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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija, pod naslovoRopulacioni pristup farmakokinetoj analizi
takrolimusa i sirolimusa u pacijenata sa transpisamiim bubregom napisana je na 177
strana standardnog formata, ima 38 slika, 28 tali&2 literaturna navoda i 7 prilogiekst

disertacije organizovan je u slédepoglavlja: Uvodna razmatranja; FarmakometrijdjeQi



istrazivanja; Metodologija istraZivanja; Rezultstrazivanja; Diskusija; Zakljci; Literatura
i Prilozi.

U okviru poglavljaUvodna razmatranjadat je kratak pregled razvoja transplantacije
kroz istoriju i opisan je zraj primene imunospresivnih lekova, sa posebnimtosvma
takrolimus i sirolimus. Navedeni su mehanizmi delge, indikacije i primena oba leka.
Klini ¢ka farmakokinetika takrolimusa i sirolimusa je digia opisana. Posebno su odeai
faktori farmakokinettke varijabilnosti takrolimusa i sirolimusa, uz naeaje dosadasnjih
saznanja, kao i zdaj i preporuke za terapijski monitoring ovih lekova

U okviru poglavljaFarmakometrijaopisana je populaciona farmakokikt analiza
i razliciti metodoloski i statistiki pristupi koji se koriste u populacionoj farmakodtickoj
analizi, od kojih je detaljno opisano nelinearnod@lovanje kombinovanih efekata. Zatim je
postupno predstavljen proces razvoja populacionaieta, kroz definisanje osnovnog
modela, testiranje kovarijata i dobijanje finalnogpdela. Na kraju, opisane su tehike za
procenu i validaciju populacionog modela.

U poglavlju Ciljevi istrazivanjanavedeni su ciljevi istrazivanja sprovedenog uiakv
disertacije.

Poglavlje Metodologija istrazivanjaje podeljeno u tri celine. U prvoj su opisani
pacijenti, odnosno podaci koji su prikupljani o paatima i kriterijumi za njihovo
ukljucivanje/iskljwivanje ul/iz ispitivanje/a. Zatim je naveden praibkizimanja bioloSkog
materijala i opisane su bioanalke metode kojima su odtizane koncentracije takrolimusa i
sirolimusa u okviru rutinskog péanja. U poslednjoj celini je predstavljena popwaei
farmakokinettka analiza podataka. Opisana je metodologija ramjdj i validacije
populacionih farmakokinetkih modela takrolimusa i sirolimusa kai&hjem programa
NONMEM.

U poglavlju Rezultati istrazivanjanajpre su prikazani demografski i biohemijski
parametri, kao i karakteristike imunosupresivn@pgge pacijenata uklgenih u istrazivanje.
Zatim su predstavljeni rezultati populacione areltakrolimusa i sirolimusa. Opisano je
ispitivanje uticaja raztitih potencijalnin faktora farmakokineke varijabilnosti na oralni
klirens (CL/F) takrolimusa u ranom posttransplantacionom periagdperiodu od oko godinu
dana nakon transplantacije. Razvijeni finalni modeakrolimusa validirani su raziitim
tehnikama interne validacije i prikazani su reziltalidacije. U rezultatima populacione
analize sirolimusa prikazani su detaljno rezultastiranja razéitin struktualnih modela, a
zatim i rezultati identifikacije zrtajnih faktora varijabilnosti «€L/F. Razvijeni finalni model

sirolimusa je validiran tehnikama interne i ekseevalidacije.



U okviru poglavlja Diskusija opisani su razvijeni populacioni farmakokirt&ti
modeli, uz razmatranje svih ispitivanih faktora ijdoilnosti i opravdanosti njihovog
ispitivanja. Dobijeni rezultati detaljno su analani, objasnjeni i upotini sa dosadasnjim
rezultatima drugih autora. Diskutovana je magust primene razvijenih populacionih modela
takrolimusa i sirolimusa u svakodnevnoj kékoj praksi.

U poglavlju Zakljucci, zbirno su prikazani zaklfici koji proizilaze iz najzné&ajnijih
rezultati istrazivanja i njihov zitaj.

PoglavljePrilozi sadrzi listu skréenica, spisak tabela i slika, primer dela dokumenta
sa podacimaNONMEM kodove za finalne modele za takrolimus i sirolimugyrimer

konfiguracionog fajla za stepenovanodgaje modela.
2. Opis postignutih rezultata

U okviru ove doktorske disertacije izvrSena je itfédqacija i kvantifikacija faktora
farmakokinettke varijabilnosti takrolimusa i sirolimusa u paciga sa transplantiranim
bubregom primenom nelinearnog modelovanja kombinibvefekata.

Podaci za takrolimus su analizirani nezavisno zaogedo Sest meseci nakon
transplantacije (rani posttransplantacioni periodperiod od oko godinu dana nakon
transplantacije. Kao strukturalni model kdéga je jednoprostorni model sa resorpcijom i
eliminacijom prvog reda, a interindividualna vabijmost u osnovhom modelu opisana je
eksponencijalnim modelom u oba &ija. Za rezidualnu varijabilnost ispitani su aditjv
proporcionalni i kombinovani model. U analizi poaled za rani posttransplantacioni period
najbolje karakteristike pokazao je aditivni mod#dk je u modelu za period od oko godinu
dana nakon transplantacije, kao model za rezidugiegku, izabran proporcionalni model.
Nakon razvoja i procene osnovnog modela vrSengpigvanije uticaja razitih kovarijata na
CL/F takrolimusa. Za rani posttransplantacioni periastitanje kovarijata je d@no
automatski kroz opcijuscm (stepwise covariate model buildingdftvera PsN®. Scm
podrazumeva princip uvrStavanja kovarijate sa rajvenaajem u model i testiranje ostalih
kovarijata u odnosu na formirani submodel. U svakeoanednom koraku se formira novi
submodel dodavanjem najzagnije kovarijate na osnovu smanjenja vrednostiekiyne
funkcije (OFV), sve dok se ne formira potpuni model. Nakon foamja potpunog modela
sledi tzv. ,korak unazad“ tj. izbacivanje jedne pedne kovarijate koje ne pokazu
zadovoljavajdi nivo znaajnosti koji se ogleda kroz pora€dFV vrednosti. Finalnim

modelom se smatra onaj iz koga su isidjue sve kovarijate koje nisu zadovoljile navedeni



kriterijum. U ovoj analizi su bili zadati nivoi zdajnostip < 0,05 za ukljdgivanje faktora
uticaja na model, tj. smanjenf@FV za najmanje 3,84 i za ,korak unazad“< 0,01, Sto
odgovara porast@FV za minimalno 6,63 pri isklgivanju ispitivane kovarijate. Kao faktori
farmakokinettke varijabilnostiCL/F takrolimusa, u prvih 6 meseci nakon transplargacij
identifikovani su proteklo vreme od transplantagfgDAY), ukupna telesna masav),
hematokrit HCT), nivo aspartat aminotransferaz&S(l) i ukupni proteini plazmeUP). Za
period od oko godinu dana nakon transplantacifgaege kovarijata i razvoj finalnog modela
vrSeni su manuelno, po princimemmetode, i u finalnom modelu deo varijabilnoSLL/F
takrolimusa objaSnjem je uticajeWWT i dnevne doze takrolimus®TAC). Dobijeni finalni
modeli procenjeni su odgovargjm dijagnostékim graficima @oodnessoffjt Procena
stabilnosti finalnih populacionih modela izvrSena lootstrap metodom. Prediktivhe
karakteristike su ispitivane i simulacionim tehmia kao Sto su vizuelna prediktivha procena
i numertka prediktivna procena.

U prvoj fazi analize podataka za sirolimus vrSenigbor strukturalnog modela
testiranjem jedno- i dvoprostornog modela uz fesje ili uz korisenje prethodno poznatih
vrednosti za parametre koji nisu procenjivani hajiu varijabilnost. Na osnovu vrednosti
Akajikeovog i Bejzovog kriterijuma, koji su imaliajnize vrednosti za dvoprostorni model u
kome su kori&ene prethodno poznate vrednosti parametara i rgih@rijabilnosti, ovaj
model je odabran kao strukturalni modél.sledéem koraku ispitivan je uticaja raalih
kovarijata naCL/F. Uticaj kovarijata je ispitivan manuelno, po madela kome se zasniva
automatizovanscmmetod. U finalnom modelu dobijenom za sirolimuatijabilnost uCL/F
je delimiéno objasnjena uticajem funkcije jetre (izrazenakpréST) i starosti. Tehnike
interne i eksterne validacije pokazale su stabtlin@sigovarajdu prediktabilnost razvijenog

finalnog modela za sirolimus.

3. Uporedna analiza rezultata sa podacima iz litettare

U okviru ovog istrazivanja, primenom populacionogsiupa u analizi podataka
dobijenih rutinskim préenjem takrolimusa i sirolimusa u pacijenata sa Spéatiranim
bubregom, ispitivana je farmakokingta varijabilnost ovih lekova sa fokusom na
identifikaciju i kvantifikaciju faktora varijabilnsti, kao i razvoj i validaciju populacionih

farmakokinettkin modela za date lekove, u datoj populaciji.



Farmakokinetika takrolimusa je opisana jednoprogtor modelom sa linearnim
procesom resorpcije i eliminacije, Sto je u skladudo sada objavljenim studijama (1-6). Za
fitovanje koncentracija sirolimusa u funkciji vrenge u ovoj studiji kao adekvatniji se
pokazao slozeniji farmakokinéki model, uz inkorporiranje eksternih podataka ugmbm
prethodno poznatih vrednosti za parametre i njihgaujabilnost, Sto je u saglasnosti sa
rezultatima Danzirikula i saradnika (7).

U prvim mesecima nakon transplantacije, kaocajm faktori, od kojih zavisi
vrednost CL/F takrolimusa, pokazali su seDAY, WT, HCT, UP i AST U periodu od
priblizno godinu dana nakon transplantacije margj kaktora se pokazao ztgnim i toWTi
DTAC. Finalni model za sirolimus ukkivao je uticaj funkcije jetre i starost.

Telesna masa (koja se moze testirati kao ukupnealnd ili miséna) se u
populacionim modelima razvijenim za takrolimus modeti kao faktor varijabilnosti
parametara svih procesa (resorpcije, raspodelémirelcije) (2, 8-10). Prema rezultatima
ovog istrazivanjaCL/F za takrolimus se povava sa pouwanjem WT, kako u ranom
posttransplantacionom periodu, tako i kasnije. Kaalo sada objavljenim studijam&/T ni u
ovom istrazivanju nije pokazala Zi@gan uticaj naCL/F sirolimusa (7, 11-13).

Starost, kao i telesna masa, spada u intilkezkovarijateciji se uticajc¢esto ispituje u
populacionim farmakokinetkim studijama jer se mnoge fizioloSke funkcije nagajsa
godinama starosti (14). U ovom istrazivanju, utst@rosti naCL/F takrolimusa je testiran za
rani posttransplantacioni period i nije bilo Zapog uticaja, dok je populacioni model
razvijen od strane Paseja i saradnika opisao otiapju(l). Razlika u karakteristikama
ispitivanih populacija moze biti razlog za razlihuezultatima izméu ove disertacije i Paseja
I saradnika. Starost se pokaze kaoca® kovarijata, olsno onda kada je raspon godina u
ispitivanoj populaciji veliki (14). S obzirom da jaspon starosti u populaciji uk§enoj u
istrazivanje varijabilnosti za period od priblizigndinu dana od transplantacije bio vrlo
slican, ali neSto uzi u odnosu na pacijente u ranorttrpasplantacionom periodu (20 — 61 u
odnosu na 16 — 60), za ovu subpopulaciju u studijigaj starosti nije ni testiran kao
kovarijata. S druge strane, prema rezultatima astrgZivanja,CL/F sirolimusa se, smanjuje
sa godinama starosti i ovaj rezultat je u saglassagezultatima Danzirikula i saradnika (7).

HCT je jedna od né&p&ih kovarijata u populacionim modelima za takrolin{ds5, 6,

9, 10, 15-18). T&injenica ne iznenduje obzirom da se takrolimus u Za@goj meri nakuplja
u eritrocitima (19). Finalni model razvijen za raposttransplantacioni period definiSe
inverznu zavisnost iznde CL/F takrolimusa iHCT Sto je u potpunosti u saglasnosti sa

prethodno objavljenim rezultatima drugih autorag26, 10, 15-18). Storset i saradritCT



smatraju kljg¢nim faktorom u interpretaciji koncentracija takrolisa koje su merene u punoj
krvi (8). U istrazivanju varijabilnostCL/F takrolimusa u populaciji pacijenata u periodu od
priblizno godinu dana nakon transplantacije, utieBfT se nije pokazao kao ztggan.
Verovatni razlog tome jeste manja varijabilnostrednostimaHCT u ovoj populaciji

SmanjenjeCL/F sa porastom albumina pokazano je rezultatima stigdija (20-22).
Poznato je da se takrolimus primarno vezujeX&iseli glikoprotein, lipoproteine, globuline
i albumin (23, 24), pa je u skladu sa tim, u okvouog ustrazivanja kao potencijalna
kovarijata po prvi put testiran utichlP, a ne samo albumina. VrednoBlP u pacijenata u
ranom posttransplantacionom periodu kretale surssponu 38 — 13@/L (63,23 £ 7,99), a u
grupi pacijenata za ispitivanje varijabilnosti nakgodinu dana od transplantacije raspon
vrednosti bio je 63 — 8@/L (71,76 = 3,70). Otuda se zZimnost uticajaUP na CL/F
takorlimusa pokazala samo za period od prvih 6 miesakon transplantacije. Razvijeni
model za taj vremenski period nakon transplantadggéniSe porasCL/F takrolimusa sa
porastomUP. Razlog za ovakvu, néekivanu relaciju izméu CL/F i UP moze biti skok u
vrednostimanl kiselog glikoproteina u prvim danima nakon opgeakada suJP generalno
niski. Kako jeal kiseli glikoprotein, protein akutne faze, pomaggovih vrednosti se¢ekuje
kao odgovor na sistemsku povredu tkiva, inflamadijuinfekciju (25), a njegove visSe
vrednosti zabelezene su i u ré&tim bolestima i stanjima, u pacijenata sa traumteskim
opekotinama, u populaciji primalaca kostne srzi nhkon transplantacije organa (26).
Dodatno, vrednostinl kiselog glikoproteina mogu porasti kao posledigaokih doza
kortikosteroida u prvim danima nakon trasnplanea¢5-27), a protokol imunosupresivne
terapije nakon transplantacije, prema kome &erlesvi pacijenti ukljgeni u ovo istrazivanje,
podrazumevao je bas takvu primenu kortikosterdidaanalizi sirolimusa, shodno njegovim
farmakokinettkim karakteristikama, visokom vezivanju za eriteci proteine plazme, a pre
svega lipoproteine, cekivao se uticajHCT, UP, holesterola HIOL) ili triglicerida. Ipak,
zn&ajna korelacija izmi#u navedenih kovarijataCL/F sirolimusa nije identifikovana. Samo
u jednoj od prethodno objavljenih studija, utit#pL se pojavljuje u finalnom modelu za
CL/F sirolimusa (13).

| takrolimus i sirolimus se primarno eliminiSu pote jetre i metabodkih
transformacija, pa se kao potencijalni faktori janilnosti svakako ¢ekuju i funkcija jetre,
genetéki polimorfizam i istovremena primena lekova kog metaboliSu posredstvom istih
izoenzimaCYPa. U ranom posttransplantacionom periodu, premgetaidm modelu u ovoj
studiji, postoji negativna korelacija izieCL/F takrolimusa i parametra za procenu funkcije

jetre AST, Sto je u saglasnosti sa prethodno objavljenirdigtona (5, 6). U grupi pacijenata za



period od oko godinu dana nakon transplantacije, \8ednostiAST su bile u referentnom
opsegu pa se ovaj faktor nije mogao ®elavati u finalnom modelu razvijenom za tu
populaciju. 1zmédu CL/F sirolimusa i funkcije jetre utdena je takde negativna korelacija.
Analogno istrazivanju za takrolimus, i u &ju za sirolimus, u finalnom modelu je funkcija
jetre izrazena preko nivoa enzimesT Utvrdena veza izmidu CL/F sirolimusa iAST u
saglasnosti je sa rezultatima prethodno objavljestrazivanja (28, 29). Utica@\STje uvrgen
u model kao kategaika kovarijata (referentne vrednosti / poviSene mosti), a grarina
vrednost bila je 3TU/L. Prema razvijenom modelu, oslabljena funkcijagjé&ST> 371U/L)
dovodi do smanjenj@€L/F sirolimusa za, u proseku, 37%. Rezultati ovogistranja ukazuju
na potrebno pazljivo péanje i eventualno korigovanje rezima doziranja lsimosa i pri
blagim povéanjima nivoaAST

Sto se tie uticaja aktivnosti samih izoenzin@YP 3A u viSe studija je dokazan uticaj
polimorfizma izoenzim&YP 3A5na farmakokinetiku takrolimusa i sirolimusa (18310, 12,
15, 16, 18, 30-32). lako postoji veliki broj dokamazn&aju genetikog polimorfizma u
objasnjenju farmakokinetke varijabilnosti takrolimusa, njegovo rutinsko tiemje se ne
preporduje prema protokolima e transplantacionih centara. Protokol prema kame
prate pacijenti ukljeni u ovo istrazivanje ne ukljuje rutinsko odréivanje polimorfizma, a
kako su prema metodologiji istrazivanja kéesi samo rutinski dobijeni podaci oni nisu
uklju¢ivali informacije o polimorfizmu i taj faktor vaapilnosti nije ni ispitivan.

lako je u viSe studija uticaj istovremene primeroetikosteroida pokazao uticaj na
CL/F takrolimusa (1, 4, 31), u ovom istrazivanju utipgmenute kovarijate se nije naSao u
razvijenim finalnim modelima, a modurazlog za to moze da bude vrlo ujet@ao
doziranje.

| ostali istovremeno primenjivani lekovi koji sustgani u ovom istrazivanju kao
potencijalni faktori varijabilnosti (blokatori kajamskih kanala, ranitidin, omeprazol ili
statini) nisu pokazali z@ajan uticaj. Potencijalni razlog moze biti relatvimali broj
pacijenata koji su bili na kombinovanoj terapijii generalno mali broj pacijenata ukignih
u studiju. Malo sniZzenje u vrednostim@L/F takrolimusa, pri istovremenoj primeni sa
blokatorima kalcijumskih kanala, zabeleZeno jestudiji Paseja i saradnika koji su primenu
bilo kog leka iz grupe blokatora kalcijumskih kamaosmatrali kao jednu kovarijatu (1).
Uticaj diltiazema i nikardipina n@L/F takrolimusa je pokazan u jednoj studiji (6). U abe
studije broj uklj¢enih pacijenata bio je ¥eu odnosu na istrazivanje sprovedeno u okviru

ove disertacije.



U okviru ovog istrazivanja zgajan uticaj istovremene primene imunosupresivnih
lekova, koji su deo trojne terapije, MalL/F sirolimusa nije identifikovan. U do sada
objavljenim populacionim studijama ztegan uticaj naCL/F sirolimusa pokazan je za
istovremenu primenu ciklosporina, silimarina i gi@na. In vitro istraZivanja pokazala su da
ovi biljni lekovi pokazuju inhibitorni efekat na aenzim CYP 3A4i P — gp(33-36). Ovi
lekovi se tradicionalno primenjuju za hepatoprotekicu oboljenjima jetre (37, 38). Stoga je
teSko sa sigurnésa tvrditi da li je do zn&jnog snizenja WCL/F sirolimusa doslo usled
inhibitornih sposobnosti biljnih lekova ili zbog labljene funkcije jetre kod ispitivanih
pacijenata ili je, pak, smanjen(d/F rezultat aditivhog efekta navedenih faktora.

PDAY je jedna od n&g&ih kovarijata u populacionim modelima razvijenim za
takrolimus (1-6, 10). Prema modelu razvijenom u rmvstrazivanju, vrednosCL/F se
smanjuje sa vremenom nakon transplantacije, i ta paoseku 4,4% nakon 15 dana, 6,3%
nakon mesec i 10,9% nakon 6 meseci. Smanj€hj# u vremenu se moze objasniti ili
poveanjem bioloSke raspolozivosti ili potenjem vrednostiHCT i albumina usled
stabilizacije stanja pacijenata nakon operacije2), Zn&ajnije smanjenje u vrednostima
CL/F u danima nakon transplantacije, u odnosu na reuldivog istrazivanja, opisano je
modelom Paseja i saradnika (1). Ova razlika se mbjasniti¢cinjenicom da model razvijen u
istrazivanju, koje je deo ove disertacije, ukljje i uticajHCT, koji nije ispitivan u studiji
Paseja i saradnika (1).

Kao kovarijata u finalnom modelu za period od pzibd godinu dana nakon
transplantacije nasla se DTAC. Ova kovarijata je uvt®na u model pre svega zbog
stabilnosti samog modela. Najverovatnije objaSea ovakav uticaj doze 1GL/F jeste tzv.
TDM efekat objaSnjen od strane Ana i saradnika (3@daKstudija ima dizajn takav da su
podaci poreklom iz rutinskog pfanja DM — a), kao Sto je sbaj sa ovim istraZivanjem,
korelacija izmédu doze iCL/F se javlja jer su doze odti@ane tj. titrirane tako da se merene
koncentracije odrze u zeljenom rasponu (39). Staggha biti obazriv sa definisanjem
nelinearnosti u farmakokinetici leka na osnovuystsa doze leka u modelu.

Svi razvijeni populacioni modeli u ovoj disertaajil validirani tehnikama interne i/ili

eksterne validacijéime je pokazana njihova robusnost i zadovoljatajorediktabilnost.
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5. Zaklju ¢ak - obrazloZenje nadnog doprinosa doktorske disertacije

Savremena farmakoterapija tezi individualnom ppstupacijentu radi postizanja
efikasne i bezbedne terapije. Poznavanje farmaktikkih karakteristika, tj. vrednosti
farmakokinettkin prametara potrebno je za postavljanje i koraggge doznog rezima.
Identifikovanje faktora varijabilnosti u farmakoleitici leka, kao Sto je udano za takrolimus
i sirolimus u istrazvanjima u okviru ove disertacijomogdava procenu individualnih
vrednosti farmakokinetkin parametara, pa samim tim i iZmavanje individualno
prilagaiene doze leka. Na osnovu rezultata validacije Srdinih modela razvijenih u okviru
ove doktorske disertacije, moze se zalktjuda se svi ovi modeli mogu primeniti za procenu
individualnih vrednostCL/F takrolimusa i sirolimusa na osnovu demografsikiiohemijskih
parametara koji su faktori u finalnim modelimaaktolimus i sirolimus se doziraju na osnovu
merenih koncentracija u okvifiDM — a, koje zavise o@L/F. Razvijeni i validirani modeli,
koji su rezultati istrazivanja sprovedenih u okvivue disertacije, mogu se inkorporirati u
standardni proce§DM — a sa cillem pred#anja individualnih vrednostCL/F. Otuda,
rezultati ove doktorske disertacije daju doprinosindividualnom pristupu pacijentu i

optimalnoj terapiji takrolimusom i sirolimusom.

Komisija smatra da je kandidat uspesno realizogt@iivanja i predlaze Nastavno-
nawnom veu Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog fakulletprinvati ovaj Izvestaj i
uputi ga Véu naunih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Bealgraradi dobijanja
saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertakgrdidata dipl. farm. spec. Bojane
Golubovi, pod nazivom Populacioni pristup farmakokinékoj analizi takrolimusa i

sirolimusa u pacijenata sa transplantiranim bubrego

U Beogradu, 21.10.2018. godine



Clanovi komisije

dr sc. Branislava Miljkovd - mentor rada, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet,ifrb

dr sc. VisSnja Lez&i redovni profesor
Univerzitet u Beogradu - Medicinski fakultet
Klinika za nefrologiju, Klingki centar Srbije, Srbija

dr sc. Katarina V&icevi¢, vanredni profesor
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet,ifrb

dr sc. Sandra Vezmar Katevi¢, vanredni profesor
Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet,ifrb

dr sc. Sonja Vekovié, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu - Medicinski fakultet, Sebij




