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LISTA SKRACENICA

ALP - alkalna fosfataza

ALT - alanin aminotransferaza

AST - aspartat aminotransferaza

AUC.;» - dvanaesto¢asovna AUC

AUC,, - predvidena vrednost ukupne AUC

AUC (PIK)- povrsina ispod krive(area under the curve)
BMI - indeks telesne mase

Ci, Gy, G5, .....,Ch- plazma koncentracije leka u vremenu ti, t, t3 ,....,t,
C®,C5°, C5° , ..., C33- plazma koncentracije leka u ravnoteznom stanju u vremenu ty, tp,
t3 0oty

CDs.5s - antitela za odgovarajuce antigene

CDK - ciklin zavisna kinaza

CL - klirens leka

CNI - inhibitori kalcineurina

Cpt - plazma koncentracija leka u vremenu t

CRP - C reaktivni protein

CsA - ciklosporin

CV - koeficijent varijacije

CYP - enzim citohrom P450

D - doza leka

DD - ukupna dnevna doza Tac

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

DV - izmerene vrednosti koncentracija Tac
EDTA - etilendiamino tetrasiréetna kiselina

EVE - everolimus

F - stepen bioraspoloZivosti

FD - farmakodinamicka

FK - farmakokineticka

FKBP-12 - takrolimus vezuju¢i intracelularni protein
GIT - gastrointestinalni trakt

Hb - hemoglobin

HPLC/MS/MS - te¢na hromatografija pod visokim pritiskom/ masena sprektroskopija/
masena sprektroskopija

IL-1, IL-2, IL-6 - interleukini

ILGF - faktor rasta sli¢an insulinu

KS -kortikosteroidi

KV - kardiovaskularni

MDR-1 - gen za ekspresiju transportnih proteina
MEIA - Microparticle Enzyme Immunoassay
MM - mikofenolat mofetil

MOF - minimum objektivne funkcije

MPA - mikofenolna kiselina

MPE - srednja greska predvidenja

MRT - srednje vreme zadrzavanja leka u organizmu
MSPE - srednja statisticka greska

m-TOR -mamilarian target of rapamycin

NF-AT - nuklearni faktor aktiviranog T-limfocita



NONMEM - NONIinear Mixed Effects Modelling-softver za populacionu
farmakokineti¢ku analizu

p - nivo statisticke znacajnosti

PFK- populaciona farmakokineticka analiza

P-gp - P glikoprotein

PIK (AUC) - povrsina ispod krive

PRED - predvidene vrednosti koncentracija Tac

PREDPP - PredPopulation Pharmacokinetics

PRO - prednizolon

r - Piersov koeficijent korelacije

1* - koeficijent determinacije

RMSE - rezidualna srednja greska predvidanja

SCr - serumski kreatinin

SRL - sirolimus

SS - ravnoteZno stanje (stady state)

ti, t, t3,....., t, - vreme proteklo od primene leka u kojem je merena koncentracija
t12 - vreme koje je potrebno da se organizam ocisti od polovine unete koli¢ine leka -
poluvreme eliminacije leka

Tac - takrolimus

TDM - terapijski monitoring lekova

TGF-betal - tkivni faktor rasta

TMA - trombocitna mikroangiopatija

TNF-a - tkivni nekrozis faktor-o

Tx - dan transplantacije bubrega

Vd - volumen distribucije

WRES - rezidualna varijabilnost izmedu predvidenih 1 izmerenih vrednosti koncentracija
takrolimusa

B (Ke)-konstanta brzine eliminacije leka

0.3 - populacione vrednosti FK parametara takrolimusa
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UvOD

Transplantacija bubrega predstavlja najbolju metodu leCenja terminalne bubrezne
insuficijencije (1). Jedan od preduslova uspesne transplantacije bubrega je optimalna
imunosupresivna terapija. Terapijski cilj imunosupresije je postizanje imunotolerancije
recipijenta uz minimiziranje nezeljenih i toksicnih efekata.

Kombinacijom imunosupresivnih lekova razli¢itih mehanizama delovanja smanjuju se
pojedinacne doze lekova 1 minimiziraju se njihovi nezeljeni efekti, Sto ima veliki znacaj za
kvalitet 1 produzenje zivota pacijenata sa presadenim bubregom. Optimalan izbor
imunosupresivnog protokola treba da bude uskladen sa individualnim karakteristikama
pacijenta, njegovom osnovnom bubreznom bole$¢u, komorbiditetima i1 koterapijom, stepenom
podudarnosti davaoca i primaoca organa (2).

Na izbor imunosupresivnih lekova uti¢u brojni faktori: imunoloski i neimunoloski.
Neimunoloski aspekt obuhvata medicinske, socijalne, kulturoloske i ekonomske specifi¢nosti
transplantiranog pacijenta (3).

Takrolimus (Tac”) je efikasan imunosupresivni lek koji predstavlja deo standardnog
imunosupresivnog protokola pacijenata sa presadenim bubregom. Njegova vodeca uloga u
imunosupresivnoj terapiji se zasniva na dokazanoj prednosti u odnosu na ostale
imunosupresive, u prevenciji akutne reakcije odbacivanja presadenog bubrega i ocuvanju
funkcije grafta (4). Medutim, pokazano je da Tac tokom dugotrajne upotrebe ispoljava
nefrotoksi¢ne i neurotoksi¢ne efekte i utie na pojavu post transplantacijskog dijabetesa,
gastrointestinalnih tegoba 1 metaboliCkog disbalansa. Zbog varijabilnosti farmakokinetike,
malog terapijskog indeksa 1 korelacije koncentracije 1 toksi¢nog efekta, monitoring Tac je od
posebnog znacaja.

Primena razli¢itih farmakokinetickih (FK) pristupa dovodi do novih saznanja o
farmakokineti¢kom profilu i1 populacionim FK karakteristikama Tac, Sto je posebno vazno u
cilju povecanja efikasnosti 1 bezbednosti terapije kod postoje¢ih i de novo transplantiranih

pacijenata(5).

*
Lista svih skraéenica nalazi se na pocetku rada
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1. FARMAKOKINETICKA ANALIZA

1.1. Uvod

Farmakokineticka analiza daje matematicki model procesa resorpcije, raspodele,
metabolizma 1 ekskrecije, pra¢enjem koncentracija leka i njegovih metabolita u telesnim
teCnostima, pre svega u krvnoj plazmi (6). Osnovni pristup farmakokinetickoj analizi
predstavlja prostorna, kompartmentalna, model-zavisna FK analiza. U poslednje vreme sve
vise dobijaju na znaCaju drugi pristupi kao Sto su model nezavisna FK analiza,
farmakokineti¢ko-farmakodinamicko (FK/FD) modelovanje, pristup vremenskih konstanti, a
posebno populaciona farmakokineticka analiza (7,8).

Farmakokineticka ispitivanja se sprovode u cilju odredivanja FK parametara: klirensa
leka (Cl), volumena distribucije (Vd), poluvremena eliminacije (t; ), povrsine ispod krive
(PIK, AUC), konstante brzina resorpcije i eliminacije (o,f) 1 drugih. Poznavanje FK
parametara omogucava odredivanje koncentracije leka u zeljenom trenutku (Cpt) i bolje
razumevanje farmakodinamike (FD) leka. Farmakokineticka ispitivanja su osnova za:

e izraCunavanje i modifikovanje reZima doziranja lekova
e procenu bioloske raspoloZivosti leka

e utvrdivanje farmakokineti¢ko-farmakodinamicke (FK/FD) korelacije

Doza —»| Farmakokinetika ™ Koncentracija —»{  Farmakodinamika — Efekat

Slika 1.1. Shematski prikaz odnosa farmakokinetike i farmakodinamike leka

1.2. Vrste farmakokineti¢kih analiza

1.2.1. Model — zavisna ( prostorna ) farmakokineticka analiza

Osnovni tip ispitivanja koji se koristi u farmakokinetici je model zavisna (prostorna) FK
analiza, koja kvantitativno definiSe procese kroz koje lek prolazi u organizmu. Prostorni
modeli se klasifikuju na osnovu broja prostora potrebnih da se opiSe ponasanje leka u

organizmu (7). Prostor ili kompartment predstavlja deo organizma (nekada to moze da bude
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ceo organizam) koji u kinetickom smislu predstavlja jedinstvenu i homogenu celinu, dok je u
sustini hipoteti¢ka struktura. Prostor je definisan volumenom i koncentracijom leka u njemu

(6,7).

kolicina leka

koncentracija leka = - — -
zapremina u kojoj se nalazi lek

Definisanjem prostora stvoreni su preduslovi za matemati¢ki model, jednacinu ili sistem
jednacina koje daju opis datog prostora ili sistema prostora. Prostorna FK analiza nije uvek
optimalan izbor farmakokineticke analize za upotrebu u klini¢koj praksi. Strogo kontrolisani
uslovi ispitivanja 1 veliki broj podataka po pacijentu koji su neizostavni deo prostorne FK
analize ne odgovaraju specifi¢énostima klinicke prakse (8). Zbog toga se kompartmentalni
farmakokineticki pristup primenjuje najvise u pretklinickim ispitivanjima. Farmakokineticki
modeli koji postavljaju manje zahteva u smislu sprovodenja ispitivanja pogodniji su za

klinicka ispitivanja od prostornog FK modela.

1.2.2. Neprostorna farmakokineticka analiza

Matematicki model dobijen prostornom FK analizom je previse komplikovan kada se
raspodela leka odvija u veéem broju prostora a posebno u slu¢aju nelinearnih
farmakokinetickih procesa. Model-nezavisna, neprostorna FK analiza nametnula se kao
pristup koji znatno viSe odgovara klinickoj praksi 1 Cesto je sastavni deo sprovodenja
racionalne farmakoterapije (9). Ova vrsta analize zasniva se na odredivanju koncentracije leka
u bioloSkom materijalu i1 izraCunavanju farmakokinetickih parametara. Vrednosti izmerenih
koncentracija leka omogucéavaju izraCunavanje konstante brzine eliminacije (B) i vremena
polueliminacije leka. Iz istih podataka, metodom trapezoida, dobija se povrSina ispod krive
(AUC), koja predstavlja meru koli¢ine leka u organizmu. Matematickim izracunavanjima
dobija se uvid u kompletnu kinetiku leka, pri ¢emu su izbegnuti strogi uslovi ispitivanja koji
karakteri$u prostornu analizu.

Ukoliko se kao bioloski materijal koristi krv/krvna plazma izmerene koncentracije leka
omogucavaju matematicko dobijanje konstante brzine eliminacije leka prema slede¢em
obrascu:

InC,-InC,

tr—nh

B =Kel = (=)h

Cj, C, izmerene koncentracije leka u vremenu t;it,
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Brzina eliminacije leka odreduje vreme za koje se koncentracija leka smanji na polovinu
pocetne vrednosti i to predstavlja vreme polueliminacije leka (poluvreme eliminacije leka):

[ = 0,693

B

(=)

Ukupnu koli¢inu leka u organizmu, a time i izloZzenost organizma leku moguce je
izracunati metodom trapezoioda koris¢enjem podataka o koncentraciji leka i vremenu merenja
koncentracije (6,9). Na taj naCin dobija se FK parametar povrsSina ispod krive - AUC (PIK)

koji se matematicki predstavlja izrazom:

S [(Cray + C)
AUC = Z [% (the1 — tn)
im1

t, - vreme merenja koncentracija leka
C, - koncentracija leka u datom vremenu

Klirens leka predstavlja teoretski volumen telesne tecnosti koji se ocisti od leka u
jedinici vremena. Poznavanjem volumena distribucije leka i vremena polueliminacije moguce
je izracunati klirens leka. Smanjena bubrezna funkcija uslovljava promenu ovog FK
parametra, $to je od posebnog znacaja za pacijente sa presadenim bubregom i za lekove koji

pokazuju nefrotoksi¢nost, kakav je takrolimus. Klirens leka predstavljen je matematicki

jednacinom:
Cl =Kel -V,
Kel - konstanta eliminacijje leka
Cl - klirens

Vd - volumen distribucije

Prednost neprostorne FK analize je Sto ne zahteva stroge uslove istrazivanja kao
klasi€an, prostorni FK pristup. Farmakokineticki parametri dobijeni neprostornom FK
analizom pokazuju stalnost 1 pored manjih promena uslova ispitivanja. Ovaj farmakokineticki
pristup pogodan je za FK analizu takrolimusa kod pacijenata sa presadenim bubregom.
Poznavanje farmakokinetickih parametara takrolimusa omoguc¢ava adekvatnu imunosupresiju
transplantiranih pacijenata uz minimiziranu nefrotoksic¢nost, pa je znacajno FK analizu obaviti
nakon administracije prve doze leka. Za olakSanu individualizaciju rezima doziranja
takrolimusa kod transplantiranih bolesnika neophodno je u toku analize uspostaviti korelaciju
izmedu odredene koncentracije Tac u krvi i vrednosti AUC (10,11). Definisanje vremena u

kome koncentracija Tac najpreciznije predvida vrednost AUC predstavljalo bi indikator
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ukupne izloZenosti organizma leku, $to bi omogucilo postavljanje optimalnog rezima

doziranja Tac kod transplantiranih pacijenata (10).

1.2.3. Populaciona farmakokineti¢ka analiza

Populaciona farmakokineticka analiza (PFK) je nasla mesto u savremenoj
farmakoterapiji zahvaljuju¢i pronalazenju jedinstvenog modela za odredenu populaciju
ispitanika. Sa razvojem klinicke farmakokinetike raste znaCaj populacionog pristupa FK
analizi, koji je u osnovi zadrzao klasiCan FK pristup sa dodatnim definisanjem
patofizioloskih, demografskih, inter- i intra- individualnih faktora varijabilnosti (6,13).
Definisanjem matematickog modela populacionim pristupom daje se zavisnost izmedu
takozvanih ulaznih i izlaznih informacija za dati sistem. Sam proces modelovanja je trazenje
funkcije koja najbolje predvida izlazne informacije 1 procenjuje parametre modela (13). Kada
govorimo o terapiji takrolimusom ulazne informacije moze predstavljati rezim doziranja ili
doza leka dok je izlazna informacija koncentracija Tac ili njegov klirens u datom vremenu.
Populaciono FK ispitivanje takrolimusa je od znacaja za klini¢ku praksu jer daje specifi¢ne,
populacione FK parametre ispitivane populacije transplantiranih pacijenata i definiSe faktore
koji mogu uticati na vrednosti FK parametara. Poznavanje populacionih vrednosti FK
parametara 1 faktora varijabilnosti doprinosi pravilnijem definisanju reZima doziranja kod de
novo transplantiranih pacijenata.

Karakteristicno za populacionu FK analizu je da individualni pacijent ne predstavlja
centar ispitivanja, ve¢ se tezi dobijanju populacinog profila leka, zbog ¢ega je neophodna
brojna 1 heterogena grupa pacijenata. Ispitanici se medu sobom razlikuju po polu, starosti,
telesnoj masi, prisustvu/odsustvu drugog oboljenja i primeni drugih lekova (13,14). U
populacionoj FK analizi Tac pored pola, uzrasta i telesne mase, varijablu predstavlja
vremenski period protekao od transplantacije, dnevna doza kortikosteroida koja je deo
imunosupresivne terapije, odnos enzima jetre, prisustvo drugih lekova u terapiji.

Populaciona FK analiza zasnovana je na poznavanju parametara dobijenih klasicnom
prostornom analizom. Osnovna razlika je u broju, uslovima i duzini trajanja ispitivanja. U
prostornoj analizi ucestvuje mali broj ispitanika koji ¢ine homogenu grupu i pretezno su
zdravi dobrovoljci, dok se u populacionom pristupu ispitivanje obavlja u brojnoj, heterogenoj
grupi bolesnika. Klasicna analiza se sprovodi brzo, u kontrolisanim uslovima, dok
populaciona analiza koristi podatke dobijene u toku rutinskih kontrola u duzem vremenskom

intervalu. Broj podataka po ispitaniku koji su neophodni za prostornu analizu unapred je
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definisan i uvek znatno veci od broja podataka po pacijentu za populacionu analizu (od jedan
do Sest). Zahvaljujuci tim razlikama, populaciona FK analiza daje nove informacije o leku i
omogucava dobijanje klinicki relevantnih podataka o farmakokinetici leka u ciljnoj populaciji
ispitanika (13). Identifikacija demografskih, patofizioloskih i drugih faktora koji utiCu na
vrednosti FK parametara daje nefrologu moguénost kompletnijeg sagledavanja pacijenta i
vedu sigurnost postavljanja optimalnog terapijskog rezima takrolimusa (15,16).
Posebnu vrednost pokazuje populaciona FK analiza koja koristi i farmakodinamicke
(FD) parametre leka i FK/FD populaciona analiza.
Osnovu postavljanja populacionog modela ¢ini statisticka obrada podataka ispitivane
populacije pacijenata. Postoje tri osnovna statisti¢ka pristupa u populacionoj analizi:
1. Pristup objedinjenih podataka
2. Dvostepeni pristup
3. Metod kombinovanih efekata
Svaki od pomenutih pristupa ima za cilj dobijanje populacionih vrednosti FK
parametara na osnovu individualnih podataka, a razlikuju se po na¢inu dobijanja tih vrednosti
1 mogucénostima procene interindividualnih 1 intraindividualnih varijabilnosti. U naSem
istrazivanju koriS¢eno je nelinearno modelovanje kombinovanih efekata.
Naziv Metod kombinovanih efekata potic¢e od dva nivoa efekata koji ostvaruju uticaj na

vrednost FK parametara: stalni i sluajni. Stalni efekti imaju samo jednu vrednost parametra, i

to je tipicna, prosecna populaciona vrednost, dok slucajni efekti imaju raspon vrednosti i
odredenu distribuciju vrednosti parametara (17,18). Ukoliko je distribucija parametara
populacionog modela unapred zadata u pitanju je parametarski, linearni populacioni pristup, a
u suprotnom je neparametarski, odnosno nelinearni pristup. Pristup nelinearnog modelovanja
kombinovanih efekata - NONlinear Mixed Effects Modelling- NONMEM) se danas najviSe
koristi, a uveden je 1979. godine od strane Lewisa B Sheinera i Stuarta L Beala (19,20).
Velika prednost ovog pristupa je nacin prikupljanja podataka za analizu. Podaci se
prikupljaju u duzem vremenskom periodu u toku rutinskih klinickih kontrola pacijenata.
Uprkos sloZenosti algoritama i neophodnog iskustva u modelovanju, NONMEM predstavlja

sve zastupljeniji populacioni FK pristup.
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Prednosti NONMEM analize kod pacijenata sa presadenim bubregom

e podaci dobijeni u razli¢ito vreme mogu se ukljuciti u bazu podataka 1 koristiti za FK
analizu populacije pacijenata sa presadenim bubregom

e podaci su reprezentativni za populaciju i pomazu u postavljanju rezima doziranja kod
de novo pacijenata

e omogucava ispitivanje razliCitosti u farmakokinetici uzimajuéi u obzir godine,
genetiku, faktore spoljasnje sredine, fizioloske i patofizioloske faktore

e omogucava ispitivanje postojanja i znacaja uticaja drugih lekova neophodnih u terapiji
transplantiranih pacijenata uz odredivanje minimalne doze leka koji ostvaruje uticaj na

koncentraciju Tac

Nedostaci NONMEM analize kod pacijenata sa presadenim bubregom
e softver neophodan za NONMEM analizu je slozen i zahteva stru¢nost i obuku
e za pouzdanost dobijenih podataka potreban je veliki broj pacijenata (preko cetrdeset, a
pozeljno je znatno veci broj — oko 100 pacijenata)
e proces prikupljanja podataka traje dugo, nekada vise godina
U populacionoj NONMEM farmakokinetickoj analizi postoje tri osnovna koraka:
I korak- prikupljanje podataka potrebnih za analizu u populaciji transplantiranih bolesnika
IT korak- razvijanje modela
IIT korak- validacija konacnog modela
Prikupljanje podataka zahteva istrajnost 1 sistematicnost jer se odvija u toku rutinskih
kontrola transplantiranih pacijenata.
Razvijanje modela je najsloZeniji proces u populacionom ispitivanju. Za populacionu
FK analizu Tac koristi se odgovorajua subrutina iz PREDPP (PRED Population
Pharmacokinetics) biblioteke softvera izabrana na osnovu njegovih farmakokinetickih
karakteristika 1 na¢ina primene. Povezivanje ovako definisanog modela sa izvr$nim modelom
omogucava dobijanje populacionih vrednosti FK parametara Tac i1 definisanje varijabli koje
imaju uticaj na farmakokinetiku Tac u ispitivanoj populaciji.
Validacija daje pouzdanost i pokazuje ispravnost dobijenog populacionog modela Tac.
NONMEM se sastoji iz tri dela: strukturni ( opisuje osnovne FK parametre leka),
kovarijatni (opisuje uticaj demografskih i ostalih karakteristika na FK parametre leka) i
statisticki (opisuje interindividualnu i intraindividualnu varijabilnost parametara) (13,21).
Poslednji korak u PFK modelovanju je validacija pomocu grupe pacijenata koji

pripadaju ispitivanoj populaciji ali nisu ukljuceni u proces izgradnje modela. Ukoliko se
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pokaze pouzdanost populacionih vrednosti FK parametara dobijenih u procesu izgradnje
modela na novoj grupi podataka moze se smatrati da je NONMEM modelovanje uspesno
zavrSeno, a faktori intraindividualne 1 interindividualne varijabilnosti unutar ispitivane

populacije definisani.

1.2.4. Fizioloski (perfuzioni) model farmakokineticke analize

Osnovna odlika ovog pristupa FK analizi je integracija faktora hemodinamike ljudskog
organizma. Prostore kod fizioloSkog modela odreduje brzina protoka krvi 1 stepen
prokrvljenosti tkiva, §to je osnovna razlika u odnosu na prostornu analizu (22). Fizioloski
model je pogodan za FK analizu pre svega u preklinickim ispitivanjima leka na
eksperimentalnim zivotinjama, jer moze doprineti predvidanju FK leka kod ljudi. Ovaj FK
analiticki pristup daje moguénost ekstrapolacije podataka izmedu razli¢itih Zivotinjskih vrsta i
izmedu ljudi 1 eksperimentalnih zivotinja, Sto nije mogucée kod prostornog modelovanja

upravo zbog definisanja prividnog volumena (6,22).

1.2.5. Pristup vremenskih konstanti (the time constant approach)

Ovaj pristup karakteristi¢an je po tome Sto predstavlja sintezu prostorne i neprostorne
FK analize, ukljucujuéi i statisticku obradu. Pristup vremenskih konstanti definiSe vremensku
konstantu kao vreme potrebno da se ekvivalent leka premesti iz jednog prostora u drugi. Time
je dobijena kombinacija fizioloskih prostora 1 FK procesa $to ¢ini jedinstvenost ovog pristupa
(6). Kao rezultat analize uspostavlja se korelacija izmedu opisnih FK parametara (maksimalna
izmerena koncentracija leka, bioloSko vreme polueliminacije i prividni volumen raspodele) 1
vremenskog trajanja pojedinacnih procesa kroz koje lek prolazi- oslobadanje iz
farmaceutskog oblika, resorpcija, raspodela leka, zadrzavanje u organizmu, trajanje efekta
leka. Korelacija izmedu farmakokinetickih procesa i farmakokinetickih parametara daje
moguénost prilagodavanja terapije prema karakteristikama organizma (npr. ukoliko je
povecana resorpcija leka, potrebno je dati neSto manju dozu od uobicajene kako se ne bi

ispoljili nezeljeni efekti terapije (7).
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1.2.6. FK/FD Modelovanje

Osnovni cilj FK/FD ispitivanja je uspostavljanje FK/FD odnosa za dati lek. Kako je
ovaj odnos slozen tako su i matematicki modeli koji se dobijaju vrlo slozeni. Pomoc¢u FK/FD
modelovanja moguce je identifikovati kljucne osobine leka koje ¢e omoguciti kvantifikovanje
i predvidanje vremenskog toka efekta leka pod fizioloSkim i patoloSkim uslovima (23).
Farmakokineticko/farmakodinamicki model spaja FK model koji daje odnos izmedu doze i
koncentracije u zavisnosti od vremena i FD model koji daje odnos izmedu koncentracije i
efekta leka u funkciji vremena. Zadatak FK analize je pronalaZenje funkcije koja spaja ove
modele i statisticki ih opisuje (24,25). Kao rezultat FK/FD ispitivanja konstruiSe se sigmoidni
model efekta leka koji prikazuje zavisnost efekta leka od njegove koncentracije u odabranoj
bioloskoj te¢nosti. FK/FD modelovanje se pojednostavljuje kada lek ima direktno merljiv
farmakodinamicki efekat.

Savremena FK ispitivanja stavljaju akcenat na FK/FD populacionu analizu koja daje

e procenu uticaja promenljivih (demografskih 1 farmakoterapijskih faktora ciljne
populacije)
e odredivanje ili potvrdivanje odnosa doza— efekat leka kod ciljne populacije i

e procenu podeSavanja doza kod specifi¢nih populacija pacijenata.

1.3. Terapijski monitoring lekova (TDM)

Terapijski monitoring lekova predstavlja precizno 1 unapred planirano pracenje
koncentracije leka i/ili njegovih metabolita u krvnoj plazmi ili drugim bioloSkim te¢nostima,
pri ¢emu je izmerena koncentracija u jasnoj vezi sa efektom leka (26). TDM se preporucuje
kada postoji velika interindividualna varijabilnost u FK leka, $to zahteva individualizaciju
terapije. Monitoring je od velikog znacaja kada lek pokazuje mali terapijski indeks,
saturacionu kinetiku i kod pacijenata sa patoloskim stanjima koja mogu imati uticaj na FK
procese leka, kao Sto je presadivanje bubrega (27, 28).

Takrolimus, zbog malog terapijskog indeksa, varijabilne kinetike 1 visokog
interakcijskog potencijala zahteva redovno pracenje koncentracija u krvi bolesnika nakon
presadivanja bubrega. Terapijski monitoring omogu¢ava modifikaciju terapijskog reZzima u
zavisnosti od individualnih karakteristika bolesnika (29).

Takrolimus pokazuje linearnu kinetiku u okviru terapijskih koncentracija, Sto
omoguc¢ava modifikaciju doze na osnovu izmerene koncentracije leka u krvi u stanju

ravnoteze (7).
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C(ieljena)
D =———"=XD
0(nova) C(izmerena)

Csetjena) - koncentracija leka koju Zelimo da postignemo u ravnoteZznom stanju
C(izmerena) - koncentracija leka koja je izmerena u ravnoteznom stanju
Do(nova) - doza leka potrebna za postizanje Zeljene koncentracije leka

D - data doza Tac

Terapijski monitoring podrazumeva pravilno uzorkovanje bioloskog materijala i
validiran analiticki postupak (28,30). Pravilna interpretacija dobijenih rezultata je od
posebnog znaaja za modifikaciju terapije. Cilj sprovodenja monitoringa Tac je kreiranje
optimalnog rezima doziranja, §to omogucéava minimiziranje nezeljenih efekata terapije
transplantiranih bolesnika (5,29). Sakupljanjem podataka o izmerenim koncentracijama Tac u
duzem vremenskom periodu kod veleg broja pacijenata stvara se baza podataka za

populacionu farmakokineti¢ku analizu.

Takrolimus

!

Inicijalni reZim doziranja
(prilagodjen telesnoj masi pacijenta)

korekcija
rezima
doziranja
Tac

primena leka

pregled / \ merenje koncentracije TAC

pacijenta (ciljna serumska koncentracija 5-135ng/ml)

N,

FK modelovanje odabranim modelom
i evaluacija pacijenta

Slika 1.2. Shematski prikaz TDM-a takrolimusa

Na slici 2. je shematski prikazan pravilan TDM takrolimusa u nekoliko osnovnih
koraka. Nakon primene inicijalne doze Tac, odredene na osnovu telesne mase pacijenta, vrsi
se klinicka procena i merenje koncentracije leka u krvi. Farmakokineti¢ka analiza omogucava
modifikovanje postojeceg doznog rezima u skladu sa individualnim karakteristikama
pacijenta (30,31).

Populacionim FK modelovanjem podataka o izmerenim koncentracijama Tac u toku
terapijskog monitoringa dobijaju se specificne, populacione vrednosti FK parametara i
odreduju znacCajne varijable, Sto predstavlja osnovu za kreiranje doznog rezima kod de novo

transplantiranih pacijenata.
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1.4. Imunosupresivni lekovi u terapiji pacijenata sa presadenim bubregom

1.4.1. Znacaj imunosupresivne terapije u transplantaciji

Cilj imunosupresivne terapije je postizanje imunotolerancije primaoca organa na
presadeni organ uz minimiziranje nezeljenih dejstava izabranih lekova (32). Veliki broj
imunosupresivnih lekova mogu dovesti do akutne i hroni¢ne intoksikacije, posebno
nefrotoksi¢nosti, zbog ¢ega je neophodna njihova racionalna primena (1,33). Imuni odgovor
organizma na presadeni bubreg se ostvaruje kroz tri faze. To su: faza indukcije, faza
odrzavanja i leCenje epizoda akutnog odbacivanja bubrega (3). Imunosupresivni lekovi se
koriste u sve tri faze.

Najvaznije grupe imunosupresivnih lekova su:

kortikosteroidi

kalcineurinski inhibitori

inhibitori proliferacije limfocita

antilimfocitna antitela

Shematski prikaz mesta delovanja imunosupresivnih lekova dat je na slici 1.3.

ANTIGEN KS
Signal 1 Signal 2 I, T v, Signal 3
C45 LY
CD4 © CD3 i CD28 A Interleukin-2 receptor
4 [H:I B 1 [I'D
l Tac : l
KALCENEURINSKI «— |2 : TOR <—— (RL
— ' PUT
PUI 1 l Azatioprin) [MMF
/
KS \‘ . / ‘ ‘
Gen za produkciju P 4 Sint
citokina Q - = plllllrle lf ;i]l
JEDRO LIMFOCITA J
\

T-Limfocit Ciljni Limfocit

Slika 1.3. Shematski prikaz mesta i mehanizma delovanja imunosupresiva

Da bi se imunosupresivhom terapijom ostvarila efikasnost, uz zadovoljavajuci

bezbedonosni profil trebalo bi da ovi lekovi poseduju sledece osobine :
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e mechanizam dejstva mora biti selektivan

e treba da pokazuju adaptivnu specifi¢nost

e ciljni molekul leka mora biti u limfocitu

e Dbiotransformacija leka treba da se odvija nezavisno od enzima citohroma P450

e sinergisticko delovanje u kombinaciji sa drugim imunosupresivima

Imunosupresivne lekove karakteriSu ozbiljna nezeljena dejstva i visok interakcioni

potencijal, zbog Cega je potreban terapijski monitoring i evaluacija doznog rezima kod

osetljivih transplantiranih pacijenata (34).

Preduslov pravilnog izbora lekova koji ¢e izvrSiti optimalnu imunosupresiju nakon Tx

bubrega je poznavanje njihovih farmakoloskih karakteristika zbog cega je u tabeli 1.1. dat

pregled imunosupresivnih lekova koji se koriste u savremenoj praksi (26,35).

Farmakoloska grupa

Tabela 1.1. Pregled imunosupresivnih lekova

Aktivnost u organizmu

Nezeljena dejstva

Terapijski rezim

Glukokortikoidi Prednizon nespecifi¢na blokada kusing — habitus, terapija
imunog odgovora osteoporoza, dijabetes, odrzavanja
leukocitoza, atrofija inicijalna
koze, otezano terapija
zarastanje rana
Kalcineurinski Ciklosporin A inhibicija kalcineurina nefrotoksi¢nost,
inhibitori u izgradnji imunofila hipertenzija, terapija
hirzuitizam, odrZzavanja
hiperplazija gingive
Takrolimus inhibicija kalcineurina neurotoksi¢nost,
u izgradnji kompleksa nefrotoksi¢nost, terapija
sa FK506 vezujué¢im dijabetes odrzavanja
proteinom
Poliklon Antitimocitni nespecifi¢na alergijski Sok, indukciona
alna antitela antiglobulin razgradnja limfocita pancitopenija, terapija
oportinisticke inicijalna
infekcije, povecan terapija
rizik za nastanka
maligniteta
Monoklonalna Baziliksimab blokada IL-2 receptora nauzeja, edemi, indukciona
antitela Daklizumab hipertenzija, terapija
hiperkalijemija
m-TOR inhibitori Sirolimus blokada T-limfocita pancitopenija, terapija
Everolimus aktiviranih preko IL-2 hiperlipidemije odrzavanja
otezano zarastanje rana
Antimetaboliti Azatioprin blokada inozin- pancitopenija, terapija
Mikofenolat- monofosfat alopecija, holestaza odrzavanja
mofetil dehidrogenaze gastrointestinalne

tegobe, leukopenija

12
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Odabir imunosupresivne terapije vrsi se individualno, prema pacijentu, u cilju pronalazenja
optimalne kombinacije imunosupresivnih lekova. U tabeli 1.2. dat je pregled preporucenih

doza najcesc¢e primenjivanih imunosupresivnih lekova u savremenoj klinickoj praksi (26).

Tabela 1.2. Doziranje imunosupresiva

Lek ‘ Doza
Takrolimus 0,1 - 0,2 mg/ kg TM / dnevno
Ciklosporin A 3 -6 mg/kg TM / dnevno
Mikofenolat — mofetil 2x1g
Metilprednizolon 0,5 mg / kg TM / dnevno

redukcija u prvih 6 meseci do 0,1 mg/ kg TM / dnevno
inicijalna terapija: 3 - 6 mg/ kg TM / dnevno
produzenje terapije 1-2 mg / kg TM / dnevno
2 x 20mg
(preoperativno i ¢etvrtog dana nakon transplantacije)
1,5 mg / kg TM / dnevno
kumulativni max. 4,5mg/kg TM

Azatioprin

Baziliksimab

Antitimocitni globulin

1.4.2. Kortikosteroidi

Prednizolon 1 metilprednizolon su kortikosteroidi (KS) koji se uspesno koriste za razvoj
imunotolerancije transplantiranog pacijenta. Kortikosteroidi su efikasni u prevenciji i terapiji
odbacivanja presadenog organa zbog cega se koriste neposredno pre i prolongirano nakon
transplantacije (Tx). Prednizolon 1 njegov derivat metilprednizolon vrSe inhibiciju
transkripcionih faktora ¢ime smanjuju transkripciju gena za interleukin-2 (IL-2) 1 druge
citokine (IL-1, pirogen, kolagenaza, elastaza, aktivator plazminogena i faktor tumorske
nekroze) (35,1). Kortikosteroidi se vezuju za citoplazmatske receptore preko Ccelijske
membrane, formiraju¢i komleks lek-receptor koji putuje do celijskog jedra (slika 3.).
Antiinflamatorno 1 limfoliticko delovanje zasnovano je na sprecavanju proliferacije T-
limfocita, stabilizaciji membrane lizozoma i1 blokadi sinteze antitela (36). Direktnim i
indirektnim sprecavanjem sinteze interferona i interleukina IL-1, IL-2, IL-6, kortikosteroidi
interferiraju sa senzibilizacijom celija koje stvaraju antitela, smanjuju oslobadanje antigena iz
presadenog tkiva 1 odlazu revaskularizaciju.

Farmakokinetika: Bioloska raspolozivost prednizolona, nakon oralne primene iznosi
70-80% , zbog brze biotransformacije prilikom prvog prolaza kroz jetru. U plazmi se vezuje
za proteine plazme do 95%. Redukcijom 1 konjugacijom stvaraju se neaktivni metaboliti koji
se zatim izlu€uju preko bubrega. U nepromenjenom obliku se eliminiSe 3-5% unetog leka.

Poluvreme eliminacije prednizolona iznosi 1,5-6 sati. Indukcijom mikrozomalnih enzime jetre
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KS znatno uticu na koncentracije lekova koji se metaboliSu posredstvom istih enzima (37,38).
Induktori mikrozomalnih enzima ubrzavaju metabolizam KS, dok ga inhibitori usporavaju.

U farmakoterapiji transplantiranih pacijenata doza KS se znacajno menja u zavisnosti
od vremena proteklog od transplantacije ( na dan transplantacije primenjuje se udarna doza od
500 mg metilprednizolona, dok se 15. dana nakon Tx doza prednizolona redukuje na 40 -
60mg ) (39,40). Od posebnog znacaja je odredivanje doze KS kojom prestaje znacajan uticaj
KS na indukciju mikrozomalnih enzima jetre, odnosno na farmakokinetiku Tac (16,41). Pri
istovremenoj primeni KS i mikofenolne kiseline smanjuje se njena bioraspolozivost §to moze
imati klinicki znacaj (42).

Dugotrajnom upotrebom KS dolazi do supresije kore nadbubrega i potencijalnih
nezeljenih dejstava u vidu: KuSingovog sindroma, poremecaja u rastu, bolesti koStano-
miSi¢nog sistema, katarakte, dijabetesa, poremecaja endogenih steroida, dislipidemije,
peptickog ulkusa, hipertenzije, povecanja telesne mase i sporog zarastanja rana.

Savremeni farmakoterapijski pristup podrazumeva Sto ranije smanjenje doze KS i

duzine trajanja terapije kako bi se brojni nezeljeni efekti minimizirali (43).

1.4.3. Inhibitori proliferacije limfocita

Ova grupa imunosupresiva smanjuje imuni odgovor organizma na presadeni organ
sprecavanjem proliferacije limfocita. Lekovi koji pripadaju ovog grupi pokazuju razliCitost u

hemijskoj strukturi i po mestu delovanja.

1.4.3.1. Mikofenolna kiselina (MPA)

Mikofenolna kiselina je nekompetitivni 1 reverzibilni inhibitor inozin-monofosfat
dehidrogenaze, a time 1 inhibitor de novo puteva za sintezu guanozin nukleotida i njegove
ugradnje u DNK. Kako je proliferacija T 1 B limfocita zavisna od de novo sinteze purina,
MPA ima citostaticki efekat na limfocite (44,45). Mikofolna kiselina selektivno inhibira
proliferaciju 1 funkcije limfocita i formiranje antitela, adheziju i migraciju ¢elija (slika 3). U
farmaceutskim preparatima nalazi se u obliku estra, mikofenolat-mofetila, koji se dobija
polusintetski od antibiotika izolovanog iz jedne vrste gljiva. U telu se konvertuje u aktivnu
supstancu, MPA. Mikofenolat mofetil je deo kvaternarnog imunosupresivnog protokola, koji

se sprovodi u Klinickom centru NiS§ prilikom transplantacije bubrega.
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Farmakokinetika: Mikofenolat-mofetil (MM) se odlikuje dobrom resorpcijom nakon
peroralne primene. Istovremena primena MM 1 KS znacajno smanjuje njegovu
bioraspolozivost. Aktivni oblik leka, MPA, podleze enterohepati¢cnom ciklusu i1 eliminiSe se
preko bubrega u obliku neaktivnog B-glukuronida. Bezbednost i podnosljivost MPA je velika
(44,46,47). U praksi se koristi u kombinaciji sa drugim imunosupresivnim lekovima, koji
mogu imati uticaj na koncentraciju MPA. Najces¢i nezeljeni efekti MPA su poremecaji na
nivou GIT-a:dijareja, mucnina, povracanje, bol u stomaku, a retko mogu da se jave krvarenja i
crevne perforacije (48). Cesta je pojava leukopenije. Veéina neZeljenih efekata se brzo
povlaci redukcijom doze ili prekidom terapije. Zbog nepostojanja toksi¢nih efekata na
ekskretorne organe i kardiovaskularni sistem, kao i Cinjenice da ne zahteva terapijski

monitoring, MPA je u potpunosti zamenio azatioprin.

1.4.3.2. Azatioprin

Azatioprin je imidazolski derivat mekaptopurina koji po mehanizmu delovanja pripada
grupi antimetabolita. Azatioprin u organizmu oslobada 6-merkaptopurin koji se konvertuje u
tkivni inhibitor metaloproteinaze, zbog ¢ega dolazi do ometanja sinteze DNK i genetskih
ostecenja posredovanih tioguanin nukleotidom (30). Razaranjem stimulisanih limfoidnih
¢elija blokira imuni odgovor i1 sekundarnu produkciju antitela u serumu bez izrazene
selektivnosti.

Farmakokinetika: Azatioprin poseduje visok stepen bioraspolozivosti, dobro se
resorbuje iz gastrointestinalnog trakta i brzo dostiZe maksimalnu koncentraciju u plazmi. U
jetri se metaboliSe u 6-merkaptopurin. Enzim ksantin-oksidaza pretvara ovu aktivnu supstancu
u tio-mokra¢nu kiselinu, koja se zatim izlu¢uje urinom (35). Poluvreme eliminacije kod
pacijenata sa ocuvanom bubreznom funkcijom je 3 sata, a pri oSteenju bubrezne funkcije
moze biti produzeno do 50 sati.

Nezeljeni efekti azatioprina manifestuju se kroz pojavu leukemije, anemije,
trombocitopenije, kao 1 pojave gastrointestinalnih tegoba — muc¢nine, povracanja, dijareje i
akutnog pankreatitisa, retko holestaze 1 nekroze jetre. Sa alopurinolom stupa u klinicki
znacajnu interakciju €iji je rezultat povecana toksi¢nost azatioprina zbog inhibicije aktivnosti
ksantin oksidaze. Primena azatioprina povecava rizik od nastajanja oportunisti¢kih infekcija i

limfoproliferativnih poremecaja.
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1.4.3.3. Sirolimus (Rapamicin) i Everolimus

Sirolimus (rapamicin) i everolimus su makrolidni antibiotici, strukturno sli¢ni Tac, ali
po mehanizmu delovanja razli¢iti. Njihov imunosupresivni efekat nije baziran na inhibiciji
kalcineurina ve¢ na inhibiciji odgovora organizma na IL-2 vezivanjem za ciljno mesto-
mamalian target of rapamycin (m-TOR). Time se blokira aktivacija T- i B- limfocita, a
sirolimus 1 everolimus su nazvani anti m-TOR imunosupresivni lekovi (49).Vezivanjem za
protein takrolimus vezujuéi protein 12 (FKBP12) stvara se komleks koji ostvaruje inhibiciju
signalnog puta meta-rapamicina i tako smanjuje produkciju IL-2 i proliferaciju T-limfocita
(slika 3). Ovi savremeni lekovi su sve zastupljeniji u imunosupresivnim protokolima zbog
protektivnog delovanja na presadeni bubreg i manjeg rizika maligniteta kod transplantiranih
pacijenata. Primena sirolimusa (SRL) ili everolimusa (EVE) bez inhibitora kalcineurina
dovodi do povecanog rizika odbacivanja grafta i nastanka hirurskih komplikacija nakon Tx.
Inicijalna terapija sa niskim dozama anti-mTOR 1i kalcineurinskih inhibitora usporava razvoj
ateroskleroze ali povecava rizik nastanka uremijskog sindroma kod pacijenata sa presadenim
bubregom (50,51,52). Lipidni status pacijenata zahteva kontinuirano prac¢enje zbog ocekivane
dozno zavisne dispidemije (53). Moguéa nezeljena dejstva su: pojava akni, usporeno
zarastanje rana 1 produzeni period oporavka od akutne tubularne nekroze kod transplantiranih
pacijenata, smanjenje koncentracije testosterona, proteinurija, pojava tremora. Everolimus u
retkim slu¢ajevima izaziva leukopeniju.

Farmakokinetika: Nakon peroralne primene SRL i EVE se brzo resorbuju a
maximalnu koncentraciju u krvi postizu nakon dva sata kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom. Sirolimus je supstrat za CYP3A4 i1 P-gp, zbog Cega nije preporuiva njegova
istovremena primena sa snaznim inhibitorima ili induktorima CYP3A4 i P-gp. Metabolizam
everolimusa se odvija u jetri, preko citohromalnih enzima CYP3A4 i 3A5 (50,51). Metaboliti
se izlu€uju putem Zuci i bubrega. Racionalni farmakoterapijski pristup upotrebi SRL
podrazumeva TDM zbog izraZene interindividualne farmakokineticke varijabilnosti (54).

Klinicke studije pokazuju da godine, pol 1 telesna masa nemaju uticaja na FK
everolimusa, dok je kod pacijenata crne rase primeceno povecanje vrednosti klirensa za 20%

u odnosu na pripadnike drugih rasa (55).
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1.4.4. Antilimfocitna antitela

Antilimfocitni serum se dobija imunizacijom konja humanim limfoidnim celijama.
Znacajna je IgG frakcija antilimfocitnog seruma. Antilimfocitna antitela koja se nalaze u IgG
frakciji deluju pre svega na male periferne limfocite blokadom specificnih membranskih
proteina - CD2, CD3, CD45, nakon ¢ega dolazi do razaranja T-limfocita (slika 3). Delovanje
ovih antitela uzrokuje specifi¢ni poremecaj kasne preosetljivosti, dok stvaranje humoralnih
antitela ostaje skoro nepromenjeno. Cesta pojava anafilakti¢ke reakcije i serumske bolesti

prilikom primene antilimfocitnog seruma uslovila je pronalazak monoklonalnih antitela.

1.4.5. Monoklonalna antitela

Monoklonalna antitela su imunoglobulini proizvodeni u ¢elijskim kulturama odabranim
da reaguju na antigene koji specificno eksprimiraju celije kancera (56). U savremenim

imunosupresivnim protokolima koriste se tri tipa monoklonalnih antitela:

a- Anti CD3 antitela (blokiraju T limfocite) - muromonab-CD3
b- Anti CD20 antitela (blokira B limfocite) - rituksimab

c- Anti CD25 antitela (antagonisti IL-2 receptora) - daklizumab, baziliksimab

U Klinickom centru Ni§ se pri transplantaciji bubrega sprovodi kvaternarna
imunosupresija, koja podrazumeva 1 primenu antagonista IL-2 predstavnika. baziliksimaba.

Baziliksimab se u terapiju ukljucuje u fazi indukcije imunosupresije, preoperativno i
cetvrtog dana od Tx radi sprecavanja ranog odbacivanja transplantiranog bubrega (26,57,58).
Baziliksimab se vezuje za alfa lanac IL-2 receptora na aktiviranim T-limfocitima, $to dovodi
do njihovog unistenja. Hemijski, on predstavlja himarno monoklonalno antitelo koje se vezuje
za IL2 receptor aktiviranih T-limfocita, odnosno IL-2R antitelo. Farmakokineticki parametri
basiliksimaba (Cmax, AUC) pokazuju doznu zavisnost, dok je proces raspodele leka za sada
nedovoljno poznat (59). Volumen distribucije 1 klirens pokazuju interindividualnu
varijabilnost. Maksimalna koncentracija se postize 30 minuta nakon primene leka. Pol, uzrast
ili rasa nemaju uticaja na poluvreme eliminacije, koje iznosi 7,2+3,2 dana. Istovremena
upotreba mikofenolat mofetila 1 azatioprina moze redukovati klirens basiliksimaba do 22%
(60,61). Osnovni neZeljeni efekat je reakcija preosetljivosti na lek.

Od najnovijih monoklonalnih antitela znacajan je belatacept, koji se nalazi u drugoj fazi

klinickih istrazivanja. Njegova specificnost ogleda se u vezivanju za CD28, pri ¢emu ne
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uslovljava razaranje antitela Sto omogucava dugotrajnu primenu sa perspektivno boljom

funkcijom bubrega i smanjenim rizikom hroni¢ne nefropatije alografta (61).

1.4.6. Inhibitori kalcineurina (CNI)

Otkrice kalcineurinskih inhibitora (CNI) predstavljalo je veliki pomak u
imunosupresivnoj terapiji. Na slici 3. prikazan je njihov mehanizam delovanja.

Molekuli ovih lekova unutar ¢elija grade kompleks sa imunofilom (imunofilin-vezujuéi
lekovi), inhibirajuéi aktivnost kalcineurin fosfataze. Posledica ove inhibicije je defosforilacija
1 nuklearna translokacija u T-limfocitima 1 njihova smanjena aktivnost. T-pomo¢ni limfociti
su glavna meta, iako i T-supresorske celije mogu biti pogodene. Inhibicijom kalcineurin
fosfataze inhibira se stvaranje i1 otpustanje citokina ukljucuju¢i interleukin 2 (IL-2),
interleukin 3 (IL-3) i interferon-y. U grupu inhibitora kalcineurina spadaju ciklosporin,

takrolimus i1 novootkriveni ISA 247 koji je joS uvek u fazi klinickih ispitivanja.

1.4.6.1. Ciklosporin (CsA)

Od predstavnika CNI prvi je pronaden CsA, lek peptidne strukture koji blokira
aktivaciju T- ¢elija u ranom stadijumu njihove antigenom izazvane diferencijacije. Na
molekularnom nivou CsA takode inhibira stvaranje i oslobadanje limfokina inhibicijom
transkripcije gena za IL-2, IL-3 i interferon-y, pri ¢emu ne dolazi do sprecavanja interakcije sa
antigenom. Vezivanjem za ciklofilin CsA inhibira kalcineurin-fosfatazu, zbog ¢ega dolazi do
inaktivacije pomo¢nih 1 supresorskih T-celija. Efikasnost CsA zavisi od specificne i
reverzibilne inhibicije limfocita u Go 1 G; fazi Celijskog ciklusa. CsA ne uti¢e na funkciju
fagocita i ne izaziva supresiju kostne srzi (29,62).

Farmakokinetika: Nakon oralnog davanja leka, resorpcija CsA je nekompletna,
zavisno od vrste 1 koli¢ine unete hrane. Procesom distribucije CsA dospeva duboko u tkiva i
telesne tecnosti sa volumenom distribucije u stanju ravnoteze 3-5 I/’kg TM, pri cemu se vezuje
za proteine plazme do 90%. Metabolizam se odvija preko mikrozomalnih enzima jetre, pre
svega CYP 3A4 (63). Manji deo biotransformacije se odigrava u gastrointestinalnom traktu i
preko bubrega. Ekskrecija CsA se primarno odvija putem bilijarnog trakta, dok se svega 6%
unete doze u obliku nepromenjenog CsA 1 metabolita izlu€uje putem urina. Lek prolazi
placentu i moze se ekskretovati ljudskim mlekom (63). Istrazivanja su pokazala da

farmakokinetiku CsA karakteriSe cikardijalni ritam (64).
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Akutna toksi¢nost CsA je povezana sa bubreznom vazokonstrikcijom a funkcionalne
promene koje tada nastaju su potencijalno reverzibilne. Hroni¢na toksi¢nost je povezana sa
strukturnim promenama u bubrezima (65,66). Klinicki relevantne koncentracije CsA mogu da
ispolje direktan toksi¢ni efekat na tubularne epitelijalne ¢elije 1 potpomognu fibrogenezu
stimulisanu autokrinom sekrecijom faktora rasta sli¢nih insulinu (insulin like growth factor-
ILGF) i parakrinu sekreciju TGF-betal proksimalnog tubularnog epitela (67). Terapijskim
monitoringom je mogucée odrediti najnizu efektivnu dozu CsA 1 prevenirati nefrotoksi¢nost.
Najces¢i nezeljeni efekti CsA su: nefrotoksi¢nost, hepatotoksicnost, hipertenzija (zbog
vaskularnih oSteenja 1 povecanja tonusa simpatikusa), hiperlipidemija, dijabetes,
neurotoksi¢nost, glavobolje, ¢esto migrenozne prirode i tremor. CsA moze da izazove

hipertrofiju gingiva a kod Zena hirzutizam (67,68).

1.4.6.2. Takrolimus (Tac)

Takrolimus je uveden u terapiju nakon CsA kao predstavnik CNI sa boljim

bezbedonosnim profilom.

1.5. Takrolimus

Takrolimus je makrolidni antibiotik izolovan iz Streptomyces tsukubaenis. Njegov
mehanizam delovanja zasniva se na vezivanju za FKBP12 ( takrolimus vezuju¢i protein 12)
koji inhibira kalcineurin znatno selektivnije od CsA. Takrolimus blokira aktivaciju T-
limfocita u ranom stadijumu antigenom izazvane diferencijacije T-Celija. Imuni odgovor
organizma se modifikuje inhibicijom transkripcije gena za IL-2, IL-3, interferon gama i
drugih produkata stimulisanih T-limfocita, dok interakcija sa antigenom ostaje nepromenjena.
Takrolimus pokazuje vecu specificnost na T-Celije limfocitne loze, posebno na T-pomocne
¢elije, a ne utice na funkciju fagocita i kostne srzi (69,70).

Farmakokinetika: BioraspoloZivost peroralnih preparata Tac pokazuje visoku inter i
intraindividualnu varijabilnost kod pacijenata sa presadenim bubregom. Hrana bogata
mastima moze smanjiti resorpciju 1 maksimalnu koncentraciju leka za 37-77%, dok unos
ugljenih hidrata smanjuje njegovu bioraspolozivost za 28-65% kod transplantiranih
pacijenata. Tac pokazuje visok afinitet vezivanja za albumine plazme, al-kiseli glikoprotein i
eritrocite (5,71). Proces raspodele Tac izmedu krvi 1 plazme zavisi od hematokrita,
temperature, koncentacije leka i ukupne koliine proteina u plazmi. Tabela 1.3. pokazuje
farmakokineticke parametre takrolimusa u zavisnosti od nacina primene i karakteristika

ispitanika (preuzeto sa Rxlist).
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Tabela 1.3. Farmakokineticki parametri Tac

Grupa Crnax T nax t2 AUC CL vd
(nacin primene) (mg/mL) (h) () (ngh/mL) (L/h/kg) (mL)
zdravi 0,025mg/kg / / 342+ 7,7 598+125  0,040+0,009 1,91+0,31
(iv.) na 4 sata
zdravi
5mg 29,7+ 7,2 1,6+£0,7 34,8+11,6 243+ 73  0,041+0,008 1,94+0,53
(per os)
Txpacijenti  0,02mg/kg / /1884167 2944262 0,083+0,050 1,41-0,66
(iv.) na 12 sati
Tx pacijenti O,lmg/kg 19.2410.3 3 / 203+ 42 / /
(per 0s) na 12 sati
/ nije dostupan podatak

Tx- pacijenti sa presadenim bubregom

Takrolimus se znatno selektivnije od CsA vezuje za proteine koji ulaze u sastav
kalcineurina inhibiraju¢i njegovu aktivnost (72,73). Formiranjem kompleksa takrolimus-
FKBP-12, kalcijum, kalmodulin i kalcineurin dolazi do inhibicije kalcineurina. Ovo prevenira
defosforilaciju i translokaciju nuklearnog faktora aktivisanih T-limfocita (NF-AT), nuklearne
komponente preko koje se inicira transkripcija gena za formaciju citokina (IL-2, IL-3, gama
interferon). Tac takode inhibira transkripciju gena koji kodiraju interleukine uklju¢ene u ranu
fazu aktivacije T-limfocita (74).

Delovanjem Tac ostvaruje se inhibicija progresije ¢elijskog ciklusa preko ciklina, koji
su povezani sa ciklin-zavisnim kinazama (CDK), neophodnim u ¢elijskoj deobi. Selektivni
CDK inhibitori spre€avaju ulazak ¢elije u ¢elijski ciklus ¢ime ometaju aktivaciju T limfocita .
Metabolizam Tac odvija se u jetri pod dejstvom citohromalnih enzima, pre svega CYP 3A4 i
3AS, pri ¢emu nastaje vec¢i broj metabolita od kojih osam poseduju imunolosku aktivnost.
Demetilacija i hidroksilacija su primarni mehanizmi biotransformacije in vitro a glavni
metabolit je 13-demetil takrolimus. 31-demetil derivat Tac u in vitro studiji pokazao je istu
aktivnost kao Tac (71). Takrolimus je supstrat za P - transportni glikoprotein (P-gp), koji je
¢lan familije ABC transportera supstanci. Njegova aktivnost uslovljava izbacivanje leka iz
¢elija refluks pumpom, Sto uti¢e na bioraspolozivost Tac (75,76). Lekovi koji inhibiraju
aktivnost P-gp proteina mogu ostvariti znacajan uticaj na metabolizam lekova koji su supstrat
za P-gp. Ekskrecija Tac se uglavnom odvija putem Zuci, preko 90% unete koli¢ine leka, dok
se manje od 1% peroralno unetog leka izluCuje putem urina u nepromenjenom obliku.
Insuficijencija bubrega ili jetre zahteva korekciju doze Tac .

Istovremena primena Tac i induktora enzima CYP3A4 (barbiturati, rifampicin, fenitoin,

karbamazepin, metamizol, izoniazid, prednizolon 1 metilprednizolon) uslovljava smanjenje
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koncentracije Tac (77). Zbog toga je neophodno odrediti stepen uticaja KS, koji su deo
imunosupresivnog protokola na koncentraciju i FK parametre Tac (78,79). Studije su
pokazale promenu koncentracije Tac i povecanje vrednosti njegove AUC nakon ukidanja
prednizolona kod pacijenata sa presadenim organom, §to dokazuje postojanje interakcije Tac
izmedu njih (10,11).

Lekovi koji inhibiraju aktivnost CYP3A4 (bromokriptin, ergotamin, etinilestradiol,
gestoden, itrakonazol, lidokain, fenitoin, mikonazol, midazolam, nikardipin, nifedipin,
noretisteron, hinidin, tamoksifen, verapamil) povecavaju koncentraciju Tac (80). Inhibitorno
deluju: kaptopril, hloramfenikol, cimetidin, klaritromicin, ciklosporin, danazol, flukonazol,
ketokonazol, metoklopramid, omeprazol i sulindak (77). Naringenin, sastojak soka od
grejpfruta utice na bioraspolozivost Tac inhibicijom prevashodno intestinalnog CYP3A4. Pri
istovremenoj primeni inhibitora CYP3A4 enzima i Tac povecan je njegov toksicni potencijal.

Polimorfizam CYP3AS5 je vazan faktor varijabilnosti farmakokinetike Tac (81). Postoje
dokazi da je u opstoj populaciji dominantan CYP3A5*3/*3 genotip. Manje zastupljeni
CYP3A5*1/*3 korelira sa signifikantno nizim plazma koncentracijama i ve¢im volumenom
distribucije Tac. Pacijenti sa CYP3A5*1/*3 genotipom zahtevaju korekciju doznog reZzima
Tac u cilju postizanja zadovoljavaju¢eg imunosupresivnog efekta (81,82,83).

Farmakogeneti¢ko ispitivanje o zastupljenosti CYP3A5*1/*3 kod naSe populacije
omogucilo bi utvrdivanje znacaja ove karakteristike za populaciono modelovanje takrolimusa.

Nefrotoksic¢ni i neurotoksi¢ni efekti predstavljaju najznacajnija nezeljena dejstva Tac. U
toku primene takrolimusa moguca je pojava hipertenzije, posttransplantacijskog dijabetesa
(PTDM) 1 dislipidemije. Terapija takrolimusom retko uzrokuje gastrointestinalne tegobe,
hipertrofiju desni i1 hirzutizam (84). U poredenju sa CsA, Tac poseduje bolji bezbedonosni
profil sa manjim rizikom od razvoja hipertenzije i hiperlipidemije, pojave hirzutizma i
hiperplazije gingiva (67,85,86). Nefrotoksi¢nost Tac moze biti akutna i hroni¢na.

Akutna nefrotoksicnost Tac je dozno zavisna i1 vezana za vazokonstrikciju aferentne
arteriole, Sto smanjenje perfuziju bubrega i brzinu glomerularne filtracije (87,88). Funkcio-
nalne promene krvnih sudova i tubula koje se javljaju pri akutnoj intoksikaciji su dozno
zavisne 1 reverzibilne prirode. Biohemijski parametri nefrotoksi¢nosti su povec¢ane vrednosti
serumskog kreatinina 1 uree. Elektrolitni 1 acidobazni disbalansa ukazuju na akutnu tubularnu
disfunkciju. Usled smanjene ekskrecije kalijuma, vodoni¢nog jona i mokraéne kiseline dolazi
do hiperkalijemije, metabolicke acidoze 1 hiperurikemije, dok smanjena resorpcija
magnezijuma izaziva hipomagnezijemiju. Intrarenalna vazokonstrikcija se objaSnjava

istovremenom promenom ekspresije tromboksana 1 prostanglandina, endotelina i azot oksida.
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Utvrdene su promene u koncentraciji intracelularnog kalcijuma, u funkciji sistema renin-
angiotenzin, dok je povecan tonus simpatikusa i produkcija slobodnih radikala (89,90).

Patogeneza hroni¢ne nefrotoksi¢nosti izazvane Tac nije u potpunosti razjasnjena, kao ni
njena povezanost sa poviSenim nivoom leka u krvi. Pretpostavlja se da je povezana sa
povecanom produkcijom TGF-beta 1 koja dovodi do povecane sinteze matriksnih proteina i
endotelina, povecane renalne simpaticke aktivnosti i produkcije angiotenzina II, potentnog
vazokonstriktora, koji se smatra znaCajnim za razvoj hroni¢ne nefrotoksi¢nosti Tac (91,92).

Biohemijski parametri hroni¢ne nefrotoksicnosti su blago povecanje uree i1 kreatinina u
serumu, zbog ¢ega je bitan monitoring biohemijskih parametara bubrezne funkcije u post-
transplantacijskom periodu (93). Morfoloske promene su ireverzibilne i ogledaju se u
nastanku mononuklearne infiltracije 1 vakuolizacije, intersticijalne fibroze 1 hijaline
arteriolopatije. Animalne studije pokazale su da se funkcionalni parametri oStecenja bubrega
mogu ustanoviti znatno ranije u odnosu na morfoloske promene. Pretpostavlja se da Tac ima
manji fibrogenski potencijal u poredenju sa CsA, zbog manje indukcije TGF-beta ( pokazano
radom sa pacovima) (67,94). Studije sa izolovanim glomerulima, dobijenim biopsijom
transplantiranih bubrega, pokazuju da je Tac manje stimulativan za profibrotske gene u
odnosu na CsA (95).

Trombocitna mikroangiopatija (TMP) predstavlja posebnu formu akutne vaskularne
toksi¢nosti CNI. To je retka, ali ozbiljna komplikacija, koja se ogleda u akutnom pogorSanju
renalne funkcije. Povezana je sa trombocitopenijom i hemolitiCkom anemijom. Patogeneza
ukljucuje oStecenje endotela uzrokovano lekom, sa posledi¢nim oslobadanjem citokina,
aktivacijom trombocita 1 formiranjem mikrotromba. TMP povecava rizik ranog gubitka

transplantata i ugroZava zivot primaoca organa (96, 97).

1.5.1. Znacaj TDM takrolimusa

Terapijski monitoring Tac je neophodan uslov optimalnog farmakoterapijskog
protokola transplantiranih bolesnika zbog njegove varijabilne farmakokinetike, malog
terapijskog indeksa 1 postojanja korelacije izmedu akutne nefrotoksi¢nosti 1 nivoa leka (4).
Poseban oprez zahtevaju pacijenti sa hronicnom infekcijom virusom hepatitisa B i C zbog
moguce disfunkcije jetre. Nefrotoksicnost takrolimusa se povecava prilikom istovremene
primene drugih lekova sa nefrotoksi¢nim potencijalom (aminoglikozidnih antibiotika,

amfotericina B, nesteroidnih antiinflamatornih lekova). Redukcijom doze Tac neposredno
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nakon uocavanja prvih znakova nefrotoksi¢nosti ili nefropatije presadenog bubrega moguce je
smanjiti posledice toksi¢nih efekata leka.

Nova formulacija preparata takrolimusa, sa modifikovanim oslobadanjem lekovite
supstance, koja omogucava primenu leka jednom dnevno moze znacajno da poboljsa
adherencu transplantiranih pacijenata. Ispitivanja su pokazala da formulacija sa
modifikovanim oslobadanjem predstavlja efikasniji oblik terapije Tac sa boljim
bezbedonosnim profilom (98,99).

Takrolimus pokazuje visok interakcioni potencijal. Najvaznije klinicki znacajne

interakcije Tac, njihov mehanizam nastanka i efekat prikazani su u tabeli 1.4.

Tabela 1.4. Klinicki znacajne interakcije takrolimusa

Lek koji stupa u interakciju sa Tac Mehanizam nastanka Efekat interakcije
Trimetoprim+sulfametoksazol nejasan mehanizam | konc.Tac
Ditiazem kompeticija u metabolizmu 1 konc.Tac
Fenitoin indukcija enzima jetre | konc.Tac
Fenobarbiton indukcija enzima jetre | konc.Tac
Rifampicin indukcija enzima jetre | konc.Tac
Izoniazid indukcija enzima jetre | konc.Tac
Sirolimus adicija terapijskog efekta 1 imunosupresija
Ketokonazol inhibicija enzima jetre 1 konc. Tac
Eritromicin kompeticija u metabolizmu 1 konc. Tac
Kortikosteroidi indukcija enzima jetre | konc. Tac
Amfotericin B adicija toksi¢nog efekta Tnefrotoksicnosti
Aminoglikozidni antibiotic adicija toksi¢nog efekta 1 nefrotoksi¢nosti
Alopurinol inhibicija metabolizma 1 konc. Tac
Diklofenak poveéana resorpcija diklofena 1 konc diklofenaka
Metotreksat poveéana resorpcija metotreksata. 1 konc.metotreksata
Hyperici herba indukcija enzima jetre | konc. Tac
Echinaceae herba imunostimulacija kontraindikovana primena
Naringenin inhibicija intestinalnog CYP 3A4 1 konc.leka

Oralni kontraceptivi modifikacija metabolizma smanjen efekat kontraceptiva
Nifedipin inhibicija metabolizma 1 konc. Tac
Bromokriptin inhibicija metabolizma 1 konc. Tac

Generalno, indukcija CYP3A4 enzima dovodi do smanjenja koncentracije i efikasnosti

Tac Sto povecava mogucénosti odbacivanja grafta, dok za inhibitore CYP3A4 enzima vazi
suprotno, Sto povecava rizik pojave nezeljenih efekata i1 toksi¢nih oStecenja ciljnih organa.
Optimizacija doznog rezima Tac pomocu terapijskog monitoringa predstavlja efikasnu
prevenciju nezeljenih efekata, povecava kvalitet Zivota bolesnika i omogucava optimalnu

funkciju grafta.
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2. RADNA HIPOTEZA

2.1. Radna hipoteza

Glavna radna hipoteza ovog rada bila je:

H: Validnost farmakokinetickih parametara dobijenih nakon analize prve doze
takrolimusa potvrduje se u stanju ravnoteze kod pacijenata sa presadenim bubregom

Zasnovana je na cinjenici da takrolimus pokazuje visok stepen farmakokineticke
varijabilnosti. Zbog toga je neophodno odabrati odgovaraju¢u farmakokineti¢ku analizu ¢iji
¢e rezultat definisati najvaznije faktore koji uticu na farmakokineti¢ke parametre takrolimusa.
Obrzirom da imunosupresija transplantiranih pacijenata podrazumeva primenu veceg broja
lekova, neophodno je sprovesti odgovaraju¢u farmakokineti¢ku analizu nakon primene

inicijalne doze takrolimusa i u stanju ravnoteze.

2.2. Pomoc¢ne radne hipoteze

U toku istrazivackog rada postavljene su slede¢e pomocne hipoteze:

H1: Primenjena doza kortikosteroida 1 prate¢a koterapija mozZe uticati na nivo
takrolimusa u krvnoj plazmi kod pacijenata sa presadenim bubregom

H2: Moguce je postojanje znacajne razlike u farmakokinetici takrolimusa u zavisnosti

od pola transplantiranih pacijenata.
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3. CILJEVI RADA

Postavljeni su sledeci ciljevi ovog istrazivanja:

Izvrsiti farmakokineticku analizu nakon primene prve per os doze Tac kod pacijenata sa
presadenim bubregom

Nakon postizanja ravnoteznog stanja ponoviti farmakokineticku analizu takrolimusa i
uporediti sa rezultatima dobijenim nakon prve doze

Populacionom farmakokinetickom analizom odrediti populacione farmakokineticke
parametre takrolimusa i ispitati uticaj pojedinih c¢inilaca na njihove vrednosti

Pratiti nezeljena dejstva takrolimusa u toku imunosupresivne terapije pacijenata sa
presadenim bubregom

Utvrditi da li postoji polna razlika u farmakokinetici takrolimusa kod pacijenata sa

presadenim bubregom
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4. PACIJENTI I METODE

4.1. Pacijenti

U studiji je ucestvovalo 64 pacijenta starosti od 27 do 57 godina, kojima je presadivanje
bubrega obavljeno u periodu od 2007. do 2011. godine. Ispitivanja su vrsena na Klinici za
nefrologiju 1 Centralnoj biohemijskoj laboratoriji Klinickog centra NiS. Farmakokineticka
analiza je obavljena na odseku za farmaciju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu. U
toku ispitivanja pacijenti su bili na kontrolisanom, bolnickom dijetetskom rezimu ishrane, koji
podrazumeva adekvatan odnos ugljenih hidrata, masti i proteina sa odgovaraju¢im brojem
kalorija. Obroci su servirani u 9.00, 13.00 i1 18.00 ¢asova, a takrolimus je primenjivan u 8.00 1
20.00 casova. Inicijalna doza Tac odredivana je prema telesnoj masi pacijenta (0,05mg/kg
TM). Rezim doziranja Tac je tokom ispitivanja modifikovan prema izmerenoj koncentraciji
na kraju doznog intervala. U prvih Sest nedelja nakon transplantacije (Tx) ciljna koncentracija
Tac je iznosila 10-15ng/mL a nakon tog perioda 5-15ng/mL. Kod pacijenata je primenjivan
kompleksan imunosupresivni protokol — takrolimus, mikofenolat mofetil, kortikosteroidi i
monoklonalno antitelo baziliksimab. Baziliksimab je primenjivan prvog i ¢etvrtog dana u dozi
od 20mg/dan. Doza mikofenolat mofetila iznosila je 1500-2000mg/dan. Kortikosteroidnu
terapiju pacijenti su zapoc€injali intravenskim metilprednizolonom, a tri dana nakon Tx
nastavljali peroralno sa prednizolonom u dozi od 1mg/kgTM/dan u trajanju od sedam dana. U
daljem periodu dnevna doza prednizolona je sukcesivno redukovana do dostizanja doze
odrzavanja od 10mg/dan. Pored imunosupresivnih lekova pacijenti su imali pratecu
antihipertenzivnu i drugu koterapiju u zavisnosti od indikacija. Antihipertenzivna terapija
transplantiranih pacijenata obuhvatala je primenu nifedipina (prose¢no 68mg za muskarce,

32mg za Zene) 1 diltiazema (prosec¢no 160mg za muskarce i 120mg za Zene).

4.2. Analiticke metode

Koncentracija Tac je merena u Centralnoj biohemijskoj laboratoriji KC Ni§ na Imx -
Abbott analajzeru (Imx, Abbot, Abbot Park,IL,USA) iz uzoraka pune krvi nakon dodatka
precipitiraju¢eg reagensa (cink-sulfat u mesSavini metanola 1 etilenglikola), sa EDTA kao
antikoagulansom. Odredivanje koncentracije Tac vrSeno je po Microparticle Enzyme
Immunoassay (MEIA) tehnologiji, sa limitom kvantifikacije 1,5 ng/mL i linearno$¢u u rangu
3,7-24,3 ng/mL. Analiticka osetljivost metode omogucena je sa 1,5 ng/mL. Preciznost metode
ustanovljena je 1 opisana u Nacionalnom komitetu za klinicke laboratorijske standarde. MEIA
tehnologija omogucava rezultate sa koeficijentom varijacije CV<15%. Korelacioni koeficijent
sa HPLC/MS/MS analiti¢kim metodom iznosi 0,987.
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Odredivanje standardnih biohemijskih parametara - urea, serumski kreatinin, aspartat
amino transferaza (AST), alanin amino transferaza (ALT), alkalna fosfataza (ALP),
holesterol, glukoza, trigliceridi, hematokrit kod pacijenata sa presadenim bubregom vrseno je
u biohemijskoj laboratoriji Klinike za nefrologiju KC Nis.

Istrazivanja su odobrena od Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u

NisSu.

4.3. Farmakokineti¢ka analiza i statisticka obrada podataka

Podaci dobijeni tokom istrazivackog rada kori$¢eni su za 3 analiticke procedure.
Procedura 1.

Proceduru 1. predstavljala je neprostorna FK analiza dobijenih koncentracija Tac, nakon
primene inicijalne doze leka (0,05mg/kgTM) i u ravnoteznom stanju (stady state - SS).
Neprostorna FK analiza podataka obavljena je upotrebom farmakokinetickog softvera
WinNonLin, verzija 4.1 (Pharrsight, St Louis, MO, USA). Vrednosti za povrsinu ispod krive
(AUC) dobijene su linearnim trapezoidnim pravilom. Korelacija izmerenih koncentracija Tac
u odredenim vremenima i vrednosti AUC.j, utvrdena je regresionom analizom i izraZena
Pears-ov koeficijentom korelacije r. Predvidljivost koncentracije Tac u odredenom vremenu
za vrednost AUCp odredena je koeficijentom determinacije r°.

Procedura 2.

Populaciona FK analiza obavljena je NONMEM softverom (verzija 5, nivo 1.1) na
katedri za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Kragujevcu. Analiza je obavljena
upotrebom 89 podataka dobijenih od 63 pacijenta koji su bili podeljeni u dve grupe (grupa za
izgradnju modela- 44 ispitanika, grupa za validaciju- 19 ispitanika).

Izabrana je ADVAN?2 programska subrutina za izracunavanje populacionih vrednosti
klirensa, bioraspolozivosti i volumena distribucije Tac 1 odredivanje uticaja izabranih
varijabli. Podaci o izmerenim koncentracijam i doznom reZimu Tac su dobijeni u stanju
ravnoteZe na kraju doznog intervala, zbog ¢ega nije odredena vrednost konstante resorpcije.
Proces populacione farmakokineticke analize (PFK) sastojao se od tri osnovne faze:

e definisanje baznog modela
e gradenje modela uz analizu i ukljucivanje znacajnih izabranih varijabli u finalni model
e validacija dobijenog finalnog modela.

Rezultat prve faze su populacione vrednosti FK parametara - populaciona vrednost
klirensa, volumena distribucije 1 bioraspolozivosti. U izgradnji baznog modela razmatrani su
izabrani stalni efekti modela i odredena je interindividualna i intraindividualna varijabilnost u
ispitivanoj populaciji. Interindividualna varijabilnost 1 rezidualna greska izmerenih

koncentracija izrazene su preko modela eksponencijalne i aditivne greske.
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U drugoj fazi je univarijantnom selekcijom utvrden znacaj pojedinacnih varijabli. Za
svaki parametar je utvrden minimum objektivne funkcije u modelu koji se definiSe kao
negativni dvostruki logaritam verovatno¢e podataka (Beal, Sneiner;1998). Osnovni kriterijum
koji je koriS¢en za procenu statisticke znacajnosti varijable je redukcija u minimumu
objektivne funkcije (MOF) izmedu modela (x*=6,64; p<0,01). U slede¢em koraku druge faze
zahtevana je veéa statisticka znaGajnost varijable izraZena preko MOF=10,83 (3*=10,83;
p<0,01). Formiranje konacnog modela zahtevalo je redukciju interindividualne i rezidualne
varijabilnosti i procenu odnosa:

1) predvidenih (PRED) i izmerenih vrednosti (DV) koncentracija Tac

2) utvrdene rezidualne varijabilnosti (WRES) i predvidenih koncentracija (PRED) Tac
tokom celokupne druge faze, od baznog do finalnog modela.

Tre¢u fazu PFK predstavljala je validacija finalnog populacionog modela - proces koji
je bio neophodan za potvrdu predvidljivosti kona¢nog modela. Validacioni set podataka nije
ukljuc¢ivao podatke niti pacijente koji su ucestvovali u izgradnji modela. Preciznost
formiranog konacnog populacionog modela Tac 1 njegova validnost dobijeni su
izraCunavanjem greSaka u predvidanju po sistemu koji su utvrdili Sheiner i Beal
(izracunavane su srednja greska predvidanja - MPE; srednja statisticka greSka - MSPE 1
rezidualna srednja greska predvidanja - RMSE)

Procedura 3.

Ispitivanje uticaja primenjene doze KS na koncentraciju Tac kod transplantiranih
pacijenata je obavljeno statistickom obradom podataka o primenjenim dozama KS, izmerenim
koncentracijama Tac, vrednostima serumskog kreatinina, uree, glukoze, holesterola, AST,
ALT 1 ALP. Biohemijski podaci dobijeni u ispitivanom periodu uporedivani su
neparametarskim Fridmman-ovim testom za vezane uzorke, izrazenim pomoc¢u Friedman Shi-
square vrednosti. Statisticki znacajnost je potvrdena za vrednost p<0,05. Statistickim Wilcox
testom procenjen je uticaj dnevne doze KS na koncentraciju Tac u izabranim vremenskim
intervalima. Mann-Witney test je koriS¢en za poredenje doze, koncentracije Tac i dozno
korigovane koncentracije Tac unutar grupa.

Statisticka obrada demografskih karakteristika ispitivanih pacijenata izvrSena je Statistic
R softverom i SPSS (verzija 10). Statistickim t-testom odredena je znacajnost razlike u
demografskim karakteristikama ispitivanih pacijenata razli¢itog pola. Statisticka znacajnost je
potvrdena za vrednost p<0,05.

Dobijeni rezultati svih izvrSenih analiza su klasifikovani 1 prikazani tabelarno 1 graficki,

sa izrazenom statistickom znacajnoscu.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati farmakokineticke analize prve doze Tac kod pacijenata sa

presadenim bubregom

Ispitivanje je obuhvatilo 18 pacijenata (10 muskaraca i 8 Zena) kojima je obavljeno
presadivanje bubrega sa zivog davaoca tokom 2008. u Klinickom centru Nis. Inicijalna doza
takrolimusa (0,05mg/kg TM) je primenjena cetvrtog dana nakon transplantacije.
Koncentracija leka je odredivana 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 8 1 12 sati nakon peroralne primene radi
izrade FK profila takrolimusa. Farmakokineticko ispitivanje prve doze Tac obavljeno je
neprostornom FK analizom prema proceduri 1. Demografski podaci pacijenata koji su

ucestvovali u ovom ispitivanju prikazani su u tabeli 5.1.

Tabela 5.1. Demografski podaci transplantiranih pacijenata

Starost (godine) BMI(kg/m’) Scr (umol/L) |
Muskarci
Srednja vrednost +SD 40+8,7 23,5+3,1 282,88
Min 31 17,53 185,064
Max 51 28,06 344,76
t-test p=0,69 p=0,81
Zene
Srednja vrednost +SD 39+5,7 23,743,0 229,84
Min 33 16,41 167,96
Max 47 25,39 274,04
Ukupno
Srednja vrednost +SD 40£7,4 23,6+2,9 245,66
Min 31 16,41 167,96
Max 51 28,58 344,76

Scr — serumski kreatinin; p- statisticki znacajnim se smatra vrednost manja od 0,05

Dobijeni podaci su pokazali slicne demografske karakteristike kod ispitivanih
pacijenata, u pogledu starosti i indeksa telesne mase (BMI). Prose¢na starost ispitivanih
pacijenata iznosila je kod Zena 39+5,7,kod muskaraca 40+8,7 godina (31-51). Prosecna
vrednost BMI ispitanika iznosila je 23,5+3,1 kg/m”. Zapazena je statisticki zna¢ajna razlika u
nivou serumskog kreatinina izmedu muskaraca 1 Zena (282,88 pumol/L kod musSkaraca :
229,84 umol/L kod zena; p<0,05), dok brzina glomerularne filtracije nije pokazala znacajne
razlike u odnosu na pol (31,2 mL/min kod muskaraca : 30,8 mL/min kod Zena).

Izmerene koncentracija Tac nakon primene inicijalne doze prikazane su u tabeli 5.2.
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Tabela 5.2. Koncentracije Tac kod nakon primene prve doze kod transplantiranih pacijenata

Vreme merenja koncentracije Tac (h) AUCy.12
ukupno
0,5 1 1,5 2 4 8 12 (ngh/mL)
C,xSD 9,745,1 19,6+7,1 19,7+6,1 12,8+4,5 6,5£2,8  3,6+2,2 2,2+1,6 78,90+25,7
Min 0,3 10,7 6,4 39 1,7 0,8 0,2 48,25
Max 21,3 30,0 26,6 19,5 11,3 7,9 5,3 128,62
Zene
C,£SD 11,6£5,6 18,7+8,1 16,6+6,3  10,9+5,5 4,6+£2,7  1,8£1,2 1,2+1,1 60,50+20,8
Min 3,6 9,2 12,8 6,6 2,5 0,8 0,2 48,25
Max 21,3 25,6 232 18,6 10,2 3,5 3,1 78,97
Muskarci
C,+SD 8,3+4,5 20,4+6,6  223+4,8  14,343,1 8,1£1,8  5,1+1,7 3,0+1,4 93,80+19,1
Min 0,3 11,2 16,5 9,3 5,7 2,9 1,1 75,95
Max 14,5 30,0 26,6 19,5 11,3 7,9 4,7 128,62

C, — srednja vrednost izmerene koncentracije Tac (ng/mL) u vremenu n
SD — standardna devijacija

AUCy._;, - povr§ina ispod krive u prvih 12 sati nakon peroralne primene Tac
Min - minimalna vrednost izmerene koncentracije Tac

Max - maksimalna vrednost izmerene koncentracije Tac

Nasi rezultati su pokazali veliku interindividualnu varijabilnost izmerenih koncentracija
Tac kod pacijenata sa presadenim bubregom. Graficki prikaz izmerenih koncentracija Tac

nakon prve doze predstavljen je na slici 5.1.

35 1

Koncentracija Tac (ng/ml)

o
1

Vreme (h)

Slika 5.1. Interindividualna varijabilnost koncentracija Tac kod ispitivanih pacijenata

Grafik c=f(t) jasno pokazuje farmakokineticki profil i interindividualnu varijabilnost u
farmakokinetici Tac kod ispitivanih pacijenata.
Neprostornom FK analizom izmerenih koncentracija Tac prema proceduri 1. dobijeni su

FK parametri koji su prikazani u tabeli 5.3.
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Tabela 5.3. Farmakokineticki parametri Tac dobijeni neprostornom FK analizom

AUCo_lz AUC Kel T1/2 C max T max MRT
(ngh/mL) (ngh/mL) (h'l) (h) (ng/l) (h) (h)

Oba pola  78,98+25,72 102,84+41,77 0,17+0,10  5,89+£3,35  22,9645,26 1,19+0,35  7,81+4,79

Zene 60,48+20,82 72,94+30,87 0,21+0,12  5,074£3,46  21,40+6,03 1,06+£0,42  7,56+5,50

muskarci  93,79+19,08 126,77+£33,53  0,13+0,07  6,55+£3,28  24,22+4.47  1,29+0,26  9,20+4,90

AUC,_;,- skracena vrednost povrsine ispod krive

AUC — ukupna povrsina ispod krive

Kel - konstanta eliminacije

T,,— poluvreme eliminacije

C ,.ux — maksimalna izmerena koncentracija Tac

T ,.0x — vreme postizanja maksimalne koncentracije Tac
MRT — srednje vreme zadriavanja Tac

Neprostornom FK analizom podataka dobijeni su: konstanta eliminacije Tac,
maksimalna koncentracija leka, vreme dostizanja Cy,ax, vreme polueliminacije (T, ), srednje
vreme zadrzavanja Tac u organizmu (MRT), povr$ina ispod krive u prvih 12 sati (skracena
AUC, AUCy.j2) 1 ukupna AUC. Volumen distribucije i klirens Tac nisu odredivani zbog
peroralne primene Tac.

Pregledom dobijenih rezultata merenja koncentracija Tac kod Tx-pacijenata,
ustanovljeno je da se maksimalna koncentracija Tac postize sat i po nakon peroralne primene
leka (srednja vrednost Tm. iznosi 1,19+0,35 h). Uocena je statisti¢ki znacajna razlika
vrednosti AUCy.j, izmedu muskaraca i Zena (93,8+19,1 : 60,5+20,8; p<0,01). Ostali FK
parametri nisu pokazali polom uslovljene statisticki znacajne razlike.

Srednje koncentracije Tac 1 njithov odnos sa maksimalnom i minimalnom AUC kod Tx

pacijenata prikazani su na slici 5.2.

—— Minimalna ATC
= —— Maksimalna AUC
— Srednje izmerene koncentracije

Koncentracija Tac (ng/ml)

Vreme (h)

Slika 5.2. Komparacija maksimalne, minimalne i srednje vrednosti AUC).;, kod Tx pacijenata
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Slika 5.2. pokazuje da su se srednje izmerene koncentracije Tac nalazile u terapijskom

opsegu, uz pojedinac¢na odstupanja. Minimalna vrednost AUC.;, je skoro Cetiri puta manja od
maksimalne, Sto prati izrazenu varijabilnost izmerenih koncentracija Tac.
Tabela 5.4. pokazuje korelaciju dobijenih srednjih vrednosti koncentracija Tac i1 srednje
vrednosti AUCy.; sa izracunatom statistiCkom znacajnos¢u. Prema proceduri 1. je odreden
Piersov koeficijent korelacije 1 pripadaju¢i nivo statisticke znaCajnosti za srednje
koncentracije Tac u svim mernim vremenima. Rezultati su prikazani u tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Korelacija izmedu srednjih vrednosti koncentracija Tac i AUC,.;; ispitanika

Koncentracija Tac

(ng/mL) r P
Cos 9.7545,14 20,195 0,219 0,051
C, 19,63+7,13 0,518 0,014 <0,051
Cis 19,74+6,07 0,768* 0,000 <0,001
G, 12,76+4,54 0,853* 0,000 <0,001
C, 6,51+2,82 0,911* 0,000 <0,001
Cs 3,63+2,20 0,846* 0,000 <0,001
Cu 2,22+1,56 0,665* 0,000 <0,005

Nivo znacajnosti za korelaciju je p< 0,05

Izracunavanjem koeficijenta korelacije potvrdena je statisti¢ki znacajna korelacija
srednje vrednosti koncentracija i AUCy;, Tac u svim posmatranim vremenima osim
koncentracije izmerene pola sata nakon peroralne primene Tac.

Regresiona analiza je postavila sistem jednacina koje daju matemati¢ki model sistema
sukcesivnim uvodenjem nezavisno promenljivih. Srednje vrednosti izmerenih koncentracija
Tac predstavljale su nezavisno promenljive, a vrednost AUC (AUC,) zavisnu promenljivu u

dobijenim jednadinama. Jednacine regresione analize su prikazane u tabeli 5.5.
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Tabela 5.5. Regresiona analiza korelacije predvidene vrednosti AUC (AUC p) na osnovu srednjih
vrednosti izmerenih koncentracija (C) sa vrednostima regresionog koeficijenta r i koeficijenta
linearne determinacije r°

Regresiona jednacina r r
1 AUCp=24,885+8,316*C, 0911 0,829
2 AUCp= 9,638 +6,454 * C4+ 1,386 *C, 5 0,946 0,895
3 AUCp=11,231+4,164 *C4+ 1,304 *C,s+4, 151* C; 0,974 0,949
4 AUCp= -3,263 +3,962 * C4+ 1,444 * C, 5+ 5,034 * Cg + 0,996 * Cy 5 0,991 0,982
5 AUCp= 0,739+3,020 * C4+ 0,983 * C, s+ 5,114 * Cg + 0,770 * Cy5+ 1,145 * C, 0,996 0,991
6 AUCp= 0,242+2972* C4+0,719 * C; 5+ 5,155 * Cg + 0545 * Cy5+ 1,103 * C, + 0,363 * C, 0,998 0,996
7 AUCp = 0,00014 + 3,000 * C4+ 0,5 * C;5+4,000 * C + 0,500 * Cys+ 1,250 * C,;+ 0,500 * C; + 2,00 Cy, 1,000 1,000

1 nezavisna promenljiva C i zavisno promenljiva AUCp

2 nezavisne promenljive: Cy, C;5i zavisno promenljiva AUCp

3 nezavisne promenljive: Cy, C; 5, Cs i zavisno promenljiva AUCp

4 nezavisne promenljive: Cy, C; 5, Cs, Cy 5i zavisno promenljiva AUCp

5 nezavisne promenljive: Cy, C; 5, Cg, Cy s, C; i zavisno promenljiva AUCp

6 nezavisne promenljive: Cy, Cy 5, Cy, Cy 5, Cy, C; i zavisno promenljiva AUCp

7 nezavisne promenljive: Cy, C; 5, Cs, Cy 5, C,, C;, Cy; i zavisno promenljiva AUCp

Za svaku regresionu jednacinu izracunat je regresioni koeficijent 1 koeficijent
determinacije prema proceduri 1. radi procene znacajnosti. Koncentracija Tac izmerena Cetiri
sata nakon peroralno primenjene inicijalne doze (C4) je odredena kao najbolja nezavisna
promenljiva za predvidanje vrednosti zavisno promenljive AUC,, zbog najbolje korelacije
izmedu AUC, 1 izraCunate stvarne vrednosti AUCy.;. Na taj naCin je pokazano da se
koriS¢enjem ove koncentracije moZze posti¢i zadovoljavajuca predvidljivost AUC, prediktora

ukupne izloZenosti pacijenta takrolimusu.
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5.2. Rezultati neprostorne farmakokineti¢ke analize Tac u ravnoteZnom

stanju (SS) kod pacijenata sa presadenim bubregom

Farmakokineticko ispitivanje je obuhvatilo 16 pacijenata (8 muskaraca i 8 Zena) kojima
je presadivanje bubrega obavljeno u Klinickom centru NiS. Prilikom uvodenja takrolimusa u
terapiju merene su koncentracije Tac 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 8 1 12 sati nakon peroralne primene, na
osnovu kojih su neprostornom FK analizom odredene vrednosti njegovih FK parametara. Na
osnovu izmerenih koncentracija Tac u krvi na kraju doznog intervala pomocu terapijskog
monitoringa modifikovan je dozni rezim Tac kod Tx bolesnika do postizanja ravnoteznog
stanja.

Demografski podaci ispitivanih transplantiranih pacijenata u saglasnosti su u pogledu
starosti 1 BMI sa podacima dobijenim tokom neprostorne FK analize prve doze Tac. Merenje
koncentracija Tac je u SS stanju je vrSeno u toku izabranog dvanaestoCasovnog doznog
intervala - 0,5; 1; 1,5; 2; 4; 8 1 12 sati nakon peroralne primene leka. Neprostorna FK analiza
Tac izvrSena je prema proceduri 1.

Izmerene koncentracija Tac nakon postizanja ravnoteznog stanja kod transplantiranih

pacijenata prikazane su u tabeli 5.6.

Tabela 5.6. Koncentracije Tac dobijene u SS stanju kod transplantivanih pacijenata

Vreme merenja koncentracije Tac (h) AUCS 4,
ukupno
0,5 1 1,5 2 4 8 12 (ngh/mL)
C;°+SD  7,7243.5 13,33+6,9  14,55+£5,1 12,34+3,54  9,61+2,27  7,24+1,25 599+1,53  104,49+20,02
Min* 2,1 4,7 6,2 6,5 6,3 5,2 3,7 73,45
Max* 14,8 28,0 24,8 18,9 15,0 9,2 8,5 129,35
Zene
C;°+SD  8,89+4,35 14,98+8,76  15,14+6,2  12,66+3,91 9,842,15 7,34+1,48  6,06£1,91  107,72+23,44
Min* 3,8 5,8 6,2 6,5 6,3 5,2 3,7 73,45
Max* 14,8 28,0 24,8 18,6 12,6 9,2 8,5 129,35
Muskareci
C°+SD  6,56+£2,06  11,6844,36  13,96+£3,9  12,03+3,70  9,43+2,51 7,14£1,06  5,91+1,17  101,26+16,91
Min* 2,1 4,7 7,1 8,4 6,6 5.8 4,6 74,7
Max* 8,2 18,4 20,1 18,9 15,0 8,8 8,2 125,13

AUCE’ 1,- povrSina ispod krive u prvih 12 sati nakon peroralne primene Tac u ravnoteinom stanju
C;’ - srednja vrednost izmerene koncentracije Tac (ng/mL) u vremenu n u ravnoteZmom stanju
SD - standardna devijacija

Min* - minimalna vrednost izmerene koncentracije Tac

Max* - maksimalna vrednost izmerene koncentracije Tac

Izmerene koncentracije Tac su nakon postizanja ravnoteznog stanja pokazale veliku

interindividualnu varijabilnost kod ispitivanih pacijenata. Opseg izmerenih vrednosti
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koncentracija Tac u SS je znaCajno manji u odnosu na prvu dozu. Graficki prikaz izmerenih

koncentracija Tac nakon postizanja ravnoteznog stanja predstavljen je na slici 5.3.
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Slika 5.3. Interindividualna varijabilnost koncentracija Tac u SS kod ispitivanih pacijenata

Graficki prikaz koncentracije Tac u funkciji vremena proteklog od peroralne primene
leka pokazuje sli¢nost u interindividualnoj varijabilnosti kod ispitanika nakon primene
inicijalne doze leka i1 u ravnoteznom stanju.

Neprostornom FK analizom izmerenih koncentracija Tac prema proceduri 1. dobijeni su
FK parametri ravnoteZnog stanja koji su prikazani u tabeli 5.7. Tabela prikazuje FK parametre

grupe ispitanika i1 parametre dobijene polno sektivnim FK pristupom.

Tabela 5.7. Farmakokineticki parametri Tac dobijeni neprostornom FK analizom u ravnoteznom
stanju kod pacijenata sa presadenim bubregom

A UC‘(S)S_ 12 AUC* Zf is/Z C:rfax T?rfax MRT*
(ngh/mL) (ngh/mL) (U I()) (ng/L) (h) (h)
Oba pola 104,49+20,02 240,04+111,80 0,047 14,72+ 831 16,51+5,28 1,56x1,03  56,89+58,10
Zene 107,72423,44 227,76+ 94,55 0,053 12,97+ 5,81 17,69+6,87 1,38+1,13  41,46+29,98

muSkarci 101,26£16,91 252,32+132,29 0,042 16,47+£10,36  15,34+£3,07 1,75+0,96  72,32+76,09

AUC 1,-skraéena vrednost povrsine ispod krive

AU C*3-ukupna povrsina ispod krive

K31 -konstanta eliminacije

T1)2-poluvreme eliminacije

C;3 ux-maksimalna izmerena koncentracija Tac

T3 ax-vreme postizanja maksimalne koncentracije Tac

M RT?**-srednje vreme zadriavanja Tac
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Neprostornom FK analizom podataka dobijeni su: konstanta eliminacije Tac,
maksimalna koncentracija leka, vreme dostizanja maksimalne koncentracije, vreme
polueliminacije (T}, ), srednje vreme zadrzavanja Tac u organizmu (MRT), povrSina ispod
krive u prvih 12 sati (skra¢ena AUC, AUCy.1; ) i ukupna AUC koji karakteriSu ravnotezno
stanje.

Pregledom dobijenih rezultata merenja koncentracija Tac kod Tx-pacijenata,
ustanovljeno je da se maksimalna koncentracija Tac postiZe sat 1 po nakon peroralne primene
leka (srednja vrednost iznosi 1,34+0,83 h). Srednja vrednost AUCSS,, ispitanika iznosila je
104,49 pgh/mL. Srednja vrednost maksimalne koncentracije Tac u ravnoteZnom stanju
iznosila je 16,51+5,28 ng/L.

Srednje koncentracije Tac i njihov odnos sa maksimalnom i minimalnom AUC kod

ispitivanih pacijenata nakon postizanja SS prikazani su na slici 5.4.

— Min
—— Max

20 1 Prosecna

Koncentracija Tac (ng/ml)

Cc0
co5
C1
C1E
c2
Cc4
c8
c12

Vreme (h)

Slika 5.4. Komparacija maksimalne, minimalne i srednje vrednosti AUC"_;, u SS kod Tx pacijenata

Vrednosti dobijenih AUC,.;; su pokazale izrazenu interindividualnu varijabilnost u
ravnoteZznom stanju u nakon neprostorne FK analize Tac. Statisticki znacajna polna razlika u
vrednostima AUC.;; nije potvrdena u SS stanju.

Tabela 5.8. pokazuje korelaciju dobijenih srednjih vrednosti koncentracija Tac i srednje
vrednosti AUCy.; sa izraCunatom statistickom znacajnoscu.

Regresiona analiza je izvrSena prema proceduri 1. Srednjim vrednostima izmerenih
koncentracija Tac u svim mernim vremenima je odreden Piersov koeficijent korelacije i

pripadajuci nivo statisticke znacajnosti.
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Tabela 5.8. Korelacija izmedu srednjih vrednosti koncentracija Tac i AUC.;; u stanju ravnoteze kod
transplantiranih pacijenata

Koncentracija v p
Tac (ng/mL)
Cos 7,7243,50 0,197 0,464 >0,05
(O 13,32+6,90 0,590 0,016 <0,05
Cis 14,55+5,06 0,771 0,000 <0,001
G, 12,34+3,54 0,873 0,000 <0,001
C4 9,614+2,27 0,644 0,005 <0,01
Cs 7,24+1,24 0,905 0,000 <0,001
Ci 5,99+1,53 0,810 0,000 <0,001

Nivo znacajnosti za korelaciju je p<0,05

IzraCunavanjem koeficijenta korelacije r, potvrdena je statisticki znacajna korelacija
srednjih vrednosti koncentracija i AUCy.;; Tac u svim posmatranim vremenima osim za
koncentraciju izmerenu pola sata nakon peroralne primene Tac.

Regresiona analiza je postavila sistem jednacina koje daju matematicki model sistema
sukcesivnim uvodenjem nezavisno promenljivih. U dobijenim jedna¢inama srednje vrednosti
izmerenih koncentracija Tac predstavljale su nezavisne promenljive, a vrednost AUC (AUC,)

zavisnu promenljivu. Jednacine regresione analize su prikazane u tabeli 5.9.

Tabela 5.9. Regresiona analiza korelacije predvidene vrednosti AUC (AUC p) na osnovu srednjih
vrednosti izmerenih koncentracija (C)u ravnoteznom stanju. Izrazene su vrednosti regresionog
koeficijenta r i koeficijenta linearne determinacije r’

Regresiona jednadina r r
1. AUC,= -0,427 + 14,289 * Cg 0,905 0,819
2. AUC,= -3,999 + 12,751 * Cg + 1,104 * C, 0,979 0,959
3. AUC,= -0,509 + 10,655 * C3 + 0,775 * C, + 1,301 * C, 0,987 0,975
4. AUC,= -0,452+ 7,608 * C3 + 0,857 *C; + 1,503 *C, + 1,914 * C4 0,998 0,995
5. AUC,= 2,356 +5,471 * C3 + 0,833 * C; + 1,582 * C, + 2,295 * C4 + 1,394 * Cy, 0,998 0,997
6. AUC,= 0,573 +4,225*Cg+0,679 *C, + 1,581 *C, +2,694 * C, +2,344 * C}, + 0,433 * Cy 5 0,999 0,999
7. AUC,= 0,000000497 +4,0 *Cs+0,5*C; +1,25*C,+3,0 *C4 +2,0 *C1, + 0,50 * Cy5 + 0,50 C, 5 1,000 1,000

I nezavisno promenljiva Cs u SS stanju (Cg®) i zavisno promenljiva AUCp

2 nezavisne promenljive:C;, Csu SS stanju (C3* iC§’) i zavisno promenljiva AUCp

3 nezavisne promenljive:C;, Cs, Cs u SS stanju (C5° , C5° , Cg°) i zavisno promenljiva AUCp

4 nezavisne promenljive:C;, Cs, Cy4, Csu SS stanju (C3¥ , C5°, C5°, C§’) i zavisno promenljiva AUCp

5 nezavisne promenljive:Cy, Cs, Cy, Cs, C12 u SS stanju (C5° , C5°, C° , C§°, C33) i zavisno promenljiva AUCp

6 nezavisne promenljive:Cy,5, C1, C2, Cy, Cs, C12 u SS stanju (Cg’s, €Y, €3, €3, C&°, €53 ) i zavisno promenljiva AUCp

7 nezavisne promentljive:Cys, Ci, Cy 5, Cy, Cyy Cs, Cr2 u SS stanju (C3’s, C5°, €555, C5°, CF° , C§, C13) i zavisno promenljiva AUCp

Za svaku regresionu jednacinu izraCunat je regresioni koeficijent 1 koeficijent
determinacije ukupne AUC prema proceduri 1. kako bi se procenila znacajnost date
koncentracije za predvidanje AUC. Koncentracija Tac izmerena osam sati nakon peroralne
primene (C§%) je odredena kao najbolja nezavisna promenljiva za predvidanje vrednosti

zavisno promenljive AUC, u ravnoteznom stanju. KoriS¢enjem ove koncentracije moze se
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posti¢i zadovoljavajuéa predvidljivost AUC, prediktora ukupne izloZzenosti pacijenta
takrolimusu nakon postizanja ravnoteze kod transplantiranih pacijenata nezavisno od pola.
Vecu pouzdanost predvidanja ukupne izlozZenosti organizma Tac omogucava metod tri tacke-
C3®, C5%, Cg°.

Zbog znacajnosti polno selektivnog pristupa nakon primene prve doze Tac i pokazane
razli¢itosti u predvidanju AUC u odnosu na pol, selektivnom regresionom analizom su

dobijene regresione jednacine predstavljene u tabeli 5.10.:

Tabela 5.10. Selektivna regresiona analiza korelacije predvidene vrednosti AUC (AUC p) na osnovu
srednjih vrednosti izmerenih koncentracija (C) muskaraca i Zena sa izrazenim vrednostima
regresionog koeficijenta r i koeficijenta linearne determinacije ¥ u SS

2

Regresiona analiza u grupi Zena r r
A AUC,=38,163 + 5,373 * C5° 0,913 0,834
B AUC,=26,309 + 3,494 * C3° + 5,881 * C3° 0,985 0,969
Regresiona analiza u grupi muskaraca r r’
A AUCp=-4,442 + 14,602 * C§° 0,926 0,858

Rezultati regresione analize su potvrdili visok stepen predvidljivosti za koncentraciju C§°, u
grupi muskaraca, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim u SS za grupu ispitanika.

U grupi Tx pacijenata zenskog pola najvecu pouzdanost predvidanja ukupne izloZenosti
organizma Tac pokazala je koncentracija C3°. Metod dve tacke koji ukljucuje koncentraciju na
kraju doznog intervala i dva sata nakon primene leka (C3° i C5°) takode poseduje visok stepen

predvidanja AUC Tac kod Zena nakon postizanja ravnoteZnog stanja.
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5.3. Rezultati populacione FK analiza (PFK) takrolimusa kod pacijenata sa

presadenim bubregom

Kod pacijenata sa presadenim bubregom je sprovedena populaciona FK analiza
takrolimusa koriS¢enjem retrospektivno, terapijskim monitoringom sakupljenih podataka.
Odredene su populacione vrednosti FK parametara Tac i identifikovani faktori koji imaju
uticaja na njegovu farmakokinetiku.

Demografske karakteristike ispitivanih pacijenata predstavljene su tabelom 5.11.

Tabela 5.11. Karakteristike ispitivanih pacijenata (N=63)

.. Opse Lo Opse
Karakteristike Grupa p a.cyenata a vreflnoiti Validaciona valiczzciine
gradenje modela grupa

grupe grupe
Broj pacijenata 46 17
Broj uzoraka 77 19
pol (muskarci/zene) 32/14 12/5
™ (kg) 69,03+£11,23 45-97 68,50+10,71 49-95
uzrast (godine) 40,88+ 7,01 28-57 35,63+ 7,11 27-54
Tac dnevna doza (mg/dan) 6,53+ 4,94 1-22 4,95+ 3,10 1-11
Tac koncentracija (ng/mL) 8,34+ 4,49 0,5-25,7 7,85+ 0,88 5,7-12,4
Tac + mikofenolat mofetil 40 14
Tac + prednizolon>25mg 24 4
Tac + kotrimoksazol 39 7
Tac + omeprazol 12 3
Tac monoterapija 0 2
Tac politerapija 46 15
Vreme proteklo od Tx (dan) 514,32+688,77 7-2882 272,844220,69 12-635
Hemoglobin (g/L) nedostaju podaci 126,89+ 16,2 90-163
AST/ALT nedostaju podaci 0,69+ 0,31 0,292-1,75
CRP (g/L) nedostaju podaci 4,86+ 13,48 0,3-59,8

Rezultati su izraZeni preko srednjih vrednosti sa izraZenom standardnom varijacijom i opsegom vrednosti

Kod pacijenata je primenjivana kombinovana imunosupresivna terapija koja je
ukljucivala Tac, prednizolon, mikofenolat mofetil 1 druge lekove u zavisnosti od stanja 1
karakteristika pacijenata, kao Sto je prikazano u tabeli 5.11.. Populaciona FK analiza
zahtevala je podelu ispitanika u dve grupe:

» grupa koja sluzi za gradenje populacionog modela (46 pacijenata)
» validaciona grupa (17 pacijenata) koja potvrduje ispravnost analiticke metode i
dobijenog populacionog FK modela.

Ukupno je obradeno 96 podataka, 77 za izgradnju populacionog modela, 19 za
validaciju dobijenog modela. U obe grupe dominirali su muskarci (32 muskarca i 14 Zzena u

grupi za modelovanje, a 12 muskaraca i 5 Zena u validacionoj grupi). Prose¢na starost
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pacijenata iznosila je 40,88+7,01 u osnovnom setu i 35,63+7,11 godina u validacionom setu
podataka.

U tabeli 5.11. prikazane su varijable koje su podeljene u tri grupe:

1) varijable pacijenta - telesna masa, uzrast, pol 1 vremenski period protekao od
transplantacije (u danima)

2) varijable leka - ukupna dnevna doza Tac (mg), prednizolona (mg) (PRO), mikofenolat
mofetila (mg) 1 upotreba drugih lekova: kotrimoksazola (da/ne) i omeprazola (da/ne)

3) biohemijski podaci: odnos nivoa aspartat aminotransferaze i alanin aminotransferaze
(AST/ALT), nivo C reaktivnog proteina (CRP) i hemoglobina (Hb).

Populaciono FK modelovanje vrseno je prema predvidenim fazama procedure 2.

Prva faza populacionog FK modelovanja sastojala se u definisanju baznog modela. Za
nasu analizu iz NONMEM biblioteke izabrana je ADNVAN2 subrutina koja opisuje model sa
jednim odeljkom, sa resorpcijom prvog reda. U FK analizu su uklju¢ene vrednosti
koncentracija Tac u krvi dobijene na kraju doznog intervala.

Bazni model je odredio populacione vrednosti FK parametara — tipi¢nu, populacionu
vrednost klirensa CL (populacioni parametar 0;), tipi¢nu, populacionu vrednost volumena
distribucije Vd (populacioni parametar 0,) i bioraspolozivost F (populacioni parametar 03).

U izgradnji baznog modela razmatrani su izabrani stalni efekti modela. Distribucija 1
znaCaj ovih parametara dati su kroz raspodelu i1 varijansu ®2 za svakog pacijenta

individualno. Matematicki oblik baznog modela predstavljen je jednacinom klirensa Tac:
CL=0, *EXP(ETA(1))

U toku NONMEM populacionog modelovanja Tac neophodno je ukljucivanje
parametara slucajnih efekata. Oni predstavljaju odstupanje izmerene vrednosti pojedinca od
populacione vrednosti grupe ispitanika. Interindividualna varijabilnost daje uvid u
bezbednosni profil leka, dok intraindividualna varijabilnost podataka uglavnom potice od
greSke u merenju ili pogresno izabranog modela, a jednim delom i usled neobjasnjive
varijabilnosti, §to ozna¢avamo c2.

Druga faza je predstavljala slozeni proces modelovanja uz uklju¢ivanje izabranih
varijabli 1 jednaina regresione analize. UkljuCivane varijable: telesna masa, uzrast, pol i
vremenski period nakon Tx (u danima), nivo AST, ALT, CRP i1 Hb, ukupna dnevna doza Tac,
dnevna doza prednizolona veca od 25mg, primena kotrimoksazola i omeprazola su prikazane
u tabeli 5.11. Univarijantnom selekcijom je odreden statisticki znacaj izabranih varijabli.

Krititerijum statisticke znacajnosti prikazan je kroz redukciju u minimumu objektivne
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funkcije (MOF) izmedu pojedinih univarijantnih modela a vrednosti su prikazane u tabeli
5.12. Zahtevana vrednost redukcije MOF-a iznosila je 6,64 (x*=6,64; p<0,01). Simultanim
ubacivanjem varijabli koje ispunjavaju kriterijum statisticke znacajnosti u bazni matematicki

model dobijen je puni populacioni model Tac:

CL= 0,*EXP(ETA(1)) + 0o* CRP + 0;,* OME + 0,4* PRO + 0,5* DD

Tabela 5.12. Nivo MOF baznog modela, univarijantnih modela i punog PFK modela takrolimusa

MODEL MOF Razlikau MOF  P-vrednost ** Zakljucak
BAZNI MODEL
CL= 0, *EXP(ETA(1)) 478,122

UNIVARIJANTNI MODELI
CL=6,*EXP(ETA(1)) + 8, * TM 477,313 -0,809 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 65 * POL 477,903 -0,219 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6s* UZRAST 477,969 -0,153 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) — 6;* Vreme 477,844 -0,278 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 0g* Hb 478,301 -0,179 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 8,* CRP 455,645 22,477 <0,01 Sz
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 0;0* ALT/AST 475,472 2,65 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6,,* TMP 478,050 0,072 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6,,* OME 422,835 55,287 <0,01 SZ
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6,5* MFM 477,972 0,15 >0,01 NS
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6,,* PRO 396,743 81,379 <0,01 SZ
CL=0,*EXP(ETA(1)) + 6,5* DD 333,290 144,832 <0,01 Sz
PUNI MODEL
CL= 0,*EXP(ETA(1)) + 6o* CRP
+ 0,,* OME +6,,* PRO + 0,5* DD 317,551

CL —klirens(L/h)

0, -tipicna, populaciona vrednost klirensa

ETA (1) interindividuala varijabilnost u klirensu

0, - 0;5izabrane varijable

TM telesna masa (kg)

POL - 1 za muskarce, 0 za Zene

Vreme - broj dana od transplantacije do odredivanja koncentracija Tac

Hb - nivo hemoglobina

CRP - nivo C- reaktivnog proteina

AST/ALT - odnos aspartat i alanin aminotransferaze

DD - ukupna dnevna doza TAC (mg/dan)

TMP, OME, MFM i PRO - komedikacija sa kotrimoksazolom, omeprazolom, mikofenolat mofetilom i
prednizolonom u dozi vecoj od 25 mg (uzimajudi nivo 1 kada jesu i 0 kada nisu prisutni),
“*P-nivo MOF razlike izmedu baznog i testiranog modela

NS: bez statistickog znacaja

SZ: statisticki znacajno

U tabeli 5.12. prikazani su:
bazni model koji predstavlja dobijene populacione vrednosti FK parametara,
univarijantni modeli definisani za svaku varijablu

vrednosti MOF 1

vV V VYV V

puni populacioni model Tac.
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Krajnji korak u ovoj fazi populacionog FK ispitivanja bio je proces pretvaranja punog u
finalni model. Finalni model je razvijen uz zahtev ispunjenja strogih statisti¢kih kriterijjumima
za redukciju u MOF-u (x* = 10,83 za p<0,01), §to je omoguéilo smanjenje interindividualne i
rezidualne varijabilnosti u ispitivanoj grupi.

Smanjenje varijabilnosti predvidenih i izmerenih vrednosti koncentracija Tac tokom

matematickog modelovanja graficki je prikazano na slici 5.5.

PRED:DV

50

30
DV
a) bazni
PRED:DV
50
40 A
30
DV
b) finalni

PRED - predvidena koncentracija Tac za datog pacijenta
DV — izmerena koncentracija Tac za datog pacijenta

Slika 5.5. Odnos predvidenih i izmerenih koncentracija Tac u ispitivanoj grupi za svakog pacijenta
koriscenjem baznog (a) i finalnog (b) modela

Slika 5.5. pokazuje znacaj redukovanja rezidualne varijabilnosti FK parametara, koja se
postize modelovanjem od baznog do finalnog modela, uz postizanje bolje raspodele rezultata

na regresionoj pravoj.
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Rezultati

Matematickim modelovanjem NONMEM softverom izvrSena je redukcija varijabilnosti
i formiran finalni populacioni model koji ukljucuje dve varijable koje su pokazale znacajnost
za vrednost klirensa Tac - dnevna doza prednizolona veca od 25mg i dnevna doza Tac.

Konaéni matematicki model populacionog klirensa Tac predstavljen je jednacinom:

CL (L/h)=0,862 + 0,32 * DD + 1,16 * PRO

Validacija je obavljena u tre¢oj fazi populacione FK analize Tac. Validacioni postupak
je omogucio procenu predvidljivosti FK parametara dobijenih koriS¢enjem finalnog modela.
Provera ispravnosti dobijenog populacionog FK modela izvrSena je uklju¢ivanjem podataka
validacione grupe pacijenata (karakteristike grupe su prikazane u tabeli 5.11.) u finalni

populacioni FK model.
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Rezultati

5.4. Rezultati pracdenja interakcija i pojave neZeljenih dejstava takrolimusa

kod pacijenata sa presadenim bubregom

Ispitivanje je obuhvatilo 30 pacijenata (12 musSkaraca i 18 Zena) na imunosupresivnoj
terapiji u trajanju od Sest meseci nakon presadivanja bubrega. U okviru terapijskog
monitoringa odredivana je koncentracija Tac u krvi, dok su nezeljeni efekti imunosupresivne
terapije praceni prema opisanoj proceduri 3.,biohemijskim monitoringom koji je obuhvatao
odredivanje vrednosti C-reaktivnog proteina (CRP), glukoze, holesterola, alanin amino
transferaze (ALT), aspartat amino transferaze (AST), serumskog kreatinina (SCr), uree, i
alkalne fosfataze (ALP).

Demografski podaci ispitivanih transplantiranih pacijenata dati su u tabeli 5.13.

Tabela 5.13. Karakteristike ispitivane grupe pacijenata

Pol
Muskarci 18
Zene 12
Starost (godine) 40,11 + 7,35
Telesna masa (kg)
Neposredno pre Tx 70,75 + 13,81
7.dan nakon Tx 72,39 + 14,64
14.dan nakon Tx 71,14 £ 14,63
21.dan nakon Tx 71,19 £ 14,55
60.dan nakon Tx 71,33 +£13,97
180.dan nakon Tx 73,67 £ 12,60
Tip transplantacije
Zivi donor 26
Kadaveri¢na transplantacija 4

Prosecna starost ispitanika iznosila je 40,11+7,35 godina. U toku ispitivanja nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike u telesnoj masi kod ispitivanih pacijenata. Dozni rezim
Tac je modifikovan redovnim terapijskim monitoringom u posmatranom vremenskom
periodu.

Kortikosteroidna terapija kod ispitivanih pacijenata zapoceta je intravenskom primenom
metilprednizolona prva tri dana nakon Tx, a zatim nastavljena peroralnom primenom
prednizolona uz postepeno smanjenje dnevne doze. Sukcesivho smanjenje dnevne doze

primenjenog KS u posmatranom periodu prikazano je graficki slikom 5.6.
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Rezultati
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a) srednje dnevne doze KS u ispitivanoj grupi transplantiranih pacijenata tokom prvih Sest meseci nakon Tx
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b) srednje dnevne doze KS tokom prvih Sest meseci nakon transplantacije bubrega u zavisnosti od pola
ispitanika

Slika 5.6. Prosecne dnevne doze kortikosteroida u posmatranom vremenskog perioda nakon
transplantacije kod ukupnog broja ispitanika (a) i prema polu (b)

Srednje vrednosti dnevnih doza KS u toku ispitivanog perioda kod muskaraca su
iznosile: 93,18 + 14,54; 47,92 + 13,39; 31,54 + 7,18; 23,13 + 7,62; 13,96 + 5,98 mg, a kod
zena 94,44 + 19,28; 39,50 £ 9,56; 31,50 + 8,1; 27,78 + 8,61; 10,83 + 1,77 mg. Tokom
posmatranog vremenskog perioda srednja dnevna doza KS smanjena je oko 4,5 puta (7.dan-
93,75mg; 180.dan- 12,61 mg).

Obzirom na individualno doziranje, vrednosti izmerenih koncentracija Tac korigovane
su datom dozom leka radi komparacije rezultata. Vrednosti srednje dnevne doze Tac,
izmerenih koncentracija Tac i dozno korigovane srednje koncentracije Tac u odgovaraju¢im

vremenskim intervalima posle transplantacije prikazane su tabelom 5.14.
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Rezultati

Tabela 5.14. Srednje dnevne doze Tac, koncentracije Tac i dozno korigovane srednje koncentracije
Tac u toku ispitivanja kod Tx pacijenata

Koncentracija Tac

Dani Dnevna doza Tac  Koncentracija Tac .
nakon Tx (mg/kg/dan) (ng/mL) korigovana datom dozom
(ng/mL po mg/kg/dan)
7.dan 0,15+0,05 8,57+4,22 58,01+31,78
14.dan 0,17+0,06 10,40+3.,41 67,51+£25,95
21.dan 0,19+0,16 10,83+3,44 82,84437,08"
60.dan 0,13+0,06 9,65+2,06 82,45432,78"
180.dan 0,08+0,04° 7,46+2,50 107,06+48,70°

a:p<0,01; b: p <0,05

Tabelom 5.14. je pokazana statisticki znacajna razlika u primenjenoj dnevnoj dozi Tac
180. dana u odnosu na 7.,14.,21. i 60. dan nakon Tx (Friedman Shi-square=23,64; p<0,0001),
Izmedu ostalih vremenskih intervala nije pokazana statisti¢ki znacajna razlika u primenjenoj
dnevnoj dozi Tac.

Pregledom rezultata prikazanih u tabeli 5.14. utvrdena je statisticki znacajna razlika
izmedu dozno korigovanih koncentracija Tac 7.dana nakon Tx u odnosu na ostale posmatrane
vremenske intervale (Friedman Shi-square=15,2; p<0,004). Statisticki znacajna razlika
ustanovljena je izmedu slede¢ih dozno korigovanih koncentracija Tac nakon Tx:

e 7.121. dana nakon Tx (58,014+31,78 ng/mL po mg/kg/dan : 82,84 + 37,08 ng/mL po
mg/kg/dan)
e 7.1 60. dana nakon Tx (58,01+31,78 ng/mL po mg/kg/dan : 82,45+32,78 ng/mL po
mg/kg/dan)
e 7.1 180. dana nakon Tx (58,01+31,78 ng/mL po mg/kg/dan : 107,06+48,7 ng/mL po
mg/kg/dan).
Medutim, 7. 1 14. dana nakon Tx nije pokazana statisticki znacajna razlika u dozno
korigovanoj koncentraciji Tac.

Dobijeni rezultati grupisani prema polu ispitanika prikazani su u tabeli 5.15.
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Tabela 5.15. Vrednosti srednje dnevne doze Tac, izmerenih koncentracija Tac i dozno korigovanih

koncentracija Tac grupisane prema polu ispitanika

Dani Doza Tac (ng/kg/dan)
nakon Tx Muskarci Zene
7.dan 0,17 +0,05 0,14 +0,05
14.dan 0,17+0,05 0,17 £0,07
21.dan 0,14+ 0,05 0,16 £0,08
60.dan 0,11+0,03 0,15+0,07
180.dan 0,07 +£0,03 0,09 + 0,06
Koncentracija Tac (ng/mL)
Muskarci Zene
7.dan 10,08 + 3,49 6,71 £4,48
14.dan 11,04 +3,73 9,62 +2,98
21.dan 12,05 + 2,64 9,24 + 3,83
60.dan 9,61 +1,65 9,70 £ 2,63
180.dan 7,46 £ 3,04 7,47 £1,69
Koncentracija Tac korigovana datom dozom Tac
(ng/mL po mg/kg/dan)
Muskarci Zene
7.dan 66,44 + 36,96 48,65 + 23,40
14.dan 70,59 £ 23,31 63,82 £ 29,65
21.dan 95,55+ 38,63 66,32 + 28,87
60.dan 91,00 + 26,47 71,05 + 38,307
180.dan 114,41 £49,.33 96,03 + 48,84

a:p<0,01; b: p <0,05

Rezultati nasSeg istraZivanja nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u primenjenoj
dnevnoj dozi Tac izmedu muskaraca i1 Zena. Pokazana je statisticki znacajna, polno zavisna
razlika u koncentraciji Tac 21.dana nakon Tx (12,05+2,64 ng/mL kod muskaraca
9,24+3,83ng/mL kod Zena; p<0,01).

U grupi muskaraca pokazana je statisticka znacajnost u primenjenim dnevnim dozama
Tac (izmedu 180. 1 7.; 14. 1 21. dana; p<0,01 a izmedu 180. i 60. dana; 7. i 60. dana; 14. 1 60.
dana; p<0,05), Kod ispitanika Zenskog pola ustanovljena je razlika u primenjenoj dozi Tac
izmedu 60. 1 180. dana (p<0,05).

Statististicki znacajna razlika uslovljena polom u dozno-korigovanim koncentracijama
Tac pokazana je 60. dana (91,00 £ 26,47 ng/mL po mg/kg/dan kod muskaraca u poredenju sa
71,05 + 38,30 ng/mL po mg/kg/dan kod Zena).

Postojanje statisticki znaCajne razlike u korigovanim koncentracijama Tac u grupi
ispitanika muskog pola potvrdeno je izmedu 7. 1 60. dana (p<0,01).

Kod Zena nije uocena statisticki znacajna razlika u dozno korigovanim koncentracijama

Tac u ispitivanom vremenskom intervalu.
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Rezultati

Biohemijski parametri funkcije grafta i jetre kod transplantiranih pacijenata prikazani su

u tabeli 5.16.

Tabela 5.16. Uporedne vrednosti nivoa uree, serumskog kreatinina (Scr), ALT, AST i alkalne fosfataze
u krvi pacijenata neposredno pre transplantacije i odredenim vremenskim intervalima posle Tx

n;’kr(f:l“;x Urea Ser ALP AST ALT

(dani) (mmol/L) (nmol/L) (IU/L) (IU/L) (IU/L)
Tx dan 17,89 + 7,34 613,14 + 149,15 55,84 +21,80 17,95+ 5,86 17,71+ 891
7. dan 9,91 +4,61 153,84 + 94,47 60,34 26,45 21,23 +14,96 47,01 £59,75
14. dan 9,64 + 3,99 151,22+ 79,56 62,47+23,19 18,95+ 8,75 49,74 + 58,64
21.dan 10,28 + 5,06 164,00 = 114,52 113,29 +£48,97 17,25+ 6,56 47,06 £ 32,83
60 . dan 8,06 +2,55 133,06 + 38,48 87,00 £56,29 21,77 £13,69 40,73 + 36,96
180. dan 7,96 + 3,39 138,59 + 39,39 79,57 +48,75 22,14+ 8,76 41,38 + 33,43

Fr 31,582 37,403 16,214 6,539 20,569

p 0,0001 0,0001 0,006 0,257 0,001

Tx dan — dan transplantacije

ALT - alanin aminotransferaza

AST — aspartat aminotransferaza

ALP - alkalna fosfataza

Fr- Friedman Shi-square test; p<0,05 je statisti¢ki znacajno

Procena funkcije grafta vrSena je odredivanjem nivoa serumskog kreatinina i uree.
Nivoi transaminaza jetre i alkalne fosfataze predstavljali su indikatore disfunkcije jetre.
Rezultati pracenja biohemijskih parametara koji ukazuju na pojavu nezeljenih dejstava

Tac 1 koterapije prikazani su graficki na slici 5.7.

13 4 . Nive inglicerida
c B Hivo holesterola
12 4 N Mivo glukoze
11
10
g
=
— L
g 7
E B
5
&
3
2
1
o

Vremenski period nakon Tx (dani)

*p=0.001; " p<0.001;% p < 0.0001

Slika 5.7. Uporedne vrednosti nivoa holesterola, triglicerida i glukoze u krvi pacijenata na dan
transplantacije i odredenim vremenskim periodima nakon Tx
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Rezultati

Tokom ispitivanog perioda uocen je porast nivoa serumskih lipida, holesterola 1 triglicerida,
Sto je prikazano na slici 5.7.

Prema proceduri 3. je pomoc¢u Friedman Shi-square testa za poredenje vezanih
neparametrijskih uzoraka, utvrdena znacajnost promena odabranih parametara. Rezultati su
pokazali statisticki znacCajan porast nivoa holesterola (Friedman Shi-square=42,316;
p<0,0001) 1 triglicerida kod transplantiranih pacijenata (Friedman Shi-square =21,865;
p<0,001). Uporedivanjem nivoa glukoze radi procene dijabetogenog delovanja Tac uocena je
smanjena glikemija u ranom posttransplantacijskom periodu.

Na slici 5.8. dat je graficki prikaz biohemijskih parametara procene funkcije grafta.
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Slika 5.8. Prikaz nivoa ALP(a), serumskog kreatinina(b), enzima ALT, AST(c) i uree(d) u ispitivanom
periodu kod pacijenata sa presadenim bubregom

Utvrden je statisticki znacajan pad vrednosti nivoa Scr (Friedman Shi-square=37,403;

p<0,0001 ) i uree (Friedman Shi-square=31,582;p<0,0001 ) tokom ispitivanog perioda.
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Rezultati

Nasa istrazivanja pokazala su statisti¢ki znacajan porast aktivnosti ALP (Friedman Shi-
square=16,214; p<0,006) dvadeset prvog dana nakon Tx.

Komparacijom nivoa alanin amino transferaze utvrden je njen statisticki znacajan porast
u ispitivanom periodu (Friedman Shi-square=20,569; p<0,001). U istom periodu nije utvrdena

statisticka znaCajnost u promeni nivoa aspartat amino transferaze.
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Rezultati

5.5. Rezultati ispitivanja uticaja pola na farmakokineti¢ke parametre

takrolimusa kod pacijenata sa presadenim bubregom

Ispitivanje uticaja pola na farmakokinetiku Tac sprovedeno je u grupi od 20
transplantiranih pacijenata, 10 muskaraca i 10 Zena (prosecne starosti 38,249,7 godina).
Neprostorna FK analiza sprovedena je prema proceduri 1. na osnovu izmerenih
koncentracija Tac nakon peroralne primene inicijalne doze leka i1 ponovljena nakon
postignutog ravnoteznog stanja. Demografske karakteristike ispitivanih pacijenata prikazane

su u tabeli 5.17.

Tabela 5.17. Demografske karakteristike transplantiranih pacijenata

Starost (godine) BMI Scr (umol/L) |
Muskarci
Srednja vrednost +SD 38,2+9,7 23,5+3,1 282,88
Min 31 17,53 185,64
Max 51 28,58 344,76
t-test p=0,69 p=0,81
Zene
Srednja vrednost +SD 34,1457 21,743,0 247,52
Min 28 16,41 185,64
Max 47 25,39 274,04

P- nivo znacajnosti za statisticku korelaciju je p<0,01

Demografski podaci ne pokazuju statisticki znacajne razlike izmedu muskaraca 1 Zena.
Grupa muskaraca pokazala je vece vrednosti serumskog kreatinina u odnosu na grupu Zena
(3,2mg/dL : 2,8mg/dL ili 282,88 pumol/L : 247,52 pumol/L), dok je brzina glomerularne
filtracije (GFR) veoma sli¢na kod ispitanika oba pola (32,8 mL/min kod muskaraca 1 31,6
mL/min kod Zena). Srednja terapijska doza Tac je za muskarce iznosila 3,63 mg, a za Zene
3,28 mg. Prate¢u antihipertenzivnu terapiju transplantiranih pacijenata sacinjavali su nifedipin
(srednja dnevna doza 68 mg za muskarce, 32mg za Zene) ili diltiazem (srednja dnevna doza
160 mg za muskarce, 120mg za Zene).

Izmerene koncentracije Tac u krvi ispitivanih pacijenata i izracunate vrednosti AUC.»

koje su dobijene nakon peroralne primene inicijalne doze Tac predstavljene su u tabeli 5.18.
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Rezultati

Tabela 5.18. Koncentracije Tac (ng/mL) u odredenim vremenima i AUC,.;; (ngh/mL) kod Tx
pacijenata nakon prve doze Tac

Vreme proteklo od peroralne primene Tac (h)

AUCy12
0,5 1 1,5 2 4 8 12 (ngh/mL)
Zene

C,+SD 11,1453 18,5+7,5 15,846,2 99454 43425  1,841,1  1.2+1,1 5824233
Min 3,6 8,0 6,4 3.6 1,7 0.8 0,2 285
Max 213 30,9 232 18,6 10,2 3,5 3,1 91,2

Muskarci
C,+SD 83445 204466  223+48 143431  81£1,8  5,1+1,7 3,114 94,4+19,3*

Min 03 112 16,5 9,3 5.7 2.9 1,1 67,2
Max 14,5 30,0 293 19,5 113 7.9 4,7 128,6

Cn- koncentracija Tac u vremenu n
*p<0,01 u poredenju sa Zenama

Na osnovu vrednosti izmerenih koncentracija Tac neprostornom farmakokinetiCkom

analizom izraCunati su FK parametri i1 tabelarno prikazani u tabeli 5.19.

Tabela 5.19. Farmakokineticki parametri Tac kod ispitivanih pacijenata nakon prve per os doze Tac

AUC,;(ngh/mL) AUCu(ngh/mL)  Ku(l/h) tu(h)  Cum(ng/mL)  Ta(h)  MRT(h)

Z 58,20+23,3 71,08+33,83 0,18+0,11 5,51+3,17  20,83+6,70 1,04+0,40 6,25+3,73

M 94,40+19,3* 131,72+33,46* 0,12+0,05 7,08+3,02 24,22+4,46 1,30+0,26  9,44+4,10

*p<0,05 u poredenju sa Zenama

K, -konstanta eliminacije Tac

ty,- poluvreme eliminacije

MRT -srednje vreme zadriavanja

C,ox -maksimalna koncentracija Tac

T ,ax- vreme dostizanja Cmax

AUCy._;, - skracena, 12-Casovna povrSina ispod krive
AUC,; - ukupna vrednost AUC

Podaci ukazuju na izraZzenu varijabilnost vrednosti dvanaestoCasovne povrsine ispod
krive (AUCy.12). Minimalna vrednost AUC,, iznosila je 28,2 ngh/mL, a maksimalna
128,6ngh/mL.

U tabeli se uocava statisticki znacajna razlika u vrednosti AUC,.;, muskaraca i zena (p<0,05).
Volumen distribucije 1 klirens Tac nisu racunati zbog peroralne upotrebe leka i1 ¢injenice da je
bioraspolozivost Tac mala i veoma varijabilna.

Izmerene koncentracije Tac kod transplantiranih pacijenata predstavljene su graficki na

Slici 5.9.a. za muskarce 1 5.9.b. za zene.
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Slika 5.8.a. Zavisnost koncentracije Tac u funkciji viemena kod ispitanika muskog pola
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Slika 5.8.b. Zavisnost koncentracije Tac u funkciji vremena kod ispitanika Zenskog pola

Izmerene vrednosti koncentracija Tac pokazale su korelaciju sa dvanaestoCasovnom
AUC. Postavljen je sistem regresionih jednacina koje omogucavaju predvidanje vrednosti
AUC na osnovu dobijenih koncentracija Tac u mernim vremenima. Korelacija izmerene
koncentracije Tac 1 vrednosti AUC evoluirana je pomocu Pears-ovog korelacionog
koeficijenta (r). Korelacija izmedu vrednosti izracunate AUCy.;, i predvidene vrednosti AUC

(AUCp) data je linearnim regresionim koeficijentom kompleksne determinacje (r?).

53



Rezultati

U tabeli 5.20. data je regresiona jednacina za AUC,.j, za ispitanike Zenskog pola koja

najbolje predvida vrednost AUC, uz izraZen koeficijent korelacije r i koeficijent determinacije
2

r.
Tabela 5.20. Regresiona jednacina koja predvida vrednost AUC kod Zena na osnovu izmerene
koncentracije Tac u viemenu C,
Regresiona jednacina r r
1 AUC,=22879+3,453*C, 0,911 0,830

nezavisno promenljiva C,i zavisno promenljiva AUCp

Rezultati regresione analize u grupi ispitanika muSkog pola prikazani su u tabeli 5.21.

Tabela 5.21. Regresione jednacine koje daju vrednost zavisno promenljive AUCp kod grupe muskih
ispitanika na osnovu poznatih koncentracija Tac u odredenom vremenu, sa izrazenim koeficijentom
korelacije r i koeficijentom determinacije r’

Regresiona jednacina r r

1. AUC,=20,664 +9,073 * C,4 0,878 0,770
2. AUC,= 5,342 +8,488 * C, + 0,982 * C, 0,940 0,884
3. AUC,=-2,406+ 7,351 * C4 + 1,209 * C, + 4,043 * Cy, 0,977 0,954
4. AUC,=-5,390+4,082 * C, + 0,895 * C; + 5,001 * Cy, +2,302 * C, 0,990 0,981
5. AUC,= 0,791+ 1,982 * C4+ 0,708 * C; + 3,670 * C;; + 2,550 * C, + 2,979 * Cg 0,999 0,998

1- nezavisno promenljiva: C,

2- nezavisne promenljive: Cy C,

3- nezavisne promenljive: C4, Cy, Cy;

4- nezavisne promenljive: C4 C;, Cyy, C,

5- nezavisne promenljive: C,, C;, Cp C), Cy
zavisno promenljiva: AUCp

Na osnovu regresione analize odredeno je vreme merenja koncentracija Tac kod
pacijenata Zenskog, odnosno muskog pola, pomocu kojih se brzo i1 jednostavno moze
predvideti vrednosti AUC, Sto predstavlja znacajan doprinos racionalnoj farmakoterapiji
pacijenata sa presadenim bubregom jer se time omogucava uvid u ukupnu izloZenost
organizma leku.

Jednostavnim merenjem koncentracije Tac dva sata nakon peroralne primene kod
pacijenata zenskog pola je moguce predvideti ukupnu izlozenost organizma leku (»=0,911;
r*=0,830), §to je predstavljeno matemati¢ki pomocu jednacine:

AUC,= 22,879 + 3,453 * C,
Kod ispitivanih pacijenata zenskog pola C, ostaje dobar prediktor za AUC 1 nakon

postizanja ravnoteznih stanja, pri ¢emu jednacina za izraCunavanje AUC, izgleda:
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AUC,= 38,163 + 5,373 * C5°
Kod muskaraca je pri uvodenju Tac u terapiju neophodno primeniti metod ograni¢enih
uzoraka, koji podrazumeva merenje koncentracije 1, 4 i 12 sati nakon peroralne primene leka
u cilju dobijanja vrednosti AUC (=0,977; r*=0,954) prema jednacini:
AUC,=-2,406 + 7,351 * C4 + 1,209 * C; + 4,043 * Cy,
Prilikom polno selektivnog FK razmatranja Tac u ravnoteznom stanju, uocena je
promena korelacije u grupi muskaraca, pa jednacina dobija jednostavniji oblik, koris¢enjem

koncentracije C3°:

AUCp =-4,442 + 14,602 * C5°
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6. DISKUSIJA

6.1. Farmakokineticka analiza takrolimusa nakon primene inicijalne doze i

u ravnoteZnom stanju (SS) kod pacijenata sa presadenim bubregom

Procena farmakokinetickog profila Tac predstavlja vazan segment farmakoterapije
transplantiranih pacijenata. Dosadasnja istrazivanja pokazala su izrazenu varijabilnost u
bioraspolozivosti 1 sistemskoj izlozenosti organizma leku nakon peroralne primene Tac.
Bioraspolozivost Tac zavisi od aktivnosti intestinalnog enzima CYP3A4 1 transportnog P-gp
glikoproteina, dok se njegov metabolizam odvija uz uce$¢e CYP3A4 i CYP3AS (40,100).
Novije populacione FK studije i farmakogeneticka istrazivanja posvecuju posebnu paznju
polimorfizmu CYP3AS5 kod primaoca i donora bubrega (41).

U oblasti klinicke farmakokinetike i farmakogenetike za sada postoje nedovoljno jasni
stavovi vezani za polne razlike u metabolizmu lekova, zbog €ega su poslednjih godina
intenzivirana istrazivanja koja se bave tom problematikom (101,102). U toku naSih
istrazivanja obavljena je neprostorna farmakokineticka analiza takrolimusa nakon primene
inicijalne doze 1 u ravnoteZznom stanju u cilju optimizacije imunosupresije kod pacijenata sa
presadenim bubregom. Jedan od ciljeva nasSeg istraZivanja je predstavljalo utvrdivanje polne
diferencijacije u farmakokinetickom profilu Tac.

Neprostorna FK analiza prve peroralne doze Tac je pokazala veliku interindividualnu
varijabilnost u ispitivanoj grupi transplantiranih pacijenata. Izmerene koncentracije Tac u
ispitivanom dvanaestocasovnom periodu su pokazale Sirok opseg vrednosti (Tabela 5.2., Slika
5.1.). Maksimalna vrednost povrSine ispod krive (AUC.x) je pokazala Cetiri puta vecu
vrednost u odnosu na minimalnu (AUC,;,), §to potvrduje interindividualnu razli¢itost u
sistemskoj izlozenosti leku 1 vaznost prac¢enja koncentracija Tac (10). Pokazana varijabilnost
koncentracija Tac 1 FK parametara u skladu je sa istrazivanjima Chen 1 sar. sprovedenim kod
16 kineskih pacijenata sa presadenim bubregom (11). Vece vrednosti koncentracija Tac kod
kineskih transplantiranih ispitanika u odnosu na naSu populaciju pacijenata se mogu objasniti
razlikom u primenjenom imunosupresivnom protokolu. Kod kineskih ispitanika,
imunosupresivni protokol je podrazumevao primenu metilprednizolona 500mg/dan,
mikofenolat mofetila 2000mg/dan 1 anitilimfocitnog globulina 300mg/dan prva tri dana nakon
Tx, dok je Tac ukljucen cCetvrtog dana nakon Tx u dozi od 0,075mg/kg TM. Kod nasih
pacijenata je primenjivan kvaternarni imunosupresivni protokol- metilprednizolon
500mg/dan, mikofenolat mofetil 1500mg/dan i baziliksimab 20mg prvog i Cetvrtog dana od
Tx, dok je Tac ukljucen Cetvrtog dana nakon Tx u dozi od 0,05mg/kg TM. Kvaternarna
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terapija je naSim pacijentima omogucila postizanje adekvatne imunosupresije sa manjim
dozama pojedina¢nih imunosupresivnih lekova.

Ponovljenom neprostornom FK analizom takrolimusa u ravnoteznom stanju, utvrdena je
veéa izloZenost organizma leku (78,9+25,7ngh/mL nakon prve doze prema
104,49+20,02ngh/mL nakon postizanja SS), sa manjom varijabilno$¢u vrednosti AUC. U
ravnoteznom stanju smanjene su varijacije u koncentracijama leka, dok je srednja vrednost
maksimalne koncentracije Tac statisticki znaCajno niza kod ispitivanih pacijenata
(16,51£5,28ng/L u ravnoteznom stanju prema 22,96+5,28ng/mL nakon prve doze) (Tabela
5.2.,5.6). Time je smanjen rizik od nezeljenih efekata takrolimusa, S§to poboljSava
bezbedonosni profil leka.

Novija istrazivanja su pokazala da se izostavljanjem KS iz imunosupresivnog protokola
postizu sli¢ne vrednosti AUC, uz istovremeno ve¢e maksimalne koncentracije Tac, §to moze
imati klini¢ke posledice u vidu ispoljavanja njegovih toksi¢nih efekata (103). Ovakvi rezultati
upucuju da je racionalnije smanjenje doze KS u odnosu na njihovu obustavu iz
farmakoterapijskog imunosupresivnog protokola transplantiranih pacijenata.

Neprostornom FK analizom Tac nakon primene prve doze utvrdena je statisticki
znacCajna razlika u vrednostima AUC musSkaraca 1 zZena, $to je ukazalo na potrebu selektivnog
FK ispitivanja. U istrazivanju Chen 1 sar. kod kineskih ispitanika nije uocena razlika u
vrednostima AUC izmedu polova, §to se moze delimi¢no objasniti neadekvatnim odnosom
polova ispitanika (12 muSkaraca i 4 Zene) (11). Prethodnim istraZivanjima je potvrdena
razlika farmakokinetickih parametara ciklosporina kod Zena i muskaraca (104). Istrazivanjima
kod zdravih dobrovoljaca 1 kod transplantiranih pacijenata pokazana je polno zavisna razlika
u bioraspoloZivosti, maksimalnoj koncentraciji, AUC 1 klirensu CsA (105,106). Malobrojna
su istrazivanja koja se bave razlikom u farmakokinetici Tac medu polovima.

Smatra se da je varijabilnost bioraspoloZivosti Tac povezana sa aktivno$c¢u intestinalnog
CYP3A4 enzima i kapacitetom transportnog proteina P-gp, koji je determinisan MDR-1
genom (100,107). DosadaSnja istrazivanja su utvrdila da je ekspresija enzima CYP3A4
determinisana izloZeno$¢u organizma leku i polom ispitanika. Zbog toga je moguca polna
razlika u klirensu lekova ¢iji se metabolizam odvija preko CYP3A4, ukljucujuci i takrolimus.
Dosadasnji podaci ukazuju na to da je kod pacijenata zenskog pola prisutna veca aktivnost
enzima CYP3A4. Wolbold R. i sar. su utvrdili da je kod Zena dva puta ve¢i nivo CYP3A4 u
poredenju sa musSkarcima (p<0,0001) (102). Ve¢i hepaticki sadrzaj CYP3A4 kod Zena
predstavlja fizioloski razlog povecanog klirensa i nizih koncentracija lekova koji se
metaboliSu preko njega. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u nivou CYP3A4 kod pre i

post menopauzalnih Zena (p=0,01), $to pokazuje da hormonalni status zena vezan za starosno
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doba moze imati znacaj (40,107). Kod premenopauzalnih Zena je klirens lekova (korigovan
telesnom masom) metabolizovanih pomocu CYP3A4 ve¢i 20 do 30% u odnosu na muskarce
sliénih godina. U postmenopauzalnom periodu sadrzaj ovog enzima je oko 20% manji ¢ime se
njegov uticaj smanjuje. U nasem istrazivanju su ucestvovale zZene u pre menopauzalnom dobu
(prosecna starost ispitanica iznosila je 31,4 + 5,7 godina). Sli¢no rezultatima Wolbold i sar.,
rezultati naseg istrazivanja su pokazali o¢ekivanu, statisticki znacajno manju srednju vrednost
AUC kod Zena (58,18+23,33 : 94,40 +£19,32, p<0,05). Izmerene koncentracije nakon primene
prve doze Tac kod oba pola kretale su se u terapijskom opsegu, pri ¢emu su koncentracije Tac
kod muskaraca bile veée u odnosu na koncentracije kod Zzena, dok je srednje vreme
zadrzavanja Tac bilo znac¢ajno manje kod Zena u odnosu na muskarce (Tabela 5.14.).

Nakon postizanja ravnoteznog stanja, ponovljena je neprostorna FK analiza Tac u
ispitivanoj grupi pacijenata, ¢ime je potvrdeno postojanje interindividualne varijabilnosti u
izmerenim koncentracijama leka. Srednja vrednost maksimalne koncentracije Tac je
statisticki znaCajno manja u ravnoteznom stanju, dok je ukupna izlozenost organizma leku
veca. Vrednosti AUC u ravnoteZznom stanju nisu pokazale polno zavisne statisticki znacajne
razlike. Moguce objaSnjenje je smanjena dnevna doza KS nakon postizanja ravnoteznog
stanja a u skladu sa vremenskim periodom proteklim od Tx, ¢ime je smanjen znacaj dozno 1
polno zavisne interakcije KS 1 Tac. Vreme dostizanja maksimalne koncentracije Tac nije
statistiCki znacajno promenjeno, dok je poluvreme eliminacije Tac znacajno produZeno u
ravnoteznom stanju. Rezultati farmakokineticke analize Tac u SS su potvrdili prethodno
utvrdenu korelaciju vrednosti srednjeg vremena zadrZavanja Tac u odnosu na pol bolesnika.
Telesna masa pacijenata nije pokazala znacajan uticaj na FK parametre Tac.

Dobijeni rezultati potvrduju znacaj TDM-a Tac u cilju postizanja optimalne
imunosupresije 1 povecanja bezbednosti terapije. U cilju kvantifikacije 1 razjaSnjenja
molekularnih mehanizama koji su uzrok varijabilnosti u farmakokinetici takrolimusa, ukazala
se potreba za identifikacijom novih bioloskih faktora.

Farmakogenomicka istrazivanja CYP3AS5 imaju veliki znacaj za farmakokineticki profil
Tac kod populacija kod kojih je veéa zastupljenost CYP3A5*1/1* genoma. Press i sar. su
pokazali da CYP3A5*1/1* genom zahteva 1,5 puta vecu inicijalnu dozu Tac u odnosu na
zastupljeniji  CYP3AS5*3/3* genom (108,109,110). Dosadasnja saznanja u oblasti
farmakogenomike pokazala su da pol i genotip donora takode imaju znacajnu ulogu u
farmakokinetici 1 farmakodinamici lekova. Istrazivanje Kuypersa i sar. zasnovano na malom
broju transplantiranih pacijenata je pokazalo da je statisticki znaajno manja inicijalna doza

Tac kada je donor bubrega zenskog pola (89). Da bi se odredio prakti¢ni znacaj potencijalne
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razlike u farmakokinetickim parametrima Tac uslovljene polom donora kod nasih
transplantiranih pacijenata potrebna su ispitivanja na ve¢em broju ispitanika.

Ustanovljena razlika vrednosti AUC muskaraca i zena nakon primene inicijalne doze
Tac moze se delom objasniti primenjenom antihipertenzivnom terapijom kod transplantiranih
pacijenata. Nasi transplantirani pacijenti muskog pola su dobijali vece srednje terapijske doze
nifedipina (prosecno 68mg za muskarce, 32mg za zene) 1 diltiazema ( prose¢no 160mg za
muskarce 1 120mg za zene) u odnosu na ispitanike Zzenskog pola. Primenjeni antagonisti
kalcijuma su znacajni inhibitori CYP3A4/5. Nifedipin inhibitornim uticajem na enzime
CYP3A4/5 smanjuje metabolicku transformaciju takrolimusa za 61-70%, a diltiazem za 41-
50%. FK studije lek-lek interakcija pokazale su da istovremena primena inhibitora enzima
CYP3A4 (nifedipin, diltiazem) i takrolimusa moze inhibitorno da utiCe na njegov
metabolizam, $to povecava njegovu koncentraciju i potencira ispoljavanje nezeljenih efekata
povecanjem ukupne izloZenosti organizma leku (80,111).

Istrazivanja koja omogucavaju simulaciju populacionog FK ispitivanja Tac upotrebom
odgovaraju¢ih softvera, pretpostavila su pol kao znacajnu varijablu u japanskoj populaciji
transplantiranih pacijenata (19,112). Rezultati dobijeni PFK analizom srpske populacije
transplantiranih pacijenata nisu potvrdili pol kao zna¢ajnu varijablu u izgradnji populacionog
FK modela Tac (16).

Ulogu pola u farmakokinetici Tac je potrebno razmatrati u kombinaciji sa genetikom,
staroS¢u, pridruzenim bolestima i socijalno-ekonomskim statusom pacijenata, zbog cega za
sada predstavlja nedovoljno razjasnjen fenomen koji zahteva dalja istraZivanja.

Neophodnost optimizacije terapijskog rezima Tac proizilazi iz njegove male terapijske
Sirine, varijabilne kinetike 1 nezeljenih dejstava (10,85). Poznavanje ukupne izloZenosti
organizma takrolimusu je preduslov prevencije njegovih neZeljenih 1 toksi¢nih efekata.
Monitoring AUC kao metod optimizacije jo§ uvek nije prihvacen u rutinskom tretmanu
transplantiranih pacijenata zbog ekonomskih razloga i slozenosti postupka. Zbog toga se
nametnula potreba predvidanja ukupne izloZenosti organizma leku na osnovu koncentracije
Tac u odredenom vremenu nakon primene leka (113,114). PronalaZenje najbolje predvidive
koncentracije Tac za AUC je cilj velikog broja istrazivanja.

Koncentracija Tac koja predvida ukupnu izloZenost organizma leku treba da obezbedi
odgovarajucu korelaciju sa 12-Casovnom AUC na osnovu koje moze da predvidi vrednost
AUC (AUCp). Time je omoguceno korigovanje doznog rezima Tac u cilju sprovodenja
racionalne imunosupresivne farmakoterapije kod transplantiranih pacijenata, uzimajuéi u

obzir njihove karakteristike, ukljuc¢ujuéi i pol.
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Rezultati prethodnih istrazivanja ukazali su na razli¢ita vremena merenja koncentracija
Tac u cilju predvidanja AUC. Sprovedena istrazivanja nisu ukljucivala polno selektivan
pristup FK analizi Tac. Chen i sar. su pokazali znagajnost Cs (r=0,92; r’=0,85) za predvidanje
ukupne izlozenosti organizma leku nakon primene inicijalne doze takrolimusa. Prema ovim
autorima, metod merenja dve koncentracije (C;s i Cs), omoguéava znacajno Vvisi nivo
predvidljivosti i bolje odreduje AUC (1=0,97; r’=0,94) (11). Prema nekim autorima,
minimalna koncentracija Tac (Cy) pokazuje dobru korelaciju sa AUC u ranom
posttransplantacijskom periodu, dok se metod dve tacke (C, 1 C;), pokazao boljim u smislu
predvidljivosti vrednosti skra¢ene AUC (9). Prospektivne studije novijeg datuma su pokazale
vaznost pra¢enja ukupne izlozenosti organizma Tac u funkciji proteklog vremenskog perioda
nakon Tx (115,116,117).

AUC je pokazala vecu pouzdanost kao indikator stepena ispoljavanja neZeljenih efekata
takrolimusa u odnosu na minimalnu koncentraciju na kraju terapijskog intervala(Co), zbog
¢ega je od vaznosti potvrdivanje stepena korelacije izmedu koncentracija Tac 1 AUC (117).
Wong i sar. su utvrdili pouzdanost metod dve tacke (C, 1 Cy), za predvidanje vrednosti AUC
rade¢i istrazivanje u prvih Sest meseci nakon transplantacije (114). Rezultati istrazivanja
Sholten 1 sar. su potvrdili ve¢i stepen pouzdanosti predvidanja upotrebom dve u odnosu na
jednu izmerenu koncentraciju Tac (118).

Prema rezultatima drugih istrazivaca, koncentracija Tac izmerena dva sata nakon
peroralne primene Tac (C,) ne pokazuje vecu pouzdanost u predvidanju AUC u odnosu na
koncentracije izmerene u nekom drugom vremenu (119). Istrazivanja sprovedena u ranom
posttrasplantacijskom periodu ukazala su na potrebu uvodenja metoda dve ili tri tacke radi
predvidanja AUC 1 skrenula paznju na Co, u kojoj se javlja sekundarni porast koncentracije
Tac (120). Istrazivanje sprovedeno u toku prve godine nakon transplantacije srca potvrdilo je
veéu pouzdanost C4 u smislu predvidanja ukupne izlozenosti organizma takrolimusu
(*=0,88), u odnosu na koncentraciju Cy (*=0,74) (121). Ku 1 sar. su potvrdili da je C4
pouzdan indikator ukupne izloZenosti takrolimusu nakon uvodenja u ravnotezno stanje kod
pacijenata sa transplantiranom jetrom (#?=0,99) (122). Methew i sar. potvrdili su prednost
metoda dve tacke u odnosu na Cy u ravnoteZznom stanju kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom 1 naveli dve mogucénosti- merenje Cy 1 Cy4 ili C; 5 1 C4. Prema rezultatima njihovog
istrazivanja koncentracije Tac merene dva i viSe sati nakon peroralne primene leka bolje
koreliraju sa AUCp u odnosu na C,, dok metod ograni¢enih uzoraka daje znacajno bolju
predvidljivost AUCp (0,75<r<0,93) (12).

Metoda predvidanja ukupne izloZenosti organizma leku pomocu skra¢ene AUC ili na

osnovu predvidljive koncentracije Tac, podrazumeva precizno vreme uzorkovanja krvi

60



Diskusija

pacijenata, zbog validnosti dobijenih rezultata. Neophodno je voditi rauna o vremenu
proteklom od transplantacije, zbog ¢ega je opravdano ponoviti neprostornu FK analizu Tac i
regresionu analizu nakon postizanja ravnoteznog stanja.

Utvrdivanjem polne diferencijacije u izmerenim koncentracijama Tac, ukazala se
potreba potvrdivanja pouzdanosti izabrane koncentracije u odnosu na pol Tx pacijenata (112).
Cilj naseg istrazivanja bio je da se utvrdi da li najbolje predvidljiva koncentracija Tac za AUC
nakon inicijalne doze leka predstavlja pouzdani indikator predvidljivosti ukupne izloZenosti
leku u SS kod pacijenata sa Tx bubregom (123).

Koncentracije Tac u SS su uporedivane sa AUC,.;; i AUCp. Regresiona analiza je
sprovedena prema proceduri 1. nakon inicijalne doze Tac i nakon postizanja SS u grupi
ispitanika i selektivno, prema polu. Regresionom analizom je potvrdena znacajna korelacija
za koncentraciju Cg, izmerenu osam sati nakon peroralne primene prve doze Tac (r=0,75;
p<0,05), dok je najbolju korelaciju i predvidljivost AUC kod nasih ispitanika pokazala
koncentracija C4 (r=0,911; r*=0,829) (10).

Nasim ispitivanjem je utvrdeno da metod ograni¢enih uzoraka predstavlja adekvatnu
alternativu AUC monitoringu prilikom uvodenja Tac u imunosupresivnu terapiju kod Tx
pacijenata. Metod tri taCke, koji ukljucuje C;s, Cs, Cs, omogucava pouzdanu korelaciju sa
AUC (r=0,974; r*=0,949) prilikom primene inicijalne doze Tac kod grupe ispitanika.
Pouzdanost predvidanja metodom tri tacke je veca nego upotrebom samo Cs kao najbolje
predvidive koncentracije (10). Barrachough i sar. su analizom prethodnih istraZivanja
Bayesian metodom utvrdili prednost koncentracije Tac dobijene dva i viSe sati nakon
peroralne primene u cilju predvidanja AUC, bez uzimanja u obzir pola ispitanika
(113,115,117). U naSem istraZzivanju, potvrdena je veca preciznost predvidanja AUC
upotrebom dve ili tri koncentracije Tac, u slucaju da se ne primenjuje polno selektivan
pristup, $to je u saglasnosti sa drugim rezultatima.

Sagledavanjem polne diferencijacije u FK parametrima, pokazana je razlika u
koncentracijama Tac koje daju uvid u izloZzenost organizma leku, odnosno AUC. Regresiona
analiza dobijenih koncentracija Tac je pokazala razliCite rezultate u zavisnosti od pola
ispitanika 1 vremena proteklog od transplantacije bubrega.

Rezultati naSeg istrazivanja prve doze Tac pokazali su da koncentracija C,, merena dva
sata nakon peroralne primene predstavlja dobar indikator sveukupne izloZenosti organizma
takrolimusu (r=0,911; *=0,830) kod zena (Tabela 5.20.). Medutim, ispitivanja kod muskaraca
su utvrdila da merenjem jedne koncentracije nije moguce pouzdano predvideti vrednost AUC
nakon primene inicijalne doze. Koncentracije C;, C4 1 Ci, mogu da zamene AUC monitoring i

daju dobru predvidljivost AUC kod ispitanika muskog pola (=0,977; r’=0,954, Tabela 5.21.).
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Metod skracene AUC daje odgovaraju¢i odnos efikasnosti i cene monitoringa Tac, zbog Cega
predstavlja prihvatljivu strategiju za izradu farmakokinetickog profila Tac kod musSkaraca pri
primeni prve doze (123).

Nakon postizanja ravnoteznog stanja, potvrdena je znacajnost koncentracije Tac
izmerene osam sati nakon primene leka (C3*), u smislu predvidanja vrednosti AUC nezavisno
od pola. Regresionom analizom je potvrdena koncentracija Tac C§°, kao najbolje predvidiva
koncentracija za AUC kod ispitanika muskog pola. Navedena analiza je pokazala da se kod
pacijenata Zenskog pola bolja predvidljivost za AUC postize pomocu koncentracije C5° ili
metodom dve tacke — C5° i C§°. Sholten E i sar. su ustanovili da metod dve tacke pokazuje
prednost u predvidanju vrednosti ukupne AUC u odnosu na samo jednu koncentraciju Tac.
Ovaj metod preporucuje upotrebu minimalne koncentracije u SS stanju (C3°) u kombinaciji sa
C5*, C3° ili C;* $to je u skladu sa naSim rezultatima za pacijente Zenskog pola (118).

Na osnovu pregleda rezultata veéeg broja istrazivanja, mogucée je pretpostaviti da
upotreba metoda dve tacke predstavlja pristup sliéne preciznosti polno selektivnom
predvidanju AUC. Rezultati naSih istrazivanja su nedvosmisleno pokazali vaznost
sagledavanja polnih razlika u farmakokinetici Tac. Iako ukupna izlozenost organizma leku
uvodenjem u stanje ravnoteZze gubi statisticki znacajnu polnu razliCitost, zbog razli¢itosti
ukupne kinetike Tac neophodno je selektivho predvidanje AUC, kako bi se postigla
zadovoljavajuca preciznost. Nakon postizanja ravnoteznog stanja, predvidanje vrednosti AUC
je mogucée pojednostaviti pracenjem odgovaraju¢e koncentracije Tac, zavisno od pola
ispitanika. Analizom rezultata naSih istraZivanja moZe se pretpostaviti da polne razlike u
farmakokinetici Tac predstavljaju razlog neusaglaSenosti stavova drugih istrazivaca. U
savremenoj literaturi nedostaju podaci o predvidljivosti AUC Tac u zavisnosti od pola
ispitanika, Sto predstavlja podstrek daljem istrazivackom radu.

Rezultati naSih istrazivanja potvrduju klini¢ku i farmakoekonomsku opravdanost
monitoringa Tac i odredivanja njegovih FK parametara prilikom primene inicijalne doze leka
1 nakon postizanja ravnoteznog stanja kod transplantiranih pacijenta u cilju sprecavanja ranog

odbacivanja grafta i ispoljavanja nezeljenih efekata terapije (10,118,123).
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6.2. Populaciona farmakokineticka analiza takrolimusa kod pacijenata sa

presadenim bubregom

Populaciona analiza omoguc¢ava dobijanje klini¢ki relevantnih podataka o FK leka u
ciljnoj populaciji ispitanika. Populacioni model daje moguénost izracunavanja populacionih
vrednosti FK parametara leka i utvrduje izvor i stepen interindividualnih i intraindividualnih
varijabilnosti (15,16). Danas je pomocu slozenih softvera i posredstvom interneta moguce
sagledati rezultate razliCitih populacionih istrazivanja u cilju dobijanja opstih zakljucaka.
Stoga populaciona FK analiza daje znacajan doprinos sprovodenju racionalne farmakoterapije
kod transplantiranih pacijenata (19,109).

U saglasnosti sa prethodnim populacionim modelovanjem Tac za tipi¢nu populacionu
vrednost klirensa Tac kod pacijenata sa transplantiranim bubregom koji su ucestvovali u
naSem istrazivanju, utvrdena je vrednost 1,03 L/h u baznom modelu (16). Rezultati naseg
istrazivanja pokazali su da doza prednizona veca od 25mg/dan povecava populacioni klirens
Tac za vrednost od +1,16 L/h. Obzirom da su transplantirani pacijenti tretirani visokim
dozama metilprednizolona, primenjenim intravenski pre i neposredno posle presadivanja
bubrega, a kasnije prevodeni na peroralni prednizolon, jedan od ciljeva nase studije bio je
identifikacija doze prednizona koja ne ostvaruje uticaj na klirens Tac. Uticaj prednizona
rezultat je indukcije enzima CYP3A4 i uticaja na transportni P-gp protein (16,103). Nasi
rezultati su u saglasnosti sa prethodno sprovedenim populacionim FK studijama. Antignacet i
sar. su 2007. 1 Press 1 sar. 2009. godine dobili sli¢ne rezultate vezane za povecanje klirensa
Tac pri dozi prednizona vecoj od 25mg (15,105). Moguénost postojanja dozno zavisnog
uticaja KS na aktivnost enzima CYP3AS5 1 klirens Tac potvrdili su u svojim istraZivanjima
Quteineh 1 sar. 2008. godine (108). Istrazivanje koje je obuhvatilo 83 pacijenta sa
transplantiranim bubregom, pokazalo je da je pri visokim dozama KS neophodno primeniti
povecanu dozu Tac radi postizanja ciljne koncentracije (11). IstraZzivanja Undre 1 sar. kod 303
pacijenta u periodu od 2 do 12 meseci nakon transplantacije su pokazala znacajan uticaj
peroralne doze KS na koncentraciju Tac (37). NasSe istrazivanje sprovedeno kod 46 pacijenata
je pokazalo znacajan dozno zavistan uticaj KS na nivo Tac 1 saglasno je sa drugim
sprovedenim populacionim modelovanjem Tac. Rezultati drugih autora navode da dnevne
doze prednizolona jednake i manje od 10mg ne ostvaruju znacajan uticaj na nivo Tac
(14,105,115).

U velikom broju studija hematokrit predstavlja faktor koji znacajno uti¢e na
populacione FK parametre Tac kod transplantiranih pacijenata, Sto ispitivanjem u nasoj
populaciji nije pokazano (16,124). Vaznost hematokrita posebno se navodi pri FK analizama

kod ispitanika sa presadenom jetrom, jer je tada izraZena interindividualna i intraindividualna
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varijabilnost hematokrita (125). Novija istrazivanja pokazala su postojanje znacajnog uticaja
derivate sulfonil uree na klirens Tac (126). U istrazivanju koje su sproveli Hisakazu i sar.
pomocu softverske simulacije populacione FK analize (Symcyp) postavljena je hipoteza
znacCajnosti pola za populacionu vrednost klirensa Tac (kod japanske populacije p<0,05)
(127). Navedena pretpostavka je u suprotnosti sa dosadasnjim populacionim FK analizama
Tac, u kojima varijabla pola nije pokazala znacaj. Nase populaciono modelovanje nije
pokazalo pol kao znacajnu varijablu za populacionu vrednost klirensa Tac.

Ispitivanja novijeg datuma ukazuju da farmaceutski oblik takrolimusa moze
predstavljati znacajnu varijablu za populacione vrednosti PK parametara Tac (128).

U prethodnim ispitivanjima kod pacijenata sa presadenom jetrom nivo bilirubina i
prisustvo CYP3A5*3 genotipa kod donora i primaoca organa potvrdeni su kao znacajne
varijable za populacioni FK model Tac (112,128). Utvrdivanjem povezanosti CYP3A5*1
genotipa i 25-40% vecih vrednosti klirensa Tac pokazana je vaznost ispitivanja zastupljenosti
oblika CYP3AS5*3 u populaciji transplantiranih pacijenata. Statisticka znacajnost za sada je
potvrdena samo kod populacija azijskog porekla, dok je zastupljenost ovog genotipa znatno
manja kod bele rase i dosadasnjim ispitivanjima nije pokazana njena statisti¢ka znacajnost .
Rasprostranjenost CYP3A5*3 1 CYP3AS5*1 genotipa u naSoj populaciji, kod transplantiranih
pacijenata, predstavlja predmet daljih FK istraZivanja.

Nase istraZivanje je utvrdilo da primenjene dnevne doze Tac 1 KS predstavljaju znacajne
varijable u populacionoj FK analizi. ZnaCajan uticaj na klirens Tac pokazala je dnevna doza
KS veca od 25mg/dan (16). Pokazane znacajne varijable ukljuc¢ene su u finalni populacioni
model klirensa Tac kod pacijenata sa presadenim bubregom:

CL (L/h)=0,862 + 0,32 * DD + 1,16 * PRO

Validacija dobijenog populacionog modela Tac potvrdila je dobru predvidljivost 1
odgovarajuci stepen greske predvidanja, $to je omogucilo zadovoljavajuce fitovanje dobijenih
podataka. Varijable koje nisu pokazale znacajnost tokom modelovanja, kao Sto su pol, starost
pacijenta, primena drugih lekova, odnos enzima jetre i nivo hematokrita nisu ukljucene u
finalni model. Hematokrit se nije pokazao kao zna€ajna varijabla u naSem populacionom FK
modelu potencijalno zbog duzine posttransplantacijskog perioda (514,32+688,77 dana).

Daljim istraZivanjem i uklju¢ivanjem dodatnih varijabli za determinaciju populacionih
FK karakteristika Tac otvaraju se nove moguc¢nosti za unapredenje dosadasnjih saznanja o
njegovom farmakokinetickom profilu.

Populacioni FK pristup moze biti od koristi pri utvrdivanju najbolje predvidive
koncentracije Tac za procenu ukupne izloZenosti organizma leku i moguénosti pojave

nezeljenih efekata terapije (109).
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6.3. Pracdenje neZeljenih efekata imunosupresivne terapije i interakcija

takrolimusa kod pacijenata sa presadenim bubregom

Takrolimus je kalcineurinski inhibitor sa boljim bezbedonosnim profilom u odnosu na
CsA, $to je utvrdeno prethodnim klinickim istrazivanjima kod transplantiranih pacijenata.
Prevodenjem pacijenata sa CsA na Tac pokazano je znaCajno smanjenje vrednosti krvnog
pritiska, holesterola, serumskog kreatinina 1 uree (129). Po Framingham skali konverzijom
CsA na Tac dolazi do ukupnog smanjenja rizika od pojave neZeljenih efekata
(5,7+4,3:4,845,3) (130). Druga istrazivanja potvduju prednosti Tac u smislu prevencije
reakcije ranog odbacivanja i prezivljavanja grafta u prvih godinu dana nakon Tx, smanjenje
KV rizika, hipertenzije i upotrebu manjih dnevnih doza antihipertenzivne terapije.

Primenu Tac prati pojava velikog broja neZeljenih reakcija kao §to je povecana
incidenca posttransplantacijskog dijabetes melitusa (PTDM) i neurotoksi¢nost (131,132).
Nastanak hiperholesterolemije, posebno poveéane vrednosti holesterola veoma male gustine u
prvih godinu dana nakon Tx povezuje se sa disfunkcijom grafta i pove¢anjem vrednosti
serumskog kreatinina. Vazokonstriktorni efekat Tac dovodi do smanjenja renalne rezerve koja
je bitna za odrzanje glomerularne filtracije prilikom gubitka proteina (115,132). Ispitivanja
kod transplantiranih pacijenata u duZem vremenskom periodu nakon Tx ukazuju na smanjenje
koStane gustine 1 povecanu ucestalost koStanih fraktura (Cetiri puta je veci broj fraktura kod
Tx pacijenata) Pojava osteodistrofije 1 osteomalacije vezuje se za rani posttransplantacijski
period u kome su prisutni metabolicki disbalansi — hiperfosfaturija, hiperkalcijemija,
acidobazni disbalans, hipomagnezijemija 1 hiperparatireoidizam (134,135). Novija
istrazivanja ukazuju na pojavu metabolickog sindroma kod transplantiranih pacijenata (136).
Nezeljene efekte Tac je moguée minimizirati odrzavanjem njegove koncentracije u
terapijskom opsegu (5-15 ng/mL). Prema rezultatima Dansirikul i sar. postoji povezanost
izmedu minimalne koncentracije Tac (Cp) 1 njegovih neZeljenih efekata u ranom
posttransplantacijskom periodu (84). U kasnijoj fazi je smanjena mogucénost predvidanja
nezeljenih efekata pracenjem minimalne koncentracije Tac. Pri primeni imunosupresivne
terapije moguce je ispoljavanje neurotoksicnog i nefrotoksicnog dejstva Tac uprkos
odrzavanju Cy u terapijskom opsegu. Literaturni podaci pokazuju da se pomocu vrednosti
AUC omogucava uvid u ukupnu izloZenost organizma leku i potencijalne nefrotoksi¢ne i
neurotoksi¢ne efekte Tac (137). Populacionom farmakokinetickom analizom moguée je

utvrditi znacaj odredene koncentracije Tac 1 AUC za pojavu nezeljenih efekata Tac. Kod
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vulnerabilnih pedijatrijskih pacijenata potencijalni neurotoksicni efekti su izrazeniji u odnosu
na odrasle (138). Savremeni farmaceutski oblici koji omogucavaju doziranje Tac jednom
dnevno povecavaju adherencu pacijenata i smanjuju pojavu nezeljenih efekata (139).

Dosadasnja ispitivanja potvrdila su postojanje interakcije izmedu kortikosteroida i Tac,
sa posledi¢nim povecanjem koncentracije Tac pri primeni visokih doza KS. Poznato je da KS
ostvaruju inhibitorni uticaj na aktivnost CYP3A4, ali mehanizam interakcije 1 uticaj pola jo$
uvek nisu u potpunosti razjasnjeni (140).

Nasa istrazivanja su saglasna sa istrazivanjima Anglicheau i sar. 1 potvrduju dozno
zavistan uticaj KS na nivo Tac (78,141). Smanjenje srednje dnevne doze KS za 66,38% 21.
dana nakon Tx u odnosu na 7. dan (93,75+16,37mg/dan : 31,524+7,45mg/dan) dovodi do
statistiCki znacajnog porasta koncentracije Tac. Statisticki znacajna razlika u dozno
korigovanim koncentracijama Tac utvrdena je izmedu 7. i 180. dana od Tx, Sto se moZze
delimi¢no objasniti prestankom uticaja primenjene doze KS na aktivnost CYP enzima 180.
dana (12,61 + 4,83 mg KS/dan) nakon Tx. Nasi rezultati PFK Tac ukazuju da dnevna doza KS
ispod 25mg nema uticaj na nivo Tac, $to je u saglasnosti sa rezultatima ovog ispitivanja
(16,141). Tokom istrazivanja nije uo¢ena polna razlika u dozno zavisnom uticaju KS na
koncentraciju Tac. Savremena farmakoterapija transplantiranih bolesnika zasniva se na
koris¢enju minimalnih dnevnih doza KS, $to podrazumeva brzo smanjivanje dnevne doze KS
u ranom postransplantacijskom periodu, do dostizanja vrednosti od 10mg prednizolona
dnevno.

Redovnim pra¢enjem biohemijskih parametara kod transplantiranih pacijenata moguce
je prevenirati akutno odbacivanje grafta 1 nezeljene efekte imunosupresije. Dislipidemija,
hipertenzija i hiperglikemija su oc¢ekivani neZeljeni efekti primene Tac koji se razvijaju kod
vecine bolesnika u ranom periodu nakon Tx (132,142). Hiperglikemijski efekat Tac je sloZen i
ostvaruje se povecanjem insulinske rezistencije, smanjenjem sekrecije insulina i direktnim
toksi¢nim delovanjem na beta celije pankreasa. Dosadasnja ispitivanja ukazuju na znacajan
uticaj Tac na pojavu PTDM, pri Cemu nije uocena razlika izmedu standardnog farmaceutskog
oblika Tac koji se primenjuje na 12 sati i preparata sa produzenim oslobadanjem koji se
primenjuje jednom dnevno (133,139). Prema rezultatima istraZivanja Al-Ghareeb i sar.
takrolimus predstavlja statisticki znacajan (p<0,001) nezavisni faktor za nastanak PTDM.
Pored takrolimusa, na pojavu PTDM utice starost i pol pacijenata, telesna masa u vreme Tx,
porodi¢na predispozicija za nastanak dijabetesa i prisustvo virusa hepatitisa C. Prevalenca

PTDM kod primene Tac iznosi 33% (132).
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Nasi rezultati nisu pokazali promenu nivoa glukoze u prvih Sest meseci nakon
transplantacije. Moguce objasnjenje izostanka hiperglikemijskog efekta Tac je primena
kvarternarne imunosupresivne terapije koja ukljucuje monoklonalno antitelo, Sto omogucava
manje doze imunosupresivnih lekova i smanjenje rizika od pojave nezeljenih efekata. Mecule
1 sar. su pokazali da se bolja glukoregulacija postize izbegavanjem maksimalnih koncentracija
Tac u okviru predvidenog terapijskog opsega (139).

Prethodna istrazivanja pokazala su znacajan uticaj Tac na metabolizam i koncentraciju
lipida kod transplantiranih pacijenata (136).U toku ispitivanog perioda kod nasih pacijenata je
pokazan statisti¢ki znacajan porast holesterola i triglicerida, $to je u saglasnosti sa o¢ekivanim
nezeljenim efektima imunosupresivne terapije (141,142).

Pra¢enje koncentracije serumskog kreatinina predstavlja biohemijski parametar za
procenu bubrezne funkcije. U ranom posttransplantacijskom periodu nivo serumskog
kreatinina moze da ukaze na akutno smanjenje bubrezne funkcije, dok za hroni¢ne promene
bubrezne funkcije nema znacaj. Poveéanje nivoa uree u serumu Tx pacijenata moze da ukaze
na pojavu nefrotoksicnog efekta Tac (143). Ispitivanja novijeg datuma ukazuju na potrebu
uporednog prac¢enja FK 1 biohemijskih parametara i populacionog FK pristupa radi povecanja
bezbednosti terapije vulnerabilnih transplantiranih pacijenata. U nasem istraZivanju pokazan
je statisticki znacajan pad nivoa serumskog kreatinina i1 uree u ispitivanom Sestomesec¢nom
periodu, Sto ukazuje na optimalnu, renoprotektivnu farmakoterapiju transplantiranih
pacijenata (141).

Povecana aktivnost hepatocelularnih enzima moze nastati zbog narusavanja strukture
hepatocita 1 hiperbilirubinemije. OStecenje hepatocitne membrane izazvano lekovima dovodi
do povecane vrednosti alkalne fosfataze, dok se pri teZim oStecenjima hepatocita povecavaju
vrednosti ALT 1 AST. Rezultati Sestomesecnog prac¢enja biohemijskih parametara, pokazali su
statisticki znacajno povecanje nivoa ALT (7. dana 17,71 £+ 8.91; 21. dana 47,06 + 32,83; 180.
dana 41,38 + 33,43) i ALP (7. dana 55,84 + 21,8; 21. dana 11,29 + 48,97; 180. dana
79,57+48,75), dok vrednost AST-a nije pokazala statisticki znacajnu promenu kod nasih
transplantiranih pacijenata(Slika 5.8., Tabela 5.16.). Ovi rezultati ukazuju na inicijalnu
hepatotoksi¢nost primenjene terapije bez disfunkcije jetre. Ocuvana funkcija jetre je rezultat
redovnog monitoringa i individualizacije terapije u ispitivanom periodu.

Povezanost vrednosti AUC 1 pojave nezeljenih efekata terapije takrolimusom je od
znacaja zbog moguceg predvidanja nezeljenih efekata Tac (137,143).

U toku naSeg ispitivanja utvrdena je klinicki znaCajna interakcija izmedu Tac i

metronidazola koja je dovela do znacajnog pogorsanja funkcije bubrega. Nakon Sestodnevne
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primene metronidazola (Met), zbog enterokolitisa uzrokovanog Clostridium difficile, utvrdena
je izuzetno visoka koncentracije Tac (20,2 ng/mL) kod transplantiranog pacijenta. Pacijent je
hospitalizovan zbog razvoja akutne bubrezne insuficijencije.

Pre uvodenja metronidazola u terapiju pacijent je pokazivao stabilnu funkciju grafta.
Koncentracija Tac odrzavana je u terapijskom okviru (5-10ng/mL) primenom trojne
imunosupresivne terapije: Tac (4,5mg/12h), mikofenolat mofetil (500mg/12h), prednizolon
(20mg/dan). Nivo serumskog kreatinina se kretao od 114,92 umol/L do 194,48 umol/L, u
posttransplantacijskom ¢etvoromese¢nom periodu.

Biohemijski parametri su pokazali postojanje elektrolitnog disbalansa i ¢etvorostruki
porast serumskog kreatinina (od 176,8 umol/L do 689,52 umol/L) u toku hospitalizacije.
Terapija metronidazolom je obustavljena, jedna doza Tac je iskljuena i dozni rezim Tac
izmenjen na 2mg/12h. Zbog razvoja akutne bubrezne insuficijencije, uzrokovane
nefrotoksi¢noséu Tac, kod pacijenta je primenjeno lecenje ponavljanim dijalizama, uz
korekciju doznog rezima (1mg/12 h). Cetiri dana nakon isklju¢enja Met nivo Tac je sniZen na
8,7ng/mL, dok je serumski kreatinin redukovan na 185,64 pmol/L.

Prikazani slucaj ukazuje na klinicki zna€ajnu interakciju Tac i metronidazola uslovljenu
inhibicijom enzima CYP3A4, koja je dovelo do porasta koncentracije Tac. Uzro¢no-
posledi¢na veza interakcije, procenjena na osnovu Naranjo skale iznosi 6, $to potvrduje
mogucénost interakcije Tac 1 Met uz potencijalno povecanje nefrotoksi¢nosti Tac. Inhibitorni
uticaj metronidazola na aktivnost CYP3A4 je potvrden u in vitro uslovima i pretpostavljen u
do sada objavljenim istrazivanjima i prikazima slucajeva (144,145). Dalja ispitivanja
biotransformacije Tac 1 lek-lek interakcija u in vitro i in vivo uslovima ¢e potvrditi znacaj

navedene interakcije.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu sprovedenih farmakokinetickih ispitivanja takrolimusa kod pacijenata sa

presadenim bubregom, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

e Visok stepen interindividualne varijabilnosti farmakokinetickih parametara takrolimusa
utvrden je pri primeni prve doze leka i potvrden u stanju ravnoteze kod pacijenata sa

presadenim bubregom.

e Koncentracija takrolimusa izmerena Cetiri sata nakon primene inicijalne doze leka (Cy4)
omogucava procenu povrsine ispod krive (AUC) kao meru ukupne izloZenosti organizma

leku kod pacijenata sa presadenim bubregom, nezavisno od pola.

e Metod tri tacke- koncentracije izmerene 1,5 , 4 i 8 sati nakon inicijalne doze takrolimusa
(Cis, C4, Cg) pokazuje veéu pouzdanost i predvidljivost ukupne izlozenosti organizma u

odnosu na Cy.

e Koncentracija izmerena dva sata nakon peroralne primene takrolimusa (C, , odnosno C35°)
omogucava predvidljivost ukupne izlozenosti organizma leku kod Zena sa presadenim
bubregom, S§to je potvrdeno farmakokinetickom analizom nakon prve doze leka 1 u

ravnoteznom stanju.

e Metod tri tacke, koncentracije merene 1, 4 1 12 sati nakon peroralne primene (C;, Cq4, Ci2)
predstavlja indikator ukupne izloZenosti organizma takrolimusu nakon primene inicijalne

doze kod muskaraca sa presadenim bubregom.

e Nakon postizanja ravnoteznog stanja metod tri tatke moze biti zamenjen koncentracijom
izmerenom osam sati nakon peroralne primene (C§*), koja poseduje visok stepen korelacije
sa izloZzenoS¢u organizma takrolimusu kod pacijenata muSkog pola sa presadenim

bubregom.

e Polne razlike u vrednosti povrSine ispod krive (AUC), prediktoru ukupne izlozenosti

organizma takrolimusu, utvrdene nakon inicijalne doze nisu potvrdene u stanju ravnoteze.
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Populacionom farmakokinetickom analizom utvrdeno je da dnevna doza prednizolona veca
od 25mg ostvaruje znacajan uticaj na klirens takrolimusa kod pacijenata sa presadenim

bubregom.

Dozno zavistan uticaj kortikosteroida na koncentraciju takrolimusa posebno je izrazen kod

pacijenata muskog pola.

Potvrden je znacaj pracenja koncentracija uree, lipida, enzima jetre i alkalne fosfataze kod
transplantiranih pacijenata u cilju pracenja funkcije bubrega i rane detekcije nezeljenih

efekata takrolimusa.

Rezultati farmakokineti¢kih ispitivanja takrolimusa predstavljaju nau¢nu osnovu za
individualizaciju imunosupresivne terapije u cilju povecanja bezbednosti tretmana

pacijenata sa presadenim bubregom.
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Farmakokineticka ispitivanja takrolimusa kod pacijenata sa presadenim
bubregom

SAZETAK

Takrolimus (Tac) je efikasan imunosupresivni lek koji predstavlja deo standardnog
imunosupresivnog protokola pacijenata sa presadenim bubregom. Njegova vodeca uloga u
imunosupresivnoj terapiji se zasniva na dokazanoj prednosti u prevenciji akutne reakcije
odbacivanja presadenog bubrega i oCuvanju funkcije grafta. Zbog izrazene interindividualne
varijabilnosti 1 malog terapijskog indeksa takrolimusa, sprovodenje monitoringa i adekvatan
farmakokineti¢ki pristup su od posebnog =znacaja za optimalnu imunosupresiju.
Farmakokinetickim ispitivanjem je moguée utvrditi stepen 1 znacaj interindividualne
varijabilnosti Tac.

Poznato je da Tac tokom dugotrajne upotrebe ispoljava toksi¢ne i nezeljene efekte.
Farmakokinetickom analizom podataka dobijenih terapijskim i biohemijskim monitoringom
moguce je utvrditi postojanje interakcija lekova 1 korelaciju izmedu koncentracije takrolimusa
i njegovih neZeljenih dejstava.

Cilj naSeg istraZivanja bio je odredivanje FK parametara Tac neposredno nakon primene
prve doze i1 njihovo potvrdivanje u ravnoteznom stanju. Osnovu istrazivanja je predstavljala
neprostorna i populaciona farmakokineticka analiza Tac. Analizom rezultata neprostorne FK
analize Tac utvrdena je polna razlika u farmakokinetici, zbog ¢ega su sprovedena selektivna
istraZivanja pri uvodenju leka u terapiju i nakon postizanja ravnoteznog stanja.

Koncentracija izmerena dva sata nakon peroralne primene je utvrdena kao indikator
izloZenosti takrolimusu nakon inicijalne peroralne primene leka 1 u ravnoteZznom stanju, kod
pacijenata zenskog pola. Kod pacijenata muSkog pola, metod tri tacke (koncentracije Tac
merene 1, 4 1 12 sati nakon peroralne primene), omogucava dobru predvidljivost ukupne
izloZenosti organizma leku. Nakon postizanja ravnoteznog stanja, ovaj metod je moguce
zameniti merenjem koncentracije Tac postignute osam sati nakon primene leka.

Tokom istrazivanja je utvrdena dozna zavisnost i polna diferencijacija interakcije
izmedu kortikosteroida 1 takrolimusa. Rezultati istrazivanja pokazali su da uporedno
sprovodenje terapijskog i biohemijskog monitoringa omoguc¢ava optimalni terapijski efekat uz
minimiziranje neZeljenih dejstava kompleksne imunosupresivne terapije.

Populacionom farmakokinetickom analizom potvrden je znacajan uticaj kortikosteroida
na koncentraciju Tac pri dnevnoj dozi prednizolona ve¢oj od 25mg.

Rezultati nasih istrazivanja potvrduju neophodnost izgradnje farmakokinetickog modela
takrolimusa kao nau¢ne osnove sprovodenja racionalne farmakoterapije kod transplantiranih

pacijenata.
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Pharmacokinetics analysis of tacrolimus in kidney transplant patients

SUMMARY

Tacrolimus (Tac) is an effective immunosuppressive drug that represents a part of
standard immunosuppressive protocol for kidney transplant patients. Its leading role in the
immunosuppressive therapy is based on the proven benefits in the prevention of acute
rejection of transplanted kidney and preservation of graft function. Therapeutic monitoring of
Tac and appropriate pharmacokinetic approach are particularly important for optimal
immunosuppression due to its interindividual variability and low therapeutic index. It is
possible to determine the extent and significance of interindividual variability of Tac by
pharmacokinetic analysis. It is known that Tac during the long-term use exerts toxic and
adverse effects. It is possible to determine the presence of drug interactions and the
correlation between concentration of tacrolimus and its side effects by pharmacokinetic
analysis of therapeutic and biochemical monitoring data.

The aim of our study was to determine the pharmacokinetic parameters of Tac after
the first oral dose and their confirmation in steady state. Non-compartment and population
pharmacokinetic analysis of Tac was the basis of the research. Our results showed gender
differences in the pharmacokinetics of Tac. Therefore, we conducted selective
pharmacokinetic approach after first oral dose of Tac and after achieving steady state.

In female patients concentration of Tac two hours after oral administration was
determined as an indicator of exposure to tacrolimus after initial oral drug administration and
after achieving a steady state. In male patients, three-point method (concentrations of Tac 1, 4
and 12 hours after oral administration), provides a good predictability of the total drug
exposure. After reaching a steady state, this method can be replaced by measuring the
concentration achieved eight hours after drug administration.

During the study it was determined a dose dependence and gender difference of the
interaction between corticosteroids and tacrolimus. The results of our study showed that the
implementation of therapeutic and biochemical monitoring together enable optimal
therapeutic effect with minimizing adverse effects of complex immunosuppressive therapy.

It was found by population pharmacokinetic analysis that the effects of corticosteroids
on Tac concentration stops with prednisolone daily dose reduction to 25mg.

The results of our assessment confirm the necessity for development of
pharmacokinetic model of tacrolimus in order to implement a rational pharmacotherapy in

renal transplantation patients.
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Prilog:
Zahvaljujem se projektima Ministarstva nauke i1 tehnologije Republike Srbije broj
172044 i 41018, koji su podrzali realizaciju istrazivanja tokom izrade doktorske teze

“Farmakokineticka ispitivanja takrolimusa kod pacijenata sa presadenjim bubregom”.
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