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1. UVOD
1.1. Farmakologija mikofenolne Kiseline

Imunosupresivi su skupina lijekova koja inhibira ili smanjuje intenzitet imunoloskog odgovora
organizma. Koriste se kod transplantacije tkiva ili organa te u terapiji autoimunih bolesti.
Imunosupresivnim lijekovima koji se koriste u transplantacijskoj medicini zeli se inhibirati
imunosne stanice i/ili stani¢nu funkciju te takoder postic¢i inhibiciju proupalnih citokina. Neki od
Cesto koristenih imunosupresivnih lijekova u transplantaciji organa su: prednizon, ciklosporin,

takrolimus, azatioprin, mofetilmikofenolat i sirolimus (Hussain, Y i Khan, H., 2022).

Antimetaboliti su skupina antikancerogenih sredstava koji djeluju na nacin da inhibiraju sintezu
purina i pirimidina. Blokiranjem sinteze nukleinskih kiselina u tumorskim tkivima onemogucavaju

dijeljenje jezgre i stanice.

Mikofenolna kiselina (engl. mycophenolic acid, MPA) je antimetabolicki imunosupresivni lijek
koji se koristi u prevenciji akutnog odbacivanja presadenog organa nakon transplantacije te kao dio
terapije odrzavanja. Izolirana je iz gljivice Penicillium stoloniferum, a osim imunosupresivnog,
pokazuje i antibakterijsko, antifugalno i antivirusno djelovanje. Koristi se kao dio imunosupresivne

trojne terapije zajedno s kalcineurinskim inhibitorom i kortikosteroidom (www.go.drugbank.com).
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Slika 1. Struktura mikofenolne kiseline (preuzeto s https://www.researchgate.net/figure/Fig-1-

Structure-of-Mycophenolic-acid_figl 301680420).
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1.2. Farmakodinamika

Mikofenolna kiselina je selektivni, nekompetitivni, reverzibilni inhibitor enzima inozin-5'-
monofosfat dehidrogenaze (engl. inosine monophosphate dehydrogenase, IMPDH), koji je bitan
za pretvorbu inozin-5'-fosfata i ksantin-5'-fosfata u gvanozin-5'-fosfat. Inhibicijom ovog enzima
onemogucava se pretvorba inozin-monofosfata u ksantin-monofosfat, koji je prekursor gvanozina,
a gvanozin je nukleotid koji je potreban za sintezu deoksiribonukleinske kiseline (DNA). Ovime
se inhibira de novo sinteza purinskih nukleotida, odnosno gvanin nukleotida. Drugi tipovi stanica
imaju moguénost koriStenja purina iz puteva spaSavanja, no T- i B-limfociti nemaju. Dakle,
mikofenolna kiselina ima snazne citostatske ucinke na T- i B-limfocite te dovodi do supresije
sinteze DNA. Takoder, smanjuje sposobnost B-limfocita da stvaraju protutijela i sprjecava
glikozilaciju limfocitnih i monocitnih glikoproteina uklju¢enih u medustani¢nu adheziju na

endotelne stanice (www.go.drugbank.com).

Mikofenolna kiselina je na trziStu dostupna u dvije formulacije. Prva formulacija je oblik esterskog
prolijeka, mikofenolat-mofetila (engl. mycophenolate mofetil, MMF), odnosno 2,4-morfolinoetil
estera MPA koji ima svojstvo trenuta¢nog otpustanja nakon ingestije. Drugi oblik je mikofenolat-
natrij, formulacija s zelu¢ano-otpornom ovojnicom (engl. enteric-coated mycophenolate sodium,
EC-MPS) koja prolazi Zeludac i1 djeluje u podrucju crijeva, ne uzrokujuéi gastrointestinalne tegobe

koje su naj¢esc¢a nuspojava kod uzimanja MPA (Sintachak, Michael D. i sur., 1996).

O  OH CHs

Slika 2. Struktura mikofenolat-mofetila (Preuzeto s https://de.wikipedia.org/wiki/Mycophenolat-
Mofetil).
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Slika 3. Struktura mikofenolat-natrija (Preuzeto S

https://www.pharmaftiliates.com/en/parentapi/mycophenolate-sodium-impurities).

1.3. Farmakokinetika

Mikofenolna kiselina pokazuje veliku farmakokineticku inter i intraindividualnu varijabilnost.
Povrsina ispod krivulje (engl. area under curve, AUC) mikofenolne kiseline, normalizirana prema
dozi, moZe varirati viSe od 10 puta. Ukupne koncentracije mikofenolne kiseline treba interpretirati
s oprezom kod bolesnika s teSkim oSte¢enjem bubrega, boleS¢u jetre 1 hipoalbuminemijom. Kod
takvih osoba, vezanje mikofenolne kiseline i glukuronida mikofenolne kiseline (engl.
mycophenolic acid 7-O-glucuronide, MPAG) na proteine plazme moZe biti promijenjeno,
mijenjajuci udio dostupne slobodne MPA. Osim toga, do promjene koncentracije slobodne MPA
moze doc¢i zbog interakcija s drugim istodobno primijenjenim lijekovima — ciklosporin inhibira
izlu¢ivanje MPAG preko zu¢i, §to smanjuje enterohepatiC¢ku recirkulaciju MPA. Visoke doze
kortikosteroida induciraju izrazaj enzima uridin difosfat glukuronoziltransferaze (UGT), Sto
dovodi do brZzeg metabolizma i smanjene izloZenosti MPA. Istodobna primjena i1 nekih drugih
lijekova moze utjecati na apsorpciju, enterohepaticku recirkulaciju 1 metabolizam mikofenolata

(Staaz i Tett, 2007).


https://www.pharmaffiliates.com/en/parentapi/mycophenolate-sodium-impurities

1.3.1. Apsorpcija

Nakon oralne primjene, entericki oblozeni natrijev mikofenolat uglavnom se apsorbira u tankom
crijevu gdje se lako otapa u neutralnom pH. Zastita Zelu€ano-otpornom ovojnicom onemogucava
otapanje pri pH < 5. Tablete s ovojnicom imaju prednost pred esterskim prolijekom zbog toga §to
je manja vjerojatnost da ¢e do¢i do ZelucCanih smetnji kod bolesnika. Oralna bioraspolozivost
mikofenolne kiseline nakon primjene mofetilmikofenolata se krece od 80,7 do 94 %, a srednje

poluvrijeme izlu¢ivanja lijeka je 9 do 17 sati (Lamba i sur., 2014).

Mofetilmikofenolat se brzo i potpuno apsorbira nakon peroralne primjene te se metabolizira sve
do aktivhog metabolita, MPA. Imunosupresivna aktivnost MPA mofetilmikofenolata povezana je
s koncentracijom MPA $§to je dokazano supresijom akutnog odbacivanja bubrega nakon
presadivanja organa. Oralni mofetilmikofenolat ima srednju bioraspolozivost u odnosu na AUC

MPA koja iznosi 94 % intravenskog mofetilmikofenolata.

Kad se u bolesnika s presadenim bubregom mofetilmikofenolat primjenjuje u dozama od 1,5 g
dvaput dnevno, hrana nema utjecaj na koli¢inu apsorpcije (AUC-a MPA), ali u prisutnosti hrane,

vrijednost Cmax mikofenolne kiseline se smanjuje za 40 %.

1.3.2. Raspodjela

Uobicajeno se u vremenu od 6 do 12 sati nakon primjene lijeka primje¢uje sekundarni porast
koncentracije mikofenolne kiseline u plazmi, $to je posljedica enterohepaticke recirkulacije.
Ukoliko se lijek primjenjuje istodobno s kolestiraminom (4 g triput dnevno), dolazi do smanjenja
AUC-a MPA od otprilike 40 % S$to upucuje na znacajnu koli¢inu enterohepati¢ne recirkulacije. U

terapijskim koncentracijama, 97 % MPA vezano je na aloumin u plazmi (www.halmed.hr).




1.3.3. Metaboli¢ki put mikofenolne kiseline

Nakon oralne primjene, mikofenolat mofetil se bioaktivira pomocu enzima karboksilesteraza
(CES), 1 to CES1 1 CES2. U crijevima dolazi do hidrolize MMF u MPA, N-(2-karboksilmetil)-
morfolin, N-(2-hidroksietil)-morfolin i N-oksid N-(2-hidroksietil)-morfolina pomocéu enzima
CES2. MMF koji izbjegne pocetnu intestinalnu hidrolizu ulazi u jetru kroz portalnu venu i
hidrolizira se u MPA u hepatocitima. Enzimi CES1 1 CES2 su izrazeni u jetri, a samo CES2 je
izrazen u crijevima. Hidroliza MMF-a in vitro se dogada u vecoj mjeri u mikrosomima ljudske

jetre nego u mikrosomima crijeva.

Glavni metabolicki put MPA ide preko enzima II faze, a posredovan je jetrenim i crijevnim UDP
glukuronozil transferazama (UGT). Primarni enzimi koji sudjeluju u glukuronidaciji su UGT1AS
i1 UGTIA9. Enzim UGTI1AS8 izrazen je izvan jetre i odgovoran za metabolizam MPA u
gastrointestinalnom traktu, dok je UGTI1A9 odgovoran za metabolizam MPA u jetri.

Glukuronidacijom nastaje neaktivni fenolni glukuronid — MPA-7-O-glukuronid (MPAG).

Drugi metabolit MPA je njegov acil glukuronidni oblik, AcMPAG (engl. acyl glucuronide
metabolite of mycophenolic acid), sporedan metabolit koji nastaje uz pomo¢ enzima UGT2B7.
AcMPAG je farmakoloski aktivan te se smatra da bi mogao biti odgovoran za neke od nuspojava

mofetilmikofenolata, poput proljeva i1 leukopenije.

Mikofenolat mofetil
(MMF)

Esteraze

Y

Mikofenolna kiselina ygr2sr Ac-mikofenolglukuronid

(MPA) (AcMPAG)

aktivan
metabolit

UGT1A9

Y

MPA-7-O-glukuronid
(MPAG)

naktivan
metabolit

Slika 4. Dijagram metabolizma mikofenolne kiseline.



Glukuronid MPA (MPAG) i acilni glukuronid MPA (AcMPAG) su supstrati organskih anionskih
transportnih polipeptida (OATP), dok mikofenolna kiselina nije. MPAG i AcMPAG se izlucuju u
zu¢ putem kanalikularnog proteina 2 (MRP2) koji je povezan s rezistencijom na vise lijekova, a
kodira ga gen ABCC2. IzluCivanje MPAG-a putem Zuci povezano je s gastrointestinalnom (GI)
toksi¢nos¢éu zbog mikofenolne kiseline. MPAG izlucen u zu¢ podvrgava se deglukuronidaciji
bakterijskim enzimima u gastrointestinalnom traktu da nastane MPA, koja se ponovno reciklira

(Lamba 1 sur., 2014).

1.3.4. Eliminacija

Koli¢ina lijeka koja se izluCuje urinom kao MPA ( < 1 % doze) je zanemariva. Nakon peroralne
primjene, radioizotopom oznaceni mofetilmikofenolat, 93 % primijenjene doze detektira se u

urinu, a 6 % u fecesu. Veéina (otprilike 87 %) doze koja se primjeni izluuje se u urinu u obliku

MPAG-a.

MPA i MPAG u terapijskim koncentracijama se ne uklanjaju hemodijalizom, a pri visokim

koncentracijama MPAG-a u plazmi (> 100 pg/mL) uklanjaju se male koli¢ine MPAG-a.

U raspolozivosti MPA sudjeluju spomenuti organski anionski transportni polipeptidi (engl. organic
anion-transporting polypeptide, OATP) i protein povezan s rezistencijom na vise lijekova 2 (engl.
multidrug resistance-associated protein 2, MRP2); izooblici OATP-a, MRP2 i protein Koji
uzrokuje rezistenciju raka dojke na lijekove (engl. breast cancer resistance protein, BCRP)
prijenosnici su povezani s izlu¢ivanjem tih glukuronida kroz Zu¢. MPA takoder moze prenositi
protein povezan s rezistencijom na vise lijekova (MDR1), no ¢ini se da je doprinos tog prijenosnika
ograni¢en na proces apsorpcije. U snazne interakcije s bubreznim organskim anionskim

prijenosnicima ulaze MPA i njegovi metaboliti u bubrezima.

Zbog enterohepaticne recirkulacije, tocno utvrdivanje parametara dispozicije MPA je otezano;
mogu se navesti samo prividne vrijednosti. U zdravih dobrovoljaca i bolesnika s autoimunim
bolestima su priblizne vrijednosti klirensa od 10,6 L/h odnosno 8,27 L/h, uz poluvijek od 17 sati.
U bolesnika s transplantiranim organom srednje vrijednosti klirensa bile su viSe (u rasponu od 11,9

do 34,9 L/h), a srednji poluvijek krac¢i (5 — 11 sati), uz zanemarive razlike medu bolesnicima s



presatkom bubrega, jetre ili srca. Ovi parametri eliminacije razlikuju se kod pojedinog bolesnika
ovisno o istodobnoj primjeni drugih imunosupresiva, vremenu nakon transplantacije, koncentraciji
albumina i bubreznoj funkciji. Navedeni ¢imbenici obja$njavaju smanjenu izlozenost kod primjene
mofetilmikofenolata zajedno s ciklosporinom, kao i tendenciju povecanja koncentracije u

usporedbi s vrijednostima neposredno nakon transplantacije (www.halmed.hr).

1.4. Farmakogeneticka varijabilnost mikofenolne kiseline

Novi imunosupresivi i formulacije te napredak u terapijskom pracenju lijekova doveli su do
znacajnog smanjenja stope akutnog odbacivanja organa, produljenog prezivljavanja presatka i
poboljsanog ishoda u bolesnika. Unato¢ navedenom, i dalje postoje razni izazovi u primjeni
imunosupresivnih lijekova. Znacajna je interindividualna varijabilnost u koncentracijama lijeka 1
odgovoru na lijek, a buduéi da su imunosupresivi lijekovi s uskim terapijskim indeksom, varijacije
u koncentracijama imunosupresiva mogu rezultirati akutnom toksi¢nos¢u ili odbacivanjem

transplanta (Warrington i Shaw, 2005).

Utvrdeno je da genetske varijante unutar gena koji kodiraju proteine ukljuene u prijenos i
metabolizam mikofenolne kiseline utjeCu na farmakokinetiku 1 odgovor MPA. Znacajan je

polimorfizam UGT1A9, enzima u jetri koji je vaZan enzim za glukuronidaciju MPA u MPAG.

1.5. Indikacije i doziranje

Mikofenolat se primjenjuje kod transplantacije solidnih organa, a dostupan je u dvije formulacije
na trziStu: MMF 1 EC-MPS. MMF je indiciran kao dio terapije za sprjecavanje odbacivanja organa
kod bolesnika koji primaju alogene bubrezne, sr€ane i jetrene transplantate kod odraslih primatelja,
zajedno s inhibitorima kalcineurina te s ili bez glukokortikoida. U pedijatrijskoj populaciji, MMF
je odobren za primjenu kod transplantacije bubrega. Takoder ima ,,off-label* indikacije za primjenu
kod autoimunih bolesti poput sistemskog erimatoznog lupusa, lupusnog nefritisa, vaskulitisa 1

nekih drugih.

Preporucena standardna oralna dnevna doza za odrasle bolesnike je 2 g kod transplantiranog

bubrega, a za formulaciju EC-MPS, 720 mg je ekvivalentno 1 g MMF-a.



Preporucena doza u pedijatrijskoj populaciji kod transplantacije bubrega s istodobnom primjenom
ciklosporina A je 1200 mg/m? tjelesne povrsine dnevno u dvije podijeljene doze. Kod istodobne
primjene s takrolimusom ili primjene bez inhibitora kalcineurina preporucuje se primjena 900

mg/m? na dan u dvije podijeljene doze (www.halmed.hr).

1.6. Transplantacija

Transplantacija bubrega je metoda izbora u lijeCenju bolesnika u zavrSnoj fazi kroni¢ne bolesti
bubrega. To je postupak u kojem se uzimaju stanice, tkiva ili organ osobe darivatelja koja najcesce
nije genetski istovjetna osobi primatelja. Genetsko nepodudaranje izmedu darivatelja i primatelja
organa moze dovesti do nezeljenih reakcija imunosnog sustava primatelja, Sto u konac¢nici moze
dovesti i do odbacivanja samog presatka. Funkcija imunosnog sustava je da prepoznaje i uklanja
potencijalne opasnosti za organizam, a u tome sudjeluje urodena imunost, koja svojom aktivacijom
daje upute za aktivaciju stecene imunosti. Kod presadivanja bubrega, jedan od glavnih ciljeva je
postici toleranciju primatelja na presadak te smanjenje reakcije imunosnog sustava §to se postize

primjenom imunosupresivne terapije (Basi¢ Juki¢ i sur., 2016).

Donori organa mogu biti umrle (kadaveri¢ne) ili zive osobe. Zivi darovatelj organa je najCesce

osoba koja je dio uze obitelji primatelja (Basi¢ Jukic i sur., 2016).

Prikupljeni klini¢ki dokazi tijekom godina upucéuju na to da postoji podudarnost transplantacije
bubrega u odraslih osoba i1 djece, a podudarnost se odnosi na primjenu istih imunosupresivnih

lijekova, procjenu funkcije presatka prema serumskom kreatininu te mehanizmima odbacivanja.

Opcenito prihvacene indikacije za transplantaciju bubrega u djece su ireverzibilno zatajenje
bubrezne funkcije, najmanja dob od 6 do 12 mjeseci te najmanja tezina od 6 do 10 kg. Usvojeni
kriteriji za uvrStavanje na listu ¢ekanja za kadavericnu transplantaciju djece se razlikuju u
pojedinim europskim drzavama. Prije transplantacije, imunizacija djece je nuzna radi zaStite od
preventibilnih bolesti, a takoder je bitna i obrada donjeg dijela mokra¢nog sustava zbog mogucih

abnormalnosti kod djece s kroniénom bubreznom bolesti.

Imunosupresivna terapija predstavlja izazov u postransplantacijskom lije¢enju. Moze uzrokovati
brojne komplikacije kao $to je disfunkcija presatka, a kod djece posebno utjece na smanjenje rasta,
pogoduje infekcijama te povecava rizik od razvoja zlocudnih bolesti. Kortikosteroidi
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(metilprednizolon, prednizolon) nepovoljno utjecu na prekomjerno debljanje i kuSingoidni izgled,
a dugoro¢no imaju utjecaj na linearni rast djece pa se iz tog razloga u posljednje vrijeme u brojnim
transplantacijskim centrima preporucuje nakon godine dana nastavak lijeCenja terapijom
odrzavanja bez kortikosteroida. Od antimetabolita (mikofenolat mofetil, azatioprin) koji inhibiraju
proliferaciju stanica, MMF djeluje viSe specificno jer inhibira sintezu purina u limfocitima, ali
istodobno povecava sklonost zarazama. Medutim, klini¢ko iskustvo je pokazalo da je ucestalost
infekcija manja ako se uz mikofenolnu kiselinu nastavi terapija odrzavanja uz istodobnu primjenu
minimalnih doza kortikosteroida. Kalcineurinski inhibitori (ciklosporin, takrolimus) i mTOR
inhibitori (sirolimus, everolimus) su nezaobilazni dio terapije i imaju dokazanu uc¢inkovitost u

smanjenju akutnog odbacivanja nakon presadivanja bubrega u djece (Basi¢ Jukic i sur., 2016).

1.7. Bubreg

Bubreg (lat. ren) je parni Zljezdani organ veli¢ine Sake koji oblikom nalikuje zrnu graha. Smjesteni

su po jedan s obiju strana kraljeznice, ispod prsnog kosa.

Primarna funkcija bubrega je odrZavanje pravilne ravnoteZe vode 1 minerala u tijelu. Osim toga,
bubrezi filtriraju 1 izluuju otpadne produkte koji nastaju metabolizmom hrane, lijekova i Stetnih
tvari. Takoder sudjeluju u regulaciji krvnog tlaka izlu€ivanjem viSka natrija. Ako se izlucuje
premalo natrija, krvni tlak ¢e vjerojatno porasti. Bubrezi takoder pomaZzu u regulaciji krvnog tlaka
proizvodnjom enzima koji se zove renin. Kad dode do pada krvnog tlaka ispod normalne razine,
bubrezi izlucuju renin u krvotok, ¢ime dolazi do aktivacije sustava renin-angiotenzin-aldosteron
(RAAS), sto zauzvrat povisuje krvni tlak. Bubrezi proizvode i1 urotenzin, koji uzrokuje suZavanje
krvnih zila 1 pomaZe u povecanju krvnog tlaka. Osoba sa zatajenjem bubrega slabije je u stanju
regulirati krvni tlak i sklona je visokom krvnom tlaku. Bubrezi sudjeluju 1 u izlu€ivanju nekih
hormona poput eritropoetina, koji stimulira proizvodnju crvenih krvnih stanica u koStanoj srzi.
Takoder, bubrezi sudjeluju u odrzavanju zdravlja kostiju na nacin da sudjeluju u regulaciji razine
kalcija i fosfora, minerala koji su kljucni za zdravlje kostiju. To ¢ine pretvaranjem neaktivnog
oblika vitamina D, koji se proizvodi u kozi te je prisutan i u mnogim namirnicama, u aktivni oblik
vitamina D (kalcitriol) koji djeluje poput hormona koji stimulira apsorpciju kalcija 1 fosfora iz

tankog crijeva.



Krv u glomerul ulazi pod velikim pritiskom, a velik dio tekuceg dijela krvi se filtrira kroz male
pore u glomerulu, dok krvne stanice i ve¢ina velikih molekula zaostaju. Filtrirana i bistra tekuc¢ina
ulazi u Bowmanov prostor i prolazi u tubul koji vodi do Bowmanove kapsule. Kod zdravih odraslih
osoba, oko 180 litara tekucine se svakodnevno filtrira u bubrezne tubule, a bubreg reapsorbira
gotovo svu tekucinu i elektrolite koji se nalaze u njoj. Samo oko 1,5 do 2 % tekucine se izlucuje

kao urin.

Sve funkcije koje inace obavljaju dva bubrega moze adekvatno obavljati jedan zdravi bubreg. Neki
se ljudi se rode samo s jednim bubregom, dok drugi odluce donirati jedan bubreg za presadivanje
kod osobe sa zatajenjem bubrega. U drugim slucajevima, jedan bubreg moze biti ozbiljno oStecen

zbog bolesti ili ozljede (Glenn, 2023).

1.7.1. Bolest bubrega

Bolest bubrega je stanje u kojem su bubrezi oSteé¢eni 1 ne mogu filtrirati krv na nacin koji bi trebali.
Nepravilno funkcioniranje bubrega moze dovesti do nakupljanja Stetnih tvari i1 tekuéine u

organizmu.

Za procjenu bubrezne funkcije koriste se razni klinicki laboratorijski testovi. Najbolji ukupni
pokazatelj glomerularne funkcije je brzina glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration rate,
GFR). GFR je volumen tekuc¢ine koja se filtrira iz kapilara glomerula u Bowmanovu kapsulu po

jedinici vremena.

NajceSce koriSteni endogeni marker za procjenu glomerularne funkcije je kreatinin. To je
vecim dijelom iz krvi potpuno uklanja putem bubrega, a upravo smanjeni klirens bubrega rezultira
povecanjem kreatinina u krvi. Koli¢ina dnevno proizvedenog kreatinina ovisi miSi¢noj masi te
postoji razlika u rasponima kreatinina izmedu muSkaraca i Zena, djece i onih sa smanjenom
miSicnom masom. Takoder, prehrana moZe utjecati na vrijednosti kreatinina pa tako nakon
konzumacije crvenog mesa moze do¢i do promjene za ¢ak 30 %. Serumski kreatinin je kasniji
pokazatelj oSte¢enja bubrega. Prije nego Sto se zamijeti porast serumskog kreatinina, doslo je do

smanjenja bubrezne funkcije za 50 %. Prema medunarodnoj organizaciji KDIGO (engl. Kidney
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Disease Improving Global Outcomes), kroni¢na bubrezna bolest dijeli se na 5 stadija (Slika 5)

(Gounden i sur., 2024).

ostecenje bubrega uz normalnu glomerularnu

1. =90
filtraciju
ostecenje bubrega uz blago smanjenje glomerularne
filtracije 5960
3. umjereno smanjenje glomerularne filtracije 59-30
4. tesko smanjenje glomerularne filtracije 2915
5. konaéno zatajenje bubrega < 15 ili dijaliza

Slika 5. Stadiji bubrezne bolesti.
Razlikujemo akutno i kroni¢no zatajenje bubrega.

Kod akutne bubrezZne bolesti dolazi do naglog smanjenja funkcije bubrega koje obi¢no traje kratko.
Iako ne traje dugo, moZe uzrokovati dugotrajne posljedice ¢ak i nakon lijeenja temeljnog

problema.

Kroni¢na bubrezna bolest razvija se polako tijekom duZeg vremenskog razdoblja i moze postupno
dovesti do zatajenja bubrega. Dolazi do nepovratnog pogorSanja bubrezne funkcije koja polako
prelazi u zavrsni stadij bubrezne bolesti (engl. end-stage renal disease, ESRD). Ukoliko do toga
dode, osoba ¢e vrlo vjerojatno trebati na transplantaciju bubrega, hemodijalizu ili peritonealnu

dijalizu kako bi dulje ostala zdrava.

Uzrok bolesti bubrega kod djece moze biti primjerice urodena mana, nasljedna bolest, infekcija u
nekom drugom dijelu tijela koja prethodi razvoju bolesti, nefrotski sindrom, sistemska bolest poput

lupusa te neka trauma poput opekotina ili krvarenja (Warady 1 Weidemann, 2023).

Kroni¢no zatajenje bubrega moZze negativno utjecati na sam razvoj djeteta, na rast, snagu kostiju i
ziv€ani sustav. S obzirom da kod zatajenja bubrezi ne funkcioniraju pravilno, dolazi do nakupljanja
otpadnih tvari u organizmu. Za djecu koja imaju zatajenje bubrega, idealan izbor nadomjesne
bubrezne terapije je transplantacija bubrega, ¢ime bi se trebao osigurati manji rizik obolijevanja i

smrtnosti te omoguciti bolja kvaliteta zivota (Iyengar i sur., 2022).
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1.7.2. Primjena lijekova nakon transplantacije bubrega

Imunosupresivi su lijekovi koji se koriste u terapiji nakon presadivanja s ciljem smanjivanja
sposobnosti tijela da odbaci presadeni organ. Trenutno postoje dva imunosupresijska protokola u

transplantaciji bubrega, a to su:

1. Indukcijska terapija — primjenjuje se u vrijeme transplantacije ili neposredno nakon, a
ukljucuje monoklonska i poliklonska protutijela

2. Terapija odrzavanja — lijekovi se primjenjuju dugoro¢no

Imunosupresive prema mehanizmu djelovanja mozemo podijeliti u pet skupina: kortikosteroidi,
inhibitori kalcineurina, antiproliferativni lijekovi, inhibitori proliferacijskih signala i bioloski
lijekovi. U terapiji odrzavanja naj¢esc¢e se primjenjuje trojna imunosupresivna terapija koju Cine

kortikosteroidi, inhibitori kalcineurina (CNI) i antiproliferativni lijekovi.

Glukokortikoidi su cesto koristeni u lijeCenju autoimunih bolesti i ¢ine glavnu komponentu
imunosupresivne terapije koja se koristi za prevenciju odbacivanja transplantata. Kod dugoro¢ne
primjene povezuju se s metabolickim poremecajima poput razvoja posttransplantacijske Secerne
bolesti 1 hiperlipidemije, takoder mogu djelovati i negativnho na gustoc¢u kostiju uzrokujuci
sekundarnu osteoporozu. lako su protokoli bez steroida i1 s brzim ukidanjem steroida zanimljivi,
treba uzeti u obzir da su povezani s viSom stopom akutnih odbacivanja te uvijek treba individualno

pristupati takvom protokolu uz opreznu procjenu rizika odbacivanja.

U inhibitore kalcineurina ubrajamo ciklosporin A i takrolimus ¢ije je djelovanje usmjereno na
smanjenje aktivacije T-limfocita i posljedi¢no na sprjeCavanje aktivacije B-limfocita. Metabolizam
oba lijeka odvija se pomocu citokroma P450 3A, imaju uzak terapijski raspon i farmakokinetika
ovih lijekova pokazuje znacajne razlike izmedu pojedinaca. Upravo zbog metaboliziranja preko
enzima CYP3A je potrebno obratiti pozornost na lijekove koji inhibiraju njegov metabolizam, a
takoder 1 na one koji utjeCu na transport P-glikoproteina jer mogu utjecati na koncentraciju

inhibitora kalcineurina.

U antiproliferativne lijekove spadaju azatioprin i mikofenolna kiselina, a takoder se nazivaju 1
antimetabolitima. Oni utjecu na sintezu nukleinskih kiselina, inhibiraju proliferaciju limfocita 1
smanjuju aktivnost NK stanica koje su odgovorne za pokretanje imunoloSkog odgovora.

Istrazivanja pokazuju da je mikofenolat superiorniji u odnosu na azatioprin zbog nizih stopa
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akutnog odbacivanja i potencijalno boljeg prezivljavanja presatka. Istrazivanja provedena vezano
uz interakciju medu imunosupresivnih lijekova pokazala su kako takrolimus inhibira UDP-
glukuronoziltransferazu, a to je enzim koji sudjeluje u metabolizmu mikofenolne kiseline te
inhibicija dovodi do povecavanja njene koncentracije. Suprotno tome, istovremenom primjenom s
ciklosporinom dolazi do smanjena razine mikofenolata. To je potvrdeno istrazivanjima u kojima je
doSlo do znaajnog povecanja razine mikofenolata nakon prekida primjene ciklosporina u
usporedbi s razinama mikofenolata kod bolesnika koji su nastavili uzimati trojnu terapiju ili im je

u terapiji ukinut prednizon.

Treba imati na umu da je uvijek potrebno terapiju prilagoditi individualno prema potrebama svakog

bolesnika (Basi¢ Juki¢ 1 Kljaji¢, 2023).

1.8. Nacela terapijskog pracenja lijekova

Terapijsko pracenje koncentracije lijeka (engl. therapeutic drug monitoring, TDM) je metoda koja
se koristi u klini¢koj praksi, a odnosi se na kvantitativno odredivanje koncentracije odabranog
lijeka u bioloskim uzorcima kao $to su krv, serum ili plazma te se mjeri u odredenim vremenskim
intervalima. Provodi se u svrhu optimiziranja terapije, odnosno individualizacije terapije s ciljem
postizanja $to prikladnijeg terapijskog rezima, sigurnije i ucinkovitije primjene lijekova s

minimalnom toksi¢noscu.

Prilikom mjerenja koncentracije lijeka, vazno je pravilno odabrati vrijeme uzorkovanja krvi,
odnosno uzeti uzorak krvi u to¢no odredeno vrijeme nakon same primjene lijeka, odabrati vrstu
uzorka krvi, tehniku mjerenja te provesti stru¢nu interpretaciju dobivenih rezultata kako bi se

osigurala puna klinicka korist (Kang i Lee, 2009).

Osnovno nacelo klinicke farmakologije je da je farmakoloska aktivnost egzogeno primijenjene
tvari, odnosno lijeka, povezana s koncentracijom slobodnog lijeka koji je vezan na svoj receptor ili
na mjesto djelovanja. Drugim rije¢ima, koncentracija tvari u krvi, serumu ili nekom drugom
mjerljivom tkivu, povezana je s koncentracijom slobodnog, odnosno nevezanog lijeka, na
njegovom mjestu djelovanja. Lijekovi se primjenjuju s ciljem postizanja zeljenog terapeutskog
ucinka pri ¢emu se pomno bira lijek i protokol doziranja za pojedinog bolesnika, a pritom uzimajuc¢i

u obzir terapijski raspon. Terapijski raspon je omjer izmedu toksi¢ne doze i terapijske doze lijeka.
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Sto je ovaj omjer bliZi vrijednosti 1, to je sami lijek teZe koristiti u klinickoj praksi. MozZe se
definirati i kao raspon koncentracije lijeka koji je povezan s maksimalnom ucinkovitos¢u i
minimalnom toksi¢nos¢u, odnosno raspon koncentracije lijeka unutar kojeg je vjerojatnost
zeljenog klinickog odgovora relativno visoka, dok je vjerojatnost nezeljene toksi¢nosti relativno
niska. Terapijski raspon lijeka je koristan alat u klini¢koj praksi, no ne smije ga se koristiti kao
apsolutni pokazatelj. Klini¢ka primjena lijekova koji imaju uzak terapijski raspon dovela je do
prac¢enja koncentracije lijekova kod bolesnika, tzv. TDM, kako bi se prilagodila doza za svakog
bolesnika s ciljem postizanja Zeljene terapijske koncentracije lijeka. Stru¢njaci koji su ukljuceni u
koristenje informacija izvedenih iz TDM-a moraju imati na umu da se tumacenje koncentracije
lijeka u plazmi mora provoditi zajedno s procjenom klinickog statusa bolesnika te takoder uzimati
u obzir druge ¢imbenike koji mogu imati vazan utjecaj na farmakodinamicki odgovor pojedinca,

primjerice primjena drugih lijekova (Robles Piedras 1 sur., 2013).

Terapijsko pracenje koncentracije lijeka provodi se za lijekove koji zadovoljavaju sljedece kriterije:
postoji jasan odnos izmedu koncentracije lijeka i u€inka, postoji mala razlika izmedu ucinkovite
koncentracije i neucinkovite ili toksi¢ne koncentracije tog lijeka — lijek ima uski terapijski indeks,
ne postoje neki drugi parametri koji su pokazatelji djelovanja lijeka, poput krvnog tlaka, koje je
lakSe 1zmyjeriti, postoji velika varijabilnost izloZenosti lijeku medu bolesnicima nakon fiksnog
doziranja lijeka, trajanje lijeCenja odabranim lijekom mora biti dovoljno dugo da bi terapijsko
pracenje imalo koristi te moraju postojati analiticke metode za mjerenje koje su pouzdane i

standardizirane (Udomkarnjananun i sur., 2021).

Imunosupresivi zahtijevaju terapijski nadzor lijeka zbog toga Sto imaju uski terapijski raspon i
znacajnu interindividualnu varijabilnost koncentracije u krvi. Kod bolesnika s transplantiranim
organom, koncentracije iznad 1 ispod terapijskih mogu dovesti do neZeljenih uc¢inaka. Ako su
koncentracije ispod terapijskih, primatelj transplantata je u riziku od odbacivanja presadenog
organa, a kad su iznad terapijskih koncentracija, u opasnosti je od prekomjerne imunosupresije
koja potencijalno moZze dovesti do infekcije ili moZe do¢i do pojave nekih nezeljenih u€inaka lijeka,

poput neuroloskih ili gastrointestinalnih nuspojava.

Varijabilnost izmedu pojedinaca moZe biti uzrokovana raznim ¢imbenicima, kao $to su: interakcije

izmedu lijeka i hrane, lijek-bolest interakcije, bubrezna insuficijencija, upala i infekcija, spol, dob,
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polimorfizmi vaznih enzima i transportera te masa jetre. Terapijsko pracenje provodi se za:

ciklosporin, takrolimus, mikofenolnu kiselinu, sirolimus i everolimus (Robles Piedras i sur., 2013).

1.8.1. Terapijsko pracenje mikofenolne Kiseline

Kad je mikofenolna kiselina dosla na trziste, proizvodac je preporucio primjenu fiksne doze u
rasponu od 2 do 3 g dnevno u podijeljenim dozama. Medutim, provedenim istrazivanjima tijekom
godina ustanovljeno je da postoje razni ¢imbenici koji mogu utjecati na koncentraciju metabolita

mikofenolne kiseline.

Budu¢i da niz razlicitih ¢imbenika ima utjecaj na farmakokinetiku mikofenolne kiseline te sama
Cinjenica da je teSko predvidjeti njihovo medudjelovanje i utjecaj na varijabilnost medu
bolesnicima, u praksi se pocelo primjenjivati terapijsko pracenje koncentracije lijeka u svrhu
individualnog doziranja. Studija sustavnog pretrazivanja literature iz 2008. godine, ¢iji kriterij za
ukljucivanje studija je bio da odabrane studije ukljucuju odrasle ili pedijatrijske primatelje
presadenih solidnih organa koji su primali mikofenolnu kiselinu kao dio imunosupresivnog
protokola, dala je odgovor na dva pitanja: postoji li odnos izmedu farmakokinetickih parametara
(SPSS, LSS ili AUC) 1 klinickih ishoda te poboljSava li prac¢enje pomocu tih strategija (SPSS, LSS
ili AUC) klinicke ishode.

Naime, AUC se smatra zlatnim standardom za pracenje razina lijeka, a predstavlja odraz izloZenosti
lijeku tijekom cijelog razdoblja doziranja. lako se smatra najboljom mjerom ukupne izloZenosti
lijeku, potreba za viSestrukim uzorcima krvi unutar 12 sati nakon doze ga ¢ini nekad neprakticnim
nacinom pracenja za svakodnevnu klini¢ku upotrebu. Iz tog razloga, brojni transplantacijski centri
koriste uzorkovanje u jednoj tocki, uobi€ajeno najniZe razine u krvi — mjerenje prije doze, za
terapijsko pracenje imunosupresiva poput ciklosporina 1 takrolimusa, a slicne strategije su
predloZene i za pracenje razine MPA u krvi. Farmakokineticke studije su pokazale slabu korelaciju
najnizih razina s punim AUC-om, a najbolje korelacije su vidljive kod kasnije uzetih uzoraka, oko
6 do 8 sati od primjene doze. Nemoguénost metode uzorkovanja u jednoj tocki da ucinkovito
predvidi AUC je dovela do provodenja brojnih studija koje istrazuju upotrebu strategije koristenja
niza toCaka uzorkovanja za predvidanje AUC na temelju regresijske analize ili Bayesijskog modela,

a obi¢no su se koristile izmedu 2 1 4 toc¢ke.
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Studije koje se temelje na regresijskog analizi koreliraju puni AUC u uzorku populacije s
pojedina¢nim koncentracijama u zadanim vremenskim tockama, $to rezultira jednadzbom koja
procjenjuje AUC koristeci koncentracije iz dva ili viSe mjerenja. Opcenito, te studije koje ukljucuju
2 do 3 vremenske toCke unutar prva dva sata nakon primjene doze mikofenolne kiseline pokazuju
prihvatljivu korelaciju sa smanjenom pristrano$¢u i poboljSanom preciznosé¢u u usporedbi sa
strategijama s jednom to¢kom. Do poboljsanja korelacije dolazi kod dodavanja dodatne vremenske
toCke 3 do 6 sati nakon doziranja, ali time se smanjuje klinicka pogodnost te se smatra da mozda

ipak nije potrebno dodavanje te dodatne tocke (Knight i Morris, 2008).

Takoder, neke nedavne studije pokazale su da bi izlozenost MPA mogla biti bolje predvidena putem
jednadzbi koje se temelje na LSS-u (engl. Limited sampling strategy) te da se provodi uzorkovanje
u dvije do cetiri tocke. Takve LSS jednadZbe pokazale su dobru korelaciju s AUC-om s
poboljsanom vrijednosti r (0,90 — 0,94) sto tu metodu ¢ini prikladnijim alatom za mjerenje TDM-

a od Co (Udomkarnjananun i sur., 2021).

Za mikofenolnu kiselinu postoji povezanost izmedu vrijednosti AUC-a 1 ishoda lijecenja pa se
dovodi u pitanje klinicka korist pra¢enja jedne koncentracije, posebno Co, tzv. ,trough*
koncentracije. Tijekom proteklog desetlje¢a provedeno je nekoliko studija za procjenu klinicke
korisnosti koncentracije lijeka kod terapije mikofenolnom kiselinom. Iako se ocekivalo da ¢e se
ovim studijama u potpunosti razjasniti korisnost pracenja terapije mikofenolne kiseline, dobiveni
rezultati bili su proturjecni i nisu uspjeSno razrijesili kontroverze oko ovog podrucja terapijskog
pracenja lijekova. Najniza koncentracija MPA u plazmi, odnosno Co, se mjeri neposredno prije
primjene doze, a ovakav na¢in mjerenja mozZe imati za nedostatak variranje vremenskog intervala
od posljednje doze, odnosno ne uzimanje lijeka u to¢no vrijeme kad bi odredena doza trebala biti
primijenjena. Pracenje terapijskih koncentracija mikofenolne kiseline ima ograniCene strategije
uzorkovanja za procjenu AUC-a. Interval doziranja MPA AUCo.12n se opcenito smatra
najpouzdanijim farmakokineti¢kim parametrom indeksa rizika za akutno odbacivanje, ali je sama
primjena neprakti¢na u klinickoj praksi. Takoder, uzimanje uzoraka pojedinih vremenskih tocaka,
kao Sto je najniza koncentracija ili neka druga koncentracija, ne koreliraju dobro s AUC
mikofenolne kiseline, posebice u posttransplantacijskom razdoblju presadivanja bubrega te 1 kod
bolesnika koji uz mikofenolnu kiselinu takoder primjenjuju jo§ neki od imunosupresiva poput

ciklosporina ili takrolimusa. Upravo iz ovih razloga, vrlo je vazna procjena korelacije koncentracije
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Co ili neke druge pojedinac¢ne vremenske tocke s AUC-om kako bi se uspostavilo zadovoljavajuce
rutinsko pracenje lijeka. Osim mjerenja koncentracije Co, ispituju se i druge vremenske tocke
nakon doziranja mikofenolne kiseline u svrhu procjene moguénosti predvidanja pune AUC
vrijednosti. Puni izraCun AUC vrijednosti zahtjeva minimalno osam uzoraka krvi tijekom 12-
satnog intervala doziranja $to je u klinickoj praksi vrlo neprakti¢no, stoga se primjenjuju skraéene
sheme uzorkovanja koje ukljucuju do pet uzoraka plazme. Provedena istrazivanja dala su rezultate
koji procjenjuju da je korelacija izmedu pristupa skra¢enog uzorkovanja i pune AUC vrijednosti

MPA visoka (r* > 0,8) (Robles Piedras i sur., 2013).

Za procjenu primjene odgovarajuce doze lijeka vazna je koncentracija mikofenolne kiseline u
plazmi. Drustvo za transplantaciju okupilo je 47 stru¢njaka iz cijelog svijeta s ciljem da bi se pruzila
objektivna 1 uravnotezena klinicka interpretacija znanstvenih dokaza o terapijskom pracenju
mikofenolne kiseline. Prema konsenzusu iz 2008., preporuceni terapijski interval AUC

koncentracije mikofenolne kiseline u plazmi je 30 do 60 mg*h/L (Kuypers i sur., 2010).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Imunosupresivi su lijekovi koji potiskuju odgovor imunoloskog sustava na transplantirani organ
¢ime se smanjuje sposobnost prepoznavanja transplantiranog organa kao stranog tijela Sto ih ¢ini
vaznim dijelom terapijskog protokola. Jedan od najées¢e koriStenih imunosupresiva u terapiji
nakon transplantacije bubrega, uz takrolimus, je mikofenolna kiselina. Imunosupresivi zbog svog
uskog terapijskog raspona i interindividualnih razlika u metabolizmu spadaju u skupinu lijekova
koji zahtijevaju terapijsko pracenje. To je koristan alat u klinickog praksi za optimizaciju
farmakoterapije te osiguravanje da se koncentracije lijeka odrzavaju unutar zeljenog terapijskog
raspona u kojem je lijek uc¢inkovit i siguran, a time se izbjegavaju i subterapijske doze, ali i moguce

toksicne razine lijeka.

S obzirom na to da se radi o primjeni mikofenolne kiseline u pedijatrijskoj populaciji, gdje
upravljanje imunosupresijom nakon transplantacije bubrega predstavlja poseban izazov, terapijsko
pracenje lijeka je od iznimne vaznosti. Takoder, svi bolesnici, a posebno djeca, trebaju prilagodene
doze i protokole lijecenja kako bi se postigla ucinkovita koncentracija lijeka bez izazivanja
toksicnosti. lako je terapijsko pracenje lijeka danas Siroko primjenjivano u praksi, nije potpuno
utvrden njegov doprinos za mikofenolnu kiselinu, osobito zbog loSe povezanosti minimalne
(trough) koncentracije s klinickim ishodom 1 problema oko provedbe potpune AUC u klini¢ckim

uvjetima.
Ciljevi rada su:

e Mjeriti 1 procijeniti koncentracije mikofenolne kiseline u uzorcima plazme bolesnika nakon
transplantacije

e Izmjerene koncentracije analizirati prema spolu

e Usporediti rezultate dobivene izabranim jednadzbama za izracun AUC mikofenolne
kiseline temeljene na ogranicenom broju uzoraka

e Procijeniti minimalne (trough) koncentracije mikofenolne kiseline prema definiranom

terapijskom rasponu.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Materijali
3.1.1. Uzorci

Za potrebe ispitivanja koriStena je puna krv bolesnika uzorkovana u epruvetu s antikoagulansom
EDTA. Uzorci koji su bili transportirani u laboratorij iz drugih klini¢kih jedinica nisu bili
zamrznuti. Za analizu se koristila plazma koja se dobije nakon centrifugiranja uzorka krvi pri 3500
o/min na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Plazma je stabilna na sobnoj temperaturi kroz 3 dana,
a do tjedan dana uzorak se ¢uvao pohranjen u hladnjaku na +2 do +8 °C sve do analize. Ukoliko
su se uzorci ¢uvali duze, a maksimalno 12 tjedana, potrebno ih je pohraniti u ledenici hladnjaka na

-18 °C.

Svakom je bolesniku odredivana koncentracija mikofenolne kiseline.

3.1.2. Oprema

Za odredivanje mikofenolne kiseline u plazmi koriStena je kromatografska metoda na uredaju

tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC):

Shimazdu HPLC-2 Prominence sustav koji se sastoji od: otplinjava¢a (DGU-20A3), 2 pumpe (LC-
20AD), autoinjektora SIL-20ACHT, kontrolne jedinice (CBM-20A), spektrofotometrijskog
detektora s diodnim nizom (SPD-M20A) te termostatirane kolone (CTO-20AC).

- Vorteks (TechnoKartell TK3S)
- Centrifuga (Hettich Zentrifugen Mikro200)

HPLC sustav je povezan s racunalom i pisacem.
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3.1.3. Laboratorijski pribor

Plasti¢ne epruvete

Eppendorf epruvete

Automatske pipete (Eppendorf Research plus) od 10-100, 20-200, 100-300 pL
Bocica za injiciranje sa staklenim insertom od 200 pL

Staklene ¢ase od 100 mL

Plasti¢ne kapaljke

Hladnjak

3.1.4. Kemikalije

prociséena voda (HPLC cistoc¢e < 0,060 puS/cm)
metanol (Merck)
Komercijalni ClinRep® Complete Kit for Mycophenolic Acid in Plasma (REF 29000,
RECIPE, Njemacka) koji se sastoji od:
o mobilne faze
o internog standarda
o tekuce test otopine za provjeru MPA u plazmi
o liofiliziranog plazma kalibracijskog standarda
o sredstva za talozenje

o kontrole kvalitete L1 1 L2
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3.2. Metode
3.2.1. Priprema HPLC sustava za rad

Prije instalacije HPLC kolone, sustav je potrebno isprati s 30 mL MeOH/H>O protokom od 1
mL/min. Nakon toga sustav se ispire s komercijalnom mobilnom fazom. Mobilna faza ¢uva se na
sobnoj temperaturi. Instalira se HPLC kolona te nakon $to se bazna linija stabilizira, mobilna faza

se stavi u recirkulaciju.

3.2.2. Kromatografski uvjeti

- temperatura kolone: 30 °C
- protok mobilne faze brzinom od 1,2 mL/min
- UV detektor je namjesten na 215 nm

- volumen uzorka za analizu je 50 pL

3.2.3. Postupanje s uzorcima bolesnika i priprema uzoraka za analizu

Uzorak plazme iz koje se odreduje koncentracija mikofenolne kiseline se ekstrahira iz uzorka pune
krvi. Uzorak za analizu na HPLC-u se priprema na nacin da se uzima: 100 pL uzorka (plazma
bolesnika, kontrole i kalibrator), zatim se dodaje 20 pL internog standarda te se kratko izmijeSa na
vorteks mijesalici. Nakon toga pipetom se dodaje 200 pL precipitacijskog reagensa za precipitaciju
proteina i mijeSa se 30 sekundi na vorteks mijeSalici. Nakon toga se uzorak centrifugira 5 minuta

pri 10 000 o/min na sobnoj temperaturi. Za analizu se injektira 50 pL supernatanta u HPLC sustav.

Na opisani nacin pripremljeni uzorci su stabilni barem 24 sata ukoliko su pohranjeni na sobnoj
temperaturi (15 — 30 °C), 10 dana ukoliko su pohranjeni na temperaturi od 2 do 8 °C te 3 mjeseca

kada su pohranjeni na temperaturi nizoj od 18 °C.
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Slika 6. Kromatogram uzorka komercijalne kontrole s mikofenolnom kiselinom i unutarnjim

standardom (IS) (HPLC Prominence Shimadzu i PDA detektor SPD-M20A).

3.2.4. Ocitavanje rezultata

Za analizu je koriSten HPLC-2 Prominence Shimadzu izokrati¢ni sustav. HPLC kolona je
termostatirana na 30 °C kako bi se izbjegle fluktuacije ovisne o temperaturi te optimizirala

stabilnost razdvajanja. HPLC sustavu dodan je UV detektor podeSen na 204 nm.

Ista se koli¢ina internog standarda dodaje u svaki uzorak (kalibrator, kontrolu, uzorak bolesnika)

te se koncentracija mikofenolne kiseline dobiva iz jednadZbe:

A(sample) - IS(calibrator)
A(calibrator) - IS(sample)

myg .
C(sample) (T) = C(calibrator) -

*legenda za oznake unutar jednadzbe:

Asample = povrsina/visina pika MPA u uzorku

Acalibrator = povrsina/visina pika MPA u kalibracijskom standardu

ISsample = povrSina/visina pika internog standarda u uzorku

IScalibrator = povrSina/visina pika internog standarda u kalibracijskom sredstvu
Cealibrator = koncentracija MPA u kalibracijskom sredstvu

Csample = koncentracija MPA u uzorku
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3.2.5. Statisticke metode

Prikupljeni podaci o ispitanicima obradeni su statisti¢ki u racunalnim programima Microsoft Excel
kao dio paketa Microsoft Office 2013 1 MedCalc verzija 23.0.2. Pomo¢u D'Agostino-Pearson testa
utvrdeno je da li uzorci prate normalnu razdiobu. D'Agostino-Pearsonov test procjenjuje koliko se
raspodjela podataka razlikuje od normalne Gaussove raspodjele koristeéi statisticke mjere
simetri¢nosti i oblika krivulje. Klju¢ni pokazatelj testa je P vrijednost. Ukoliko je dobivena P <
0,05, odbacuje se hipoteza da je raspodjela podataka normalna. Ako podaci prate normalnu

razdiobu, za njihovu statisticku obradu mogu se koristiti parametrijski testovi poput T-testa.

Analiza vrijednosti AUC dobivenih pomocu razli¢itih formula ucinjena je pomocu povezanog T-

testa, a podaci su prikazani pomocu kutijastog dijagrama.

Usporedba trough koncentracija mikofenolne kiseline u bolesnika podijeljenih u dvije grupe prema
spolu analizirana je pomo¢u Mann-Whitney testa. Taj test koristi se u statistici za usporedbu dviju
nezavisnih skupina podataka koji ne slijede normalnu razdiobu kako bi se utvrdilo postoji li
statisticki znacajna razlika izmedu grupa. Provedena je i kratka statisti¢ka obrada vrijednosti trough
koncentracija s obzirom na terapijski interval, a dobiveni rezultati prikazani su pomocu kruznog

dijagrama.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. REZULTATI
4.1.1. Bolesnici s koncentacijom mikofenolne Kiseline u viSe to¢aka

U studiju je ukljueno 12 bolesnika kod kojih je za terapijsko pracenje provedeno mjerenje
koncentracija mikofenolne kiseline u viSe tocaka (0 min — prije terapije, 20, 60 i 120 minuta nakon

terapije).

Tablica 1. Deskriptivni podaci bolesnika kod kojih je provedeno terapijsko pra¢enje mikofenolne

kiseline u vise tocaka

W )

ISPITANICI 12 100
SPOL — muski 5 41,67
SPOL - Zenski 7 58,33
Dob (g) 15,5 7-20

Median 1000 3,5

X 886 4,6

SD 350,3 2,5

Raspon 360 — 1500 2,25-13

Od 12 bolesnika kojima je ucinjena kratka farmakokinetika, 5 bolesnika je muskog spola, a 7

zenskog. Dob bolesnika je u rasponu od 7 do 20 godina, a medijan je 15,5 godina.

Svi bolesnici su u terapiji su imali mikofenolnu kiselinu i takrolimus. Dobivali su jedan od dva
preparata mikofenolne kiseline koji su na trzistu: CellCept ili Myfortic 1 uzimali ih u dvije dnevne
doze. Svi bolesnici su uz mikofenolnu kiselinu uzimali i takrolimus, kao Adoport ili Prograf u
razli¢itim dozama. To¢ne doze navedenih lijekova za pojedine bolesnike prikazane su u Tablici 2.

Najniza primjenjivana doza CellCept-a je 400 mg, Myfortic-a 360 mg, dok su najvise doze

24



CellCept-a 1500 mg te Myfortic-a 1480 mg. Neki bolesnici uzimaju CellCept u obliku sirupa.
Takrolimus se najcesce primjenjuje u dvije dnevne doze. Najniza primjenjivana doza Prografa je
2,25 mg, dok je najvisa primjenjivana doza 13 mg. Adoport se primjenjuje kod svih bolesnika u

dozi od 3,5 mg.

Koncentracije mikofenolne kiseline u 33 odvojene serije mjerenja u Cetiri tocke za 12 bolesnika
prikazane su u Tablici 2. Mjerenja su provedena u ,,nultom‘ vremenu, tj. prije primjene terapijske
doze te 20, 60 1 120 minuta nakon primjene doze lijeka. Za svakog bolesnika prikazana je dob,
oblik lijeka 1 doza u vrijeme uzorkovanja te izmjerene koncentracije mikofenolne kiseline u svim
tockama i koncentracije takrolimusa. U tablici su prikazane i AUC vrijednosti za mikofenolnu
kiselinu koje su izvucene iz povijesti bolesti bolesnika, a dobivene iz ove Ccetiri tocke.
Transplantacije bubrega u djece krenule su u suradnji s klinickim centrom u inozemstvu koji je 1
dalje ukljucen u pracenje bolesnika i procjenu izlozenosti mikofenolnoj kiselini. Koncentracije
mikofenolne kiseline koje su izmjerene u Klinickom bolnickom centru Zagreb poslane su u centar
u inozemstvu u kojem je izracunata AUC vrijednost prema formuli za koju su utvrdili korelaciju s
uc¢inkom. Dobivena vrijednost AUC se koristila za lijecenje 1 daljnju korekciu terapije, a koriStena

formula nam nije bila dostupna.
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Tablica 2. Dob, terapija, doze i koncentracije lijekova, te AUC MPA u bolesnika s mjerenjima mikofenolne kiseline u viSe tocaka

Vrijeme uzimanja uzorka (min)

1 15  CellCept 1000 29 2,7 10,3 7,0 59,3 Adoport 3,5 3,7
CellCept 1000 2,8 2,0 1,3 10,4 27,8 Adoport 3,5 5,6
CellCept 1000 0,8 0,9 4,7 3,8 / Adoport 3,5 5,3
CellCept 1250 1,7 1,7 7,1 11,0 57,2 Adoport 3,5 4.7
CellCept 1000 4,1 4,5 12,5 8,9 75,2 Adoport 3,5 4,2
CellCept 1000 0,8 3,6 7,5 5,7 39 Adoport 3,5 43
CellCept 1000 0,7 0,6 10,0 3,7 29 Adoport 3,5 4,9
CellCept 1200 0,3 10,9 6,6 3,0 21,9 Adoport 3,5 5,8
2 14 CellCept 1500 1,3 9,2 14,3 6,0 53,2 Prograf 3,75 53
CellCept 1250 1,4 3,6 24,7 11,1 76,9 Prograf 5,5 10,3
3 18 CellCept 1250 7,5 7,3 11,9 8,1 71 Prograf 13 15,1
CellCept 500 2,8 7,2 10,8 4,0 / Prograf 8,5 6,1
4 16  Myfortic 360 4.4 4,3 244 5,8 84,2 Prograf 8,25 4,0
CellCept 400 6,1 11,4 6,5 3,6 47,7 Prograf 8,5 5,0
CellCept 400 3,4 12,4 5,0 2,1 30,7 Prograf 8,5 5,6
CellCept 500 3,9 3,5 5,1 4.8 49,6 Prograf 8,5 6,6
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10
11
12

13

13

11
19

19
20
20

CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
CellCept
Myfortic
Myfortic
CellCept
Myfortic
Myfortic

750
750
1000
1000
1250
1000
1000
1000
750
750
400
1500
540
1480
750
360
360

1,3
0,9
0,8
1,0
2,4
1,5
1,4
2,2
2,5
2,2
6,2
4,0
3.3
4,2
2,1
3,0
1,0

1,7
4,8
8,0
3,0
2,3
2,6
5,6
4,1
2,9
13,7
10,5
4,6
2,9
4,0
2,1
2,3
3,2

8,5
14,6
8,7
14,4
20,2
22,5
11,3
6,2
16,5
9,9
20,5
8,3
233
20,3
1,9
1,8
2.4

5,5
3,4
3,5
3,7
6,4
5,1
3.8
1,9
9,0
3,9
9,3
12,2
6,7
8,0
9,5
6,2
1,4

39
39,8
34,4
36,6
59,5
66,1

25
68
45,6
99,9
77,9
80,5
78,1
57,2
47
16,2

Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf
Adoport
Adoport
Prograf
Prograf
Prograf
Prograf

2,5
2,5
2,5

whn W W W

3,75
2,25

3,5
5,5
3,5
4,5

4,9
3,8
3,6
4,5
4,6
4,0
4,4
2,9
43
3,8
6,6
6,4
59
6,4

5.4
5,6
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Bolesnica lima 15 godina, a u terapiji ima CellCept i Adoport. Pocetna doza mikofenolne kiseline
bila je 1000 mg/dan, a mijenjana je nakon S§to je vrijednost AUC bila niza od donje granice
terapijskog intervala (30 mg*h/L) te je ponovno smanjena na pocetnu dozu kad se postigao porast
AUC vrijednosti. Ponovno povec¢anje doze dogovoreno je nakon Sto je AUC vrijednost pala ispod

30 mg*h/L u dva uzastopna pregleda.

Bolesnik 2 ima 14 godina. U terapiji ima Prograf i CellCept u dozi od 1500 mg na dan. Dnevna
doza smanjena je na 1250 mg s obzirom da je AUC bio blize gornjoj granici terapijskog intervala.

Potrebno je daljnje pracenje jer nije postignut Zeljeni odgovor.

Bolesnik 3 ima 18 godina. U terapiji ima Prograf te CellCept u dozi od 1250 mg na dan, a koji je
smanjen na 500 mg zbog visoke AUC vrijednosti. Koncentracije mikofenolne kiseline su pale, ali

vrijednosti AUC-a nije dobivena iz suradne ustanove.

Bolesnica 4 ima 16 godina. U terapiji ima Prograf i Myfortic u dozi od 360 mg dnevno koji je
nakon prve specijalisticke kontrole zamijenjen CellCept-om. Kod bolesnice nije promijenjena doza
mikofenolne kiseline ve¢ je zamijenjen lijek i dobivene su vrijednosti AUC unutar terapijskih

intervala.

Bolesnik 5 ima 13 godina. U terapiji ima Prograf i CellCept u pocetnoj dozi od 750 mg dnevno, a
koja je povisena na 1000 mg kod AUC vrijednosti od 39,8 mg*h/L, a potom na 1250 mg dnevno
jer je AUC bio 36,6 mg*h/L. Nakon postizanja poviSenja AUC vrijednosti, doza je smanjena na
1000 mg na dan.

Bolesnica 6 ima 13 godina. U terapiji ima CellCept 1 Prograf. Doza mikofenolne kiseline bila je

1000 mg dnevno te je smanjena na 750 mg kad je vrijednost AUC bila iznad terapijskog intervala.

Bolesnica 7 ima 11 godina. U terapiji ima CellCept i1 Prograf. lako je doza mikofenolne kiseline

400 mg dnevno, AUC je daleko iznad terapijskog intervala.

Bolesnica 8 ima 19 godina. U terapiji poc¢etno ima CellCept koji je zamijenjen Myfortic-om te je
doza mikofenolne kiseline smanjena s 1500 mg na 540 mg. Zamjena formulacije lijeka 1
odgovarajuce doze nije znacajno snizila vrijednost AUC-a. Uz mikofenolnu kiselinu, u terapiji ima

Adoport.
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Bolesnik 9 ima 19 godina. U terapiji ima Prograf i Myfortic u dozi od 1480 mg. AUC vrijednost je
viSa od terapijske vrijednosti, ali nije napravljena kratka kinetika nakon promjene terapije nakon

specijalistickog pregleda.

Bolesnik 10 ima 20 godina. U terapiji ima Prograf i CellCept u dozi od 750 mg dnevno. AUC

vrijednost je unutar granica terapijskog intervala.

Bolesnica 11 ima 20 godina. U terapiji ima Prograf i Myfortic u dozi od 360 mg dnevno. AUC

vrijednost je unutar terapijskog intervala.

Bolesnica 12 ima 7 godina. U terapiji ima Prograf i Myfortic u dozi od 360 mg dnevno. Vrijednost
AUC je 16,2 mg*h/L §to je znacajno nize od donje granice terapijskog intervala i nemamo podatke

je li doslo do promjene u terapiji.

4.1.2. Izra¢un AUC vrijednosti s odgovaraju¢im formulama iz literature

U suradnji s lijenicima, pedijatrijskim nefrolozima, iz literature su preuzete dvije formule za
izracun povrsine ispod krivulje (AUC) koje odgovaraju naSoj grupi ispitanika i vremenima
mjerenja koncentracije mikofenolne kiseline. Vrijednosti AUC su izraunate prema sljede¢im

formulama:
Formula 1: eMPA — AUCp.12= 28,70 +4,63Co + 1,90C; + 1,52C>
Formula 2: eMPA — AUCo.12=7,75 + 6,49Co + 0,76Co s + 2,43C>

Navedene formule zahtijevaju tri mjerenja koncentracije MPA u plazmi — Co je koncentracija
neposredno prije primjene terapijske doze lijeka, zatim C; je izmjerena 60 minuta nakon primjene
doze te treca tocka, odnosno C», izmjerena 120 minuta nakon primjene lijeka. U drugoj formuli je
druga koncentracija izmjerena 30 minuta nakon primjene doze (Co5). S obzirom na to da su nasa
mjerenja provedena u vremenu prije primjene terapije, 20, 60 1 120 minuta nakon primjene terapije,
u drugu formulu prilikom izracuna uvrstena je vrijednost koncentracije koja je izmjerena 20 minuta
nakon primjene terapije. Vrijednosti AUC iz povijesti bolesti i izraCunate vrijednosti prema
navedenim formulama za sve bolesnike prikazane su u Tablici 3., a formule su navedene redom:

F1 za Formulu 1 1 F2 za Formulu 2. Za sve tri vrijednosti u izracunu su koristene koncentracije
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dobivene pri uzorkovanju u Cetiri vremena: prije primjene lijeka, 20, 60 i 120 minuta nakon

primjene doze.

Tablica 3. Vrijednosti AUC iz povijesti bolesti 1 dobivene izraunom prema formulama F1 1 F2

27,8

57,2
75,2
39,0
29,0
21,9
53,2
76,9
71,0

84,2
47,7
30,7
49,6
39,0
39,8
34,4
36,6
59,5
66,1

39,9
27,1
46,8
70,0
35,3
36,6
27,2
51,0
79,0
78,4
483
84,3
54,8
37,1
43,7
35,5
458
32,3
46,3
67,9
66,2
42,4

52,2
25,8
50,9
65,5
32,5
28,9
22,0
41,6
62,6
85,2
43,9
69,0
61,0
38,7
48,6
36,0
33,0
28,1
34,2
54,2
47,0
34,7
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25,0 35,6 31.4

68,0 65,3 58,4
45,6 43,6 39,0
99,9 90,5 86,2
77,9 61,5 69,7
80,5 78,4 63,2
78,1 78,9 69,9
57,2 36,5 45,9
47,0 35,4 43,7
16,2 19,8 19,5

U analizu je uklju¢eno 33 mjerenja te je pomoc¢u formula dobiveno 33 AUC vrijednosti, dok je

AUC iz povijesti bolesti prikazano 30 vrijednosti jer tri vrijednosti nisu bile dostupne.

U Tablici 4. je prikazana osnovna statistika vrijednosti AUC izracunatih pomoc¢u Formule 1 (F1),

Formule 2 (F2) te AUC vrijednosti iz povijesti bolesti.

Tablica 4. Statistika AUC vrijednosti

F1-AUC (mg*h/L) F2-AUC (mg*h/L)  AUC (mg*h/L)

N 33 33 30
Min 19,7 19,5 16,2
Max 90,5 86,2 99,9

X 51,2 47,7 53,2

Median 46,3 45,9 51,4

SD 18,7 17,3 21,3

Najniza i najvisa vrijednost AUC dobivena je za AUC iz povijesti bolesti 1 iznosi 16,2 i 99,9
mg*h/L. Najniza srednja vrijednost je dobivena za racun prema Formuli 2 i1 iznosi 47,7 mg*h/L, a

za AUC iz povijesti bolesti je najvisa i iznosi 53,2 mg*h/L.
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Za svakog bolesnika su ispitane statisticki znacajne razlike izmedu AUC vrijednosti iz povijesti
bolesti s vrijednostima koje su dobivene izracunom prema formulama F1 i F2. Vrijednosti slijede
normalnu razdiobu pa je analiza provedena pomoc¢u povezanog T-testa. Za AUC iz povijesti bolesti
1 vrijednosti izracunatih pomoc¢u Formule 1, P vrijednost je iznosila 0,6171. P vrijednost je vec¢a od
0,05 (P > 0,05) sto ukazuje na to da nema statisticki znacajne razlike izmedu vrijednosti AUC

dobivenih prema Formuli 1 i vrijednosti iz povijesti bolesti.

Usporedbom vrijednosti AUC iz povijesti bolesti 1 vrijednosti dobivenih pomoc¢u Formule 2
pomocu povezanog T-testa dobivena je P vrijednost 0,0275. P vrijednost je niza od 0,05 (P <0,05)

Sto ukazuje na to da se vrijednosti statisti¢ki znacajno razlikuju.
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Slika 7. Usporedba AUC vrijednosti iz povijesti bolesti i vrijednosti dobivenih Formulom 1 (F1).

Pomocu kutijastog dijagrama prikazana je usporedba vrijednosti AUC iz povijesti bolesti 1
vrijednosti dobivenih pomo¢u Formule 1 (Slika 7). Donja linija kutije predstavlja prvi kvartil (25
% percentil), a gornja linija kutije predstavlja tre¢i kvartil (75 % percentil). Linija unutar kutije
oznacava medijan (50 % percentil). Vidljivo je da je medijan lijeve skupine podataka, odnosno

AUC iz povijesti bolesti, nesto visi od medijana F1. Obje skupine podataka imaju Sirok raspon
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izmedu donjeg i gornjeg kvartila Sto ukazuje na dosta Sirok raspon podataka. Raspon AUC je

nesto visi od raspona F1 — AUC.
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Slika 8. Usporedba AUC vrijednosti iz povijesti bolesti i vrijednosti dobivenih Formulom 2 (F2).

Pomocu kutijastog dijagrama prikazana je usporedba vrijednosti AUC iz povijesti bolesti i
vrijednosti dobivenih pomoc¢u Formule 2 (Slika 8). Vidljivo je da je medijan AUC skupine nesto
visi od medijana F2 — AUC. Siri raspon donjeg i gornjeg kvartila zapaZen je kod dijagrama AUC
Sto znaci da je rasprSenost podataka u AUC grupi veca nego kod grupe F2 — AUC.

4.1.3. Analiza AUC vrijednosti mikofenolne kiseline prema terapijskom intervalu

Integracijom povrsine ispod krivulje (AUC) koja prikazuje koncentracije lijeka u krvi tijekom
vremena unutar propisanog intervala doziranja, izracunava se bioraspolozivost MPA nakon oralne
primjene lijeka u stanju ravnoteze (AUCy.12). Prema smjernicama, preporuka je da bi za

mikofenolnu kiselinu AUCy.1» trebao biti unutar raspona vrijednosti 30 — 60 mg*h/L.

Analiza vrijednosti AUC iz povijesti bolesti pokazala je da je 17 % vrijednosti ispod terapijskog

intervala, a najniza vrijednost je 16,2 mg*h/L. Zabiljezeno je 33 % vrijednosti iznad 60 mg*h/L
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od kojih je najvisa zabiljeZena vrijednost 99,9 mg*h/L. Preostalih 50 % AUC vrijednosti nalazi se

unutar zeljenog terapijskog intervala.

AUC vrijednosti

Ispod,;
17 %

Iznad:;
33%

Unutar;
50 %

= Ispod = Unutar = Iznad

Graf 1. Prikaz udjela broja AUC vrijednosti s obzirom na terapijski interval

Ucestalost
W

AUC (mg*h/L)

Slika 9. Raspodjela AUC vrijednosti.
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Krivulja raspodjele prati oblik normalne raspodjele, a ve¢ina podataka je koncentrirana izmedu
40 1 80 mg*h/L. Primjetna je blaga desna asimetrija s obzirom na to da postoji nesto veci broj
vrijednosti iznad 50 mg*h/L nego broj vrijednosti ispod 50 mg*h/L. Najucestalije su vrijednosti u

intervalu od 30 do 40 mg*h/L.

4.1.4. Analiza koncentracija mikofenolne kiseline prema spolu

Zbog slozenosti predanalitickog postupka za odredivanje koncentracije mikofenolne kiseline u
viSe tocaka, u praksi se terapijsko prac¢enje Cesto provodi u jednom mjerenju i to ujutro,
neposredno prije uzimanja terapije (minimalna, ostatna ili trough koncentracija). Iz bolni¢kog
informacijskog sustava (BIS) prikupljeno je 112 nasumi¢nih mjerenja trough koncentracija
mikofenolne kiseline. U obradu su ukljuceni i trough koncentracije mikofenolne kiseline

bolesnika kod kojih je za terapijsko prac¢enje ucinjena i kratka farmakokinetika.

U Tablici 5. prikazane su izmjerene trough koncentracije mikofenolne kiseline kod ispitanika
podijeljenih prema spolu. Od ukupno analiziranih 145 mjerenja koncentracije MPA, njih 65 je
kod osoba Zenskog spola, dok je ostalih 80 kod osoba muskog spola.

Tablica 5. Koncentracije mikofenolne kiseline prema spolu

MPA (mg/L) Ukupno Muskarci Zene

N 145 80 65
Min 0,1 0,1 0,3
Max 15,9 7,5 15,9
X 2,6 1,9 3.4
Median 2,2 1,4 2,8
SD 2,2 1,6 2,6
25 — 75 percentile / 0,800 — 2,500 1,950 — 4,125

35



Analiza je pokazala da ispitanici muskog spola imaju nize koncentracije mikofenolne kiseline od
zenskih ispitanika. Medijan koncentracija kod muskaraca iznosi 1,4 mg/L, dok kod Zena iznosi 2,8
mg/L. Najniza izmjerena vrijednost kod muskaraca je 0,1 mg/L, dok je kod Zena 0,3 mg/L. Najvisa
koncentracija mikofenolne kiseline 15,9 mg/L zabiljezena je u grupi zena, a najviSa izmjerena

koncentracija u grupi muskaraca je 7,5 mg/L.

Koncentracije mikofenolne kiseline ne slijede normalnu razdiobu pa je usporedba trough
koncentracija izmedu muskaraca i Zena u¢injena Mann-Whitney testom za nezavisne uzorke te je
dobiven P < 0,0001 $to znaci da se vrijednosti statisticki znacajno razlikuju izmedu spolova. Na
Slici 12. je prikazana usporedba trough koncentracija mikofenolne kiseline izmedu muskog i
zenskog spola pomoc¢u kutijastog dijagrama. SrediSnji pravokutnik na dijagramu (Slika 10) je
pokazatelj vrijednosti koje se nalaze izmedu donjeg 1 gornjeg kvartila (25 — 75 % percentile), a
sredi$nja linija u pravokutniku oznac¢ava medijan koncentracije. Vodoravne linije povezuju najnizu

inajvisu vrijednost. [zdvojene toc¢ke predstavljaju vrijednosti koje su izvan interkvartilnog raspona.

0
oV

O

Trough koncentracija mikofenolne kiseline (mg/L)

[ — 1

o I |

Muskarci Zene

Slika 10. Kutijasti dijagram usporedbe trough koncentracija mikofenolne kiseline za muskarce i

Zene.
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Iz dijagrama (Slika 10) je vidljivo da skupina musSkaraca ima medijan nizi od skupine Zena Sto
zna¢i da su bolesnice Zenskog spola generalno imale vise vrijednosti trough koncentracije
mikofenolne kiseline. Raspon izmedu donjeg i gornjeg kvartila kod muskaraca je nesto nizi od
raspona izmedu donjeg 1 gornjeg kvartila kod Zena. Izdvojene tri to¢ke na okomitoj liniji kod
muskaraca ukazuju na koncentracije koje su znacajno veée od vecine uzorka, a radi se o
koncentraciji oko 6 mg/L te dvije koncentracije oko 7,5 mg/L. Kod zena vidljivo je da je jedna
koncentracija nesto niza od 8 mg/L, odnosno malo iznad raspona. Dvije crvene tocke predstavljaju

izrazito viSe vrijednosti van raspona, a one iznose oko 12 mg/L i oko 16 mg/L.

4.1.5. Analiza koncentracije mikofenolne kiseline prema terapijskom intervalu

Terapijski interval ima znacajnu ulogu za interpretaciju rezultata i najéesée je preuzet iz literature
koja se temelji na velikim klini¢kim studijama. Za analizu su terapijski intervali preuzeti iz uputa
Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC ,,Rebro*, odnosno terapijski intervali MPA

u plazmi:
1,3 — 3,5 mg/L kod terapije samo s MPA
1,0 — 3,5 mg/L uz terapiju ciklosporinom
1,9 — 4,0 mg/L uz terapiju takrolimusom

Terapijski interval za ispitanike je 1,9 — 4,0 mg/L, s obzirom na to da su svi pacijenti na politerapiji

koja ukljucuje mikofenolnu kiselinu uz primjenu takrolimusa.

Od 145 mjerenja, 59 izmjerenih vrijednosti nalazi se unutar propisanog terapijskog intervala. 27
vrijednosti koncentracija je ispod donje granice terapijskog intervala, a kod 59 mjerenja

koncentracija je iznad gornje granice terapijskog intervala.
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Tablica 6. Raspodjela koncentracija mikofenolne kiseline prema terapijskom intervalu

Ukupno 145 100 80 65
Ispod intervala 59 40,69 47 12
Unutar intervala 59 40,69 24 35
Iznad intervala 27 18,62 9 18

Od 80 osoba muskog spola, 24 vrijednosti trough koncentracija nalazi se unutar zeljenog intervala,
47 ih je ispod donje granice, dok ih je 9 iznad. Od 65 bolesnika Zenskog spola, 35 izmjerenih
vrijednosti mikofenolne kiseline nalazi se unutar raspona terapijskog intervala, dok je 12

vrijednosti ispod, a 18 vrijednosti je iznad gornje granice.

Raspodjela udjela bolesnika prema terapijskom intervalu prikazana je graficki pomocu kruZznog

dijagrama za muskarce (Graf 2) 1 Zene (Graf 3).

Muskarci

Iznad; 11 %

Unutar; 30 %
Ispod; 59 %

= Ispod = Unutar = Iznad

Graf 2. Prikaz udjela bolesnika muskog spola s obzirom na terapijski interval
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Zene

Ispod; 18 %
Iznad; 28 %

Unutar; 54 %

= Ispod = Unutar = Iznad

Graf 3. Prikaz udjela bolesnika Zenskog spola s obzirom na terapijski interval

Histogram prikazuje vrijednosti trough koncentracija mikofenolne kiseline za 145 ispitanika koji

nisu podijeljeni prema dobi i spolu.
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Slika 11. Histogram trough koncentracija svih ispitanika.
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Raspodjela koncentracija u histogramu je asimetri¢na prema desno i ukazuje na to da se veéina
trough koncentracija mikofenolne kiseline nalazi u rasponu od 0 do 5 mg/L, a da je mali broj

koncentracija visi od 5 mg/L.
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4.2. RASPRAVA

Mikofenolna kiselina je imunosupresiv koji se koristi u terapiji transplantacije tkiva ili organa.
Djeluje kao reverzibilni inhibitor enzima koji sudjeluje u sintezi DNA. Pokazuje veliku
farmakokineti¢ku inter i intraindividualnu varijabilnost te je pracenje koncentracije mikofenolne

kiseline iznimno bitno u klini¢koj praksi.

Terapijsko pracenje mikofenolne kiseline nije jasno definirano. Osim samo jednog mjerenja
koncentracije mikofenolne kiseline u plazmi, kod pojedinih bolesnika u svrhu individualnog
doziranja i1 kvalitetnijeg lijeCenja, provodi se 1 terapijsko pracenje koncentracije lijeka primjenom
kratke farmakokinetike. Mjerenja koncentracije mikofenolne kiseline u viSe tocaka i izracun
povrsine ispod krivulje (AUC) od posebnog je interesa za procjenu izlozenosti bolesnika
navedenom lijeku. Zlatnim standardom za pracenje razine lijeka smatra se AUC koji je uz trough

koncentracije uzet kao predmet istrazivanja ovog diplomskog rada.

U provedeno ispitivanje ukljuceno je 12 bolesnika koji su na terapiji mikofenolnom kiselinom i
ucinjena im je kratka farmakokinetika s izraCunom AUC. Svi bolesnici su uz mikofenolnu kiselinu
uzimali 1 takrolimus. Ispitanici su razlicite dobi, oba spola, razli¢itih doza mikofenolne kiseline i
takrolimusa. U ovaj uzorak je ukljuceno 7 bolesnica zenskog spola i 5 muskog spola koji su mlade

zivotne dobi u rasponu od 7 do 20 godina.

Mikofenolna kiselina primjenjivana je kao Myfortic ili CellCept, a takrolimus kao Prograf ili
Adoport. Najniza primjenjivana doza mikofenolne kiseline je 360 mg dnevno, a najvisa 1500 mg.

Takrolimus je primjenjivan u najnizoj dnevnoj dozi od 2,25 mg, a najviSa doza je 13 mg.

U klinickoj praksi upotrebljava se AUC vrijednost izraunata u suradnoj ustanovi u inozemstvu, a
formula za izraCun nam je nepoznata. U literaturi su dostupne brojne formule za izratun AUC u
pedijatrijskoj populaciji, ali imaju razliita vremena 1 razliit broj uzoraka. U suradnji s lije¢nicima,
pedijatrijskim nefrolozima, prema njihovim saznanjima i literaturnim podatcima odabrane su dvije
formule za izracun koje odgovaraju nasoj grupi ispitanika i vremenima mjerenja koncentracije
mikofenolne kiseline. Vrijednosti AUC dobivene odabranim formulama (Formula 1 i Formula 2)
usporedene su s vrijednostima AUC koju nam ustupa suradna ustanova za koju je potvrdena
korelacija s u¢inkom u inozemnom centru. U literaturi nije pronadena formula za izraun AUC

mikofenolne kiseline s istim vremenima uzorkovanja pa smo se odlucili za ista vremena samo s tri
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tocke uzorkovanja, a za drugu formulu su koriStene isto tri tocke i najbliza vremena uzorkovanja.
U sve tri formule uvrstava se Co, odnosno frough koncentracija te C> — koncentracija izmjerena 120
minuta nakon primjene doze. U Formuli 1 koristi se koncentracija izmjerena 60 minuta nakon
primjene doze kao treca varijabla, a u Formuli 2 se koristi koncentracija izmjerena nakon 30 minuta

1 za tu varijablu smo koristili koncentracije izmjerene 20 minuta nakon primjene lijeka.

Usporedbom AUC vrijednosti iz povijesti bolesti i dobivenih Formulom 1 pomoc¢u povezanog T-
testa utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih vrijednosti. Usporedbom
AUC vrijednosti iz povijesti bolesti i dobivenih pomo¢u Formule 2 pomocu povezanog T-testa,
utvrdeno je da se vrijednosti statisticki znacajno razlikuju. Grafickom analizom pomocu kutijastog
dijagrama, utvrdeno je da je raspon podataka vrijednosti AUC iz povijesti bolesti visi od raspona
podataka F1 — AUC i podataka F2 — AUC. Apsorpcija lijeka je kljucni moment za biodostupnost
lijeka pa su pocetne tocke do postizanja vr$ne koncentracije jako znacajne za izra¢un ocekivanog
AUC. Dobiveno slaganje vrijednosti AUC posljedica je podudaranja vremena uzorkovanja za
Formulu 1, dok je kod Formule 2 uz smanjenje broja uzorkovanja prisutna i razlika od deset minuta
u drugom uzorkovanju, $to o€ito ima klju¢nu ulogu u izra¢unu potpune povrsine iz krivulje u samo
tri tocke. Formula 1 koristi C2 nakon 60 minuta $to je dovoljno vrijeme za potpunu apsorpciju, a
Formula 2 koristi C; nakon 20 minuta $to je za ve¢inu bolesnika nedovoljno vrijeme za postizanje

vrsne tocke 1 time je ekstrapolacija krivulje puno lo$ija nego kod Formule 1.

Preporuceni terapijski interval za AUC mikofenolne kiseline iznosi 30 — 60 mg*h/L (Kuypers 1
sur., 2010) pa su vrijednosti AUC iz povijesti bolesti analizirane s obzirom na terapijski interval.
Od 30 vrijednosti AUC, 5 vrijednosti je ispod terapijskog intervala, 15 ih je unutar intervala, a 10
vrijednosti je iznad terapijskog intervala. Ve¢ina AUC vrijednosti nalazi se u intervalu od 40 do 80
mg*h/L, $to ukazuje na pomak prema visim vrijednostima. Pomak prema viSim vrijednostima,
posebno kod djece kod kojih je podeSavanje doze jako zahtjevno, moze dovesti do pojacane

supresije 1 moguceg toksicnog ucinka za presadak.

Primjena preporuke terapijskog intervala vrijednosti AUC (30 — 60 mg*h/L) u uporabi je od 2006.
godine. U istrazivanju je utvrdeno da je 7 od 10 epizoda BPAR (engl. biopsy-proven acute
rejection), koje su se dogodile unutar 3 mjeseca od transplantacije, bilo povezano uz vrijednosti
AUC koje su bile nize od 30 mg*h/L. Nijedna epizoda odbacivanja nije bila povezana s AUC > 45
mg*h/L (Le Meur 1 sur., 2007). U drugom istrazivanju koje je ukljucivalo 901 bolesnika, njih 61
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% procijenjeno je visokorizi¢nima. Utvrdeno je da je ucestalost akutnog odbacivanja transplanta
veca kod visokorizi¢nih bolesnika ukoliko je AUC < 30 mg*h/L. Suprotno tome, nije primije¢ena
razlika u incidenciji akutnog odbacivanja kod niskorizi¢nih bolesnika kod kojih je AUC manji,

jednak ili ve¢i od 30 mg*h/L (van Gelder 1 sur., 2010).

Analizirane su trough koncentracije mikofenolne kiseline u ve¢em broju uzoraka bolesnika kojima
je trazeno terapijsko pracenje i ispitana razlika medu spolovima. Bolesnici muskog spola imali su
nize koncentracije mikofenolne kiseline od bolesnica zenskog spola. Analizom neparametrijskog
Mann-Whitney testa dobiveno je da se trough koncentracije znacajno razlikuju izmedu grupa
muskog i zenskog spola (P < 0,0001). Bolesnice Zenskog spola su imale zna¢ajno vise vrijednosti

(medijan 2,8 mg/L) u odnosu na muskarce (medijan 1,4 mg/L).

Terapijski interval za trough koncentraciju mikofenolne kiseline u plazmi uz primjenu takrolimusa
je 1,9 — 4,0 mg/L. Od ukupnog broja bolesnika, samo 40,69 % izmjerenih vrijednosti nalazilo se
unutar Zeljenog intervala, a od toga je 40,6 % muskaraca, a 59,4 % zZena. U studiji koja je ukljucila
trogodisnje istrazivanje od 720 bolesnika, a od kojih je 590 u terapiji uz mikofenolnu kiselinu imalo
takrolimus, utvrdeno je da kod bolesnika kod kojih nije korigirana doza, a imali su niske vrijednosti
mikofenolne kiseline, ne korigiranje doze imalo je znacajan utjecaj na BPAR nakon 6 1 12 mjeseci.
Trough koncentracije MPA > 1,6 mg/L povezane su s time da je kod tih bolesnika zabiljeZen veci
vremenski okvir do prve epizode BPAR. ViSe koncentracije MPA ili viSe vrijednosti AUC povezane

su s nizim rizikom od odbacivanja organa (Gaston RS 1 sur., 2009).

Nasi rezultati ukazuju da se moze ocekivati veéa ucestalost odbacivanja organa u 40,69 %
bolesnika kojima je koncentracija mikofenolne kiseline ispod terapijskog raspona, a od toga je veci
broj muskaraca koji imaju medijan MPA koncentracije ispod 1,6 mg/L, koncentracije koja je u
navedenoj studiji uzeta kao grani¢na vrijednost. Ako gledamo samo skupinu bolesnika muskog
spola njih 59 % je ispod terapijskog raspona, dok je kod bolesnica Zenskog spola svega 18 %
bolesnica ispod terapijskog raspona. lako to u ovoj studiji nismo istrazivali, moZe se ocekivati

veliki udio bolesnika s akutnim odbacivanjem uslijed niske koncentracije mikofenolne kiseline.
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5. ZAKLJUCAK

Terapijsko pracenje koncentracije mikofenolne kiseline u bioloSkim uzorcima provodi se u svrhu

prilagodavanja doze bolesnicima zbog iznimno velike intra i interindividualne varijabilnosti koju

pokazuje mikofenolna kiselina. Individualizacija terapije posebno je vazna za djecu jer razvoj i rast

moze znacajno utjecati na farmakokinetiku, a time i na biodostupnost lijeka, a sam ucinak lijeka

tesko je predvidjeti iz klinicke slike bolesnika.

Analizom koncentracija mikofenolne kiseline primjenom kratke farmakokinetike moze se

zakljuciti da:

Nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu AUC vrijednosti (Co, C20, Cso 1 C120) za koju je
potvrdena korelacija s u¢inkom u inozemnom centru i vrijednosti koje smo dobili pomocu
Formule 1 (Co, Ceo i Ci20),

Dokazana je statisticki znacajna razlika izmedu AUC vrijednosti (Co, C20, Ceo 1 Ci20) za
koju je potvrdena korelacija s u¢inkom u inozemnom centru i vrijednosti koje smo dobili
pomocu Formule 2 (Co, C20 1 Ci20),

Analiza AUC vrijednosti s obzirom na terapijski interval pokazala je da samo 50 %

bolesnika postiZe Zeljene vrijednosti.

Analizom koncentracija mikofenolne kiseline primjenom jednog mjerenja neposredno prije

slijedece doze (trough koncentracija) moZze se zakljuciti:

Dokazana je statisti¢ki znacajna razlika u frough koncentracijama mikofenolne kiseline
1izmedu bolesnika muskog 1 Zenskog spola.

Analiza frough koncentracija mikofenolne kiseline u odnosu na preporuceni terapijski
interval pokazala je da manje od polovine (40,69 %) bolesnika postize Zeljene terapijske
vrijednosti, od ¢ega je manji udio bolesnika muSkog spola (40,68 %), a veci (59,32 %)

bolesnika Zenskog spola.
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6. POPIS KRATICA
ABCC?2 — proteinski transportni kanal (engl. ATP-binding cassette sub-family C member 2)

AcMPAG - acilni glukuronid mikofenolne kiseline (engl. acyl glucuronide metabolite of

mycophenolic acid)

AUC - povrsina ispod krivulje (engl. area under curve)

BCRP — protein za rezistenciju tumora dojke (engl. breast cancer resistance protein, BCRP)
BIS — bolnic¢ki informacijski sustav

BPAR — biopsijom potvrdeno akutno odbacivanje (engl. biopsy-proven acute rejection)
CES — enzim karboksilesteraza

CNI - kalcineurinski inhibitor (engl. calcineurin inhibitor)

CYP — enzim citokrom P

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EC-MPS — formulacija mikofenolat-natrija s Zelu¢ano-otpornom ovojnicom (engl. enteric-coated

mycophenolate sodium)

EDTA - etilendiaminotetraoctena kiselina

ESRD — zavrsni stadij bubrezne bolesti (engl. end-stage renal disease)

GFR — glomerularna filtracija

GI — gastrointestinalni

HPLC — visoko u€inkovita teku¢inska kromatografija

IMPDH - inozin-5"-monofosfat dehidrogenaza (engl. inosine monophosphate dehydrogenase)
IS — interni standard

KDIGO - Globalna inicijativa za smanjenje bolesti bubrega (engl. Kidney Disease: Improving
Global Outcomes)

LSS — strategija ograni¢enog uzorkovanja (engl. limited sampling strategy)
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MDRI1 — protein rezistentan na vise lijekova 1 (engl. multidrug resistance protein 1)
MMF — mikofenolat-mofetil (engl. mycophenolate mofetil)

MPA — mikofenolna kiselina (engl. mycophenolic acid)

MPAG - glukoronid mikofenolne kiseline (engl. mycophenolic acid 7-O-glucuronide)

MRP?2 — protein povezan s rezistencijom na vise lijekova 2 (engl. multidrug resistance-associated

protein 2)

mTOR - cilj metabolizma rapamicina u sisavaca (engl. mammalian target of rapamicin)
NK stanice — prirodne stanice ubojice (engl. natural killer cells)

OATP — organski anionski transportni polipeptid

RAAS — renin-angiotenzin-aldosteronski sustav

SPSS — samostalni sustav za uzorkovanje 1 selektivnu analizu (engl. standalone protocol for

sampling and selective analysis)
TDM - terapijsko praéenje lijeka (engl. therapy drug monitoring)
UGT — uridin difosfat glukuronozil transferaza

UV — ultraljubicasto (engl. ultraviolet)
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8. SAZETAK

Mikofenolna kiselina (MPA) je imunosupresivni antimetabolit koji se primjenjuje kao dio terapije
za sprjecavanje akutnog odbacivanja presadenog organa i kao dio terapije odrzavanja. Uz sve vecu
upotrebu MPA u transplantaciji solidnih organa, postala je ocita potreba za preciznijim doziranjem
lijeka. Zbog velike farmakokineticke inter i intraindividualne varijabilnosti te mogucih interakcija
s drugim lijekovima, izrazito je vazno pracenje koncentracije lijeka u plazmi. Za provedbu
terapijskog pracenja (TDM) MPA, kao zlatni standard za pracenje izlozenosti lijeku smatra se
vrijednost povrsine ispod krivulje (AUC), a sve u svrhu personalizacije imunosupresivne terapije.
Cilj rada bio je procijeniti AUC i trough koncentracije MPA 1 analizirati ih prema definiranom
terapijskom intervalu, te prema spolu. Takoder, usporediti rezultate koji su dobiveni razliitim
jednadzbama za izracun AUC MPA. Statisti¢kom analizom utvrdeno je da nema statisticki znacajne
razlike izmedu vrijednosti AUC iz povijesti bolesti i onih dobivenih pomoc¢u Formule 1 (P =
0,6171), dok je u usporedbi AUC s Formulom 2 utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika
izmedu dobivenih vrijednosti (P = 0,0275). Terapijski interval AUC MPA je 30 — 60 mg*h/L, a
samo 50 % bolesnika je postiglo ciljane vrijednosti. Za frough koncentracije MPA je utvrdena
statisticki znacajna razlika medu spolovima (P < 0,0001). Na temelju analize utvrdeno je da 40,69
% bolesnika postize vrijednosti unutar terapijskog intervala koji je 1,9 — 4,0 mg/L, budu¢i da svi
bolesnici u terapiji imaju uz MPA 1 takrolimus. Ovaj rad potvrduje vaznost personaliziranog
pristupa imunosupresivnoj terapiji kod bolesnika nakon transplantacije, isticu¢i vrijednost

terapijskog pracenja lijekova za optimizaciju ishoda lijecenja.
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SUMMARY

Mycophenolic acid (MPA) is an immunosuppressive antimetabolite used to prevent acute organ
rejection and as a part of maintenance therapy in transplant patients. With the increasing application
of MPA in solid organ transplantation, the necessity for more accurate drug dosing has become
evident. Due to significant inter- and intra-individual pharmacokinetic variability and potential
interactions with other drugs, monitoring plasma drug concentrations is crucial. For the
implementation of therapeutic drug monitoring (TDM) of MPA, the area under the curve (AUC)
Is considered as a gold standard, aimed at optimizing personalized immunosuppressive therapy.
The objective of this study was to evaluate the AUC and trough concentrations of MPA and analyse
them according to defined therapeutic ranges and by gender. Additionally, compare the results
obtained using different equations for calculation the AUC of MPA. Statistical analysis
demonstrated no statistically significant differences between AUC values from the medical history
and those obtained using Formula 1 (P = 0,6171). However, a comparison of the AUC with
Formula 2 revealed a statistically significant difference between the obtained values (P = 0,0275).
The reference interval for the AUC of MPA is 30 — 60 mg*h/L and only 50 % of patients have
achieved the desired values. Analysis of trough concentrations of MPA revealed a statistically
significant difference between genders (P < 0,0001). Furthermore, the analysis determined that
40.69 % of patients achieve values within the therapeutic interval of 1.9 — 4.0 mg/L, considering
that all patients were receiving both MPA and tacrolimus. This thesis confirms the significance of
a personalized approach to immunosuppressive therapy in post-transplant patients, underscoring

the importance of therapeutic drug monitoring in optimizing clinical outcomes.
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