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1. ÚVOD 
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1. Terapeutické monitorování hladin 

TDM (terapeutické monitorování hladin léčiv) je specifická metoda klinické 

farmakologie pro monitorování terapie pomocí měření koncentrace léčiva v séru (plazmě, 

krvi). Jejím základním předpokladem je existence úzkého vztahu mezi koncentrací léčiva 

v séru a jeho farmakologickým efektem. (1) 

Je významným pomocníkem pro personalizovanou medicínu v oblasti individualizace 

dávkování, poněvadž umožňuje racionální terapii s minimalizací výskytu nežádoucích účinků, 

snížení mortality a morbidity a snížení nákladů.(1) 

Použití TDM v nemocnici vede ke zkrácení doby hospitalizace, sníží se morbidita 

a mortalita, jsou nižší náklady. TDM je i dobrým ukazatelem interdisciplinární spolupráce tří 

různých oborů (analytik, klinický farmakolog, klinik). Výsledkem využívání TDM 

u ambulantních pacientů je méně hospitalizací, snížení pracovní neschopnosti a zvýšení 

kvality života. Při nesprávném používání TDM, kdy nejsou prováděny odpovídající změny 

v terapii a dochází ke zbytečným odběrům krve, zvyšujeme zbytečně náklady. (1) 

 

V současné době je pro kontrolu farmakoterapie využíváno TDM následujících skupin léčiv: 

1. imunosupresiva – cyklosporin A, takrolimus, sirolimus, everolimus, mykofenolát 

2. antibiotika – aminoglykosidy (gentamicin, amikacin), vankomycin 

3. bronchodilatancia – teofylin 

4. antiepileptika – fenobarbital, primidon, fenytoin, etosuximid, karbamazepin, kyselina 

valproová, klonazepam, lamotrigin, topiramát, levetiracetam 

5. cytostatika – metotrexát, busulfan 

6. kardiaka – amiodaron, digoxin 

7. psychofarmaka – lithium, diazepam, antidepresiva 

 

Praktické provedení TDM má tři základní části (obr 1.):  

1.  Analýza léčiv podle zásad GLP (good laboratory practice) s použitím imunoanalytických 

enzymo-imunoanalytických metod, plynové chromatografie, kapalinová chromatografie 

a nejnověji kapalinové chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií. Klinik 
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pro vyřešení neuspokojivých farmakoterapeutických výsledků odebere pacientovi krev 

a s vyplněnou podrobnou žádankou posílá materiál k laboratornímu vyšetření.  

2.  Interpretace hladiny léčiva s případnou farmakokinetickou analýzou. Výsledek 

koncentrace léčiva je poslán z laboratoře klinickému farmakologovi, který na základě GCP 

(good clinical practice) pošle psané doporučení pro eventuální úpravu dávky nebo 

dávkového intervalu klinikovi.  

3. Zpětná vazba s klinikem. Zpětná vazba s klinikem má zásadní význam, poněvadž jeho 

akceptace psaného doporučení a další kontrola podle tohoto doporučení zajistí změnu 

dávkování a tím i racionální farmakoterapii. Pokud klinik nevyužije psané doporučení 

a výsledek jen založí do chorobopisu, jedná se pouze o zbytečné zvyšování nákladů. (1). 

Zásadní je dobrá spolupráce mezi klinikem a klinickým farmakologem.  

 

 

Obrázek 1. Schéma správného terapeutického monitorování hladin léčiv (TDM) 
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2. Imunosupresiva 

Imunosupresiva jsou chemicky různorodá léčiva, která působí v různých stupních 

imunitní reakce. Hlavní uplatnění nacházejí v transplantologii, některá současně dostupná 

imunosupresiva byla vyvinuta také k použití při autoimunitních chorobách a závažných 

projevech alergie. Další využití je v hematoonkologii a v kardiologii, monoklonální protilátky 

jsou používány v diagnostice. Některá imunosupresiva vyvolávají imunodepleci efektorových 

buněk, zatímco jiná jsou převážně imunomodulátory ovlivňující aktivitu buněk obvykle 

pomocí inhibice cytokinů. Některá z těchto léčiv mají nespecifický účinek na imunitní systém, 

zatímco jiná působí na specifické cíle. U léčiv s nespecifickým účinkem se daleko častěji 

objevují závažné nežádoucí účinky. Farmakologický účinek specificky působících léčiv může 

být snížen, pokud je cíl jejich účinku obejit alternativní cestou. (2)  

Mezi nejběžněji používaná imunosupresiva můžeme zařadit kortikosteroidy 

(prednison, prednisolon, metylprednisolon, dexametazon), inhibitory a analoga DNA bází 

(azatioprin, metotrexát) a malé molekuly (kalcineurinové inhibitory – cyklosporin A 

a takrolimus; mTOR inhibitory – sirolimus a everolimus). V případě indukční léčby se pak 

používají antilymfocytární protilátky, ať už polyklonální (ALG) nebo monoklonální 

(muromonab, basiliximab, daklizumab, alemtuzumab).(2, 3) 

Dlouhodobě podávaná imunosuprese u transplantovaných pacientů způsobuje sníženou 

schopnost imunitního systému plnit svou homeostatickou funkci, což vede k vyšší morbiditě 

a mortalitě u těchto jedinců. Monitorování funkčnosti imunitního systému a jeho schopnosti 

odpovídat na antigenní podněty má proto velký význam, aby mohla být u těchto pacientů 

aplikována individualizovaná imunosupresivní terapie zajišťující optimální poměr mezi 

nutnou imunosupresí a schopností imunitního systému zajišťovat imunitní dozor v organismu. 

Mezi nejčastější virová agens způsobující posttransplantační komplikace patří herpetické viry 

a mezi nimi cytomegalovirus (CMV), z bakteriálních infekcí jsou to pak mykobakteria, 

především mycobacterium tuberculosis. Pro obě výše zmíněná agens je charakteristické, že 

se jedná o organismy, které přežívají intracelulárně a jejich úplná eradikace je velmi obtížná. 

Imunitní systém dokáže při normální, nesuprimované funkci, jejich případnou aktivaci v rámci 

svého dozoru sám eliminovat, takže postižený jedinec vůbec nepozoruje příznaky nemoci. 

Jestliže se však po transplantaci nachází ve stavu silnější imunosuprese, mohou se tato agens 
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nekontrolovatelně aktivovat, nejsou účinně eliminována a infekce propuká v plném rozsahu. 

Proto je např. také doporučováno, aby u příjemců orgánů, kteří jsou séronegativní na CMV, 

byla již preventivně podávána virostatika především tehdy, obdrželi-li orgán od CMV 

pozitivního dárce (4, 5). Pro monitoring akutní CMV infekce nestačí sérologický screening 

a je zapotřebí provádět průkaz CMV-DNA (6).  

 

2.1. Kalcineurinové inhibitory  

Kalcineurinové inhibitory (CNI) významně přispívají již od 80-tých let k úspěchu 

při orgánových transplantacích, a to zejména u transplantací ledvin. Patří zde cyklosporin A 

a takrolimus. Cyklosporin A je prvním lékem selektivně působícím na T-buňky, který oproti dříve 

užívanému azatioprinu nevyvolává myelosupresi, takrolimus byl vyvinut jako jeho terapeutická 

alternativa. CNI mají prokazatelnou roli nejen při prevenci akutní buněčné rejekce 

transplantovaných orgánů, ale také při léčbě psoriázy a nefrotického syndromu. Jsou užívány 

i u mnoha autoimunitních chorob, například cyklosporin A slouží jako lék II.-III. linie 

ve farmakoterapii revmatoidní artritidy. (7) 

Mechanizmus účinku, kterým CNI inhibují aktivaci T-buněk, je dobře znám. Vazba 

receptoru T-buněk s MHC (major histocompatibility complex) peptidem za normálních 

okolností spustí kalcium dependentní intracelulární signalizaci, která vyústí v aktivaci 

kalcium/kalmodulin dependentní fosfatázy kalcineurinu. To vede k defosforylaci NFAT 

(nuclear factor activated T-lymphocytes) umožňující jeho translokaci do jádra, kde zvyšuje 

vazbu transkripčních faktorů pro geny kódující prozánětlivé cytokiny jako jsou IL-2, IL-3, IL-4, 

INF-y a TNF-α. Kalcineurinové inhibitory po vstupu do cytoplazmy T-buněk vytvoří komplexy 

s jejich imunofiliny (7, 8), přičemž cyklosporin A se váže na cyklofilin a takrolimus na tzv. 

12kDa FK506-vázající protein (FKBP-12 - FK binding protein-12). Komplexy CNI-imunofilin) 

inhibují kalcineurinovou aktivitu a tím předcházejí translokaci NFAT do jádra a transkripci genů 

cytokinů. Výsledkem je, že CNI zablokují produkci prozánětlivých cytokinů jako je např. IL-2 

a inhibují aktivaci T-buněk a jejich proliferaci (9). Při léčbě revmatoidní artritidy 

je cyklosporin A dále schopen kompletně nebo částečně zablokovat tvorbu IL-15 a IL-17. 
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2.1.1. Cyklosporin A 

Cyklosporin A (CsA) je cyklický undekapeptid se strukturou cyclo-[MeBmt-a-Abu-

Sar-MeLeu-Val-MeLeu-Ala-D-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal] a s molekulovou hmotností 1201 

Da. Na rozdíl od lineárních peptidů nemá volnou karboxy ani amino skupinu a proto 

se nerozpouští ve vodě, je však dobře rozpustný v tucích. Je velmi stálý a jeho cyklická struktura 

se rozpadá až při působení silných kyselin nebo zvýšené teploty. 

CsA se používá nejen v transplantologii a při léčbě vybraných autoimunitních poruch, 

ale jeho uplatnění se rozšiřuje i na řadu onemocnění vyvolaných nebo provázených poruchami 

imunity. Jeho indikace zasahují do oboru revmatologie, gastroenterologie, hematologie, 

neurologie, diabetologie, oftalmologie a dermatologie (10, 11). 

 

2.1.1.1. Farmakokinetika 

Cyklosporin A může být podáván jak intravenózně tak perorálně. Je vysoce lipofilní, 

díky čemuž je snadno distribuován přes membrány a do tkání. V krvi je 58% CsA vázáno 

na erytrocyty, 4% na granulocyty, 5% na lymfocyty a 33% se vyskytuje v plazmě, kde je asi 

98% vázáno na proteiny (85-90% na lipoproteiny a 5-15% na ostatní proteiny) (12). 

Po perorálním podání je popisována jeho signifikantní presystémová eliminace, zejména díky 

biotransformaci léčiva 3A izoformou cytochromu P450. Přítomnost jiných P450 izoenzymů 

na biotransformačních procesech CsA není vyloučena, zejména díky metabolitům nalezeným 

v moči po perorálním podání léčiva. Cyklosporin A byl popsán také jako středně silný 

inhibitor biotransformační aktivity P450 3A4 a je i substrátem a inhibitorem P-glykoproteinu. 

Ačkoli je peptidová struktura CsA k metabolizmu rezistentní, boční řetězce jsou extenzivně 

metabolizovány na více než 30 metabolitů (13). Tyto jsou nazvány podle jednotné 

nomenklatury z roku 1990, která zahrnuje primární i sekundární metabolity nalezené v moči, 

žluči, krvi a stolici (14). Názvosloví metabolitů CsA je velmi jednoduché, písmeno A ve zkratce 

značí cyklosporin A a písmeno M metabolit. Číslice označuje pořadí aminokyseliny, u které 

došlo k hydroxylaci. V případě N-demetylace se přidává navíc písmeno N, u cyklizace písmeno 

c. Tento systém věnuje také pozornost rozlišení různých metabolitů podléhajících oxidaci 

v pozici 1. Například. AM1A znamená oxidaci v pozici 1 na kyselinu. Cyklický analog je pak 

označován AM1cA, aldehyd AM1cAL (14). Běžně měřitelnými metabolity v krvi jsou AM1, 
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AM9, AM1c, AM19 a AM4N, přičemž AM1 dosahuje nejvyšší koncentraci v porovnání 

s ostatními metabolity. Ve žluči byly nalezeny AM19, AM4N9, AM1, AM1A a AM1c, 

hlavním metabolitem je zde AM1A. (15) Vzniklé metabolity vykazují nižší imunosupresivní 

aktivitu a nežádoucí účinky než mateřská látka.(15) Pouze 0,1 % CsA je v nezměněné formě 

vylučováno močí, případně stolicí (16) Základní farmakokinetické parametry jsou uvedeny 

v tabulce 1.(3)  

 

Tabulka 1. Farmakokinetické parametry cyklosporinu A (t1/2, biologický poločas; Cl, 

clearance; Vd, distribuční objem; fu vazba na plazmatické proteiny; F, absolutní biologická 

dostupnost po perorálním podání) 

 t1/2 [h] Cl [ml/min/kg] Vd [l/kg] fu [%] F [%] 

cyklosporin A 3 - 27 5 – 10 3,6 – 7,4 96 – 99 5 - 80 

 

 

2.1.1.2. Lékové interakce 

 Cyklosporin A je substrátem CYP 3A (a zároveň inhibitorem P450 3A4) a substrátem 

i inhibitorem P-glykoproteinu, z tohoto důvodu je popisována celá řada lékových interakcí 

spojených s jeho podáváním. P-glykoprotein je transmembránový transportér, který přenáší 

mnoho endogenních substancí z cytoplazmy do extracelulárního prostoru. Ve střevě snižuje P-

glykoprotein biologickou dostupnost léčiva po perorálním podání tím, že ho vylučuje 

z enterocytů do lumen střeva. Je kódován genem MDR-1 (multidrug resistance-1) známým také 

pod označením ABCB1. Genetický polymorfismus tohoto transportéru může přispívat k výrazné 

interindividuální variabilitě farmakokinetiky CsA, nicméně výsledky doposud provedených 

studií jsou protichůdné. Zcela jasný není ani vliv současného podání inhibitorů či induktorů P-

glykoproteinu a CYP 3A4 k cyklosporinu A. Biologická dostupnost CsA může být kromě toho 

ovlivněna i současně užitou potravou, jídlo zvyšuje biologickou dostupnost o 23 % a mléko o 

39 % (16). Lékové interakce jsou uvedeny v tabulce 2. 
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Tabulka 2. Interakce cyklosporinu A (AUC – plocha pod křivkou)(3) 

Zvýšení hladin CsA 

makrolidová 

antibiotika 

klaritromycin 
 AUC 3x 

erytromycin 
 AUC 5x 

roxitromycin 
 AUC o 37 % 

azolová antimykotika 

itrakonazol 
 AUC 2-3x 

ketokonazol 
 AUC 2x 

vorikonazol 
 AUC 2,5x 

H2-antihistaminika cimetidin 
 AUC o 32 % 

antidepresiva fluoxetin, fluvoxamin 
 AUC 2x 

kalciové blokátory 

verapamil 
 AUC o 50 - 70 % 

diltiazem 
 AUC o 30 - 60 % 

antibiotika 

gentamicin 
 AUC o 5 - 65 % 

chloramfenikol 
 AUC o 41 % 

Ostatní grapefruitová šťáva 
 AUC o 72 % 

Snížení hladin CsA 

antiepileptika 

fenobarbital 
 AUC o 25 % 

karbamazepin 
 AUC o 50 % 

fenytoin 
 AUC o 37 - 47 % 

Ostatní 

rifampicin 
 AUC až o 70 % 

saquinavir 
 AUC až o 90 % 

třezalka tečkovaná  
 AUC o 30 - 65 % 
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2.1.1.3 Nežádoucí účinky 

CNI jsou spojeny s řadou lékově specifických nežádoucích účinků. Mnoho z nich 

je závislých na dávce a ve vztahu k místům, kde je hladina kalcineurinu nejvyšší, tedy 

v mozku a v ledvinách. Užívání cyklosporinu A je spojeno zejména s nefrotoxicitou, která 

je  jedním z nejvýznamnějších nežádoucích účinků, zvláště po transplantaci. Částečně je to 

díky vazokonstrikci aferentní arterioly s následnou redukcí renálního průtoku krve a míry 

glomerulární filtrace; tyto změny jsou projevem akutní toxicity a jsou reverzibilní při vysazení 

CNI. Dlouhodobě cyklosporin A vyvolává chronické ireverzibilní změny, které jsou 

charakterizovány intersticiální fibrózou a obliterativními arteriolárními změnami díky 

fibróznímu ztluštění intimy. Běžným důsledkem léčby cyklosporinem A je pak hypertenze (7), 

která je někdy spojená se zvýšením krevního tlaku v nočních hodinách (17-19). Důvodem 

hypertenze je CsA indukovaná rozsáhlá vazokonstrikce v systémové cirkulaci a nárůst 

arteriálního krevního tlaku (20) Vzestup krevního tlaku při užívání CsA byl ve dříve 

provedených studiích ve srovnání s placebem statisticky významný a je také zřejmě závislý 

na dávce - nižší dávky (1-4 mg/kg/den) zvyšovaly střední krevní tlak průměrně o 5mmHg, 

zatímco vyšší dávky (>10 mg/kg/den) průměrně o 11mmHg (21). Neurotoxicita způsobená 

CNI je zhoršená v případě nízké sérové hladiny hořčíku a může se projevovat několika 

způsoby. Příkladem je bolest hlavy a tremor, které se zvýrazňují v době dosažení maximální 

koncentrace léčiva v plazmě (asi za 1-2 hod po užití). Běžná je nespavost, méně časté rozčilení, 

neklid, křeče, psychózy, halucinace, encefalopatie a poruchy vědomí (8). Metabolické účinky 

CsA  zahrnují diabetogenní efekt, hyperurikémii a hyperlipidemii. Specifickým nežádoucím 

účinkem cyklosporinu A je hyperplazie dásní a hypertrichóza (8). 



 

 

- 13 - 

2.1.1.4. Terapeutické monitorování 

 Cyklosporin A je lék s úzkým terapeutickým rozmezím, u něhož se projevuje 

významná interindividuální variabilita farmakokinetiky, mající za následek rozdílnou odpověď 

na terapii při podání stejné dávky. Jeho nedostatečná sérová koncentrace vede k rejekci 

transplantátů, naopak vysoké koncentrace se projevují nefrotoxicitou, selháváním orgánů 

a deliriem. V klinické praxi neexistují imunologické testy, kterými by bylo možno účinnost 

imunosuprese CsA sledovat, a proto se monitorování CsA omezuje na stanovení jeho 

koncentrací v krvi. Bylo zjištěno, že monitorování CsA pomocí údolních hladin (C0 – trough) 

je nepřesné (22, 23). Proto se v poslední době výzkum soustřeďuje na sledování celkové 

expozice CsA (vyjádřené jako AUC), která by měla lépe korelovat s klinickým stavem a 

rizikem rejekce. Pro výpočet AUC se používá metoda omezeného počtu odběrů, tzv. sparse 

sampling (24-29). Spolehlivé i praktické je také stanovení hodnoty Cmax (maximální dosažená 

koncentrace CsA) nebo C2 (koncentrace dosažená ve 2. hodině po podání CsA) (30-34). 

Terapeutické monitorování (TDM) CsA kromě stanovení jeho hladin sleduje také klinický 

stav pacienta při imunosupresi a zabývá se tak nejen farmakokinetickými, ale 

i farmakodynamickými údaji založenými na kvantitativní analýze CsA. Cyklosporin A 

se používá i v kombinaci s jinými imunosupresivy, jako je sirolimus, everolimus a kyselina 

mykofenolová. Terapeutická rozmezí jednotlivých imunosupresiv uváděná v literatuře jsou 

zatím velmi rozdílná.   

Vzhledem k mechanismu účinku CsA, kterým je vazba na cyklofilin A v cytoplazmě 

lymfocytů, je výhodnější monitorovat koncentrace CsA právě v místě účinku, a to 

v lymfocytech (35). Někteří autoři prokázali, že koncentrace v lymfocytech mají, na rozdíl 

od hladin v krvi, výraznou souvislost s klinickým stavem a imunitní odpovědí. (36, 37) 

Pro TDM cyklosporinu A se používají především metody imunoanalytické, metody 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapalinová chromatografie ve spojení 

s hmotnostní detekcí (LC-MS). 

2.1.1.4.a Imunoanalytické metody stanovení cyklosporinu A 

Pro účely TDM jsou ke stanovení hladin CsA v laboratorní praxi využívány různé 

varianty kompetitivních imunoanalytických metod. Jejich principem je soutěž (tedy kompetice) 

o omezené množství vazebných míst na specifické protilátce. Během reakce mezi sebou 
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soutěží na jedné straně cyklosporin A přítomný v analyzovaném vzorku a na straně druhé 

cyklosporin A označený vhodným způsobem (radioizotopem, enzymem, fluoresceinem apod.), 

který je do reakce přidáván jako indikátor pro kvantifikaci jejího průběhu. 

S ohledem na postupný vývoj těchto metod byly ke značení používány nejdříve 

radioizotopy (tritium 3H nebo jod 125I), později pak především enzymy, s využitím jejich 

následné reakce s odpovídajícím substrátem a fotometrické nebo fluorometrické detekce. 

Vývoj těchto metod se odehrával také ve vztahu k používaným specifickým protilátkám, což 

mělo samozřejmě vliv na vlastní specifitu stanovení. Ta je právě v případě monitorování CsA, 

vzhledem k přítomnosti řady jeho metabolitů, významným problémem. V posledních letech 

byly zavedeny do rutinní praxe specifické monoklonální protilátky s malou zkříženou reakcí 

s metabolity CsA, které se připravují in vitro hybridizací. 

Imunoanalytické metody jsou z hlediska instrumentálního provedení poměrně 

jednoduché a nezávislé na proměnných parametrech přístrojové techniky. S postupem času byly 

zejména neizotopové varianty těchto metod automatizovány s možností jejich zpracování nejen 

na imunoanalyzátorech (metoda FPIA), ale také na běžných biochemických analyzátorech 

(metody EMIT, CEDIA).  

Některé parametry specifických imunoanalytických metod jsou shrnuty v publikaci 

autorů Šafarčík, a kol. (38). 

2.1.2.4.b HPLC metoda stanovení cyklosporinu A 

Stanovení CsA v biologických tekutinách pomocí metody vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (HPLC) umožňuje přesné měření parentní látky, proto je považována za refe-

renční metodu. Tato metoda dovoluje na rozdíl od imunoanalytických metod stanovit společně 

s CsA i jeho metabolity. HPLC metody využívají principu separace látek na základě distribuce 

mezi pevnou (stacionární) fází zakotvenou na koloně a pohyblivou (mobilní) fází kolonou 

protékající.  

Bylo popsáno velké množství chromatografických metod stanovení cyklosporinu A (13, 

28, 39-48) a pro všechny je společné, že vyžadují poměrně náročnou přípravu vzorků, která 

je podmínkou pro spolehlivé monitorování. Extrakční postupy jsou založeny na principech 

extrakce v kapalné fázi (liquid-liquid extraction), extrakce na kolonkách (liquid-solid 

extraction) a extrakce prováděná na zařízeních spojených přímo s HPLC přístrojem (column-
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switching techniques a automatic sample clean-up). Tyto složité pracovní postupy jsou důležité 

vzhledem k používané krátké vlnové délce UV záření (200-220 nm), při které může mnoho látek 

při analýze interferovat. Protože především mnohonásobnými extrakčními postupy dochází 

ke ztrátám účinné látky, analýza CsA se provádí výlučně pomocí vnitřního standardu (IS). 

To je látka podobných vlastností, která se přidává ke každému kalibračnímu i analyzovanému 

vzorku a vyhodnocuje se poměr sledovaného analytu a vnitřního standardu. Jako vnitřní standard 

se nejčastěji po-užívají cyklosporiny D a C (CsD, CsC) při stanovení parentní látky a CsD 

při současné analýze metabolitů.  

Jednotlivé metody stanovení samotného cyklosporinu A nebo CsA s jeho metabolity 

se liší použitými extrakčními činidly (diethyleter, methanol, hexan atd.), složením mobilní fáze 

(acetonitril/voda, voda/methanol/acetonitril, methanol/voda, acetonitril/fosfátový pufr atd.), 

stacionární fází (C18 nebo CN-kolony), teplotou (50-80°C) a rychlostí průtoku mobilní fáze 

(0,25-1 ml/min). Přehledné porovnání nejobvyklejších HPLC analýz stanovení CsA je uvedeno 

v publikaci autorů Komzáková, a kol. (49). 

2.1.1.4.c Stanovení cyklosporinu A metodou kapalinové chromatografie s hmotnostní 

detekcí (LC-MS) 

Protože hmotnostní spektrometrie je založena na produkci, rozlišení a detekci iontů v plynné 

fázi, byla dříve hmotnostní detekce využívána pouze v kombinaci s plynovou chromatografií. Až 

začátkem 80-tých let 20. století vývoj ionizace za atmosférického tlaku (elektrosprej a chemická 

ionizace) umožnil spojení kapalinové chromatografie s hmotnostním detektorem. 

Pro kvantitativní analýzu léčiv se převážně používá kapalinová chromatografie s jednoduchým 

(LC-MS) nebo trojitým kvadrupólem (LC-MS/MS). LC-MS metody jsou rychlé, ale podobně jako 

HPLC-UV vyžadují přípravu vzorků vzhledem k rušivým vlivům matrice. Pracuje se výhradně 

s vnitřním standardem. Používají se buď stabilní značené izotopy a/nebo látky strukturně podobné 

cyklosporinu A, převážně CsD nebo askomycin pro analýzu dalších imunosupresiv. Je možné 

analyzovat  látky se stejným retenčním časem, a to na základě poměru hmotnosti/náboji (m/z), 

což výrazně zkracuje čas analýzy ve srovnání s klasickou HPLC-UV metodou. Výhodou LC-MS 

metod je selektivní detekce, která dovoluje při vhodném zpracování vzorků pracovat 

se složitými směsmi i velmi podobných látek jakými jsou např. metabolity cyklosporinu A 

(50). LC-MS metody jsou robustní, velmi přesné a vysoce citlivé. Mohou simultánně měřit 
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několik látek v širokém rozmezí koncentrací, čehož se s velkou výhodou, finanční i časovou, 

využívá při stanovení CsA s dalšími imunosupresivy (51-55). 

Publikované metody stanovení CsA metodou kapalinové chromatografie s hmotnostní 

detekcí jsou podobné, liší se např. v objemu a přípravě vzorku, použitém vnitřním standardu, 

složení a průtoku mobilní fáze, typu kolony nebo nastavení MS detektoru. Většina 

prezentovaných metod vychází z analýzy předem upraveného analytu. Existují však také 

metody, které využívají on-line extrakce v podobě dvojdimenzionální chromatografie nebo 

techniky přepínání kolon (52-54, 56, 57). LC-MS metody mohou být dobře využity i tam, kde 

je limitováno množství vzorku, např. u biopsií nebo u vzorků krve od pediatrických pacientů 

(58, 59). Výhodné je využití této metody v případě měření velmi nízkých koncentrací, jako 

např. stanovení CsA nebo CsA s jeho hlavními metabolity AM1, AM4N a AM9 v lymfocytech 

(60-64). 
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2. CÍLE 
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 zavést, optimalizovat a validovat metodu vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

s hmotnostní detekcí na stanovení cyklosporinu A a metabolitů AM1, AM9 a AM4N 

v plné krvi a separovaných periferních lymfocytech 

 srovnat koncentrace cyklosporinu A a jeho metabolitů v krvi a lymfocytech 

 sledovat vliv cyklosporinu A a jeho metabolitů na cirkadiální kolísání krevního tlaku 

 využití této metody pro terapeutické monitorování v běžné klinické praxi 

 sledovat vliv cyklosporinu A a metabolitů na imunitní systém 
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3. METODA 
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Práce byla vypracována v rámci grantu MZ IGA 1A/8655-5 schválena Etickou komisí 

FN Ostrava a provedena v souladu s Helsinskou deklarací 1975 ve znění z roku 1996. Všichni 

pacienti podepsali Informovaný souhlas  

 

3.1. Vývoj nové metody stanovení cyklosporinu A a jeho primárních 

metabolitů v krvi a lymfocytech  

TDM cyklosporinu A je založeno na stanovení koncentrace cyklosporinu A v krvi 

a případně i v lymfocytech. Proto byla vyvinuta a validována metoda vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie ve spojení s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS). Tato metoda 

umožňuje stanovení cyklosporinu A a jeho primárních metabolitů AM1, AM9 a AM4N 

jak v krvi, tak i v periferních lymfocytech (28).  

3.1.1. Použité chemikálie 

Standardy cyklosporin A (Cyclosporine Ivax secondary standard RD016A) 

a cyklosporinu D (cyclosporine D  Ivax primary  standard RD0821) byly dodány firmou Ivax  

v odpovídající čistotě. Metabolity AM1, AM9 a AM4N (Ivax) byly připraveny semisynteticky 

nebo izolací z hub a jejich čistota byla nad 98% HPLC. Zásobní roztoky cyklosporinu A a D 

byly připraveny v metanolu v koncentraci 100µg/ml, zásobní roztoky jednotlivých metabolitů 

v koncentraci 1 mg/ml a byly uchovávány při –20 ºC. Pracovní roztoky všech látek 

(cyklosporinu A a D a metabolitů) byly připraveny v metanolu v koncentraci 4000 ng/ml 

a uchovány při 4 ºC. Tyto roztoky pak byly použity na přípravu kalibračních standardů. 

Extrakční činidlo bylo složeno z acetonitrilu a metanolu v poměru 2:3 s malým množstvím 

síranu zinečnatého v konečné koncentraci 10 mmol/l. 

3.1.2. Příprava kalibračních standardů pro krev 

Standardní vzorky jednotlivých látek o koncentraci 5, 50, 100, 250, 500, 1000 

a 2000 ng/ml) byly připraveny ředěním pracovního roztoku (koncentrace 4000 ng/ml). 

Z každého takto připraveného roztoku jsme pipetovali 50 µl do skleněných zkumavek spolu 

s 50 µl roztoku cyklosporinu D (IS) a metanol jsme odpařili v horkovzdušném termostatu 

při 80 ºC. Do každé zkumavky jsme přidali 200 µl plné krve od dárce neužívajícího danou 
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látku a extrakci jsme provedli podle pracovního postupu, který je uveden pod bodem 3.2.4.1. 

Extrakce vzorků krve. 

3.1.3. Příprava kalibračních standardů pro lymfocyty 

Standardní vzorky o koncentraci 2, 5, 50, 100, 250 a 500 ng/ml jsme pipetovali 

v množství 50 µl do skleněných zkumavek a metanol jsme odpařili v horkovzdušném 

termostatu při 80 ºC. Do každé zkumavky jsme následně přidali 50 µl vnitřního standardu 

a 0,5 ml extrakčního činidla. 

3.1.4. Příprava vzorků pro analýzu 

3.1.4.1. Extrakce vzorků krve 

Do zkumavek s vnitřním standardem jsme pipetovali 0,5 ml extrakčního činidla 

a 200 µl plné krve. Vzorek jsme intenzivně promíchali po dobu 30 s na laboratorní třepačce 

a centrifugovali 10 min v chlazené centrifuze při 1260 otáčkách/min. Supernatant jsme přelili 

do měřících vialek. 

3.1.4.2. Izolace a extrakce lymfocytů  

Lymfocyty jsme izolovali z 1,5 ml nesrážlivé krve za použití centrifugace v hustotním 

gradientu na Ficoll-Histopaque (Histopaque 1077, Sigma). Po 30-ti minutové centrifugaci 

při otáčkách 2700ot./min a teplotě 4 ºC jsme vrstvu obsahující lymfocyty přenesli do čisté 

zkumavky a dvakrát promyli fyziologický roztokem. Izolace jsme prováděli ihned po doručení 

vzorku (nejdéle za 1 hod po odběru) vzhledem k výraznému poklesu metabolitu AM1 

v lymfocytech. Po izolaci byl vzorek lymfocytů zmražen a uchováván při –20 ºC. Při vlastním 

stanovení jsme do každé zkumavky pipetovali 50 µl vnitřního standardu cyklosporinu D 

a 0,5 ml extrakčního činidla. Po extrakci a centrifugaci jsme supernatant přelili do měřících 

vialek.  

3.1.5. Přístrojové vybavení  

Na stanovení se použil kapalinový chromatograf  Acquity (Waters, USA), složený 

z binárního čerpadla a autosampleru a hmotnostní detektor MS/MS Quattro Micro API 

(Micromass, Velká Británie). Jako zdroj dusíku sloužil dusíkový generátor (Dominick Hunter 

scientific, Německo).  
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3.1.5.1. Kapalinová chromatografie 

Na analýzu CsA a jeho metabolitů AM1, AM9 a AM4N jsme použili  kolonu 

2,1x100 mm, C18, o velikosti částic 1,7 um (Acquity ultra performance LC, Waters)  

a gradientovou eluci. Mobilní fáze byla složena z mobilní fáze A – (2mmol /l octan amonný 

a 0,5 % kyselina mravenčí ve vodě) a mobilní fáze B (2mmol /l octan amonný a 0,5 % 

kyselina mravenčí v acetonitrilu) o průtoku 0,4 ml /min. Doba analýzy byla 5 minut. 

3.1.5.2. MS/MS detekce 

Detekce daných látek probíhala v positivním ESI módu a jednotlivá  MRM spektra 

použitá na kvantifikaci jsou uvedena v tabulce 3 

 

Tabulka 3. MRM spektra MS/MS detekce 

 CsA CsD AM1 AM9 AM4N 

Retenční čas 2,5 2,62 2,2 2,2 2,34 

m/z1 1202,8 1216,9 1219,1 1219,1 1189,0 

m/z 2 156,2 199,25 425,6 212,4 142,2 

Na vyhodnocení kalibrací a výsledků jsme použili softwarový program MassLynx V 4.1 

(Waters, Milford, MA, USA) (28) 

 

3.2. Soubor pacientů 

3.2.1 TDM CsA a jeho metabolitů u pacientů v akutní fázi po 

transplantaci ledviny – skupina č. 1 

Do skupiny č. 1 bylo zařazeno 14 pacientů přijatých na Transplantační JIP Interní 

kliniky FN Ostrava k transplantaci (Tx) ledviny. Pacienti užívali cyklosporin A (Sandimmun 

Neoral, Novartis s.r.o, Praha, Česká republika nebo EquoralTEVA Czech Industries, 

Opava, Česká republika), v kombinaci s prednisonem a kyselinou mykofenolovou. U jednoho 

pacienta byla 14 dnů po transplantaci zaměněna kyselina mykofenolová za azatioprin. 

Charakteristika pacientů je uvedena v tabulce č. 4 .Krev na stanovení CsA a metabolitů byla 

odebírána do zkumavek s EDTA. Odběry byly provedeny během prvního týdne každý den 
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a poté na konci 2. a 3. týdne a měsíc po transplantaci vždy před užitím (C0), za 2 hod (C2) a za 

4 hod (C4) po užití medikace. Další odběry byly 2., 3., 4., 5., 6., 8., 10. a 12 měsíc a poté co 3 

měsíce, vždy v C0 a C2. 

Vzorky byly co nejrychleji dopraveny do laboratoře, zpracovány (separace lymfocytů) 

a dle možností ihned změřeny nebo zamraženy na -20 ºC. 

Zároveň byly pacientům provedeny standardní kontrolní odběry na stanovení 

biochemických parametrů (urea v séru, sérový kreatinin, ALT, AST), krevního obrazu 

(absolutní počet lymfocytů) a byla vypočítána clearance kreatininu podle Cockrofta a Gaulta. 

AUC0-4 byla vypočítána pomocí lineárního lichoběžníkového pravidla. 

Pacienti skupiny č.1 byli na základě hodnot sérového kreatininu rozděleni do 2 skupin 

– skupina s okamžitým nástupem funkce štěpu (IF) a skupina s opožděným nástupem funkce 

štěpu (DF). Zpožděná funkce štěpu byla definována jako a) nutnost provedení více než 

1 dialýzy v průběhu prvního týdne po transplantaci, b) plazmatické koncentrace kreatininu 

>500 mol/l v průběhu prvního týdne po transplantaci nebo c) oligourie <1l/24hod trvající 

déle než 2 dny (65).  

 

Tabulka 4. Charakteristika pacientů (IF – pacienti s okamžitým nástupem funkce, DF – 

pacienti s opožděným nástupem funkce) 

 
IF DF P 

muži/ženy 3/4 5/2  

hmotnost (kg) 60.7 ± 9.7 86.1 ± 17.7 0.013 

výška (cm) 163.9 ± 8.1 176.6 ± 8.3 0.021 

věk (roky) 50.1 ± 17.6 55.7 ± 9.9 N.S. 

Sandimmun Neoral /Equoral 2/5 2/5  

dárce (kadaverózní/žijící) 6/1 7/0  

Doba studené ischémie (hod) 13 ± 6 18 ± 3 N.S. 
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3.2.2 TDM CsA a jeho metabolitů při chronickém podávání po 

transplantaci ledviny – skupina č. 2 

3.2.2.a Sledování hladiny CsA a metabolitů v krvi a lymfocytech 

Do skupiny č. 2 bylo zařazeno 54 pacientů navštěvujících Nefrologickou ambulanci 

Interní kliniky FN Ostrava. Pacienti užívali cyklosporin A (Sandimmun Neoral, Novartis 

s.r.o, Praha, Česká republika nebo EquoralTEVA Czech Industries, Opava, Česká 

republika), nejčastěji v kombinaci s kyselinou mykofenolovou, kortikosteroidy, everolimem 

a azatioprinem. Charakteristika souboru je uvedena v tabulce č. 5. Krev na stanovení CsA 

a metabolitů byla odebírána do zkumavek s EDTA. Odběry u pacientů této skupiny 

se prováděly co 3 měsíce při ambulantní kontrole, vždy s odběrem před a za 2 hod po užití. 

Vzorky byly po doručení do laboratoře okamžitě zpracovány (separace lymfocytů) 

a dle možností ihned změřeny nebo zamraženy při -20 ºC.  

Zároveň byly pacientům provedeny standardní kontrolní odběry na stanovení 

biochemických parametrů (urea v séru, sérový kreatinin, ALT, AST), krevního obrazu 

(absolutní počet lymfocytů) 

Byla sledována korelace koncentrací CsA a metabolitů analyzovaných v krvi 

a v lymfocytech.  

Charakteristika pacientů na počátku sledování je uvedena v tabulce číslo 11. Pacienti 

byli sledováni celkem 4 roky. 

 

Tabulka č. 5. Charakteristika souboru 

muži/ženy 30/24 

hmotnost (kg) 76,1±15,9 

výška (cm) 167,9±9,8 

věk (roky) 54,7±10,8 

denní dávka (mg) 152,0±47,4 

kreatinin (μmol/l) 144±54 

počet lymfocytů (počet buněk/l) 1,9*109±1,1*109 
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3.2.2.b Sledování vlivu CsA a jeho metabolitů na cirkadiální kolísání krevního tlaku 

Vzhledem k výskytu hypertenze po transplantaci ledvin bylo 31 pacientů (z toho 

16 mužů a 15 žen) ze skupiny 2 dispenzarizováno v Ambulanci pro léčbu hypertenze a bylo 

jim provedeno 24-hodinové ambulantní monitorování krevního tlaku (ABPM) ve stejný den 

jako odběr krve na CsA. Průměrný věk byl 54±12 roků, průměrná hmotnost 75 ± 16kg a 

průměrná výška 167 ± 11cm. Sledování bylo provedeno 3x v 1-ročních intervalech. Pacienti 

byli rozděleni do dvou skupin podle toho, zda došlo k poklesu nočního tlaku („dipper“ - D) 

či nikoliv („non-dipper“ – N, pokles nočního tlaku < 10%) a byl sledován vliv cyklosporinu A 

a jeho primárních metabolitů na cirkadiální kolísání krevního tlaku. 

Antihypertenzivní medikace ve skupině „dipper“ a „non-dipper“ užívaná pacienty 

v celém průběhu studie a zaznamenaná během 3 vyšetření je uvedena grafu 1 a 2. 

 

Graf 1 Antihypertenzivní medikace ve skupině „dipper“ 
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Graf 2 Antihypertenzivní medikace ve skupině „non-dipper 

18

1413

5

7
6 Betablokátory

Blokátory Ca2+ kanálů

ACEI

AT1- blokátory

Diuretika

Agonisté I receptorů

 

 

 

3.2.3 Sledování funkčnosti imunitního systému 

Odběry na vyšetření imunitního systému byly provedeny u pacientů skupiny č. 1 

následovně: před transplantací, 1., 2. a 7. den po transplantaci – před, za 2 hod a za 4 hod  

po užití; poté 2. a 4. týden po transplantaci  a 2.,3., 4., 5., 6., 8.,10. a 12. měsíc po transplantaci 

– vždy před užitím léku. 

3.2.3.a Funkčnost imunitního systému 

Funkčnost imunitního systému byla testována testem transformace lymfocytů (TTL) 

po stimulaci fytohemaglutininem (PHA), pomocí produkce INF- po stimulaci PHA, 

antigenem cytomegaloviru (CMV Ag) a směsí antigenů M. tuberculosis za využití systému 

QuantiFERON firmy Cellestis (dle instrukcí výrobce). V supernatantech kultur získaných 

v testu QuantiFERON byly stanoveny také další cytokiny (IFN, IL-2, IL-10, IL-4 a IL-5) 

pomocí multiplexové metody ALBIA soupravami firmy BioSource. Případná rejekční krize 

byla monitorována stanovováním sIL2-R v plasmě ELISA soupravou firmy Bender, popř. 

R&D.  
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3.2.3.b Imunita proti CMV 

U pacientů byla také posuzována CMV-specifická imunita zprostředkovaná CD8+ T-

lymfocyty. Pacienti podstoupili sérologický screening výskytu CMV a detekci CMV-

specifické DNA metodou real-time polymerázové řetězové reakce (PCR). Specifické 

protilátky proti CMV byly stanoveny komplement fixačním testem a enzymoimunoanalýzou. 

Ke stanovení celkové avidity byl použit komerční set ELISA-Viditest anti-CMV (TestLine) 

s antigenem pp65. CMV nálož v krvi byla stanovena metodou real-time PCR ReSSQ CMV 

(LightUp) a byla vyjádřena jako počet kopií v 1 ml. Vyšetření CMV-specifické DNA bylo 

provedeno pouze při  podezření na CMV infekci nebo reaktivaci této infekce. Celkem bylo 

testováno 178 krevních vzorků. Charakteristika pacientů je uvedena v tabulce č. 6. 

 

Tabulka 6. Charakteristika pacientů 

muži/ženy 8/6 

věk  53 (27-75) 

pacienti s "nízkou" hladinou protilátek 3 

CMV-pozitivní dárce 13 

pacienti s potvrzenou CMV infekcí (PCR) 4 (28,6%) 

pacienti s podezřením na CMV infekci (PCR) 3 (21,4%) 

čas k rozvoji CMV infekce od transplantace k 

potvrzení infekce (dny; min-max) 
60 (29-90) 

 

 

3.3. Statistické metody 

Ke statistickému zpracování výsledků byl použit program Graph Pad version 5.00 

pro Windows. Za statisticky signifikantní byla považována hodnota p<0,05. Všechna data byla 

testována D‘Agostinovým-Pearsonovým testem normality dat. Na základě tohoto testu pak 

byla jednotlivá data porovnávána nepárovým t-testem (v případě Gaussova rozložení) nebo 

neparametrickým Mann-Whitney testem (i u výsledků pacientů skupiny č. 1 z důvodu malého 
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souboru). Při sledování korelace mezi hladinami byl použit Pearsonův, příp. Spearmanův 

korelační koeficient.  

K porovnání rozdílu v antihypertenzivní terapii mezi skupinou „dipper“ a „non-dipper“ 

byl použit χ2-test. 

Při testování funkčnosti imunitního systému byl vzhledem k abnormální distribuci dat 

ke statistické analýze použit 2-výběrový Wilcoxonův (Mann-Whitney) test s hranicí 

významnosti 5%. 
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4. VÝSLEDKY 
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4.1. Validace LC-MS/MS metody (66) 

Parametry metody jako je teoretická a naměřená koncentrace, variační koeficient (CV v %) 

a recovery (%) jsou pro krev uvedeny v tabulce č. 7 a pro lymfocyty v tabulce č. 8 

 

Tabulka 7.  Parametry metody pro krev  (CV – variační koeficient, R – výtěžnost) 

Koncentrace 

přidaná 

 (μg/l) 

V sérii Mezi sériemi 

koncentrace  

mean ± SD  

(μg/l) 

 

CV % 

 

R % 

koncentrace 

Mean ± SD  

(μg/l) 

 

CV % 

 

R % 

CsA 

 

 

10 

 

9,9 ± 0,41 4,1 99,0 9,8 ± 0,57 5,8 98,0 

500 

 

496,9 ± 19,7 4,0 99,4 532,1 ± 18,0 3,4 106,4 

2000 

 

2009,2 ± 35,9 1,8 100,5 2019,2 ± 100,8 5,0 101,0 

AM1 

 

      

10 

 

10, ± 0.73  7,3 100,0 10, ± 0,1 7,9 103,0 

500 

 

500,1 ± 36,4 7,2 100,0 517,5 ± 38,6 7,7 103,5 

2000 

 

1967,0 ± 57,8  2,9 98,3 2085,7± 119,6 5,7 104,2 

AM9* 

 

      

10 

 

9,8 ± 0,55 5,6 98,0 9,9 ± 0,91 9,1 99,0 

500 

 

494,5 ± 15,2 3,1 98,9 491 ± 30,5 6,2 98,2 

1000 

 

970,9 ± 44,4 4,6 97,9 961,5 ± 57,6 6,0 96,1 

AM4N 

 

      

5 

 

5,0 ± 0,39 7,7 100,0 5,3 ± 0,48 9,1 106,0 

100 

 

97,0 ± 4,4 4,4 97,0 109,5 ± 10,5 9,5 109,5 

500 

 

511,4 ± 24,8 5,0 102,2 517,5 ± 37,6 7,3 103,5 
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V Tabulce je uveden variační koeficient, výtěžnost a mezilehlá preciznost cyklosporinu A 

a metabolitů v krvi ( n= 12)      

Tabulka 8. Parametry metody pro lymfocyty (CV – variační koeficient, R – výtěžnost) 

Přidaná 

koncentrace 

 (μg/l) 

V sérii Mezi sériemi 

koncentrace 

Mean ± SD  

(μg/l) 

 

CV % 

 

R % 

koncentrace 

mean ± SD  

(μg/l) 

 

CV % 

 

R % 

CsA 

 

 

5 

 

5,4 ± 0,34 6,6 108,0 5,5 ± 0,40 7,2 110,0 

100 

 

108,1 ± 5,9 5,4 108,1 95,9 ± 3,8 4,0 95,9 

250 

 

248,6 ± 14,6 5,9 99,4 240,2 ± 12,3 5,1 96,0 

AM1 

 

      

5 

 

4,6 ± 0,31  6,7 92,0 4,7 ± 0,41 8,7 94,0 

100 

 

98,9 ± 4,8 4,9 98,9 102,8 ± 9,8 9,6 102,8 

250 

 

246,7 ± 9,8  4,0 98,7 267± 20,5 7,7 106,8 

AM9* 

 

      

5 

 

4,9± 0,45 9,1 98,0 5,1± 0,49 9,6 102,0 

100 

 

99,0 ± 0,46 6,3 99,0 102,5 ± 10,1 9,8 102,5 

250 

 

251,9 ± 11,8 4,7 100,7 259,0 ± 15,6 6,0 103,6 

AM4N 

 

      

5 

 

5,1± 0,33 6,5 102,0 5,2± 0,38 7,3 104,0 

100 

 

99,0 ± 4,4 4,4 99,0 106,5 ± 10,3 9,6 106,5 

250 

 

241,3 ± 14,3 5,9 96,5 269,0 ± 18,6 6,9 107,6 

 

V Tabulce je uveden variační koeficient, výtěžnost a mezilehlá preciznost cyklosporinu A 

a metabolitů v lymfocytech  ( n= 12)      
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S každým souborem analyzovaných vzorků byly analyzovány i kontrolní vzorky vždy ve třech 

hladinách.: 150, 400 a 800 ng/ml cyklosporinu  A. Výsledky kontrolních vzorků jsou tabulce 

č. 9.   

Tabulka 9.  Kontrolní vzorky měřené se vzorky pacientů  (n =8) 

koncentrace 150 400 800 

průměr 147 ±8,3 396,4 ± 28,5 773,3 ± 41,2 

VK (%) 5,6 7,2 5,3 

Recovery (%) 98 99,0 96,6 

 

 

4.2. Výsledky pacientů 

4.2.1 TDM CsA a jeho metabolitů u pacientů v akutní fázi po transplantaci 

ledviny – skupina č. 1 

 

4.2.1.a.Sledování koncentrací v krvi  

Po rozdělení do skupin byly u DF v krvi nalezeny během prvních dvou měsíců 

po transplantaci signifikantně vyšší koncentrace sérového kreatininu (v průběhu prvního týdne 

cca 5-6krát). (graf číslo 3) 

 

Graf 3. Hodnoty sérového kreatininu během 3 měsíců po transplantaci (* p<0,05)
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Clearance kreatininu byla vyšší také v průběhu dvou měsíců, signifikantní rozdíl však byl 

pouze mezi 2. a 7. dnem po Tx (graf číslo 4) 

 

Graf 4. Hodnoty clearance kreatininu během 3 měsíců po transplantaci (* p<0,05)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U skupiny s DF byly v průběhu prvního týdne naměřeny signifikantně vyšší 

koncentrace CsA v C0, (signifikantní v 3., 5. a 7. den po Tx),  v C2 byly vyšší první tři dny 

po Tx, poté byly nižší (signifikantní rozdíl byl jen 14. a 28. den po Tx) (graf 5a a 5b) 

 

Graf 5a. Koncentrace CsA v C0 v krvi (* p<0,05) 
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Graf 5b. Koncentrace CsA v C2 v krvi (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U metabolitu AM1 byly koncentrace v C0 u skupiny s DF  také vyšší - 5. den po Tx 

téměř trojnásobné (signifikantně 2., 5. a 6. den po Tx). Koncentrace v C2 byly u DF vyšší jen 

v průběhu prvního týdne po Tx (signifikantně 1. a 2. den), poté byly nižší (graf 6a a 6b) 

 

Graf 6a. Koncentrace AM1 v C0 v krvi (* p<0,05) 
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Graf 6b. Koncentrace AM1 v C2 v krvi (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Byly nalezeny zejména velké rozdíly u AM4N. Koncentrace v C0 u DF byly 

vyšší - v prvním týdnu 15-20krát vyšší (signifikantně 2. až 14. den a 28. den po Tx) 

(graf 7a). Rozdíly po užití byly nižší (signifikantní pouze 1. a 7. den po Tx).(graf 7b) 

 

 

Graf 7a. Koncentrace AM4N v C0 v krvi (* p<0,05) 
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Graf 7b. Koncentrace AM4N v C2 v krvi (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Koncentrace u skupiny s DF byly vyšší v C0 v průběhu prvního týdne, poté 

byly koncentrace v obou skupinách obdobné. Koncentrace v C2 byly v průběhu 

prvního týdne po Tx obdobné u obou skupin, poté byly u DF nižší. Rozdíly však u 

AM9 nebyly statisticky významné ani v C0 ani v C2. (graf 8a a 8b) 

Ke zlepšení renálních funkcí u DF pak došlo postupně a mezi druhým a třetím 

měsícem rozdíly v koncentraci sérového kreatininu, CsA i metabolitů mezi skupinami 

vymizely 

 

Graf 8a. Koncentrace AM9 v C0 v krvi (* p<0,05) 
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Graf 8b. Koncentrace AM9 v C2 v krvi (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.1.b. Sledování koncentrací v lymfocytech  

Obdobné výsledky jako v krvi byly nalezeny i v lymfocytech.  U skupiny s DF byly 

v C0 nalezeny vyšší koncentrace CsA (signifikantní rozdíl byl 2., 3. a 6. den po Tx), v C2 byly 

koncentrace u DF vyšší jen první tři dny po Tx, poté byly 4. až 7. den koncentrace obdobné 

a od 14. dne byly nižší. (graf 9a a 9b) 

 

Graf 9a. Koncentrace CsA v C0 v lymfocytech (* p<0,05) 
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Graf 9b. Koncentrace CsA v C2 v lymfocytech (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Koncentrace v C0 metabolitu AM1 u skupiny s DF byly také vyšší – nejvyšší rozdíl byl 

6. den po Tx, téměř pětinásobný (signifikantně 2., 3., 5. a 6. den po Tx). Koncentrace v C2 byly 

obdobné (signifikantně vyšší u DF 2. den) (graf 10a a 10b) 

 

Graf 10a. Koncentrace AM1 v C0 v lymfocytech (* p<0,05) 
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Graf 10b. Koncentrace AM1 v C2 v lymfocytech (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nejvyšší rozdíly mezi oběmi skupinami byly opět nalezeny u metabolitu 

AM4N, obdobně jako v krvi. Koncentrace v C0 byly u DF cca 10x vyšší, signifikantně 

vyšší od 3. do 60. dne, s výjimkou konce 2. měsíce. Koncentrace v C2 byly u DF vyšší 

po celou dobu sledování, rozdíl byl signifikantní s výjimkou 7., 21. a 28. dne). (graf 

11a a 11b) 

 

Graf 11a. Koncentrace AM4N v C0 v lymfocytech (* p<0,05) 
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Graf 11b. Koncentrace AM4N v C2 v lymfocytech (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Koncentrace AM9 byly v C0 u DF prvních 14 dnů vyšší (signifikantně 5.-7. den), poté 

byly obdobné. Koncentrace v C2 byly u DF vyšší jen první 2 dny a to signifikantně. (graf 12a 

a 12b).  

 

Graf 12a. Koncentrace AM9 v C0 v lymfocytech (* p<0,05) 
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Graf 12b. Koncentrace AM9 v C2 v lymfocytech (* p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.1.c. Srovnání AUC0-4 

Porovnávali jsme také AUC0-4 mezi skupinou s okamžitou a zpožděnou funkcí. U CsA 

a AM9 byla naměřena vyšší AUC0-4 u IF, u AM1 a AM4N naopak u DF. Největší rozdíl byl 

nalezen u metabolitu AM4N, statisticky však byl významný jen 1., 5. a 7. den po Tx. (tabulka 

10a a 10b). 

 

Tabulka 10a. Porovnání of AUC0-4 CsA a AM1 mezi skupinami (medián (min; max)) 

  CsA AM1 

dny  
po Tx 

IF DF IF DF 

1 1102 (487,3;2609) 2518 (737,3;3093) 1243 (320,4;2096) 2566 (1526;4239)** 

2 2802 (1572;3077) 2048 (1124;4485) 1691 (1035;3837) 4732 (1569;5664) * 

3 2231 (1145;3352) 2454 (2126;3960) 1769 (870,1;2999) 3314 (990,6;7555) 

4 3247 (1670;4464) 2381 (1032;3630) 1992 (1743;2857) 4039 (942,7;7604) 

5 3233 (1342;4377) 2487 (1932;2881) 2063 (1527;3459) 3264 (1586;9410) 

6 3339 (1420;4136) 2650 (1719;3624) 2805 (1680;3220) 3485 (1598;8226) 

7 2695 (1604;3566) 2269 (1004;2831) 2148 (1407;3421) 3724 (1477;4665) 

14 2337 (2153;4786) 1448 (482,9;1940) *** 2270 (1406;4454) 2272 (1372;3295) 

21 3185 (1735;4896) 1916 (1206;2433) * 2370 (2005;4350) 2325 (700,3;4841) 

28 2563 (1824;3704) 2180 (695,6;2943) 2322 (2130;4517) 2424 (735,3;6229) 

Statistická významnost * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001  
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Tabulka 10b. Porovnání of AUC0-4 AM4N a AM9mezi skupinami (medián (min; max)) 

  AM4N  AM9  

dny  
po Tx 

IF DF IF GF 

1 56,60 (5,40;142,8) 402,2 (9,40;643,2)* 2115 (363,1;6918) 2084 (1549;5800) 

2 83,45 (8,70;253,3) 443,6 (11,0;1070) 3250 (1859;8257) 3168 (1799;9202) 

3 91,75 (9,20;223,6) 300,7 (9,10;958,8) 3676 (1507;5204) 2720 (1424;8653) 

4 110,3 (20,0;240,8) 427,7 (10,8;955,0) 3062 (2056;5004) 2683 (1220;4756) 

5 149,4 (18,20;236,7) 464,5 (10,0;950,5) * 3931 (23025;7065) 3421 (1087;6801) 

6 153,1 (15,30;218,7) 474,3 (8,20;1052) * 3509 (2346;7032) 2786 (1246;7423) 

7 151,4 (15,4;228,7) 450,7 (6,10;735,3) * 2833 (1877;7872) 1622 (1306;10027) 

14 156,1 (11,70;343,5) 294,5 (5,4;489,4) 2799 (2030;9329) 1643 (523,8;7332) 

21 103,3 (17,70;246,9) 224,7 (12,4;427,6) 3040 (2483;4689) 1650 (510,8;7669) 

28 138,2 (9,10;207,5) 210,0 (9,6;522,0) 3728 (2868;4693) 1948 (655,5;8635) 

Statistická významnost * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001  

 

Vzhledem k tomu, že v různých studiích bylo prokázáno, že C2 CsA a AUC0-4 spolu korelují 

a C2 je nejlepším ukazatelem AUC0-4 (67, 68), provedli jsme korelaci i těchto dvou parametrů. 

Podle předpokladu jsme našli korelaci v obou skupinách. Výsledky jsou uvedeny v tabulce 

č. 11. 

 

Tabulka 11. Korelace mezi CsA za 2 hod po užití a AUC0-4 (rs – Spearmanův korelační 

koeficient, P – významnost) 

  IF DF 

Dny po Tx rs P rs P 

1 0,7000 0,2333 0,9000 0,0833 

2 0,7000 0,2333 0,7857 0,0480 

3 1,0000 0,0280 0,7000 0,2333 

4 0,8857 0,0333 1,0000 0,0028 

5 1,0000 0,0004 0,6000 0,2417 

6 1,0000 0,0028 1,0000 0,0040 

7 0,9286 0,0067 0,9643 0,0028 

14 0,8571 0,0238 0,9286 0,0670 

21 0,9643 0,0028 0,9429 0,0167 

28 0,7857 0,0480 1,0000 0,0167 
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4.2.1.d. Sledování fenotypu v krvi 

Jak již bylo uvedeno výše, byly naměřeny v krvi v C0 většinou vyšší koncentrace metabolitů 

ve skupině se zpožděnou funkcí. Zkoumali jsme, zda se to projeví i na poměru 

metabolit/mateřská látka. Nalezli jsme vyšší hodnoty poměru  metabolit/mateřská látka u DF 

v případě AM1 a AM4N v C0 i C2, tyto rozdíly však byly statisticky nejčastěji signifikantní 

u metabolitu AM4N. (tabulka 12a-c) 

 

Tabulka č. 12a. Porovnání poměru AM1/CsA v krvi mezi skupinami (medián (min; max)) 

  C0 C2 

dny po Tx IF DF IF DF 

1 0,89 (0,42;1,9,0) 1,43 (0,66;2,77) 0,56 (0,0;1,55) 1,32 (0,38;2,54) 

2 1,24 (0,69;2,46) 4,00 (1,39;6,14) * 0,81 (0,35;2,67) 1,87 (0,80;3,68) 

3 1,81 (1,04;3,86) 2,91 (0,64;4,23) 0,87 (0,29;1,05) 1,02 (0,30;1,55) 

4 1,70 (0,83;7,45) 2,85 (0,78;5,44) 0,58 (0,33;1,34) 1,45 (0,27;2,52) 

5 2,30 (1,01;4,12) 2,85 (1,15;6,88) 0,72 (0,26;1,47) 1,53 (0,33;3,04) 

6 2,02 (0,87;3,10) 3,00 (1,34;7,09) 0,55 (0,28;1,87) 1,00 (0,43;2,53) 

7 1,98 (0,47;2,94) 3,21 (1,11;4,41) 0,68 (0,35;1,69) 1,62 (0,46;2,51) * 

14 2,42 (0,67;3,56) 3,33 (1,25;3,85) 0,84 (0,34;1,66) 1,28 (0,49;2,30) 

21 1,76 (0,00;2,85) 1,63 (0,00;5,77) 0,74 (0,31;1,64) 1,08 (0,27;2,04) 

28 2,01 (1,05;2,35) 1,97 (0,33;8,14) 0,73 (0,52;1,12) 0,99 (0,33;8,14) 

60 2,88 (1,10;3,46) 3,65 (1,91;5,02) 1,10 (0,44;1,87) 1,05 (0,31;2,28) 

90 2,86 (0,81;5,33) 2,49 (1,17;3,85) 1,24 (0,31;1,57) 1,20 (0,49;2,34) 

Statistická významnost * P < 0,05  
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Tabulka č. 12b. Porovnání poměru AM4N/CsA v krvi mezi skupinami (medián (min; max)) 

  C0 C2 

dny  
po Tx IF DF IF DF 

1 0,013 (0,003;0,082) 0,208 (0,002;1,302) 0,054 (0,004;0,094) 0,109 (0,003;0,253) 

2 0,048 (0,007;0,063) 0,287 (0,005;0,743)* 0,057 (0,001;0,136) 0,181 (0,004;0,625) 

3 0,059 (0,007;0,110) 0,254 (0,002;0,777) 0,046 (0,003;0,076) 0,150 (0,003;0,381) 

4 0,046 (0,002;0,082) 0,262 (0,002;0,576) 0,046 (0,004;0,078) 0,122 (0,004;0,356) 

5 0,044 (0,002;0,101) 0,239 (0,012;0,574)* 0,059 (0,003;0,121) 0,129 (0,002;0,403) 

6 0,042 (0,000;0,083) 0,407 (0,001;0,673)* 0,049 (0,003;0,164) 0,148 (0,003;0,351) 

7 0,045 (0,004;0,119) 0,186 (0,004;1,091)* 0,045 (0,003;0,143) 0,237 (0,001;0,766) 

14 0,072 (0,000;0,095) 0,182 (0,004;0,923) 0,061 (0,002;0,148) 0,214 (0,002;0,348) 

21 0,049 (0,001;0,132) 0,193 (0,001;0,885) 0,041 (0,000;0,070) 0,089 (0,00;0,136) 

28 0,037 (0,000;0,051) 0,173 (0,001;0,362)* 0,047 (0,002;0,085) 0,109 (0,004;0,223) 

60 0,048 (0,001;0,063) 0,301 (0,002;0,731)* 0,045 (0,003;0,087) 0,116 (0,004;0,662)* 

90 0,050 (0,003;0,1567) 0,177 (0,002;0,544) 0,030 (0,005;0,080) 0,131 (0,005;0,396) 

Statistická významnost * P < 0,05  

 

Tabulka č. 12c. Porovnání poměru AM9/CsA v krvi mezi skupinami (medián (min; max)) 

  C0 C2 

dny po Tx IF DF IF DF 

1 1,80 (0,47;2,88) 1,23 (0,97;1,94) 1,12 (0,00;2,84) 1,58 (0,57;2,41) 

2 2,29 (1,22;4,80) 2,50 (1,03;8,84) 1,61 (0,64;3,94) 0,99 (0,58;5,46) 

3 3,07 (1,37;6,50) 1,81 (0,92;6,53) 1,48 (0,65;2,47) 1,07 (0,24;3,44) 

4 2,42 (1,02;3,95) 2,30 (0,92;5,75) 0,94 (0,50;1,82) 0,88 (0,59;1,08) 

5 2,65 (0,00;3,59) 1,45 (0,65;5,43) 1,44 (0,41;2,90) 1,46 (0,32;2,80) 

6 2,27 (1,13;4,21) 1,77 (0,89;5,86) 0,84 (0,31;4,55) 1,13 (0,35;2,96) 

7 2,02 (0,88;4,61) 1,46 (1,19;7,06) 0,97 (0,40;4,49) 1,16 (0,47;5,23) 

14 2,43 (0,65;5,78) 1,31 (0,66;7,44) 1,09 (0,47;3,51) 1,22 (0,70;2,78) 

21 2,13 (0,00;4,59) 1,36 (0,33;5,66)  0,82 (00;1,34) 0,92 (0,22;2,57) 

28 1,83 (0,89;2,88) 1,32 (0,41;3,24) 1,05 (0,59;1,64) 0,78 (0,22;3,70) 

60 2,34 (1,09;4,10) 2,17 (1,54;4,24) 1,52 (0,57;2,50) 0,94 (0,74;2,84) 

90 3,62 (0,09;6,09) 0,90 (0,71;3,46)* 1,64 (0,19;2,72) 0,86 (0,35;3,47) 

Statistická významnost * P < 0,05  
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4.2.1.e. Sledování fenotypu v lymfocytech 

Porovnání fenotypu (poměr metabolit/mateřská látka) jsme provedli také v lymfocytech. 

Výsledky byly podobné jako v krvi. U metabolitů AM1 a AM4N byl nalezen vyšší poměr 

u DF v obou odběrových časech. (tabulka 13a-c) 

 

Tabulka 13a. Porovnání poměru AM1/CsA v lymfocytech mezi skupinami (medián (min; 

max)) 

  C0 C2 

dny po Tx IF DF IF DF 

1 0,10 (0,00;1,05) 1,13 (0,00;1,84) 0,00 (0,00;0,71) 0,68 (0,00;1,69) 

2 0,43 (0,00;1,82) 1,16 (0,35;2,09) 0,21 (0,00;0,83) 0,55 (0,32;3,64)* 

3 0,00 (0,00;1,82) 1,36 (0,00;2,51) 0,00 (0,00;1,88) 0,48 (0,00;1,74) 

4 0,34 (0,00;1,38) 0,87 (0,00;2,47) 0,11 (0,00;0,65) 0,48 (0,00;1,44) 

5 0,38 (0,00;1,39) 0,75 (0,46;2,62)* 0,22 (0,00;0,78) 0,48 (0,20;0,81) 

6 0,24 (00;2,07) 0,86 (0,51;4,00)* 0,30 (0,17;0,86) 0,41 (0,22;1,55) 

7 0,48 (0,00;1,65) 1,08 (0,55;5,05)* 0,31 (0,15;0,52) 0,53 (0,27;1,79) 

14 0,46 (0,00;2,04) 1,15 (0,49;2,07)* 0,13 (0,00;0,25) 0,62 (0,24;1,57)* 

21 0,70 (0,00;1,09) 1,34 (0,41;2,28) 0,40 (0,16;0,65) 0,59 (0,18;1,32) 

28 0,69 (0,00;3,87) 0,74 (0,00;3,46) 0,22 (0,00;0,83) 0,46 (0,00;3,21) 

60 0,00 (0,00;1,09) 1,21 (0,00;5,25) 0,27 (0,00;0,82) 0,47 (0,00;1,48) 

90 0,42 (0,00;3,92) 0,63 (0,00;3,10) 0,44 (0,00;1,19) 0,34 (0,00;1,38) 

Statistická významnost * P < 0,05  
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Tabulka č. 13b. Porovnání poměru AM4N/CsA v lymfocytech mezi skupinami (medián (min; 

max)) 

  C0 C2 

dny  
po Tx IF DF IF DF 

1 0,011 (0,000;0,043) 0,347 (0,005;1,688) 0,018 (0,006;0,037) 0,139 (0,004;0,596) 

2 0,021 (0,014;0,045) 0,192 (0,000;0,709) 0,015 (0,004;0,045) 0,087 (0,006;0,487)* 

3 0,013 (0,000;0,060) 0,315 (0,005;1,031) 0,009 (0,007;0,042) 0,127 (0,005;0,458) 

4 0,013 (0,000;0,061) 0,111 (0,008;0,586) 0,011 (0,005;0,027) 0,148 (0,019;0,337)* 

5 0,026 (0,004;0,049) 0,091 (0,009;0,636)* 0,012 (0,003;0,020) 0,062 (0,006;0,267)* 

6 0,018 (0,004;0,085) 0,169 (0,008;0,580)* 0,010 (0,007;0,024) 0,110 (0,006;0,555) 

7 0,012 (0,000;0,025) 0,169 (0,008;1,023)* 0,008 (0,002;0,031) 0,180 (0,003;0,407) 

14 0,009 (0,000;0,052) 0,311 (0,012;0,908)* 0,005 (0,001;0,025) 0,121 (0,004;0,497) 

21 0,013 (0,000;0,029) 0,647 (0,008;1,080) 0,006 (0,000;0,044) 0,215 (0,004;0,367) 

28 0,008 (0,000;0,045) 0,198 (0,000;1,400) 0,011 (0,003;0,020) 0,100 (0,000;1,417)* 

60 0,010 (0,000;0,209) 0,540 (0,025;1,000)* 0,007 (0,003;0,084) 0,179 (0,007;0,674)* 

90 0,024 (0,000;0,088) 0,067 (0,000;0,991) 0,014 (0,000;0,076) 0,110 (0,002;0,438) 

Statistická významnost * P < 0,05  

 

Tabulka č. 13c. Porovnání poměru AM9/CsA v lymfocytech mezi skupinami (medián (min; 

max)) 

  C0 C2 

dny po Tx IF DF IF DF 

1 0,42 (0,00;1,59) 1,01 (0,69;2,80) 0,80 (0,00;1,35) 1,29 (0,67;3,26) 

2 1,14 (0,00;1,73) 1,11 (0,32;8,30) 0,51 (0,00;1,15) 1,73 (0,23;4,76) 

3 1,59 (0,00;2,14) 1,51 (0,36;6,21) 1,06 (0,24;2,40) 0,75 (0,14;2,41) 

4 1,42 (0,89;2,08) 0,94 (0,80;2,69) 0,63 (0,24;1,15) 0,48 (0,38;1,51) 

5 0,81 (0,00;3,64) 1,39 (0,43;3,33) 0,66 (0,22;1,25) 0,64 (0,38;2,29) 

6 0,99 (0,50;3,58) 1,88 (0,46;3,02) 0,65 (0,26;1,12) 0,42 (0,19;2,87) 

7 0,93 (0,00;1,69) 1,74 (0,59;3,20) 0,57 (0,27;0,90) 0,75 (0,38;2,37) 

14 1,35 (0,00;2,92) 1,38 (0,61;3,23) 0,33 (0,00;1,13) 0,82 (0,30;1,60) 

21 1,50 (0,00;1,95) 1,56 (0,29;3,09) 0,49 (0,18;1,45) 0,95 (0,59;1,37) 

28 1,25 (0,34;3,03) 2,01 (0,53;3,14) 0,42 (0,22;0,74) 0,73 (0,15;3,57) 

60 0,84 (0,00;3,34) 2,51 (0,00;3,25) 0,49 (0,15;0,99) 0,83 (0,34;1,38) 

90 0,49 (0,00;3,59) 0,69 (0,00;1,92) 0,43 (0,16;1,09) 0,95 (0,10;2,00) 

Statistická významnost * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001   
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4.2.2 Pacienti více než 1 rok po transplantaci ledviny – skupina č. 2 

4.2.2.a Sledování hladiny CsA a metabolitů v krvi a lymfocytech 

V průběhu sledování byla postupně snižována celková denní dávka CsA, dávka na kilogram 

také mírně klesala (tabulka č. 14) 

 

Tabulka 14. Celková denní dávka a dávka na kilogram v průběhu sledování   

měsíc dávka (mg) dávka/kg (mg/kg) 

3 152 2,0 

6 145 1,9 

9 150 2,0 

12 146 1,9 

15 143 1,9 

18 137 1,8 

21 136 1,7 

24 135 1,8 

27 138 1,8 

30 134 1,8 

33 129 1,7 

36 132 1,8 

39 123 1,6 

42 125 1,6 

45 133 1,7 
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Koncentrace CsA v krvi, stejně jako koncentrace metabolitů v C0 i C2 během 4 let 

klesaly. V průběhu sledování byly v krvi nalezeny vyšší hladiny metabolitů AM1 a AM9 než 

mateřské látky v odběrech před užitím, nejnižší koncentrace byly u AM4N (graf 13 a 14) 

 

Graf č. 13. Koncentrace CsA a metabolitů v krvi v C0 
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Graf. č.14. Koncentrace CsA a metabolitů v krvi v C2 
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Koncentrace všech látek v lymfocytech se C0 i C2 výrazně neměnila., v C2 byly 

naměřeny nejvyšší koncentrace u CsA. Nejnižší koncentrace v obou odběrech byly u AM4N 

(grafy číslo 15 a 16) 

 

Graf č. 15. Koncentrace CsA a metabolitů v lymfocytech v C0 
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Graf č. 16. Koncentrace CsA a metabolitů v lymfocytech v C2 
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Korelace hladin v krvi a lymfocytech 

Provedli jsme také korelaci hladin v krvi a lymfocytech. Korelace byla slabá, našli jsme ji 

u CsA v obou odběrech v průběhu celého sledování. U metabolitu AM1 v byla korelace 

v 1.a 2.roce v C0 i C2 a ve 4. roce pouze v C2, u metabolitu AM4N  v 1. roce v C2 a v 2. roce 

v C0 i C2. Hladiny metabolitu AM9 korelovaly v 2. roce v obou odběrech a v 4. roce v C0 

(tabulka č.15)  

 

Tabulka 15. Korelace hladin CsA a metabolitů v krvi a lymfocytech v průběhu 4-letého 

sledování (0h – koncentrace v odběru před užitím, 2h – koncentrace 2h po užití) 

   CsA C0  CsA C2 AM1 C0 AM1 C2 AM4N C0 AM4N C2 AM9 C0 AM9 C2 

1. rok r 0,6288 0,5091 0,2783 0,3014 0,2560 0,3487 0,1879 0,1551 

n=207 p < 0,0001 < 0,0001 0,0416 0,0268 0,0617 0,0098 0,1735 0,2628 

          

2. rok r 0,5664 0,7389 0,4559 0,4373 0,2961 0,5584 0,3201 0,3496 

n=177 p < 0,0001 < 0,0001 0,0013 0,0024 0,0457 < 0,0001 0,0301 0,0160 

          

3. rok r 0,5920 0,6748 0,0722 0,2907 0,0221 0,0623 -0,1652 0,3333 

n=104 p 0,0011 0,0001 0,7203 0,1413 0,9129 0,7575 0,4103 0,0894 

          

4. rok r 0,8121 0,9758 0,4681 0,8121 0,5380 0,4616 0,6995 0,5798 

n=31 p 0,0143 0,0002 0,242 0,0265 0,1690 0,2971 0,0535 0,1724 
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4.2.2.b Sledování vlivu CsA a jeho metabolitů na cirkadiální kolísání krevního tlaku 

Prvního vyšetření se zúčastnilo 31 pacientů (skupina „non-dipper“ 13 pacientů), druhého 

vyšetření 16 pacientů (skupina „non-dipper“ 8 pacientů) a třetího vyšetření 4 pacienti (skupina 

„non-dipper“ 4 pacienti). Po rozdělení všech pacientů do dvou skupin jsme zaznamenali 

25 měření pacientů skupiny „non-dipper“ a 26 měření pacientů skupiny „dipper“.   

 

1. Kompenzace TK 

V průběhu celé studie dosahoval průměrný krevní tlak v denních hodinách hodnot  

128±11/75±10 mmHg, během nočních hodin 124±15/70±11 mmHg. Průměrné hodnoty  

TK a pulsové frekvence během 24-hodinového měření (ABPM) při jednotlivých vyšetřeních 

jsou uvedeny v tabulce 16. 

Po podrobném rozboru jednotlivých měření byli pacienti rozděleni na skupinu „dipper“ 

a „non-dipper“. Průměrné hodnoty TK a pulsové frekvence během 24-hodinového měření 

(ABPM) u obou skupin jsou uvedeny v tabulce 17.  

 

2. Porovnání koncentrace CsA a metabolitů mezi skupinami 

Při porovnání naměřených koncentrací jsme nenašli žádný statisticky významný rozdíl mezi 

skupinou „dipper“  a „non-dipper“ v případě CsA ani primárních metabolitů AM1 a AM9, 

jediný statisticky významný rozdíl (p=0.0339)  byl nalezen u metabolitu AM4N, jehož 

koncentrace v lymfocytech byla ve skupině „non-dipper“ 4-násobná  (tabulka 18 a 19) 



 

 

52 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 16.  Průměrné hodnoty krevního tlaku a pulsové frekvence při 24-hodinovém měření (ABPM) při jednotlivých vyšetřeních; 

STK - systolický krevní tlak, DTK - diastolický krevní tlak 

                     

 den Noc 

číslo vyšetření STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min 

1 129±14 76±11 75±7 125±18 71±13 65±7 

2 126±7 74±7 70±8 122±10 68±8 61±8 

3 125±4 75±7 71±3 126±3 73±7 61±3 

 

Tabulka 17.  Průměrné hodnoty krevního tlaku a pulsové frekvence při 24-hodinovém měření (ABPM) ve skupině „dipper“ a „non-

dipper“ ; STK - systolický krevní tlak, DTK - diastolický krevní tlak 

 

 den Noc 

skupina STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min 

„dipper“ 128±11 75±10 72±7 115±12 65±10 62±6 
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„non-dipper“ 129±12 76±10 73±8 132±15 75±10 65±9 



 

Tabulka 18.    Koncentrace CsA a jeho primárních metabolitů (µg/l) v krvi  

                      („dipper“ - D, „non-dipper“ – N)  

 

 CsA  AM1  AM9  AM4N  

 D N D N D N D N 

No 26 25 26 25 26 25 26 25 

mean±SD 90.5±40.1 97.3±44.5 230.0±138.2 219.4±191.0 199.6±193.8 142.1±140.0 8.3±14.8 13.6±19.2 

 

 

Tabulka 19.   Koncentrace CsA a jeho primárních metabolitů (µg/l) v lymfocytech  

                     („dipper“ - D, „non-dipper“ – N)  

 

 CsA  AM1  AM9  AM4N  

 D N D N D N D N 

No 25 25 25 25 25 25 25 25 

mean±SD 11.4±4.0 11.8±5.0 10.1±10.9 14.0±15.3 7.4±6.7 10.6±13.0 0.4±0.8 1.7±2.6* 

*p=0.0339 



4.2.3. Sledování funkčnosti imunitního systému 

4.2.3.a Funkčnost imunitního systému 

Obecně lze říci, že odpověď imunitního systému na stimuly sledovaná pomocí TTL 

nebo pomocí produkce cytokinů je silně utlumena v prvních dnech po transplantaci, zvláště 

v prvních hodinách po podání CsA (graf číslo17 a 18) a normalizuje se po snížení jeho 

terapeutických dávek. Během našeho sledování však nebylo možno oddělit vliv a působení 

jednotlivých současně aplikovaných imunosupresiv, která ovlivňují funkci imunitního systému 

různým způsobem.  

 

Graf 17. Produkce IL-2 v TTL  v odběru před užitím během 1. roku po transplantaci 
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Graf 18. Produkce IL-2 v TTL 1., 2. a 7. den po transplantaci v odběru před užitím a za 2 a 

za 4 hod po užití imunosuprese 

 

 

Odpovídavost pacientů v TTL a QFN na PHA spolu sice celkově statisticky významně 

korelují, ale tato korelace není příliš těsná (rs 0,7265, p=0,0000). Byla také nalezena závislost 

mezi koncentracemi CsA a jeho metabolitů jak v plné krvi, tak v lymfocytech a odpovídavosti 

lymfocytů na mitogenní a antigenní podnět v testech TTL a QFN (tabulka číslo 20 a 21). 

V praxi však opět musí být výše uvedené výsledky hodnoceny individuálně. 

 

Tabulka 20. Korelace schopnosti lymfocytů odpovídat v testu transformace lymfocytů 

po stimulaci PHA s koncentracemi CsA a jeho metabolitů v krvi a lymfocytech 

 plná krev lymfocyty 

 n rs P n rs P 

CsA 225 -0,5733 0,0000 162 -0,5064 0,0000 

AM1 225 -0,2680 0,0000 165 -0,2193 0,0046 

AM4N 225 -0,2840 0,0000 162 -0,2293 0,0033 

AM9 224 -0,4345 0,0000 165 -0,3565 0,0000 
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Tabulka 21. Korelace schopnosti lymfocytů odpovídat v QFN testu po stimulaci PHA 

s koncentracemi CsA a jeho metabolitů v krvi a lymfocytech 

 plná krev lymfocyty 

 n rs P n rs P 

CsA 227 -0,7367 0,0000 166 -0,7000 0,0000 

AM1 227 -0,4561 0,0000 169 -0,4010 0,0000 

AM4N 227 -0,4360 0,0000 166 -0,2540 0,0010 

AM9 226 -0,5262 0,0000 169 -0,4783 0,0000 

 

 

 

4.2.3.b Posouzení CMV–specifické imunity (69) 

 

Po rozdělení na základě CMV séropozitivity(+)/negativity(-) dárce/příjemce (D/P) byly 

nalezeny následující skupiny: D-/P+ (n=1), D+/P+ (n=11) a D+/P- (n=2). 

Podle CMV-DNA pozitivity a historie výskytu CMV infekce byli pacienti rozděleni 

do 3 kategorií: 1) CMV status 0 - bez historie CMV infekce; 2) CMV status 1 - CMV nálož 

<500 kopií/ml prokázaná alespoň 1x během sledování; 3) CMV status 2 - CMV nálož >5000 

kopií/ml pozorovaná alespoň 1x během sledování.  

Ve vzorcích od pacientů bez předchozí CMV infekce (CMV status 0) byla 

po mitogenní stimulaci (PHA) ve srovnání s ostatními skupinami (CMV status 1 a 2) výrazně 

vyšší množství INF-γ. (graf 19). Mezi skupinami však nebyl pozorován žádný statisticky 

signifikantně významný rozdíl. 
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Graf  19. Produkce INF-γ po stimulaci mitogenem (PHA) měřená QuantiFERON-CMV testem 

 

 

Vzorky pacientů s nízkou virovou náloží (CMV status 1) vykazovali výrazně vyšší 

produkci INF-γ proti CMV antigenu ve srovnání s pacienty s vysokou virovou náloží (CMV 

status 2). (graf. 20) Mezi skupinami však nebyl nalezen žádný statisticky významný rozdíl.  
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Graf 20. Produkce INF-γ proti CMV antigenu stanovená QuatiFERON-CMV testem 

 

Ukázalo se, že pacienti, kteří mají v testu QFN trvale sníženou odpovídavost na CMV 

antigeny mají významně vyšší riziko aktivace latentní nebo získání nové CMV infekce, než 

pacienti, kteří na CMV antigen v testu QFN dobře odpovídají (data neuvedena, testováno 

nepárovým t-testem, p < 0.0001). 
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5. DISKUSE 
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Pro správné TDM je velice důležitá rychlá a specifická analytická metoda. První 

metody používané ke stanovení CsA byly kompetitivní imunoanalytické metody. Jejich 

principem je soutěž o omezené množství vazebných míst specifické protilátky (70). 

Nevýhodou těchto metod je přítomnost zkřížené reakce s metabolity CsA, která se liší 

v závislosti na použité metodě. (71) Práce ze studie CONCERT (71) odkazuje na review 

autorů Kahan a spol. (72) a na práci autorů Johnston a spol. (73), které porovnávali metody 

LC/MS, EMIT, CEDIA (pouze u pacientů po transplantaci jater) a TDx s metodou RIA. Byly 

měřeny vzorky odebrané před a za 2 hod po užití u pacientů po transplantaci ledviny (22 párů 

vzorků odebraných 3, 7, 14 a 84 dnů po transplantaci) nebo jater (nejméně 33 párů vzorků 

ve stejné dny). Poměr LC/MS a RIA byl signifikantně nižší (0,89) u pacientů po transplantaci 

ledviny, zatímco TDx a EMIT se od RIA výrazně nelišily. Metody byly porovnávány 

s LC/MS u pacientů po transplantaci jater jen tehdy, když nebyl nalezen rozdíl 2 hod po užití. 

Autoři vyvodili nutnost stanovit terapeutické rozmezí na základě použité analytické metody. 

Karamperis a spol. (74) našli rovněž dobrou shodu mezi EMIT a LC/MS v případě AUC0-12 

u 12 pacientů po transplantaci ledviny. Na druhou stranu Cattaneo a spol. hlásili v roce 2004 

průměrné nadhodnocení 28,9-35,0 % u metod ACMIA, CEDIA+ a EMIT-VIVA (75). 

Grundmann a spol. tento jev popsali u specifické RIA metody, kdy nadhodnocení dosahovalo 

až 100%. Zajímavé je, že na této nespecifické reakci se významně nepodílely hlavní 

metabolity jako jsou AM1, AM9 a AM4N (23) 

Za referenční metodu k měření koncentrací CsA je považována HPLC, která umožňuje 

přesné měření mateřské látky (14), ale umožňuje stanovit i metabolity (70). Nevýhodou této 

metody je poměrně náročná příprava vzorků (70). Proto jsme vyvinuli metodu kapalinové 

chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií (LC-MS/MS), která je rychlá, přesná 

a umožňuje stanovit CsA i s metabolity. Naše metoda umožňuje také stanovení koncentrace 

CsA a jeho metabolitů v cílovém orgánu působení, v lymfocytech (60) Díky malému množství 

krve, rychlé analýze a specifitě měření může být tato metody použita k rutinnímu TDM 

u pacientů v rané i pozdní fázi po transplantaci a při úsilí k objasnění role CsA a jeho 

primárních metabolitů při akutní rejekci, hypertenzi a nefrotoxicitě.(60) 
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Ze 14 pacientů zařazených do skupiny č. 1 se u 7 (50%) projevil opožděný nástup 

funkce transplantované ledviny. Když jsme zařadili pouze pacienty s nutností dialýzy, byla 

prevalence 36%, což je srovnatelné s daty z literatury. (76-78) V průběhu prvního měsíce jsme 

nalezli vyšší hladiny CsA i metabolitů ve skupině se zhoršenou funkcí, přičemž rozdíly byly 

statisticky významné u metabolitu AM4N. Za 3 měsíce po transplantaci rozdíl v koncentracích 

jednotlivých látek vymizel. Koncentrace lipofilního metabolitu AM4N byly nízké, podobně 

jako v literatuře (23, 74, 79) V  naší studii jsme měli malý počet pacientů (7 v každé skupině), 

což může být problém, obzvláště v případě léku s výrazně vyšší niter- i intraindividuální 

variabilní farmakokinetikou. 

AUC0-4 je považována za významný farmakokinetický parametr ukazující na celkovou 

expozici průběhu jednoho dávkovacího intervalu. Absorpce CsA během prvních 4 hodin 

po užití dávky (AUC0-4)  je obdobím největší variability mezi jednotlivými pacienty. 

Přiměřená absorpce CsA v tomto období je důležitým faktorem pro účinnou profylaxi akutní 

rejekce v průběhu rané fáze po transplantaci (71). Bylo zjištěno, že AUC0-4 CsA v rozmezí 

4400-5500 g*h/l měřené specifickou RIA metodou poskytuje během rané fáze optimální 

míru imunosuprese (68). Dosažení tohoto rozmezí mezi 2. a 4. dnem po Tx bylo spojeno 

s nejnižším výskytem akutní rejekce a nefrotoxicity během prvním 3 měsíců po Tx (68, 80). 

U našich pacientů jsme výše uvedené rozmezí AUC0-4 nedosáhli, přesto se během prvním 

3 měsíců po Tx  akutní rejekce nevyskytla. Nižší AUC0-4 v naší studii souvisí pravděpodobně 

i s použitím LC-MS/MS metody, která je přesnější než RIA metoda (23) použitá ve výše 

uvedené práci. Přestože byly ve skupině s DF naměřeny vyšší hodnoty CsA v C0, AUC0-4 byla 

s výjimkou první dne po Tx nižší, zřejmě z důvodu nižší C2. 

Poměr metabolit/mateřská látka se během sledování výrazně neměnil. Vyšší hodnoty 

byly zaznamenány ve skupině s DF u poměru AM1/CsA a AM4N/CsA, v případě AM9/CsA 

byly vyšší poměry v jednotlivých odběrech spíše ve skupině s IF a poměr metabolit/mateřská 

látka byl v C2 nižší než v C0. 

U pacientů ve skupině č. 2 klesala v průběhu sledování koncentrace CsA i metabolitů 

v krvi v souladu s klesající dávkou, hladiny v lymfocytech se výrazně neměnily. V důsledku 

toho se postupně zvyšoval podíl CsA i metabolitů v lymfocytech z celkového množství v krvi. 

Je otázkou, zda jsou zvýšené koncentrace metabolitů důvodem nebo následkem 

nefrotoxcity CsA. CsA je výrazně metabolizován systémem cytochromu P4503A na více než 
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30 metabolitů (13). Na základě in vitro pokusů jsou tyto metabolity považovány za méně 

toxické a méně účinné než mateřská látka. Příspěvek metabolitů k imunosupresivní aktivitě 

CsA in vivo ve srovnání s in vitro studiemi je ovlivněn různými faktory jako 

je farmakokinetika, distribuce, afinita k vazebným proteinům, koncentrace a interakce 

metabolitů (81). Částečný imunosupresivní účinek byl nalezen u metabolitu AM1,  AM9 a 

AM4N (42). Nefrotoxický potenciál jednotlivých metabolitů se v jednotlivých studiích 

provedených in vitro liší. Copeland a spol. zkoumal vliv CsA a metabolitů na růst buněk, 

syntézu DNA, RNA a proteinů. Největší inhibiční účinek pozoroval u AM4N, který vykazoval 

17-50% aktivity CsA v IC50 (koncentrace, která je nutná pro 50% inhibici příslušných 

parametrů). Při koncentraci 25 mg/l CsA a AM4N vykazovaly > 90% inhibici všech 

parametrů. Morfologické změny v buněčné kultuře vyvolané AM4N byly srovnatelné s těmi 

vyvolanými CsA (82). Ve studii autorů Radeke a spol. byla zkoumána nefrotoxicita CsA a 

metabolitů pomocí inhibice proliferace mesangiálních buněk. Nejvyšší inhibiční efekt 

vykazoval CsA, následován metabolitem AM4N, AM1c, AMlc9, AM9, AM19, AM1, 

AM4N9, AM14N, AM1A, AM11d. Metabolity AM4N9, AM14N, AM1A, AM11d byly 

považovány za neaktivní (13). Možným mechanismem toxického působení metabolitů tedy 

může být kovalentní vazba na makromolekuly v játrech a ledvinách a synergický účinek 

kombinace CsA s metabolity na mesangiální buňky (15). Metabolit AM4N by se tak mohl 

podílet na nefrotoxickém působení CsA vedoucím mimo jiné i k poruše kolísání krevního 

tlaku během dne.    

ABPM je nejen důležitým nástrojem při diagnostice hypertenze a ke zhodnocení 

účinnosti léčby, ale umožňuje také odhalit abnormální cirkadiální kolísání krevního tlaku. 

Pokles nočního tlaku krve o >10% oproti denním hodnotám (tj. poměr krevního tlaku noc/den 

< 0,9) je všeobecně akceptován jako hranice, aby mohl být pacient označen jako „dipper“ 

(83). Odhaduje se, že normální cirkadiální rytmus je zachován zhruba u 70% pacientů 

užívajících antihypertenzivní terapii (84). Nejčastěji se jako normální TK při ABPM udává 

průměrný denní TK < 135/85 mmHg, průměrný noční TK < 120/70 mmHg a 24hodinový 

průměrný TK < 130/80 mmHg (85). Z tohoto pohledu byl průměrný TK v námi sledovaném 

souboru v průběhu dne dobře kompenzován, v noci však u části pacientů k poklesu krevního 

tlaku nedošlo. Statistické zpracování prokázalo, že jediný významný rozdíl mezi skupinou 

„dipper“ a „non-dipper“ byl nalezen mezi koncentracemi metabolitu AM4N v lymfocytech 



 

 

- 64 - 

před podáním cyklosporinu A, kdy byla v lymfocytech skupiny „non-dipper“ koncentrace 

významně vyšší (p = 0.0339). K potransplantační hypertenzi přispívají mnohé faktory, mezi 

které patří i užívání kalcineurinových inhibitorů, jako je CsA a takrolimus (86). CsA snižuje 

průtok krve ledvinami vazokonstrikcí aferentních cév. Tento jev může nastat již po jedné 

dávce a určitý stupeň renální vazokonstrikce se pravděpodobně vyskytuje u všech osob 

léčených CsA. Vazokonstrikce vyvolává snížení glomerulární filtrace, zvýšení reabsorpce 

sodíku, oligurii a nárůst sérového kreatininu spolu s dalšími klinickými projevy jako 

je hyperkalemie, tubulární acidóza a hypertenze. Bylo zjištěno, že tyto akutní hemodynamické 

účinky jsou funkční, eversibilní a závislé na dávce (87).  

Vzhledem k malému počtu pacientů mohou být pacienti při monitorování imunitního 

systému hodnoceni jen individuálně. Přesto se ukazuje, že při posuzování stavu imunitního 

systému je nutno brát v úvahu celkový stav a komplexní léčbu pacienta nejen v období 

po transplantaci, ale i před transplantací. Použité testy pak dobře informují o stavu imunity 

pacienta a umožňují potenciální úpravu medikace. 

Je všeobecně známo, že dlouhodobé užívání imunosupresiv ovlivňuje imunitní systém 

pacientů. Současná imunosupresivní terapie používaná k prevenci rejekce působí škodlivě 

na T-lymfocyty a buněčnou imunitní odpověď, což vede ke zvýšené náchylnosti k infekcím, 

i CMV infekci. Většina dárců i příjemců orgánů má navíc při transplantaci latentní CMV 

infekci. Infekce se pak může být výsledkem reaktivace latentního viru nebo jako nová infekce 

z tkáně dárce. Proto je CMV pozitivita dárce nejvýznamnějším rizikovým faktorem infekce 

po transplantaci, zejména v případě, kdy příjemce CMV infekci neprodělal. Je jasné, že již 

dříve získaná imunita modifikuje průběh infekce. (5) 

CMV vyvolává jak humorální, tak buněčnou imunitní odpověď, ačkoli se zdá, že 

buněčná odpověď je kritičtějším faktorem pro kontrolu viru. Analýza virově specifické 

odpovědi T-lymfocytů má větší prediktivní hodnoty než sérologické vyšetření, protože 

replikace CMV je více kontrolovaná buněčnou složkou imunitního systému. V současné době 

jsou dostupné mnohé techniky, které pomáhají s diagnózou CMV infekce, ale pouze několik 

studií uváděných v literatuře používá QuantiFERON-CMV test k popsání CMV-specifické 

imunitní odpovědi. (88, 89). 

Imunitní systém tvoři dynamická souhra pozitivních a negativních regulačních faktorů, 

které jsou ovlivněny jak individuální odpovědí pacienta, tak vlastními klinickými 
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podmínkami. Protože je test QuantiFERON-CMV prováděn z plné krve, přítomnost dalších 

profesionálních antigen-prezentujících buněk v této matrici, může zlepšit aktivaci prahu pro 

syntézu cytokinů specifickými T-lymfocyty, což vede ke zvýšené odpovědi (tvorbě) INF-γ. 

(69), 

Při srovnání pacientů s prodělanou CMV infekcí s těmi bez CMV infekce, rozsah 

odpovědi na peptidy CMV viru a individuální riziko rozvoje nemoci bylo vyšší mezi pacienty 

s trvale nízkou nebo negativní odpovědí na CMV proteiny ve srovnání s těmi, kteří vykazovali 

dostatečnou INF-γ odpověď. Tato odpověď koreluje s produkcí INF-γ po mitogenní stimulaci 

přesto, že nejvyšší produkce INF-γ byla zaznamenána mezi pacienty bez předchozí CMV 

infekce. Generalizované chyby v odpovědi T-buněk na mitogeny a antigeny byly vztahovány 

k abnormalitám repertoáru receptorů T-buněk (90)  

Komplexní zhoršení proliferativní odpovědi na již dříve se vyskytující antigeny bylo 

také pozorováno u některých neoplastických onemocnění a při chronickém zánětu. Jedním 

z možných vysvětlení je, že přirozeným podnětem k reaktivaci u imunokompetentního 

hostitele je imunitní odpověď na infekci a že alogenní transplantace tento proces maskuje. (91, 

92) 

Podle našich výsledků pacienti s vyšší buněčnou imunitní odpovědí měřenou 

QuantiFERON-CMV testem měli nižší riziko manifestace CMV infekce než pacienti s nižší 

odpovědí. Mechanismus, kterým se CMV reaktivuje z latence, není stále dobře objasněn; ale 

preexistující imunita má zásadní význam pro průběh infekce. Nejvážnější průběh nemoci byl 

pozorován u pacientů, kteří neměli trvale odpověď jak na CMV antigen, tak na mitogen. (69) 

Naše studie měla některá omezení, jmenovitě malý počet pacientů, výraznou intra- 

a interindividuální variabilitu a abnormální distribuci dat, která neumožňovala robustnější 

statistickou analýzu. Měly by být provedeny další studie na rozsáhlejším souboru pacientů. 

(69) 



 

 

- 66 - 

6. ZÁVĚRY 
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1. Byla vyvinuta nová LC-MS/MS metoda pro stanovení koncentrace CsA a jeho 

primárních metabolitů nejen v krvi, ale i v lymfocytech, vyznačující se snadnou 

přípravou vzorku a krátkým časem analýzy, která je vhodná pro terapeutické 

monitorování, což dokládá článek Brozmanová H, Perinová I, Halvová P, Grundmann 

M. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry method for simultaneous 

determination of cyclosporine A and its three metabolites AM1, AM9 and AM4N in 

whole blood and isolated lymphocytes in renal transplant patients. 

 

2. Významně vyšší koncentrace AM4N i AM1 v krvi i lymfocytech u pacientů v ranné 

fázi po transplantaci může souviset s opožděným nástupem normálních renálních 

funkcí po transplantaci ledvin 

 

3. V souboru pacientů po transplantaci ledvin jsme v průběhu sledování zaznamenali 

abnormální cirkadiální kolísání krevního tlaku téměř v 50% provedených měření. 

Dle našich výsledků hladiny CsA a metabolitů AM1 a AM9 neovlivnily pokles 

nočního tlaku, statisticky významný rozdíl mezi skupinami „dipper“ a „non-dipper“ 

byl však nalezen u hladiny metabolitu AM4N v lymfocytech před užitím. Výsledek 

naznačuje, že zvýšená koncentrace výrazně lipofilního metabolitu AM4N 

v lymfocytech může být příčinou, eventuálně i markerem pro výskyt „non-dippingu“, 

což jsme ukázali v článku Halvová P, Kacířová I, Brozmanová H, Grundmann M. Vliv 

cyklosporinu A a jeho primárních metabolitů na cirkadiální kolísání krevního tlaku. 

 

4. Zjistili jsme, že QuantiFERON-CMV test se zdá být citlivým specifickým testem 

na detekci virově specifické odpovědi T-lymfocytů. Toto vyšetření se v kombinaci 

s vyšetřením virové DNA nálože může prokázat jako účinné k určení pacientů 

s rizikem CMV infekce, což jsme ukázali v článku Lochmanova A, Lochman I, 

Tomaskova H, Marsalkova P, Raszka J, Mrazek J, Dedochova J, Martinek A, 

Brozmanova H, Grundmann M. Quantiferon-CMV test in prediction of 

cytomegalovirus infection after kidney transplantation.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20589784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20589784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20589784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21094818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21094818
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7. SOUHRN 
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TDM (terapeutické monitorování hladin léčiv) je metoda pro monitorování terapie 

pomocí měření koncentrace léčiva v biologickém materiálu (séru, plazmě, krvi). Jejím 

základním předpokladem je existence úzkého vztahu mezi koncentrací léčiva v séru a jeho 

farmakologickým efektem. TDM je využíváno u různých skupin léčiv, jednou z nich jsou 

imunosupresiva. 

Cyklosporin A patří mezi základní používaná imunosupresiva. Spolu s takrolimem 

ho řadíme mezi kalcineurinové inhibitory.  

CsA může být podáván jak intravenózně, tak perorálně. Po perorálním podání 

je popisována jeho signifikantní presystémová eliminace, zejména díky biotransformaci 3A 

izoformou cytochromu P450. CsA je substrátem CYP 3A (a zároveň také inhibitorem P450 

3A4) a substrátem i inhibitorem P-glykoproteinu, z čehož vyplývají jeho lékové interakce. 

CsA se vyznačuje řadou nežádoucích účinků, ze kterých je nejvýznamnější nefrotoxicita. Mezi 

další nežádoucí účinky patří např. hypertenze, neurotoxicita, bolest hlavy, diabetogenní efekt, 

hyperlipidemie. 

CsA je lék s úzkým terapeutickým rozmezím, u něhož se projevuje významná 

interindividuální variabilita farmakokinetiky, proto je nutné jeho koncentrace monitorovat.  

Vzhledem k mechanismu účinku by bylo vhodné monitorovat jeho koncentrace v místě 

účinku, v lymfocytech. Pro TDM cyklosporinu se používají metody imunoanalytické, 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapalinová chromatografie ve spojení 

s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS). Imunoanalytické metody mají nevýhodu v různé míře 

zkřížené reakce používané protilátky s metabolity CsA, což vede k různé miře nadhodnocení 

naměřených koncentrací. Metody HPLC jsou přesné a citlivé a umožňují i stanovení 

metabolitů, ale jsou velmi pracné a náročné na přípravu vzorku. Proto jsme vyvinuli jako první 

na světě LC-MS/MS metodu, která umožňuje stanovení CsA a jeho primárních metabolitů 

(AM1, AM4N a AM9) v krvi i periferních lymfocytech. Výtěžnost metody byla v rozmezí 

97,0-109,5% pro krev a 92,0-110,0% pro lymfocyty pro všechny látky a správnost metody 

vyjádřena jako variační koeficient v rámci série a mezi sériemi byla mezi 1,8 a 9,8% v krvi, 

resp. v lymfocytech. 
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Nově vyvinutou metodu jsme použili pro TDM CsA v prospektivní studii u pacientů 

po transplantaci ledviny jednak v akutní fázi do 3 měsíců (skupina č. 1), jednak při sledování 

v chronické fázi po dobu do 4 let (skupina č. 2).  

Ve skupině č. 1 jsme na základě renální funkce rozdělili pacienty na skupinu 

s okamžitým nástupem funkce štěpu (IF) a se zpožděným nástupem funkce štěpu (DF). 

Ve skupině s DF byly vyšší koncentrace sérového kreatininu a nižší clearance kreatininu 

Ve skupině s DF jsme zjistili vyšší koncentrace CsA a metabolitů v údolních koncentracích 

(C0). Koncentrace za 2 hod po užití (C2) byly u DF vyšší jen u AM4N.  Porovnávali jsme také 

AUC0-4, které byly vyšší u CsA a AM9 ve skupině s IF, u AM1 a AM4N ve skupině s DF. 

AUC0-4  velmi dobře korelovala s C2 u obou sledovaných skupin. Při sledování fenotypu 

(poměr metabolit/mateřská látka) v krvi i lymfocytech byl nalezen vyšší poměr u DF u AM1 

a AM4N v obou odběrech. Během druhého a třetího měsíce po Tx došlo k normalizaci renální 

funkce u DF a rozdíly mezi skupinami vymizely. 

Ve skupině č. 2 jsme sledovali po dobu 4 let pacienty, kteří podstoupili Tx více než rok 

před zařazením do studie. Koncentrace CsA a metabolitů v krvi v obou odběrech postupně 

klesaly, stejně jako byla snižována celková denní dávka. V C0 byly nalezeny vyšší 

koncentrace AM1 a AM9 než CsA, hladiny AM4N byly nízké. Na rozdíl od nálezů v krvi 

koncentrace v lymfocytech zůstávaly stabilní. Koncentrace CsA v krvi korelovala s významně 

s koncentracemi v lymfocytech, zatímco u metabolitů nebyly výsledky jednoznačné.  

U 31 pacientů jsme sledovali vliv CsA a metabolitů na cirkadiální kolísaní krevního 

tlaku. Pacienti podstoupili 3 vyšetření ABPM (ambulantní monitorování krevního tlaku) 

a celkem bylo provedeno 51 vyšetření. Po rozdělení pacientů jsme zaznamenali 25 měření 

skupiny „non-dipper“ (pokles nočního tlaku krve <10% a 26 měření skupiny „dipper“ (pokles 

nočního tlaku krve >10%). Při porovnání naměřených koncentrací jsme nenašli žádný 

statisticky významný rozdíl mezi skupinou „dipper“ a „non-dipper“ v případě CsA 

ani primárních metabolitů AM1 a AM9, jediný statisticky významný rozdíl (p=0.0339) byl 

nalezen u metabolitu AM4N, jehož koncentrace v lymfocytech byla ve skupině „non-dipper“ 

4-násobná. 

Sledovali jsme také funkčnost imunitního systému pomocí testu transformace 

lymfocytů po stimulaci fytohemaglutininem (PHA) a pomocí produkce INF- po stimulaci 
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PHA, antigenem cytomegaloviru (CMV Ag) a směsí antigenů M. tuberculosis za využití 

systému QuantiFERON firmy Cellestis. Obecně lze říci, že odpověď imunitního systému 

na stimuly sledovaná pomocí TTL nebo pomocí produkce cytokinů je silně utlumena 

v prvních dnech po transplantaci, zvláště v prvních hodinách po podání CsA a normalizuje 

se po snížení jeho terapeutických dávek. Během našeho sledování však nebylo možno oddělit 

vliv a působení jednotlivých současně aplikovaných imunosupresiv, která ovlivňují funkci 

imunitního systému různým způsobem. U pacientů byla také posuzována CMV-specifická 

imunita zprostředkovaná CD8+ T-lymfocyty. Zjistili jsme, že QuantiFERON-CMV test se zdá 

být citlivým specifickým testem na detekci virově specifické odpovědi T-lymfocytů. Toto 

vyšetření se v kombinaci s vyšetřením virové DNA nálože může ukázat jako účinné k určení 

pacientů s rizikem CMV infekce. 

Naše práce přinesla následující prioritní výsledky:  

1. byla vyvinuta nová LC-MS/MS metoda pro stanovení koncentrace CsA a jeho 

primárních metabolitů nejen v krvi, ale i v lymfocytech 

2. významně vyšší koncentrace AM4N i AM1 v krvi i lymfocytech během rané fázi 

po transplantaci může souviset s opožděným nástupem normálních renálních 

funkcí po transplantaci ledvin 

3. při dlouhodobém podávání CsA se vyvinul stav „non-dipper“, u této skupiny 

pacientů byla signifikantně zvýšena koncentrace metabolitu AM4N v lymfocytech 
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SUMMARY 
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TDM (therapeutic drug monitoring) is a tool for optimalisation of therapy by drug 

concentration measurement in biologic fluids (serum, plasma, blood). Its basic premise is the 

existence of a close relationship between drug concentration in serum and its pharmacologic 

effect. TDM is used for different groups of drugs, one of which are immunosuppressants.  

Cyclosporine A (CsA) is one of the basic used immunosuppressants and together with 

tacrolimus is classified as calcineurin inhibitors. 

The administration of CsA can be both intravenous and oral. Following oral 

administration, a significant presystemic elimination was found due to biotransformation by 

cytochrome P450 3A. CsA is a substrate and inhibitor of P450 3A4 and P-glycoprotein too, 

which results in high potency of drug interaction. CsA has many adverse effects, the most 

significant is nephrotoxicity. Other adverse effects are hypertension, neurotoxicity, headache, 

diabetogenic effect and hyperlipidemia.  

CsA is a drug with narrow therapeutic index and significant interindividual variability 

in pharmakokinetics has been observed. Hence, therapeutic drug monitoring is necessary. Due 

to the mechanism of action it should be appropriate to monitor its concentration at the site of 

action, lymphocytes. Immunoassays, high-performance liquid chromatography (HPLC) and 

liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) are used in TDM of CsA. 

Disadvantage of immunoassays is different cross-reactivity with CsA metabolites resulting in 

different extent of overestimation. HPLC methods are precise and sensitive, enable metabolite 

determination, but they are difficult and time-consuming for sample preparation. So we 

developed LC-MS/MS method for the determination of cyclosporine A (CsA) and its first line 

metabolites AM1, AM9, and AM4N in whole blood and lymphocytes. The accuracy of the 

method was in the range of 97.0–109.5% in blood and 92.0–110.0% in lymphocytes for all 

compounds and precision of the assay expressed by within-day and between-day coefficient of 

variations was between 1.8 and 9.8% in blood and in lymphocytes, respectively. 

We used our new developed method for determination of CsA in a prospective study in 

patients during first three months after renal transplantation (group 1) and in patients during 

long term therapy (group 2).  

Patients in group 1 were divided according their serum creatinine levels into group 

with immediate graft function (IF) and delayed graft function (DF). We found higher serum 

creatinine levels and lower creatinine clearance levels in DF group. Patients in DF group had 



 

 

- 74 - 

higher trough concentration (C0) of CsA and metabolites. 2 hours after CsA administration 

(C2) only the metabolite AM4N concentrations were higher in the DF group. Patients in the IF 

group had higher AUC0-4 of CsA and AM9 and AUC0-4 of AM1 and AM4N was higher in the 

DF group. AUC0-4 of CsA correlated well with C2 in both groups. We determined the 

phenotype (the ratio of the metabolite/parent compound) in blood and lymphocytes. We found 

a higher ratio of AM1/CsA and AM4N/CsA in both samples in DF group. Renal function in 

the DF group normalised during 2nd and 3rd month after transplantation and differences 

between groups disappeared.  

Patients in group 2 were followed for 4 years. These patients underwent Tx more than 

a year prior to enrollment. The concentration of CsA and its metabolites in both samples 

gradually decreased, as well as the total daily dose. Higher C0 concentrations of AM1 and 

AM9 than CsA were found, AM4N levels were low. In contrast to the findings in the blood 

concentrations in lymphocytes remained stable. CsA concentrations in blood correlated with 

concentrations in lymphocytes significant, while metabolites results were not unequivocal. 

The effect of CsA metabolites on circadian blood pressure fluctuations was 

investigated in 31 patients from group 2. Patients underwent three ABPM (Ambulatory Blood 

Pressure Monitoring) examinations and a total of 51 measurements were performed. Patients 

were divided into the group of "non-dipper" (nocturnal blood pressure decrease <10%; 25 

measurements) and the group of "dipper" (nocturnal blood pressure decrease > 10%; 26 

measurements). When comparing measured concentrations we found no statistically 

significant difference between groups "dipper" and "non-dipper" in the case of CsA or primary 

metabolites and AM9 AM1, the only statistically significant difference (p = 0.0339) was found 

in AM4N metabolite, whose concentration in the lymphocytes was in the group "non-dipper" 

4-fold higher. 

We investigated also the functionality of the immune system by using the lymphocyte 

transformation test after stimulation with phytohemagglutinin (PHA) and by producing INF- 

after stimulation with PHA, cytomegalovirus antigen (CMV Ag) and mixtures of M. 

tuberculosis antigens using a system QuantiFERON (Cellestis). Generally, the immune 

response to stimuli monitored by using TTL or via production of cytokines is strongly 

attenuated in the first few days after transplantation, especially during the first hours after 

administration of CsA and normalized after reduction its therapeutic dose. During our study it 
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was not possible to distinguish the impact of individual action simultaneously administered 

immunosuppressive drugs that affect the immune system in different ways. CMV-specific 

immunity mediated by CD8+ T lymphocytes was also assessed in patients. The 

QuantiFERON-CMV assay seems to be sensitive specific test to detect virus-specific T-cell 

response. This examination seems to be effective to identify patients at risk for CMV infection 

combined with the examination of the viral DNA load. 

Key messages: 

1. New LC-MS/MS method for determination of CsA and its first line metabolites not only in 

blood but also in lymphocytes was developed. 

2. Significantly higher concentrations of AM4N and AM1 in blood during early phase after 

renal transplantation may have relation to delayed onset of normal renal function after 

renal transplantation. 

3. During long-term CsA therapy 50% of patients switched to “non-dipper” status. 

Significantly higher concentration of metabolite AM4N in lymphocytes were observed in 

this group of patients. 
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8. ZKRATKY 
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ALG – antilymfocytární globulin 

AUC0-4 – plocha pod křivkou 4 hod po užití 

C0 – údolní koncentrace (v odběru před užitím) 

C2 – koncentrace za 2 hod po užití 

CEDIA - enzymová imunoanalýza 

Cmax – maximální dosažená koncentrace 

CMV – cytomegalovirus 

CsA – cyklosporin 

CsC - cyklosporin 

CsD - cyklosporin 

CV - variační koeficient 

D - dipper 

DF - skupina s opožděným nástupem funkce štěpu 

EDTA - etylendiamintetraoctová kyselina 

ELISA – enzymatická imunoanalýza 

EMIT - enzymová imunoanalýza 

FPIA - fluorescenční polarizační imunoanalýza 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IF - skupina s okamžitým nástupem funkce štěpu 

IS - vnitřní standard 

LC-MS, LC-MS/MS – kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

N - non-dipper 

PCR – polymerázová řetězová reakce 

PHA – fytohemaglutinin 

QFN – test QuantiFERRON 

R - výtěžnost 

RIA - radioimunoanalýza 

TDM – terapeutické monitorování hladin léčiv 

TDx - imunochemický analyzátor 

TTL – test transformace lymfocytů 

Tx – transplantace 
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Dostupná imunosupresiva jsou užívaná v transplantaci orgánů, u autoimunitních 

onemocnění, astma bronchiale, revmatoidní artritidy a v mnoha dalších indikacích. Zástupci 

skupiny imunosupresiv mají relativně úzké terapeutické rozmezí a významnou toxicitu 

závislou na podané dávce. Tento přehledový článek je věnován farmakodynamice, 

biotransformaci, lékovým interakcím a nežádoucím účinkům kortikoidů, inhibitorů a analogů 

DNA bází, monoklonálních a polyklonálních protilátek. 
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Tento přehled se věnuje popisu farmakokinetických a farmakodynamických vlastnosti  

a indikací kalcineurinových inhibitorů (cyklosporinu A a takrolimu), mTOR inhibitorů 

(sirolimu a everolimu), mykofenolátu, cyklofosfamidu a metotrexátu. 
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V této práci jsme popsali metody stanovení cyklosporinu A a možnosti stanovení jeho 

metabolitů. Pro terapeutické monitorování (TDM) cyklosporinu A se používají metody 

imunoanalytické, vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapalinová 

chromatografie ve spojení s hmotnostní detekcí (LC-MS/MS). Imunoanalytické metody jsou 

relativně jednoduché s velkou průchodností vzorků, ale mohou zkříženě reagovat s metabolity 

CsA, což vede k různé míře nadhodnocení naměřených koncentrací. Metody HPLC jsou 

přesné a citlivé a umožňují i stanovení metabolitů, ale jsou velmi pracné a náročné na přípravu 

vzorků. V současné době se ke stanovení imunosupresiv používá metoda kapalinovéá 

chromatografie s hmotnostní spektrometrií, která je rychlá, přesná a umožňuje stanovení nejen 

cyklosporinu A, ale i metabolitů.  
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Tato práce je věnována vývoji a validaci metody na simultánní stanovení cyklosporinu 

A a jeho tří primárních metabolitů (AM1, AM4N a AM9) v krvi a separovaných periferních 

lymfocytech. Metoda se vyznačuje snadnou přípravou vzorku, která spočívala v precipitaci 

krve extrakčním činidlem složeným z acetonitrilu a metanolu (40:60, v/v) s malým množstvím 

síranu zinečnatého v konečné koncentraci 10 mmol/l, izolované lymfocyty byly extrahovány 

směsí acetonitril/metanol (40:60, v/v). Analyty spolu s interním standardem (cyklosporin D) 

byly separovány na RP koloně BEH C18 za použití gadientové analýzy. Čas analýzy byl 5 

minut Detekce daných látek probíhala na trojitém kvadrupólu a na kvantifikaci cyklosporinu A 

a jeho metabolitů  se použila MRM spektra  
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Infekce cytomegalovirem (CMV) je hlavním důvodem mortality a morbidity u 

pacientů užívajívích imunosupresivní medikaci. V této práci jsme provedli zhodnocení, zda-li 

se QuantiFERON-CMV test (Cellestis) dá použít k predikci CMV infekce. Na základě našich 

dat se ukázalo, že pacienti s vyšší buněčnou imunitní odpovědí měřenou testem 

QuantiFERON měli nižší riziko manifestace CMV infekce než pacienti s nízkou odpovědí.  
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V této práci bylo naším cílem studie porovnat vztah mezi koncentrací CsA a jeho 

metabolitů v krvi a lymfocytech a poklesem krevního tlaku v noci (tzv. „dipping“). V průběhu 

celé studie dosahoval průměrný krevní tlak v denních hodinách hodnot  128±11/75±10mmHg, 

během nočních hodin 124±15/70±11mmHg. Průměrné koncentrace CsA se v krvi pohybovaly 

v rozmezí 90.5±40.1µg/l ve skupině „dipper“ a 97.3±44.5µg/l ve skupině „non-dipper“, v 

lymfocytech 11.4±4.0µg/l („dipper“) a 11.8±5.0µg/l („non-dipper“). Jediný statisticky 

významný rozdíl (p=0.0339) mezi skupinami byl nalezen u metabolitu AM4N, jehož 

koncentrace v lymfocytech byla ve skupině „non-dipper“ více než 4-násobná  („dipper“ 

0.4±0.8µg/l, „non-dipper“ 1.7±2.6µg/l).  
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Abstrakt 

Úvod:Cyklosporin A je účinné imunosupresivum používané při transplantacích včetně 

transplantace ledvin. Jedním z jeho nežádoucích účinků je ovlivnění denní variability krevního 

tlaku, a to jeho signifikantním zvýšením v nočních hodinách. Klíčovým faktorem u pacientů 

po transplantaci ledvin je dobrá kompenzace krevního tlaku, přičemž k ověření může být 

užitečným nástrojem jeho 24-hodinové ambulantní monitorování (ABPM). Cílem studie bylo 

porovnat vztah mezi koncentrací CsA a jeho metabolitů v krvi a lymfocytech a poklesem 

krevního tlaku v noci (tzv. „dipping“). 

Metoda:Soubor zahrnoval 31 pacientů (16 mužů, 15 žen) s průměrným věkem 54±12 roků a  

průměrnou hmotností 75±16kg. Koncentrace CsA a jeho primárních metabolitů (AM1, AM9 a 

AM4N) v krvi a lymfocytech před užitím byly stanoveny metodou LC-MS/MS. ABPM bylo 

prováděno přístrojem Spacelabs 90207-Q, celkem 3x v 1-ročních intervalech. Pacienti byli 

rozděleni podle nočního poklesu krevního tlaku do 2 skupin – „dipper“  (26 měření) a „non-

dipper“  (pokles <10%, 25 měření). Ke statistické analýze byl použit program GraphPad Prism 

5.00 pro Windows. 

Výsledky:V průběhu celé studie dosahoval průměrný krevní tlak v denních hodinách hodnot  

128±11/75±10mmHg, během nočních hodin 124±15/70±11mmHg. Průměrné koncentrace 

CsA se v krvi pohybovaly v rozmezí 90.5±40.1µg/l ve skupině „dipper“ a 97.3±44.5µg/l ve 

skupině „non-dipper“, v lymfocytech 11.4±4.0µg/l („dipper“) a 11.8±5.0µg/l („non-dipper“). 

Jediný statisticky významný rozdíl (p=0.0339) mezi skupinami byl nalezen u metabolitu 

AM4N, jehož koncentrace v lymfocytech byla ve skupině „non-dipper“ více než 4-násobná  

(„dipper“ 0.4±0.8µg/l, „non-dipper“ 1.7±2.6µg/l).  

Závěr:400% nárůst lipofilního metabolitu AM4N v lymfocytech v odběru před užitím může 

být u pacientů po transplantaci ledvin jak příčinou tak markerem pro výskyt „non-dippingu“. 

 

Klíčová slova: Cyklosporin A  Metabolity  Hypertenze   ABPM 

 

 

 

 

 



 

 

- 123 - 

Abstract 

Background:Cyclosporine A (CsA) is a potent immunosuppressive agent used after organ 

transplantation, including renal transplantation. CsA has been shown also to affect blood 

pressure (BP) diurnal variation by significantly increasing nighttime blood pressure. Tight 

blood pressure control is a key objective in renal transplant patients, and for this purpose 

ABPM might be a useful tool. The aim of study was to compare the relationship between 

blood and lymphocytes concentrations of CsA and its metabolites in patiens with “dipping”or 

“non-dipping” status. 

Methods:31 stable renal transplant patients (16 men, 15 women) were involved in this study. 

The mean patient age was 54±12 years and the mean weight 75±16kg. Trough (C0) 

concentrations of CsA and its three metabolites AM1, AM9 and AM4N were estimated in 

blood and lymphocytes using LC-MS/MS method. All patients had their ABPM performed. 

The patiens were divided in 2 groups – “dippers” (26 measurements) and “non-dippers” (with 

nocturnal blood pressure fall <10%, 25 measurements). GraphPad Prism version 5.00 for 

Windows was used for statistical analysis. A value of p<0.05 was considered statistically 

significant. 

Results:The mean of BP was during the daytime 128±11/75±10mmHg and 

124±15/70±11mmHg during sleep. The mean cyclosporine trough level was 90.5±40.1µg/L 

(“dippers) and 97.3±44.5µg/L “non-dippers” in blood and 11.4±4.0µg/L (“dippers”) and 

11.8±5.0µg/L “non-dippers” in lymphocytes. There was found only one statistically 

significant difference (p=0.0339) of AM4N concentrations in lymphocytes between “dippers” 

(0.4±0.8µg/L) and “non-dippers” (1.7±2.6µg/L).  

Conclusions:400% increase of lipophilic metabolite AM4N in lymphocytes in C0 should be the 

cause and/or predictor of “non-dipping” status in renal transplant patients.  

  

Key Words: Cyclosporine A  Metabolites  Hypertension  ABPM 
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Úvod 

Arteriální hypertenze se vyskytuje u 60-80% pacientů po transplantaci ledvin (1). 

Často se u pacientů, kteří jsou déle než rok po transplantaci, vyskytuje abnormální cirkadiální 

rytmus krevního tlaku (TK), který se s narůstajícím časem neupravuje (2-4). 

K posttransplantační arteriální hypertenzi mohou přispívat různé faktory: a) dysfunkce štěpu 

při akutní rejekci nebo chronická nefropatie štěpu; b) léčba kortikosteroidy, kalcineurinovými 

inhibitory nebo jejich kombinací; c) vlastní onemocnění ledvin; d) stenóza renální arterie; a e) 

esenciální hypertenze (5). Míra přežití štěpu je výrazně závislá jak na systolickém, tak 

diastolickém tlaku krve. Proto hraje arteriální hypertenze hlavní roli v rozvoji selhání štěpu (6) 

a je významným ukazatelem akutní rejekce (7). Funkce štěpu je rovněž snížena v případech, 

kdy přetrvává „non-dipper“ profil (tzn. ztráta nočního poklesu TK), který je během pozdní 

posttransplantační fáze obvykle spojen s onemocněním ledvin: stenózou renální arterie štěpu, 

chronickou rejekcí atd. (8). Nejvyšší hodnoty krevního tlaku v průběhu 24-hodinového období 

mohou být zaznamenány v noci a jsou někdy spojeny s krvácením do sítnice a poškozením 

v oblasti centrálního nervového systému. Ztráta nočního poklesu TK je spojena s vyšším 

výskytem hypertrofie levé komory, centrální mozkové příhody lakunárního typu a 

mikroalbuminurie. Noční zvýšení krevního tlaku tak může predisponovat pacienty po 

transplantaci k urychleným aterosklerotickým komplikacím (9). Mezi příjemci ledvinových 

štěpů je běžné zastoupení „non-dipper“ hypertoniků s prevalencí více než 90%, ačkoli různé 

studie používají pro „non-dippery“ různé definice (8). Příčina noční hypertenze není jasná, 

podle současných důkazů má vztah k základnímu parenchymovému nebo vaskulárnímu 

onemocnění ledvin nebo k imunosupresivní terapii cyklosporinem A (CsA) a kortikoidy (1, 

10). Cyklosporin A je účinná imunosupresivní látka široce používaná při orgánových 

transplantacích včetně transplantace ledvin (11), která je výrazně metabolizovaná 

cytochromem P450 3A na více než 30 metabolitů (12). Tyto metabolity jsou na základě in 

vitro experimentů obvykle považovány za méně toxické a méně účinné než mateřská látka, 

částečná imunosupresivní aktivita byla nalezena u metabolitu AM1 (13), AM9 a AM4N (14), 

vyšší nefrotoxicita pak u sekundárních metabolitů AM19 a AM1c9 (15-17). Vedlejší účinky 

CsA, což je kromě nefrotoxicity také hypertenze, přispívají u příjemců k dlouhodobému 

selhávání štěpu a kardiovaskulární morbiditě (18). Důvodem hypertenze je CsA indukovaná 

rozsáhlá vazokonstrikce v systémuvé cirkulaci a nárůst arteriálního tlaku, základem 
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nefrotoxicity pak vazokonstrikce v ledvinách, která vede ke sníženému průtoku krve (9). 

Vzestup krevního tlaku při užívání CsA byl ve dříve provedených studiích ve srovnání 

s placebem statisticky významný a je také zřejmě závislý na dávce - nižší dávky (1-4 

mg/kg/den) zvyšovaly střední krevní tlak průměrně o 5mmHg, zatímco vyšší dávky (>10 

mg/kg/den) průměrně o 11mmHg (19). Některými autory již bylo prokázáno, že CsA 

ovlivňuje denní kolísání krevního tlaku jeho signifikantním zvýšením v noci (3, 10, 20), 

nicméně Kooman et al. a Haydar et al. uvádějí, že jediným nezávislým ukazatelem kolísání 

TK během dne je věk pacienta a rychlost glomerulární filtrace (21, 22). 24-hodinové 

ambulantní monitorování krevního tlaku (ABPM) je u pacientů po transplantaci ledviny 

citlivějším měřítkem hypertenze a lepším ukazatelem hypertrofie levé komory a renálních 

funkcí než kazuální TK (měřený v ambulanci) (4, 23). Klíčovým faktorem u pacientů po 

transplantaci ledvin je správná kontrola krevního tlaku, k čemuž může být ABPM velmi 

užitečným nástrojem (8). V předcházející studii jsme zjistili, že u některých pacientů v akutní 

fázi po transplantaci ledvin došlo k opožděné normalizaci funkce graftu provázené 20-

násobným vzestupem metabolitu AM4N v krvi i v lymfocytech (24). Cílem této práce bylo 

zjistit, zda se podílí hladina cyklosporinu A a jeho tří základních metabolitů (zejména AM4N) 

na ovlivnění diurnální variability krevního tlaku. 

 

Metoda 

Studie se zúčastnilo celkem 31 pacientů po transplantaci ledviny, z toho 16 mužů a 15 žen o 

průměrném věku 54±12 roků, průměrné hmotnosti 75 ± 16kg a průměrné výšce 167 ± 11cm. 

Pacienti obdrželi podrobné informace a podepsali Informovaný souhlas, studie byla schválena 

Etickou komisí FN Ostrava. Pacienti byli vyšetřeni na Ústavu klinické farmakologie, kde byly 

provedeny odběry na stanovení hladiny CsA a jeho tří primárních metabolitů (AM1, AM9 a 

AM4N) v krvi a v lymfocytech podle námi vypracované metodiky (25). Dále bylo pacientům 

provedeno ABPM (na přístroji Spacelabs 90207-Q). Sledování bylo provedeno 3x v 1-ročních 

intervalech. Pacienti byli rozděleni do dvou skupin podle toho, zda došlo k poklesu nočního 

tlaku („dipper“ - D) či nikoliv („non-dipper“ – N, pokles nočního tlaku < 10%).  

V průběhu studie užívali pacienti kromě cyklosporinu A další imunosupresivní medikaci a to 

kyselinu mykofenolovou v 80%, azatioprin a everolimus v 6% a kortikosteroidy ve 24%. 
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Antihypertenzivní medikace užívaná pacienty v celém průběhu studie a zaznamenaná během 3 

vyšetření je uvedena pro jednotlivé skupiny v grafu 1 a 2.  

 

Graf 1 Antihypertenzivní medikace ve skupině „dipper“ 
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Graf 2 Antihypertenzivní medikace ve skupině „non-dipper 
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Statistické zpracování 

Ke statistickému zpracování byl použit program Graph Pad version 5.00 pro Windows. Za 

statisticky signifikantní byla považována hodnota p<0,05. Všechna data byla testována 

D‘Agostinovým-Pearsonovým testem normality dat. Na základě tohoto testu pak byla data 

porovnávána nepárovým t-testem (v případě Gaussova rozložení) nebo neparametrickým 

Mann-Whitney testem.  Rozdíl v anithypertenzivní medikaci mezi skupinami byl testován χ2-

testem. 

 

Výsledky 

Prvního vyšetření se zúčastnilo 31 pacientů (skupina „non-dipper“ 13 pacientů), druhého 

vyšetření 16 pacientů (skupina „non-dipper“ 8 pacientů) a třetího vyšetření 4 pacienti (skupina 

„non-dipper“ 4 pacienti). Po rozdělení všech pacientů do dvou skupin jsme zaznamenali 25 

měření pacientů skupiny „non-dipper“ a 26 měření pacientů skupiny „dipper“.   

 

1. Kompenzace TK 

V průběhu celé studie dosahoval průměrný krevní tlak v denních hodinách hodnot  

128±11/75±10 mmHg, během nočních hodin 124±15/70±11 mmHg. Průměrné hodnoty  

TK a pulsové frekvence během 24-hodinového měření (ABPM) při jednotlivých vyšetřeních 

jsou uvedeny v tabulce 1. 

 

Tabulka 1  Průměrné hodnoty krevního tlaku a pulsové frekvence při 24-hodinovém měření 

(ABPM) při jednotlivých vyšetřeních; STK - systolický krevní tlak, DTK - 

diastolický krevní tlak 

                     

 den noc 

číslo vyšetření STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min 

1 129±14 76±11 75±7 125±18 71±13 65±7 

2 126±7 74±7 70±8 122±10 68±8 61±8 

3 125±4 75±7 71±3 126±3 73±7 61±3 
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Po podrobném rozboru jednotlivých měření byli pacienti rozděleni na skupinu „dipper“ a 

„non-dipper“. Průměrné hodnoty TK a pulsové frekvence během 24-hodinového měření 

(ABPM) u obou skupin jsou uvedeny v tabulce 2.  

 

Tabulka 2  Průměrné hodnoty krevního tlaku a pulsové frekvence při 24-hodinovém měření 

(ABPM) ve skupině „dipper“ a „non-dipper“ ; STK - systolický krevní tlak, DTK - 

diastolický krevní tlak 

 

 den noc 

skupina STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min STK (mmHg) DTK (mmHg) puls/min 

„dipper“ 128±11 75±10 72±7 115±12 65±10 62±6 

„non-dipper“ 129±12 76±10 73±8 132±15 75±10 65±9 

 

Nebyl nalezen statisticky výzmanný rozddíl v antihypertenzivní terapii mezi skupinou 

„dipper“ a „non-dipper“, p=0,6859 (garf číslo 1 a 2). 

 

2. Porovnání koncentrace CsA a metabolitů mezi skupinami 

Při porovnání naměřených koncentrací jsme nenašli žádný statisticky významný rozdíl mezi 

skupinou „dipper“  a „non-dipper“ v případě CsA ani primárních metabolitů AM1 a AM9, 

jediný statisticky významný rozdíl (p=0.0339)  byl nalezen u metabolitu AM4N, jehož 

koncentrace v lymfocytech byla ve skupině „non-dipper“ 4-násobná  (tabulka 3 a 4) 

 

 

Tabulka 3    Koncentrace CsA a jeho primárních metabolitů (µg/l) v krvi  

                      („dipper“ - D, „non-dipper“ – N)  

 

 CsA  AM1  AM9  AM4N  

 D N D N D N D N 

No 26 25 26 25 26 25 26 25 

mean±SD 90.5±40.1 97.3±44.5 230.0±138.2 219.4±191.0 199.6±193.8 142.1±140.0 8.3±14.8 13.6±19.2 

 

 



 

 

- 129 - 

Tabulka 4   Koncentrace CsA a jeho primárních metabolitů (µg/l) v lymfocytech  

                     („dipper“ - D, „non-dipper“ – N)  

 

 CsA  AM1  AM9  AM4N  

 D N D N D N D N 

No 25 25 25 25 25 25 25 25 

mean±SD 11.4±4.0 11.8±5.0 10.1±10.9 14.0±15.3 7.4±6.7 10.6±13.0 0.4±0.8 1.7±2.6* 

*p=0.0339 

 

Diskuse 

ABPM je nejen důležitým nástrojem při diagnostice hypertenze a ke zhodnocení účinnosti 

léčby, ale umožňuje také odhalit abnormální cirkadiální kolísání krevního tlaku. Pokles 

nočního tlaku krve o >10% oproti denním hodnotám (tj. poměr krevního tlaku noc/den < 0,9) 

je všeobecně akceptován jako hranice, aby mohl být pacient označen jako „dipper“ (26). 

Odhaduje se, že normální cirkadiální rytmus je zachován zhruba u 70% pacientů užívajících 

anithypertenzivní terapii (27). Nejčastěji se jako normální TK při ABPM udává průměrný 

denní TK < 135/85 mm Hg, průměrný noční TK < 120/70 mm Hg a 24hodinový průměrný TK 

< 130/80 mm Hg (28). Z tohoto pohledu byl průměrný TK v námi sledovaném souboru 

v průběhu dne dobře kompenzován, v noci však u části pacientů k poklesu krevního tlaku 

nedošlo. Statistické zpracování prokázalo, že jediný významný rozdíl mezi skupinou „dipper“ 

a „non-dipper“ byl nalezen mezi koncentracemi metabolitu AM4N v lymfocytech před 

podáním cyklosporinu A, kdy byla v lymfocytech skupiny „non-dipper“ koncentrace 

významně vyšší (p = 0.0339). K potransplantační hypertenzi přispívají mnohé faktory mezi 

které patří i užívání kalcineurinových inhibitorů, jako je CsA a takrolimus (29). CsA snižuje 

průtok krve ledvinami vazokonstrikcí aferentních cév. Tento jev může nastat již po jedné 

dávce a určitý stupeň renální vazokonstrikce se pravděpodobně vyskytuje u všech osob 

léčených CsA. Vazokonstrikce vyvolává snížení glomerulární filtrace, zvýšení reabsorpce 

sodíku, oligurii a nárůst sérového kreatininu spolu s dalšími klinickými projevy jako je 

hyperkalemie, tubulární acidóza a hypertenze. Bylo zjištěno, že tyto akutní hemodynamické 

účinky jsou funkční,  reversibilní a závislé na dávce (30). CsA je výrazně metabolizován 

systémem cytochromu P4503A na více než 30 metabolitů (12). Na základě in vitro pokusů 
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jsou tyto metabolity považovány za méně toxické a méně účinné než mateřská látka. Příspěvek 

metabolitů k imunosupresivní aktivitě CsA in vivo ve srovnání s in vitro studiemi je ovlivněn 

různými faktory jako je farmakokinetika, distribuce, afinita k vazebným proteinům, 

koncentrace a interakce metabolitů (31). Částečný imunosupresivní účinek byl nalezen u 

metabolitu AM1,  AM9 a AM4N (14). Nefrotoxický potenciál jednotlivých metabolitů se 

v jednotlivých studiích provedených in vitro liší. Copeland et al. zkoumal vliv CsA a 

metabolitů na růst buněk, syntézu DNA, RNA a proteinů. Největší inhibiční účinek pozoroval 

u AM4N, který vykazoval 17-50% aktivity CsA v IC50 (koncentrace, která je nutná pro 50% 

inhibici příslušných parametrů). Při koncentraci 25 mg/l CsA a AM4N vykazovaly > 90% 

inhibici všech parametrů. Morfologické změny v buněčné kultuře vyvolané AM4N byly 

srovnatelné s těmi vyvolanými CsA (17). Ve studii autorů Radeke et al. byla zkoumána 

nefrotoxicita CsA a metabolitů pomocí inhibice proliferace mesangiálních buněk. Nejvyšší 

inhibiční efekt vykazoval CsA, následován metabolitem AM4N, AM1c, AMlc9, AM9, AM19, 

AM1, AM4N9, AM14N, AM1A, AM11d. Metabolity AM4N9, AM14N, AM1A, AM11d byly 

považovány za neaktivní. (12). Možným mechanismem toxického působení metabolitů tedy 

může být kovalentní vazba na makromolekuly v játrech a ledvinách a synergický účinek 

kombinace CsA s metabolity na mesangiální buňky. Metabolit AM4N by se tak mohl podílet 

na nefrotoxickém působení CsA vedoucím k poruše kolísání krevního tlaku během dne.    

 

 

Závěr 

V souboru pacientů po transplantaci ledvin jsme v průběhu sledování zaznamenali abnormální 

cirkadiální kolísání krevního tlaku téměř v 50% provedených měření. Dle našich výsledků 

hladiny CsA a metabolitů AM1 a AM9 neovlivnily pokles nočního tlaku, statisticky 

významný rozdíl mezi skupinami „dipper“ a „non-dipper“ byl však nalezen u hladiny 

metabolitu AM4N v lymfocytech před užitím. Výsledek naznačuje, že zvýšená koncentrace 

výrazně lipofilního metabolitu AM4N v lymfocytech může být příčinou, eventuálně i 

markerem pro výskyt „non-dippingu“. 

 

Podporováno grantem MZ IGA 1A/8655-5 a MSK RRC/04/2010 (Podpora vědy a výzkumu v 

MS kraji 2011, Kód programu: RRC/04/2010). 
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