-
rek martwych [16,21-22]. Ograniczeniem tej metody zlicza-
nia jest jednak granica oznaczalnosci automatycznego licz-
nika komorek. Zbyt mata ilos¢ PBMC w probce, pomimo moz-
liwosci oznaczenia stezenia XMP, nie pozwoli na uzyskanie
konkretnej wartosci liczby komorek, a w konsekwencji ak-
tywnosci IMPDH. Gtownym ograniczeniem tej metody jest
brak powtarzalnosci w liczbie wyizolowanych komorek z
krwi petnej oraz proces niszczenia komorek, jaki moze za-
chodzi¢ podczas wirowania czy przemywania pelletu komor-
kowego [21-22]. Pomimo tego, nalezy zaznaczyc, ze metoda
ta uwzglednia zmiany w wydajnosci wyizolowanych komo-
rek, a w konsekwencji pozwala na zindywidualizowane po-
dejscie do wyliczenia aktywnosci enzymu w probce.
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Wynik aktywnosci enzymatycznej uzyskany podczas nor-
malizacji wynikow w stosunku do ilosci wyizolowanych ko-
morek PBMC wyrazany jest jako liczba moli XMP wytworzona
w ciggu sekundy na 10° liczby komérek PBMC (co jest rowno-
wazne katal/ na 10® komorek).

W celu zminimalizowania ograniczen zwiazanych z obec-
noscia zwiazkow zewnatrzkomorkowych w probcee lizatu ko-
morkowego, rekomenduje sie normalizacje aktywnosci en-
zymu w stosunku do oznaczonej ilosci nukleotydu wewnatrz-
komodrkowego — AMP [17-18]. Dodatkowo, w odniesieniu do
normalizacji aktywnosci do ilosci komorek PBMC, zaleta tej
metody jest mozliwos¢ oznaczenia zawartosci AMP w tej sa-
mej probce, w ktorej oznaczany jest produkt reakcji enzy-
matycznej, czyli XMP. Istotne sg oczywiscie warunki prze-
prowadzenia oznaczenia chromatograficznego, podczas kto-
rego nalezy tak modyfikowac sktad fazy ruchomej, aby war-
tosci czasow retencji dla obydwu analitow byty z jednej
strony jak najkrotsze, a piki chromatograficzne odpowiada-
jace AMP i XMP byty jak najbardziej od siebie odseparowane
na chromatogramie. Potencjalnym ograniczeniem normali-
zacji tego typu moze by¢ zanieczyszczenie probki erytrocy-
tami, ktore moga powodowac obnizenie obliczonej wartosci
aktywnosci IMPDH ze wzgledu na dodatkowa ilos¢ AMP, po-
chodzaca z czerwonych krwinek [28]. Wedtug Glander i in.,
odnoszenie aktywnosci enzymatycznej do AMP jest o tyle ko-
rzystne, ze stan kliniczny chorego nie ma znaczacego
wptywu na oznaczone stezenie tego nukleotydu w probce, w
przeciwienstwie do dos¢ istotnej statystycznie zmiennosci w
ilosci oznaczonego biatka wsrod pacjentow po przeszczepie-
niu (odpowiednio: p = 0,63 i p < 0,001) [21-22]. Wada tej
metody jest koniecznos¢ prowadzenia dtugiej inkubacji ko-
morek PBMC celem uzyskania stabilnej wartosci stezenia
AMP (minimum 2 godziny) [22]. W tym przypadku aktywnos¢
enzymatyczna bedzie wyrazana jako liczba moli XMP wytwo-
rzona w ciagu sekundy na 1 mol wykrytego AMP (co jest row-
nowazne katal/ mol AMP).

Czesc zespotow badawczych, ktorych publikacje zostaty
przytoczone w niniejszym przegladzie, normalizowata ak-
tywnos¢ IMPDH w stosunku do zawartosci hemoglobiny w
probce [25]. Nalezy zaznaczyc, ze ten sposob wyrazania ak-
tywnosci enzymu nie jest rekomendowany, podobnie jak
procentowa (%) aktywnos¢ enzymu [28].

Wyliczajac aktywnos¢ enzymu, oprocz czasu i jednostki
normalizujacej, uwzglednia sie ilos¢ wytworzonego w czasie
reakcji enzymatycznej produktu. Najczesciej uwzglednia sie
tu liczbe moli lub stezenie XMP, rzadziej stosunek XMP do
AMP.

W tabeli w dalszej czesci tekstu (tabela 1 i 2) dokonano
klasyfikacji omawianych metod z uwzglednieniem ich naj-
wazniejszych, roznicujacych cech, charakterystycznych dla
poszczegdlnych parametrow [15,17-28].

7. Metody genetyczne (biologii molekularnej)

Stosujac tancuchowa reakcje polimerazy w czasie rze-
czywistym (RT-PCR) mozna okresli¢ ekspresje genow odpo-
wiedzialnych za kodowanie IMPDH w odniesieniu do mRNA.
Jest to wzglednie tatwiejsza do przeprowadzenia, ale dtuzej
trwajaca analiza aktywnosci enzymu. Dodatkowo, tylko
dzieki tej metodzie mozna okresli¢ rownolegle poziom eks-
presji obydwu izoform IMPDH (typu I 1l) [29].

Zwigkszona ekspresja genow oznacza zwigkszong aktyw-
nos¢ IMPDH oraz wigksza proliferacje i namnazanie sie ko-
morek. Oznacza to koniecznos¢ modyfikacji dawek leku ze
wzgledu na mozliwos¢ wystapienia ostrego odrzucenia prze-
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szczepionego narzadu. Z drugiej strony zmniejszona ekspre-
sja gendw oznacza obnizona aktywnos¢ IMPDH, co moze po-
wodowac koniecznos$¢ zmniejszenia dawki MMF w celu unik-
nigcia toksycznych skutkow dziatania leku [30].

Udowodniono, ze izolowany materiat genetyczny moze
mie¢ wptyw na uzyskany wynik reakcji PCR (najistotniejsze
réznice obserwowano pomiedzy analizami komorek: CD4+ i
PBMC). Innym czynnikiem mogacym mie¢ wptyw na wynik
analizy uzyskany metodami biologii molekularnej jest stoso-
wanie w terapii immunosupresyjnej glikokortykosteroidow
[29,30].

Wydaje sig, ze oznaczenie aktywnosci IMPDH moze miec
najwieksze znaczenie kliniczne przed rozpoczeciem poda-
wania MMF czy EC-MPS. Pozwoli ono bowiem dobrac¢ w spo-
sob wtasciwy odpowiednia dawke mykofenolanu. Mimo to,
ze wynik takiej analizy jest wzglednie jednoznaczny i
uwzglednia zmiennos¢ miedzyosobnicza w aktywnosci IM-
PDH, to obecnie nie ma wigkszego znaczenia diagnostycz-
nego. Wynika to z trudnosci w ustaleniu algorytméw popu-
lacyjnych oraz nielicznych badan kohortowych, szczegdlnie
w populacji pediatrycznej. Na ekspresje genu kodujacego
IMPDH, a w konsekwencji na jej aktywnos¢, ma wptyw sze-
reg czynnikdw, poczawszy od chorob wspdtistniejacych, po
ptec, rase i wiek [1-4,30]. Sugerowane sa wieloosrodkowe
badania populacyjne, ktore pozwola na ustalenie modelu
PK-PD, uwzgledniajacego zmienno$¢ zaréwno farmakokine-
tyki mykofenolanow, jak i aktywnosci miedzyosobniczej IM-
PDH. Analiza chromatograficzna w ramach takiego modelu,
pozwala z jednej strony na oznaczenie stezenia wolnego,
jak i catkowitego MPA, z drugiej zas aktywnosci IMPDH, z tej
samej probki krwi, za pomoca réznych metod analitycznych.
Metody genetyczne pozwalaja okresli¢ jedynie poziom eks-
presji genu kodujacego IMPDH, w zwiazku z tym przydatne
moga by¢ do oznaczenia poczatkowej aktywnosci enzymu
przed podaniem pierwszej dawki leku [30,31].

8. Podsumowanie

IMPDH jest specyficznym biomarkerem, ktdrego ocena
aktywnosci optymalizuje terapie prowadzona z uzyciem pre-
paratow uwalniajacych MPA w ustroju, (MMF, ES-MPS) sze-
roko stosowanych w schematach immunosupresyjnych pod-
czas terapii przeciwodrzuceniowej. Leki te charakteryzuja
sie waskim przedziatem terapeutycznych stezen, co ozna-
cza, ze ich losy i stezenie we krwi musza by¢ Scisle monito-
rowane.

Obecnie w diagnostyce laboratoryjnej pomiar aktywno-
sci IMPDH nie jest rutynowo wykonywany, niemniej istnieje
konieczno$¢ wprowadzenia oznaczen tego typu do praktyki
klinicznej. Warto doda¢, ze z metodami oceny farmakody-
namicznej stosowanego produktu leczniczego wiaze sig
obecnie duze nadzieje, poniewaz optymalny przedziat tera-
peutyczny dla MPA nie zostat jeszcze do konca ustalony. Wy-
nika to przede wszystkim z niedoskonatosci farmakokine-
tycznego monitorowania tego leku w organizmie.

Przedstawione w niniejszej pracy metody chromatogra-
ficzne, ktore opisuja pomiar aktywnosci IMPDH, charaktery-
zuja sie podobnymi punktami krytycznymi, a przeglad tych
metod pozwala na krytyczna ocene roznic miedzy nimi.
Istotnym elementem sktadowym jest wybor materiatu biolo-
gicznego, ktory zostanie poddany analizie. Z jednej strony
tatwiejsze w izolacji z krwi petnej pozostaja erytrocyty niz
limfocyty, ktorych metodyka izolacji jest drozsza i wiaze sie
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Tabela 1. Przeglad metod enzymatycznych stosowanych w pomiarze aktywnosci IMPDH.

A « Montero Griesmacher Albrecht Glander Daxecker Vethe Glander iin. | Laverdiere Vethe Beringer Kawanishi Liu Weibarth
pﬂ;‘:irllar:ji iin. (1995) | iin. (1997) | iin.(2000) | iin. (2001) | iin. (2002) | iin. (2006) (2009) iin. (2012) | iin. (2014) | iin. (2017) | iin.(2007) | iin. (2018) | iin. (2020)
[16] [20] [19] [21] [23] [71 [22] [24] [18] [25] [26] [27] [28]
Sposab izolacji i przygotowania komorek do analizy
Materiat .
biologiczny erytrocyty limfocyty krew petna PBMC PBMC T/CD4+ PBMC PBMC T/CD4+ krew petna PBMC PBMC PBMC
R metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda metoda
Izolacja - . . . . . . - . - - - - . . -
komoérek wirowanie wirowanie wirowanie gradientu gradientu gradientu gradient gradientu gradientu gradientu gradientu gradientu gradientu
omore gestosci gestosci gestosci gestosci gestosci gestosci gestosci gestosci gestosci gestosci
Wtasciwy pomiar aktywnosci IMPDH (reakcja enzymatyczna)
0,25 mM IMP, 1,79 mM IMP, TRIS/HCL
1(:“M MP, | 80 mg/\ 025 mMNAD., | T MMIMP, 0,273 mmMp, | ETTE e, T SOmMIMP, 4,6 mM buforu “EOOB“MMPE; ot b
’ ’ y m , m ) mMm, " 1 m
3 MM NaH:PO., 0,5 mM NAD*, |0,273 mM NAD", 0,5 mM NAD", 3 MM NAD", | fosforanowego 40 mM buforu
Sktad buforu NAD*, 200 mM KCl, | 3,0 mM EDTA, 3,0 mM EDTA, 100 mM KCl, |[EDTA 7.5 mM 5 mM DTT 3.9 mM KCl (pH = 7,4) + |fosforanowego
do inkubacii | 100 mm 500 mM 0,058 mM JSOATC;\ ':Cl’ jgo ;A"z‘ ’:Cl’ 0,058 mM lgo ;A"z‘ ’:Cl’ po 0.25 mM KCl kel | 12mmiMp, | testowano | 1100 mMKCL
KCl, 40 mM NAD*, allopurinol, " ;nr nu oru " ;nr nu oru allopurinol, " ;nr nu O™ | IMP i NAD* 250 mM DTT m ’ 0’6 - NAD’* roézne ilosci (pH =7,4)
PBS 1000 MM IMP | 0,1 mMTRIS | o o oo oo | TOSTOTAnOWESe g 4 oy Trig | 105 O AnOWeSO s.omm || MMTRISZHCL 5 NAD" i IMP
Sp'osob X 40% kwas kwas kwas kwas kwas kwas kwas temperatura kwas .
zakonczenia metanol . acetonitryl metanol
inkubacji CCL;COOH | nadchlorowy | nadchlorowy | nadchlorowy | nadchlorowy | nadchlorowy | nadchlorowy nadchlorowy | 120°C, 3 min. | nadchlorowy
Czas i
temperatura 120 90/150 30/60 150 120 120 150 150 120 24h 150 120 150
inkubacji 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
[min, °C]
od ik eter l 1h ogrzewania weslan 3 M KHPO. pH 1 h ogrzewania weelan wealan
_odczynmke | dietylowy | estn 100°C, €8 el 100°C, eglan L eglan KHPOs | woeee | e
utralizu u >7,
jacy pH > 5,0 p KOH pH 2-3 potasu KOH pH 2-3 potasu potasu
Jednostka . 6
.. | pmol/h/m | pmol/h/10® | nmol/min/mL | nmol/h/mg pmol/h/10° pmol/h/10° | nmol/h/mol pmol/10 o L.
aketr)]/;;r:::a g biatka Komérek komérek biatka Kombrek Komérek AMP pmol/s/mol Komérek /min nmol/g Hb/h | pmol/s/mol | pmol/s/mol | % aktywnosci
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Tabela 2. Przeglad metod chromatograficznych stuzacych do pomiaru aktywnosci IMPDH.

A " Montero Griesmacher Albrecht Glander Daxecker Vethe Glander i in. Laverdiere Vethe Beringer Kawanishi Liu WeiBbarth
: o iin. iin. iin. iin. iin. iin. iin. ( iin. ( iin. ( iin. ( ) iin. ( ) iin. (2020
p:LOhrﬁar:p iin. (1995 iin. (1997 iin. (2000) | iin. (2001) | iin. (2002 i in. (2006 (2009) iin. (2012 iin. (2014 iin. (2017 iin. (2017 iin. (2018
[16] [20] [19] [21] [23] [17] [22] [24] [18] [25] [26] [27] [28]
Wtasciwy pomiar aktywnosci IMPDH (analiza chromatograficzna)
Meh,t:;dcaz::a- LC-1EX RP-HPLC RP-HPLC LC-1EX LC-IEX RP-HPLC RP-HPLC LC-MS/MS LC-MS/MS HPLC-DAD LC-MS/MS RP-HPLC LC-MS/MS
Rodzaj ko- H (;gif”@ CNU-010° Cis Nucleosil® oDs té) ggron- LiChroCART | Cis Nucleosil® Chrogn S®pher Gemini C1s® Watte;gsCAglan- Luna NH;® Gemini C1s® C18-WP®  |Hypersil Gold®
- 18 18
lumny i jej v (150 x 4,6mm, Superspher® | (150 x 4,6mm, (100 mm x 4,6 (150 x 4,6 (150 mm x 2 (4,6 x 150 | (50 x 2,1 mm,
parametry (125 x 4,6 (b/d) 5um) (250 x 250 x 4.0 5 um) (150 x 4,6 mm; mm, 3 pm) (150 x 2,1 mm, 3 mm, 3 um) mm, 3 pm) 19
mm, 3 pym) 3,1mm, 5pm)( x 4,0 mm) 3 um) ’ 3p) mm; 3 4) s ’ ,9 Hm)
A: KHoPO4 + ) ) A: CH3COONH4 . 15:85 (v/v)
> TBAS; A: 0.015mM | MeOH: woda 4%°MeOH W MgSO4 + 6% MeOH w A: HCOOH w | bufor zawiera- |Woda (A)ime-| oot A: HCOONH,
R ; KH,POs; (4:96) dopro- | 96% KH:PO4 |\ 0 | MeOH: woda | 94% KH:POs w H.0 ACN jacy tanol (B) za- bufor w H:0
. ika- 3 4 2!
b B'. modyfika B:0.5M  |wadzony za po-| i 7 mmol/L (4:96) i 7 mmol/L |B: CH;COONH4 wierajace
] cjafazy Az TEA B: CH3COONH4 KH2PO4 ) (KHzPOs4, B: HCOONH4
< KH,PO4 (pH = |moca H3PO4 do TBAS (pH = 1,80) TBAS w MeOH HCOOH i
’ heom 3,45 H 1,80 (PH = 6,40) wwodzie | (PH=6,20) | CH.COONH TBAS W MeOH
(70:30) ,45) prn i, (pH = 5,50) (pH =5,50) |C: 100% MeOH 3 4 pH=5,60)
[
g — gradientowa gradientowa gradientowa
5 LS'T (0-11 min (0-4,5 min, (0-4,5 min, 10- gradientowa
= L 10-25% B ’ 10-50% B; 4,5- izokratyczna |izokratyczna| izokratyczna | izokratyczna | izokratyczna gradientowa radientowa | izokratyczna 20% B; 4,5-5,0 izokratyczna (0,1-0,8 min,
S’ 122355 1 5,0min 100% y y y y y (b/d) ¢ Y min 100% B, y 15-85% A; 0,8-
w|l 3 160? 'E‘” B, 5,0-5,5 min 5,0-5,5 min 1,1 min 85% A)
= 5 B) 100-10%) 100 -10%)
=5 E 1,00 1,20 1,00 0,70 1,00 1,00 1,00 0,90 0,15 1,00 0,20 1,00 0,35
TNE
wv Q-I—l
Uzyta de- UV/vIS Uv/VvIS Uv/VviIS UVv/VIS Uv/VvIS Uv/VviIS DAD Uv/VviIS
. (A =254 nm brak danych MS/MS MS/MS (A =250 nm i 274 MS/MS MS/MS
tekcja . (A=260nm) |(A=254nm)| (A=254nm) | (A=260nm) | (A=256 nm) (A =256 nm)
i 280 nm) nm)
Typ joniza- | 4 L e e
cji (MS) ESI+ ESI+ ESI+ ESI+
Tempera-
tura ko- pokojowa pokojowa pokojowa 45 22 pokojowa 40 brak danych | brak danych pokojowa 40 35 30
lumny [°C]
Czas analizy 21 33 25 35 54 20 5 4 8 15 <9 15 2
[min]
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z koniecznoscia wirowania w gradiencie gestosci. Z drugiej
strony duza wada metod opartych na izolacji erytrocytow
jest fakt, ze komorki te moga cechowac sie zwiekszong ak-
tywnoscia IMPDH w czasie dtugotrwatej terapii za pomoca
MMF. Dodatkowo celem terapii immunosupresyjnej jest
zmniejszenie aktywnosci i ilosci limfocytow, w zwiazku z
tym to izolacja tych komdrek wydaje sie by¢ bardziej uza-
sadniona. Réwnie wazna jest ilos¢ materiatu biologicznego
koniecznego do pomiaru aktywnosci IMPDH.Z. Zaréwno ze
wzgledow etycznych, jak i analitycznych dazy sie, aby obje-
tos¢ pobieranej krwi byta jak najmniejsza.

Waznym etapem jest rowniez odpowiednia korelacja
warunkow inkubacji ex vivo z warunkami in vivo. Niezaprze-
czalnie, optymalnag temperatura do prowadzenia inkubacji
w warunkach in vitro jest 37°C. Dodatkowo bufor do inkuba-
cji powinien zosta¢ wzbogacony w jony K*, poniewaz IMPDH
jest zalezna od jondw potasowych, a takze w NAD* i IMP.
Odpowiednio dobrany odczynnik konczacy proces inkubacji
nie jest bez znaczenia. Po pierwsze nie moze powodowac on
degradacji analitu (najczesciej XMP czy AMP), po drugie nie
moze on powodowac zbyt duzych zmian pH probki. W przy-
padku uzycia kwasowych czy zasadowych odczynnikéw od-
biatczajacych wymuszajacych zakonczenie reakcji enzyma-
tycznej, nalezy dobra¢ odpowiedni odczynnik neutralizu-
jacy. Uzyskany po reakcji supernatant nalezy poddac¢ anali-
zie chromatograficznej.

W przedstawionym przegladzie literaturowym, wszyst-
kie analizowane metody zostaty poddane petnej walidacji,
dodatkowo po ich uszeregowaniu chronologicznym zauwazy¢
mozna oczywista tendencje polegajaca na osiagnieciu jak
najkrotszego czasu analizy. Metoda HPLC-MS/MS zapewnia
szybki czas analizy (nawet do dwoch minut), jednoczesnie
bedac niezwykle czuta i specyficzna technika analityczna.

Waznym etapem analizy jest odpowiednie przedstawie-
nie wynikow przeprowadzonych pomiarow. Aktywnos¢ en-
zymu mozna odnies¢ (znormalizowac) w stosunku do ilosci
zuzytej krwi, ilosci biatka czy hemoglobiny w analizowanej
probce. Nalezy przy tym pamieta¢ o dodatkowej walidacji
metod oznaczania ilosci hemoglobiny czy biatka w tej samej
probce materiatu biologicznego. Czasochtonnym procesem
jest rowniez zliczanie komorek, poniewaz procedura ta wy-
maga dodatkowego sprzetu i postepowania z materiatem
biologicznym. Dobrg alternatywa wydaje sie normalizacja
aktywnosci IMPDH w stosunku do ilosci dodatkowo oznaczo-
nego w trakcie analizy AMP. W tabeli 2. mozna zauwazyc,
ze jednostki aktywnosci enzymu nie sa ujednolicone dla
wszystkich opracowanych dotad metod. Fakt ten generuje
potrzebe ujednolicenia jednostki w przysztosci, tak aby
dane pochodzace z badan z réznych osrodkéw, mozna byto
z tatwoscia porownac.

Gtowna zaleta oznaczania aktywnosci IMPDH jest
zmniejszenie ryzyka przewlektego i ostrego odrzucania prze-
szczepu do minimum, szczegélnie w pierwszych tygodniach
po zabiegu. Wynik analityczny jest szczegolnie cenny dla
transplantologéw, ktorzy w odpowiedni sposdb moga dobrac
zarowno inicjujaca, jak i podtrzymujaca dawke leku. Przy-
ktadowo: wysoka osobnicza aktywnos¢ IMPDH, pomimo ste-
zenia MPA utrzymujacego sie w przedziale terapeutycznych
stezen, sugeruje koniecznosc¢ zwiekszenia dawki leku celem
osiaggniecia odpowiedniej inhibicji enzymu.

Z drugiej strony, gtowna wada przeprowadzania ozna-
czen tego typu jest ich czasochtonnosc i dos¢ duzy stopien
trudnosci, gdyz sama procedura analityczna jest wieloeta-
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powa. Dodatkowo, nie bez znaczenia jest fakt, ze zindywi-
dualizowany pomiar aktywnosci IMPDH moze miec sens tylko
w potaczeniu z oznaczeniem parametrow farmakokinetycz-
nych, a wiec w tzw. modelu PK/PD.

Podsumowujac, konieczne jest nie tylko przeprowadze-
nie wieloosrodkowych, randomizowanych badan pacjentow
po przeszczepieniu narzadowym celem sprawdzenia osobni-
czej aktywnosci IMPDH, ale rowniez wybranie optymalnych
i uniwersalnych warunkéw analitycznych tego pomiaru. Jak
rekomenduja autorzy Konsensusu Barcelonskiego z 2016
roku, dotyczacego biomarkeréw, nalezy dobrac takie tech-
niki analityczne, ktore bedzie mozna odtworzy¢ w standar-
dowym laboratorium diagnostycznym, majacym doswiad-
czenie w oznaczaniu lekow immunosupresyjnych [30]. Takie
dziatanie pozwoli na jeszcze bardziej korzystne dla zdrowia
i zycia biorcy prowadzenie terapii immunosupresyjnej za po-
moca dostepnych preparatow zawierajacych pochodne
kwasu mykofenolowego.

9. Wykaz skrotow

ACN acetonitryl (ang. acetonitrile)

AMP monofosforan adenozyny (ang. adenosine monophos-
phate)

AUC pole powierzchni pod krzywa stezenie-czas (ang. area
under the curve)

Br-AMP  monofosforan 8-bromo-5’adenozyny (ang. 8-bromo-
adenosine-5'-monophosphate)

Co stezenie poczatkowe (ang. initial concentration)

CD4+ limfocyty CD4+ (ang. CD4+ lymphocytes)

Crmax stezenie maksymalne (ang. maximum concentration)

Crin stezenie minimalne (ang. minimum concentration)

DAD detektor diodowy (ang. diode-array detector)

EC-MPS  mykofenolan sodu (ang. enteric-coated sodium myco-
phenolate)

EDTA kwas (etylenodiamino)tetraoctowy (ang. ethylenedia-
minetetraacetic acid)

ESI jonizacja typu elektrosprej (ang. electrospray ioniza-
tion)

GMP monofosforan guanozyny (ang. guanosine monophos-
phate)

HGPRT fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-guaninowa
(ang. hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)

IMP monofosforan inozyny (ang. inosine monophosphate)

IMPDH  dehydrogenaza inozynomonofosforanowa (ang. inosine-
5-monophosphate dehydrogenase)

LC-IEX  chromatografia jonowymienna (ang. ion-exchanged lig-
uid chromatography)

MMF mykofenolan mofetylu (ang. mycophenolate mofetil)

MPA kwas mykofenolowy (ang. mycophenolic acid)

MRM tryb monitorowania reakcji nastepczych (ang. multiple
reaction monitoring)

MS/MS  detektor spektrometrii mas z podwojnym kwadrupolem
(ang. tandem mass spectrometry)

NAD* dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotina-
mide adenine dinucleotide)

PBS sol fizjologiczna buforowana fosforanem (ang. pho-
sphate-buffered saline)

PK/PD  model farmakokinetyczno-farmakodynamiczny (ang.

pharmacokinetics-pharmacodynamic model)
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PBMC komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (ang. periphe-
ral blood mononuclear cel)

RP- wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconym

HPLC uktadzie faz (ang. reversed-phase high performance
liquid chromatography)

tmax czas, po ktérym zostato osiagniete stezenie maksymalne
(ang. the time taken to reach the maximum concentra-
tion)

to,s biologiczny okres potowicznego rozpadu (ang. biological
half-time)

TBAS sol fizjologiczna buforowana TRIS (ang. TRIS-buffered
saline)

TEA trietyloamina (ang. triethylamine)

TDM terapia monitorowana stezeniem leku (ang. therapeutic
drug monitoring)

TRIS bufor Tris (trometamina) (ang. TRIS buffer (trometham-
ine))

UV/VIS  detektor spektrofotometryczny (w $wietle ultrafioleto-
wym i widzialnym) (ang. ultraviolet/visable detector)

XMP monofosforan ksantozyny (ang. xanthosine monophos-

phate)
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