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IZVEŠTAJ 

 

 

1. Prikaz sadržaja doktorske disertacije 

 

Doktorska disertacija, pod naslovom Populacioni pristup farmakokinetičkoj analizi 

takrolimusa i sirolimusa u pacijenata sa transplantiranim bubregom, napisana je na 177 

strana standardnog formata, ima 38 slika, 28 tabela, 152 literaturna navoda i 7 priloga. Tekst 

disertacije organizovan je u sledeća poglavlja: Uvodna razmatranja; Farmakometrija; Ciljevi 



 

 

istraživanja; Metodologija istraživanja; Rezultati istraživanja; Diskusija; Zaključci; Literatura 

i Prilozi.  

U okviru poglavlja Uvodna razmatranja dat je kratak pregled razvoja transplantacije 

kroz istoriju i opisan je značaj primene imunospresivnih lekova, sa posebnim osvrtom na 

takrolimus i sirolimus. Navedeni su mehanizmi delovanja, indikacije i primena oba leka. 

Klini čka farmakokinetika takrolimusa i sirolimusa je detaljno opisana. Posebno su obrađeni 

faktori farmakokinetičke varijabilnosti takrolimusa i sirolimusa, uz navođenje dosadašnjih 

saznanja, kao i značaj i preporuke za terapijski monitoring ovih lekova. 

 U okviru poglavlja Farmakometrija opisana je populaciona farmakokinetička analiza 

i različiti metodološki i statistički pristupi koji se koriste u populacionoj farmakokinetičkoj 

analizi, od kojih je detaljno opisano nelinearno modelovanje kombinovanih efekata. Zatim je 

postupno predstavljen proces razvoja populacionog modela, kroz definisanje osnovnog 

modela, testiranje kovarijata i dobijanje finalnog modela. Na kraju, opisane su tehike za 

procenu i validaciju populacionog modela. 

U poglavlju Ciljevi istraživanja navedeni su ciljevi istraživanja sprovedenog u okviru 

disertacije. 

Poglavlje Metodologija istraživanja je podeljeno u tri celine. U prvoj su opisani 

pacijenti, odnosno podaci koji su prikupljani o pacijentima i kriterijumi za njihovo 

uključivanje/isključivanje u/iz ispitivanje/a.  Zatim je naveden protokol uzimanja biološkog 

materijala i opisane su bioanalitičke metode kojima su određivane koncentracije takrolimusa i 

sirolimusa u okviru rutinskog praćenja. U poslednjoj celini je predstavljena populaciona 

farmakokinetička analiza podataka. Opisana je metodologija razvijanja i validacije 

populacionih farmakokinetičkih modela takrolimusa i sirolimusa korišćenjem programa 

NONMEM®.  

U poglavlju Rezultati istraživanja najpre su prikazani demografski i biohemijski 

parametri, kao i karakteristike imunosupresivne terapije pacijenata uključenih u istraživanje. 

Zatim su predstavljeni rezultati populacione analize takrolimusa i sirolimusa. Opisano je 

ispitivanje uticaja različitih potencijalnih faktora farmakokinetičke varijabilnosti na oralni 

klirens (CL/F) takrolimusa u ranom posttransplantacionom periodu i u periodu od oko godinu 

dana nakon transplantacije. Razvijeni finalni modeli takrolimusa validirani su različitim 

tehnikama interne validacije i prikazani su rezultati validacije. U rezultatima populacione 

analize sirolimusa prikazani su detaljno rezultati testiranja različitih strukturаlnih modela, a 

zatim i rezultati identifikacije značajnih faktora varijabilnosti u CL/F. Razvijeni finalni model 

sirolimusa je validiran tehnikama interne i eksterne validacije. 



 

 

U okviru poglavlja Diskusija opisani su razvijeni populacioni farmakokinetički 

modeli, uz razmatranje svih ispitivanih faktora varijabilnosti i opravdanosti njihovog 

ispitivanja. Dobijeni rezultati detaljno su analizirani, objašnjeni i upoređeni sa dosadašnjim 

rezultatima drugih autora. Diskutovana je mogućnost primene razvijenih populacionih modela 

takrolimusa i sirolimusa u svakodnevnoj kliničkoj praksi.  

U poglavlju Zaključci, zbirno su prikazani zaključci koji proizilaze iz najznačajnijih 

rezultati istraživanja i njihov značaj.  

Poglavlje Prilozi sadrži listu skraćenica, spisak tabela i slika, primer dela dokumenta 

sa podacima, NONMEM® kodove za finalne modele za takrolimus i sirolimus, i primer 

konfiguracionog fajla za stepenovano građenje modela.  

 

2. Opis postignutih rezultata 

 

U okviru ove doktorske disertacije izvršena je identifikacija i kvantifikacija faktora 

farmakokinetičke varijabilnosti takrolimusa i sirolimusa u pacijenata sa transplantiranim 

bubregom primenom nelinearnog modelovanja kombinovanih efekata. 

Podaci za takrolimus su analizirani nezavisno za period do šest meseci nakon 

transplantacije (rani posttransplantacioni period) i period od oko godinu dana nakon 

transplantacije. Kao strukturalni model korišćen je jednoprostorni model sa resorpcijom i 

eliminacijom prvog reda, a interindividualna varijabilnost u osnovnom modelu opisana je 

eksponencijalnim modelom u oba slučaja. Za rezidualnu varijabilnost ispitani su aditivni, 

proporcionalni i kombinovani model. U analizi podataka za rani posttransplantacioni period 

najbolje karakteristike pokazao je aditivni model, dok je u modelu za period od oko godinu 

dana nakon transplantacije, kao model za rezidualnu grešku, izabran proporcionalni model.  

Nakon razvoja i procene osnovnog modela vršeno je ispitivanje uticaja različitih kovarijata na 

CL/F takrolimusa. Za rani posttransplantacioni period testiranje kovarijata je rađeno 

automatski kroz opciju scm (stepwise covariate model building) softvera PsN®. Scm 

podrazumeva princip uvrštavanja kovarijate sa najvećim značajem u model i testiranje ostalih 

kovarijata u odnosu na formirani submodel. U svakom narednom koraku se formira novi 

submodel dodavanjem najznačajnije kovarijate na osnovu smanjenja vrednosti objektivne 

funkcije (OFV), sve dok se ne formira potpuni model. Nakon formiranja potpunog modela 

sledi tzv. „korak unazad“ tj. izbacivanje jedne po jedne kovarijate koje ne pokažu 

zadovoljavajući nivo značajnosti koji se ogleda kroz porast OFV vrednosti. Finalnim 

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



 

 

kriterijum. U ovoj analizi su bili zadati nivoi značajnosti p < 0,05 za uključivanje faktora 

uticaja na model, tj. smanjenje OFV za najmanje 3,84 i za „korak unazad“ p < 0,01, što 

odgovara porastu OFV za minimalno 6,63 pri isključivanju ispitivane kovarijate. Kao faktori 

farmakokinetičke varijabilnosti CL/F takrolimusa, u prvih 6 meseci nakon transplantacije, 

identifikovani su proteklo vreme od transplantacije (PDAY), ukupna telesna masa (WT), 

hematokrit (HCT), nivo aspartat aminotransferaze (AST) i ukupni proteini plazme (UP). Za 

period od oko godinu dana nakon transplantacije testiranje kovarijata i razvoj finalnog modela 

vršeni su manuelno, po principu scm metode, i u finalnom modelu deo varijabilnosti CL/F 

takrolimusa objašnjem je uticajem WT i dnevne doze takrolimusa (DTAC). Dobijeni finalni 

modeli procenjeni su odgovarajućim dijagnostičkim graficima (goodnessoffit). Procena 

stabilnosti finalnih populacionih modela izvršena je bootstrap metodom. Prediktivne 

karakteristike su ispitivane i simulacionim tehnikama, kao što su vizuelna prediktivna procena 

i numerička prediktivna procena.  

U prvoj fazi analize podataka za sirolimus vršen je izbor strukturalnog modela 

testiranjem jedno- i dvoprostornog modela uz fiksiranje ili uz korišćenje prethodno poznatih 

vrednosti za parametre koji nisu procenjivani i njihovu varijabilnost. Na osnovu vrednosti 

Akajikeovog i Bejzovog kriterijuma, koji su imali najniže vrednosti za dvoprostorni model u 

kome su korišćene prethodno poznate vrednosti parametara i njihove varijabilnosti, ovaj 

model je odabran kao strukturalni model. U sledećem koraku ispitivan je uticaja različitih 

kovarijata na CL/F. Uticaj kovarijata je ispitivan manuelno, po modelu na kome se zasniva 

automatizovani scm metod. U finalnom modelu dobijenom za sirolimus, varijabilnost u CL/F 

je delimično objašnjena uticajem funkcije jetre (izražena preko AST) i starosti. Tehnike 

interne i eksterne validacije pokazale su stabilnost i odgovarajuću prediktabilnost razvijenog 

finalnog modela za sirolimus. 

 

3. Uporedna analiza rezultata sa podacima iz literature 

 

U okviru ovog istraživanja, primenom populacionog pristupa u analizi podataka 

dobijenih rutinskim praćenjem takrolimusa i sirolimusa u pacijenata sa transplatiranim 

bubregom, ispitivana je farmakokinetička varijabilnost ovih lekova sa fokusom na 

identifikaciju i kvantifikaciju faktora varijabilnosti, kao i razvoj i validaciju populacionih 

farmakokinetičkih modela za date lekove, u datoj populaciji. 



 

 

Farmakokinetika takrolimusa je opisana jednoprostornim modelom sa linearnim 

procesom resorpcije i eliminacije, što je u skladu sa do sada objavljenim studijama (1-6). Za 

fitovanje koncentracija sirolimusa u funkciji vremena u ovoj studiji kao adekvatniji se 

pokazao složeniji farmakokinetički model, uz inkorporiranje eksternih podataka upotrebom 

prethodno poznatih vrednosti za parametre i njihovu varijabilnost, što je u saglasnosti sa 

rezultatima Danzirikula i saradnika (7).  

U prvim mesecima nakon transplantacije, kao značajni faktori, od kojih zavisi 

vrednost CL/F takrolimusa, pokazali su se PDAY, WT, HCT, UP i AST. U periodu od 

približno godinu dana nakon transplantacije manji broj faktora se pokazao značajnim i to WT i 

DTAC. Finalni model za sirolimus uključivao je uticaj funkcije jetre i starost. 

Telesna masa (koja se može testirati kao ukupna, idealna ili mišićna) se u 

populacionim modelima razvijenim za takrolimus može naći kao faktor varijabilnosti 

parametara svih procesa (resorpcije, raspodele i eliminacije) (2, 8-10). Prema rezultatima 

ovog istraživanja CL/F za takrolimus se povećava sa povećanjem WT, kako u ranom 

posttransplantacionom periodu, tako i kasnije. Kao i u do sada objavljenim studijama, WT ni u 

ovom istraživanju nije pokazala značajan uticaj na CL/F sirolimusa (7, 11-13).  

Starost, kao i telesna masa, spada u intrinzičke kovarijate čiji se uticaj često ispituje u 

populacionim farmakokinetičkim studijama jer se mnoge fiziološke funkcije menjaju sa 

godinama starosti (14). U ovom istraživanju, uticaj starosti na CL/F takrolimusa je testiran za 

rani posttransplantacioni period i nije bilo značajnog uticaja, dok je populacioni model 

razvijen od strane Paseja i saradnika opisao ovaj uticaj (1). Razlika u karakteristikama 

ispitivanih populacija može biti razlog za razliku u rezultatima između ove disertacije i Paseja 

i saradnika. Starost se pokaže kao značajna kovarijata, obično onda kada je raspon godina u 

ispitivanoj populaciji veliki (14). S obzirom da je raspon starosti u populaciji uključenoj u 

istraživanje varijabilnosti za period od približno godinu dana od transplantacije bio vrlo 

sličan, ali nešto uži u odnosu na pacijente u ranom posttransplantacionom periodu (20 – 61 u 

odnosu na 16 – 60), za ovu subpopulaciju u studiji, uticaj starosti nije ni testiran kao 

kovarijata. S druge strane, prema rezultatima ovog istraživanja, CL/F sirolimusa se, smanjuje 

sa godinama starosti i ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima Danzirikula i saradnika (7).  

HCT je jedna od najčešćih kovarijata u populacionim modelima za takrolimus (2, 5, 6, 

9, 10, 15-18). Ta činjenica ne iznenađuje obzirom da se takrolimus u značajnoj meri nakuplja 

u eritrocitima (19). Finalni model razvijen za rani posttransplantacioni period definiše 

inverznu zavisnost između CL/F takrolimusa i HCT što je u potpunosti u saglasnosti sa 

prethodno objavljenim rezultatima drugih autora (2, 5, 6, 10, 15-18). Storset i saradnici HCT 



 

 

smatraju ključnim faktorom u interpretaciji koncentracija takrolimusa koje su merene u punoj 

krvi (8). U istraživanju varijabilnosti CL/F takrolimusa u populaciji pacijenata u periodu od 

približno godinu dana nakon transplantacije, uticaj HCT se nije pokazao kao značajan. 

Verovatni razlog tome jeste manja varijabilnost u vrednostima HCT u ovoj populaciji  

Smanjenje CL/F sa porastom albumina pokazano je rezultatima više studija (20-22). 

Poznato je da se takrolimus primarno vezuje za α1 kiseli glikoprotein, lipoproteine, globuline 

i albumin (23, 24), pa je u skladu sa tim, u okviru ovog ustraživanja kao potencijalna 

kovarijata po prvi put testiran uticaj UP, a ne samo albumina. Vrednosti UP u pacijenata u 

ranom posttransplantacionom periodu kretale su se u rasponu 38 – 137 g/L (63,23 ± 7,99), a u 

grupi pacijenata za ispitivanje varijabilnosti nakon godinu dana od transplantacije raspon 

vrednosti bio je 63 – 80 g/L (71,76 ± 3,70). Otuda se značajnost uticaja UP na CL/F 

takorlimusa pokazala samo za period od prvih 6 meseci nakon transplantacije. Razvijeni 

model za taj vremenski period nakon transplantacije definiše porast CL/F takrolimusa sa 

porastom UP. Razlog za ovakvu, neočekivanu relaciju između CL/F i UP može biti skok u 

vrednostima α1 kiselog glikoproteina u prvim danima nakon operacije kada su UP generalno 

niski. Kako je α1 kiseli glikoprotein, protein akutne faze, porast njegovih vrednosti se očekuje 

kao odgovor na sistemsku povredu tkiva, inflamaciju ili infekciju (25), a njegove više 

vrednosti zabeležene su i u različitim bolestima i stanjima, u pacijenata sa traumom, teškim 

opekotinama, u populaciji primalaca kostne srži ili nakon transplantacije organa (26). 

Dodatno, vrednosti α1 kiselog glikoproteina mogu porasti kao posledica visokih doza 

kortikosteroida u prvim danima nakon trasnplantacije (25-27), a protokol imunosupresivne 

terapije nakon transplantacije, prema kome su lečeni svi pacijenti uključeni u ovo istraživanje, 

podrazumevao je baš takvu primenu kortikosteroida. I u analizi sirolimusa, shodno njegovim 

farmakokinetičkim karakteristikama, visokom vezivanju za eritricite i proteine plazme, a pre 

svega lipoproteine, očekivao se uticaj HCT, UP, holesterola (HOL) ili triglicerida. Ipak, 

značajna korelacija između navedenih kovarijata i CL/F sirolimusa nije identifikovana. Samo 

u jednoj od prethodno objavljenih studija, uticaj HOL se pojavljuje u finalnom modelu za 

CL/F sirolimusa (13). 

I takrolimus i sirolimus se primarno eliminišu putem jetre i metaboličkih 

transformacija, pa se kao potencijalni faktori varijabilnosti svakako očekuju i funkcija jetre, 

genetički polimorfizam i istovremena primena lekova koji se metabolišu posredstvom istih 

izoenzima CYP-a. U ranom posttransplantacionom periodu, prema dobijenom modelu u ovoj 

studiji, postoji negativna korelacija između CL/F takrolimusa i parametra za procenu funkcije 

jetre AST, što je u saglasnosti sa prethodno objavljenim studijama (5, 6). U grupi pacijenata za 



 

 

period od oko godinu dana nakon transplantacije, sve vrednosti AST su bile u referentnom 

opsegu pa se ovaj faktor nije mogao ni očekivati u finalnom modelu razvijenom za tu 

populaciju. Između CL/F sirolimusa i funkcije jetre utvrđena je takođe negativna korelacija. 

Analogno istraživanju za takrolimus, i u slučaju za sirolimus, u finalnom modelu je funkcija 

jetre izražena preko nivoa enzima AST. Utvrđena veza između CL/F sirolimusa i AST u 

saglasnosti je sa rezultatima prethodno objavljenih istraživanja (28, 29). Uticaj AST je uvršćen 

u model kao kategorička kovarijata (referentne vrednosti / povišene vrednosti), a granična 

vrednost bila je 37 IU/L. Prema razvijenom modelu, oslabljena funkcija jetre (AST > 37 IU/L) 

dovodi do smanjenja CL/F sirolimusa za, u proseku, 37%. Rezultati ovog istraživanja ukazuju 

na potrebno pažljivo praćenje i eventualno korigovanje režima doziranja sirolimusa i pri 

blagim povećanjima nivoa AST. 

Što se tiče uticaja aktivnosti samih izoenzima CYP 3A, u više studija je dokazan uticaj 

polimorfizma izoenzima CYP 3A5 na farmakokinetiku takrolimusa i sirolimusa (1-3, 8-10, 12, 

15, 16, 18, 30-32). Iako postoji veliki broj dokaza o značaju genetičkog polimorfizma u 

objašnjenju farmakokinetičke varijabilnosti takrolimusa, njegovo rutinsko testiranje se ne 

preporučuje prema protokolima većine transplantacionih centara. Protokol prema kome se 

prate pacijenti uključeni u ovo istraživanje ne uključuje rutinsko određivanje polimorfizma, a 

kako su prema metodologiji istraživanja korišćeni samo rutinski dobijeni podaci oni nisu 

uključivali informacije o polimorfizmu i taj faktor varijabilnosti nije ni ispitivan. 

Iako je u više studija uticaj istovremene primene kortikosteroida pokazao uticaj na 

CL/F takrolimusa (1, 4, 31), u ovom istraživanju uticaj pomenute kovarijate se nije našao u 

razvijenim finalnim modelima, a mogući razlog za to može da bude vrlo ujednačeno 

doziranje. 

I ostali istovremeno primenjivani lekovi koji su testirani u ovom istraživanju kao 

potencijalni faktori varijabilnosti (blokatori kalcijumskih kanala, ranitidin, omeprazol ili 

statini) nisu pokazali značajan uticaj. Potencijalni razlog može biti relativno mali broj 

pacijenata koji su bili na kombinovanoj terapiji, a i generalno mali broj pacijenata uključenih 

u studiju. Malo sniženje u vrednostima CL/F takrolimusa, pri istovremenoj primeni sa 

blokatorima kalcijumskih kanala, zabeleženo je i u studiji Paseja i saradnika koji su primenu 

bilo kog leka iz grupe blokatora kalcijumskih kanala posmatrali kao jednu kovarijatu (1). 

Uticaj diltiazema i nikardipina na CL/F takrolimusa je pokazan u jednoj studiji (6). U obe ove 

studije broj uključenih pacijenata bio je veći u odnosu na istraživanje sprovedeno u okviru 

ove disertacije. 



 

 

U okviru ovog istraživanja značajan uticaj istovremene primene imunosupresivnih 

lekova, koji su deo trojne terapije, na CL/F sirolimusa nije identifikovan. U do sada 

objavljenim populacionim studijama značajan uticaj na CL/F sirolimusa pokazan je za 

istovremenu primenu ciklosporina, silimarina i glicirizina. In vitro istraživanja pokazala su da 

ovi biljni lekovi pokazuju inhibitorni efekat na izoenzim CYP 3A4 i P – gp (33-36). Ovi 

lekovi se tradicionalno primenjuju za hepatoprotekciju i u oboljenjima jetre (37, 38). Stoga je 

teško sa sigurnošću tvrditi da li je do značajnog sniženja u CL/F sirolimusa došlo usled 

inhibitornih sposobnosti biljnih lekova ili zbog oslabljene funkcije jetre kod ispitivanih 

pacijenata ili je, pak, smanjenje CL/F rezultat aditivnog efekta navedenih faktora. 

PDAY je jedna od najčešćih kovarijata u populacionim modelima razvijenim za 

takrolimus (1-6, 10). Prema modelu razvijenom u ovom istraživanju, vrednost CL/F se 

smanjuje sa vremenom nakon transplantacije, i to za u proseku 4,4% nakon 15 dana, 6,3% 

nakon mesec i 10,9% nakon 6 meseci. Smanjenje CL/F u vremenu se može objasniti ili 

povećanjem biološke raspoloživosti ili povećanjem vrednosti HCT i albumina usled 

stabilizacije stanja pacijenata nakon operacije (1, 20). Značajnije smanjenje u vrednostima 

CL/F u danima nakon transplantacije, u odnosu na rezultate ovog istraživanja, opisano je 

modelom Paseja i saradnika (1). Ova razlika se može objasniti činjenicom da model razvijen u 

istraživanju, koje je deo ove disertacije, uključuje i uticaj HCT, koji nije ispitivan u studiji 

Paseja i saradnika (1).  

Kao kovarijata u finalnom modelu za period od približno godinu dana nakon 

transplantacije našla se i DTAC. Ova kovarijata je uvršćena u model pre svega zbog 

stabilnosti samog modela. Najverovatnije objašnjenje za ovakav uticaj doze na CL/F jeste tzv. 

TDM efekat objašnjen od strane Ana i saradnika (39). Kada studija ima dizajn takav da su 

podaci poreklom iz rutinskog praćenja (TDM – a), kao što je slučaj sa ovim istraživanjem, 

korelacija između doze i CL/F se javlja jer su doze određivane tj. titrirane tako da se merene 

koncentracije održe u željenom rasponu (39). Stoga, treba biti obazriv sa definisanjem 

nelinearnosti u farmakokinetici leka na osnovu prisustva doze leka u modelu. 

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

eksterne validacije čime je pokazana njihova robusnost i zadovoljavajuća prediktabilnost.    
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5. Zaključak - obrazloženje naučnog doprinosa doktorske disertacije 

 

Savremena farmakoterapija teži individualnom pristupu pacijentu radi postizanja 

efikasne i bezbedne terapije. Poznavanje farmakokinetičkih karakteristika, tj. vrednosti 

farmakokinetičkih prametara potrebno je za postavljanje i korigovanje doznog režima. 

Identifikovanje faktora varijabilnosti u farmakokinetici leka, kao što je urađeno za takrolimus 

i sirolimus u istražvanjima u okviru ove disertacije, omogućava procenu individualnih 

vrednosti farmakokinetičkih parametara, pa samim tim i izračunavanje individualno 

prilagođene doze leka. Na osnovu rezultata validacije svih finalnih modela razvijenih u okviru 

ove doktorske disertacije, može se zaključiti da se svi ovi modeli mogu primeniti za procenu 

individualnih vrednosti CL/F takrolimusa i sirolimusa na osnovu demografskih i biohemijskih 

parametara koji su faktori u finalnim modelima. I takrolimus i sirolimus se doziraju na osnovu 

merenih koncentracija u okviru TDM – a, koje zavise od CL/F. Razvijeni i validirani modeli, 

koji su rezultati istraživanja sprovedenih u okviru ove disertacije, mogu se inkorporirati u 

standardni proces TDM – a sa ciljem predviđanja individualnih vrednosti CL/F. Otuda, 

rezultati ove doktorske disertacije daju doprinos u individualnom pristupu pacijentu i 

optimalnoj terapiji takrolimusom i sirolimusom. 

Komisija smatra da je kandidat uspešno realizovao istraživanja i predlaže Nastavno-

naučnom veću Univerziteta u Beogradu – Farmaceutskog fakulteta da prihvati ovaj Izveštaj i 

uputi ga Veću naučnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu, radi dobijanja 

saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije kandidata dipl. farm. spec. Bojane 

Golubović, pod nazivom Populacioni pristup farmakokinetičkoj analizi takrolimusa i 

sirolimusa u pacijenata sa transplantiranim bubregom. 
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