UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Mirjana Z. Cvetkovié

FAKTORI OD ZNACAJA ZA
FARMAKOKINETIKU CIKLOSPORINA A
KOD DECE SA TRANSPLANTIRANIM
BUBREGOM

Doktorska disertacija

Beograd, 2018



UNIVERSITY OF BELGRADE
MEDICAL FACULTY

Mirjana Z. Cvetkovié

IMPORTANT FACTORS FOR
PHARMACOKINETICS OF
CYCLOSPORINE A IN CHILDREN WITH
KIDNEY TRANSPLANT

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2018



Podaci o0 mentoru i ¢lanovima komisije:

Mentor: Prof. dr Mirjana Kosti¢, Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet

Clanovi komisije:

1. Prof. dr ViSnja Lezai¢, Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet
2. Prof. dr Radomir Naumovié¢, Univerzitet u Beogradu, Medicinski fakultet
3. Nauc¢ni savetnik, dr Maja Zivkovié, Institut za nuklearne nauke ,,Vinéa”



Veliku zahvalnost u prvom redu dugujem mentoru ovog rada, profesorki Mirjani Kostic.
Postovanje za sve Sto je ucinila i Sto ¢ini, neizmerno je. Hvala joj za savete, sugestije, ukazano
poverenje, spremnost za zajednicki rad.

Dr Maji Zivkovi¢ naucnoj savetnici i dr Aleksandri Stankovi¢ naucnoj savetnici Instituta
za nuklearne nauke “Vinca” hvala za sva dragocena istrazivanja i podatke. Izuzetna je cast i
privilegija imati ih za saradnike i drage saputnike na putu u caroban svet genetike. Hvala im za
nepopravljivu optimisticnost, vedrinu, razumevanje i ohrabrenje koje sam dobila u toku izrade
ove disertacije.

Iskrenu zahvalnost Prof. dr Amiri Peco-Anti¢, dr Divni Krusci¢, Brankici, Goci, Duletu,
Ivani, Bojani i Sanji $to su mi svojim neiscrpnim motivacijama i podstrecima pomogli da ovaj
rad dobije zavrsnu formu u kojoj ga prezentujem.

Dr Jadranki Mitrovi¢, dr Biljani VUkmir i sluzbi biohemijske laboratorije Univerzitetske
decje klinike hvala za razumevanje i strucnu pomoc.

Hvala osoblju Nefroloske sluzbe na iskrenoj ljudskoj pomoci.

Hvala mojim dragim prijateljima Sandri, Kaci, Fedi i Viktoru koji su me pratili, slusali i
razumevali.

Mojoj dragoj, velikoj, porodici hvala za ideal humanosti i moralni kodeks koji sam
ponela iz nje.

Dragim bakama i deki iskreno hvala za posvecéenost unucima i svaki trenutak proveden
sa njima.

Na kraju volela bih da izrazim neizmernu zahvalnost svojim najbliZima, suprugu
Draganu, sinovima Vasiliju i Jovanu. Oni su moja sigurna luka i bezrezervna podrska svih ovih
godina. Hvala mom Draganu Sto me je uvek podrzavao i ohrabrivao u situacijama kada nije bilo
lako usaglasiti svet nauke i porodicu. Hvala mu $to mi je uvek bio utociste, Sto me je podsticao
da istrajem u svemu, staloZena i mirna. Mojim najdrazim sinovima Vasketu i Joci, hvala sto ce
Jednog dana shvatiti znacaj mog rada. Oni su moja zvezda vodilja, moja svetlost. Njihova
dobrota, iskrenost u ocima su mi davali snagu da se borim i uverile u to da je najveca sreca na
svetu-srecno i zdravo dete.

Posveceno mojim sinovima i Draganu



FAKTORI OD ZNACAJA ZA FARMAKOKINETIKU CIKLOSPORINA A KOD
DECE SA TRANSPLANTIRANIM BUBREGOM

Sazetak

Transplantacija bubrega je najpozeljniji metod lecenja pedijatrijskih pacijenata sa
terminalnom bubreznom insuficijencijom, a Ciklosporin A (CsA) je imunosupresivni
lek koji se koristi kod transplantiranih bolesnika u cilju prevencije odbacivanja kalema.
Razlic¢ita ekspresija komponenata familije enzima CYP3A (prvenstveno CYP3A4 i
CYP3A5), POR enzima i P-glikoproteina moze biti uzrok individualne varijabilnosti u
apsorpciji, metabolizmu i tkivnoj distribuciji CsA. Individualni odgovor na terapiju
moze biti uslovljen prisustvom razli¢itih alelnih varijanti (polimorfizama tipa zamene
jednog nukleotidnog ponovka , eng. single nucleotide polymorphisms-SNP) u genima
koji kodiraju navedene enzime i transporter. Takode, biolo§ko sazrevanje decijeg

organizma doprinosi razlikama u farmakokinetici CsA u grupi pedijatrijskih pacijenata.

Ciljevi studije: 1. da se utvrdi frekvencija alela i genotipova polimorfizama u genima
za ABCB1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) i POR
(rs1057868) kod pedijatriskih pacijenata sa transplantiranim bubregom u Srbiji, 2. da se
ispita uticaj uzrasta pacijenta, kao nezavisnog faktora, na farmakokinetiku CsA tokom
prve godine nakon transplantacije, 3. da se ispita uticaj polimorfizama u genima za
ABCBL1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) i POR (rs1057868)
na farmakokinetiku CsA kod pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom u
Srbiji, tokom prve godine nakon transplantacije, 4. da se ispita uticaj polimorfizama u
genima za ABCB1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) i POR
(rs1057868) u zavisnosti od uzrasta pacijenta, na farmakokinetiku CsA kod
pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom u Srbiji, tokom prve godine

nakon transplantacije.

Metodologija: Istrazivanje je obavljeno na Univerzitetskoj decjoj klinici, u Centru za
hemodijalizu i transplantaciju, jedinom mestu u Srbiji, gde se radi transplantacija
bubrega kod pedijatrisjkih pacijenata uz njihovo postransplantaciono prac¢enje. U studiju
je ukljuceno 47 pacijenata kojima je transplantiran bubreg u periodu od 2001-2015

godine. Pacijentima je nakon transplantacije ukljuc¢en CsA u terapiju. Redovne kontrole



obavljene su jedan, tri, Sest i dvanaest meseci nakon transplantacije i uvek kada je to
bilo potrebno po proceni lekara. Na kontrolama su belezeni sledec¢i bazi¢ni podaci:
uzrast, pol, visina, tezina, krvni pritisak, redovna terapija koju uzimaju, vreme proteklo
od transplantacije bubrega. Uz standardne biohemijske analize, pacijentima smo merili
koncentraciju CsA u krvi pred jutarnju dozu (Co) i koncentraciju CsA u krvi dva sata
posle jutarnje doze (C,). Potom smo prerac¢unali odnose Cy nivoa leka u krvi i dnevne
doze leka (Co/D ng/ml kroz mg/kgTT) i C, nivoa leka u krvi i dnevne doze leka (C,/D
ng/ml kroz mg/kgTT). Genetske analize su obavljene u Laboratoriji za radiobiologiju i
molekularnu genetiku Instituta za nuklerne nauke ,,Vinc¢a“ tokom 2015/2016 godine.
Primenom TagMan®tehnologije su odredeni genotipovi slede¢ih polimorfizama u grupi
pacijenata;: ABCBL (rs 1045642), CYP3AS5 (rs 776746), CYP3A4 (rs35599367) i POR
(rs 1057868).

Rezultati: U grupi ispitanih pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom 26%
su bili nosioci ¢esceg alela polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1. Homozigotnih
nosioca polimorfnog alela je bilo 21%, dok je heterozigotnih nosioca polimorfnog alela
bilo 53%. Frekvenca c¢esceg alela je bila 0,52, a polimorfnog alela 0,48. U ispitanoj
grupi pacijenata nije bilo homozigota za alel CYP3A5*1 polimorfizma rs776746 u genu
za CYP3A5, koji omogucava metabolisanje lekova iako je rede prisutan alel.
Heterozigotni nosioci polimorfnog alela CYP3A5*3 su bili zastupljeni sa 13%, a
homozigoti za polimorfni alel sa 87 %. Frekvencija predackog, ali redeg alela je bila
0,06 a polimorfnog alela 0,94. U ispitanoj grupi pacijenata nije bilo homozigotnih
nosioca polimorfnog alela polimorfizma rs 35599367 u genu za CYP3A4. Homozigoti
za ceSc¢i alel CYP3A4*1 su bili zastupljeni sa 94%, dok je kod 6% pacijenata
detektovan polimorfni alel CYP3A4*22 u heterozigotnom obliku. Frekvenca cesceg
alela je bila 0,96, a polimorfnog alela 0,04. U ispitanoj grupi pacijenata bilo je 42%
homozigota za Ces¢i alel polimorfizma rs1057868 u genu za POR. Homozigotnih
nosioca polimorfnog alela POR*28 je bilo 13%, dok je heterozigotnih nosioca
polimorfnog alela bilo 45%. Frekvencija cesceg alela je bila 0,65, a polimorfnog alela
0,35. Pedijatrisjki pacijenti uzrasta do Sest godina su zahtevali znac¢ajno vec¢u dozu leka
za postizanje adekvatnih nivoa CsA u krvi u odnosu na pacijente uzrasta preko 6 godina
(7.12+1.56 vs 4.91 £1.75, p=0,001), $to je praceno znacajno manjim odnosom Co/D
(18.82+4.72 vs 34.19+11.8, p=0,001) i C,/D (106.75£26.99 vs 209.20+£71.57, p<0.001).



Nosioci polimorfnog alela T u genu za ABCB1 (rs1045642) su statisticki znacajno
¢esce primali dozu CsA <4 mg/kgTT u odnosu na homozigote alela C (95% vs. 50%,
p=0,005). Nosioci polimofrnog alela *28 u genu za POR (rs1057868) su statisticki
znacajno ¢e$c¢e primali dozu CsA >6 mg/kgTT u odnosu na homozigote za alel *1 (94%
vs. 62%, p=0.03) . Utvrdeno je da su pacijenti sa genotipom *3/*3 polimorfizma
rs776746 u genu za CYP3A5 (neekspresori) imali znacajno veée ukupne Co/D u
odnosu na grupu pacijenata CYP3A5 ekspresora (genotip *1/*3)(p=0,01).
Multivarijantnom analizom je utvrden nazavistan znaCajan obrnuto proporcionalan
efekat uzrasta (p<0.001) i znacajan efekat POR*28 polimorfizma (p=0.04) na ukupnu
dnevnu dozu CsA, dok su uzrast (p<0.001) i genotip sa alelom CYP3A5*1
polimorfizma rs776746 u genu za CYP3A5 (p=0.02) imali znacajan efekat na ukupni
odnos Cy/D. Detektovan je nezavistan zna¢ajan proporcionalan efekat uzrasta (p<0.001)
I znacajan efekat genotipa sa alelom POR*28 polimorfizma rs1057868 u genu za POR
(p=0.03) na ukupni odnos C,/D. U grupi pacijenata mladih od Sest godina utvrden je
nezavistan znacajan efekat genotipova sa alelom POR*28 polimorfizma rs1057868 u
genu za POR (p=0.012), genotipova sa alelom T polimorfizma rs1045642 u genu za
ABCB1 (p=0.04) i genotipova sa alelom CYP3A5*1 polimorfizma rs776746 u genu za
CYP3AG5 (p=0,006) na ukupni odnos C,/D, dok u grupi pacijenata starijih od Sest godina

nisu detektovani znac¢ajni efekti ispitanih polimorfizama.

Zakljucak: uzrast deteta, kao i alelne varijante ispitanih polimorfizama u genima za
POR, CYP3A5 i ABCBI su znacajno i nezavisno udruzeni sa farmakokinetikom CsA
kod pedijatrijskih pacijenata nakon transplantacije bubrega. Rezultati ove studije
svakako zahtevaju dodatno ispitivanje i proveru na veéem uzorku, $to je moguce jedino
u velikim multicentri¢nim studijama. U cilju boljeg prilagodavanja terapije svakom
pacijentu navedene faktore treba uzeti u obzir kao znacajne modulatore terapijskog

odgovora.
Kljuéne reci: deca, uzrast, transplantacija bubrega, Ciklosporin A, polimorfizam
Nau¢na oblast: medicina

UZa naucna oblast: pedijatrijska nefrologija



IMPORTANT FACTORS FOR PHARAMCOKINETICS OF CYCLOSPORINE
A IN CHILDREN WITH KIDNEY TRANSPLANT

ABSTRACT

Kidney transplantation is the most desirable method for the treatment of children with
terminal renal insufficiency and Cyclosporine A (CsA) is a cornerstone of
immunosuppressive therapy used in transplanted patients, in order to prevent the
rejection of kidney. Different expression of components of the CYP3A enzyme family
(primarily CYP3A4 and CYP3A5), POR enzyme and of P-glycoprotein, may be the
cause of individual variability in absorption, metabolism and tissue distribution of CsA.
Individual response to therapy may be conditioned by the presence of various allelic
variants (single nucleotide polymorphisms-SNP) in genes encoding said enzymes and a
transporter. Also, biological maturation of child organism contributes to differences in

the pharmacokinetics of CsA in a group of pediatric patients.

Aim: 1.to determine the frequency of alleles and genotypes of polymorphisms in genes
for ABCB1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) and POR
(rs1057868) in children with kidney transplants in Serbia; 2. to investigate the effect of
polymorphisms in the genes of ABCBL1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746), CYP3A4
(rs35599367) and POR (rs1057868) on the pharmacokinetics of CsA in children with
kidney transplants in Serbia; 3. to consider the influence of child age as an independent
factor on the pharmacokinetics of CsA in children with kidney transplants in Serbia; 4.
to investigate the effect of polymorphisms in the genes of ABCB1 (rs1045642),
CYP3AS (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) and POR (rs1057868) on the age of the

patient, on the pharmacokinetics of CsA in children with kidney transplants in Serbia.

Methodology: The research was carried out at the University Children's Hospital, at the
Center for Hemodialysis and Transplantation, the only place in Serbia, where kidney
transplants are performed, in line with post-transplant monitoring. The study included
47 children who had a kidney transplant in the period of 2001-2015. Patients received
CsA in the after transplantation treatment. Regular controls were performed 1, 3, 6 and

12 months after the transplantation and whenever needed by the doctor's assessment.



The controls recorded the following basic data: age, sex, height, weight, blood pressure,
regular therapy they take, time passed from kidney transplantation. In addition to
standard biochemical analyzes, the concentration of CsA in the blood was measured in
the morning before the morning dose (Co) and in the two hours after the morning dose
(C2). The blood levels of Cy and the daily dose of the drug (Co/ D ng / ml through mg /
kgTT) and C; blood levels and daily doses (C, / D ng / ml through mg / kgTT) were
calculated. Genetic analyzes were carried out at the Laboratory for Radiobiology and
Molecular Genetics at the Institute for Nuclear Sciences ,,Vin¢a* during 2015/2016. By
using TagMan® technology, genotypes of the following polymorphisms were
determined for 47 patients: ABCB1 (rs 1045642), CYP3A4 (rs35599367), CYP3A5 (rs
776746), and POR (rs 1057868).

Results: In the group of children with kidney transplantation, 26% of patients were
carriers of the wild type genotype of polymorphism rs1045642 in the ABCB1 gene. The
homozygous carrier of the polymorphic allele was 21%, while the heterozygous carriers
of the polymorphic allele were 53%. The wild type allele frequency was 0.52, and the
polymorphic allele was 0.48. In the investigated group of patients, there was no carrier
of the wild type genotype of polymorphism rs 776746 in the CYP3A5 gene. The
heterozygous carriers of the CYP3A5 * 3 polymorphic allele were present with 13% and
homozygous for polymorphic alleles with 87%. The frequency of the wild type allele
was 0.06, and the polymorphic allele 0.94. In the investigated group of patients there
were no homozygous carriers of the polymorphic allele polymorphism rs 35599367 in
the CYP3A4 gene. Homozygotes for wild type CYP3A4 * 1 allele were present with
94%, while in 6% of patients, polymorphic CYP3A4 * 22 allele was detected in
heterozygous form. The wild type allele frequency was 0.96, and the polymorphic allele
was 0.04. In the examined group of patients, there were 42% of carriers of the wild type
genotype of polymorphism rs1057868 in the POR gene. Homozygous carriers of
polymorphic allele POR * 28 were 13%, while heterozygous carriers of polymorphic
allele were 45%. The wild type allele frequency was 0.65, and the polymorphic allele
was 0.35. It has been found that children with genotype *3/*3 of polymorphism
rs776746 in the gene of CYP3AS5 (nonexpressors) have significantly higher total Co/D
compared to a group of children of CYP3A5 expressors (genotype
*1/*3)(p=0,01).Children aged < 6 years require significantly greater drug dose to



achieve adequate levels of CsA in blood compared to children aged > 6 years
(7.12+1.56 vs 4.91 £1.75, p=0,001), which is followed by significantly lower Co/D ratio
(18.82+4.72 vs 34.19+11.8, p=0,001) and C,/D (106.75+£26.99 vs 209.20+71.57,
p<0.001). The carriers of polymorphic T allele in the ABCB1 gene, statistically
observed, received daily dose of CsA < 4 mg/kgTT signifficant more often compared to
allele C homozygotes (95% vs. 50%, p=0,005). The carriers of polymorphic *28 allele
in the gene of POR (rs1057868), statistically observed, received daily dose of CsA >6
mg/kgTT signifficant more often compared to allele *1 (94% vs. 62%, p=0.03).
Multivariate analysis identified the independent, significant, inversely proportional
effect of age (p<0.001) and significant effect of the POR*28 polymorphism (p=0.04)
on the total daily dose of CsA, while age (p <0.001) and the genotype with CYP3A5*1
allele of polymorphism rs776746 in the gene of CYP3A5 (p=0.02) had a significant
effect on the total Co/D ratio.The independent, significant, proportional effect of age
(p<0.001) and a significant effect of the genotype with POR*28 allele of polymorphism
rs1057868 in the gene of POR (p=0.03) on a total C,/D ratio was detected. The
independent, significant effect of genotypes with the POR*28 allele of polymorphism
rs1057868 in the gene of POR (p=0.012), as well as of genotypes with the T allele of
polymorphism rs1045642 in the gene of ABCB1 (p=0.04) and genotypes with the
CYP3A5*1 allele of polymorphism rs776746 in the gene of CYP3A5 (p=0.006) on the
total C,/D was found in the group of children under 6 years of age, while no significant
effects of tested polymorphism were detected in the group of children older than 6

years.

Conclusion: Age of a child, as well as allelic variants of tested polymorphism in the
genes of POR, CYP3A5 and ABCBL, are significantly and independently associated
with pharmacokinetics of CsA in pediatric patients after kidney transplantation. The
results of this study certainly require additional research and cheching in a larger
sample, which is possible only in large multicenter studies. In order to better adapt the
therapy to each patient, the said factors should be taken into consideration as significant

modulators of therapeutic response.
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1.UvOD

1.1. Metode zamene bubreine funkcije

Metode zamene bubrezne funkcije, bolesnika sa terminalnom bubreznom
insufcijencijom (TBI) su: hemodijaliza (HD), peritoneumska dijaliza (PD) i
transplantacija bubrega. HD je ekstrakorporalna metoda purifikacije krvi koja se vrsi
procesom difuzije, ultrafiltracije ili konvekcije i adsorpcije od strane membrane za
dijalizu. PD je metoda zamene bubrezne funkcije Kkoji se odvija preko trbusne
maramice, koja je iskoriS¢ena kao bogato vaskularizovana povrSina za odstranjivanje
Stetnih materija iz organizma, takode, procesima difuzije, osmoze i ultrafiltacije.
NajceS¢e se primenjuje kontinuirana ambulatorna PD (KAPD) i kontinuirana cikli¢na
PD (KCPD), a rede drugi vidovi PD (Hrvacéevi¢ R, 2002). Transplantacija bubrega sa
zivog donora i kadavera je pocela da se radi Sezdesetih godina proslog veka. Hiruska
tehnika transplantacije je proufena i pre tog vremena. PoteSkoce je zadavala
medikamentna terapija ¢iji je cilj bio da suprimira imuni sistem domacina. U to vreme
pocela je da se radi tipizacija tkiva i cross-match. Kasnije, pronalazak boljih
imunosupresivnih lekova je doprineo znatno duzem preZivljavanju grafta tj. uspehu

ovog vida zamene bubrezne funkcije. (Prottas JM, 1988).

Donor bubrega za zivu transplantaciju je nejceS¢e krvni srodnik primaoca, mada
moze biti i supruznik ili prijatelj. Kadaveri¢ni donor je mozdano mrtva osoba koja se
arteficijalno odrzava u zivotu do preuzimanja alografta. Vreme cekanja na listi za
kadaveri¢nu transplantaciju je u pojedinim zemljama jako dugo. Sa druge strane
transplantacija sa Zivog donora moze se na vreme pripremati 1 biti inicijalni

(preemptivna transplantacija) metod zamene bubrezne funkcije.

Na prezivljavanje transplantiranog bubrega (grafta ili alografta) uticu brojni
faktori: HLA podudarnost, trajanje hladne i tople ishemije, prisustvo ili odsustvo
citotoksicnih antitela, epizode akutnog ili hroni¢nog odbacivanja transplantiranog

organa, primenjen imunosupresivni protokol itd.



1.2. Specificnosti transplantacije bubrega kod dece u odnosu na adultnu

populaciju

Za decu sa TBI transplantacija bubrega je zlatan standard zamene brezne funkcije uz
jednogodisnje prezivljavanje pacijenta i grafta preko 95%. Odraslo doba dozivi 90-95%
dece sa transplantiranim bubregom (Dharnidharka VRi sar., 2014, Allain Latinay E i
sar., 2009). Uspesnost ove metode zamene bubrezne funkcije raste vrtoglavom brzinom
tokom prethodne decenije zahvaljujuci napretku hiruske tenike, boljem odabiru donora i
primaoca, kao i boljoj kontroli komplikacija. Ne sme se zaboraviti sve mocnija
imunosupresivna terapija koja razli¢itim mehanizmima inhibira imuni Sistem domacina
(Hartono i sar., 2013). Od 1980 godine do 2012 godine ucestalost akutnih kriza
odbacivanja tokom prve godine je opala sa 80 % na 15% (Dharnidharka VR i sar.,
2014). Ipak, krajnja sudbina pedijatriskih pacijenata sa transplantiranim bubregom nije
bez zamki. Glavne barijere ka uspes$noj transplantaciji ranijih godina bile su kratkoro¢ne
komplikacije, prvenstveno akutno odbacivanje i ishemisko-reperfuziono ostecenje, a
danas dugoro¢ne komplikacije kao $to su hroni¢na alograft nefropatija, infekcija,
malignitet i kardiovaskularna bolest (Filler G i sar., 2010), koje zna¢ajno uti¢u na
morbiditet i mortalitet pacijenta/grafta. Kardiovaskularne bolesti transplantirane dece se
razlikiju u odnosu na odrasle. Kod odraslih, bolest se manifestuje simptomima
ishemijske bolesti srca, koji se ne javljaju kod pedijatrijskih pacijenata. U faktore rizika
kardiovaskularnog mortaliteta/morbiditeta kod dece sa transplantiranim bubregom
spadaju: hipertenzija, dijabetes melitus i dislipidemija, dobro poznate komplikacije
hroni¢ne primene imunosupresivne terapije. Naj¢es¢i kardiovaskularni uzrok smrti kod

dece sa transplantiranim bubregom je aritmija (Cattaneo D i sar., 2012).

Kada se govori o transplantaciji ove grupe pacijenata neprestano se raspravlja o
novim strategijama i izmenama. Takode, izucavaju se novi imunosupresivni protokoli,
ne samo sa ciljem da se smanji rizik odbacivanja grafta, ve¢ da se obezbedi normalan
rast i razvoj deteta. Alograft nefropatija je vodeci uzrok insuficijencije grafta posle prve
godine od transplantacije (Filler G, 2011). Destogodisnje prezivljavanje grafta posle
transplantacije u pedijatriskoj dobi je 50-60% (Fille G i sar., 2010). Mehanizmi koji
dovode do gubitka nefrona i disfunkcije grafta su imunoloski i neimunoloski. Znacajan

neimunoloski faktor je svakako akutna i hroni¢na nefrotoksi¢nost izazvana upotrebom



kalcineurin inhibitora (CNI): Ciklosporina A (CsA) i Takrolimusa (Tac). Ovi lekovi
takode doprinose 1 arterijskoj hipertenziji i dislipidemiji, slede¢a dva faktora odgovorna
za slabljenje funkcije grafta pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom
(Cattaneo D i sar., 2012). Od kada je poznat nefrotoksi¢an efekat CNI, prvenstveno kod
njihove dugotrajne upotrebe, inidikovana je modifikacija imunosupresivnog protokola u
slu¢aju histoloske potvrde nefrotoksicnosti. Otuda postoje razliiti imunosupresivni
protokoli koji imaju za cilj da izbegnu ili smanje CNI indukovanu nefrotoksi¢nost
(Hocker B i sar., 2011, Sarwal M i sar., 2007, Pescovitz MD, 2008). Nazalost,
iskljucenje CNI kod pedijatriskih pacijenata sa stabilnom ili oslabljenom funkcijom
transplantiranog bubrega cesto dovodi do neZeljenih efekata po graft, prvenstveno
akutnih kriza odbacivanja koje se jave kod 20% bolesnika (Hocker B i sar., 2011).
Takode, de novo upotreba m-TOR inhibitora (sirolimusa ili everolimusa) ili konverzija
sa CNI na m-TOR inhibitore je druga terapijska opcija koja ima za cilj redukciju
nefrotoksi¢nosti izazvanu CNI (HOcker B i sar., 2011, Sarwal M i sar., 2007). Medutim,
m-TOR inhibitori nose sa sobom rizik od drugih nezeljenih efekata kao S§to su
proteinurija, hiperlipidemija, mijelosupresija, hipergonadotropni hipogonadizam.
Indukciona terapija antitelima je svakako dovela do redukovanja doze CNI i
kortikosteroida uz odrzavanje adekvatne imunosupresije, ali 1 ovaj vid terapije ima svoje
rizike, pre svega vecu stopu infekcija izazvane citomegalovirusom (CMV), polioma
virusima i ucestaliju pojavu limfoma (Pescovitz MD, 2008). Dalje poboljsanje
dugoro¢nog prezivljavanja transplantiranog bubrega u de¢jem uzrastu zahteva
fokusiranje na dugoro¢ne komplikacije kao s§to su kardiovaskulni problemi i suvi$na
imunosupresija, kao i njihovo suzbijanje. Jedan od nacina izbegavanja i leCenja
nezeljenih efekata pojedinih imunosupresiva je svakako i prilagodavanje terapije
individualnim potrebama pacijenta. U proslosti doze imunosupresivnih lekova kod dece
odredivane su individualno, na osnovu telesne tezine ili telesne povrSine. Danas nam je
svakako od velike koristi i odre¢ivanje koncentracije leka u krvi i u skladu sa tim
korigovanje doze. Medutim, sve je veci broj studija koji ukazuje na znacaj
farmakogenetskog testiranja potencijalnih primaoca bubrega. Na osnovu rezultata ovih
ispitivanja svakog pojedinca, pristupa se individualnom imunosupresivnom protokolu i

dozi lekova. U ovom pogledu sada nam je od najveceg znacaja identifikacija SNP (eng.



single nucleotide polymorphisms) i haplotipova odgovornih za kodiranje proteina

ukljucenih u transport, metabolizam i odgovor na lek (Cattaneo D i sar., 2012).

Izvesni aspekti transplantacije bubrega kod dece 1 odraslih su sli¢ni:
imunosupresivni lekovi i protokoli njihove primene se ne razlikuju znac¢ajno, Kreatinin
je osnovni serumski biomarker funkcije grafta, dijagnoza akutnog odbacivanja postavlja
se na osnovu biopsije bubrega uz primenu Banff kriterijuma za Kklasifikaciju
odbacivanja, mehanizmi odbacivanja kalema su takode sli¢ni (Haas M i sar., 2014,
Nankivell BJ, 2010, Harmon WE, 2010, Solez K i sar., 2008).

Medutim, drugi aspekti transplantacije bubrega dece se razlikuju u odnosu na
adultnu populaciju i to prvenstveno: imunoloski faktori, primarna bubrezna bolest koja
dovodi do bubrezne insuficijencije, uz ¢esto pridruzen uroloski problem, vakcinacija
koju je potrebno obaviti pre transplantacije, specifiénost dodele bubrega od
kadaveri¢nog donora kada su u pitanju deca primaoci, specificnost hiruskih tehnika
transplantacije kod male dece, specificnosti metabolizma lekova najmladih pacijenata,
veca uclestalost primarnih virusnih infekcija nakon transplantacije, neophodnost
pracenja rasta deteta i njegovog neurokongnitivnog razvoja, na kraju, ali ne manje bitno,
ne sme se zaboraviti da dete sa transplantiranim bubregom mora biti spremno za
prelazak u adultni centar gde ¢e se dalje obavljati kontrole i sprovoditi potrebno lecenje

(Dharnidharka VR i sar., 2014, Medeiros M i sar., 2015).

1.2.1. Specificnosti imunog sistema deteta posmatrano sa aspekta transplantacije

organa

Imuni sistem coveka trpi brojne promene od rodjenja do adultnog doba sto
svakako uti¢e na antigensku prezentaciju i imuni odgovor prema graftu. Tokom rasta i
razvoja deteta dolazi do sazrevanja imunog sistema. Povecava se broj cirkulisu¢ih T i B
¢elija u krvi, §to je praceno i povecanjem aloreaktivnosti (Shearer WT i sar., 2003,
Hértel C i sar., 2005). Aktivnost timusa je snazna tokom detinjsva, ali slabi u zrelom
dobu (McFarland RD i sar., 2000). Kod odraslih involucija (atrofija) timusa (Linton PJ i
sar., 2004, Dorshkind K (1) i sar., 2009) i stalna izloZenost antigenima dovodi do
prelaska naivnih T Celija u memorijske T c¢elije (McFarland RD i sar., 2000). U

poredenju sa odraslima, deca imaju aloimuni odgovor koji se karakteriSe manjom



ekspresijom kostimulatornog liganda CD40L na T ¢elijama (Brugnoni D i sar., 1996),
manjim brojem antigen specifi¢nih T ¢Eelijskih prekursora (Hassan J i sar., 1996), vis§im
nivoom citokina Th2 ¢elija u odnosu na citokine Thl ¢elija (Hanna-Wakim R i sar.,
2009), smanjenom efektornom funkcijom T ¢elija (Chiba Y i sar 1989) i nizim titrom
anti-HLA antitela pre transplantacije (Gupta A i sar 2008). Tako npr. stepen aktivacije
CD4+T ¢eija, koje produkuju citokine (IFN-y; IL4), nakon stimulacije enterotoksinom
stafilokoka je znatno manji kod dece do 10 godine u odnosu na stariju populaciju
(Dorshkind K (2) i sar., 2009, Hanna-Wakim R i sar., 2009). Manje zrele dendritske
¢elije, doprinose manjem stepenu hroni¢nog odbacivanja grafta kod najmladih
pacijenata. Sve ovo ukazuje da ,,naivan“ imuni sistem dece doprinosi boljoj prognozi
posle transplantacije kada govorimo o odbacivanju, vaznom nezeljenom efektu ove
metode leCenja bubrezne insuficijencije, kao i boljim rezultatima u pogledu

prezivljavanja grafta kod dece mlade od pet godina.

1.2.2. Najéeséi uzroci bubreZne insuficijencije u deCjem uzrastu

Vode¢i uzrok bubrezne insuficijencije u mladem de¢jem uzrastu su urodene ili
nasledne bolesti bubrega i urinarnog trakta, (engl. congenital abnormalities of the
kidney and urinary tract —-CAKUT). Naj¢es¢e bolesti koje spadaju u ovu grupu su
displazija bubrega, opstruktivna uropatija i refluksna nefropatija. CAKUT cesto
zahtevaju uroloski treman i specifi¢énu primpremu primaoca bubrega kako pre, tako i
posle transplantacije. Losa funkcija mokra¢ne beSike Cesto prati CAKUT. Kod
bolesnika sa valvulom uretre posterior (VUP) nefrostoma je cesto neophodna u
najranijem detinjstvu u cilju dekompresije difunkcionalne mokraéne besike. Nekada je
nefrostoma od velike koristi i nakon transplantacije, duzi ili kra¢i vremenski period. U
slu¢aju malog kapaciteta mokraéne besike pribegava se augmentaciji naj¢esce uz pomoé
ileuma ili apendiksa. Neka deca zahtevaju redovnu intermitetntnu Katetrizaciju
mokraéne besike. Pacijenti sa opstruktivnom uropatijom ces¢e imaju infekcije urinarnog
trakta (IUT) cak i posle transplantacije u odnosu na decu sa drugim uzrokom bubrezne
slabosti. To Cesto zahteva dugotrajnu antibiotsku profilaksu (Dharnidharka VR i sar.,
2014) .



U kasnijem detinjstvu najces¢i uzrok bubrezne slabosti su glomerulopatije:fokalna
segmentna glomeruloskleroza (FSGS) i lupus nefritis. FSGS se u velikom procentu
vraca u transplantiran bubreg u prvim satima i danima posle transplantacije. To zahteva
specifican tretman i pravi velike probleme u ranom postransplantacionom toku
(Dharnidharka VR i sar., 2014) .

U adultnom dobu, naj¢es$¢i uzroci primarne bubrezne slabosti koji zahtevaju
zamenu bubrezne funkcije su diabetes mellitus, hipertenzija i autozomno dominantna
policisti¢na bolest bubrega (Dharnidharka VR i sar., 2014).

1.2.3. Neophodnost vakcinacije pre transplantacije organa

Deca se vakciniSu prema kalendaru vakcinacije, a u cilju prevencije odredenih
infektivnih  bolesti. Medutim, vakcine mogu biti neefektivne ako se daju
imunokompromitovanom pacijentu. Zbog toga je od kljuénog znaCaja potpuna
imunizacija deteta pre transplantacije organa. Nazalost, imuni sitem najmaladih
pacijenata sa TBI je znatno slabiji u odnosu na zdravu populaciju uz smanjeno trajanje
ve¢ steCenog imuniteta. To Cesto zahteva vecu pocetnu dozu vakcine, kontrolu titra
antitela i u skladu sa potrebama primenu booster doze vakcine. Posle transplantacije
organa primena zivih vakcina je zabranjena, a ostale vackine mogu biti primenjene
nakon smanjenja visoke doze imunosupresiva, uglavnom Sest do dvanest meseci nakon
transplantacije (Neu AM i sar., 1998). Vakcina protiv gripa se savetuje svake godine
(Dharnidharka VR i sar., 2014).

1.2.4. Prioritet dece kao primaoca bubrega u slucaju kadaveri¢ne transplantacije

Raspodela bubrega od kadaveri¢nog donora zahteva primenu sloZzenog algoritma
koji izmedu ostalog obuhvata: stepen anti-HLA senzibilizacije, potrebu za vise
kadaveri¢nih organa, podudarnost krvne grupe, relativnu HLA podudarnost, vreme
¢ekanja na listi za kadaveri¢nu transplantaciju.

Procenat dece na listi ¢ekanja za kadaveri¢nu transplantaciju bubrega je mali.
Takode, ova grupa pacijenata zahteva veéi broj transplantacija u zivotu. Shodno tome i

naravno gore pomenutim specifinostima de¢jeg organizma, prvenstvenu u pogledu



rasta i ravoja, u mnogim zemljama ova populacija pacijenata ima prioritet pri dodeli
kadaveri¢nog organa. Stoga se kvalitetniji bubrezi od mladih preminulih donora,
prvenstveno, dodeljuju deci. U tim zemljama vreme Cekanja dece na kadaveri¢nu
transplantaciju je kratko, do 3 meseca (Reese PP i sar., 2014). Medutim, ova strategija
smanjuje broj transplantacija sa zivog donora §to uz losiju HLA podudarnosti primaoca
i kadaveri¢nih donora utice na losiji rani i kasni postransplantacioni ishod (Moudgil A i

sar., 2013).

1.2.5. Hiru$ki aspekti transplantacije kod dece

Sto se ti¢e veli¢ine grafta, danas se u centrima sa velikim iskustvo i obuéenim
hiruskim kadrom adultni bubrezi presaduju deci, ako su dostigli TT od Sest kilograma.
U velikom broju slucajeva, peritonealna duplja odojéeta ima dovoljno mesta da primi
adultni organ bez kompresije grafta (Sarwal MM i sar., 2000). Medutim, ¢ak i kada
hiruski aspekt transplantacije dobro prode, presadivanje adultnog organa detetu nije bez
zackoljica. Tako npr. veliki graft kod malog deteta doprinosi velikoj glomerulskoj
filtraciji i posledi¢no niskim vrednostima serumskog kreatinina. Stoga nam vrednost
kreatinin u serumu (koja u ovom slucaju moze biti normalna ili niska) ne moze biti
alarm za akutno odbacivanje.

Hiruska procedura transplantacije bubrega kod dece TT preko 30 kg se ne razlikuje
u odnosu na adulte. Kod deteta sa TT ispod 10 kg, posle medijalnog longitudinalnog
reza, bubreg se smesta intraperitonealno obzirom da je prostor izmedu peritoneuma 1
subkutane fascije ograni¢en. Anastomoza se pravi izmedu renalnih krvnih sudova
donora i aorte i vene kave inferior primaoca. Kod dece sa TT izmedu 10-30 kg svaki
hirurg ima individualni pristup u pogledu anastomoze i mesta gde ¢e se bubreg
transplantirati, prvenstveno zavisno od anatomskih osobenosti primaoca.

Kod male dece, stroga paznja se mora posvetiti intravaskularnom volumenu tokom
transplantacije i u ranom postoperativnom toku (Salvatierra O Jr i sar., 2006, Shapiro R
i sar., 2010).

Privremeni ureteralni stent se uglavnom koristi kod adultnih pacijenata (Wilson CH
i sar., 2005), ali se ne zna sa sigurno$¢u njegova korist kod transplantirane dece.

Svakako je ureteralni stent bio uobi¢ajena preporuka pre njegovog dovodenja u vezu sa



BK nefropatijom (Thomas A i sar., 2007, Brennan DC i sar., 2005). Pojedini pedijatriski
pacijenti zahtevaju reinplantaciju uretera, augmentaciju mogra¢ne beSike i druge

uroloske intervencije pre ili tokom transplantacije bubrega (Riley P i sar., 2010).

1.3. Specifi¢nosti postransplantacionog toka kod dece u odnosu na adultnu
populaciju

1.3.1. PreZivljavanje transplantiranog organa

Prezivljavanje grafta bubrega kod pedijatriskih pacijenata vremenom je znatno
bolje. Za takav napredak odgovorni su brojni faktori: bolja pretransplantaciona
primprema, usavrSavanje hiruskih  tehnika, paZzljiv izbor donora, mo¢ni
imunosupresivni lekovi, bolje razumevanje farmakokinetike u de¢jem uzrastu, primena
savremenih terapijskih protokola. Pored toga stopa akutnog odbacivanje, kod
pedijatriskih pacijenata, se znatno smanjila u prvoj godini posle translantacije sa 55%,
kolika je bila kasnih 80 godina proslog veka, na 10% prema poslednjim istraZivanjima.
Ovaj trend prate ¢ak i zemlje u razvoju, koje svakako imaju nizu stopu transplantacija i
manje resusrse za skupe imunosupresive. Najveca stopa poboljsanja je primecena kod
pedijatriskih pacijenata od 5 i ispod 5 godina (Dharnidharka VR i sar., 2014).

Adolescenti imaju najlosiju stopu dugoro¢nog prezivljavanja grafta i medu svim
starosnim grupama pedijatrije predstavljaju primaoce sa najveéim stepenom rizika.
Glavni uzrok tome je neredovno uzimanje imunosupresivne terapije (Dobbels F i sar.,
2010, Hsu DT, 2005). Stoga je desetogodisnje prezivljavanje grafta bubrega bolje kod
mlade dece u odnosu na adolescente 1 adulte (Scientific Registry of Transplant
Recipients, 2012).

Stopa mortaliteta medu pedijatriskim pacijentima posle transplantacije bubrega je
niska, a naj¢es¢i uzroci letalnog ishoda su infekcija i malignitet. Kod adultnih primaoca
bubrega, stopa mortaliteta je znatno veéa, a njen najceéi uzrok su kardiovaskularne

bolesti (Dharnidharka VR i sar., 2014).



1.3.2. Virusne infekcije i njihov uticaj na postransplantacioni tok

Virusne infekcije izazvane EBV, CMV i BK virusom su izmenile
postransplantacioni tok, sto je svakako posledica znatno potentnije imunosupresivne
terapije koja se danas primenjuje u odnosu na onu koja je koris¢ena u proslosti.
Sredinom 90 godina proslog veka ucestalost epstajnbar virusne (EBV) infekcije i
postransplantacione limfoproliferativne bolesti ( PTLD) je znatno porasla, a BK virus se
pojavio kao nov problem posle transplantacije. Ovi virusi kod imunokompetetnog
coveka uglavnom izazivaju blagu bolest koja se tipi¢no javlja u de¢jem uzrastu. Posle
primarne infekcije virus ostaje da zivi u retikuloendotelnom sistemu ili uroepitelu u
svom latentnom obliku. Imaju¢i u vidu da pedijatriski pacijenti uglavnhom dobijaju
bubreg od adultnog donora, velika je verovatno¢a da bubreg seropozitivnog donora
bude presaden u  seronegativnhog primaoca. Tako su transplantirani
imunokompromitovani pedijatriski pacijenti, u poredenju sa adultnim, pod veéim
rizikom da imaju tezi oblik primarne infekcije izazvane CMV, EBV i BK virusom
(Dharnidharka VR i sar., 2009). Ove primarne infekcije su pra¢ene veéim stepenom
komplikacija, gubitkom grafta pa ¢ak i letalnim ishodom (Dharnidharka VR i sar., 2011
(1) , Dharnidharka VR i sar., 2011 (2)). U sluc¢aju dokazane infekcije ovim virusima
prva terapiska opcija je smanjenje imunosupresivne terapije, a ishod leCenja je
neizvestan. Kada govorimo o antivirusnim lekovima, Ganciklovir je efikasan kao
profilaksa, a i za le¢enje CMV i EBV izazvane infekcije. Primena profilakse, nakon
transplantacije doprinela je smanjenju stope PTLD. (Dharnidharka VR i sar 2011., (2),
Dharnidharka VR i sar., 2008). Za lecenje infekcije izazvane BK virusom, antivirusni
lekovi nisu dali o¢ekivane rezultate iako se u nekim centrima primenjuje cidoforir i
leflunomid. U cilju pravovremene dijagnostike i terapije pedijatriski transplantacioni
centari vrse redovne kontrole seruma (PCR metodom) na prisusutvo ovih virusa (Al
Khasawneh E i sar., 2013).

1.3.3. Problemi vezani za rast dece

Hroni¢na bubrezna insuficijencija (HBI) dovodi do ozbiljnog zaostatka u rastu, $to

Cesto doprinosi ozbiljnim psihickim problemima tokom detinjsva (Fine RN, 2010).



Pedijatriski pacijenti sa bubreznom insuficijencijom su prose¢no 2,5 SD ispod
ocekivane visine za njihove godine u vreme transplantacije. Adekvatna ishrana pre
transplantacije i primena rekombinantnog humanog hormona rasta moze redukovati, ali
ne i eliminisati ovaj zaostatak (Fine RN, 2010). Transplantacija bubrega najvise
doprinosi poboljsanju linearnog rasta najmladih pacijenata (Pape L i sar., 2005).
Najbolji efekti se postizu kod najmladih pacijenata, najlosiji kod adolescenata. Upotreba
imunosupresivnih protokola gde se kortikosteroidi brzo iskljucuju ili ne upotrebljavaju

dodatno poboljsavaju linearni rast (Bell DE i sar., 2010).

1.3.4. Prevodenje u adultni centar

U jednom momentu mladié¢i i devojke, sa transplantiranim bubregom, se moraju
prevesti u adultni centar radi nastavka pracenja i leCenja. Taj proces tranzicije Cesto je
stresan za pacijenta i roditelje. Studije su pokazale da je postepen prelaz u drugu
ustanovu uz povremene kontrole u oba centra mnogo bolji metod od naglog prevodenja
(Bell LE i sar., 2008).

1.4. Primena terapije u cilju prevencije odbacivanja transplantiranog bubrega

Dobra imunosupresija je kljucni preduslov uspesne transplantacije solidnih organa.
Zahvaljujuéi njoj, sada, znatno redje srecemo gubitak grafta kao posledicu akutne krize
odbacivanja (AL Taylor i sar., 2005, Hartono C i sar., 2013). Danas su nam dostupni

brojni imunosupresivni lekovi sa razli¢itim mehanizmom delovanja:

1. Kortikosteroidi (Prednisolon, Prednison, Metil-prednisolon)

2. Antiproliferativni lekovi (Azathiprin, Mycophenolat mofetil, Mycophenolat
sodium)

Kalcineurin inhibitori (CNI) (Cyclosporin, Tacrolimus)

TOR inhibitori (Sirolimus, Everolimus)

Poliklonalna anti-limfocitna antitela (ALG, ATG, ALYS)

Monoklonalna antitela (Basiliximab, Daclizumab)

o o ~ w
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Svi nabrojani lekovi prouzrokuju nespecifi¢énu imunosupresiju, a nazalost imaju i brojne
nezeljene efekte. Prvenstveno povecavaju rizik za nastanak infekcije i maligniteta
(najc¢esce postransplantacione limfoproliferativne bolesti). Pored toga imaju i specifi¢ne

nezeljene reakcije.
1.4.1. Istorijski razvoj transplantacije i imunosupresivnih lekova

Prva uspesna transplantacije bubrega obavljena je 1954 godine i to samo
zahvaljujuc¢i tome §to su donor i primaoc bili monozigotni blizanci. Transplantacija
izmedu neidenti¢nih osoba, U to vreme je pracena ranim akutnim odbacivanjem i
gubitkom grafta. Ovi pionirski pokusaji transplantacije organa doprineli su samo
usavr$avanju hiruske tehnike same procedure, ali poboljsanja kvaliteta zivota za
primaoca organa nije bilo. Zracenje Citavog tela, u cilju imunosupresije 1 sprecavanja
odbacivanja kalema, koris¢eno je u Americi i Francuskoj kasnih pedesetih godina
dvadestog veka. Ishod je u najve¢em broju slucajeva bio los (Murray JE i sar., 1962,
Merrill JP i sar., 1960, Kuss R i sar., 1962).

Prvi hemijski imunosupresiv koji se pominje u eksperimentalnoj transplantacionoj
medicini bio je 6-mercaptopurin (6-MP) Sezdesetih godina proslog veka. Primeceno je
da ovaj lek doprinosi imunoloskoj toleranciji na strani protein (humani albumin
seruma), a kasnije i da prolngira prezivljavanje grafta koze kod zeCeva (Schwartz R i
sar., 1958, Schwartz R i sar., 1959, Schwartz R i sar., 1960.). Uz teske komorbiditete, sa
ovim lekom prolongirno je i prezivljavanje grafta bubrega kod psa (Calne RY i
sar.,1960).

Otprilike u isto vreme grupa nau¢nika u Njujorku je izumila par analoga
nukleotida, a sa ciljem da pronadu novi hemioterapijski lek za leCenje leukemije (Elion
GB i sar.,, 1960). U Bostonu je testirana sposobnost ovih lekova da prolongira
prezivljavanje transplantiranog bubrega kod psa. Jedan od njih BW57-322 (azathioprin)
se pokazao kao znatno manje toksi¢an u odnosu na 6-MP. Takode, njegova primena
dovela je do duzeg prezivljavanje grafta (Calne RY 1961 (1), Calne RY, 1961 (2)).
Ubrzo je ovaj lek uveden u klinicku praksu. lako se pokazao kao neSto efikasniji u

odnosu na zracenje Citavog tela, mali broj primaoca nije odbacio graft (Murray JE i sar.,
1963).
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Upotreba kortikosteroida, kao imunosupresiva u transplantacionoj medicini
pokusana je jo$ pedesetih godina dvadesetog veka u Francuskoj bez uspeha. Znacaj ovih
lekova je doSao do izrazaja ranih Sezdesetih godina proslog veka kada su poceli da se
primenjuju zajedno sa azathioprinom (Starzel TE i sar., 1963). Uprkos dvojnoj terapiji,
jedan broj pacijenata sa transplantiranim bubegom je imao akutne krize odbacivanja, od
kojih su neki odli¢no reagovali na pulsne doze kortikosteroida. Prezivljavanje grafta je
znatno poboljSano. Ipak, ¢ak do kraja sedamdesetih godina proslog veka jednogodisnje

prezivljavanje transplantiranog bubrega procenjivano je na 50%.

Azathioprin i sterodi su ostali kamen temeljac imunosupresije narednih 25 godina.
U medjuvremenu se tragalo za jedinjenjem koje ¢e mo¢i da osteti funkciju limfocita.
Dok su se timektomija i splenektomija pokazale kao bezuspesne, antilimfocitni globulin
(ALG), dobijen iz seruma konja i zeCeva kojima su prethodno ubrizgani humani
limfociti, je mnogo obecavao. Pokazao se kao vredan dodatak steroidima i azathioprinu.
Koristio se kako za leCenje akutnih kriza odbacivanja, tako 1 kao deo inicijalne

imunosupresivne terapije (Starzl i sar., 1967).

CsA je inicijalno ispitivan kao antigljivicni lek. Tokom 1976 godine potvrdeno je
njegovo odli¢no antilimfocitno svojstvo, prvo eksperimentalno na modelu misa sa
presadenom kozom (Borel JF i sar., 1976), a naredne godine na modelu psa sa
presadenim bubregom (Calne RY i sar., 1977). Ubrzo je odobrena njegova klinicka
primena, Sto je olakSalo ne samo transplantaciju bubrega ve¢ transplantaciju pankreasa,

jetre, a kasnije srca i pluca.

Dalje, sledi znacajno otkri¢e monoklonskih antitela (mAb) u Americi 1970 godine
(Kohler G i sar., 1975). Prvo monoklonsko antitelo uvedeno u klinicku praksu 1980
godine bilo je OKT3 (muromonab-CD3). Ovo monoklonsko antitelo je inicijalno

koriS¢eno za leCenje akutnih kriza odbacivanja, a kasnije i kao deo indukcione terapije

(Cosimi AB i sar., 1981).

Kasnih osamdesetih godina proslog veka pocelo je eksperimentalno ispitivanje
dva, danas vrlo vazna imunosupresiva, Tac (FK506) i sirolimusa (rapamucin).
Spoznajom fantasti¢nih imunosupresivnih svojstava Tac, prvo je koris¢en kao terapija

spasa kod pacijenata sa teSko kontrolisanim odbacivanjem (Bismuth H i sar., 1994,
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Klintmalm GB i sar., 1993). Kasnije je potvrdeno da se njegov imunosupresivni
potencijal, kao i nezeljeni efekti njegove primene ne razlikuju mnogo od istih CsA. Ipak
izazivao je viSe nezeljenih reakcija na nivou centralnog nervnog sistema (CNS-a) i imao

znacajniji prodijabetogen efekat (Pirsch JD i sar., 1997).

Posle 1990 godine tempo pronalazaka novih imunospupresiva je vrtoglavo rastao.
Prvo je u klinicku praksu uveden mycophenolat mofetil, zatim sirolimis i everolimus,

zajedno sa dva anti-CD25 monoklonska antitela (daclizumab i basiliximab).
1.4.2. Znacaj kalcineurin inhibitora u transplantaciji organa

CNI, CsA i Tac su danas osnov imunosupresivne terapije u transplantacionoj
medicini, ¢iji je cilj prevencije odbacivanja kalema. Zlatno pravilo uspesne terapije
nakon transplantacije je primeniti minimalnu efektivnu dozu imunosupresiva, kojom se
spreCava odbacivanje kalema, a istovremeno nezeljeni efekti primenjene
imunosupresivne terapije svode na minimum (Srinivas RT i sar., 2005). Merenje
koncentracije leka u krvi danas se rutinski primenjuje u ranom i kasnom
postransplantacionom toku (Schiff J i sar., 2007). Medutim, to nije dovoljno za

odredivanje startne doze imunosupresiva, niti obljasnjava mehanizme i faktore koji

uti¢u na farmakokinetiku CNI (Staaz CE i sar., 2010).
1.4.3. Mehanizam dejstva kalcineurin inhibitora

Molekulski mehanizam kojim CNI sprecavaju aktivaciju T limfocita je dobro
poznat (Shibasaki F i sar., 2002). Vezivanje T Celijskih receptora za donorske MHC
molekule pokre¢e kalcijum zavistan intracelijski signalni put €iji je krajnji rezultat
aktivacija kalcijum/kalmodulin zavisne fosfataze-kalcineurina. To je praceno
intranuklearnom aktivacijom gena odgovornih za sintezu proinflamatornih citokina: IL-
2, IL-3, IL-4, IFN-y" i TNF-a. Kada dospe u citoplazmu celije CSA se vezuje za
ciklofilin, a Tac za FK-506 vezujuéi protein. Kompleks CNI-imunofilin inhibira
kalcineurin i posledi¢nu transkripciju citokinskih gena. Znaci, CNI blokiraju produkciju

citokina, kao $to je IL-2, sa posledi¢nom inhibicijom aktivacije i proliferacije T ¢elija.
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1.4.4. NeZeljeni efekti CNI

Upotreba CNI je povezana sa brojnim specificnim nezeljenim efektima. Veliki broj
nezeljenih efekta je dozno zavistan tj. javlja se u slucaju visoke koncentracije leka u

krvi i zajednicki je za CSA i Tac.

Oba leka su nefrotoksi¢na i ovo je jedan od najznacajnijih nezeljenih efekata
naroCito kod transplantacije bubrega. Delom je to izazvano jakom vazokonstrikcijom
aferentnih arteriola sa posledicnom redukcijom protoka krvi kroz bubreg i smanjenjem
glomerulske filtracije (Remuzzi G i sar., 1989, Shihab F, 1996, Nankivell BJ i sar.,
2004). Ove promene su revrzibilne. Dugotrajna upotreba CNI prouzrokuje hroni¢ne,
ireverzibilne promene na graftu, tj. dovode do inetrsticijske fibroze (Mattos A i sar.,
2000). Brojne studije ukazuju na nesto manji stepen nefrotoksi¢nosti Tac u odnosu na

CsA (Nankivell BJ i sar., 2004,Martins L i sar., 2004, Artz MA i sar., 2004).

Hipertenzija je drugi zajednicki nezeljen efekat oba leka (Luke RG, 1991), takode

nesto manje izrazen pri upotrebi Tac.

Neurotoksi¢nost je jace izrazena pri upotrebi Tac (Eidellman BH i sar., 1991).
Glavobolja i tremor se mogu javiti i pogorsati 1-2 h posle uzimanja leka kada je njegova
koncentracija u krvi najviSa. Nesanica je takode Cest problem. Agitacija, konvulzije,
psihoza, halucinacije, encefalopatija i poremecaj svesti su manje Cesti nezeljeni efekti

upotrebe ove grupe lekova (Scott JP i sar., 1988).

U metaboli¢ke nezeljene efekte spada povecana sklonost ka razvoju dijabetesa i to
2-4 puta Cesce pri uzimanj Tac, zatim hiperkalemija, hiperurikemija i hiperlipidemija,
¢escée pri uzimanju CsA (Mayer AD i sar., 1997, Mentzer Jr RM i sar., 1998).

Hiperplazija gingiva i hipertrihoza su specificno nezeljeni efekti CsA, a alopecija
Tac (Reznik VM i sar., 1987)

1.4.5. Doziranje lekova kod dece

Pre vise od 100 godina dr Abraham Jacobi, otac americke pedijatrije, prepoznao je

znacaj proucavanja farmakoterapije kod dece nezavisno u odnosu na odrasle rekavsi da
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se pedijatrija ne bavi minijaturnim muskarcima i zenama, te stoga prosto smanjenje
doze leka u zavisnosti od veliine tela pacijenta nije dovoljno za uspesno lecene
najmalade populacije.

Medutim, ¢ak i danas doze lekova, kao i ciljna koncentracija imunosupresivnog
leka u krvi su najcesce ekstrapolisane na osnovu informacija poznatih za adultne
pacijente, uprkos tome $to se neki lekovi, kao §to je azathioprin, decenijama koriste kod
pedijatriskih pacijenata (Frattarelli DA i sar., 2014). Neta¢no doziranje leka na osnovu
formulacije za odrasle pacijente je Cest izvor greSke kod najmladih pacijenata (Ali A i
sar., 2014). Nista manje bitna je Cinjenica da ne postoje svi imunosupresivi u formi

sirupa i mikrogranula koji su pogodni za mlade pedijatriske pacijente.

1.5.0snov klini¢ke farmakokinetike

Farmakokinetika je nau¢na disciplina koja se bavi kompleksnim procesom
absorpcije, distribucije, metabolizma 1 ekskrecije leka. Najve¢i broj leokova prolazi u
organizmu kroz fazu biotransformacije tj. metabolizma, uglavnom u jetri, a manje u

ostalim organima.
1.5.1. Farmakokinetika CsA

Brojni faktori uticu na farmakokinetiku CNI: vrsta solidnog organa koji je
transplantiran (jetra, bubreg, srce, pluca...), funkcija jetre 1 bubrega primaoca organa,
prate¢i lekovi koje primaoc uzima, proteklo vreme od transplantacije, uzrast i rasa
pacijenta, hematokrit, koncentracija albumina u Kkrvi, vrsta namirnica u ishrani, proliv,
nivo enzima koji ucestvuje u metabolizmu leka, ekspresija P glikoproteina (P-gp) od
koga zavisi stepen reapsorpcije leka iz digestivnog trakta (bioraspolozivost) (Staaz CE i
sar., 2010).

Posle reabsorpcije CNI u sistemsku cirkulaciju u jetri nastupa proces metabolizma
tj. biotransformacije leka. Faza I biotransformacije se odvija uz u¢es$¢e enzima citohrom
p-450. U fazi Il biotransformacije, produkti faze jedan bivaju konjugovani i kao

hidrosolubilne materije se zlucuju urinom ili putem zuci.
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CNI, CsA i Tac, se metaboliSu uz pomo¢ enzima CYP3A4 i CYP3AS5 u tankom
crevu, jetri i bubrezima (Dai Y i sar., 2006, Dai Y i sar., 2004, lwasaiki K, 2007).
Metabolizam CsA je pod vec¢im uticajem CYP3A4 nego CYP3AS5 enzima. Tri primarna
metabolita tj. produkta biotransformacije CsA su AM1, AM9 i AM4N. CYP3A4
katalizuje formiranje sva tri primarna metabolita CsA, dok je AM9 delom i produkt
metabolizma CYP3A5 enzima (Dai Y i sar., 2004).

1.5.2. Uticaj bioloSkog sazrevanja detetovog organizma na metabolizam lekova

Detaljno razumevanje farmakokinetske specificnosti imunosupresivnih lekova kod
najmlade populacije pacijenata, uslovljeno bioloskim sazrevanjem decjeg organizma, je
od izuzetne vaznosti. Ne treba zaboraviti da ¢e oni biti na terapiji ovim lekovima
prakti¢no Citav zivot (del Mar Fernandez i sar., 2002).

Rast tela ¢oveka nije linearan proces. Uzrasno zavisne promene u funkciji organa
su dinami¢ne tokom prve decenije Zivota. Danas se najée$¢e doza leka za pedijatriske
pacijente odreduje uz pomoc telesne tezine (TT) ili telesne povrsine (TP). Medutim,
smatra se da je ovaj nacin pogodan za otpocinjanje terapije, a da je za dugotrajno
lecenje ili terapiju odrzavanja neophodan individualan pristup na osnovu razvojnih
specifi¢nosti vezanih za farmakokinetiku i farmakodinamiku (Kearns GL i sar., 2003).
Izmene brojnih fizioloskih parametara tokom rasta 1 razvoja uticu na metabolizam
lekova: pH u Zelucu, vreme potrebno za praznjenje Zeluca, vreme tranzita hrane kroz
creva, procenat masti i vode u sastavu organizma, koncentracija proteina u plazmi.
Podaci 0 ontogenezi CYP3A4, CYP3A5 enzima i P-gp su oskudni. Ne treba zaboraviti
ni genetske specificnosti svakog pojedinca o kojima ¢e kasnije biti vise reci.

Odojce ima najveci metabolicki kapacitet, Sto moze zahtevati vece doze leka (Sage
D i sar., 2014). Glavni jetrin enzim koji u€estvuje u procesu biotransformacije lekova na
rodenju je CYP3A7. Ekspresija ovog enzima opada sa vremenom tokom prvih 6 meseci
zivota, dok nivo CYP3A4 enzima dostize adultni nivo posle prve godine zivota (Hines
RN 2008). Tako npr. klirens intravenski primenjenog midalozama prvenstveno zavisi od
aktivnosti jetrinih enzima CYP3A4 i CYP3A5. Dokazan je porast klirensa midalozama
od 1,2 do 9 ml/min/kg TT tokom prva tri meseca zivota (de Wildt i sar., 1999). Takode
klirens karbamazepina iz plazme prvenstveno zavisi od CYP3A4 jetrinog enzima (Kerr

BM i sar., 1994) i veci je kod pedijatriskih pacijenata nego kod odraslih (Riva R i sar.,
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1985) sto zahteva vece doze leka po kg TT u cilju postizanja adekvatne koncentracije
leka u plazmi. Kada govorimo o imunosupresivnim lekovima dokazan je visi klirens
Tac kod pedijatriskih pacijenata mladih od 6 godina posle transplantacije jetre, bubrega
i mati¢nih ¢elija hematopoeze (Przepiorka D i sar., 2000, Kim JS i sar., 2005,
MacFarlane GD i sar., 2001, Jain AB i sar., 1991). Mochon M i sar su pokazali da je
klirens CsA kod pacijenata uzrasta 2-5 godina, sa transplantiranim bubregom, brzi, §to
je zahtevalo i1 ve¢u dozu leka, u odnosu na pacijente uzrasta preko 10 godina (Mochon
M i sar., 1996). Razlozi za ove podatke nisu u potpunosti jasni, ali svakako da stepen
aktivnosti CYP3A enzima jetre koji zavisi od uzrasta pedijatriskih pacijenata ima
znacajnu ulogu. Kao moguc¢i uzrok navodi se i veli¢ina jetre deteta ispod 6 godina u
odnosu na njegovu telesnu povrsinu (Kearns GL i sar., 2003). Na osnovu jedne studije,
dostupne u literature, moze se zakljuciti da je aktivnost CYP3A4 enzima ekstremno
slaba ili odsutna u uzorcima jetre fetusa, a pocinje da raste nakon rodenja, dostizu¢i 30-
40% adultne aktivnosti nakon mesec dana zivota, a punu aktivnost sa navrsenih godinu
dana (Lacroix D i sar., 1997). Aktivnost CYP3AS5 enzima u ovoj studiji nije razmatrana.
Slicno razvojnim promenama u jetri, verovatno enzimski transportni sistem creva
podleze maturacionim izmenama, ali su dodatne studije u cilju ove potvrde neophodne

(Hines RN, 2008).

1.6.Znacaj farmakogenetskih studij za uspeSnu transplantaciju organa

Farmakogenetika se  bavi genetickim razlikama  u metaboli¢kim  putevma
pojedinaca, koje uti¢u na individualni odgovor na lekove, u pogledu terapijskog dejstva
I nuspojava. Farmakogenomika, koja podrazumeva primenu farmakogenetike na
ceo genom, pruza moguénost individualnog terapijskog pristupa za svakog pacijenta, u
skladu sa njegovim genotipom. Cilj ovih nau¢nih disciplina je osiguranje maksimalne
efikasnosti primenjenog leka uz pojavu minimuma nezeljenih efekata (Reider MJ i sar.,
2014). Iako ¢emo se u ovom radu prvensveno baviti uticajem genetike na
farmakokinetiku CNI, ne treba zaboraviti da ona ima uticaj na metabolizam gotovo svih
lekova koji se koriste neposredno pre i posle transplantacije od cega direktno zavisi i

njen ishod (Medeiros M i sar., 2015).
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1.6.1. P glikoprotein

P-gp je jedan od najznacajnijih adenozintrifosfat (ATP) zavisnih transmembranskih
transportera. Produkt je gena koji je odgovoran za rezistenciju na mnoge lekove (engl.
multidrug resistance gene-MDR1). Zove se jo§S i ABCB1 (ATP-Binding Cassette, Sub-
Family B) gen. Nalazi se na kratkom kraku 7 hromozoma (7921.1) (Ambudkar SV i
sar., 2003). P-gp transportuje brojne supstance iz citoplazme van celije. Nakon
vezivanja substrata za P-gp aktivira se ATP zavisna kinaza i supstrat biva transportovan
van c¢elije ( Efferth T i sar., 2001, Rosso Felipe C i sar., 2009). Fizioloski gledano on
specifi¢ne organe, kao $to je mozak, od Stetnih materija koje cirkulisu u krvi (Rosso
Felipe C i sar., 2009). Prisutan je na epitelnim ¢elijama brojnih organa kao Sto su:
povrsina kanalikula hepatocita, apikalnim c¢elijama proksimalnog i distalnog tubula,
epitelnim ¢elijama enterocita, endotelnim ¢elijama kapilara mozga, povrSini limfocita,
¢eijama ovarijuma, testisa, pankreasa, adrenalne Zlezde. Osnovna funkcija mu je
protektivna. Sprecava reabsorpciju i podstice eliminaciju Stetnih ksenobiotika iz Celije,
putem urina i zu¢i (Cordon-Cardo C i sar., 1989, Thiebaut F i sar., 1987, Tanabe M i
sar., 2001, Fromm MF i sar., 2002, Fromm MF, 2007, Staaz CE i sar., 2010). Medutim,
nekada je velika ekspresija ovog proteina na pojedinim celijama Stetna jer doprinosi
smanjenoj intracelularnoj koncentraciji leka. Npr. visoka ekspresija P-gp na malignim
¢elijama je odgovorna za rezistenciju na brojne lekove ¢ime se pogorSava prognoza

malignih bolesti (Leith CP i sar., 1999).
1.6.1.1. Uticaj P-gp na farmakokinetiku

Od stepena aktivnosti P-gp u velikoj meri zavisi tkivna distribucija leka, stepen
resorpcije od strane digestivnog trakta i eliminacije putem urina i zu¢i (L1 YH i sar.,
2006). P-gp interguje sa brojnim supstratima kao §to su: blokatori kalcijumskih kanala,
antiaritmici, antihipertenzivi, antibiotici, imunosupresivi, citotoksi¢ni lekovi. Dobro je
poznato da su mnogi supstrati P-gp i njegovi potentni inhibitori (blokatori kalcijumskih
kanala, imunosupresivi, inhibitori protein kinaze) (LI YH i sar., 2006). Klinicka studija
je pokazala da istovremeno davanje digoksina koji je supstrat P-gp sa gvanidinom,
njegovim inhibitorom povecava koncentraciju digoksina u serumu (Doering W, 1979).

Rifampicin, jedan od dobro poznatih suptrata P-gp je i njegov induktor, Sto smanjuje
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koncentraciju digoksina u serumu (Greiner B i sar., 1999). Vaznost ovih fenomena je u
tome Sto nam razjaSnjava mehanizme interakcije medu lekovima u sluc¢aju njihove

istovremene primene (Lin JH., 2003).

Za modernu medicinu danasnjice od izuzetnog je znacCaja razumevanje
molekulskog mehanizma koji je odgovoran za interindividualne razlike u efikasnosti i
odgovoru na isti lek i istu dozu leka. Jasno je da transmembranski transporteri u velikoj
meri reguliSsu farmakokinetski profil lekova. Veliki broj studija danas se bavi
Ispitivanjem genetskih polimorfizama transportera lekova sa ciljem da objasne ove
interindividualne razlike, ¢ime ¢e se prezivljavanje grafta produziti, a nezelejni efekti
njihove primene svesti na minimum. Razlicita ekspresija P-gp kod pojedinaca, moze biti
odgovorna za stepen reapsorpcije CNI, $to je sigurno jednim delom rezultat mutacija u
genu koji kodira P-gp (Staaz CE i sar., 2010). Procenjuje se da je za 20-95%
interindividualne varijabilnosti u odgovoru na lek i njegovu efekasnost odgovorna
genetika (Evans WE i sar., 2003).

1.6.1.2. Genetski polimorfizmi ABCB1 gena

Polimorfizam tipa zamene jednog nukleotidnog ponovka, SNP, podrazumeva
variaciju jednog nukleotida (adenina (A), timina (T), guanina (G), citozina (C)) u DNA
sekvenci, koja je zastupljena kod vise od 1% osoba opste populacije. SNP moze biti

prisutan unutar kodirajuce, nekodirajuce ili sekvence DNA izmedu gena.

SNP gena odgovornih za sintezu enzima koji u¢estvuju u metabolizmu lekova kao i
njihovih transportera su meta istrazivanja farmakogenetskih studija. Razumevanje
uticaja genetskih faktora na farmakokinetiku CNI moze doprineti otkricu optimalne
kombinacije imunosupresivnih lekova za svakog pojedinca. Takode ova istrazivanja Su
od neprocenjivog znacaja za odredivanje startne doze leka i doze odrzavanja, kao i
velika pomo¢ u otkrivanju pojedinaca za koje ¢e odreden lek biti manje efikasan ili

izazivac nezeljenih efekata u ve¢oj meri (Staaz CE i sar., 2010).

Brojne genetske studije i analize su potvrdile da je ABCBL1 gen izrazito polimorfan
(>100 SNP), kao i da pojedini polimorfizmi iz ove grupe uti¢e na strukturu i funkciju
njegovog krajnjeg produkta P-gp (Cascorbi I, 2011). lzvesni polimorfizmi ovog gena

dovode do izmene aminokiseline u kodirajuéem proteinu §to ga moze Ciniti manje
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funkcionalnim, dok drugi nemaju uticaj na redosled aminokiselina u zavr§nom proteinu,

ali, takode, mogu uticati na njegovu funkciju.

Najvise proucavani polimorfizmi ABCBlgena su 3435C>T, 1236C>T i
2677G>T/A. U prvom je C zamenjen T na poziciji 3435 unutar egzona 26, u drugom je
C zamenjen T na poziciji 1236 unutar egzona 12 1 u tre¢em je G zamenjen T ili A na
poziciji 2677 unutar egzona 21 ABCB1gena. Aleli bez polimorfizma se obelezavaju kao
ABCBL1 3435C, 1236C i 2677G, a sa polimorfizmom kao ABCB1 3435T, 1236T i
2677T/A (Kroetz DL i sar., 2003). Krajnji rezultat polimorfizma 2677G>T/A u genu za
ABCB1 je izmena jedne aminokiseline u kodirajuéem proteinu, §to ga ¢ini manje
funkcionalnim. Druga dva polimorfizma u genu za ABCB1 nemaju uticaj na redosled
aminokiselina u zavrSnom proteinu, a veruje se da mogu biti u genetskoj sprezi sa
prethodnim polimorfizmom i uticati bilo na smanjenu stabilnost ABCB1 mRNA (Wang
D i sar., 2005) ili imati uticaj na smanjenu ugradnju P-glikoproteina u membranu i
samim tim smanjenu funkciju proteina (Kimchi-Sarfaty C i sar., 2007). Funkcionalni
znac¢aj ovih polimorfizama je kontraverzan. Hoffmayer i saradnici su pokazali da
homozigoti nosioci T alela polimorfizma 3435 C>T u genu za ABCBL1 imaju dva puta
manju crevnu ABCB1 ekspresiju u poredenju sa homozigotima, nosiocima C alela istog
polimorfizma (Hoffmayer S i sar., 2000), §to su potvrdile i druge studije (Fellay J i sar.,
2002, Hitzl M i sar., 2001, Hitzl M i sar., 2004, Tanabe M i sar., 2001). Teorijski to
moze dovesti do smanjenog efluksa leka iz enterocita nazad u lumen creva i posledi¢no

povecane resorpcije leka u cirkulaciju.

Etnic¢ka pripadnost znacajno uti¢e na distribuciju C3435C>T polimorfizma u genu
za ABCBL. Statisticka analiza je pokazala znacajnu razliku u frekvenci C alela izmedu
populacije Kineza 1 Afrikanaca. Takode razlika u frekvenci postoji 1 izmedu
Novozelandana i1 Kineza. Nema statisticki znacajne razlike u frekvenci C alela izmedu
stanovnika Evrope (Schwab M i sar., 2003, Anglicheau D i sar., 2003, Jamroziak K i
sar., 2002, Bernal M i sar., 2003) i Azije (Ameyaw MM i sar., 2001,Balarm C i sar.,
2003, Sakaeda T i sar., 2001). Mutirani alel T je relativno redak kod Afrikanaca, a
njegova frekvenca je visoka kod Kineza. Genotip TT nije detektovan medu 206
stanovnika Gane, a prisutan je kod 20% Kineza, 24% Nemaca i 28% Engleza (Ameyaw
MM i sar., 2001).
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1.6.1.3. Molekulski mehanizam uticaja C3435C>T SNP u genu za ABCBL1 na P-

gp i njegovu funkciju

Postoje brojne pretpostavke na koji nac¢in C3435C>T SNP u genu za ABCB1 utice
na funkciju i strukturu P-gp. Prvi i najpopularniji moguci uzrok je da postoji povezanost
ovog polimorfizma i drugih mutacija unutar ABCB1 gena, bilo u podru¢ju promotora,
egzona (T129C) ili introna (G2677T/A) (Saito K i sar., 2002,Anglicheau D i sar., 2003).
Drugi mogu¢i uzrok je da ova tiha (engl. silent) mutacija moze smanjiti efikasnost
translacije Sto ima funkcionalne posledice (Schwab M (2) i sar., 2003). Treca moguca
predpostavka je da ova tiha mutacija menja regulaciju i kontrolu translacije mMRNA
(Allain FH i sar., 1996, Wang D i sar., 2005). Poslednji razmatran uzrok je da ovaj SNP

uti¢e na postranskripcionu obradu mRNA (Jamroziak K i sar., 2002).
1.6.1.4. Uticaj SNP ABCB1 gena na farmakokinetiku CsA

Uticaj 3435C>T, 1236C>T i 2677G>T/A SNP u ABCB1 genu na farmakokinetiku
CsA je i dalje nejasan, sa nekonzistentnim rezultatima. Najveci broj studija se bavio
uticajem 3435C>T SNP i nije potvrdio njegov znacaj na farmakokinetiku CsA
(Hesselink DA i sar., 2003 Hesselink DA i sar., 2004, Loh PT i sar., 2008, Anglicheau
D i sar., 2004, von Ahsen N i sar., 2001, Haufroid V i sar., 2004, Min DI i sar., 2004,
Qiu XY i sar., 2008, Chowbay B i sar., 2003, Mai | i sar., 2003, Kuzuya T i sar., 2003).
Medutim, bilo je 1 studija koje su ukazale da ovaj polimorfizam znacajno uti¢e na
metabolizam CsA. Vise vrednosti nivoa CsA posle identi¢ne doze leka uocene su kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom u Japanu koji su bili heterozigoti ABCB1
3435CT u poredenju sa ABCBI1 3435CC homozigotima nedelju dana nakon
transplantacije (Hu YF i sar., 2006). Sli¢ni rezultati su dobijeni po zavrSetku studije u
koju su ukljuéena 44 pacijenta bele rase sa transplantiranom jetrom i 88 pacijenata sa
transplantiranim bubregom sa Srdnjeg Istoka mesec dana nakon transplantacije
(Bonhomme Faivre L i sar., 2004, Azarpira N i sar., 2006). Ovi rezultati navode na
¢injenicu da je P-gp manje funkcionalan u nosioca T alela, S§to doprinosi vecoj
reapsorpciji CsA tj. manjem efluksu leka nazad u lumen creva. Meta-analiza u koju je
ukljuceno 1036 pacijenata iz 14 razli¢itih studija pokusala je da razresi dilemu uticaja
ovog polimorfizma na farmakokinetiku CsA (Jiang ZP i sar., 2008). Nije dokazano da
ovaj polimorfizam ima uticaj na AUC tokom prva 4 sata od davanja leka, klirens leka
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nakon oralne primene i koncentraciju leka u krvi pre slede¢e doze (Cp). Kada su se iz
ove grupe pacijenata izdvojili samo pacijenti bele rase Cy koncentracija leka je bila niza
u nosioca ABCB1 3435CC (wild type) genotipa, sugeriSuci uticaj etnicke pripadnosti

na farmakogenetiku CsA.

Vecina studija koja je ispitivala 1236C>T SNP u genu za ABCBL, nije pokazala
njegov znac¢aj u pogledu farmakokinetike CsA (Haufroid V i sar., 2004, Min DI i sar.,
2004, Chowbay B i sar., 2003, Kuzuya T i sar., 2003). Medutim, studija u koju su
uklju¢ena 104 pedijatriska pacijenta saTBI, na listi c¢ekanja za kadaveri¢nu
transplantaciju bubrega i PD, pokazala je manju bioraspolozivost CSA kod pacijenata
starijih od 8 godina, nosioca ABCB1 1236CC (wild-type) genotipa u odnosu na
nosioce ABCB1 1236CT i ABCB1 1236TT genotipa iste uzrasne dobi (Fanta S i sar.,
2008). Takode je kod pacijenata bele rase, nosioca “wild-type” genotipa ABCB1
1236CC, sa transplantiranim bubregom utvrden nizi odnos Cmax/doza i AUK4/doza, u
odnosu na nosioce ABCB1 1236 CT i 1236TT genotipa (Anglicheau D i sar., 2004).
Sliéno, kod pacijenata sa transplantiranim bubregom Kineske nacionalnosti odnos
Co/doza je bio nizi kod nosioca ABCB1 CC genotipa u odnosu na nosioce ABCB1 TT
genotipa tokom prvog meseca nakon transplantacije (Qiu XY I sar., 2008). Ovi rezultati

ukazuju na mogucu manju funkcionalnu aktivnost P-gp uzrokovanu ovim SNP.

Vecina studija, nije ukazala ni na znacaj 2677G>T SNP ABCB1 gena u pogledu
farmakokinetike CsA (Anglicheau D i sar., 2004, Haufroid V i sar., 2004, Min Dl i sar.,
2004, Chowbay B i sar., 2003, Kuzuya T i sar., 2003, Mai | i sar., 2003, Foote CJ i sar.,
2006). Medutim, kao i kod prethodnog SNP, studija u koju su ukljuc¢eni pedijatriski
pacijenti (n=104) sa TBI na listi ¢ekanja za kadaveri¢nu transplantaciju bubrega i PD, je
pokazala manju bioraspolozivost CsA kod pacijenata starijih od 8 godina, nosioca
ABCB1 2677GG (wild-type) genotipa u odnosu na nosioce ABCB1 2677GT i ABCB1
2677TT genotipa iste starosne dobi (Fanta S i sar., 2008). Studija u koju su ukljuceni
pacijenti sa transplantiranim bubregom Kineske nacionalnosti pokazala je da nosioci
ABCBL1 2677GG genotipa imaju nizi odnos Co/doza u odnosu na nosioce ABCB1 2677
TT genotipa tokom prvog meseca nakon transplantacije (Qiu XY i sar., 2008). Ovi

rezultati ukazuju na mogucu manju funkcionalnu aktivnost P-gp uzrokovanu ovim SNP.
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Svakako ne treba izgubiti iz vida da je sam CsA inhibitor P-gp (Herweijer H i sar.,
1990, Lemahieu WP i sar., 2004). Razlika u stepenu inhibicije P-gp izmedu studija, koja
je uslovljena razli¢itom koncentracijom leka u krvi moze ograniciti ili uciniti nejasnim
efekat ovih SNP na farmakokinetiku CsA, ¢ime se mogu objasniti i gore navedeni

konfliktni rezultati.
1.6.2. Uticaj polimorfizama na proces biotransformacije CsA
1.6.2.1. Polimorfizmi gena koji eksprimira CYP3A5 enzim

Do danas je otkriven veliki broj SNP gena koji eksprimira CYP3A5 enzim, preko
11. Najvise je proucavan SNP CYP3 Ab5gena u kome je A zamenjen G na poziciji 6986
unutar introna 3. Heterozigotni i homozigotni nosioci CYP3A5*1 “wild-type” alela
produkuju vise CYP3A5 mRNA i samim tim eksprimiraju visi nivo CYP3AS proteina
(CYP3A5 ekspresori). Homozigotni nosioci CYP3A5*3 varijantnog alela produkuju
vrlo malu ili nedetektabilno koli¢ini CYP3AS enzima (CYP3AS5 ne-ekspresori)
(Hutstert E i sar., 2001, Kuehl P i sar., 2001). Osobe koje su heterozigoti ili homozigoti
nosioci CYP3A5*1 alela teorijski bi trebalo da imaju brzi klirens i nizu bioraspoloZivost
primenjenog CsA, $to bi trebalo da zahteva vece doze leka za postizanje ciljne

koncntracije leka u krvi.

Etnicka pripadnost ima veliki uticaj na ucestalost ovog SNP. CYP3A5*1 alel je
prisutan kod prosecno 5-15% pripadnika bele rase, 45-73% Africkih Amerikanaca, 15-
35 % Aziata i 25% Meksikanaca (Lamba JK i sar., 2002).

1.6.2.2. Uticaj CYP3A56986A>G SNP na farmakokinetiku CsA

Rezultati velikog broja studija koje su proucavale uticaj ovog polimorfizma na
farmakokinetiku CsA su kontraverzni. Cetiri studije su radene kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom Kineske nacionalnosti. Moze se re¢i da je broj ukljucenih
pacijenata bio slian, takode su koris¢eni sli¢ni farmakokinetski parametri, a uticaj
etniCke pripadnosti na farmakokinetiku je isklju¢en. Studija sa najveéim brojem
pacijenata, 147, ukazala je na neocekivan rezultat tj. nizi odnos Cy/doza CsA kod
pacijenata koji su homozigoti ili heterozigoti za CYP3A5*3 alel (Chu XM i sar., 2006).

Teorijski homozigoti CYP3AS5*1 bi trebali da imaju brzi klirens CyA i samim tim niZi

23



odnos Co/doza leka. Druge dve studije su pokazale o¢ekivane rezultate. Studija sa 104
ukljucena pacijenta je pokazala da homozigoti ili heterozigoti za CYP3A5*1 alel imaju
nizi odnos Co/doza CsA nedelju dana nakon transplantacije (Hu YF i sar., 2006).
Takode, studija sa 103 ukljucena pacijenta je pokazala da homozigoti za CYP3A5*3
alel imaju 26-31% visi odnos Cy/doza leka u odnosu na pacijente sa “wild-type”
genotipom (Qiu XY i sar., 2008). Cetvrta studija sa 137 uklju¢enih pacijenata, tri, $est i
dvanest, meseci nakon transplantacije bubrega nije ukazala na znafaj ovog
polimorfizma u pogledu farmakokinetike CsA (Zhao Y i sar., 2005), kao ni studija u
koju su uklju¢ena 82 Azijata sa transplantiranim bubregom (Loh PT i sar., 2008).
Rezultati studije u koju je uklju¢eno 106 pacijenata bele rase sa transplantioranim
bubregom, nije ukazala na znacaj ovog polimorfizma u pogledu farmakokinetike CSA
(Anglicheau D i sar., 2004). Sli¢ni su i rezultati studije u koju je uklju¢eno 110
pacijenata sa transplantiranim bubregom, od ¢ega je 72 bilo bele rase, 20 crnaca, 18
azijata (Hesselink DA i sar., 2003).

Mali je broj studija koji se bavi ispitivanjem uticaja SNP na farmakokinetiku CNI
kod dece posle transplantacije. Gijesen V i sar. su ispitivali uticaj godina i
CYP3A56986A>G SNP na farmakokinetiku Tac kod 39 pedijatriskih pacijenata sa
transplantiranim srcem. Pokazali su da CYP3A5 ekspresori (nosioci bar jednog
CYP3A5*1 alela) mladi od 6 godina zahtevaju 1.5 put vec¢u dozu Tac za optimalni nivo
Tac u krvi u poredjenju sa CYP3AS ekspresorima starijim od 6 godina. Takode pacijenti
mladi od 6 godina koji ne eksprimiraju CYP3AS (CYP3A5*3 homozigoti) zahtevaju 1,5
put vecu dozu Tac u odnosu na pacijente starije od 6 godina sa istim genotipom.
CYP3AS ekspresori mladi od 6 godina zahtevali su tri puta vecu dozu Tac u odnosu na
CYP3A5 ne-ekspresore starije od 6 godina (Gijesen V i sar., 2011). Ovi rezultati su
sliéni rezultatima Zheng H i sar koji ukazali na potrebe za veéim dozama Tac kod
pedijatriskih pacijenata sa transplantiranim srcem (n=65), CYP3A5 ekspresora u
poredenju sa CYP3AS5 ne-ekspresorima tri, Sest i dvanest meseci posle transplantacije
(Zheng H i sar., 2003). Druga studija u koju su ukljuceni pedijatriski pacijenti sa
transplantiranim bubregom (n=50) pokazala je da nosioci CYP3A5*3/*3 genotipa imaju

nizi klirens Tac u poredenju sa CYP3AS5 ekspresorima (Zhao W i sar., 2009).
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1.6.2.3. Polimorfizmi gena koji eksprimira CYP3A4 enzim

CYP3A4 je najzastupljeniji enzim u jetri koji pripada familiji P450, a odgovoran
je za metabolizam 45-60% lekova koji se prepisuju od strane lekara. Postoji velika
interindividualna razlika u ekspresiji CYP3A4 enzima, a u kojoj meri su genetski faktori

za to odgovorni i dalje se istrazuje (Elens (1) L i sar., 2011).

Utvrden je veliki broj SNP CYP3A4 gena, preko 28. Do danas nije poznat SNP
koji rezultira kompletnim gubitkom ekspresije ili funkcije CYP3A4 enzima. Najvise je
proucavan SNP u kome je A zamenjen G na poziciji 392 promotornog regiona gena
(Rebbeck TR i sar., 1998, Westlind A i sar., 1999). Nekoliko in vitro studija je
potrvrdilo da ekspresija varijantne sekvence CYP3A4*1B dovodi do poveéanja
transkripcione aktivnosti CYP3A4 (Amirmani B i sar., 1999, Amirmani B i sar., 2003),
dok su druge to opovrgle (Westlind A i sar., 1999, Ando Y, 1999, Lambe JK (2) i sar.,
2002, Spurdle AB i sar., 2002). Etnicka pripadnost ima veliki uticaj na frekvencu
polimorfnog alela ovog SNP. Polimorfni alel je prisutan kod 2-9,6% pripadnika bele
rase, 35-67% Afrikanaca, 9,3-11% Hispanaca, 0% stanovnika Azije (Ball SE i sar.,
1999, Lamba JK (1) i sar., 2002).

1.6.2.4. Uticaj 392A>G SNP u CYP3A4 genu na farmakokinetiku CsA

Veliki broj studija nije dokazao znacajan uticaj 392A>G SNP u CYP3A4 genu na
farmakokinetiku CsA (Hesselnik DA i sar 2003, von Ahsen N i sar 2001, Rivory LP i
sar 2000). Jedna mala pilot studija u koju je uklju¢eno 14 zdravih volontera, ukazala je
nizi odnos AUC 12h/doza CsA kod homozigota CYP3A4*1B (varijantni alel) u odnosu
na homozigote ili heterozygote CYP3A4*1 ,wild-type” alela (Min DI i sar 2003). Ovaj
nalaz ukazuje na moguce vec¢i metabolicki kapacitet CYP3A4 enzima u nosioca
varijantnog alela, sugeriSu¢i da oni zahtevaju vece doze CSA za dostizanje ciljne
koncentracije leka u krvi. Svakako treba naglasiti da su ucesnici ove studije bili
ve¢inom Afrikanci, za koje se zna da imaju vecu prevalence CYP3A4*1B varijantnog
genotipa, dok su ucesnici prethodno navedenih studija bili uglavnom pripadnici bele

rase ili stanovnici Azije kod kojih je frekvenca varijantnog genotipa niza.
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1.6.2.5. Uticaj novog CYP3A4*22 polimorfizma u CYP3A4 genu na ekspresiju
enzima i farmakokinetiku CYP3A4 supstrata

Wang D i saradnici su pronasli novi SNP u intronu 6 gena za CYP3A4
(rs35599367, C>T) i ispitivali njegov uticaj na farmakokinetiku statina. Nivo CYP3A4
MRNA u jetri kao i aktivnost enzima je bila 1,7-2,5 puta ve¢a u nosioca CC genotipa, a
u odnosu na nosioce CT i TT genotipa. Od 235 pacijenata koja su uklju¢ena u studiju,
nosioci T alela su zahtevali signifikantno nize doze statina za optimalnu lipidnu
kontrolu. Dobijeni rezultati navode na zaklju¢ak da novotkriveni polimorfizam
znacajno utice na ekspresiju CYP3A4 gena, tj. smanjenu sintezu funkcionalnog enzima.
Zbog toga moze posluziti kao dobar biomarker, uz pomo¢ koga se moze predvideti
odgovor pojedinca na lek koji se metabolise uz pomoc¢e CYP3A4 enzima (Wang D i sar
., 2011). Ucestalost ovog polimorfizma u popoulaciji bele rase se procenjuje na 5-7 %
(Elens L i sar., 2013). Prve studije koje su se bavile uticajem ovog polimorfizma na
farmakokinetiku CNI su ukazale na njegov izuzetan znacaj. Elens L i saradnici su
pokazali da pacijenti sa transplantiranim bubregom, nosioci jednog ili dva T alela
zahtevaju znacajno nize doze Tac i CSA za postizanje adekvate koncentracije leka u krvi
u odnosu na nosioce CC genotipa (Elens L i sar., (1) 2011, Elens L i sar., (2) 2011).
Tako je odnos Cy/doza Tac i CsA, bio 2 i 1,6 puta veci kod nosioca T alela u odnosu na
CC homozygote (Elens L (2) i sar., 2011). Moes DJ i saradnici su pokazali da nosioci
CYP3A4*22 alela imaju 15% sporiji klirens CsA (Moes DJ i sar., 2014).

Lunde | i sar. su potvrdili znacaj ovog polimorfizma u pogledu farmakokinetike
CNI. Pacijenti sa transplantiranim bubregom, nosioci CYP3A4*22 alela zahtevaju
znacajno manju dozu CSA za postizanje adekvatne vrednosti C, nivoa CsA u krvi.
Univarijantna analiza je utvrdila da CYP3A4%*1/*22 heterozigoti imaju 50% veci odnos
C2/D u poredenju sa CYP3A4*1/*1 homozigotima. Multivarijantna anliza je potvrdila
nezavistan efekat CYP3A4*22 alela na farmakokinetiku CsA sa 53% viSim odnosom
C2/D kod nosioca varijantnog alela u poredenju sa nosiocima alela divljeg tipa (“wild-
type”). Prema ovom istrazivanju CYP3A4*22 alel objasnjava prosecno 12%
interindividualne varijabilnosti odnosa C,/D CsA (Lunde 1 i sar., 2014). lako je
ucestalost ovog genotipa u populaciji belaca mala, za pojedince nosioce ovog alela je od

izuzetnog znacaja. Gruba je procena da pacijenti primaoci transplantiranog bubrega, a
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koji su nosioci jednog ili dva CYP3A4*22 alela zahtevaju 50% manju dozu CsA za
postizanje terapijskog cilja. Izenadujuce je da ova grupa naucnika nije pronasla vezu
izmedu CYP3A4*22 genotipa i odnoca Tac Co/D (Lunde 1 i sar., 2014). Jedno od
mogucih objasnjenja je da su metabolicki putevi razgradnje CSA i Tac, kao i enzimi koji
ucestvuju u njemu razli¢iti. Dobro je poznato da oksidacija CSA odvija pretezno preko
CYP3A4 enzima, a Tac uz pomo¢ CYP3AS5 enzima (Dai Y i sar., 2004, Dai Y i sar.,
2006). Svakako ne sme se izgubiti iz vida da izvesni metaboliti CsA nastaju pod
dejstvom CYP3A5S enzima, a i brojne studije su potvrdile da CYP3A5 genotip ima
znacajan uticaj na farmakokinetiku CsA (De Jonge H i sar., 2013, Falck P i sar., 2009,
Dai Y i sar., 2006). Konkretno u studiji Lunde i i sar medu 123 pacijenta sa
transplantiranim bubregom, a koji su bili na terapiji Tac nije bilo CYP3A4*22

homozigota §to svakako moze uticati na dobijen rezultat (Lunde I i sar., 2014).

Malo je studija koje se uopste bave ispitivanjem farmakokinetike imunosupresiva
kod dece sa transplantiranim organom. Svakako jedan od razloga je relativno mali broj
ovih bolesnika po centru. Zato su multicentri¢ne studije od izuzetnog znacaja za ovu
popolaciju pacijenata. Gijsen VM i sar su ispitivali uticaj CYP3A4*22 polimorfizma na
farmakokinetiku Tac kod dece sa transplantiranim srcem. U studiju je ukljuceno 60
pacijenata. Nosioci bar jednog CYP3A4*22 alela zahtevali su 30% niZzu dozu Tac u

poredenju sa CYP3A4*1 homozigotima (Gijsen VM i sar., 2013).
1.6.3. Uticaj kombinacije genotipova na farmakokinetiku CsA

Najve¢i broj studija u literaturi je ispitivao pojedinac¢ni uticaj SNP na
faramkokinetiku CNI. Medutim izvesni SNP se ne nasleduju pojedina¢no, ve¢ zajedno
sa drugim polimorfizmima. Neke haplotipske analize koje ispituju zajednicki efekat vise
polimorfizama nagoveStavju da oni mogu medusobno interagovati doprinoseci
kombinovanom zbirnom efektu na farmakokinetiku ove grupe lekova, mada ima i

radova Kkoji to opovrgavaju.

Jedan broj studija je proucavao kombinovani uticaj SNP u CYP3A4, CYP3AS5 i/ili
ABCB1genu na farmakokinetiku CsA. Studija u koju je ukljucen najveéi broj pacijenata
sa transplantiranim bubregom (n= 407), nije pokazala da haplotipska kombinacija
CYP3A4-392A>G+ CYP3A5 6986A>G ima uticaj na odnoss Co/doza CsA i vreme
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neophodno za postizanje ciljne koncentracije leka u krvi (Bandur S i sar., 2008).
Proucavaju¢i mogucu interakciju izmedu CYP3A4*1B varijantnog alela i ABCBI
3435C>T genotipa, osam pacijenata koji su bili heterozigoti za CYP3A4*1B varijantni
alel, a pritom su bili i heterozigoti (n=5) ili homozigoti (n=3) za ABCB1 3435C>T
varijantni genotip, je poredeno sa 27 pacijenata koji su eksprimirali oba “wild-type”
alela, pri ¢emu nije potvrdeno da ova haplotipska kombinacija ima bilo kakav uticaj na
farmakokinetiku CsA (von Ahsen N i sar., 2001). Ni naredne ¢etiri studije, takode nisu
pronasle uticaj haplotipske kombinacije slede¢cih SNP, ABCB1 3435C>T, ABCB1
1236C>T i ABCB1 2677G>T, na farmakokinetiku CsA (Anglicheau D i sar., 2004,
Haufroid V i sar., 2004, Mai i i sar., 2003, Bandur S i sar., 2008). Medutim studija u
koju su ukljuceni pedijatriski pacijenti (n=104) sa TBI na PD i listi ¢ekanja za
kadaveri¢nu transplantaciju bubrega je pokazala da pacijenti mladi od 8 godina nosioci
ABCB1 1199G-1236C-2677G-3435C wild-type” genotipa imaju nizu bioraspolozivost
CsA u odnosu na nosioce varijantnog haplotipa pacijenata starijih od 8 godina (n=22)
(Fanta S i sar., 2008).

Kravljaca M 1 saradnici su ispitivali kombinovani uticaj tri polmirfizma u ABCBI
genu (G2677T/A, C1236T i C3435T) kod CYP3A5 neekspresora sa transplantiranim
bubregom na farmakokinetiku Tac. Pokazali su da homozigotni nosioci varijantnog
alela polimorfizama G2677T/A i C3435T u genu za ABCB1 zahtevaju vecu dozu Tac,
§to je prac¢eno nizim odnosom Co/D u odnosu na homozigotne i heterozigotne nosioce
”wild type” alela (Kravljaca M i sar., 2016).

U radovima koji su isptivali medusobni uticaj SNP u intronu 6 CYP3A4 gena i
SNP 6986A>G CYP3A5 gena pokazano je da pacijenti sa transplantiranim bubregom
koji su nosioci T alela za polimorfizam u intronu 6 CYP3A4 gena (sintetiSu manju
koli¢inu funkcionalnog CYP3A4 enzima) i homozigoti CYP3A5*3 (sintetiSu nemerljivu
koli¢inu CYP3AS enzima) sporo metabolisu CNI te zahtevaju znatno manje doze leka
(Elens L i sar., 2011 (1), Elens L i sar., 2011 (2)).

Moes DJ i saradnici su ispitivali kombinovani uticaj CYP3A4*22 i
CYP3A56986A>G SNP na klirens CsA, evrolimusa i Tac, pri ¢emu nisu dokazali

znaCajan uticaj kombinacije genotipova u odnosu na pojedinaéne SNP. Kombinovana

analiza nije olakSala identifikovanje grupa pacijenata koji sporo, umereno brzo i brzo
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metaboliSu gore navedene lekove. Konkretno za CsA razlika u prose¢nim vrednostima
Klirensa izmedu navedenih grupa pacijenata je bila manja od 16% (Moes DJ i sar.,

2014).

Gijesen VM i sar su ispitivali kombinovani uticaj CYP3A4*22 i
CYP3A56986A>G SNP na farmakokinetiku Tac kod dece sa transplantiranim srcem
(n=60). Pacijente su podelili u tri grupe: grupa loSih metabolizera (CYP3A4*1/22* i
CYP3A5 ne-ekspresor), grupa srednje brzih metabolizera (CYP3A4*1/*1 i CYP3A5
ne-ekspresor) i grupa brzih metabolizera (CYP3A4*1/*1 i CYP3A5 ekspresor).
Pokazali su da losi metabolizeri zahtevaju 17% manju dozu Tac nego srednje brzi

metabolizeri i 48% manju dozu leka nego brzi metabolizeri (Gijesen VM i sar., 2013).
1.6.3.1.Uticaj SNP u genu za P450 oksidoreduktazu na farmakokinetiku CNI

P450 (citohrom) oksidoreduktaza (POR) gen je lociran na 7 hromozomu. Kodira
istoimeni enzim koji sadrzi 680 aminokiselina, a neophodan je za funkcionisanje vise od
50 enzima citohrom P450 familije. Vrsi oksidaciju tj. prenos elektrona sa nikotin-
adenin-dinukleotid-fosfat-oksidaze (NADPH) na enzime CYP familije, §to je preduslov
za njihovu aktivaciju (Pandey AV i sar., 2014). POR gen je izrazito polimorfan.
Opisano je preko 40 SNP ovog gena. Najvise proucavan je 1508C>T (rs 1057868;
POR*28) (Agrawal V i sar., 2008, Huang N i sar., 2008). Mutirani alel je prisutan kod
19,1% Africkih Amerikanaca, 26,4% Amerikanaca bele puti, 36,7% Kineza u Americi 1
31% Meksikanaca u Americi (Zhang JJ i sar 2013). Jasna je veza ovog polimorfizma i
povecane in vivo aktivnosti enzima CYP3A familije (Oneda B i sar., 2009, Elens L (2) i
sar., 2013). Primecen je znaCajan uticaj POR*28 alela, kod CYP3AS5 ekspresora, na
farmakokinetiku Tac. Studija je radena kod pacijenata sa transplantiranim bubregom.
CYP3AG5 ekspresori, koji su bili nosioci bar jednog POR*28 alela su zahtevali znatno
vece doze Tac u cilju odrzavanja adekvatnih koncentracije Co Tac u Krvi godinu dana
nakon transplantacije u poredenju sa POR*1/*1 CYP3AS5 ekspresorima (Elens L 1 sar.,
2014). Ovi rezultati su u skladu sa prethodno radenim studijama, kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom (de Jonge H i sar., 2011) i zdravih volontera Kineske
nacionalnosti (Zhang JJ i sar., 2012). Namece se zakljuéak da CYP3AS ekspresori,
nosioci bar jednog POR*28 alela imaju jace izrazenu aktivnost CYP3AS5 enzima.

Cinjenica da POR*28 homozigoti, sa transplantiranim bubregom, zahtevaju 15% veéu
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dozu CsA za odrzavanje adekvatne koncentracije leka u krvi, navodi na zakljucak da
ovaj SNP uti¢e i na ubrzan metabolizam CSA posredsvom povecane aktivnosti CYP3A4
enzima (Elens L i sar., 2014). Takode, POR*28 homozigoti koji ne eksprimiraju
CYP3AD5 su imali 24% manji odnos Tac Cy/doza u odnosu na nosioce POR*1 alela, $to
takode moze biti uzrok povecane aktivnosti CYP3A4 enzima u nosioca ovog

polimorfizma (Elens L i sar., 2014).

1.7.Znacéaj multicentri¢nih studija za bolji ishod le¢enja dece sa transplantiranim

organom

Broj transplantirane dece u svetu je relativno mali u poredenju sa adultnim
pacijentima. Zato su potrebne multicentri¢ne studije, gde ¢e se sumirati rezultati velikog
broja centara i time obuhvatiti dovoljan broj pacijenata za adekvatnu statisticku analizu
(Dharnidharka VR i sar., 2014). Jedino tako se obezbeduju adekvatni rezultati, kojima
mozemo verovati i na osnovu kojih mozemo unapredivati sve aspekte transplantacije

najmladih pacijenata.
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2. CILJEVI RADA

U ovoj studiji postavljeni su sledeci ciljevi:

1. Utvrditi frekvencije alela i genotipova polimorfizama u genima za ABCB1
(rs1045642), CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) i POR (rs1057868) kod

pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom u Srbiji

2. Ispitati uticaj uzrasta deteta, kao nezavisnog faktora, na farmakokinetiku CsA kod
pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom u Srbiji, tokom prve godine

nakon transplantacije

3. Ispitati uticaj polimorfizama u genima za ABCB1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746),
CYP3A4 (rs35599367) i POR (rs1057868) na farmakokinetiku CsA kod pedijatrijskih
pacijenata sa transplantiranim bubregom u Srbiji, tokom prve godine nakon

transplantacije.

4. Ispitati uticaj polimorfizama u genima za ABCB1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746),
CYP3A4 (rs35599367) i POR (rs1057868) u zavisnosti od uzrasta pacijenta, na
farmakokinetiku CsA kod pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom u

Srbiji, tokom prve godine nakon transplantacije.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Ispitanici

Istrazivanje je obavljeno na Univerzitetskoj decjoj klinici, u Centru za
hemodijalizu i transplantaciju, jedinom mestu u Srbiji, gde se radi transplantacija
bubrega kod pedijatrijskih pacijenata uz njihovo postransplantaciono praéenje. U studiju
je ukljuceno 47 pacijenata kojima je transplantiran bubreg u periodu 2001-2015. Od
zivog srodnika bubreg je dobilo 37, a od mozdano mrtve osobe 10 pacijenata. Od
ukupno 75 pacijenata, koliko se prati u naSem centru iz studije su iskljuceni pacijenti :
koji su inicijalno bili na terapiji Takrolimusom, sa dva transplantirana organa (jetra i
bubreg), sa povratkom osnovne bolesti u transplantiran bubreg koji su zahtevali
plazmafereze i ¢ije uzorke krvi za DNK analizu nismo imali. Ovu studiju je odobrio
Eticki komitet Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i u skladu je sa

Helsinskom deklaracijom.
3.2. Protokol imunosupresivne terapije

Svi pacijenti su primili indukcionu terapiju: Monoklonska anti CD 25 ili
poliklonska anti-timocitna antitela u zavisnosti od imunoloskog rizika, Metilprednizolon
(MP), Mikofenolat mofetil i CsA, sa izuzetkom pacijenata sa odlozenom funkcijom
grafta kod kojih je odloZzena primena CsA. Kod pacijenata sa niskim rizikom
primenjivana su monoklonska (Daclizumab ili Basiliximab), a kod pacijenata sa
visokim rizikom polikolnska antitela (ATG) po preporu¢enim protokolima.
Daclizumab-Zenepax, Roche Pharmaceutical; prva doza, 1 mg/kg/dan, na dan
transplantacije i potom jo§ Cetiri iste doze na dve nedelje; Basiliximab-Simulect,
Novartis Pharmaceutical Corporation; prva doza, 10 mg za pacijente koji imaju TT
ispod 35 kg i 20 mg za pacijente kojima je TT preko 35 kg, na dan transplantacije i
druga doza Cetvrtog postransplantacionog dana; ATG, Fresenius, prva doza, 9 mg/kgTT,
na dan transplantacije, potom naredna tri dana 3 mg/kgTT. Metilprednisolon u dozi od
1gr/m? je ordiniran na dan transplantacije, a naredna &etiri dana je doza smanjivana za
50%/dan. Od petog dana pacijenti su prevedeni na prednizon per os u dozi od 60
mg/m?/dan do 14 postransplantacionog dana uz dalje postepeno smanjenje doze do kraja

treéeg meseca od transplantacije do doze odrzavanja od 5 mg/m? CsA (Sandimun
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Neoral, Novartis) je ukljuen u pocetnoj dnevnoj dozi od 5 mg/kg/dan na dan
transplantacije, a dalje je doza korigovana shodno vrednostima nivoa leka u Krvi.
Preporuceni nivoi leka u krvi su bili sledeéi: tokom prvog meseca posle transplantacije
Co 130-180 ng/ml, C, 1000-1300 ng/ml, tokom drugog i treCeg meseca Cy 100-150
ng/ml, C, 900-1200 ng/ml, nakon toga do kraja prve godine Cy 90-120 ng/ml, C, 800-
1000 ng/ml. Mikofenolat mofetil (CellCept, Roche Pharmaceutical) je primenjen u dozi
od 400-600 mg/m2 dva puta dnevno (u sluéaju transplantacije sa zivog donora lek je
uklju¢en dva dana pre planirane hiruske intervencije, a kod kadavericne na dan
transplantacije). Kod transplantacije bubrega sa zivog donora kortikosteroidi su

ukljuéeni dan pre zakazane hiruke intervencije (Pronizon 60 mg/m?%/dan).
3.3. Metod odredivanja nivoa Ciklosporina A u krvi

Krv za genetske anlize uzeta je tokom pracenja pacijenata, kada je venepunkcija
vr$ena iz klini¢kih indikacija. Koncentracija CSA u Krvi je odredivana iz pune krvi
imunoesejem na bazi hemiluminiscence mikrocestica na uredaju ARCHITECT iSystem
(Abbott, Abbott Park, IL), a prema uputstvima proizvodaca, u biohemiskoj laboratoriji

Univerzitetske decje Klinike u Beogradu.
3.4. Klini¢ki podaci

Redovne kontrole obavljene su jedan, tri, Sest i dvanaest meseci nakon
transplantacije i uvek kada je to bilo potrebno po proceni lekara. Pri svakoj kontroli
uzimani su slede¢i bazi¢ni podaci: uzrast, pol, visina, tezina, BMI, krvni pritisak,
redovna terapija koju uzimaju, vreme proteklo od transplantacije bubrega. Takode
pacijentima smo uz standardne biohemijske analize merili Cy koncentraciju CsA u krvi
(koncentracija leka u krvi pred jutarnju dozu) i C, koncentracija CSA u Kkrvi
(koncentracija leka u krvi dva sata posle jutarnje doze). Takode su preracunati odnosi
Co nivoa leka u krvi i dnevne doze leka (Co/D ng/ml kroz mg/kgTT) i C, nivoa leka u

krvi i dnevne doze (C,/D ng/ml kroz mg/kgTT).
3.5. Genetske analize

Genetske analize obavljene su u Laboratoriji za radiobiologiju i molekularnu

genetiku u Institutu za nuklerne nauke Vinca tokom 2015/2016 godine. Odredeni su
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slede¢i polimorfizmi za 47 pacijenata: ABCB1 (rs 1045642), CYP3A5 (rs 776746),
CYP3A4 (rs35599367) i POR (rs 1057868). Polimorfizmi u ciljnim genima su
analizirani koriS¢enjem eseja za genotipizaciju na bazi TagMan tehnologije (Thermo
Scientific). Za navedene polimorfizme koriS¢eni su slede¢i eseji: rs35599367
(C__59013445_10), rs776746 (C__26201809_30), rs1057868, (C__ 8890131 _30) i rs
1045642 (C___ 7586657_20). Genotipizacija je uradena na aparatu ABI PRISM 7500
Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA). DNK je izolovana metodom

fenol hloroformske ekstrakcije iz uzoraka pune krvi.
3.6. Statisticke metode

Statisticka analiza podataka je uradena primenom programa Statistika (verzija 8).
Metodom prebrojavanja (engl. gene counting method) su utvrdene frekvencije
genotipova 1 alela. Razlika u distribuciji genotipova i alela u razli¢itim grupama
pacijenata ispitana je Pearsonovim y? testom. Distribucija vrednosti kontinualnih
varijabli je analizirana Kolmogorov-Smirnovim testom. Analiza varijanse (ANOVA) je
koriS¢ena da se utvrdi relacija izmedu vrednosti kategorijskih i1 kontinualnih varijabli,
ukoliko su vrednosti kontinualnih varijabli bile u normalnoj raspodeli, sa primenom
LSD post-hoc testa, a vrednosti su predstavljane kao srednje vrednosti sa standardnom
devijacijom. U cilju ispitivanja farmakokoinetike CSA u zavisnosti od godina pacijenti
su podeljeni u dve grupe (< 6 godina i > 6 godina). U cilju ispitivanja uticaja nekoliko
razli¢itih prediktora (polimorfizmi u ispitivanim genima i godine) na parametre
farmakokinetike CsA primenjena je multivarijantna regresiona analiza a rezultati
predstavljeni kao vrednost regresionog koeficijenta (Beta) i njegove standardne greske.
Vrednost verovatno¢e od p<0,05 je smatrana statisticki zna¢ajnom u svim statistickim

testovima.
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4. REZULTATI

4.1. Bazalne karakteristike ispitanika i demografski podaci

U ispitivanje je uklju¢eno ukupno 47 pacijenata sa transplantiranim bubregom uzrasta
od 3-20 godina. Na tabeli 1 predstavljene su osnovne demografske i klinicke
karakteristike pacijenata sa transplantiranim bubregom.

Prosecan uzrast pacijenata bio je 11.17+ 4.57 godina. Decaka je bilo 63,9%, prose¢nog
uzrasta 11,27+4,6 godina. Devojcica je bilo 36,1%, prosecnog uzrasta 10,9+4,7 godina.
Primarna bolest bubrega koja je dovela do terminalne bubrezne insuficijencije kod
44,7% pacijenata je bila urodena anomalija bubrega i urinarnih puteva, 27,7%
pacijenata je imalo glomerulonefritis, 23,3% pacijenata cisticnu bolest bubrega, ostale
bolesti je imalo 4,3% pacijenata. Od zivog srodnika bubreg je dobilo 78,7%, a od
mozdano mrtve osobe 21,3% pacijenata. Posle prve transplantacije bubrega u studiju je
ukljuceno 93,6% pacijenata, a posle druge 6,4% pacijenata. Godinu dana posle
transplantacije bubrega praceno je 82,97% pacijenata, Sest meseci 8,51% pacijenata, tri
meseca 6,38% pacijenata, mesec dana 2,13 % pacijenata. Pacijentima koji su iskljuceni
iz studije mesec dana, tri meseca i Sest meseci posle transplantacije bubrega CsA je
iskljuen iz terapije i zamenjen drugim imunosupresivnim lekom. Akutnu Krizu
odbacivanja transplantiranog bubrega je imalo jedanest (23,4%) pacijenata. Od toga
Cetiri pacijenta su imala akutnu krizu odbacivanja u prvom mesecu, tri pacijenta u
Cetvrtom mesecu, jedan pacijent u petom mesecu, jedan pacijent u sedmom mesecu,
jedan pacijent u desetom mesecu i jedan pacijent u dvanestom mesecu posle

transplantacije bubrega.

35



Tabela 1. Osnovne demografske i klini¢ke karakteristike pacijenata sa transplantiranim

bubregom

Karakteristike
uzrast (god.£SD)
pol (decaci/devojcice), n (%)
uzrast decaci (god.£SD) / uzrast devojcice (god+SD)
Primarna bolest bubrega, n (%)
urodene anomalije bubrega i urinarnih puteva
glomerulonefritis
cisti¢ne bolesti bubrega
ostale
Poreklo grafta
ziv srodnik/kadaver, n (%)
Transplantacija po redu (1/2), n (%)
Duzina pracenja n (%)
12 meseci
6 meseci
3 meseca
1 mesec

Akutna kriza odbacivanja, n (%)

n=47
11.17+ 457
30 (63,9) /17 (36,1)

11,27+4,6 / 10,9+4,7

21 (44,7)
13 (27,7)
11 (23,3)

2 (4,3%)

37 (78,7) / 10 (21,3%)

44 (93,6%) / 3 (6,4%)

39 (82,97)
4 (8,51)
3(6,38)
1(2,13)

11 (23,4)
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4.2. Doza i nivoi CsA u Kkrvi

U tabeli dva prikazane su prose¢ne vrednosti doze CsA, Cy nivoa CsA u krvi, C; nivoa

CsA u krvi, odnosa Cy/doza leka i Co/doza leka.

Tabela 2. Proseéne vrednosti doze CsA, Cq, C, nivoa leka u krvi, odnosa Cy/D i C,/D,

jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega.

Vreme proteklo od transplantacije 1 m 3m 6m 12m p
Doza CsA (mg/kgTT+SD) 6,17+1,99 5,28+1,95 4,50+1,74 4,15+1,82 <0.01
Co nivo CsA u krvi (ng/ml+SD) 139,65+54,55 130,32+35,51 119,00+36,14 107,67+37,27 <0,01
C, nivo CsA u krvi (ng/mixSD) 1028,86+366,25  911,78+296,19 713,90+243,5  662,31+36,30 <0,01
Odnos Cy/D (ng/ml/mg/kg+SD)  26,60+10,50 31,43+1475  32,09+1519  3331#2377  ns

Odnos C,/D (ng/ml/mg/kg+SD) 181,15+88,20 195,76+£95,12  178,52+90,20  186,53+101,55 ns

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koris¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u

normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoc¢e od p<0,05 je smatrana znacajnom.

Prose¢na doza CsA koju su pacijenti pili, mesec dana posle transplantacije bubrega bila
je 6,17£1,99 mg/kgTT, tri meseca posle transplantacije bubrega 5,28+1,95 mg/kgTT,
Sest meseci posle transplantacije bubrega 4,50+1,74 mg/kgTT, dvanaest meseci posle
transplantacije bubrega 4,14+1,82 mg/kgTT. Prosetna doza CsA se znaajno
razlikovala izmedu slede¢ih vremenskih tacaka: mesec dana i tri meseca (p<0,05),
mesec dana i Sest meseci (p<0,01), mesec dana i dvanaest meseci (p<0,01) i tri meseca i
dvanaest meseci (p<0,05) posle transplantacije bubrega. Doza CsA tri i Sest meseci
posle transplantacije bubrega je bila na granici statistiCke znacajnosti (p=0,053). Nije
bilo znacajne razlike u dozi leka Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega
(p=0,403). Prosecne vrednosti doze CsA jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle

transplantacije bubrega prikazane su na grafikonu 1.
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Grafik 1

Prose¢ne vrednosti doze CsA jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije

bubrega
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Prosecan Cy nivo CsA u krvi mesec dana posle transplantacije bubrega bio je 139+54,55
ng/ml, tri meseca posle transplantacije bubrega 130,32+35,51 ng/ml, Sest meseci posle
transplantacije bubrega 119,00+36,14 ng/ml, dvanaest meseci posle transplantacije
bubrega 107,67+37,27 ng/ml. Prosecan Cy nivo CsA se nije razlikovao mesec dana i tri
meseca (p=0,387), tri meseca i Sest meseci (p=0,298), Sest meseci i dvanaest meseca
posle transplantacije bubrega(p=0,315), na granici statisticke znacajnosti je bio mesec
dana i Sest meseci posle transplantacije (p=0,057), a znacajno se razlikovao mesec dana
i dvanaest meseci (p=0,005) i tri meseca i dvanaest meseci posle transplantacije
bubrega(p=0,046). Prose¢ne vrednosti Cy nivoa CsA u Krvi jedan, tri, Sest i dvanaest

meseci posle transplantacije bubrega prikazani su na grafikonu 2.
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Grafik 2

Prose¢ne vrednosti Cp nivoa CSA u krvi jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle

transplantacije bubrega
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Prosecan C, nivo CSA u krvi mesec dana posle transplantacije bubrega bio je
1028+366,25 ng/ml, tri meseca posle transplantacije bubrega 911,78+296,19 ng/ml, Sest
meseci posle transplantacije bubrega 713,90+243,5 ng/ml, dvanaest meseci posle
transplantacije bubrega 662,31+36,30 ng/ml. Prose¢an C, nivo CsA je bio na granici
statistiCke znacajnosti mesec dana i tri meseca (p=0,059) posle transplantacije bubrega
Prosecan C; nivo leka u krvi se znacajno razlikovao jedan mesec i Sest meseci (p<0,01),
jedan mesec i dvanaest meseci (p<0,01), tri meseca i Sest meseci (p<0,05) i tri meseca i
dvanaest meseci (p<0,01) posle transplantacije bubrega. Prose¢an C; nivo leka u krvi se
nije znacajno razlikovao Sest meseci i dvanaest meseci (p=0,423) posle transplantacije
bubrega. Prose¢ne vrednosti C, nivoa CsA u Krvi jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle

transplantacije bubrega prikazani su na grafikonu 3.
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Grafik 3

Prose¢ne vrednosti C, nivoa CSA u krvi jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle

transplantacije bubrega
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Prosec¢an odnos Co/D mesec dana posle transplantacije bubrega bio je 26,60+£10,50, tri
meseca posle transplantacije bubrega 31,43+14,75, Sest meseci posle transplantacije
bubrega 32,09+15,19, dvanaest meseci posle transplantacije bubrega 33,31+£23,77. Nije
bilo znacajne razlike u odnosu Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle
transplantacije bubrega. Proseéne vrednosti odnosa Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest

meseci posle transplantacije bubrega prikazane su na grafikonu 4.
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Grafik 4

Prosec¢ne vrednosti odnosa Cy/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije

bubrega
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Prose¢an odnos C,/D mesec dana posle transplantacije bubrega bio je 181,15+88,20
ng/ml/mg/kg, tri meseca posle transplantacije bubrega 195,76+£95,12 ng/ml/mg/kg, Sest
meseci posle transplantacije bubrega 178,52+90,20 ng/ml/mg/kg,, dvanaest meseci posle
transplantacije bubrega 186,53+101,55 ng/ml/mg/kg,. Nije bilo znacajne razlike u
odnosu C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega. Prose¢ne
vrednosti odnosa C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega

prikazane su na grafikonu 5.
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Grafik 5

Prose¢ne vrednosti odnosa C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije

bubrega
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4.3. Distribucija genotipova polimorfizama u genima za ABCB1 (rs1045642),
CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) i POR (rs1057868) kod pacijenata sa

transplantiranim bubregom

Kod pacijenata sa transplantiranim bubregom utvrdeni su genotipovi polimorfizama u
ciljnim genima: ABCBL1 (rs1045642), CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367) i
POR (rs1057868). U tabelama 3, 4, 5 i 6 prikazana je distribucija genotipova i

frekvencija alela ispitivanih polimorfizama

Tabela 3. Distribucija genotipova i frekvencija alela polimorfizma rs1045642 u genu za

ABCB1
Polimorfizam CcC CT genotip | TT genotip | Alel C | Alel T | Ukupno
genotip N | N (%) N (%) N
(%)
ABCB1 12 (26) 25 (53) 10 (21) 0,52 0,48 47
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U grupi ispitivanih pacijenata sa transplantiranim bubregom 26% pacijenata su bili
homozigoti za ¢e$¢i alel, CC genotip, polimorfizma rs1045642 u genu za ABCBL.
Heterozigotnih nosioca polimorfnog alela je bilo 53% dok je homozigotnih nosioca

polimorfnog alela T bilo 21%.

Tabela 4. Distribucija genotipova i frekvencija alela polimorfizma rs 776746 u genu za
CYP3A5

Polimorfizam genotip genotip genotip Alel *1 | Alel *3 | Ukupno
*1/*1 *1/*3 *3/*3 N
N (%) N (%) N (%)

CYP3A5 0(0) 6 (13) 41 (87) 0,06 0,94 47

U grupi ispitivanih pacijenata sa transplantiranim bubregom nije bilo nosioca genotipa
*1/*1 polimorfizma rs 776746 u genu za CYP3A5 . Heterozigotni nosioci polimorfnog
alela *3 su bili zastupljeni sa 13%, a homozigoti za polimorfni alel sa 87 %, u ispitanoj

grupi pacijenata.

Tabela 5. Distribucija genotipova i frekvencija alela polimorfizma rs35599367 u genu
za CYP3A4

Polimorfizam genotip genotip genotip Alel Alel Ukupno
*1/*1 *1/*22 *22/*22 *1 *22 N
N (%) N (%) N (%)

CYP3A4 44 (94) 3(6) 0(0) 0,96 0,04 47

U grupi ispitivanih pacijenata sa transplantiranim bubregom homozigoti za ¢esci alel *1
su bili zastupljeni sa 94%, dok je kod 6% pacijenata detektovan polimorfni alel *22 u
heterozigotnom obliku. Nije bilo homozigotnih nosioca polimorfnog alela *22
polimorfizma rs35599367 u genu za CYP3A4.

Tabela 6. Distribucija genotipova i frekvencija alela polimorfizma rs1057868 u genu za
POR

Polimorfizam genotip genotip genotip Alel Alel Ukupno
*1/*1 *1/*28 *28/*28 *1 *28 N
N (%) N (%) N (%)

POR 20 (42) 21(45) 6 (13) 0,65 0,35 47
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U grupi ispitivanih pacijenata sa transplantiranim bubregom bilo je 42% nosioca
genotipa *1/*1 polimorfizma rs1057868 u genu za POR. Heterozigotnih nosioca
polimorfnog alela bilo je 45%, dok je homozigotnih nosioca polimorfnog alela*28 bilo

13%,

4.4.1. Raspodela pacijenata koji primaju razli¢ite doze CsA u odnosu na prisustvo

polimorfnog alela polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1

Ispitivali smo raspodelu pacijenata koji primaju dozu CsA < 4mg/kgTT i > 6 mg/kgTT
u odnosu na prisustvo polimorfnog alela polimorfizma rs1045642 u genu za
ABCB1.Genotipovi sa polimorfnim alelom su grupisani i upordeni sa homozigotima za

éesdéi alel.

Tabela 7. Raspodela pacijenata koji primaju razlicite doze CsA u odnosu ha prisustvo

polimorfnog alela polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1

ABCBL1 Doza CsA <4mg/kgTT | >6mg/kgTT | Ukupno P
(rs1045642) N (%) N (%) N(%)

CC genotip 4 (50) 4(50) 8(100)

CT+TT genotip 19 (95) 1(5) 20(100) 0,005
Ukupno 23 5 28

*” test

Statistickom analizom podataka uocena je veza izmedu raspodele pacijenata u
zavisnosti od doze CsA i genotipova polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1. U
grupi pacijenata koji su nosioci polimorfnog alela polimorfizma rs1045642 u genu za

ABCB1 statisticki je znacajno viSe onih koji primaju dozu CsA<4 mg/kgTT.

4.4.2. Raspodela pacijenata koji primaju razlicite doze CsA u odnosu na prisustvo

polimorfnog alela polimorfizma rs1057868 u genu za POR

Ispitivali smo raspodelu pacijenata koji su primali dozu CsA < 4mg/kgTT CsA i > 6
mg/kgTT u odnosu na prisustvo polimorfnog alela polimorfizma rs1057868 u genu za
POR.
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Tabela 8. Raspodela pacijenata koji primaju razliciti doze CsA u odnosu na prisustvo

polimorfnog alela polimorfizma rs1057868 u genu za POR

POR Doza CsA <4mg/kgTT | >6 mg/kgTT | Ukupno P
(rs1057868) N (%) N (%) N(%)
*1*1 genotip 5 (38) 8 (62) 13 (100)
0,03
*1*28 +*28*28 genotip 1(6) 15 (94) 16 (100)
Ukupno 14 15 29
* o test

StatistiCkom analizom podataka uofena je veza izmedu raspodele pacijenata u

zavisnosti od doze CsA i genotipova polimorfizma rs1057868 u genu za POR. U grupi

pacijenata koji su nosioci polimorfnog alela polimorfizma rs1057868 u genu za POR

statisticki je znacajno vise onih koji primaju dozu CsA> 6 mg/kgTT.

4.5. Uticaj polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1 na dnevnu dozu CsA, odnos

Co/D i C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega

Ispitan je uticaj polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1 na dnevnu dozu CsA,

odnose Co/D i C,/D mesec dana, tri meseca, Sest meseci i godinu dana posle

transplantacije bubrega. Na tabeli 9. prikazane su srednje vrednosti doze leka, odnosa

Co/D i Co/D po mesecima u odnosu na genotipove polimorfizma rs1045642 u genu za

ABCBL.
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Tabela 9. Doza, Cy/D, C,/D u odnosu na genotip polimorfizma rs1045642 u genu za

ABCB1

ABCB1(rs1045642) CC genotip CT genotip TT genotip P

Dozalm 6,57+2,34 6,21+2,10 5,37+1,28 0,405
Doza 3 m 5,48+2,25 5,34+2,15 4,89+1,23 0,795
Doza 6 m 5,48+2,25 5,34+2,15 4,89+1,23 0,795
Doza 12 m 5,33+2,11 4,41+2,07 4,38+1,24 0,726
Co/D1m 26,97+8,84 26,87+11,62 25,30+11,44 0,949
Co/D3m 29,72+13,62 31,15+13,64 34,38+20,77 0,848
Co/D 6 m 26,56+10,90 32,92+14,46 37,22+21,53 0,424
Co/D12m 27,47+11,36 38,64+32,50 30,45+13,66 0,575
C2/D1m 179,27+84,03 181,90+104,40 187,50+58,41 0,979
C2/D3m 200,80+80,16 205,93+110,50 175,63+81,13 0,731
C2/D6m 147,44+49,53 200,23+113,00 161,72+40,61 0,245
C2/D12m 171,68+72,90 202,48+128,05 180,81+77,31 0,726

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je korisCenja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana znacajnom.

Statistickom analizom podataka nije pokazano da genotipovi polimorfizma rs1045642 u

genu za ABCBL1 uti¢u na dnevnu dozu leka, niti na odnose Co/D i C,/D.

4.6. Uticaj polimorfizma rs776746 u genu za CYP3A5 na dnevnu dozu CsA, odnos
Co/D i Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega

Dalje je ispitivan uticaj polimorfizma rs776746 u genu za CYP3A5 na dnevnu dozu
CsA, odnose Co/D i C,/D mesec dana, tri meseca, Sest meseci i godinu dana posle
transplantacije bubrega. Na tabeli 10. prikazane su srednje vrednosti doze leka, odnosa
Co/D i Co/D po mesecima u odnosu na genotipove polimorfizma rs776746 u genu za
CYP3A5
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Tabela 10. Doza, Cy/D, C,/D u odnosu na genotip polimorfizma

rs776746 u genu za

CYP3A5

CYP3A5(rs776746) *1/*3 genotip *3/*3 genotip P

Dozalm 6,51+1,16 6,09+2,12 0,671
Doza 3 m 5,65+1,57 5,24+2,06 0,674
Doza 6 m 5,65+1,57 5,24+2,06 0,674
Doza 12 m 5,83+1,67 4,56+1,98 0,283
Co/D1m 23,19+11,92 27,10+10,45 0,496
Co/D3m 18,2548,1 32,88+14,66 0,104
Co/D 6 m 18,71+3,98 33,04+15,27 0,203
Co/D12m 19,62+3,42 34,45+24 41 0,407
C2/D1m 180,53+85,22 182,56+91,20 0,963
C2/D3m 197,36+103,15 198,46+96,71 0,981
C2/D6m 130,82+85,45 182,78+91,56 0,348
C2/D12m 146,16+75,29 192,38+104,97 0,463

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je korisCenja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u

normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana znacajnom.

StatistiCkom analizom podataka nije pokazano da genotipovi polimorfizma rs776746 u

genu za CYP3AS5 uticu na dnevnu dozu leka, niti na odnose Co/D i C,/D.

Zatim je izraCunata srednja vrednost svih doza CsA, svih odnosa Co/D i C,/D kod
CYP3AD5 ekspresora i CYP3AS5 neekspresora i prikazana u tabeli 17.
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Tabela 11. Srednje vrednosti svih doza CsA, svih odnosa Co/D i C,/D kod CYP3A5
ekspresora i CYP3A5*3*3 neekspresora .

CYP3A5 CYP3A5 P
neekspresori ekspresori
Doza 5.36 £ 2.00 578+ 1.33 0.18
Co/D 31.48 +£12.75 2244 +7.12 0.01
C,/D 186.92 £ 77.54 182.57 £ 83.29 0.17

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koris¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana znac¢ajnom.

Odnos Cy/D je bio statisticki znac¢ajno veéi u grupi pacijenata CYP3AS5 neekspresora
(genotip *3/*3) u odnosu na grupu pacijenata CYP3A5 ekspresora (genotip *1/*3).
Razlika doza CsA i odnosa C,/D izmedu ove dve grupe nije dostigla statisticku

znacajnost.

4.7. Uticaj polimorfizma rs35599367 u genu za CYP3A4 na dnevnu dozu CsA,odnos

Co/D i Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega

Dalje je ispitivan uticaj polimorfizma rs35599367 u genu za CYP3A4 na dnevnu dozu
CsA, odnose Co/D i C,/D mesec dana, tri meseca, Sest meseci i godinu dana posle
transplantacije bubrega. Na tabeli 12. prikazane su srednje vrednosti doze leka, odnosa
Co/D i Co/D po mesecima u odnosu na genotipove polimorfizma rs35599367u genu za
CYP3AA4.
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Tabela 12. Doza, Co/D, C2/D u odnosu na genotip polimorfizma rs35599367 u genu za

CYP3A4

CYP3A4(rs35599367) *1/*1 genotip *1/*22 genotip P

Dozalm 6,00+1,85 6,50+1,83 0,632
Doza 3 m 5,18+1,91 5,03+1,14 0,893
Doza 6 m 5,18+1,91 5,03+1,14 0,894
Doza 12 m 4,62+1,91 3,70+0,37 0,417
Co/D1m 26,37+10,79 29,84+45,84 0,660
Co/D3m 31,62+14,89 28,60+17,89 0,786
Co/D 6 m 31,86+15,41 35,15+16,40 0.773
Co/D12m 33,36+24,25 32,00+0,00 0,960
C2/D1m 188,56+91,61 123,14+18,06 0,229
C2/D3m 203,94+96,39 156,50+98,40 0,416
C2/D6m 180,79+92,87 179,09+92,77 0,976
C2/D12m 194,64+104,91 140,28+11,87 0,475

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koris¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoc¢e od p<0,05 je smatrana zna¢ajnom.

Statistickom analizom podataka nije pokazano da genotipovi polimorfizma rs35599367

u genu za CYP3A4 uticu na dnevnu dozu leka, niti na odnose Co/D i C,/D.

4.8. Uticaj uzrasta na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest
meseci posle transplantacije bubrega

Zatim je ispitan uticaj uzrasta na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i C,/D kod pacijenata
sa transplantiranim bubregom mesec dana, tri meseca, Sest meseci i godinu dana posle
transplantacije. Na tabeli 13. prikazane su srednje vrednosti dnevnih doza CsA, odnosa
Co/D i Co/D kod pacijenata sa transplantiranim bubregom uzrasta do sest godina i preko

Sest godina.
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Tabela 13. Doza, Co/D, C,/D u odnosu na uzrast pacijenata sa transplantiranim

bubregom

Uzrast < 6 godina > 6 godina P

Dozalm 7,41+1,82 5,81+1,98 0,034
Doza 3 m 7,16+1,60 4,80+1,81 0,001
Doza 6 m 7,16+1,60 4,80+1,81 0,001
Doza 12 m 6,38+1,57 4,17+1,78 0,002
Co/D1m 16,76+7,30 29,47+9,60 0,003
Co/D3m 16,49+4,16 35,96+13,79 0,001
Co/D 6 m 18,97+5,21 36,85+14,85 0,003
Co/D12m 21,12+5,50 36,97+25,96 0,156
C2/D1m 105,99+25,60 201,96+89,76 0,003
C2/D3m 111,82+41,43 220,58+93,87 0,002
C2/D6m 105,24+45,69 202,14+89,87 0,002
C2/D12m 111,82+44,63 206,56+104,71 0,026

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koriS¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u

normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana znacajnom.

Obradom prikazanih podataka pokazano je da pacijenti uzrasta do Sest godina zahtevaju

statistiCki znacajno vecu dozu CsA jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle

transplantacije bubrega u odnosu na pacijente uzrasta preko Sest godina. Pacijenti

uzrasta do Sest godina imaju statisticki znacajno manji odnos Co/D jedan, tri i Sest

meseci posle transplantacije, kao i odnos C,/D jedan, tri, Sest i dvanest meseci posle

transplantacije u odnosu na pacijente starije od Sest godina.

Zatim je izraCunata srednja vrednost svih doza CsA, svih odnosa Co/D i C,/D kod

pacijenata do Sest godina i starijih i prikazana u tabeli 14.
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Tabela 14. Srednje vrednosti svih doza CsA, svih odnosa Co/D i C,/D u zavisnosti od

uzrasta
< 6 godina > 6 godina P
Doza CsA 7.12+1.56 491 +£1.75 0.001
Co/D 18.82+4.72 34.19+11.89 0.001
C2/D 106.75+26.99 209.20£71.57 <0.001

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koriS¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana signifikantnom.

Doza CsA je bila statisti¢ki znacajno veca u grupi mladih pacijenata, $to je pra¢eno

statisticki znac¢ajno manjim odnosom Co/D i C,/D u odnosu na grupu starijih pacijenata.

4.9. Uticaj uzrasta na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i C2/D jedan, tri, Sest i dvanaest
meseci posle transplantacije bubrega kod nosioca CC i CT genotipa polimorfizma
rs1045642 u genu za ABCB1

Dalje je ispitivano da li kod pacijenata, nosioca CC i CT genotipa polimorfizma
rs1045642 u genu za ABCB1, uzrast uti¢e na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i odnos
Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega. Na tabeli 15.
prikazane su srednje vrednosti dnevnih doza CsA, odnosa Co/D i C,/D kod pacijenata,
nosioca CC i CT genotipa polimorfizma rs1045642 u genu za ABCBL, sa
transplantiranim bubregom uzrasta do Sest godina i preko sest godina jedan, tri, Sest i

dvanaest meseci posle transplantacije.
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Tabela 15. Doza, Cy/D, C,/D u odnosu na uzrast nosioca CC i CT genotipa

polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1

Uzrast < 6 godina > 6 godina P

Dozalm 7,91+1,64 5,97+2,16 0,035
Doza 3 m 7,59+1,49 4,83+1,98 0,002
Doza 6 m 7,59+1,49 4,83+1,98 0,002
Doza 12 m 6,70+1,52 4,29+1,95 0,005
Co/D1m 17,47+4,50 28,70+10,24 0,027
Co/D3m 16,42+5,06 34,38+12,63 0,006
Co/D 6 m 18,59+5,71 34,82+13,29 0,009
Co/D12m 18,87+1,72 39,24+28,75 0,183
C2/D1m 106,79+28,06 190,67+77,37 0,009
C2/D3m 107,79+39,41 226,22+91,84 0,002
C2/D6m 93,69+38,56 211,14+98,57 0,003
C2/D12m 105,59+50,91 213,68+114,72 0,052

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je korisCenja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana znacajnom.

Obradom prikazanih podataka pokazano jeda nosioci ceSéeg alela, polimorfizma
rs1045642 u genu za ABCB1 (homozigoti i heterozigoti) uzrasta do Sest godina
zahtevaju statisticki znacajno vecu dozu leka jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle
transplantacije, $to je praceno manjim odnosom Co/D jedan, tri i Sest meseci posle
transplantacije i manjim odnosom C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle

transplantacije u odnosu na nosioce istih genotipova koji su stariji od sest godina.

4.10. Uticaj uzrasta na dnevnu dozu CsA, odnos Cy/D i C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest
meseci posle transplantacije bubrega kod nosioca TT genotipa polimorfizma
rs1045642 u genu za ABCB1

Dalje je ispitivano da li kod pacijenata, nosioca TT genotipa polimorfizma rs1045642 u

genu za ABCBL, uzrast uti¢e na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i odnos C,/D jedan, tri,
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Sest 1 dvanaest meseci posle transplantacije bubrega. Na tabeli 16. prikazane su srednje

vrednosti dnevnih doza CsA, odnosa Co/D i C,/D kod pacijenata, nosioca TT genotipa

polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1, sa transplantiranim bubregom uzrasta do

Sest godina i preko Sest godina jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije.

Tabela 16. Doza, C¢/D, C,/D u odnosu na uzrast nosioca TT genotipa polimorfizma
rs1045642 u genu za ABCB1

Uzrast < 6 godina > 6 godina P

Dozalm 5,66+1,63 5,36+1,29 0,780
Doza3m 5,63+1,39 4,73+1,28 0,386
Doza 6 m 5,63+1,39 4,73+1,28 0,386
Doza 12 m 5,24+1,59 3,80+1,13 0,167
Co/D1m 14,98 £15,17 32,40+6,69 0,069
Co/D3m 16,67+1,02 41,62+17,80 0,120
Co/D6m 20,11+4,88 43,76+19,34 0,170
Co/D12m 25,62+9,03 30,15+15,23 0,718
C2/[D1m 103,22+22,36 234,58+118,00 0,166
C2/D3m 125,96+62,42 204,26+103,38 0,341
C2/D6m 151,45+55,16 175,14+52,32 0,585
C2/D12m 127,41+30,06 186,99+73,08 0,307

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koriS¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u

normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoc¢e od p<0,05 je smatrana znac¢ajnom.

Statistickom analizom podataka nije uoceno da kod homozigotnih nosioca polimorfnog

alela polimorfizma rs1045642 u genu za ABCBL, dnevna doza CsA i odnosi Co/D i

C,/D zavise od uzrasta jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije.
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4.11 Uticaj uzrasta na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest
meseci posle transplantacije bubrega kod CYP3A5 neekspresora

Dalje je ispitivano da li kod pacijenata, CYP3A5 neekspresora, uzrast utice na dnevnu
dozu CsA, odnos Co/D i odnos C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle
transplantacije bubrega. Na tabeli 17. prikazane su srednje vrednosti dnevnih doza CsA,
odnosa Co/D i C,/D kod pacijenata, CYP3A5 neekspresora (genotip *3/*3), sa
transplantiranim bubregom uzrasta do Sest godina i preko Sest godina jedan, tri, Sest i

dvanaest meseci posle transplantacije..

Tabela 17. Doza, Cy¢/D, C,/D u odnosu na uzrast CYP3A5 neekspresora sa

transplantiranim bubregom

Uzrast < 6 godina > 6 godina P

Dozalm 7,39+1,95 5,76+2,07 0,052
Doza 3 m 7,16+1,71 4,74+1,86 0,002
Doza 6 m 7,16+1,71 4,74+1,86 0,002
Doza 12 m 6,42+1,68 4,06+1,76 0,002
Co/D1m 17,77+£7,45 29,78+9,71 0,010
Co/D3m 17,86+2,22 37,17+13,82 0,002
Co/D6m 19,4145,47 37,58+14,81 0,004
Co/D12m 21,90+5,76 37,76+26,43 0,202
C2/D1m 111,22+21,64 200,97+93,38 0,011
C2/D3m 115,76+42,45 219,80+95,57 0,005
C2/D6m 108,95+46,84 204,93+90,45 0,004
C2/D12m 120,57+41,80 207,77£108,41 0,064

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koriS¢enja za poredenje vrednosti kontinuiranih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana signifikantnom.

Obradom prikazanih podataka pokazano je da CYP3A5 neekspresori uzrasta do Sest
godina zahtevaju statisticki znacajno vecu dozu leka u odnosu na CYP3AS5 neekspresore

starije od Sest godina. Takode odnos Co/D i Cy/D je statisticki znac¢ajno manji kod
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CYP3AG5 neekspresora uzrasta do Sest godina u odnosu na CYP3AS5 neekspresore starije

od sest godina jedan, tri i Sest meseci posle transplantacije.

4.12. Uticaj uzrasta na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest
meseci posle transplantacije bubrega kod nosioca *1/*1 genotipa polimorfizma
rs1057868 u genu za POR

Potom smo ispitali da 1i kod pacijenata homozigota za ¢e$¢i alel (genotip *1/*1)
polimorfizma rs1057868 u genu za POR, uzrast uti¢e na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D
I odnos C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega. Na tabeli
18. prikazane su srednje vrednosti dnevnih doza CsA, odnosa Co/D i C,/D kod
pacijenata, nosioca *1/*1 genotipa polimorfizma rs1057868 u genu za POR, sa
transplantiranim bubregom uzrasta do Sest godina i preko Sest godina jedan, tri, Sest i

dvanaest meseci posle transplantacije.
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Tabela 18. Doza, Cy/D, C,/D u odnosu na uzrast nosioca *1/*1 genotipa polimorfizma

rs1057868 u genu za POR

Uzrast < 6 godina > 6 godina P

Dozalm 7,21+2,37 5,04+1,76 0,041
Doza 3 m 6,86+2,11 4,24+1,62 0,009
Doza 6 m 6,86+2,11 4,24+1,62 0,009
Doza 12 m 6,41+2,18 3,64+1,60 0,007
Co/D1m 14,85+9,35 30,60+10,05 0,015
Co/D3m 15,85+5,64 38,84+16,70 0,019
Co/D 6 m 19,24+3,61 39,31+15,99 0,029
Co/D12m 21,61+6,98 42,41+31,89 0,226
C2/D1m 99,60+23,66 224,04+112,06 0,026
C2/D3m 122,68+53,59 238,14+104,33 0,031
C2/D6m 130,73+48,56 225,14+93,31 0,046
C2/D12m 125,53+44,15 238,33+£127,46 0,072

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koriS¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana znac¢ajnom.

Obradom prikazanih podataka pokazano je da nosioci genotipa *1/*1 polimorfizma
rs1057868 u genu za POR uzrasta do Sest godina zahtevaju statisti¢ki znacajno veéu
dozu leka u odnosu na nosioce istog genotipa koji su stariji od Sest godina. Takode
odnos Co/D i Cy/D je statisticki znaCajno manji kod nosioci genotipa *1/*1
polimorfizma rs1057868 u genu za POR uzrasta do Sest godina u odnosu na nosioce

istog genotipa starije od Sest godina jedan, tri i Sest meseci posle transplantacije.

4.13. Uticaj uzrasta na dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i C,/D jedan, tri, Sest i dvanest
meseci posle transplantacije bubrega kod nosioca polimorfnog alela polimorfizma
rs1057868 u genu za POR (*1/*28 i *28/*28 )

Potom je ispitano da li kod pacijenata, nosioca polimorfnog alela (genotipovi*1/*28 i

*28/*28) polimorfizma rs1057868 u genu za POR uzrast utice na dnevnu dozu CsA,
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odnos Cy/D i odnos C,/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije bubrega.
Na tabeli 19. prikazane su srednje vrednosti dnevnih doza CsA, odnosa Co/D i C,/D
kod pacijenata, nosioca polimorfnog alela *28 polimorfizma rs1057868 u genu za POR,
sa transplantiranim bubregom uzrasta do Sest godina i preko Sest godina jedan, tri, Sest i

dvanaest meseci posle transplantacije.

Tabela 19. Doza, C¢/D, C,/D u odnosu na uzrast nosioca polimorfnog alela *28
polimorfizma rs1057868 u genu za POR

Uzrast < 6 godina > 6 godina P

Dozalm 7,66+1,12 6,39+1,97 0,231
Doza 3 m 7,53+0,77 5,23+1,88 0,026
Doza 6 m 7,53+0,77 5,23+1,88 0,026
Doza 12 m 6,34+0,49 4,63+1,84 0,084
Co/D1m 19,31+3,44 28,33+9,43 0,135
Co/D3m 17,34+1,48 32,82+9,53 0,018
Co/D 6 m 18,70+7,08 33,90+13,57 0,058
Co/D12m 20,14+1,46 28,81+10,26 0,287
C2/[D1m 113,99+29,12 185,39+67,03 0,051
C2/D3m 98,27+17,48 207,41485,57 0,020
C2/D6m 79,76+26,75 181,84+84,25 0,016
C2/D12m 77,55+29,40 174,79+65,58 0,061

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija (SD), Jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA) je koris¢enja za poredenje vrednosti kontinualnih varijabli u
normalnoj raspodeli. Vrednost verovatnoce od p<0,05 je smatrana znacajnom.

Obradom prikazanih podataka pokazano je da nosioci polimorfnog alela, homozigoti i
heterozigoti, polimorfizma rs1057868 u genu za POR uzrasta do Sest godina zahtevaju
statisti¢ki znacajno ve¢u dozu leka i imaju manji odnos Co/D u odnosu na nosioce istog
genotipa koji su stariji od Sest godina tri i Sest meseci posle transplantacije bubrega.
Takode odnos C,/D je statisticki znacajno manji kod nosioci polimorfnog alela
polimorfizma rs1057868 u genu za POR uzrasta do Sest godina jedan, tri i Sest meseci

posle transplantacije.
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4.14. Multifaktorijalna analiza faktora koji uti¢u na dozu CsA i odnose Co/D i C,/D

U cilju definisanja faktora koji uticu na dnevnu dozu CsA, odnos Cy/D i C,/D, uradena

je multivarijantna regresiona analiza parametara koji su ispitivani u ovoj studiji.

Tabela 20. Multivarijantna regresiona analiza uticaja uzrasta, polimorfizama u genima
za CYP3A5 (rs776746), CYP3A4(rs35599367), POR(rs1057868) i ABCB1
(rs1045642) na dnevnu dozu leka.

doza CsA BETA St. Errof | P

BETA
Uzrast -0,60 0,14 0,000014
POR*28 0,31 0,15 0,04
ABCB1genotip -0,13 0,14 0,35
CYP3A5*1 0,08 0.15 0.61
CYP3A4*22 -0,11 0,14 0,44

R?=0,36, Korigovani R’=0,27, p< 0,004

Faktori uklju¢eni u multifaktorijalni model analize potencijalnih prediktora ukupne
dnevne doze leka predstavljeni u tabeli obasnjavaju 27% varijabilnosti dnevne doze
leka. U ispitanom modelu uo¢en je nazavistan znacajan obrnuto proporcionalan efekat
uzrasta na ukupnu dnevnu dozu leka (p< 0.001) i znacajan efekat POR*28

polimorfizma u genu za POR (p =0.04)
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Tabela 21. Multivarijantna regresiona analiza uticaja uzrasta, polimorfizama u genima
za CYP3A5 (rs776746), CYP3A4 (rs35599367), POR (rs1057868) i ABCB1 3435
(rs1045642) na odnos Cy/D.

Cy/D BETA St. Errof | P
BETA

Uzrast 0,67 0,14 0,00006

POR*28 -0,14 0,14 0,31

ABCBL1 genotip 0,22 0,15 0,14

CYP3A5*1 -0,35 0,14 0,02

CYP3A4*22 0,03 0,14 0,81

R?=0,56, Korigovani R?=0,45, p< 0,001

Faktori uklju¢eni u multifaktorijalni model analize potencijalnih prediktora ukupne
Co/D predstavljeni u tabeli obasnjavaju 45% varijabilnosti odnosa Co/D . U ispitanom
modelu uocen je nazavistan znacajan proporcionalan efekat uzrasta na onos Co/D (p <

0.001) 1 znacajan efekat genotipa sa aleleom CYP3A5*1 polimorfizma u genu za
CYP3A5 (p =0.02)

Tabela 22. Multivarijantna regresiona analiza uticaja uzrasta, CYP3A5 (rs776746),
POR(rs1057868) i ABCB1 3435(rs1045642) polimorfizama na ukupni odnos C,/D.

C./D BETA St. Err.of P
BETA

Uzrast 0,73 0,11 0,00000006

POR*28 -0,24 0,11 0,03

ABCB1 Talel |0,15 0,11 0,17

CYP3A5*1 -0,11 0,11 0,34

R?=0,54, Korigovani R?=0,50, p< 0,001
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Faktori uklju¢eni u multifaktorijalni model analize potencijalnih prediktora ukupne
C2/D predstavljeni u tabeli obasnjavaju 50% varijabilnosti ukupnih odnosa C,/D . U
ispitanom modelu uocen je nazavistan zna¢ajan proporcionalan efekat uzrasta na odnos
C2/D (p <0.001) i znacajan efekat genotipa sa aleleom POR*28 polimorfizma u genu za
POR (p =0.03). Polimofrizam u genu za CYP3A4 (rs35599367) nije uklju¢en u model

jer nije doprinosio znacajnosti modela.

4.15. Multifaktorijalna analiza faktora koji uti¢u na dozu CsA i odnose Co/D i C,/D u

zavisnosti od uzrasta

Posto je pokazano da je uzrast nezavistan, znacajan faktor koji utice na dozu CsA,
odnos Co/D i C,/D, dalje smo analizirali ispitivane parametre posebno u grupi pacijenata
< 6 godina i u grupi pacijenata > 6 godina. Utvrdeno je da jedino multivarijatni model
prikazan u tabeli 23. detektuje znacajne prediktore i to za ukupni odnos C,/D u grupi
dece < 6 godina. Modeli ispitani za detekciju prediktora ukupne doze leka i ukupni
odnos Cy/D nisu definisali znacajne parametre. U grupi dece starije od Sest godina ni

jedan ispitani parametar nije statisti¢ki znacajno uticao na doze i farmakokinetiku leka.

Tabela 23. Multivarijantna regresiona analiza uticaja polimorfizama u genima za
CYP3ADS (rs776746), CYP3A4(rs35599367), POR(rs1057868) i ABCB1(rs1045642) na
odnos C,/D kod pacijenata <.6 godina.

C./D BETA St. Err.of | P
BETA

POR*28 -0,64 0,17 0,012

ABCB1 T alel -0,40 0,15 0,041

CYP3A5*1 0,67 0,15 0,006

CYP3A4*22 -0,13 0,15 0,42

R?=0,92, Korigovani R?=0,86, p< 0,006

Faktori ukljuceni u multifaktorijalni model analize potencijalnih prediktora ukupne

C./D kod pacijenata <6 godina predstavljeni u tabeli obas$njavaju 86% varijabilnosti
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odnosa ukupnih C,/D kod pacijenata <6 godina. U ispitanom modelu uocen je
nazavistan znacajan efekat genotipova sa alelom POR*28 polimorfizma u genu za POR,
genotipova sa alelom T polimorfizma u genu za ABCBI, i genotipova sa alelom
CYP3A5*1 polimorfizma u genu za CYP3A5 na ukupni odnos Cy/D kod dece <6
godina (p=0.012 ; p=0,041 ; p=0,006).
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5. DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj tezi analizirali smo uticaj genetskih faktora i uzrasta na

farmakokinetiku CsA kod pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom.

Transplantacija bubrega je najpozeljniji metod le¢enja pedijatriskih pacijenata sa
terminalnom bubreznom insuficijencijom, a CSA je osnov imunosupresivne terapije
koja se koristi kod transplantiranih bolesnika u cilju prevencije odbacivanja kalema.
Bioraspolozivost peroralno unetog CsA, tj. stepen reapsorpcije leka iz
gastrointestinalnog trakta, pored ostalog, u velikoj meri zavisi od ekspresije P-gp,
glavnog kontratransportera enterocita, koji vraca CsA iz enterocita nazad u lumen creva
smanjujuci na taj nacin stepen njegove reapsorpcije. Sa tim u vezi ispitivali smo uticaj
polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1 na neophodnu dnevnu dozu CsA, odnos
Co/D i odnos C,/D tokom prve godine posle transplantacije. Takode smo ispitali
raspodelu pacijenata koji su primali dozu CsA < 4mg/kgTT i > 6 mg/kgTT u odnosu

na prisustvo polimorfnog alela polimorfizma rs1045642 u genu za ABCBL1.

Posle reapsorpcije CsA u cirkulaciju, nastupa proces njegovog metabolizma.
CsA se metabolise uz pomo¢ enzima CYP3A4 i CYP3AS prvenstveno u jetri, a znatno
manje u crevima i bubrezima. Shodno tome ispitivali smo uticaj polimorfizma rs776746
u genu za CYP3ADS, rs35599367 u genu za CYP3A4 i rs1057868 u genu za POR na
neophodnu dnevnu dozu CsA, odnos Co/D i odnos C,/D tokom prve godine posle
transplantacije. |1 ovde smo ispitali raspodelu pacijenata koji su primali dozu CsA
<4mg/kgTT i > 6 mg/kgTT u odnosu na prisustvo polimorfnog alela gore navedenih

polimorfizama.

Poznato je da se stepen apsorpcije, distribucije, metabolizma i ekskrecije leka
menja sa bioloSkim sazrevanjem organizma. TO znatno oteZava pravilno doziranje
medikamenata kod pedijatrijskih pacijenata. Mladi pedijatrijski pacijenti imaju veci
metabolicki kapacitet. Zasto je to tako nije u potpunosti jasno, ali svakako da stepen
maturacije P-gp i aktivnost CYP3A enzima jetre, koji zavise od uzrasta deteta, imaju
znacajnu ulogu. Zato smo u ovom radu prvo ispitali da li i nasa populacija mladih

pacijenata sa transplantiranim bubregom (do 6 god.), ima veéi metabolicki kapacitet tj.
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zahteva ve¢u dnevnu dozu CsA, a u cilju odrzavanja adekvatnih nivoa leka u krvi, u
odnosu na grupu starijih pacijenata (preko 6 godina). Potom smo ispitali kako gore
navedeni SNP uti¢u na dnevnu dozu CsA, odnos Cy/D i odnos C,/D, kod pacijenata do 6

godina, a kako kod starijih pacijenata sa transplantiranim bubregom.

Za modernu medicinu danasnjice od izuzetnog je znaCaja razumevanje
molekulskog mehanizma koji je odgovoran za interindividualne razlike u efikasnosti i
odgovoru na isti lek i istu dozu leka. Jasno je da transmembranski transporteri u velikoj
meri reguliSu farmakokinetski profil lekova. Veliki broj studija danas se bavi
ispitivanjem genetskih polimorfizama transportera lekova sa ciljem da objasne ove
interindividualne razlike, ¢ime ¢e se preZivljavanje grafta produZiti, a nezelejni efekti
njihove primene svesti na minimum. Razli¢ita ekspresija P-gp, glavnog
kontratransportera enterocita, koji vraca CSA iz enterocita nazad u lumen creva, moze
biti odgovorna za interindividualnu razliku u stepenu reapsorpcije CsA. Ovo je sigurno
jednim delom rezultat varijacije u genu za ABCB1koji kodira P-gp (Staaz CE i sar.,
2010). Brojne genetske studije su potvrdile da je ABCB1 gen izrazito polimorfan i da

jedan broj polimorfizama uti¢e na strukturu i funkciju njegovog krajnjeg produkta P-gp.

Prouceno je preko 100 SNP u genu za ABCB1 (Cascorbi I, 2011). Najvise
proucavan polimorfizam ABCB1gena je 3435C>T (rs1045642), gde je C zamenjen sa T
na poziciji 3435 unutar egzona 26 (Kroetz DL i sar., 2003). Pomenut SNP nema uticaj
na redosled aminokiselina u zavrSnom proteinu. Postoje brojne pretpostavke na koji
nacin ovaj SNP utice na funkciju i strukturu P-gp. Prvi i najverovatniji moguci uzrok je
da postoji povezanost izmedu polimorfizma rs1045642 i drugih varijacija unutar
ABCB1 gena, bilo u podru¢ju promotora, egzona (T129C) ili introna (G2677T/A)
(Saito K i sar., 2002,Anglicheau D i sar., 2003). Drugi moguci uzrok je da ova varijacija
moze smanyjiti efikasnost translacije Sto ima funkcionalne posledice (Schwab M (2) i
sar., 2003). Treca moguca pretpostavka je da ova varijacija menja regulaciju i kontrolu
translacije mMRNA (Allain FH i sar., 1996, Wang D i sar., 2005). Poslednji razmatran
uzrok je da ovaj SNP uti¢e na posttranskripcionu obradu mRNA (Jamroziak K i sar.,
2002). Hoffmayer i saradnici su pokazali da homozigoti nosioci T alela (TT) ABCB1
3435C>T polimorfizma imaju dva puta manju crevnu ekspresiju P-gp u poredenju sa

homozigotima, nosiocima C alela (CC) (Hoffmayer S i sar.,2000). Brojne druge studije
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su potvrdile da homozigotni nosioci polimorfnog alela imaju smanjenu ekspresiju ili
funkciju P-gp na intestinalnom traktu in vivo (Fellay J i sar., 2002, Hitzl M i sar., 2001,
Hitzl M i sar., 2004, Tanabe M i sar., 2001). Teorijski to moze dovesti do smanjenog
efluksa leka iz enterocita nazad u lumen creva i posledi¢no povecane resorpcije leka u

cirkulaciju.

Od 47 pacijenata bele rase, dece sa transplantiranim bubregom, koji su
ukljuceni u ovu studiju TT genotip je imalo 21%, CT genotip 53%, CC genotip 26%.
Zna se da etnicka pripadnost znacajno uti¢e na distribuciju polimorfizma rs1045642 u
genu za ABCBL1. Mutantni T alel je relativno redak kod Afrikanaca. TT genotip nije
detektovan medu 206 stanovnika Gane, a prisutan je kod prose¢no 26% pripadnika bele
rase, 16% Kineza, 20% Japanaca, 5% Afrikanaca (Felipe CR i sar., 2009).

v

Polimorfizam C3435C>T SNP u genu za ABCB1 je u ziZi interesovanja
nau¢nika Sirom sveta, ne samo u pogledu farmakokinetike lekova, ve¢ je doveden u
vezu i sa sklono$¢u ka pojedinim bolestima. Niska ekspresija P-gp na crevima,
uslovljena ovim polimorfizmom, moze biti udruzena sa pojavom ulceroznog kolitisa.
Schwab i saradnici su ustanovili dva puta povecan rizik za ulcerozni kolitisa kod
pacijenata sa ABCB13435TT genotipom (Balram C i sar., 2003). Oni su misljenja da
smanjena ekspresija P-gp kod ovih pacijenata uti¢e na odbranu od crevnih bakterija i
predstavlja faktor rizika za ovu bolest (Balram C i sar., 2003). Potocnik i saradnici su
miSljenja da je ABCB1 gen potencijalna meta za terapiju pacijenata sa ulceroznim
kolitisom i refraktarnom Kronovom boles¢u (Potocnik U i sar., 2004). Sa druge strane
ima i opre¢nih misljenja (Sills GJ i sar., 2005, Glas J i sar., 2004, Croucher PJ i sar.,
2003, Gazouli M i sar., 2004). Studije u buducnosti su svakako neophodne u cilju
razreSenja brojnih pitanja vezanih za ovaj SNP. Brojni radovi dovode u vezu 3435C>T
SNP u ABCB1genu sa Parkinsonovom boles¢u. Nosioci 3435C>T polimorfizma u genu
za ABCB1 manje eksprimiraju P-gp na endotelnim ¢elijama kapilara mozga (Maimone
D i sar., 2001). Dokazano je, da osobe izlozene pesticidima, a koji su ujedno nosioci
ovog polimorfizma, ¢e$¢e boluju od Parkinsonove bolesti (Drozdzik M i sar., 2003).
Furrno i sar., su objavili da je rani oblik Parkinsonove bolesti u jasnoj vezi sa 3435TT
genotipom ovog polimorfizma (Furuno T i sar., 2002). Pretpostavlja se da manja

ekspresija P-gp na krvno mozdanoj barijeri, doprinosi vecoj intracelularnoj
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koncentraciji potencijalno neurotoksi¢nih supstanci, narocito kod mlade populacije

pacijenata.

U skladu sa rezultatima najveceg broja studija iz literature u ovoj studiji nije
dokazano da genotip polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1 samostalno uti¢e na
dnevnu dozu leka, niti na odnose Co/D i C,o/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci nakon
transplantacije bubrega. Medutim kada je ispitana raspodela pacijenata koji primaju
dozu CsA <4mg/kgTT i > 6 mg/kgTT u odnosu na prisustvo polimorfnog alela
polimorfizma rs1045642 u genu za ABCB1, pokazano je da u grupi pacijenata nosioca
polimorfnog alela statisticki znacajno vise ima onih koji su primali dozu CsA<4
mg/kgTT. Ovaj rezultat navodi na zakljuak da nosioci bar jednog mutantnog T alela
zbog manje funkcionalnog P-gp imaju smanjen efluks leka iz enterocita nazad u lumen
creva §to ima za posledicu poveéanu resorpciju leka u cirkulaciju i samim tip potrebu za

manjom dozom leka u cilju postizanja zeljenog nivoa CsA u Krvi.

Prema podacima iz literature uticaj polimorfizama 3435C>T u genu za ABCB1
na farmakokinetiku CsA je i dalje nejasan, sa nekonzistentnim rezultatima. Najveci broj
studija nije pokazao znacajan uticaj ovog polimorfizma na dnevnu dozu CsA, Cy i C;
nivo leka, odnos Co/D ili Co/D (Hesselink DA i sar., 2003 Hesselink DA i sar., 2004,
Loh PT i sar., 2008, Anglicheau D i sar 2004, von Ahsen N i sar., 2001, Haufroid V i
sar., 2004, Min DI i sar., 2004, Qiu XY i sar., 2008, Chowbay B i sar., 2003, Mai I i
sar., 2003, Kuzuya T i sar., 2003). Medutim, bilo je i studija koje su ukazale na
statistiCki znacaj ovog polimorfizma u pogledu farmakokinetike CSA. Pacijenti sa
transplantiranom jetrom, 3435TT homozigoti, su imali vi$i C, nivo CsA i zahtevali su
50% manju dozu leka u poredenju sa “wild-type” homozigotima (Bonhomme Faivre L i
sar., 2004). Vise vrednosti nivoa CSA posle identi¢ne doze leka uocene su kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom, Japanske nacionalnosti, heterozigota ABCB1
3435CT, u poredenju sa ABCB1 3435CC homozigotima, nedelju dana nakon
transplantacije (Hu YF i sar 2006). Na slicne rezultate je ukazala studija u koju su
ukljuceni pacijenti sa transplantiranim bubregom (n= 88) sa Srednjeg Istoka mesec dana
nakon transplantacije (Azarpira N i sar., 2006). Ovi rezultati navode na ¢injenicu da je
P-gp manje funkcionalan u nosioca T alela, $to doprinosi vecoj reapsorpciji CSA tj.

manjem efluksu leka nazad u lumen creva. Meta-analiza, u koju je ukljuc¢eno 1036
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individua iz 14 razliCitih studija, je radena radi razreSenja dileme uticaja ovog
polimorfizma na farmakokinetiku CsA (Jiang ZP i sar., 2008). Nije dokazano da ovaj
polimofizam ima uticaj na AUC tokom prva 4 sata od davanja leka, niti na klirens leka
nakon oralne primene i Cy koncentraciju leka u krvi. Kada su iz ove grupe pacijenata
izdvojili samo pacijente bele rase Cy koncentracija leka je bila niza u nosioca ABCB1
3435CC  wild type” genotipa, sugeriSuci uticaj etnicke pripadnosti  na

farmakogenetiku CsA.

Do danas je otkriven veliki broj polimorfizama tipa zamene jednog nukleotidnog
ponovka gena koji eksprimira CYP3A5 enzim. Najvise je prouc¢avan SNP CYP3AS
gena u kome je A zamenjen G na poziciji 6986 unutar introna 3 CYP3A5 gena.
Heterozigotni i homozigotni nosioci CYP3A5*1 “wild type” alela produkuju vise
CYP3A5 mRNA i samim tim eksprimiraju visi nivo CYP3AS5 proteina (CYP3AS
ekspresori). Homozigotni nosioci CYP3A5*3 varijantnog alela sintetiSu vrlo malu ili
nedetektabilnu koli¢ini CYP3AS enzima (CYP3AS5 ne-ekspresori) (Hutstert E i sar.,
2001, Kuehl P i sar., 2001). Osobe koje su heterozigoti ili homozigoti nosioci
CYP3AS5*1 alela teorijski bi trebalo da imaju brzi klirens i niZzu bioraspolozivost
primenjenog CsA, §to bi trebalo da zahteva veée doze leka za postizanje adekvatnog

nivoa leka u krvi.

Medu 47 pedijatrijskih pacijenata bele rase, sa transplantiranim bubregom, koji
su uklju¢eni u ovu studiju nije bilo homozigotnih nosioca CYP3A5*1 alela, a njegova
frekvenca je bila 6% S$to je u skladu sa podacima iz literature. Etnicka pripadnost ima
veliki uticaj na ucestalost ovog polimorfizma. CYP3A5*1 alel ("wild-type™) je prisutan
kod prose¢no 5-15% pripadnima bele rase, 45-73% Africkih Amerikanaca, 15-35 %
Aziata i 25% Meksikanaca (Lamba JK i sar., 2002).

Statistickom analizom podataka, u ovoj studiji, nije pokazano da genotip
CYP3A5*3 (rs776746) polimorfizma utice na dnevnu dozu CsA, niti na odnose Co/D i
C./D, jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije . Nazalost u nasoj grupi
pacijenata sa transplantiranim bubregom nije bilo nosioca” wild type” genotipa
CYP3A5*3 (rs776746) polimorfizma, a heterozigotnih nosioca polimorfnog alela, tzv.
CYP3A5 ekspresora je bilo samo 13%. Ostalih 87% pacijenata su bili CYP3A5 ne-

ekspresori- tj. homozigotni nosioci polimorfnog alela. Namece se znaéaj teznje ka
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multicentricnim studijama kada zelimo da ispitujemo farmakokinetiku imunosupresiva
kod pedijatrijskih pacijenata u zavisnosti od genotipa ispitivanih SNP. Jedino tako
ukupan broj ispitanika i broj ispitanika nosioca svakog genotipa ispitivanog
polimorfizma, moze biti adekvatan za statisticku analizu, a rezultati dobijenog
ispitivanja relevantni za donoSenje ispravnih zakljucaka, a sve u cilju boljeg lecenja i
ishoda transplantacije organa najmladih bolesnika. Zakljucci ovako dizajniranih studija
bi svakako doprineli manjoj pojavi neZeljenih reakcija koje su u vezi sa upotrebom CNI,

kao 1 manjoj ucestalosti akutnih kriza odbacivanja u postransplantacionom toku.

Kada su izracunate prose¢ne vrednosti svih doza, odnosa Co/D i C,/D jedan, tri,
Sest 1 dvanaest meseci posle transplantacije pokazano je da CYP3A5 ekspresori imaju
statisticki znacajno manji odnos C¢/D u odnosu na CYP3AS5 neekspresore, §to je
praceno potrebom za ve¢om dnevnom dozom leka kod CYP3AS5 ekspresora, ali ovaj
rezultat nije dostigao statisticku znacajnost. Multivarijantnom regresionom analizom u
koju su ukljuéeni svi faktori ispitani u ovoj studiji (uzrast i polimorfizme u genima za
CYP3A4, CYP3A5, POR i ABCB1) potvrdjen je nezavistan efekat genotipa sa alelom
CYP3A5*1 polimorfizma u genu za CYP3A5 na farmakokinetiku CsA tj. odnos ukupne
Co/D (p=0,02). Rezultati ove studije nisu pokazali o¢ekivano manji ukupni odnos C,/D
kod CYP3AS5 ekspresora. Moguce objasnjenje za ovaj rezultat je da u prva dva sata
posle uzimanja leka, na metabolizam CsA, u velikoj meri utice proces reapsorpcije CsA
1z digestivnog trakta, a da enzimi CYP3A familije imaju ve¢i udeo na metabolizam leka
u kasnijem toku. Pokazano je da medu brojnim faktorima, P-gp igra vaznu ulogu u
procesu reapsorpcije CsA (Lown KS 1 sar., 1997), Sto svakako ima veliki uticaj na

odnos C,/D leka u krvi.

Rezultati velikog broja studija, dostupnih u literaturi, koje su ispitivale uticaj
ovog polimorfizma na farmakokinetiku CsA, su kontraverzni. Cetiri studije su radene
kod pacijenata sa transplantiranim bubregom Kineske nacionalnosti. U sve cetiri studije
je ukljucen slican broj pacijenata, takode koriS¢eni su sli¢ni farmakokinetski parametri,
a uticaj etni¢ke pripadnosti na farmakokinetiku je iskljucen. Studija sa najve¢im brojem
pacijenata, 147, ukazala je na neocekivan rezultat tj. nizi odnos Cp/doza CsA kod
homozigotnih i heterozigotnih nosioca CYP3A5*3 alela (Chu XM i sar., 2006). Druge

dve studije su pokazale ocekivane rezultate. Studija u koju su ukljuc¢ena 104 pacijenta sa
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transplantiranim bubregom pokazala je da homozigotni i heterozigotni nosioci
CYP3A5*1 alela imaju nizi odnos Cg/doza CsA nedelju dana nakon transplantacije (Hu
YF i sar., 2006). Takode, studija u koju su ukljuéena 103 pacijenta sa transplantiranim
bubregom pokazala je da homozigotni nosioci CYP3A5*3 alela imaju 26-31% visi
odnos Co/doza CsA u krvi u odnosu na pacijente sa “wild type” genotipom (Qiu XY i
sar., 2008). U ¢etvrtu studiju je ukljuceno 137 pacijenata sa transplantiranim bubregom.
Statisticka analiza podataka nije ukazala na znaCaj ovog polimorfizma u pogledu
farmakokinetike CsA (Zhao Y i sar., 2005). Do sli¢nih rezultata se doslo i u slede¢im
studijama: studije u koje su ukljucena 82 Azijata (Loh PT i sar., 2008), 106 pacijenata
bele rase (Anglicheau D i sar., 2004) i etnicki meSovita studija u koju je uklju¢eno 110
pacijenata, od ¢ega je 72 bilo bele rase, 20 crne rase i 18 azijata (Hesselink DA i sar.,

2003), svi posle transplantacije bubrega.

Mali broj studija koji se bavio uticajem ovog polimorfizma na farmakokinetiku
CNI kod dece je takode sa kontradiktornim rezultatima. Deca sa transplantiranim srcem,
CYP3AS ekspresori zahtevali su ve¢u dozu Tac, u cilju odrzavanja zeljenog nivoa leka
u krvi, u poredenju sa CYP3AS neckspresorima tri, Sest i dvanaest meseci posle
transplantacije (Zheng H i sar., 2003). Takode, deca sa transplantiranim bubregom
CYP3AS ekspresori su imali brzi klirens Tac u poredenju sa CYP3AS neekspresorima
(Zhao W i sar., 2009), kao i potrebu za ve¢im dozom Tac, $to je prac¢eno nizim odnosom
Tac C/D (de Wildt SN i sar., 2011). Sa druge strane, Turolo S i sar., kod dece sa
transplantiranim bubregom i Wildt i sar., kod dece sa transplantiranom jetrom, nisu
ukazali na znacaj ovog polimorfizma u pogledu farmakokinetike CNI (Turolo S 1 sar.

2010, de Wildt SN i sar., 2011).

Utvrden je veliki broj SNP u genu za CYP3A4, preko 28. Do danas nije poznat
SNP koji rezultira kompletnim gubitkom ekspresije ili funkcije CYP3A4 enzima.
CYP3A4 je najzastupljeniji enzim u jetri koji pripada familiji P450, a odgovoran je za
metabolizam 45-60% lekova koji se prepisuju od strane lekara. Postoji velika
interindividualna razlika u ekspresiji CYP3A4 enzima, a u kojoj meri su genetski faktori
za to odgovorni i dalje se istrazuje (Elens (1) L i sar., 2011). Wang D i saradnici su
pronasli nov  SNP u intronu 6 gena za CYP3A4 (rs35599367, C>T) 1 ispitivali njegov

uticaj na farmakokinetiku statina. Nivo CYP3A4 mRNA u jetri kao i aktivnost enzima
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je bila 1,7-2,5 puta veca kod homozigotnih nosioca wild type” genotipa u odnosu na
homozigotne i heterozigotne nosioce polimorfnog alela. Shodno tome nosioci

polimorfnog alela su zahtevali manju dozu leka (Wang D i sar., 2011).

Medu 47 pedijatriska pacijenata bele rase, sa transplantiranim bubregom, koji
su ukljuceni u ovu studiju nije bilo, inace retkih, homozigotnih nosioca polimorfnog
alela, a njegova frekvenca je bila 4% s$to je u skladu sa podacima iz literature.
Ucestalost polimorfnog alela CYP3A4 (rs35599367, C>T) polimorfizma u popoulaciji
bele rase se procenjuje na 5-7 % (Elens L i sar., 2013).

Prema nasim saznanjima, Ovo je prva studija kojom je ispitan uticaj ovog
polimorfizma na farmakokinetiku CsA kod pedijatrijskinh pacijenata. Statistickom
analizom podataka nije pokazano da polimorfizam rs35599367 u genu za CYP3A4 utice
na dnevnu dozu leka, niti na odnose Co/D i C,/D jedan, tri, Sest i dvanest meseci hakon
transplantacije bubrega. Nedostatak ove studije je svakako relativno mali broj
ukljucenih pacijenata. Dalje, ne smemo izgubiti iz vida da u grupi ispitivanih pacijenata
nije bilo homozigotnih nosioca ovog polimorfizma, a da su samo tri pacijenta bili
heterozigotni nosioci polimorfnog alela. Medutim, obzirom na veoma mali broj studija
koje se bave ispitivanjem farmakokinetike imunosupresiva kod pedijatriskih pacijenata
sa transplantiranim organom, a razlog tome je svakako mali broj ispitanika po centru,
svaki rezultat je od izuzetne vaznosti, a samo multicentri¢ne studije, kojima treba da
tezimo mi koji se bavimo transplantacijom najmladih pacijenata, mogu pomoc¢i u

donoSenju definitivnih zakljuc¢aka vezano za ovu problematiku.

Prve studije koje su se bavile uticajem ovog polimorfizma na farmakokinetiku
CNI su ukazale na njegov izuzetan znacaj. Elens L 1 saradnici su pokazali da pacijenti
sa transplantiranim bubregom, nosioci jednog ili dva T alela zahtevaju znacajno nize
doze Tac i CsA za postizanje adekvatne koncentracije leka u krvi u odnosu na nosioce
CC genotipa (Elens L i sar., (1) 2011, Elens L i sar., (2) 2011). Druga grupa nauc¢nika je
utvrdila da nosioci CYP3A4*22 (polimorfnog) alela imaju 15% nizi klirens CSA u
odnosu na ,,wild-type” homozigote (Moes DJ i sar., 2014). Lunde | i sar. su potvrdili
znacaj ovog polimorfizma u pogledu farmakokinetike CNI. Pacijenti sa transplantiranim
bubregom, nosioci CYP3A4*22 alela zahtevaju zna¢ajno manju dozu CSA za postizanje

adekvatne vrednosti C, nivoa CsA u krvi. Univarijantna analiza je utvrdila da
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CYP3A4*1/*22 heterozigoti imaju 50% veci odnos C,/D u poredenju sa CYP3A4*1/*1
homozigotima. Multivarijantna anliza je potvrdila nezavistan efekat CYP3A4*22 alela
na farmakokinetiku CsA sa 53% vis§im odnosom C,/D kod nosioca varijantnog alela u
poredenju sa nosiocima alela divljeg tipa (,,wild-type”). Prema ovom istraZivanju
CYP3A4#*22 alel objasnjava prose¢no 12% interindividualne varijabilnosti odnosa
Co/D CsA (Lunde I i sar., 2014). lako je ucestalost ovog genotipa u populaciji belaca
mala, za pojedince nosioce ovog alela je od izuzetnog znacaja. Gruba je procena da
pacijenti primaoci transplantiranog bubrega, a koji su nosioci jednog ili dva
CYP3A4*22 alela zahtevaju 50% manju dozu CsA za postizanje terapijskog cilja.
Izenadujuce je da ova grupa naucnika, kod pacijenata na terapiji Tac, nije pronasla vezu
izmedu CYP3A4*22 alela i odnoca Co/D (Lunde I i sar., 2014). Jedno od moguéih
objasnjenja je to §to su metabolicki putevi razgradnje CSA i Tac, kao i enzimi koji
ucestvuju u njemu razli¢iti. Dobro je poznato da se oksidacija CSA odvija pretezno
preko CYP3A4 enzima, a Tac uz pomo¢ CYP3AS enzima (Dai Y i sar 2004, Dai Y i
sar., 2006). Svakako ne sme se izgubiti iz vida da izvesni metaboliti CsA nastaju pod
dejstvom CYP3A5 enzima, a i brojne studije su potvrdile da CYP3A5*3(rs776746)
SNP ima znacajan uticaj na farmakokinetiku CSA (De Jonge H i sar., 2013, Falck P i
sar., 2009, Dai Y i sar., 2006). Takode ako se, konkretno, vratimo na studiju Lunde I i
sar., ne treba zaboraviti da medu 123 pacijenta sa transplantiranim bubregom, a koji su
bili na terapiji Tac nije bilo CYP3A4*22 homozigota Sto svakako moZe uticati na

dobijen rezultat (Lunde I i sar., 2014).

Kada govorimo o pedijatrijskim pacijentima, malo je ispitivan uticaj ovog
polimorfizma na farmakokinetiku CNI. Gijsen VM i sar su potvrdili uticaj CYP3A4*22
polimorfizma na farmakokinetiku Tac kod dece. U studiju je uklju¢eno 60 pacijenata, sa
transplantiranim srcem. Nosioci bar jednog CYP3A4*22 alela zahtevali su 30% nizu
dozu Tac u poredenju sa CYP3A4*1 homozigotima (Gijsen VM i sar., 2013).

POR gen lociran na 7 hromozomu kodira istoimeni enzim neophodan za
funkcionisanje vise od 50 enzima citohrom P450 familije. Ovaj enzim vrsi oksidaciju tj.
prenos elektrona sa NADPH na enzime CYP familije, §to je preduslov za njihovu
aktivaciju (Pandey AV i sar., 2014). POR gen je izrazito polimorfan, sa preko 40
opisanih SNP. Najvise proucavan SNP je 1508C>T (rs 1057868; POR*28) (Agrawal V
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I sar., 2008, Huang N i sar., 2008). Jasna je veza ovog polimorfizma i povecane in vivo
aktivnosti enzima CYP3A familije (Oneda B i sar., 2009, Elens L (2) i sar., 2013).

Medu 47 pacijenata bele rase, dece sa transplantiranim bubregom, koji su
ukljuceni u ovu studiju 42% je bilo homozigotnih nosioca “wild-type” genotipa, 45%
heterozigotnih nosioca polimorfnog alela i 13% homozigotnih nosioca polimorfnog
alela. Frekvenca POR*28 alela bila je 35%. Prema jednoj studiji koja je ispitivala
ucestalost polimorfnih alela POR gena, frekvenca POR*28 alela kod bele rase je bila
31% (Pandey AV i sar., 2014).

Rezultati ove studije, nisu pokazali da alel POR*28 (rs1057868) polimorfizma,
uti¢e na dnevnu dozu leka, niti na odnose CsA Co/D i C,/D tokom prve godine nakon
transplantacije. Medutim pedijatriski pacijenti nosioci polimorfnog POR*28 alela su
zahtevali vecu dozu CsA, §to je praceno nizim odnosima C,/D, u odnosu na
homozigotne nosioce “wild type” alela, ali ti rezultati nisu dostigli statisticku
znacajnost. Takode, multivarijantna regresiona analiza u koju su ukljuceni faktori
ispitivani u ovoj studiji (uzrast i polimorfizme u genima za CYP3A4, CYP3A5, POR i
ABCB1) je ukazala na znacajan efekat POR*28 polimorfizma u genu za POR na
ukupnu dnevnu dozu leka i njegov znacajan efekat na ukupni odnos C,/doza. Takode,
ispitivanjem raspodele pacijenata koji su primali dozu CsA < 4mg/kgTT i > 6 mg/kgTT
u odnosu na prisustvo polimorfnog alela polimorfizma rs1057868 u genu za POR
utvrdeno je da u grupi pacijenata nosioca polimorfnog alela statisticki znacajno je vise
onih koji su primali dozu CsA> 6 mg/kgTT, $to navodi na zaklju¢ak da ovi pacijenti

imaju pojacanu aktivnost CYP3A familije enzima.

Elens L i sar. su prvo razmatrali uticaj ovog polimorfizma nezavisno od
polimorfizama CYP3A4 i CYP3AS5 gena kod pacijenata sa transplantiranim bubregom
na terapiji Tac i CsA. Nisu ukazali na njegov znacaj u pogledu farmakokinetike Tac.
Pacijenti na terapiji CsA homozigotni nosioci polimorfnog alela su imali 15,1% manji
0dnos Cy/D u poredenju sa heterozigotnim nosiocima polimorfnog alela i homozigotnim
nosiocima wild-type alela ( Elens L (2) i sar., 2013). Lunde i sar. su takode, ispitivali
uticaj ovog polimorfizma na farmakokinetiku CsA i Tac kod adultnih pacijenata sa
transplantiranim bubregom. Pokazano je da postoji tendencija ka niZzim vrednostima

odnosa C/D kod pacijenata na terapiji Tac nosioca bar jednog polimorfnog POR*28
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alela u odnosu na homozigotne nosioce ,,wild-type” genotipa. Nije pokazano da
POR*28 alel ima statisticki znaCajan uticaj na odnos CSA C,/D. Znacaj ovog
polimorfizma na farmakokinetiku CNI pokazana je u kombinaciji sa SNP CYP3A5
gena (De Jonge H i sar., 2011). Naime CYP3A5 ekspresori nosioci jednog ili dva
POR*28 alela su zahtevali veéu dozu Tac u poredenju sa CYP3AS ekspresorima koji

nisu bili nosioci POR*28 alela.

lako se u ovom radu bavilo uticajem nekoliko genetskih faktora na
farmakokinetiku CNI, ne treba zaboraviti da oni imaju uticaj na metabolizam gotovo
svih lekova koji se koriste neposredno, pre i posle transplantacije od cega direktno
zavisi i njen ishod (Medeiros M i sar., 2015). Tako npr. odgovor pojedinaca na
kortikosteroide je razlicit, a to je jednim delom uslovljeno genetskim varijacijama u
signalnim putevima, prvenstveno receptora za ove lekove, koje kodira NR3C1 gen
(Koper J 1 sar.,, 2014). Izvesne genetske varijacije su udruzene sa povecanom
(rs41423247, 1s6195) ili smanjenom (rs6189, rs6190, rs6198) osetljivoséu na
kortikosteroide. Azathioprin se tokom poslednje decenije retko koristi u inicijalnim
protokolima za transplantaciju bubrega. Njegovo mesto zauzeo je Mycophenolat
mofetil. Medutim, u slucaju neZeljenih efekata Mycophenolat mofetila, Azathioprin je
lek izbora. Ovaj lek se nakon unosa, serijom enzimskih reakcija pretvara u aktivnu
formu. Enzim tiopurin-metiltransferaza (TPMT) inaktivise visak aktivne forme leka
speCavajuci njegovo mijelosupresivno dejstvo. SNP gena odgovornog za ekspresiju
TPMT odgovorni su za smanjenu aktivnost ili odsustvo aktivnosti ovog enzima.
Prose¢no 0,3-1% pacijenata koji uzimaju ovaj lek su homozigoti za jedan od SNP
enzima TPMT. Ti pacijenti imaju veliki rizik za mijelosupresiju. Preko 95%
homozigota ima jedan od slede¢ih SNP ovog gena: TMPT*2 ( 238 G>C, rs1800462),
TMPT3*A (460G>A rs1800460; 719A>G rs1142345), TMP*3C (719A>G rs1142345),
TMPT*8 (644G>A rs56161402) (Roberts RL i sar 2014). Lek Mycophenolat mofetil
izaziva brojne nezZeljene reakcije kao Sto su leukopenija, anemija, gastrointestinalne
tegobe. Brojni SNP su udruZeni sa rizikom od ovih neZeljenih reakcija (Jacobson PA i

sar 2011).

Pre viSe od 100 godina dr Abraham Jacobi, otac americke pedijatrije, prepoznao

je znacaj proucavanja farmakoterapije (klinicke farmakologije) kod dece nezavisno u
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odnosu na odrasle rekavsi da se pedijatrija ne bavi minijaturnim muskarcima i Zenama,
te stoga prosto smanjenje doze leka u zavisnosti od veli¢ine tela pacijenta nije dovoljno

za uspesno leCene najmlade populacije.

Medutim, ¢ak i danas doze lekova, kao 1 ciljna koncentracija imunosupresivnog
leka u krvi su najces¢e ekstrapolisane na osnovu informacija poznatih za adultne
pacijente, uprkos tome $to se neki lekovi, kao $to je azathioprin, decenijama koristi kod
dece (Frattarelli DA i sar., 2014). Netacno doziranje leka na osnovu formulacije za

odrasle pacijente je Cest izvor greske kod najmladih pacijenata (Ali A i sar., 2014).

Detaljno razumevanje farmakokinetske specificnosti imunosupresivnih lekova
kod najmlade populacije pacijenata, uslovljeno bioloSkim sazrevanjem decjeg
organizma, je od izuzetne vaznosti. Ne treba zaboraviti da ¢e oni biti na terapiji ovim
lekovima prakti¢no ¢itav zivot (del Mar Fernandez i sar., 2002).

Rezultati dobijeni u ovoj studiji su pokazali da mladi pacijenti (uzrast do 6
godina) zahtevaju statisticki znacajno ve¢u dozu CsA, za postizanje adekvatnih nivoa
leka u Krvi, jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije, $to je praceno
statisti¢ki znacajno manjim odnosom Co/D jedan, tri i Sest meseci posle transplantacije
I Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije, u odnosu na grupu starijih
pacijenata (> 6 godina). Odnos Cy/D godinu dana nakon transplantacije je takode manji
kod mladih pacijenata uzrasta do 6 godina, u odnosu na starije pacijente, ali ovaj
rezultat nije statisticki znacajan. Kada je izraCunata prosec¢na vrednost svih doza CsA i
odnosa Co/D i Co/D jedan, tri, Sest i dvanaest meseci posle transplantacije, takode je
primeéeno da mladi pacijenti uzrasta do 6 godina zahtevaju znac¢ajno manju dozu leka u
odnosu na starije pacijente. Takode grupa mladih pacijenta je imala znacajno manji
odnos Co/D i C,/D u odnosu na stariju grupu. Multivarijantna regresiona analiza u koju
su ukljuceni svi faktori ispitani u ovoj studiji (uzrast i polimorfizme u genima za
CYP3A4, CYP3A5, POR i ABCBL1) je potvrdila da uzrast pacijenta, sa grani¢nom
vrednoS$¢u od 6 godina, predstavlja nezavistan znacajan faktor koji uti¢e na dozu CsA,

odnos Co/D i C,/D kod pedijatriskih pacijenta sa transplantiranim bubregom u Srbiji.

Rezultati dobijeni u ovoj studiji su u skladu sa podacima iz literature. Odavno se
zna da pedijatrisjki pacijenti sa transplantiranom jetrom, bubregom ili mati¢nim

¢elijama eritropoeze zahtevaju vecu dozu CNI, u odnosu na adulte, za postizanje
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adekvatne koncentracije leka u krvi (Cooney GF i sar., 1997, Staatez CE i Tett SE,
2004). Unutar populacije pedijatrijskih pacijenata, takode, je dokazano da uzrast
pacijenta uti¢e na farmakokinetiku ove grupe lekova. Dokazan je visi klirens Tac kod
dece mlade od 6 godina posle transplantacije jetre, bubrega i mati¢nih celija
hematopoeze (Przepiorka D i sar., 2000, Kim JS i sar., 2005, MacFarlane GD i sar.,
2001, Jain AB i sar., 1991). Fanta i sar. su zakljucili da pacijenti do 8 godina zahtevaju
25% vecu dozu CsA u cilju odrzavanja adekvatne koncentracije leka u krvi u poredenju
sa starijim pedijatriskim pacijentima (Fanta S i sar., 2007). Mochon M i sar su pokazali
da je klirens CsA kod pacijenata, posle transplantacije bubrega, uzrasta 2-5 godina visi,
Sto je zahtevalo i vecu dozu leka, u odnosu na pacijente uzrasta preko 10 godina
(Mochon M i sar., 1996). Razlozi za ove podatke nisu u potpunosti jasni, ali svakako da
proces maturacije tj. bioloskog razvoja malog deteta igra veliku ulogu. Rast tela coveka
nije linearan proces. Uzrasno zavisne promene u funkciji organa su dinami¢ne tokom
prve decenije zivota. Danas se najées¢e doza leka za dete odreduje uz pomo¢ telesne
tezine (TT) ili telesne povrSine (TP). Medutim, smatra se da je ovaj nacin pogodan za
otpocinjanje terapije, a da je za dugotrajno lecenje ili terapiju odrzavanja neophodan
individualan pristup na osnovu razvojnih specificnosti vezanih za farmakokinetiku i
farmakodinamiku (Kearns GL i sar., 2003). Izmene brojnih fizioloskih parametara
tokom rasta i razvoja uti¢u na metabolizam lekova: pH u Zelucu, vreme potrebno za
praznjenje Zeluca, vreme tranzita hrane kroz creva, procenat masti i vode u sastavu
organizma, koncentracija proteina u plazmi, kao i nezrelost bubrega tj. procesa
glomerulske filtracije, tubulske sekrecije i reapsorpcije odojéeta i malog deteta (Lu H i
Rosenbaum S., 2014, Fernandez E i sar., 2011, Yokoi T i sar., 2009). Odojc¢ad i mala
deca imaju visok pH u Zelucu. To moZe imati protektivan efekat na acidolabilne lekove,
¢ime se, moze objasniti bolja bioraspolozivost beta-laktamskih antibiotika u ovom
uzrast (Huang NN i High RH., 1953). Bioraspolozivost lekova koji su slabe kiseline,
kao §to su fenobarbiton, fenitoin, acetaminofen je smanjena (Albani M i Wernicke 1.,
1983), a slabih baza, Penicillina G, Ampicilina, pove¢ana (Bartelnik IH i sar 2006).
Vreme potrebno za praznjenje Zeluca i motilitet creva su od izuzetnog znacaja za proces
apsorbcije leka iz tankog creva.Vreme praznjenja Zeluca je sporije kod male dece u
odnosu na adulte. Time se moze objasniti odlozena reapsorbicaja oralno primenjenog

fenobarbitona, sulfonamida, digoksina (Heimann G., 1980). Takode, smanjena
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apsorpciona povrsina creva, kao i brzi tranzit kroz creva su odgovorni za manju
bioraspolozivost lekova kod najmladih pacijenata (Lu H i Rosenbaum S., 2014). Dalje,
smanjena sekrecija i aktivnost zu¢i i pankreasnih enzima Smanjuju reapsorpciju
lipofilnih lekova, kao §to je eritromicin (Kearns GL i Read MD., 1989). Volumen
distribucije (\Vd) predstavlja odnos ukupne koli¢ine leka u telu i njegove koncentracije u
plazmi (Lu H i Rosenbaum S., 2014). Veliki Vd (koncentracija leka u plazmi je
relativno niska za odredenu koli¢inu leka u telu) ukazuje na veliku distribuciju leka u
tkiva. Mali Vd (koncentracija leka u plazmi je relativno visoka za odredenu koli¢inu
leka u telu) ukazuje na manju distribuciju leka iz plazme u tkiva, a razlog tome moze
biti vezanost leka za proteine plazme. Procenat vode u sastavu tela ¢oveka opada sa
godinama, a procenat masti raste. Na rodenju voda ¢ini i do 80% TT, u uzrastu od
godinu dana 60%, a u adultonom dobu 50%. Sa druge strane, kod terminskog
novorodenceta masti ¢ine 12% TT, a u adultnom dobu 18% TT. U zavisnosti od fizi¢ko-
hemijskih karakteristika leka ove maturacione promene uticu na Vd (Yokoi T i sar.,
2009). Jedinjenja rastvorljiva u vodi, kao $to je gentamicin, imaju veliki Vd u
novorodencadi u odnosu na odrasle. Vd gentamicina kod novorodenceta je 0,5 1/’kg, a
kod odraslih 0,25-0,3 I/kg. Zbog toga je potrebna veca doza leka u mg/kgTT kod
novorodenceta u odnosu na adulte (Echeverria P i sar., 1975). Sa druge strane lipofilni
lekovi kao §to je diazepam imaju manji Vd kod odojc¢adi u odnosu na stariju decu i
odrasle (Moraselli PL., 1976). Koncentracija proteina u serumu je niza kod odojcadi ,
Sto doprinosi manjoj vezanosti leka za proteine plazme. Stepen vezivanja leka, koji je
kiselina, za proteine plazme, dostiZze adultni nivo u uzrastu od godinu dana, a za lekove
koji su baze, u uzrastu od 4 godine (Yokoi T i sar., 2009). Proces izlu¢ivanja lekova
putem bubrega zavisi od tri procesa, glomerulske filtracije, tubulske sekrecije i tubulske
reapsorpcije. Na rodenju kod terminskog novorodenceta glomerulska filtracija je jako
niska (2-4 ml/min), a dostize adultni nivo (120 ml/min) u 8 mesecu zivota (Yokoi T i
sar., 2009). Sekretorni kapacitet tubula raste u prvim mesecma zivota i dostize adultni
nivo u uzrastu od 7 meseci, dok proces maturacije tubula u pogledu reapsorpcije se

zavrSava do tre¢e godine Zivota (Fernandez E i sar., 2011).

Razvojne promene u aktivnosti transportera lekova i enzima koji ucestvuju u
njihovom metabolizmu su slede¢i faktor od znacaja za bioraspolozivost lekova kod

mlade dece. Malo se zna o ontogenezi P-gp, glavnog kontratransportera lekova u
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digestivnom traktu, ali sigurno i to utice na metabolizam lekova kod dece. Jedna grupa
naucnika nije ukazala na uticaj uzrasta tj. bioloskog razvoja, na ekspresiju ABCBI1
mRNA u sluzokozi duodenuma (Fakhoury M i sar., 2005). Sa druge strane, studija,
radena na miSevima, je utvrdila porast ekspresije P-gp u mozgu sa bioloSkom
postnatalnom maturacijom (Tsai CE i sar., 2002). Lam J i saradnici su nasli da je
ekspresija P-gp u krvnomozdanoj barijeri minimalna kod neonatusa na rodenju i da
raste sa postnatalnom maturacijom (Lam J i sar., 2015). Rezultati jedne studije su
ukazali na izuzetno malu ekspresiju P-gp u crevima neonatusa. Dalje ekspresija raste sa
godinama i maksimalni nivo dostize od 15-38 godine Zivota, da bi potom opadala do
50% adultnih vrednosti kod starijih osoba (67-85 godina zivota) (Miki Y i sar., 2005).
Nazalost, klini¢ki znacaj razvojnih promena u eksresiji 1 funkciji P-gp jo§ uvek nije
ispitivan. Podaci o ontogenezi CYP3A4, CYP3A5 enzima su oskudni. Odojée ima
najvec¢i metabolicki kapacitet, Sto moze zahtevati vece doze leka (Sage D i sar., 2014).
Glavni jetrin enzim koji ucestvuje u procesu biotransformacije lekova na rodenju je
CYP3AT. Ekspresija ovog enzima opada sa vremenom tokom prvih Sest meseci zivota,
dok nivo CYP3A4 enzima dostiZze adultni nivo posle prve godine zivota (Hines RN
2008). Brojni radovi su pokazali da mlada deca brze metabolisu lekove, §to se dovodi u
vezu sa vecim stepenom aktivnosti CYP3A enzima jetre u ovoj starosnoj dobi
(Przepiorka D i sar., 2000, Kim JS i sar., 2005, MacFarlane GD i sar., 2001, Jain AB i
sar.,, 1991). Klirens intravenski primenjenog midazolama prvenstveno zavisi od
aktivnosti jetrinih enzima CYP3A4 i CYP3AbL. Dokazan je porast klirensa midazolama
od 1,2 do 9 ml/min/kg TT tokom prva tri meseca zivota (de Wildt 1 sar., 1999). Takode
klirens karbamazepina iz plazme prvenstveno zavisi od CYP3A4 jetrinog enzima (Kerr
BM i sar., 1994) i ve¢i je kod dece nego kod odraslih (Riva R 1 sar., 1985) $to zahteva
vece doze leka po kg TT kod dece u cilju postizanja adekvatne koncentracije leka u
plazmi. Kao moguéi uzrok navodi se i veli¢ina jetre deteta ispod Sest godina u odnosu
na njegovu telesnu povrsinu (Kearns GL 1 sar., 2003). Jetra ¢ini 5% TT na rodenju, a
samo 2% TT u adultnom dobu (Benedetti MS i sar., 2007). Sli¢no razvojnim
promenama u jetri, enzimski sistem creva, takode, podleze maturacionim izmenama, ali
su dodatne studije u cilju ove potvrde neophodne (Hines RN, 2008). Gibbs JP I sar. su

dokazali povecanu aktivnost glutation S transferaze u enterocitima male dece (uzrastl1-3
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godine) u odnosu na stariju decu (uzrast 9-17 godina), §to moze biti uzrok smanjene

bioraspolozivosti izvesnih lekova kod mladih pacijenata (Gibbs JP I sar., 2005).

Svakako ne treba izgubiti iz vida da 1 brojni drugi spoljni faktori kao $to su navike u
ishrani i interakcije medu lekovima mogu delovati na farmakokinetiku. Recimo, dobro
je poznato da su mnogi supstrati P-gp i njegovi potentni inhibitori (blokatori
kalcijumskih kanala, imunosupresivi, inhibitori protein kinaze) (LI YH i sar., 2006).
Klini¢ka studija je pokazala da istovremeno davanje digoksina koji je supstrat P-gp sa
gvanidinom, njegovim inhibitorom poveéava koncentraciju digoksina u serumu
(Doering W, 1979). Sa druge strane, Rifampicin, jedan od dobro poznatih suptrata P-gp
je 1 njegov induktor, Sto smanjuje koncentraciju digoksina u serumu (Greiner B i sar.,
1999). Vaznost ovih fenomena je u tome $to nam razjasnjava mehanizme interakcije
medu lekovima u sluéaju njihove istovremene primene (Lin JH., 2003).Kada govorimo
0 navikama u ishrani, npr., odavno je poznato da sok od grejpfruta znatno usporava
metabolizam CsA inhibiraju¢i citohrom P450 enzime jetre i creva, §to je razlog
povecanja koncentarcije leka u krvi (Hollander AA i sar., 1995). U nasoj populaciji
pacijenata, kao deo nase klini¢ke prakse, vrsili smo striktan monitoring svih lekova koje
su pili pacijenti, svode¢i na minimum mogucnost interakcije medu lekovima. Takode,
upozoravali smo ith na hranu koja moze uticati, bilo kao induktor, ili supresor, na
farmakokinetiku ove grupe lekova, svode¢i na minimum dijetetske navike kao moguci

faktor uticaja na farmakokinetiku CNI.

I na kraju, ali ne manje bitno, izvestan broj studija je ukazao na znalaj

farmakogenetskih ispitivanja kod dece u kontekstu bioloskog razvoja (Fanta S i sar.,
2001,de Wildt SN i sar., 2011, Gijesen V i sar., 2011).

Ovo je prva farmakogenetska studija koja je ispitivala uticaj CYP3A5*3
(rs776746), CYP3A4*22 (rs 35599367), ABCB1 3435 i POR*28 (rs1057868)
polimorfizama na dozu CsA, odnose Co/D i C,/D u zavisnosti od uzrasta dece sa
transplantiranim bubregom. Nasi rezultati ukazuju da nosioci CYP3A*3 alela uzrasta do
Sest godina zahtevaju ve¢u dozu CsA u odnosu na nosioce CYP3A5*3 alela uzrasta
preko Sest godina, a u cilju postizanja adekvatne koncentracije leka u krvi, Sto je
praceno nizim odnosom Co/D i C,/D. Kod pacijenata koji su CYP3A5 ekspresori nismo

pokazali da uzrast uti¢e ni na jedean, gore ispitivan parameter. Takode je pokazano da
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nosioci POR*28 alela uzrasta do Sest godina zahtevaju ve¢u dozu CsA tri, Sest i dvanest
meseci posle transplantacije, $to je praceno statisticki znac¢ajno nizim odnosom Cg/D tri
i Sest meseci posle transplantacije i nizim odnosom C,/D jedan, tri i Sest meseci posle
transplantacije, u poredenju sa nosiocima POR*28 alela uzrasta preko 6 godina. Ovi
rezultati, na indirektan nalin, mogu ukazati da POR*28 alel uzrokuje ubrzanje
metabolizma CsA, posredsvom, prvenstveno, CYP3A4, a ne CYP3AS enzima. Ve¢ smo
istakli, da je metabolizam CsA pod veé¢im uticajem CYP3A4 nego CYP3A5 enzima. Tri
primarna metabolita tj. produkta biotransformacije CsA su AM1, AM9 i AMA4N.
CYP3A4 enzim katalizuje formiranje sva tri primarna metabolite CsA, dok je samo
AM9 delom produkt metabolizma i CYP3A5 enzima (Dai Y i sar 2004). Svakako,
veliko ograni¢enje ove studije je niska frekvenca CYP3A4*22 alela u ispitivanom
uzorku, $to je onemogucilo analizu uticaja ovog polimorfizma samostalno i u
kombinaciji sa uzrastom i drugim polimorfizmima na farmakokinetiku CsA. Stoga, neke
zakljucke mozemo izvesti jedino indirektno. Drugi nedostatak je relativno mali broj
pacijenata ukljucenih u istrazivanje $to je uobicajeno ograni¢enje ovakvih studija svuda

u svetu, 1 ponovo sugeriSe na potrebu za multicentri¢nim pristupom.

Dalje je pokazano da nosioci “wild-type” alela ABCB1 3435 polimorfizma,
homozigoti i heterozigoti, uzrasta do Sest godina zahtevaju statisticki znacajno veéu
dozu CsA, §to je praceno nizim odnosom Co/D jedan, tri i Sest meseci posle
transplantacije bubrega i nizim odnosom C,/D jedan, tri, Sest i dvanest meseci posle
transplantacije, u odnosu na decu uzrasta preko Sest godina sa istim genotipom. Takode
je i odnos Co/D dvanest meseci posle transplantacije bio nizi kod mladih nosioca “wild-
type” alela u odnosu na grupu starije dece sa istim genotipom, ali ovaj rezultat nije
dostigao statisticku znacajnost. lako se malo zna o uticaju ontogeneze na P-gp,
ocigledno je da u nosioca bar jednog funkcionalnog alela, bioloski razvoj tj. maturacija
P-gp igra veliku ulogu u reapsorpciji CsA i njegovom metabolizmu. Sa druge strane kod
homozigotnih nosioca varijantnog alela ovog polimorfizma uzrast ne utice na dozu leka
niti na odnose Co/D i C,/D $to je i shvatljivo obzirom da nemaju funkcionalni alel, tako
da je funkcija P-gp inace minimalna. Svakako ne smemo zaboraviti da je metabolizam
CsA posredovan i CYP3A enzimima u jetri, na ¢iju ekspresiju i funkcionalnost znacajno

uti¢e bioloski razvoj, shodno ¢emu je verovatno da, uz ostale faktore, kombinovani
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efekat SNP gena odgovornog za sintezu P-gp i SNP gena CYP3A familije enzima,

zajedno doprinose specifi¢cnom metabolizmu imunosupresiva kod najmladih pacijenata.

Posto je pokazano da uzrast kao nezavistan faktor uti¢e na sve farmakokinetske
parametre ispitane u ovoj studiji (doza leka, Co/D i C,D) uradena je multivarjantna
regresiona analiza ispitivanih polimorfizama u ciljanim genima kod pacijenata uzrasta
preko Sest godina i mladih. Ukazali smo na nazavistan znacajan efekat genotipova sa
alelom POR*28 polimorfizma u genu za POR, genotipova sa alelom T polimorfizma u
genu za ABCBL1 i genotipova sa alelom CYP3A5*1 polimorfizma u genu za CYP3A5

na ukupni odnos C,/D kod dece uzrasta do Sest godina.

Prema podacima iz literature Fanta i sar. su prvi ukazali na znacaj ispitivanja
SNP ABCB1 gena u zavisnosti od uzrasta. Grupa dece uzrasta preko osam godina, sa
TBI, na programu hroni¢ne PD, nosioci varijantnog alela ABCBI1 1236C>T i ABCBI
2677G>T SNP, imali su 1,5 puta vecu bioraspolozivost peroralno unetog CsA u odnosu
na homozigotne nosioce “wild-type” genotipa. Ova povezanost nije nadena u grupi dece
mlade od osam godina (Fanta S i sar., 2001). Gijesen i sar. su pokazali da CYP3A5
ekspresori uzrasta ispod Sest godina sa transplantiranim srcem, zahtevaju 1,5 puta veéu
dozu Tac u odnosu na grupu starije dece sa istim genotipom (Gijesen V i sar., 2011). U
istom radu je pokazano da mlada grupa CYP3AS5 neekspresora zahteva 1,5 puta vecu
dozu Tac u odnosu na grupu starijih pacijenata sa istim genotipom, kao i da CYP3A5
ekspresori mladi od Sest godina zahtevaju tri puta ve¢u dozu Tac u odnosu na CYP3AS
neekspresore starije od Sest godina (Gijesen V i sar., 2011). Takode, de Wildt i sar, su
zakljucili da deca mlada od pet godina sa transplantiranim bubregom, CYP3A5
ekspresori, zahtevaju vecu dozu Tac u odnosu na stariju decu sa istim genotipom (de

Wildt SN i sar., 2011).

Imajuéi u vidu gore navedeno, od izuzetnog znacaju su studije Koje ispituju
uticaj genetskih polimorfizama na farmakokinetiku CNI u kontekstu bioloSkog razvoja

deteta, tj. u zavisnosti od uzrasta pacijenta.

Na kraju mozemo zakljuciti da uzrast deteta, kao i alelne varijante ispitanih
polimorfizama u genima za POR, CYP3A5 i ABCBI1 su znacajno i nezavisno asocirani

sa farmakokinetikom CsA kod pedijatrijskih pacijenata nakon transplantacije bubrega.
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Rezultati ove studije svakako zahtevaju proveru na ve¢em uzorku, §to je moguce jedino
u velikim multicentriénim studijama. U cilju boljeg prilagodavanja terapije svakom

pacijentu navedene faktore treba uzeti u obzir kao znacajne modulatore terapijskog

odgovora.
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6. ZAKLJUCCI
Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj studiji, doneti su sledeci zakljucci :
1. Frekvencije alela i genotipova polimorfizama u genima za

e ABCBI (r51045642)
v alel C (0,52), T (0,48)
v genotip CC (26%), CT (53%), TT (21%)
e CYP3A5 (rs776746)
v' alel *1 (0,06),*3 (0,94)
v’ genotip *1/*1 (0%), *1/*3 (13%), *3/*3 (87%)
e CYP3A4 (rs35599367)
v’ alel *1 (0,96), *22 (0,4%)
v genotip *1/*1 (94%), *1/*22 (6%),*22/*22 (0%)
e POR (rs1057868)
v alel *1 (0,65), *28 (0,35)
v genotip *1/*1 (42%), *1*28 (45%), *28/*28 (13%)

kod pedijatrijskih pacijenata sa transplantiranim bubregom u Srbiji su u skladu

sa frekvencijama u ostalim populacijama u Evropi.

2. Utvrdeno je da uzrast pedijatriskih pacijenata, sa granicnom vredno$¢u od 6
godina, predstavlja nezavistan znacajan faktor koji utice na dozu CsA, odnos

Co/D i Co/D

3. Utvrdeno je da polimorfizmi u genu za ABCB1 (rs1045642) i POR (rs1057868)

utiCu na raspodelu pacijenata u zavisnosti od doze CsA

e nosioci polimorfnog alela T u genu za ABCB1 (rs1045642) statisticki
znacajno ¢esce primaju dozu CsA <4 mg/kgTT u odnosu na homozigote

alela C.

e Nosioci polimofrnog alela *28 u genu za POR (rs1057868) statisticki
znacajno ¢eS¢e primaju dozu CsA >6 mg/kgTT u odnosu na homozigote

alela *1.
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Utvrdeno je da polimorfizam u genu za CYP3AS5 (rs776746) znacajno uti¢e na
odnos ukupne Co/D

e Pedijatrijski pacijenti sa genotipom *3/*3 polimorfizma rs776746 u
genu za CYP3AS5 (neekspresori) su imali znacajno veée ukupne Co/D u

odnosu na grupu dece CYP3ADS5 ekspresora (genotip *1/*3).

Utvrden je nazavistan znacajan obrnuto proporcionalan efekat uzrasta i znacajan

efekat POR*28 polimorfizma na ukupnu dnevnu dozu CsA.

Utvrden je nazavistan znacajan proporcionalan efekat uzrasta i znacajan efekat
genotipa sa alelom CYP3A5*1 polimorfizma rs776746 u genu za CYP3A5 na
ukupni odnos Co/D.

Utvrden je nazavistan znacajan proporcionalan efekat uzrasta i znacajan efekat
genotipa sa aleleom POR*28 polimorfizma rs1057868 u genu za POR na ukupni
odnos C,/D.

. Utvrden je nezavistan znaCajan efekat genotipova sa alelom POR*28
polimorfizma rs1057868 u genu za POR, genotipova sa alelom T polimorfizma
rs1045642 u genu za ABCBL, i genotipova sa alelom CYP3A5*1 polimorfizma
rs776746 u genu za CYP3AS5 na ukupni odnos C,/D kod dece mlade od 6

godina.
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Magistarsku tezu pod nazivom "Markeri oSteCenja tubulointersticijuma kod dece sa
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTopCTBY

MoTtnucaHu-a MupjaHa LiseTkosuh

6poj ynuca

UzjaBmyjem

[a je AoKTopcKa aucepTaumja nog HacrnoBoMm

“dakTopy 0J1 3Ha4aja 3a papMakokuHeTHKY L{pkiocnopusa A koa Aene ca

TpaHCIIAaHTHpaHuM OybperoM™

* pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTPaXnBadkor paaa,

e [a npennoXxeHa AucepTauumja y LUenvHu HA y AenoBumMma Huje buna npegnoxexa
3a pobujare OMNO Koje Aunnome npema CTyAWjCKUM nporpamuma  apyrux
BMCOKOLLKONCKMX YCTaHOBA,

e [a Ccy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeOeHW U

e [a HMCaM KpliMo/na ayTopcka MpaBa W KOPWCTMO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrUx nvua.

lMoTnuc aokTopaHaa
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Mpwunor 2.

MU3jaBa 0 ICTOBETHOCTM LITAMMNAHE U ENTeKTPOHCKEe
Bep3uje JOKTOPCKOr paga

Mme u npesnume aytopa MwpjaHa LieeTkoBuh

Bpoj ynuca

Cryamjckn nporpam

HacnoB paga “®@axkropu 01 3Ha4aja 3a (hapMakOKHHEeTHKY [ [MKIocnopuna A koj Jiele

¢a TpaHCIIaHTHpaHAM OvOperom™

MeHTop npod. ap MupjanHa Koctuh

Motnucanu MwupjaHa LiseTkoBuh

n3jaeroyjem ga je WwramMnaHa Bepauja MOr JOKTOPCKOr pafa MCTOBETHA EeKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npegao/na 3a objaeromBamse Ha noptany AururanHor
penosuTopujyma YHuBep3uTteTta y beorpaay.

[ossorbaBam ga ce ofjaBe MoOjM NMUYHKM Nopaun BesaHW 3a Aobujarse akagemckor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LUTO CYy UME W Nnpesume, roguHa n Mecto pofjersa M aaTym

onbpaHe paga.

OBu nu4HK nogaum mory ce 06jaBuT Ha MpexXHUM cTpaHuuama gurutandHe 6ubnuoteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTtanory u y nybnukauvjama YHueepauteta y Beorpagy.

MoTnuc gokTopaHga
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Mpunor 3.

UsjaBa 0 kopuwhewy

Osnauwhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh® ga y [OurutanHu
penosuTopujyM YHusepsuTeta y Beorpagy yHece mojy AOKTOpCKy AucepTauujy nog
Hacnosom:

“®akTOpH 0J1 3Hauaja 3a hapMakOKHHeTHKY L{uKiocnopiHa A Kox Jele ca

TpaHCIIaHTHpanuM Oyoperom™

KOja je Moje ayTOpCKOo Aeno.

Aviceprauujy ca cBMm Npunosuma npeAao/na cam y enekTpoHCkoM opmMaTy norogHoMm
3a TpajHO apXUBMPaH:E.

Mojy AokTOpcKy gucepTauumjy noxparweHy y [AuritanHu penosutopujym YHusepauteTa
y Beorpagy mory ga kopucte cBu koju nowTyjy oapeabe cagpxare y ogabpaHom TMny
nvueHue KpeatneHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ofny4uo/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjanHo
,‘A@WODCTBO — HekomepLujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjanHo — AenUTK Nog UCTUM ycriosuma
5. AytopcTeo — 6e3 npepage
6. AyTOpCcTBO — AENUTY NOA UCTUM YCIOBUMA

(Monumo fa 3aoKkpy>kuUTe camo jedHy 04 LUECT NOHYREeHUX NULUEHUM, KpaTak ornvc
nuueHUW 4aT je Ha nonefuHmn nucta).

MoTnuc pokTropaHaa
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1. AytopctBo - [ossorbasate YMHOXaBawe, AMcTpubByunjy w jaBHO caonwTaBare
A€na, u npepage, ako ce HaBege ume ayTopa Ha HauwH ogpefeH oa cTpawHe aytopa
v Aasaola nuueHLe, Yak u y KOMepuujanHe cepxe. Ogo Je HajcnoBogHuja og ceux
NUUEHLM.

2. AytopcTteo — HekoMepumjanHo. [lo3BorbasaTe yMHOXaBare, aucTpubyuujy u jaBHo
caonwitasare fena, U npepage, ako ce HaBe4e uMme ayTopa Ha HayuH ogdpeheH op
CTpaHe aytopa unu paeaoua fueHue. OBa nuueHua He fos3Borbasa KOMepLmjanHy
ynotpeby nena.

3. AyTtopcteo - HEeKomMepuujanHo — BHes npepage. [ossorbagarte YMHOXaBakse,
AMCTpUbyunjy u jasHo caonwTasawe nena, Ges NpoMeHa, npeobnukosara wunu
ynotpebe pgena y ceom AENy, aKo ce Hasege vme ayTopa Ha HauvMH ogpeheH op
CTpaHe ayTopa unu gaeaoua NnueHue. Osa nuueHUa He fosBorbaBa KomepuwjanHy
ynotpeby nena. Y OAHOCY Ha cBe ocTane nuuUeHUe, osom nnUeHyom ce orpaHuyasa
Hajsefn obum npaea Kopuwhera gena.

4. AyTtopcTBO - HEKOMepUujanHo — genuTtu MOA mcTum ycnosuma. [Joseorbasate
YMHOXaBare, aucTpubyumjy un jaBHO caonwTasame Aena, v npepape, ako ce Haseae
WME ayTopa Ha HauuH oppefeH OA CTpaHe ayTopa unu gasaoua nnueHUe n ako ce
npepana auctpubyvpa nos wctom wnw CAnYHOM nuyeHuomMm. Oga nuueHya He
AO3BOIbaBa KomepLmjanHy ynoTpeby fena u npepaga.

5. AyTopctBo — 6Be3 npepage. [ossorsasaTte YMHOXaBate, AuCTpubyunjy u jaBHo
caonwrasarwe fena, 6e3 npomexa, npeobnukoBara unm ynotpebe aena y ceom aeny,
aKo ce Hasefe uMe ayTopa Ha HauyuH ofpeNeH of crpane ayTopa unu paeBaoua
nnueHue. Oea nuueHya fo3B0rbaBa KoMepuujanHy ynoTtpeby nena.



