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Streszczenie

Terapeutyczne monitorowanie lekéw (TDM) jest szczegdlnie istotne w przypadku lekéw o waskim indeksie
terapeutycznym, duzej miedzyosobniczej odpowiedzi naleczenie lub nieliniowej farmakokinetyce. W ramach TDM
stezenia lekéw oznaczane sg najczesciej w surowicy lub osoczu, jednak pobranie krwi jest niekomfortowe oraz
czasochlonne, a ponadto moze prowadzi¢ do infekeji. Z tego powodu poszukuje si¢ alternatywnych metod pobie-
rania probek i nowych matryc pozwalajacych na zwiekszenie komfortu i bezpieczefistwa pobrania oraz poprawe
stabilnosci badanych zwigzkow i redukeji kosztow analizy. W niniejszej pracy zebrano aktualne informacje na
temat alternatywnych metod pobierania probek krwi oraz wykorzystania do TDM nowych matryc takich jak: pot,
tzy, wlosy, ptyn mézgowo-rdzeniowy oraz krew pepowinowa. Na podstawie zestawienia ich korzysci i ograniczen
stwierdzono, ze metoda suchej kropli krwi i moczu oraz §lina moglyby w wielu przypadkach zastgpi¢ rutynowe
pobranie krwi w ramach TDM. Najwi¢kszym wyzwaniem w przypadku stosowania alternatywnych matryc
biologicznych jest opracowanie prostej i selektywnej metodyki analizy lekow, umozliwiajacej jej zastosowanie
w codziennej praktyce klinicznej. (Farm Wspét 2024; 17: 33-42) doi: 10.53139/FW.20241701

Stowa kluczowe: metoda suchej kropli krwi, mocz, plyn mézgowo-rdzeniowy, pot, slina

Abstract

Therapeutic drug monitoring (TDM) is crucial for drugs with a narrow therapeutic index, large inter-indivi-
dual response to treatment, or nonlinear pharmacokinetics. As part of TDM, drug concentrations are most often
measured in serum or plasma, but blood sampling is uncomfortable, time-consuming, and can lead to infection.
For this reason, alternative sampling methods and new matrices are being sought to increase the comfort and
safety of sampling, improve the stability of the tested compounds, and reduce the analysis costs. This paper col-
lects up-to-date information on alternative blood sampling methods and new matrices such as sweat, tears, hair,
cerebrospinal fluid, and umbilical cord blood for TDM. Based on a comparison of benefits and limitations, it
was found that dried blood, urine spots, and saliva could possibly replace routine blood collection for TDM. The
biggest challenge when using alternative biological matrices is to develop a simple and selective methodology for
drug analysis that can be used in everyday clinical practice. (Farm Wspot 2024; 17: 33-42) doi: 10.53139/FW.20241701

Keywords: dried blood spot method, urine, cerebrospinal fluid, sweat, saliva

Wstep zasadne jest wprowadzenie terapeutycznego monito-

W zwiazku ze zmienng odpowiedzig pacjentéw rowania leku (TDM). TDM pozwala zindywidualizo-
na terapie, powaznymi dzialaniami niepozadanymi waé dawkowanie leku, a tym samym zapewnié jego
lub nieliniowa farmakokinetyka niektorych lekéw, skutecznos¢ i bezpieczenstwo. Procedura pobrania
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krwi zylnej moze by¢ jednak problematyczna. Wymaga
zaangazowania odpowiednio wykwalifikowanego
personelu medycznego, zachowania odpowiednich
warunkdow zaréwno w trakcie pobrania krwi jak i jej
przechowywania. Stanowi ona réwniez obcigzenie dla
pacjenta, ktéry musi stawi¢ si¢ w miejscu, w ktérym
probka zostanie pobrana oraz wigze si¢ z dyskom-
fortem w trakcie pobrania. Zaréwno krew, mocz jak
i $lina sg najbardziej dostepnym i tatwym do pobrania
materiatem w celu analizy stezen leku, jego metabo-
litéw oraz zwigzkéw endogennych, co przektada sie
na ich ogromne znaczenie w terapii monitorowane;j.
TDM z wykorzystaniem krwi jako matrycy wiaze sie
z koniecznoscig czestego pobierania préobek, ktdre jest
bolesne, niekomfortowe oraz czasochtonne, a ponadto
moze prowadzi¢ do anemii lub infekcji. Probki takie
moga by¢ ponadto niestabilne co utrudnia ich prze-
chowywanie i transport [1]. TDM opro6cz zapewnienia
bezpieczenstwa i skuteczno$ci terapii ma zastosowanie
réwniez w racjonalnym wykorzystaniu dostgpnych
substancji leczniczych. Podejscie to nabiera znaczenia
zwlaszcza w przypadku antybiotykoterapii, w przy-
padku ktorej obserwujemy coraz wieksza opornosé
i tym samym mniejsza skutecznoé¢. TDM dla stoso-
wanych antybiotykéw mogtoby skutecznie zmniejszy¢
ryzyko naduzywania lekéw z tej grupy i ograniczy¢
rozwdj opornoséci. Wprowadzenie TDM wymagatoby
jednak opracowania taniej, prostej i komfortowej
dla pacjenta metody. Z tych i wielu innych powodéw
poszukuje si¢ innych, alternatywnych sposobéw na
pobranie i analiz¢ probek uzyskanych od pacjentéw.
Rozwijane sg zaréwno metody polegajace na pobraniu
jak najmniejszej ilosci materiatu (mikroprobkowanie)
jak i badania pozwalajace na wykorzystanie nowych,
niestosowanych wcze$niej matryc. Do pierwszego
przypadku mozna zaliczy¢ metody tak zwanej suchej
kropli, np. metode suchej kropli krwi (ang. dried blood
spot, DBS), suchej kropli osocza (ang. dried plasma
spot, DPS), suchej kropli moczu (ang. dried urine spot,
DUS) lub suchej kropli $liny (ang. dried saliva spot,
DSS), ktore juz w chwili obecnej sg szeroko wyko-
rzystywane w praktyce klinicznej [2,3]. Zmniejszenie
ilodci matrycy pobieranej od pacjenta i rozwijanie
metod umozliwiajacych ich wykorzystanie w TDM
jest szczegolnie istotne, gdy pobranie wiekszej ilosci
krwi jest niewskazane (np. w przypadku noworod-
kow) lub wiaze sie ze zwigkszonym ryzkiem infekcji
(np. u pacjentéw poddanych terapii immunosupre-
syjnej). Oprécz zmniejszenia ilo$ci pobieranej prébki
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wciaz poszukuje si¢ nowych matryc, ktére pozwolg na
analize stezen leku i realne przelozenie tych obserwa-
¢ji na wynik terapii. Jako przyktad mozna tu poda¢
leki, dla ktorych wystepuje duza zmienno$¢ miedzy
stezeniami obserwowanymi we krwi a np. w plynie
moézgowo rdzeniowym lub zaleznos¢ ta wcale nie
wystepuje. Uniemozliwia to prawidlowe okreslenie
ryzyka wystapienia dzialan niepozadanych lub stwier-
dzenie czy stezenie leku w miejscu docelowym miesci
sie w przedziale terapeutycznym, co jest widoczne
np. w przypadku terapii wankomycyna.

Technika suchej kropli krwi

Metoda suchej kropli krwi (ang. dried blood spot,
DBS) w ostatnich latach stale zyskuje na popularnosci.
Jest szeroko stosowana w badaniach przesiewowych
m.in. u noworodkéw. Procedura polega na naktuciu
opuszka palca lub stopy i naniesieniu kropli krwi
wlosniczkowej na specjalnie przeznaczong do tego
karte. Pobrana prébka jest nastepnie suszona i przecho-
wywana w temperaturze pokojowej do kilku tygodni.

DBS wciaz zyskuje na znaczeniu w TDM np.
w monitorowaniu: antybiotykoterapii (np. gentamy-
cyny, wankomycyny), lekéw przeciwpsychotycznych
(np. aripiprazolu, klozapiny), lekéw stosowanych
w terapii przeciwnowotworowej (np. palbocyklib,
ribocyklib, letrozol), terapii lekami przeciwpadaczko-
wymi (np. karbamazepiny) lub terapii przeciwdepre-
syjnej (np. amitryptylina, nortryptylina, imipramina)
i zwigzkow endogennych [2,4-6].

Jedna z wielu zalet metody DBS jest jej prostota.
Zestawy dostepne komercyjnie moglyby postuzy¢
pacjentom do samodzielnego zbierania prébek
w domu, a nastepnie po wysuszeniu wystania ich
poczta do oé$rodka, w ktérym poddane zostalyby
analizie. Jak donosi Girardin i wsp. rozwigzanie takie
jest mniej kosztowne w poréwnaniu do standardowej
procedury pobrania krwi zylnej [7]. Dodatkowo zwiek-
sza to dostepno$¢ badan dla pacjentéw mieszkajacych
daleko od miejsca poboru krwi lub majacych trudnosci
w przemieszczaniu si¢. Ograniczony kontakt z pracow-
nikami stuzby zdrowia zyskuje na znaczeniu w okresie
zwiekszonego zachorowania np. na grype, SARS-
CoV2, poniewaz zmniejsza ryzyko kontaktu pacjenta
z osobg chorg. Metoda ta jest bezpieczna réwniez
w odniesieniu do niektérych choréb wirusowych, jako
ze istnieje mniejsze ryzyko zakazenia niz w przypadku
krwi zylnej [8]. Za wykorzystaniem metody DBS prze-
mawia réwniez jej duze bezpieczenstwo oraz niewielka
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ilo§¢ pobranego materiatu, co pozwala postuzy¢ sie
nig w przypadku pacjentéw, u ktérych niemozliwe jest
pobranie wiekszej ilo$ci krwi (np. u niemowlat). Prébki
pozyskiwane metoda DBS sg mniej ucigzliwe w trak-
cie transportu. Nie wymagaja one przechowywania
w ujemnych temperaturach i s3 kompaktowych roz-
miaréw. Dobra stabilno$¢ prébek, pozyskanych metoda
DBS, w temperaturze pokojowej zostala potwierdzona
m.in. w badaniach Adam i wsp. [9].

Pomimo wielu zalet, metoda DBS moze mie¢ pewne
ograniczenia. W przypadku niektérych lekéw obserwuje
sie réznice pomiedzy stezeniami we krwi zylnej i wlo-
$niczkowej. Mohammed i wsp. [10] zwrdcili uwage na
rozbieznosci w stezeniach paracetamolu oznaczonych
w obu tych matrycach. Rozwigzaniem tego problemu,
moze by¢ okreélenie wspolczynnika korekcyjnego,
pozwalajacego oszacowac stezenia leku we krwi zylnej
na podstawie stezen oznaczonych we krwi wlosniczko-
wej pobranej metoda DBS [10]. Pomimo potwierdzonej
stabilno$ci DBS, probka nadal narazona jest na czynniki
takie jak: $wiatlo, wilgotno$¢, zmienna temperatura,
ktore moga przyczyniac si¢ do jej szybszej degradacji [9].
W zwiazku z tym przechowywanie DBS nadal wymaga
zapewnienia odpowiednich warunkéw np. zastosowania
$rodkéw osuszajacych. Samodzielne zebranie probki
przez pacjenta wigze si¢ réwniez z ryzykiem jej zanie-
czyszczenia, co moze mie¢ wplyw na pdzniejsza analize.
Dodatkowym utrudnieniem jest wplyw hematokrytu na
lepko$¢ krwi. U osoby z wysokim hematokrytem plamka
krwi bedzie w mniejszym stopniu rozchodzi¢ si¢ na
karcie [11]. Nie bez znaczenia jest réwniez koniecznos¢
ekstrakcji badanego zwiazku z karty co potencjalnie
przedluza analize i generuje dodatkowe koszty.

TDM z wykorzystaniem sliny jako
matrycy

Alternatywng dla prébek krwi i osocza w przy-
padku TDM moze by¢ réwniez $lina pacjenta. Do
chwili obecnej, $lina jest wykorzystywana do diagnozy
schorzen, analizy stezen leku we krwi lub osoczu oraz
w badaniach metabolicznych [1]. Substancje czynne lub
ich metabolity mogg przenikac do $liny poprzez bierng
dyfuzje, transport aktywny lub pinocytoze.

Pobranie probek odbywa sie poprzez zebranie $liny
bezposrednio do probéwki lub za pomocg bawelnia-
nego lub polistyrenowego tamponu umieszczonego
bezposérednio przy policzku lub pod jezykiem przez
okreslony czas. Niektére metody obejmuja mozliwo$¢
stymulacji produkcji $liny poprzez np. uzycie kwasu
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cytrynowego lub delikatne zucie. Po zebraniu $liny
za pomocg powyzszych metod, probki sa odwirowy-
wane [1,12,13]. Slina jako matryca wykorzystywana
jest rowniez w metodzie DSS (ang. dried saliva spot),
ktdra polega na umieszczeniu probki na specjalnie do
tego przeznaczonej karcie, analogicznie jak w metodzie
DBS. W tym przypadku mozliwe jest zastosowanie
materialu wskazujacego potozenie probki poprzez
zmiane barwy, jako Ze $linge w poréwnaniu do krwi
cechuje znacznie gorsza widocznos§é. Po zebraniu
probki na karte, pozostawia sie ja do wyschniecia
i przechowuje w temperaturze pokojowej. Nastepnie
probka jest ekstrahowana i przygotowana do analizy
[1]. Sankovski i wsp. opracowali metode pozwalajaca
na terapeutyczne monitorowanie stezen terifluno-
midu, bedacego aktywnym metabolitem leflunomidu.
W swoim badaniu wykorzystali probki pobrane od
15 pacjentéw przyjmujacych 15-20 mg leflunomidu
i dowiedli korelacji miedzy stezeniami obserwowa-
nymi w $linie i osoczu pacjentow [12]. Uzytecznosé¢
$§liny w TDM potwierdzono réwniez na przykladzie
linezolidu. W swojej pracy Van Den Elsen i wsp. po 14
dniach leczenia linezolidem i moksyfloksacyng pobrali
probki $liny, osocza (moksyfloksacyna) i surowicy
(linezolid) od pacjentéw chorych na gruzlice. Wykazali
przy tym, Ze istnieje korelacja stezen linezolidu w oso-
czu i $linie [13].

Za klasycznym pobieraniem prébek §liny oraz
metodag DSS przemawiajg ich liczne zalety. Pobranie
nie wymaga przerwania ciaglo$ci skory, dzigki czemu
moze by¢ przeprowadzona przez kazda odpowiednio
przeszkolong do tego osobe. Nieinwazyjno$¢ zwiek-
sza réwniez komfort i bezpieczenstwo dla pacjenta
i personelu. Istnieje mniejsze ryzyko zakazenia,
a ponadto mozna unikna¢ infekcji w miejscu wktlu-
cia. Wykorzystanie §liny jako matrycy moze réwniez
zredukowac koszt i przy$pieszy¢ proces zbierania pro-
bek. W przypadku DSS, prébka moze zosta¢ pobrana
w domu co jest istotne np. w przypadku dzieci, oséb
niepetnosprawnych oraz oséb cierpigcych na zaburze-
nia lekowe. Niewatpliwa zaletg §liny jako matrycy, jest
to, Ze stezenia leku w niej obserwowane odpowiadaja
stezeniu frakgji leku niezwigzanej z biatkami w oso-
czu pacjenta co potencjalnie zwieksza doktadnoé¢
oznaczen [14].

Pomimo niewatpliwych zalet $liny jako matrycy
w TDM, nie jest ona pozbawiona wad. Przydatnos¢
$liny jako matrycy wciaz nie zostata potwierdzona
dla wielu lekéw, dla ktorych wskazane jest monitoro-
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wanie terapii. Nalezy tu wziag¢ pod uwage, Ze stezenie
obserwowane we krwi moze réznic si¢ od tego obser-
wowanego w prdbce §liny [13]. W takim przypadku
konieczne moze by¢ opracowanie wspolczynnika
korekcyjnego, ktéry wykorzystuje sie do oszacowania
stezen leku we krwi na podstawie oznaczonych stezen
w $linie. Wyznaczenie takich wspoélczynnikow niwe-
luje konieczno$¢ opracowania odrebnych zakreséw
terapeutycznych dla §liny. Jednak nie wszystkie leki
przenikaja do $liny w takim stopniu, by mozliwe bylo
ich oznaczenie lub skorelowanie stezen wystepujacych
w §linie ze stezeniami obserwowanymi we krwi zylnej
[13]. Dodatkowym utrudnieniem sg takze réznice
w aktywnodci $linianek miedzy pacjentami oraz fakt,
ze sklad wydzielanej §liny rézni si¢ miedzy $linian-
kami. Nalezy tu takze wzia¢ pod uwage przypadki,
gdy z powodu wystepujacych jednostek chorobowych
produkgja sliny moze by¢ niewystarczajaca do pobrania
probki [1]. Niezwykle wazny jest ogélny stan zdrowia
pacjenta, a jako przyklad moga postuzy¢ choroby
przyzebia, ktére mogg doprowadzi¢ do kontaminacji
$liny krwig i tym samym znacznie zafatszowa¢ wynik
analizy [12]. Sktad $liny r6zni sie rowniez w zaleznosci,
czy pobrana zostala w wyniku biernego wydzielania,
czy poprzez stymulacje [15]. W przypadku DSS,
w poréwnaniu do DBS, miejsce, w ktérym znajduje sie
probka nie jest oczywiste, a zastosowanie substancji
wskaznikowych moze wplyna¢ na wynik analizy [1].

W przypadku digoksyny zaobserwowano znaczne
réznice miedzyosobnicze dla wspoélczynnika korekeyj-
nego $lina/osocze, co poddaje w watpliwos¢ skuteczne
wykorzystanie §liny jako matrycy do oznaczen tego
leku. Podobny problem napotkali Van den Elsen i wsp.,
ktorzy w swojej pracy doszli do wniosku, Ze §lina nie jest
matrycg odpowiednig do terapeutycznego monitorowa-
nia stgzen moksifloksacyny [13]. W celu przewidzenia
mozliwosci zastosowania §liny jako matrycy do analizy
leku opracowany zostal system SECS (ang. The Salivary
Excretion Classification System). Dzieli on substancje na
cztery klasy, opierajac si¢ na wchlanialnosci w przewo-
dzie pokarmowym i wigzaniu z biatkami. Klasa I i I
wedlug systemu SECS, stabo wigzaca sie z biatkami,
jest wydzielana do $liny. III klasa skupia substancje
o wysokim stopniu wigzania z bialkami i wysoka przy-
swajalnoscig w uktadzie pokarmowym, ktére sg podatne
na wydzielanie do $liny. Klasa IV dotyczy substancji
o wysokim stopniu wigzania z biatkami i ograniczo-
nym wchlanianiu w przewodzie pokarmowym, ktére
w watpliwym stopniu beda wydzielane do $liny [16].
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Sucha kropla moczu DUS

Do metod opierajacych sie na suchej kropli, oprocz
DSS i DBS, nalezy réwniez stosunkowo nowa metoda
suchej kropli moczu (ang. dried urine spot, DUS).
Procedura wyglada niemal identycznie jak w przy-
padku DBS i DSS. Prébka moczu jest pobierana na
przeznaczong do tego karte, nastepnie suszona i prze-
chowywana w temperaturze pokojowej lub wysylana do
o$rodka, w ktérym bedzie analizowana. Metoda suchej
kropli moczu wykazuje te same zalety, opisane wcze-
$niej dla DBS i DSS. Nalezg do nich przede wszystkim
duza prostota zebrania prébki, brak koniecznosci anga-
zowania przeszkolonego personelu. Nie bez znaczenia
jest réwniez wieksza stabilno$¢ probek, co ponownie
przeklada si¢ na nizsze koszty przechowywania
i transportu. Material pobrany metodg DUS réwniez
moze by¢ wykorzystywany do badan genetycznych,
co zaobserwowali Grignani i wsp. [17]. Micheliy i wsp.
dowiedli, ze DUS moze by¢ wykorzystywane do analizy
kilku réznych grup lekéw w badaniach przesiewowych,
w tym: przeciwdepresyjnych, neuroleptycznych, ben-
zodiazepin i opioidowych. W swoich badaniach ziden-
tyfikowali 15 substancji czynnych z wykorzystaniem
probek DUS pobranych od szczuréw [18]. Podobnie jak
w przypadku poprzednich metod suchej kropli metoda
DUS nie jest pozbawiona wad. Przede wszystkim nie-
wielka objeto$¢ pobranej probki jest zaréwno zaletg
jak i wada, poniewaz moze skutkowaé malg czuloscig
metody [18]. Podczas analizy zwigzku macierzystego
nalezy réwniez wzig¢ pod uwage jego aktywne metabo-
lity oraz fakt, ze nie wszystkie substancje wydalane sg
droga nerkowa. W poréwnaniu do DBS i DSS pobranie
probki jest takze bardziej klopotliwe, ze wzgledu na
konieczno$¢ pobrania moczu do naczynia z ktérego
nastepnie pobrany jest material na karte. Zaleznie od
pory dnia zmieniajg sie wlasciwosci fizykochemiczne
moczu, co podobnie jak w przypadku hematokrytu dla
DBS, moze utrudniaé analize i oszacowanie wielko$ci
pobranej probki. Dodatkowym czynnikiem utrudnia-
jacym wykorzystanie DUS w analizie lekéw jest mozli-
wos$¢ zafalszowania wynikow przez samego pacjenta.

Ptyn mézgowo-rdzeniowy

W wiekszosci przypadkéw celem poszukiwan
nowych matryc do TDM jest zwiekszenie komfortu,
bezpieczenstwa pacjenta oraz zmniejszenie kosztow
i inwazyjnosci procedury pobrania probek. Pobranie
plynu mdzgowo-rdzeniowego, pomimo duzej inwa-
zyjnoéci, pozwala na uzyskanie informacji kluczowych
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dla TDM. Fakt ten wyjasnia istnienie bariery krew-
-mozg, odpowiedzialnej za réznice miedzy stezeniami
leku obserwowanymi we krwi, a tymi wystepujacymi
w plynie mézgowo-rdzeniowym. Moze prowadzi¢ to
do sytuacji, gdy obserwujemy pozadane stezenie leku
we krwi, ale stezenia leku w plynie mézgowo-rdzenio-
wym sg ponizej wartoéci terapeutycznej. Na przyktad
w czasie terapii wankomycyng, warto$¢ minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) jest identyczna dla suro-
wicy i plynu mézgowo-rdzeniowego, a utrzymanie
stezenia leku na tym poziomie jest rowniez konieczne
dla skutecznosci terapii. Jednakze obserwowana duza
zmienno$¢ miedzyosobnicza dystrybucji wankomy-
cyny do plynu mézgowo-rdzeniowego powoduje, ze
obserwowane w tej matrycy stezenia moga by¢ nizsze
od MIC, nawet pomimo relatywnie wysokich stezen
wystepujacych we krwi pacjenta. W swojej pracy Mei
iwsp. opracowali metode UPLC-MS/MS, pozwalajaca
na analize stezen wankomycyny w ptynie mézgowo-
-rdzeniowym pacjentéw, u ktérych po zabiegu wysta-
pily infekcje pooperacyjne. Uzyteczno$¢ tej matrycy
potwierdzono réwniez do analizy lekdw przeciwwiru-
sowych lub przeciwnowotworowych [19-21].

Krew pepowinowa

TDM odgrywa istotng role nie tylko w zapewnie-
niu bezpieczenstwa i skutecznos$ci terapii, ale takze
w ocenie ryzyka narazenia na substancje czynne.
W przypadku kobiet cigzarnych nalezy wzigé¢ pod
uwage ekspozycje ptodu na leki przyjmowane przez
matke. Szczegdlnym ryzkiem odznaczajg si¢ substancje
czynne zdolne do pokonania bariery krew-tozysko
i tym samym wywierajace bezposredni farmakolo-
giczny wplyw na dziecko jeszcze w Zyciu plodowym.
Znaczenie terapii monitorowanej rosnie w momen-
cie gdy pacjentka nie ma mozliwo$ci odstawienia
dotychczas przyjmowanych lekéw. Przykladem jest
terapia karbamazeping przez kobiety ci¢zarne, przy
czym substancja ta wykazuje dzialanie teratogenne
zalezne od dawki [22]. W swojej pracy Kacirova i wsp.
zaobserwowali, ze jednoczesne przyjmowanie kwasu
walproinowego powodowalo przyspieszenie przemiany
karbamazepiny do jej aktywnego metabolitu w osoczu
matki o okoto 80%, a we krwi pepowinowej o ponad
100% [23]. TDM we krwi pepowinowej moze pozwoli¢
wigc na zebranie danych odnosnie narazenia plodu na
leki przyjmowane w czasie cigzy i tym samym na poz-
niejsze oszacowanie ryzyka ekspozycji na podstawie
stezenn obserwowanych w osoczu matki. Wiedza na
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temat tych zaleznosci jest kluczowa réwniez dlatego,
ze dla wielu lekow stezenia we krwi pacjenta nie zawsze
sg skorelowane z dawka. Jako przyklad moga postu-
zy¢ badania dotyczace stezen kwasu walproinowego.
W przypadku terapii przeciwpadaczkowej u kobiet
leczonych kwasem walproinowym zaobserwowano
duzg zmienno$¢ miedzyosobniczg miedzy stezeniami
obserwowanymi w osoczu w poréwnaniu do krwi
pepowinowej. Zaobserwowano réwniez zaleznosé
wagiidlugo$ci noworodkéw od stezen leku w obydwu
matrycach, lecz nie od dawki przyjmowanego leku
[24]. Przydatno$¢ krwi pepowinowej jako matrycy
w TDM, pozwalajacej okre$li¢ ryzyko narazenia
zostala potwierdzona dla lekéw przeciwpadaczkowych,
przeciwdepresyjnych i w terapii odstawienia substan-
cji uzalezniajacych [25-27]. Krew pepowinowa jako
matryca nie jest jednak pozbawiona wad. Pomimo
licznych informacji, ktére mozna uzyskaé w trakcie
analizy sama procedura jest niekomfortowa i inwa-
zyjna dla pacjentki i musi by¢ przeprowadzona przez
odpowiednio wyszkolony personel. Co wiecej istniejg
doniesienia, Ze st¢zenia substancji czynnej we krwi
pepowinowej zmieniajg sie zaleznie od etapu cigzy,
co poddaje w watpliwo$¢ wyniki uzyskane z probek
pobranych np. tylko intrapartum. Ograniczeniem tej
matrycy jest rowniez fakt, ze nie wszystkie substancje
sa w stanie pokonac barierg krew-tozysko i tym samym
w ich przypadku nie jest mozliwe wykorzystanie krwi
pepowinowej do analizy stezen we krwi matki, a jedy-
nie potwierdzenie braku narazenia dziecka w zyciu
plodowym.

Pot

Pot znalazt zastosowanie w badaniach toksyko-
logicznych oraz do oceny stosowania si¢ pacjenta do
zaordynowanego schematu leczenia. Gléwnymi zale-
tami potu jako matrycy sg przede wszystkim komfort
pobierania prébek oraz mozliwo$¢ monitorowania
terapii przez dluzszy okres. Prébki potu moga by¢
pobierane za pomocy $ciereczek, plastréw lub spe-
cjalnego urzadzenia dajacego mozliwo$¢ stymulacji
wydzielania potu (np. za pomocg pilokarpiny). W przy-
padku np. plastréw, moga one by¢ pozostawione na
ciele pacjenta przez dluzszy okres czasu (np. przez 5-7
dni). GIéwnymi ograniczeniami sa natomiast mozliwa
kontaminacja oraz zmienne stezenia leku w zaleznosci
od miejsca pobrania probki [28]. W zwigzku z r6zni-
cami pomiedzy stezeniami obserwowanymi w pocie
i krwi, ré6zne moga by¢ réwniez zakresy terapeutyczne
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dotyczace obydwu matryc. W takim przypadku
korzystne bedzie okreslenie wspdtczynnika korekeyj-
nego, ktory pozwoli oszacowac stezenia leku we krwi
na podstawie oznaczonych stezen w pocie. Dodatkowo
nietatwe jest okreslenie dokladnej objetosci pobranej
probki, co utrudnia wykorzystanie tej matrycy w ana-
lizie ilo$ciowej. Problem ten starano si¢ wyeliminowa¢
poprzez analize zawartoséci skladnikéw mineralnych
(sodu i potasu) jako wzorca wewnetrznego [29]. Co
wigcej substancje lipofilne mogg by¢ magazynowane
w tkance tluszczowej a nastepnie uwalniane, co moze
potencjalnie falszowaé wyniki analizy [30].

Brasier i wsp. opracowali metode UPLC-MS ozna-
czania P-laktaméw w probkach potu i krwi pacjentow,
u ktdrych zastosowano dozylna antybiotykoterapie.
W swoich badaniach dowiedli, ze pot jako matryca
moze zosta¢ wykorzystany w nieinwazyjnej, prostej
i szybkiej analizie w celu TDM imipenemu, cefepimu
i flukloksacyliny. Autorzy przyznali jednak, ze pot jako
alternatywna matryca w TDM posiada znaczace wady
[31]. Nalezy do nich przede wszystkim koniecznos¢
posiadania odpowiedniego urzadzenia (ang. Macroduct
sweat collector) umozliwiajacego pobranie prébki oraz
konieczno$¢ stymulowania gruczoléw potowych pilo-
karping. Wada metody byt rowniez dtugi czas pobrania,
wynoszacy 30 minut. Pilokarpina uzyta do pobudzenia
produkcji potu moze potencjalnie wplywac¢ na wyniki
analizy. Co wiecej niewielka objeto$¢ pobranej probki
moze znacznie zmniejszy¢ czuto$¢ metody. Nalezy
tu réwniez wzigé¢ pod uwage, ze probki musiaty by¢
przechowywane w temperaturze -80°C co zwigkszato
koszty transportu i przechowywania. W poréwnaniu
do DBS, DUS i DSS metoda nie jest odpowiednia
do samodzielnego zbierania prébek przez pacjenta
w domu. Autorzy zaznaczyli réwniez, ze nalezy wzigé
pod uwage stabilno$¢ analizowanych substancji ter-
molabilnych w temperaturze ciala, jak to miato miejsce
w przypadku cefepimu. Dodatkowo istnieje niewiele
badan dotyczacych wykorzystania potu jako matrycy
w TDM. Przeklada si¢ to na niewielka ilo§¢ juz gotowych
metod, ktore moga by¢ wykorzystane do analizy lekow
w TDM. Nie wszystkie substancje czynne bedg rowniez
réownie fatwo przenika¢ do potu, co moze ograniczaé
jego zastosowanie jako matrycy. Ponadto wlasciwosci
fizykochemiczne potu, takie jak np. lepko$¢ czy skiad
elektrolitow w nim zawartych moga podlega¢ znacznym
wahaniom w zaleznoéci od stanu, wieku, plci, jednostek
chorobowych czy nawet substancji uzywanych do sty-
mulacji jego wydzielania [32].
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Wrtosy

Wszystkie omawiane do tej chwili matryce pozwa-
laja na uzyskanie informacji na temat stanu pacjenta
jedynie w chwili obecnej lub przez ograniczony do
kilku tygodni okres czasu. Nie dostarczaja natomiast
informacji na temat tego jak do tej pory przebiegata
terapia. W badaniach toksykologicznych do okreslenia
dlugotrwatego ryzyka narazenia od diuzszego czasu
wykorzystywano wla$nie wlosy. Biorac pod uwage fakt,
ze wzrost wlosa jest do pewnego stopnia rGwnomierny,
kazdy jego odcinek moze odpowiada¢ innemu okresowi.
Analiza poszczegoélnych fragmentéw moze pozwoli¢
na uzyskanie historii narazenia lub terapii, zaleznie od
stabilnosci analizowanego zwigzku lub dtugosci wlosa.
Proces przygotowania takiej matrycy polega najcze-
$ciej na usunieciu zabrudzen lub dezynfekcji wlosa,
podzieleniu go na fragmenty o odpowiedniej diugoéci
i zmieleniu [33]. Matryca ta jest szczegélnie przydatna
do analizy zwigzkow, ktore tatwo kumulujg sie we wio-
sach oraz sg odporne na czynniki takie jak temperatura
i obecnos¢ wody. Nalezy tu wzig¢ pod uwage sytuacje
gdy regularne i dlugotrwale przyjmowanie leku jest
kluczowe dla powodzenia terapii. Dotyczy to miedzy
innymi lekéw antyretrowirusowych, takich jak np.
lamiwudyna, newirapina, zydowudyna [34]. Pomimo
duzej iloéci danych jakie mozna uzyskaé poprzez
analize wloséw, rozwigzanie to nie jest pozbawione
wad. Gl6wna przeszkodg jest oczywiscie opracowanie
metody pozwalajacej na ekstrakcje pozadanej substancji
z prébki. Dodatkowo istnieje koniecznoé¢ opracowania
nowego zakresu terapeutycznego dotyczacego stezen
leku obserwowanego w probee wloséw. W swojej pracy
Duval i wsp. wykazali, ze mediana stezenia indinawiru
we wlosach 29 pacjentéw wynosita 15 ug/g, a w przy-
padku osocza 370 ng/ml [35]. Sytuacje komplikuja
czynniki zewnetrze, na ktére narazone sg wlosy w zyciu
codziennym, takie jak wysokie temperatury, wilgo¢
i promieniowanie, ktore moga powodowaé degradacje
badanego zwigzku. Problemem jest rowniez naturalnie
wstepujaca zmienno$¢ w pigmentacji wlosa i stosowanie
np. farb do wloséw [36].

tzy

Gléwnag zaletg lez jako matrycy jest fatwos¢ ich
pobrania. W poréwnaniu do §liny lub potu istnieje
réwniez mniejsze ryzyko zanieczyszczenia lub zaka-
zenia probki. W TDM lzy znalazly zastosowanie
jako alternatywa dla osocza, w analizie m.in. lekow
przeciwpadaczkowych. W swojej pracy Monaco
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i wsp. zaobserwowali lepszg korelacje stezen frakcji
leku niezwiazanego z bialkami (karbamazepiny
i fenobarbitalu) miedzy tzami a osoczem i ptynem
mézgowo-rdzeniowym, niz w przypadku §liny [37].
Podobnym badaniom poddano pacjentéw leczonych
kwasem walproinowym, u ktérych poréwnano stezenia
leku w osoczu, ptynie mézgowo-rdzeniowym, slinie
ilzach. Zauwazono lepszg korelacje stezen frakeji leku
niezwigzanego z biatkami miedzy lzami a osoczem
i ptynem mézgowo-rdzeniowym niz w przypadku
$liny [38]. Nalezy jednak wspomnie¢ o wadach tez
jako potencjalnej matrycy. Przede wszystkim duzym
wyzwaniem jest okreslenie potrzebnej objetosci
pobieranej probki. Niewatpliwym utrudnieniem jest
réwniez brak opracowanych metod analitycznych dla
wielu lekow, ktore powinny by¢ objete TDM oraz brak
wytycznych okreslajacych pobieranie i analize probek.
Konieczne moze by¢ réwniez okreslenie wspdtczyn-
nika korekcyjnego pozwalajacego na oszacowanie
stezen leku we krwi na podstawie oznaczen w Izach lub
nowego zakresu stezen terapeutycznych dla tej matrycy
[37]. Nie mozna tu poming¢ takze réznic we wlasciwo-
$ciach fizykochemicznych fez u pacjentéw w zaleznosci
od wieku, wystepujacych jednostek chorobowych lub
pobierania prébek po wezesniejszym stymulowaniu
wydzielania tez.

Dyskusja

Celem TDM jest przede wszystkim zwigkszenie
skutecznosci farmakoterapii i jednoczesne ogranicze-
nie wystapienia dziatan niepozadanych z nig zwia-
zanych. TDM jest coraz szerzej i czesciej stosowane,
zwlaszcza w przypadku terapii antybiotykami, lekami
przeciwpadaczkowymi, lekami antyretrowirusowymi
lub przeciwzakrzepowymi. Do dnia dzisiejszego
zaréwno krew, surowica, jak i osocze s3 gtéwnymi
matrycami wykorzystywanymi w terapii monitoro-
wanej, co jest podyktowane szerokg wiedza na temat
pozadanych stezen terapeutycznych i duzg iloscig
gotowych juz metod analitycznych pozwalajacych na
analize stezen substancji czynnej w tych matrycach.
Ograniczeniem rutynowego TDM s3a wysokie koszty
pobrania prébek i ich analizy, konieczno$¢ zaangazo-
wania odpowiednio wyszkolonego personelu czy tez
dyskomfort pacjenta zwigzany z pobraniem prébek.

W zwigzku z tym poszukuje si¢ nowych metod
pobierania probek, a takze nowych matryc, ktére
moga postuzy¢ w TDM. Metody te skupiaja sie na
zwiekszeniu komfortu pacjenta, zmniejszeniu ilo$ci
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pobieranego materiatu, redukeji kosztéow, umozli-
wieniu zdalnego pobierania prébek oraz zwigkszeniu
stabilnoéci pobieranego materiatu i utatwieniu jego
transportu.

Na podstawie dokonanego przegladu literatury
wydaje sig, ze technika, ktéra w najwiekszym stopniu
moglaby zastapi¢ standardowe pobranie krwi Zylnej
w celu TDM jest DBS. Przemawia za tym szybka
i bardziej komfortowa dla pacjenta procedura pobra-
nia, réwniez w warunkach domowych. Co wazne,
probki pobrane ta metoda wykazuja sie zwigkszong
stabilno$cia, co przeklada si¢ réwniez na redukcje
kosztéw transportu. Ograniczeniem tej metody moze
by¢ konieczno$¢ wyznaczenia wspotczynnikéw korek-
cyjnych w przypadku réznic w stezeniach leku we krwi
wlo$niczkowej i zylnej. Jednak takie wspotczynniki
sg juz dostepne dla m.in. powszechnie stosowanych
w antybiotykoterapii gentamycyny i wankomycyny
[4,5].

Matryca alternatywng dla krwi moze by¢ §lina,
w przypadku lekéw wydzielanych tg droga. Jej pobra-
nie jest stosunkowo proste, przy czym udowodniono
dobrg korelacje miedzy stezeniami np. antybiotykow
obserwowanymi we krwi i §linie pacjentéw [1,13,14,16].
Na uwage zastuguje tu metoda DSS, ktéra pozwala na
jeszcze prostsze pobranie probek i tak jak w przypadku
DBS, zwigkszenie ich stabilnosci oraz redukeje kosz-
tow. Niestety pobranie $liny w poréwnaniu z krwia
lub osoczem wigze si¢ ze znacznie wigkszym ryzkiem
kontaminacji. Dodatkowo skiad sliny oraz jej ilo§¢
sa obarczone duzg zmiennoscia miedzyosobniczg,
zalezng od wieku, chordb wspoéltowarzyszacych czy
nawet plci [39]. Moze réwniez zaj$¢ konieczno$¢ dodat-
kowej stymulacji produkgji $liny, co potencjalnie moze
wplyna¢ na wynik analizy. Trudne jest réwniez okre-
$lenie ilo$ci pobranej probki oraz jej stosunkowo mata
ilos¢, co przeklada sie na ograniczenie wykorzystania
§liny w analizie ilo$ciowej oraz jej mniejsza czulos¢.

W przypadku moczu, matryca ta znajduje coraz
szersze zastosowanie. Przykladem moze by¢ TDM
lekéw przeciwgruzliczych, w miejscach, takich jak
kraje afrykanskie, o ograniczonym dostepie do specja-
listycznych laboratoriéw [40]. W takich przypadkach
wykorzystanie metody DUS wydaje si¢ szczegdlnie
korzystne, ze wzgledu na fatwe pobranie probki, a takze
jej zwiekszona stabilno$¢. Jednakze probki moczu uzy-
skane za pomocg DUS, tak jak w przypadku $liny, cha-
rakteryzuja si¢ wigkszym ryzkiem kontaminacji. Co
wiecej w przypadku badan toksykologicznych pobranie
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moczu pozwala na potencjalne zafalszowanie wynikéow
przez samego pacjenta. Pobranie moczu metodg DUS
rodzi réwniez pewne watpliwosci dotyczace jej pro-
stoty, jako Ze trzeba najpierw pobra¢ mocz posrednio
do naczynia a nastepnie przenies¢ probke na karte, co
jest bardziej skomplikowane niz w przypadku DBS czy
DSS i wymaga nadzoru personelu medycznego.

Pozostale omowione matryce, ze wzgledu na
swoje ograniczenia nie znajduja szerszego zastosowa-
nia, jednak wydaja si¢ by¢ uzyteczne w szczegélnych
sytuacjach. Pobranie plynu mézgowo-rdzeniowego
jest inwazyjne ale w przypadku zakazen grzybiczych
osrodkowego uktadu nerwowego, matryca ta jest
bardziej uzyteczna niz krew do TDM worykonazolu
[41]. Lzy moga by¢ wykorzystane do monitorowania
terapii lekami okulistycznymi stosowanymi miejscowo.
Ponadto, dobra korelacja miedzy stezeniami substancji
czynnej obserwowanej w Izach i osoczu/krwi pozwala
na wykorzystanie tez jako matrycy w TDM lekéw
przeciwpadaczkowych [38]. Nie bez znaczenia jest
fakt, ze obserwowane w tej matrycy stezenia dotycza
tylko frakcji leku niezwigzanej z biatkami. Jednak, tzy,
tak jak $lina czy pot, sa matryca, ktorej wykorzystanie
wanalizie ilo§ciowej moze by¢ utrudnione przez ciezka
do okreslenia ilo§¢ pobranej probki. Brak jest réwniez
opracowanych metod analitycznych oraz wytycznych
sposobu pobrania i analizy dla wielu lekéw, ktore
powinny by¢ objete TDM. Nalezy réwniez wzia¢ pod
uwage roznice we wlasciwosciach fizykochemicznych
tez u pacjentéw w zaleznosci od wieku, wystepujacych
jednostek chorobowych lub pobierania prébek po
wczesniejszym stymulowaniu wydzielania fez.

W przypadku potu i wloséw, wydaje sie, ze moga
by¢ uzyteczne do okreslenia przebiegu terapii w sze-
rokim oknie czasowym [28]. Informacje uzyskane
z analizy wloséw sg szczegolnie przydatne w TDM,
gdy regularne i dltugotrwale przyjmowanie leku jest
kluczowe dla powodzenia terapii, np. w terapii lekami
antyretrowirusowymi [34,42]. Jednak badane substan-
cje muszg naturalnie odktada¢ si¢ we wlosach oraz
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by¢ odporne na czynniki, na ktére wlosy sa narazone,
takie jak wysokie temperatury, wilgo¢ i promieniowa-
nie. Natomiast gtéwnymi ograniczeniami stosowania
potuw TDM jest mozliwa kontaminacja oraz zmienne
stezenia leku w zaleznoéci od miejsca pobrania probki.
Dodatkowo nielatwe jest okreslenie doktadnej obje-
tosci pobranej probki, co utrudnia wykorzystanie tej
matrycy w analizie ilo§ciowej. Potrzebna jest takze
doktadna wiedza na temat wlasciwosci badanego
zwigzku i tkanek w ktérych jest on magazynowany,
poniewaz substancje lipofilne mogg by¢ magazyno-
wane w tkance ttuszczowej a nastepnie uwalniane, co
moze doprowadzi¢ do falszywych wynikéw analizy
[30].

Konkludujac, opracowanie nowych metod pobie-
rania préobek oraz poszukiwanie nowych matryc, jest
wcigz bardzo waznym i aktualnym zagadnieniem,
umozliwiajagcym wprowadzenie i optymalizacje TDM
dla jak najwiekszej liczby lekéw. Najnowsze doniesienia
w tym temacie, pozwalaja na zauwazenie duzego poten-
cjatu tych badan i ich niewatpliwego, gargantuicznego
wplywu na farmakoterapie.

Badania te powinny by¢ kontynuowane, zwlaszcza
w kierunku walidacji odkrytych metod, zwigkszania
ich czulosci i selektywnosci, tak by mogty by¢ one
wykorzystywane w codziennej praktyce kliniczne;j.
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