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Mikofenolna kiselina (MPA) predstavlja sastavni deo većine 

imunosupresivnih protokola nakon presađivanja bubrega. Varijabilna 

farmakokinetika MPA i različit individualni odgovor pacijenta, 

naglašavaju potrebu za individualizacijom doznog režima leka. 

Ciljevi ovog istraživanja bili su razvoj i validacija metode za 

kvantitativnu analizu MPA, identifikacija faktora koji doprinose 

interindividualnoj varijabilnosti MPA, procena učestalosti i intenziteta 

neželjenih efekata MPA, ispitivanje povezanosti koncentracije leka u 

salivi (CSAL) sa ispoljenim neželjenim efektima, kao i povezanosti 

koncentracije MPA u plazmi i salivi u odnosu na nivo serumskog 

albumina kod pacijenata sa presađenim bubregom.  

U istraživanju je ukupno učestvovalo 102 odrasla pacijenta sa 

presađenim bubregom. Koncentracije MPA u plazmi i salivi 

određivane su validiranom HPLC metodom i LC-MS. Za populacionu 

analizu korišćen je softver NONMEM®. Dobijeni model je dalje 

ispitivan pomoću Monte Carlo (MC) modelovanja. Podaci o 

neželjenim efektima prikupljeni su putem validiranog upitnika. 

Metodom najmanjih kvadrata uspostavljena je korelacija između 

koncentracija MPA u plazmi i salivi.  

Populacionom farmakokinetičkom analizom identifikovani su starost 

pacijenata, dnevna doza MPA i primena nifedipina u terapiji kao 

značajni faktori varijabilnosti MPA klirensa. Primenom metode 

eksterne validacije potvrđena je validnost razvijenog populacionog 

modela, a zatim je model upoređivan MC metodom sa drugim 

modelima dostupnim u literaturi, čime je dodatno potvrđena njegova 

validnost. Kod pacijenata ženskog pola zabeležena je veća učestalost 

neželjenih efekata, sa statistički značajnom razlikom u pojavi 

gastrointestinalnih neželjenih efekata i promenama na koži. Vrednosti 

gastrointestinalnog skora bile su značajno veće kod pacijenata koji 

koriste MMF u odnosu na EC-MPS. Dodatno, ustanovljena je veza 

između CSAL i estetskog skora kod pacijenata sa nižim 

koncentracijama albumina. 

Dobijeni populacioni farmakokinetički model daje osnovu za 

individualizaciju terapije MPA kod pacijenata sa prisutnim faktorima 



 

 

varijabilnosti. Prilikom optimizacije režima doziranja leka treba uzeti 

u obzir polne razlike u cilju postizanja efikasne i bezbedne 

imunosupresivne terapije kod pacijenata sa presađenim bubregom. 

Praćenje koncentracije MPA u salivi može doprineti bezbednosti 

terapije. 

   

Naučna 

oblast:  
Farmaceutske nauke 

Naučna 

disciplina:  
Farmakokinetika i klinička farmacija 

   

Ključne reči:  

Mikofenolna kiselina, validacija analitičke metode, populaciona 

farmakokinetička analiza, neželjeni efekti, optimizacija terapije, 

Monte Carlo modelovanje, presađivanje bubrega 

   

UDK:   615.015:616.61-089.84(043.3) 

   

CERIF 

klasifikacijа:  
 B 740 

   

Tip licence 

kreativne 

zajednice:  

CC BY-NC-ND 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  Data on Doctoral Dissertation 

   

Doctoral 

Supervisor:  

Prof. dr Aleksandra Catić-Đorđević, 

Associate professor, Faculty of Medicine, University of Nis 

   

Title: 

  

Pharmacokinetic Analysis of Mycophenolic Acid in Renal 

Transplant Recipients  

   

Abstract: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Mycophenolic acid (MPA) is frequently prescribed as a part of 

immunosuppressive protocols following kidney transplantation. 

Significant variability in MPA pharmacokinetics and the different 

individual response emphasize the need for individualized dosing 

regimens. The goals of this research were the development and 

validation of HPLC method for the quantitative analysis of MPA, the 

identification of factors that contribute to the interindividual 

variability of MPA, the assessment of the frequency and intensity of 

adverse effects, the examine association of the salivary concentration 

(CSAL) with the manifested adverse effects, as well as the association 

of the plasma and salivary concentration in relation to serum albumin 

levels in kidney transplant patients.  

This research included 102 adult kidney transplant patients. Plasma 

and salivary MPA concentrations were determined by a validated 

HPLC method and LC-MS. The NONMEM® software was used for 

the population analysis. The obtained model was further investigated 

using Monte Carlo (MC) modeling. Adverse effects of the applied 

therapy were collected through a validated questionnaire. A 

correlation between plasma and salivary MPA concentrations was 

established using the least squares method. 

Population pharmacokinetic analysis identified patient age, MPA daily 

dose, and nifedipine co-therapy as significant factors in the variability 

of MPA clearance. Using external validation method, the validity of 

the obtained population model was confirmed. Furthermore, the 

model was compared with similar models available in the literature 

using the MC method, which confirmed its validity. A higher 

frequency of adverse effects was recorded in female patients, with a 

statistically significant difference in the occurrence of gastrointestinal 

adverse effects and skin changes. Besides, gastrointestinal score was 

significantly higher in patients using MMF compared to EC-MPS. 

Additionally, a relationship was established between CSAL and 

aesthetic score in patients with lower albumin levels. 

The obtained population pharmacokinetic model provides a basis for 

individualized MPA dosing in patients with the presence of variability 



 

 

factors. Gender differences should be taken into account when 

optimizing dosing regimens in order to achieve the efficacy and safety 

of immunosuppressive therapy in kidney transplant patients. The 

results showed that CSAL MPA monitoring may contribute to 

management of adverse effects.  
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1. Uvod 

 
Presađivanje bubrega je složena medicinska intervencija koja zahteva precizno određen 

farmakoterapijski tretman. Iako predstavlja najbolju terapiju za pacijente u terminalnoj fazi 

bubrežne insuficijencije, uspostavljanje i održanje normalne funkcije presađenog bubrega u 

direktnoj je vezi sa izborom imunosupresivnog protokola, koji treba da obezbedi adekvatnu 

imunsku toleranciju organizma na presađeni organ (1).  

Imunosupresivni lekovi treba da omoguće funkciju grafta, odnosno onemoguće reakciju 

odbacivanja, istovremeno ne ugrožavajući imunitet pacijenta, neophodan za odbranu organizma 

od mogućeg nastanka infekcija. Zbog specifične i veoma osetljive ravnoteže koju je potrebno 

uspostaviti između imunskog odgovora i imunske tolerancije, populacija pacijenata sa 

presađenim bubregom smatra se veoma vulnerabilnom, a ordiniranje imunosupresivne 

farmakoterapije kod transplantiranih pacijenata predstavlja veliki izazov za lekare i farmaceute 

(2). Odgovarajući izbor lekova i optimizacija terapijskog režima u skladu sa karakteristikama 

pacijenta su esencijalni faktori održanja funkcije presađenog bubrega kao željenog zdravstvenog 

ishoda.  

Pri izboru imunosupresivnog leka neophodno je voditi računa o karakteristikama leka, 

mogućnostima primene, farmakokinetičkim karakteristikama leka, ali i o interakcijskom 

potencijalu, odnosno uticaju na ostalu terapiju i postojeće komorbiditete pacijenta (3). 

Karakteristike optimalnog imunosupresivnog leka opisao je Menon i sar. koristeći takozvano 

„pravilo 3S“ (4). Prema navođenju Menon i sar. neophodno je da lek pokazuje selektivnost ka T 

i B-ćelijama (što podrazumeva da ne ostvaruje efekat na ostale imunske ćelije). Izabrani 

imunosupresiv treba da ostvaruje efekat u sinergizmu sa ostalim lekovima koji čine 

imunosupresivni protokol. Takođe, neophodno je da lek ne poremeti specifičnu toleranciju 

organizma na antigene koji se nalaze u graftu (4). Vrlo je teško u kliničkoj praksi očekivati 

ispunjenje svih uslova u potpunosti, zbog čega su imunosupresivni protokoli sastavljeni od većeg 

broja lekova različitih farmakodinamičkih efekata, obezbeđujući optimalan odnos rizika i 

efikasnosti sprovedene terapije. Individualni pristup predstavlja neophodnost u procesu izbora 
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lekova, postavljanja doznog režima i sprovođenja terapije, zbog čega je značajna uloga 

farmaceuta u multidisciplinarnom timu koji zbrinjava transplantirane pacijente.  

Osnovni mehanizam kojim imunosupresivni lekovi ostvaruju svoj efekat je smanjenje 

proliferacije limfocita tokom indukcione faze imunskog odgovora (5, 6). Prema mestu delovanja 

u procesu aktivacije T-limfocita moguća je podela na: 

• inhibitore stvaranja i/ili dejstva interleukina-2 (IL-2) (princip mehanizma delovanja 

kalcineurinskih inhibitora od kojih su kod nas najčešće primenjivani ciklosporin (CsA) i 

takrolimus (TAC)); 

• inhibitore ekspresije gena za citokine, koji sprečavaju indukciju IL-1 i IL-6 u 

makrofagima, blokiraju produkciju IL-2 i IL-3 (princip dejstva kortikosteroida, od kojih se u 

praksi nakon transplantacije upotrebljavaju prednizon (PRE) i metilprednizolon); 

• inhibitore sinteze purina i pirimidina (antiproliferativni lekovi – azatioprin, mikofenolna 

kiselina);  

• inhibitore transdukcije signala u imunskoj reakciji (m-TOR inhibitori, od kojih su 

najpoznatiji sirolimus i everolimus). 

Pored konvencionalnih lekova, savremena farmakoterapija uvela je biološke lekove u 

imunosupresivne protokole (7, 8). Monoklonska antitela koja se najčešće koriste predstavljaju 

lekove koji se vezuju za molekule na površini T ćelija koji su uključeni u proces prenosa signala, 

blokirajući transmisiju i stvaranje imunskih ćelija. Baziliksimab je monoklonalno antitelo koje se 

koristi prvog i četvrtog dana nakon operacije presađivanja bubrega, kao deo standardnog 

protokola u našoj kliničkoj praksi (9).  

U cilju postizanja optimalne imunosupresije odabir lekova za datog pacijenta podrazumeva 

individualni pristup koji uzima u obzir karakteristike transplantiranog organa, karakteristike 

pacijenta i vreme proteklo od transplantacije. 

Sprovođenje farmakoterapije kod transplantiranih pacijenata predstavlja dinamičan i 

zahtevan proces kliničkog i biohemijskog monitoringa pacijenta uz kontinuirano prilagođavanje 

doza pojedinačnih lekova u protokolu u skladu sa odgovorom pacijenta. Interdisciplinarnim 

timom rukovodi nefrolog koji odluku o modifikaciji režima doziranja donosi sa ciljem održanja 
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presađenog organa uz očuvanje zadovoljavajućeg kvaliteta života pacijenta. Farmaceutska 

zdravstvena zaštita osetljive populacije transplantiranih pacijenata je deo ukupnog doživotnog 

lečenja, edukacije pacijenta, očuvanja adherentnosti, identifikacije i rešavanja problema vezanih 

za terapiju (1, 10).  

Mikofenolna kiselina (MPA – engl. mycophenolic acid) je imunosupresivni lek koji se 

veoma često nalazi u protokolu za pacijente sa presađenim bubregom. Osnovna prednost MPA je 

relativno niska toksičnost. Rezultati dosadašnjih istraživanja pokazuju da mikofenolna kiselina 

omogućava smanjenje doza kalcineurinskih inhibitora (CNI) i kortikosteroida uz zadržavanje 

efikasnosti imunosupresije. Pored toga, njeno prisustvo u terapiji smanjuje učestalost reakcije 

ranog odbacivanja grafta (11-13). Najčešće neželjene reakcije pri primeni mikofenolne kiseline 

su gastrointestinalne komplikacije. Niska toksičnost je bila razlog za primenu uobičajenih fiksnih 

doza MPA, bez uključivanja terapijskog monitoringa. Ipak, tokom dugogodišnjeg iskustva 

primene MPA, zapaženi su neočekivani odgovori na preporučene dozne režime, što je navelo na 

potrebu istraživanja varijabilnosti u farmakokinetici i farmakodinamici leka (14). Kod 

vulnerabilnih transplantiranih pacijenata racionalno sprovođenje terapije podrazumeva 

identifikaciju i kvantifikaciju faktora koji mogu da utiču na pojedine farmakokinetičke parametre 

MPA, kao i na pojavu i intenzitet neželjenih efekata. Literaturno dostupni podaci ukazuju na 

direktnu povezanost koncentracije MPA sa dužinom preživljavanja grafta, odnosno pojave 

znakova odbacivanja grafta, što opravdava kompleksan farmakokinetički pristup primeni MPA 

(15-17). 
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2. Opšti deo 

2.1. Mikofenolna kiselina 

Mikofenolna kiselina predstavlja proizvod fermentacije odabranih vrsta gljivica iz roda 

Penicilium – Penicillium stoloniferum, Penicillium brevicompactum, Penicillium viridicatum i 

drugih (18). Na osnovu prvih istraživanja sprovedenih sredinom prošlog veka, ustanovljeno je 

anitimikrobno dejstvo MPA. Ekspanzija upotrebe MPA nastala je kada su naučna istraživanja, 

pored antibakterijskog i antigljivičnog delovanja potvrdila antivirusno i imunosupresivno dejstvo, 

trideset godina od pronalaženja leka (19). Moderni imunosupresivni protokoli koji omogućavaju 

uspeh presađivanja organa, veoma često uključuju i MPA. Za pacijente podvrgnute presađivanju 

bubrega imunosupresija se praktično odvija u tri faze. U preoperativnoj pripremi pacijenta 

uključuju se visoke doze metilprednizolona, koji se nakon operacije zamenjuje prednizonom (20). 

Na dan transplantacije pacijentu se uključuje i monoklonalno antitelo koje treba da obezbedi 

imunotoleranciju vezivanjem za CD25 na membrani T-limfocita, što je sastavni deo primenjenog 

protokola. Nakon transplantacije uvodi se imunosupresivni protokol rane posttransplantacione 

faze koji podrazumeva primenu imunosupresiva iz grupe kalcineurinskih inhibitora ili mTOR 

inhibitora i MPA uz korekciju doze kortikosteroida. U ranom posttransplantacionom periodu, u 

najvećem broju slučajeva četvrtog dana nakon transplantacije, uvodi se druga doza 

monoklonalnog antitela (3, 6, 21).  

Mikofenolna kiselina se pored glavne indikacije (imunosupresivni protokol nakon 

presađivanja organa) primenjuje i van indikacijskog područja (engl. off label) (22). Mikofenolna 

kiselina daje pozitivne efekte u tretmanu većeg broja autoimunih bolesti (lupusa, reumatoidnog 

artritisa, multiple skleroze, idiopatske trombocitopenijske purpure), kod dermatoloških oboljenja 

(ekcem, psorijaza) i oboljenja krvnih sudova (23-28). Koristi se u adultnoj i pedijatrijskoj 

populaciji, najčešće u kombinaciji sa drugim imunosupresivnim lekovima, ali i kao monoterapija 

(16, 29-31).  

Poslednjih decenija često se daje prednost MPA nad azatioprinom kao antiproliferativnim 

lekom koji je duže u primeni i koji se smatra farmakoekonomski opravdanim izborom. Osnovni 

razlog je dokazani niži nivo rizika pri primeni MPA i manja stopa akutnog odbacivanja grafta 

(32-34). 
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Imunosupresivni protokoli sa MPA omogućavaju optimalnu funkciju presađenog organa i 

bolji kvalitet života transplantiranih pacijenata (35). Savremeni farmakoterapijski menadžment 

podrazumeva sprovođenje efikasne i bezbedne terapije, uz održavanje farmakoekonomske 

isplativosti terapije i zadovoljavajući kvalitet života pacijenta.  

2.1.1. Mehanizam dejstva  

Farmakodinamički efekat MPA zasniva se na specifičnoj inhibiciji proliferacije T i B 

limfocita (36). Iako se sinteza purinskih baza može odvijati de novo i alternativnim putem (Slika 

1), sinteza T- i B-limfocita je selektivno zavisna od de novo puta sinteze purina. Prvi korak u 

ovoj sintezi podrazumeva konverziju ribozo-5 fosfata u 5 fosforibozil-1-pirofosfat (PRPP) koji 

se zatim transformiše u inozin monofosfat (IMP). Pod dejstvom enzima inozin monofosfat 

dehidrogenaze (IMPDH), IMP se preko ksantozin monofosfata (XMP) prevodi u guanozin 

monofosfat (GMP). Daljom konverzijom nastaju guanozin trifosfat (GTP) i deoksiguanozin 

trifostat (dGTP) koji su neophodni za sintezu DNK i RNK molekula.  

 

Slika 1. Mehanizam dejstva MPA 

AMP – adenozin monofosfat; ADP – adenozin difosfat; ATP – adenozin trifosfat; dGTP –deoksiguanozin trifostat; 

dGDP –deoksiguanozin difostat; GMP – guanozin monofosfat; GDP – guanozin difosfat; GTP – guanozin trifosfat; 

IMP – inozin monofosfat; IMPDH – inozin monofosfat dehidrogenaza; MPA – mikofenolna kiselina; XMP – 

ksantozin monofosfat.  
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U organizmu se MPA vezuje za IMPDH, vršeći reverzibilnu, nekompetitivnu inhibiciju 

enzima. Na taj način, sprečena je sinteza DNK i RNK limfocita, što ometa njihovu proliferaciju i 

umanjuje reakciju organizma na prisustvo antigena, omogućavajući opstanak grafta. Pored 

direktnog uticaja na smanjeno stvaranje antitela, redukcijom GTP dolazi do smanjene ekspresije 

adhezivnih molekula koji su odgovorni za migraciju limfocita i monocita ka mestu inflamacije, 

čime MPA povećava specifičnu imunotoleraciju organizma (37, 38). 

Mikofenolna kiselina primarno inhibira IMPDH tip II koji dominira u aktivisanim 

limfocitima, što rezultira snažnijim citostatičkim efektima na limfocite u odnosu na druge ćelije. 

Pored toga, činjenica da limfociti ne mogu koristiti alternativni put sinteze purina kao sve druge 

ćelije, objašnjava selektivnost dejstva MPA (39). 

Zbog sinergističkog delovanja MPA i CNI, omogućeno je smanjenje doze i toksičnosti CNI 

bez kompromitovanja efikasnosti. Smanjenje učestalosti i intenziteta neželjenih efekata doprinosi 

boljem kvalitetu života transplantiranih pacijenata. (40, 41). Na taj način MPA ispunjava 

„pravilo 3S“ (4). 

Najveći izazov u transplantaciji predstavlja preživljavanje grafta. Epizode odbacivanja ili 

disfunkcije presađenog bubrega mogu da se jave u ranom posttransplantacionom periodu 

(nekoliko dana do tri meseca nakon transplantacije). U tom slučaju, reč je o akutnoj reakciji 

odbacivanja koja je najčešće posledica primarne aktivacije T-limfocita. Nasuprot tome, hronično 

odbacivanje karakteriše spor, progresivan razvoj disfunkcije presađenog bubrega u toku nekoliko 

meseci ili godina. Odlikuje se vaskulopatijom, intersticijskom fibrozom i suženjem krvnih 

sudova (42). Hronično odbacivanje može biti uzrokovano toksičnim efektima primenjenih 

lekova, infekcijom i vaskularnim komplikacijama. Aktivirani makrofagi proizvode azot 

monoksid (NO) i superoksid anjon radikal formirajući peroksinitrit radikal, što doprinosi 

disfunkciji vaskularnog endotela i razvoju ateroskleroze koja predstavlja vodeći uzrok 

morbiditeta i mortaliteta kod transplantiranih pacijenata (43, 44). 

U reakciji akutnog odbacivanja grafta presudno je antiproliferativno dejstvo MPA i 

smanjena ekspresija adhezivnih molekula, čime se odlaže početak i progresija ateroskleroze 

grafta. Pored toga, MPA dovodi do supresije produkcije antitela, smanjene oksidacije 

lipoproteina velike gustine (HDL – engl. high density lipoprotein) i inhibicije proliferacije 
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glatkih mišićnih ćelija krvnih sudova čime se sprečava reakcija hroničnog odbacivanja. Takođe, 

MPA smanjuje sintezu NO koji proizvode aktivirani makrofagi, ne utičući na sintezu NO u 

endotelnim ćelijama, čime ispoljava antiinflamatornu aktivnost i prevenira akutno i hronično 

odbacivanja grafta (45, 46).  

2.1.2. Farmakokinetika mikofenolne kiseline 

U farmaceutskim preparatima dostupnim na našem tržištu MPA se nalazi u obliku estra – 

mikofenolat mofetila (MMF, Cellcept®, Roche Pharma) i natrijumove soli MPA (EC-MPS, 

Myfortic®, Novartis). Hemijske formule MPA, MMF i EC-MPS prikazane su na Slici 2. 

  

  

Slika 2. Hemijske formule MPA (a), MMF (b), EC-MPS (c)  

MMF – mikofenolat mofetil; MPA – mikofenolna kiselina; EC-MPS – natrijumova so MPA 
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Mikofenolat mofetil je dostupan u obliku kapsula (250mg), film tableta (500mg), oralne 

suspenzije (200mg/mL) i praška za infuzioni rastvor (500mg), dok se EC-MPS može naći u 

obliku enterosolventnih tableta jačine 180 i 360mg. Istraživanja su pokazala da je doza MMF od 

1000mg ekvivalentna dozi EC-MPS od 720mg (47, 48). Poređenje doza postiže se množenjem 

doze MMF faktorom konverzije 0,72. U literaturi je dostupan veći broj komparativnih studija sa 

ciljem procene efikasnosti i bezbednosti ova dva oblika leka. Rezultati istraživanja sprovedenih u 

periodu od 2004. do 2007. godine nisu ukazali na postojanje značajne razlike u sistemskoj 

izloženosti MPA pri primeni ekvivalentnih doza MMF i EC-MPS (49-52). Sličnost u izloženosti 

organizma leku potvrđena je u narednom periodu odsustvom statistički značajne razlike u 

efikasnosti ova dva oblika, neželjenim efektima, kao i učestalosti reakcije odbacivanja (53-55). 

Osnovna razlika između ova dva oblika leka odnosi se na proces resorpcije, dok su, terapijski 

gledano, MMF i EC-MPS ekvivalenti, sa faktorom konverzije 0,72 (55-59).     

2.1.2.1. Resorpcija 

Peroralni preparati mikofenolne kiseline podležu brzoj i kompletnoj resorpciji, nakon čega 

se oslobađa aktivan oblik leka (60). Maksimalne koncentracije (Cmax) MPA u plazmi postižu se 

0,5–1h (tmax) nakon primene MMF (60-62). Biološka raspoloživost MMF, nakon per os primene 

iznosi 94% (63-65). 

Resorpcija EC-MPS iz enterosolventnih tableta odvija se nešto sporije u odnosu na MMF, 

zbog čega je vreme za postizanje maksimalne koncentracije MPA produženo (49, 66, 67). 

Maksimalne vrednosti plazma koncentracija MPA postižu se 2–3h nakon primene leka, u skladu 

sa dužim vremenom odlaganja (tlag – engl. lag time) (56, 57, 62, 68). Biološka raspoloživost EC-

MPS kod pacijenata sa stabilnom funkcijom grafta nakon presađivanja bubrega iznosi 72% (69, 

70). 

2.1.2.2. Distribucija 

Distribuciju MPA karakteriše centralni i periferni prostor, zbog čega se opisuje 

dvoprostornim farmakokinetičkim modelom. Prosečna vrednost volumena distribucije (Vd) 

MPA kod pacijenata uvedenih u ravnotežno stanje iznosi 54±25L (71, 72). U sistemskoj 

cirkulaciji mikofenolna kiselina pokazuje visok afinitet vezivanja za plazmatske albumine (97–
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99%) (73-75). Zbog visokog stepena vezivanja za albumin postoji povećani rizik interakcije sa 

lekovima koji pokazuju afinitet vezivanja za albumin, posebno u situacijama kada je kod 

pacijenata prisutna prateća hipoalbuminemija.  

Koncentracija slobodne MPA može biti značajno povećana ukoliko se procenat vezane 

frakcije smanji, u sklopu same bolesti ili zbog prisustva drugih faktora kao što su: bubrežna ili 

insuficijencija jetre, pojava uremije ili hipoalbuminemija. Nekoliko procenata manje vezivanje 

može dovesti do višestrukog povećanja nivoa slobodne, aktivne MPA u plazmi (70, 76, 77).  

2.1.2.3. Metabolizam i ekskrecija 

Osnovni put eliminacije MPA je metabolička transformacija, pri čemu se metaboliše više od 

99% unete doze, a ostatak izlučuje urinom u nepromenjenom obliku (78-81). 

Glavna mesta za biotransformaciju MPA su jetra, bubrezi i gastrointestinalni trakt (GIT). 

Mikofenolna kiselina se biotransformiše pod dejstvom uridin difosfat glukuronil transferaze 

(UGT) pri čemu se kao glavni metabolit stvara fenil-β-D-glukuronid MPA (MPAG) koji ne 

pokazuje farmakološku aktivnost. Ovaj metabolit se, takođe, u visokom stepenu vezuje za 

albumine plazme, nešto manje nego MPA (približno 82%) (70, 74, 82). Pored glavnog 

metaboličkog proizvoda, MPAG, tokom metaboličkih reakcija nastaju najmanje još dva 

metabolita, 7-O-glukozid i acil-glukuronid (AcMPAG). Acil-glukuronid zadržava deo 

farmakološke aktivnosti MPA, iako nastaje u znatno manjoj količini, dok 7-O-glukozid ne 

pokazuje inhibitorni efekat na IMPDH (60, 83, 84). Metabolizam MPA prikazan je na Slici 3.  
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 Slika 3. Metabolizam MPA 

MMF – mikofenolat mofetil; MPA – mikofenolna kiselina; MPAG – fenil-β-D-glukuronid MPA; AcMPAG – acil-

glukuronid; EC-MPS – natrijumova so MPA; UGT – uridin difosfat glukuronil transferaza 

Izo forme enzima UGT, UGT1A9 i UGT2B7 smatraju se glavnim izoenzimima za 

biotransformaciju MPA, zbog visoke ekspresije u jetri i bubrezima (80, 82).  Pored njih, u MPA 

glukuronidaciju uključeni su i UGT1A7, 1A8 i 1A10, koji su zastupljeni u bubrezima i 

gastrointestinalnom traktu. Izoenzim UGT2B7 omogućava nastanak AcMPAG u većim 

količinama (85, 86).  

Nastali metaboliti se primarno izlučuju urinom, mehanizmom aktivne tubularne sekrecije, 

dok se manji udeo MPAG (oko 13%) izlučuje putem žuči. U procesu ekskrecije MPA učestvuju 

protein povezan sa rezistencijom na veći broj lekova 2 (MRP2 – engl. multidrug resistance-

associated protein 2), organski anjonski transportni polipeptidi (OATP – engl. organic anion-

transporting polypeptide) i protein rezistencije raka dojke (BCRP – engl. breast cancer 

resistance protein) (87-90).  

Deo unete MPA koji se kao konjugat MPAG preko žuči izlučuje u lumen creva podleže 

enterohepatičnoj cirkulaciji. Delovanjem crevnih glukuronidaza dolazi do dekonjugacije, 
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odvajanja glukuronskog dela, oslobađanja MPA i njene ponovne resorpcije. Usled 

enterohepatične cirkulacije (EHC) dolazi do pojave takozvanog „drugog pika“ u funkciji koja 

pokazuje zavisnost plazma-koncentracije MPA u funkciji vremena, približno 6–12h nakon 

primene MMF, odnosno 6–8h nakon primene EC-MPS (91-93).  

Literaturni podaci o prosečnim vrednostima poluvremena eliminacije (t1/2) MPA razlikuju se 

u zavisnosti od primenjenog oblika leka i iznose: 17,9±6,5h, posle primene MMF i 12h (8–16h) 

nakon primene EC-MPS (49, 94-96). 

2.1.3. Faktori koji utiču na farmakokinetiku mikofenolne kiseline  

Prethodne studije su pokazale postojanje farmakokinetičke varijabilnosti MPA (15, 97, 98). 

Izražena interindividualna varijabilnost u farmakokinetici MPA javlja se kao posledica različitog 

obima resorpcije (bioraspoloživosti) i stepena eliminacije (posmatrane preko klirensa leka) (99, 

100). 

Rezultati sprovedenih kliničkih studija pokazali su da pol i rasa pacijenata predstavljaju 

demografske faktore sa velikim uticajem na farmakokinetičke parametre MPA (79, 101, 102). 

Kod pacijenata ženskog pola pokazana je značajno veća vrednost minimalne plazma 

koncentracije MPA (C0, engl. Ctrough) nakon postizanja ravnotežnog stanja, u odnosu na 

pacijente muškog pola sa primenom iste doze MPA (78). Saglasno ovim rezultatima, Kobayashi 

i sar. su istakli pozitivnu korelaciju između muškog pola i klirensa MPA. Kod pacijenata muškog 

pola zabeležena je za 11% veća vrednost klirensa MPA u poređenju sa pacijentima ženskog pola 

(79), što govori u prilog prethodnim navodima. Ispitivanjem uticaja etničke pripadnosti na 

farmakokinetiku MPA primećena je statistički značajno veća učestalost akutnog odbacivanja kod 

pacijenata afroameričkog porekla (crna rasa) sa presađenim bubregom (31,8%), u poređenju sa 

pacijentima kavkaskog porekla (bela rasa) sličnih osobina i sa istim režimom doziranja (15,7%) 

(101). Uticaj telesne mase na farmakokinetičke parametre MPA i dalje je nedovoljno razjašnjen. 

Rezultati Yu i sar. (103) pokazuju da je telesna masa identifikovana kao kovarijata sa značajnim 

uticajem na oralni klirens (CL/F) MPA, dok drugi smatraju da nema statističku značajnost u 

razmatranju doziranja (78, 101).  

Funkcionalna sposobnost bubrega je esencijalna za procenu zadržavanja MPA u organizmu 

(104). Kod pacijenata sa oštećenom bubrežnom funkcijom (glomerularna filtracija manja od 
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25mL/min) značajno je smanjeno izlučivanje metabolita MPAG urinom, što dovodi do 

povećanja njegove koncentracije u plazmi 3 do 6 puta (105). Visoka koncentracija MPAG može 

uticati na kompleks MPA-albumin (zbog visokog afiniteta vezivanja – 82%), što može da dovede 

do značajnog povećanja nevezane frakcije leka (74). Porast slobodne frakcije MPA može se 

javiti i kao posledica hipoalbuminemije, genetičkih faktora ili u stanju uremije kada je dvostruko 

smanjeno vezivanje MPA za albumin (76, 106-108). Saliva može predstavljati biološki materijal 

izbora u slučajevima kada određivanje nevezane frakcije MPA može biti značajno za 

modifikaciju doznog režima MPA (109).  

Bioraspoloživost peroralnih preparata MPA takođe pokazuje varijabilnost, a prisustvo hrane 

može uticati na pojavu interindividualne i intraindividualne varijabilnosti. Ne postoje dokazi koji 

potvrđuju da prisustvo hrane utiče na stepen resorpcije MMF i EC-MPS, kao ni na sistemsku 

izloženost MPA (procenjena na osnovu površine ispod krive – AUC). Ipak, prisustvo hrane u 

toku procesa resorpcije dovodi do smanjenja brzine resorpcije, a time i vrednosti Cmax MPA za 

40% (nakon primena MMF), odnosno 33% (nakon primene EC-MPS) u poređenju sa 

koncentracijom koja se postiže pri primeni na prazan stomak. Pored toga, vreme za postizanje 

maksimalne koncentracije u plazmi nakon primene MMF i EC-MPS je produženo oko 5h zbog 

čega se preporučuje njihova primena na prazan stomak, naročito u ranom posttransplantacionom 

periodu (69, 110).  

Pored demografskih, patofizioloških faktora i faktora spoljašnje sredine, interakcija lekova u 

složenim farmakoterapijskim protokolima za transplantirane pacijente takođe predstavlja 

mogućnost pojave varijabilnosti u farmakokinetičkim procesima MPA. 

Imunosupresivni protokoli sa MPA uglavnom sadrže lekove koji mogu da stupe u 

interakciju sa MPA. Pored toga, transplantirani pacijenti često imaju pridružene bolesti koje 

zahtevaju hroničnu primenu odgovarajućih lekova. Naravno, treba imati na umu da se kod ovih 

pacijenata može javiti akutni zdravstveni problem koji zahteva uvođenje novog leka/lekova, što 

dodatno potencira lek–lek, lek–bolest i lek–hrana interakcije. Interakcije se najčešće dešavaju na 

nivou distribucije (zbog promene u vezivanju za albumine) i na nivou metabolizma (zbog 

promene aktivnosti glukuronidaze koja učestvuje u dekonjugaciji MPA ili promene na nivou 

enterohepatične cirkulacije) (62). 

 Najčešće interakcije MPA prikazane su u Tabeli 1. 
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Tabela 1. Najčešće interakcije MPA 

Lekovi Mehanizam  Preporuka 

Takrolimus, sirolimus ↑ koncentracija MPA kao 

rezultat inhibicije 

konverzije MPA u MPAG 

Monitoring ukupne 

koncentracije MPA  

Ciklosporin ↓ MPA AUC inhibicijom 

EHC 

Monitoring ukupne 

koncentracije MPA  

Antibiotici (Ciprofloksacin, 

Rifampicin Amoksicilin + 

klavulanska kiselina, 

Metronidazol) 

↓ MPA AUC inhibicijom 

EHC 

Monitoring ukupne 

koncentracije MPA  

NSAIL (ibuprofen, diklofenak, 

naproksen, ketoprofen); 

Fenofibrat 

 

↑ koncentracija MPA kao 

rezultat kompeticije za 

proteine plazme 

Monitoring slobodne 

frakcije MPA  

Inhibitori DNK polimeraze 

(aciklovir, ganciklovir) 

↑ koncentracija MPA kao 

rezultat kompeticije za 

tubularnu sekreciju. 

Monitoring ukupne 

koncentracije MPA  

IPP (pantoprazol, omeprazol, 

lansoprazol, esomeprazol, 

rabeprazol); Antagonisti H2 

receptora (ranitidin, 

famotidin); Antacidi koji 

sadrže Al i Mg  

↓ koncentracija MPA zbog 

smanjene rastvorljivosti, 

resorpcije usled povećanja 

pH vrednosti želudačnog 

soka  

Monitoring ukupne 

koncentracije MPA  

Lekovi u terapiji 

hiperfosfatemije 

Sevelamer 

↓ koncentracija MPA zbog 

smanjene resorpcije  

Monitoring ukupne 

koncentracije MPA  

MPA – mikofenolna kiselina; MPAG – fenil glukuronid mikofenolne kiseline; AUC – površina ispod krive; EHC – 

enterohepatična cirkulacija; NSAIL – nesteroidni antiinflamatorni lekovi; IPP – inhibitori protonske pumpe 

Prilikom zajedničke primene MPA i CsA može doći do inhibicije proteina MRP2 i OATP u 

hepatocitima koji su značajni za ekskreciju MPAG u žuč, što dalje za posledicu ima smanjenje 

koncentracije MPA u plazmi (111-113). Prisustvo CsA se pored nivoa albumina i klirensa 

kreatinina pokazao kao značajna varijabla korišćenjem populacionog farmakokinetičkog pristupa 

(114-116). Sa druge strane, u prisustvu TAC može doći do povećanja koncentracije MPA u 

plazmi inhibicijom konverzije MPA u MPAG (117, 118). Kasnija istraživanja su pokazala da su 

razlike u koncentraciji MPA između grupe pacijenata na terapiji CsA i TAC sa sličnim 

funkcionalnim stanjem bubrega prvenstveno posledica interakcije MPA sa CsA. Kao rezultat 

inhibicije enterohepatične cirkulacije MPA izazvane CsA, zabeležena je značajno niža (40%) 
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MPA AUC kod pacijenata čiji je imunosupresivni režim zasnovan na CsA u poređenju sa TAC 

(111, 119-123).  

Istovremena primena PRE može da dovede do smanjenja bioraspoloživosti MPA zbog čega 

savremeni farmakoterapijski protokoli preporučuju smanjenje doze PRE u ranom 

posttransplantacionom periodu i smanjenje ukupne dužine primene kortikosteroidne terapije (124, 

125).  

Smanjena gastrointestinalna podnošljivost MPA može rezultovati uključivanjem inhibitora 

protonske pumpe (IPP), koji povećanjem pH vrednosti želudačnog soka dovode do promene 

(smanjenja) rastvorljivosti MPA u želudačnom soku, što smanjuje obim resorpcije leka i dovodi 

do nižih vrednosti Cmax i ukupne izloženosti organizma leku (MPA AUC) (126, 127). Prema 

rezultatima iz literature, prisustvo IPP u terapiji ostvaruje manji uticaj na enterosolventi oblik 

MPA (128, 129). Ista istraživanja potvrdila su da antacidi na bazi magnezijum i aluminijum-

hidroksida negativno utiču na rastvorljivost, resorpciju i EHC MMF (128, 129). Interakcija 

lekova koji menjaju pH želudačnog soka i MPA može biti prevenirana pravilnom primenom 

MPA, odnosno razdvajanjem primene ovih lekova minimum dva sata, čime je moguće ostvariti 

nezavisnu resorpciju i zadovoljavajući efekat oba leka (130, 131).  

Antibiotici posredno mogu da utiču na metaboličku transformaciju MPA, promenom u 

crevnoj mikrobioti, što može rezultovati smanjenjem broja određenih sojeva korisnih 

mikroorganizama važnih za očuvanje aktivnosti glukuronidaza koje učestvuju u EHC MPA 

(posledica je smanjenje koncentracije MPA) (111, 132). Rezultati Naesens i sar. ukazuju da 

rifampicin, mehanizmom indukcije glukuronidacije, takođe smanjuje obim EHC, što za 

posledicu ima smanjenje MPA AUC0-12 za 17,5%.  Značaj promene u EHC treba posebno imati u 

vidu u ranom posttransplantacionom periodu (132). Pad koncentracije MPA uočen je i u slučaju 

istovremene primene MMF/EC-MPS sa ciprofloksacinom, metronidazolom ili fiksnom 

kombinacijom amoksicilina i klavulanske kiseline (101, 133, 134). Po prestanku antibiotske 

terapije (u roku od 3 dana) koncentracije MPA su dostigle prvobitne vrednosti (133). Rezultati 

potvrđuju važnost kontinuiranog monitoringa terapije kod osetljivih transplantiranih pacijenata. 
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Međutim, ne stupaju svi antibiotici u klinički značajne interakcije sa MPA. U 

retrospektivnoj studiji intravenski dat vankomicin, karbapenem i piperacillin-tazobaktam nisu 

značajno uticali na C0 MPA (135).  

Primena antibiotika kod pacijenata na imunosupresivnoj terapiji je od velike važnosti za 

preživljavanje grafta i pacijenta i zahteva dodatna ispitivanja sa ciljem utvrđivanja uticaja 

antibiotika, ali i načina primene na AUC MPA, kako bi se omogućio efikasan i bezbedan 

antimikrobni tretman (136).   

Dodatno, potrebno je razmotriti suplementaciju preparatima gvožđa koji su čest pratilac 

imunosupresivne terapije. Sideropenijska anemija je česta komplikacija kod pacijenata sa 

presađenim bubregom (137). Uticaj gvožđa na AUC MPA je do sada nedovoljno razjašnjen. 

Rezultati Morii i sar. ukazuju na značajno smanjenje AUC0-12 i Cmax MPA (skoro 90%) u slučaju 

istovremene primene gvožđe sulfata sa produženim oslobađanjem i MMF. Mehanizam koji tome 

doprinosi je formiranje nerastvorljivih kompleksa gvožđa sa lekom (138). Sa druge strane, 

kasnije studije nisu utvrdile značajne promene u farmakokinetičkim parametrima MPA nakon 

oralne primene suplemenata gvožđa (139-142). Kao mogući razlog neslaganja navode se 

analitički postupak i primena indometacina kao internog standarda (138). 

U slučaju oslabljene funkcije grafta, smanjeno je izlučivanje fosfata i može doći do 

hiperfosfatemije. Prisutna hiperfosfatemija doprinosi daljem smanjenju bubrežne funkcije (143, 

144). Za kontrolu hiperfosfatemije kod pacijenata sa hroničnom bubrežnom bolešću koristi se 

sevelamer koji vezuje fosfatne anjone. Pri njegovoj istovremenoj primeni sa preparatima 

mikofenolne kiseline, koncentracija MPA može biti smanjena do 25% zbog smanjene 

gastrointestinalne resorpcije (145). 

Lekovi sa visokim afinitetom vezivanja za albumine plazme – nesteroidni antiinflamatorni 

lekovi (ibuprofen, diklofenak, naproksen, ketoprofen), fenofibrat, oralni kontraceptivi, mogu da 

stupe u interakciju sa MPA na nivou distribucije sa posledičnim povećanjem slobodne frakcije 

leka (146, 147). Na nivou ekskrecije karakterističan primer je interakcija na nivou bubrežnih 

tubula (sa aciklovirom, probenecidom), gde se kompeticijom smanjuje izlučivanje metabolita 

MPAG. Ovo je naročito izraženo kod pacijenata sa oštećenom funkcijom bubrega (148).  
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2.1.4. Terapijski monitoring mikofenolne kiseline 

Prema farmakoterapijskim protokolima koji se oslanjaju na smernice aktuelnog vodiča za 

primenu imunosupresivne terapije nakon transplantacije bubrega – KDIGO (engl. Kidney 

Disease Improving Global Outcomes), preporučena doza MMF iznosi 1000mg dva puta dnevno, 

odnosno EC-MPS 720mg dva puta dnevno kod odraslih pacijenata sa presađenim bubregom u 

ranom posttransplantacionom periodu (60, 70, 149). U daljem posttransplantacionom periodu, 

doza se menja ukoliko dođe do pojave neželjenih efekata ili odbacivanja grafta. Ipak, s obzirom 

na savremene rezultate istraživanja, sve više se uočava potreba za individualnim pristupom. 

Pozitivna korelacija pojave neželjenih efekata i plazma koncentracije MPA opravdava terapijski 

monitoring (TDM – engl. Therapeutic drug monitoring) i kontinuirano praćenje primene leka. 

Kontinuirano praćenje koncentracije MPA omogućava titriranje doze u zavisnosti od faktora 

varijabilnosti leka i individualnih karakteristika pacijenta i osigurava optimalno lečenje uz 

značajno smanjenje rizika od pojave neželjenih efekata ili odbacivanja grafta (126, 150, 151). 

Praćenje koncentracije mora biti isplanirano i podržano pravilnim uzorkovanjem biološkog 

materijala i odgovarajućim, prethodno validiranim analitičkim postupkom (16, 62). 

Plazma je najčešće korišćeni biološki materijal za terapijski monitoring MPA. U zavisnosti 

od primenjenog CNI i populacije pacijenata razlikuje se terapijski opseg koncentracija MPA. Za 

pacijente sa presađenim bubregom čiji je imunosupresivni režim zasnovan na CsA, terapijske 

koncentracije MPA iznose 1–3,5mg/L. U kombinaciji sa TAC preporučene ciljne koncentracije 

MPA nalaze se u opsegu 1,9–4,0 mg/L (152). Istraživanja ukazuju da određivanje jedne 

koncentracije MPA u toku doznog intervala nije uvek adekvatan parametar za predviđanje 

kliničkih ishoda. Adekvatnost primenjene doze može se pratiti i određivanjem površine ispod 

krive MPA u plazmi u prvih 12h nakon primene (MPA AUC0-12). Predloženi terapijski opseg 

MPA AUC0-12 iznosi 30–60mgh/L nakon primene MMF (odnosno 40–60mgh/L kada je 

primenjen EC-MPS) (58, 106, 153-155). Zbog učestalosti uzorkovanja krvi i invazivnosti 

postupka venepunkcije, plazma ne predstavlja najpogodniji biološki materijal za terapijsko 

praćenja leka kod dece i pacijenata sa nepristupačnim venama.  

Poslednjih godina se saliva sve više koristi kao biološki materijal za terapijsko praćenje 

MPA (109, 156). Mogućnost primene salive je značajna jer ona predstavlja prirodni ultrafiltrat 
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plazme, deproteinizovanu tečnost (procenat proteina manji od 1%) u kojoj se nalazi samo 

slobodna frakcija leka. Istovremeno, koncentracija leka u salivi dobro korelira sa koncentracijom 

slobodne frakcije leka u plazmi (17). Međutim, sastav i količina salive podložne su promenama 

pod uticajem mnogih faktora, što može zakomplikovati upotrebu salive u farmakokinetičkim 

studijama. Stepen hidratacije, položaj tela, izlaganje visokim temperaturama u velikoj meri utiču 

na izlučivanje salive. Zabeleženo je 100% smanjenje protoka salive usled gubitka telesnih 

tečnosti od 8% (157). Osim toga, značajni su i mirisni stimulansi, stanje pacijenta, upotreba 

lekova, dnevne i sezonske promene. Da bi se izbegao potencijalni uticaj pomenutih faktora na 

rezultate istraživanja, potrebno je standardizovati način i vreme prikupljanja salive (158, 159). 

2.1.5. Bezbednosni profil mikofenolne kiseline 

Neželjeni efekti mikofenolne kiseline su jedan od glavnih razloga za neuspeh terapije i bitno 

utiču na kvalitet života transplantiranih pacijenata (160). Tabela 2 sadrži neželjene reakcije za 

koje se smatra da su moguće ili verovatno povezane sa primenom MMF (Sažetak karakteristika 

leka). Zabeležene su u kontrolisanim kliničkim ispitivanjima kod pacijenata sa transplantiranim 

bubregom, srcem ili jetrom gde je MMF primenjivan u kombinaciji sa CsA i kortikosteroidima 

(161). 

Tabela 2. Neželjene reakcije MMF 

Klase sistema organa Neželjene reakcije 

 

Infekcije i infestacije Veoma često Sepsa, gastrointestinalna kandidijaza, infekcije 

urinarnog trakta, herpes simplex, herpes zoster 

Često Pneumonija, grip, infekcija respiratornog trakta, 

respiratorna monilijaza, gastrointestinalna infekcija, 

kandidijaza, gastroenteritis, bronhitis, faringitis, 

sinusitis, gljivična infekcija kože, kandidijaza kože, 

vaginalna kandidijaza, rinitis 

Neoplazme - benigne, 

maligne i neodređene 

(uključujući i ciste i polipe) 

Veoma često / 

Često  Melanom, benigne neoplazme kože 

Poremećaji imunskog 

sistema  

Veoma često Leukopenija, trombocitopenija, anemija 

Često  Pancitopenija, leukocitoza 

Poremećaji metabolizma i 

ishrane 

 

Veoma često / 

Često Acidoza, hiperkalemija, hipokalemija, 

hiperglikemija, hipomagnezemija, hipokalcemija, 

hiperholesterolemija, hiperlipidemija, 

hipofosfatemija, hiperurikemija, giht, anoreksija 
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Psihijatrijski poremećaji Veoma često / 

Često Agitiranost, stanje konfuzije, depresija, anksioznost, 

abnormalne misli, nesanica 

Poremećaji nervnog sistema  

 

Veoma često / 

Često Konvulzije, hipertonija, tremor, somnolencija,  

mijastenični sindrom, omaglice, glavobolja, 

parestezija, poremećaj čula ukusa  

Kardiološki poremećaji 

 

Veoma često / 

Često Tahikardija 

Vaskularni poremećaji  

 

Veoma često  

Često Hipotenzija, hipertenzija, vazodilatacija 

Respiratorni, torakalni i 

medijastinalni poremećaji 

Veoma često  / 

Često Pleuralna efuzija, dispneja, kašalj 

Gastrointestinalni poremećaji 

 

Veoma često Povraćanje, bol u stomaku, dijareja, mučnina 

Često Gastrointestinalna hemoragija, peritonitis, ileus, 

kolitis, čir na želucu, čir na dvanaestopalačnom 

crevu, gastritis, ezofagitis, stomatitis, konstipacija, 

dispepsija, flatulencija, eruktacije, hiperplazija 

gingive, pankreatitis 

Hepatobilijarni poremećaji Veoma često / 

Često Hepatitis, žutica, hiperbilirubinemija 

Poremećaji kože i potkožnog 

tkiva 

Veoma često / 

Često Hipertrofija kože, osip, akne, alopecija 

Poremećaji mišićno-koštanog 

sistema i vezivnog tkiva 

Veoma često / 

Često Artralgija 

Poremećaji bubrega i 

urinarnog sistema 

Veoma često / 

Često Oštećena funkcija bubrega 

Opšti poremećaji i reakcije 

na mestu primene 

Veoma često / 

Često Edem, pireksija, drhtavica, bol, slabost, astenija 

 

U praksi se pacijenti tokom primene MPA najčešće susreću sa neželjenim efektima na nivou 

GIT – dijareja, bol u stomaku, mučnina, povraćanje, blage konstipacije. Ređe se javljaju 

dispepsija, gastrointestinalno krvarenje, ulceracija, gastritis, duodenitis, ishemijski kolitis, 

ezofagitis. Gastrointestinalni neželjeni efekti češći su kod pacijenata koji koriste MMF u dozi 

većoj od 2000mg dnevno i mogu biti uzrok nižeg stepena adherence i prekida terapije (13, 162, 

163). Usled dugotrajne primene MPA prisutni su i hematološki neželjeni efekti – anemija, 

leukopenija, trombocitopenija. Pancitopenija i agranulocitoza su veoma retke (164, 165). 

Redukcijom doze ili prekidom terapije većina pomenutih neželjenih efekata se povlači (166, 

167).  

Imunosupresija, primarni efekat MPA, čini pacijenta imunokompromitovanim i povećava 

rizik od pojave infekcija. Studije su ukazale na povećanu učestalost i ozbiljnost 
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citomegalovirusne infekcije, a zabeležene su i učestale mikoze i infekcije izazvane herpes 

virusima (168, 169). Učestalost infekcija tokom primene MPA slična je kao i kod primene drugih 

imunosupresivnih lekova. Rezultati istraživanja pokazali su da su hematološki neželjeni efekti i 

pojava infekcija izraženiji kod pacijenata na terapiji EC-MPS, dok su gastrointestinalne smetnje 

učestalije tokom primene MMF (55, 170).   

Povećana učestalost maligniteta nakon transplantacije, posledica je dugotrajne primene 

imunosupresivnih lekova (171). U cilju smanjenja rizika od karcinoma kože, treba ograničiti 

izlaganje sunčevoj svetlosti. Učestalost karcinoma tokom terapije MPA ne razlikuje se u odnosu 

na druge imunosupresivne lekove. Ipak, uočena je nešto veća učestalost limfoproliferativnih 

bolesti (172, 173).  

Neki od retkih neželjenih efekata koji mogu da prate primenu MPA su: generalizovana 

urtikarija, oticanje zglobova, bol u leđima i mišićima, vrtoglavica, nesanica, tahikardija (174, 

175). MPA ima izraženo teratogeno dejstvo. Upotreba leka tokom trudnoće (posebno u prvom 

tromesečju) povećava rizik od spontanih pobačaja i kongenitalnih malformacija (srčane mane, 

malformacije lica (rascep usne, nepca), malformacije spoljašnjeg uha, prstiju, nervnog sistema) 

(176, 177). 

2.2. Farmakokinetička analiza 
 

Farmakokinetička analiza predstavlja matematički izraz kretanja leka u organizmu u funkciji 

vremena i delovanja organizma na primenjeni lek. Farmakokinetička analiza se vrši na osnovu 

izmerenih koncentracija leka u odabranom, odgovarajućem biološkom materijalu. Uslov je da 

koncentracija leka u izabranom biološkom materijalu oslikava koncentraciju leka na mestu 

delovanja. Obrada podataka i izbor farmakokinetičkog pristupa zavise od karakteristika 

ispitivanog leka, vrste biološkog materijala, načina i broja uzorkovanja, broja podataka i cilja 

analize. Osnovu farmakokinetičkih ispitivanja predstavlja prostorna (kompartmentalna, model-

zavisna) analiza (178, 179).  

U prostornoj farmakokinetičkoj analizi ispitivanja se vrše u maloj, homogenoj grupi zdravih 

dobrovoljaca ili odabranoj grupi pacijenata. Kriterijumi za uključivanje ispitanika u istraživanje 

strogo su definisani. Time je mogućnost ispitivanja varijabilnosti farmakokinetičkih parametara 
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u velikoj meri ograničena (180, 181). Da bi se dobio što veći broj informacija i izradio validan 

individualni farmakokinetički profil leka, neophodan je pravilan izbor optimalnog biološkog 

materijala i dovoljno često uzorkovanje u tačno definisanim vremenskim intervalima.   

Zbog ograničenja koja prate prostornu analizu, sve veći značaj imaju drugi pristupi poput 

neprostorne analize i farmakokinetičko-farmakodinamičkog modelovanja. Veliki napredak 

ostvaren je razvojem i primenom populacione farmakokinetičke analize. 

2.2.1. Populaciona farmakokinetička analiza 

Osnovu populacione analize čini prostorna farmakokinetička analiza, uz dodatno definisanje 

varijabilnosti među ispitanicima. Populaciona analiza nije razvijena sa ciljem da zameni model-

zavisnu analizu, već da postojeće podatke o leku dopuni novim informacijama. U najširem 

smislu, populaciona farmakokinetička analiza podrazumeva ispitivanje farmakokinetičkih 

karakteristika leka u populaciji ispitanika koji primenjuju lek kako bi se opisali i objasnili izvori 

varijacija u koncentracijama leka (182, 183).  

Razumevanje i predviđanje farmakokinetike leka i određivanje optimalnog režima doziranja 

omogućeno je na osnovu matematičkih i statističkih modela koje populaciona analiza obuhvata. 

Široko se primenjuje u gerijatrijskoj, pedijatrijskoj i onkološkoj populaciji, kod pacijenata sa 

oslabljenom funkcijom bubrega i jetre, a posebno je važna kod vulnerabilnih transplantiranih 

pacijenata (184, 185). Značaj populacione analize prepoznat je i od strane regulatornih tela poput 

Evropske agencije za lekove (EMA) i Američke uprave za hranu i lekove (FDA). Njihove 

smernice daju preporuke za prihvatanje rezultata populacionih studija u toku razvoja i 

odobravanja lekova (186, 187).  

U populacionoj analizi postoje tri osnovna statistička pristupa:  

• pristup objedinjenih podataka (engl. naive pooled data approach); 

• dvostepeni pristup (engl. two-stage approach); 

• pristup nelinearnog modelovanja kombinovanih efekata (engl. NONlinear Mixed Effects 

Modelling approach − NONMEM) (188).  
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Pristup nelinearnog modelovanja kombinovanih efekata je danas najčešće primenjivan u 

praksi, a podrazumeva simultanu analizu podataka svih ispitanika, pri čemu se procenjuju 

populacione vrednosti farmakokinetičkih parametara i kvantitativno opisuju izvori 

farmakokinetičke varijabilnosti. Ovaj pristup omogućava obradu podataka dobijenih tokom 

rutinskog praćenja lekova. Pojedinac nije u fokusu ispitivanja, već grupa ispitanika i dobijanje 

populacionog profila leka, čime je omogućeno da grupa ispitanika na terapiji ispitivanim lekom 

bude heterogena po starosti, polu, režimu doziranja, koterapiji, komorbiditetima. Složenom 

interakcijom velikog broja istovremeno prisutnih faktora omogućena je procena varijabilnosti. 

Prednost NONMEM u odnosu na dvostepeni pristup ogleda se i u tome što je moguće koristiti 

mali i neujednačen broj uzoraka biološkog materijala po ispitaniku (185, 189). Iz tih razloga 

primena NONMEM pristupa je dominantna u poslednje vreme (190). 

Modelovanje se zasniva na kombinovanju stalnih (engl. fixed effect) i slučajnih (engl. 

random effect) efekata. U ispitivanoj populaciji stalni efekti su konstantni i imaju jednu vrednost 

parametra (doza, vreme). Parametri stalnih efekata definišu populacione (tipične) vrednosti 

farmakokinetičkih parametara (TVCL – engl. typical value of CL i TVV – engl. typical value of 

Vd). Oni kvantifikuju uticaj određenog faktora varijabilnosti (kovarijate) i obeležavaju se grčkim 

slovom θ (teta) (99, 191, 192). Nasuprot tome, slučajni efekti su nemerljivi. Oni kvantifikuju 

interindividualnu i intraindividualnu varijabilnost farmakokinetičkih parametara, preuzimajući 

po jednu vrednost za individuu ili za svako merenje (191). Pored toga, moguće su razlike kod 

jedne individue u različitim vremenima (engl. interoccasion variability). Razlika individualnog 

parametra u odnosu na tipičnu vrednost predstavlja interindividualnu varijabilnost i obeležava se 

slovom η (eta). Intraindividualna (ili rezidualna) varijabilnost se obeležava ε (epsilon) i opisuje 

razliku između izmerenih i modelom predviđenih vrednosti zavisne promenljive (99, 191, 193). 

 

2.2.2. Građenje populacionog modela – pristup NONMEM  

Uspeh populacionog modelovanja zavisi od adekvatne pripreme, prikupljanja, obrade 

podataka i plana analize. 

Proces populacionog modelovanja obuhvata:  

• razvoj bazičnog modela;  
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• odabir kovarijata i dobijanje finalnog modela; 

• procenu i validaciju modela (191). 

Razvoj bazičnog modela obuhvata opšte i tipične farmakokinetičke karakteristike leka (194, 

195). Prostorni farmakokinetički model određuje se preko konstanti brzine procesa, najčešće 

preko V i CL. Prilikom definisanja modela, potrebno je voditi računa da li se radi o procesu 

prvog reda (brzina proporcionalna koncentraciji, a parametri konstantni) ili dolazi do 

saturacionih fenomena (196). Iako bazični populacioni farmakokinetički model ne uključuje 

efekat faktora, u nekim okolnostima kovarijate sa velikim statističkim značajem bitno utiču na 

proces dobijanja odgovarajućeg bazičnog modela (191, 192).  

Uključivanjem kovarijata u formirani bazični model dobija se nova jednačina potpunog, a 

zatim i finalnog modela. Prema načinu uključivanja u model, vrši se podela kovarijata na 

kategoričke i kontinuirane. Kategoričke kovarijate su kvalitativne i mogu biti binarne (postoje 

samo dva moguća nivoa) i multiple. Kontinuirane kovarijate su kvantitativne promenljive. 

Kovarijate obuhvataju demografske karakteristike ispitanika (pol, godine, telesna masa, rasa), 

spoljašnje faktore (alkohol, pušenje, dijeta), mogu da se odnose na prisutnu koterapiju, 

patofiziološke faktore pacijenta (oštećenje jetre, bubrega, gastrointestinalnog trakta, druge akutne 

i hronične bolesti), genetičke faktore i ostale faktore (farmaceutsko-tehnološki oblik leka, 

adherenca) (188, 193, 197). 

Stepenovano građenje modela je najčešće primenjivan postupak pri izboru kovarijata. Odvija 

se u dve faze: uključivanje unapred (engl. forward inclusion) i isključivanje unazad (engl. 

backward elimination) što je prikazano na Slici 4 (191, 198).  
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Slika 4. Stepenovano građenje modela   

OFV – objektivna vrednost funkcije 

Metode procene zasnivaju se na principu maksimalne verovatnoće (engl. maximum 

likelihood). Uticaj kovarijata prati se preko objektivne vrednosti funkcije (OFV – engl. objective 

function value). Ona je proporcionalna negativnom dvostrukom (prirodnom) logaritmu 

verovatnoće podataka (196, 199, 200). Svako ponavljanje procene parametara zahteva ponovno 

izračunavanje vrednosti OFV (191). Kovarijata će biti uključena u model ukoliko dovodi do 

statistički značajne razlike u vrednosti OFV. S obzirom na to da razlika između dve OFV 

vrednosti ima hi-kvadrat (χ2) raspodelu sa određenim brojem stepena slobode (df), moguće je 

primeniti statističke testove za poređenje modela (191, 192, 201). Finalni model koji se konačno 
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dobija predstavlja najjednostavniji model u kome su ispitane i zadržane sve relevantne kovarijate 

(191, 198). Dodatni zahtevi za formiranje finalnog modela su smanjenje interindividualne i 

rezidualne varijabilnosti, kao i što niže vrednosti standardnih grešaka (SE – engl. standard error) 

parametara modela (196, 200). 

2.2.3. Validacija populacionog modela 

Radi potvrde ispravnosti dobijenog populacionog modela neophodna je validacija koja 

podrazumeva testiranje i procenu prediktivnih karakteristika dobijenog modela (187, 202). U ovu 

svrhu se mogu koristiti eksterne i interne metode validacije. Za eksternu validaciju koristi se set 

podataka dobijen od ispitanika iste populacije koji nisu učestvovali u građenju modela. Metode 

interne validacije obuhvataju dijagnostičke grafike, tehnike reuzorkovanja (engl. bootstrap), 

ukrštenu validaciju (engl. cross validation), deljenje podataka (engl. data splitting). Za validaciju 

se poslednjih godina sve češće upotrebljavaju i simulacione tehnike (202, 203).  

Simulacione tehnike prate razvoj računara i softvera, što je dovelo do ekspanzije njihove 

primene i razvoja i učinilo ih veoma aktuelnim. Mogućnost da se simulacione metode koriste za 

modelovanje složenih sistema omogućilo je njihovu primenu u različitim oblastima i 

disciplinama, uključujući i medicinu.   

U naučnim istraživanjima posebno se izdvojila Monte Carlo (MC) metoda zbog jednostavne 

i sveobuhvatne primene. Razvijena je 1940. godine, a ime je dobila prema gradu u Monaku 

poznatom po mnogobrojnim kazinima. Zasnovana je na generisanju novih setova podataka 

pomoću simulacija i daljoj proceni validnosti modela u odnosu na simulirane podatke (191, 198, 

204). Ova metoda je veoma značajna u kliničkoj praksi jer omogućava predviđanje 

individualnog farmakokinetičkog profila leka iz već postojećih populacionih modela, 

simuliranjem većeg broja podataka čime se izbegava često i invazivno uzorkovanje biološkog 

materijala kod vulnerabilnih transplantiranih pacijenata (205). 

Efikasna, brza i jednostavna obrada podataka prednosti su MC metode. Uz to, stalni razvoj i 

nadogradnja čine je vrlo aktuelnom. Nedostatak MC metode je generisanje velikog broja uzoraka 

i rasipanje resursa. Definisanje svih uslova i ograničenja relevantnih za rešavanje određenog 

problema predstavlja ključni faktor pouzdanosti i efikasnosti Monte Carlo modelovanja.  
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3. Hipoteze 

Na osnovu pregleda postojeće literature i obavljenih pilot-istraživanja, postavljene su sledeće 

hipoteze: 

 

H1: Postoji interindividualna varijabilnost u klirensu MPA kod pacijenata sa presađenim 

bubregom. 

H2: Postoji razlika u intenzitetu ispoljenih neželjenih efekata MPA kod pacijenata sa presađenim 

bubregom u odnosu na pol. 

H3: Nivo serumskih albumina (ALB) je povezan sa bezbedonosnim profilom i ispoljenim 

neželjenim efektima MPA kod pacijenata sa presađenim bubregom. 
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4. Ciljevi 

Ciljevi istraživanja su: 

• Razvoj analitičke metode za kvantitativnu analizu MPA; 

• Validacija metode za određivanje koncentracije MPA u plazmi pacijenata sa presađenim 

bubregom radi primene u farmakokinetičkoj analizi; 

• Populaciona farmakokinetička analiza MPA kod pacijenata na kombinovanom 

imunosupresivnom tretmanu primenom NONMEM® (engl. nonlinear mixed-effect 

modeling) softvera; 

• Identifikacija faktora koji doprinose farmakokinetičkoj interindividualnoj varijabilnosti 

MPA. Faktori koji će biti razmatrani uključuju demografske karakteristike pacijenata, 

biohemijske parametre za procenu funkcije bubrega i jetre, nivo serumskog albumina, 

uticaj doze leka, kao i uticaj komedikacije – prednizona, kalcineurinskog inhibitora, 

bisoprolola, karvedilola, nifedipina i omeprazola;  

• Provera validnosti dobijenog populacionog modela MPA CL primenom Monte Carlo 

simulacije;  

• Ispitivanje podnošljivosti MPA i identifikacija faktora koji utiču na intenzitet neželjenih 

efekata kod pacijenata sa presađenim bubregom;  

• Formulisanje matematičke korelacije između ukupne i slobodne koncentracije MPA u 

odnosu na nivo albumina kod pacijenata sa presađenim bubregom. 
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5. Pacijenti i metode 

Istraživanje je sprovedeno u formi prospektivne studije i studije preseka kod pacijenata koji 

su nakon operacije presađivanja bubrega lečeni na Klinici za nefrologiju, Univerzitetskog 

kliničkog centra u Nišu. Istraživanje je sprovedeno u saglasnosti sa Helsinškom deklaracijom i 

prema načelima Dobre kliničke prakse (GCP – engl. Good Clinical Practice) i Dobre 

laboratorijske prakse (GLP – engl. Good Laboratory Practice), sa odobrenjem Etičkog odbora 

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nišu (rešenje broj: 12-10580-2/6). Prvi deo istraživanja 

obavljen je 2014. godine razvojem analitičke metode za određivanje koncentracije mikofenolne 

kiseline u plazmi, kao preduslov za populacionu farmakokinetičku analizu. Nakon definisanja 

populacionih farmakokinetičkih parametara, dalja ispitivanja bila su usmerena ka validaciji 

populacionog modela primenom Monte Carlo simulacije, proceni vrste i intenziteta neželjenih 

efekata mikofenolne kiseline i komparativnoj analizi koncentracija leka u plazmi i salivi. 

Rezultati pojedinačnih faza istraživanja sukcesivno su publikovani u nacionalnim i 

međunarodnim časopisima.   

5.1. Protokol ispitivanja 

Tokom standardnog biohemijskog monitoringa pacijenata, prikupljani su uzorci salive i krvi 

u biohemijskoj laboratoriji Klinike za nefrologiju oko 8.00 časova, neposredno pre primene 

jutarnje doze leka. Iz uzoraka krvi određeni su standardni biohemijski i hematološki parametri, 

dok su koncentracije MPA u biološkim tečnostima određivane u Laboratoriji za hromatografiju 

Naučno-istraživačkog centra za biomedicinu, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nišu. 

Populaciona farmakokinetička analiza izvršena je na Fakultetu medicinskih nauka Univerziteta u 

Kragujevcu. Rezultati dobijeni praćenjem neželjenih efekata obrađeni su na Katedri za 

farmaciju, UNO Farmakokinetika i klinička farmacija Medicinskog fakulteta Univerziteta u 

Nišu. Validacija populacionog farmakokinetičkog modela izvršena je u saradnji sa Mašinskim 

fakultetom Univerziteta u Nišu.  
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U okviru planiranog protokola ispitivanja, prikupljeni su sledeći podaci: 

• karakteristike pacijenata (pol, starost, telesna masa, komorbiditeti); 

• medicinski podaci (datum i tip transplantacije, pol donora); 

• podaci o terapiji (farmaceutsko-tehnološki oblik MPA, doza, interval doziranja, kao i 

podaci o istovremeno primenjenim lekovima); 

• neželjeni efekti primenjene terapije (popunjavanjem upitnika).  

5.2. Pacijenti 
 

U istraživanju je učestvovalo ukupno 102 pacijenta sa presađenim bubregom.  

Kriterijumi za uključivanje pacijenata u istraživanje bili su sledeći: 

• odrasli pacijenti (>18 godina) sa stabilnom funkcijom grafta nakon presađivanja bubrega; 

• nepromenjeni režim doziranja imunosupresiva (najmanje tri meseca);  

• kasni posttransplantacioni period (>12 meseci).  

Kriterijumi za isključivanje pacijenata iz istraživanja bili su sledeći: 

• oslabljena funkcija bubrega (klirens kreatinina <15mL/min);  

• znaci hroničnog odbacivanja grafta; 

• promena terapije (prelazak na drugi CNI); 

• nedostatak podataka o režimu doziranja MPA (doza, interval doziranja, dužina lečenja), 

izmerenoj koncentraciji ili primenjenoj koterapiji. 

 

Od 102 pacijenta, 95 je ispunilo uslove za učešće u populacionoj farmakokinetičkoj studiji. 

Nakon informisanja i dobrovoljnog potpisivanja saglasnosti za učešće u istraživanju, izvršena je 

randomizacija. Ispitanici su podeljeni u dve grupe (75 je bilo u grupi za građenje modela, dok je 

20 pacijenata predstavljalo grupu za validaciju). 

Podaci o neželjenim efektima tokom primene MPA prikupljeni su putem prilagođenog 

upitnika. Upitnik o neželjenim efektima terapije popunilo je 77 od ukupno 102 pacijenta.  

Pacijentima sa presađenim bubregom koji su uključeni u istraživanje propisan je trostruki 

imunosupresivni protokol koji je uključivao MMF ili EC-MPS, PRE i CNI (TAC ili CsA). 

Izabrani CNI dozirani su dva puta dnevno u inicijalnoj dozi 0,1mg/kg/dan (za TAC), odnosno 
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10–15mg/kg/dan (za CsA). Režim doziranja CNI je bio modifikovan na osnovu kliničkog 

odgovora i pratećeg biohemijskog i terapijskog monitoringa leka. Cilj je bio postizanje i održanje 

koncentracija u preporučenom opsegu u odnosu na posttransplantacioni period. Inicijalna doza 

PRE iznosila je 1mg/kg/dan, a tokom nekoliko meseci doza je sukcesivno redukovana do 

minimalne efektivne doze (5–15mg/dan). Doza EC-MPS kod ispitivanih pacijenata varirala je u 

opsegu od 720 do 1440mg/dan, dok je doza MMF bila u opsegu od 1000 do 2000mg/dan. Prema 

preporukama, doziranje je vršeno u dve pojedinačne doze, u 8.00 i 20.00 časova. Odabir 

formulacije zasnivao se na kliničkoj proceni nefrologa. Tokom perioda istraživanja nije dolazilo 

do promena doznog režima. 

Najzastupljeniji komorbiditeti kod ispitivanih pacijenata bili su arterijska hipertenzija (kod 

94,12% pacijenata) i šećerna bolest – diabetes mellitus (kod 14,71% pacijenata). U 

antihipertenzivnoj terapiji su najzastupljeniji bili lekovi iz grupe beta blokatora (karvedilol, 

bisoprolol i nebivolol), blokatora kalcijumovih kanala (nifedipin, amlodipin i lerkanidipin) i 

inhibitora angiotenzin-konvertujućeg enzima (ACE inhibitori – enalapril, fosinopril i ramipril). 

Insulin i/ili oralni hipoglikemici predstavljali su deo terapije pacijenata sa dijabetesom. U cilju 

prevencije gastrointestinalnih smetnji, pacijentima je propisivan IPP (omeprazol ili pantoprazol, 

kod 80,52% pacijenata) ili H2 blokator (ranitidin, kod 19,48% pacijenata). 

 

Sakupljanje uzoraka 

 

Uzorci krvi i salive odraslih pacijenata sa presađenim bubregom prikupljeni su istovremeno, 

na kraju doznog intervala, sa ciljem određivanja C0 koncentracije. Uzorci krvi (3mL) sakupljeni 

su u epruvete sa antikoagulansom etilendiamino tetrasirćetnom kiselinom (EDTA). Saliva (2mL) 

je sakupljana u sterilne bočice pod nestimulisanim uslovima. Pacijentima je naglašeno da ne puše, 

unose hranu i piće, ili peru zube najmanje 15 minuta pre uzorkovanja. Prikupljeni uzorci krvi i 

salive su centrifugirani 15 minuta na 3000 obrtaja/min i čuvani na temperaturi -80°C do 

izvođenja analize. Prikupljanjem plazme i salive deset zdravih dobrovoljaca formirani su 

kontrolni, „blank“ uzorci krvne plazme i salive.  
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5.3. Metode 
 

Hematološki i biohemijski parametri određivani su u Biohemijskoj laboratoriji Klinike za 

nefrologiju. Određivanje hematoloških parametara (broj eritrocita, leukocita i trombocita, 

koncentracija hemoglobina, hematokrit) vršeno je aparatom NINHON KOHDEN CELLTAC 

MEK – 6318K (NINHON KOHDEN CORPORATION, Tokio, Japan). Biohemijske analize 

(koncentracija serumskog albumina (ALB), uree, kreatinina (Scr), aktivnost enzima aspartat-

aminotransferaze (AST), alanin-aminotransferaze (ALT) obavljene su analizatorom ERBA XL – 

600 (ERBA Diagnostics Mannheim GmbH, Mannheim, Nemačka). Koristeći 4-faktornu MDRD 

(engl. Modification of Diet in Renal Disease) jednačinu procenjena je glomerularna filtracija (e-

GFR, engl. estimated glomerular filtration rate) (206). 

5.3.1. Određivanje koncentracije mikofenolne kiseline u plazmi 

Koncentracije MPA u uzorcima plazme (CP) pacijenata sa presađenim bubregom su 

određivane validiranom metodom tečne hromatografije visokih performansi (HPLC – engl. High 

performance liquid chromatography).  

Priprema rastvora za razvoj i optimizaciju HPLC metode 

Standardni osnovni rastvori MPA i internog standarda (IS) pripremljeni su u acetonitrilu u 

koncentraciji od 10mg/mL. Kao interni standard korišćen je propil paraben (PP) (207). 

Standardni osnovni rastvori MPA i PP su razblaženi acetonitrilom do koncentracije 1mg/ml, 

odnosno 10µg/mL i korišćeni kao radni rastvori. Standardni osnovni rastvori čuvani su na -20°C, 

a standardni radni rastvori na 4–8°C tokom jednog meseca, u skladu sa stabilnošću rastvora.   

Da bi se postiglo adekvatno razvajanje i što kraće trajanje analize, eksperimentalno je 

ispitivan uticaj acetonitrila u opsegu od 20 do 50%. Pored toga, u procesu razvoja metode 

ispitivan je i uticaj neorganske komponente mobilne faze (voda, fosforna kiselina, acetatni i 

fosfatni pufer), a zatim i njene pH vrednosti na retencione parameter (u opsegu 2,0–4,0). Uticaj 

temperature kolone je ispitivan u opsegu od 30 do 40ºC.  

Za pripremu mobilne faze, uzoraka i ispiranje posuđa korišćena je dejonizovana voda 

dobijena pomoću sistema Smart 2 Pure (TKA, Niederelbert, Germany). Pre upotrebe, mobilna 
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faza je oslobođena gasnih primesa u ultrazvučnom kupatilu i prečišćena vakuum filtracijom 

pomoću celuloznih membranskih filtera veličine pora 0,45μm (Agilent, Nemačka).  

Priprema uzoraka 

Precipitacija proteina plazme postignuta je na sledeći način: u 200µL uzorka plazme dodato 

je 10µL internog standarda koncentracije 1mg/mL u acetonitrilu i 490µL 0,3% trifluorosirćetne 

kiseline u acetonitrilu (v/v). Sadržaj svake mikrotube je homogenizovan, a zatim centrifugiran 

tokom 10 min na 10000 obrtaja/min i temperaturi od 4°C. Izdvojeni supernatant je filtriran i 

10µL je injektovano u HPLC sistem radi analize.  

 

5.3.2. Validacija HPLC metode za kvantitativnu MPA analizu 

Validacija HPLC metode za određivanje CP MPA vršena je prema FDA (engl. Food and 

Drug Administration) i ICH (engl. International Conference of Harmonisation) zahtevima i 

smernicama (208, 209). U okviru postupka validacije ispitivana je selektivnost, opseg metode, 

linearnost, tačnost, preciznost, limit detekcije, limit kvantifikacije i stabilnost. Traženi zahtev za 

parametre validacije je predstavljao neophodan preduslov za primenu metode u 

farmakokinetičkim ispitivanjima (210). 

Ispitivanje selektivnosti RP–HPLC metode 

Selektivnost metode je ispitivana injektovanjem blank plazme (bez analita i PP) dobijene od 

10 zdravih dobrovoljaca, nultih uzoraka plazme (blank plazma sa PP c=50μg/mL) i plazme koja 

je opterećena MPA c=25μg/mL i PP c=50μg/mL.  

Ispitivanje linearnosti metode 

Za procenu linearnosti metode posmatran je odnos površine pikova standarda MPA i PP u 

zavisnosti od koncentracije. Standardni rastvori MPA za konstruisanje kalibracione krive 

(kalibratori) dobijeni su razblaživanjem rastvora koncentracije 1mg/mL, odnosno 10µg/mL 

blank plazmom. Za pripremu kalibratora u posebne mikrotube odmeravano je 4µL i 12µL 

rastvora MPA koncentracije 10µg/mL, odnosno 2µL, 5µL, 10µL, 19µL i 20µL koncentracije 
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1mg/mL, sukcesivno. U svaku mikrotubu dodavana je količina od 10µL PP koncentracije 

1mg/mL, a zatim dopunjavano blank plazmom do 200µL. Na taj način su pripremljeni rastvori 

MPA sledećih koncentracija: 0,2µg/mL, 0,6µg/mL, 10µg/mL, 25µg/mL, 50µg/mL, 95µg/mL i 

100µg/mL. Svi rastvori sadržali su PP u koncentraciji od 50µg/mL. Za konstruisanje 

kalibracione krive MPA korišćena je srednja vrednost tri nezavisna merenja. Linearnost je 

ispitana u opsegu 0,2–100µg/mL.  

Ispitivanje tačnosti i preciznosti metode 

Kontrola kvaliteta (QC – engl. Quality Control) primenjene metode podrazumeva procenu 

tačnosti i preciznosti rezultata dobijenih određenim analitičkim postupkom. Izvodi se pomoću 

kontrolnih uzoraka (QCs) koji predstavljaju uzorke opterećene poznatom količinom MPA. 

Prema smernicama FDA u svaku analizu treba uključiti najmanje tri QCs različitih koncentracija 

u triplikatu (211). Koncentracije QCs treba pripremiti tako da jedna bude blizu donjeg limita 

kvantifikacije – LLOQ (nizak QC – LQC, engl. Low Quality Control), druga je blizu gornje 

granice opsega očekivanih koncentracija (visok QC – HQC, engl. High Quality Control) i treća 

je na sredini opsega (srednji QC – MQC, engl. Medium Quality Control).  

Tačnost i preciznost merenja uvrđena je za QCs na tri koncentraciona nivoa: LQC–

0,6μg/mL, MQC–50μg/mL i HQC–95μg/mL. Svi QCs sadržali su PP u koncentraciji od 

50µg/mL. Svi uzorci su injektovani po pet puta dnevno u toku tri dana. Tačnost je izražena 

procentualno (R – engl. recovery) kao slaganje između izmerenih i stvarnih koncentracija, dok je 

preciznost izražena preko standardne devijacije (SD) i relativne standardne devijacije 

(RSD %). Da bi rezultati bili prihvatljivi, recovery vrednost i RSD treba da budu ±15% (212). 

Kontrolni uzorci su pripremani svakodnevno, a mala zapremina (1mL) svih LQC i HQC 

uzoraka je odvojena i čuvana na temperaturi -20°C, radi naknadnog ispitivanja dugoročne 

stabilnosti i stabilnosti nakon tri ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja. 

Ispitivanje stabilnosti uzoraka 

Stabilnost uzoraka MPA u plazmi ispitivana je u kratkoročnim (6h na sobnoj temperaturi) i 

dugoročnim (90 dana na temperaturi -80°C) temperaturnim studijama i na autosempleru 
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(pripremljen uzorak nakon 24h stajanja na sobnoj temperaturi). Pored toga, ispitana je i 

stabilnost nakon tri ciklusa zamrzavanja-odmrzavanja (zamrzavanje na -80°C i odmrzavanje na 

sobnoj temperaturi tokom tri dana). Sva ispitivanja su vršena sa dve koncentracije LQC–

0,6μg/mL i HQC–95μg/mL. Za svaku koncentraciju pripremljeno je po tri uzorka. Na osnovu 

razlike između izmerenih i inicijalnih koncentracija QCs, izračunate su recovery vrednosti i RSD, 

i dalje vršena procena stabilnosti. 

 

 5.3.3. Određivanje koncentracije mikofenolne kiseline u salivi 

Za određivanje koncentracije MPA u salivi (CSAL) pacijenata sa presađenim bubregom 

korišćen je LC-MS sistem, kombinacija tečnog hromatografa Dionex Ultimate 3000 UHPLC i 

masenog spektrometra TSQ Quantum Access MAX sa trostrukim kvadrupolom (Thermo 

Scientific, Nemačka).  

Hromatografsko razdvajanje vršeno je na koloni Hypersil GOLD, dimenzija 100 x 2,1mm i 

veličinom čestica sorbenta 1,9µm (Thermo Scientific, Nemačka). Mobilnu fazu su činili 0,1% 

vodeni rastvor mravlje kiseline (komponenta A) i metanol (komponenta B). Pri protoku mobilne 

faze 0,2mL/min primenjen je izokratski režim elucije sa odnosom faza 20:80 (A:B). Temperatura 

kolone iznosila je 30ºC, a injekcioni volumen 5µL. 

Maseni spektri snimani su u pozitivnom modu (ESI+). Tokom snimanja masenih spektara 

korišćeni su sledeći parametri: napon na kapilari 5kV, temperatura vaporajzera 195°C, pritisak 

glavnog gasa 45bar, pritisak pomoćnog gasa 5bar, temperatura kapilare 353°C, kapilarni otklon 

35V. Podaci su prikupljani i obrađivani pomoću softvera Xcalibur 3.0.63 (Thermofisher 

Scientific, Nemačka). Identifikacija MPA je sprovedena u režimu praćenja odabrane reakcije 

fragmentacije (SRM, engl. Selected reaction monitoring) praćenjem prelaza m/z 321,23→207,05. 

Standardni rastvori MPA za konstruisanje kalibracione krive dobijeni su razblaživanjem 

rastvora koncentracije 5µg/mL blank salivom. Na taj način pripremljeni su rastvori MPA 

sledećih koncentracija: 5ng/mL, 25ng/mL, 50ng/mL, 100ng/mL and 500ng/mL. Dobijena 

kalibraciona kriva (y=2682,8x–28700) pokazala je linearnost metode u ispitivanom opsegu 

koncentracija, sa korelacionim koeficijentom r2 =0,9995.  
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Priprema uzoraka 

Uzorci salive pripremljeni su na sledeći način: u 150µL uzorka salive dodato je 300µL 0,3% 

trifluorosirćetne kiseline u metanolu (v/v). Nakon homogenizacije, uzorci su centrifugirani 10 

minuta na 12000 obrtaja/min i pri temperaturi od 4°C, a izdvojeni supernatant korišćen je za 

analizu. 

5.3.4. Populaciona farmakokinetička analiza mikofenolne kiseline 

Za populacionu farmakokinetičku analizu korišćen je softver NONMEM® (verzija 6, nivo 

1.1) sa FORTRAN G77 programskim jezikom (213). Za opisivanje farmakokinetike MPA 

korišćen je dvoprostorni farmakokinetički model sa resorpcijom prvog reda i tlag. Na osnovu 

strukture modela odabrana je ADVAN4 TRANS3 programska subrutina.  

U prvoj fazi modelovanja razvijen je bazični populacioni model. Daljom analizom ispitivan 

je uticaj kovarijata (telesna masa, starost, pol, ukupna doza MPA, klirens kreatinina, nivo 

albumina u plazmi, vreme nakon transplantacije, tip donora, pol donora, AST, ALT, koterapija 

omeprazolom i nifedipinom, doza CsA, TAC i PRE) na MPA CL/F. Kovarijate su testirane u 

odnosu na bazični model, a u model su uključene one sa najvećim uticajem. Statistički značajnim 

uticajem smatrana je redukcija OFV za minimum 3,841 (χ2=3,841 za p<0,05, df=1) (214). Prvo 

su uključene kovarijate sa najvećim smanjenjem OFV u odnosu na bazični model, a zatim redom 

sve one koje su ispunile ovaj kriterijum. Na taj način dobijen je puni model u kome je dalje 

testiran uticaj odabranih kovarijata po strožijem kriterijumu. Postepeno su uklanjane jedna po 

jedna kovarijata, počev od one sa najmanjim uticajem i praćena je promena OFV vrednosti u 

odnosu na puni model. U modelu su zadržane kovarijate čijim privremenim uklanjanjem dolazi 

do promene OFV za 6,63 jedinice (χ2=6,63 za p<0,01, df=1). Brisanjem i/ili zadržavanjem 

određenih kovarijata na kraju ovog procesa dobijen je finalni farmakokinetički model. Treću 

fazu farmakokinetičke analize predstavljala je validacija finalnog modela. Validacija modela je 

izvršena eksternom metodom (koristeći novi set podataka i MC simulacijom).  

Podaci pacijenata iz validacione grupe korišćeni su za procenu pouzdanosti i predvidivosti 

finalnog modela. Pristrasnost i preciznost dobijenog modela MPA CL/F procenjeni su 

izračunavanjem srednje greške predviđanja (MPE – engl. Mean prediction error) i rezidualne 
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srednje greške predviđanja (RMSE – engl. Root mean squared error) (215). Pored toga, model je 

i grafički procenjen (scatter plots) pri čemu je predstavljen odnos predviđenih i izmerenih 

vrednosti koncentracija (PRED naspram DV), individualnih predviđenih i izmerenih 

koncentracija (IPRED naspram DV), kao i odnos utvrđene rezidualne varijabilnosti i predviđenih 

koncentracija (WRES naspram PRED).  

5.3.5. Monte Carlo simulacija 

Da bi se potvrdila validnost populacionog modela MPA CL/F primenjen je i Monte Carlo 

numerički pristup (MC), pri čemu je dobijena jednačina (model (1)) procenjena u odnosu na 

modele sličnih studija. Provereno je kako se podaci sličnih studija uklapaju u dobijeni model, i 

obrnuto, kako dobijeni rezultati odgovaraju objavljenim modelima sličnih studija. Cilj MC 

analize je izračunavanje očekivanih vrednosti CL/F virtuelno simuliranih pacijenata (216). 

U cilju pronalaženja sličnih populacionih farmakokinetičkih modela MPA kod odraslih 

pacijenata sa transplantiranim bubregom, pregledana je literatura objavljena na engleskom jeziku 

do oktobra 2019. godine. Pretražene su elektronske baze podataka: PubMed, Google Scholar i 

EMBASE. Korišćena je kombinacija ključnih reči (mycophenolic acid, MPA, mycophenolate 

mofetil, MMF, enteric-coated mycophenolate sodium salt, EC-MPS, Cellcept, Myfortic, 

population pharmacokinetics, pharmacokinetic, NONMEM, renal transplantation, kidney 

transplantation).   

Inicijalno je pronađeno 26 članaka. Na osnovu pregleda naslova, sažetaka i ako je potrebno 

celog članka, odabrani su originalni naučni radovi koji opisuju populacione analize MPA kod 

odraslih pacijenata (>18 godina) sa presađenim bubregom.  

Izuzete su studije sprovedene kod pacijenata nakon transplantacije jetre (217), pluća (218, 

219), matičnih ćelija hematopoeze (220, 221), kod pacijenata sa autoimunim bolestima (16, 222, 

223) i u pedijatrijskoj populaciji (190, 224, 225). Takođe, studije su isključene ukoliko konačni 

populacioni model nije formulisan (226-229), ukoliko kovarijate koje su bile značajne u nađenim 

modelima nisu bile dostupne u skupu podataka za procenu (230-233) i ukoliko je ECH 

inkorporirana u populacioni farmakokinetički model (74, 234-236). 

U konačnu analizu uključene su 3 populacione farmakokinetičke studije koje su ispunjavale 

sve kriterijume (103, 114, 115) (Slika 5). 
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Slika 5. Izbor članaka i kriterijumi za isključivanje 

U radu de Winter i sar. (115), nivo albumina u serumu izdvojio se kao najvažnija kovarijata 

u populacionom modelu MPA: 

       CL/F = 15,3 × (ALB / 40) -0,69                                                                    (model 2) 

 



37 

 

Slično tome, Staatz i sar. (114), pokazali su da CL/F MPA tokom prve nedelje nakon 

transplantacije bubrega zavisi od nivoa serumskog albumina: 

CL/F = 25,4 × [1–0,042 × (ALB-26)]                                                 (model 3) 

Populaciona farmakokinetička analiza sprovedena kod odraslih pacijenata sa presađenim 

bubregom u Kini (103) rezultirala je modelom: 

          CL/F = 0,0916 × TM + 0,0417 × Scr + 7,98                                            (model 4) 

gde je TM telesna masa, a Scr označava nivo serumskog kreatinina. 

Numerička analiza dobijenog modela (1) i modela izabranih studija (2), (3), (4) izvršena je 

primenom MC simulacije. Na osnovu objavljenih kliničkih podataka, za MC simulaciju 

korišćene su nasumične vrednosti u opsegu standardnih devijacija ovih parametara za svaki 

analizirani model. Izvedeno je 1000 numeričkih simulacija za svaki analizirani model kako bi se 

dobio opseg očekivanih vrednosti MPA CL/F. MC analiza je izvršena korišćenjem softvera 

Matlab R2017b (MathWorks). 

5.3.6. Neželjeni efekti 

Podaci o vrsti, učestalosti i intezitetu ispoljenih neželjenih efekata MPA kod ispitivanih 

pacijenata prikupljeni su pomoću upitnika (Prilog 1) koji su razvili: 

• Calvin J. Meaney - Immunosuppressive Pharmacology Research Program, 

Translational harmacology Core, NYS Center of Excellence in Bioinformatics and 

Life Sciences, P701 Ellicott Street, Buffalo, New York 14203, USA; Pharmacy 

Practice, School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, University at Buffalo, 

201 Kapoor Hall, Buffalo, New York 14214, USA; 

• Ziad Arabi - Medicine, Nephrology Division; School of Medicine and Biomedical 

Sciences, University at Buffalo, Buffalo, NY, USA; 

• Rocco C. Venuto - Medicine, Nephrology Division; School of Medicine and 

Biomedical Sciences, University at Buffalo, Buffalo, NY, USA; Erie County Medical 

Center, Buffalo, NY, USA; 
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• Joseph D. Consiglio - Biostatistics; School of Public Health, University at Buffalo, 

Buffalo, NY, USA;  

• Gregory E. Wilding - Biostatistics; School of Public Health, University at Buffalo, 

Buffalo, NY, USA; 

• Kathleen M. Tornatore - Immunosuppressive Pharmacology Research Program, 

Translational Pharmacology Core, NYS Center of Excellence in Bioinformatics and 

Life Sciences, 701 Ellicott Street, Buffalo, New York 14203, USA; Pharmacy Practice, 

School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, University at Buffalo, 201 Kapoor 

Hall, Buffalo, New York 14214, USA; Medicine, Nephrology Division; School of 

Medicine and Biomedical Sciences, University at Buffalo, Buffalo, NY, USA (13). 

Uspostavljena je korespondencija sa profesorom Roccom C. Venutom koji je dao saglasnost 

za primenu upitnika (Prilog 2). Upitnik je formulisan sa ciljem da ispita neželjene efekte MPA, 

koji su grupisani prema prirodi simptoma u četiri grupe (gastrointestinalni (GIT), neurološki 

(CNS), estetski (EST) i ostali (raznovrsni-OST). Upitnik sadrži 18 pitanja koja su u korelaciji sa 

mogućim neželjenim efektima. Pacijenti su ocenjivali intenzitet svakog neželjenog efekta (0 → 

nema neželjenih efekata; 1 + → blagi do 3 + → teške manifestacije). Za svakog pacijenta 

izračunata je ukupna ocena neželjenih efekata sabiranjem pojedinačnih odgovora. Zatim je 

izračunat kumulativni skor kao količnik ukupne ocene svakog pacijenta i maksimalne ocene svih 

simptoma. Kumulativni skor pokazuje broj prisutnih neželjenih efekata sa odgovarajućom 

ocenom težine simptoma. Formirani su i skorovi neželjenih efekata (GIT, CNS, EST) za procenu 

neželjenih efekata koji se odnose na određene sisteme organa. Skorovi neželjenih efekata 

procenjeni su u odnosu na primenjeni oblik, pol pacijenta, dozni režim MPA, CSAL. Dodatno je 

ispitan uticaj prisutne koterapije, pola i primenjene doze MPA na učestalost pojedinih neželjenih 

efekata.  

5.3.7. Matematičko modelovanje (Regresiona analiza) 

Da bi se analizirala povezanost ukupne i nevezane koncentracije MPA (koncentracije MPA 

u salivi), primenjena je metoda najmanjih kvadrata (engl. least squares method). Metoda 

najmanjih kvadrata je široko primenjivana statistička procedura za obradu eksperimentalno 
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dobijenih rezultata. Cilj ove metode je dobijanje jednačine regresione prave, koja najmanje 

odstupa od tačaka iz datog seta podataka (237). U analizu je uključen i nivo albumina (ALB), 

koji utiče na dispoziciju i farmakološki aktivnu koncentraciju MPA. Pored toga, analiziran je i 

uticaj eGFR, TM i starosti pacijenata. U cilju testiranja uticaja pomenutih parametara na CSAL, 

predložen je sledeći matematički model: 

y = y (x; a1, a1, … , an). 

Cilj metode majmanjih kvadrata je da minimizira funkciju: 

  

Gde su  nezavisne konstante. U našem slučaju n=3, ulazni vektor x uzima 

vrednosti CP, ALB, TM, starost i eGFR, a izlazni y predstavlja CSAL. Za formulisanje modela 

uzeto je u obzir n=77 poznatih parametara (CSAL, CP, TM…) dobijenih u prethodnom 

istraživanju. Validacija dobijenih modela sprovedena je primenom MC analize koristeći podatke 

pacijenata iz validacione grupe (n=23). U te svrhe korišćen je softver Matlab R2017b 

(MathWorks). 

5.3.8. Statistička obrada podataka  

Za statističku analizu podataka korišćeni su programi SPSS (verzija 20) i Microsoft Office 

Excel 2003. Distribucija vrednosti kvantitativnih varijabli izražena je u vidu aritmetičke sredine i 

standardne devijacije (SD), medijane i interkvartilne razlike. Kvalitativni podaci prikazani su 

apsolutnim i relativnim brojevima (brojem pacijenata uz procenat). 

Studentov t-test i ANOVA test su korišćeni za poređenje dve, odnosno više grupa kada je 

zadovoljena normalnost distribucije podataka. Suprotno, Mann-Whitney U test i Kruskal Wallis 

test su primenjeni u slučajevima nepravilne distribucije podataka za poređenje dve ili više grupa. 

Za procenu uticaja pola, prisutne koterapije i doze MPA na učestalost individualnih neželjenih 

efekata korišćen je χ²-test. Statistička značajnost je utvrđena za vrednost p<0,05. Dobijeni 

rezultati su prikazani tabelarno i grafički.  
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6. Rezultati 

6.1. Razvoj HPLC metode  

Proces optimizacije metode obuhvatio je ispitivanje varijabli koje mogu uticati na 

hromatografsko ponašanje MPA.  

Odabir hromatografske kolone izvršen je na osnovu osobina (pre svega, lipofilnosti) MPA. 

Mikofenolna kiselina je trobazna kiselina koju karakterišu dve pKa konstante, pKa1 =4,6 i pKa2 

=8,5 koje odgovaraju karboksilnoj i fenolnoj grupi (238). Prividni koeficijent raspodele (log P) 

iznosi 1,6 (238). S obzirom na to da je MPA slaba kiselina, njena lipofilnost se smanjuje 

porastom pH vrednosti rastvora. Pri vrednostima pH većim od 8,5 dominantan je jonizovani 

oblik (preko 50%), dok je lipofilnost MPA izražena pri pH vrednosti manjoj od 8,5. Na osnovu 

navedenih osobina doneta je odluka da se za određivanje koncentracije MPA koristi reverzno–

fazna (RP) C18 kolona. Među dostupnim kolonama izabrana je Bakerbond-BDC RP–C18 kolona, 

250 x 4,6mm, veličine čestica 5µm, koja omogućava relativno brzu analizu i zadovoljavajuću 

efikasnost i simetriju pikova. 

U procesu razvoja metode ispitivan je uticaj sastava neorganske faze. Ispitivani su voda, 

fosforna kiselina, acetatni i fosfatni pufer.  Dodatak fosfatnog pufera (dobijen mešanjem 10mM 

ortofosforne kiseline i 1M NaOH) značajno je poboljšao simetriju pikova ispitivanih supstanci.  

Koncentracija pufera nije pokazala značajan uticaj na retencione parametre. Uticaj pH vrednosti 

neorganske faze ispitivan je u opsegu 2,0–4,0. Pri pH >4,0 nije dolazilo do separacije, dok je pH 

neorganske faze <2,0 produžavao trajanje analize. Pri pH vrednosti neorganske faze od 2,5 

dobijeni su pikovi najbolje simetrije (0,93 za MPA i 0,95 za PP) i najmanje širine (0,0933 min za 

MPA i 0,0967 min za PP), pa je ova pH vrednost i izabrana.  

Uticaj sadržaja acetonitrila u mobilnoj fazi na razdvajanje standarda MPA i PP ispitivan je u 

opsegu od 20 do 50% pri protoku mobilne faze 1mL/min. Sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi ≤ 

35%, uslovljavao je produženje vremena analize (>15 minuta). Sa druge strane, 40% acetonitrila 

nije omogućilo adekvatnu separaciju. Potpuno razdvajanje standarda MPA i IS i zadovoljavajuća 

simetrija pikova postignuti su sa mobilnom fazom koja sadrži 50% acetonitrila (Slika 6).  
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Slika 6. Uticaj acetonitrila na razdvajanje standarda MPA c=25μg/mL i PP c=25μg/mL: ACN – 

35% (A), ACN – 40% (B), ACN – 45% (C), ACN – 50% (D) 

Uticaj temperature kolone je ispitivan u opsegu 30–40ºC. S obzirom na to da je simetrija 

pikova bila lošija pri višim temperaturama, za hromatografsku analizu odabrana je temperatura 

kolone 30ºC (Slika 7).   
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Slika 7. Uticaj temperature kolone na razdvajanje standarda MPA c=25μg/mL i PP c=25μg/mL 

kada je udeo acetonitrila 50% : 40℃ (A), 35℃ (B), 30℃ (C) 

Identifikacija MPA iz uzoraka izvršena je na osnovu retencionog vremena (tR – vreme 

zadržavanja, engl. Retention Time) standardnog rastvora MPA, koje predstavlja konstantu za 

analit pri određenim hromatografskim uslovima (239). Kvantitativna analiza vršena je 

poređenjem intenziteta odgovora (visina ili površina pika na hromatogramu) MPA iz uzoraka sa 

intenzitetom odgovora standardnog rastvora MPA poznate koncentracije pod istim 

eksperimentalnim uslovima (240). Na osnovu spektra MPA koji je prikazan na Slici 8, detekcija i 

kvantifikacija MPA je vršena na talasnoj dužini 215nm. Koncentracija MPA izražena je u 

jedinicama μg/mL.  
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Slika 8. UV spektar mikofenolne kiseline 

Analizom uticaja promene parametara na trajanje analize, razdvajanje, širinu i simetriju pikova, 

definisani su optimalni hromatografski uslovi:  

Kolona        Bakerbond-BDC RP–C18, 250 x 4,6mm, veličina 5µm 

Mobilna faza    10mM fosfatni pufer pH 2,5 – acetonitril (50:50, V/V)  

Temperatura    30℃ 

Talasna dužina   215nm  

Protok     1 mL min–1  

Zapremina injektovanja  10μl 

 

Na slici 9 prikazani su dobijeni hromatogrami pri izabranim hromatografskim uslovima.  
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Slika 9. Dobijeni hromatogrami pri izabranim hromatografskim uslovima: Standard MPA 

c=50μg/mL (A), standard PP c=25μg/mL (B), smeša standarda MPA c=25μg/mL i PP 

c=25μg/mL (C), uzorak pacijenta sa presađenim bubregom opterećen internim standardom 

 

6.2. Validacija HPLC metode 

Predložena metoda je validirana prema smernicama FDA i ICH (208, 209). 

6.2.1. Ispitivanje selektivnosti HPLC metode  

Selektivnost metode je procenjena praćenjem odgovora potencijalno interferirajućih 

supstanci pri optimalnim hromatografskim uslovima nakon injektovanja blank plazme, blank 

plazme sa PP i plazme koja je opterećena MPA i PP. Nisu uočeni interferirajući pikovi na 
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retencionim vremenima koji odgovaraju MPA i PP, što ukazuje na zaključak da je metoda 

odgovarajuće selektivnosti (Slika 10).  

 

Slika 10. Provera selektivnosti metode: Blank plazma 10 zdravih dobrovoljaca (bez analita i 

internog standarda) (A), nulti uzorak plazme (blank plazma sa internim standardom) c=50μg/mL 

(B), plazma opterećena MPA c=25μg/mL i PP c=50μg/mL (C)  

 

6.2.2. Ispitivanje linearnosti metode  

Procena linearnosti metode vršena je na osnovu odnosa površine pikova MPA i IS u 

zavisnosti od koncentracije kalibratora. Kalibraciona kriva mikofenolne kiseline prikazana je na 

Slici 11. 
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Slika 11. Kalibraciona kriva mikofenolne kiseline 

U Tabeli 3 su prikazani parametri za procenu linearnosti, kao i opseg koncentracija.  

Tabela 3. Rezultati regresione analize za procenu linearnosti 

Parametri MPA 

Opseg koncentracija 0,2–100µg/mL 

y = ax + b  y=0,0495x+0,0249 

r 0,9995 

Sa 0,0007 

Sb 0,0403 

t 0,6174 

x – koncentracija mikofenolne kiseline 

r – koeficijent korelacije  

Sa – standardna devijacija nagiba prave  

Sb – standardna devijacija odsečka 

t – izračunata vrednost devijacije za odsečak  

 

Regresionom analizom dobijenih podataka pokazano je da je metoda linearna u ispitivanom 

opsegu koncentracija, sa koeficijentom linearnosti dobijene kalibracione krive 0,9995. Pored 

toga, analiza značajnosti odsečka na y osi izvršena je pomoću Studentovog t-testa, poređenjem 

izračunate i tabelarne t vrednosi (p=0,05 i Ttab=2,37). Rezultat poređenja ukazuje da ne postoji 

statistički značajna razlika u vrednostima t i dužini odsečka na y osi funkcije y=0,0495x+0,0249.  
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6.2.3. Ispitivanje tačnosti i preciznosti metode 

Metoda standarda je korišćena pri određivanju koncentracija MPA. Procena tačnosti i 

preciznosti vršena je u toku jednog dana (intradnevna) i tokom tri dana (interdnevna). Tačnost je 

izražena preko recovery vrednosti, a preciznost preko standardne devijacije (SD) i relativne 

standardne devijacije (RSD). Intradnevna i interdnevna preciznost i tačnost merenja kontrolnih 

uzoraka na tri koncentraciona nivoa nakon 5 ponavljanja prikazane su u Tabelama 4 i 5.  

Tabela 4.  Intradnevna tačnost i preciznost merenja kontrolnih uzoraka  

Pripremljena 

koncentracija 

(μg/mL) 

 P(MPA)/P(IS) Izmerena 

koncentracija 

(μg/mL) 

Tačnost (R, %) 

 0,03 0,60 100,00 

 0,03 0,55 91,04 

0,6 0,03 0,50 83,24 

 0,03 0,53 89,02 

 0,03 0,50 83,24 

srednja 0,03 0,54 89,31 

SD 0,00 0,04 6,91 

RSD %   7,74 

 2,38 50,00 100,00 

 2,44 51,20 102,40 

50 2,51 52,75 105,51 

 2,51 52,75 105,51 

 2,36 49,62 99,24 

srednja 2,44 51,27 102,53 

SD 0,07 1,48 2,96 

RSD %   2,88 

 4,78 95,00 100,00 

 5,15 102,43 107,82 

95 4,67 92,81 97,70 

 4,27 84,84 89,31 

 4,27 84,84 89,31 

srednja 4,63 91,99 96,83 

SD 0,37 7,43 7,82 

RSD %   8,08 
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Tabela 5. Interdnevna tačnost i preciznost merenja kontrolnih uzoraka 

Pripremljena 

koncentracija 

(μg/mL) 

 P(MPA)/P(IS) Izmerena 

koncentracija 

(μg/mL) 

Tačnost (R, %) 

 0,03 0,60 100,00 

 0,03 0,55 91,04 

0,6 0,03 0,50 83,24 

 0,03 0,53 89,02 

 0,03 0,60 100,00 

srednja 0,03 0,56 92,66 

SD 0,00 0,04 7,29 

RSD %   7,86 

 2,38 50,00 100,00 

 2,44 51,20 102,40 

50 2,51 52,75 105,51 

 2,38 50,00 100,00 

 2,36 49,62 99,24 

srednja 2,41 50,71 101,43 

SD 0,06 1,29 2,57 

RSD %   2,53 

 4,78 95,00 100,00 

 4,50 89,44 94,14 

95 4,27 84,84 89,31 

 4,78 95,00 100,00 

 4,67 92,81 97,70 

srednja 4,60 91,42 96,23 

SD 0,22 4,32 4,55 

RSD %   4,73 

 

Potvrđena je zadovoljavajuća tačnost i preciznost hromatografske metode, sa relativnom 

standardnom devijacijom nižom od 8,64. Tačnost metode kretala se u opsegu od 89,31% do 

107,67%. 

6.2.4. Ispitivanje limita detekcije i limita kvantifikacije  

Limiti detekcije i kvantifikacije dobijeni su eksperimentalnim putem. Utvrđeno je da limit 

detekcije (LOD – engl. Limit of detection) iznosi 0,025µg/mL, a limit kvantifikacije (LLOQ – 

engl. Lower limit of quantitation) MPA 0,2µg/mL. Kontrolni uzorci (n=5) pripremljeni u 
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koncentraciji 0,2µg/mL (LLOQ) korišćeni su za procenu intradnevne i interdnevne varijabilnosti, 

a dobijena tačnost i preciznost prikazana je u Tabeli 6. Sva merenja su bila u skladu sa ICH 

kriterijumom RSD ≤ 20%.  

Tabela 6. Intradnevna i interdnevna tačnost i preciznost merenja LLOQ 

Pripremljena 

koncentracija 

(μg/mL) 

 P(MPA)/P(IS) Izmerena 

koncentracija 

(μg/mL) 

Tačnost (R, %) 

 0,01 0,20 100,00 

intradnevna 0,01 0,21 105,83 

0,2 0,01 0,22 110,00 

 0,01 0,20 100,00 

 0,01 0,25 122,50 

srednja 0,01 0,22 107,67 

SD 0,00 0,02 9,31 

RSD %   8,64 

 0,01 0,20 100,00 

interdnevna 0,01 0,17 85,50 

0,2 0,01 0,18 91,17 

 0,01 0,20 100,00 

 0,01 0,18 90,33 

srednja 0,01 0,19 93,40 

SD 0,00 0,01 6,40 

RSD %   6,85 

 

6.2.5. Ispitivanje stabilnosti 

Provera stabilnosti uzoraka izvršena je poređenjem koncentracija QCs na dva 

koncentraciona nivoa (LQC i HQC) nakon čuvanja na različitim temperaturama u različitom 

vremenskom periodu sa koncentracijama sveže pripremljenih kontrolnih rastvora. Rezultati su 

prikazani tabelarno. Odnos površine pikova MPA i IS, izmerene koncentracije MPA i tačnost 

merenja testiranih uzoraka QC pri testu kratkotrajne stabilnosti prikazani su u Tabeli 7. Isti 

parametri procenjeni su testom dugotrajne stabilnosti (Tabela 8), na autosempleru (Tabela 9) i 

nakon tri ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja (Tabela 10).  
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Tabela 7. Ispitivanje kratkotrajne stabilnosti 

Pripremljena 

koncentracija (μg/mL) 

 P(MPA)/P(IS) izmerena 

koncentracija 

(μg/mL) 

Tačnost (R, %) 

 0,03 0,55 91,62 

0,6 0,04 0,62 103,18 

 0,03 0,56 93,93 

srednja 0,03 0,58 96,24 

SD 0,00 0,04 6,12 

RSD %   6,36 

 5,04 100,13 105,40 

95 4,95 98,38 103,56 

 5,35 106,33 111,92 

srednja 5,11 101,61 106,96 

SD 0,21 4,18 4,40 

RSD %   4,11 

 

Tabela 8. Ispitivanje dugotrajne stabilnosti 

Pripremljena 

koncentracija (μg/mL) 

  P(MPA)/P(IS) izmerena 

koncentracija 

(μg/mL) 

Tačnost (R, %) 

 0,03 0,60 100,00 

0,6 0,03 0,55 91,04 

 0,03 0,49 82,08 

srednja 0,03 0,55 91,04 

SD 0,00 0,05 8,96 

RSD %   9,84 

 4,78 95,00 100,00 

95 4,67 92,81 97,70 

 5,38 106,88 112,51 

srednja 4,94 98,23 103,40 

SD 0,38 7,57 7,97 

RSD %   7,71 
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Tabela 9. Ispitivanje stabilnosti na autosempleru 

Pripremljena 

koncentracija (μg/mL) 

 P(MPA)/P(IS) izmerena 

koncentracija 

(μg/mL) 

Tačnost (R, %) 

 0,03 0,59 99,13 

0,6 0,03 0,52 86,13 

 0,04 0,62 103,76 

srednja 0,03 0,58 96,34 

SD 0,00 0,05 9,14 

RSD %   9,49 

 4,61 91,62 96,44 

95 4,35 86,45 91,00 

 4,10 81,49 85,77 

srednja 4,35 86,52 91,07 

SD 0,26 5,07 5,34 

RSD %   5,86 

 

Tabela 10. Ispitivanje stabilnosti nakon tri ponovljena ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja 

Pripremljena 

koncentracija (μg/mL) 

P(MPA)/P(IS) izmerena 

koncentracija 

(μg/mL) 

Tačnost (R, %) 

 0,03 0,50 83,82 

0,6 0,03 0,55 92,49 

 0,03 0,59 98,27 

srednja 0,03 0,55 91,52 

SD 0,00 0,04 7,27 

RSD %   7,95 

 5,32 105,73 111,30 

95 5,10 101,36 106,69 

 4,90 97,38 102,51 

srednja 5,11 101,49 106,83 

SD 0,21 4,18 4,39 

RSD %   4,11 
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6.3. Rezultati populacione farmakokinetičke analize mikofenolne 

kiseline kod pacijenata sa presađenim bubregom 

Prospektivna studija obuhvatila je 95 pacijenata (64 muškog i 31 ženskog pola) koji su 

lečeni na Klinici za nefrologiju, Univerzitetskog kliničkog centra u Nišu. Karakteristike 

ispitivanih pacijenata prikazane su u Tabeli 11.  

Pacijenti su podeljeni u dve grupe, radi populacione farmakokinetičke analize – grupa za 

građenje populacionog modela (70 pacijenata) i grupa za validaciju dobijenog modela (25 

pacijenata). Starost i telesna masa ispitanika između grupa nisu pokazale statistički značajnu 

razliku (42,97 godine i 75,33kg u grupi za građenje modela naspram 43,53 godine i 75,16kg u 

grupi za validaciju).  

Tabela 11. Karakteristike ispitivanih pacijenata 

Karakteristike Grupa za građenje modela 

srednja vrednost (opseg) 

Grupa za validaciju 

srednja vrednost (opseg) 

Broj pacijenata 70 25 

Broj posmatranja 90 25 

Pol (muški/ženski) 48/22 16/9 

Diabetes  15 4 

Tip donora (živi/kadaverični) 49/21 20/5 

MPA+takrolimus 61 23 

MPA+ciklosporin A 9 2 

MPA+prednizon>10mg 30 9 

MPA+omeprazol 36 14 

MPA+bisoprolol 21 7 

MPA+karvedilol 24 8 

MPA+nifedipin 23 11 

Masa (kg) 75,33 (53–113) 75,16 (51–117) 

Starost (godine) 42,97 (21–70) 43,53 (26–68) 

Vreme nakon transplantacije 

(meseci) 

 

51,14 (12–204) 

 

45,28 (12–96) 

Ukupna MPA doza (mg/dan) 1028,57 (720–1440) 943,2 (540–1440) 

MPA koncentracija (μg/mL)* 3,61 (0,14–19,13) 4,06 (0,08–15,21) 

Hemoglobin(g/L) 139,27 (97–186) 139,4 (114–173) 

AST (U/L) 23,87 (9–202) 23,26 (10–51) 
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ALT (U/L) 31,48 (0,9–423) 27,63 (10–81,2) 

Serumski kreatinin (μmol/L) 141,43 (66–307) 144,11 (86,9–261,9) 

Klirens kreatinina (mL/min) 67,71 (21,24–144,76) 64,61 (42,08–121,73) 

Albumin (g/L) 42,11 (36–49) 42,36 (37–49) 

Urea (mmol/L) 8,4 (2,8–19,7) 7,91 (3,4–15,7) 

Le (G/L) 7,9 (3,7–16,6) 8,2 (2,9–12,3) 

* Koncentracije MPA u plazmi (C0) određene su validiranom HPLC metodom. 

MPA – mikofenolna kiselina; AST – aspartat aminotransferaza; ALT – alanin aminotransferaza; Le – leukociti 

Za populacioni farmakokinetički pristup korišćene su minimalne plazma koncentracije MPA. 

Pacijentima su koncentracije MPA određivane tokom biohemijskog i kliničkog monitoringa pri 

čemu su praćeni biohemijski parametri važni za procenu funkcije grafta i kontrolu rizika od 

odbacivanja (koncentracija serumskog albumina, uree, kreatinina, aktivnost enzima aspartat 

aminotransferaze i alanin aminotransferaze). 

Populaciona farmakokinetička analiza podataka obavljena je primenom NONMEM softvera, 

subrutine ADVAN4/TRANS3. Za opisivanje farmakokinetike MPA je korišćen dvoprostorni 

model sa resorpcijom prvog reda i tlag. 

U prvoj fazi ove analize definisan je bazični model sa tipičnim populacionim vrednostima 

farmakokinetičkih parametara: oralnog klirensa (CL/F), oralnog volumena distribucije (Vd/F), 

oralnog volumena distribucije u stanju ravnoteže (VSS/F), oralnog klirensa periferne distribucije 

(Q/F), konstante brzine resorpcije (Kres), vremena odlaganja pojavljivanja leka u sistemskoj 

cirkulaciji (tlag). Objektivna vrednost funkcije (OFV) bila je 307,523.  

Druga faza izrade populacionog modela sastojala se od serije uzastopnih univarijantnih 

modela koji su sukcesivno uključivali različite kovarijate (Tabela 12). Uključivanjem kovarijata 

(starost pacijenta, ukupna dnevna doza MPA, klirens kreatinina, nivo serumskog albumina, tip i 

pol donora i prisutna koterapija – primena nifedipina i takrolimusa) u bazični model razvijen je 

puni populacioni model MPA, sa značajno manjom vrednošću OFV – 261,383. Ostale kovarijate 

(telesna masa, pol, vreme nakon transplantacije, nivo aspartat i alanin transaminaze, primena 

omeprazola, ciklosporina i prednizona) nisu pokazale značaj za uključivanje u puni model. 
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Tabela 12.  Poređenje vrednosti OFV bazičnog modela, univarijantnih modela i punog 

farmakokinetičkog modela MPA 

MODEL OFV Razlika u 

OFV 

P-vrednost 

** 

Zaključak 

BAZIČNI  MODEL  

CL= θ1 *EXP(ETA(1)) 

 

307,523 

   

UNIVARIJANTNI MODELI 

CL= θ1*EXP(ETA(1)) + θ2 * TM 

 

307,520 

 

0.003 

 

>0,05 

 

NS ‡ 

CL= θ1*EXP(ETA(1)) + θ3 *GODINE 285,725 21,798 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ4* POL 307,523 0 >0,05 NS ‡ 

CL= θ1*EXP(ETA(1)) + θ5* DD 287,576 19,947 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ6* CLCR 281,158 26,365 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ7* ALB 274,899 32,624 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ8* VREME 307,324 0,199 >0,05 NS ‡ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ9* TIP donora 284,684 22,839 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ10* POL donora 300,516 7,007 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ11* AST 306,049 1,474 >0,05 NS ‡ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ12* ALT 305,974 1,549 >0,05 NS ‡ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ13* OME 307,523 0 >0,05 NS ‡ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ14* NIF 283,482 24,041 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ15* CsA doza 307,422 0,101 >0,05 NS ‡ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ16* TAC doza 292,045 15,478 <0,05 SZ 

CL= θ1*EXP(ETA(1))  θ17* PRE doza 307,523 0 >0,05 NS ‡ 

PUNI  MODEL 

CL= θ1*EXP(ETA(1)) + θ3 * GODINE + θ5 * DD + θ6 * 

CLCR θ7 * ALB  θ9 * TIP donora  θ10 * POL donora  θ14 * 

NIF  θ16 * TAC doza 

 

261,383 

 

 

CL – klirens (L/h); 

θ1 – tipična, populaciona vrednost klirensa;  

ETA (1) – interindividualna varijabilnost klirensa;  

θ2 - θ17 – izabrane kovarijate; 

TM – telesna masa (kg); 

POL – uzima vrednost 1 za muškarce, 0 za žene;  

DD – ukupna dnevna doza MPA (mg/dan); 

CLCR – klirens kreatinina (L/h);  

ALB – nivo serumskog albumina;  

Vreme – broj meseci nakon transplantacije bubrega;  

TIP donora – uzima vrednost 1 za živu transplantaciju i 0 za kadaveričnu;  

POL donora – uzima vrednost 1 za muškarce, 0 za žene;  

AST – aspartat aminotransferaza;  

ALT – alanin aminotransferaza;  

OME i NIF – koterapija omeprazolom i nifedipinom, (uzimaju vrednost 1 kada jesu i 0 kada nisu prisutni); 

CsA doza – doza ciklosporina A; uzima vrednost 1 ako je dnevna doza ≥ 2mg/dan ili 0 ako < 2mg/dan;  

TAC doza – doza takrolimusa; uzima vrednost 1 ako > 3mg/dan ili 0 ako ≤ 3mg/dan;  

PRE doza – doza prednizona; uzima vrednost 1 ako ≥ 10mg/dan ili 0 ako < 10mg/dan 
**P – vrednost OFV razlike između bazičnog i testiranog modela  

 ‡ NS: bez statističkog značaja  

SZ: statistički značajno 
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Finalni populacioni farmakokinetički model MPA dobijen je postupkom „isključivanja 

unazad“ kovarijata koje su imale nedovoljnu značajnost u punom modelu. Na taj način dobijene 

su kovarijate koje su ispunile neophodne statističke kriterijume za finalni model: godine starosti, 

ukupna dnevna doza MPA i koterapija nifedipinom.  

Finalni model predstavljen je sledećom jednačinom:   

   CL/F (L/h) = 0,741 +0,0804 × starost + 0,00165 × DD + 1,12 × NIF          (model 1)  

DD – dnevna doza MPA i  

NIF – prisustvo nifedipina u terapiji 

Procenjene vrednosti populacionih farmakokinetičkih parametara sa izraženom standardnom 

greškom finalnog modela prikazane su u Tabeli 13. Interindividualna varijabilnost CL/F 

smanjila se sa 48,3% na 25,1%. 

Tabela 13.  Procenjene vrednosti farmakokinetičkih parametara finalnog modela 

Parametri Procenjena vrednost 

(Standardna greška) 

Oralni klirens (L/h) CL/F 0,741 (0,037) 

Oralni volumen distribucije (L) Vd/F 0,653 (0,073) 

Oralni volumen distribucije u stanju ravnoteže (L) VSS/F 801 (174,13) 

Oralni klirens periferne distribucije (L/h) Q/F 52,1 (4,102) 

Konstanta brzine resorpcije (h-1) Kres 4,07 (0,42) 

Vreme odlaganja (h) tlag 0,21 (0,03) 

Interindividualna varijabilnost  

Oralni klirens (L/h) CL/F 0,061 (0,013) 

Oralni volumen distribucije (L) Vd/F 0,059 (0,017) 

Oralni volumen distribucije u stanju ravnoteže (L) VSS/F 154,04 (23,34) 

Oralni klirens periferne distribucije (L/h) Q/F 4,67 (1,46) 

Konstanta brzine resorpcije (h-1) Kres 2,08 (0,1) 

Vreme odlaganja (h) tlag 0,12 (0,024) 

Intraindividualna varijabilnost σ2 0,123 (0,023) 

 

Prediktivna sposobnost dobijenog finalnog modela ispitana je uključivanjem podataka 

pacijenata validacione grupe (karakteristike ove grupe date su u Tabeli 9). Za prikaz rezultata 
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korišćeni su grafici zavisnosti (scatter-plots) između predviđenih i izmerenih vrednosti 

koncentracija (PRED naspram DV), individualnih predviđenih i izmerenih koncentracija (IPRED 

naspram DV), kao i utvrđene rezidualne varijabilnosti i predviđenih koncentracija (WRES 

naspram PRED) (Slika 12 i 13).  

 

PRED – predviđena koncentracija MPA  

DV – izmerena koncentracija MPA  

IPRED – individualna predviđena koncentracija MPA za datog pacijenta 

 

Slika 12. Odnos predviđenih (PRED) i individualnih predviđenih koncentracija (IPRED) prema 

izmerenim koncentracijama MPA primenom finalnog modela u ispitivanoj grupi (a); u 

validacionoj grupi (b)  

 



57 

 

 

 
WRES – rezidualna varijabilnost između predviđenih i izmerenih vrednosti koncentracija MPA 

PRED – predviđena koncentracija MPA 

  

Slika 13. Odnos utvrđene rezidualne varijabilnosti (WRES) i predviđenih koncentracija (PRED) 

MPA primenom finalnog modela u ispitivanoj grupi (a); u validacionoj grupi (b)  

 

Grafički prikaz pokazuje visok stepen slaganja između PRED naspram DV i IPRED 

naspram DV, kao i to da postoji uniformna raspodela oko prave y=x. Za odnos WRES naspram 

PRED je dobijena ravnomerna raspodela WRES oko prave y=0 (odstupanja su u opsegu od -2 do 

2).  

Preciznost i pristrasnost dobijenog finalnog populacionog modela MPA, kao i njegova 

validnost procenjeni su izračunavanjem grešaka u predviđanju (Tabela 14).  
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Tabela 14.  Izračunate greške za procenu preciznosti i validnosti finalnog modela MPA 

Greška Finalni model 

Srednja greška predviđanja (MPE) 0,1172 (-0,8522–1,0866) 

Rezidualna srednja greška predviđanja (RMSE) 2,4256 (1,6096–3,0293) 

 

Rezultati populacionog farmakokinetičkog pristupa u sagledavanju farmakokinetičke 

varijabilnosti MPA objavljeni su u časopisu Renal Failure 2015. godine (241).   

6.3.1. Monte Carlo simulacija   

Nakon pretraživanja dostupne literature (objavljene do oktobra 2019. godine) u eksternu 

evaluaciju uključena su tri farmakokinetička populaciona modela MPA (103, 114, 115). Jedna 

studija (103) rađena je kod pacijenata azijske rase, a ostale kod kavkaske rase. Uporedni prikaz 

modela dat je Tabelom 15. 

Tabela 15. Uporedni podaci izabranih studija 
 

MPA – mikofenolna kiselina; CL/F – oralni klirens (L/h); DD – MPA dnevna doza; NIF – koterapija nifedipinom; 

ALB – nivo serumskog albumina; TM – telesna masa; Scr – nivo serumskog kreatinina 

*klirens kreatinina (mL/min) 

Za modele (1), (2), (3) rezultati su izraženi kao medijana (i opseg), a za model (4) kao srednja vrednost±standardna 

devijacija (i opseg)  

 

U modelu Staatz i sar. vrednosti CL/F razlikovale su se u zavisnosti od primenjenog 

kalcineurinskog inhibitora (114). Model (3) je prepoznat kao optimalan za validaciju, zbog 

takrolimusa koji predstavlja CNI izbora kod većine pacijenata koji su učestvovali u našoj 

populacionoj farmakokinetičkoj analizi. 

Model Albumin 

(g/L) 

Telesna 

masa 

(kg) 

Scr 

(µmol/L) 

Starost 

(godine) 

MPA doza 

(mg/dan) 

Jednačina/model 

1 42,11 

(36–49) 

75,33  

(53–113) 

141,43    

(66–307) 

42,97 

(21–70) 

1028,57 

(720–1440) 

CL/F = 0.741 +0.0804 ×starost+ 

0.00165 ×DD +1.12× NIF 

2 34      

(25–40) 

79       

(44–112) 

48           

(10–154)* 

50 

(19–75) 

720 

(288–1584) 

CL/F=15.3 ×(ALB/40)-0.69 

3 26        

(6–44) 

81       

(37–134) 

150          

(60–1030) 

50 

(19–72) 

1440 

(720–1440) 

CL/F=25.4 × [1–0.042× (ALB-26)] 

4 33,5±5,9 

(4,8–49) 

58,0±9,33

(39–82) 

141,2±128,5

(61–915) 

41,4±11,2 

(18–68) 

1296 

(360–1800) 

CL/F=0.0916×TM+0.0417×Scr+7.98 
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Determinacija MPA plazma koncentracije u svim izabranim studijama vršena je HPLC 

metodom, a za opis sistema je korišćen dvoprostorni farmakokinetički model, što je u skladu sa 

našim pristupom. Značajan uticaj na CL/F MPA u dve studije (114, 115) ostvario je nivo 

albumina, dok su telesna masa i koncentracija serumskog kreatinina prepoznate u modelu Yu i 

sar. (103).  

Ograničenje izabranih studija je što su analizirale podatke iz ranog posttransplantacionog 

perioda, uglavnom do mesec dana nakon presađivanja bubrega (103, 114, 115), dok su u našem 

istraživanju učestvovali pacijenti kod kojiih je transplantacija obavljena pre najmanje godinu 

dana. Drugo ograničenje izbora modela za poređenje odnosi se na nifedipin koji je identifikovan 

kao značajna kovarijata u dobijenom modelu, a pacijenti u odabranim studijama nisu imali 

nifedipin u sklopu antihipertenzivne terapije. 

Validacija dobijenog modela primenom Monte Carlo simulacije  

Za validaciju dobijenog modela primenjen je MC simulacioni pristup koristeći modele 

izabranih sličnih studija.  Za svaku ulaznu varijablu prikazan je opseg simulacije (Tabela 16). 

Granice simulacije dobijene su na osnovu izračunatih srednjih vrednosti i standardnih devijacija. 

Tabela 16. Opseg simulacije varijabli izabranih modela 

 

 

 

 Scr – koncentracija serumskog kreatinina 

Jednostavna simulaciona šema za model (1) napravljena je u softveru Matlab R2017b (Slika 

14). Svaka promenljiva sa slike 14 nasumično se generiše 1000 puta u opsegu njene standardne 

devijacije za 1000 simulacija. Izlazne vrednosti iz simulacija (CL/F) se dalje predstavljaju u vidu 

srednje vrednosti i standardne devijacije na osnovu 1000 dobijenih numeričkih podataka za CL/F.    

Model 1 2 3 4 

Starost (godine) 47,3±10,2 / /  

Telesna masa (kg) 69,36±14,4 / / 58±9,33 

Scr (µmol/L) 129,23±21,5 / / 141,2±128,5 

Albumin (g/L) 41,7±2,65 32,5±7,5 25±19  
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Slika 14. Šema simulacije modela (1) 

 

Slika 15 prikazuje očekivane vrednosti MPA CL/F dobijene testiranjem modela (1), 

koristeći objavljene podatke izabranih studija (103, 114, 115).  

 

Slika 15. Testiranje na modelu (1) 

 

Testiranjem na modelu (1) primenom MC metode, dobijene su najverovatnije 

vrednosti MPA CL/F u rasponu od 5,84±0,88 (podaci iz Yu i sar. (103)) do 7,49±0,59 (podaci 

ispitivanih pacijenata na terapiji NIF). Prisustvo NIF povećava vrednosti MPA CL/F.  
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Dalje, rezultati dobijeni ovim istraživanjem testirani su na modelu (2) (115) i upoređeni sa 

rezultatima inicijalnog modela (2) (Slika 16). 

 
Slika 16. Testiranje na modelu (2) 

 

Koristeći podatke ove dve studije, uočena je mala razlika između numerički dobijenog CL/F, 

sa napomenom da je razlika bila manja u grupi pacijenata koji nisu imali nifedipin u terapiji.  

Slične promene u vrednostima CL/F primećene su testiranjem dobijenih rezultata na modelu 

(3). Pokazane su značajne razlike u vrednostima MPA CL/F kod pacijenata koji su imali 

nifedipin u antihipertenzivnoj terapiji (Slika 17). 
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Slika 17. Testiranje na modelu (3) 

 

Na Slici 18 predstavljen je model (4) i poređenje dobijenih rezultata sa podacima iz 

originalne studije (103).  

 
Slika 18. Testiranje na modelu (4) 
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Na slici se uočava da su vrednosti CL/F pacijenata uključenih u ovo istraživanje slične 

rezultatima koje su dobili Yu i sar. (103). Uticaj prisustva nifedipina na vrednosti CL/F u ovom 

modelu predstavljen je grafikom. 

6.4. Procena neželjenih efekata 

U istraživanju je učestvovalo 77 pacijenata sa transplantiranim bubregom, 53 (68,83%) 

muškog i 24 (31,17%) ženskog pola. Prosečna starost ispitivane populacije bila je 44,38±10,37 

godina. Starosna struktura prema polu se nije statistički značajno razlikovala (muškarci: 

44,89±9,70 naspram žene: 43,08±11,85) (Slika 19).  

 

 

Slika 19. Distribucija starosti ispitanika 

 

Presađivanje bubrega sa živog donora obavljeno je kod 59 (76,62%) pacijenta, a 

kadaveričnoj transplantaciji bilo je podvrgnuto 18 (23,38%) pacijenata. Prosečno vreme nakon 

transplantacije iznosilo je 78,25±46,55 meseci. Demografske karakteristike pacijenata, njihovi 

biohemijski i hematološki parametri prikazani su u Tabeli 17. 
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Tabela 17. Demografske karakteristike pacijenata 

 
Pol  Muški 

(n=53) 
Ženski 
(n=24) 

Starost (godine)  44,89±9,70 43,08±11,85 

Vreme nakon transplantacije (meseci)  80,75±49,34 73,88±35,37 

Tip donora živi 40 (75,47%) 19 (79,17%) 
kadaverični 13 (24,53%) 5 (20,83%) 

Broj lekova u terapiji <5 6 (11,32%) 3 (12,50%) 
≥5 47 (88,68%) 21 (87,50%) 

 

Doza MPA  
720mg 37 (69,81%) 12 (50,0%) 
>720mg 16 (30,19%) 12 (50,0%) 
<10mg 38 (71,70%) 15 (62,50%) 

Doza prednizona ≥10mg 15 (28,30%) 9 (37,50%) 
TAC 45 (84,90%) 23 (95,83%) 

CNI CsA 8 (15,10%) 1 (4,17%) 
<referentne 13 (24,53%) 11 (45,83%) 

Hematokrit 

 

Albumin (g/L) 

 

referentne 40 (75,47%) 11 (45,83%) 
>referentnih 0 (0,0%) 2 (8,33%) 

 39,75±0,25 38,95±0,27 

Le (G/L)  8,3±1,67 7,0±1,88 

Serumski kreatinin (µmol/L)  132,55±19,35 126,78±23,69 

eGFR (mL/min/1.73m2)  55,09±11,37 49,95±10,45 

MPA – mikofenolna kiselina; CNI – kalcineurinski inhibitori; TAC – takrolimus; CsA – ciklosporin A;  

Le – leukociti; eGFR – glomerularna filtracija 

 

Prikaz doze, plazma koncentracija i vrste MPA predstavljen je Tabelom 18. 

Tabela 18. Formulacija, doza, koncentracija C0 i C0/D odnos MPA u odnosu na pol 

 Pol pacijenta Z p 

Muški (n=53) Ženski (n=24) 

EC-MPS/MMF 47/6 21/3   

Doza MPA (mg)** 849,06±212,91 
720 (720-1440) 

990±304,92 
900 (720-1440) 

-2,014 0,044* 

Koncentracija C0 MPA (µg mL-1) 2,71±2,26 
2,10 (0,08-12,33) 

4,31±3,19 
3,05 (1,36-11,21) 

-2,082 0,037* 

C0/D (µg mL-1/ mg) 0,0032±0,0025 
0,0027 (0,0-0,11) 

0,0046±0,004 
0,0034 (0,001-0,016) 

-1,454 0,146 

Podaci su izraženi kao srednja vrednost±standardna devijacija i medijana (interkvartilna razlika).                             

MMF – Mikofenolat mofetil; EC-MPS – natrijumova so mikofenolne kiseline; Z – Mann Whitney U test;  

*p<0,05; **MMF doza je preračunata kao MPA ekvivalent 
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Kod pacijenata ženskog pola zabeležene su značajno veće doze MPA i plazma koncentracije 

C0 MPA u odnosu na pacijente muškog pola sa presađenim bubregom (p<0,05). Nije bilo razlike 

u odnosu C0/D MPA među ispitivanim grupama (Tabela 18).  

Neželjeni efekti MPA su skorovani prema metodi koju su razvili Meaney i sar. (13), što je 

detaljno objašnjeno u poglavlju 5.3.6. U Tabeli 19 su prikazane prosečne vrednosti i standardne 

devijacije grupnih skorova neželjenih efekata (GIT, EST, CNS i kumulativni skor) u odnosu na 

primenjeni oblik leka.  

Tabela 19. Skorovi neželjnih efekata u odnosu na primenjeni oblik MPA 

 MMF 

(n=9) 

EC-MPS 

(n=68) 

Z p 

GIT skor 0,18±0,15 0,09±0,11 2,041 0,045 

EST skor 0,13±0,13 0,18±0,15 1,012 0,312 

CNS skor 0,22±0,18 0,16±0,15 0,844 0,399 

KUMULATIVNI skor 0,19±0,17 0,10±0,16 1,639 0,101 

MMF – Mikofenolat mofetil; EC-MPS – natrijumova so mikofenolne kiseline; GIT – gastrointestinalni; EST –

estetski; CNS – centralni nervni sistem; Z – Mann Whitney U test 

 

Vrednosti GIT skora bile su značajno veće kod pacijenata koji koriste MMF u odnosu na 

EC-MPS (Z=2,041; p=0,045).  

Radi dalje analize dobijenih rezultata i ispitivanja uticaja pola na stepen ekspresije 

neželjenih efekata tabelarno su prikazani skorovi neželjenih efekata u odnosu na dozni režim 

MPA kod oba pola (Tabela 20). 

Tabela 20. Skorovi neželjenih efekata u odnosu na dozni režim MPA kod oba pola 

       Doza MPA 

 720mg >720mg 

Skorovi neželjenih efekata Muškarci Žene Muškarci Žene 

(n=37) (n=12) (n=16) (n=12) 

Koncentracija MPA 2,37±1,65 4,12±3,63 3,51±3,24 4,17±2,83 

GIT 0,17±0,15 0,21±0,17 0,12±0,12
c 0,20±0,12 

EST 0,16±0,15
a 0,20±0,10 0,06±0,11 0,10±0,11 

CNS 0,23±0,17
b 0,30±0,18 0,12±0,15 0,18±0,19 

Kumulativni 0,19±0,12
a 0,24±0,12 0,10±0,07 0,16±0,11 
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 a: Muškarci (720mg) naspram Muškarci (> 720mg), p < 0,01 

b: Muškarci (720mg) naspram Muškarci (>720mg), p < 0,05 

c: Muškarci (>720mg) naspram Žene (>720mg), p < 0,05 

MPA – Mikofenolna kiselina; GIT – gastrointestinalni; EST – estetski; CNS – centralni nervni sistem 

Ženski pol se pokazao kao determinanta za ispoljavanje neželjenih efekata. Rezultati 

sprovedenog istraživanja pokazali su da je GIT skor bio značajno niži kod muškaraca koji su 

primali dozu MPA veću od 720mg u poređenju sa ženama. Kod pacijenata muškog pola koji su 

koristili MPA u dozi od 720mg zabeleženi su statistički značajno veći EST, CNS i kumulativni 

skor u poređenju sa muškarcima koji su koristili veću dozu MPA. 

Tabela 21 prikazuje distribuciju i ukupnu frekvencu individualnih neželjenih efekata u 

odnosu na pol ispitanika.  

Tabela 21. Učestalost individualnih neželjenih efekata u odnosu na pol 

 

NEŽELJENI EFEKTI 
0 1+ 2+ 3+ Ukupna frekvenca (%) P 

M/Ž M/Ž M/Ž M/Ž M/Ž   

Povraćanje 48/21 5/3 0/0 NA 9,4/12,5 NS 

Dijareja 44/14 9/9 0/1 NA 17,0/41,7 0,038 

Dispepsija 44/16 6/6 2/1 1/1 17,0/33,3 NS 

Hiperaciditet želuca 10/5 39/18 4/1 NA 81,1/79,2 NS 

Akne 37/19 6/4 8/1 2/0 30,2/20,8 NS 

Promene na koži 37/9 12/10 4/4 0/1 30,2/62,5 0,037 

Hirzutizam 47/23 4/1 2/0 0/0 11,3/4,2 NS 

Okruglo lice 31/12 18/8 3/4 1/0 41,5/50,0 NS 

Hiperplazija desni 37/16 13/4 3/4 NA 30,2/33,3 NS 

Bivolji vrat 50/24 3/0 NA NA 5,7/0,0 NS 

Tremor 31/10 17/11 4/2 1/1 41,5/58,3 NS 

Glavobolja 38/16 15/8 NA NA 28,3/33,3 NS 

Nesanica 31/13 16/8 5/3 1/0 41,5/45,8 NS 

Miopatija 31/13 17/5 5/6 0/0 41,5/45,8 NS 

Oftalmološke promene 49/23 4/1 NA NA 7,5/4,2 NS 

Manija 29/11 19/12 5/1 NA 45,3/54,2 NS 

Depresija 35/14 17/9 1/1 0/0 34,0/41,7 NS 

Posttransplantacioni DM 44/21 9/3 NA NA 17,0/12,5 NS 

Sveukupna frekvenca je data u vidu % zastupljenosti neželjnih efekata (odnos 1+,2+,3+ i 4+ efekata prema svim 

ispitanicima iz grupe) 

M/Ž – muškarci/žene; DM – diabetes mellitus; NA – nije primenljivo; NS – nema statističke značajnosti 
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Kod pacijenata ženskog pola zabeležena je veća učestalost individualnih neželjenih efekata u 

odnosu na pripadnike muškog pola, pri čemu je statistički značajna razlika primećena kod pojave 

dijareje (41,7 naspram 17,0; p = 0,038) i promena na koži (62,5 naspram 30,2; p = 0,037). 

Učestalost individualnih neželjenih efekata kod oba pola u odnosu na režim doziranja MPA 

prikazan je na Slici 20. 

 

 

Slika 20. Individualni neželjeni efekti u odnosu na dozni režim MPA i pol 
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Individualni neželjeni efekti bili su učestaliji kod ispitanika ženkog pola u okviru istog 

režima doziranja MPA. Primećena je značajna razlika u pojavi tremora između muškaraca i žena 

koji su koristili MPA u dozi od 720mg. Promene na koži su značajno češće bile prijavljene kod 

ispitanika ženskog pola u poređenju sa pripadnicima muškog pola koji su koristili MPA u dozi 

većoj od 720mg. 

U Tabeli 22 je prikazana ukupna frekvenca i distribucija individualnih neželjenih efekata u 

odnosu na primenjeni CNI.  

Tabela 22. Učestalost individualnih neželjenih efekata kod pacijenata na terapiji MPA+TAC 

(n=68) i MPA+CsA (n=9) 

 

NEŽELJENI EFEKTI 

0 

Tac/CsA 

1+ 

Tac/CsA 

2+ 

Tac/CsA 

3+ 

Tac/CsA 

ukupna 

frekvenca (%) 

Tac/CsA 

Povraćanje 59/9 9/0 0/0 NA 13,2/0,0 

Dijareja 51/7 16/2 1/0 NA 25,0/22,2 

Dispepsija 54/8 8/1 4/0 2/0 20,6/11,1 

Hiperaciditet želuca 15/4 50/4 3/1 NA 77,9/55,6 

Akne 47/7 12/1 7/1 2/0 30,9/22,2 

Promene na koži 51/8 21/5 10/0 0/1 37,8/42,9 

Hirzutizam 72/12 9/1 1/1 0/0 12,2/14,3 

Okruglo lice 47/5 30/55 4/4 1/0 42,7/64,3 

Hiperplazija desni 61/8 14/5 7/1 NA 25,6/42,9 

Bivolji vrat 66/8 2/1 NA NA 2,9/11,1 

Tremor 36/7 22/2 8/0 2/0 47,1/22,2 

Glavobolja 49/5 19/4 NA NA 27,9/44,4 

Nesanica 33/6 25/3 9/0 1/0 51,5/33,3 

Miopatija 37/7 20/2 10/0 1/0 45,6/22,2 

Oftalmološke promene 63/9 5/0 NA NA 7,4/0,0 

Manija 30/6 30/2 8/1 NA 55,9/33,3 

Depresija 42/7 23/2 3/0 0/0 38,2/22,2 

Posttransplantacioni DM 54/14 8/1 NA NA 20,6/11,1 

Sveukupna frekvenca je data u vidu % zastupljenosti neželjnih efekata (odnos 1+,2+,3+ i 4+ efekata prema svim 

ispitanicima iz grupe) 

Tac – takrolimus; CsA – ciklosporin A; DM – diabetes mellitus; NA – nije primenljivo 
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6.5. Značaj praćenja koncentracije mikofenolne kiseline u salivi 

Matematičko modelovanje   

 

Za potrebe ovog istraživanja fitovani su modeli linearne regresije koji predstavljaju CSAL u 

funkciji CP i jednog od sistemskih parametara ALB, eGFR, TM i starost (karakteristike 

pacijenata prikazane su u Tabeli 23). Najbolji rezultat dobijen je za funkciju datu u sledećem 

obliku: 

CSAL=f(ALB, TM, starost, eGFR, CP)=a00+a10 x (ALB, TM, starost, eGFR)+a01 x CP     (model 5) 

 

Tabela 23. Karakteristike ispitivane populacije 

CSAL – koncentracija MPA u salivi; CP – MPA plazma koncentracija; eGFR – glomerularna filtracija 

Regresioni model, koji predstavlja zavisnost CSAL u funkciji ALB i CP, dobijen je na osnovu 

eksperimentalno dobijenih vrednosti ALB, CP i CSAL, fitovanjem u softveru MATLAB R2017b. 

Dobijeni su sledeći parametri a00=54,96; a10=-1,64; a01=13,4, a rezultati optimizacije prikazani 

su na Slici 21. 

 

Karakteristike pacijenata  Grupa za građenje 

modela 
(n=77) 

Validaciona 

grupa 
(n=23) 

Pol 

 

Starost (godine) 

 

muški 

ženski 

53 (68,83%) 

24 (31,17%) 

44,38±10,37 

 

16 (69,56%) 

7 (30,44%) 

50,3±6,91 

 

Vreme proteklo nakon transplantacije 

(meseci) 

 78,25±46,55 35,28±20,42 

Tip donora živi 59 (76,62%) 20 (86,96%) 

kadaverični 18 (23,38%) 3 (13,04%) 

CSAL (ng/mL) 

CP (µg/mL) 

 62,93±25,82 100,03±48,1 

 5,22±2,28 8,3±6,15 

Albumin (g/L) 
Telesna masakg) 

 39,98±3,71  39,33±3,1 

 74,77±11,93 81,21±12,38 

eGFR (mL/min/1.73m2)  52,52±10,91 38,18±19,11 
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Slika 21. Rezultati fitovanja za model (5). Matematički pristup: fitovanje zasnovano na metodi 

najmanjih kvadrata (n=77)  

ALB – nivo albumina u serumu; CP – MPA plazma koncentracija MPA; CSAL – koncentracija MPA u salivi. 

 

Rastojanje između tačaka i površine predstavlja razliku između eksperimentalne vrednosti 

CSAL prema ALB i CP za svakog pacijenta i optimizovane površine regresije. 

 

Koristeći sličan postupak, dobijeni su i ostali modeli u funkciji TM, starosti i eGFR: 

CSAL=f(TM,CP) = 50,62 + 0,09 x TM + 5,18 x CP,                (model 6) 

CSAL=f(starost,CP) = 65,38 – 0,15 x starost + 5,172 x CP,     (model 7) 

CSAL=f(eGFR,CP) = 77,91 – 0,365 x eGFR + 4,858 x CP.    (model 8) 

 

U cilju validacije prethodnih modela, primenjen je MC simulacioni pristup upotrebom 

podataka pacijenata iz validacione grupe. Primer procesa validacije za model (5) prikazan je 

putem jednostavne simulacione šeme (Slika 22). 
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Slika 22. Šema simulacije modela (5)  

ALB – nivo albumina u serumu; CP – MPA plazma koncentracija; CSAL – koncentracija MPA u salivi ; a00, a01, a10 – 

koeficijenti iz datog modela. 

 

Vrednosti ulaznih parametara ALB i CP validacione grupe (Slika 22) su nasumično 

generisane 1000 puta u opsegu pripadajućih standardnih devijacija: CSAL=100,03±48,1ng/mL, 

CP=8,3±6,15µg/mL i ALB= 39,33±3,1g/L. Za svaki od ulaznih parova ALB i CP, izračunata je 

vrednost CSAL prema šemi sa Slike 22, koji predstavlja izlazni parametar u ovoj simulaciji. 

Nakon 1000 simulacija sa različitim vrednostima ulaznih parametara, izračunato je 1000 

vrednosti CSAL i upoređeno sa CSAL iz validacione grupe. 

Isti postupak validacije sproveden je i za modele (6), (7) i (8) pri čemu su korišćeni 

odgovarajući parametri validacione grupe (TM=81,21±12,38, starost=50,3±6,91 i 

eGFR=38,18±19,11). Izračunate vrednosti CSAL iz modela (5–8) zatim su upoređene sa 

vrednostima CSAL iz grupe za validaciju i predstavljene na Slici 23a. Model sa najvećim 

slaganjem rezultata izdvojen je na Slici 23b. 
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Slika 23. (a) Validacija datih modela – poređenje simulacionih podataka (izračunatih vrednosti 

CSAL) i validacionih eksperimentalnih podataka (b) Primer validacije modela (5)  
Validacija MC simulacijom (1000 simuliranih pacijenata); CSAL– koncentracija MPA u salivi. 
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Na Slici 23a prikazan je opseg CSAL validacione grupe u poređenju sa simulacionim 

podacima (izračunatim vrednostima CSAL) iz modela (5–8). Najbolje slaganje poređenih 

vrednosti uočeno je za model (5), što je detaljnije prikazano na Slici 23b. Rezultati sa Slike 23b 

u potpunosti opravdavaju primenu modela (5) za korelaciju između parametara CSAL, ALB i CP i 

dalje određivanje i predviđanje između ovih parametara. 

Odgovarajućom simulacijom izvršena je analiza uticaja različitih vrednosti ALB (kao što su 

hipoalbuminemija i značajna hipoalbuminemija) na promenu CSAL (Slika 24). Rezultati pokazuju 

porast CSAL za 23% sa opsegom vrednosti ALB 26–35g/L, odnosno za 43% za ALB 20–25g/L. 

 

 

Slika 24. Koncentracija MPA u salivi u odnosu na vrednosti albumina: MC simulacija  
ALB – nivo albumina u serumu; CP – MPA plazma koncentracija; CSAL – koncentracija MPA u salivi  

Analizom rezultata dobijenih nakon procene neželjenih efekata terapije (Tabela 19) uočen je 

visok intenzitet neželjenih efekata koji se odnose na promene na koži – estetske promene (EST 

skor), efekte na nivou centralnog nervnog sistema – tremor, nesanicu i poremećaje ponašanja 

(CNS skor). 

Uzimajući u obzir dobijenu povezanost između CSAL i ALB, dalja analiza je bila usmerena 

na uticaj koncentracije farmakološki aktivne-nevezane MPA na pojavu i intenzitet neželjenih 

efekata leka u odnosu na ALB (Slika 25). Vrednosti albumina su podeljene u dve grupe: nizak 

ALB (26,30–38,50g/L) i visok ALB (38,60–48,80g/L). Pacijenti su podeljeni na osnovu 
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dobijenih skorova neželjenih efekata u dve grupe: nizak skor (bez simptoma ili jedan uočen 

znak/simptom) i visok skor (dva ili više primećenih znakova/simptoma). Pored toga, upoređena 

je CSAL u odnosu na skorove neželjenih efekata unutar različitih ALB grupa.  

Dobijeni rezultati su pokazali statistički značajnu razliku u EST skoru, pri čemu je viši EST 

skor bio povezan sa većom CSAL u grupi sa nižim nivoom albumina (145,41±219,02 naspram 

354,08±262,19; p=0,014). Takođe, veće vrednosti GIT skora bile su povezane sa većom CSAL, ali 

nije postignuta statistička značajnost (167,69±174,79 naspram 347,55±320,95; p=0,247). Sa 

druge strane, nije uočena statistička značajnost između CP i bilo kog od posmatranih skorova 

neželjenih efekata. 

 

 

 

Slika 25. Povezanost koncentracije MPA u salivi i skorova neželjenih efekata unutar grupa sa 

različitim nivoom albumina  
Mann–Whitney U test (n = 77);  CNS – centralni nervni sistem; EST – estetski; GIT – gastrointestinalni; OST – 

ostalo 
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7. Diskusija 

 

Mikofenolna kiselina, primenjena kao MMF ili EC-MPS, predstavlja sastavni deo većine 

imunosupresivnih protokola nakon transplantacije bubrega, najčešće u kombinaciji sa TAC (242). 

Procenjuje se da 79% pacijenata sa transplantiranim bubregom, 48% pacijenata sa 

transplantiranom jetrom i 75% pacijenata nakon transplantacije srca prilikom otpusta iz bolnice 

dobije MPA (70). Kada je MMF odobren za primenu pre više od 2 decenije, proizvođač je 

preporučio fiksno doziranje. U narednim godinama, rasla je svest o potrebi za personalizovanim 

doziranjem ovog leka u svim indikacijama, pre svega zbog uočene značajne farmakokinetičke 

varijabilnosti (243-245). Iz perspektive terapijskog praćenja lekova, određivanje koncentracije 

leka u plazmi ili serumu je najčešći metod i predstavlja praksu u nekim transplantacionim 

centrima (246, 247). Ipak, MPA pokazuje nelinearnu kinetiku, zbog čega male promene doze 

mogu dovesti do značajne promene koncentracije u plazmi. Varijabilnosti MPA doprinose i 

drugi faktori uključujući vezivanje za proteine plazme, enterohepatičnu cirkulaciju, bubrežnu 

funkciju, istovremeno primenjene lekove, funkciju GIT, unos hrane. Ovo može objasniti zašto 

određivanje jedne koncentracije u toku doznog intervala nije dovoljno adekvatno u predviđanju 

kliničkih ishoda (230). Procena izloženosti MPA na osnovu površine ispod krive (AUC), 

pokazala se uspešnijom u smislu korelacije sa ishodom i identifikacije terapijskih opsega (57, 

248). Predloženi terapijski opseg MPA AUC0-12 iznosi 30–60mgh/L (14, 107). Prateći ove 

preporuke, terapijski monitoring može biti koristan u smanjenju interindividualne varijabilnosti u 

izloženosti MPA, optimizaciji imunosupresivne terapije i prevenciji odbacivanja grafta u 

rutinskoj kliničkoj praksi (243).  

Tokom poslednje decenije, objavljene studije bavile su se personalizovanom 

imunosupresijom MPA, sa posebnim osvrtom na analitičke metode, metode za procenu 

izloženosti (uključujući farmakometriju), potencijalni uticaj farmakogenetike i praktične aspekte 

postizanja ciljne koncentracije (246, 249-251). Može se dovesti u pitanje značaj ovih 

kontinuiranih istraživanja, s obzirom na relativno nisku incidencu odbacivanja grafta kod 

pacijenata na imunosupresivnim režimima koji uključuju MPA. Ipak, učestalost neželjenih 

efekata nakon primene MPA često može biti uzrok prekida terapije. Vanhove i sar. su pokazali 
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da je tokom prve godine nakon transplantacije bubrega kod polovine pacijenata došlo do 

redukcije doze ili prekida terapije MPA, uglavnom zbog gastrointestinalnih i hematoloških 

neželjenih efekata (166). Sprovođenjem personalizovanog tretmana, veći broj pacijenata mogao 

bi da nastavi sa primenom odgovarajuće doze MPA i osigura bolji kvalitet života (14). Pored 

učestalih neželjenih efekata nakon primene MPA, problem predstavlja i hronično odbacivanje 

grafta. Kod određenog broja transplantiranih pacijenata, hronično odbacivanje grafta uslovljeno 

je razvojem donor specifičnih antitela (DSA – engl. donor-specific antibodies). Rezultati koji 

pokazuju da su takva odbacivanja grafta povezana sa niskom izloženošću MPA, govore u prilog 

individualnom doziranju MPA, posebno imajući na umu doživotno trajanje imunosupresivne 

terapije. Postoje indicije da bi MPA svojim mehanizmom delovanja mogao sprečiti razvoj DSA 

(252-254). 

Plazma je najčešće korišćena biološka tečnost za terapijsko praćenje lekova. Međutim, saliva 

se smatra pogodnijom za farmakometrijski pristup, s obzirom na njeno neinvazivno i isplativo 

uzorkovanje, posebno za praćenje nevezanih frakcija lekova. Novija istraživanja nastoje da 

razjasne faktore koji mogu uticati na odnos koncentracije MPA u plazmi i salivi (17, 109). 

Pristupi zasnovani na matematičkom modelovanju mogu biti od velike pomoći za donošenje 

ispravne odluke u vezi sa potencijalnim značajem određivanja koncentracije MPA u salivi (CSAL) 

kod pacijenata sa presađenim bubregom. Pored toga, izvedeni matematički modeli zasnovani na 

eksperimentalnim podacima, mogu se dalje validirati i simulirati kroz Monte Carlo pristup, što 

može povećati kredibilitet datih modela (255). 

7.1. Razvoj HPLC metode 
 

Analitičke metode za određivanje koncentracija MPA u plazmi mogu se podeliti u tri glavne 

grupe: (1) hromatografske metode (HPLC ili UHPLC sa UV/Vis spektrofotometrijskom, 

fluorescentnom ili masenom detekcijom); (2) imunološka određivanja (EMIT, cloned enzyme 

donor immunoassay (CEDIA) i particleenhanced turbidimetric inhibition immunoassay 

(PETINIA)); i (3) test inhibicije IMPDH.  Prednosti i nedostaci različitih metoda variraju, pa 

izbor metode zavisi od mogućnosti laboratorije i zahteva ispitivanja. Metode koje pripadaju 

drugoj i trećoj grupi dostupne su za automatizovane analize u biohemijskim laboratorijama (242, 

251). 
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Hromatografske metode se koriste za terapijsko praćenje MPA više od 20 godina. Za to 

vreme omogućile su razjašnjenje farmakokinetike i farmakodinamskih efekata MPA (256-258). 

Oko 50% laboratorija i dalje koristi hromatografske procedure za TDM MPA, a većina njih 

podrazumeva primenu HPLC metoda razvijenih u laboratorijskim uslovima. Najveće prednosti 

hromatografskih postupaka su specifičnost za ispitivani analit, veoma širok opseg merenja i 

mogućnost simultanog određivanja MPA i njenih metabolita (259, 260). Dodatni argumenti koji 

idu u prilog konvencionalnoj HPLC metodi su bolja robusnost, niži troškovi ulaganja i 

održavanja i veća dostupnost instrumenata i obučenog osoblja.  

Savremena farmaceutska analiza zahteva veliku efikasnost i kratko trajanje analize. HPLC 

razdvajanje u osnovi zavisi od fizičko-hemijskih osobina analita, karakteristika kolone, sastava i 

pH mobilne faze, a u manjoj meri i od brzine protoka mobilne faze i temperature kolone (261).  

U procesu razvoja metode ispitivan je uticaj sastava neorganske faze (voda, fosforna kiselina, 

acetatni i fosfatni pufer), njene pH vrednosti, sadržaja acetonitrila i temperature kolone. Dodatak 

fosfatnog pufera (dobijen mešanjem 10mM ortofosforne kiseline i 1M NaOH) značajno je 

poboljšao simetriju pikova ispitivanih supstanci, dok koncentracija pufera nije pokazala uticaj na 

retencione parametre. Očekivano je da će i pH vrednost neorganske faze imati veliki uticaj na 

retencione parametre. Veće pH vrednosti neorganske faze dovele su do povećanog uticaja 

promene sadržaja acetonitrila u mobilnoj fazi na posmatrani odgovor sistema. Ipak, najveći uticaj 

na razdvajanje standarda MPA i PP imao je sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi (Slika 6). 

Ovakav rezultat je očekivan s obzirom na lipofilni karakter MPA. Potpuno razdvajanje standarda 

MPA i IS, uz zadovoljavajuću simetriju pikova, postignuti su mobilnom fazom koja sadrži 50% 

acetonitrila. Acetonitril i metanol su najčešće korišćeni organski rastvarači za reverzno-faznu 

HPLC analizu, pre svega zbog rastvorljivosti i tačke ključanja (261). Među njima se acetonitril 

pokazao kao pogodniji na osnovu simetrije pikova i retencionih parametara supstanci. U procesu 

razvoja metode, ispitivan je i uticaj temperature kolone u opsegu od 30–40°C. Za 

hromatografsku analizu odabrana je temperatura kolone 30ºC s obzirom na najbolju simetriju 

posmatranih pikova (Slika 7). Identifikacija MPA vršena je preko retencionih vremena i 

snimljenih UV spektara (Slika 8) pri definisanim hromatografskim uslovima (Slika 9). 

Kvantifikacija MPA u ispitivanim uzorcima izvršena je metodom standarda poređenjem površina 

izmerenih pikova sa vrednostima standardnog rastvora MPA poznate koncentracije pri istim 

eksperimentalnim uslovima.  
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Za razliku od drugih imunosupresivnih lekova, MPA se u krvi distribuira ekstracelularno 

(samo 0,01% nalazi se u ćelijskim elementima). Stoga su plazma ili serum odgovarajuće 

biološke tečnosti za određivanje koncentracije MPA (106). U pokušaju da se standardizuje 

prikupljanje uzoraka za TDM MPA u rutinskoj praksi, plazma (sa dodatkom EDTA) 

preporučena je kao biološka tečnost izbora. Da bi se kvantifikovala koncentracija slobodnog leka, 

deproteinizovana plazma se može dobiti ultrafiltracijom (262). Za određivanje koncentracije 

MPA, sve se češće koriste i drugi biološki materijali poput salive, izolovanih mononuklearnih 

ćelija periferne krvi, homogenata tkiva ili urina (263). 

U pogledu stabilnosti analita, saliva se ponaša slično kao plazma (264, 265). Čuvanje 

uzoraka salive rezultiralo je stabilnim koncentracijama MPA tokom 60 dana na 25°C, 30 dana na 

37°C, 2 dana na 50°C i 50 dana na -20°C (266). Nije primećena značajna promena koncentracija 

MPA i MPAG ni posle tri ponovljena ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja salive (265, 266). 

Poznavanje vrednosti koncentracija MPA može pomoći u individualizaciji terapije osetljivih 

transplantiranih pacijenata (16, 62). Pacijenti sa niskom koncentracijom MPA izloženi su 

povećanom riziku od odbacivanja grafta, naročito u početnom periodu nakon transplantacije. 

Visoke koncentracije MPA mogu dovesti do pojave neželjenih efekata i toksičnosti (19, 57). 

Kompleksnost i vulnerabilnost transplantiranih pacijenata zahteva multidisciplinarnost u 

tumačenju rezultata izmerenih koncentracija MPA pri čemu klinički monitoring pacijenta uvek 

ima prednost nad dobijenim laboratorijskim vrednostima. Saradnja lekara kliničara-nefrologa, 

biohemičara i farmaceuta može doprineti optimalnim zdravstvenim ishodima pacijenta (1, 267). 

 

7.2. Validacija HPLC metode 

 

Validacija predstavlja postupak utvrđivanja karakterističnih analitičkih parametara koji 

pokazuju u kojoj meri je ispitivana metoda pogodna za primenu na određenom uzorku (208). 

Selektivnost metode opisuje mogućnost razdvajanja komponenti ispitivanog uzorka. Što je 

selektivnost veća, razdvajanje je bolje, a preklapanje hromatografskih pikova manje. Metoda se 

smatra selektivnom ukoliko je rezolucija između dva najbliža pika na hromatogramu veća od 1,5 

(211). Predložena metoda je zadovoljavajuće selektivnosti, jer nisu uočeni interferirajući pikovi 
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na retencionim vremenima koji odgovaraju MPA i PP nakon injektovanja uzoraka plazme 

opterećene MPA i PP u poređenju sa blank plazmom dobijenom od 10 zdravih dobrovoljaca 

(Slika 10). 

Linearnost metode predstavlja mogućnost detektovanja signala koji je direktno 

proporcionalan koncentraciji MPA u rastvoru (211). Linearnost metode je ispitivana serijom 

standardnih rastvora čija je koncentracija u opsegu 80–120% od očekivane koncentracije MPA. 

U ispitivanom opsegu (0,2–100µg/mL) procenjena je matematički i grafički. Dobijena 

kalibraciona kriva opisana jednačinom y=0,0495x+0,0249 (Slika 11) pokazala je linearnost 

metode u ispitivanom opsegu MPA, sa koeficijentom linearnosti 0,9995. To je potvrđeno i 

analizom značajnosti odsečka na ordinati Studentovim t-testom (p<0,05) (Tabela 3).  

Ispitivanjem preciznosti metode proverava se stepen rasipanja dobijenih rezultata nakon 

višestrukog analitičkog određivanja istog homogenog uzorka. U zavisnosti od uslova određivanja 

preciznosti, prema ICH preporukama, razlikuju se: ponovljivost (engl. repeatability), srednja 

preciznost (engl. intermediate precision) i reproduktivnost (engl. reproducibility) (212). 

Ponovljivost podrazumeva preciznost dobijenu za ponovljena merenja pod istim uslovima (isti 

analitičar, na istoj aparaturi i istim uzorcima) u kratkim vremenskim intervalima (intradnevna 

preciznost). Srednja preciznost procenjuje usaglašenost rezultata merenja dobijenih u okviru iste 

laboratorije pod različitim uslovima (više analitičara, različiti dani merenja, oprema, reagensi iz 

različitih boca). Na ovaj način je omogućeno praćenje uticaja slučajnih varijabli tokom rutinske 

primene metode u laboratoriji (interdnevna preciznost). Reproduktivnost (interlaboratorijska 

preciznost) predstavlja procenu preciznosti u različitim laboratorijama, na različitim aparatima, u 

više dana, od strane više analitičara. Prema smernicama ICH nije neophodno ispitivati 

reproduktivnost ukoliko je predhodno utvrđena srednja preciznost metode (268). Nakon 

ispitivanja intradnevne (Tabela 4) i interdnevne tačnosti i preciznosti (Tabela 5), primećeno je 

da su vrednosti RSD (%) i recovery (R, %) bile u skladu sa smernicama ICH: preciznost ≤15% i 

tačnost 85–115% na LQC, MQC i HQC nivou (212). 

Najmanja koncentracija MPA koju je bilo moguće detektovati u vidu signala koji se 

razlikuje od bazne linije, pri čemu je odnos signal/šum >3, predstavljala je limit detekcije (LOD). 

Limitom kvantifikacije (LLOQ) smatrana je najmanja koncentracija MPA koju je bilo moguće 

kvantifikovati sa zadovoljavajućom preciznošću za ponovljena iniciranja (u toku tri dana), a da je 
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pri tome odnos signal/šum >10 (211). Vrednosti limita detekcije i kvantifikacije dobijene su 

eksperimentalnim putem i iznosile su redom 0,025µg/mL i 0,2µg/mL, čime je povrđena 

osetljivost metode. Ispitivanjem intradnevne i interdnevne tačnosti i preciznosti LLOQ (Tabela 6) 

zabeležene su vrednosti RSD ≤ 20% i R u rasponu 80–120% u skladu sa ICH kriterijumom (212). 

Degradacija analita nije neuobičajena, pa je zato važno proveriti stabilnost MPA u periodu 

između sakupljanja uzoraka i njihove analize. U eksperimentima stabilnosti primenjuju se uslovi 

koji odražavaju realne situacije tokom analize i rukovanja uzorkom (212). Nakon izvođenja 

testova stabilnosti na LQC i HQC nivou (kratkotrajna stabilnost (Tabela 7), dugotrajna 

stabilnost (Tabela 8), stabilnost na autosempleru (Tabela 9) i stabilnost nakon tri ciklusa 

zamrzavanja i odmrzavanja (Tabela 10)), vrednosti RSD (%) za MPA bile su ispod 9,84%, dok 

je vrednost recovery (%) bila od 91,04% do 106,96%. Svim testovima dokazana je odgovarajuća 

stabilnost MPA.  

7.3. Populaciona farmakokinetička analiza mikofenolne 

kiseline kod pacijenata sa presađenim bubregom 
 

Populaciona analiza ima za cilj karakterizaciju farmakokinetičkih karakteristika leka i 

kvantifikaciju izvora varijabilnosti procenom uticaja intrinzičkih i ekstrinzičkih kovarijata. 

Rezultati modelovanja su često uključeni u informacije o leku, kao podrška preporukama o 

doziranju u posebnim populacijama pacijenata (198). Velika interindividualna i intraindividualna 

varijabilnost uočena u farmakokinetici MPA pripisuje se intrinzičkim varijablama specifičnim za 

pacijenta i bolest (60, 269). Ovo istraživanje bilo je fokusirano na razvoj i validaciju klinički 

primenljivog populacionog farmakokinetičkog modela MPA kod pacijenata sa presađenim 

bubregom, kao i identifikaciju faktora koji doprinose interindividualnoj varijabilnosti MPA. 

Analizirana je veza između farmakokinetičkih parametara, demografskih karakteristika 

pacijenata i biohemijskih faktora (Tabela 11).  

Tokom građenja populacionog modela, analizirane su kovarijate sa potencijalnim uticajem 

na MPA CL/F. Puni model pokazao je da na MPA CL/F značajno utiču starost, ukupna dnevna 

doza MPA, klirens kreatinina, nivo albumina, tip i pol donora i koterapija nifedipinom i 

takrolimusom. Posebno je interesantna činjenica da je koterapija nifedipinom bila značajna 

kovarijata i u finalnom modelu, pored starosti i ukupne dnevne doze MPA (Tabela 12).  
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Mikofenolna kiselina se uglavnom propisuje u fiksnoj dozi bez obzira na starost pacijenata 

(270). U sprovedenom istraživanju starost pacijenata prepoznata je kao faktor varijabilnosti MPA 

CL/F, što je u skladu sa prethodnim istraživanjima (271, 272). Wang i sar. pokazali su da je 

izloženost MPA bila značajno niža kod starijih pacijenata, uprkos tome što su koristili iste doze 

MMF (272). Potencijalno objašnjenje za nižu izloženost MPA su promene u procesu resorpcije 

izazvane starenjem. Pored toga, mnogi drugi faktori koji utiču na farmakokinetiku leka se 

menjaju sa godinama (bubrežna funkcija, telesna masa, hematokrit, volumen telesnih tečnosti, 

sadržaj masnog i mišićnog tkiva) i mogu usloviti korekciju doze leka (178, 197, 200). Iako je 

uticaj starosti ispitivan i u drugim studijama (93, 103, 147, 232, 236, 273-276), ova kovarijata 

nije uključena u finalne modele. Može biti posledica toga što su pomenute studije sprovedene 

kod odraslih pacijenata kod kojih su metabolički enzimi (npr. UGT1A9) i transporteri (npr. 

MRP-2) povezani sa MPA već u potpunosti eksprimirani (277, 278). Neki istraživači pokazali su 

da starost donora ima uticaj na kvalitet grafta pri transplantaciji, ali i u posttransplantacionom 

periodu jer utiče na histološku i funkcionalnu evoluciju grafta (279).  

Epidemiološke studije pokazuju da prevalenca hipertenzije (definisana kao krvni pritisak 

≥140/90mmHg) među pacijentima sa transplantiranim bubregom iznosi 70–90% (280-282). 

Blokatori kalcijumovih kanala (iz grupe dihidropiridina) pored ACE inhibitora/ATII blokatora su 

lekovi prvog izbora u lečenju hipertenzije kod ovih pacijenata. Primena kalcijum antagonista iz 

grupe dihidropiridina preporučuje se zbog njihove dokazane efikasnosti u poboljšanju funkcije 

grafta i minimiziranju vazokonstriktornih efekata CNI (283-285). Oni povećavaju protok krvi 

kroz bubrege i glomerularnu filtraciju kroz povećanje glomerularnog hidrostatskog pritiska i 

filtracione frakcije (286, 287). U meta-analizi koja je objedinila podatke iz 71 randomizovane 

kliničke studije, primećeno je značajno smanjenje rizika od gubitka grafta za 42% kada se 

primenjuju blokatori kalcijumovih kanala (284). Rezultati sprovedenog istraživanja pokazuju da 

je nifedipin (lek iz grupe dihidropiridina) deo antihipertenzivne terapije kod 32,85% pacijenata 

uključenih u istraživanje. Koterapija nifedipinom pokazala je značajan uticaj na MPA CL/F u 

finalnom modelu (model (1)). Pregledom literature uočeno je da su drugi autori testirali uticaj 

istovremeno primenjenih imunosupresivnih lekova (114, 122, 288). Pacijenti sa presađenim 

bubregom uključeni u populacione studije MPA su istovremeno koristili CNI (TAC ili CsA), sa 

ili bez kortikosteroida, ali informacije o drugim istovremeno primenjenim lekovima bile su 
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minimalne čime je potencijalno ograničena mogućnost identifikovanja komedikacije kao 

značajnih kovarijata u njihovim modelima. 

Analizom objavljenih populacionih studija MPA, utvrđeno je da je oko dve trećine 

uključivalo pacijente sa presađenim bubregom. Većina studija sprovedena je kod odraslih 

pacijenata (74, 93, 103, 114, 147, 226-236, 273-276, 289), a manji broj uključuje pedijatrijsku 

populaciju (190, 224, 225, 290). U nekim studijama učestovala je mešovita populacija pacijenata 

(kombinujući više od jednog tipa transplantacije ili autoimune bolesti) (115, 225, 228), čime je 

potencijalno ograničena specifičnost njihovih rezultata. Sa druge strane, ovi mešoviti populacioni 

modeli omogućavaju procenu uticaja specifičnih tipova pacijenata na farmakokinetiku MPA (npr. 

karakterizacija vrednosti CL/F za svaku grupu pacijenata u studiji de Winter i sar.) u okviru istog 

modela (115). 

Tokom poslednjih nekoliko decenija, predložene su različite metode modelovanja (291, 292). 

Koncept populacione analize zasnovan na pristupu nelinearnog modelovanja kombinovanih 

efekata koji je primenjen u sprovedenom istraživanju, uveden je od strane Sheiner i sar. 1972. 

godine (293), ali i dalje predstavlja zlatni standard (103, 115, 190, 227, 229, 231, 236, 273, 274, 

276, 289). Većina studija bila je fokusirana na izgradnju populacionog farmakokinetičkog 

modela. 

Većina studija pokušala je da karakteriše efekte fizioloških faktora (93, 103, 147, 229, 232, 

235, 236, 273-276, 289) i genetskih polimorfizama (93, 103, 236, 273-275, 289) na MPA CL/F.  

Literaturni podaci pokazuju da telesna masa pozitivno korelira sa ukupnim MPA CL/F (103, 

294). Može se pretpostaviti da bi povećana telesna masa mogla biti povezana sa pojačanom 

ekspresijom UGT proteina u jetri (295, 296), što dovodi do povišenog intrinzičkog klirensa MPA. 

U prilog tome govori podatak da su Quintairos i sar. vršili procenu populacione vrednosti CL/F 

na osnovu telesne mase (276). Pozitivna korelacija između telesne mase i MPA CL/F kod 

odraslih pacijenata sa presađenim bubregom prijavljena je i mnogo ranije od strane Le Guellec i 

sar. (297). Ipak, autori su pokazali da uključivanje TM u farmakokinetički model može dovesti 

do smanjenja varijabilnosti CL/F za jednu petinu (297). Stoga, doziranje MPA po kg TM ne bi u 

velikoj meri doprinelo optimizaciji tretmana MPA. 

Takođe, zabeležena je pozitivna korelacija između serumskog kreatinina i ukupnog MPA 

CL/F, što se može pripisati hipoalbuminemiji, metaboličkoj acidozi i uremiji (103, 274). 
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Smanjenje serumskog kreatinina sa 500 na 200mmol/L rezultiralo je smanjenjem MPA CL/F sa 

30 na 20L/h (103). U radu Van Hest i sar. klirens kreatinina od 25mL/min označen je kao 

granična vrednost za MPA CL/F kod pacijenata sa presađenim bubregom (298). Naime, pacijenti 

sa klirensom kreatinina manjim od 25mL/min pokazali su značajno veće srednje vrednosti MPA 

CL/F tokom prve tri nedelje nakon transplantacije u poređenju sa pacijentima kod kojih je 

zabeležen veći klirens kreatinina (298).  Moguće je da povišeni nivoi serumskog kreatinina 

jednostavno odražavaju smanjenje bubrežne funkcije, što može dovesti do akumulacije MPAG 

i/ili uremijskih toksina (103, 274). Određeni uremijski toksini (indoksil sulfat ili p-krezol sulfat) 

su inhibitori hepatičnih i bubrežnih transportera (MRP-2, OATP1B1/3, OAT-3) koji su 

odgovorni za bilijarno ili bubrežno izlučivanje MPAG (89, 113, 299, 300). Zajedno, ovi 

mehanizmi mogu potencijalno da objasne odnos između serumskog kreatinina i MPA CL/F. 

Istim mehanizmima bi se mogla objasniti i negativna korelacija između vremena nakon 

transplantacije i CL/F MPA, jer se funkcija bubrega postepeno poboljšava sa povećanjem 

vremena nakon transplantacije (226, 230, 289).   

Zbog visokog afiniteta vezivanja MPA za albumin, slobodna frakcija MPA i MPA CL/F u 

velikoj meri zavise od nivoa albumina (114, 115). Smanjenje slobodne frakcije MPA dovodi do 

privremenog smanjenja MPA CL/F i posledično povećane AUC ukupne MPA (271). 

Koncentracije albumina manje od 31g/L povezane su sa značajno većim koncentracijama 

slobodne MPA kod pacijenata nakon transplantacije bubrega, što može dovesti i do pojave 

neželjenih efekata (76). Povišena izloženost nevezanoj MPA je prijavljena i kod pedijatrijskih 

pacijenata sa smanjenim nivoom serumskog albumina (73, 74, 301). Sprovedeno istraživanje nije 

pokazalo uticaj serumskog albumina na MPA CL/F, što se može objasniti činjenicom da 

pacijenti obuhvaćeni istraživanjem nisu imali hipoalbuminemiju; srednja vrednost nivoa 

albumina bila je 42,11g/L (raspon 36–49) u grupi za građenje modela i 42,36g/L (raspon 37–49), 

u grupi za validaciju (Tabela 11). Takođe, ozbiljnost bolesti, klinički status ili uticaj istovremeno 

primenjenih lekova na vezivanje albumina mogu objasniti nedostatak korelacije između 

izloženosti MPA i nivoa albumina u sprovedenom istraživanju. 

Istovremeno primenjeni imunosupresivni lekovi imaju različit efekat na MPA CL/F. 

Zabeležen je 33% veći CL/F kod pacijenata koji su lečeni CsA+MPA u odnosu na pacijente koji 

su na terapiji TAC+MPA (80). Prethodno sprovedene studije pokazuju da CsA smanjuje 
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izloženost MPA (123, 298, 302, 303). Primećene su manje koncentracije MPA (1,2–4 puta) kod 

pacijenata sa presađenim bubregom koji istovremeno primenjuju CsA u odnosu na TAC (304, 

305). Pored toga, drugi pik MPA koji se javlja kao rezultat enterohepatične cirkulacije je manje 

izražen kod ovih pacijenata u poređenju sa onima koji su na terapiji TAC+MPA (306). Logično 

objašnjenje ove korelacije može biti inhibitorni efekat CsA na enterohepatičnu cirkulaciju MPA 

(234, 307). Neki autori preporučuju upotrebu 50% niže doze MMF/EC-MPS u kombinaciji sa 

TAC u odnosu na CsA (114, 308, 309). Rezultati sprovedenog istraživanja pokazuju statističku 

značajnost doze TAC na MPA CL/F u punom modelu, ali su u finalnom populacionom modelu 

drugi faktori pokazali veći uticaj. Nije zabeležen statistički značaj doze CsA na MPA CL/F što se 

može objasniti nižom učestalošću CsA u protokolima pacijenata uključenih u istraživanje. 

Van Hest i sar. uočili su negativnu korelaciju između nivoa hemoglobina i MPA CL/F (310). 

Međutim, novija istraživanja nisu potvrdila ovu povezanost (147, 236, 274). Slično tome, 

značajan uticaj pola na ukupni MPA/CL retko je prepoznat u populacionim farmakokinetičkim 

modelima (79, 97, 298) i trebalo bi ga dalje testirati s obzirom na ograničenu količinu podataka u 

literaturi. Kod pacijenata muškog pola zabeležena je za 11% veća vrednost MPA CL/F u 

poređenju sa pacijentima ženskog pola (79). Ispitivanjem uticaja etničke pripadnosti na 

farmakokinetiku MPA, primećen je manji MPA CL/F kod pacijenata iz Azije (žuta rasa) u 

poređenju sa pacijentima kavkaskog porekla (bela rasa) (116, 311). Ovaj efekat nije konačno 

dokazan u strogo kontrolisanom eksperimentu (312). Izostanak značajnog uticaja rase u ostalim 

istraživanjima može se objasniti ograničenim brojem studija koje su uključivale ispitanike 

različite etničke pripadnosti ili nedostatkom istraživanja rase kao kovarijate. 

Prema navodima Okour i sar. na CL/F MPAG značajno su uticali pol donora i dijabetes u 

vreme transplantacije (93). Veće vrednosti MPAG CL/F uočene su kod donora muškog pola (93). 

Sa druge strane, pacijenti koji su bolovali od dijabetesa u vreme transplantacije ispoljili su manji 

ukupni MPAG CL/F, a autori su ovo zapažanje pripisali smanjenom izlučivanju MPAG putem 

žuči i bubrega preko oštećenih transportera (93). Efekti dijabetesa na ekspresiju/aktivnost 

proteina rezistencije raka dojke (BCRP, uključen u bilijarnu ekskreciju MPAG) i transportera 

MRP-2 dokumentovani su na životinjskim modelima (88, 313). Pored toga, pozitivna korelacija 

između klirensa kreatinina i ukupnog MPAG CL/F (289) i između procenjene brzine 

glomerularne filtracije i nevezanog MPAG CL/F (147) u skladu su sa utvrđenom ulogom 
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bubrega u izlučivanju MPAG (60). Konkretno, smanjeni klirens kreatinina i brzina glomerularne 

filtracije mogu ukazivati na oštećenje bubrežne funkcije, što može biti uzrok smanjene aktivne 

tubularne sekrecije MPAG (60). 

Prethodne studije su pokazale da pored demografskih karakteristika i genetski faktori 

predstavljaju važne prediktore varijabilnosti u farmakokinetici MPA. Polimorfizam SLCO1B1 

388A>G (rs2306283) pokazao je značajan uticaj na MPA CL/F kod odraslih korejskih pacijenata 

(231). Kako gen SLCO1B1 kodira OATP1B1, transporter odgovoran za unos MPAG u 

hepatocite (89), Han i sar. sugerišu da ovaj genetski polimorfizam može doprineti 

bioraspoloživosti MPA (231). Ovaj polimorfizam je takođe testiran od strane Kim i sar. 

(korejska populacija) i Picard i sar., ali značajna povezanost nije uočena (89, 273). Pored toga, 

Kim i sar. navode da su nosioci UGT2B7 802 C>T (rs7439366) CT i TT genotipa pokazali 

smanjenu konstantu brzine metabolizma MPA do AcMPAG u poređenju sa kontrolama (273). 

Ovo zapažanje je u skladu sa smanjenjem intrinzičkog klirensa MPA u formiranju AcMPAG u in 

vitro humanim mikrozomima dobijenim od donora koji su nosioci UGT2B7 802 CT i TT 

genotipa (273, 314) i činjenicom da je UGT2B7 dominantni enzim odgovoran za nastanak 

AcMPAG (60). Pored toga, heterozigoti IMPDH-1 (rs2288553) pokazali su povećan ukupni 

MPAG CL/F (93), što može biti predmet daljih istraživanja. 

Za procenu adekvatnosti dobijenih modela, autori objavljenih populacionih studija koristili 

su, uglavnom, metode interne validacije (engl. bootstrapping, goodness-of-fit plots) zajedno sa 

vizuelnom prediktivnom procenom (93, 103, 115, 147, 190, 227, 229, 231, 232, 236, 273-276, 

289). Primena metoda interne validacije je uobičajena, ali je proveru bolje vršiti pomoću 

nasumično izabrane, eksterne grupe za validaciju, što je primenjeno i u sprovedenom istraživanju 

(202, 292).  

Validacija dobijenog populacionog modela MPA uključivanjem podataka pacijenata 

validacione grupe potvrdila je dobru pouzdanost i odgovarajući stepen greške predviđanja 

(Tabela 14). Pored toga, preciznost procene parametara finalnog modela (Tabela 13) bila je u 

skladu sa preporukama (191, 196, 291). Analizom grafika uočen je visok stepen slaganja 

predviđenih koncentracija sa izmerenim vrednostima, i na populacionom i na individualnom 

nivou (Slika 12). Na graficima se vidi da su vrednosti uglavnom bile ravnomerno raspoređene 

oko prave y=x. Pored navedenih grafika, prikazana je zavisnost rezidualne varijabilnosti i 
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predviđenih koncentracija (Slika 13) za finalni model. Može se videti uniformna raspodela oko 

prave y=0, kao i to da je većina WRES raspoređena između vrednosti -2 i +2, što je u skladu sa 

preporukama (196).  

 

7.4. Validacija populacionog modela primenom Monte Carlo 

simulacije  
 

Monte Carlo simulaciona metoda primenjena je sa ciljem da se pojednostavi postupak 

verifikacije objavljenih populacionih farmakokinetičkih modela i istovremeno validira dobijeni 

model MPA. Prema ovoj metodi, nasumične vrednosti farmakokinetičkih parametara u opsegu 

njihovih standardnih devijacija korišćene su kao ulazni parametar u testiranim modelima 

(Tabela 16). Nakon MC numeričkih proračuna, opseg očekivanih vrednosti CL/F za sve 

analizirane modele su jasno predstavljeni na Slikama 15–18. 

Populacioni farmakokinetički modeli MPA CL/F uključeni u eksternu validaciju pokazuju 

da su značajne kovarijate bile telesna masa, nivo albumina i klirens kreatinina (103, 114, 115). U 

studiji Yu i sar. (103), zabeležena je pozitivna korelacija između CL/F MPA i TM pacijenata sa 

presađenim bubregom (p=0,0065). Isti autori pokazali su značajnu korelaciju između MPA CL/F 

i nivoa kreatinina u serumu. Smanjenje serumskog kreatinina sa 500 na 200mmol/L rezultiralo je 

smanjenjem MPA CL/F sa 30 na 20L/h. Nivo serumskog albumina predstavlja značajan faktor 

varijabilnosti MPA CL/F u studijama Staatz i sar. i de Winter i sar. (114, 115).  

Dobijeni populacioni farmakokinetički model (1) pokazao je da su dnevna doza MPA, 

starost pacijenata i koterapija NIF bili značajni prediktori MPA CL/F, ali ne i nivo albumina, 

serumski kreatinin i telesna masa. Ovo se može objasniti sličnim karakteristikama naših 

pacijenata: prosečna telesna masa bila je 75,33±13,7kg, CV%=18,2%, prosečni nivo albumina: 

42,11±2,9g/L, CV%=6,9% (pri čemu nije bilo pacijenata sa nivoom albumina ispod 31g/L) i 

prosečni serumski kreatinin 141,43±44mmol/L (pri čemu je kod samo 10 pacijenata zabeležen 

serumski kreatinin iznad 180mmol/L). Međutim, studije čiji su modeli uključeni u eksternu 

validaciju bile su sprovedene u prvih mesec dana nakon transplantacije (studija Staatz i sar. (114) 

čak je sprovedena u prvih nedelju dana nakon transplantacije), što se prilično razlikuje u odnosu 
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na period koji je obuhvatilo sprovedeno istraživanje (1–204 meseca). Tokom prvih nedelja i 

meseci nakon transplantacije bubrega, zabeleženo je 30–50% porasta MPA AUC (60, 114, 309). 

Ovo povećanje izloženosti leku rezultat je smanjenja MPA CL/F tokom vremena koje može biti 

posledica brojnih faktora, uključujući povećanje nivoa serumskog albumina i hemoglobina, 

poboljšanje bubrežne funkcije i postepeno smanjenje doze CNI i doze kortikosteroida (57). 

Razlika u posttransplantacionom periodu objašnjava niži MPA CL/F u sprovedenom istraživanju 

u odnosu na posmatrane modele. 

Koterapija nifedipinom identifikovana je kao značajna kovarijata MPA CL/F u finalnom 

modelu, ali poređenje dobijenih rezultata je ograničeno jer NIF nije bio deo antihipertenzivne 

terapije pacijenata u odabranim studijama. Testiranjem podataka naših pacijenata na numeričkim 

populacionim modelima odabranih studija (model (2), model (3), model (4)), uočen je veći nivo 

slaganja za podatke pacijenata koji nisu na terapiji NIF (slike 16–18). Najveći nivo slaganja 

dobijenih rezultata zabeležen je testiranjem na modelu (4), u kome su telesna masa i nivo 

serumskog kreatinina prepoznati kao značajne kovarijate. Pored toga, testiranjem dobijenog 

modela (1) koristeći objavljene podatke izabranih studija, dobijene su najverovatnije vrednosti 

MPA CL/F, pri čemu se veće vrednosti uočavaju u prisustvu NIF (Slika 15). Ovakvi rezultati 

ukazuju na potrebu da se detaljnije istraži potencijalni uticaj NIF na varijabilnost MPA CL/F i 

njegov interakcioni potencijal. Međutim, noviji blokatori kalcijumovih kanala češće su prisutni u 

savremenoj antihipertenzivnoj terapiji, pa interakcije između NIF i MPA nije lako prepoznati u 

kliničkoj praksi (315, 316).  

7.5. Procena neželjenih efekata 
 

U odnosu na druge imunosupresivne lekove, MPA pokazuje manju toksičnost. Iako nema 

uski terapijski indeks kao TAC, neželjeni efekti MPA su često razlog nižeg stepena adherence i 

značajno utiču na kvalitet života pacijenata u posttransplantacionom periodu (317, 318). 

Objavljene studije pokazuju da pol i interakcije lekova mogu značajno uticati na 

farmakokinetiku TAC, ali i drugih imunosupresivnih lekova (70, 319, 320). Dobijeni rezultati 

pokazali su veće C0 koncentracije MPA kod pacijenata ženskog pola u poređenju sa pacijentima 

muškog pola (Tabela 18). Ovakav rezultat je u skladu sa prethodnim istraživanjem u kojem je 

zabeležen 10% do 25% manji MPA CL/F kod pacijenata ženskog pola (97). Isti autori su 
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pokazali da i rasa pacijenata značajno utiče na farmakokinetiku MPA. Sprovedeno istraživanje 

nije analiziralo uticaj rase jer se pacijenti uključeni u istraživanje nisu razlikovali po ovom 

kriterijumu. Nasuprot dobijenim rezultatima, Pescovitz i sar. nisu pronašli vezu između pola i 

farmakokinetičkih parametara MPA (321). Takođe, Shaw i sar. pokazali su da etnička pripadnost 

i pol ne utiču značajno na farmakokinetičke parametre MPA (322). Međutim, ove studije su 

sprovedene u ranom posttransplantacionom periodu, za razliku od našeg istraživanja u kome je 

prosečno vreme nakon transplantacije iznosilo 78,25±46,55 meseci.  Ovakvi rezultati sugerišu na 

potencijalni uticaj pola na farmakokinetiku MPA u kasnom posttransplantacionom periodu, 

doprinoseći njenoj varijabilnosti i ispoljavanju dugoročnih neželjenih efekata.  

Sprovedeno istraživanje je pokazalo da je 57% pacijenata sa transplantiranim bubregom 

imalo gastrointestinalne smetnje, čak i kada su koristili IPP (najčešće omeprazol i pantoprazol) 

ili blokator histaminskih H2 receptora (ranitidin). Slični rezultati su zabeleženi i u drugim 

studijama (323-325), mada je prijavljena veća učestalost GIT neželjenih efekata. Razlika u 

dobijenim rezultatima može biti posledica primenjene metodologije za procenu GIT simptoma u 

različitim istraživanjima, jer takvi simptomi često budu zanemareni od strane pacijenta i lekara. 

Pored toga, pacijenti koji su učestvovali u ovom istraživanju preventivno su koristili IPP ili 

blokator H2 receptora. Pantoprazol je najčešće propisivan lek iz grupe IPP kod pacijenata nakon 

presađivanja bubrega u cilju smanjenja gastrointestinalnih neželjenih efekata, poput dijareje i 

mučnine (129). Intravenska primena MMF je povezana sa većom incidencom GIT neželjenih 

efekata u poređenju sa oralnom primenom, što sugeriše da sistemska izloženost MPA i/ili 

njegovim metabolitima doprinosi GIT neželjenim efektima (326). 

Pacijenti ženskog pola uključeni u ovo istraživanje su prijavili ozbiljnije GIT simptome, 

naročito kada je reč o pojavi dijareje (tabela 21). Pored toga, kod njih su primećene statistički 

značajno veće doze MPA i C0 u plazmi u poređenju sa pacijentima muškog pola (Tabela 18). 

Ovo je u skladu sa rezultatima drugih studija (15, 166). Literaturni podaci pokazuju da je 

incidenca dijareje u toku prve godine nakon transplantacije bubrega bila u opsegu od 15,6% do 

32,5% nakon primene MMF u dnevnoj dozi od 2000mg u kombinaciji sa CsA (162, 327). Kod 

pacijenata koji koriste MMF u kombinaciji sa TAC, prijavljena incidenca dijareje je čak i veća 

(328, 329). Rezultati sprovedenog istraživanja pokazuju sličnu učestalost dijareje kod ispitivanih 

pacijenata: 25% kod pacijenata na terapiji MPA u kombinaciji sa TAC; 22,2% kod onih koji su 
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pored MPA koristili CsA (Tabela 22). Distribucija ostalih individualnih neželjenih efekata se 

nije statistički značajno razlikovala po grupama pacijenata. 

Mehanizmi odgovorni za GIT smetnje i posebno za pojavu dijareje nakon primene MMF su 

još uvek nedovoljno razjašnjeni. Kod pacijenata kod kojih je primena MMF praćena dijarejom 

primećena je vilozna atrofija duodenuma i inflamacija u ileumu (330, 331). Neki autori smatraju 

da AcMPAG, koji se preko žuči izlučuje u lumen creva, može izazvati dijareju (332). Shodno 

tome, pacijenti koji primenjuju MPA u kombinaciji sa CsA i nosioci polimorfizma bilijarnog 

transportera koji smanjuje izlučivanje metabolita MPA mogu imati blaže simptome dijareje 

(333). Liapis i sar. sugerišu da MMF narušava funkciju enterocita indukcijom apoptoze na nivou 

kripti debelog creva (334). Pored toga, primećene su ulceracije na sluzokoži usta i debelog creva 

koje se mogu pripisati toksičnosti MMF (335-337). Dodatno, MPA koji ima antibakterijski 

efekat, može poremetiti osetljiv balans crevne flore, povećavajući rizik od crevnih infekcija (325, 

338). Kod nekih pacijenata primena MMF je bila praćena enterokolitisom sličnim Kronovoj 

bolesti (339). Simptomi obično nestaju nakon smanjenja doze, privremenog prekida ili potpunog 

prekida uzimanja MMF (329). 

Formulacija MPA u obliku enterosolventnih tableta, EC-MPS, razvijena je sa ciljem da 

smanji incidencu GIT neželjenih efekata. Rezultati sprovedenog istraživanja pokazuju da su 

vrednosti GIT skora bile značajno veće kod pacijenata koji koriste MMF u odnosu na EC-MPS 

(Tabela 19). U skladu sa tim, u kliničkim studijama primećeno je poboljšanje gastrointestinalne 

podnošljivosti nakon konverzije sa MMF na EC-MPS (340-343). Shodno tome, EC-MPS bi 

mogao biti korisna alternativa kod pacijenata koji pate od GIT simptoma nakon primene MMF. 

Međutim, u dvostruko-slepim, uporednim studijama sa MMF primenjenim u ekvivalentnoj dozi, 

ukupna incidenca i profil GIT neželjenih efekata bili su slični kod pacijenata lečenih MMF i EC-

MPS (344-346). Tokom 12 meseci, 15,0% pacijenata na terapiji EC-MPS i 19,5% pacijenata na 

terapiji MMF zahtevalo je smanjenje doze zbog prisutnih GIT neželjenih efekata (345). 

Analizom dobijenih rezultata, uočava se veći GIT skor kod pacijenata ženskog pola u 

odnosu na pacijente muškog pola, sa statistički značajnom razlikom u grupi koja je koristila dozu 

MPA veću od 720mg (Tabela 20). Morissette i sar. proučavali su polne razlike u farmakokinetici 

MMF kod 100 pacijenata sa transplantiranim bubregom koristeći odnos koncentracije 

MPAG/MPA kao meru ukupne glukuronidacije (347). Gotovo dvostruka razlika u brzini i obimu 
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glukuronidacije posredovane UGT, ukazuje na to da muškarci imaju pojačanu glukuronidaciju u 

poređenju sa ženama (p <0,0001), što utiče na doziranje MPA (347). 

Iako su kod pacijenata ženskog pola zabeležene veće srednje vrednosti skorova (GIT, 

estetski, CNS, kumulativni) u poređenju sa pacijentima muškog pola u okviru istog režima 

doziranja, ove razlike nisu bile statistički značajne (osim za već pomenuti GIT skor u grupi koja 

je koristila dozu MPA veću od 720mg) (Tabela 20). Svi analizirani skorovi bili su viši kod 

pacijenata koji su koristili MPA u dozi od 720mg u poređenju sa višom dozom MPA. Slično 

tome, Zhang i sar. istraživali su efikasnost i bezbednost intenziviranog EC-MPS režima kod 

pacijenata nakon transplantacije bubrega (348). Ovaj režim podrazumevao je za 50% veće doze 

EC-MPS tokom prve dve nedelje nakon transplantacije u odnosu na standardni režim doziranja. 

Kod pacijenata na ovom režimu doziranja nije zabeležena povećana učestalost neželjenih efekata, 

uključujući dijareju i leukopeniju (348). Nasuprot tome, Vanhove i sar. navode da su 

gastrointestinalni neželjeni efekti i hematološka toksičnost glavni razlog smanjenja doze MMF u 

prvoj godini nakon transplantacije (166). Bunnapradist i sar. potvrdili su doznu zavisnost 

gastrointestinalnih neželjenih efekata kod pacijenata lečenih MPA (349). Nesklad između doze 

MPA i učestalosti neželjenih efekata kod naših pacijenata verovatno leži u činjenici da je 

prosečno vreme nakon transplantacije bilo 6,7 godina u grupi koja je koristila MPA u dozi od 

720mg u poređenju sa pacijentima koji su koristili veću dozu MPA gde je prosečno vreme nakon 

transplantacije bilo 5,5 godina. Pored toga, MPA u dozi od 720mg koristili su stariji pacijenti 

(46,7 nasuprot 41,7 godina) sa višestrukim komorbiditetima. 

Individualni estetski neželjeni efekti poput promena na koži bili su češći kod žena (p =0,037) 

(Tabela 21). Promene na koži bile su statistički značajno češće kod žena koje su koristile MPA u 

dozi većoj od 720mg u poređenju sa muškarcima sa istim doznim režimom (Slika 20). Akne su 

prijavljene kod 30,2% muškaraca i 20,8% žena sa presađenim bubregom i uglavnom su bile 

lokalizovane na licu i trupu, što je u skladu sa drugim istraživanjima (288, 350). Veća učestalost 

akni kod muških pacijenata ukazuje na mogućnost da je ovaj neželjeni efekat uslovljen 

hormonima (12). Rezultati sprovedenog istraživanja pokazuju da je posttransplantacioni 

dijabetes registrovan kod 17% muškaraca i 12,5% žena sa presađenim bubregom. Učestalost 

dijabetesa u našem istraživanju je slična onoj koja je zabeležena u drugim studijama (351, 352). 
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Prevalenca anemije (izazvana nedostatkom gvožđa) nakon presađivanja bubrega varira u 

zavisnosti od vremena proteklog od transplantacije. U grupi od 700 pacijenata sa presađenim 

bubregom kod kojih je prošlo najmanje godinu dana od transplantacije (srednja vrednost: 

5,4 godine, interkvartilna razlika: 1,9–12,0 godina), prevalenca anemije definisana kao nivo 

feritina <300μg/L i saturacija transferina <20% bila je 30% (353). Druge studije, sa srednjim 

vremenom nakon transplantacije od najmanje 4 godine, otkrile su prevalencu između 6% i 47% 

(354-358). Pojedini autori pokazali su da je prisustvo anemije udruženo sa povećanim rizikom od 

mortaliteta (353, 359-361). Pored toga, nedostatak gvožđa i niži nivo feritina i transferina u 

plazmi negativno utiču na kognitivne funkcije (pamćenje, pažnja, rasuđivanje) pacijenata sa 

presađenim bubregom (362). Statistički značajna povezanost između MPA AUC0-12 i 

hematoloških neželjenih efekata prijavljena je kod 34% pacijenata (14). U prospektivnoj studiji 

koja je obuhvatala 100 pacijenata sa transplantiranim bubregom na terapiji MPA u kombinaciji 

sa TAC, pacijenti sa leukopenijom i anemijom imali su značajno veći MPA AUC0-12 i C0 nakon 3 

i nakon 12 meseci od transplantacije (363). Druga prospektivna studija kod 31 pacijenta sa 

presađenim bubregom na terapiji MPA i CsA izvestila je da je MPA AUC bila značajno veća 

(62,1±21,1 naspram 39,8±15,2; p=0,0005) kod pacijenata koji su imali neželjene efekte 

(leukopeniju, anemiju, dijareju) (364).  

7.6. Značaj praćenja koncentracije mikofenolne kiseline u salivi 
 

U kliničkoj praksi postoji stalna težnja za unapređenjem terapije, posebno u osetljivoj grupi 

pacijenata. Stoga su specijalisti farmakoterapije fokusirani na poboljšanje zdravstvenih ishoda i 

kvalitet života pacijenata sa presađenim bubregom (106, 309, 365). Iz tog razloga, sve se češće 

koriste matematički alati i simulacije u cilju uspostavljanja veze između izloženosti lekovima i 

njihovog odnosa korist/rizik (14). U praksi je režim doziranja MPA pojednostavljen zbog nižeg 

toksičnog potencijala u poređenju sa kalcineurinskim inhibitorima (TAC ili CsA). Ipak, neke 

studije su naglasile potrebu za individualnim pristupom MPA praćenjem koncentracije u plazmi 

ili salivi, posebno kod pacijenata sa nižim ALB (58, 366). Stoga, praćenje CSAL MPA može biti 

značajno u proceni nivoa nevezane MPA. 

Tönshoff i sar. ukazuju na klinički značaj praćenja koncentracije MPA u cilju prevencije 

odbacivanja grafta, posebno kod pacijenata sa visokim imunološkim rizikom u ranom 
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posttransplantacionom periodu. Pomenuti autori su kao najrizičnije istakli pedijatrijsku i 

adolescentnu populaciju koji su lečeni imunosupresivnim protokolima koje karakteriše 

minimizacija ili potpuna eliminacija CNI i/ili kortikosteroida (58). Nasuprot tome, u našoj 

kliničkoj praksi nisu zastupljeni režimi potpune eliminacije CNI i/ili kortikosteroida.  

Ne postoje stroge preporuke za monitoring MPA, ali je dokazana korist nakon praćenja 

koncentracije MPA u pogledu efikasnosti i bezbednosti terapije (10). U populacionom 

farmakokinetičkom modelu, de Winter i sar. jasno su ukazali na povezanost doze MPA i ukupne 

i nevezane izloženosti (74). Takođe, ista studija je pokazala da promene u vezivanju za proteine 

usled izmenjene funkcije bubrega ili koncentracije albumina u plazmi utiču na ukupnu izloženost 

MPA, dok je uticaj na nevezanu izloženost bio manji (74). Ovaj rezultat je suprotan našim 

nalazima, gde je ALB uticao na nevezani MPA (model (5)). Utvrđena korelacija između 

nevezane i ukupne koncentracije MPA može biti povezana sa efikasnošću i neželjenim efektima. 

Jednačina (model (5)) dobijena fitovanjem eksperimentalnih podataka i verifikovana MC 

simulacijom (Slika 23), može biti korisna u proceni uticaja hipoalbuminemije na 

farmakokinetiku MPA na osnovu promena u nevezanoj koncentraciji MPA, s obzirom na to da je 

koncentracija u plazmi simulirana unutar eksperimentalno izmerenog opsega. Dobijeni model je 

pokazao značajno povećanje nevezane frakcije MPA (za 43%) ukoliko je ALB<25g/L (Slika 24) 

što se smatra klinički značajnom hipoalbuminemijom (367). Ovakvi rezultati mogu sugerisati da 

se terapijsko praćenje MPA treba razmotriti u odnosu na vrednosti ALB. U skladu sa tim, 

alternativni farmakokinetički (tj. nevezana frakcija MPA i metaboliti) i farmakodinamički 

pristupi pokazali su kliničku korisnost za predviđanje efikasnosti i toksičnosti leka (368-370). 

Nasuprot tome, neki autori nisu dokazali vezu između CSAL i ukupne ili slobodne koncentracije 

MPA u plazmi. Stoga su sugerisali da saliva nije pouzdan marker nivoa CP MPA (156, 371). 

Sprovedeno istraživanje je imalo za cilj da uspostavi vezu između ispoljenih neželjenih 

efekata i koncentracije nevezane MPA. Rezultati su pokazali veću učestalost GIT neželjenih 

efekata (dijareja, p=0,038) i EST neželjenih efekata (promene na koži, p=0,037) kod pacijenata 

ženskog pola (Tabela 21). Iako su GIT neželjeni efekti MPA detaljno istraženi, profil EST 

efekata još uvek nije razjašnjen, ali bi se mogli razmotriti sa aspekta adherence pacijenata. 

Poznato je da kortikosteroidi mogu izazvati EST neželjene efekte (31). Ipak, imajući u vidu 

pacijente uključene u ovo istraživanje i veoma nisku dozu prednizona (5–10mg/dan) u kasnom 
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posttransplantacionom periodu, njihov doprinos je minimalan. Štaviše, ustanovljena je veza 

između CSAL MPA i EST skora kod pacijenata sa različitim nivoom ALB (Slika 25). U grupi sa 

nižim nivoom ALB pokazana je povezanost između višeg EST skora i veće CSAL, što znači da 

povećanje CSAL može dovesti do povećanog intenziteta neželjenih efekata. Pored toga, ovakav 

rezultat ukazuje na potrebu preciznijeg praćenja MPA u kliničkoj praksi zbog povećanog rizika 

od neželjenih efekata kod pacijenata sa hipoalbuminemijom. Pregledom literature uočena su 

brojna istraživanja koja su ispitivala povezanost MPA AUC i C0 sa rizikom odbacivanja i 

pojavom neželjenih efekata. Međutim, mali broj studija se bavio istraživanjem veze između 

koncentracije nevezane MPA i kliničkih ishoda (efikasnost i neželjeni efekti) (57, 369). Iako se 

praćenje koncentracije nevezane MPA ne koristi često, primećeno je bolje predviđanje kliničkih 

ishoda, budući da je samo nevezana MPA farmakološki aktivna i sposobna da inhibira IMPDH 

(267). Značajno veće vrednosti nevezane MPA AUC0-6 primećene su kod pacijenata koji su imali 

jedan ili više neželjenih efekata (leukopenija, trombocitopenija ili infekcija) u prvih mesec dana 

nakon transplantacije (p=0,004) (372). Slična zapažanja su zabeležena kod pedijatrijskih 

pacijenata nakon transplantacije bubrega (373). Vrednost nevezane MPA AUC0-12 >0,4mgh/L 

(osetljivost 92% i specifičnost 61%) označena je kao granična za razlikovanje pacijenata sa 

leukopenijom ili infekcijom, što dodatno podržava korisnost merenja nevezane koncentracije 

MPA u poređenju sa ukupnim koncentracijama. 

Potencijalna ograničenja ovog istraživanja odnose se na mali broj pacijenata i činjenicu da 

su svi bili u kasnom posttransplantacionom periodu. U skladu sa kliničkim okolnostima bilo je 

moguće određivanje ukupne MPA u plazmi i koncentracije u salivi, ali ne i koncentracije 

nevezane MPA u plazmi ili metabolita MPAG. Pored toga, pacijenti su samostalno popunjavali 

upitnik o neželjenim efektima, koji nije uključivao verifikaciju lekara. Dodatno, zbog 

istovremeno primenjenih lekova, moguće je preklapanje neželjenih efekata. Potencijalno 

značajni polimorfizmi gena nisu razmatrani u fazi izgradnje populacionog modela, što ostaje kao 

jedan od ciljeva u budućnosti. Veliki doprinos ovog istraživanja ogleda se u dobijenoj jednačini 

populacionog modela koja daje osnovu za individualizaciju terapije MPA kod pacijenata sa 

prisutnim faktorima varijabilnosti. Dodatno, validirani model se može upotrebiti i za 

odgovarajuće simulacije radi ispitivanja potencijalnih kliničkih stanja. Glavni doprinos ove 

studije je dokazana povezanost koncentracije u salivi sa ispoljenim neželjenim efekatima MPA 

kod pacijenata sa presađenim bubregom. Buduća istraživanja imaće za cilj kreiranje optimalnog 
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matematičkog modela MPA CL/F koji će zameniti ili dopuniti terapijsko praćenje MPA i 

poboljšati zdravstvene ishode. Takođe, modele treba potvrditi i validirati u velikoj grupi 

pacijenata, uključujući i šire indikaciono područje, kao što su transplantacija jetre i autoimune 

bolesti.  
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8. Zaključak 
 

Na osnovu prikazanih rezultata, mogu se izvesti sledeći zaključci: 

• Razvijena je nova HPLC metoda za analizu MPA u plazmi pacijenata. Širok opseg 

metode, visoka osetljivost i kratko trajanje analize omogućavaju primenu metode u 

kliničkoj praksi.  

• Validirana metoda je pogodna za rutinsku analizu MPA u plazmi pacijenata nakon 

transplantacije bubrega. Može se koristiti za terapijsko praćenje lekova, kao i za 

farmakokinetičke studije.  

• Populacionom farmakokinetičkom analizom su identifikovani značajni faktori 

varijabilnosti MPA CL/F kod pacijenata sa presađenim bubregom. Najveći uticaj na 

MPA CL/F pokazali su starost pacijenata, dnevna doza MPA i koterapija nifedipinom. 

• Primenom metoda eksterne validacije (koristeći novi set podataka i Monte Carlo 

simulaciju) potvrđena je validnost razvijenog populacionog farmakokinetičkog modela.  

• Veće doze i C0 koncentracije MPA utvrđene su kod transplantiranih pacijenata ženskog 

pola. U istoj populaciji zabeležena je veća učestalost individualnih neželjenih efekata u 

odnosu na pripadnike muškog pola, pri čemu je statistički značajna razlika ustanovljena 

kod pojave dijareje i promena na koži.  

• Utvrđen je značajno veći GIT skor kod transplantiranih pacijenata ženskog pola koje su 

koristile doze MPA>720mg u poređenju sa muškarcima na istom režimu doziranja leka.  

• Vrednosti GIT skora bile su značajno veće kod pacijenata koji koriste MMF u odnosu na 

EC-MPS. 

• Dokazana je povezanost između koncentracije MPA u plazmi i salivi koristeći 

matematički pristup (metodu najmanjih kvadrata i Monte Carlo simulaciju). 

• Ustanovljena je veza između koncentracije MPA u salivi i EST skora kod pacijenata sa 

nižim nivoom albumina u plazmi. 
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Budući da MPA ne zahteva rutinski monitoring koncentracije, dobijeni populacioni 

farmakokinetički model daje osnovu za individualizaciju terapije kod transplantiranih pacijenata 

sa prisutnim faktorima varijabilnosti. Prilikom optimizacije režima doziranja MPA treba uzeti u 

obzir polne razlike u cilju postizanja efikasne i bezbedne terapije kod pacijenata sa presađenim 

bubregom. Praćenje koncentracije MPA u salivi može doprineti bezbednosti imunosupresivne 

terapije kod pacijenata sa presađenim bubregom. 
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Prilog 1 – Upitnik o neželjenim dejstvima 
 

GASTROINTESTINALNI NEŽELJENI EFEKTI 

1.1.  Povraćanje 

0:   Nikada  

1+: Povremeno 

2+: Često povraćanje koje zahteva simptomatsku terapiju 

1.2. Dijareja 

0:   Nikada 

1+: Jedna retka stolica dnevno 

2+: Dve do pet retkih stolica dnevno 

1.3. Dispepsija 

0:   Nema 

1+: Pojava probavnih smetnji u prvih sat vremena nakon primene imunosupresivne 

terapije 

2+: Višečasovne probavne smetnje  

3+: Probavne smetnje koje su vrlo česte i zahtevaju simptomatsku terapiju 

1.4.  Hiperaciditet želuca 

0:   Nema 

1+: Svakodnevna primena blokatora H2 receptora ILI inhibitora protonske pumpe 

2+: Svakodnevna primena blokatora H2 receptora I inhibitora protonske pumpe 

 

ESTETSKI NEŽELJENI EFEKTI 

2.1. Akne 

0:   Nema 

1+: Lezije ograničene na licu, bez specifičnog tretmana 

2+: Brojne lezije na licu i gornjem delu leđa 

3+: Stepen II i lokalni tretman 

4+: Stepen II i sistemski tretman 

2.2. Promene na koži 

0:   Bez promena 

1+: Bez velikih promena, pojava modrica 

2+: Oštećenja kože i česta pojava krvnih podliva 

3+: Stepen II i pojava strija, pucanje kože 

2.3. Hirzutizam 

0:   Nema 

1+: Pojačan rast kose 

2+: Primetno povećanje rasta kose  

3+: Stepen II i neophodna upotreba epilatora i brijača 

2.4. Okruglo lice (mesečevo lice) 

0:   Bez promena 

1+: Jedva primetno zaokrugljivanje vilica 
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2+: Zaokrugljivanje sa primetnim promenama u izgledu 

3+: Veoma izražene promene 

2.5. Hiperplazija desni 

0:   Nema 

1+: Blago uvećanje desni  

2+: Ozbiljno uvećanje desni i krvarenje 

2.6. Bivolji vrat 

0:   Bez promena 

1+: Prisutne promene 

 

NEŽELJENI EFEKTI NA CNS 

3.1. Tremor  

0:   Nema 

1+: Blagi tremor ispruženih ruku 

2+: Izraženi tremor ispruženih ruku  

3+: Tremor u stanju mirovanja i/ili tremor koji narušava normalno funkcionisanje 

3.2. Glavobolja 

0:   Nema 

1+: Prisutna 

3.3. Nesanica 

0:   Nema 

1+: Teškoće pri uspavljivanju 

2+: Česte nesanice koje zahtevaju farmakoterapiju 

3+: Težak poremećaj sna uprkos farmakoterapiji 

 

OSTALI NEŽELJENI EFEKTI 

4.1. Miopatija 

0:   Nema 

1+: Smanjena snaga ili slabost u mišićima 

2+: Očigledna slabost pri ustajanju ili u čučećem položaju 

3+: Gubitak mišićne mase i ozbiljno ograničenje pokreta 

4.2. Oftalmološke promene 

0:   Nema katarakte 

1+: Katarakta prisutna ili je hirurški uklonjena 

4.3. Manija  

0:   Nema 

1+: Nagle promene raspoloženja, brz govor 

2+: Veoma eksplozivno ponašanje, govor i aktivnosti 

4.4. Depresija 

0:   Nema 

1+: Depresivne misli koje ne utiču na svakodnevne aktivnosti pacijenta (bez 

antidepresiva) 

2+: Depresivne misli koje ne utiču na svakodnevne aktivnosti pacijenta (sa 

antidepresivima) 
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3+: Depresivne misli koje utiču na svakodnevne aktivnosti pacijenta (neredovna 

lična higijena, nemogućnost da se sam obuče i dr.), i na terapiji antidepresivima 

 

5.1. Posttransplatacioni diabetes mellitus 

                                Simptomi diabetesa i vrednosti glukoze ≥ 11,1mmol/L                           ILI 

                                Glikemija našte ≥ 7 mmol/L                                                                      ILI 

(2 kriterijuma       Vrednosti glukoze ≥ 11,1 mmol/L dva sata nakon OGTT testa             ILI 

su obavezna)          Glikozilirani hemoglobin A1C > 7%                                                        ILI 

                                Upotreba antijabetika 

0:   Nema             

1+: Prisutan           
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Prilog 2 – Saglasnost za primenu upitnika 
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