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Znacaj genskog polimorfizma citohroma P450 3AS i enzima antioksidativne zaStite kod

pacijenata sa transplantiranim bubregom na terapiji takrolimusom

Rezime

Uvod. Takrolimus predstavlja osnovu vecine imunosupresivnih protokola nakon
transplantacije bubrega u svetu. Njegovu klinicku primenu komplikuje izrazena
interindividualna varijabilnost u farmakokinetici i hroni¢na nefrotoksi¢nost, koja moze
doprineti nefropatiji transplantiranog organa. Prethodnih godina ostvaren je znacajan
napredak u kratkorocnim ishodima nakon transplantacije bubrega, ali nije bio pracen i
istovremenim poboljSanjem dugoro¢nih komplikacija. Oksidativni stres doprinosi endotelnoj
disfunkciji 1 aterosklerozi, koje se nalaze u osnovi kardiovaskularne bolesti i hroni¢ne
nefropatije grafta kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Medutim, nije u potpunosti
razjaSnjeno da li takrolimus ispoljava uticaj na oksidativni status i na taj nacin ostvaruje
efekat na smanjenje bubrezne funkcije. Cilj ovog istrazivanja bila je procena uticaja genskih
polimorfizama, citohrom P450 (CYP) 3A5 A6986G i ABCBI1 C3435T, na dozni rezim i
izlozenost takrolimusa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Sprovedeno istraZivanje
je imalo za cilj poredenje parametara oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu,
koncentracije dimetilarginina u plazmi i enzima markera oste¢enja tubula u urinu u odnosu na
dozni rezim takrolimusa, CYP 3AS5 1 ABCB1 3435 genotip pacijenata. Pored toga, ispitivan
je uticaj oksidativnog stresa, dnevne doze takrolimusa CYP 3A5 i ABCBI 3435 genskih
polimorfizama na funkciju bubrega. Dodatno, cilj sprovedenog istraZivanja je procena uticaja
genskih polimorfizama superoksid dizmutaze (SOD) 2 Ala -9 Val i1 glutation peroksidaze
(GPX) 1 Pro200Leu na parametre oksidativnog stresa 1 funkciju bubrega.

Metode. U ispitivanju su ucestvovali pacijenti sa transplantiranim bubregom na takrolimus
baziranoj imunosupresiji, koji su imali post-transplantacioni period od najmanje godina dana
1 zdravi ispitanici. Ispitivani polimorfizmi CYP 3AS5 1 ABCBI gena su detektovani alel —
spedificnim PCR metodom, dok su polimorfizmi SOD2 i GPX1 gena detektovani PCR —
RFLP metodom kod pacijenata i zdravih ispitanika Takode, svim ispitanicima odredivani su
parametri oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu, koncentracija asimetri¢nog
(ADMA) 1 simetricnog (SDMA) dimetilarginina u plazmi 1 aktivnost enzima markera
oSte¢enja tubula u urinu. U plazmi su odredivani slede¢i parametri oksidativnog stresa:
koncentracija tiobarbituratna kiselina reaktivnih supstanci (TBARS), uznapredovalih

produkata oksidacije proteina (AOPP), ukupnih sulfihidrilnih grupa (USH), aktivnost



katalaze (KAT) i1 SOD. U eritrocitima su odredivani: koncentracija TBARS, redukovan
glutation (GSH), aktivnost SOD, GPX i glutation reduktaze (GR). U urinu su odredivani:
koncentracija TBARS, USH i reaktivnih karbonilnih grupa (RCD) i aktivnost enzima, N —
acetil — f — D glukozaminidaze (NAG), dipeptidil peptidaze IV (DPP IV), aminopeptidaze N
(APN) 1 gama-glutamil transpeptidaze (GGT). Procenjena brzina glomerularne filtracije
(eGFR) je preracunata na osnovu MDRD formule.

Rezultati. Dobijeni rezultati pokazuju da je CYP 3A5 A6986G, ali ne i ABCB1 C3435T
genski polimorfizam nezavisan prediktor izlozenosti takrolimusa. Nosioci CYP 3A5 *1/*3
genotipa zahtevaju vece doze leka u poredenju sa nosiocima CYP 3A5*3/*3 genotipa, kako
bi odrzali optimalnu terapijsku koncentraciju leka u krvi, dve godine nakon transplantacije
bubrega. Pokazano je da CYP 3A5 polimorfizam predstavlja nezavisan prediktor
varijabilnosti u eGFR u toku dve godine nakon transplantacije bubrega, pri ¢emu su pacijenti
sa CYP 3A5*1/*3 genotipom imali slabiju bubreznu funkciju. Pacijenti sa transplantiranim
bubregom imali su povecan oksidativni stres, vece koncentracije dimetilarginina i viSe
aktivnosti enzima markera oSteéenja tubula u poredenju sa kontrolnom grupom.
Koncentracija ADMA i SDMA je korelirala pozitivno sa eGFR, dok je samo SDMA
prediktor varijabilnosti u €GFR. Dnevna doza takrolimusa je pokazala pozitivnu korelaciju sa
parametrima antioksidativne zaStite organizma u eritrocitima. Medutim, dnevna doza
takrolimusa 1 sistemski oksidativni stres pokazali su nezavisan i negativan uticaj na eGFR u
dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega. Dodatno, parametri oksidativnog stresa u
urinu pozitivno su korelirali sa enzimskim markerima oSte¢enja tubula. Ispitivani
polimorfizmi Ala —9 Val u genu za SOD2 i Pro200Leu u genu za GPX1 imaju aditivan efekat
kada je u pitanju smanjenje bubrezne funkcije u periodu izmede prve 1 druge godine nakon
transplantacije. Nosioci istovremeno SOD2 Val 1 GPX1 Leu alela pokazuju znacajno
smanjenje bubrezne funkcije u poredenju sa ostalim transplantiranim pacijentima.

Zakljucak. Ovo istraZivanje je potvrdilo uticaj CYP 3AS5 genskog polimorfizma na dozni
rezim takrolimusa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Sprovedeno istrazivanje je
pokazalo da ispitivani polimorfizam nema znacaja samo u ranom, ve¢ 1 u dugoro¢nom
periodu nakon transplantacije bubrega, predstavljaju¢i vazan prediktor dnevne doze leka.
Odredivanje genotipa CYP 3AS5 u klinickoj praksi omogucice individualizaciju doznog
rezima takrolimusa 1 sprovodenje personalizovane medicine kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom. Prilagodavanje doze na osnovu genotipa CYP 3AS5 doprinelo bi
smanjenju farmakokineti¢ke varijabilnosti takrolimusa i rizika za razvoj toksi¢nih efekata.

lako transplantacija bubrega reSava mnoge komplikacije, koje prate hroni¢nu bubreznu



insuficijenciju i pokazuje prednost u odnosu na dijalizni tretman, povec¢an oksidativni stres
jos uvek predstavlja nereSivu enigmu u post—transplantacionom periodu. Sprovedeno
istrazivanje je pokazalo potencijalno antioksidativno delovanje takrolimusa na nivou
eritrocita. Ipak, takrolimus moze doprineti smanjenju bubrezne funkcije u dugoro¢nom
periodu nakon transplantacije bubrega, ali oCigledno taj efekat nije posredovan oksidativnim
stresom. Dobijeni rezultati pokazuju da bi SDMA mogao biti znaCajan marker bubrezne
funkcije kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Dodatno, ispitivanje polimorfizama u
genima enzima antioksidativne zastite moze biti znacajno, jer doprinose boljem uvidu u
ulogu oksidativnog stresa i ispoljavaju efekat na smanjenje funkcije transplantiranog bubrega.
Uvodenje terapijskih strategija, koje bi imale za cilj smanjenje ukupne izloZenosti
takrolimusa s jedne, 1 oksidativnog oSteéenja s druge strane, kod pacijenata sa

transplantiranim bubregom, predstavlja izazov i potrebu u godinama koje slede.

Kljucne re€i: transplantacija bubrega, takrolimus, citohrom P450 3AS5, P - glikoprotein,
farmakogenetika, oksidativni stres, antioksidativni enzimi, dimetilarginini, nefrotoksi¢nost,

bubrezna funkcija
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The significance of cytochrome P450 3AS5 and antioxidative enzymes gene
polymorphisms in kidney transplant patients on tacrolimus treatment

Summary

Introduction. Tacrolimus is the backbone of the most immunosuppressive protocols after
renal transplantation in the world. Its clinical use is complicated by inter-individual
variability in pharmacokinetics and chronic nephrotoxicity as well. In the previous period, a
significant progress in short—term outcomes after renal transplantation was accomplished, but
it was not followed by the parallel improvement of the long—term complications. Oxidative
stress contributes to the endothelial dysfunction and atherosclerosis, which are the basis of
the cardiovascular disease and chronic allograft nephropathy in renal transplant recipients.
However, it is not fully understood, whether or not tacrolimus has an effect on oxidative
status and therefore on the deterioration of renal function. The goal of this research was the
evaluation of the influence of cytochrome P450 (CYP) 3A5 A6986G and ABCB1 C3435T
gene polymorphisms on tacrolimus dosage regimen and exposure in the renal transplant
recipients. The conducted research aimed to compare oxidative stress parameters in plasma,
erythrocytes and urine, the level of dimetylarginines in plasma and enzyme markers of
tubular damage in urine with respect to tacrolimus dosage regimen, CYP 3AS5 and ABCBI1
3435 genotype of the patients. Also, this study analyzed the influence of the oxidative stress,
daily dose of tacrolimus and CYP 3AS5 and ABCBI1 3435 genotype on renal function. In
addition, the goal of conducted research was the evaluation of the superoxide dismutase
(SOD) 2 Ala -9 Val and glutathione peroxidase (GPX) 1 Pro 200 Leu gene polymorphisms
effect on oxidative stress parameters and renal function.

Methods. This research included renal transplant recipients on tacrolimus based
immunosuppression, who were at least one year post-transplants and healthy examinees. The
polymorphisms in CYP 3A5 and ABCB1gene were detected by allele—specific PCR method,
while polymorphisms in SOD2 and GPX1 gene were analyzed by PCR — RFLP method in
renal transplant recipients and healthy examinees as well. Also, all examinees had oxidative
stress parameters in plasma, erythrocytes and urine, levels of dimethylarginine in plasma and
the activity of enzyme markers of tubular damage in urine determined. The level of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), advanced oxidation protein products

(AOPP), total sulfhydril groups (USH), activity of catalase and SOD were determined in



plasma. The level of TBARS, reduced glutathione (GSH), activity of SOD, GPX and
glutathione reductase (GR) were determined in erythrocytes. The level of TBARS, USG,
reactive carbonyl derivates (RCD) and the activity of the enzymes, N-acetyl-B-D-
glucosaminidase (NAG), dipeptidyl peptidase IV (DPP IV), aminopeptidase N (APN) and
gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) were determined in urine. Estimated glomerular
filtration rate (¢GFR) was calculated by MDRD formula.

Results. The obtained results showed that CYP 3A5 A6986G, but not ABCB1 C3435T, gene
polymorphism was an independent predictor of tacrolimus exposure. The carriers of CYP
3A5*1/*3 genotype required higher daily dose of a drug than the carriers of the CYP
3AS5*3/*3 genotype, in order to maintain the optimal therapeutic drug concentration, in the
following two years after transplantation. It is shown that CYP 3A5 gene polymorphism
represents an independent predictor of eGFR variability in a two - year period after renal
transplantation, whereas the patients with CYP 3A5%*1/*3 genotype had reduced renal
function. Renal transplant recipients had higher oxidative stress, levels of dimethylarginine
and activities of the enzyme markers of tubular damage compared to control group. The
asymmetric (ADMA) and symmetric dimethylarginine (SDMA) concentration correlated
positively with eGFR, while only SDMA is a predictor of eGFR variability. Tacrolimus daily
dose showed positive correlation with the parameters of antioxidative defense in erythrocytes.
However, tacrolimus daily dose and systemic oxidative stress showed independent and
negative effect on eGFR in a long — term period after renal transplantation. In addition, the
parameters of the oxidative stress in urine correlated positively with enzyme markers of
tubular damage. The polymorphism Ala -9 Val in SOD2 and Pro 200 Leu in GPX1 gene had
synergic effect on deterioration of the renal function between the first and the second post—
transplant year. The carriers of both SOD 2 Val and GPX1 Leu allele showed a significant
reduction in renal function compared to other patients.

Conclusion. This research confirmed the influence of the CYP 3A5 gene polymorphism on
tacrolimus dosage regimen in renal transplant recipients. Furthermore, the conducted study
showed that the investigated polymorphism was significant, not only in early, but in late
period after renal transplantation as well, representing an important predictor of tacrolimus
daily dose. The determination of CYP 3AS genotype in clinical practice contributes to the
individualization of tacrolimus dosage regimen and provides the personalized medicine
within renal transplant recipients. Dose adjustments based on the CYP 3AS5 genotype
contributes to the reduction in pharmacokinetic variability of tacrolims and the risk of the

adverse effects development. Although renal transplantation solves a number of



complications associated with chronic kidney disease, and shows the advantage compared to
dialysis treatment, an increased oxidative stress is still unsolved enigma in a post—
transplantation period. The conducted research showed potential antioxidative characteristics
of tacrolimus in the erythrocytes. Tacrolimus may contribute to the reduction of renal
function in long—term period after transplantation, but obviously this effect was not mediated
by oxidative stress. The obtained findings suggest that SDMA may be an important marker of
the renal function in patients with transplanted kidney. In addition, the investigation of the
polymorphisms in antioxidative enzymes genes may be significant due to their contribution to
better insight concerning the role of the oxidative stress and their influence on a transplanted
kidney function. The implementation of therapeutic strategies that will reduce the overall
exposure of tacrolimus and oxidative damage in renal transplant recipients as well, represents

the challenge and need in years to come.

Key words: kidney transplantation, tacrolimus, cytochrome P450 3AS, P - glycoprotein,
pharmacogenetics, oxidative stress, antioxidative enzymes, dimethylarginine, nephrotoxicity,
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1. Uvod

Hroni¢nu bubreznu insuficijenciju (HBI) karakteriSe progresivno slabljenje bubrezne
funkcije, koje posledicno dovodi do brojnih poremecaja i oSteéenja organskih sistema u
ljudskom organizmu. Terminalni stadijum hronicne bubrezne insuficijencije (ESRD, prema
engl. end — stage renal disease) manifestuje se potpunim ili skoro potpunim gubitkom
bubrezne funkcije, stanjem uremije, ali i nemoguéno$¢u pacijenta da prezivi bez dijalize ili
transplantacije bubrega. Transplantacija ili presadivanje bubrega predstavlja terapiju izbora
za pacijente u terminalnom stadijumu HBI, jer pacijent sa uspe$no transplantiranim
bubregom Zivi dva do tri puta duze u poredenju sa odgovaraju¢im pacijentom na hroni¢nom
programu dijalize. Hospitalizacije pacijenata sa transplantiranim bubregom su rede, a pored
toga oni imaju bolji kvalitet zivota u odnosu na pacijente na dijalizi. Renalna anemija i
osteoporoza, koje su udruzene sa HBI, ne predstavljaju problem vecini pacijenata nakon
uspeSne transplantacije bubrega [1,2]. Medutim, iako transplantacija bubrega omogucava
duze prezivljavanje u odnosu na dijalizni tretman, stopa smrtnosti pacijenata sa
transplantiranim bubregom je 1 dalje veéa u odnosu na opStu populaciju [3].
Kardiovaskularne (KV) bolesti, infekcije 1 maligniteti su tri najvaznija uzroka smrti
pacijenata sa transplantiranim bubregom [1].

Uspeh transplantacije kao metode lecenja pacijenata sa HBI, omogucava primena
imunosupresivnih lekova, koji sprecavaju odbacivanje transplantiranog organa. Proces
odbacivanja transplantata je imunoloski fenomen 1 posledica zapaljenskih reakcija, koji
dovode do oStecenja presadenog organa. Odbacivanje transplantiranog organa moze biti
akutno 1 hroni¢no. Akutno odbacivanje je glavni razlog ranog neuspeha transplantacije, a
moze sa javiti nekoliko dana ili nedelja nakon hirurSke intervencije. Ono je posredovano
citotoksi¢nim T - limfocitima, koji direktno uniStavaju Celije transplantata ili T - limfocitima
koji deluju protiv ¢Celija krvnih sudova transplantiranog bubrega. Pored toga, akutno
odbacivanje moze biti posredovano 1 antitelima. Hroni¢no odbacivanje predstavlja
progresivni gubitak funkcije bubrega i moZe se javiti mesecima 1 godinama nakon
transplantacije. Manifestuje se fibrozom presadenog tkiva i aterosklerotskim promenama u
krvnim sudovima, koje dovode do njihovog suzavanja. U osnovi ovih procesa je aktiviranje
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citokina, oslobodenih od strane T - limfocita, koji stimuliSu proliferaciju 1 aktivnost
fibroblasta, kao 1 c¢elija glatke muskulature krvnih sudova bubrega [4]. Status koji
transplantacija danas ima moze se pripisati uvodenju kalcineurinskih inhibitora (KNI) u
klini¢ku praksu i njihovim korisnim efektima u prevenciji odbacivanja grafta. Kalcineurinski
inhibitori su lekovi malog terapijskog ideksa, ¢iji nezeljeni i toksi¢ni efekti ogranicavaju
uspeh transplantacije kao metode leCenja [1]. U skladu s tim, postoji stalna teznja ka
uvodenju novih terapijskih strategija i tehnika, koje ¢e doprineti poboljSanju ishoda u post—
transplantacionom periodu.

Tokom protekle dve decenije, nacinjen je znacajan napredak u prezivljavanju
presadenog organa u ranom periodu nakon transplantacije, medutim on nije bio pracen
istovetnim napretkom u poboljsanju dugoro¢nih komplikacija. Pacijente sa transplantiranim
bubregom karakteriSe veca produkcija slobodnih radikala u poredenju sa opStom populacijom
[5]. Poveéan oksidativni stres je jedan od glavnih medijatora nepovoljnih ishoda u post-
transplantacionom periodu, jer doprinosi razvoju ateroskleroze i KV morbiditeta, ali i
nastanku i razvoju hroni¢ne nefropatije transplantiranog organa (CAN, prema engl: chronic
allograft nephropathy), vodeCeg uzroka gubitka grafta u kasnijim periodima nakon
transplantacije bubrega [6,7].



2. Pregled literature

2.1. Imunosupresivni lekovi u klini¢koj praksi

Transplantacija bubrega omogucava predvidljivije ishode danas u poredenju sa
periodom pre 20 ili 30 godina. Ovaj napredak transplantacije je omogucen kroz unapredenje
tehnoloskih procedura i uvodenjem novih imunosupresivnih lekova [1]. Imunosupresivni
lekovi, koji se koriste u transplantaciji bubrega inhibiraju jedan ili vise kljuénih mehanizama
u imunom odgovoru transplantiranog organa, sprecavaju¢i njegovo odbacivanje.
Eksperimentalna i klinicka istrazivanja su pokazala da T — limfociti predstavljaju kljuc¢ne
¢inioce koji doprinose odbacivanju transplantiranih organa. Stoga, supresija funkcije ovih
¢elija predstavlja osnovu terapijske strategije [8]. Centralnu ulogu u kordinaciji imunog
odgovora imaju CD4 limfociti 1 meta su imunosupresivnih lekova koji se koriste u klinickoj
praksi [9]. Jednu od najranijih strategija u imunosupresiji predstavljali su agensi koji su
prouzrokovali neselektivno unistavanje svih T — limfocita. Medutim, dalja istrazivanja i bolje
razumevanje funkcije pojedinih podklasa T — limfocita omogudili su selektivnije razaranje
ovih ¢elija. Napredak u razjasnjenu signalnih puteva i1 aktivacije T — limfocita doprineo je
pronalaZenju novih molekularnih ciljeva imunosupresivne terapije. Naime, pored razaranja T
— limfocita, postoje jo§ 4 glavne komponente biologije T — limfocita, koje predstavljaju
potencijalne ciljeve terapijskih strategija: T — limfocit receptor (TLR); takozvani ko —
stimulatorni 1 drugi pomo¢ni receptori; signalni putevi u kojima ucestvuju citokini; faktori
koji reguliSu kretanje 1 migraciju T — limfocita [8]. Imunosupresivni agensi mogu ometati
prenos signala nakon interakcije TLR 1 antigen — prezentujuce Celije 1 ispoljiti delovanje na
nivou transmembranskog sprovodenja signala putem CD3 kompleksa (Slika 1, Signal 1).
Osim toga, imunosupresivi mogu blokirati kostimulatorni signal, koji nastaje interakcijom
CD80/86 (B7) molekula na antigen — prezentujucoj celiji sa CD28 molekulom na T -
limfocitu (Slika 1, Signal 2). Ova dva signala (Signal 1 1 Signal 2) aktiviraju intracelularne
mehanizme koji dovode do lu€enja interleukina (IL) - 2 1 drugih citokina 1 aktiviranja IL — 2

receptora (IL -2R). Stimulacija IL -2R dovodi do aktivacije mTOR (prema engl. mammalian



target of rapamycin), $to daje signal 3, koji pokrece proliferaciju T — limfocita, koja se takode

moze inhibirati primenom imunosupresivnih lekova [9].
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Slika 1. Ciljna mesta delovanja imunosupresivnih lekova (preuzeto i adaptirano iz Menon i sar. [9])

Osnovni cilj imunosupresivne terapije je spre¢avanje akutnog odbacivanja u ranom
periodu nakon transplantacije i obezbedjivanje dugoro¢nog prezivljavanja transplantiranog
organa. Stoga, imunosupresivni tretman pacijenata sa transplantiranim bubregom obuhvata
nekoliko koraka: indukciju imunosupresivne terapije (indukciona terapija), terapiju
odrzavanja i tretman akutnih epizoda odbacivanja. Najces¢e propisivani imunosupresivni
protokol ukljucuje kombinaciju KNI, mikofenolne kiseline (MFK) ili mikofenolat mofetila
(MMF) 1 kortikosteroida (glukokortikoida). U ranoj fazi nakon transplantacije, indukcionoj
terapiji moZe se dodati indukcioni agens, monoklonsko antitelo protiv IL -2R ili depleciono
antitelo protiv T - limfocita [10]. Terapiju odrZavanja najceS¢e €ini kombinacija KNI 1
antiproliferativnih lekova (MMF ili MFK) sa ili bez kortikosteroida. Postoje protokoli koji u

terapiji odrzavanja ukljuc¢uju mTOR inhibitore i kostimulacione blokatore.



Uvodenje inhibitora kalcineurina — ciklosporina A (CsA), kasnih 70 godina proslog
veka, nacinio je revoluciju u transplantacionoj medicini i doprineo da transplantacija bubrega
bude tretman izbora kod pacijenta sa ESRD [11]. Tokom 1984. godine, otkriven je
takrolimus, KNI sa potentnim imunosupresivnim osobinama, koji se do danas uspesno koristi
u terapiji pacijenata sa transplantiranim bubregom, jetre, srca i pankreasa [12]. Trenutno,
preko 90 % pacijenata u post—transplantacionom periodu koristi KNI, kao osnovni
imunosupresivni protokol. lako imaju slicne mehanizme dejstva, €ini se da je takrolimus
potentniji, efikasniji i bezbedniji lek zbog ¢ega je zamenio CsA u vecini protokola [13].
Mehanizam dejstva KNI ukljuc¢uje inhibiciju aktivnosti kalcineurina i time posledi¢nu
inhibiciju transkripcije IL - 2 i drugih citokina koji promovisu aktivaciju i proliferaciju T —
limfocita, pojacavaju¢i imuni odgovor domacdina 1 sprecavaju¢i akutno odbacivanje
transplantiranog organa. In vivo, takrolimus je potentniji u suzbijanju T — limfocit zavisnog
odgovora B — ¢elija u proizvodnji antitela i reaktivnosti domacina protiv transplantiranog
organa (engl. graft-vs-host reactivity), kao 1 u redukciji kasnih reakcija preosetljivosti
[14,15]. U poredenju sa CsA, takrolimus pokazuje manju stopu akutnih epizoda odbacivanja,
ukljucujuéi i epizode kortikosteroidne rezistencije [13]. Pored toga, takrolimus je efikasniji u
tretmanu akutnog odbacivanja nakon transplantacije bubrega, jetre 1 kostne srzi, a efikasno se
primenjuje 1 kod hroni¢nog odbacivanja. Zamena ciklosporina A takrolimusom moze
doprineti boljoj funkciji transplantiranog organa, smanjenjem prosec¢ne vrednosti serumskog
kreatinina 1 odsustvom akutnih epizoda odbacivanja [16].

Kortikosteroid kao sastavni deo inicijalnog imunosupresivnog protokola nakon
transplantacije organa, nezaobilazan je deo savremene imunosupresivne terapije. Oni
inhibiraju urodeni 1 steeni imuni odgovor, blokiraju¢i ekspresiju gena za citokine 1
citokinske receptore koji posreduju u funkciji antigen prezentujucih ¢elija, Th — 1 (engl. T
helper - I) diferencijaciji i proliferaciji T — limfocita. Oni smanjuju lu¢enje IL - 1, IL - 2, IL -
3, IL - 6, faktora tumorske nekroze - o (TNF-a, prema engl. tumor necrosis factor - a) i
interferona - y (INF - y), a time inhibiraju sve nivoe aktivacije T — limfocita [9]. Uprkos
znacajnom imunosupresivnom efektu pojedini savremeni imunosupresivni protokoli
iskljuCuju kortikosteroide u cilju smanjenja kumulativne imunosupresije 1 karakteristi¢nih
metabolic¢kih neZeljenih efekata [17]. Studije su pokazale da obustava kortikosteroida (rano i
kasno isklju¢ivanje) moze smanjiti KV faktore rizika, kao Sto su: hiperlidemija, hipertenzija,

insulin zavisni post—transplantacioni diabetes mellitus (PTDM) 1 gojaznost. Medutim,



isklju¢ivanje kortikosteroida iz imunosupresivnih protokola moze dovesti do istovremenog
povecanja stope akutnih epizoda odbacivanja [9, 18,19].

Sastavni deo vedine savremenih imunosupresivnih protokola ¢ini MMF, odnosno
MFK. Mikofenolat mofetil je pro-lek, koji se nakon oralne primene i pod dejstvom esteraza,
brzo i potpuno biotransformise u MFK, njegov aktivni metabolit. Lek 1 njegov aktivni
metabolit su antiproliferativni agensi, koji svoje efekte ostvaruju reverzibilnom inhibicijom
inozin monofosfat dehidrogenaze, klju¢nog enzima u de novo biosintezi purina, guanina, §to
vodi ka smanjenoj proliferaciji T i B limfocita [20]. Kombinacija MMF i KNI se primenjuje u
transplantacionim centrima Sirom sveta u cilju smanjenja doze KNI i posledi¢ne toksi¢nosti
ovih lekova [9]. Takode, studije su pokazale da upotreba MMF u imunosupresivnim
rezimima poboljSava prezivljavanje transplantiranog organa i smanjuje epizode odbacivanja
[21, 22]. Mikofenolna kiselina pokazuje sli¢an farmakokineticki profil i terapijsku efikasnost
kao MMF [23]. Mikofenolat mofetil je zamenio azatioprin (AZA), kao dominantni
antimetabolitni lek, u imunosupresivnim protokolima nakon transplantacije bubrega.
Rezultati multicentri¢ne, randomizirane, klini¢ke studije, sprovedene 90 — tih godina proslog
veka, pokazali su znacajno smanjenje stope akutnih epizoda odbacivanja u toku primene
MMF u poredenju sa AZA ili placebom u kombinovanoj imunosupresivnoj terapiji [24].
Novije studije su pokazale prednost MMF u odnosu na AZA [25], medutim ima autora, koji
smatraju da je njihova efikasnost uporediva daju prednost AZA s obzirom na cenu lecenja
[26]. Inace, AZA je dobijen iz 6 — merkaptopurina 1 svoje dejstvo ostvaruje kao antimetabolit,
inhibiraju¢i sintezu purina, a time i1 sintezu DNK i RNK, S§to za posledicu ima
imunosupresivno delovanje [2].

Savremeni indukcioni protokoli pored KNI, MMF/MFK 1 kortikosteroida ukljucuju
primenu antitela protiv receptora IL-2, tj. nedeplecione agense, daklizumab ili baziliksimab.
Daklizumab 1 baziliksimab sprecavaju proliferaciju T - limfocita i koriste se za prevenciju
ranog odbacivanja alogenih transplantata bubrega. Baziliksimab je himerno ¢ovek/mis (75 %
/ 25 %) monoklonsko antitelo, dok je daklizumab humanizovano antitelo sa 90% humanih
konstatnih domena imunoglobulina G1 (IgG1). Ovom genetskom modifikacijom smanjena je
njihova imunogenost i promenjene su farmakokineti¢ke karakteristike. Baziliksimab ima veci
afinitet za receptore, a daklizumab duZe poluvreme eliminacije (20 dana prema 7 dana).
Baziliksimab se primenju kao i.v. infuzija 2h pre transplantacije 1 4. dana nakon operacije.
Oni se vezuju za alfa lanac IL-2 receptora, antigen CD 25, na membrani aktiviranih T —

limfocita i1 na taj nacin blokiraju prenos signala preko IL — 2R [2].



Kod imunoloski visoko rizi¢nih bolesnika mogu se primeniti deplecioni agensi kao
Sto su poliklonska antitela, antitimocitni globulin (ATG) i antilimfocitni globulin (ALG). Ova
antitela se daju u 10 — 20 % bolesnika sa jace izrazenim akutnim reakcijama odbacivanja
nakon transplantacije bubrega, a rede u indukciji transplantacije. Antitimocitni globulin se
dobija imunizacijom zecjeg 1 konjskog seruma humanim T - limfocitima. On sadrzi antitela
prema humanim T - limfocitima, $to za posledicu ima oslabljen imuni odgovor. Mehanizam
dejstva kojima se uklanjaju T — limfociti ukljucuje Fc receptorom - posredovanu fagocitozu i
komplementom - posredovanu lizu. Antilimfocitni globulin je sliCan ATG - u, konjskog je
porekla, ali nije specifican prema T - limfocitima, ve¢ napada i B - limfocite. Glavna
prepreka u primeni ovih antitela je u velikoj incidenci nezeljenih efekata, prvenstveno
anafilaktickih reakcija, ukljuc¢ujuéi hipotenziju, groznicu i urtikariju, pri ¢emu su reakcije
¢es¢e nakon primenjene prve doze [2].

OKT3 ili muromonab-CD3 je depleciono i moduliraju¢e monoklonsko antilimfocitno
antitelo, koje se dobija hibridizacijom misjih B — limfocita, koji proizvode antitela sa
mijelomskom ¢elijskom linijom, pri ¢emu se omogucava stalno lucenje antitela. OKT3 se
vezuje za CD3 receptor T — limfocita 1 uzrokuje endocitozu TLR, opsonizaciju T — limfocita i
odstranjivanje iz cirkulacije. On moze prouzrokovati ozbiljne neZeljene reakcije, koje su
posledica oslobadanja citokina 1 aktivacije komplementa. Antilimfocitni globulin i OKT3 se
primenjuju ukoliko dode do akutnog odbacivanja, a da prethodno pulsne doze
metilprednizolona (MP) nisu dale efekta [9].

Kalcineurinski inhibitori su unapredili prezivljavanje transplantiranog organa i samog
pacijenta u ranom periodu nakon transplantacije bubrega i time znacajno smanjili ucestalost
epizoda akutnog odbacivanja transplantiranog organa. Medutim, oni mogu prouzrokovati
neZeljene efekte 1 razviti toksi¢nost koja moze imati dugoroCne negativne posledice po
pacijenta. Primena CsA je udruzena sa poviSenom incidencom hipertenzije i hiperlipidemije,
dok je terapija takrolimusom povezana sa povecanim rizikom od diabetes mellitusa (DM) i
neurotoksi¢nosti [27]. Glavni dugorocni nezeljeni efekat oba KNI je razvoj progresivne
nefrotoksi¢nosti, koja moze dovesti do gubitka transplantiranog organa [13,28]. U skladu s
tim, postoje stalna nastojanja da se KNI zamene novim, jednako efikasnim, ali pre svega
bezbednijim lekovima, medu kojima je sirolimus (SRL) najceSée zastupljen u
imunosupresivnim protokolima bez KNI

Sirolimus (rapamicin) je mTOR inhibitor, mikrociklicni lakton, izolovan iz

Streptomyces hygroscopicus 1 predstavlja mogucéi alternativni imunosupresivni tretman koji
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bi prevenirao nefrotoksicnost, virusne infekcije 1 malignitete udruzene sa primenom KNI
[29]. mTOR je serin/treonin kinaza, koja kontrolise ¢elijski rast i metabolizam u odgovoru na
hranljive sastojke, faktore rasta, energetske potrebe i stres, pri ¢emu ispoljava i pleiotropne
efekte. Postoje 2 mTOR kompleksa, 11 2, pri ¢emu se dejstvo leka ostvaruje preko mTOR 1,
ali ne 1 mTOR 2 kompleksa [30]. Nakon vezivanja kompleksa FKBP12 — SRL za mTOR,
dolazi do njegove inhbicije, ¢ime se posledi¢no ostvaruje uticaj na proliferativne efekte IL —
2 prema limfocitima [31]. Ovim mehanizmom se blokira citokinima stimulisana progresija T
- limfocita iz G1 u S fazu ¢elijske deobe, pri cemu dolazi do inhibicije proliferacije i
diferencijacije imunih celija [30, 32]. Medutim upotreba SRL je udruzena sa izrazenom
ucestalos¢u nezeljenih efekata i visokom stopom odbacivanja transplantata [33].

Kako bi smanjenje ili potpuno ukidanje KNI iz terapije bilo ostvareno, istrazivanja
idu u smeru uvodenja novih lekova bez nefrotoksi¢nog potencijala. Medutim, nastojanja da se
takrolimus zameni jednako efikasnim, ali manje toksi€nim imunosupresivnim lekovima za
sada imaju ogranicen uspeh. Pored toga, rezultati studija su pokazali da je smanjenje ukupne
izlozenosti takrolimusa praéeno povecanjem stope odbacivanja grafta u ranom periodu nakon
transplantacije bubrega [34]. Pored mikofenolat — mofetila, antiproliferativnog agensa i
sirolimusa, koji su uvedeni tokom 90 — tih godina prosSlog veka, poslednjih 10 godina
predstavljeni su novi imunosupresivni agensi, everolimus — analog sirolimusa,
alemtuzumab - anti CD52 antitelo, voklosporin (ISA 247) - analog ciklosporina,
sotrastaurin (AEB071) — inhibitor protein kinaze C (PKC), tofacitinib (CP-690,550) —
inhibitor janus kinaze 3 (JAK - 3), belatacept — blokator CD28 ko-stimulacije, anti adhezioni
molekuli (efalizumab i alefacept), inhibitori komplementa (ekulizumab), rituksimab - anti-
CD20 monoklonsko antitelo protiv B - limfocita, bortezomib — inhibicija proteozoma, FTY
720 (Fingolimod) — agens koji sekvestrira limfocite 1 ASKP1240 — anti CD-40 molekul [35].
Neki od njih se primenjuju nakon transplantacije, poput everolimusa, belatacepta i
alemtuzumaba, dok se ostali nalaze u odredenim fazama klinickih ispitivanja.

Everolimus je razvijen kao semi - sinteticki analog SRL sa sli¢nim antiproliferativnim
imunosupresivnim  osobinama, ali kra¢im poluvremenom eliminacije 1 vecom
bioraspolozivos¢u u odnosu na SRL [9,35]. Medutim, jo§ uvek nema c¢vrstih dokaza o
njegovoj prednosti u poredenju sa takrolimusom [34].

Signalni putevi kostimulacije, koji se odvijaju narocito preko CD28/B7 (CD80 i 86),
pokazali su se kriticnim za optimalnu 1 odrzivu aktivaciju ,,naivnih® T - limofocita 1

predstavljaju vazno polje istrazivanja u transplantacionoj imunologiji, uzimaju¢i u obzir
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potencijalne terapijske mogucnosti. Kao kompetitivni antagonist CD 28 receptora kod
vezivanja za CD80/86, najpre je uveden abatecept u terapiji reumatoidnog artritisa. To je
receptor protein CTLA4-Ig, dobijen fuzijom eksternog domena humanog CTLA4 i
konstantnih domena teSkih lanaca humanog IgG1 [36]. Belatacept je noviji CTLA4-Ig, koji
se karakteriSe ve¢im afinitetom za vezivanje za CD 86 i ve¢om potentno$¢u u odnosu na svog
prethodnika. Belatacept je razvijen sa ciljem da se primenjuje u transplantacionoj medicini
[37].

Alemtuzumab (Campath-1H®) je humanizovano monoklonsko antitelo protiv IgG1
specificnog CD52. Krajnji efekat leka je liza c¢elija ostvarena kroz antitelo - zavisan,
komplementom posredovan citotoksi¢ni efekat, koji je usmeren direktno prema CDS52
antigenu, prisutnom na svim mononuklearnim ¢elijama krvi, poput T i B limfocita, monocita,
makrofaga i eozinofila. On moze prouzrokovati limfopeniju, koja moze biti prisutna duze
vremena nakon njegove primene. Naime, broj B - limfocita postaje normalan tokom 3 — 12
meseci, dok broj CD4+ 1 CD8+ limfocita ostaje smanjen do 3 godine. Pored toga, on uniStava
T- limfoicite iz periferne krvi, tokom 7 meseci. Najslabiji efekat ispoljava na CD34+
(nezrele) hematopoetskim stem celijama [38,39]. Literaturni podaci pokazuju da je stopa
akutnog odbacivanja znacajno manja kod primene alemtuzumaba u odnosu na
konvencionalnu terapiju u toku prve godine nakon transplantacije [40,41].

Voklosporin (ISA247) i sotrastaurin (AEB071) nisu odobreni za primenu u
transplantaciji od strane Americke agencije za hranu i lekove (FDA, prema engl. Food and
Drug Administration). Ispitivanja CP-690550 (inhibitor JAK), antiadhezionih molekula,
efalizumaba 1 alefacepta, 1 FTY720 su obustavljena zbog izrazenih nezeljenih efekata u toku
njihovih klinickih ispitivanja [35, 42]. Ekulizumab je humano monoklonsko antitelo,
specificno za C5a komponentu komplementa 1 trenutno je odobren za primenu u
paroksizmalnoj no¢noj hemoglobinuriji. Pretklinicki modeli alo-antigen senzitizacije su
pokazali da njegova primena moZe biti znaCajna za transplantaciju, pre svega kod
odbacivanja koje je posredovano antitelima (AMR, prema engl. antibody - mediated
rejection) [43,44]. Takode, rituksimab 1 bortezomib su pokazali potencijal za tretman AMR
[43,45,46,47].

ASKP1240 je novi imunosupresivni lek, koji predstavlja humano monoklonsko
antitelo, anti CD — 40 molekul. Rezultati dobijeni tokom faze I ispitivanja su obecavajuci, pri
¢emu se u fazi Il ocekuje poredenje protokola, koji ukljucuju ovaj lek i standardnih protokola

koji se trenutno primenjuju [48].



2.2. Takrolimus-osnova savremene imunosupresivne terapije

Takrolimus (Fudzimicin; Prograf; Protopik; Anhidrovani takrolimus; Advagraf; FK
506), prvi put izolovan iz bakterijskog soja Streptomyces tsukubaensis, otkriven je 1984., a
danas Cini osnovu vecine imunosupresivnih protokola u transplantaciji solidnih organa.
AmeriCka agencija za hranu i lekova odobrila je takrolimus prvi put 1994. za primenu kod
transplantacije jetre. Ova dozvola je kasnije prosSirena na primenu kod transplantacije
bubrega, srca, tankog creva, pankreasa, pluéa, traheje, koze, kornee, kostne srzi i
ekstremiteta. On se propisuje u cilju prevencije akutnog odbacivanja transplantiranog organa.
Takrolimus je u potpunosti potisnuo CsA zbog vecée efikasnosti i boljeg profila nezeljenih
efekata. Pretpostavlja se da ¢e takrolimus biti okosnica imunosupresivne terapije i u narednih

10 godina [2,9].

2.2.1 Mehanizam dejstva takrolimusa

Aktivacija T — limfocita nalazi se u osnovi odbacivanja transplantiranog bubrega pri
¢emu je prvi korak aktiviranje TLR. Naime, TLR, koji se aktivira od strane kompleksa
srodnih peptida na antigen — prezentujucoj celiji 1 glavnog kompleksa gena tkivne
podudarnosti (MHC, prema engl. major histocompatibility complex), vodi ka aktivaciji
udruZenih tirozin kinaza. Rezultat ovog procesa je mobilizacija intracelularnog kalcijuma i
aktivacija intracelularnih signalnih puteva: put mitogen — aktivirane proteinske kinaze
(MAPK), familiju nuklearnih faktora aktiviranih T — limfocita (NFAT) i1 nuklearni
transkripcioni faktor - kB (NF-kB). Signalni put NFAT se nalazi u osnovi imunosupresivnog
delovanja takrolimusa - inhibitora kalcineurina, kalcijum 1 kalmodulin zavisne fosfataze, koja
se drugacije obelezava kao: protein fosfataza 3, PPP3C, ili ranije PP2B. Pored aktivacije
TLR, proces odbacivanja uklju¢uje 1 druge neophodne komponente: esencijalne
kostimulatorne 1 pomo¢ne molekule, koji pojacavaju proces proliferacije T — limfocita,
dovode¢i do ushodne regulacije nastanka citokina i ekspresije citokinskih receptora, dok
odgovor na dejstvo citokina rezultuje migracijom limfocita prema mestu zapaljenja [49].

Citokini su mali kratkodelujuéi proteini, koji pojacavaju i usmeravaju imuni odgovor,
a produkuju ih razli¢ite celije ukljucujuéi limfocite, antigen — prezentujuce Ccelije i1
parenhimske celije. Interleukin - 2 je najvazniji citokin, koji doprinosi proliferaciji T —

limfocita, a ukljucen je i u proces apoptoze. Pored njega, IL -1, TNF — a 1 IFN - y su pro-
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inflamatorni citokini, koji su uklju¢eni u procese celijske imunosti i proces odbacivanja
transplantiranih organa. Antiinflamatorni citokini, gde spadaju IL-4, IL-6 i1 IL-10, reguliSu
¢elijske 1 humoralne odgovore i doprinose zastiti transplantiranog organa [49, 50].

Normalno u toku aktivacije T — limfocita, najpre dolazi do fosforilacije (-udruzenog
proteina (ZAP - 70, prema engl. zeta associated protein), koji uzrokuje fosforilaciju
fosfolipaze Cyl, koja hidrolizuje membranski fosfatidilinozitol - 4,5 - bifosfat u inozitol -
1,4,5-trifosfat (IP3) 1 diacilglicerol (DAG). Inozitol - trifosfat dovodi do porasta
intracelularne koncentracije kalcijuma, koji se vezuje za kalmodulin, mali kalcijum -
vezujuc¢i protein, koji dalje aktivira kalcineurin. Nakon toga sledi defosforilacija NFAT
proteina od strane aktiviranog kalcineurina, §to vodi ka njihovoj translokaciji i indukeiji
NFAT posredovane transkripcije gena. NFAT se vezuje za promotor IL-2, reguliSe
transkripciju IL — 2, a time i aktivaciju T — limfocita. Inace, aktivnost NFAT je pored
kalcineurina, regulisana kalcijumom i NFAT kinazama [51].

Takrolimus ostvaruje dejstvo vezujuéi se za imunofilin FKBP12 (engl. FK — binding
protein 12) unutar cCelije, a stvoreni kompleks takrolimus — FKBP12 inhibira fosfataznu
aktivnost kalcineurina, nakon ¢ega dolazi do smanjene defosforilacije i translokacije NFAT,
$to vodi ka smanjenju transkripcije IL — 2, a time 1 posledicnom smanjenju aktivacije T —

limfocita (Slika 2).

Antigen - prezentujuca celija

Ciklosporin Takrolimus

@ &
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ciklofilin FKEP12

ciklofilin FKBP12
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Slika 2. Mehanizam dejstva takrolimusa (preuzeto i adaptirano iz Fantini i sar. [50])
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Pored inhibicije transkripcije IL — 2, KNI uticu i na ekspresiju gena za IL-4, IFN-y i
TNF-a, CD154 (CD40L) i1 protoonkogena H-ras i c-myc [52]. NFAT proteini, oznaceni od 1
do 4, regulisani su kalcijum i kalcineurin signalizacijom, dok se NFATS aktivira u odgovoru
na osmotski stres. Dodatno, NFAT signalni put nije odgovoran samo za imunosupresivni

efekat, ve¢ moze dovesti do ispoljavanja toksi¢nosti takrolimusa [51].

2.3. Farmakokineti¢ke karakteristike takrolimusa

Takrolimus je dvadesettro¢lani makrolidni antibiotik, molekulske formule
C44H6oNO12. 1 molekulske mase 804 g/ mol (ne — hidratisan oblik) (Slika 3). Njegove fizicko
— hemijske osobine, visoka lipofilnost i nerastvorljivost u vodi, dovode do velikih varijacija u

bioraspolozivosti nakon oralne primene i izraZenog metabolizma leka [53].

Legenda:
Me — metil grupa (- CHz3)

HO .,

MeO

OMe OMe

Slika 3. Takrolimus

Takrolimus karakteriSe izraZena interindividualna varijabilnost u farmakokinetickim
parametrima 1 mali terapijski indeks leka. U skladu s tim, adekvatna primena leka u toku
prvih dana 1 nedelja nakon transpantacije je od narocitog znacaja u cilju sprecavanja akutnog
odbacivanja transplantiranog organa. U cilju optimalne imunosupresije, terapijski monitoring

(TDM) takrolimusa se rutinski sprovodi radi poboljSanja efikasnosti i smanjenja toksi¢nosti
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leka. Smanjena izlozenost leku, a time i1 smanjena imunosupresija moze dovesti do
imunoloski posredovanog odbacivanja i posledi¢nog gubitka transplantiranog organa, dok
prekomerna imunosupresija povecava rizik od pojave toksi¢nosti leka i drugih nezeljenih
efekata i komplikacija (PTDM, maligniteta i infekcija) [54,55]. Nemogucnost prilagodavanja
doze takrolimusa za svakog pacijenta ponaosob u prva 2 — 3 dana nakon transplantacije je
kljuno ogranicenje u primeni ovog pristupa [56,57]. Stoga je potrebno uvesti dodatne
tehnike u cilju adekvatnog prilagodavanja doze leka i imunosupresije (56,58,59).

Takrolimus se najces¢e primenjuje u pocetnoj dozi 0,15-0,3 mg/kg/dnevno. Doze
odrzavanja se prilagodavaju na osnovu vrednosti koncentracije takrolimusa u punoj krvi,
izmerenoj na kraju doznog intervala, najceS¢e neposredno pre primene jutarnje doze leka (CO,
Cmin, Ctrough). U cilju optimalne imunosupresije, CO treba da bude u terapijskom opsegu u
zavisnosti od perioda nakon transplantacije: 10 — 12 ng/mL do kraja prvog meseca, 8 — 10
ng/mL, do kraja treCeg meseca 1 6 — 8 ng/mL nakon tog perioda [60]. Nedavno se na trzistu
pojavio novi preparat takrolimusa sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance iz

farmaceutskog oblika, koji se primenjuje jednokratno [61].

2.3.1. Resorpcija

Takrolimus ima nizak stepen bioloske raspolozivosti, koji je u proseku 25%, (5 —
93%), pri cemu maksimalne koncentracije leka u krvi (Cmax, Cpeak) dostizu 2 sata nakon
primene leka kod vecéine pacijenata. Medutim, kod nekih pacijenata, lek se resorbuje sporo,
vreme dostizanja maksimalne koncentracije u krvi je produZeno, vreme odlaganja je izraZzeno
(vreme nepojavljivanja, lag faza), a mogu se javiti 1 sekundarne ,,pik (engl. peak)’
koncentracije. Smanjena bioraspolozivost takrolimusa je zapazena u toku pre -
transplantacione primene, kod pacijenata sa otvorenim stomama na tankom crevu, crne i ne —
kavkaske rase, sa DM i kod unosa hrane sa umerenim sadrzajem masti [62].

Takrolimus je supstrat za citohrom P450 (CYP) 3A izoenzime, CYP 3A4 1 CYP 3AS5,
ali 1 za P — glikoprotein (PGP), efluks pumpu, koja je proizvod ABCBI1 gena (ranije MDR - 1
gen). Ovi izoenzimi i PGP su odgovorni za izrazen pre - sistemski metabolizam takrolimusa,
koji se odvija na nivou gastrointestinalnog trakta (GIT) i jetre [62,63]. P - glikoprotein
izbacuje apsorbovani lek nazad u lumen GIT-a, smanjujué¢i njegovu intracelijsku
koncentraciju. Inace, PGP pripada adenozin — tri fosfat - zavisnim transporterima 1 pokazuje

zna€ajno preklapanje u substratnoj specifi¢nosti, Sto predstavlja potencijal za interakcije
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izmedu takrolimusa i1 drugih lekova [64].Varijabilna intestinalna ekspresija PGP moze biti

odgovorna za razlike u resorpciji leka medu pacijentima [65].

2.3.2. Raspodela

Takrolimus se znacajno preuzima od strane eritrocita, koji sadrze visoke koncentracije
FK — vezujuceg proteina (receptor za takrolimus), zbog ¢ega se 15 puta (opseg 4 - 114) vise
koncentracije leka nalaze u punoj krvi nego u plazmi. U plazmi je takrolimus preko 90%
vezan za proteine, uglavnom al - kiseli glikoprotein, lipoproteine, globuline i albumin.
Raspodela takrolimusa izmedu krvi i plazme ex vivo je zavisna od hematokrita, koncentracije
leka, temperature uzorka i koncentracije proteina plazme [63]. Pored eritrocita, takrolimus se
raspodeljuje u drugim tkivima, pri ¢emu na njegovu raspodelu uti¢e ekspresija PGP. Pored
GIT — a, PGP je eksprimiran na kanalikularnoj povrSini hepatocita, apikalnoj membrani
proksimalnih 1 distalnih tubula, luminalnoj povrsini kapilarnih endotelnih ¢elija u mozgu,
povrsini limfocita, gde kontroliSe pristup takrolimusa do mesta njegovog delovanja [66].
Prose¢na vrednost volumena distribucije (Vd) takrolimusa je 0,9 — 1,6 L/kg, dok je kod
pedijatrijskih pacijenata do 1.8 puta veci nego kod odraslih. Ve¢i Vd takrolimusa kod dece je
posledica povecane propustljivosti membrane eritrocita i smanjene koli¢ine 1 afiniteta
proteina plazme za koje se lek vezuje. Dodatno, takrolimus prolazi placentu, a raspodeljuje se

1 u mleku majke [63].

2.3.3. Metabolizam i eliminacija

Takrolimus se uglavnom metaboliSe u jetri preko ve¢ pomenutih CYP3A4 1 CYP 3A5
izoenzima, pri ¢emu nastaje vec¢i broj metabolita (do 15 metabolita). Pored jetre, metabolizam
takrolimusa u GIT — u znacajno doprinosi eliminaciji leka. Funkcionalni CYP 3A4 se nalazi u
jetri 1 tankom crevu svih pojedinaca, dok se funkcionalno aktivni CYP 3AS5 eksprimira samo
kod nekih ljudi (ekspresori) 1 to u jetri, tankom crevu 1 bubrezima. Medutim za razliku od
CsA, koji se prevashodno metaboliSe preko CYP 3A4 izoenezima, CYP 3AS5 ima znacajniju
ulogu u metabolizmu takrolimusa, kod pojedinaca koji ga eksprimiraju. Intrinzicki klirens
(CL) takrolimusa je 2 puta ve¢i za CYP 3AS5 nego za CYP 3A4 [53,67]. Ekspresija CYP 3A4
je varijabilna medu pojedinicima, pri ¢emu se razlike u aktivnosti kre¢u od 10 do 100 puta

kada je re¢ o ekpresiji u jetri i do 30 puta kada je re¢ o tankom crevu. Gen za CYP 3AS je

14



polimorfan, pri ¢emu pojedinci mogu pokazivati relativno nizak ili relativno visok nivo
ekspresije, pa se stoga menja i sadrzaj ovog enzima u jetri i tankom crevu (osobe koje ga
eksprimiraju poseduje relativno visok sadrzaj ovog izoenzima, koji se kreée od 6 do 99%,
ukupnog sadrzaja CYP 3A proteina u jetri) [56,67].

Svi metaboliti takrolimusa koji su identifikovani do danas pokazuju znac¢ajno manju
aktivnost u odnosu na polazno jedinjenje, mada su neophodna dalja istrazivanja u pogledu
efikasnosti i toksi¢nosti metabolita takrolimusa [53]. Iz krvi transplantiranih pacijenata
izolovano je 5 razli¢itih metabolita takrolimusa i1 to: demetil, demetilhidroksi, didemetil,
didemetilhidroksi 1 hidroksi — takrolimus. U toku biotransformacije nastaju 4 primarna
metabolita: 3 nastala reakcijom O - demetilacije u polozajima 13, 151 31, dok je 4 - ti nastao

u reakciji hidroksilacije u polozaju 12 (Slika 4).

Legenda:

Me - metil grupa

DMT - demetiltakrolimus
HT - hidroksitakrolimus
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Slika 4. Primarni metaboliti takrolimusa (preuzeto i adaptirano iz Dai i sar. [67])
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CYP 3AS5 katalizuje nastanak sva Cetiri metabolita, dok CYP 3A4 katalizuje reakciju
O — demetilacije 1 nastanka demetilovanih metabolita, pri cemu ostaje nepoznanica da li se
putem istog izoenzima formira hidroksil metabolit. Glavni metaboli¢ki put je nastanak
metabolita M1 reakcijom demetilovanja u polozaju 13 (13 — O - demetilacija) [63], dok je
izlu¢ivanje metabolita u zZu¢ glavni put eliminacije leka (90%). Pored izlucivanja u zuci,
manje od 5% takrolimusa 1 njegovih metabolita se eliminiSe urinom, dok se takrolimus kao
nepromenjen lek u procentu manjem od 1 izlucuje renalnim putem. Klirens takrolimusa je
oko 0,06 L / kg sa terminalnim polu - vremenom eliminacije oko 12h (opseg 4 — 41h).
Ekspresija PGP u jetri kontrolise izlu¢ivanje leka i metabolita u zu¢, dok PGP ekspresija na
Cetkastoj membrani proksimalnih tubularnih epitelnih ¢elija moze doprineti bubreznoj
eliminaciji [62]. Aktivnost intestinalnog i hepaticnog CYP 3AS5 se poveéava odmah nakon
transplantacije, da bi se na kraju prve godine transplantacije vratila na pocetni nivo. Ovaj
efekat se objaSnjava indukcijom aktivnosti metaboli¢kih enzima zbog primene veéih doza
kortikosteroida neposredno nakon transplantacije. Kasnije, tokom post-transplantacionog
perioda doza kortikosteroida se smanjuje, a time i1 njihov uticaj na aktivnost enzima.

Aktivnost PGP se ne menja u funkciji vremena nakon transplantacije [68,69].

2.3.4. Faktori koji uticu na farmakokinetiku takrolimusa

IstraZivanja su pokazala da na farmakokineticke parametre takrolimusa moZze uticati
tip transplantacije, funkcija jetre 1 bubrega, lekovi (kortikosteroidi), vreme nakon
transplantacije, starost pacijenata, rasa, hematokrit, albuminemija, cirkadijalni ritam, hrana,
dijareja 1 nivo ekspresije CYP 3A 1 PGP [63]. Naime, klirens takrolimusa je ve¢i kod odraslih
pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na pacijente sa transplantiranom jetrom ili
zdrave ispitanike. Razlog ovakvoj pojavi mogu biti niZze vrednosti hematokrita i nivoa
albumina kod pacijenata sa transplantiranim bubregom, ali i1 razlike u doziranju
kortikosteroida [63,70]. Pacijenti sa DM imaju manje vrednosti povrSine ispod C-t krive
(PIK) takrolimusa u odnosu na pacijente bez Secerne bolesti, kada je lek primenjen pre -
transplantaciono. Pored toga, pacijenti sa smanjenom funkcijom jetre imaju za dve treine
manji CL leka, dok stanje bubrega ne utice znafajno na farmakokineticke parametre leka.
Doza takrolimusa potrebna za odrzavanje njegove koncentracije, smanjuje se tokom post—
transplantacionog perioda, zbog smanjenja klirensa leka tokom vremena [63]. Deca zahtevaju

2 do 4 puta vece doze leka u poredenju sa odraslim pacijentima. Za razliku od pola, koji
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znacajno ne utice na farmakokinetiCke parametre takrolimusa, rasa pacijenta je od velike
vaznosti, s obzirom da afro — amerikanci zahtevaju 2 puta ve¢e doze kako bi odrzali slicnu
koncentraciju leka kao pacijenti bele rase [71]. Hematokrit i nivo albumina znacajno uti¢u na
koncentraciju takrolimusa u krvi, pri ¢emu nize vrednosti hematokrita i koncentracije
albumina, doprinose nizim koncentracijama leka. Pored toga, pokazano je da cirkadijalni
ritam doprinosi ve¢im vrednostima PIK, neznatno kraCem vremenu dostizanja Cmax 1 vi$oj
Cmax takrolimusa nakon jutarnje doze leka [63]. Istrazivanja su pokazala uticaj hrane na
smanjenje bioloske raspolozivosti takrolimusa [72]. Medutim, ima autora koji su pokazali da
hrana nema uticaja na koncentraciju leka u krvi [73]. Doza kortikosteroida moze imati uticaja
na CL takrolimusa, s obzirom da su kortikosteroidi supstrati za CYP 3A i PGP, pri ¢emu
mogu ubrzati metabolizam takrolimusa [74,75]. Izmedu ostalih faktora koji doprinose
farmakokineti¢koj varijabilnosti takrolimusa, prijavljeno je nekoliko slucajeva pacijenata sa
dijarejom, gde je doSlo do povecanja Cmin leka. Genska varijabilnost, izraZzena u
polimorfizmima prisutnim u genima za CYP 3A5 1 PGP, u znacajnoj meri moze ispoljiti

uticaj na farmakokinetiku takrolimusa [76].

2.3.5. Farmakokineticke interakcije takrolimusa

Pacijentima sa transplantiranim bubregom se propisuje vise vrsta lekova, Sto
uslovljava 1 moguce interakcije medu njima. Interakcije takrolimusa 1 drugih lekova na nivou
farmakokinetickih procesa su od posebne vaznosti, jer mogu dovesti do povecanja ili
smanjenja koncentracije takrolimusa u krvi, koji ima mali terapijski indeks. Prokinetici,
cisaprid 1 metoklopramid mogu povecati resorpciju takrolimusa, dok antacidi 1 natrijum —
bikarbonat mogu dovesti do intestinalne degradacije leka [70]. Medutim, klinicki veoma
znacajne interakcije lekova su posledica inhibicije ili indukcije CYP3A izoenzima, ¢iji je
takrolimus supstrat. Ketokonazol je najpotentniji inhibitor CYP 3A4/5 izoenzima. Pored
njega, klinicki znaCajne interakcije sa takrolimusom mogu ispoljiti CsA, diltiazem,
eritromicin 1 flukonazol [53]. Takode je pokazano da bromokriptin, klaritromicin,
klotrimazol, itrakonazol, etinil-estradiol, nifedepin i nefazodon mogu inhibirati metabolizam
takrolimusa. Odredeni lekovi mogu indukovati metaboli¢ke enzime i na taj nacin ubrzati
eliminaciju takrolimusa, pri ¢emu se smanjuje bioraspolozivost i efikasnost leka. Izmedu

ostalih, rifampicin moZe indukovati metabolizam takrolimusa, pri ¢emu nastaje klinicki

znacajna interakcija. Kortikosteroidi su induktori enzima u jetri, medutim odredene studije su
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pokazale da ne dolazi do povecanja ve¢ do smanjenja doze takrolimusa u cilju odrzanja
optimalne koncentracije leka. Pretpostavlja se da ovom fenomenu doprinosi redukcija doze
kortikosteroida u toku post—transplantacionog perioda [53,70]. Osim prethodno navedenih
lekova, takrolimus moze stupiti u interakciju sa omeprazolom i diureticima [77]. Takode,
mnoga istrazivanja su se bavila interakcijom takrolimusa 1 mikofenolne kiseline, ali rezultati

nisu konzistentni [78 - 81].

2.4. Polimorfizam citohrom P450 3AS i ABCBI1 gena

Istrazivanja su pokazala da se razli¢ita ekspresija jetrinih 1 intestinalnih CYP 3A5 i
PGP, demografski faktori i lek — lek interakcije nalaze u osnovi interindividulne varijabilnosti
u farmakokinetici takrolimusa. Genetski faktori uslovljavaju 20 — 95% varijabilnosti u
dispoziciji 1 efektima lekova [56]. Zamene jednog nukleotida u molekulu DNK (SNP, prema
engl. single nucleotide polymorphism) prisutne u genima enzima koji ucestvuju u
metabolizmu lekova, efluks pumpama i ciljnim mestima delovanja lekova, mogu biti
odgovorni za njihovu razli¢itu individulnu aktivnost i funkciju. Farmakogeneticke studije
razmatraju efekte pojedinacnih gena, dok farmakogenomske studije razmatraju uticaj
celokupnog genoma na farmakokinetiku i farmakodinamiku leka. Primena farmakogenetike u
rutinskoj klinickoj praksi omogucava razvoj personalizovane medicine, gde je svaki lek i/ili
kombinacija lekova prilagodena genetici svakog pojedinca [76]. Inace, SNP imaju ucestalost
veéu od 1% u opstoj populaciji i mogu biti prisutni u kodiraju¢im sekvencama gena,
nekodirajuéim regionima, ali i u regionoma medu genima (engl. inter-genic region) [76].
Razumevanje uticaja genetskih faktora na farmakokinetiku 1 farmakodinamiku takrolimusa
omoguci¢e individualizaciju imunosupresivnih reZima za svakog pojedinca, iniciranje
pocetne 1 prilagodavanje doze odrzavanja leka, ali i identifikovanje pacijenata sa pove¢anim

rizikom za suboptimalnu terapiju, ili nezeljene efekte 1 toksicnost.

2.4.1. Citohrom P450 3A5

Citohrom P450 3A izoenzimi obuhvataju prosecno 30% ukupnog CYP sadrzaja u jetri
1 odgovorni su za oksidativni metabolizam preko 50% lekova, koji su u upotrebi. Postoje 3
funkcionalna enzima CYP 3A: CYP 3A4, CYP 3A51 CYP 3A7. CYP 3A7 je ekprimiran u

jetri fetusa 1 verovatno nema ulogu kod odraslih pojedinaca. S druge strane, svi pojedinci
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sintetiSu funkcionalni CYP3A4, dok suprotno njemu, svaki pojedinac moze biti ili
funkcionalni ekspresor ili funkcionalni ne — ekspresor CYP3AS5 gena. Do sada je otkriveno
11 SNP - ova u genu za CYP 3A5 [76]. Medutim najviSe proucavani polimorfizam ukljucuje
zamenu (tranziciju) adenina (A) guaninom (G) u poziciji 6986 u intronu 3 (rs776746) gena za
CYP3AS5. Ovaj polimorfizam, koga su otkrili Kuehl i sar. pre vise od 10 godina, odgovoran je
za funkcionalnu ekspresiju ili ne — ekspresiju CYP3AS5 proteina, tj. za prisustvo ili odsustvo
CYP3AS aktivnosti [82]. Naime, nosioci bar jednog A alela, divljeg — tipa alela (engl. wild-
type allele), eksprimiraju funkcionalno aktivni enzim (ekspresori) i poseduju jedan od dva
genotipa: CYP3A5*1/*1, ukoliko je osoba homozigot za A alel ili CYP3AS5*1/*3, ukoliko je
osoba heterozigot, tj. poseduje po jedan A i G alel. Suprotno, ne — ekspresori su homozigoti
za G tip alela, mutirani — tip alela (engl. mutant — type allele) i ne poseduju znacajne koliine
funkcionalno aktivnog enzima i nosioci su CYP 3A5 *3/*3 genotipa [56,62,76]. CYP3A5*3
alel uzrokuje izmenjeno, odnosno alternativno iskrajanje introna ili splajsovanje (engl.
splicing), §to rezultuje skra¢enom informacionom RNK (iRNK) i ozbiljnim smanjenjem
koli¢ine funkcionalnog CYP3AS proteina. Nosioci CYP3A5*1 stvaraju u vecoj koli€ini
potpunu iRNK, §to posledi¢no vodi do visih nivoa CYP 3AS5 funkcionalnog proteina kod
ekspresora u odnosu na ne — ekspresore [82]. Ucestalost CYP3AS 6986A>G polimorfizma u
velikoj meri zavisi od etni¢ke pripadnosti, tako da su 85% pojedinaca, koji pripadaju sub —
Saharskom genskom poreklu (crna rasa) ekspresori, dok tek 15 % Kavkaske populacije (bela
rasa) poseduju aktivni enzim. Stanovnici juznog dela Azije nalaze se izmedu ovih dveju
populacija u pogledu zastupljenosti ekspresora, otprilike 50% ucestalosti [76,83]. Pored toga,
CYP3AS ekspresija je udruzena sa ekspresijom CYP3AP1 pseudogena, koji je u tesnoj
neravnotezi vezivanja alela (engl. linkage disequilibrium) sa CYP3AS5*1/*3 genotipom [76].
Jedna od prvih studija koja se bavila uticajem varijabilnosti CYP 3AS5 aktivnosti na
farmakokinetiku takrolimusa, pokazala je da SNP (A/G(44)) u CYP3ASAPI pseudogenu
moze imati efekte na aktivnost hepaticne CYP3AS5 [84].

Prethodna istrazivanja su pokazala da A6986G polimorfizam u genu za CYP 3AS
izoenzim predstavlja najznacajniji faktor koji doprinosi farmakokinetickoj varijabilnosti
takrolimusa [76,85,86]. Skoro sve studije su pokazale da nosioci CYP3A5*1 alela
(CYP3AS*1/*1 ili *1/*3 genotip) imaju i do 50% vec¢i klirens takrolimusa i zahtevaju vece
doze leka u odnosu na nosioce CYP3A5*3/*3 genotipa kako bi odrzali koncentraciju leka u
optimalnom terapijskom opsegu (5 — 15 ng/mL) [67,76,87]. U skladu s tim, doze takrolimusa,

potrebne za dostizanje iste izlozenosti leka, ve¢e su u proseku za 50% kod nosioca
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CYP3AS5*1 alela u poredenju sa ne — ekspresorima. Pri standardnom doziranju (normalno 0.1
mg/kg/dan podeljeno u dve doze), nosioci CYP 3A5 *1 alela mogu biti skloni subterapijskim
koncentracijama leka u ranoj fazi nakon transplantacije bubrega i povecanom riziku od
akutnog odbacivanja transplantiranog bubrega. Pored toga, pokazano je da CYP3AS5
ekspresori zahtevaju vise vremena kada je u pitanju dostizanje ciljne izloZenosti takrolimusa,
uprkos sprovodenju TDM [62,88]. Prethodne studije su nedvosmisleno pokazale uticaj
CYP3AS5 polimorfizma na farmakokinetiku takrolimusa u ranom periodu nakon
transplantacije bubrega. Medutim, kada je re¢ o njegovom znacaju u dugoro¢nom periodu
nakon transplantacije (> 12 meseci), postoje neslaganja [76]. Vecina studija nije pokazala
udruzenost CYP3AS5 polimorfizma 1 klini¢kih efekata takrolimusa, ukljucuju¢i toksi¢nosti
leka [89], ali ima autora koji su pokazali povezanost ispitivanog polimorfizma sa razvojem

hroni¢ne nefrotoksi¢nosti leka [90].

2.4.2. P — glikoprotein (ABCB1, MDR - 1)

Znacaj varijabilnosti u ABCB1 genu (kodira PGP) jos uvek nije u potpunosti
razjasnjen kod primene takrolimusa u klini¢koj praksi [91,92]. Inace, ABCBI1 gen ili MDR -1
gen je polimorfno eksprimiran, sa najmanje 50 SNP — ova poznatih do danas. Medutim za
razliku od CYP 3AS5, nijedan SNP ne dovodi do potpunog gubitka funkcije proteina.
Polimorfizam, koji ukljucuje zamenu citozina(C) timinom(T) u poziciji 3435 u egzonu 26
(rs1045642) je najcesce 1 najviSe ispitivan polimorfizam ABCBI1 gena. Pored njega jo$ dva
polimorfizma ABCBI gena su detaljno ispitivana: zamena C sa T u poziciji 1236 u egzonu
12 (rs1128503) 1 zamena G sa T ili A u poziciji 2677 u egozonu 21 (rs2032582) [76, 93].
Polimorfizam ABCB1 G2677T/A rezultira zamenom aminokiselinske sekvence, usled
promena u kodiraju¢em delu gena proteina, dok to nije slucaj sa ABCB1 C3435T 1 C1236T
polimorfizmima. Funkcionalni zna¢aj ovih polimorfizama je kontraverzan, iako je nekoliko
studija pokazalo povezanost ABCB1 3435 TT genotipa (T alel je mutirani — tip alela, C alel
je divlji — tip alela kod ovog polimorfizma) 1 smanjene intestinalne PGP ekspresije ili
aktivnosti in vivo [94]. Ovo znaCi da pacijente sa TT genotipom karakteriSe neefikasno
uklanjanje takrolimusa iz ¢elija, $to moze voditi ka povecanoj resorpciji leka iz GIT — a 1
vec¢im koncentracijama leka u krvi, §to su neke studije potvrdile [91, 95].

Neravnoteza vezivanja alela karakteristicna je za nasledivanje odgovarajucih alela

ABCBI1 genskih polimorfizama. Naime, 3435T, 1236T i 2677T (mutirani — tipovi) aleli su
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obi¢no prisutni zajedno kod istog pojedinca, Sto implicira da su genski povezani. Haplotip
ABCBI1 1236T-2677T-3435T (T-T-T) je prisutan kod prose¢no 32% populacije bele rase
[76]. Inace, dosadasnja istrazivanja su pokazala da je za farmakokinetiku takrolimusa od
posebne vaznosti ABCB1 3435C>T polimorfizam u ¢ijoj osnovi je smanjenje stabilnosti i
nivoa iRNK ABCBI gena. Ovo dovodi do produzenja vremena, koje je potrebno da se PGP
uklopi 1 insertuje u membranu, pri ¢emu se na taj nac¢in smanjuje 1 supstratna specificnost

[96,97].

2.4.3. Ostali znacajni polimorfizmi koji mogu doprineti farmakokineti¢koj
varijabilnosti takrolimusa

CYP3AS genotip je trenutno najaci prediktor interindividulanih razlika u doziranju
takrolimusa, ali on ne objasjava sveukupnu varijabilnost u farmakokinetici leka. Pored
ABCBI polimorfizama koji su prethodno pomenuti, jo$ nekoliko SNP je ispitivano do danas:
CYP3A4*1B, CYP3A4*22, POR*28, CYP3A4*1G, polimorfizmi u NR112 genu, koji kodira
humani preganan X receptor (PXR), genski polimorfizmi u genu za peroksizmalni
proliferativni aktivirani receptor (PPAR) — a (PPARA, prema engl. peroxisome proliferator
activated receptor alpha), kao 1 genski polimorfizmi u genu za katehol — O — metiltransferazu
(KOMT) [62]. Iako bi svi pomenuti polimorfizmi mogli imati uticaja na farmakokinetiku
takrolimusa, jedino je polimorfizam POR*28 (rs1057868; C>T) u genu za nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) — CYP oksidoreduktazu (POR) pokazao povezanost sa
farmakokinetikom leka. Nosioci POR*28 T alela imaju vece zahteve u pogledu doze
takrolimusa u poredenju sa nosiocima CC genotipa. Medutim POR*28 nema uticaja na

koncentraciju takrolimusa kod pacijenata koji ne eksprimiraju CYP3AS izoenzim [98, 99].

2.5. Nezeljeni efekti i toksi¢nost takrolimusa

Terapijski monitoring takrolimusa se rutinski sprovodi u cilju odrZzavanja
koncentracija leka u krvi u odgovarajuéem opsegu, koji necée dovesti do odbacivanja
transplantiranog organa, odnosno ispoljavanja nezeljenih efekata i toksi¢nosti leka. Medutim,
pojedini pacijenti mogu ispoljiti nezeljene efekte takrolimusa, pri optimalnim
koncentracijama leka u krvi ili moze do¢i do odbacivanja, odnosno ne — odbacivanja organa
pri koncentracijama viS§im, odnosno nizim od Zeljenih. Pored toga, savremeni

imunosupresivni protokoli smanjili su incidencu akutnih epizoda odbacivanja i doprineli
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uspesSnosti prezivljavanja grafta od 90 % nakon prve godine posle transplantacije u vecini
transplantacionih centara. Shodno tome, identifikovanje 1 predvidanje individualne
osetljivosti prema nezeljenim efektima i toksi¢nosti takrolimusa je od velike vaznosti za
postizanje odgovaraju¢ih dugoro¢nih ishoda [62]. Nezeljeni efekti takrolimusa mogu uticati
na kvalitet zivota pacijenta i na pozitivne ishode kod dugorocne primene ovog leka, dok
toksi¢nost leka u nekim sluCajevima moze doprineti gubitku transplantiranog organa.
Prekomerna izlozenost leku udruzena je sa razvojem nefrotoksicnosti, neurotoksi¢nosti,
pojavom PTDM, hipertenzije, povecanim rizikom za malignitete i infekcije [58,62]. Pored
toga, takrolimus moze izazvati dijareju, mucninu, povracanje i osteopeniju. Dizartrija se
javlja idiosinkratski, zahteva viSe faktora kako bi se ispoljila i ne povlaci se smanjenjem
koncentracije leka [100].

Takrolimus moze prouzrokovati akutnu nefrotoksi¢nosti 1 insuficijenciju
transplantiranog organa usled dugorocne primene (hroni¢na KNI nefrotoksicnost) [52].
Akutna nefrotoksi¢nost se ispoljava akutnom oligoanurijom ili anurijom i/ili porastom
vrednosti serumskog kreatinina. Glavni mehanizmi koji doprinose nastanku akutne
nefrotoksi¢nosti su konstrikcija aferentne arteriole i/ili direktni toksi¢ni efekat na tubule
bubrega. Ovaj toksi¢ni efekat je dozno — zavisan 1 nastaje uglavnom u ranoj fazi nakon
transplantacije, kada se propisuju velike doze leka [62]. Histoloski nalazi transplantiranih
bubrega koji su pretrpeli hroni¢nu nefrotoksicnost karakteriSu se arteriolarnom
hijalinizacijom, glomerularnom sklerozom, intersticijalnom fibrozom 1 tubularnom atrofijom
(IF/TA). Mogu¢i mehanizam koji dovodi do ovih promena je produZena arteriolarna
vazokonstrikcija, posledica ishemije i1 nagomilavanja hijalina u zidu krvnog suda, ali 1
direktno tubulo - toksi¢no 1 profibrotsko delovanje leka [52].

Neurotoksicnost takrolimusa se ispoljava u vidu manjih neuroloskih dogadaja, koji
ukljucuju nesanicu, blagi tremor, glavobolju, fotofobiju, pojavu no¢nih mora, perifernu
neuropatiju 1 promene raspolozenja. Ozbiljne komplikacije podrazumevaju epilepti¢ne
napade, vizualne halucinacije, psihoze, komu 1 delirijum. Tremor je najceS¢i neurotoksicni
nezeljeni efekat leka, koji se javlja kod 40% pacijenata. Pojava nezeljenih efekata je udruzena
sa povecanim koncentracijama leka u punoj krvi, ali se oni mogu javiti 1 pri terapijskim
koncentracijama leka [62,63]. Pored toga, PGP koji je eksprimiran na luminalnoj povrSini
endotelijalnih ¢elija u mozgu 1 vazna komponenta krvno — mozdane barijere, moze imati
znacaja za ispoljavanje neurotoksi¢nih efekata takrolimusa, narocito kod osoba sa smanjenom

aktivnos$éu ovog proteina [62].
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Post—transplantacioni dijabetes melitus je jedan od najozbiljnijih nezeljenih efekata
takrolimusa. Njegova pojava je udruzena sa staroScu, rasom, ideksom telesne mase (BMI,
prema engl. body mass index), infekcijom hepatitis C virusom, visokim koncentracijama
takrolimusa, visokim dozama kortikosteroida, ali i genetskom predispozicijom. Ovaj efekat je
kod nekih pacijenata reverzibilan [62,63].

Takrolimus moZze uticati na razvoj hipertenzije kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom usled aktivacije natrijum hlorid kotransportera u bubregu [101]. Takode, u
patofiziologiji hipertenzije moze biti ukljuen genski polimorfizam CYP 3AS, jer ovaj
izoenzim, ukoliko je prisutan, reguliSe metabolizam 6 — hidrokortizola i transport
aldosterona, 1 na taj nacin promet natrijuma u bubregu [62].

Inade, upotreba takrolimusa je ceSce udruzena sa pojavom DM, tremorom,
glavoboljom, GIT tegobama, i hipomagnezijemijom u poredenju sa upotrebom CsA.
Suprotno tome, upotreba CsA je ¢eS¢e udruzena sa hirzuitizmom, hiperplazijom desni, vi§im
nivoima LDL holesterola 1 triglicerida [27, 102]. Pored toga, svi imunosupresivni lekovi
povecavaju rizik za pojavu infekcija i maligniteta, naroc¢ito limfoma. Tokom prve godine

nakon transplantacije, prose¢no 75% pacijenata ima jednu ili viSe infekcija [63].

2.6. Hroni¢na nefrotoksi¢nost takrolimusa

Pored interindividualne varijabilnosti u farmakokinetici takrolimusa i hroni¢na
nefrotoksi¢nost komplikuje sprovodenje post-transplantacione imunosupresivne terapije,
dovode¢i do hroni¢ne nefropatije transplantiranog organa. Hroni¢na nefropatija grafta se
klinicki definiSe kao progresivno smanjenje bubrezne funkcije, koga moze pratiti proteinurija
1 hipertenzija [103]. Iako postoje razlike u strukturi takrolimusa i CsA, sli¢ni su molekularni
mehanizmi, koji se nalaze u osnovi nefrotoksi¢nih efekata, s tim da je slabiji potencijal
takrolimusa, da izazove ove efekte. Kalcineurinski inhibitori mogu dovesti do akutne
tubularne toksicnosti, ispoljene kroz smrt tubularnih celija 1 citoplazmati¢nim
vakuolizacijama. Ukoliko se funkcionalne promene otkriju rano, iskljuc¢ivanjem KNI iz
terapije ili njihovom minimizacijom, efekti mogu biti reverzibilni. Medutim, permanentna
vazokonstrikcija aferentne arteriole i posledi¢na ishemija mogu na kraju dovesti do
ireverzibilnih tubulo — intersticijalnih oStec¢enja 1 glomeruloskleroze, §to zapravo predstavlja
hroni¢nu KNI nefrotoksi¢nost [104]. Takrolimus i1 CsA ispoljavaju toksicne efekte na krvnim

sudovima bubrega (arteriolarna hijalinoza), na tubulama (tubularna atrofija i intersticijalna
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fibroza) 1 glomerulima (zadebljanje i1 fibroza Boumanove kapsule 1 glomerularna fibroza).
Histoloske promene se obi¢no primecuju izmedu 3 i 12 meseci nakon transplantacije kod
marker nefrotoksicnih efekata, ukljuuju 1 prugastu kortikalnu fibrozu i1 tubularne
mikrokalcifikacije [52].

Vaskularni efekti KNI karakteriSu se depozitima hijalina u mediji aferentne arteriole.
Naime, dolazi do zamene nekroti¢nih glatko miSiénih Celija hijalinskim depozitima na
periferiji zida aferentne arteriole, Sto za krajnji efekat ima suzenje lumena krvnog suda [52].
Efekti na nivou tubula (proksimalnih) se manifestuju kao tubularna atrofija i intersticijalna
fibroza, a posledica su suzavanja lumena krvnih sudova bubrega. Pored toga, proces
fibrogeneze indukuju KNI, uz ucesée tubularnog epitela. Takrolimus poveéava ekspresiju
transformiSuceg faktora rasta — B (TGF — B, prema engl. transforming growth factor beta) u
epitelnim c¢elijama tubula, nezavisno od hemodinamskih efekata koji su posledica
kalcineurinske inhibicije [52,123]. Ushodna regulacija TGF —  ima fundamentalnu ulogu u
renalnoj fibrogenezi i progresiji bubrezne bolesti [52, 104]. Inace, fibrogeneza se karakteriSe
produkcijom TGF — B, koji povecava sintezu i smanjuje razgradnju ekstracelularnih matriks
proteina. Dodatno, TGF — B indukuje epitelijalnu mezenhimsku tranziciju (EMT), glavni
mehanizam koji dovodi do intersticijalne fibroze, u ¢ijoj osnovi je transformacija epitelnih
tubularnih ¢elija u ¢elije sa mezenhimskim karakteristikama. Ovo ukljucuje razaranje
morfologije epitelijalne celije, povecanu ekspresiju mezenhimskih markera (vimentina,
fibroblast — specificnog proteina — 1 i aktina o — glatkih miSi¢nih ¢elija), smanjenu ekspresiju
epitelnih markera (E — kadherin), gubitak adhezije medu celijama, razaranje bazalne
membrane 1 povecanu migraciju 1 invaziju ¢elija [52]. Angiotenzin II (AT II) doprinosi
razvoju hroni¢ne nefrotoksi¢nosti KNI, ispoljavaju¢i pleotropne efekte ukljucujuci
oslobadanje aldosterona, stimulaciju tubularnog transporta, proinflamatorne i profibrotske
efekte, koji su posredovani AT1 receptorima, ali indukuje sintezu TGF — f.

Oksidativni stres 1 formiranje slobodnih radikala doprinosi razvoju
intersticijalne fibroze 1 tubularne atrofije, kroz proces EMT - a, apoptoze i inflamacije [104].
Pored toga, lokalna hipoksija i/ili ishemija, koje rezultuju vazokonstrikcijom krvnih sudova,
dovode do renalne hipoperfuzije i formiranja slobodnih radikala [106], koji mogu dovesti do
oStecenja Celija 1 Celijske smrti posredovane apoptozom. Medutim, jo§ uvek nije u potpunosti
razjaSnjeno da li takrolimus doprinosi pove¢anom formiranju reaktivnih vrsta kiseonika (ROS

prema engl. reactive oxygen species) i drugih slobodnih radikala [52]. Hroni¢na upotreba
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KNI moze dovesti do toksi¢nih efekata na nivou glomerula. Kao i kod tubulo — intersticijskog
oStecenja u osnovi glomerularne skleroze nalaze se promene na arteriolama i glomerularna
ishemija. Pored toga, prisutno oStecenje tubula, moze uzrokovati raskidanje veze izmedu
glomerula i proksimalnog tubula. Glomerul se smanjuje i pokazuje periglomerularnu,
kapsularnu fibrozu [52, 107]. Takrolimus moze ispoljiti efekte i na funkciju tubula, kao i na
homeostazu pojedinih jona, prouzrokujuci hiperkalijemiju, hipomagnezijemiju, metabolicku
acidozu i hiperurikemiju [52,108]. Faktori rizika za nastanak takrolimusne nefrotoksi¢nosti
obuhvataju sistemsku izlozenost leka, uticaj farmakokinetike — farmakogenetike, lokalnu
izloZenost leka na nivou bubrega, starost transplantiranog organa, upotrebu NSAIL, upotrebu
diuretika, genski polimorfizam odredenih gena (TGF — B, ACE) [52]. Medutim, u potpunosti
nije razjasnjeno u kojoj meri farmakokineticka varijabilnost takrolimusa doprinosi razvoju
hroni¢ne nefrotoksi¢nosti [62].

IstraZivanje nefrotoksi¢nosti, koja je izazvana primenom KNI, CsA i takrolimusom,
otezano je postavljanjem tacne dijagnoze, tj. njenim razlikovanjem u odnosu na hroni¢nu
insuficijenciju transplantiranog organa, koja moze imati i druge uzroke. HistoloSke tehnike,
koje predstavljaju zlatni standard, i opadanje bubrezne funkcije imaju ograni¢en dijagnosticki
potencijal kada je u pitanju nefrotoksicnost izazvana KNI [109]. Iznalazenje novih
biomarkera, koji bi olakaSali dijagnozu hroni¢ne KNI nefrotoksi¢nosti, omogucilo bi
detaljnije ispitivanje uticaja ovih lekova 1 pridruzenih faktora rizika, poput genske

varijabilnosti.

2.7. Enzimski markeri o$tecenja tubula bubrega

Ciklosporin A 1 takrolimus mogu dugorono Stetno delovati na funkciju
transplantiranog bubrega, ispoljavajuci toksi¢ne efekte na proksimalne tubularne celije 1
endotelnu funkciju [28]. Prethodne studije su pokazale da mali tubularni proteini i enzimi,
mogu biti markeri oStec¢enja proksimalnih tubula [110,111].

Koncentracije tubularnih proteina 1 aktivnosti tubularnih enzima (ektoenzima) u urinu,
pri fizioloSkom radu bubrega, nisu visoke. Usled povecane filtracije kroz glomerule koja
nadmasSuje maksimum tubularne reapsorpcije ili kod oSteéenja tubula dolazi do porasta
njihove koncentracije 1 aktivnosti [112]. Odredivanje aktivnosti enzima ,,brush border”
membrane proksimalnih tubula u urinu pacijenata mogli bi predstavljati pouzdane markere

tubularnog ostecenja, nastalim kao posledica primenjene imunosupresivne terapije [110,113].
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N-acetil-B-D-glukozaminidaza (NAG) je lizozomalni enzim ,brush border”
membrane proksimalnih tubula, ima dve izoforme, A i B, i ulogu u razlaganju glikoproteina.
Njegova molekulska masa iznosi 140 kDa, usled ¢ega se normalno ne filtrira kroz glomerule.
Stoga, njegovo izlu€ivanje u urinu moze biti udruzeno sa povecanom tubularnom
lizozomalnom aktivno$¢u, povecanim oSteCenjem tubula i indirektno sa povecanom
proteinurijom [114]. On je jedan od najosetljivijih 1 najranijih markera oStecenja
proksimalnih tubularnih ¢elija. Ove promene u funkciji tubula mogu biti rezultat bolesti
bubrega, akutne bubrezne slabosti ili delovanja nefrotoksi¢nih lekova. N-acetil-B-D-
glukozaminidaza se koristi godinama, zbog svoje stabilnosti u urinu i1 specifi¢nosti svoje
lokalizacije u proksimalnim tubulima. U skorije vreme, NAG ponovo postaje predmet
istrazivanja i potencijal na koji se moZze racunati [114].

Aminopeptidaza N (EC 3.4.12.2, APN, CD13) je ektopeptidaza molekulske mase 150
kDa 1 velike substratne specifi¢nosti [110]. Ukoliko su alanin, leucin, metionin ili fenilalanin
ostaci pretposlednjeg peptida, ona dovodi do kidanja aminokiseline ili ologopeptida sa N —
terminalnog kraja [115]. Aminopeptidaza N ima najvecu aktivnost na ,,brush border”
membrani proksimalnih tubularnih ¢elija, ali pored toga Siroko je distribuirana i na
membranama humanih limfocita, kako onih u stanju mirovanja, tako 1 kod onih, koji su ve¢
stimulisani od strane odgovarajuceg antigena. Ova ektopeptidaza je predstavljena ranih 70 —
ih godina proslog veka, kao urinarni marker bubreznog ostecenja [110,116].

Dipeptidil peptidaza IV (EC 3.4.14.5, DPP IV, CD26) je membranski vezana serin
proteaza prisutna na ,,brush border” membranama razlicitih epitela, uglavnom proksimalnih
tubula, zu¢nih puteva u jetri, acinarnih c¢elija, endotelnih ¢elija krvnih sudova i drugih organa
uklju€ujudi slezinu, pluc¢a 1 mozak. Ovaj glikoprotein, integralni tip 2, ima molekulsku masu
110 kDa 1 oslobada X — Pro 1 X-Ala dipeptide sa N — terminalnog kraja razli¢itih polipeptida
ukljucujuéi hormone, citokine, hemokine i neuropeptide [117,118]. Pored toga, DPP IV se
nalazi na povrsini molekula T — limfocita, B — limfocita i ¢elija prirodnih ubica, ali postojiiu
solubilnoj formi u plazmi i serumu [118].

Gama-glutamil transferaza ili gama-glutamil transpeptidaza (y-glutamil transferaza,
GGT, EC 2.3.2.2) je prisutna u membranama mnogih tipova ¢elija uklju¢ujuéi bubrege, Zucne
kanale, pankreas, slezinu, srce, mozak i semene kesice. Ovaj enzim ucestvuje u mnogim
procesima u kojima se vrsi transfer aminokiselina, ali 1 u metabolizmu glutationa, gde vrsi
transfer gama — glutamil grupe glutationa na razli¢ite akceptore [119]. U cilju ispitivanja

toksi¢nosti lekova i drugih ksenobiotika, od znacaja je prisustvo ovog enzima na ,,brush
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border” membrani proksimalnih tubula, jer usled njihovog oSte¢enja aktivnost ovog enzima u

urinu raste [28].

2.8. Oksidativni stres i transplantacija bubrega

Transplantacija bubrega doprinela je znacajnom napretku u pogledu kratkorocnih
ishoda, narocito kada je re¢ o akutnom odbacivanju i metabolickim poremecajim udruzenim
sa uremijom. Medutim, povecani oksidativni stres i njegova uloga, naroCito u kasnijim
periodima nakon transplantacije jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni [120]. Naime, nivo
oksidativnog stresa se smanjuje tokom prve nedelje nakon transplantacije 1 postaje manji u
poredenju sa pacijentima na hemodijalizi, ali ostaje poviSen tokom post—transplantaciong
perioda u poredenju sa zdravim dobrovoljcima [5]. Oksidativno oSte¢enje nakon
transplantacije bubrega moZze biti posledica: oksidativnog stresa udruZzenog sa terminalnim
stadijumom HBI, imunog odgovora prema transplantiranom organu, ishemijsko -
reperfuzionog ostecenja, oportunisti¢kih infekcija i imunosupresivne terapije [120].

Ciklosporin A poveéava produkciju slobodnih radikala, indirektno usled
vazokonstrikcije, koja je udruzena sa hipoksijom 1i/ili svojim direktnim delovanjem
[121,122]. Medutim, u pogledu takrolimusa studije nemaju jedinstven zakljucak da li on i/ili
njegovi razliiti rezimi povecavaju ili smanjuju formiranje ROS [123, 124,125]. Takode,
poznato je da CYP 3A5 A6986G genski polimorfizam predstavlja glavnu determinantu
farmakokineticke varijabilnosti, koja uslovljava razli¢ite dnevne doze leka medu
pojedincima. Medutim, nije u potpunosti razjasnjeno da li ovaj polimorfizam, kao i ABCBI
C3435T genski polimorfizam u genu za PGP, imaju uticaja na oksidativni stres [62].

Oksidativni stres nema uticaja samo u ranoj fazi nakon transplantacije, ve¢ moze
dovesti do dugoro¢nih Stetnih ishoda medu pacijentima sa transplantiranim bubregom.
Hroni¢na nefropatija transplantiranog organa je glavni uzrok gubitka grafta u kasnijim
periodima nakon transplantacije, u ¢ijoj osnovi je narusena ravnoteza izmedu formiranja ROS
1 antioksidativne zaStite organizma, S$to doprinosi endotelnoj disfunkciji 1 razvoju
ateroskleroze [120, 126]. Pored toga, oksidativni stres ima znacajnu ulogu kod sistemske
inflamacije, hipertenzije, KV bolesti, metabolickog sindroma i nastanku neoplazmi kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom [120]. Kardiovaskularni mortalitet je vodec¢i uzrok
smrti kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Tome pored tradicionalnih, doprinose ne

- tradicionalni KV faktori rizika, pre svega povecano oksidativno oste¢enje [120,127].
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2.8.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni, koje karakteriSe prisustvo nesparenog
elektrona u njihovoj spoljnoj orbiti, §to im omogacava da deluju kao oksidanti. Oni pripadaju
Siroj grupi jedinjenja koje se nazivaju reaktivne vrste, koje u zavisnosti od vrste atoma mogu
biti raktivne vrste kiseonika (ROS, prema engl. reactive oxygen species), azota (RNS, prema
engl. reactive nitrogen species), ugljenika (RCS, prema engl. reactive carbonyl species) i
sumpora (RSS, prema engl. reactive sulfur species). Slobodni radikali su glavna klasa
reaktivnih vrsta, medutim one ukljucuju i ne — radikale, poput vodonik — peroksida (H20>) i
peroksinitrit jona (ONOO - ), koji nemaju nesparene elektrone, ali reaguju sli¢nim
mehanizmom u organizmu [128]. Male koli¢ine slobodnih radikala, pre svega ROS,
ukljucujuéi, hidroksil radikal, superoksid anjon radikal i vodonik — peroksid, konstantno se
formiraju u aerobnim organizmima kao odgovor na unutrasnje i spoljne stimuluse (izlaganje
teSkim metalima, jonizaciji, UV radijaciji, pusSenju, ali i lekovima i1 drugim ksenobioticima).
U zavisnosti od koncentracije, lokalizacije i intracelularnih uslova, ROS mogu izazvati
toksic¢nost i/ili delovati kao signalni molekuli [129]. Shodno tome, u fizioloskim uslovima,
ROS su prisutni u niskim koncentracijama u mnogim biohemijskim procesima, ukljucujuci
procese Celijskog disanja u mitohondrijama, intracelularnu signalizaciju tokom celijske
diferencijacije i celijske progresije, tokom apoptoze, imunog odgovora i odbrane protiv
mikroorganizama [128,130]. Medutim, tokom razli¢itih ¢elijskih procesa moze do¢i do
predominacije ROS nad ¢elijskim antioksidativnim kapacitetom, Sto rezultira oksidativnim
ostecenjem Celijskih lipida, proteina i nukleinskih kiselina, oSte¢enjem tkiva i organskom
disfunkcijom. Povecana lipidna peroksidacija stvara epokside koji spontano reaguju sa
nukleofilnim centrima u ¢eliji 1 kovalentno se vezuju za DNK, RNK 1 proteine, vode¢i ka
citotoksi¢nosti, alergiji, mutagenosti i / ili karcinogenezi [130]. Uticaj slobodnih radikala na
nezasi¢ene masne kiseline ¢elijskih membrana dovodi do kaskadnog niza reakcija procesa
lipidne peroksidacije, koji remeti strukturni integritet ¢elije 1 smanjuje kapacitet za transport 1
proizvodnju energije u ¢eliji. Pored membrana, ciljna mesta osetljiva na lipidnu peroksidaciju
su lipoproteini i molekuli koji sadrZe lipide.

Kao krajnji proizvodi ovog procesa nastaju malondialdehid (MDA) i druge reaktivne
supstance. Oni reaguju sa tiobarbituratnom kiselinom (TBA), i daju konjugate koji se
nazivaju TBA reaktivne supstance (TBARS), koji pri tom sluZe kao markeri oksidativnog

oStecenja celije [123]. Prevencija lipidne peroksidacije je esencijalni proces jer njeni produkti
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mogu ostetiti DNK 1 inhibirati proteine kao Sto su Na, K — ATPaza i1 glutamatni transporteri.
Odredivanjem TBARS u plazmi 1 eritrocitima moze se proceniti nivo sistemskog
oksidativnog stresa, dok njihovim odredivanjem u urinu mozemo pratiti oksidativni stres na
nivou bubrega.

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP, prema engl. advanced oxidation
protein products) su krajnji produkti oksidacije proteina i predstavljaju uremicne toksine koji
nastaju u prisustvu oksidativnog stresa. Nivoi AOPP su poviseni kod bolesnika sa hroni¢nom
bubreznom bolescu i predstavljaju proteinske biomarkere oksidativnog stresa [131,132].
Pored toga, nivoi AOPP u plazmi rastu sa progresijom HBI i tesno su povezani sa krajnjim
produktima glikacije (AGE, prema engl. advanced glycation end products). Uznapredovali
produkti oksidacije proteina mogu delovati kao inflamatorni medijatori kod bolesnika sa HBI
i pogorsati bubreznu funkciju, kroz sintezu inflamatornih citokina u neutrofilima i
monocitima [133].

Pored AOPP, kao marker oksidativne modifikacije proteina mogu se koristiti
reaktivne karbonilne grupe (RCD). One mogu biti marker oksidativnog oste¢enja na nivou
bubrega, ukoliko su odredene u urinu pacijenata [110, 134].

Tiolna jedinjenja, kao S$to su glutation, cistein 1 homocistein (HCSH) sadrZe
sulfhidrilnu (SH) grupu, koja determiniSe hemijske karakteristike ovih jedinjenja 1
omogucava njihovo ukljucenje u vrlo vazne metabolicke puteve. Dok SH grupe glutationa i
cisteina olakSavaju neutralizaciju toksi¢énth komponenti 1 C¢ine prirodni rezervoar
antioksidativnog kapaciteta ¢elije, HCSH u sebi sadrzi takozvane “loSe” SH grupe, koje su
udruzene sa kardiovaskularnim bolestima, HBI 1 poremecajima nervnog sistema
[135,136,137]. Koncentracije ukupnih sulthidrilnih grupa (USH) odredene u plazmi 1 urinu

predstavljaju markere oksidativnog stresa [110].

2.8.2. Antioksidativna zaStita

Sistem antioksidativne zaStite ¢ine enzimi, superoksid dismutaza (SOD), katalaza
(KAT), glutation peroksidaza (GPX), glutation reduktaza (GR), ali i ne — enzimske
komponente, redukovani glutation (GSH), askorbinska kiselina (vitamin C), o— tokoferol
(vitamin E) 1 B— karoten. Komponente antioksidativne zastite svoje efekte ostvaruju kroz
sprecavanje formiranja slobodnih radikala, uklanjaju¢i postojece slobodne radikale 1

reparacijom oStecenih Celija i intracelularnih komponenti [128,130].
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Superoksid dizmutaza (EC 1.15.1.1) je enzim antioksidativne zastite koji katalizuje

reakciju dizmutacije visoko — reaktivnog superoksid anjon radikala do O 1 H2O> (138).
O, +0,” +2H" 22 3 H.,0,+0,

Kod ljudi postoje tri izoenzima SOD: citozolna (Cu/Zn — SOD ili SODI),
mitohondrijalna (Mn — SOD ili SOD2 ) i ekstracelularna SOD (EC — SOD ili SOD3). Sva tri
izoenzima ispoljavaju sli¢ne funkcije, ali se razlikuju u pogledu strukture proteina, metalnom
kofaktoru i lokalizaciji gena na hromozomu. Genska poredenja ukazuju da postoje sli¢nosti
izmedu SOD1 i SOD3 gena u pogledu podudarnosti aminokiselinske sekvence, dok se SOD2
gen razlikuje [129]. SODI1 je izoenzim sacuvana kroz evoluciju, homodimer, ¢ije subjedinice
imaju masu 32 kDa, dok je ukupna masa enzima 88 kDa. Pored toga, gen za SODI1 se nalazi
21922 hromozomu. Enzim se nalazi intracelularno, u citoplazmi, jedru i u mitohondrijalnoj
membrani. Svaka subjedinica poseduje metalni klaster, aktivni centar, safinjen od atoma
bakra 1 cinka, koji su spojeni histaminskim ostatkom. Jon bakra je kataliticki aktivan, dok jon
cinka odrZava stabilnost enzima. Smatra se da ova forma SOD ima glavnu ulogu u prvoj liniji
antioksidativne odbrane [129,130]. SOD2 je homotetramer (96kDa) koji sadrzi atom
mangana u svakoj subjedinici, pri ¢emu dolazi do promene oksidacionog stanja od Mn (III)
do Mn (II) i obrnuto za vreme dvo — stepene reakcije dizmutacije [139]. Ovaj izoenzim se
nalazi u mitohondrijalnom matriksu, u velikoj meri se moze indukovati i inhibirati
citokinima, dok je uticaj oksidanasa na nju umeren [139,140]. Humani SOD2 gen je
lokalozovan na 625 hromozomu i ima jedinstvenu gensku strukturu 1 vrlo malo sli¢nosti sa
ostala dva izoenzima. Za razliku od SOD1 izoenzima, SOD2 je esencijalna za zivot [129].
SOD3, enzim mase 135 kDa, je sekretorna i tetramerna forma, glikoprotein koji sadrzi bakar i
cink. Kao 1 kod SODI1 izoenzima, jon bakra odgovoran je za kataliticku aktivnost, a jon cinka
za enzimsku stabilnost. Gen za SOD3 izoenzim je lokalizovan na 4 hromozomu [129].
Ekstracelularna SOD se nalazi u intersticijalnom prostoru, ekstracelularnim tecnostima 1 u
najveéem procentu doprinosi aktivnosti SOD u plazmi, limfi i1 sinovijalnoj te€nosti [130].
Osim toga, SOD3 nije indukovana od strane substrata ili drugih oksidanasa, tako da je
regulacija njene ekspresije primarno kordinisana od strane citokina [141]. Mnoge studije su
pokazale da genski polimorfizmi prisutni u genima za SOD enzime, a narocito u genu za
SOD2 izoenzim, imaju poseban znacaj za nastanak i progresiju pojedinih bolesti [129,

142,143], medu kojima je i HBI [144].
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Katalaza (EC 1.11.1.6) je vaZan antioksidativni enzim, koji vrlo efikasno razlaze
vodonik — peroksid do molekularnog kiseonika i vode. Pored toga KAT, moze razloziti i
donore vodonika (metanol, etanol, mravlja kiselina ili fenoli):

2H,0,—T52H,0+0,
ROOH + AH, —“* > H,0+ ROH + A

Katalaza je tetramerni enzim, koji se sastoji od Cetiri identi¢ne subjedinice (60 kDA),
rasporedene u obliku tetraedra i svaka subjedinica sadrzi feriprotoporfirinsku grupu, (240
kDa). Ovaj detoksikacioni mehanizam Stiti ¢elije od vodonik — peroksida koji se formira u
samim celijama, pri ¢emu on nije znacajan za sve tipove celija pri fizioloSkim uslovima.
Katalaza je vrlo potentna i efikasna kada dolazi do stvaranja velike koli¢ine vodonik
peroksida, kao u slucaju postignute tolerancije prema oksidativnom stresu, Sto predstavlja
adaptivni odgovor celije [140]. Katalaza ima veliki znacaj za transplantaciju bubrega, s
obzirom na to da ovaj enzim moze umanjiti oStecenje tubularnih ¢elija izazvano CsA [52].

Glutation peroksidaza (EC 1.11.1.19), enzim molekulske mase 80 kDa, sadrzi
pojedinacni selenocistein ostatak u svakoj subjedinici, $to je kljuno za njegovu enzimsku
aktivnost. Ova peroksidaza vrsi redukciju hidroperoksida pomoc¢u GSH 1 na taj nacin Stiti
¢elija sisara od oksidativnog ostecenja.

ROOH +2GSH —%* 5 ROH + GSSG+ H,0

Kod sisara je pronadeno 5 razli¢itih izoenzima GPX, ¢ija aktivnost varira zavisno od
vrste tkiva, iako je ekspresija svih izoformi prisutna u svim tkivima. GPX1 — 3 su tetrameri,
tj. sadrze 4 identi¢ne subjedinice, dok je GPX4 monomer. Citozolna i mitohondrijalna GPX1
1 fosfolipidhidroperoksid GPX (GPX4) se nalaze u vecini tkiva, za razliku do citozolne GPX2
1 ekstracelularne GPX3, koje su znacajno prisutne u jetri, GIT — u (GPX2) i1 bubrezima
(GPX3). Osim toga, GPX4 je visoko eksprimirana u epitelnim ¢elijama bubrega i u testisima.
Skoro otkrivena, GPXS je specifi€no eksprimirana u mi§jem epididimisu 1 selen je nezavisna
[155]. GPX1 je dominantno prisutna u eritrocitima, bubrezima 1 jetri, smanjujuci
hidroperokside masnih kiselina 1 vodonik — peroksid na ra¢un GSH. Za razliku od KAT, GPX
je glavna zaStita kada je nivo vodonik — peroksida i oksidativnog stresa nizak. Zapravo, GPX
ima manju Km vrednost za vodonik - peroksid u odnosu na KAT $to omogucava njeno vece
ukljucivanje u procese detoksikacije celija. Glutation peroksidaza podleze oksidativnoj
modifikaciji 1 inaktivaciji posebno u prisustvu H>O», koji preuzima ulogu suicidalnog

substrata, dok redukujuéi agensi §tite enzim od inaktivacije [130]. Kao, i SOD, mnogo studije
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su se bavile znacajem aktivnosti GPX1 1 polimorfizama GPX1 gena kod razli¢itih bolesti,
medu kojima su HBI, ali i PTDM [144,145].
Glutation reduktaza (EC 1.6.4.2.) je NADPH zavisan flavoenzim, koji omogucava

prevodenje oksidovane forme glutationa u redukovanu:

GSSG+ NADPH + H* —**—2GSH + NADP"

Enzim je homodimer, sastoji se od dve identi¢ne subjedinice (110 kDa), koje sadrze flavin
adenin dinukleotid (FAD) mesto za vezivanje. Flavin adenin dinukleotid izoaloksazinski
prsten odvaja razli¢ita mesta za vezivanje supstrata, tj. za NADPH i GSSG. U toku reakcije
izmedu enzima i oksidovanog glutationa, najpre dolazi do redukcije enzima sa NADPH, a
zatim do reoksidacije enzima sa GSSG. Pored uloge u odrzanju glutationa u redukovanom
stanju, GR moZe biti ukljucena i u redoks cikluse u kojima se u prisustvu aromati¢nih nitro -
jedinjenja mogu stvoriti superoksid anjon i vodonik — peroksid [146].

Glutation (y-L-glutamil-L-cysteinil-glicin) je neproteinsko tiolno jedinjenje koje se
nalazi u svim ¢elijama aerobnih organizama. S obzirom da se njegova koncentracija krece
izmedu 0,5 1 10 mmola, u zavisnosti od tipa Celije, svrstava se u red najzastupljenijih tiolskih
jedinjenja i endogenih antioksidanasa. Sulfhidrilna grupa cisteina obezbeduje redukujuca
svojstva GSH, tj. ona donira jedan elektron drugim molekulima. Usled toga, GSH postaje
nestabilan 1 visoko reaktivan, te dolazi do vezivanja dva molekula GSH 1 stvaranja
oksidovane forme, GSSG, koja je elektrostabilnija [147]. Jetra, bubrezi i tanko crevo su
najvazniji organi koji u€estvuju u preraspodeli GSH. Jetra predstavlja izvor GSH 1 za druga
periferna tkiva, dok se u bubregu vrsi degradacija glutationa jer se pri jednom prolasku kroz
bubreg ekstrahuje vise od 80% GSH. U enterocitima, GSH uklanja egzogene ksenobiotike.
Eritrociti predstavljaju transportni sistem za glutation 1 njegove konjugate u kojima se GSH
nalazi u nekoliko oblika, redukovanom, oksidovanom, disulfidnom obliku, koji nastaje u
rekaciji GSH 1 proteina ili neproteinskih tiolnih jedinjenja, dok Cetvrti oblik ¢ine glutation S
konjugati. Glutation ima mnoStvo uloga: depo je cisteina, ucestvuje u sintezi eikosanoida, u
sintezi nukleinskih kiselina, odrZzavanju integriteta Ccelijskih membrane, redukciji i
izomerizaciji disulfidnih veza, uloga koenzima, odrzavanje redoks puferskog sistema celije,
odrzavanje esencijalnog tiolskog statusa, modulacija celijske proliferacije, detoksikaciona
uloga i antioksidativna uloga [147,148]. Njegova antioksidativna uloga odnosi se na
sposobnost redukcije endogeno produkovanog vodonik — peroksida u prisustvu selen zavisne
GPX, pri ¢emu se on oksidisSe u GSSG, da bi potom uz pomo¢ enzima GR doslo do njegove

redukcije, uz utroSak NADPH [148]. Merenjem koncentracije GSH u punoj krvi smatra se
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esencijalnim indeksom statusa GSH u celom organizmu i predstavlja koristan marker stepena
oksidativnog ostecenja kod razlicitih bolesti kod coveka. U krvi mnogih pacijenata sa
razli¢itim oboljenjima nadene su niske vrednosti GSH i visok odnos GSSG / GSH [149]. U
skladu s tim, dostupnost GSH u redukovanoj formi moze biti kljucni faktor ocuvanja

zdravlja.

2.8.3. Polimorfizam gena za mangan zavisnu superoksid dizmutazu (Ala -9 Val)

Poseban znacaj za nastanak i / ili progresiju mnogih oboljenja imaju mutacije u
genima koji kodiraju enzime antioksidativne zasStite. Mangan — zavisna SOD je prisutna u
mitohondrijama i veoma je vazna zbog ¢injenice da su mitohondrije glavno mesto produkcije
ROS za vreme normalnog ¢elijskog metabolizma. Prema tome, veliki broj studija je posvecen
ispitivanju polimorfizama prisutnim u genu za SOD2 [144]. Jedan od najznacajnih 1 najvise
ispitivanih SNP je Ala -9 Val ili Alal6Val (rs4880) u egzonu 2, a karakteriSe ga zamena C >
T na poziciji 2734, $to vodi zameni aminokiseline alanina (Ala, GCT) s valinom (Val, GTT)
u poziciji 16, $to predstvlja 9 aminokiselinu ushodno od mesta kidanja signalne sekvence.
Naime, Ala — tip signalnog peptida ima alfa — helikoidnu strukturu, $to je uobicajena
konformacije za mitohondrijalne signalne peptide, koji imaju ulogu vodilje, dok Val — tip ima
konformaciju beta — ploce sa po¢etkom u poziciji 16. [150]. Ova promena konformacije vodi
ka tome da se Val — forma manje efikasno transportuje u mitohondrije, jer se signalna
sekvenca slabo prepoznaje od strane receptora na unutra§njoj mitohondrijalnoj membrani, $to
rezultuje pogreSnom usmerenju unutar Celije, neefikasnom razlaganju signalne sekvence i
samim tim smanjenjoj aktivnosti SOD2 u mitohondrijama. Bazalni nivo aktivnosti SOD2
najveci je kod Ala / Ala genotipa, zatim Ala / Val 1 na kraju Val / Val [143]. U ovakvoj
raspodeli aktivnosti enzima, zna¢i da nosioci Val/Val genotipa imaju nizu zaStitu od
oksidativnog stresa u poredenju sa drugim genotipovima. Veliki broj studija je ispitivao
povezanost navedenog polimorfizma 1 raznih bolesti, medu kojima su karcinom dojke,
karcinom prostate, DM, kardiovaskularne bolesti, bolesti jetre, neuroloSke 1 mentalne bolesti
[144]. Pored toga progresija bubrezne bolesti izraZenija je kod pacijenata sa Ala/ Val i Val /
Val genotiom u poredenju sa Ala / Ala genotipom, iako pomenuti polimorfizam nije udruZen

sa nastankom HBI [151].
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2.8.4. Polimorfizam gena za glutation peroksidazu 1 (Pro200Leu)

Glutation peroksidaza 1 je citozolni enzim, koji se nalazi u svim tkivima, najvise u
eritrocitima, bubrezima i jetri [130]. Gen za GPX1 ima 4 SNP — a, medutim samo je ispitivan
Pro200Leu (rs1050450) i njegova povezanost sa razli¢itim bolestima. Ovaj SNP ukljucuje
599C>T zamenu, koja vodi ka supstituciji prolina (Pro) leucinom (Leu) u poziciji 200 (mada
u zavisnosti od baze genoma koja se koristi, polozaj moze biti i 197 ili 198, pa se ispitivani
polimorfizam moze oznaciti Pro197Leu ili Pro198Leu). Pomenuti polimorfizam se nalazi u
egzonu 2 gena za GPXI1, i manifestuje se u smanjenoj transkripciji gena i posledi¢no
smanjenjenoj aktivnosti enzima [152]. Znacaj ovog polimorfizma ispitivan je kod karcinoma
dojke i DM [144]. Takode, Leu / Leu genotip ispitivanog polimorfizma udruzen je sa
smanjenom bubreznom funkcijom kod pacijenata sa HBI, ali ne i sa progresijom bolesti
[151].

Ispitivanje polimorfizama gena enzima antioksidativne zaStite dodatno objasnjava
ulogu oksidativnog stresa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Pored toga,
omogucava razjasnjenje genske osnove pojedinih ishoda, koji su udruzeni s povecanom
produkcijom ROS, medu kojima je 1 propadanje funkcije grafta u dugoro€nom periodu nakon
transplantacije. Pored toga, ispitivani polimorfizmi mogu biti potencijalni prediktori
nepovoljnih ishoda nakon transplantacije i na taj na¢in moguca je identifikacije rizi¢nih

pacijenata 1 primena odgovarajuceg terapijskog pristupa.

2.9. Uloga azot monoksida i dimetilarginina kod bubreZnih bolesti

Endotel ima klju¢nu ulogu u odrzavanju vaskularnog tonusa 1 strukture, pri ¢emu azot
monoksid (NO) predstavlja glavni endotelni vazoaktivni medijator, koji nastaje iz L —
arginina, putem azot oksid sintaze (NOS). On je uklju¢en u veliki broj regulatornih
mehanizama u kardiovaskularnom sistemu, medu kojima su endotel zavisna vazodilatacija,
inhibicija proliferacije glatkih miSiénih celija, inhibicija adhezije 1 agregacije trombocita,
inhibicija adhezije monocita, ali predstavlja i endogeni aterosklerotski molekul [153].
Asimetricni dimetilargin (ADMA) 1 simetri¢ni dimetilarginin (SDMA), koji nastaju
proteolitickom degradacijom proteina sa metilargininskim ostacima, mogu smanjiti
raspoloZivost NO. Asimetri¢ni dimetilarginin je inhibitor NOS 1 na taj na¢in moZze umanjiti

vaskularnu produkciju NO, dok SDMA smanjuje bioraspolozivost NO, jer se kompetitivno
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vezuje za L — arginin celularni transporter [153,154,155]. Dodatno slobodni radikali, narocito
superoksid anjon radikal, inaktiviraju NO 1 smanjuju njegovu bioraspolozivost 1 formirajuci
peroksinitrit radikal. Smanjenje bioraspolozivosti NO, vodi ka endotelnoj disfunkciji i
aterosklerozi, koja se nalazi u osnovi KV morbiditeta, vode¢eg uzroka smrti pacijenata na
hemodijalizi i sa transplantiranim bubregom [120, 153]. Pored toga, aterosklerotske lezije
uobicajena su histoloska karakteristika CAN [120]. Asimetri¢ni dimetilarginin se uglavnom
eliminiSe biotransformacijom putem dimetilarginin dimetilaminohidrolaze (DDAH) u
bubregu i jetri, dok se SDMA iskljucivo izlucuje putem bubrega [156]. Ispitivanje
dimetilarginina moZze biti znac¢ajno kod pacijenata sa trasplantiranim bubregom, na osnovu
rezultata prethodnih studija, koje su pokazale da je ADMA prediktor KV mortaliteta kod
pacijenata sa bubreznom bolesti [157,158,159]. Za razliku od ADMA, SDMA predstavlja
marker GFR, ¢ije vrednosti dobro koreliraju sa slaboS¢u bubrega i nespecifi¢ni je indikator

akumulacije uremijskih toksina [167, 156].
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3. Ciljevi istrazivanja

Rezultati prethodnih istrazivanja ukazuju da polimorfizmi u genu za CYP 3A51 P —

glikoprotein mogu imati uticaja na farmakokinetiku takrolimusa. Pokazano je da oksidativni

stres predstavlja jedan od glavnih patofizioloskih mehanizama, koji se nalazi u osnovi

komplikacija nakon transplantacije bubrega. Polimorfizmi prisutni u genima enzima

antioksidativne zastite, koji smanjuju njihovu aktivnost, mogu doprineti povecanom

oksidativnom stresu pacijenata sa transplantiranim bubregom. U skladu s tim, definisani su

slede¢i ciljevi istrazivanja:

1.

Ispitati ucestalost polimorfizama, A6986G na genu za citohrom P450 3A5, C3435T
na ABCBI1 genu, Ala -9 Val na genu za Mn — zavisnu superoksid dizmutazu (SOD2) i
Pro200Leu na genu za glutation peroksidazu 1 (GPX1) kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom i zdravih ispitanika.

Ispitati uticaj genskih polimorfizama citohrom P450 3A5 A6986G 1 ABCB1 C3435T
na dozni rezim takrolimusa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom u razli¢itim
periodima nakon transplantacije bubrega

Odrediti vrednosti parametara oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu,
koncentraciju dimetilarginina u plazmi 1 aktivnost enzima markera tubulskog
oSte¢enja u urinu kod pacijenata sa transplantiranim bubregom i1 kod zdravih
ispitanika.

Ispitati medusobnu povezanost ispitivanih parametara oksidativnog stresa, enzima
markera oStec¢enja tubula 1 parametara funkcije bubrega u dugoro¢nom periodu nakon
transplantacije bubrega.

Ispitati povezanost ispitivanih parametara oksidativnog stresa, enzima markera
oSteCenja tubula 1 parametara funkcije bubrega sa doznim rezimom takrolimusa,
citohrom P450 3A5 A6986G 1 ABCB1 C3435T genskim polimorfizmima u
dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega.

Ispitati uticaj SOD2 Ala -9 Val i GPX1 Pro200Leu genskih polimorfizama na
parametre oksidativnog stresa i1 funkcije bubrega kod pacijenata sa transplantiranim

bubregom.
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4. Pacijenti i metode istrazivanja

4.1. Pacijenti

Istrazivanje je sprovedeno u Laboratoriji za funkcionalnu genomiku i proteomiku
Naucno - istrazivackog Centra za Biomedicinu, Medicinskog fakulteta Univerziteta u NiSu i
Klinici za nefrologiju, Klinickog centra u Nisu. IstraZivanje je sprovedeno u periodu od
januara 2012. do decembra 2013 godine, na materijalu dobijenom od pacijenata sa
transplantiranim bubregom 1 zdravih ispitanika (kontrolne grupe). Ispitivani pacijenti sa
transplantiranim bubregom su redovne kontrole i1 leCenje sprovodili na Klinici za nefrologiju.
Zdravi dobrovoljci se nisu bitno razlikovali u odnosu na transplantirane pacijente u pogledu
starosti 1 polne strukture. IstraZivanje je odobreno do strane Etickog odbora Medicinskog
fakulteta Univerziteta u NiSu (reSenje broj: 01 — 10204 — 13). IstraZivanje je obuhvatalo
ukupno 95 pacijenata sa transplantiranim bubregom, 63 muskog i 32 pacijenta Zenskog pola,
prosecne starosti 43 + 11 godina. Od ukupnog broja pacijenata koji su ucestvovali u
istrazivanju, 72 je kao osnov imunosupresivne terapije primalo takrolimus, 15 pacijenata je
koristilo CsA, 6 je koristilo SRL, dok su dva pacijenta u okviru imunosupresivnog protokola
bili na monoterapiji prednizonom (PRE) 1 AZA. U zavisnosti od vrste i1 ciljeva svakog
pojedinacnog ispitivanja razlikovao se broj ispitanika koji su u njemu ucestvovali. U
odredivanju CYP3A5 A6986G 1 ABCB1 C3435T genskih polimorfizama ucestvovao je 91
pacijent 1 106 zdravih ispitanika, u ispitivanju SOD2 Ala -9 Val polimorfizma, 95 pacijenata i
96 zdravih ispitanika 1 u ispitivanju GPX1 Pro200Leu polimorfizma 85 pacijenata 1 110
zdravih ispitanika. Takode, u istrazivanjima koja su podrazumevala farmakogenetiCka
ispitivanja, ispitivanja parametara oksidativnog stresa i markera oStec¢enja tubula, ukljuceni su
samo pacijenti na terapiji takrolimusom. Ostali pacijenti su bili iskljuCeni iz daljeg toka
istrazivanja. Pored toga, zadati iskljuCuju¢i kriterijumi dodatno su ogranicavali broj
pacijenata koji je ucestvovao u odredenoj vrsti ispitivanja. U skladu s tim, pacijenti sa
znacima hroni¢nog odbacivanja grafta, sa pridruzenom boles¢u ili stanjem, koje mozZe da
interferira sa odredenim tipom ispitivanja, pacijenti na terapiji lekovima koji stupaju u
klinicki znacajne interakcije sa takrolimusom poput ketokonazola, flukonazola, diltiazema,

eritromicina, rifampicina nisu bili ukljuceni u istraZivanje. Od 72 pacijenta, koji su leceni
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takrolimusom, 48 su bili muskarci. Osim toga, Ziva srodni¢ka transplantacija (ZST) je bila
zastupljena u 78% slucajeva, dok je 22% pacijenata bilo podvrgnuto kadavericnoj
transplantaciji bubrega (KT). U trenutku kada su ukljudeni u istrazivanje, starost pacijenata
na takrolimus baziranoj imunosupresiji bila je 41 £ 11 godina, dok je vreme proteklo od
transplantacije bubrega bilo u proseku 3 godine (1 — 12 godina). Hroni¢ni glomerulonefritis je
u najvecem broju slucajeva bio osnovna bubrezna bolest koja je dovela do terminalne faze
HBI. Kada su u pitanju komorbiditeti, ve¢ina pacijenata je imala arterijsku hipertenziju, koja
je bila regulisana lekovima, dok je 16 pacijenata imalo DM (11 DM tipa 1). Virus hepatitisa
B je bio dijagnostikovan kod 3 pacijenta, koji su bili ukljuceni u istrazivanje. Od ukupnog

broja ispitanika, 16 su bili pusaci.
4.1.1. Imunosupresivni protokol kod pacijenata na takrolimusu

Pacijentima je propisivan Cetvorostruki imunosupresivni protokol nakon operacije
transplantacije bubrega. On je pored takrolimusa (Prograf®, Astellas, Irska) ukljucivao:
intravenski aplikovan metilprednizolon (MP) u pocetnoj dozi od 0,5 g / dan, koji je nakon 2
ili 3 dana zamenjen PRE, u inicijalnoj dozi od 1 mg / kg / dan, zatim MMF u dozi od 1,5 g/
dan ili MFK u dozi 1080 mg / dan per os i 20 mg monoklonsko antitelo, baziliksimab, koji je
primenjen prvog i ¢etvrtog dana nakon transplantacije. Takrolimus, je inicijalno primenjen
petog dana nakon transplantacije, u poc¢etnoj dozi 0,1 mg / kg / dan, podeljeno u dve doze.
Nakon toga, takrolimus je primenjivan dva puta dnevno (u 08:00 h 1 20:00 h), a doza je bila
prilagodena prema koncentraciji leka u krvi, izmerenoj neposredno pre primene jutarnje doze
leka (Cmin, CO0). Cilj primene TDM — a je bio odrzanje CO koncentracije takrolimusa u
prihvatljivom terapijskom opsegu u zavisnosti od perioda nakon transplantacije: 10 — 12
ng/mL do kraja prvog meseca, 8 — 10 ng/mL, do kraja treCeg meseca 1 6 — 8 ng/mL nakon tog

perioda.

Pored lekova koji su €inili standardni imunosupresivni protokol, pacijenti su dobijali
dodatno kardioloSku terapiju, uglavnom lekove za kontrolu krvnog pritiska 1 zastitu sluznice
GIT —a (omeprazol, pantoprazol ili ranitidin). Beta blokatori su bili najces¢e propisivana
grupa lekova za kontrolu krvnog pritiska: bisoprolol u dnevnoj dozi 2,5 mg (1,25 — 10 mg),
karvedilol u dnevnoj dozi 12,5 mg (6,25 — 25 mg) i metoprolol u dnevnoj dozi od 100 mg (50
— 100 mg), zatim blokatori kalcijumovih kanala, amlodipin u dnevnoj dozi od 10 mg (5 — 15
mg), kao 1 nifedipin u dnevnoj dozi 40 mg (30 — 60 mg). Nifedipin je najcece primenjivan po
potrebi od strane pacijenta, kada uspostavljenom terapijom, kontrola krvnog pritiska nije bila
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zadovoljavajuce regulisana. Takode, manjem broju pacijenta su bili propisani ACE inhibitor,
enalapril u dnevnoj dozi od 20 mg i1 metildopa u dnevnoj dozi od 750 mg. Antihipertenzivni
lekovi su primenjivani u monoterapiji ili u kombinaciji dva ili viSe leka. Pacijenti sa DM tipa
1 1 DM tipa 2, koji je bio sekundarno insulin — zavisan, primenjivali su insulin po Semi, dok
su pacijenti sa DM tipa 2 dodatno imali propisane oralne hipoglikemike. Pacijenti sa virusom

hepatitis B dobijali su lamivudin.

4.1.2. Materijal pacijenata i zdravih ispitanika

U istrazivanju su koris¢eni plazma, serum, eritrociti, DNK i urin pacijenata sa
transplantiranim bubregom i zdravih ispitanika. Plazma, serum, eritrociti i DNK izolovane su
iz uzoraka krvi koja je koriS¢ena za rutinske kontrole pacijenata na Klinici. Zdravi
dobrovoljci davali su krv u zakazanom terminu. Krv je uzimana u epruvetama (3 mL) sa
EDTA kao antikoagulansom i u epruvetama (9 mL) bez antikoagulansa. Iz svih pojedinacnih
uzoraka pune krvi, odvojeno je 200 pL pune krvi koja je koriS¢ena za izolaciju DNK i 150
pL pune krvi koja je koriS¢ena za odredivanje glutationa. DNK je izolovana uz pomo¢
komercijalnog kita za izolaciju DNK (Genomic DNA Purification Kit, Fermentas, Thermo
Scientific, Litvanija) prema uputstvu proizvodaca. Nakon toga, uzorak krvi je centrifugiran
10 minuta na 3000 obrtaja u minuti (rpm), nakon ¢ega je izdvojena i zamrznuta plazma na -
80°C. Nakon izdvajanje plazme, ostatak krvi je koris¢en za izdvajanje eritrocita. Epruvete sa
krvlju bez antikoagulansa koriSene su za dobijanje seruma. Urin, 24 — ¢asovni, koji pacijenti
donose prilikom redovnih laboratorijskih kontrola, koriS¢en je u svrhu istrazivanja, a zdravi

ispitanici su donosili urin u zakazanom terminu.

4.1.3. Farmakokineticki podaci

Farmakokineticki podaci koriS¢eni u svrhu istraZivanja bili su dnevna doza
takrolimusa, podeljena sa telesnom teZinom pacijenta, koncentracija takrolimusa u punoj krvi
izmerena neposredno pred primenu jutarnje doze leka (C0) i odnos koncentracije CO i dnevne
doze leka (C0/D), koji predstavlja indeks bioraspolozivosti leka. Vrednost dnevne doze leka,
dobijena je iz otpusnih listi pacijenata ili u direktnom razgovoru sa pacijentima, dok je CO
bila izmerena u punoj krv pomocu metode u ¢ijoj je osnovi hemiluminiscentno
imunoodredivanje na mikrocesticama (CMIA, prema engl. chemiluminescent microparticle
immunoassay) po uputstvu proizvodaca (Architect, Abbott, Abbott Park, IL, USA). Vrednost
C0/D izraunavana je deljenjem CO (ng / mL) sa dozom leka (mg/kg/dan).
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4.2. Metode

Sprovedeno istrazivanje obuhvatilo je odredivanje polimorfizama metodom analize
duzine restrikcionih fragmenata DNK nakon PCR umnozavanja (PCR-RFLP, prema engl.
polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism) 1 alel — specificnom
PCR metodom na uzorcima DNK dobijenim od strane pacijenata i zdravih ispitanika. Pored,
odredivanja polimorfizama, odredivani su parametri oksidativnog stresa u plazmi,
eritrocitima 1 urinu, plazma koncentracije dimetilarginina, markeri tubulskog oStec¢enja u
urinu i parametri bubrezne funkcije. U plazmi su odredivani sledec¢i parametri oksidativnog
stresa: koncentracija TBARS, AOPP, USH, aktivnost KAT i SOD. Takode, u plazmi je
odredivana koncentracija dimetilarginina, tj. ADMA i SDMA. U eritrocitima je merena
koncentracija TBARS, aktivnost SOD, GPX i GR, a u urinu: koncentracija TBARS, USH i
RCD. U urinu su odredivane aktivnosti enzimskih markera tubulskog oSte¢enja, NAG, APN,
DPP IV i GGT. Glutation je odredivan u punoj krvi. Pacijentima i zdravim ispitanicima
odredivani su hematoloski parametri: broj eritrocita (Er), leukocita (Le) i trombocita (Tr) i
koncentracija hemoglobina (HGB); biohemijski parametri: koncentracija glukoze (GLU),
ukupnog holesterola (HOL), LDL holesterola (LDL hol), HDL holesterola (HDL hol),
triglicerida (TG), albumina (ALB), ukupnih proteina (UP), uree (URE), kreatinina (KRE),
aktivnost enzima aspartat - aminotransferaze (AST), alanin - aminotransferaze (ALT) i GGT,
u serumu i koncentracija kreatinina u urinu. Odredivanje hematoloSkih 1 biohemijskih
parametara vrSeno je standardnim metodama u Biohemijskoj laboratoriji na Klinici za
Nefrologiju. Analize hematoloskih parametara su vrSene na aparatu NINHON KOHDEN
CELLTAC MEK - 6318K (NINHON KOHDEN CORPORATION, Tokijo, Japan), dok su
biohemijske analize vrSene na automatskom analizatoru ERBA XL — 600 (ERBA Diagnostics
Mannheim GmbH, Mannheim, Germany). Pored toga, ispitanicma su izmerene aktivnosti
NAG, APN i1 DPP IV u serumu. Glomerularna filtracija je procenjena (¢GFR, prema engl.

estimated glomerular filtration rate) na osnovu MDRD formule [160]:

eGFR (mL/min/1,73 m?) = 32788 x (KRE u pmol / L)1154 x (Starost u godinama) %203 x

(0,742 za Zene) x (1,212 za ispitanike crne rase)
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4.2.1. Metoda detekcije CYP3AS A6986G i ABCB1 C3435T genskih
polimorfizama

U cilju odredivanja polimorfizama na CYP 3A5 i ABCBI genu koris¢en je
modifikovani alel - specificni PCR metod Ashavaid i sar. [161]. Reakciona smesSa (za svakog
pojedinog ispitanika) je pripremana u duplikatu — jedna za odredivanje divljeg tipa alela
(CYP3A5*1 i ABCBI1 3435C) i druga za odredivanje mutiranog tipa alela (CYP3A5*3 i
ABCBI1 3435T) oba ispitivana polimorfizma. Shodno tome, kako bi odredili ispitivane
polimorfizme, jedan nishodni prajmer (engl. Forward primer) i dva ushodna prajmera (engl.
Reverse primer) su kori$¢ena za oba ispitivana polimorfizma. Nishodni prajmer je zajednicki
za obe reakcione smeSe (za ispitivanje divljeg tipa i mutiranog tipa alela), dok se ushodni
prajmer razlikuje. Sekvence nishodnih prajmera: CYP3AS: 5°- CAC TTG ATG ATT TAC
CTG CCT TC - 3, ABCBI1: 5’- ACT ATA GGC CA GAGA GGC TGC — 3’. Sekvence
ushodnih prajmera: CYP3AS5 (divlji - tip): 5’- GGT CCA AAC AGG GAA GAG ATA T -
3’, CYP3AS (mutirani - tip): 5’- GGT CCA AAC AGG GAA GAG ATA C - 3, ABCBI
(divlji - tip): 5° - GTG GTG TCA CAG GAA GAG CTC — 3, ABCBI1 (mutirani - tip): 5’ -
GTG GTG TCA CAG GAA GAG CTT - 3’. Svaka reakciona smesSa u ukupnom volumenu
od 25 pL, sadrzala je 12,5 pL komercijalnog miksa KAPA2G ReadyMix-a (KAPA2G
ReadyMix FastHotStart, KapaBiosystems, Boston, USA), koji je u sebi ve¢ sadrzao Hot Start
DNK polimerazu, dNTP — ove, MgCl: i stabilizatore. Pored, komercijalnog miksa, smesi je
dodato po 0,5 pL prajmera, 10,5 pL dejonizovane vode i 1 pL izolovane DNK (prosec¢ne
koncentracije 50 ng/uL). Za umnoZavanje je koriS¢en slede¢i program: inicijalna denaturacija
na 95°C, za 2 minuta, 35 ciklusa denaturacije na 95 °C za 15 sekundi, vezivanje prajmera na
60 °C za 15 sekundi i produzenje na 72 °C sa 15 sekundi, sa finalnim produZenjem na 72 °C
za 30 sekundi. Produkti umnoZzavanja su detektovani na 3% agaroznom gelu, bojeni etidijum
bromidom 1 posmatrani pod UV svetlo§¢u. Duzina aplifikovanog produkta u determinaciji
genetskog polimorfizma za CYP3AS je 218 bp, a za ABCBI1 je 134 bp. Ukoliko je reakciona
smesSa u kojoj su dodati prajmeri za divlji tip alela, na gelu pokazala traku, a reakciona smesa
u kojoj su dodati prajmeri za detekciju mutiranog tipa alela nije pokazala traku, ispitanik je
bio homozigot za divlji tip 1 obrnuto. Ako su obe smeSe pokazivale trake na agaroznom gelu

pacijent je heterozigot. Svaki od ispitivanih polimorfizama se tumacio pojedina¢no (Slika 5).
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Slika 5. Detekcija CYP3AS A6986G i ABCB1 C3435T genskih polimorfizama na 3% agaroznom gelu

4.2.2. Metoda detekcije SOD2 Ala -9 Val genskog polimorfizma

Genski polimorfizam (C/T zamena), tj. zamena alanina (GCT) valinom (GTT) na
poziciji -9 u signalnom peptidu humane Mn — SOD ispitivan je PCR-RFLP metodom.
Nishodni: 5 - CCAGCAGGCAGCTGGCACCG - 3" i ushodni: 5 -
TCCAGGGCGCCGTAGTCGTAGG - 3' prajmer koriS¢eni su za umnoZavanje polimorfnog
Ala (-9) Val regiona. Svaka reakciona smesa u ukupnom volumenu od 25 pL sadrzala je 12,5
pL komercijalnog miksa (KAPA2G Readymix FastHotStart, KapaBiosystems, Boston,
USA), koji je ve¢ sadrzao Hot Start DNA polimerazu, dNTPs, MgCl» i stabilizatore.
Komercijalnom miksu dodato je po 0,5 pL oba prajmera (nishodni i ushodni, koncentracije
10 pmol / pL), 10,5 pL dejonizovane vode i 1 pL izolovane DNA prose¢ne koncentracije 50
ng / uL). Za umnozavanje PCR produkta (91 bp) koris¢en je program: inicijalna denaturacija
na 95°C za 2 minuta, 35 ciklusa, denaturacije na 95°C za 15 sekundi, vezivanja prajmera na
66°C za 15 sekundi 1 produZenje na 72°C za 15 sekundi sa finalnim produZenjem na 72°C za
30 sekundi. Za identifikaciju Ala(-9)Val polimorfizma, restriktivna digestija dobijenih PCR
produkata vrSena je pomocu enzima BshTI (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Germany) na
37°C preko noci, a dobijeni fragmenti bili su detektovani na 8% poliakrilamidnom gelu
pomocu vertikalne elektroforeze pod UV svetlo§¢u, jer su pre toga bojeni etidijum —
bromidom. Ukoliko je -9 kodon GTT (Val), detektovana su dva DNK fragmenta, 74 1 17 bp
na gelu. U suprotnom, ako je -9 kodon, GCT (Ala), nije doslo do digestije i PCR produkt je
ostao u duzini od 91 bp (Slika 6).
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Ladder : : :
(100 bp) AlafAla=A A Ala/ Val=A/ ¥V Val/ Val=V /¥

Slika 6. Detekcija SOD2 Ala -9 Val genskog polimorfizma na 8% poliakrilamidnom gelu

4.2.3. Metoda detekcije GPX1 Pro200Leu genskog polimorfizma

Genski polimorfizam (C/T zamena), tj. zamena prolina (CCC) leucinom (CTC) na
poziciji 200 u GPXI1, ispitivan je PCR-RFLP metodom. Nishodni: 5'-
GCCGCCGCTTCCAGACCAT-3" i wushodni: 5'- CCCCCCGAGACAGCAGCACT-3'
prajmer kori$éeni su u cilju umnozavanje polimorfnog Pro200Leu regiona. Svaka reakciona
smeSa u ukupnom volumenu od 12,5 puL sadrzala je 6,25 pL komercijalnog miksa (KAPA2G
Readymix FastHotStart, KapaBiosystems, Boston, USA), koji je ve¢ sadrzao Hot Start DNA
polimerazu, dNTPs, MgCl: i stabilizatore. Komercijalnom miksu bilo je dodato 0,25 puL oba
prajmera (nishodni i ushodni, koncentracije 10 pmol / uL), 5,25 pL dejonizovane vode i 0,5
uL izolovane DNA prosecne koncentracije 50 ng / pL). Za umnoZzavanje PCR produkta (128
bp), koriS¢en je program: inicijalna denaturacija na 95°C za 2 minuta, 35 ciklusa denaturacije
na 95°C za 15 sekundi, vezivanja prajmera na 68°C za 15 sekundi i produzenja na 72°C za 15
sekundi sa finalnim produZenjem na 72°C za 30 sekundi. Restriktivna digestija dobijenih
PCR produkata vrSena je pomocu enzima Apal (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Germany)

na 37°C preko no¢i, a dobijeni fragmenti su analizirani na 8% poliakrilamidnom gelu,
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pomocu vertikalne elektroforeze pod UV svetloS¢u, jer su pre toga bojeni etidijum —
bromidom. Ukoliko je u polimorfnom regionu bila prisutna sekvenca CCC (Pro), detektovana
su dva DNK fragmenta, 67 1 61 bp. U suprotnom, ako je prisutna CTC (Leu) nije doslo do
digestije i PCR produkt je ostao u duzini od 128 bp (Slika 7).

Ladder P /P PP P/P L/L r/L P/'L L/L P/L L/L
(20 bp)

Pro/Pro=F/P; Pro/Len=F/L; Leu/Leun=L/L

Slika 7. Detekcija GPX1 Pro 200 Leu genskog polimorfizma na 8% poliakrilamidnom gelu

4.2.4. Odredivanje koncentracije TBARS u plazmi

Kao jedan od parametara oksidativnog stresa koris¢eno je odredivanje koncentracije
tiobarbituratna kiselina reaktivnih supstanci (TBARS), u najveéem procentu malondialdehida
(MDA), kao krajnjeg produkta lipidne peroksidacije. On u reakciji sa tiobarbiturnom
kiselinom (TBA), koja se odvija pri visokoj temperaturi u kiseloj sredini, stvara hromogen -
kondenzacioni produkt, koji se sastoji od jednog molekula MDA i1 dva molekula TBA.
Sadrzaj TBARS u plazmi je odredivan spektrofotometrijski prema metodi Andreev 1 sar.
[162]. Uz koris¢enje 0,3 ml plazme i1 dodatak FeSO4 u inkubacioni medijum, radi povecanja
osetljivosti, nastali obojeni produkt je ¢itan na OD 535 nm i preraCunavan preko molarnog

ekstinkcionog koeficijenta 1,56 x 10°M™! cm™! za MDA , a koncentracija je izrazena u pmol/L.
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4.2.5. Odredivanje koncentracije TBARS u eritrocitima

Za odredivanje sadrzaja TBARS u eritrocitima koriS¢ena je metoda Jain 1 sar. [163].
Koris¢eno je 0,4 mL opranih eritrocita koji su resuspendovani u 1,6 mL 0,1 M fosfatnom
puferu (pH=7,4) i koji su posle dodatka 1 mL 30 % tri — hlorsiréetne kiseline (TCA) drzani na
ledu tokom 1 sata. Nakon centrifugiranja na 4000 rpm, u prisustvu TBA, vrseno je kuvanje, a
nastalo obojeno jedinjenje je Citano na 532 nm. Predhodno je odredena koncentracija

hemoglobina u suspenziji eritrocita, a dobijene vrednosti TBARS izrazene su u nmoL/gr Hb.

4.2.6. Odredivanje koncentracije TBARS u urinu

Za odredivanje sadrZzaja TBARS u urinu kori$¢ena je modifikovana metoda po Siciarz
i sar. [164]. U urin pacijenata i zdravih ispitanika dodat je 5 % rastvor butilhidroksitoluena
(BHT) 1 rastvora 0,7 % TBA (0,7 % u 0,05 M NaOH). Nakon inkubacije na 100°C,
apsorbanca uzoraka je Citana na 532 nm. Koncentracija TBARS je preracunata preko

molarnog ekstinkcionog koeficijenta i izrazena na pmol / mM kreatinina u urinu.

4.2.7. Odredivanje uznapredovalih produkata oksidacije proteina u plazmi

Za odredivanje uznapredovalih produkata oksidacije proteina (AOPP) u plazmi
koriS¢ena je metoda Witko — Sarsat i sar. [131]. Uznapredovali produkti oksidacije proteina
spektrofotometrijski su odredivani u plazmi pomeSanoj sa vodom, siréetnom kiselinom i
kalijum — jodidom. Apsorbanca je ¢itana na 340 nm 1 uporedivana sa rastvorom hloramina - T
rastvorenog u istom puferu. Rezultati su izraZeni u mikromolima hloramin — T ekvivalenata

na litar plazme i u odnosu na ukupne proteine plazme.

4.2.8. Odredivanje sadrzaja ukupnih sulfhidrilnih grupa u plazmi i urinu (USH)

Sadrzaj ukupnih (proteinskih i ne - proteinskih) sulthidrilnih grupa odredivan je u
plazmi 1 urinu, spektrofotometrijski na osnovu redukcije 5,5 - ditiobis-2-nitrobenzoeve
kiseline (DTNB). Apsorbanca je ¢itana na 412 nn. Odredivanje je vrSeno prema metodi, Hu —

a [165] i metodi Sedlak — a i Lindsday — a [166].
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4.2.9. Odredivanje koncentracije karbonilnih grupa u urinu

Odredivanje karbonilnih grupa u amino kiselinskim ostacima je vazan pokazatelj
oksidativne modifikacije proteina. U spektrofotometrijskom odredivanju karbonilnih grupa,
koriS¢ena je metoda Levine i sar., u ¢ijoj je osnovi kolorimetrijska reakcija sa 2,4
dinitrofenilhidrazinom (DNPH), koji po tipu Shiff - ove baze obrazuje 2,4
dinitrofenilhidrazon reaktivne karbonilne derivate (RCD) [167]. Proteini u urinu su
precipitirani sulfosalicilnom kiselinom, nakon ¢ega je uzorak centrifugiran i inkubiran u
rastvoru koji sadrzi DNPH tokom 50 minuta na 37°C. Rezultati su preracunati koris¢enjem
molarnog ekstinkcionog koeficijenta za DNPH — RCD na 370 nm i izrazeni u pmol / mM

kreatinina u urinu.

4.2.10. Odredivanje aktivnosti katalaze u plazmi

Aktivnost katalaze (KAT) u plazmi ispitanika odredivana je prema metodi Goth —a,
bazirana na moguc¢nosti H>O> da formira stabilni obojeni kompleks sa solima molibdena, t;.
amonijum — molibdatom [168]. Zuti, stabilni kompleks koji je formiran na taj nadin
odredivan je spektrofotometrijski, ¢itanjem na 410 nm, ¢ime se posredno odreduje sadrzaj
H>0,. Polaze¢i od pretpostavke da je aktivnost KAT proporcionalna koli€ini utrosenog H>O>
u jedinici vremena, taj utroSak se izraCunava iz razlike apsorbance ,,standarne epruvete’’, u
kojoj se nalazi samo smes$a H>O> i amonijum — molibdata i epruvete kojoj je pored H»O» i
amonijum — molibdata dodata plazma ispitanika. Razlika u apsorbanci predstavlja meru
katalazne aktivnosti. Stoga se aktivnost enzima izraZzava kao koli¢ina KAT neophodna da
razlozi 1 pumol H202 u jedinici vremena pod primenjenim uslovima. Na pocetku, 40 pL
seruma ispitanika je pomesano sa 1,2 mL H>0O,, nakon ¢ega je smeSa inkubirana na 37°C
tokom 10 min. Nakon toga, dodata je 0,8 mL 10% TCA 1 smeSa je centrifugirana na 3000
rpm tokom 10 minuta. Potom je od svakog pojedinog uzorka odvojeno 200 pL supernatanta i
pomesSano sa 100 pL amonijum — molibdata i €itano na spektrofotometru. Istovremeno su

pripremani standarni rastvori 1 slepa proba, koji su neophodni za preraCunavanje rezultata.

4.2.11. Odredivanje koncentracije asimetri¢nog i simetri¢nog dimetilarginina

Asimetri¢ni dimetilarginin 1 simetri¢ni dimetilarginin su odredivani hromatografski po
metodi Paroni 1 sar. [169] uz izvesne modifikacije. Interni standard (monometilarginin, 50pL,

10uM) se dodaje uzorku plazme (0,2mL) koji se zatim podvrgava “solid phase” ekstrakciji
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koriste¢i katjono - izmenjivacke kolone (SPE cartridge, Supelco Discovery® DSC-MCAX,
100 mg/mL). Kolone se najpre aktiviraju metanolom (1 mL) i 2% trihlor-siréetnom kiselinom
(TCA, 2 mL). Nakon ispiranja (TCA 2%, 150mmol/L fosfatni pufer pH 8.0, metanol),
aminokiseline su eluirane sa 1,2 mL 2% rastvora trietilamina (TEA) u metanolu i vodi (70:30,
v:v). Eluat se uparava do suvog gasnim azotom, a suvi ostatak se zatim rastvara u 0,4 mL
pufera (mobilna faza A) i na kraju se vrsi derivatizacija orto-ftaldialdehidom (OPA) pre nego

Sto je 20 pL injektovano u te¢ni hromatograf.

Tec¢na hromatografija visokih perfomansi (HPLC, prema engl. High Performance
Liquid Chromatography) je vrSena na instrumentu “Agilent 1200 Series” (Agilent
Technologies, Inc. Headquarters, Santa Clara CA 95051 United States) koji je opremljen
autosemplerom, binarnom pumpom i fluorescentnim detektorom. Hromatografsko odvajanje
je postignuto uz upotrebu kolone Zorbax SB-C18 (150 x 4,6 mm, 3,5um) i odgovarajuéeg
gradijenta dve mobilne faze: A — (fosfatni pufer, 40mmol/L, pH 6,2) 1 B -
(acetonitril:methanol (50:50, v:v). Odvajanje metilarginina je postignuto gradijentom dve
mobilne faze A i B pri protoku od 1,5mL/min. Analiza je pocela pri gradijentu od 15% faze
B, u narednih 10 min gradijent je porastao na 25% mobilne faze B. Zatim je rastao linearno
do 80% tokom 3 minuta odrZavajuéi taj nivo naredna 3 minuta, nakon ¢ega je vraden na
pocetni nivo, §to ujedno predstavlja i kraj separacije. Sa vremenom uravnoteZavanja od 2
minuta, ceo postupak traje 20 minuta. Retenciono vreme metalarginina bilo je: za interni

standard 8,20 minuta, ADMA 9,25 minuta 1 SDMA 9,63 minuta.

4.2.12. Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze u plazmi

Aktivnosti SOD u plazmi je odredivana pirogalolskom metodom, tj. modifikovanom
metodom Minami i Yoshikawa [170]. Metoda je bazirana na uklanjanju superoksid anjon
radikala iz plazme od strane SOD, koja pri tome inhibira reakciju oksidacije NBT (engl. nitro
blue tetrasolium). Naime, pirogalol je oksidovao NBT, pri ¢emu je doSlo do akumulacije
oksidisanog hromogena ljubicaste boje. Brzina oksidacije NBT u prisustvu pirogalola
pracena je spektrofotometrijski preko promene apsorbance na 540 nm. Ukoliko je bila
prisutna SOD, doslo je do pada apsorbance, jer je sprecila autooksidaciju pirogalola. Procenat
inhibicije je koriS¢en kao mera katalitiCke aktivnosti enzima. Aktivnost SOD je izracunata iz
brzine autooksidacije pirogalola i stvaranja hromogena u odsustvu enzima i nakon dodatka

plazme, tj. u prisustvu SOD. Jedna jedinica aktivnosti SOD predstavlja onu koli¢inu enzima
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koja moZe da ostvari 50% inhibicije oksidacije NBT u prisustvu pirogalola. Rezultati su

izrazeni U / mL.

4.2.13. Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze u eritrocitima

Aktivnost SOD u eritrocitima odredivana je pomoc¢u komercijlanog kita RANSOD
(Randox Labs, Crumlin, UK). Metoda je bazirana na reakaciji dizmutacije superoksid anjon
radikala, koji se stvara tokom oksidativnih energetskih procesa, u vodonik — peroksid i
molekularni kiseonik. Ova metoda zahteva ksantin i ksantin oksidazu (XOD) koja ¢e
generisati superoksid anjon radikal, koji ¢e reagovati sa 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolijum hloridom (INT) i formirati formazansku boju. Aktivnost SOD je odredivana
stepenom inhibicije reakcije, pri ¢emu jedna internacionalna jedinica SOD-a, prouzrokuje 50

% inhibicije redukcije INT-a pod uslovima analize.

4.2.14. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze u eritrocitima

Aktivnost enzima je merena prema metodi Paglia i Valentine [171]. Glutation
peroksidaza katalizuje oxidaciju GSH u GSSG pomo¢u Kumil — hidroperoksida (engl. Cumyl
Hydroperoxide). U prisustvu glutation reduktaze i NADPH, oksidisani glutation je odmah
kovertovan u redukovanu formu, a doslo je do oksidacije NADPH u NADP+. Mereno je
smanjenje apsorbance na 340 nm. Za ovu analizu je koriS¢en komercijalni kit RANSEL

(Randox Labs, Crumlin, UK).

4.2.15. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze u eritrocitima

Aktivnost enzima je merena pomocu komercijalnog kita RANDOX laboratorije
(Randox Labs, Crumlin, UK). U osnovi primenjene metode bila je reakcija redukcije GSSG u
prisustvu NADPH, koji je potom oksidovan do NADP". Smanjenje apsorbance je mereno na

340 nm.

4.2.16. Odredivanje koncentracije redukovanog glutationa u punoj krvi

Koncentracija glutationa u punoj krvi je merena prema metodi Beutler i sar. [172].

Redukovani glutation, neproteinsko tiolno jedinjenje sa znacajnom ulogom u zastiti Celija i
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tkiva od delovanja slobodnih radikala, odredivan je pomocu Elmanovog reagensa (5,5 -
ditiobis-2-nitrobenzoeva kiselina, DTNB). Posle talozenja proteina precipitirajuCom
solucijom koja je sadrzala metafosfornu kiselinu, NaCl i Na EDTA, DTNB je reagovao sa
neproteinskim SH grupama, pri ¢emu je nastao obojeni produkt dianjon 2-nitro-5-
tiobenzoeva kiselina. Glutation je odredivan u punoj krvi odmah nakon uzimanja, a dobijeni
obojeni produkti nastali posle dodavanja DTNB-a su citani posle 5 minuta i u periodu od 15
minuta na OD 412 nm. Preracunavanje je vrSeno na osnovu molarnog ekstinkcionog
koeficijenta produkata reakcije (13,6 M cm™). Vrednost koncentracije glutationa je izraZena u

mmol / gr HGB.

4.2.17. Odredivanje aktivnosti enzima markera tubulskog oSte¢enja u urinu i
serumu

Aktivnost N — acetil — B — D glukozaminidaza (NAG) urinu i serumu odredivana je
prema metodi Horak i sar [173]. SadrZaj p — nitrofenola odredivan je sprektrofotmetrijski na

405 nm. Aktivnost se iskazuje kao nmol p — nitrofenola koji se formira u minuti.

Aktivnost APN u urinu i serumu odredivana je u baznom fosfathom puferu, 3 mM
KCI 140, mM NaCl, 1,5 mM NaxHPO4, 9 mM NaH>PO4 kome je dodat 1 mM MgCl,, pH 7.4
1 koriste¢i 1,5 mM alanin — p — nitroanilid kao hromogeni supstrat. Aktivnost DPP IV u urinu
1 serumu odredivana je u 50 mol / L TRIS — HCl, pH 7,8 koji je sadrzao 130 mmol / L NaCl i
1 1 mmol / L MgCl> sa 1.5 mmol / L gly — pro — p — nitroanilida kao supstrata. Nakon
inkubacije na 37°C tokom 20 minuta, aktivnost oba enzima je kineticki Citana na 405 nm
(Multiskan Ascent, Thermo LabSystem, Finland). Aktivnost enzima odredivana je na osnovu
koli¢ine p — nitroanilida, koji se odreduje spektrofotometrijski. Jedinica aktivnosti enzima
definiSe se kao koli¢ina enzima koja oslobada 1 nmol / L substrata u minuti pod primenjenim

uslovima. APN 1 DPP IV se odreduju prema metodi Stefanovi€ i sar. [174].

Ekskrecija NAG, APN 1 DPP IV u urinu iskazana je kao U / mM kreatinina u urinu
kako bi se iskljucio uticaj razblazenja ili koncentrisanja urina, dok je aktivnost u serumu

iskazana kao U/L.
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4.2.18. Statisticka obrada rezultata

U okviru deskriptivne statistike odredena je aritmetiCka sredina, standardna devijacija,
medijana i1 interkvartila razlika za ispitivane parametre. Za procenu odstupanja ucestalosti
alela 1 genotipova od Hardy-Weinberg ravnoteze koris¢en je hi - kvadrat (y2) test. Takode, ¥2
i Fisher’s exact test koriS¢eni su za testiranje postojanja statisticki znacajne razlike u
ucestalosti alela 1 genotipova izmedju populacije pacijanata sa transplantiranim bubregom i
zdravih dobrovoljaca. Za poredenje farmakokinetickih, parametara oksidativnog stresa i
oStecenja tubula bubrega, izmedu eksperimentalne i kontrolne grupe i/ili dve razliCite grupe
pacijenata, koriS¢en je Studentov t-test za neuparene uzorke (kod normalne distrubicije
vrednosti parametara), ili Mann - Whitney U test (kada nije zadovoljena normalnost u
distribuciji vrednosti parametara). Za poredenje parametara u okviru iste grupe ispitanika u
razli¢itim vremenskim periodima nakon transplantacije bubrega (najmanje tri razlicita
perioda), koriS¢en je General Linear Model, Repeated Measures, sa Bonferroni Post Hoc
testom (kod normalne distrubicije vrednosti parametara) ili Friedman Test sa Wilcoxon Test,
kao Post Hoc testom (kada nije zadovoljena normalnost u distribuciji vrednosti parametara).
Multivarijantna linearna regresiona analiza koriS¢ena je za utvrdivanje postojanja veze
izmedu ispitivanih parametara i odgovarajuc¢ih genotipova ispitivanih polimorfizama. Pearson
(kod normalne distrubicije vrednosti parametara) i Spearman (kada nije zadovoljena
normalnost u distribuciji vrednosti parametara) korelaciona analiza koriS¢ene su za ispitivanje
jacine veze izmedu ispitivanih parametara. Statisticke analize uradene su pomocu softverskog

paketa SPSS (verzija 16) na nivou znacajnosti p < 0,05.

50



5. Rezultati

5.1. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa transplantiranim

bubregom i zdravih ispitanika

U Tabeli 1. prikazane su demografske karakteristike pacijenata sa transplantiranim

bubregom na terapiji takrolimusom i zdravih ispitanika.

Tabela 1. Demografske karaktertistike pacijenata sa transplantiranim bubregom na terapiji
takrolimusom i zdravih ispitanika

PACIJENTI SA
TRANSPLANTIRANIM IS%?"E:I\XLI t/ 2 [y p
BUBREGOM
Pol (M / Z) 48 /24 36/26 1,054%* 0,305
. 41,83 + 10,89 42,63 + 12,59 .
Starost (godine) 41,00(34,50-51,00) 44,00(32,00-49,00) - 0,060 0,952
. 76,26 + 14,28 77,13 £ 18,82 .
Telesna tezina (kg) 73,00(67,00-83,50) 82,00(64,50-91,00) - 0,596 0,551
25,98 £ 4,03 2472+ 4,15
2 ] ’ ] )
BMI (kg / m®) 25,56(23,14-29,09) 24,10(21,62-28,08) 1,269 0,208
Tip transplantacije
(ZST / KT) 36/16 /
Period nakon transplantacije 3,45+2,48 /
(godine) 3,00 (1,50-4,00)

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika) ili brojem.

p vrednost manja od 0,05 smatrana je statistiCki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann —
Whitney U testom; **: vrednosti parametara su uporedivane Hi — kvadrat testom;

Nisu utvrdene razlike u starosti, telesnoj tezini i BMI izmedu pacijenata sa
transplantiranim bubregom na terapiji takrolimusom i zdravih ispitanika. U Tabeli 2. su
prikazani osnovni hematoloski parametri pacijenata i zdravih ispitanika, koji su ucestvovali u

istrazivanju.

Tabela 2. Osnovni hematoloski parametri pacijenata sa transplantiranim bubregom na terapiji

takrolimusom 1 zdravih ispitanika

PACIJENTI SA
TRANSPLANTIRANIM IS%]I)TIX";;ICI t/Z* p
BUBREGOM
4.86+0,71 4.80+0.48
12 > > 5 B
Er>107/L 4,70(4,35-5,42) 4,78(4,52-5,13) 0,467 0,642
139.47+2197 140,32+ 1424
HGB (/L) 138,00(122,00-152,50)  140,00(130,50-150,00) - 0235 0815
7,03£148 7.26+1,74
9 5 B > B _ *
Le >107L 8,20 (6,60-8,70) 7,00 (5,85-8,90) 1812 0,070
N 252,43 £ 6587 250,32 £ 60,09 ot 0:910

244 (200,00-279,00)

242 (200,00-287,00)

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika).
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p vrednost manja od 0,05 smatrane je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann —

Whitney U testom;

Nije bilo statisticki znacajne razlike u vrednostima osnovnih hematoloskih parametara

izmedu pacijenata i kontrolne grupe ispitanika.

Biohemijski parametri pacijenata s transplantiranim bubregom na terapiji
takrolimusom i zdravih ispitanika prikazani su u Tabeli 3.
Tabela 3. Biohemijski parametri pacijenata sa transplantiranim bubregom na terapiji
takrolimusom i zdravih ispitanika
TRANSPLANTIRANIML ZDRAVE
BUBREGOM
KRE (umol / L) 122,3)(3)7(’19 gsfsﬁisszs,om 92,38,?82;5258?00) -6,804% <0001
¢GFR (mL / min / 1,73m?) s ,5639’(1481?231?6’2?61) 72’722_,”?69553?7’2’500) - 6,497 <0,001
URE (mmol /L) 8,2(%{5%?02?)?1 0) 4,:5’5(2 ;3351,330) -7,169% - <0,001
GLU (mmol /L) 5,2562(?1;3-’57,770) 4,3&?431;4?’56,‘217) 2,629 0,01
HOL (mmol / L) 6,1(‘3’?;?;;’_57?1 b 572‘5"‘(‘%2’_2 " 23,153 0,002
LDL hol (mmol / L) N 2’8?‘2‘;21 f,;z) 3,f§3(g,j7t9?’37,gl) 1,198% 0,231
HDL hol (mmol / L) 1’21§3(‘1‘,T5?’13"518) 1,2153(?; 4(3’12; 0 - 0,405 0,686
TG (mmol / L) 2,125’65?:63:;210) 17316’6((3)3(6):?,98 " - 4337* <0,001
ALB (g/L) 43,33(’4511,303;1195%50) 42,(4)'3(’2(1),;2-?200) 1,806 0,075
UP (g/L) 73,0703 Z%%f()l()g-’;gég,45) 72,5752 ,(9629;54-,7669,45) -0,533* 0,594
ALT(UL) 21,(3)(1)%154;3?3625,00) 21,12 007(1176,706-’2756,00) - 0,995 0,320
AST(U/L) 18,(2)85?18 3?0(1)?513(,)00) 20,2320()2?%;:-’27:,60) - 1L472* 0,141
GGT (UL) 21 (2)(5)?18 41,:0:)2%(,)50) 1 8,%)(1)’2115::6(1)%5322,30) - 0,644 0,519
NAG (U/L) 21.5?2('1671;08-";.72) 17.65139(.19 53;38-%.15) -2:525% 0012
DPPIV(U/L) 19.12 70 '(911351 (-)'52.94) 15.751;6('17 10 .;[47-.5129.66) -2.154% - 0.031
APN(U/L) 2347+ 7.15 22371545 0851 0397

21.81 (18.42 - 28.72)

21.75(19.21- 25.27)

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika). eGFR —
procenjena GFR, na osnovu klirensa kreatinina izra¢unatog na osnovu MDRD formule; p vrednost manja od
0,05 smatrana je statisti¢ki znac¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U testom;

Vrednosti serumskih koncentracija KRE, URE, HOL, TG, GLU, NAG i DPP IV bile

su znacajno vece, dok je vrednost eGFR bila manja kod pacijenata sa transplantiranim

bubregom u poredenju sa zdravim ispitanicima. U ostalim biohemijskim parametrima nije

bilo razlike medu ispitivanim grupama.
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5.2. Ispitivanje ucestalosti genotipova i alela CYP3AS, ABCB1, SOD2 I GPX1

genskih polimorfizama

Ispitivanje distribucije genotipova i alela genskih polimorfizama CYP3AS5 A6986G,
ABCBI1 C3435T, SOD2 Ala — 9 Val i GPX1 Pro200Leu sprovedeno je kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom i zdravih dobrovoljaca. Pored pacijenata na takrolimusu,
istrazivanje je obuhvatilo i pacijente na CsA i SRL. Rezultati genotipizacije su pokazali da
genotipovi 1 aleli ispitivanih polimorfizama u populaciji pacijenata i zdravih ispitanika nisu
odstupali od Hardy - Weinbergove ravnoteze. Ucestalost genotipova i alela ispitivanih
polimorfizama CYP3AS5, ABCBI1, SOD2 i GPX1 gena u populaciji pacijenta i zdravih

dobrovoljaca prikazana je na Grafikonima 1, 2, 3 i 4.
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Grafikon 1. Ucestalost genotipova i alela polimorfizama CYP3A5 A6986G kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom (n=91) i zdravih ispitanika (n=106)
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Grafikon 2.
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Grafikon 3. Ucestalost genotipova i alela polimorfizama SOD2 Ala —9Val kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom (n=935) i zdravih ispitanika (n=96)
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Grafikon 4. Ucestalost genotipova i alela polimorfizama GPXI Pro200Leu kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom (n=3835) i zdravih ispitanika(n=110)

Dobijeni rezultati su pokazali da nije bilo statisticki znacajne razlike u ucestalosti
genotipova svih ispitivanih polimorfizama izmedu pacijenata i kontrola (CYP 3AS:
x> =0,388, p = 0,533; ABCBI 3435: x*>=0,635,p = 0,728; SOD2: y>=1,097, p = 0,578;
GPX1: y>=0,112, p = 0,946). Genotip CYP 3A5 *1 / *1 nije bio detektovan u ispitivanim
populacijama.Takode, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u ucestalosti alela ispitivanih
polimorfizama izmedu pacijenata i kontrola ( CYP 3A5: %= 0,362, p = 0,548; ABCB1 3435:
x> =0,511, p=0,475; SOD2: x*>= 0,818, p = 0,368; GPX1: x> =0,016, p = 0,899).

5.3. Ispitivanje uticaja CYP3AS A6986G i ABCB1 C3435T genskih

polimorfizama na dozni reZim i izloZenost takrolimusa

U ispitivanju je ucestvovalo 53 pacijenta sa transplantiranim bubregom na terapiji
takrolimusom. Ispitanici su praceni retrospektivno i1 prospektivno tokom 2 godine nakon
transplantacije bubrega, a njihove demografske i klinicke karakteristike prikazane su u Tabeli

4.
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Tabela 4. Demografski i klinicki podaci pacijenata na takrolimusu u razli¢itim periodima nakon transplantacije bubrega

PARAMETRI

PERIOD NAKON TRANSPLANTACIJE (MESECI)

1 6 12 24
Pol (M/ Z) 35/18 35/18 35/18 35/18
Tip transplantacije
(STKT) 41/12 41/12 41/12 41/12
Starost 39,28 + 10,11 39,78 + 10,11 40,28 + 10,11 41,28 + 10,11
(godine) 38,50 (32,25 — 47,75) 39,00 (32,75 — 48,25) 39,50 (33,75 — 49,25) 40,50 (34,25 — 49,75)
Telesna tefina (kg) 70,75 + 14,95 73,23 + 14,19 74,45 + 13,92 76,13 + 14,48
& 68,00 (61,38 — 75,75) 72,00,(65,50 — 77,50) 73,00 (66,00 — 80,00) 73,50 (66,25 — 84,00)
KRE 138,62 + 44,20 141,59 + 42,28 136,09 + 46,9 151,66 + 79,93
(umol / L) 131,55 (110,25 — 166,25) 135,00 (114,43 — 155,50) 121,50 (108,75 — 154,00) 140,50 (113,75 — 157,00)
eGFR 52,90 + 19,00 51,49 + 18,68 55,00 + 22,94 4935 + 16,34
(mL/min / 1,73m2) 49,41 (40,73 — 59,69) 49,42 (41,77 — 58,63) 51,69 (44,46 — 59,02) 48,48 (41,70 — 56,65)
URE 9,70 + 3,78 8,35+ 3,36 8,40 + 3,20 9,02 +4,13
(mmol / L) 9,45 (7,25 — 11,35) 8,15 (6,70 — 9,63) 7,70 (6,48 — 10,13) 8,00 (5,90 — 11,00)
Doza takrolimusa 0,12 +0,05 0,07 + 0,04 0,06 + 0,03 0,05 + 0,03
(mg/kg/dan) 0,11 (0,08 —0,17) 0,06 (0,05 — 0,09) 0,06 (0,04 —0,07) 0,04 (0,03 — 0,07)
C0 takrolimusa 9,20 + 2,45 7,71 £2,42 7,30 + 1,84 6,54 + 1,47
(ng/mL) 9,20 (7,03 — 11,00) 7,40 (6,20 — 8,90) 7,25 (5,68 — 8.,45) 6,45 (5,50 — 7,80)
CO/D takrolimusa 86,38 + 36,16 133,81 + 78,79 175,50 + 141,00 174,13 + 123,78
(ng mL"/ mg kg'dan) 79,49 (62,02 — 105,54) 110,92 (82,69 — 164,81) 129,10 (85,72 —207,91) 146,44 (114,31 —204,43)
0,32 +0,14 0,16 + 0,04 0,14 + 0,03 0,13 +0,04
Doza PRE (mg/kg/dan) 0,31 (0,19 — 0,45) 0,15 (0,14 —0,17) 0,14 (0,13 - 0,16) 0,14 (0,11 —0,15)
Doza MMF / MFK 1,15+0,32 1,06 £ 0,33 1,05+0,31 0,98 +0,31
(g/dan) 1,44 (0,72 — 1,44) 1,08 (0,72 — 1,44) 1,08 (0,72 — 1,44) 1,08 (0,72 — 1,08)
CYP 3AS genotip
(<13 7 343 11/42 11/42 11/42 11/42
ABCBI genotip
(CC/CT/TT) 11/32/10 11/32/10 11/32/10 11/32/10

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika) ili brojem.
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Tabela 4. pokazuje da se tokom post—transplantacionog perioda doza takrolimusa, potrebna
da se koncentracija leka u krvi odrzi u optimalnom terapijskom opsegu, smanjuje dok se
bioraspolozivost leka povecéava, Sto je izrazeno kroz povecanje C0O/D odnosa koji predstavlja
indeks bioraspolozivosti leka. Takode, koncentracije CO su bile u zeljenom opsegu za

odgovarajuci period nakon transplantacije bubrega.

Poredenje dnevne doze takrolimusa izmedu pacijenata sa razlicitim CYP 3A5

genotipom prikazano je u Tabeli 5.

Tabela 5. Dnevna doza takrolimusa u zavisnosti od CYP 3A5 genotipa pacijenata u
razliitim periodima nakon transplantacije

PERIOD NAKON TRANSPLANTACIJE (MESECI)

1 6 12 24

Doza (mg/kg/dan)

0.15 £ 0,04 0112005 0.08 £ 0,05 0.07 004

%1 /% B B 5 B B 5 B 5
CYP3IASHI®3 ) 15(0,13-0,18) 0,09 (0,08-0,15) 0,08 (0,05-0,09) 0,07 (0,04-0,10)

011+ 0,05 0.07 0,03 0.05 + 0,02 0.05 0,02

% /% s s s 5 s > s >
CYP3ASTS 010 (0,07-0,16) 0,05 (0,04-0,08) 0,05 (0,04-0,07) 0,04 (0,03-0,06)

vz - 1,080* - 2,488 - 1,083 - 1,826*

p vrednost 0,046 0,013 0,047 0,068

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢cki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

U sprovedenom istraZzivanju nosioci CYP 3AS5 *1/*3 genotipa zahtevali su vece
dnevne doze takrolimusa u cilju odrZanja optimalne koncentracije leka u svim posmatranim
periodima, osim nakon druge godine nakon transplantacije bubrega u poredenju sa nosiocima

CYP 3AS *3/*3 genotipa.

U Tabeli 6. prikazane su CO koncentracije takrolimusa izmedu pacijenata sa

razli¢itim CYP 3AS5 genotipom.
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Tabela 6. Koncentracija CO takrolimusa u zavisnosti od CYP 3AS5 genotipa pacijenata u
razliitim periodima nakon transplantacije

PERIOD NAKON TRANSPLANTACIJE (MESECI)

1 6 12 24
CO0 (ng/mL)
CYPIASUPS o008 101110) 760 (640900)  T.10(550730)  5.10(460.7.50
CYP 3AS*3/*3 8,8?)’(175,50%14:)?90) 7,6768(86;52-’3,295) 7,6764(35,251-’2?,160) 6,5665(75;51-’73,370)
vz £0,207 0,071 S1,521 -0,945
p vrednost 0,837 0,944 0,135 0,350

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

Nije bilo razlike u ispitivanom farmakokinetickom parametru izmedu pacijenata sa

razli¢itim CYP 3AS5 genotipom u toku dve godine nakon transplantacije bubrega.

Poredenje CO/D odnosa takrolimusa izmedu pacijenata sa razli¢itim CYP 3AS5 genotipom

prikazano je u Tabeli 7.

Tabela 7. Odnos CO/D takrolimusa u zavisnosti od CYP 3AS5 genotipa pacijenata u razli¢itim
periodima nakon transplantacije

PERIOD NAKON TRANSPLANTACIJE (MESECI)

1 6 12 24
C0/D
(ng mL"' / mg kg! dan™)
CYP 3A5%1/%3 64,92 + 23,44 90,50 + 62,09 94,85 + 39,80 111,41 +49,81
62,15 (54,67-71,31) 52,31 (49,82-103,13) 81,59 (64,80-121,50) 115,24 (75,38-151,30)

92,60 + 37,97 148,63 + 81,20 194,11 + 149,53 189,38 + 131,82
CYP 3A5%3/*3 88,40 (63,61- 126,00 (92,18- 135,88 (93,97- 150,75 (115,58-

111,11) 173,08) 216,45) 227,52)

A 22,112 - 2,244% -2,470% -2,035%

p vrednost 0,040 0,025 0,014 0,042

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

U sprovedenom istrazivanju nosioci CYP 3A5 *1/*3 genotipa imali su znacajno nize
vrednosti CO/D takrolimusa u svim posmatranim periodima nakon transplantacije bubrega u

poredenju sa nosiocima CYP 3AS5 *3/*3 genotipa. Ovaj rezultat ukazuje da su nosioci CYP
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3AS5 *1/*3 genotipa s istom dnevnom dozom takrolimusa postizali nize CO koncentracije leka
u krvi, odnosno da su zahtevali ve¢e dnevne doze leka kako bi postigli slicne koncentracije

takrolimusa u krvi, kao nosioci CYP 3A5 *3/*3 genotipa.

Rezultati poredenja dnevne doze takrolimusa medu pacijentima sa razlicitim ABCB1

3435 genotipom prikazani su u Tabeli 8.

Tabela 8. Dnevna doza takrolimusa u zavisnosti od ABCBI1 3435 genotipa pacijenata u

razliitim periodima nakon transplantacije

PERIOD NAKON TRANSPLANTACIJE (MESECI)

1 6 12 24
Doza (mg/kg/dan)
CC+CT 0,12+ 0,05 0,08 £ 0,04 0,06 + 0,04 0,05+ 0,03
0,12 (0,08-0,17) 0,08 (0,05-0,10) 0,06 (0,04-0,07) 0,05 (0,03-0,07)
TT 0,11 +0,05 0,06 £ 0,03 0,05+ 0,02 0,04 +£ 0,02
0,10 (0,07-0,13) 0,05 (0,04-0,06) 0,05 (0,04-0,06) 0,04 (0,03-0,04)
t/Z* 0,768 -2,111% -1,048%* - 1,898%
p vrednost 0,447 0,035 0,294 0,058
CYP *3/*3, 0,11 +£0,05 0,07+ 0,03 0,05+0,03 0,05+ 0,02
CC+CT* 0,09 (0,08-0,16) 0,06 (0,05-0,08) 0,06 (0,04-0,07) 0,05 (0,03-0,07)
CYP *3/*3, 0,11 +£0,05 0,06 + 0,03 0,05+ 0,02 0,04 +£0,02
TT# 0,10 (0,07-0,13) 0,05 (0,04-0,06) 0,05 (0,04-0,06) 0,04 (0,03-0,04)
t/Z* 0,289 0,790 -0,273* -1,158%
p vrednost 0,775 0,435 0,785 0,247

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom; * Pacijenti sa CYP 3A5 *1/*3 genotipom su iskljuceni

Nosioci najmanje jednog C alela (CC ili CT genotip) imali su ve¢e dnevne doze
takrolimusa Sest meseci nakon transplantacije bubrega u poredenju sa nosiocima TT genotipa.
Medutim, razlika u dozi medu ispitivanim grupama pacijenata se izgubila posle isklju¢ivanja
nosioca CYP 3A5 *1/*3 genotipa iz ispitivanja, tj, kada poredimo nosioce CYP 3AS5 *3/*3
genotipa 1 ABCBI1 3435 C alela sa nosiocima CYP 3A5 *3/*3 1 ABCBI1 TT genotipa.

Poreg toga, u sprovedenom istrazivanju nije bilo statisticki znaCajne razlike u
vrednostima CO takrolimusa izmedu pacijenata sa razli¢itim ABCB1 3435 genotipom

(Tabela 9).
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Tabela 9. Koncentracija CO takrolimusa u zavisnosti od ABCB1 3435 genotipa pacijenata u
razliitim periodima nakon transplantacije

PERIOD NAKON TRANSPLANTACIJE (MESECI)

1 6 12 24
CO0 (ng/mL)
CC+CT 8,99+2,24 7,77 £ 2,57 7,35+ 1,84 6,35+ 1,53
8,90 (7,15-10,98) 7,65 (6,05-9,18) 7,25 (5,78-8,35) 6,30 (5,10-7,80)
TT 10,19 £+ 3,30 7,49 £ 1,74 7,11+1,93 6,52 + 0,90
10,25 (6,93-12,28) 7,20 (7,10-7,60) 7,50 (5,38-8,60) 6,30 (5,83-6,68)
t/Z* - 1,264 0,308 0,424 - 0,638%*
p vrednost 0,213 0,759 0,674 0,524
CYP *3/*3, 8,97 +2,19 7,77 £ 2,61 7,62 +1,92 6,55+ 1,61
CC+CT* 8,80(7,00-10,90) 7,70 (6,00-9,20) 7,60 (6,40-8,60) 6,50 (5,30-7,90)
CYP *3/*3, 10,19 £ 3,30 7,49 £ 1,74 7,11+1,93 6,52+ 0,90
TT* 10,25 (6,93-12,28) 7,20 (7,10-7,60) 7,50 (5,38-8,60) 6,30 (5,83-6,68)
t/Z* - 1,239 0,301 0,724 -0,306*
p vrednost 0,223 0,765 0,474 0,760

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom; # Pacijenti sa CYP 3A5 *1/*3 genotipom su iskljueni

U sprovedenom istrazivanju, nosioci najmanje jednog C alela (CC ili CT genotipa)
ABCBI 3435 polimorfizma imali su manje vrednosti CO / D takrolimusa dve godine nakon
transplantacije bubrega u poredenju sa nosiocima TT genotipa. Medutim, kao i u slucaju
dnevne doze takrolimusa, ova razlika se izgubila posle isklju¢ivanja nosioca CYP 3AS5 *1/*3
genotipa iz ispitivanja, tj, kada poredimo nosioce CYP 3A5 *3/*3 genotipa 1 ABCB1 3435 C
alela sa nosiocima CYP 3A5 *3/*3 1 ABCBI1 TT genotipa (Tabela 10).
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Tabela 10. Odnos CO/D takrolimusa u zavisnosti od ABCB1 3435 genotipa pacijenata u
razliitim periodima nakon transplantacije

PERIOD NAKON TRANSPLANTACIJE (MESECI)

1 6 12 24

C0/D (ng mL"' / mg kg! dan')

82,75 +£31,07 129,19 £ 81,49 178,93 £152,24 143,50 + 74,95
CC+CT 73,62 (61,33- 110,13 (80,27- 129,10 (82,97- 128,57 (83,58-
105,06) 156,60) 177,53) 182,24)
107,40 £ 53,08 153,30 + 66,73 162,45 £ 91,08 200,08 + 88,05
TT 92,24 (76,54- 150,11 (107,10- 138,00 (92,45- 159,57 (149,34-
137,13) 189,93) 216,61) 274,36)
t/Z* - 1,268 -1,271* -0,416* -1,976*
p vrednost 0,240 0,204 0,677 0,048
CYP *3/*3 88,28 +£31,38 141,20 + 83,93 205,03 £ 164,92 176,44 + 144,65
CC+CT’; 85,16 (65,00- 121,71 (85,44- 135,88 (104,27- 136,03 (111,83-
105,69) 158,60) 214,65) 207,20)
CYP *3/*3 107,40 + 53,08 153,30 + 66,73 162,45 £91,08 200,08 + 88,05
TT’; 92,24 (76,54- 150,11 (107,10- 138,00 (92,45- 159,57 (149,34-
137,13) 189,93) 216,61) 274,36)
t/Z* -0,973 -0,807* -0,322% - 1,480
p vrednost 0,358 0,420 0,748 0,139

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom; # Pacijenti sa CYP 3A5 *1/*3 genotipom su isklju¢eni

Dodatno, multivarijantna linearna regresiona analiza pokazala je da CYP 3AS, ali ne i
ABCBI 3435 genski polimorfizam, predstavlja nezavisan prediktor CO/D odnosa takrolimusa
u periodu od 6 meseci do 2 godine posle transplantacije bubrega (Tabela 11). Predlozeni
model je prilagoden u odnosu na pol, starost 1 dnevnu dozu PRE. Nosioci CYP 3AS5 *1 alela

imali su manje vrednosti CO/D takrolimusa.

Tabela 11. Uticaj CYP 3A5 i ABCB1 3435 genskih polimorfizama na C0/D odnos
takrolimusa u toku dve godine nakon transplantacije bubrga

Prediktor Beta p vrednost Model
CYP 3AS5 (*1) - 0,285 0,001 R=0,35
R2=0,13

ABCBI1 (TT) - 0,055 0,537 p<0,01

Beta — standardizovani koeficijent linearne regresije
R?: deo varijanse oko srednje vrednosti zavisne promenljive (C0/D), koja se moze objasniti predlozenim
modelom; Model je prilagoden u odnosu na pol, starost ispitanika i dnevnu dozu PRE;
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Pored efekata na CO / D takrolimusa, ispitivan je uticaj CYP 3A5 i ABCB1 3435
genskih polimorfizama na eGFR u istom vremenskom periodu nakon transplantacije bubrega

(Tabela 12).

Tabela 12. Uticaj CYP 3A5 i ABCBI genskog polimorfizma na eGFR u toku dve godine
nakon transplantacije bubrega

Prediktor Beta p vrednost Model
CYP 3A5 (*1) - 0,256 0,003 R=0,31
R 2=0,096
ABCBI1 (TT) -0,110 0,238 p <0,009

Beta — standardizovani koeficijent linearne regresije; R* deo varijanse oko srednje vrednosti zavisne
promenljive (eGFR), koja se moze objasniti predlozenim modelom; Model je prilagoden u odnosu na pol i
starost ispitanika;

Rezultati multivarijantne linearne regresione analize pokazali su da CYP 3AS, ali ne i
ABCBI genski polimorfizam, moZe objasniti deo varijabilnost u eGFR vrednostima medu
pacijentima u periodu od 6 meseci do 2 godine nakon transplantacije. Predlozeni model je
prilagoden u odnosu na pol i starost ispitanka. Rezultati su pokazali da su nosioci CYP3AS
*1 alela imali slabiju bubreZznu funkciju u odnosu na ne — ekspresore (nosioce CYP 3AS5

*3/*3) u posmatranom periodu.

Na osnovu rezultata multivarijantne analize, uporedivana je vrednost eGFR 1
koncentracija serumskog kreatinina u 6 - om, 12 - om i 24 - om mesecu nakon transplantacije
bubrega u odnosu na CYP 3AS5 genotip (Grafikon S i Grafikon 6). Podaci su izrazeni kao
srednja vrednost + standardna devijacija; Procenjena GFR izracunata je koriS¢enjem MDRD

formule.
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p vrednost 0,368 0,079 0.018
Grafikon 5.Vrednosti eGFR u odnosu na CYP 345 genotip pacijenata u razlicitim periodima nakon

transplantacije bubrega (a: statisticki znacajna razlika, *: vrednosti parametara su uporedivane Man — Whitney
U testom)
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p vrednost 0,837 0,391 0,043

Grafikon 6. Koncentracija serumskog kreatinina u odnosu na CYP 345 genotip pacijenata u razlicitim
periodima nakon transplantacije bubrega (a: statisticki znacajna razlika, *: vrednosti parametara su
uporedivane Mann — Whitney U testom)
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Dobijeni rezultati istrazivanja su pokazali da su pacijenti sa CYP 3AS5 *1/*3
genotipom imali nizu eGFR (39,92 + 11,46 mL/min/1,73m? vs. 52,64 =+ 1532
mL/min/1,73m?, p < 0,05) i vise vrednosti koncentracije serumskog kreatinina (168,11 +
55,20 pmol / L vs. 135,79 + 39,03 umol / L, p < 0,05) u poredenju sa pacijentima sa CYP
3AS5 *3/*3 genotipom dve godine nakon transplantacije, ali ne posle Sest (47,07 £ 10,66
mL/min/1,73m? vs. 52,57 + 20,12 mL/min/1,73m?, p = ns; 144,23 + 41,30 pmol / L vs.
140,94 + 43,05 umol / L, p = ns) i dvanaest meseci (47,00 = 12,67 mL/min/1,73m? vs. 57,09
+ 24,45 mL/min/1,73m?, p = ns; 144,82 + 44,62 pmol / L vs. 134,07 + 47,74 ymol / L, p =

ns) nakon transplantacije organa.

5.4. Ispitivanje parametara oksidativnog stresa, koncentracije dimetilarginina i
enzimskih markera oSteenja tubula kod transplantiranih pacijenata i zdravih

ispitanika

U ispitivanju povezanosti parametara oksidativnog stresa, koncentracije
dimetilarginina, enzimskih markera oSte¢enja tubula i parametara funkcije bubrega bili su
ukljuceni pacijenti u kasnom post-transplantacionom periodu na terapiji takrolimusom i
zdravi ispitanici (Tabela 1).

Rezultati poredenja parametara oksidativnog stresa u plazmi izmedu pacijenata i

kontrola prikazani su u Tabeli 13.

Table 13. Parametri oksidativnog stresa u plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom i
zdravih ispitanika

PACIJENTI SA

TRANSPLANTIRANIM  ZDRAVI ISPITANICI t/Z* p
BUBREGOM
7,10+ 1,90 6,37+ 0,84 .
TBARS (pmol /1) 6,63 (6,13 —7,21) 6,27 (5,84 — 6,54) - 2477 0,013

AOPP (umol /1) 60,1%??0%5%?29) 29,?%)’?2362%236) -6,121% - <0,001
USH (umol /1) 359j016653j6t,21 f_ss,gg’%) 235,322 22,21192%3311—,25624,48) -3,005%  <0,001
SOD (U/mL) 4,4§ ,(333,:6(?955,06) 4,741"(743,3; l—’251,52) -1.544 0,127

KAT (KU/L) 108,33 ’(6802%5235-’18201 91) 69,5821£ﬁ o 1’%2,39) -2,275% 0,023

Podaci su izraZzeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;
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Koncentracije TBARS, USH i AOPP, kao aktivnost KAT u plazmi bile su statisticki
znacajno vece kod pacijenata u poredenju sa kontrolama. Nije bilo razlike u aktivnosti SOD u

plazmi medu ispitivanim grupama ispitanika.

Takode, pacijenti su imali viSe plazma koncentracije ADMA (0,52 £ 0,10 vs. 0,43 +
0,10) i SDMA (0,75 £+ 0,23 vs. 0,52 &+ 0,08) u odnosu na zdrave ispitanike (Grafikon 7).

0,7 -
0,6 -

0,5 - T

umel /L

—

0,2 -
0,1 -

{l L T T T T T
Pacijenti Konirole Pacijenti Konirole

ADMA SDMA

t/Z* - 4,058~ - 5,663%
p vrednost = 0,001 = 0,001

Grafikon 7. Koncentracije ADMA i SDMA u plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom i zdravih
ispitanika (a: statisticki znacajna razlika, *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U testom)
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U Tabeli 14. je prikazana korelaciona analiza izmedu parametara oksidativnog stresa u
plazmi, koncentracije ADMA, SDMA i eGFR kod pacijenata sa transplantiranim bubregom

na terapiji takrolimusom.

Tabela 14. Korelaciona analiza izmedu parametara oksidativnog stresa u plazmi, ADMA,
SDMA i eGFR kod pacijenata sa transplantiranim bubregom

AOPP USH SOD KAT ADMA  SDMA eGFR
TBARS 0,133 0,168 -0,049 0,062 0,180 0,107 0,043
0388)  (0254)  (0,734)  (0,691)  (0221) (0,467 (0,763)
AOPP -0,230 0,138 0,231 -0,206 20,220 20,097
0,128)  (0371)  (0,122)  (0,175)  (0,177) (0,522)
USH 0,046 -0,105 0,070 0,082 0,069
0,756)  (0,492)  (0,631)  (0,572) (0,631)
oD 20,028 -0,036 20,032 20,127
0,857)  (0,806)  (0,831) (0,375)
20,091 -0319* 0218
KAT (0,553) 0,032 (0,146)
0,504%* 20,344
ADMA (<0,001) (0,013)
- 0,680%*
SDMA (<0,001)

Podaci su izrazeni kao korelacioni koeficijent (Pearson - ov ili Spearman - ov) sa vrednostima p prikazanim u
zagradama ,,()” za svaku korelaciju medu ispitivanim parametrima; p vrednost manja od 0,05 smatrana je
statisti¢ki znacajnom, *: p <0,05; **: p <0,01

Rezultati sprovedenog istrazivanja su pokazali da parametri oksidativnog stresa u
plazmi ne koreliraju izmedu sebe, sa koncentracijama dimetilarginina 1 eGFR. Jedino je
aktivnost KAT znacajno korelirala sa SDMA. Suprotno, vrednosti ADMA i SDMA su

pokazale znacajnu negativnu korelaciju s parametrom funkcije bubrega.

Poredenje parametara oksidativnog stresa u eritrocitima izmedu pacijenata sa

transplantiranim bubregom 1 zdravih ispitanika prikazano je u Tabeli 15.
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Tabela 15. Parametri oksidativnog stresa u eritrocitima pacijenata sa transplantiranim
bubregom 1 zdravih ispitanika

PACIJENTI SA
TRANSPLANTIRANIM ZDRAVIISPITANICI ¢/ Z* p
BUBREGOM
TBARS 46,93+ 11,69 4230+ 10,17 s 0003
(nmol / g HGB) 4424 (40,25 — 51,62) 40,11 (35,04 — 46,75) ; :
SOD 1751.72  835.85 1395.62 + 273 42 aelc 0008
(U/ g HGB) 1539,87 (1295,80-1912,20) 136114 (1177,60-1504,60) > :
GPX 59,05+ 18,46 73,66+ 13,69 .
(U/g HGB) 59,93 (44,86 — 74,11) 7215 (6516 - 79.48) - p048F - <0,001
GR 15,27+ 4,59 17,20+ 4,19
(U/ g HGB) 15,07 (11,83 — 18,35) 16,57 (13,50 — 19,99) - 2,026 0,046
GSH 14,98+ 3,40 9.91% 1,13 .
(umol / g HGB) 14,45 (12,61 — 17,00) 9,93 (9,15 — 10,73) -7,097% - <0,001

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

Dobijeni rezultati ispitivanja su pokazali da pacijenti sa transplantiranim bubregom u
dugoro¢nom periodu nakon transplantacije imaju statisticki znacajno viSe koncentracije
TBARS i GSH, kao i znacajno viSu aktivnost SOD u eritrocitima u poredenju sa zdravim
ispitanicima. Nasuprot tome, aktivnosti GPX i GR u eritrocitima je bila niza kod pacijenata u

odnosu na kontrole.

Pored toga, korelaciona analiza je pokazala da parametri oksidativnog stresa u
eritrocitima pacijenata sa transplantiranim bubregom pokazuju znafajnu medusobnu

povezanost, kao i sa vrednostima eGFR (Tabela 16).

Tabela 16. Korelaciona analiza izmedu parametara oksidativnog stresa u eritrocitima 1 eGFR
kod pacijenata sa transplantiranim bubregom

SOD GPX GR GSH eGFR

TBARS 0,306 (0,029)* 0,412 (0,003)** 0,194 (0,172) 0,379 (0,009)**  -0,292 (0,037)*

SOD 0,113 (0,427) 0,361 (0,009)** 0,459 (0,001)** - 0,413 (0,002)**
GPX 0,458 (0,001)** 0,205 (0,166) - 0,057 (0,686)
GR 0,183 (0,218) 0,045 (0,752)
GSH - 0,171 (0,251)

Podaci su izrazeni kao korelacioni koeficijent (Pearson - ov ili Spearman - ov) sa vrednostima p prikazanim u
zagradama ,,()” za svaku korelaciju medu ispitivanim parametrima; p vrednost manja od 0,05 smatrana je
statisticki znacajnom, *:p <0,05; **: p < 0,01
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Naime, koncentracija TBARS u eritrocitima korelirala je pozitivnho sa aktivnos$cu
SOD, GPX i koncentracijom GSH u eritrocitima, ali negativno sa vrednostima eGFR. Pored
toga, eritrocitna aktivnost SOD je korelirala pozitivno sa aktivno§¢u GR 1 koncentracijom
GSH u eritrocitima i negativno sa eGFR, dok je aktivhost GPX u eritrocitima korelirala

pozitivno sa aktivnos¢u GR.

U sprovedenom istrazivanju odredivani su parametri oksidativnog stresa u urinu
pacijenata sa transplantiranim bubregom i zdravih ispitanika. Dodatno u cilju procene
ostec¢enja tubula u dugorocnom periodu nakon transplantacije bubrega, izmerena je aktivnost

ektoenzima (brush border enzima) u urinu (Tabela 17).

Tabela 17. Parametri oksidativnog stresa i aktivnosti ektoenzima u urinu pacijenata s
transplantiranim bubregom i zdravih ispitanika

PACIJENTI SA

TRANSPLANTIRANIM ~ ZDRAVI ISPITANICI  t/ Z* p
BUBREGOM

(pmo?/?x;?\/l[l%RE) 1,341’(3 19,(;%512,62) 0,62’(606, 5i1 %203,76) -5,655* <0,001
(umol/UmSl\I/-II KRE) 3,82 (8278is 1—’543,81) 2’25,(3 12 ;&829,83) 5,066 <0,001
(umol}:n(li]/l) KRE) 28,432(){;;,?213’;(7),01) 10,513263,6;; E’?;,zl) -5,283* <0,001
(U/ml\ll\?iRE) 1,341’(606,82 1_’22%03) 0,42 ’?07,;0(&202,65) -6,301% <0,001
(U/lr)n};l; }(VRE) 0,43 ’?0%59(520%60) 0,12 ’(207,12(&201,36) -4,381* <0,001
U/ II?I\EI\IJ(RE) 0,22 ’(3(;,@(&207,33) 0,18’(105, (i;(flol,lg) - 4,607* <0,001

/ n?l\(q; rf(RE) 3,73’?23,;2—’655,30) 4,63’(74?, :0 1_’351,22) - 1,152% 0,249

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

Rezultati sprovedenog istrazivanja su pokazali da je koncentracija svih parametara
oksidativnog stresa i aktivnost ektoenzima znafajno visa kod pacijenata u poredenju s
kontrolama, izuzev aktivnosti GGT u urinu, gde nije bilo razlike izmedu ispitivanih grupa.

Takode, sprovedena je i korelaciona analiza ispitivanih parametara u urinu pacijenata

sa transplantiranim bubregom (Tabela 18).
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Tabela 18. Korelaciona analiza parametara oksidativnog stresa, aktivnosti ektoenzima u
urinu 1 eGFR kod pacijenata sa transplantiranim bubregom

USH RCD NAG DPP IV APN GGT eGFR
0,784** 0,654** 0,335% 0,776** 0,812%* -0,311 0,329*

TBARS — _0001) (<0001)  (0,030) (<0,001) (<0001) (0,089)  (0,033)
USH 0593%* 0,071 0,08%% 0,686  -0,075  0,337*
(<0,001)  (0,658)  (<0,001) (<0,001) (0,687)  (0,031)
RCD 0401%%  0,773%F  0,664*  -0325  -0,011
(0,008)  (<0,001) (<0,001) (0,075)  (0,946)
NAG 0337 0313*  -0,163  -0,089
0,027)  (0,041)  (0372)  (0,571)
0840%%  -0,177 0,202
DPP IV (<0,001)  (0332)  (0.195)
20238 0262
APN (0,190)  (0.089)
0,292
GGT (0.075)

Podaci su izrazeni kao korelacioni koeficijent (Pearson - ov ili Spearman - ov) sa vrednostima p prikazanim u
zagradama ,,()” za svaku korelaciju medu ispitivanim parametrima; p vrednost manja od 0,05 smatrana je
statisticki znacajnom, *: p <0,05; **: p <0,01

Koncentracije TBARS korelirale su pozitivno s koncentracijma USH 1 RCD kao i sa
aktivnostima NAG, DPP IV i APN u urinu pacijenata. Takode, izmerene vrednosti TBARS u
urinu pacijenata sa transplantiranim bubregom korelirale su pozitivno sa klirensom
kreatinina. Vrednosti koncentracija USH i RCD u urinu korelirale su medusobno pozitivno,
kao sa vrednostima DPP IV i1 APN, dok su dodatno koncentracije RCD pokazale znacajnu
korelaciju sa aktivnostima NAG u urinu. Koncentracija USH u urinu korelirala je pozitivno
sa eGFR. Izmerene aktivnosti ektoenzima su medusobno pozitivno korelirale, osim GGT,

koja nije pokazala znacajnu povezanost sa ispitivanim parametrima.

5.5. Ispitivanje uticaja takrolimusa i polimorfizma CYP 3AS i ABCB1 gena na
parametare oksidativnog stresa, koncentraciju dimetilarginina i enzimske markere

oSte¢enja tubula kod pacijenata sa transplantiranim bubregom

U sprovedenom istraZivanju bili su ukljuceni pacijenti u dugoro¢nom periodu nakon

transplantacije bubrega na terapiji takrolimusom (Tabela 1).

U Tabeli 19. su prikazani rezultati ispitivanja uticaja CYP 3A5 i ABCBI1 3435
polimorfizama na dozni rezim, koncentraciju C0O 1 CO/D odnos takrolimusa kod pacijenata sa

transplantiranim bubregom, koji su ucestvovali u sprovedenom istrazivanju.
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Tabela 19. Dnevna doza, koncentracija CO i CO/D odnos takrolimusa kod pacijenata s
razli¢itim CYP3AS5 i ABCB1 3435 genotipom

CYP3AS genotip *1/*3 (n=11) *3/*3 (n = 61) t/Z* p
0,08 + 0,06 0,04 0,01 .
Doza (mg / kg / dan) 0,06 (0,04 — 0,09) 0,04(0,03 — 0,05) -2,010 0,044
6,28 £ 1,26 6,73 £ 1,59
CO0 (ng/ mL) 6,30(5,40 — 7.25) 6,50(5.60 — 7.90) -0,746 0,460
CO/D 113,57 £ 50,68 1177392;898(?1;663% -2,331 0,025
(ng mL! / mg kg'dan™) 104,13(73,08 — 151,15) ’ ) ’ ’
221,10)
ABCBI1 3435 genotip CC(16) + CT (41) TT (15) t/Z* p
0,05 + 0,03 0,03 0,01 .
Doza (mg / kg / dan) 0,04(0,03 — 0,06) 0,03(0,02 — 0,04) -2,093 0,036
6,80 + 1,55 5,98 £ 1,36
C0 (ng/ mL) 6,50(5,70 — 7,90) 6,00(4,95 — 6,85) 1,383 0,174
co 157,22 + 68,82 207,04 + 95,0588
(ng mL/ me ke''dan) 150,48(105,62 — 225,01(113,71 — - 1,701 0,097
g g8 193,05) 260,80)

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom; n — broj pacijenata odredenog genotipa, koji su ukljuceni u ispitivanje

Pacijenti sa CYP 3A5 *1/*3 genotipom imali su vecu dnevnu dozu i manju vrednosti
CO / D takrolimusa u poredenju sa nosiocima CYP 3AS *3/*3 genotipa. Takode, pacijenti sa
ABCBI 3435 TT genotipom imali su manju dnevnu dozu takrolimusa u odnosu na ostale
pacijente. Nije bilo razlike u koncentraciji CO takrolimusa medu ispitivanim grupama
pacijenata.

Ovo farmakogeneticko ispitivanje prethodilo je istraZivanju, koje je imalo za cilj da
proceni uticaj dnevne doze, koncentracije CO i1 CO0/D odnosa takrolimusa, kao i
polimorfizama CYP3A5 i ABCBI gena na parametre oksidativnog stresa, oSte¢enja tubula i

koncentraciju dimetilarginina.

U Tabeli 20. je prikazana korelaciona analiza izmedu dnevne doze, koncentracije CO i
CO0/D odnosa takrolimusa sa parametrima oksidativnog stresa 1 koncentracijom ADMA 1
SDMA u plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom.

Dobijeni rezultati su pokazali da jedino aktivnost SOD u plazmi pozitivno korelira sa
dnevnom dozom takrolimusa, ukazujuéi na potencijalni antioksidativni potencijal ovog leka.

Nije bilo drugih znacajnih korelacija medu ispitivanim parametrima.
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Tabela 20. Korelaciona analiza izmedu dnevne doze, koncentracije CO i odnosa CO / D
takrolimusa sa parametrima oksidativnog stresa, koncentracijom ADMA 1 SDMA u plazmi
pacijenata sa transplantiranim bubregom

TBARS  AOPP USH SOD KAT ADMA  SDMA

Doza 0,097 0,048 0,141 0316  -0,172 0,026 0,262
(mg / kg / dan) 0,496)  (0,748)  (0,330)  (0,023)  (0,248)  (0,858)  (0,072)
€0 (ng/ ml) 0,164 20,010  -0,160 0,176 0,162 0,191 0,050

g 0246)  (0,946)  (0,268)  (0211)  (0,275)  (0,189)  (0,733)
" D ke 0045 0054 -0135 0219 0242 0053 -0.129
gm dan_l)g g (0,751)  (0,718)  (0,352)  (0,119)  (0,102)  (0,721)  (0,384)

Podaci su izrazeni kao korelacioni koeficijent (Pearson - ov ili Spearman - ov) sa vrednostima p prikazanim u
zagradama ,,()” za svaku korelaciju medu ispitivanim parametrima; p vrednost manja od 0,05 smatrana je
statisticki znacajnom, *: p <0,05;

U sprovedenom istrazivanju kod pacijenata sa transplantiranim bubregom u
dugoro¢nom periodu nakon transplantacije 1 stabilnom funkcijom grafta, nije bilo znacajnih
promena u dozi takrolimusa u toku perioda posmatranja. Pacijenti kod kojih su promene
dnevne doze bile znacajne iskljuceni su iz ispitivanja, koja su podrazumevala dozu ili
koncentraciju leka. U skladu s tim, medijana dnevne doze takrolimusa pacijenata je bila
nepromenjena 1 iznosila je 0,04 mg / kg. Na osnovu vrednosti medijane dnevne doze
takrolimusa pacijenti su podeljeni u dve grupe: grupa ND - pacijenti sa niZzom dozom
takrolimusa, < 0,04 mg/kg / dan 1 grupa VD - pacijenti sa viSom dozom takrolimusa, > 0,04

mg/kg/dan.

Na Grafikonu 8. su prikazani parametri oksidativnog stresa u plazmi pacijenata sa

transplantiranim bubregom na osnovu dnevne doze takrolimusa.
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Grafikon 8. Vrednosti parametara oksidativnog stresa u plazmi u odnosu na dozni rezim takrolimusa kod
pacijenata sa transplantivanim bubregom (a: statisticki znacajna razlika, *: vrednosti parametara su
uporedivane Mann — Whitney U testom)

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da su pacijenti sa viSom dozom
takrolimusa imali 1 ve¢u plazma aktivnost SOD (4,61 = 0,76 vs. 3,87 £ 1,19; p = 0,011 ), Sto
je potvrdilo rezultate korelacione analize.

Pored toga uporedivani su parametri oksidativnog oStecenja u plazmi u odnosu na
CYP 3A5 i ABCBI 3435 genotip pacijenta sa transplantiranim bubregom, ali nije bilo

statisticki znacajnih razlika izmedu ispitivanih grupa (Tabela 21 i Tabela 22).

72



Tabela 21. Vrednosti parametara oksidativnog stresa, koncentracije ADMA 1 SDMA u
plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na CYP 3A5 genotip

CYP 3A5 *1/*3 CYP 3A5 *3/*3 t/ 7+ p
TBARS 781 % 2,64 697+ 1,75 .
(umol / L) 7,07 (6,42-7,86) 6,56 (6,09-7,07) - 1,269 0,204
AOPP 88,00 £ 45,22 76.54 + 41,08 095er 0339
(umol / L) 68,98(58,12-112,13) 60,29(48.76-98,29) : :
USH 511,06 = 203.48 386,71 + 152,94 e 07
(umol / L) 517,63(353,04 - 586,38)  322.71(272,16 - 471,12) ’ :
SOD 439+ 122 421 + 1,05
(U/mL) 4,66 (3,97-5,06) 4,40 (3,54-5,00) 0,414 0,680
KAT $6.00 = 35,65 101,63 £ 23,03 0.535e 0590
(KU/L) 86,82(53,20-12442)  110,70(86,61-121,91) : :
ADMA 0.52+ 0,08 0,52+ 0,11
(umol / L) 0,50(0,48-0,57) 0,50(0,43-0,59) - 0,071 0,944
SDMA 075+ 0.16 0.75: 024 .
(umol / L) 0,70(0,64-0,83) 0,70(0,59-0,87) - 0,460 0,646

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

Tabela 22. Vrednosti parametara oksidativnog stresa, koncentracije ADMA 1 SDMA u
plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na ABCB1 3435 genotip

ABCB13435CC+CT  ABCBI 3435 TT t/ 2+ p
(mal /1) 66 (620.721) os6(oans 010 0917
emel/l) 0110745957 esnassargarn -0069" 0945
USH 424,40 = 17128 321,36 = 108.92 T a10e 019
(umol / L) 382,15(273,37 - 557,26)  316,24(291,97 - 359,10) : :
(I?/(I)IR) 4,:3’3(23290-’2,692) 3,632,7(3,251-’55,115) 1,362 0,179
(llfl?/{) 1033)%(0812232-5 | ;?,91) 1 17,10%?’111542;6 | ;?,07) - 0,692 0,489
(;?nll)ol}/lli) 0,50655,130-’5,159) 0,503’?3,1?-’8,756) -0,162 0,872
(amal /1) 0700059 085) 0Tlosensy "0 0803

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost = standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢cki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

U Tabeli 23. je prikazana korelaciona analiza izmedu dnevne doze, koncentracije CO i
CO0/D odnosa takrolimusa sa parametrima oksidativnog stresa u eritrocitima pacijenata sa

transplantiranim bubregom.

73



Tabela 23. Korelaciona analiza izmedu dnevne doze, koncentracije CO i odnosa CO / D
takrolimusa sa parametrima oksidativnog stresa u eritrocitima pacijenata sa transplantiranim
bubregom

TBARS SOD GPX GR GSH

Doza 0,166 0,038 0,193 0,071 0,325%

(mg / kg / dan) (0,240) (0,786) (0,167) (0,612) (0,028)

€0 (ng/ ml) -0,122 - 0,059 -0,229 - 0,159 -0,079

g (0,388) (0,673) (0,100) (0,254) (0,603)

C0/D 0,217 - 0,104 -0,333% - 0,054 -0,371*

(ng mL" / mg kg''day™) (0,122) (0,458) (0,015) (0,699) (0,011)

Podaci su izrazeni kao korelacioni koeficijent (Pearson - ov ili Spearman - ov) sa vrednostima p prikazanim u
zagradama ,,()” za svaku korelaciju medu ispitivanim parametrima; p vrednost manja od 0,05 smatrana je
statisticki znacajnom, *: p <0,05;

Dobijeni rezultati pokazuju da dnevna doza takrolimusa pozitivno korelira sa nivoom
GSH, dok C0 / D odnos negativno korelira sa aktivno§¢u GPX 1 GSH u eritrocitima.

Ovo zna¢i da su pacijenti sa manjom vrednos¢u CO / D takrolimusa, odnosno
ispitanici kojima je bila potrebna veca doza takrolimusa kako bi odrzali optimalnu terapijsku

koncentraciju leka u krvi imali vecu aktivnost GPX i nivoe GSH u eritrocitima.

Rezultati dobijeni poredenjem parametara oksidativnog oSte¢enja u eritrocitima nisu
bili statisticki znacajni izmedu pacijenata sa razli¢itim doznim reZimima takrolimusa, < 0,04
mg/kg/dan 1 > 0,04 mg/kg/dan (Grafikon 9.) i razlicitim CYP 3A5 (Tabela 24.) i ABCBI1
3435 (Tabela 25.).
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Grafikon 9. Vrednosti parametara oksidativnog stresa u eritrocitima u odnosu na dozni rezim takrolimusa kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom (* : vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U testom)

Tabela 24. Vrednosti parametara oksidativnog stresa u eritrocitima pacijenata sa
transplantiranim bubregom u odnosu na CYP 3AS5 genotip

CYP 3A5 *1/*3 CYP 3A5 #3/*3 t/Z* p
TBARS 46,57 + 10,21 46,99 + 12,04 0073 0785
(nmol/g HGB) 45,48 (40,07-53,70) 43,64 (40,25-51,62) ’ ’
SOD 1406,82 + 362,15 1811,70 + 881,84 1s10% 0131
(U/g HGB) 1365,62 (1112,60-1661,20) 1571,30 (1330,30-1965,50) ’ ’
GPX 64,42+ 11,94 59,17 + 19,36
(U/g HGB) 67,85 (53,32-74,73) 59,49 (43,65-71,12) 0,739 0,463
GR 14,70 + 5,64 15,62 4,71
(U/g HGB) 12,66 (10,58-19,48) 15,29 (11,91-18.35) -0495 0,623
GSH 13,77 £ 3,79 15,18 3,34 1086 0.199
(nmol / g HGB) 12,63 (11,62-14,71) 14,48 (12,95-17,53) ’ ’

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; * : vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;
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Tabela 25. Vrednosti parametara oksidativnog stresa u eritrocitima pacijenata sa
transplantiranim bubregom u odnosu na ABCB1 3435 genotip

ABCBI 3435 CC + CT ABCB1 3435 TT t/Z* p
TBARS 4722+ 12,29 45,50 + 8,63 0.071% 0.943
(nmol/g HGB) 43,93 (39,23-51,69) 44,63 (43,03-47,55) ’ ’
SOD 1780,05 + 897,59 1627,08 + 493,69 0,067 0.947
(U/g HGB) 1532,52 (1313,00-1938,80) 156411 (1289,00-1691,40) ’ :
GPX 61,84 + 18,69 51,64+ 15,55 1601 0.116
(U/g HGB) 60,52 (50,05-74,73) 49,11 (38,51-66,00) : >
GR 15,86 + 4,88 13,83 + 4,36 1210 0232
(U/g HGB) 15,29 (12,03-18.,49) 13,08 (10,54-16,64)
GSH 15,18 + 3,20 14,20 + 4,21 Lo40% 0215
(umol / g HGB) 14,46 (13,12-16,64) 11,83 (10,62-18,70) ’ >

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom;

U Tabeli 26. je prikazana korelaciona analiza izmedu dnevne doze, koncentracije CO
1 CO / D odnosa takrolimusa i paremetara oksidativnog stresa 1 enzimskih markera oStecenja

tubula u urinu pacijenata sa transplantiranim bubregom.

Tabela 26. Korelaciona analiza izmedu dnevne doze, koncentracije CO i odnosa CO / D
takrolimusa sa parametrima oksidativnog stresa i aktivnos¢u ektoenzima u urinu pacijenata sa
transplantiranim bubregom

TBARS USH RCD  NAG  DPPIV  APN  GGT
Doza 0,188 -0,019 0,195 0,139 0,032 0182 -0,122

(mg / kg / dan)) (0245  (0006)  (0217)  (0372)  (0.835)  (0249)  (0,466)
Co g/ mL) 20,134 -0008  -0121  -0,159  -0137  -0031 0,007

g (0408)  (0,535)  (0447)  (0309)  (0376)  (0,844)  (0.967)

" D e 0018  -0,141 -0285  -0,163  -0166  -0204 0,106
gml ImElE0013) (0372 0068)  (0297) (0282  (0.195)  (0.526)

Podaci su izrazeni kao korelacioni koeficijent (Pearson - ov ili Spearman - ov) sa vrednostima p prikazanim u
zagradama ,,()” za svaku korelaciju medu ispitivanim parametrima; p vrednost manja od 0,05 smatrana je
statisticki znacajnom;

Dobijeni rezultati pokazuju da nema znacajnih korelacija izmedu ispitivanih
farmakokinetiCkih parametara takrolimusa 1 parametara odredenih u urinu pacijenata sa

transplantiranim bubregom.
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Grafikon 10. prikazuje rezultate dobijene poredenjem parametara oksidativnog stresa i
enzimskih markera oStecenja tubula u urinu pacijenata sa transplantiranim bubregom u

odnosu na dozni rezim takrolimusa.
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Grafikon 10. Vrednosti parametara oksidativnog stresa i aktivnosti ektoenzima u urinu u odnosu na dozni rezim
takrolimusa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom (a: statisticki znacajna razlika, *: vrednosti
parametara su uporedivane Mann — Whitney U testom)

Dobijeni rezultati pokazuju da pacijenti sa nizom dnevnom dozom takrolimusa (<
0,04 mg / kg / dan) imaju povecanu koncentraciju TBARS u urinu (1,61 + 0,61 vs. 1,25 +
0,38 umol / mM KRE; p =0,030).

Poredenje urinarnih parametara kod pacijenata sa transplantiranim bubregom u
odnosu na CYP 3A5 i ABCBI 3435 genotip prikazani su u Tabeli 27. 1 28. Medutim nije bilo

znacajnih razlika u vrednosti parametara izmedu ispitivanih grupa pacijenata.
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Tabela 27. Vrednosti parametara oksidativnog stresa i aktivnosti ektoenzima u urinu
pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na CYP 3AS5 genotip
CYP 3A5*1/%*3 CYP 3A5*3 /%3 t/Z* p
TBARS 1,34 £ 0,55 1,40+ 0,52 %
(umol / mM KRE) 1,37(0,92 - 1,58) 1,33 (1,03 - 1,62) -0,230% 0,818
USH 4,10+ 1,86 3,83+1,49
(umol / mM KRE) 4,13 (2,95 - 5,16) 3,88 (2,92 —4,51) 0,423 0,674
RCD 28,68 + 12,52 30,40 + 13,60 - 0.033* 0.974
(umol / mM KRE) 29,19 (21,84 — 36,54) 28,09 (22,52 — 37,01) ’ ?
NAG 1,29+ 1,10 1,61 + 1,06 .
(U/ mM KRE) 1,19 (0,80 — 1,24) 136 (0,87 — 2,03) -1,124% 0,261
DPP 1V 0,42 +0,24 0,50 +0,24
(U/ mM KRE) 0,42 (0,21 - 0,53) 0,50 (0,32 - 0,61) -0.860 0,395
APN 0,25+0,15 0,26 +0,11 "
(U/ mM KRE) 0,22 (0,14 — 0,34) 0,26 (0,18 —0,33) - 0,481 0,630
GGT 3,41 +2,02 3,91+ 3,00 5
(U/ mM KRE) 237(2,19-5,02) 3,07 (2,10 5,11) -0,169% 0,865

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U

testom;

Tabela 28. Vrednosti parametara oksidativnog stresa 1 aktivnosti ektoenzima u urinu

pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na ABCB1 3435 genotip

CYP 3A5 %1/ %3 CYP 3A5 %3 /%3 t/Z* p
(umolT/Brgnl}SKRE) 1,331’(3 17,0i3(E513,60) 1,4%’2t 19,;9(&419,81) S0,624% 0,533
(nmol /U 1511\{4 KRE) 3,93 (922;8 1—’54‘;;1) 3,8';”(639,(; 1_’54%85) 0,379 0,706
RCD 30,54 + 14,21 28,27 £ 8,73 032 0755

(umol / mM KRE) 29,19 (22,17 - 37,16) 25,51 (22,91 —32,95) ; :
W/ nl\lllechRE) 1,3;’(603, 821,’123,12) 1’2;’(202, %%613’68) -0,562% 0,574
u /lﬁnl;IIZRE) 05??09 ;9(&205,61) 0,4?’?05, ;3(&20(351) 0436 0,665
U/ n?l\l/)lNKRE) 0,22’(20‘211:7(5103,33) 0,22’(207, @%00%35) -0,279 0,781
U/ n(l;h(a;TKRE) 3,2%(924, 1i02—’956,13) 2,72 ’?28,;5 1—’846,60) -0,101% 0,920

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U

testom;
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5.6. Ispitivanje uticaja dnevne doze takrolimusa, polimorfizma CYP 3AS i
ABCB1 gena, parametara oksidativhog stresa i koncentracije dimetilarginina, na

brzinu eGFR nakon transplantacije bubrega

U Tabeli 29. je prikazana korelaciona analiza izmedu farmakokinetickih parametara
takrolimusa i eGFR pacijenata u dugorocnom periodu nakon transplantacije bubrega.
Rezultati ispitivanja su dobijeni na osnovu podataka sakupljenim u periodu od dve godine

pracenja pacijenata.

Table 29. Korelaciona analiza izmedu farmakokinetickih parametara takrolimusa eGFR kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom

Co/D
Doza (mg / kg / dan) C0 (ng / mL) (ng mL"' / mg kg 'dan)
¢GFR -0,335(0,017)* - 0,136 (0,345) 0,281 (0,048)*

mL / min / 1,73 m?

Podaci su izrazeni kao korelacioni koeficijent (Pearson - ov ili Spearman - ov) sa vrednostima p prikazanim u
zagradama ,,()” za svaku korelaciju medu ispitivanim parametrima; p vrednost manja od 0,05 smatrana je
statisti¢ki znacajnom, *: p <0,05;

Dnevna doza 1 CO / D odnos takrolimusa pacijenata u dugoro¢nom periodu nakon

transplantacije bubrega pokazuju statisti¢ki znacajnu korelaciju sa eGFR. Pacijenti sa ve¢om

dnevnom dozom leka imali su slabiju bubreznu funkciju.

Multivarijantna linearna regresiona analiza primenjena je u cilju procene uticaja
dnevne doze takrolimusa i/ili CYP 3A5 i ABCBI1 3435 genskih polimorfizama i/ili
oksidativnog stresa na varijabilnost u eGFR medu pacijentima. Parametri dobijeni iz razli¢itih
materijala (plazme, eritrocita i1 urina), posmatrani su pojedinacno. U istrazivanju je

ucestvovalo 72 pacijenta sa transplantiranim bubregom (Tabela 1).
U Tabeli 30. su prikazani rezultati multivarijantne linearne regresione analize, koji su

ukljucivali eGFR pacijenata kao zavisnu promenljivu 1 ispitivane parametre u plazmi, dnevnu

dozu takrolimusa 1 CYP3AS i ABCBI1 genotip kao nezavisne promenljive.
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Tabela 30. Efekat parametara oksidativnog stresa u plazmi, koncentracije dimetilarginina,
dnevne doze takrolimusa, CYP 3A5 1 ABCBI1 3435 genskih polimorfizama na varijabilnost
eGFR u dugorocnom periodu nakon transplantacje bubrega

Model Prediktor Beta p” R 2 (%) p”
1 TBARS (umol / L) 0,095 0,521 10,8 0,286
2 AOPP (umol /L) -0,086 0,564 11,1 0,283
3 USH (umol /L) 0,016 0,923 10,4 0,332
4 SOD (U /mL) -0,062 0,672 10,3 0,312
5 KAT (kU /L) 0,238 0,122 15,4 0,127
6 ADMA (umol /L) -0,444 0,003 52,1 0,008
7 SDMA (umol /L) -0,698 <0,001 55,1 < 0,001
8 Dnevna doza takrolimusa(mg/kg) - 0,387 0,005 24.8 0,011
9 CYP3AS5 *1/*3 genotip -0,233 0,107 15,0 0,113
10 ABCBI1 3435 TT genotip 0,161 0,284 12,2 0,200
Prediktor Beta p’ R % (%) p”~
Krajnji ADMA -0,160 0,252
SDMA -0,567 <0,001 65,4 < 0,001
model

Dnevna doza takrolimusa (mg/kg) -0,329 0,004

Modeli (1 — 10 ) i krajnji model bili su prilagodeni na pol, starost i period nakon transplantacije.

* nivo statistiCke znacajnosti prediktora u okviru predloZzenog modela; **nivo statisticke znacajnosti
predlozenog modela; Beta — standardizovani koeficijent linearne regresije; R*: deo varijanse oko srednje
vrednosti zavisne promenljive (eGFR), koja se moze objasniti predlozenim modelom;

U prvoj fazi, u modelima od 1 do 10, ispitivan je pojedinacni efekat svakog prediktora
ponaosob na varijabilnost eGFR. Znacajni prediktori iz prve faze bili su deo krajnjeg modela.
Znacajni prediktori iz prve faze bili su dnevna doza takrolimusa, koncentracija ADMA i
SDMA. Krajnji model potvrdio je znaajnost dnevne doze takrolimusa i SDMA, kao
nezavisnih prediktora eGFR, dok ADMA nije pokazala znac¢ajnost u krajnjem modelu. Pored
toga, dnevna doza takrolimusa i koncentracija SDMA imaju negativan efekat na GFR u

dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega.
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Rezultati multivarijantne linearne regresione analize, koji su ukljucivali eGFR pacijenata kao
zavisnu promenljivu 1 ispitivane parametre u eritrocitima, dnevnu dozu takrolimusa i

CYP3AS5 i ABCBI genotip kao nezavisne promenljive prikazani su u Tabeli 31.

Tabela 31. Efekat parametara oksidativnog stresa u eritrocitima, dnevne doze takrolimusa,
CYP 3A5 1 ABCBI1 3435 genskih polimorfizama na varijabilnost eGFR u dugoro¢nom
periodu nakon transplantacje bubrega

Model Prediktor Beta p°  RZ%*(%) p”
TBARS
1 (nmol / ¢ HGB) -0,390 0,015 25,4 0,013
2 SOD (U / g HGB) -0,198 0,170 17,9 0,054
3 GPX (U /g HGB) -0,098 0,571 15,3 0,100
4 GR (U /g HGB) 0,007 0,967 14,5 0,119
5 GSH (umol / g HGB) -0,271 0,081 17,5 0,035
6 Dnevna doza takrolimusa(mg/kg) -0,387 0,005 24,8 0,011
7 CYP3AS *1/*3 genotip -0,233 0,107 15,0 0,113
8 ABCBI 3435 TT genotip 0,161 0,284 12,2 0,200
Prediktor Beta p’ R % (%) p"
- TBARSE:
Krajnji (nmol / ¢ HGB) -0.365 0017 555 0,004
model

Dnevna doza takrolimusa (mg/kg) -0,294 0,029

Modeli (1 — 8 ) i krajnji model bili su prilagodeni na pol, starost i period nakon transplantacije.

* nivo statisticke znacajnosti prediktora u okviru predlozenog modela; **nivo statistiCke znacajnosti
predlozenog modela; Beta — standardizovani koeficijent linearne regresije; R?: deo varijanse oko srednje
vrednosti zavisne promenljive (¢GFR), koja se moze objasniti predlozenim modelom;

Znacajni parametri u prvoj fazi (Modeli 1 - 8) bili su doza takrolimusa 1 TBARS, ¢ija
je znacajnost kao nezavisnih prediktora eGFR, potvrdena u krajnjem modelu, Pored toga, oba

parametra negativno uticu na eGFR u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega.

U Tabeli 32. su prikazani rezultati multivarijantne linearne regresione analize, koji su
ukljucivali eGFR pacijenata kao zavisnu promenljivu i ispitivane parametre u urinu, dnevnu

dozu takrolimusa 1 CYP3AS 1 ABCBI genotip kao nezavisne promenljive.
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Tabela 32. Efekat parametara oksidativnog stresa u urinu, dnevne doze takrolimusa, CYP
3A5 i ABCBI1 3435 genskih polimorfizama na varijabilnost eGFR u dugoro¢nom periodu
nakon transplantacje bubrega

Model Prediktor Beta p” R? (%) p”
1 TBARS (umol / mM CRE) 0,338 0,032 23,1 0,036
2 USH (pmol / mM CRE) 0,406 0,011 27,6 0,015
3 RCD (umol / mM CRE) - 0,068 0,658 13,6 0,222
4 Dnevna doza takrolimusa(mg/kg) - 0,387 0,005 24,8 0,011
5 CYP3AS *1/*3 genotip - 0,233 0,107 15,0 0,113
6 ABCBI 3435 TT genotip 0,161 0,284 12,2 0,200

Prediktor Beta p” R? (%) p”
Krajnji — TBARS(umol / mM CRE) 0,053 0,752
NV USH(umol / mM CRE) 0341 0,046 464 <0,001

Dnevna doza takrolimusa(mg/kg) - 0,429 0,002

Modeli (1 — 6 ) i krajnji model bili su prilagodeni na pol, starost i period nakon transplantacije.

* nivo statisticke znacajnosti prediktora u okviru predlozenog modela; **nivo statisticke znacajnosti
predlozenog modela; Beta — standardizovani koeficijent linearne regresije; R* deo varijanse oko srednje
vrednosti zavisne promenljive (¢GFR), koja se moze objasniti predloZzenim modelom;

Znacajni parametri iz prve faze (koncentracije TBARS 1 USH u urinu i dnevna doza
takrolimusa) bili su ukljuceni u krajnji model. Krajnji model potvrdio je znacajnost USH i
dnevne doze takrolimusa, kao nezavisnih prediktora eGFR. Dnevna doza takrolimusa
negativno utice na GFR, dok postoji pozitivna povezanost USH odredenih u urinu 1 funkcije

bubrega.

5.7. Ispitivanje uticaja SOD2 Ala -9 Val i GPX1 Pro 200 Leu genskih
polimorfizama na parametre oksidativnog stresa i bubrezne funkcije kod pacijenata sa

transplantiranim bubregom

U sprovedenom istrazivanju ukljuceni su pacijenti sa transplantiranim bubregom na
terapiji takrolimusom (Tabela 1). Pacijenti su podeljeni u grupe na osnovu SOD2 Ala -9 Val
1 GPX1 Pro 200 Leu genotipa, tj na nosioce Ala / Ala genotipa i Val alela (Ala / Val i Val /
Val genotip), odnosno Pro / Pro genotipa i Leu alela (Pro / Leu i Leu / Leu genotip)

Rezultati poredenja parametara oksidativnog stresa u eritrocitima u odnosu na SOD 2

genotip prikazani su u Tabeli 33.
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Tabela 33. Aktivnosti enzima antioksidativne zastite i koncentracije redukovanog glutationa
u eritrocitima pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na SOD2 genotip

Ala/Ala (n=27) Ala/Val (n=40)+ Val/Val (n=5) t/Z* p
SOD 1585,80 £ 431,64 172040 = 754.58 Comr 054
(U/g HGB) 1502,80 (1182,80-1912,20) 1532,52 (1313,00-1849,70) : :
GPX 52.90 < 13,64 62.42 < 1941 e 0007
(U/g HGB) 56,82 (43,65-61,60) 62,57 (49,76-75 88) ’ :
GR 13.69 + 4,59 16,11 £4.78 .
(U/g HGB) 12,29 (10,85-14,31) 16,37 (12,63-18,56) -1,855% 0,064
GSH 14,60 £ 3,00 15,00 £ 3,54 Coat6 0650
(umol / g HGB) 14,10 (12,93-14,99) 14,58 (12,46-17,53)

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost = standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom; n — broj pacijenata odredenog genotipa, koji su ukljuceni u ispitivanje

Rezultati istrazivanja su pokazali da nije bilo znaajnih razlika u ispitivanim

parametrima kod pacijenta sa razli¢itim SOD2 genotipom.

Na Grafikonu 11. su prikazane vrednosti koncentracije TBARS u plazmi (TBARSp),
eritrocitima (TBARSE;) 1 urinu (TBARSur) u odnosu na SOD2 genotip.
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Grafikon 11. Vrednosti TBARS u plazmi, eritrocitima i urinu u odnosu na SOD2 genotip

(a: statisticki znacajna razlika, *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U testom)

Dobijeni rezultati su pokazali da pacijenti sa Ala / Ala genotipom imaju nize
vrednosti TBARS u urinu u odnosu na nosioce Val alela (1,13 = 0,24 vs. 1,46 = 0,55 pmol /
mM KRE; p = 0,044).
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Poredenje parametara oksidativnog stresa u eritrocitima u odnosu na GPX1 genotip prikazano

je u Tabeli 34.

Tabela 34. Aktivnosti enzima antioksidativne zastite 1 koncentracije redukovanog glutationa
u eritrocitima pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na GPX1 genotip

Pro/Pro (n=25)

Pro/Leu (n=35)+Leu/Leu (n=8) t/Z* p

SOD 1688.70 £ 789,44 1798.40 £ 878.61 Com0er 0426

(U/ g HGB) 1407,50 (1292,30-1849,60) 1568.90 (1382,90-1940,80) : :
GPX 61,024 21.17 59.15+ 16.48 a5 0716

(U/ g HGB) 59,59 (45,84-76,52) 60,27 (46,76-72,12) ’ :
GR 13.96 + 4.45 16,61~ 4,82

(U/ g HGB) 13,67 (10,53-16,74) 16,42 (12,63-19,58) -2,062 0,044
GSH 14.77 + 3.41 15,124 345 .

(umol / g HGB) 14,20 (12,53-16,11) 14,87 (12,63-17,53) -0,488% 0,625

Podaci su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika); p vrednost
manja od 0,05 smatrana je statisti¢cki zna¢ajnom; *: vrednosti parametara su uporedivane Mann — Whitney U
testom; n — broj pacijenata odredenog genotipa, koji su ukljuceni u ispitivanje

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da pacijenti sa najmanje jednim Leu

alelom imaju visu aktivnost GR u eritrocitima u odnosu na pacijente sa Pro / Pro genotipom.

Na Grafikonu 12 su prikazane vrednosti koncentracije TBARS u plazmi (TBARSp),
eritrocitima (TBARSE;) i urinu (TBARSur) u odnosu na GPX1 genotip.
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Grafikon 12. Vrednosti TBARS u plazmi, eritrocitima i urinu u odnosu na GPXI genotip

Nije bilo znacajnih razlika u vrednostima ispitivanih parametara izmedu ispitivanih

grupa pacijenata.
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U ispitivanju uticaja SOD2 Ala — 9 Val 1 GPX1 Pro 200 Leu genskih polimorfizama
na propadanje bubrezne funkcije, pacijenti su praceni retrospektivno i prospektivno u toku
dve godine nakon transplantacije bubrega (Tabela 4). Pacijenti su podeljeni prema SOD2
genotipu: nosioci Ala / Ala genotipa (n=18) i1 nosioci Val alela (n=35), tj. Ala/ Val ili Val /
Val genotipa. Pored toga, pacijenti su bili podeljeni i na osnovu GPX1 genotipa, nosioci Pro /

Pro genotipa (n=17) 1 nosioce Leu alela (n=36), tj. Pro / Leu ili Leu / Leu genotipa.

Kada su ispitivani polimorfizmi posmatrani pojedinacno, dobijeni rezultati su
pokazali da su nosioci Val alela, doziveli statisticki znac¢ajno pogorSanje bubrezene funkcije,
ali ne 1 nosioci Ala / Ala genotipa u toku dve godine nakon transplantacije bubrega
(Grafikon 13). Post Hoc analizom je utvrdeno znacajno pogorSanje bubrezne funkcije u
periodu izmedu prve i druge godine nakon transplantacije (54,08 = 17,53 vs. 49,01 + 15,36; p
= 0,034). Takode, pacijenti sa najmanje jednim Leu alelom GPX1 genotipa su imali znac¢ajno
smanjenje eGFR u istom posmatranom periodu, ali ne i nosioci Pro / Pro genotipa (Grafikon
13). Post Hoc analiza je pokazala da je statisticki znacajna razlika u eGFR pacijenata bila
izmedu prve i druge godine nakon transplantacije bubrega (54,26 + 18,84 vs. 48,78 + 14,78; p
=0,009).

U cilju ispitivanja udruzenih efekata SOD2 1 GPX1 genskih polimorfizama, pacijenti
su najpre podeljeni u 4 grupe: nosioci Ala / Ala + Pro / Pro genotipa, nosioci Ala / Ala
genotipa + Leu alela, nosioci Val alela + Pro / Pro genotipa 1 nosioci Val alela + Leu alela.
Dobijeni rezultati su pokazali da je efekat Val alela SOD2 1 Leu alela GPX1 polimorfizama
udruzen. Nosioci oba alela zajedno (Val 1 Leu), pokazuju znacajno smanjenje bubreZene
funkcije u toku dve godine nakon transplantacije bubrega u odnosu na ostale grupe pacijenata
(Grafikon 14). Post Hoc analiza je pokazala statisticki zna€ajnu razliku u eGFR pacijenata
izmedu prve i druge godine nakon transplantacije bubrega (57,41 + 20,91 vs. 50,69 + 16,22; p
=0,009).
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Grafikon 13. Vrednosti eGFR u toku dve godine nakon transplantacije bubrega u odnosu na SOD2 i GPXI genotip(posmatrani ponaosob)

(a: znacajna razlika)
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Grafikon 14. Vrednosti GFR u toku dve godine nakon transplantacije bubrega u odnosu na SOD2 i GPXI genotip (posmatrani zajedno)

(a: znacajna razlika)

87



Iako su pacijenti s Val alelom SOD2 genskog polimorfizma i Leu alelom GPX1 genskog
polimorfizma imali znacajno propadanje bubrezne funkcije u periodu izmedu prve i1 druge
godine nakon transplantacije bubrega odnosu na ostale pacijente, multivarijantna linearna
regresiona analiza nije pokazala da ispitivani polimorfizmi uti€u na varijabilnost u
vrednostima eGFR medu pacijentima izmedu 6 meseci i 2 godine nakon transplantacije

(Tabela 35).

Tabela 35. Pojedinacni 1 udruzeni efekat polimorfizama SOD2 i GPX1 gena na eGFR u toku
dve godine nakon transplantacije bubrega

Model Prediktor Beta p* R? (%), p **
1 SOD2 (Val) 0,095 0,269 11,1%; p = 0,002
2 GPX1 (Leu) -0,122 0,170 7,5%; p=0,013
3 SOD2 (Val) + GPX1 (Leu) -0,072 0,452 10,7%; p = 0,002

Model 1 i 2- pojedinaéni efekat SOD2 i GPX1 genskih polimorfizama; Model 3: udruzeni efekat SOD2 i GPX1
genskih polimorfizama; * nivo statisticke znacajnosti prediktora u okviru predlozenog modela; **nivo statisticke
znacajnosti predlozenog modela;

Beta — standardizovani koeficijent linearne regresije; R* deo varijanse oko srednje vrednosti zavisne
promenljive (eGFR), koja se moze objasniti predlozenim modelom; Model je prilagoden na starost i pol
ispitanika;
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6. Diskusija

Istrazivanja ukazuju na sve vecu prevalencu i incidencu bolesnika sa hroni¢nom
bubreznom insuficijencijom, pri ¢emu je pokazano da je bolest prisutna kod 5 — 16 % svetske
populacije. Poznato je da su DM 1 hipertenzija glavni faktori rizika za razvoj HBI. Medutim,
zbog Cinjenice da se simptomi ispoljavaju tek kada je funkcija bubrega znacajno pogorsana,
HBI ¢esto brzo napreduje do terminalnog stadijuma, kada je neophodno primeniti neku od
metoda zamene bubrezne funkcije [175]. Transplantacija bubrega je danas metoda izbora za
leCenje poremecaja koji su posledica HBI. Ona omogucava duZe prezivljavanje, rede
hospitalizacije 1 bolji kvalitet zivota pacijenata u odnosu na dijalizni tretman. Medutim, stopa
mortaliteta pacijenata sa transplantiranim bubregom je i dalje veéa u poredenju sa opstom
populacijom. Pacijenti sa transplantiranim bubregom imaju u odnosu na populaciju zdravih
35-50% vecu ucestalost kardiovaskularnih komplikacija i oko 4 puta veéi rizik za smrtni
ishod [1]. Pored toga, transplantaciju bubrega karakteriSu brojne komplikacije koje su
udruzene sa: hiruskom traumom u toku operacije, ishemijsko — reperfuzionim oste¢enjem
grafta 1 nemoguénoséu da se u potpunosti zadovolje funkcionalni zahtevi organizma.
Toksi¢ni 1 neZeljeni efekti imunosupresivnih lekova dodatno pogorSavaju kvalitet Zivota

pacijenata u post—transplantacionom periodu i skra¢uju Zivot transplantiranog organa [1 - 3].

6.1. Uloga genetskih faktora u nastanku i progresiji hroni¢ne bubreZne

insuficijencije

Patofizioloski mehanizmi 1 faktori rizika nastanka HBI, nisu u potpunosti razjasnjeni
uprkos rastu¢em procentu prevalence u svetu. IstraZivanja sprovedena poslednjih godina
usmerena su ka identifikaciji genetskih faktora koji doprinose nastanku HBI [176]. Ipak,
patogenezi i progresiji HBI i ESRD doprinose faktori Zivotne sredine, interakcija izmedu
zivotne sredine 1 gena, ali 1 netradicionalni faktori, kao Sto su oksidativni stres, inflamacija 1
imuni procesi. Medutim, razmatranje genetskih faktora 1 njihove povezanosti sa ostalim
faktorima rizika koji doprinose razvoju HBI, pruzi¢e bolju osnovu za razumevanje
patofizioloSkih mehanizama, izdvojiti pojedince sa rizikom za nastanak HBI, omoguci¢e ranu
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dijagnozu 1 usporiti progresiju bolesti, ili u najboljem slucaju spreciti njen nastanak. Pojedini
geni mogu indirektno doprineti razvoju HBI 1 ESRD, ostvarujuéi svoju ulogu u patogenezi i
progresiji hipertenzije, gojaznosti i DM [175]. Posebna vaznost ovih istrazivanja lezi u
¢injenici da u pojedinim sluc¢ajevima insufucijencija grafta ima isti patofizioloSki mehanizam,
koji se nalazi u osnovi nastanka HBI.

Znacaj polimorfizma A6986G u genu za CYP 3A5 pokazan je nakon transplantacije
bubrega, jer je znacajan prediktor dnevne doze takrolimusa. Funkcinalno aktivan CYP 3A5
protein (nosioci *1/*1 ili *1/*3 genotipa) pored GIT —a i jetre, nalazi se i na nivou bubrega,
gde ima potencijalnu ulogu u regulaciji krvnog pritiska, vrsec¢i biotransformaciju kortizola u
6-B-hidroksikortizol. Pretpostavlja se da je ekspresija CYP3AS gena udruzena sa fenotipom
odgovornim za zadrzavanje natrijuma, Sto je korisno u predelima sa veoma toplom klimom u
cilju odrzavanja zapremine vode i elektrolita. Medutim, isti fenotip moze doprineti razvoju
hipertenzije, oblika koga karakteriSe povecano zadrzavanje natrijuma i koji je Cest kod
pripadnika crne rase [177]. Predpostavlja da bi CYP 3A5 mogao biti ukljuen u
patofiziologiju HBI, pre svega zbog cCinjenice da hipertenzija predstavlja drugi najvazniji
faktor rizika za nastanak HBI [177, 178]. Ipak, zbog nedovoljnog broja studija sprovedenih
na ljudima, ova hipoteza jo$ uvek nije potvrdjena. Rezultati ovog istraZivanja su pokazali da
nema statisticki znacajne razlike u ucestalosti CYP 3A5 *1 alela medu pacijentima sa
transplantiranim bubregom i zdravim ispitanicima (Grafikon 1). Shodno tome, dobijeni
rezultati pokazuju da ne postoji povezanost ispitivanog polimorfizma CYP 3A5 gena sa
nastankom HBI i/ili ESRD u ispitivanoj populaciji. Dodatno, Coto i sar. su ispitivali
povezanost genske varijabilnosti CYP 3AS5 gena i pojavu hipertenzije u trudno¢i, ali dobijeni
rezultati nisu potvrdili postavljenu hipotezu [179].

Ucestalost brojnih SNP u velikoj meri zavisi od etnicke pripadnosti. Ovo je znacajno
sa aspekta povezanosti genskih polimorfizama i odredenih oboljenja ili farmakokinetike i
farmakodinamike nekog leka u okviru jedne populacije dok kod drugih ta povezanost nije
znacajna [76]. Prethodna istrazivanja su pokazala izrazenu etnicku zavisnost ucestalosti
CYP3AS5*1 alela. U Kavkaskoj populaciji (bela rasa) ispitivani alel je prisutan sa ucestalo$¢u
od 5 — 15 % [76], §to je u skladu sa rezultatima ovog istraZivanja (pacijenti 7,1 %, kontrole
5,7 %). U ostalim populacijama, ispitivani alel je prisutan sa ucestalos¢u od 45 - 73% u Afro
— americkoj populaciji (crna rasa), 15% kod Japanaca, 27 - 35% kod Kineza, 30% kod
Koreanaca, 25% kod Meksikanaca, 27% kod Marokanaca 1 26% kod Brazilaca [76, 91, 180 -

182]. Kod Evropljana, studije populacione genetike pokazale su procentualnu ucestalost CYP
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3A5 *1 alela: 5,6 % kod Grka, 6% kod Britanaca, 7,9% kod Finaca, 8,3% kod Holandana i
13% kod Francuza [183 - 187]. Dodatno, odredivanje CYP3AS5 genotipa kod pripadnika crne
rase moze biti otezana usled prisustva CYP3A5*6 1 *7 alela. Njihova ucestalost je 10 — 20%,
pri ¢emu ovaj fenomen nije prisutan kod drugih populacija [188].

Pored CYP 3A5, studije su ispitivale znacaj polimorfizama ABCB1 gena (kodira
PGP) kod pacijenata sa HBI i transplantiranim bubregom. Nosioci TT genotipa, tri najcesce
ispitivana polimorfizma, C3435T, G2677T i C1236T, pokazuju nizu aktivnost PGP, pri cemu
se prakti¢ni znacaj ovih nalaza ogleda u smanjenoj eliminaciji lekova van ¢elija [76, 91, 189].
U istrazivanju sprovedenom kod pacijenata sa HBI, ABCB1 C3435T polimorfizam korelirao
je sa bubreznom funkcijom i krvnim pritiskom u dvema kineskim populacijama. Naime,
pacijenti sa TT genotipom pokazali su poveéan rizik za HBI, ve¢i sistolni i pulsni krvni
pritisak. Narocit znacaj ispitivanog polimorfizma pokazan je u starijoj populaciji pacijenata
sa HBI 1 ve¢im rizikom za progresiju HBI i hipertenziju [190]. Eap i sar. su pokazali da
CYP3AS5 i ABCBI genski polimorfizmi imaju udruzeni efekat na krvni pritisak 1 menjaju
odgovor na terapiju lizinoprilom. Autori su pokazali da nosioci istovremeno CYP 3AS5 *1 i
ABCBI 3435T alela ispoljavaju antagonisticki efekat na krvni pritisak. CYP 3AS povecava
tubularnu reapsorpciju natrijuma, dok je najverovatniji mehanizam kojim PGP uti¢e na krvni
pritisak interakcija natrijum / renin — angiotenzin — aldosteron sistem. Naime, prisustvo 3435
T 1 2677T alela udruzeno je sa povecanim krvnim pritiskom [191]. Dodatno, isti autori su
pokazali da ispitivani polimorfizmi menjaju odgovor na terapiju lizinoprilom, koji se ne
metabiliSe putem CYP 3AS5 i nije substrat za PGP. Ovo potvrduje hipotezu da ispitivani
polimorfizmi ispoljavaju efekte na RAAS, ali ne posredstvom primenjene antihipertenzivne
terapije [191]. Medutim, pored ovih nalaza jo§ uvek nema cvrstih dokaza o uticaju ABCBI1
3435 polimorfizma na patofiziologiju krvnog pritiska i1 progresiju HBI. Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su da ne postoji razlika u ucestalosti genotipova i alela ABCB1 C3435T
polimorfizma izmedu pacijenata sa transplantiranim bubregom i zdravih ispitanika (Grafikon
2).

Zastupljenost alela ispitivanog ABCBI1 polimorfizma bila je u skladu sa prethodno
dobijenim rezultatima medu evropskim populacijama [192, 193]. Ucestalost C i T alela u
turskoj populaciji bila je 58,5%, odnosno 41,5% kod zdravih ispitanika [194]. Ispitivanja
sprovedena u kineskoj populaciji pokazala su izrazenu varijabilnost u ucestalosti alela
C3435T polimorfizma [192-195]. U radu Balram 1 sar., zastupljenost C alela medu razli¢itim
azijskim populacijama bila je: 46% (39 — 53%) kod Kineza, 48 % (42 — 55%), kod Malezena
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138% (31 — 45%) kod Indijaca [196]. Ipak, ima studija sa znatno ve¢om ucestalos¢u C alela
[192, 195]. U istrazivanjima sprovedenim kod pripadnika africkih nacija i Afro — amerikanca,
ucestalost C alela bila je izuzetno visoka, preko 80%. [197].

Polimorfizmi gena enzima antioksidativne zaStite mogu imati znacaja kod bolesti,
koje su udruzene sa povecanim oksidativnim stresom, poput malignih bolesti, DM,
Alchajmerove i drugih neurodegenerativnih bolesti, KV bolesti i HBI. Literaturni podaci
pokazuju da je Ala alel, Ala -9Val polimorfizma u genu za SOD2, udruzen sa veom
mitohondrijalnom aktivno$¢u SOD i time doprinosi boljoj zastiti od oksidativnog ostecenja,
Sto za posledicu moze imati povoljniji efekat na progresiju bolesti, uklju¢uju¢i 1 HBI [198].
Rezultati sprovedenog istrazivanja nisu pokazali razliku u ucestalosti alela i genotipova
SOD2 Ala -9 Val genskog polimorfizma izmedu pacijenata sa transplantiranim bubregom i
zdravih ispitanika (Grafikon 3). Dobijeni rezultat ukazuje da ispitivani polimorfizam nije
nezavisan faktor rizika za nastanak HBI, koja je inace 1 dovela do transplantacije organa. U
skladu s ovim rezultatima, Crawford i sar. su pokazali da ispitivani SOD2 polimorfizam nije
udruZen sa nastankom HBI [199]. Medutim, ista grupa autora je pokazala da su nosioci Val
alela suoCeni sa izrazenijom progresijom HBI u poredenju sa nosiocima Ala / Ala genotipa
[144]. Pretpostavlja se da brza progresija HBI kod nosioca Val alela moZze biti udruZzena sa
postoje¢om vaskularnom bolesc¢u i/ili DM, koji su primarni uzroci HBI, $to je slucaj kod 22
odnosno 37% pacijenata, koji boluju od ove bolesti [144].

Pored SOD2, i GPX1 Pro 200 Leu polimorfizam moZe imati znacaja u bolestima
udruzenim sa povec¢anim oksidativnim stresom. Medutim, rezultati istraZivanju nisu potvrdili
uticaj ispitivanog polimorfizma na nastanak HBI (Grafikon 4). Prethodna istraZivanja su
pokazala da smanjena bubrezna funkcija kod pacijenata sa HBI moze biti udruzena sa Leu /
Leu genotipom, ali konkretni polimorfizam ne utice na progresiju bolesti [199].

Genski polimorfizam u genu za KAT, koji se karakteriSe supstitucijom C > T u
poziciji —262 (rs1001179) od pocetnog mesta transkripcije, je najceSce ispitivan SNP ovog
gena. Medutim, ima studija koje nisu pokazale povezanost sa bubreznom funkcijom ili
progresijom HBI [151]. Suprotno, Hishida 1 sar. su pokazali da su nosioci dva T alela umesto
jednog imali smanjen rizik za razvoj HBI [200]. Glutation — S - transferaza M1 (GST M)
,,null” alel je posledica polimorfizma, koga karakteriSe delecija u GST M1 genu i udruZen je
sa izrazenom progresijom HBI usled smanjenog antioksidativnog kapaciteta. Naime, pacijenti
na hemodijalizi, koji su homozigoti za GST M1 ,,null” alel imaju povecan rizik od smrtnog

ishoda u poredenju sa ostalim pacijentima [201].
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Pored ispitivanih polimorfizama u ovoj studiji, polimorfizmi u genu za ACE, vitamin
D receptor (VDR), PXR 1 ne — miSi¢ni miozin IIA teski lanac (MYH9) mogu imati uticaja na
nastanak i/ili progresiju HBI [175]. Polimorfizmi u VDR genu mogu uticati na bubreznu
funkciju i krvni pritisak. Medutim nema ubedljivih dokaza, koji bi potvrdili ovu povezanost.
Pored toga, FoklI genski polimorfizam (rs10735810) VDR udruzen je sa DM, koji predstavlja
glavni faktor rizika za nastanak HBI, pri cemu njegov efekat na bubreznu funkciju moze biti
posredan. Yokoyama i sar. su pokazali da viSe koncentracije 1,25 - dihidroksivitamina D
mogu biti udruzene sa ranijim stadijumom HBI medu pacijentima sa DM tip 2. Ispitivani
polimorfizam nije pokazao povezanost sa odgovaraju¢im stadijumom HBI, ali jeste sa
koncentracijom vitamina D [202]. Pored toga, rezultati randomiziranih klini¢kih studija su
pokazali da agonisti VDR mogu imati renoprotektivan efekat kod ljudi [203 - 205]. Humani
PXR gen nije razmatran u kontekstu povezanosti sa krvnim pritiskom i/ili bubreznom
funkcijom, medutim njegova uloga u regulaciji ekspresije ABCB1 1 CYP 3A5 gena, ucesce u
metabolizmu steroidnih hormona, efekat na lipidni i energetski metabolizam, efekat na proces
inflamacije, kao i interakcija sa VDR ukazuje da PXR moze imati znacajnu ulogu u
bubreznoj bolesti [175].

Dodatno, genetski faktori u odredenom stepenu mogu objasniti pojavu komplikacija
koje prate transplantaciju bubrega i upotrebu imunosupresivnih lekova u ranom 1/ ili kasnom
post—transplantacionom periodu. Naime, SNP su prisutni u genima, koji kodiraju enzime
odgovorne za metabolizam lekova, efluks pumpe 1 ciljna mesta delovanja lekova [76], ali i u
genima enzima antioksidativne zastite organizma [145]. Ovo je od posebne vaznosti, jer je
poveceni oksidativni stres udruzen sa razvojem brojnih komplikacija nakon transplantacije
organa, naroCito u ishemijsko — reperfuzionom oste¢enju, odloZenoj funkciji grafta, ali 1

akutnom 1 hroniénom odbacivanju presadenog organa [120,145].

6.2. Mesto takrolimusa u savremenim imunosupresivnim protokolima

Transplantacija bubrega je nesumnjivo metoda izbora za le¢enje poremecaja koji su
posledica HBI, bez obzira na etiologiju HBI ili genetsku osnovu, koja doprinosi njenom
nastanku i/ili progresiji. Medutim, znaCajan napredak u transplantaciji organa, nacinjen
tokom protekle dve decenije, moze se pripisati uvodenju KNI u klini¢ku praksu i njihovim

pozitivnim efektima na stopu prezivljavanja grafta. Oni istovremeno mogu ispoljiti
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dugoro¢nu nefrotoksicnost, koja vodi ka insuficijenciji 1 smrti presadenog organa i odatle
postoji stalna teznja za prevazilazenjem ove barijere.

Takrolimus je osnova veéine savremenih imunosupresivnih protokola u svetu [62].
Medutim, postoje nastojanja da se i takrolimus zameni novim, jednako efikasnim i
bezbednijim imunosupresivnim agensom, ali dosadasnji pokusaji su imali ogranic¢en uspeh.
Uprkos ocekivanjima u prethodnim godinama da ¢e sirolimus u potpunosti zameniti CsA 1
takrolimus, sprovedene randomizirane studije to nisu pokazale. Nezeljeni efekti ogranicavaju
upotrebu SRL, a kod 30 — 50% pacijenata dolazi do prekida terapije. On moze prouzrokovati
GIT tegobe, hiperpireksiju, periferne edeme, anemiju, trombocitopeniju, povisene vrednosti
serumskih lipida, elektrolitni disbalans (hipokalijemiju 1 hipofosfatemiju), bolove u
zglobovima, stomatitis, dispneju, kasalj, infektivne bolesti i probleme sa kozom. Jedan od
najozbiljnijih nezeljenih efekata je SRL — izazvan intersticijalni pneumonitis, za koji je
pokazano da je udruzen sa poviSenom dozom i nivoima leka [33,206]. lako se SRL smatra
ne-nefrotoksi€énim imunosupresivnim lekom, njegova primena moZze pogorsati KNI
nefrotoksi¢nost i dovesti do vece ucestalosti odlozene funkcije grafta, kada se poredenje vrsi
sa drugim klasama lekova. Osim toga, prevodenje pacijenta sa KNI na SRL moze biti
praceno proteinurijom de novo [32]. ,,ELITE-SYMPHONY "’ studija je pokazala da rezimi sa
indukcijom daklizumabom, MMF - om, kortikosteroidom i niskom dozom takrolimusa
obezbeduju adekvatnu imunosupresiju sa boljom bubreznom funkcijom i manjom stopom
akutnih epizoda odbacivanja u poredenju sa protokolom koji je uklju€ivao indukciju
daklizumabom sa niskom dozom CsA ili niskom dozom SRL. Dodatno, rezimi sa niskom
dozom takrolimusa obezbeduju bolje prezivljavanje transplantiranog organa u odnosu na
rezime sa standardnom dozom CsA ili niskom dozom SRL [207]. Nasuprot tome,
,CONVERT” studija je pokazala da konverzija pacijenata sa KNI na SRL, kod vrednosti
GFR ve¢im od 40 mL/min, doprinosi vecoj stopi preZivljavanja transplantiranog organa i
pacijenata, pri ¢emu je poredenje vrSeno sa odgovarajuéim pacijentima na terapiji KNI.
Studija nije pokazala znacajnu razliku u stopi akutnih epizoda odbacivanja potvrdenih
biopsijom 1 u urinarnoj ekskreciji proteina medu ispitivanim grupama. Medutim, incidenca
maligniteta bila je niza u SRL grupi. Ova studija je ukljucila 830 pacijenta, koji su
randomizacijom rasporedeni u dve grupe: pacijenti kojima je izvrSena konverzija KNI sa SRL
1 pacijenti koji su nastavili sa primenom KNI (takrolimus ili CsA). Poredenje parametara je

vrSeno nakon 12 1 24 meseca od trenutka konverzije [208].
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Takode, everolimus, analog SRL sa boljim farmakokinetickim osobinama, predstavlja
potencijalnu zamenu KNI u imunosupresivnim protokolima nakon transplantacije bubrega.
,ZEUS’’ studija je pokazala prednost everolimusa u odnosu na CsA u pogledu postizanja
boljih vrednosti GFR, dok je stopa smrtnosti presadenog organa bila uporediva izmedu
pacijenata na everolimusu 1 CsA. Studija je sprovedena metodom randomizacije, pri ¢emu je
deo pacijenata ukljuc¢enih u studiju posle 4,5 meseci preveden sa terapije CsA na terapiju
everolimusom, dok su ostali pacijenti nastavili sa primenom CsA. Nakon 12 i 36 meseci od
pocetka studije izvrSena su poredenja odgovaraju¢ih parametara. U grupi pacijenata na
everolimusu doslo je do istovremenog povecanja stope akutnih epizoda odbacivanja. Pored
toga, primena everolimusa bila je povezana sa povisenim vrednostima srednjih koncentracija
lipida, povecanom urinarnom ekskrecijom proteina i smanjenim vrednostima koncentracije
hemoglobina, kao i povecenom ucestaloscéu dijareje. [209,210].

Pored everolimusa, oc¢ekivanja su velika kada je re¢ o belataceptu 1 alemtuzumabu.
Dve velike multicentricne studije III faze klinickog ispitivanja, ,,BENEFIT-EXT’ i
,BENEFIT’, pokazale su da je upotreba belatacepta udruzena sa poboljSanjem funkcije
transplantiranog bubrega u toku 12 meseci primene u poredenju sa CsA [211,212]. Medjutim,
posle 3 godine pracenja pacijenata, obe studije su pokazale slicno poboljSanje funkcije
presadenog organa i stopu akutnog odbacivanja kada se porede belatacept i CsA [9,213,214].
Goring i sar. su pokazali da je poboljSanje bubrezne funkcije nakon transplantacije sli¢no kod
primene CsA, takrolimusa 1 belatacepta, dok je stopa akutnih epizoda odbacivanja bila veca
kod primene CsA 1 belatacepta. Dodatno, belatacept je dao bolje rezultate u pogledu
prezivljavanja transplantiranog organa, preZivljavanja pacijenta i poboljSanja bubreZzne
funkcije, dok je takrolimus pokazao bolje rezultate u odnosu na akutno odbacivanja grafta
[215].

Indukcijom alemtuzumabom omogucuje se povlacenje KNI iz imunosupresivnih
protokola u kratkom do srednje - dugom periodu nakon transplantacije. Medutim, terapija
odrZzavanja bazirana na primeni KNI se pokazala efikasnijom u odnosu na alternativu.
Medutim, kombinovana primena alemtuzumaba 1 takrolimusa pokazala se korisnom u
pogledu kratkoro€nog prezivljavanja transplantiranog bubrega i pacijenta, sa manjom stopom
akutnih epizoda odbacivanja i smanjenjom incidencom virusnih komplikacija [47,48]. Pored
toga, Sutherland 1 sar. su pokazali da uvodenjem alemtuzumaba u indukcioni protokol,
konverzija pacijenata sa takrolimusa na SRL prolazi bez nezeljenih efekata i povecane

incidence akutnog odbacivanja, §to nije bio slucaj sa prethodnim protokolima [41].
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Gledano hronoloski, savremeni rezimi bazirani na KNI obezbeduju manje
koncentracije leka u organizmu nego nakon njihovog inicijalnog uvodenja u klinicku praksu.
U skladu s tim, minimizacija izlaganja KNI, a prema tome i takrolimusa je korak koji
doprinosi boljem bezbedonosnom profilu u kasnijim periodima nakon transplantacije
bubrega.

Sharif 1 sar. su u meta analizi, koja je obuhvatila 11337 pacijenata u 56
randomiziranih klinickih studija, uporedili prednosti razli¢itih protokola u odnosu na
standardni protokol sa KNI [34]. Retrospektivno su uporedivani rezimi potpune eliminacije
KNI iz protokola, rezimi minimiziranja KNI (rezimi koji su ukljucivali primenu doznih
rezima KNI, koji su trebali da omoguce nizu optimalnu koncentraciju leka u poredenju sa
standardnim protokolom), kao i rezimi sa odloZenim uvodenjem KNI (KNI se ne uvodi prvog
dana nakon transplantacije, ve¢ kasnije u toku prve nedelje). Analiza je pored protokola s
KNI ukljucivala 1 protokole s drugim imunosupresivnim lekovima: SRL, everolimus,
belatacept, tofacitinib, FTY720, sotrastaurin i alemtuzumab. Studije sa takrolimusom, (20) i
CsA (35) i 1 studija koja je ukljucivala oba KNI, koris¢ene su kao kontrola prilikom analize.
Rezultati ove metaanalize ukazuju da rezimi minimiziranja KNI imaju prednost u odnosu na
standardni (kontrolni) rezim KNI u pogledu sveobuhvatne slabosti transplantiranog bubrega,
odloZzene funkcije transplantiranog organa, poboljSanja bubrezne funkcije i stope pojave
PTDM, dok u pogledu stope mortaliteta nije bilo razlike. Rezimi sa potpunom eliminacijom
KNI iz imunosupresivnog protokola, kao 1 reZzimi koji su ukljucivali kombinaciju mTOR
inhibitora i MMF nisu pokazali prednost u pogledu bubrezne slabosti i stope mortaliteta u
odnosu na kontrolne reZime. Protokoli koji su ukljuc¢ivali odlozeno uvodenje KNI pokazali su
poboljSanje bubrezne funkcije, ali ne 1 prednosti u pogledu bubrezne slabosti i1 stope
mortaliteta u poredenju sa standardnim protokolima. Pored toga, standardni reZimi se nisu
razlikovali u stopi epizoda odbacivanja u poredenju s rezimima koji su ukljucivali
minimiziranje KNI, odloZzeno uvodenje KNI, kombinaciju mTOR inhibitora i MMF i
kombinaciju MMF 1 novih imunosupresiva (belatacept ili tofacitinib). Meta — analiza je
pokazala sveobuhvatnu prednost KNI - minimizacionih rezima (engl. CNI-
sparing/minimization strategies), ali ne i protokola bez KNI, u odnosu na standardne
protokole s KNI, $to ukazuje da ¢e takrolimus biti osnova imunosupresivne terapije nakon
transplantacije bubrega i u godinama koje slede [34]. Pacijentima, uklju¢enim u ovo

istrazivanje, takrolimus je bio uveden petog post—transplantacionog dana, $to je smanjilo rizik
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za nastanak ranih neZeljenih efekata imunosupresivne terapije, poput akutne nefrotoksi¢nosti
i PTDM.

Klinicka primena takrolimusa karakteriSe se malim terapijskim indeksom 1 izrazenom
interindividualnom varijabilno$¢u u farmakokinetici leka. Ova varijabilnost moze dovesti do
smanjene efikasnosti leka i akutnog odbacivanja presadenog organa ili do prekomerne
imunosupresije, koja moze biti potencijalno vrlo opasna i rezultirati nezeljenim efektima 1
ispoljenom toksicnosc¢u leka. U skladu s tim, primena TDM je neophodna u cilju smanjena
toksic¢nosti 1 poboljSanje efikasnosti leka [55,58]. Medutim, uvodenje potentnih indukcionih
agenasa u imunosupresivne protokole nakon transplantacije bubrega, umanjilo je znacaj
postizanja adekvatnih koncentracija KNI, kada se razmatranje vrsi u pogledu pojave akutnog
odbacivanja ili ispoljavanja toksi¢nosti [58,59]. Pored toga, nedavno se na trziStu pojavio
preparat takrolimusa, koji se za razliku od standardnog preparata, karakteriSe modifikovanim
oslobadanjem lekovite supstance iz farmaceutskog oblika i primenjuje jednokratno Ovaj
preparat omogucuje sporiju resorpciju takrolimusa 1 15 % manju ukupnu ekspoziciju leka,
nakon konverzije sa standardnog preparata leka (konverzija: 1 mg za 1 mg novog leka). Ovaj
preparat je razvijen u cilju povecanja komplijanse pacijenata, koja je naroCito vazna kod
primene lekova sa malim terapijskim indeksom [61].

Nedavno su eksperti u oblasti nefrologije predstavili nove ciljne vrednosti
koncentracije CO leka u zavisnosti od post—transplantacionog perioda. Rezultati koncenzusa
ukazuju da bi koncentracija CO takrolimusa trebala biti u slede¢em opsegu: od 10 do 15 ng /
mL, u toku prva tri meseca, od 8 do 12 ng / mL izmedu 6 1 121 od 5 do 10 ng / mL u periodu
nakon prve godine posle transplantacije bubrega [216]. Pacijenti, uklju€eni u ovo istrazivanje,
imali su izmerene koncentracije CO takrolimusa, koje su bile u skladu sa ovim preporukama
(Tabela 4). Medutim, odredeni pacijenti mogu biti izloZeni neZeljenim efektima ili smanjenoj
efikasnosti terapije pri optimalnim koncentracijama takrolimusa, §to ukazuje da su

neophodne dodatne studije faktora varijabilnosti farmakokinetike i farmakodinamike leka.

6.3. Znacaj genskih polimorfizama CYP 3A5 A6986G i ABCB1 C3435T kod

pacijenata sa transplantiranim bubregom

Prethodne studije su pokazale da su genetski faktori, demografski faktori 1 interakcije lekova
vazni prediktori varijabilnosti u farmakokinetici takrolimusa [56,69]. Polimorfizam A6986G

u genu za CYP 3AS5 izoenzim je oznacen kao glavna determinanta farmakokineticke
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varijabilnosti takrolimusa [76]. Nosioci CYP 3A5 *3/*3 genotipa, imaju uces¢e CYP 3AS5
izoenzima u ukupnom sadrzaju CYP 3A frakcije od 4,2% u jetri, odnosno od 2,7% u
jejunumu, $to prakti¢no znaci da ovi pojedinci ne eksprimiraju izoenzim (ne — ekspresori).
Medutim kod heterozigota, nosioca CYP 3A5*1/*3 genotipa, doprinos ovog izoenzima
ukupnom sadrzaju CYP 3A frakcije je 50% u jetri 1 61% u jejunumu [217]. U skladu s tim,
rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da su nosioci CYP 3AS5 *1/*3 genotipa zahtevali
veée doze leka u razli¢itim periodima nakon transplantacije bubrega u poredenju sa
nosiocima CYP 3AS5 *3/*3 genotipa (Tabela 5). Dodatno, pacijenti sa CYP 3A5 *1/*3
genotipom imali su manje vrednosti CO/D takrolimusa u poredenju sa nosiocima CYP3AS5
*3/*%3 genotipa (Tabela 7). Dobijeni rezultati su u skladu sa prethodno sprovedenim
istrazivanjima, koja su pokazala da konkretni polimorfizam uti¢e na dozu i izlozenost
takrolimusa. Naime, nosioci CYP 3AS5 *1 alela zahtevali su vece doze leka u cilju odrzavanja
njegove koncentracije u krvi u terapijskom opsegu [76, 87, 91, 218, 219, 220]. Medutim,
prethodne studije su uglavnom ispitivale uticaj ovog polimorfizma na farmakokinetiku
takrolimusa u ranom periodu nakon transplantacije i/ili u toku prve godine nakon
transplantacije bubrega, istiCuci njegov potencijalni znacaj u odredivanju inicijalne doze leka
[76,221,222, 223]. «TacTic” (engl. TACrolimus in renal transplantation individualization
through pharmacogeneTIC) je multicentricna, randomizirana, kontrolisana studija
sprovedena u Francuskoj, koja je ispitivala znacaj uvodenja genotipizacije CYP 3AS5 u
klinicku praksu. U njoj je uCestvovalo 280 pacijenata sa transplantiranim bubregom de novo,
koji su bili podeljeni u dve grupe: sa standardnom pocetnom dozom takrolimusa (0,1 mg / kg
dva puta u toku dana) i po¢etnom dozom baziranom na CYP 3A5 genotipu (0,075 ili 0,15 mg
/ kg dva puta u toku dana, kod ne — ekspresora i ekspresora, naizmeni¢no). Rezultati TacTic
studije su pokazali da doziranje bazirano na CYP 3AS5 genotipu omogucava da veci procenat
pacijenata postigne Zeljene koncentracije takrolimusa unutar tri dana od zapo€injanja terapije
u poredenju sa standardnim doziranjem (43,2 % prema 29,1 % pacijenata). Dodatno, u grupi
pacijenata sa genotip baziranim doziranjem takrolimusa, bio je neophodan manji broj
prilagodavanja doza u cilju postizanja Zeljenih koncentracija leka. U skladu s tim, doziranje
prilagodeno CYP 3A5 genotipu pacijenta moze spreciti ranu nedovoljnu ili prekomernu
izlozenost takrolimusu. Medutim, studija nije pokazala razlike u pogledu ucestalosti akutnog
odbacivanje grafta, odloZzene funkcije grafta ili ispoljavanje toksi¢nosti leka. Razlog ovome
moze biti ¢injenica da su veéina pacijenata ukljucenih u ovo istraZzivanje primili indukcionu

terapiju sa ATG 1 visokim pocetnim dozama MMF [223]. Na osnovu rezultata TacTic studije,
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Hesselink 1 sar. smatraju da doziranje takrolimusa bazirano na CYP 3AS5 genotipu, moze biti
znacajno kod pacijenata sa normalnim do visokim imunoloskim rizikom, kada se takrolimus
uvodi prvog dana nakon transplantacije, ali ne i kod odlozenog uvodenja leka, $to je bio
slu¢aj sa ovom studijom [62].

Medutim, sprovedeno istrazivanje je pokazalo da polimorfizam u genu za CYP 3AS5
moze ispoljiti uticaj na farmakokinetiku takrolimusa u dugoronom periodu nakon
transplantacije, $to je od posebnog znacaja u razmatranju efekata njegove hronicne
izlozenosti. Glowacki 1 sar. su takode pokazali uticaj ispitivanog polimorfizma na
farmakokinetiku takrolimusa dve godine nakon transplantacije bubrega, isticu¢i manje
vrednosti CO/D ekspresora u poredenju sa ne - ekspresorima. Pored toga, isti autori su
pokazali da samo genotip primaoca ima uticaja na farmakokineticke parametre, ali ne i
genotip donora [224]. Dodatno, Wu i sar. su pokazali da prisustvo CYP 3A5 *1 alela moze
imati znacaja kod konverzije preparata takrolimusa, koji se primenjuje dva puta dnevno, na
preparat koji se primenjuje jednom dnevno. Ekspresori su pokazali manju varijabilnost u
izlozenosti leka nakon konverzije, §to moze biti od posebnog znacaja kod populacija sa
visokom ucestaloscu ekspresora [225].

Dodatno, znafaj CYP 3AS5 polimorfizma i1 njegov uticaj na farmakokinetiku
takrolimusa ispitivan je kod transplantacije jetre i srca. U radu Barrera-Pulido 1 sar. pokazano
je da nosioci CYP 3AS5 *1/*3 genotipa, koji su primili jetru CYP 3A5 *1/*3 donora, nisu
uspeli da dostignu minimalnu koncentraciju takrolimusa u krvi u ranom periodu nakon
transplantacije. Pored toga, isti pacijenti su zahtevali vece doze takrolimusa u periodu izmedu
30 1 60 dana nakon transplantacije u cilju odrzanja optimalne koncentracije leka u krvi [226].
Takode, Shi i sar. su pokazali da su nosioci CYP 3A5 *1 alela imali ve¢e zahteve u pogledu
doze leka 1 imali niZe vrednosti CO / D takrolimusa u odnosu na nosioce CYP 3AS *3/*3
genotipa nakon transplantacije jetre [227]. Takode, nosioci CYP 3AS5 *1/*3 genotipa
zahtevali su ve¢e dnevne doze takrolimusa u cilju odrZanja optimalne koncentracije leka u
krvi u poredenu sa ne — ekspresorima u toku prve godine nakon transplantacije srca
[228,229].

Prethodne studije su ispitivale doprinos ABCB1 3435 genskog polimorfizma
farmakokinetickoj varijabilnosti takrolimusa, ali su dobijeni rezultati kontradiktorni [76, 83,
91, 230,231]. Sprovedeno istrazivanje je pokazalo da su nosioci ABCB1 3435 TT genotipa
imali manju dnevnu dozu u prvih 6 meseci 1 vecu vrednost CO/D takrolimusa dve godine

nakon transplantacije bubrega u poredenju sa nosiocima ABCB1 3435 C alela, tj. ABCB1 CC
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1 ABCBI CT genotipa. Medutim, kada su iz ispitivanja iskljuceni nosioci CYP 3AS5 *1 alela,
uticaj ovog polimorfizma na dozu i CO / D odnos leka nestaje, Sto moze ukazati da efekat
ABCBI1 3435 polimorfizma nije nezavisan od CYP 3AS5 genotipa (Tabela 8 i Tabela 10).

Vedina istrazivanja nije pokazala razliku u dozi ili izloZenosti takrolimusa medu
nosiocima razli¢itih ABCB1 3435 genotipa [82, 231, 232]. Ipak, ima autora koji su pokazali
da je ABCBI1 3435 TT genotip udruzen sa smanjenom aktivnos¢u PGP i time smanjenom
eliminacijom takrolimusa van ¢elija [91, 230]. Naime, studije su pokazale znacaj ABCBI
3435 polimorfizma za farmakokinetiku leka u ranoj fazi, ali i 6 meseci nakon transplantacije
[95,233,234]. Li i sar. su pokazali da su nosioci ABCBI1 3435 CC genotipa imali nizu
vrednost CO / D takrolimusa u poredenju sa nosiocima CT / TT genotipa [235]. Pored toga,
Capron i sar. su pokazali 1,3 puta veée koncentracije takrolimusa u limfocitima kod nosioca
ABCBI 3435 T alela u poredenju sa nosiocima ABCB1 3435 CC genotipa [236]. Efekat PGP
na farmakokinetiku takrolimusa moze biti indirektan. Benet i sar. su pokazali da PGP moze
regulisati pristup takrolimusa do CYP3A izoenzima i na taj nacin spreava da kapacitet ovih
izoenzima bude nadvladan velikim koncentracijama leka u crevima [64]. Takrolimus se na taj
nacin ponovljeno resorbuje iz GIT-a, pri ¢emu ovo kontinuirano izlaganje leka moze dovesti
do efikasnijeg metabolizma. U skladu s tim, pacijenti sa fukcinonalno aktivnijim PGP, tj.
nosioci C alela ispitivanog polimorfizma ABCBI1 gena, imali bi izraZeniji metabolizam na
nivou GIT — a. Multivarijantna linearna regresiona analiza je pokazala da CYP 3AS
polimorfizam, ali ne ispitivani ABCBI1 polimorfizam, predstavlja nezavisan prediktor
izlozenosti leka (CO / D odnos) u toku dve godine nakon transplantacije bubrega (Tabela 11).
Ovaj efekat CYP 3AS polimorfizma, nezavisan je od doze kortikosteroida, pola i starosti
pacijenta.

Razli¢itom ucestalos¢u CYP 3A5 *1 alela medu populacijama mogu se objasniti
njihove razlike u farmakokinetickim parametrima takrolimusa medu tim populacijama
[62,76, 237]. Pripadnici crne rase imaju vecu zastupljenost CYP 3AS5 *1 alela, Sto se
minifestuje nizom bioraspolozivoscu takrolimusa 1 Cmax nakon oralne primene leka u
odnosu na belu rasu [71]. Pored toga, nosioci ABCB1 3435 T alela kod pripadnika bele rase
imaju vece koncentracije lekova, a samim tim 1 takrolimusa u plazmi, dok kod pripadnika
odredenih populacija u Aziji ovaj efekat CeS¢e vezan za C alel. Ovo moze ukazati na
mogucnost nasledivanja razli¢itih haplotipova kod ovih populacija [238].

Dodatno, metabolizam takrolimusa, posredovan putem CYP 3A moze se menjati pod

uticajem drugih lekova, kao §to su kortikosteroidi ili antigljivi¢ni lekovi, ali 1 pod uticajem

100



fizioloSkih poremecaja, poput uremije. Medutim, studije su pokazale da su potencijalnom
uticaju ovih faktora izloZeni pre svega CYP3AS ne — ekspresori [56,239,240,241].

Rezultati sprovedenog istrazivanja su pokazali da CYP 3AS5 polimorfizam predstavlja
nezavisan prediktor varijabilnosti u vrednostima eGFR medu pacijentima u toku dve godine
nakon transplantacije bubrega. Takode, rezultati su pokazali da nosioci CYP 3A5 *1/*3
genotipa imaju smanjenu funkciju bubrega u odnosu na ostale pacijente (Tabela 12).
Najverovatnije objasnjenje ovih nalaza je da nosioci CYP 3A5*1/*3 genotipa u poredenju sa
nosiocima CYP 3AS5 *3/*3 genotipa, kontinuirano zahtevaju veée doze takrolimusa, koje
dovode do progresivnog propadanja bubrezne funkcije u dugorotnom periodu nakon
transplantacije bubrega. Medutim, nije u dovoljnoj meri razjasnjeno kako vece doze leka
vode ka pogorSanju bubrezne funkcije, bez znacajne promene u CO leka. Moguée je da
objasnjenje ukljucuje metabolite leka, koji se u vecoj koli¢ini formiraju u jetri i potencijlno
izazivaju toksi¢ne efekte. Povecana hepati¢na 1 gastrointestinalna CYP 3A5 enzimska
aktivnost moze dovesti do veceg sistemskog klirensa leka i na taj nacin vecih zahteva u
pogledu dnevne doze leka, pri ¢emu istovremeno nastaju vece koli¢ine metabolita leka [241].
Oni mogu dospeti u transplantirani organ i izazvati KNI — udruzenu vazokonstrikciju arteriola
1 posledicno smanjenje bubrezne funkcije [52, 241]. Dodatno, uporedivane su vrednosti
eGFR 1 koncentracije serumskog kreatinina izmedu pacijenata sa razli¢itim genotipom za
CYP 3AS5 izoenzim posle 6, 12 i 24 meseca nakon transplantacije bubrega (Grafikon 5 i
Grafikon 6). Rezultati su pokazali da su pacijenti sa CYP 3A5 *1/*3 genotipom imali manje
vrednosti eGFR u poredenju sa nosiocima CYP 3AS5 *3/*3 genotipa, tek nakon dve godine
posle transplantacije bubrega. Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnom pretpostavkom da
kontinuirano vece doze takrolimusa mogu prouzrokovati izraZenije pogorSanje bubrezne
funkcije. Suprotno ovim rezultatima, vecina prethodno sprovedenih istraZzivanja nije pokazala
vezu izmedu ispitivanih polimorfizama i klinickih efekata takrolimusa, toksi¢nosti leka i/ili
efekata na smanjenje bubrezne funkcije [62, 89, 224]. Medutim u vecini prethodnih
slucajeva, period pracenja pacijenata bio je do jedne godine posle transplantacije bubrega [89,
224]. Ipak, ima autora koji su pronasli vezu izmedu toksi¢nih efekata takrolimusa 1 CYP 3A5
genotipa pacijenta, ukazujué¢i da nosioci CYP 3AS5 *1 alela, zbog ve¢ih zahteva u dnevnoj
dozi leka, imaju veéi rizk za razvoj takrolimus — udruZene nefrotoksi¢nosti nakon
transplantacije bubrega [241]. Pored toga, Chen 1 sar. su pokazali da CYP 3AS *1/*1 genotip

moze biti udruzen sa ¢es¢om pojavom akutnih epizoda odbacivanja, dok nosioce CYP 3A5
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*3/*3 genotipa karakteriSe izraZenija intersticijalna fibroza, intersticijalna inflamacija 1
tubularna vakuolarna degeneracija [242].

Osim efekta na bubreznu funkciju, smatra se da su CYP 3A5 i PGP ukljuceni u
patofiziologiju hipertenzije kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. U svom radu,
Hesselink i sar., su ukazali na povezanost CYP3AS5 *1/*3 genotipa 1 poviSenog krvnog
pritiska kod pacijenata sa transplantiranim bubregom na terapiji KNI [62]. Dodatno,
Ferraresso i sar. smatraju da CYP 3AS5 *1 alel doprinosi tezini hipertenzije u post-
transplantacionom periodu, bez obzira na period merenja. Studija je sprovedena kod
pacijenata na takrolimusu i CsA [243]. Medutim, ima podataka u literaturi, koji ne potvrduju
ovu hipotezu. Torio i sar. nisu pokazali da ispitivani polimorfizam CYP 3AS5 gena uti¢e na
nastanak post—transplantacione hipertenzije, iako je bilo razlika u visini krvnog pritiska
izmedu pacijenata sa razlicitim CYP 3AS5 genotipom [244]. Takode, istrazivanja nisu
pokazala udruzenost CYP 3A5 i ABCBI 3435 polimorfizama sa pojavom PTDM kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom [245].

Nedavno su Naesens i sar. pokazali da primena takrolimusa kod pacijenta nosioca
ABCBI 3435 TT genotipa, moze biti povezana sa poveéanim rizikom od hroni¢nog ostecenja
transplantiranog organa, koje se karakteriSe intersticijalnom fibrozom i tubularnom atrofijom.
Ovaj efekat je dodatno pojaCan, ako su i donori organa bili nosioci ABCB1 3435 TT
genotipa. Medutim, isti autori nisu pokazali da pomenuti polimorfizam uti¢e na
farmakokinetiku takrolimusa [246]. Ovakav rezultat navodi na pretpostavku da je efekat
ispitivanog polimorfizma na funkciju bubrega lokalan, uslovljen razli¢itom ekspresijom PGP,
a time 1 razli¢itim koncentracijama takrolimusa na nivou bubrega [246, 247].

Literaturni podaci pokazuju da postoje drugi genski polimorfizmi koji bi mogli biti od
znacaja za farmakokinetiku takrolimusa 1 njegovu klinicku primenu. CYP3A4*1B
polimorfizam (rs2740574) uklju¢uje A > G izmenu u poziciji — 392 u ,nifedipin —
specificnom elementu’’, koji se nalazi u 5’ - bo¢nom promotor regionu CYP3A4 gena i
udruzen je sa povecanom aktivno$c¢u izoenzima. Nosioci ovog polimorfizma zahtevaju vece
doze takrolimusa u cilju odrzanja optimalne imunosupresije, ali ovaj efekat se u uglavom
objasnjava kroz udruzenost prilikom nasledivanja sa CYP3A5*1 alelom. U skladu s tim,
genotipizacija CYP3A4*1B alela je nepotrebna sa klinickog aspekta [62,76].

U poslednje vreme, polimorfizam CYP3A4*22 (rs35599367, C>T) u intronu 6 se
razmatra kao potencijalni prediktor farmakokineticke varijabilnosti takrolimusa, koji bi

mogao uticati na doziranje takrolimusa. On se karakteriSe ucestaloS¢u od oko 5% u populaciji
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belaca. T alel se povezuje sa smanjenom ekspresijom iRNK i smanjenom CYP3A4
aktivnoS$cu, §to je pokazano u in vitro uslovima [248]. Dodatno, istrazivanja su pokazala da
nosioci T alela zahtevaju nize doze, kako bi odrzali optimalnu koncentraciju leka, pri cemu je
ovaj efekat nezavisan od CYP3AS5 genotipa [249]. Pored toga, pacijenti sa CYP3A5*1 alelom
1 CYP3A4%22 CC genotipom zahtevaju vece doze leka u odnosu na nosioce CYP3A5*1 i
CYP3A4#*22 T alela ili nosioce CYP3A5*3/*3 1 CYP3A4 *22 CC genotipa [249,250].
Medutim, studija Santoro i sar. nije potvrdila znacaj ovog polimorfizma za farmakokinetiku
takrolimusa [251].

Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) — CYP oksidoreduktaza (POR)
predstavlja elektron donor za enzime, koji pripadaju CYP monooksigenazama, ukljucujuci i
CYP3A i prema tome je znacajan za CYP - posredovanu oksidaciju lekova. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da postoji preko 100 SNP u genu za POR, koji mogu da uti¢u na
POR — CYP interakciju lekova 1 menjaju aktivnost CYP-a. Polimorfizam oznacen kao
POR*28 (rs1057868; C>T) dovodi do zamene alanina valinom u polozaju 503, ima ucestalost
od oko 28% 1 moze ispoljiti efekat na farmakokinetiku takrolimusa [62]. Naime, istrazivanje
je pokazalo da ekspresori za CYP3AS i nosioci POR*28 T alela imaju 25% vece zahteve u
pogledu doze leka u odnosu na CYP3AS ekspresore, koji su ujedno i nosioci POR*28 CC
genotipa. Pored zahteva za ve¢om dozom takrolimusa, nosiocima POR*28 T alela potrebno
je viSe vremena da dostignu Zeljenu koncentraciju leka, $to kao posledicu ima ¢esée ispoljenu
suboptimalnu imunosupresiju u ranoj fazi nakon transplantacije [98]. Medutim, POR*28
nema uticaja na koncentraciju takrolimusa kod pacijenata koji ne eksprimiraju CYP3AS5 [99].
Prema tome, prethodna istraZivanja su pokazala da POR*28 ima uticaja na CYP 3AS5
posredovani metabolizam takrolimusa, ali ne 1 na CYP 3A4 posredovani metabolizam leka
[62].

Humani PXR, kodiran od strane NR1I2 gena, je nuklearni transkripcioni faktor koji
reguliSe ekspresiju CYP3A i ABCBI1 gena. Nekoliko polimorfizama je identifikovano u
NRI1I2 genu, ali rezultati nisu bili konzistentni kada je u pitanju njihov uticaj na
farmakokinetiku takrolimusa. Dodatno, odsustvo ¢vrstih dokaza postoji 1 kod razmatranja
povezanosti farmakokinetike takrolimusa i1 polimorfizma CYP3A4*1G [62]. Obecavajucu
gensku determinantu CYP3A4 aktivnosti predstavljaju polimorfizmi u genu za PPARA.
Medutim, studije koje bi ispitivale efekte ovih polimorfizama na terapiju takrolimusom nisu

sprovedene do danas [62, 252]. Jacobson 1 sar. su pokazali da polimorfizmi u genu za KOMT
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mogu biti razmatrani kao potencijalni faktori, koji doprinose farmakokinetickoj varijabilnosti
takrolimusa [253].

U najvecoj meri, farmakogenetska istrazivanja su imala za cilj da pokazu uticaj
genskih polimorfizama na farmakokinetiku takrolimusa, dok je manji broj ispitivao efekte na
farmakodinamiku leka, molekularne procese u osnovi klinickih ishoda i same klinicke ishode,

narocCito u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega.

6.4. Parametri oksidativnog stresa, dimetilarginini i enzimski markeri

tubularnog osteéenja kod pacijenata sa transplantiranim bubregom i zdravih ispitanika

U toku prethodnih godina ucinjeno je znacajno poboljsanje u kratkoro¢nim ishodima
nakon transplantacije bubrega, uklju¢ujuéi prezivljavanje grafta i metabolicke poremecaje
udruzene sa uremijom. Medutim, uspeh je ograni¢en kada je re¢ o dugorocnim
komplikacijama 1 neZeljenim ishodima, poput povecanog oksidativnog stresa, KV
morbiditeta i mortaliteta i razvoja hroni¢ne nefropatije grafta [7, 52]. Ispitivanje i odredivanje
parametara i faktora koji doprinose pove¢anom oksidativhom stresu, ima narociti znacaj u
post—transplantacionom periodu, jer je pokazano da se u osnovi mnogih, ranih i kasnih,
komplikacija nakon transplantacije nalazi oksidativno oStecenje [120].

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazali su da pacijenti sa transplantiranim
bubregom imaju poveceni oksidativni stres u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije u
poredenju sa zdravim ispitanicima (Tabela 13, Tabela 15, Tabela 17). Dobijeni rezultat je u
skladu sa istrazivanjem Vostalova i sar. koji su pokazali da u toku prve nedelje nakon
transplantacije bubrega dolazi do znacajnog smanjenja nivoa oksidativnog stresa, ali da on
ostaje povisSen i1 u kasnijem post-transplantacionom periodu u poredenju sa zdravim
ispitanicima [5]. Poznato je da povecani oksidativni stres predstavlja rezultat neravnoteze
izmedu formiranja slobodnih radikala i1 antioksidativnih mehanizama organizma, $to vodi ka
nastanku 1 razvoju ateroskleroze, koja se nalazi u osnovi KV morbiditeta 1 moratliteta.
Dodatno, slobodni radikali svoje efekte ostvaruju direktno i/ ili kroz inaktivaciju i redukciju
NO bioraspoloZivosti, §to rezultira endotelnom disfunkcijom, koja se nalazi u osnovi KV
bolesti [7, 254].

lako, parametri odredeni u plazmi ukazuju na poviSen sistemski oksidativni stres kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom (Tabela 13), oni medusobno zna¢ajno ne koreliraju

(Tabela 14). Medutim, kako su eritrociti najbrojnije celije krvi, ¢iji su makromolekuli
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posebno osetljivi na delovanje slobodnih radikala, ispitivanje parametara oksidativnog stresa
u njima na odgovaraju¢i nacin reflektuje sistemsko oksidativno oste¢enje. Rezultati
sprovedenog istrazivanja su pokazali da je koncentracija TBARS u eritrocitima pacijenta sa
transplantiranim bubregom visa u poredenju sa kontrolama (Tabela 15). Pored toga,
vrednosti parametara antioksidativnog sistema u eritrocitima, SOD 1 GSH, bile su vise, dok
su GPX 1 GR bile nize kod pacijenata u poredenju sa kontrolama. Visa aktivnost SOD i
koncentracija GSH mogu biti rezultat kompenzatornog odgovora organizma na povecano
formiranje slobodnih radikala. Naime, dobijeni rezultat je u skladu sa nalazima Perez
Fernandez 1 sar., koji su pokazali da se aktivnost SOD povecava nakon transplantacije
bubrega [255]. Suprotno, Zahmatkesh i sar. su pokazali da je aktivnost SOD bila niza kod
pacijenata u poredenju sa kontrolama, dok razlike nije bilo u vrednosti GSH [256]. Medutim,
obe studije su bile sprovedene u prvih dve nedelje nakon transplantacije, Sto se prilicno
razlikuje u odnosu na period koji je obuhvatilo sprovedeno istrazivanje (3,45 + 2,48 godina).
Dodatno, povecana koncentracija GSH u eritrocitima kod pacijenata u odnosu na kontrole
moze biti rezultat smanjene aktivnosti GPX, koji se verovatno inaktivira u prisustvu veéih
koli¢ina vodonik — peroksida, suicidalnog substrata GPX enzima, formiranog u reakciji
dizmutacije superoksid anjon radikala [130]. Povecan oksidativni stres nalazi se u osnovi
ateroskleroze, za koje je potvrdeno da predstavlja znacajan faktor rizika KV morbiditeta i
mortaliteta, ali i hroni¢ne nefropatije grafta [120]. U skladu s tim, korelaciona analiza je
pokazala da pacijenti sa viSim vrednostima TBARS u eritrocitima imaju nizu eGFR, §to moze
da ukaZe da se u osnovi CAN i / ili moguceg odbacivanja nalazi pove¢an oksidativni stres
(Tabela 16).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da pacijenti sa transplantiranim bubregom
imaju znacajno viSe vrednosti ADMA i1 SDMA u poredenju sa zdravim ispitanicima
(Grafikon 7). Prethodne studije su pokazale da koncentracije dimetilarginina znacajno rastu
neposredno nakon transplantacije bubrega, najverovatnije zbog: povecane degradacije
metilovanih proteina u toku operacije i/ili katabolickog efekta kortikosteroida [257, 258],
ishemijsko — reperfuzionog oStecenja, hiperglikemije i/ili oksidativnog stresa u ranom
periodu nakon transplantacije, koji mogu smanjiti aktivnost DDAH [257, 259, 260]. Ovaj
efekat je prisutan i kod odsustva akutnog odbacivanja presadenog organa. Medutim, sa
uspostavljanjem funkcije transplantiranog organa vrednosti dimetilarginina se smanjuju
[257], ali ostaju poviSene u toku post—transplantacionog perioda u poredenju sa opStom

populacijom [261, 262]. Na taj nac¢in, ADMA, koji predstavlja uremijski toksin i endogeni
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inhibitor NOS, smanjuje produkciju NO 1 moze posredovati u endotelnoj disfunkciji,
hipertenziji 1 vaskularnom remodelovanju pacijenata sa transplantiranim bubregom. Ovo je
od izuzetnog znacaja, ako se zna da NO relaksira glatke miSi¢e vaskulature i suprimira
procese proliferacije glatko — miSi¢nih celija, adheziju leukocita i agregaciju trombocita
[263].

Prethodna istrazivanja su pokazala da su poviSene vrednosti ADMA udruzene sa DM,
hipertenzijom, hipertrofijom leve komore, poviSenim vrednostima LDL holesterola,
zadebljanjem intima — medije u arterijama i poviSenim KV rizikom kod pacijenta sa HBI
[258, 264, 265, 266]. Povisene vrednosti ADMA doprinose smanjenju bioraspolozivosti NO i
na taj nacin pogorsavaju funkciju endotela. Yilmaz i sar. su pokazali da dolazi do smanjenja
koncentracije  ADMA ve¢ od prvog post—transplantacionog dana sa istovremenim
poboljsanjem funkcije endotela [267]. Simetricni dimetilarginin, takode interferira sa
sudbinom NO u organizmu, smanjuju¢i njegovu bioraspolozivost, usled kompeticije sa
argininom za celularni transporter. Naime, NO nastaje oksidacijom amino kiseline L-
arginina, delovanjem enzima NOS, u prisustvu kofaktora tetrahidrobiopterina. Za razliku od
ADMA, koji se uglavnom eliminiSe biotransformacijom putem DDAH, SDMA se u
potpunosti izluCuje renalnim putem i predstavlja rani marker promena u GFR [153].
Medutim, iako je katabolizam glavni put eliminacije ADMA, njene vrednosti su poviSene kod
svih pacijenata sa oslabljenom funkcijom bubrega, ukazujuci na povecan KV rizik. U skladu
s tim, prethodna istrazivanja, sa ograni¢enim brojem ispitanika, ukazala su na neophodnost
ispitivanja ADMA u post—transplantacionom periodu zbog moguée povezanosti ADMA i
gubitka transplantiranog organa [268]. Claes i sar. su pokazali da se vrednosti ADMA i
SDMA smanjuju nakon transplantacije bubrega. Medutim, vrednosti ADMA ostaju vece u
toku prve godine nakon transplantacije, dok su vrednosti SDMA bili slicne u poredenju sa
odgovaraju¢im pacijentima sa HBI [258]. Pored toga, Sahin i sar. ukazuju da endotelna
disfunkcija, prikazana kroz poviSene vrednosti ADMA moZe prouzrokovati tromboticke
dogadaje kod pacijenata sa transplantiranim bubregom [269]. Abedini 1 sar. ukazuju da su
poviSene vrednosti ADMA udruzene sa povecanim KV morbiditetom, mortalitetom, ali 1
propadanjem bubrezne funkcije kod pacijenata sa transplantiranim bubregom [268]. U skladu
s ovim nalazima su 1 rezultati sprovedenog istraZivanja, koji pokazuju da ADMA znacajno
negativno korelira sa eGFR pacijenata u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije (Tabela
14). lako aktvnost DDAH mozZze biti smanjena u sredini sa povecanim oksidativnim stresom

[155, 159, 260], nije bilo korelacije izmedu koncentracije ADMA i parametara oksidativnog
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stresa u plazmi. Visok stepen korelacije izmedu SDMA 1 eGFR (r = -0,7) moze potvrditi
potencijalni zna¢aj SDMA, kao parametra bubrezne funkcije.

Razmatraju¢i parametre oksidativnog stresa u urinu, rezultati sprovedenog
istrazivanja su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu aktivnosti ektoenzima s koncentracijom
TBARS, USH i RCD (Tabela 18). Na prvi pogled kontradiktorno, sprovedeno istrazivanje je
pokazalo pozitivnu korelaciju izmedu TBARS u urinu 1 eGFR. Objasnjenje ovog fenomena
moze se sagledati kroz pretpostavku da pacijenti sa boljom bubreznom funkcijom imaju i
povecanu filtraciju TBARS kroz glomerule u konacni urin. Takode, ovo zna¢i da TBARS
odreden u urinu ne predstavlja samo parametar oksidativnog stresa, koji se generise na nivou
bubrega, ve¢ ujedno predstavlja i doprinos sistemskog oksidativnog stresa. Drugo objaSnjenje
ovog fenomena moze se nac¢i u radu Locatelli i sar. [270], gde TBARS na nivou bubrega
predstavlja samo lokalno oksidativno oSteéenje, nezavisno od sistemskog oksidativnog stresa
1 bubrezne funkcije, a pronadena znafajna korelacija samo posredni rezultat. Medutim,
poslednje objasnjenje je manje verovatno. Urinarni nivoi TBARS, USH i RCD u odredenom
stepenu svakako pokazuju oksidativno osSte¢enje na nivou bubrega [110]. Naime, proces
lipidne peroksidacije membrane moze prouzrokovati oste¢enje proksimalnih tubula i voditi
ka povecanoj aktivnosti membranskih enzima u urinu pacijenata sa transplantiranim
bubregom (NAG, APN, DPP IV, GGT). U skladu s tim, ektoenzimi prisutni u renalnim
proksimalnim tubulama bubrega imaju veéu aktivnost kod pacijenata u poredenju s
kontrolama. Odredeni u urinu, ektoenzimi mogu predstavljati senzitivne markere oStecenja
tubula [28,271,272]. Bone i sar. su pokazali da je aktivhost NAG u urinu pacijenata na
terapiji KNI veca u poredenju sa pacijentima, koji boluju od urodenih nefropatija ili kod
zdravih ispitanika, ukazuju¢i da je NAG senzitivan marker oStecenja proksimalnih tubula
[111]. Marchewka 1 sar. su pokazali ve¢u aktivnost NAG, ali ne APN, kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom na terapiji takrolimusom u poredenju sa zdravim ispitanicima. Isti
autori nisu pokazali zna€ajnu razliku izmedu pacijenata na terapiji takrolimusom i1 CsA u
pogledu aktivnosti NAG, ukazujué¢i da nema razlike u nefrotoksi¢nim efektima ova dva leka
[28]. Inace, postoje stalna nastojanja da se pronadu specifi¢ni biomarkeri, koji bi ukazali na
potencijalnu nefrotoksi¢nost imunosupresivnih lekova, $to bi u mnogome olaksalo dalja
istrazivanja u ovoj oblasti.

HistoloSke tehnike predstavljaju zlatni standard za dijagnozu nefrotoksinosti
izazvanu primenom KNI. Medutim, postoji sumnja u specifi¢nost histoloskih tehnika, jer su

podaci iz protokolarnih biopsija pokazali da se histoloSke karakteristike udruZene s fibrozom

107



grafta, mogu detektovati ve¢ u tre¢em mesecu nakon transplantacije bubrega, iako se
negativni uticaj na funkciju grafta moze meriti tek kasnije u toku post—transplantacionog
perioda [109, 112].Takode, studije su pokazale da su kod velikog broja pacijenata pronadeni
hijalinski depoziti u misi¢nim slojevima arteriola, a da pacijenti prethodno nisu bili na terapiji
CsA ili takrolimusom. Prugasta fibroza i tubularne mikrokalcifikacije su fokalne lezije, i
tesko ih je videti u svakom bioptatu, Sto ¢esto moze rezultovati negativnim nalazom [109]. U
skladu s tim, iznalazenje novih dijagnostickih biomarkera ranog osStecenja tubula, bilo bi od
velike vaznosti za moguce preventivno delovanje, ali i detaljnije istrazivanje ovog negativnog
ishoda imunosupresivne terapije. Pronalazak odgovaraju¢ih biomarkera, koji bi pokazali
oSteCenje tubula izazvano primenom imunosupresivnih lekova, omogucilo bi raniju
intervenciju u cilju poboljSanja bezbednosti imunosupresivne terapije i doprinelo duzem

prezivljavanju grafta i poboljSanju kvaliteta Zivota pacijenata sa transplantiranim bubregom.

6.5. Uticaj doznog rezima takrolimusa, CYP 3AS i ABCBI1 genotipa na

parametre oksidativnog stresa i enzimske markere tubularnog oSteé¢enja

Oksidativni stres nakon transplantacije bubrega je posledica: oksidativnog stresa
udruzenog sa ESRD, imunog odgovora na prisustvo grafta, ishemijsko — reperfuzionog
ostec¢enja, oportunistickih infekcija i imunosupresivne terapije [59, 273]. Prethodne studije su
pokazale da pacijenti na terapiji CsA imaju povecan oksidativni stres u poredenju sa
pacijentima na terapiji takrolimusom [123]. Medutim, Cvetkovi¢ i sar. smatraju da nema
razlike u vrednosti parametara oksidativnog stresa medu pacijenatima na terapiji razlicitim
KNI [274]. Ipak, rezultati prethodnih studija su kontradiktorni kada je re¢ o tome da li
takrolimus povecava [275], smanjuje [276] ili nema efekta na oksidativno oSte¢enje [277].
Rezultati sprovedenog istraZivanja su pokazali da dnevna doza takrolimusa pozitivno korelira
sa aktivno$¢u SOD u plazmi, $to moZe ukazati na potencijalne antioksidativne osobine leka
(Tabela 20). Dodatno, pokazano je da pacijenti sa viSim dnevnim dozama takrolimusa (>
0,04 mg/kg) u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega, imaju visu aktivnost SOD
u plazmi (Grafikon 8). Studija nije pokazala uticaj doznog reZima takrolimusa na
koncentraciju dimetilarginina u plazmi. Medutim, kako se takrolimus u krvi znatno vezuje za
eritrocite, dostizu¢i u proseku 15 puta viSe koncentracije u poredenju sa odgovaraju¢im

koncentracijama u plazmi [63], procena parametara oksidativnog oStecenja u eritrocitima
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adekvatnije moze reflektovati uticaj takrolimusa na nivo sistemskog oksidativnog stresa kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom.

U skladu s tim, dobijeni razultati ukazuju da dnevna doza takrolimusa korelira
pozitivno sa GSH, a C0/D odnos takrolimusa korelira negativno sa aktivno$éu GPX i
koncentracijom GSH u eritrocitima (Tabela 23). Ovi rezultati ukazuju da takrolimus moze
delovati potencijalno kao eritrocitni antioksidans, a ne kao prooksidans, $to je u skladu sa
tvrdnjama Kedzierska i sar. [276]. U prilog ovim tvrdnjama idu rezultati odredivanja
parametara oksidativnog stresa u urinu, koji pokazuju da pacijenti sa dnevnom dozom
takrolimusa ve¢om od 0,04 mg/kg imaju niZze koncentracije TBARS (Grafikon 10). Medutim
nema znaCajnih korelacija farmakokinetickih parametara takrolimusa 1 parametara
oksidativnog stresa i enzimskih markera osteéenja tubula u urinu. Razlog odsustva korelacije
dnevne doze takrolimusa i parametara oksidativnog stresa u urinu, moze se naci u ¢injenici da
parametri iz urina pokazuju i lokalno oksidativno oStecenje, a ne samo sistemski oksidativni
stres, tj poreklo TBARS u urinu nije samo rezultat filtracije ovih supstanci kroz glomerule,
ved 1 lokalne lipidne peroksidacije.

Imunosupresivni tretman moze doprineti formiranju slobodnih radikala nakon
transplantacije bubrega $to je pokazano za CsA u eksperimentalnim istrazivanjima [123,
278]. Katalaza, enzim antioksidativne zastite, koji prevodi vodonik peroksid u vodu i
kiseonik, smanjuje starenje epitalnih tubularnih ¢elija udruzeno sa primenom CsA. Pored
toga, na Zivotinjskom modelu je pokazano da CsA moze direktnim putem dovesti do
stvaranja slobodnih radikala, $to je takode udruZzeno sa promenom redoks stanja glutationa
[52]. Osim toga, pokazano je da CsA mozZe indukovati produkciju slobodnih radikala in vitro
1 in vivo aktivacijom CYP 3A4 i NADPH oksidaze, ali i inhibicijom sinteze glutationa [104,
277]. Dodatno, moguce je da inhibicija kalcineurina direktno aktivira gene za apoptozu i
indukuje proces u tubularnim i intersticijalnim ¢elijama, prouzrokuju¢i tubularnu atrofiju, Sto
je pokazano na miSevima tretiranim CsA [279]. Pojedini autori smatraju da se zbog slicnih
mehanizama dejstva, takrolimus moze razmatrati kao prooksidans. Ranije studije su pokazale
da takrolimus doprinosi povecanoj produkciji ROS kroz smanjenje aktivnosti KAT [275,
280]. Naime, Tada i sar. su ukazali da takrolimus moZe povecati produkciju MDA, §to je u
suprotnosti sa razultatima sprovedenog istrazivanja [275]. Pored toga, pokazano je da se u
osnovi akutne nefrotoksi¢nosti takrolimusa nalazi endotelna disfunkcija, koja je posredovana
inhibicijom sinteze NO, vodec¢i ka inhibiciji NO — posredovane vazodilatacije u bubrezima

[52].
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Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da CYP 3AS5 i ABCBI 3435 genski
polimorfizam uti¢u na dozu takrolimusa (Tabela 19), medutim nemaju efekta na parametre
oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu, koncentraciju dimetilarginina u plazmi i
aktivnost ektoenzima u urinu. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima veéine prethodnih
istrazivanja, koja su pokazala da ispitivani polimorfizmi ne uti¢u na farmakodinamiku
takrolimusa, ispoljavanje toksi¢nosti 1 nezeljenih efekata [62, 89]. Suprotno ovim nalazima,
Kuypers 1 sar. su pokazali da CYP 3A5 *1 alel doprinosi nefrotoksicnim efektima
takrolimusa [90]. Medutim, dnevne doze takrolimusa koje su primali pacijenti sa ispoljenom
nefrotokis¢noscu leka, bile su znatno vece, u proseku 0,20 mg/kg. Ovo je dva puta veca
kolicina leka u poredenju sa dozama pacijenata uklju¢enim u ovo istrazivanje (0,08 £ 0,04
mg/kg kod pacijenata sa CYP 3A5 *1/*3 genotipom). Naesens i sar. u svom preglednom radu
navode da uticaj sistemske izlozenosti takrolimusa na nastanak i razvoj nefrotoksi¢nosti leka
nije u punoj meri razjasnjen, s obzirom da odredene studije nisu pokazale povezanost vece
izlozenosti leku 1 njegove hronicne toksic¢nosti [52].

Dodatno, rezultati sprovedenog istrazivanja su pokazali negativnu korelaciju dnevne
doze takrolimusa i eGFR u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega (Tabela 29).
Ovaj nalaz ukazuje da pacijenti sa kontinuirano ve¢im dozama takrolimusa imaju smanjenu

funkciju transplantiranog organa.

6.6. Uticaj doznog rezima takrolimusa, oksidativnog stresa i dimetilarginina na

eGFR

Dugoroc¢na primena KNI moze dovesti do hroni¢ne nefrotoksicnosti, koja doprinosi
razvoju nefropatije transplantiranog bubrega 1 manifestuje se progresivnim smanjenjem
njegove funkcije. [28, 281]. Pored toga, poznato je da se u osnovi CAN nalazi narusena
ravnoteza izmedu formiranja ROS 1 antioksidativne zaStite organizma, Sto se manifestuje
aterosklerotskim lezijama [120]. Medutim, da li su nefrotoksi¢ni efekti takrolimusa
posredovani oksidativnim stresom, jo§ uvek je nepoznanica. Sprovedena multivarijantna
linearna regresiona analiza, koja je ukljuc¢ivala dnevnu dozu takrolimusa, polimorfizme CYP
3AS5 1 ABCBI gena i parametre ispitivane u plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom,
pokazala je da su dnevna doza leka i SDMA, nezavisni prediktori eGFR u dugorocnom
periodu nakon transplantacije (Tabela 30). Ovi rezultati su u skladu sa prethodno

sprovedenim istrazivanjima, koji ukazuju da bi SDMA mogla biti novi i pouzdani marker
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promena funkcije bubrega [156]. Literaturni podaci ukazuju da bi SDMA mogao biti rani
marker oSte¢enja bubrega, s obzirom da njegove koncentracije rastu paralelno sa
koncentracijom kreatinina. Medutim, pojedini autori smatraju da je SDMA raniji marker od
porasta serumskog kreatinina, $to je pokazano u prethodnim istrazivanjima [282]. Kielstein i
sar. su pokazali da SDMA moze biti rani marker promene u GFR, jer njegova vrednost raste
ve¢ 6h nakon smanjenja GFR za 50%, a maksimalnu vrednost dostize u toku 24h. Medutim,
isti autori smatraju da nije odgovarajucu selektivnost i specificnost SDMA, kao markera
bubrezne funkcije [283]. Medutim, za razliku od cistatina C, na ¢ije vrednosti moze uticati
primena kortikosteroida, koja povecava koncentraciju cistatin C [284], visoke doze
kortikosteroida nemaju uticaja na vrednost SDMA, §to je pokazano kod pacijenata sa IgA
nefropatijom [285]. Pored toga, akutna inflamacije ne utice na SDMA vrednosti, dok je
vrednost cistatina C zavisna od sistemske inflamacije [286, 287]. Na osnovu izlozZenog,
moglo bi se pretpostaviti da bt SDMA bila adekvatniji marker bubrezne funkcije u poredenju
sa cistatinom C kod transplantiranih pacijenata. Takode, pojedini autori su pokazali da
vrednost SDMA moze biti povecana u nekim bolestima nezavisno od bubrezne funkcije
[288]. Pihlstrem i sar. su pokazali da su poviSene koncentracije SDMA nezavisno udruzene
sa povecanim rizikom od mortaliteta, bez obzira na uzrok 1 gubitkom grafta kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom [289]. Zapravo, smatra se da SDMA mozZe inicirati vaskularno
ostecenje kroz povecanu produkciju ROS, ispoljavajuci na taj nacin proinflamatorni efekat
[290]. Prethodne studije ukazuju da je SDMA ukljucen u zapaljenske puteve kod pacijenata
sa HBI, aktiviraju¢i NF — kB i povecavajuci ekpresiju TNF — o i IL — 6 [289, 291]. Prema
tome, SDMA moze doprineti zapaljenskim procesima, koji znac¢ajno uti€u na prezivljavanje
transplantiranog bubrega [292]. Naime, odmah nakon transplantacije dolazi do izrazene
inflamacije, koja se kasnije smanjuje u toku post—transplantacionog periodu. Medutim,
istovremeno sa inflamacijom dolazi do razvoja intersticijalne fibroze transplantiranog organa.
Protokolarne biopsije su pokazale 4 moguca nalaza: normalnu histologiju, inflamaciju bez
prateCe fibroze, fibrozu bez istovremenih zapaljenskih procesa 1 fibrozu udruzenu sa
inflamacijom. U slucaju fibroze pracene inflamacijom dolazi do smanjenog prezivljavanja
grafta u post-transplantacionom periodu [292, 293]. Protokolarne biopsije su takode pokazale
da je prevalenca ove subklinicke inflamacije veca kod pacijenata tretiranih CsA u poredenju
sa pacijentima tretiranim takrolimusom [292]. Ipak, Kielstein i sar. smatraju da je SDMA vise

marker bubreZne funkcije nego medijator inflamacije [283].
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Smanjenje vrednosti ADMA 1 SDMA u post-transplantacionom periodu moze
znacajno ukazati i doprineti poboljSanju funkcije endotela. Naime, pokazano je da upotreba
statina moze ispoljiti efekat na koncentraciju SDMA i njegove bioloske efekte, tj. doprineti
poboljsanju funkcije endotela [294]. Najverovatnije mehanizam koji je u osnovi ovog efekta,
je ushodna regulacije endotelijalne NOS [295]. Na osnovu ovoga se moze pretpostaviti da su
pojedini korisni efekti statina posredovani dimetilargininima.

Nalaz da vec¢a dnevna doza takrolimusa u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije
bubrega istovremeno odgovara smanjenoj bubreznoj funkciji, u skladu je sa prethodnim
studijama da ispoljavanjem hroni¢ne nefrotoksi¢nosti, takrolimus moze dovesti do CAN i
gubitka transplantiranog organa [52, 90, 296]. Ipak mehanizam kojim takrolimus doprinosi
ovom ishodu nije razjas$njen u potpunosti, ali se pretpostavlja da je zamena nekroti¢nih glatko
— miSiénih Celija hijalinskim depozitima na periferiji zida aferentne arteriole u osnovi
hroni¢ne nefrotoksi¢nosti, koja se karakteriSe histoloskim promenama svih delova bubrega,
ukljucujuci glomerule, arteriole i tubulo-intersticijum [52, 296]. Suprotno nasim rezultatima,
Naesens 1 sar. su pokazali da dnevna doza takrolimusa i sistemska izlozenost nisu udruzene
sa pojavom nefrotoksi¢nosti, ukazuju¢i na druge faktore koji se nalaze u osnovi
nefrotoksi¢nih efekata takrolimusa. Medutim, ista studija nije ispitivala uticaj doze ili
izlozenosti leka na GFR [297]. U sprovedenom istrazivanju kao prediktor varijabilnosti eGFR
ukljucena je dnevna doza takrolimusa, pre nego C0O. Razlog ovome je Sto se CO uglavnom
nalazio u optimalnom opsegu kod pacijenata uklju¢enim u ovo istrazivanje, a time su i
njihove razlike male. Medutim, doza neophodna da se koncentracija leka odrZi u optimalnom
opsegu, znac¢ajno se razlikuje medu pacijentima. Cak i kada bi doglo do izlaZenja vrednosti
CO0 iz terapijskog opsega, vrlo brzo se ona prilagodi promenom doze leka. Shodno tome,
dnevna doza takrolimusa predstavlja adekvatniji farmakokineticki parametar u cilju
ispitivanje interindividualne varijabilnost u eGFR.

Prethodno je pokazano da CYP 3AS5 genotip predstavlja nezavisan prediktor eGFR
kod pacijenta u periodu izmedu 6 meseci 1 2 godine nakon transplantacije bubrega (Tabela
12). Medutim, u ovom istrazivanju CYP 3AS5 genotip se nije pokazao zna€ajnim prediktorom
bubrezne funkcije, najverovatnije zbog manjeg broja uzoraka nosioca CYP 3AS5 *1/*3
genotipa. Ipak, potrebe u dnevnoj dozi takrolimusa znacajno su se razlikovale medu
pojedincima sa razli¢itim CYP 3AS5 genotipom (Tabela 19), ¢ime je joS jednom potvrden
znacaj ispitivanog polimorfizma CYP 3AS5 gena na farmakokineticku varijabilnost

takrolimusa.
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Rezultati regresione analize, koja je wukljuc¢ivala dnevnu dozu takrolimusa,
polimorfizme CYP 3A5 i ABCBI gena 1 parametre oksidativnog stresa u eritrocitima,
ukazuju da dnevna doza takrolimusa i TBARS u eritrocitima predstavljaju nezavisne
prediktore varijabilnosti eGFR (Tabela 31). Ovo je u skladu je sa prethodnim nalazima da je
oksidativni stres jedan od glavnih medijatora, koji doprinosi nastanku CAN. Prethodno je
takode pokazano da su aterosklerotske lezije uobicajena histoloSka karakteristika CAN [123].
Ha i sar. su pokazali da produkti intracelularne oksidacije lipida i proteina, kao $to je MDA,
mogu biti poveéani u CAN — u [298]. Prethodna istrazivanja su pokazala odbacivanje i
toksi¢nost takrolimusa zavisno od primenjene koncentracije leka [52,299]. Vecina
objavljenih istrazivanja u pogledu nefrotoksicnosti KNI odnosi se na CsA, pri ¢emu je
pokazana povezanost izloZzenosti CsA sa nastankom nefrotoksi¢nih efekata. Iako mnogi
autori smatraju da su mehanizmi toksi¢nosti CsA i takrolimusa isti ili sli¢ni, jo§ uvek postoji
malo sumnje u pogledu istovetnosti mehanizama, koji posreduju u nefrotoksi¢nosti izazvanoj
takrolimusom. U osnovi takrolimusa 1 CsA su efekti posredovani renalnom ishemijom, koja
nastaje usled vazokonstrikcije, §to navodi na pretpostavku da su mehanizmi nefrotoksi¢nih
efekata oba leka slicni [104]. Takrolimus i CsA ispoljavaju toksi¢ne efekte na krvnim
sudovima bubrega (arteriolarna hijalinoza), na tubulama (tubularna atrofija i intersticijalna
fibroza) 1 glomerulima (zadebljanje i1 fibroza Boumanove kapsule i glomerularna fiborza).
Vaskularni efekti KNI karakteriSu se depozitima hijalina u mediji aferentne arteriole. Na
zivotinjskim modelima je pokazano da proces ukljucuje vakuolizaciju glatkih miSi¢nih celija
1 taloZenje hijalinskih depozita u zidu krvnog suda [300]. Molekularni mehanizmi koji su u
osnovi ovog efekta nisu jo$ uvek razjasnjeni, ali se smatra da postoji povezanost sa funkcijom
NFAT - kalcineurina u glatkim miSi¢nim c¢elijama [301]. Medutim, hijelinizaciju arterioala
mogu potencijalno uzrokovati nezavisni c¢inioci poput DM, starenja, hipertenzije 1
dislipidemije [104]. TaloZenje hijalina dovodi do vazokonstrikcija arteriola, koja mozZe biti
prouzrokovana imunosupresivnim lekovima i uzrokovati lokalnu hipoksiju u tkivu i
povecanje produkcije slobodnih radikala [52]. Ipak, ima autora koji smatraju da je takrolimus
manje potentan u pogledu ispoljavanja nefrotoksi¢nosti. Prema njima, takrolimus prouzrokuje
slabiji vazokonstriktivni efekat i ima manji fibrogeni potencijal [52, 302, 303]. Potencijalno
objaSnjenje ovog fenomena moze biti 1 u njegovim potencijalnim antioksidativnim
karakteristikama u poredenju s CsA, za koji je dokazano da deluje kao prooksidans [276].

Pored sistemske izlozenosti leka, ima hipoteza da se nefrotoksi¢ni efekti KNI

ostvaruju putem njhove lokalne izloZenosti (na nivou bubrega). Sprovedena istrazivanja
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ukazuju da bi interindividualna varijabilnost u lokalnoj izlozenosti takrolimusa mogla
doprineti razvoju hroni¢ne nefrotoksi¢nosti kod nekih pacijenata [52]. Izvesne studije su
ispitivale uticaj polimorfizama CYP3AS5 i ABCBI gena donora, koji kodiraju odgovarajuce
proteine na nivou bubrega, ali rezultati nisu konzistentni [304, 305, 306, 307]. Medutim,
istrazivanja na ljudima su pokazala da je niska ekspresija PGP udruzena sa nastankom
hroni¢ne nefrotoksi¢nosti kod primene CsA [304].

Pored, sistemske i lokalne izlozenosti nepromenjenom leku, jedna od hipoteza je da
metaboliti takrolimusa mogu doprineti razvoju hroni¢ne nefrotoksi¢nosti, ali metaboliti koji
se stvaraju u jetri, a ne lokalno na nivou bubrega [308]. Inace sami bubrezi doprinose vrlo
malo nastanku metabolita takrolimusa u porednju sa doprinosom jetre [67]. Ipak, rezultati u
pogledu znacaja metabolita takrolimusa na razvoj hroni¢ne nefrotoksi¢nosti leka za sada su u
domenu kontraverzi [52]. Takode, u kojoj meri polimorfizmi u genima enzima i transportera
lekova doprinose nefrotoksi¢nim lekovima, jo§ uvek nije razjasnjeno u potpunosti.

Multivarijantna linearna regresiona analiza koja je uklju¢ivala dnevnu dozu
takrolimusa, ispitivani CYP 3A5 i ABCBI1 polimorfizam i parametre oksidativnog stresa u
urinu, kao nezavisne prediktore, potvrdila je da na varijabilnost eGFR (zavisna promenljiva)
uti¢e doza i USH u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije (Tabela 32). Rezultati
sprovedenog istrazivanja ukazuju da postoji pozitivha povezanost parametra USH u urinu 1
eGFR. Kako je ve¢ pretpostavljeno, ovaj fenomen moze biti objasnjen na nacin da pacijenti
sa boljom bubreznom funkcijom imaju povecanu filtraciju TBARS 1 USH u kona¢ni urin.

Ukoliko pretpostavimo da su pacijenti sa smanjenom bubreznom funkcijom pod
ve¢im rizikom za razvoj CAN, koja ¢e na kraju rezultovati afunkcijom transplantiranog
organa, predloZeno je nekoliko potencijalnih terapijskih strategija, koje bi trebalo da uti¢u na
faktore rizika. Ovo uklju€uje minimizaciju KNI u okviru imunosupresivnih protokola, tj.
primenu KNI u manjim dnevnim dozama, zatim protokole, koji bi podrazumevali
isklju¢ivanje KNI u kasnijem periodu nakon transplantacije i protokole bez inicijalnih KNI
[309]. Medutim, u ovim slu¢ajevima neophodna je rigorozna selekcija pacijenata, kako bi se
izbegle posledice neadekvatne imunosupresije. Drugi pristup, bi uklju¢ivao razvoj ne —
nefrotoksi¢nih imunosupresiva, poput belatacepta [34,35].

Pored toga, ima autora koji u skladu sa naSim istraZivanjem smatraju da bi trebalo
smanjiti nivo oksidativnog stresa u post—transplantacionom toku [120]. Adekvatan pristup je
naroCito znacajan kod kadaveri¢nih transplantacija, kada su donori pretrpeli sr¢anu ili

mozdanu smrt, jer povecanju oksidativnog stresa doprinosi trajanje ishemije. Naime,
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skra¢ivanje vremena trajanja hladne i tople ishemije 1 odgovaraju¢a perfuzija organa i
ekstrakorporalna membranska oksigenacije mogu pruziti zadovoljavajuce rezultate u pogledu
smanjenja produkcije ROS [310]. Primena dopamina moze doprineti smanjenju oksidativnog
ostec¢enja izazvanog ishemijsko — reperfuzionom povredom [120]. Sildenafil, koji se koristi u
terapiji erektilne disfunkcije, moze povecati koncentraciju NO 1 poboljsati protok krvi u
bubrezima, ¢ime se smanjuje oSteenje izazvano reperfuzijom i toplom ishemijom [311].
Vitamin C, vitamin E, niacin, melatonin i koenzim Q10 mogu ispoljiti povoljne efekte na
oksidativni stres nakon transplantacije bubrega, §to je pokazano u studijama na Zivotinjama i
ljudima [120]. Pored njih, karvedilol, beta — blokator, ima antioksidativnhe osobine i
potencijalnu protektivnu ulogu kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Studije su
pokazale da moze smanjiti oksidativni stres indukovan primenom CsA [312, 313]. Nebivolol
povecava bioraspolozivost NO i ispoljava antioksidativni, antiapoptotic¢ki i antiinflamatorni
efekat. U studiji na pacovima, primena nebivolola 15 dana pre ishemijsko — reperfuziong
ostecenja, poboljsala je bubreznu funkciju i smanjila inflamaciju [314]. Takode, primena
blokatora sistema renin — angiotensin — aldosteron, tj. sartana i ACE inhibitora moze
doprineti smanjenju nivoa oksidativnog stresa. Losartan znaCajno smanjuje koncentraciju
TGF — B 1 mokra¢ne kiseline u plazmi, proteninuriju, dok je za ramipril pokazano da
smanjuje CsA — indukovani oksidativni stres [315,316]. Statini mogu ispoljiti
antiinflamatorno delovanje i smanjiti nivo oksidativnog stresa, ogranicavajuci aktivaciju
NADPH oksidaze i1 produkciju ROS. Ispoljavanjem pleiotropnih efekata, oni mogu imati
povoljan efekat na progresiju CAN. Dodatno, pokazano je da statini mogu povecati aktivnost
GPX kod pacijenata sa transplantiranim bubregom u toku prvih 6 meseci nakon
transplantacije, pri ¢emu nije bilo promena u vrednosti serumskog kreatinina ili GFR [317].
Medutim, ima studija koje su pokazale da primena statina moZe usporiti pogorsanje bubrezne
funkcije [120]. Primena N — acetilcisteina moZe smanjiti vrednosti parametara oksidativnog
stresa nakon reperfuzije, ali bez znac¢ajnog uticaja na histopatoloske lezije, Sto je pokazano na
pacovima [318]. Takode, on moZe suprimirati lipidnu peroksidaciju i povecati koncentraciju
glutationa nakon reperfuzije kod pacova [120]. Medutim, tretman N — acetilcisteinom, koji
omogucava produkciju redukovanog glutationa, nije pokazao promenu u parametrima
oksidativnog stresa u plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom. Medutim njegova
primena poboljSava procenjenu eGFR 1 povecava koncentraciju HDL holestorola, koji
pozitivno korelira sa aktivno$¢éu GPX [319]. Dodatno, primena N -—acetilcisteina moze

umanjiti nefrotoksicne efekte CsA, Sto je pokazano kod pacova [320]. U prethodnim
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studijama, autori su na zivotinjskom modelu pokazali da kombinacija N — acetilcisteina sa
natrijum — nitroprusidom (donor NO) i1 fosforamidonom (inhibitor endotelin konvertujuceg
enzima), smanjuje bubrezno ishemija — reperfuziono ostecenje, stiteci celije od oksidativnog

ostecenja [311].

6.7. Znacaj ispitivanja genskih polimorfizama antioksidativnih enzima kod

pacijenata sa transplantiranim bubregom

Oksidativni stres je udruzen sa progresijom mnogih bolesti, ukljuujuéi razlicite
tipove karcinoma, DM, KV oboljenja, neurodegenerativna oboljenja i HBI. Povecéan
oksidativni stres je rezultat povecane produkcije slobodnih radikala i / ili smanjene
antioksidativne zaStite organizma. Brojni faktori doprinose smanjenoj efikasnosti
antioksidanasa, ukljucujuci promene na enzimima, toksine ili osnovnu bolest, koja dovodi do
njihove degradacije [144]. Ispitivanje povezanosti mutacija prisutnih u genima enzima
antioksidativne zaStite 1 raznih oboljenja od posebne je vaznosti, jer omogucavaju
identifikovanje pojedinaca, sklonih nekom oboljenju, udruzenom sa povecanim oksidativnim
stresom. Na osnovu rezultata autora, koji su pokazali povezanost polimorfizama u genima za
SOD2 i GPX1 sa HBI, pretpostavljeno je da isti genski polimorfizmi mogu imati znacaja kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom [151]. Od posebne vaznosti su genski polimorfizmi
prisutni u genu za SOD2, s obzirom da je to jedini antioksidativni enzim, koji je prisutan
unutar mitohondrija, glavnom mestu formiranja ROS za vreme celijskog metabolizma u
fizioloskim uslovima. Polimorfizam Ala —9 Val u genu za SOD?2 je najviSe ispitivan SNP do
sada, a karakteriSe ga zamena Ala sa Val u poziciji 9 ushodno od mesta raskida veze sa
signalnim peptidom [150]. Inace, Val alel ovog polimorfizma rezultuje nestabilnom iRNK,
koja posledi¢no menja transport SOD2 proteina u mitohondrije 1 njthovom smanjenom
antioksidativnom zastitom [142].

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazali su da se aktivnost SOD, GPX i GR, kao 1
koncentracija GSH u eritrocitima nije razlikovala u odnosu na SOD2 genotip (Tabela 33).
Ovaj rezultat je u skladu sa istrazivanjima Crawford i sar., koji su takode ispitivali
povezanost ovog genskog polimorfizama 1 eritrocitnu aktivnost antioksidativnih enzima, ali
kod pacijenata sa HBI [144]. Medutim, nalazi sprovedenog istraZivanja pokazali su da su
pacijenti sa Ala / Ala genotipom imali niZze vrednosti TBARS u urinu u poredenju sa
nosiocima Val alela (Ala / Val 1 Val / Val genotip) (Grafikon 11). U skladu s tim dobijeni
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rezultati istraZivanja pokazuju da ispitivani polimorfizam u genu za SOD2 moze imati uticaja
na oksidativno ostecenje, koje je ispoljeno na nivou bubrega. lako, se vrednosti TBARS u
plazmi i eritrocitima nisu razlikovale medu nosiocima razlic¢itog SOD2 genotipa, vrednosti
TBARS na nivou bubrega, zapravo pokazuju i sistemski i lokalni nivo oksidativnog stresa.

Sistem glutation peroksidaza / glutation je glavni mehanizam odbrane protiv
povecanog oksidativnog stresa. Glutation peroksidaza 1 je citozolni enzim, uglavnom
prisutan u eritrocitima, bubrezima i jetri. Genski polimorfizam, Pro200Leu, karakteriSe
zamena Pro sa Leu u poziciji 200, i rezultuje smanjenom aktivno$¢u GPX1 enzima. Rezultati
sprovedenog istraZzivanja pokazuju da pacijenti sa Leu alelom imaju poviSene aktivnosti GR u
eritrocitima, dok nije bilo razlike u aktivnosti drugih antioksidativnih enzima 1 koncentraciji
GSH medu pacijentima sa razli¢itim GPX1 genotipom (Tabela 34). Dobijeni rezultat moze
biti objasnjen kompezatornim odgovorom i povecanjem aktivnosti GR na potencijalno niske
vrednosti GPX.

Dobijeni rezultati su pokazali da su pacijenti, nosioci istovremeno Val alela, SOD2
Ala -9Val i Leu alela, GPX1 Pro200Leu genskog polimorfizma imali izraZenije smanjenje
bubrezne funkcije u periodu izmedu prve i druge godine nakon transplantacije (Grafikon
14). Ovaj rezultat je u skladu sa istraZzivanjima Crawford 1 sar. koji su pokazali da nosioci Val
alela imaju znacajnije smanjenje bubreZne funkcije kod pacijenata sa HBI [151]. Smatra se da
je efekat ovih polimorfizama udruzen sa postoje¢om vaskularnom boles¢u ili DM, koji su
najces$¢i primarni uzroci HBI, koja posledicno vodi do transplantacije. Mnoge studije
potvrdile su povezanost Ala -9Val polimorfizma, ukjlju¢uju¢i KV bolest i DM [142, 321,
322]. Takode, u studiji koja je ukljucivala veliki broj ispitanika pokazano je da Val alel kod
zena udruzen sa ve¢im nivoom LDL holesterola [323]. Mohammedi i sar. su pokazali
udruZzenost Val alela sa izraZenijim pogorSanjem nefropatije kod pacijenata sa DM tipa 1
[324]. S druge strane, ima autora koji nisu pokazali povezanost ispitivanog SOD2
polimorfizma i odloZene funkcije grafta, akutnog ili hroni¢nog odbacivanja kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom [325].

Ispitivani, GPX1 Pro200Leu polimorfizam, moZe uticati na vrednost eGFR kod
pacijenata sa HBI, ali nije pokazano da utice na progresiju HBI [144]. Smatra se da ovaj
polimorfizam ostvaruje efekte na bubreznu funkciju kod transplantianih pacijenata uticuci na
proces ateroskleroze. Ista studija smatra da je GPX1 kljuéni enzim u zaStiti krvnih sudova od
Stetnog delovanja oksidativnog stresa [145]. Dodatno, oba ispitivana polimorfizma svoje

efekte na funkciju bubrega ostvaraju kada su odgovaraju¢i aleli, Val, odnosno Leu prisutni
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zajedno u genomu pojedinca sa transplantiranim bubregom lako, ispitivani polimorfizmi
utiCu na propadanje bubrezne funkcije, rezultati multivarjantne regresione analize pokazuju
da ispitivani polimorfizmi nemaju uticaja na vrednosti i varijabilnost eGFR medu pacijentima
(Tabela 35). Ovo je suprotno rezultatima Craword i sar. koji su pokazali da GPX1
polimorfizam, tj. nosioci Leu / Leu genotipa imaju nize vrednosti glomerularne filtracije kod
pacijenata sa HBI [199].

Pored toga, Dutkiewicz i sar. su ispitivali uticaj GPX1 polimorfizma na pojavu
odlozene funkcije grafta, akutnog odbacivanja, ali i razvoj hroni¢ne nefropatije grafta.
Medutim nije bilo znacajne povezanosti, ovih post—transplantacionih komplikacija i
varijabilnosti GPX1 gena [326]. S druge, strane pokazano je da bi ispitivani polimorfizam
mogao biti u osnovi PTDM. Naime, autori su pokazali da su nosioci Leu alela skloniji
razvoju ove komplikacije [145]. Od posebnog znacaja je genotipizacija pacijenata na

takrolimusu, jer on ima izrazeniji dijabetogeni potencijal u poredenju sa CsA.

Takrolimus je okosnica savremene imunosupresivne terapije nakon transplantacije
bubrega. Medutim, to je lek malog terapijskog indeksa 1 izraZzene interindividulne
varijabilnosti u farmakokinetici, pa je sprovodenje terapijskog monitorniga od izuzetne
vaznosti u ciju odrzanja koncentracije leka u odgovaraju¢em terapijskom opsegu. Medutim,
uprkos primeni TDM, odredeni pacijenti teSko postizu ciljne koncentracije takrolimusa u
krvi, ili su pri optimalnim koncentracijama leka izloZeni toksi¢nosti leka ili odbacivanju
grafta. Sprovedeno istraZivanje je potvrdilo rezultate prethodnih studija, koje su pokazale da
je polimorfizam A6986G, prisutan u genu za CYP 3AS5, znacajan prediktor dnevne doze 1
izloZenosti takrolimusa. Prethodno sprovedene studije ukazale su da bi uvodenje
genotipizacije CYP 3AS5 kod pacijenta sa transplantiranim bubregom bilo od narolitog
znacaja za uspostavljanje inicijalne doze takrolimusa. Medutim, ovo istraZivanje je pokazalo
da ispitivani polimorfizam moZe imati uticaj na farmakokinetiku takrolimusa, ne samo u
ranom, ve¢ 1 u kasnijem periodu nakon transplantacije bubrega. To je od posebne vaznosti
prilikom razmatranja dugoro¢nih efekata primene leka. Rezultati ovog istraZivanja su
pokazali da pacijenti, koji eksprimiraju CYP 3AS5 imaju smanjenu bubreznu funkciju u
dugorocnom periodu nakon transplantacije, najverovatnije zbog kontinuiranog izlaganja

ve¢im dozama takrolimusa. Ovo je od naroCitog znacaja, jer hroni¢na nefrotoksi¢nost
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takrolimusa moze doprineti nefropatiji transplantiranog organa, koja se karakterise
progresivnim propadanjem bubrezne funkcije i1 posledi¢nim odbacivanjem grafta.

Transplantacija bubrega reSava mnoge poremecaje udruzene sa HBI i pokazuje
znacajnu prednost u odnosu na dijalizni tretman, medutim nivo oksidativnog ostecenja je veci
u poredenju sa opStom populacijom, Sto je ova studija potvrdila. Pove¢an oksidativni stres
doprinosi endotelnoj disfunkciji, direktnim delovanjem ROS, i/ili indirektno kroz smanjenje
bioraspolozivosti NO. Smanjenju bioraspolozivosti NO mogu doprineti i dimetilarginini,
ADMA i SDMA, i na taj nain posredovati u razvoju endotelne disfunkcije. Literaturni
podaci su pokazali da je poremecena funkcija endotela u osnovi hroni¢ne nefropatije grafta,
Sto je potvrdeno prisustvom aterosklerotskih lezija kod protokolarnih biopsija. U skladu s tim
bi ispitivanje SDMA nakon transplantacije bubrega bi moglo biti od posebne vaznosti,
razmatrajuéi ga kao potencijalni rani marker promena u bubreznj funkciji. Ovo je od posebne
vaznosti kada se zna da pravovremeno identifikovanje promena u GFR, moze biti osnov
terapijske strategije, koja bi mogla preventivno delovati na potencijalno odbacivanje grafta.
Rezultati sprovedenog istrazivanja disertacije su pokazali da SDMA u velikom procentu
objasnjava varijabilnost u eGFR medu pacijentima u dugoronom periodu nakon
transplantacije bubrega. Dodatno, ovo istrazivanje je pokazalo da parametri oksidativnog
stresa u urinu pozitivno koreliraju sa enzimskim markerima oSte¢enja tubula, ukazujuci da je
ono posredovano povecanim oksidativnim stresom. Medutim, nije razjasnjeno u potpunosti
da li takrolimus doprinosi oksidativnom oSte¢enju 1 na taj nacin ostvaruje efekat na smanjenje
bubrezne funkcije. Ovo istrazivanje je pokazala da takrolimus ispoljava potencijalno
antioksidativno delovanje u eritrocitima pacijenata sa transplantiranim bubregom, kroz
povecanje koncentracije redukovanog glutationa i aktivnost glutation peroksidaze. Dodatno,
rezultati sprovedenog istraZivanja ukazuju da su dnevna doza takrolimusa 1 oksidativni stres
nezavisni 1 negativni prediktori varijabilnosti eGFR medu pacijenatima u dugorocnom
periodu nakon transplantacije bubrega. Ovo znaci da takrolimus moze doprineti propadanju
bubrezne funkcije u dugorocnom periodu nakon transplantacije, ali oCigledno taj efekat nije
posredovan oksidativnim stresom.

Pored toga, povecan oksidativni stres moze biti razultat smanjenog antioksidativnog
kapaciteta organizma, izmedu ostalog zbog prisutnih mutacije u genima enzima
antioksidativne zaStite, koji mogu smanjiti njihovu aktivnost. Polimorfizmi Ala — 9 Val u
genu sa mangan — zavisnu SOD 1 Pro 200 Leu u genu za GPX1u genu su najcesce ispitivani

do danas. Prethodne studije su pokazale da su udruzeni sa DM i KV bolesti, zbog Cega se
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smatra da bi mogli biti od znacaja kod pacijenata sa transplantiranim bubregom, jer je DM
medu glavnim faktorima rizika za nastanak HBI, a KV oboljenja su ¢esto pridruzene bolesti
transplantacije. Sprovedeno istrazivanje je pokazalo da su nosioci Val alela SOD2 i Leu alela
GPX1 genskog polimorfizma skloniji izrazenijem smanjenju bubrezne funkcije u

dugoro¢nom periodu nakon transplantacije.
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7. Zakljudak

Na osnovu rezultata doktorske disertacije, moze se zakljuciti sledece:

1. Dobijeni rezultati sprovedenog istrazivanja ukazuju da nije bilo razlike u
distribuciji polimorfizama, A6986G na genu za citohrom P450 3AS, C3435T
na ABCBI1 genu, Ala -9 Val na genu za Mn — zavisnu superoksid dizmutazu
(Mn — SOD, SOD2) i Pro200Leu na genu za glutation peroksidazu 1 (GPX1)

kod pacijenata sa transplantiranim bubregom u odnosu na zdrave ispitanike.

2. Nosioci citohrom P450 3A5 *1/*3 genotipa za razliku od nosioca citohrom
P450 3A5 *3/*3 genotipa zahtevaju veée doze takrolimusa u cilju odrzanja
terapijske koncentracje leka u krvi u optimalnom opsegu u kratkoro¢nom
(mesec dana) i dugorocnom periodu (od Sest mesci do dve godine) nakon

transplantacije bubrega.

3. Citohrom P450 3A5 A6986G genski polimorfizam predstavlja stalan 1
nezavisan prediktor izloZenosti takrolimusa tokom perioda od dve godine

nakon transplantacije.

4. ABCBI C3435T genski polimorfizam moze imati uticaja na dozni reZim
takrolimusa, ali efekat ovog polimorfizma nije stalan i nezavisan od efekta

citohrom P450 3A5 A6986G genskog polimorfizma

5. Citohrom P450 3A5 A6986G genski polimorfizam predstavlja znacajan
prediktor brzine glomerularne filtracije u dugorocnom periodu (od Sest mesci
do dve godine) nakon transplantacije bubrega, pri cemu nosioci citohrom P450
3AS5 *1/*3 genotipa za razliku od nosioca citohrom P450 3AS5 *3/*3 genotipa
su pokazali izraZenije smanjenje bubrezne funkcije u periodu nakon dve
godine od transplantacije bubrega.
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10.

1.

12.

13.

Pacijenti u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega pokazuju vece
vrednosti parametara oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu, vece
koncentracije dimetilarginina u plazmi i veée aktivnosti enzima markera

oStecenja tubula u urinu u poredenju sa zdravim ispitanicima.

Parametri oksidativnog stresa odredeni u plazmi pacijenata sa transplantiranim

bubregom ne koreliraju medusobno, niti sa brzinom glomerularne filtracije.

Koncentracije dimetilarginina u plazmi pokazuju negativnu korelaciju sa
brzinom glomerularne filtracije, ali ne koreliraju sa parametrima oksidativnog

stresa u plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom.

Parametri oksidativnog stresa u eritrocitima pacijenata sa transplantiranim
bubregom pokazuju medusobnu pozitivnu korelaciju, s tim da pacijenti sa

veé¢im vrednostima TBARS i SOD imaju i smanjenu bubreznu funkciju.

Parametri oksidativnog stresa odredeni u urinu pacijenata sa transplantiranim
bubregom pokazuju medusobnu pozitivnu korelaciju, s tim da pacijenti sa
ve¢im vrednostima TBARS 1 RCD u urinu pokazuju izraZenije oStecenje

tubula prikazano kroz aktivnost enzima markera tubulskog oste¢enja.

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da dnevna doza takrolimusa
pozitivno korelira sa koncentracijom GSH u eritrocitima, kao 1 da odnos
koncentracije 1 doze leka pokazuje negativnu korelaciju sa koncentracijom

GSH 1 aktivno$¢u GPX u eritrocitima.

Pacijenti sa veCom dnevnom dozom takrolimusa su imali nize vrednosti

TBARS u urinu u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije

lako takrolimus pokazuje antioksidativne osobine, primenjena multivarijantna

linearna regresiona analiza ukazuju da dnevna doza takrolimusa i oksidativni
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stres odreden u eritrocitima, nezavisno i negativno uticu na glomerularnu

filtraciju u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije.

14. Multivarijantna linearna regresiona analiza ukazuje da ukupne SH grupe u
urinu predstavljaju nezavisan 1 pozitivan prediktor brzine glomerularne

filtracije u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije.

15. Genski polimorfizmi citohrom P450 3A5 A6986G i ABCB1 C3435T ne
pokazuju uticaj na ispitivane parematre oksidativnog stresa u plazmi,
eritrocitima 1 urinu, na vrednosti ADMA 1 SDMA u plazmi, kao 1 na aktivnost
enzima markera oStec¢enja tubula.

16. Nosioci Val alela, polimorfizma Ala -9 Val u genu za SOD2, pokazuju vise

vrednosti TBARS u urinu u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije.

17. Nosioci istovremeno Val alela, genskog polimorfizma SOD2 Ala -9 Val i Leu
alela genskog polimorfizma GPX1 Pro200Leu pokazuju znacajnije smanjenje
bubrezene funkcije u periodu izmedu prve i1 druge godine nakon

transplantacije u poredenju sa ostalim pacijentima.

18. Multivarijantna linearna regresiona analiza pokazuje da polimorfizmi Ala —
9Val u genu za SOD2 1 Pro200Leu u genu za GPXI1 nemaju efekta na

varijabilnost bubrezne funkcije medu pacijentima.

Ovo istrazivanje je potvrdilo uticaj CYP 3AS5 genskog polimorfizma na dozni rezim
takrolimusa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Sprovedeno istrazivanje je
pokazalo da ispitivani polimorfizam nema znafaja samo u ranom, ve¢ i1 u dugoronom
periodu nakon transplantacije bubrega, predstavljajuci znacajan prediktor dnevne doze leka.
Odredivanje genotipa CYP 3AS5 u klini¢koj praksi omogucic¢e individualizaciju doznog
rezima takrolimusa 1 sprovodenje personalizovane medicine kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom. Prilagodavanje doze na osnovu genotipa CYP 3AS5 doprinelo bi
smanjenju farmakokineti¢ke varijabilnosti takrolimusa 1 rizika za razvoj toksicnih efekata.

Iako transplantacija bubrega reSava mnoge komplikacije, koje prate HBI i pokazuje prednost
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u odnosu na dijalizni tretman, povecan oksidativni stres jo§ uvek predstavlja neresivu enigmu
u post—transplantacionom periodu. Sprovedeno istrazivanje je pokazalo potencijalno
antioksidativno delovanje takrolimusa na nivou eritrocita. Takrolimus moZe doprineti
smanjenju bubrezne funkcije u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega, ali
ocigledno taj efekat nije posredovan oksidativnim stresom. Uvodenje terapijskih strategija,
koje bi imale za cilj smanjenje ukupne izloZenosti takrolimusa s jedne, i oksidativnog
ostecenja s druge strane, kod pacijenata sa transplantiranim bubregom, predstavlja izazov i

potrebu u godinama koje slede.
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NMpwnor 1.

LpoTogn B
e pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXuBauykor paja,

* fJa npeAnoxXeHa AucepTaluja, HU Y UeNIMHU, HU Y AenoBuMa, Huje 6una npeanoxeHa
3a pnobujakse 6uNo  koje AunnoMe, npeMa CTYAUJCKUM nNporpaMmuMa  Apyrux
BUCOKOLUKONICKUX YCTaHOBa,

* [a Cy pe3ynTaTu KOPeKTHO HaBeAeHU W

® fJa HUCaM KpLIMo/na ayTopcka npaea, HUTU 3noynoTpebuo/na WHTEeNneKkTyanHy CBOjUHY

Apyrux nuua.

w

Y Huwy,

AyTop aucepTrauumje:
- = ! HV\KOI\A CTE-?chkob\ATA

MoTnuc aokTopaHAaa:
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Mpunor 2.

WU3JABA O UICTOBETHOCTM LUTAMMNAHE U ENEKTPOHCKE BEP3UJE JOKTOPCKE
AWCEPTALMIE

WMe 1 npesumMe ayTopa:
Hukoaa Cresanoprt

(2 j 1
YR Hporpa rA‘ M, Tokew koAoTIAD A
Hacnoe papa: "awcmod IR ETIVE Y mhwc?e\qu \&,Mox‘)o,ut\ PGSO BATS MDA UMD

om%%u_»v%g, LY ‘scf Tas i naina en B puse epasu sa.b?gm.u " mqnnu&.\w,\wxwm
MeHTOp:
Neog. ae Tatoana Woerxo B

M3jaemmyjeM fna je wramnaHa Bep3vja Moje JAOKTOpPCKE AMCepTauuje WMCTOBETHa
eneKTpoHCKO] Bepauju, Kojy cam npeaao/na 3a yHowewe y [UruTanHM penosuTopujym
YHuBep3aurteta y Huwy.

fo3so/baBaM aa ce objaBe MOjU JIMYHU MofauM, Koju cy y Besu ca pobujarbeMm
aKaAeMCKOr 3Batba AOKTOpa HayKa, Kao WTOo Cy MMe U npesuMe, roAuHa U Mecto pohera U
AatyM oabpaHe papa, MU TO Yy Katanory bubnuoteke, [AUrutanHoM penosuTopujyMmy
YHuBepautera y Huwy, kao u y nybnukauujama YHusepaureTa y Huwy.

Y Huuwy,

AyTop AucepTauuije:
PR Huwwia Brosmaai.

MoTnuc gokropaHAaa:
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Mpunor 3.
WU3JABA O KOPULWWREKY

Oenawhyjem YHusepsuteTcky 6ubnuoreky ,Hukona Tecna™ pa, y [JurutanHu
penosuropujym waBepauTe-ra y Huwy, yHece Mojy .qmcropcn(y AWcepTauujy, Noa HachoBoM:
A osrul U‘QDHC.
i drdpefom wa Depei v
koja je Moje ayfdpcko e
AucepTauujy ca CBVIM npuno3uMa npeaao/na caMm Yy eNneKTPoOHCKOM ¢opMarTy,
MoOrogHoM 3a TpajHO apXuBuUparse.
Mojy AoKTOpcKy AuvcepTauuijy, yHeTy y AurutanHu penosvTopujyM YHuBepsuTeTa y
HUWwy, MOry KopucTWTW CBM koju nowTyjy oapenbe caapxaHe y opabpaHoM Tuny nuueHue
KpeaTueHe 3ajeaHuue (Creative Commons), 3a Kojy caM ce oany4yuo/na.
1. AyTopcTBo
2. AYyTOpCTBO — HEKoMepLujanHo
AyTopcTBO — HeEKoMepuujanHo - 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMUjANHO — AeNUTKU Noj UCTUM YCNOBUMA
5. AyTtopcTeo - 6e3 npepage
6. AYyTOpPCTBO — AENUTH NoA UCTUM YCNOBUMA
(Monumo fa noaBydYeTe caMo jeAHy oA WecT NoHyHeHWX NUUEHUM; KpaTak Onuc AuueHuu je
Y HacTaBky Tekcra).

Y Huwy,

AyTop AucepTaumje: H‘\A C’Y-Ecbkﬁo@ o
KO A L)

MoTnuc AoKTOpaHAaa:
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