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REZIME

UTICAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA NA METABOLIZAM KALCINEURINSKIH
INHIBITORA I FUNKCIJU PRESADENOG BUBREGA

Uvod: Transplantacija bubrega je najbolji na¢in lecenja bolesnika u terminalnoj fazi hroni¢ne
bolesti bubrega. Uvodenje kalcineurinskih inhibitora (KNI) u imunosupresivne protokole je jedan
od najznacajnijih koraka u razvoju transplantacione medicine koji je znacajno poboljsao
prezivljavanje kako alografta, tako i bolesnika sa presadenim bubregom. Ovi lekovi blokiraju
sintezu citokina potrebnih za aktivaciju T-limfocita (interleukina-2, interleukina-4, interferona-v i
faktora nekroze tumora-a) i tako ostvaruju svoj imunosupresivni efekat. Imaju vrlo uzak terapijski
opseg, izrazenu interidividaulnu 1 intraindividualnu varijabilnost, kao 1 veliki broj neZeljenih
efekata koji uticu na funkciju alografta. Samo neki od neZeljenih efekata mogu se objasniti
neadektavnom koncentracijom leka u krvi. Brojna istrazivanja bavila su se ispitivanjem
povezanosti genskih polimorfizama i farmakokinetske i farmakodinamske varijabilnosti KNI.
Jedan od najznacajnijih gena za metabolizma KNI je MDRI gen koji kodira sintezu P-

glikoproteina koji je proteinski nosa¢ KNI iz intracelularnog u ekstracelularni prostor.

Ciljevi istrazivanja: Osnovni cilj naseg istrazivanja bio je da se ispita ucestalost genotipova
pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama (C1236T, G2677T/A i C3435T) MDRL1 gena i njihovih
haplotipova. Pored toga, ispitivali smo i uticaj genotipova i haplotipova MDR1 gena na
farmakokinetiku KNI, ucestalost akutnog odbacivanja (AO), ucestalost odloZene funkcije
alografta (OFA) i funkciju alografta. Imajuéi u vidu mnogobrojne nezeljene efekte KNI, ispitivali
smo i uticaj genotipova i haplotipova MDR1 gena na koncentraciju glukoze, kalijuma, mokra¢ne
kiseline, holesterola, triglicerida i aminotransferaza u serumu.

Metode: Studija je dizajnirana kao neinterventno retrospektivno opservaciono ispitivanje,
sprovedeno u Klinici za nefrologiju Klinickog centra Srbije 1 Institutu za mikrobiologiju 1
imunologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. U ispitivanje su ukljucena 152
bolesnika sa presadenim bubregom koji su imali CYP3A5*3*3 genotip. Izolacija molekula DNK
vrSena je iz uzoraka pune krvi standardnom metodom kolonica. Podaci o dozama i
koncentracijama KNI, funkciji alografta, AO i OFA, kao i vrednosti glikemije, hemoglobina,
hematokrita, mokra¢ne kiseline, kalijuma, aspartat- i alaninaminotransferaze, ukupnog holesterola

i triglicerida, dobijeni su iz ambulantnog kartona bolesnika sa presadenim bubregom. AO je



definisano kao pogorSanje funkcije algrafta koje se oporavilo nakon primene pulsnih doza
kortikosteroida, ili je dijagnostikovano na osnovu patohistoloskog nalaza bioptiranog alografta.
OFA je definisana kao neuspostavljanje adekvatne funkcije alografta i potrebe za leCenjem
hemodijalizama tokom prvih 15 dana nakon transplantacije.

Rezultati: Analizom tri SNP-a MDR1 gena dobijeni su sledeci genotipovi: C1236T - CC (28,95%),
CT (70,39%), TT (0,66%); G2677T/A — GG (29,61%), TT (15,79%), GT (51,97%), TA (2,63%);
C3435T — CC (26,97%), CT (50,66%) i TT (22,37%). Na osnovu dobijenih genotipova
identifikovano je 10 haplotipova. Cetiri najudestalija su CGC (45,38%), TTT (30,01%), CTT
(8,42%) 1 CGT (7,12%). Medu bolesnicima koji su primali CsA nije bilo znacajne razlike u dozama
potrebnim za dostizanje ciljne koncentracije leka u krvi. Najvecéa razlika u dozama leka kod
bolesnika koji su primali TAC bila je vezana sa polimorfizam na egzonu 21. Varijant
homozigotima su bile potrebne znacajno vece doze leka da bi dostigli ciljni nivo u odnosu na divlje
homozigote i heterozigote u svakom trenutku pracenja nakon transplantacije (p < 0,05). Nije bilo
znacajnog uticaja ni genotipova ni haplotipova na ucestalost AO i OFA. Funkcija alografta nije
zavisila od polimorfizama MDR1 gena kod bolesnika koji su primali TAC. Najbolju funkciju,
mereno vrednoS¢u serumskog kreatinina medu bolesnicima koji su primali CsA, imali su divlji
homozigoti za sva tri polimorfizma MDR1 gena. AO je bilo jedini znacajn prediktor nastanka
insuficijencije alografta (p=0,001).

Zakljucci: Za sva tri SNPs MDRI1 gena, heterozigoti su bili najucestaliji. Polimorfizmi MDR1
gena nisu uticali na doze CsA potrebne za dostizanje ciljnog nivoa leka u krvi. Bolesnicima koji
su bili ,,varijant homozigoti*“ za polimorfizme G2677T/A i C3435T bile su potrebne najvece doze
TAC za dostizanje ciljnog nivoa leka u krvi. Polimorfizam G2677T/A bio je jedini nezavisan
prediktor doziranja TAC. Polimorfizmi MDR1 gena nisu uticali na ucestalost AO i OFA, kao ni
na funkciju alografta kod bolesnika koji su primali TAC. Bolesnici koji su bili ,varijant
homozigoti*“ za sva tri polimorfizma imali su bolju funkcija alografta ukoliko su primali CsA.
Analizom faktora rizika za nastanak insuficijencije alografta AO je pokazano kao jedini prediktor
nastanka insuficijencije alografta.

KLJUCNE RECI: transplantacija bubrega, kalcineurinski inhibitori, farmakokinetika,
polimorfizmi MDR1 gena.

NAUCNA OBLAST: medicina

UZA NAUCNA OBLAST: nefrologija



SUMMARY

INFLUENCE OF THE MDR1 GENE POLYMORPHISMS ON CALCINEURIN INHIBITORS’
METABOLISM AND KIDNEY GRAFT FUNCTION

Introduction: Kidney transplantation is the best treatment option for patients with end stage chronic
kidney disease. The introduction of calcineurin inhibitors (CNI) in immunosuppressive protocols
have played an important role in improving the outcome of kidney transplantation. These drugs
block the cytokine synthesis needed to activate T-lymphocytes and thereby achieve their
immunosuppressive effect. They have a narrow therapeutic range, interindividual and
intraindividual variability, and a large number of side effects that affect the function of the
allograft. However, only some of the side effects can be explained by an inadequate drug
concentration in the blood. Numerous studies have investigated the relationship between gene
polymorphisms and pharmacokinetic and pharmacodynamic variability of CNI. One of the most
significant genes for CNI metabolism is the MDR1 gene that encodes the synthesis of the protein
carrier CNI.

Objective: The primary aim of our study was to examine the frequency of genotypes of SNPs
(C1236T, G2677T/A and C3435T) of the MDR1 gene and their haplotypes. In addition, we
examined the influence of genotypes and haplotypes of the MDR1 gene on the CNI
pharmacokinetics, the frequency of acute rejection (AR), the frequency of delayed function (DGF)
and the allograft function. Also, we examined the influence of SNPs and haplotypes of the MDR1
gene on the serum level of glucose, potassium, uric acid, cholesterol, triglyceride and
aminotransferase.

Methods: This study was designed as a retrospective observation study conducted at the Clinical
Center of Serbia, Clinic of Nephrology and the Institute of Microbiology and Immunology at the
University of Belgrade, Medical Faculty. This study included 152 patients who were kidney
transplant recipients with a CYP3A5 * 3 * 3 genotype. DNA molecules were extracted from whole
blood samples using a standard colonic method. The patient charts revealed data about the CNI
dosage and concentration, allograft function, frequency of AR and DGF, as well as the serum level
of glucose, hemoglobin, hematocrit, uric acid, potassium, aspartate and alanine aminotransferase,
total cholesterol and triglyceride. AR was diagnosed by allograft biopsy or on the basis of allograft
function deterioration that has improved after high-dose of corticosteroid therapy. DGF was

defined as a need for hemodialysis during the first two weeks after kidney transplantation.



Results: According to our results, genotype frequencies for the three SNPs of the MDR1 gene
were: C1236T-CC (28.95%), CT (70.39%), TT (0.66%); G2677T /| A - GG (29.61%), TT
(15.79%), GT (51.97%), TA (2.63%); C3435T - CC (26.97%), CT (50.66%) and TT (22.37%).
On the basis of these isolated genotypes, 10 haplotypes were identified. According to the results,
the most frequent ones were: CGC (45.38%), TTT (30.01%), CTT (8.42%) and CGT (7.12%).
Among the patients receiving CsA there was no significant difference in dosage requirements for
achieving target drug concentration. The biggest difference in the drug dosage requirement in
patients receiving TAC was related to polymorphism on exon 21. The variant homozygotes had
significantly higher dose requirements than wild homozygotes and heterozygotes (p <0.05). There
was no significant difference observed between genotypes or haplotypes regarding the frequency
of AO and OFA. The function of the allograft did not depend on the polymorphisms of the MDR1
gene in patients receiving TAC. The best function, measured by the serum creatinine level among
patients receiving CsA, had wild homozygotes for all three polymorphisms of the MDR1 gene.
AR was shown as the only significant predictor of allograft insufficiency (p=0.001).

Conclusion: Heterozygotes were the most frequent genotypes out of all three SNPs of the MDR1
gene. Polymorphisms of the MDR1 gene did not affect the CsA doses needed to reach the target
level of the drug in the blood. The variant homozygotes for polymorphisms G2677T/A and
C3435T needed the highest TAC doses to reach the target level of the drug in the blood.
Polymorphism G2677T/A was shown as the only independent predictor of TAC dosing. MDR1
gene polymorphisms did not affect the incidence of AO, OFA, or the allograft function in patients
receiving TAC. The variant homozygote was associated with a better function of allograft in the
group of patients who received CsA. AO was shown to be the only predictor of allograft
insufficiency.

KEY WORDS: kidney transplantation, calcineurin inhibitors, MDR1 gene polymorphisms,
pharmacokinetics

SCIENTIFIC FIELD: medicine

NARROW SCIENTIFIC FIELD: nephrology
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1. UvOD

Transplantacija bubrega je metod izbora zamene bubrezne funkcije kod bolesnika sa
terminalnom bubreznom slabos¢u. Omogucava visok stepen rehabilitacije, najduze prezivljavanje
bolesnika i najkvalitetniji nadin Zivota u odnosu na peritoneumsku dijalizu i hemodijalizu (1).
Istorija transplantacije bubrega pocinje 1954. godine, kada je dr Joseph Murray sa kolegama u
Bostonu, ¢oveku koji je bio na dijalizi presadio bubreg od identicnog brata blizanca. Prvi put u
ljudskoj istoriji zdravom ¢oveku ucinjena je opsezna hirurska intervencija, izvaden zdrav organ,

za dobro druge osobe (2).

Od 1954. godine do danas transplantacija bubrega razvila se u rutinski na¢in le¢enja. Ona
transplantacije gotovo su idealni, jednogodi$nje prezivljavanje presadenog bubrega je 90-95%.
Ipak, dugoro¢no prezivljavanje i bolesnika i alografta nije se znac¢ajno poboljsalo (3). Dva glavna
razloga loS§im dugoro¢nim rezultatima su hroni¢na insuficijencija alografta i smrt bolesnika sa
funkcionalnim alograftom. Slicno bolesnicima koji se lece dijalizama, najznacajniji uzrok smrti
bolesnika nakon transplantacije bubrega su kariovaskularne bolesti, ali u mnogo manjem stepenu

u poredenju sa bolesnicima na peritoneumskoj dijalizi ili hemodijalizi.

Uspeh transplantacije bubrega u velikoj meri zavisi od adekvatne imunosupresivne terapije.
Nazalost, i mnogobrojne komplikacije nakon transplantacije koje skrac¢uju Zivotni vek i bolesnika

i alografta posledica su primene imunosupresivnih lekova.

U razvoju imunosupresivne terapije, zracenje celog tela primaoca organa predstavlja prve
korake. Ranih 60-tih godina dvadesetog veka u imunosupresiju se uvode kortikosteroidi i
azatioprin. Prvi primalac bubrega koji je leCen azatioprinom, zbog toksi¢nih efekata leka, umro je
nakon nesto vise od mesec dana. Lecenje azatioprinom nije bilo letalno tek iz tre¢eg pokusaja i
1962. godine ulinjena je prva uspeSna transplantacija bubrega od preminule osobe, sa
prezivljavanjem primaoca duzim od godinu dana (4). Sredinom 70-tih godina pojavljuju se
poliklonski antitimocitni i antilimfocitni globulini, sa kojima se postize jednogodi$nje
prezivljavanje kalema od oko 50%, a stopa mortaliteta smanjila se na 10-20% (1). Revolucija u
razvoju imunosupresivne terapije nastaje 1983. godine uvodenjem ciklosporina A kao prvog

kalcineurinskog inhibitora (KNT). Efekti novog leka sa jednogodis$njim preZivljavanjem alografta
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vise od 80% bili su impresivni. Sedam godina kasnije pojavljuje se i drugi lek iz grupe KNI,
takrolimus, koji je bio deset puta potentniji imunosupresiv od ciklosporina A. Iako je proslo vise
od 30 godina od prve primene ciklosporina i vi§e decenija od rutinske primene imunosupresivnih
lekova poput mikofenoli¢ne kiseline, mTOR inhibitora i monoklonskih antitela, kalcineurinski

inhibitori ostali su osnov i klju¢ni lekovi u imunosupresivnim protokolima Sirom sveta (5).

Kalcinuerinski inhibitori imaju uzak terapijski opseg i veliki broj nezeljenih efekata. U cilju
postizanja i odrzavanja optimalnog stepena imunosuprimiranosti, a minimizacije ili potpunog
izbegavnja nezeljenih efekata, koncentraciju ovih lekova u krvi potrebno je odrzavati u uskom
zeljenom terapijskom opsegu. Ipak, neki nezeljeni efekti ne mogu se objasniti nedovoljnim ili
prevelikim dozama kalcineurinskih inhibitora. Zbog toga se poslednjih godina sve viSe smatra da
su u osnovi ovakvih nezeljenih efekata polimorfizmi gena odgovornih za sintezu enzima koji

ucestvuju u njihovom metabolizmu.

1.1. KALCINEURINSKI INHIBITORI

Kacineurinski inhibitori, ciklosporin A (CsA) i takrolimus (TAC) predstavljaju osnov
imunosupresivne terapije nakon transplantacije solidnih organa. Imaju izraZenu intraindividualnu
i interindividualnu varijabilnost. Naj¢es¢e se primenjuju u kombinaciji sa kortikosteroidima i

antiproliferativnim lekovima kao §to su preparati mikofenoli¢ne kiseline.

1.1.1. Farmakoloski oblici

CsA je lipofilni cikli¢ni peptid molarne mase 1203 g/mol. Sastoji od 11 aminokiselina 1
primarno je izolovan iz gljivice Tolypocladium inflatum. Inicijalna formulacija ovog leka
Sandimun, bazirana na uljanoj osnovi, danas je zamenjena mikroemulzionim oblikom Neoral.
Dostupan je u obliku rastvora koncentracije 100 mg/ml, i u kapsulama od 25 mg, 50 mg i 100 mg.

Dozira se dva puta dnevno.

TAC je makrolidni antibiotoik izolovan 1984. godine iz bakterije Streptomyces

tsukubaensis, ima molarnu masu 822 g/mol. Farmakoloski oblici su kapsule sa zaSticenim imenom



,,Prograf” od 0,5 mg, 1 mg i 5 mg, koji se dozira dva puta dnevno, i formulacije sa produzenim
oslobadanjem zasti¢enih imena ,,Advagraf” i ,,LCP-Tacro” koji se doziraju jednom dnevno.
,Advagraf” je dostupan u kapsulama od 0,5 mg, 1 mg, 3 mg i 5 mg, a,,LCP-Tacro” od 0,75 mg,
1mgidmg(1,6,7).

1.1.2. Mehanizam delovanja

KNI svoj imunosupresivni efekat ostvaruju blokadom aktivacije T-Celija. Mesto njihovog
delovanja je na putu izmedu prepoznavanja antigena i odgovora T-¢elija. Ovi lekovi vezuju se za
svoje intracelularne receptore, CsA za cikofilin A, a TAC za FK-506 vezujuci protein (FKBP), i
tako stvoreni kompleksi inhibiraju aktivaciju kalcineurina. Kalcineurin je enzim koji vrsi
defosforilaciju nukleranog faktora aktiviranih T-¢elija (NFAT), a ovaj u defosforilisanom obliku
ulazi u jedro i vezuje se za promotore gena. Na taj nacin aktivira gene koji kodiraju sintezu
interleukina-2 (IL-2), interleukina-4 (IL-4), interferona-y (IFN- y) i faktora nekroze tumora-o
(TNF-0a) (8, 9).

Krajnji rezultat inhibicije kalcineurina je blokada transkripcije gena koji kodiraju sintezu

pomenutih citokina potrebnih za aktivaciju T-¢elija.

1.1.3. Osnovne farmakokinetske osobine

Ciklosporin 1 takrolimus strukturno su dve razliite supstance, ali sa vrlo slicnim
farmakokinetskim osobinama. Izrazito su lipofilni i imaju malu bioraspoloZivost, prose¢no oko
25%, ali sa velikom varijabilnos¢u (koja je 5-60% za CsA, odnosno 4-89% za TAC). Poluvreme
eliminacije oba leka je oko osam sati (10). Vise od 90% unete koli¢ine lekova se metabolise, a
samo 1% CsA i oko 0,5% TAC izlu€uje se putem fecesa ili urina u nepromenjenom obliku (11).
Manje od 5% unete koli¢ine leka metabolise se u bubregu, te nije potrebna korekcija doze kod
snizene bubrezne funkcije; nijedan od lekova nije dijalizibilan (10).

Ovi lekovi imaju veoma uzak terapijski opseg. U cilju postizanja maksimalne efikasnosti i
izbegavanja toksi¢nih efekata u slucaju predoziranosti, odredivanje koncentracije KNI rutinski se
primenjuje u svakodnevnoj klinickoj praksi.
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KNI, naro¢ito TAC, u cirkulaciji u visokom procentu vezani su za eritrocite, $to je posledica
velike koncentracije imunofilina na membrani eritrocita, kao i izrazena lipofilnost ovih lekova.
Koncentracija TAC cak je 13—114 puta veca u punoj krvi nego u plazmi, dok je taj odnos za CsA
samo dva do tri puta. Niske vrednosti hematokrita povecavaju klirens KNI i doze potrebne za
dostizanje ciljnog nivoa leka u krvi. Ostatak cirkuliSu¢eg TAC primarno je vezan za albumine
krvne plazme, dok je vise od 80% frakcije CsA u plazmi vezano za lipoproteine (12, 13). Samo
0,5-5% cirkulisuce koncentracije KNI vezano je za limfocite, kao najvaznije ciljne ¢elije (10).

Apsorbciju KNI moze ometati hrana, tako Sto ¢e usporiti praznjenje zeluca, uticati na
splanhni¢nu i hepati¢ku cirkulaciju, menjati pH Zeluca, formirati neapsorptivne komplekse sa
lekovima. Da bi se smanjio uticaj hrane na apsorpciju KNI, preporuka je da se ovi lekovi uzimaju
sat pre ili dva sata posle obroka.

Kompletan metabolizam KNI pod kontrolom je transmembranskog transportera
,,permeability” glikoproteina (P-glikoprotein, P-glycoprotein, P-gp) i izoenzima citohroma P-450
1A (CYP3A), i to CYP3A4 i CYP3A5. P-glikoprotein kontrolise apsorpciju KNI duz celog
gastrointestinalnog trakta, ulazak u hepatocite, bubreznu ekskreciju, kao i prolazak kroz krvno-
mozdanu i placentalnu barijeru. Mesta metabolicke razgradnje KNI su jetra, tanko crevo i bubrezi.
Svi poznati metaboliti koji nastaju tokom biotransformacije ovih lekova pokazuju znacajno manju
aktivnost u odnosu na same KNI. Za razliku od CYP3A4 enzima, koji se nalazi u funkcionalnom
obliku u jetri i tankom crevu svih ljudi, funkcionalnu formu CYP3AS enzima imaju samo CYP3A5
ekspresori. Dominantan izoenzim u metabolizmu CsA je CYP3A4, dok CYP3AS5 primarno
metabolise TAC kod CYP3AS ekspresora (14).

1.2. P-GLIKOPROTEIN

P-glikoprotein je najrasprostranjeniji transmembranski transporter u ljudskom organizmu.
Odgovoran je za ekskreciju iz intracelularnog u ekstracelularni prostor ¢elija mnogobrojnih
egzogenih i endogenih supstanci. Pripada familiji ATP vezujucih transportera (ATP binding
cassette membrane transporter, ABC) (15). ABC superfamilija u humanoj populaciji ima 49
¢lanova, podeljenih u sedam subfamilija (16). To je efluksna pumpa, prvobitno identifikovana u
malignim ¢elijama kao protein rezistentan na mnoge lekove (,,multidrug resistance protein 1), po

¢emu je i gen koji kodira sintezu P-glikoproteina nazvan ,,multidrug resistance gene 1 (17, 18).



Sastoji se od dva transmembranska domena i dva intracelularna vezujuca regiona, veli¢ine 170
daltona.

P-glikopreotein kontroliSe intestinalnu apsorpciju i hepaticku i renalnu ekskreciju mnogobrojinih
supstanci, od kojih su neke i1 potencijalno toksi¢ne. Sprec¢ava prolazak lekova i drugih egzotoksina
kroz placentalnu i krvno-mozdanu barijeru. Na ovaj na¢in P-glikoprotein ima primarno zastitnu

ulogu u nasem organizmu.

1.2.1. Distribucija u tkivima

1.2.1.1. Gastrointestinalni trakt

P-glikprotein i CYP3A enzimi nehomogeno su eksprimirani duz celog gastrointestinalnog
trakta. KNI kao izrazito lipofilni molekuli lako prolaze apikalnu membranu enterocita i njihova
sudbina dalje moze i¢i u tri smera. P-glikoprotein ih moze vratiti nazad u lumen creva, mogu
postati supstrat CYP3A enzima ili kroz bazolateralnu membranu u¢i u portnu cirkulaciju (10).
Koncentracija CYP3A4 u enterocitima smanjuje se u smeru distalnih partija, a koncentracija P-
glikoproteina se povecava (10, 19). U distalnim partijama ileuma i u delu kolona koncentracija
CYP3A4 je toliko mala da se i pored velike koncentracije P-glikoproteina TAC vrlo efikasno
apsorbuje. U rektumu i sigmi koncentracija P-glikoproteina korelira sa nivoom CYP3AD5, ali samo
kod osoba koje imaju aktivnu formu ovog enzima (15).

Dijareja povecava koncentraciju TAC u krvi (20). Transport TAC do distalnog ileuma i
kolona, a to su mesta najvece apsorpcije ovog leka, tokom dijareje je ubrzan (21). S druge strane,
inflamacijom izmenjena sluznica creva pokazuje manju koncentraciju CYP3A4 enzima u odnosu
na zdravu sluznicu (22, 23). Povecéanoj koncentraciji TAC u krvi tokom dijareje, ali i zapaljenskih
procesa sluznice creva drugih etiologija, kao Sto su inflamatorna bolest creva i divertikuloza,

doprinosi i smanjena ekspresija P-glikoproteina na inflamiranoj sluznici creva (22).



1.2.1.2. Krvno-mozZdana barijera

P-glikoprotein je najznacajniji transporter u okviru krvno-mozdane barijere koji §titi CNS
od prodora toksi¢nih egzogenih supstanci. Postoje dokazi da prilikom oste¢enja krvno-mozdane

barijere dolazi do prolaska KNI i ispoljavanja neurotoksi¢nih efakata ovih lekova (24).

1.2.1.3. Placenta

P-glikoprotein je deo i placentalne barijere. Cineéi deo jedne od najvaznijih krvno-tkivnih
barijera ljudskog organizma, ovaj transporter ucestvuje u zastiti ploda od potencijalno toksi¢nih
supstanci iz organizma majke. Studije su pokazale da je koncentracija TAC u umibilikalnoj veni i
arterijskoj krvi fetusa manja od koncentracije u krvi majke, upravo zbog aktivnosti P-glikoproteina
(25, 26).

1.2.1.4. Jetra

P-glikoprotein eksprimiran je i u kanalikularnom sistemu hepatocita, ali oko sedam puta
manje u odnosu na tanko crevo. Hepaticka ekspresija P-glikoproteina pokazuje veliku

interindividualnu varijabilnost, Sto delimi¢no objasnjava razlike u bioraspolozivosti KNI i mnogih

drugih lekova (27, 28).

1.2.1.5. Limfociti

Intralimfocitna koncentracija KNI najvaznija je frakcija ukupne koncentracije. Direktno je
odgovorna za imunosupresivni efekat ovih lekova. Pod kontrolom je P-glikoproteina na membrani
limfocita (10). Prema nekim istrazivanjima, jedan od faktora koji uticu na intracelularnu
koncentraciju KNI jesu i godine. U studiji Meier-a i saradnika pokazano je da je kod bolesnika
starijih od 65 godina intralimfocitna koncentracija KNI bila za 44% veca u odnosu na cirkulisué¢u
koncentraciju. Ovo moze biti jedan od nacina da se objasni manja sklonost ka akutnim

odbacivanjima a veca ka predoziranosti KNI kod starijih recipijenata (29).



1.2.1.6. Bubreg

Tubulske celije eksprimiraju P-glikprotein i CYP3AS5, a veoma malo CYP34 enzim, pri
¢emu je uloga bubrega u metabolizmu KNI bezna¢ajna. Neposredno nakon transplantacije, kada
je u vecini slucajeva prisutna i insuficijencija alografta, potrebne su vece doze KNI za odrzavanje
zeljenog nivoa leka u krvi. Ovo je posledica prvenstveno anemije, primene velikih doza

kortikosteroida i hipoalbuminemije, a ne same uloge bubrega u metabolizmu ovih lekova (30).

1.3. INTERREAKCIJE KALCINEURINSKIH INHIBITORA SA DRUGIM LEKOVIMA

KNI interreaguju sa velikim brojem lekova. Samim tim, brojni lekovi koji su supstrati P-
glikoproteina i CYP3A enzima mogu da uticu na koncentraciju KNI, ihibicijom ili indukcijom
CYP3A enzimskog sistema, odnosno P-glikoproteina (Tabela 1.).

Izuzetno jaki ihibitori P-glikoproteina su kalcijumski antagonisti iz grupe
nedihidropiridinskih derivata, koji se ¢esto koriste u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Inhibicija P-
glikoproteina na nivou krvno-mozdane barijere ovim lekovima moze dovesti do neurotoksi¢nih
efekata KNI koji se pri normlanoj funkciji P-glikoproteina ne ispoljavaju, $to je i pokazano u
slucaju istovremene upotrebe verapamila sa loperamidom (31).

Pored lekova, 1 supstance unete hranom mogu uticati na nivo KNI u krvi. Najznacajniji
inhibitor CYP3A4 enzima, koji do ¢ak 200% moze povecati koncentraciju KNI, jeste grejpfrut
(32). Kurkuma, dumbir i kantarion se smatraju slabim inhibitorima CYP3A4, a o interreakciji KNI
sa pomorandZom i brusnicom nema podataka (10). Neka istrazivanja pokazala su da crveno vino

moze i do 30% smanjiti koncentraciju CsA (33).



Tabela 1. Interreakcije KNI sa drugim lekovima.

Lek Efekat na CYP3A Efekat na Efekat na dozu
P-glikoprotein KNI
Antiaritmici
Amiodarone inhibitor inhibitor smanjuje
Dronedarone inhibitor inhibitor smanjuje
Quinidine inhibitor inhibitor nema podataka
Antikancerski lekovi
Doxorubicin inhibitor ne utice nema podataka
Vinblastin inhibitor inhibitor nema podataka
Antidepresivi
Fluoxetine inhibitor inhibitor ne utice
Fluvoxamine inhibitor ne utice smanjuje
Nefazodone inhibitor inhibitor smanjuje
Paroxetine inhibitor inhibitor ne utice
Sertraline inhibitor inhibitor ne utice
Antigljiviéni lekovi
Clotrimazole inhibitor inhibitor smanjuje
Fluconazole inhibitor ne utice smanjuje
Itraconazole inhibitor inhibitor smanjuje
Ketoconazole inhibitor inhibitor smanjuje
Variconazole inhibitor ne utice smanjuje
Blokatori Ca kanala
Amlodipine inhibitor ne utice smanjuje
Diltiazem inhibitor inhibitor smanjuje
Felodipine inhibitor inhibitor smanjuje
Nicardipine inhibitor inhibitor smanjuje
Nifedipine inhibitor inhibitor ne utice
Verapamil inhibitor inhibitor smanjuje
Inhibitori HIV proteaze inhibitor Inhibitor smanjuje
Makrolidni antibiotici
Azithromycin inhibitor ne utice ne utice
Clarithromycin inhibitor inhibitor smanjuje
Erythromycin inhibitor inhibitor smanjuje
Roxithromycin inhibitor ne utice smanjuje
Antikonvulzivni lekovi
Carbamazepine induktor ne utice povecava
Phenobarbital induktor induktor povecava
Phenytoin induktor ne utice povecava
Kortikosteroidi
Dexamethasone induktor induktor nema podataka
Methylprednisolone induktor ne utice povecava
Rifampicin induktor induktor povecava

Modifikovano prema Vanhove et al., 2016.




1.4. GENSKI POLIMORFIZMI ZNACAJNI ZA METABOLIZAM KALCINURINSKIH
INHIBITORA

KNI, pored uskog terapijskog opsega i sklonosti ka interreakciji s drugim lekovima,
pokazuju i veliku intraindividualnu i interindividualnu varijabilnost. Ove osobine rezultat su
razlika u aktivnosti enzima i transportera koji uc¢estvuju u njihovom metabolizmu, a u osnovi tih
razlika stoje polimorfizmi gena odgovornih za njihovu sintezu (34). Najcesc¢e genske varijacije su
pojedinac¢ni nukleotidni polimorfizmi (single nucleotide polymorphisms, SNPs), koji
podrazumevaju zamenu jednog nukleotida drugim, $to moze ali ne mora da rezultira zamenom

jedne aminokiseline drugom u procesu translacije.

1.4.1. CYP3A genski polimorfizmi

Polimorfizam CYP3A5 gena na poziciji 6986, u intronu 3 (rs776746), koji podrazumeva
zamenu adenina (A) guaninom (G), najznacajnji je polimorfizam za metabolizam TAC. Samo ovaj
polimorfizam objasnjava oko 39% interindividualne varijabilnosti TAC (35). Mutacija na ovoj
pozici usko je povezana za ekspresijom CYP3AS5 enzima. Osobe koje su nosioci tzv. divljeg alela,
kod kojih se na poziciji 6986 nalazi A, odnosno imaju bar jedan CYP3A5*1 alel, pripadaju grupi
CYP3ADS5 ekspresora. Homozigoti za CYP3A5*3 alel, tzv. varijant aleli, kod koji je A zamenjen
sa G, eksprimiraju znacajno manje funkcionalnog CYP3AS5 enzima i pripadaju grupi CYP3A5
neekspresora. Mnogobrojne studije pokazale su nesumnjivo da CYP3A5 ekspresori zahtevaju i do
50% vece doze TAC za postizanje ciljnog nivoa leka u odnosu na neekspresore. Ovakve razlike u
doznim zahtevima potvrdene su nakon transplantacije i drugih organa, ne samo bubrega, i u
adultnoj i pedijatrijskoj populaciji (34, 36, 37). Epidemioloske studije pokazuju da samo 5-15%
pripadnika bele rase pripada grupi CYP3AS5 ekspresora, oko 30% Azijata i ¢ak 70% Afrikanaca
(38). Povezanost polimorfizma CYP3AS5 sa metabolizmom CsA je bez sigurnih dokaza.

Gen koji kodira sinetzu CYP3A4 enzima ima najmanje 28 SNPs. Najvazniji medu njima
je na poziciji -392, ali nema jasnih dokaza o zna¢aju ovog polimorfizma za metabolizam KNI. I
studije koje su pokazale da su ,,varijant aleli* zahtevali ve¢e doze TAC su opovrgnute jer je to bila

posledica povezanosti sa CYP3A5*1 alelom (14).



U posljednje vreme sve vise nau¢nu paznju privla¢i CYP3A*22 polimorfizam. Pokazano
je da TT homozigoti za ovaj SNP zahtevaju manje doze TAC za postizanje ciljnog nivoa u odnosu

na ,,divlje homozigote* i heterozigote, i to nezavisno od CYP3A5 polimorfizma (39).

1.4.2. MDR1 genski polimorfizmi

MDR1 gen (engleski termin ,,multidrug resistance gene 1) lokalizovan je na hromozomu
7, krak 921, i ima 28 eksona. Prema imenu svog proteinskog produkta, naziva se i ABCB1 gen
(18). Veoma je polimorfan, a do sada je identifikovano oko 100 pojedinaénih nukleotidnih
polimorfizama u kodirajuéem regionu ovog gena (15). Za metabolizam KNI najznacajnija su
sledeca tri SNPs.

C1236T (rs1128503) polimorfizam lokalizovan je na egzonu 12 i podrazumeva zamenu
citozina (C) timinom (T) na poziciji 1236. Ovaj polimorfizam ne dovodi do promene
aminokiseline, pa pripada ,.tihim mutacijama”.

Drugi polimorfizam je troalelski i lokalizovan je na egzonu 21 (G2677T/A, rs2032582).
Na poziciji 2677 G moze biti zamenjen T ili A. Kao rezultat zamene baza dolazi i do promene
aminokiselina u kodonu 983, umesto alanina sintetiSe se serotonin ili triptofan.

Tre¢i SNP je C3435T (rs1045642), lokalizovan na egzonu 26. Podrazumeva zamenu C sa
T na poziciji 3435 i ne dovodi do zamene aminokiseline (40).

Rezultati ispitivanja 0 povezanosti ova tri pojedina¢na nukleotidna polimorfizma sa
metabolizmom KNI jo§ uvek su bez jasnih zakljucaka. Najvise podataka sa najja¢im dokazima
potice iz studija koje su ispitivale C3435T polimorfizam, zbog ¢ega je on i dalje najvise ispitivan
SNP MDR1 gena. TT homozigoti na ovoj poziciji povezani su sa sSmanjenim nivoom informacione
RNK i posledi¢no smanjenom ekspresijom P-glikoproteina (41), sto bi teorijski znacilo povecanu
apsorpciju i povecanu koncentraciju KNI u sistemskoj cirkulaciji. Medutim, u tumacenju uticaja
genskih polimorfizama na fizioloSke procese, treba imatu u vidu da SNPs mogu uticati medusobno
jedni na druge, $to se definise pojmom ,,linkage disequilibrium® i kao takvi imati odredene efekte
na na$ metabolizam (14).

SNPs se ne nasleduju samostalno. Ce$ée se nasleduju kao cela sekvenca DNK, odnosno

kao haplotip ili set bliskih gena koji se dobijaju zajedno od predaka. U tom kontekstu i
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polimorfizme C1236T, G2677T/A 1 C3435T ne nasledujemo pojedinacno, ve¢ u obliku haplotipa.
Shodno tome, hapoltip ova tri polimorfizma znacajniji je genski marker njihovog uticaja na

metabolizam KNI nego bilo koji od polimorfizama pojedina¢no (42).

1.4.3. Ostali polimorfizmi vazni za metabolizam KNI

Teorijski, polimorfizam gena bilo kojeg proteina koji uc¢estvuje u metabolizmu KNI moze
imati i uticaj na njega.
Identifikovana su dva SNPs na genu koji kodira sintezu ciklofilina A i povezana su sa pove¢anim
rizikom nefrotoksi¢nog efekta CsA (43).
ZnaCajan uticaj na metabolima TAC pridaje se polimorfizmu gena za NADPH-CYP
oksidoreduktazu (POR*28), enzim koji u¢estvuje u procesu CYP-posredovane oksidacije. Studija
de Jonge i saradnika pokazala je da su TT homozigoti za polimorfizam POR*28 zahtevali 25%
vece doze TAC u odnosu na CC homozigote kod CYP3A5 ekspresora (44).

1.5. FARMAKODINAMIKA KALCINEURINSKIH INHIBITORA | POVEZANOST SA
GENSKIM POLIMORFIZMIMA

Balans imedu optimalnog imunosupresivnog efekta i minimalne toksi¢nosti KNI
predstavlja uslov uspesne transplantacije bubrega. To podrazumeva odrzavanje koncentracije ovih
lekova u uskom terapijskom opsegu, razli¢ito definisanom za odredeni vremenski period nakon
transplantacije (45, 46). Zahvaljujuci terapijskom monitoringu KNI, vreme u kome je bolesnik
izloZen subterapijskim ili supraterapijskim koncentracijama leka svodi se na minimum. Na taj
nacin korigujemo i genetski determinisane razlike u potrebnoj dozi leka za postizanje ciljnog
nivoa. Medutim, povezanost genskih polimorfizama i farmakodinamike KNI jo§ uvek nije jasno
definisana. Ne zna se zasto se kod nekih bolesnika javljaju nezeljeni efekti KNI i pored terapijske
koncentracije ovih lekova, odnosno zasto dolazi do akutnog odbacivanja i kada je koncentracija

KNI supraterapijska (47).
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1.5.1. Akutno odbacivanje

Akutno odbacivanje (AO) je komplikacija nakon transpalntacije bubrega koja ima najveci
uticaj na funkciju alografta, kako u ranom tako i u kasnijem posttransplantacionom periodu.
Genetska AO alografta, iako intenzivno ispitivana, jo§ uvek nije jasno definisana. Dosadasnja
istitivanja nisu dokazala povezanost ucestalosti AO i polimorfizama MDR1 gena (48, 49). Ipak,
rezultati nekih studija ukazuju da recipijenti sa CGT haplotipom imaju ve¢i rizik nastanaka AO

nego bolesnici sa CGC ili TTT genotipom (42).

1.5.2. Nezeljeni efekti kalcineurinskih inhibitora

KNI imaju mnogobrojne nezeljene efekte koji, s jedne strane, mogu ostetiti funkciju 1
skratiti prezivljavanje alografta, a s druge strane, negativno uticati na komorbiditet i kvalitet zivota
primaoca. U najtezim slucajevima neophodno je iskljuciti KNI iz terapije i ukoliko je moguce

zameniti ih nekim drugim imunosupresivnim lekom.

1.5.2.1. Nefrotoksiénost

Nefrotoksicnost je najces¢i nezeljeni efekat KNI. Manifestuje se kao akutni nefrotoksi¢ni

efekat i hroni¢na insuficijencija alografta.

1.5.2.1.1. Akutna nefrotoksi¢nost

Akutni nefrotoksi¢ni efekat KNI dozno je zavisan reverzibilni porast koncentracije
serumskog kreatinina koji moze biti pracen oligoanurijom. Rezultat je konstrikcije aferentne
arteriole 1 posledi¢nog smanjenja jacine glomerulske filtracije. U osnovi ovog poremecaja je
disbalans metabolizma azot-monoksida i prostaglandina kao vazodilatatora s jedne, i tromboksana
i endotelina kao vazokonstriktora s druge strane, ali i pojacana aktivnost simpatickog nervnog
sistema (50). Moguce je da KNI u patofiziologiji ovog stanja ucestvuju i konstriktornim efektom

na mezangijumske celije, menjaju¢i permeabilnost glomerulske bazalne membrane, kao i
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ometanjem normalne tubulske funkcije u smislu retencije natrijuma i vode, smanjene ekskrecije
kalijuma 1 mokraéne kiseline, pojacane ekskrecije magnezijuma i hiperhloremijske metabolicke
acidoze (51, 52). Vazokonstriktorni efekat, kao i retencija natrijuma, izrazeniji su kod primene
CsA nego TAC (1). Akutni nefrotoksi¢ni efekat KNI moze produziti trajanje odlozene funkcije
alografta i ovaj entitet vazno je razlikovati od drugih uzroka disfukncije grafta u ranom
posttransplantacionom periodu, najpre od AO. Za sada nema dokaza o povezanosti genskih
polimorfizama i TAC izazvane akutne nefrotoksi¢nosti, dok se neki SNPs na genima CYP2C9,
PAX4, MTRR, GAN i XPC dovode u vezu sa ciklosporinskom akutnom nefrotoksi¢noséu (53).

1.5.2.1.2. Hroni¢na insuficijencija alografta

Dugotrajna upotreba KNI moze biti uzrok hroni¢ne insuficijencije bubrega. Ovaj neZeljeni
efekat KNI vida se nakon transplantacije bubrega, ali i nakon transplantacije drugih organa, kao 1
prilikom upotrebe KNI u le¢enju autoimunih bolesti (54, 55, 56). Za razliku od akutne
nefrotoksi¢nosti, nije dozno zavisna. U histoloskoj slici bubrega nakon dugotrajne upotrebe KNI
vidamo hijalinizaciju arteriola, sklerozu glomerula, intersticijalnu fibrozu i tubularnu atrofiju
(IF/TA). Patofizioloski mehanizam nastanka ovog nezeljenog efekta najverovatnije je dugotrajna
ishemija zbog smanjenja lumena vaskularnog korita usled hijalinizacije i konstrikcije aferentne
arteriole. Moguc¢i doprinose¢i faktor je 1 pojacana produkcija profibrotskog transformisuceg
faktora rasta (TGF-), kao i o§tecena regenerativna sposobnost endotelnih ¢éelija (1, 56).

Pojava hroni¢ne insuficijencije alografta nije u korelaciji sa koncentracijama KNI u
sistemskoj cirkulaciji, pa se namece pitanje da li je ona posledica lokalnog efekta KNI na
bubrezima i da li postoji individualna predispozicija za nastanak ovog neZeljenog dogadaja.
Rezultati studija o povezanosti polimorfizama MDR1 gena i hroni¢ne nefrotoksi¢nosti su
kontradiktorni. Naesens i saradnici su pokazali da je TT genotip i davaoca i primaoca C3435T
polimorfizma faktor rizika za nastanak hroni¢ne insuficijencije alografta, dok Moore i saradnici

pokaziju da povecan rizik za nastanak ovog nezeljenog efekta imaju CC homozigoti (56, 57).
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1.5.2.2. Dijabetes melitus

Posttransplantacioni dijabetes melitus Cesta je komplikacija nakon transplantacije bubrega.
Prema nekim podacima, tokom prve godine nakon transplantacije javlja se kod ¢ak 20-40%
bolesnika (58). Kao i u opstoj populaciji, dijabetes melitus zna¢ajno povecava rizik za nastanak
kardiovaskualarnih bolesti, mortaliteta i gubitka grafta u odnosu na primaoce bez dijabetesa (59).
Faktori rizika za nastanak posttransplantacionog dijabetesa su gojaznost, starost,
hipertrigliceridemija, pozitivha porodi¢na anamneza, muski pol, rasa i hepatitis C virusna
infekcija. Nastanku ove bolesti znacajno doprinose 1 imunosupresivni lekovi. Dijabetogeni efekat
imaju kortikosteroidi, mTOR inhibitori, ali i KNI, i to TAC vise nego CsA. TAC dovodi do
hiposekrecije insulina, direktnim toksi¢nim efektom na B-éelije pankreasa i smanjenjem ekspresije
gena za insulin. Ovaj nezeljeni efekat TAC delimi¢no je reverzibilan i dozno zavisan (60).
Nesumnjivo je da dijabetogeni efekat TAC ima i genetsku osnovu, ali je znacaj genskih
polimorfizama verovatno mali u odnosu na prethodno pomenute demografske i klinicke faktore
rizika, i svakako viSe gena ima uticaj na pojavu ove bolesti. Dosadasnja ispitivanja nisu pokazala
jasnu povezanost polimorfizama CYP3A i MDR1 gena sa nastankom postransplantacionog
dijabetesa (61, 62).

1.5.2.3. Hipertenzija

KNI uzrokovana hipertenzija Cest je nezeljeni efekat terapije ovim imunosupresivnim
lekovima. Njena patogeneza objasnjava se vazokonstriktornim efektom KNI na aferentnu
arteriolu, zbog Cega se u leCenju najceS¢e koriste blokatori kalcijumskih kanala iz grupe
dihidripiridinskih derivata. Ovi lekovi inhibiraju CYP3A posredovan metabolizam KNI i njihova
upotreba moze znacajno povecati koncentraciju KNI u krvi, naro¢ito kod CYP3AS5 ekspresora
(63). Medutim, novija ispitivanja ukazuju i na mogucu genetsku osnovu KNI indukovane
hipertenzije. Smatra se da je u osnovi ove hipertenzije prevelika aktivnost natrijum-hloridnog
kotransportera, koja u osnovi ima polimorfizam gena odgovornog za njegovu sintezu. Nesumnjivi
dokazi ove hipoteze postoje na nivou eksperimentalnog modela, a u klini¢koj praksi je pokazano
da je terapija hidrohlortiazidom, blokatorom ovog transportera, bila efikasna u terapiji hipertenzije
kod bolesnika koji su primali TAC (64).
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1.5.2.4. Neurotoksi¢nost

Neurotoksicni efekti KNI izrazeniji su kod primene TAC nego CsA. Mogu biti dozno
zavisni. NajceS¢e se manifestuju u vidu tremora, koji se javlja u oko 40% bolesnika. Neretko se
mogu javiti glavobolja i nesanica. Vrlo retki, ali i klini¢ki znacajniji poremecaji su periferna
polineuropatija, vizuelne halucinacije, epilepti¢ki napadi, kortikalno slepilo, psihoza i koma (65).
Patogeneza neurotoksi¢nosti KNI nije sasvim jasna, ali pretpostavlja se da P-glikoprotein, kao
kljucni transporter na nivou krvno-mozdane barijere, ima vaznu ulogu u njoj. Neke studije
pokazale su da se neurotoksi¢ni efekat TAC javlja nakon o$tec¢enja krvno-mozdane barijere (66).
Iako postoje brojni dokazi o povezanosti polimorfizama MDR1 gena i KNI neurotoksi¢nosti, oni

su nekonzistentni i obuhvataju mali broj ispitanika (67, 68).

1.5.2.5. Hiperlipidemija

De novo hiperlipidemija javlja se u oko 2/3 bolesnika nakon transplantacije bubrega,
dominantno u vidu hiperholesterolemije. IzraZenija je pri primeni CsSA u odnosu na TAC.
Polimorfizmi MDR1 gena, pored indirektnog uticaja preko metabolizma KNI, i na druge nacine
mogu uticati na metabolizam lipida. P-glikoprotein je transporter i nekih endogenih lipida kao $to
su holesterol, fosfolipidi, sfingolipidi, steroidi, pa teorijski, polimorfizmi gena koji kodira njegovu
sintezu mogu biti povezani za razli¢itim dislipidemijama (69). Ali P-glikoprotein transportuje i
statine, i pokazano je da je terapijski efekat ovih lekova usko povezan sa C3435T polimorfizmom
MDR1 gena (70).

1.5.2.6. Ostali neZeljeni efekti KNI

Nezeljeni efekti primene KNI ne zavrSavaju se sa prethodno opisanim, ali je manje poznata
njihova povezanost sa genskim polimorfizmima. Mogu¢i poremecaji vezani za gastrointestinalni
trakt su oStecenje jetre sa prolaznim, dozno zavisnim porastom transaminaza, hiperbilirubinemija,
mucnina, povracanje, poremecaji crevnog praznjenja. Upotreba CsA povezana je sa pove¢anom
incidencom holelitijaze. Takode, hiperprolaktinemija i posledi¢na ginekomastija nezeljeni su

efekti primene KNI koji se registruju kod odredenog broja bolesnika nakon transplantacije
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bubrega. Povecana incidenca infekcija i malignih tumora posledica je primene prakticno svih

imunosupresivnih lekova, samim tim i KNI (1).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

17

4.

o1

Ispitivanje ucestalosti genotipova pojedinac¢nih nukleotidnih polimorfizama (C1236T,

G2677T/A 1 C3435T) MDRL1 gena i njihovih haplotipova.

Ispitivanje uticaja genotipova i haplotipova MDR1 gena na farmakokinetiku KNI.

Ispitivanje uticaja genotipova i haplotipova MDR1 gena na
- Ucestalost akutnog odbacivanja
- Ucestalost odloZene funkcije alografta

- funkciju alografta.

Ispitivanje uticaja genotipova i haplotipova MDR1 gena na koncentraciju glukoze,

kalijuma, mokraéne kiseline, holesterola, triglicerida i aminotransferaza u serumu.

Ispitivanje uticaja polimorfizama MDR1 gena i njihovih haplotipova na nastanak

insuficijencije alografta.



3. MATERIJAL | METODE

3.1. DIZAJN STUDIJE I ISPITANICI

Studija je dizajnirana je kao neinterventno retrospektivno opservaciono ispitivanje.
Sprovedena je u Klinici za nefrologiju Klinickog centra Srbije i Institutu za mikrobiologiju i
imunologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. U ispitivanje je ukljuceno 152
bolesnika sa presadenim bubregom, koji su leceni u Klinici za nefrologiju Klini¢ckog centra Srbije.
Kriterijumi za ukljucivanje u studiju bili su:

- da su bolesnici u okrviru imunosupresivne terapije primali KNI;

- da nisu primali mTOR inhibitore;

- da imaju CYP3A5*3*3 genotip;

- da je od transplantacije bubrega proslo najmanje dve godine;

- da tokom perioda posmatranja nisu primali makrolidne antibiotike, propafen,

antikonvulzivne lekove ni tuberkulostatike;

- da su bili hepatitis B, C i HIV negativni.

Svim ispitanicima je, pre ulaska u studiju, predoCen protokol ispitivanja i potpisali su
informisani pristanak.

Istrazivanje su odobrili Eticki komitet Klinickog centra Srbije i Eticki komitet Medicinskog

fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.2. IZOLACIJA DNK I DETEKCIJA POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA 1
HAPLOTIPOVA MDR1 GENA

Za odredivanje genskih polimorfizama ispitanicima je uzimano 5 ml periferne krvi u
odgovarajuce epruvete (Becton Dickinson, Nju Dzersi, SAD) sa antikoagulansom — EDTA, i
unutar 4 h transportovano do Laboratorije za imunologiju Instituta za mikrobiologiju i
imunologiju. Molekul DNK izolovan je iz uzoraka pune krvi standardnom metodom kolonica
(Fermentas Thermo Fisher Scientific Inc, St. Leon-Rot, Germany). Cistoéa dobijene DNK
odredivana je merenjem apsorbancije na 260 i 280 nm, prihvatljivi opsezi/vrednosti su bili izmedu

1,651 1,85. U suprotnom, ponavljana je izolacija DNK iz uzorka Kkrvi. 1z izolovane DNK uzimani
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su uzorci od 500 ng i dopunjavani vodom do zapremine od 125 pl ¢ime su dobijana razblazenja
od 4 ng/ul koja su koriS¢ena za odredivanje polimorfizama. Za detekciju polimorfizama
pojedina¢nih nukleotidnih sekvenci MDRI1 gena koris¢en je TagMan® Drug Metabolism
Genotyping Assays, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA. Koris¢ene su komercijalne probe
za rs1128503, rs2032582 u rs1045642 (C_7586662_10, C_7586657_20, C_11711720C_30
u C_11711720D_40).

3.3. IMUNOSUPRESIVNI  PROTOKOLI I TERAPIJSKI MONITORING
KALCINEURINKIH INHIBITORA

Podaci o imunupresivnoj terapiji dobijeni su iz medicinske dokumentacije (karton
bolesnika sa presadenim bubregom). Svi ispitanici kao terapiju odrzavanja primali su
kortikosteroide i KNI, uz antiproliferativne lekove poput preparata mikofenoli¢ne Kkiseline
(mikofenolat mofetil ili mikofenolat natrijum) ili azatioprin. KNI primenjivani su peroralno od
dana transplantacije, odnosno dva dana pre transplantacije u slucaju transplantacije od zivog
davaoca, dva puta dnevno (08:00 h i 20:00 h). TAC je primenjivan u pocetnoj dozi 0,3 mg/kg
telesne tezine, a CsA 8,0 mg/kg telesne tezine. Doza je zatim korigovana prema ciljnom nivou.
Prema imunosupresivnom protokolu centra, ciljni nivo TAC prve dve nedelje nakon
transplantacije bio je izmedu 15 i 20 ng/ml, 10-15 ng/ml do kraja prvog meseca, 7-10 ng/ml od
kraja prvog do kraja Sestog meseca, i 5—7 ng/ml posle Sestog meseca od transplantacije. Prvih
mesec dana od transplantacije ciljni nivo CsA je bio 100-150 ng/ml, izmedu drugog i Sestog
meseca 150-200 ng/ml, zatim 100-150 ng/ml do kraja prve godine i 80—-100 ng/ml nakon prve
godine od transplantacije. Nivoi CsA i TAC su odredivani pomoc¢u hemiluminiscentne metode
(chemiluminescent microparticle immunoassay, CMIA) ARCHITECT Tacrolimus assay (Abbot
Laboratories Diagnostics Division Abbot park, IL 60064 USA). BeleZene su u doze i nivoi lekova
u sedam vremenskih tacaka nakon transplantacije — 10, 20, 30. dan, 3, 6, 12 i 24. mesec. Odnos

nivoa i doze (N/D) odredivan je kao koli¢nik koncentracije KNI u krvi i dnevne doze leka.
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3.4. AKUTNO ODBACIVANJE

Akutno odbacivanje definisano je kao pogorsanje funkcije grafta koje se oporavilo nakon
primene pulsnih doza kortikosteroida, ili je dijagnostikovano na osnovu patohistoloskog nalaza

bioptiranog alografta.

3.5. ODLOZENA FUNKCIJA ALOGRAFTA

Odlozena funkcija alografta (OFA) definisana je kao neuspostavljanje adekvatne funkcije

alografta i potreba za leCenjem hemodijalizama tokom prvih 15 dana nakon transplantacije.

3.6. LABORATORIJSKI I KLINICKI PARAMETRI PRACENJA

Iz medicinske dokumentacije beleZeni su podaci o funkciji presadenog bubrega, i to
vrednost serumskog kreatinina (SCr), klirens kreatinina (CCr) i dvadesetéetvoroCasovna
proteinurija (prt) 1, 3, 6 i 12. meseca, a zatim na godinu dana do kraja pra¢enja. Normalna funkcija
alografta definisana je vredno$¢u serumskog kreatinina < 177 umol/l, a na osnovu podataka iz
Evropskog vodica dobre klinicke prakse (71).

Pored parametara funkcije presadenog bubrega, pracene su 1 vrednosti glikemije,
hemoglobina, hematokrita, mokra¢ne kiseline, kalijuma, aspartat- i alaninaminotransferaze,
ukupnog holesterola i triglicerida. Takode, analizirano je i eventualno prisustvo

posttransplantacionog dijabetes melitusa i arterijske hipertenzije.

3.7. STATISTICKA ANALIZA

Normalnost raspodele kontinuiranih numeri¢kih obelezja posmatranja testirana je
Kolmogorov—Smirnov testom i njihove vrednosti izrazene su kao aritmeticka sredina + standardna
devijacija, odnosno kao medijana i interkvartilni opseg, zavisno od oblika raspodele. Znac¢ajnost
razlike izmedu dve nezavisne grupe kontinuiranih numerickih varijabli analizirana je Student's t
testom ili Mann-Whitney U testom ukoliko varijable nisu zadovoljile pretpostavku normalnosti
raspodele. Znacajnost razlike izmedu tri i viSe nezavisnih grupa ispitivana je jednofaktorskom

analizom varijanse (ANOVA) ili Kruskal-Wallis jednofaktorskom analizom varijanse sa
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rangovima, u zavisnosti od oblika raspodele kontinuiranih numerickih obelezja posmatranja. Za
post hoc analizu koris¢en su Tukey-ev i Mann-Whitney-ev test. Jednofaktorska analiza varijanse
sa ponovljenim merenjima kori$éena je za ponovljena merenja u vise od dva vremenska intervala.

Kategorijske varijable prikazane su apsolutnim brojem i procentom. Znacajnost razlike
izmedu grupa je ispitivana x2 testom ili Fisher-ovim testom ta¢ne verovatnoce ukoliko nisu
zadovoljene pretpostavke upotrebe y2 testa.

Univarijatna linearna regresiona analiza kori§¢ena je za procenu odnosa izmedu razli¢itih
klini¢kih i genetskih varijabli sa dozama TAC. Varijable koje su pokazale znac¢ajnu korelaciju na
novou alfa greske <10% testirane su u multivarijatnom modelu radi definisanja nezavisnih
prediktora doza TAC. Zavisni i nezavisni prediktori nastanka insuficijencije alografta tokom
vremena pracenja odredivani su upotrebom Cox-0ve univarijatne i multivarijatne proporcionalne
regresione analize. Varijable koje su u univarijantnoj analizi imale alfa gresku <10% testirane su
u miltivarijatnoj Cox-ovoj proporcionalnoj regresionoj analizi u kojoj je koris¢en metod forward
stepwise unosa podataka. Kaplan—Meier-ovom krivom prikazano je prezivljavanje bez indeksnog
dogadaja, a znacajnost razlike prezivljavanja izmedu grupa testirana je Log rank testom. Nivo
znacajnosti za odbacivanje nulte hipoteze definisan je kao p<0,05. Statisticka obrada podataka
vrSena je u programu SPSS, verzija 17 (SPSS, Chicago, Il1).

Za analizu haplotipova tri pojedinacna polimorfizma MDRI1 gena kori§¢en je Arlequin
softver, verzija 3.5.1.3. Svi rezultati su testirani za Hardi-Vajnbergov ekvilibrijum, kalkulatorom
dostupnim na internet mrezi (Michael H. Court (2005-2008)).
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4. REZULTATI

4.1. OSNOVNI PODACI

Ispitivanjem su obuhvac¢ena 152 bolesnika (92 muskarca) sa presadenim bubregom,
prosecne starosti 36,30 £ 12,88 godina. Tri petine bolesnika dobilo je bubreg od Zivog srodnog
davaoca, a 60 od mozdano mrtvog davaoca. TAC, kao KNI, primao je 91 bolesnik (Tabela 2). Svi
bolesnici su uz KNI primali kortikosteroide, 118 bolesnika i preparat mikofenoli¢ne kiseline, a 34

bolesnika su, uz CsA i kortikosteroide, primala azatioprin.

Tabela 2. Demografski podaci ispitivanih bolesnika

Ukupan broj 152

Pol (m/z) 92/60

Godine (srednja vrednost £ SD) 36,30 £ 12,88
Zivi/mozdano mrtav donor (broj) 92/60

KNI (TAC/CsA, broj) 91/61

Etiologija hroni¢ne bubreZzne insuficijencije ispitivanih bolesnika prikazana je na grafikonu 1.
Najces¢i uzrok terminalne bubrezne slabosti bio je glomerulonefritis (34%), zatim slede arterijska
hipertenzija (18%), anomalije urinarnog trakta i hroni¢ni pijelonefritis (17%). Kod 13% bolesnika

osnovno bubrezno oboljenje nije bilo je poznato.
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E1 - hroni¢ni GN
m 2 - arterijska hipertenzija
u 3 - Diabetes mellitus
4 - ananomalije urotrakta i hroni¢ni pijelonefritis
B 5 - policisti¢na bolest
m6 - drugo
B 7 - nepoznato

Grafikon 1. Uzroci hroniéne bubrezne insuficijencije ispitivanih bolesnika
Najvecéi broj ispitivanih bolesnika imao je tri HLA nepodudarnosti sa davaocem (48,03%). Jedan
bolesnik imao je potpunu podudarnost na sva tri lokusa, a kod pet bolesnika transplantacija je

uc¢injena sa samo jednom podudarno$¢u (Tabela 3). Nijedan bolesnik nije imao preko 5 % PRA
(Panel Reactive Antibody).

Tabela 3. Broj HLA nepodudarnosti kod ispitivanih primalaca bubrega

HLA A/B/DR nepodudarnost Broj bolesnika (%)

1 (0,66%)
13 (8,55%)
32 (21,05%)
73 (48,03%)
28 (18,42%)
5 (3,29%)

OB lWIN|F-|O
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4.2. UCESTALOST GENOTIPOVA POJEDINACNIH NUKLEOTIDNIH
POLIMORFIZAMA (C1236T, G2677T/A 1 C3435T) MDR1 GENA 1 NJIHOVIH
HAPLOTIPOVA

Ispitivana su tri pojedinac¢na nukleotidna polimorfizma MDRI1 gena sa najve¢im znacajem
za metabolizam KNI (C1236T, G2677T/A i C3435T), lokalizovana na egzonu 12, 21 1 26. Najveci
broj bolesnika bili su heterozigoti za sva tri polimorfizma (Tabela 4). Samo jedan ispitanik bio je
TT homozigot za C1236T polimorfizam, pa je isklju¢en iz dalje analize. Cetiri bolesnika su za
troalelski polimorfizam na egzonu 21 imali TA genotip i u daljoj analizi su pridruzeni GT

heterozigotima.

Tabela 4. Ucestalost genotipova C1236T, G2677T/A 1 C3435T MDRI1 gena

SNP genotip broj (%)
C1236T CcC 44 (28,95)
CT 107 (70,39)

TT 1 (0,66)

G2677T/A GG 45 (29,61)
GT 79 (51,97)

TT 24 (15,79)

TA 4 (2,63)

C3435T CC 41 (26,97)
CT 77 (50,66)

TT 34 (22,37)

Genotipovi se medusobno nisu znacajno razlikovali u odnosu na pol, starost, ni vrstu

transplantacije, $to je prikazano u tabeli 5.
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Vajnebergovom ekvilibrijumu (p = 0,16 za G2677T/A, p = 0,85 za C3435T), ali ne i za genotipove

Tabela 5. Demografski podaci bolesnika u odnosu na genotipove

SNP godine muski rod Ziva transpl.
C1236T CcC 36,68 + 13 26 (59,09%) 26 (59,09%)
CT 36,10 £13 66 (61,68%) 65 (60,74%)

p 0,803 0,767 0,850
GG 38,07 +14 28 (62,22%) 25 (55,55%)
G2677T/A GT 35,75+13 50 (56,28%) 51 (61,45%)
1T 35,04 £ 11 14 (58,33%) 16 (66,67%)

p 0,587 0,949 0,646
CcC 35,29 +13 26 (63,41%) 27 (65,85%)
C3435T CT 36,08 13 46 (59.74%) 43 (55,84%)
1T 38,03+11 20 (58,82%) 22 (64,70%)

p 0,645 0,903 0,486

Ucestalosti genotipova za polimorfizme G2677T/A i C3435T bile su u Hardi -

C1236T polimorfizma (p < 0,01).

pojedinacnih polimorfizama. Dva haplotipa sa najve¢om ucestalos¢u bili su CGC (45,38%) 1 TTT

(30,01%). Zatim slede CTT (8,42%) 1 CGT (7,12%), dok je preostalih Sest imalo ucestalost manju

U tabeli broj 6 prikazani su haplotipovi dobijeni na osnovu identifikovanih genotipova

od 5%.
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Tabela 6. Ucestalost haplotipova MDR1 gena ispitivanih bolesnika

Haplotip C1236T | G2677T/A | C3435T | ulestalost (%0)
CGC C G C 45,38
TTT T T T 30,01
CTT C T T 8,42
CGT C G T 7,12
TTC T T C 2,75
CTC C T C 1,92
TGT T G T 1,79
TGC T G C 1,30
CAC C A C 0,95
CAT C A T 0,36




Kombinacijom deset haplotipova dobijeno je 17 diplotipova, ali samo cetiri su sa
ucestaloS¢u vecom od 5% (Grafikon 2), i oni su koriS¢eni u daljoj analizi za ispitivanje uticaja
diplotipova na metabolizam KNI. Diplotip CGC/TTT imao je 56 bolesnika, CGC/CGC 29,
CTT/TTT 19, a CGT/TTT 11, sto je ukupno Cinilo 75,66% svih ispitanika.
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Grafikon 2. Ucestalost diplotipova MDR1 gena ispitivanih bolesnika

43. UTICAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA | NJIHOVIH HAPLOTIPOVA NA
FARMAKOKINETIKU KALCINEURINSKIH INHIBITORA

4.3.1. Uticaj polimorfizama MDRL1 gena i njihovih haplotipova na farmakokinetiku TAC

Prvi korak u analizi uticaja polimorfizama MDR1 gena na farmakokinetiku TAC bio je
ispitivanje povezanosti pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama i doze TAC. Ispitivali smo uticaj

polimorfizama na dozu TAC izrazenu u mg/kg na dan, kao i na odnos nivoa i doze TAC (N/D).
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Heterozigoti za polimorfizam C1236T zahtevali su ve¢e doze TAC tokom celog perioda

pracenja da bi dostigli ciljni nivo leka u krvi u odnosu na CC homozigote. Ta razlika u potrebnim

dozama bila je znacajna U Sestom mesecu i drugoj godini nakon transplantacije (Tabela 7).

Tabela 7. Uticaj C1236T polimorfizma MDR1 gena na dozu TAC

Vreme nakon Doza TAC (mg/kg/dan) p

transplantacije CC genotip CT genotip
10. dan 0,20 £ 0,08 0,22 £ 0,08 0,40
20. dan 0,19 £ 0,06 0,22 £ 0,08 0,06
1. mesec 0,17 £ 0,06 0,20 £ 0,07 0,07
3. mesec 0,10 (0,05) 0,12 (0,09) 0,36
6. mesec 0,07 (0,06) 0,10 (0,05) 0,04
12. mesec 0,05 (0,03) 0,07 (0,06) 0,05
24. mesec 0,05 (0,04) 0,06 (0,04) 0,03

U tabeli 8 prikazan je uticaj polimorfizma MDR1 gena na odnos nivoa i doze TAC. Bez obzira na

genotip, ispitivani bolesnici nisu se razlikovali u pogledu odnosa nivoa i doze TAC.
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Tabela 8. Uticaj C1236T polimorfizma MDR1 gena na odnos nivoa i doze TAC

Vreme nakon Odnos nivoa i doze TAC [(ng/ml) / (mg/dan)] p

transplantacije CC genotip CT genotip
10. dan 0,82 (0,41) 0,79 (0,56) 0,50
20. dan 1,02 (0,70) 0,84 (0,38) 0,08
1. mesec 1,02 (0,64) 1,04 (0,54) 0,38
3. mesec 1,29 (0,83) 1,25 (0,84) 0,97
6. mesec 1,42 (1,24) 1,14 (0,81) 0,06
12. mesec 1,65 (1,04) 1,46 (0,88) 0,27
24. mesec 1,48 (0,81) 1,36 (0,95) 0,39

Analiziran je i troalelski polimorfizam MDR1 gena lokalizovan na egzonu 21. Nosioci TT

genotipa zahtevali najvece doze TAC u odnosu na ,,divlje homozigote* i heterozigote tokom celog

perioda pracenja da bi dostigli ciljni nivo leka, $to je prikazano u tabeli 9.

Tabela 9. Uticaj G2677T/A polimorfizma MDR1 gena na dozu TAC

Vreme nakon Doza TAC (mg/kg/dan) p

transplantacije GG genotip GT genotip TT genotip
10. dan 0,2+0,09 0,21+0,08 0,26 £ 0,07 20,04
20. dan 0,19 £ 0,07 0,21 £0,07 0,27 £ 0,07 b0,01
1. mesec 0,17 £ 0,07 0,18 +£ 0,06 0,24 £ 0,07 0,001
3. mesec 0,11 £ 0,05 0,11 £ 0,05 0,17 £ 0,07 40,002
6. mesec 0,08 £ 0,05 0,09 £ 0,05 0,13 £0,07 ¢0,008
12. mesec 0,06 £ 0,03 0,07 £0,03 0,09 £ 0,05 0,012
24. mesec 0,05 £ 0,03 0,06 + 0,03 0,09 + 0,05 9<0,001

Post Hoc analiza:
aGT vs. TT p=0,048

GG vs. TT p=0,001, GT vs.TT p=0,005
GG vs. TT p=0,004, GT vs. TT p=0,003
GG vs. TT p=0,004, GT vs. TT p=0,003
°GG vs. TT p=0,006, GT vs. TT p=0,032
fGG vs. TT p=0,010, GT vs. TT p=0,038
9GG vs. TT p<0,001, GT vs. TT p=0,001
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TT homozigoti imali su i manji skor N/D u odnosu na druga dva genotipa. Znacajnost razlike

dostignuta je desetog (p = 0,004) i dvadesetog dana (p = 0,005), na kraju prvog (p = 0,005) i

Sestog meseca (p = 0,022) nakon transplantacije (Tabela 10).

Tabela 10. Uticaj G2677T/A polimorfizma MDR1 gena na odnos nivoa i doze TAC

Vreme nakon Odnos nivoa i doze TAC [(ng/ml) / (mg/dan)] p

transplantacije GG genotip GT genotip TT genotip
10. dan 0,81 (0,42) 0,88 (0,62) 0,60 (0,33) 20,004
20. dan 1,05 (0,78) 0,9 (0,3) 0,67 (0,26) 0,005
1. mesec 1,04 (0,53) 1,08 (0,56) 0,65 (0,65) 0,005
3. mesec 1,13 (0,92) 1,25 (0,70) 1,32 (1,06) 0,45
6. mesec 1,43 (1,31) 1,30 (0,79) 0,93 (0,90) 40,022
12. mesec 1,65 (1,08) 1,56 (0,92) 1,17 (1,0) 0,06
24. mesec 1,47 (0,87) 1,48 (0,83) 1,13 (1,1) 0,06

Post Hoc analiza:

aGG vs. TT p=0,005, GT vs. TT p=0,002
°GG vs. TT p=0,005, GT vs. TT p=0,002
*GG vs. TT p=0,003, GT vs. TT p=0,003
dGG vs. TT p=0,007, GT vs. TT p=0,039

Ispitivan je i uticaj najviSe istrazivanog polimorfizma MDR1 gena na dozu TAC, C3435T. Iz
tabela 11i 12 vidi se da su i za ovaj SNP ,,varijant homozigoti‘ zahtevali najvece doze leka i imali
najmanji odnos N/D. Znacajna razlika u potrebnim dozama bila je u 12. mesecu nakon
transplantacije (p = 0,042), a u odnosu N/D desetog (p = 0,008), dvadesetog dana (p = 0,043) i u

Sestom mesecu (p = 0,02).

Tabela 11. Povezanost C3435T polimorfizma MDR1 gena i doze TAC

Vreme nakon Doza TAC (mg/kg/dan) p

transplantacije CC genotip CT genotip TT genotip
10. dan 0,21 £ 0,08 0,2+0,09 0,24 £ 0,06 0,14
20. dan 0,21 + 0,07 0,20 £ 0,07 0,24 £ 0,07 0,07
1. mesec 0,19 £ 0,06 0,18 £ 0,06 0,21 £ 0,08 0,12
3. mesec 0,11 (0,06) 0,10 (0,07) 0,13 (0,10) 0,25
6. mesec 0,07 (0,08) 0,08 (0,05) 0,10 (0,07) 0,11
12. mesec 0,05 (0,06) 0,06 (0,04) 0,07 (0,04) 20,04
24. mesec 0,05 (0,04) 0,05 (0,03) 0,07 (0,06) 0,06

Post Hoc analiza: =CT vs. TT p = 0,016
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Tabela 12. Uticaj C3435T polimorfizma MDR1 gena na odnos nivoa i doze TAC

Vreme nakon Odnos nivoa i doze TAC [(ng/ml) / (mg/dan)] p

transplantacije CC genotip CT genotip TT genotip
10. dan 0,81 (0,37) 0,93 (0,55) 0,66 (0,35) 20,01
20. dan 0,91 (0,63) 0,99 (0,46) 0,71 (0,32) »0.04
1. mesec 1,01 (0,57) 1,11 (0,52) 0,84 (0,70) 0,17
3. mesec 1,40 £ 0,62 1,49 £ 0,64 1,16 £ 0,63 0,14
6. mesec 1.43 (1.30) 1.32 (0.89) 1.01 (0.8) <0.02
12. mesec 1.40 (1.16) 1.62 (0.85) 1.33(1.0) 0,21
24. mesec 1.47 (1.03) 1.48 (0.8) 1.23 (1.14) 0,31

Post Hoc analiza:

aCT vs. TT p=0,002

bCCvs. TT p=0,045, CT vs.TT p=0,018
¢CC vs. TT p=0,009, CT vs.TT p=0,024

Kako farmakokinetika TAC ne zavisi samo od polimorfizama MDR1 gena, ispitivali smo
i uticaj telesne tezine i godina bolesnika, hematokrita i vrednosti aminotransferaza kao pokazatelja
funkcije jetre, na dozu TAC. Varijable koje su u univarijantnoj analizi pokazale znacajnu
korelaciju testirane su u multiregresionom modelu. G2677T/A polimorfizam izdvojio se kao
nezavisan prediktor doze TAC od dvadesetog dana nakon transplantacije pa do kraja perioda
pracenja, dok je telesna tezina bolesnika bila nezavisan prediktor doze TAC tokom prvih mesec
dana od transplantacije. PoSto su u pitanju viSestruka poredenja, alfa greSka je korigovana po
Bonferoniju, i nakon korekcije, G2677T/A polimorfizam jedini je nezavisan prediktor doziranja

TAC, §to je prikazano u tabeli 13.
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Tabela 13. Faktori koji uti¢u na doziranje TAC

Vreme nakon varijabla B p 95%ClI
transplantacije
10. dan telesna tezina 0.113 0.008 0.030-0.195
20. dan G2677T/A 2.614 <0.001 1.289-3.940
telesna tezina 0.092 0.008 0.025-0.159
1. mesec G2677T/IA 2.313 <.0001 1.066-3.560
telesna tezina 0.071 0.035 0.005-0.137
3. mesec G2677T/IA 1.847 0.001 0.753-2.940
AST -0.097 0.036 -0.188- -0.006
6. mesec G2677T/A 1.906 <0.001 0.894-2.919
12. mesec G2677T/A 1.430 0.001 0.635-2.225
hematokrit -13.020 0.013 -23.191- -2.848
24. mesec G2677T/A 1.183 0.001 0.494-1.871

Nivo znacajnosti definisan je kao p = 0.007 (a - greska korigovana je po Bonferoniju)

Uticaj haplotipova na doziranje TAC prikazan je na grafikonu 3. Analiza je pokazala da su
bolesnici koji su bili TT homozigoti na poziciji G2677T/A i C3435T zahtevali vece doze leka u
odnosu na ostale, i to u ranom posttransplantacionom periodu (20. dana CGC/TTT vs. CTT/TTT
p=0,02, CGC/CGCvs.CTT/TTT p=0,02; 30. dana CGC/TTT vs. CTT/TTT p=0,04, CGC/CGC
vs. CTT/TTT p =0,04).

0.3 p=0,02
0.25
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10. dan 20. dan 1.mesec 3.mesec 6.mesec 12. mesec 24.mesec

ECGC/TTT mCGC/CGC mCTT/TTT CGT/TTT

Grafikon 3. Uticaj diplotipova na dozu TAC
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Razlika u potrebnim dozama za postizanje ciljnog nivoa potvrdena je i razlikom N/D
odnosa (Grafikon 4). Bolesnici sa CTT/TTT genotipom imali su manji N/D odnos tokom celog
perioda posmatranja, osim u tre¢em mesecu u odnosu na ostale diplotipove. Razlika u odnosu N/D
dostigla je statisticku znacajnost 10. dana (CGC/TTT vs. CTT/TTT p = 0,02, CGC/CGC vs.
CTT/TTT p=0,02) i 20. dana (CGC/TTT vs. CTT/TTT p = 0.01, CGC/CGC vs. CTT/TTT p =

0,04).

10. dan 20. dan 1.mesec 3.mesec 6.mesec 12.mesec 24. mesec

p=0,02 p=0,04
p=0,02 p=0,01

e o <9 I
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<
o N

ECGC/TTT ®CGC/CGC mCTT/TTT CGT/TTT

Grafikon 4. Uticaj diplotipova na N/D odnos TAC

4.3.2. Uticaj polimorfizama MDRL1 gena i njihovih haplotipova na farmakokinetiku CsA

Ispitivanje uticaja polimorfizama MDR1 gena na farmakokinetiku CsA podrazumevalo je
najpre ispitivanje uticaja pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama, a zatim i njihovih haplotipova

na dozu CsA i odnos N/D.

U tabeli 14 prikazani su rezultati analize uticaja genotipova C1236T polimorfizma na dozu CsA.
Nije bilo razlike u potrebnim dozama CC homozigota u odnosu na heterozigote u cilju dostizanja
ciljnog nivoa leka u krvi.
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Tabela 14. Uticaj C1236T polimorfizma MDR1 gena na dozu CsA

Vreme nakon Doza CsA (mg/kg/dan) p

transplantacije CC genotip CT genotip
10. dan 6,83 (3,0) 6,00 (2,69) 0,26
20. dan 5,79 (3,4) 5,41 (1,92) 0,40
1. mesec 5,28 (2,92) 5,00 (2,06) 0,39
3. mesec 4,97 +1,79 4,22 +1,47 0,13
6. mesec 3,80 (1,95) 3,85(1,9) 0,47
12. mesec 3,79+1,37 3,44 + 1,47 0,46
24. mesec 3,16 £1,19 2,70+1,1 0,27

Kao ni u sluc¢aju uticaja genotipova na dozu CsA, razlika nije pokazna ni u N/D odnosu CsA dva

genotipa C1236T polimorfizma (Tabela 15).

Tabela 15. Uticaj C1236T polimorfizma MDR1 gena na odnos nivoa i doze CsA

Vreme nakon Odnos nivoa i doze CsA [(ng/ml) / (mg/dan)] p

transplantacije CC genotip CT genotip
10. dan 51,67 (37,68) 55,30 (45,80) 0,74
20. dan 80,58 (38,77) 64,00 (46,42) 0,38
1. mesec 70,14 + 37,68 67,10 + 29,98 0,76
3. mesec 56,70 (23,57) 63,31 (33,38) 0,29
6. mesec 60,04 (20,63) 55,47 (50,44) 0,64
12. mesec 57,4 (34,13) 52,50 (45,59) 0,50
24. mesec 60,00 (27,64) 50,00 (27,66) 0,08

TT homozigoti za polimorfizam G2677T/A u najve¢em delu pracenja zahtevali su najvece doze

CsA da bi dostigli ciljni nivo leka, ali razlika nije bila statisti¢ki znacajna (Tabela 16), i nije

potvrdena nizim odnosom N/D (Tabela 17).
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Tabela 16. Uticaj G2677T/A polimorfizma MDR1 gena na dozu CsA

Vreme nakon Doza CsA (mg/kg/dan) p

transplantacije GG genotip GT genotip TT genotip
10. dan 6,52 (3,13) 5,99 (2,26) 6,32 (4,92) 0,52
20. dan 5,48 (3,30) 5,46 (1,65) 6,09 (2,70) 0,93
1. mesec 5,28 (2,78) 4,65 (1,85) 5,26 (2,45) 0,63
3. mesec 480+1,70 4,10+1,40 470+1,90 0,32
6. mesec 3,80 (1,51) 3,58 (1,64) 4,63 (3,21) 0,53
12. mesec 3,25 (1,75) 2,97 (1,64) 4,67 (4,07) 0,49
24. mesec 2,90+1,30 2,80+£1,00 3,10+ 1,20 0,79

Tabela 17. Uticaj G2677T/A polimorfizma MDR1 gena na odnos nivoa i doze CsA

Vreme nakon Odnos nivoa i doze CsA [(ng/ml) / (mg/dan)] p

transplantacije GG genotip GT genotip TT genotip
10. dan 56,30 + 33,70 58,40 £+ 27,00 81,80 + 50,20 0,18
20. dan 67,34 (56,9) 64,14 (41,97) 84,21 (108,80) 0,91
1. mesec 65,60 = 27,30 67,5 £ 30,30 75,00 £ 46,80 0,89
3. mesec 57,30 (34,30) 62,30 (31,81) 65,80 (58,14) 0,35
6. mesec 59,30 (40,90) 56,50 (35,20) 46,40 (61,10) 0,88
12. mesec 48,10 (43,20) 55,80(39,90) 57,40 (60,85) 0,99
24. mesec 60,60 (36,20) 50,00 (25,20) 62,50 (53,70) 0,21

Sliéno genotipovima prethodnih polimorfizama, ni genotipovi C3435T polimorfizma nisu se

znacajno razlikovali u doznim zahtevima CsA, kao ni u odnosu N/D, $§to je prikazano u tabelama

181 19.

Tabela 18. Uticaj C3435T polimorfizma MDRL1 gena i doze CsA

Vreme nakon Doza CsA (mg/kg/dan) p

transplantacije CC genotip CT genotip TT genotip
10. dan 6,83 (3,16) 5,93 (2,26) 6,25 (3,15) 0,53
20. dan 5,79 (3,03) 5,09 (1,93) 6,00 (1,29) 0,55
1. mesec 4,82 (2,86) 4,60 (2,23) 5,26 (1,27) 0,65
3. mesec 4,50 £1,90 4,20 £ 1,50 4,70 £ 1,40 0,67
6. mesec 3,90+1,70 3,70 +1,30 4,50 + 1,00 0,34
12. mesec 3,13 (2,37) 2,97 (1,56) 4,12 (2,05) 0,18
24. mesec 3,00+ 1,20 2,70+ 1,00 3,30+ 1,20 0,26
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Tabela 19. Uticaj C3435T polimorfizma MDRL1 gena na odnos nivoa i doze CsA

Vreme nakon

Odnos nivoa i doze CsA [(ng/ml) / (mg/dan)] p
transplantacije CC genotip CT genotip TT genotip
10. dan 53,15 (49,83) 54,30 (30,97) 77,11 (86,87) 0,74
20. dan 75,24 (40,46) 61,25 (40,46) 74,28 (55,85) 0,75
1. mesec 71,70 £ 35,10 65,10 £+ 18,90 70,60 + 39,60 0,76
3. mesec 61,88 (25,70) 60,67 (36,50) 65,80 (30,70) 0,81
6. mesec 59,30 (45,30) 56,50 (29,10) 50,40 (58,20) 0,99
12. mesec 50,42 (30,74) 55,60 (37,00) 36,70 (77,80) 0,74
24. mesec 53,80 (30,60) 50,55 (25,65) 54,29 (44,27) 0,45

Analizom diplotipova i doze CsA, uocava se da tendenciju ka najmanjoj dozi leka za
dostizanje ciljnog nivoa imaju bolesnici koji su bili heterozigoti za sva tri pojedinacna
polimorfizma, odnosno nosioci CGC/TTT diplotipa, $to je u saglasnosti sa doznim zahtevima

pojedinacnih polimorfizama (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Uticaj diplotipova na dozu CsA
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Uticaj diplotipova na odnos N/D prikazan je na grafikonu 6. Manje doze CsA potrebne za
dostizanje ciljnog nivoa leka u krvi kod nosioca CGC/TTT diplotipa nisu potvrdene visim
odnosom N/D.
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Grafikon 6. Uticaj diplotipva na N/D odnos CsA

44. UTICAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA | NJIHOVIH HAPLOTIPOVA NA
UCESTALOST AKUTNOG ODBACIVANJA

Od 152 analizirana bolesnika njih 50 je imalo AO. Jedan bolesnik je imao dve, jedan tri, a
ostali po jednu epizodu AO. Kod 10 bolesnika AO potvrdeno je biopsijom alografta. Patohistoloski
nalazi bioptiranog alografta ukazali su na akutno celularno odbacivanje u osam slucajeva, jednom

na humoralno, a jednom na kombinovano celularno i humoralno odbacivanje.

U grupi bolesnika koji su primali TAC, 35 njih imalo je AO. Bez obzira na genotipove SNPs
MDRI1 gena, ucestalost AO je bila sli¢na (Tabela 20).

36



Tabela 20. Uticaj SNPs MDRI1 gena na ucestalost AO bolesnika koji

su primali TAC
SNP genotip AO (%) p

C1236T CcC 15 (46,9%) p=0,258

CT 20 (34,5%)

G2677T/A GG 12 (38,7%)
GT 16 (37,2%) p =0,960

TT 7 (41,2%)

C3435T CcC 11 (44,0%)
CT 13 (31,7%) p=0,487

TT 11 (44,0%)

Medu bolesnicima koji su imali genotip CGC/TTT zabelezeno je devet epizoda AO
(31,0%), CGC/CGC bolesnici su imali 10 (47,6%), CTT/TTT sedam (46,7%), a CGT/TTT Ccetiri
(50%) AO. Bez obzira na genotipove, ucestalost AO se nije statistiCki znacajno razlikovala
(Grafikon 7).
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Grafikon 7. Uticaj diplotipova na ucestlost AO kod bolesnika koji
su primali TAC

Ni medu bolesnicima koji su primali CsA nije bilo znacajne razlike u ucestalosti AO u odnosu na

genotipove pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama. Najvise AO bilo je kod TT
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homozigota za SNPs G2677T/A (28,57%) 1 C3435T (44,44%), dok su za C1236T polimorfizam

heterozigoti imali vise AO u odnosu na ,,divlje homozigote* (Tabela 21).

Tabela 21. Uticaj SNPs MDR1 gena na ucestalost AO bolesnika koji
su primali CsA

SNP genotip AO (%) p

C1236T cC 2 (16,67%)
CT 13 (26,53%) p=0712

G2677T/A GG 2 (14,29%)
GT 11 (27,50%) p=0.659

TT 2 (28,57%)

C3435T cC 4 (25,00%)
CT 7 (19,44%) p =0.309

TT 4 (44,44%)

Posmatrano na nivou diplotipa, sedam epizoda AO zabeleZeno je kod CGC/TTT bolesnika
(25,93%), po dve epizode kod CGC/CGC i CTT/TTT (25% i 50%), a samo jedna kod bolesnika
CGT/TTT genotipom (33,33%), kao §to je prikazano na grafikonu 8.
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Grafikon 8. Uticaj diplotipova na uéestlost AO kod bolesnika koji su primali CsA
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45. UTICAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA | NJIHOVIH HAPLOTIPOVA NA
UCESTALOST ODLOZENE FUNKCIJE ALOGRAFTA

Od okupnog broja ispitivanih bolesnika, OFA imalo je njih 38 (25%). U grupi bolesnika
koji su primali TAC, OFA je zabeleZena kod 26 bolesnika. Najvise OFA zabelezeno je kod divljih
homozigota za sva tri polimorfizma, a razlika u ucestalosti dostize znacajnost za troalelski

polimorfizam G2677T/A (GG vs. GT p= 0,04, GG vs. TT p = 0,026), §to je prikazano u tabeli 22.

Tabela 22. Uticaj SNPs MDR1 gena na ucestalost OFA bolesnika koji

su primali TAC
SNP genotip OFA (%) p

C1236T CC 13 (40,62%) p=0,153

CT 13 (22,41%)

G2677T/A GG 14 (45,16%)
GT 10 (23,25%) p =0,028

TT 2 (11,76%)

C3435T CC 9 (36,00%)
CT 14 (34,15%) p=0,097

TT 3 (12,00%)

Po osam bolesnika sa CGC/TTT (27,59%) i CGC/CGC (38,09%) genotipom imalo je
OFA, dva sa CTT/TTT (13,33%), i samo jedan bolesnik sa CGT/TTT genotipom (12,50%).
Ucestalost OFA nije se razlikovala u odnosu na diplotipove MDR1 gena (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Uticaj diplotipova na ucestlost OFA kod bolesnika
koji su primali TAC

Analiza uticaja pojedinacnih polimorfizama na OFA kod bolesnika koji su primali CsA
prikazana je u tabeli 23. Nijedan bolesnik sa genotipom CC i TT nije imao OFA, dok su bolesnici

sa CT genotipom imali znacajno vise OFA u odnosu na ,,varijant homozigote* za polimorfizam na
egzonu 26.

Tabela 23. Uticaj SNPs MDR1 gena na ucestalost OFA bolesnika koji
su primali CsA

SNP genotip OFA (%) p
C1236T cC 0 p=0,100
CT 12 (24,49%)
G2677T/IA GG 2 (14,29%)
GT 10 (25%) p=0,305
TT 0
C3435T CcC 0
CT 11 (30,55%) p=10,03
TT 1(11,11%)

OFA nisu imali bolesnici sa genotipovima CGC/TTT i CGC/CGC, a ova komplikacija javila se
sa jednakom ucestaloS¢u kod nosioca CTT/TTT 1 CGT/TTT genotipa (33,33%) koji su primali
CsA (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Uticaj diplotipova na ucestlost OFA kod bolesnika
koji su primali CsA

4.6. UTICAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA | NJIHOVIH HAPLOTIPOVA NA
FUNKCIJU ALOGRAFTA

Funkcija alografta procenjivana je na osnovu vrednosti kreatinina u serumu, klirensa

kreatinina i 24-Casovne proteinurije.

U grupi bolesnika koji su primali TAC, ,,divlji homozigoti“ imali su najnize prosecne vrednosti
serumskog kreatinina tokom prve dve godine nakon transplantacije, i to za sva tri polimorfizma.
Za polimorfizam G2677T/A, TT homozigoti su imali viSe kreatinine u odnosu na heterozigote,
dok su za polimorfizam C3435T heterozigoti imali najlosiju funkciju procenjenu vredno$éu

kreatnina u serumu, ali bez statisticki znacajne razlike (Tabela 24).
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Tabela 24. Uticaj SNPs MDR1 gena na serumski kreatinin bolesnika koji su primali TAC

MDR1 genotip Serumski kreatinin (umol/l)
SNPs 1. mesec 3. mesec 6. mesec 12. mesec  24. mesec
C1236T cC 1495 (93) | 139(72) | 1435(60) | 127,5(58) | 130,5 (48)
CT 157 (66) | 152(66) | 144,5(52) | 141,5 (50) 140 (61)
p 0,533 0,316 0,866 0,273 0,284
G2677T/A GG 151 (117) | 141(65) | 139(56) | 126 (52) 126 (46)
GT 152 (63) | 144 (69) | 146(52) | 140 (45) 135 (54)
TT 164 (75) | 160 (55) | 145(59) | 148 (87) 152 (75)
p 0,968 0,621 0,934 0,499 0,084
C3435T cC 148 (59) | 141(61) | 146 (46) | 129 (53) 131 (38)
CT 157 (89) | 153(81) | 154 (60) | 151 (61) 135 (70)
TT 149 (93) | 146 (60) | 136(53) | 125 (50) 143 (63)
p 0,589 0,644 0,533 0,507 0,571

Funkcija presadenog bubrega nije se znacajno razlikovala medu genotipovima ni kada je merena

klirensom kreatinina. Tendenciju ka boljem klirensu pokazivali su bolesnici koji su bili ,,divlji

homozigoti*, ali samo u pojedinim periodima u toku prve dve godine nakon transplantacije (Tabela

25).

Tabela 25. Uticaj SNPs MDR1 gena na klirens kreatinina bolesnika koji su primali TAC

MDR1 genotip Klirens kreatinina (ml/min)

SNPs 1. mesec 3. mesec 6. mesec 12. mesec  24. mesec
C1236T CcC 52+20,10 | 53+1580 | 61+20,4 63 £ 23,5 55+18,0
CT 52+2160 | 53+20,70 | 57+21,3 62 + 27,2 58 + 27,7

p 0,874 0,913 0,394 0,9 0,559
G2677T/A GG 53+21,5 53+16,0 62+ 21,6 64 + 26,1 60 + 22,4
GT 51 +18,7 55+21,6 58 + 20,1 63 + 28,3 58 + 23,8
TT 53+ 25,9 47 + 15,8 57 +24,6 59+21,9 55+ 34,9

p 0,878 0,313 0,594 0,848 0,805
C3435T CC 57 +18,6 56 + 18,3 61 +204 64 + 26,9 57 +£22,7
CT 48 £ 21,0 51+19,9 57+21,6 63 + 28,8 58 +22,5
TT 54 + 22,6 62 +17,9 60 + 22,6 61+ 21,8 58 +32,9

p 0,216 0,513 0,772 0,949 0,984

CC homozigoti za C1236T polimorfizam imali su manje vrednosti proteinurije u odnosu na

heterozigote tokom celog perioda pracenja. Ta razlika je bila najizrazenija godinu dana nakon
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transplantacije. ,,Divlji homozigoti su i za polimorfizam G2677T/A imali najmanju proteinuriju
u odnosu na heterozigote i TT homozigote, osim u prvom mesecu nakon transplantacije, a za
C3435T tokom celog perioda pra¢enja. Bez obzira na genotip SNPs MDRI1 gena, razlike u

proteinuriji nisu bile statisticki znacajne (Tabela 26).

Tabela 26. Uticaj SNPs MDR1 gena na proteinuriju bolesnika koji su primali TAC

MDR1 genotip proteinurija (g/24 h)

SNPs 1. mesec 3. mesec 6. mesec 12. mesec  24. mesec
C1236T cC 0,46 (0,41) | 0,24 (0,44) | 0,22 (0,24) | 0,18 (0,19) | 0,17 (0,27)
CT 0,48 (0,56) | 0,33 (0,52) | 0,27 (0,26) | 0,25 (0,38) | 0,18 (0,41)

p 0,676 0,225 0,152 0,074 0,953
G2677TIA GG 0,50 (0,44) | 0,26 (0,48) | 0,28 (0,23) | 0,18 (0,17) | 0,17 (0,25)
GT 0,45 (0,46) | 0,28 (0,52) | 0,24 (0,34) | 0,21 (0,41) | 0,18 (0,41)
TT 0,47 (0,49) | 0,32 (0,37) | 0,27 (0,22) | 0,29 (0,22) | 0,31 (0,77)

p 0,903 0,827 0,871 0,166 0,635
C3435T CC 0,40 (0,38) | 0,22 (0,34) | 0,21 (0,21) | 0,17 (0,16) | 0,15 (0,15)
CT 0,46 (0,70) | 0,37 (0,72) | 0,25 (0,38) | 0,20 (0,52) | 0,20 (0,36)
TT 0,50 (0,39) | 0,32 (0,32) | 0,27 (0,18) | 0,29 (0,20) | 0,20 (0,48)

p 0,686 0,565 0,272 0,118 0,336

Najvece koncentracije kreatinina u serumu tokom celog perioda pracenja imali su nosioci

CTT/TTT genotipa, dok su CGT/TTT primaoci imali najbolju funkciju mereno vrednosc¢u

kreatinina u serumu, ali razlika nije bila statisticki znacajna (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Uticaj diplotipova na koncentraciju kreatinina u serumu bolesnika koji su primali
TAC.

Nosioci CTT/TTT genotipa su imali najlosiju a nosioci CGT/TTT genotipa najbilju funkciju i kada
je izraZena klirensom kreatinina. MeZutim, bez obzira na genotip, razlika u funkciji ponovi nije

dostigla statisti¢ku znac¢ajnost (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Uticaj diplotipova na klirens kreatinina bolesnika koji su primali TAC
Analiza 24-casovne proteinurije pokazala je da su bolesnici sa CGC/CGC diplotipom imali

najmanju proteinuriju u prve dve godine nakon transplantacije (Grafikon 13). Medutim, zna¢ajnost

razlike u funkciji medu diplotipovima nije pokazana.
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Grafikon 13. Uticaj diplotipova na proteinuriju bolesnika koji su primali TAC

Analiza funkcije presadenog bubrega pokazala je vece razlike medu genotipovima u grupi
bolesnika koji su primali CsA. Najnize vrednosti serumskog Kkreatinina su imali ,,divlji
homozigoti za sva tri genotipa. Za polimorfizam C1236T CC homozigoti imali su zna¢ajno nizi
kreatinin u odnosu na heterozigote u prvom (p = 0,007), tre¢em (p = 0,013), i 24. mesecu (p =
0,014) nakon transplantacije. Najvise koncentracije kreatinina za polimorfizme G2677T/A i
C3435T imali su ,,varijant homozigoti“. Razlika u vrednostima koncentracije kreatinina u serumu
za polimorfizam G2677T/A bila je statisticki znaCajna za gotovo ceo period pracenja, a za
polimorfizam C3435T nakon godinu dana od transplantacije (Tabela 27).
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Tabela 27. Uticaj SNPs MDR1 gena na serumski kreatinin bolesnika koji su primali CsA

MDR1 genotip Serumski kreatinin (umol/l)
SNPs 1. mesec 3. mesec 6. mesec 12. mesec 24. mesec
C1236T CcC 103 (29,5) | 106(30,5) |109(36,3) | 103,5(34,7) | 101,5(21,7)
CT 133(51,5) | 128 (44,5) | 122 (36) 124 (35,5) | 118(39,5)
p 0,007 0,013 0,091 0,062 0,014
G2677T/A GG 105,5(21,8) | 109 (42,5) |114,5+27 |113,5(42) |106,8+23,4
GT 130 (44,8) | 121,5(44) |124,5+29 |119(31) 128 + 31,2
TT 160 (63) 164 (86) 154,1 + 70,7 | 158 (56) 154,1 + 68,6
p 20,019 0,041 0,056 0,03 40,018
C3435T cC 109,5 (39,3) | 113,5(43,3) | 115,6+22,5 | 114+22,0 | 110,9 (24,3)
CT 123,5 (43,5) | 121,5 (44) |127+28,3 |122,2+26,8 | 116 (36,5)
TT 149 (76,5) | 138 (99) 137,9+71 |149+53,6 | 155(76,5)
p 0,156 0,271 0,328 €0,031 0,124

Post Hoc analiza:
aGG vs. GT p=0,013, GG vs. TT p=0,025
GG vs. TT p=0,031
°GT vs. TT p=0,012
dGG vs. TT p=0,015, GT vs. TT p=0,018
¢CC vs. TT p=0,027

Bolja funkcija ,,divljih homozigota“ potvrdena je i viSim vrednostima klirensa kreatinina. Razlika

u klirensu medu genotipovima bila je najizraZenija nakon godinu dana od transplantacije za

C1236T (p=0,046) i C3435T (p = 0,047) polimorfizam, $to je prikazano u tabeli 28.
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Tabela 28. Uticaj SNPs MDR1 gena na Klirens kreatinina bolesnika koji su primali CsA

MDR1 genotip Klirens kreatinina (ml/min)
SNPs 1. mesec 3. mesec 6. mesec 12. mesec  24. mesec
C1236T CcC 59,7 +18,1 | 63,3(16,7) | 70,3+14,3 | 71,4+24,2 | 66,9+ 20,7
CT 54,7 +21,2 | 60,0(30,1) | 63,3+25,3 |59,4+16,6 | 61,0+ 18,8
p 0,452 0,457 0,364 0,046 0,352
G2677T/A GG 63,0+ 16 67,8(12,9) |72,1+11,7 | 70,5+17,9 | 72,6 £ 19,2
GT 53,3+22 59,4 (29,8) | 63,6+26,4 | 59,8+18,5 |59+17,6
TT 54,5+18,7 | 47,2(71,8) | 26,4+23,2 | 55,9+18,8 | 59 + 23,2
p 0,311 0,099 0,320 0,124 0,066
C3435T CcC 60,8 + 16 65,3 (17,8) [ 70,4+12,4 | 69,7+195 | 695+17,2
CT 54,2 +228 |61,9(28,5) |62,1+236 |61,0+18,8 | 61,6+194
TT 52,2+18,3 | 54,2(24,9) | 65+37,1 50,8+11,6 | 51,6+17,8
p 0,493 0,178 0,512 30,047 0,077

Post Hoc analiza:
CCvs. TT p=0,039

U tabeli 29 prikazane su vrednosti 24-¢asovne proteinurije u grupi bolesnika koji su primali CsA.
,,Divlji homozogoti za polimorfizam C1236T imali su niZe vrednosti 24-Casovne proteinurije u
odnosu na heterozigote u prvom mesecu nakon transplantacijeu (p = 0,034). U drugim periodima

pracenja i medu drugim genotipovima, kvantitativna proteinurija se nije razlikovala.

48



Tabela 29. Uticaj SNPs MDR1 gena na kvantitativnu proteinuriju bolesnika koji su primali CsA

MDR1 genotip proteinurija (g/24 h)
SNPs 1. mesec 3. mesec 6. mesec 12. mesec  24. mesec
C1236T cC 0,17 (0,20) | 0,19 (0,22) | 0,23 (0,19) | 0,13 (0,08) | 0,22 (0,29)
CT 0,35 (0,68) | 0,28 (0,45) | 0,23 (0,32) | 0,19 (0,24) | 0,18 (0,22)
p 0.034 0.151 0.995 0.059 0.592
G2677TIA GG 0,23 (0,26) | 0,20 (0,26) | 0,22 (0,25) | 0,13 (0,07) | 0,15 (0,18)
GT 0,29 (0,64) | 0,25 (0,47) | 0,22 (0,29) | 0,18 (0,25) | 0,19 (0,33)
TT 0,8(0,89) |0,34(0,42) | 0,24 (0,47) | 0,3(0,25) | 0,22 (0,12)
p 0,076 0,666 0,974 0,065 0,733
C3435T cC 0,25 (0,48) | 0,27 (0,36) | 0,20 (0,21) | 0,17 (0,11) | 0,21 (0,15)
CT 0,35 (0,75) | 0,23 (0,33) | 0,23 (0,33) | 0,16 (0,25) | 0,17 (0,36)
TT 0,28 (0,70) | 0,28 (0,36) | 0,24 (0,25) | 0,35 (0,51) | 0,22 (0,50)
p 0,510 0,935 0,976 0,275 0,838

Analiziran je i uticaj diplotipova polimorfizama MDR1 gena na funkciju presadenog bubrega

bolesnika koji su dobijali CsA. Bolesnici sa CGC/CGC genotipom imali su najnize vrednosti

serumskog kreatinina tokom prve dve godine nakon transplantacije, osim u Sestom mesecu (prvi
mesec CGC/CGC vs. CGC/TTT p = 0,01; godina dana CGC/TTT vs. CTT/TTT p = 0,04,
CGC/CGCvs.CTT/TTT p =0,02; dve godine CGC/CGC vs. CTT/TTT p = 0,03), sto je prikazano

na grafikonu 14.
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Grafikon 14. Uticaj diplotipova na koncentraciju kreatinina u serumu bolesnika koji su primali
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Funkcija presadenog bubrega izrazena klirensom kreatinina nije se razlikovala medu razlicitim

diplotipova tokom prve dve godine nakon transplantacije, kao sto je prikazano na grafikonu 15.
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Grafikon 15. Uticaj diplotipova na klirens kreatinina bolesnika koji su primali CsA

Kvantitativne proteinurije bolesnika nisu se statisticki znacajno razlikovale bez obzira na diplotip

MDR1 gena. Uticaj diplotipova na kvantitativnu proteinuriju prikazan je na grafikonu 16.
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Grafikon 16. Uticaj diplotipova na proteinuriju bolesnika koji su primali CsA

4.7. UTICAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA | NJIHOVIH HAPLOTIPOVA NA
BIOHEMIJSKE PARAMETRE U KRVI

Imajuéu u vidu mnogoborojne nezeljene efekte KNI, ispitivali smo i uticaj polimorfizama
MDRI1 gena na koncentraciju glukoze, kalijuma, mokraéne kiseline, holesterola, triglicerida,
aspartat- i alaninaminotransferaze u serumu, kao laboratorijskih pokazatelja nekih od nezeljenih
efekata ovih lekova.

Nije bilo znacajne razlike u koncentraciji glukoze u serumu medu bolesnicima sa razli¢itim
genotipovima MDR1 gena (p > 0,05). Nosioci CGT/TTT diplotipa, koji su primali TAC, na kraju
prvog meseca nakon transplantacije imali su veée vrednosti glukoze u odnosu na druga tri diplotipa
(CGT/TTT vs. CGC/TTT p=0,02; CGT/TTT vs. CGC/CGC p =0.02; CGT/TTT vs. CTT/TTT p
= 0.03). Posttransplantacioni dijabetes melitus razvio se kod 14 bolesnika, sedam koji su primali
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TAC i sedam CsA, ali bez znacajne razlike u odnosu na genotipove pojedinac¢nih polimorfizama,
kao i diplotipove MDR1 gena (p > 0,05).

Bolesnici sa razli¢itim genotipovima i diplotipovima nisu se medusobno razlikovali ni po
vrednostima kalijuma, mokraéne kiseline, holesterola ni aminotransferaza (p > 0,05).

Razlika medu genotipovima postojala je u odnosu na vrednosti triglicerida. Bolesnici koji
su primali TAC i bili CC homozigoti za polimorfizam C1236T imali su viSe vrednosti triglicerida
u odnosu na heterozigote. TT homozigoti za polimorfizam G2677T/A imaju vise trigliceride u
odnosu na druga dva genotipa, osim u prvom mesecu. Ta razlika bila je najizraZenija Sest meseci
nakon transplantacije (GG vs. GT p = 0,04) Varijant homozigoti su i za polimorfizam C3435T

imali najviSe vrednosti triglicerida, izuzev prvog meseca i druge godine posle transplantacije

(Tabela 30).

Tabela 30. Uticaj SNPs MDR1 gena na vrednosti triglicerida bolesnika koji su primali TAC

MDR1 genotip trigliceridi (mmol/Il)
SNPs 1. mesec 3.mesec  6.mesec  12.mesec  24. mesec
C1236T cC 1,82 (0,94) | 1,99 (0,93) |1,82(0,95) | 1,6(1,19) | 1,86 (1,14)
CT 1,7(0,98) |1,94(1,14) | 1,8(1,21) |1,8(1,19) |1,7(1,09)
p 0,666 0,990 0,917 0,162 0,970
G2677TIA GG 1,85(0,84) |2,15(0,93) | 1,9(0,87) | 1,6(1,02) | 1,71(1,10)
GT 1,8(0,99) |1,82(1,38) | 1,6(0,85) |1,72(1,23) | 1,7 (1,03)
TT 1,35(1,26) | 2,4(1,16) |2,18(1,18) | 1,85(1,5) | 1,95 (1,25)
p 0,582 0,599 20,05 0,398 0,895
C3435T cC 1,76 (0,67) | 2,15(0,98) | 1,83 (1,06) | 1,6 (0,86) | 1,86 (0,86)
CT 1,81(1,01) | 1,9(1,11) |1,6(0,88) |1,7(1,22) |1,6(1,12)
TT 1,5(1,86) |2,19(1,16) |2,14(0,93) | 1,9(1,19) |1,7(1,18)
p 0,998 0,568 0,140 0,251 0,973

Post Hoc analiza:

aGG vs. GT p=0,04
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Znacajnije razlike u vrednostima triglicerida kod nosica razli¢itih genotipova SNPs MDR 1
gena postojale kod bolesnika koji su primali CsA. CC homozigoti za C1236T ponovo su imalu
nize trigliceride od heterozigota, dok su ,,varijant homozigoti” 1 za G2677T/A i za C3435T

polimorfizam imali najviSe vrednosti triglicerida (Tabela 31).

Tabela 31. Uticaj SNPs MDR1 gena na vrednosti triglicerida bolesnika koji su primali CsA

MDR1 genotip trigliceridi (mmol/l)
SNPs 1. mesec 3. mesec 6. mesec 12. mesec  24. mesec
C1236T cC 139(1,3) |15(09) |137(17) |14(09 |1,6(0,6)
CT 2,05(1,4) |207(15) |197(15) |21(14) |22(12)
p 0,034 0,028 0,081 0,043 0,177

G2677T/IA GG 207(15 [193+09 |199(14) |186%052 |1,75+0,52

GT 1,8 (0,9 211+102 | 1,88(15) |22+129 |215+124

TT 25714 |365+2,04|305(19) |234+0,55|208+1,10

D 0.181 20,01 0.113 0,588 0,41
C3435T CC 2,07() 226+1,11 | 1,95 (1,6) |1,94(0,9) | 1,78 (0,6)
CT 1,73 () 2,04+0,93 | 1,87 (1,4) | 1,83(L5) | 2,09 (12)
TT 3,02 () 2,98+2,09 | 3,37 (21) |235(L3) |2,08 (1)

D b0,048 0,140 0,086 0,236 0,235

Post Hoc analiza:
aGG vs. TT p=0,01; GT vs. TT p=0,01
bCCvs. TT p=0,03; CT vs. TT p=0,02

4.8. UTICAJ POLIMORFIZAMA MDR1 GENA | NJIHOVIH HAPLOTIPOVA NA
NASTANAK INSUFICIJENCIJE ALOGRAFTA

Uspostavljanje normalne funkcije i poboljsanje dugoro¢nog prezivljavanja alografta su
najvazniji ciljevi savremene transplantacione medicine. Zbog toga smo ispitali uticaj polimorfizma

MDRI1 gena i njihovih haplotipova na nastanak insuficijencije presadenog bubrega.

Na osnovu definicije normalne funkcije alografta, bolesnici koji su imali vrednost serumskog

kreatinina > 177 pmol/l, oznaceni su kao bolesnici za insuficijentnom funkcijom alografta.
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U grupi bolesnika koji su primali TAC medijana pracenja je bila 72 meseca (interkvantilni opseg
36 meseci). Devet bolesnika nikada nije uspostavilo normalnu funkciju alografta nakon
transplantacije, a kod 20 bolesnika tokom pracenja nastala je insuficijencija alografta. Kako bi
identifikovali potencijalne faktore rizika za nastanak insuficijencije alografta, ispitivan je uticaj
pojedina¢nih polimorfizama MDRI1 gena i drugih faktora rizika za nastanak insuficijencije
alografta. Cox-ova univarijantna proporcionalna regresiona analiza nije pokazala pojedina¢ne
nukleotidne polimorfizme, kao ni ispitivane faktore rizika, kao prediktore nastanka insuficijencije
alografta (Tabela 32).

Tabela 32. Analiza faktora rizika za nastanak insuficijencije alografta bolesnika koji su primali
TAC Cox-ovom univarijantnom proporcionalnom regresionom analizom

Varijabla B P HR Cl195%

godine 0.001 0.947 1.001 0.970-1.033
Zenski pol 0.328 0.386 1.388 0.662-2.912
C1236T 0.449 0.240 1.567 0.740-3.318
G2677T/A 0.275 0.293 1.317 0.788-2.201
C3435T 0.088 0.720 1.092 0.676-1.764
vrsta Tx (1) -0.155 0.688 0.856 0.401-1.828
AO 0.682 0.072 1.978 0.940-4.161
OFA 0.391 0.340 1.478 0.663-3.294
PTDM 0.425 0.487 1.529 0.461-5.071
HTA 0.163 0.762 1.177 0.406-3.387

(1) - transplantacija od mozdano mrtvog donora
PTDM - posttransplantacioni dijabetes melitus
HTA - arterijska hipertenzija

Pored toga, ispitivan je i uticaj diplotipova kao potencijalnih prediktora insuficijencije
alografta. Medijana prezivljavanja iznosila je 66 meseci (interkvantilni opseg 36), a insuficijencija
alografta nastala je kod 24 bolesnika, od kojih $est nikada nije ni uspostavilo normalnu funkciju.
Tabela 33 pokazuje da ni diplotipovi nisu bili znac¢ajni prediktori nastanka insuficijencije alografta

kod bolesnika koji su kao KNI primali TAC.
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Tabela 33. Analiza faktora rizika za nastanak insuficijencije alografta bolesnika koji su primali
TAC Cox-ovom univarijantnom proporcionalnom regresionom analizom

Varijabla B P HR Cl195%
godine 0.001 0.956 1.001 0.967-1.036
Zenski pol 0.389 0.350 1.475 0.652-3.335
diplotip 0.770

vrsta Tx (1) -0.128 0.760 0.880 0.388-1.995
AO 0.825 0.048 2.282 1.008-5.168
OFA 0.002 0.996 1.002 0.396-2.534
PTDM 0.852 0.251 2.345 0.547-10.050
HTA 0.159 0.772 1.173 0.400-3.439

Bolesnici koji su primali CsA imali su duzi period pracenja u odnosu na bolesnike sa TAC.
Medijana vremena pracena iznosi 156 meseci (interkvantilni opseg 146). Tri bolesnika nisu
uspostavili normalnu funkciju alografta, a kod samo 23 bolesnika tokom perioda prac¢enja dolazi
do nastanka insufucijencije alografta. Tabela 34 prikazuje da ni pojedinac¢ni nukleotidni

polimorfizmi ni drugi ispitivani faktori nisu bili znacajni prediktori nastanka insuficijencije grafta.

Tabela 34. Analiza faktora rizika za nastanak insuficijencije alografta bolesnika koji su primali
CsA Cox-ovom univarijantnom proporcionalnom regresionom analizom

Varijabla B P HR Cl195%

godina -0.015 0.336 0.985 0.956-1.015
zenski pol -0.512 0.206 0.599 0.271-1.324
C1236T 1.044 0.158 2.839 0.667-12.082
G2677T/A 0.502 0.141 1.653 0.847-3.223
C3435T 0.348 0.271 1.416 0.762-2.633
vrsta Tx (1) -0.021 0.961 0.980 0.433-2.215
AO 1.053 0.012 2.866 1.263-6.505
OFA 0.658 0.141 1.931 0.804-4.642
PTDM 0.460 0.402 1.584 0.540-4.650
HTA -0.526 0.208 0.591 0.261-1.340

Analiza diplotipova pokazuje da je medijana prezivljavanja 134 meseca (interkvantilni
opseg 171), a 18 bolesnika ima insuficijenciju grafta. Ni diplotipovi ni drugi analizirani faktori
nisu bili znac¢ajni prediktorti nastnaka insuficijencije alografta (Tabela 35).
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Tabela 35. Analiza faktora rizika za nastanak insuficijencije alografta bolesnika koji su primali
CsA Cox-ovom univarijantnom proporcionalnom regresionom analizom

Varijabla B P HR Cl195%
godine -0.018 0.345 0.982 0.946-1.020
Zenski pol -0.402 0.396 0.669 0.265-1.692
diplotip 0.690

vrsta Tx (1) -0.399 0.402 0.671 0.264-1.708
AO 0.839 0.100 2.315 0.583-6.284
OFA 1.040 0.036 2.828 1.071-7.466
PTDM 0.586 0.362 1.796 0.510-6.326
HTA -0.300 0.577 0.714 0.258-2.125

Takodje, ispitivan je uticaj AO i OFA na nastanak insuficijencije alografta kod svih
bolesnika, bez obzira na KNI koji su dobijali. Kaplan-Majerova kriva na grafikonu 17 pokazala je
da je AO jedini znacajan prediktor nastanka insuficijencije alografta (p = 0,001), dok uticaj OFA
nije dostigao statisticku znacajnost (p = 0,06) (Grafikon 18 ).

L Rank - 1Bolesnici bez AO
og Rank test, Bolesnici koji su
p=0,001 ~Vimali AO )
{— Cenzorisani
- Cenzorisani

807

607

407

20+

Bolesnici bez hronicne bubrezne slabosti, %

I I I | I
0 50 100 150 200 250 300 350
Vreme, meseci

Grafikon 17. Kaplan-Majerova kriva nastanka insuficijencije alografta u zavisnosti od AO
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Grafikon 18. Kaplan-Majerova kriva nastanka insuficijencije alografta u zavisnosti od OFA

Obzirom da se dugoro¢no prezivljavanje alografta tokom posljednje dve decenije nije zna¢ajno
poboljsalo uprkos napretku transplantacione medicine, analizirali smo koliko je nasih ispitivanih
bolesnika imao normalnu funkciju alografta tokom perioda prac¢enja. Kaplan-Majerova kriva na
grafikonu 19 pokazala da je pet godina nakon transplantacije 70% nasih bolesnika imalo normalnu

funkciju alografta, a oko 40% njih i nakon 20 godina od transplantacije.
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5. DISKUSIJA

Uvodenje KNI u imunosupresivne protokole jedan je od najvaznijih koraka u procesu
razvoja transplantacije bubrega od Sezdesetih godina proslog veka do danas. Primenom ovih
lekova ucestalost AO smanjena je sa vise od 80% na ispod 15%, a jednogodi$nje prezivljavanje
alografta je viSestruko povecano i sada je veée od 90% (72). Paralelno sa spoznajom i
razumevanjem imunoloskih procesa u transplantaciji organa i razvojem imunosupresivnih lekova,
unapredene su i hirur§ke tehnike, a kao standard se primenjuju mere prevencije, rana dijagnostika
i leenje oportunisti¢kih infekcija. Uprkos tome dugoro¢no prezivljavanje alografta ostalo je
nepromenjeno (73). Jedan od moguéih razloga izostanka poboljsanja dugoro¢nog prezivljavanja
alografta su i1 funkcionalne i morfoloSke promene koje KNI izazivaju na presadenom bubregu, a
koje kao rezultat imaju insuficijenciju alografta. Medutim, rezultati multicentricne DeKAF studije
pokazali su da patohistoloski dokazane hroni¢ne promene alografta izazvane KNI nemaju los
prognosti¢ki znacaj. Bolesnici sa dokazanom kalcinurinskom toksi¢no$¢u imali su bolje
prezivljavanje tokom 18 meseci pracenja nakon biopsije u odnosu na bolesnike sa hroni¢nim

promenama alografta druge etiologije (74).

Optimalna terapija KNI podrazumeva balans izmedu adekvatnog imunosupresivnog efekta i
minimalne toksicnosti leka. Zahteva odrzavanje koncentracije leka u uskom terapijskom opsegu,
§to je narocito vazno u ranom posttransplantacionom periodu (46). To je vreme kada je presadeni
bubreg vulnerabilan, prvenstveno zbog izloZenosti ishemijsko-reperfuzionom ostecenju koje
indukuje inflamatorni odgovor, aktivaciju kiseoni¢nih slobodnih radikala, sa posledi¢nom
endotelnom disfunkcijom, ekspresijom aloantigena i moguc¢im o$te¢enjem alografta (75). Visoke
koncentracije KNI u ovom periodu nakon transplantacije mogu pogorSati proces oStecenja
alografta, najve¢im delom dozno zavisnom konstrikcijom aferentne arteriole. Zato se u nekim

transplantacionim centrima KNI i ne uvode u terapiju u prvim danima nakon transplantacije.

Prvi korak u prevazilaZzenju mogucih toksi¢nih efekata KNI zbog neadekvatne koncentracije leka
jeste pracenje njegove koncentracije u krvi. Merenje koncentracije KNI u krvi danas se rutinski
primenjuje i smanjuje rizik oSte¢enja alografta zbog nedovoljne ili prevelike koncentracije leka u
krvi. Neposredno nakon transplantacije koncentracija KNI se ¢eS¢e meri nego u kasnijem

posttransplantacionom periodu, jer to je vreme kada je koncentracija KNI u krvi vrlo varijabilna
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zbog uticaja viSe faktora kao $to su visoke doze kortikosteroida, anemija, poremecaj apsorpcije

lekova i sl. (76).

Vazan korak u prevenciji toksi¢nosti KNI je poznavanje genske osnove farmakokinetske i
farmakodinamske varijabilnosti KNI i individualizacija terapije u zavisnosti od genotipa primaoca
i davaoca organa. Polimorfizam CYP3AS5 gena na poziciji 6986 nesumnjivo ima najveci uticaj na
metabolizam TAC. Prvi pokusaji individualizacije terapije na osnovu genotipa primaoca ucinjeni
su upravo u vezi sa ovim polimorfizmom. Medutim, rezultati studija o doziranju TAC baziranom
na genotipu primaoca nisu pokazali zna¢ajne prednosti u odnosu na standardno doziranje leka
prema telesnoj tezini (77, 78). Multicentricna TacTic studija, sprovedena na 280 bolesnika sa
presadenim bubregom, pokazala je da je viSe bolesnika koji su primali lek prema doziranju
baziranom na genotipu primaoca dostigao ciljni nivo leka u krvi u prva tri dana od uvodenja leka
u odnosu na bolesnike sa doziranjem prema telesnoj tezini. Na taj na¢in spre¢ene su posledice
nedovoljne odnosno prevelike koncentracije TAC u krvi u ranom posttransplantacionom periodu.
Ali razlike u prezivljavalju alografta i bolesnika, ucestalosti AO i OFA izmedu ispitivanih grupa
bolesnika nije bilo. Ovo je objasnjeno selekcijom bolesnika koji su imali nizak imunoloski rizik,
koji su dobili indukcionu terapiju i primali visoke doze preparata mikofenoli¢ne kiseline.
Pretpostavlja se da bi podobnu grupu bolesnika za ovaj nacin doziranja TAC ¢inili bolesnici sa
visokim imunoloskim rizikom, koji zapocCinju terapiju KNI na dan transplantacije ili koji ne
primaju indukcionu terapiju (78, 79). S druge strane, u studiji Shuker i saradnika nije pokazano
ranije dostizanje ciljnog nivoa leka u krvi u grupi bolesnika koji su primali TAC na osnovu
genotipa CYP3A5 gena (79). Dakle, i pored dokazanog uticaja CYP3AS5 polimorfizma, neki drugi
polimorfizmi odgovorni su za deo varijabilnosti farmakokinetike TAC. Takode, treba imati u vidu
i mogucénost medusobnog uticaja polimorfizama. Rezultati nekih ispitivanja ukazuju da ,.linkage
disequilibrium®“ izmedu divljeg tipa CYP3A5 gena i MDRI gena moze menjati uticaj
polimorfizama MDR1 na metabolizam TAC (80).

Da bismo iskljucili uticaj polimorfizma CYP3A5 gena na metabolizam KNI, kao i na
polimorfizme MDR1 gena, u dizajnu naSe studije definisano je da svi bolesnici imaju isti CYP3AS
genotip. S obzirom na ucestalost ,,varijant genotipa“ ovog polimorfizma u populaciji bele rase,
definisali smo da svi bolesnici budu CYP3A5*3*3 homozigoti. lako CsA i TAC imaju isti

mehanizam delovanja i vrlo sli¢ne nezeljene efekte, ipak to su dve razli¢ite hemijske supstance,
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pa su sve analize u vezi sa farmakokinetikom lekova i1 polimorfizmima MDR1 gena radene
odvojeno za oba leka, $to je znacajno smanjilo broj ispitanika. Kako azatioprin nije supstrat P-
glikoproteina, i s obzirom na to da je za njegov metabolizam odgovorna ksantin-oksidaza, a ne
CYP3A enzimi, nije bilo razloga da i bolesnici koji su primali azatioprin ne budu ukljuceni u
ispitivanje. Niko od ispitanika u prve dve godine nakon transplantacije nije primao makrolidne
antibiotike, antiaritmike, antikonvulzante ni tuberkulostatike kao potencijalne inhibitore, odnosno
induktore P-glikoproteina i CYP3A enzima. Cilj ovakve selekcije bolesnika bio je da se u §to vecoj
meri eliminiSu drugi poznati faktori odgovorni za varijabilnost kinetike KNI i da se akcentuje

uticaj polimorfizama MDR1 gena (10).

Distribucija genotipova polimorfizama MDR1 gena je varijabilna i zavisi od rasne i etnicke
pripadnosti. Zbog toga je u ovom radu najpre odredena ucestalost genotipova SNPs MDR1 gena.
Homogenost prema rasnoj pripadnosti u naSem uzorku je zadovoljena jer su svi ispitanici bili bele

rase.

,,Divlji homozigoti““ za polimorfizam C1236T kod nasih ispitanika javili su se sa ucestalo§¢u od
29%. Prema rezultatima drugih studija, njihova zastupljenost medu evropskim narodima se krece
od 20% kod Turaka do 35% kod Nemaca (81, 82). Ucestalost ovog genotipa u populaciji zdravih
gradana jugoisto¢ne Srbije je 23% (83). Poznato je da su razliciti delovi Srbije tokom istorije bili
pod nejednakim uticajem Turske odnosno germanskih naroda. Svakako je vele naseljavanje
Turaka bilo na jugoistoku u odnosu na sever Srbije, koji je dominantno bio pod uticajem
Austrougarske, pa se na taj na¢in moze objasniti razlika u ucestalosti ovog polimorfizma nase
populacije u odnosu na populaciju zdravih gradana jugoistoénog dela Srbije. Ucestalost ,,varijant
homozigota® za polimorfizam C1236T u naSoj ispitivanoj populaciji znacajno odstupa od
ucestalosti ovog genotipa kod drugih evropskih naroda, kao i od ucestalosti u zdravoj populaciji
jugoistocnog dela Srbije. Samo jedan na$ ispitanik imao je TT genotip. TT homozigoti medu
evropskim narodima zastupljeni su sa 16-29%, a u studiji Milojkovi¢ i saradnika ovaj genotip je
zabelezen kod 16% ispitanika (81, 82, 83). Nasi rezultati za TT homozigote znacajno odstupaju
od ocekivanih, a na osnovu Hardi—Vajnbergovog ekvilibrijuma. Zbog ovog odstupanja
identifikaciju genotipova smo ponovili jo§ dva puta kako bismo eliminisali mogucu gresku u radu,

ali rezultat je ostao identi¢an prethodnom, pa nemamo jasno objasnjenje za nadeni disekvilibrijum
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medu naSim ispitanicima. Ostaje samo pretpostavka da je postojala neka vrsta selekcije u nasoj

grupi ispitanika koju nismo identifikovali.

Polimorfizam G2677T/A najranije je otkriven polimorfizam MDRL1 gena i jedini je koji zamenom
baza dovodi do sinteze tri razli¢ite aminokiseline. Rezultati naSeg ispitivanja za ucestalosti
genotipova ovog SNP-a vrlo su sli¢ni rezultatima za druge evropske narode, kao i za populaciju
zdravih gradana jugoistocnog dela Srbije. Najzastupljeniji su bili nosioci GT genotipa sa
ucestaloséu od 52%, TA genotip Se javio sa ucestaloséu od 2,63%, a nijedan na$ ispitanik nije
imao GA ni AA genotip. Ucestalost TA genotipa prema podacima iz literature za druge evropske

narode ne prelazi 3%, dok AA genotip nije naden ni kod drugih Evropljana (81, 82, 84).

Ucestalosti genotipova za polimorfizam C3435T u nasim rezultatima nisu znacajno odstupale od
ocekivanih. CC genotip za ovaj polimorfizam imalo je 27% naSih ispitanika, Sto je neSto viSe u
odnosu na podatke iz literature za vecinu drugih evopskih naroda i populaciju zdravih gradana
jugoisto¢nog dela Srbije, gde je ucestalost ovog genotipa 12-24% (85, 86). S druge strane, sli¢na
zastupljenost CC genotipa kao u naSim rezultatima zabeleZena je u radovima sa Spanskim

ispitanicima (87).

Znaju¢i da se geni ne nasleduju samostalno i da novija ispitivanja ukazuju da je haplotip tri SNPs
MDRI1 gena koje smo ispitivali znacajniji genski marker aktivnosti P-glikoproteina nego bilo koji
od polimorfizama pojedinacno, odredili smo 1 ucestalosti haplotipova MDR1 gena. Na osnovu
dobijenih genotipova SNPs identifikovali smo 10 haplotipva. Najvise ispitanika imalo je CGC
haplotip, 45,38%. Da rasa primarno uti¢e na ucestalost genskih polimorfizama, dokazuju i podaci
iz literature za ucestalost ovog haplotipa. On je bio prisutan, slicno naSim rezultatima, kod 44,1%
pripadnika bele rase u studiji autora iz Pitsburga, ali kod 72,6% Afroamerikanaca i samo 23,1%
Azijata (88, 89, 90). Drugi po ucestalosti bio je TTT haplotip, prisutan kod 30,01% nasih
bolesnika, $to je u saglasnosti sa 32% pripadnika bele rase u studiji Kroetz-a i saradnika (89).

KNI pokazuju veliku interindividualnu i intraindividualnu varijabilnost. Imaju uzak
terapijski opseg i izrazenu sklonost ka interreakciji sa drugim lekovima. Imajuci u vidu ovakve
osobine KNI, cilj ove disertacije bio je i da se ispita uticaj SNPs i haplotipova MDR1 gena na
farmakokinetiku KNI. S obzirom na to da su bolesnici primali jedan od dva KNI, analizirani su

odvojeno bolesnici koji su primali TAC i oni koji su primali CsA.
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U grupi bolesnika koji su primali TAC analiza uticaja C3435T polimorfizma na doziranje leka
pokazala je da su za dostizanje ciljnog nivoa leka u krvi najve¢e doze leka bile potrebne TT
homozigotima. Oni su imali i najmanji odnos N/D. Razlika u dozama TAC u odnosu na ,,divlje
homozigote* i heterozigote dostigla je statisticku znacajnost u prvoj godini nakon transplantacije,
a odnos N/D u ranom posttransplantacionom periodu. Za ovaj polimorfizam znamo da uti¢e na
nivo iIRNK i ekspresiju P-glikoproteina, ali i pored toga rezultati ispitivanja njegovog uticaja na
doziranje TAC u literaturi su razli¢iti. Neke studije TT homozigote vezuju za nize dozne zahteve
i ve¢i odnos N/D, §to se objasnjava nizim nivoom P-glikoproteina kod ovog genotipa (91, 92).
Vazna razlika nase u odnosu na ove studije je da Su svi na$i ispitanici bili CYP3A5*3*3
homozigoti, §to nije bio slué¢aj kod dve navedene studije. S druge starane, rezultati Cheung-a i

saradnika su u skladu s nasim (93).

Zarazliku od vecine studija koje favorizuju uticaj C3435T polimorfizma na farmakokinetiku TAC,
nasi rezultati ukazuju da je G2677T/A polimorfizam najznacajniji SNP MDR1 gena za doziranje
TAC. U nasSim rezultatima nosioci TT genotipa za ovaj polimorfizam u svakom trenutku
posmatranja tokom prve dve godine nakon transplantacije zahtevali su znacajno ve¢e doze TAC u
odnosu na druga dva genotipa da bi dostigli ciljni nivo leka u krvi. U ranom posttransplantacionom
periodu imali su i zna¢ajno nizi odnos N/D u odnosu na ,,divlje homozigote™ i heterozigote. Podaci
iz literature ni po pitanju ovog polimorfizma MDR1 gena nisu jedinstveni. U studiji koja je
obuhvatila 103 kineska primaoca bubrega ,,divlji homozigoti“ imali su manje dozne zahteve u
odnosu na heterozigote i ,,varijant homozigote*, kao $to su pokazali i nasi rezultati (93). S druge
strane, studija Anglicheau-a i saradnika (94) pokazuje da su GG homozigoti primali veé¢e doze
TAC da bi dostigli ciljni nivo leka u krvi. Analiziraju¢i razliku pomenute studije u odnosu na nase
rezultate, uocava se da je nasa studija imala gotovo dva puta viSe ispitanika, da je razlika u doznim
zahtevima u studiji francuskih autora bila na granici statisticke znacajnosti, kao i da je obuhvatila
samo prvi mesec nakon transplantacije. Ali ova studija, sli¢éno naSoj, ukazuje na veci znacaj
G2677T/A polimorfizma za doziranje TAC u odnosu na polimorfizme na egzonu 12 i 26. Imajuci
u vidu da farmakokinetika TAC zavisi od vise faktora, a ne samo od polimorfizama MDR1 gena,
ispitivali smo i uticaj telesne tezine i godina bolesnika, vrednosti hematokrita i aminotransferaza
na dozu TAC. Multivarijantnom regresionom analizom G2677T/A polimorfizam izdvojio se kao
jedini nezavisan prediktor doze TAC od dvadesetog dana nakon transplantacije, pa do kraja

perioda pracenja.
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Najmanje dokaza o uticaju polimorfizama MDR1 gena na farmakokinetiku TAC ima za SNP
C1236 T. Prema nasim rezultatima, heterozigoti za ovaj SNP imali su ve¢e dozne zahteve u odnosu
na divlje homozigote, ali je ta razlika dostigla statisti¢ku znacajnost samo na kraju druge godine
posle transplantacije. Ni druge studije nisu pokazale jasan uticaj ovog polimorfizma na doziranje
TAC (80, 94). Jedan od razloga nekonzistentnih rezultata u vezi sa ovim polimorfizmom verovatno
su 1 razliCite ucestalosti genotipova pojedinacnih polimorfizama za razliCite etnicke grupe, Sto

potvrduje i Hardi—Vajnbergov disekvilibrijum u nasem uzorku.

lako je haplotip MDR1 gena prepoznat kao vazniji prediktor ekspresije P-glikoproteina u odnosu
na SNPs, podaci 0 njegovom uticaju na doziranje TAC nisu dovoljno ¢vrsti. Nosioci CTT/TTT
genotipa u nasem uzorku, dakle TT homozigoti za G2677T/A i C3435T polimorfizam, imali su
nizi odnos N/D u odnosu na druge diplotipove, i ta razlika dostiZe statistiCku znacajnost 10. 1 20.
dana nakon transplantacije. Njihovi dozni zahtevi u skladu s tim bili su ve¢i, najizrazenije tokom
prvog meseca nakon transplantacije. Ispitivanje Yu-a i saradnika (95), koje je obuhvatilo 62
bolesnika sa presadenom jetrom, pokazalo je da su TT homozigoti na poziciji C1236T i G2677T/A
ili nosioci TTT haplotipa, zahtevali ve¢e doze TAC da bi distigli ciljni nivo u krvi u odnosu na
druge haplotipove. Medutim, Wang i saradnici (88), u studiji sa 81 bolesnikom sa presadenim
pluc¢ima koji su imali CYP3A5*3*3 genotip, pokazuju da su nosioci TTT/TTT diplotipa imali 36—
174% ve¢i odnos N/D u odnosu na CGC/CGC primaoce plu¢a u prvih godinu dana nakon
transplantacije. Vazna razlika izmedu naSe i studije Wang-a i saradnika je u Cetiri najucestalija
haplotipa, koji su konstituisali diplotipove. TTT haplotip je u nasem uzorku zastupljen sa 30%, za
razliku od skoro 41% u pomenutoj studiji, dok je zastupljenost CTT haplotipa zabelezena kod
8,42% nasih ispitanika, a u studiji americkih autora ¢ak i ne spada u Cetiri najucestalija haplotipa.
Najzad, pri interpretaciji rezultata o uticaju genotipa na doziranje leka i analize razlika medu
studijama, uvek treba misliti i na mogucu povezanost polimorfizama. Tako je u ispitivanju koje je
obuhvatilo 206 bolesnika sa presadenim bubregom, dokazani uticaj TTT haplotipa na odnos N/D

izgubio znacaj kada je uzet u obzir i uticaj CYP3A5 polimorfizma (80).

Zarazliku od TAC, rezultati nase studije nisu pokazali znacajan uticaj polimorfizama MDR1 gena
na farmakokinetiku CsA. U nasem radu nijedan polimorfizam MDR1 gena nije znacajno uticao na
dozu CsA, kao ni na odnos N/D. Za polimorfizam C1236T ,.divlji homozigoti“ pokazuju
tendenciju za vece doze CsA u odnosu na heterozigote, dok su za polimorfizme G2677T/A i
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C3435T vece doze leka zabeleZene kod ,,varijant homozigota®“, a najmanje kod heterozigota. Ni
kombinacije pojedina¢nih polimorfizama nisu imale uticaj na dozu i odnos N/D CsA. Bolesnici
koji su bili heterozigoti za sva tri polimorfizma imaju potrebu za manjim dozama CsA u odnosu
na homozigote, ali bez dostizanja statistiCke znacajnosti. Ni rezultati drugih studija nisu pokazali
jasan uticaj ni SNPs MDR1 gena ni njihovih haplotipova na farmakokinetiku CsA. Meta analiza,
koja je obuhvatila 1036 bolesnika i 14 studija, nije pokazala da C3435T polimorfizam uti¢e na
farmakokinetiku CsA (96), dok studija Fanta-e i saradnika ukazuje da bolesnici koji su ,,divlji
homozigoti za polimorfizme na eksonu 12 i 21 imaju potrebe za ve¢im dozama CSA u odnosu na
druge alele (97). Studija ceskih autora, sprovedena na 407 bolesnika, ne pokazuje uticaj
haplotipova MDR1 gena na dozu CsA (42), dok neke druge studije ukazuju da je CGC haplotip

povezan sa ve¢im dozama CsA potrebnim za dostizanje ciljnog nivoa leka u krvi (97, 98).

AO je jedan od najznacajnijih prediktora gubitka alografta. Kao faktori rizika za nastanak
AO prepoznate su HLA nepodudarnosti, prisustvo anti-HLA antitela, smanjena saradljivost
bolesnika u pogledu pravilnog uzimanja propisanih imunosupresivnih lekova, duzina trajanja
dijalize pre transplantacije, mlada zivotna dob primaoca i duzina trajanja hladne ishemije (99).
Imajuéi u vidu znacaj AO za nastanak ne samo hroni¢ne insuficijencije ve¢ i gubitka alografta,
mnoge studije bavile su se utvrdivanjem povezanosti AO sa genotipom MDR1 gena davaoca i
primaoca bubrega (42, 50, 80).

Ucestalost AO kod nasih ispitanika bila je 33%. Prema podacima u literaturi, incidenca ove
komplikacije nakon transplantacije bubrega krece se oko 25-30%, mada ima podataka i o incidenci
AO manjoj od 15% (72, 100). Ovako visoka ucestalost AO kod nasih ispitanika moze se objasniti
¢injenicom da je kod malog broja bolesnika dijagnoza AO patohistoloski potvrdjena, ali i
¢injenicom da je u naSu studiju uklju€en veliki broj bolesnika iz perioda kada nije primenjivana
indukciona terapija. S druge strane, rezultati naseg ispitivanja nisu pokazali znacajan uticaj ni
SNPs ni haplotipova MDR1 gena na ucestalost AO. Istovremeno, ni za CYP3A5 polimorfizam, za
koji znamo da ima najveci uticaj na farmakokinetiku TAC, nema konzistentnih dokaza o uticaju
na ucestalost AO (50, 101, 102). Hesselink i saradnici nisu pokazali povezanost C3435T
polimorfizma i patohistoloski dokazanog AO tokom prvih godinu dana nakon transplantacije kod
136 bolesnika sa presadenim bubregom (50). Nije dokazan uticaj ovog polimorfizma, kao ni
C1236T i G2677T/A polimorfizama, na uc¢estalost AO ni u studiji Fredericks-a i saradnika u kojoj
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je analizirano 206 primaoca bubrega (80). Medutim, ispitivanje sprovedeno na ve¢em broju
bolesnika (832 primaoca bubrega) pokazalo je da su nosioci CGT haplotipa MDR1 gena imali 1,4
puta vedi rizik za nastanak AO u odnosu na TTT i CGC haplotipove, §to ukazuje da je haplotip
MDRI1 gena znacajniji genski marker u predikciji AO nego bilo koji od polimorfizama
pojedinacno (42). Izostanak uticaja haplotipa MDR1 gena na ucestalost AO koji je zabelezen u
vec¢ini studija ukljucujuci i nasu, verovatno je posledica malog broja analiziranih ispitanika.

Jedna od najces¢ih komplikacija u ranom posttransplantacionom periodu je OFA.
Ucestalost OFA povecava se sa povecanjem broja marginalnih donora. Kao najznacajniji faktori
rizika za nastanak OFA navode se vreme i hladne i tople ishemije, terminalni kreatinin, body mass
index i godine davaoca bubrega, kao i transplantacija bubrega od davaoca nakon sréane smrti
(103). Dokazano je da OFA predstavlja faktor rizika za lo$ije kako kratkoro¢no tako i dugoro¢no
prezivljavanje alografta (104). Ucestalost OFA u nasem ispitivanju bila je 25%, uprkos ¢injenici
da je 60% nasih bolesnika dobilo bubreg od zivog davaoca. Tome je verovatno doprinelo vise
neimunoloskih faktora opisanih i u drugim studijama, kao $to su godine davaoca bubrega, nacin
prezervacije organa, vreme tople ishemije, hirurska tehnika i mnogi drugi (105, 106). Suprotno
dobro poznatoj povezanosti izmedju OFA i funkcije, odnosno prezivljavanja alografta, povezanost
OFA i polimorfizama MDR1 gena nije dovoljno ispitivana i u literaturi nema dokaza o znacaju
MDR1 gena na ucestalost OFA. Nasi rezultati pokazuju da su, medu ispitanicima koji su kao KNI
primali TAC, najvecu ucestalost OFA imali divlji homozigoti za troalelski polimorfizam, dok su
kod bolesnika sa CsA heterozigoti za C3435T polimorfizam imali viSe OFA u odnosu na
homozigote. Razlika u ucestalosti OFA medu haplotipovima nije bilo. Nasi rezultati ukazuju na
mogudi uticaj polimorfizama MDRI1 gena na nastanak OFA, ali je za definisanje tog uticaja

svakako potreban veci broj ispitanika.

KNI imaju veliki broj neZeljenih efekata. Neki od njih direktno uti¢u na funkciju alografta,
dok drugi, pre svega metabolicki poremecaji, predstavljaju faktor rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti. Poznato je da hroni¢na bolest bubrega predstavlja faktor rizika za
nastanak kardiovaskularnih bolesti u svim svojim stadijumima i da bolesnici na dijalizi imaju 10-
20 puta veci rizik za nastanak kardiovaskularnih bolesti u odnosu na opstu populaciju. Ali ono §to
ne ohrabruje jeste podatak da i nakon uspesne transplantacije bubrega ostaje povecan rizik za
nastanak kardiovaskularih bolesti, od tri do pet puta ve¢i u odnosu na opstu populaciju (107, 108).

Kardiovaskularne bolesti su i najznacajniji uzrok mortaliteta bolesnika sa funkcionalnim

66



alograftom (109). Nakon transplantacije bubrega pored tradicionalnih faktora rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti i onih specifi¢nih za hroni¢nu bolest bubrega dodaju se i faktori rizika
vezani za upotrebu imunosupresivnih lekova i malfunkciju presadjenog bubrega (110). Dodatan
problem predstavlja leCenje ovih oboljenja kod bolesnika sa presadenim bubregom zbog
potencijalne interreakcije velikog broja lekova u ¢ijem metabolizmu ucestvuju P-glikoprotein i

CYP3A enzimi sa KNI (111).

Dislipidemija, hiperurikemija i posttransplantacioni dijabetes melitus dobro su poznati metabolic¢ki
poremecaji koji mogu nastati kao neZeljeni efekat upotrebe KNI (110). Nasi rezultati nisu pokazali
povezanost ni SNPs ni haplotipova MDR1 gena sa nastankom posttransplantacionog dijabetes

melitusa i hiperurikemije, sto je u skladu sa literarnim podacima (61, 62).

Dislipidemija kao neZeljeni efekat KNI ¢esce se javlja pri upotrebi CsA u odnosu na TAC.
Manifestuje se hiperholesterolemijom, hipertrigliceridemijom, povisenom koncentracijom LDL-a
i snizenom koncentracijom HDL-a. Kod bolesnika sa presadenim bubregom hiperholesterolemija
predstavlja nezavisan faktor rizika za nastanak ishemijske bolesti srca (111). Nasi rezultati nisu
pokazali uticaj polimorfizama MDR1 gena na koncentraciju ukupnog holesterola. Za razliku od
toga, u grupi bolesnika koji su primali CsA postojale su razlike u koncentraciji triglicerida u
serumu kod razli¢itih genotipova MDR1 gena. CC homozigoti za polimorfizam na egzonu 12 imali
su nize vrednosti triglicerida u serumu u odnosu heterozigote, 1 ta razlika dostiZe statisticku
znacajnost u prvom i treéem mesecu, kao i u prvoj godini nakon transplantacije bubrega. Za
G2677T/A 1 C3435T polimorfizme ,,varijant homozogoti“ imaju nize vrednosti triglicerida u
serumu u odnosu na ,,divlje homozigote* i heterozigote, narocito u ranom posttransplantacionom
periodu. U literaturi nema studija o direkthom uticaju polimorfizama MDR1 gena na nastanak
dislipidemije kod bolesnika koji su primali KNI. Dislipidemija i polimorfizmi MDR1 gena bili su
predmet istrazivanja i drugih studija, ali u smislu ispitivanja uticaja polimorfizama MDR1 gena na
terapijski odgovor bolesnika i hepatotoksi¢nost nakon upotrebe statina. Naime, pokazano je da
nosioci G alela za polimorfizam G2677T/A imaju veéi rizik za nastanak akutne hepatotoksi¢nosti
pri upotrebi atorvastatina u odnosu na nosioce T i A alela, dok je genotip C3435T polimorfizma
vazan u predikciji terapijskog odgovora na upotrebu statina (70, 112). Uticaj polimorfizama
MDR1 gena na metabolizam lipida nije jednostavan, znajuéi da se veéina statina metabolise preko

CYP3A enzima i da je P-glikoprotein, pored KNI, transporter i nekih lipida kao i samih statina.

67



Stoga, naSi rezultati samo ukazuju na mogucu povezanost hipertrigliceridemije sa genotipom
polimorfizama MDR1 gena. Moguéa povezanost je pokazana kod bolesnika koji su primali CsA,
a znajuci da se nasi bolesnici sa razli¢itim genitipovima MDR1 gena nisu razlikovali po dozama
CsA, onda je uticaj polimorfizama na nastanak dislipidemije znacajniji jer nije posledica uticaja
doze CsA ve¢ direktnog efekta na farmakodinamiku leka. Svakako, za izvodenje zakljucaka 0
uticaju polimorfizama MDR1 gena na koncentraciju triglicerida u krvi bolesnika sa presadenim

bubregom je potreban veéi broj ispitanika i homogenost bolesnika po pitanju upotrebe statina.

Jedan od najces¢ih nezeljenih efekata KNI je nefrotoksicnost. Akutna nefrotoksi¢nost
izazvana KNI reverzibilna je i dozno zavisna, a posledica je konstrikcije aferentne arteriole i
posledi¢nog smanjenja jacine glomerulske filtracija. Medutim, hroni¢ne promene na bubrezima,
izazvane dugotrajnom upotrebom KNI, koje dovode do insuficijencije alografta, javljaju se i pri
adekvatnim koncentracijama KNI u krvi i pokazuju interindividualnu varijabilnost (113). Nasuprot
velikom broju ispitivanja na temu povezanosti polimorfizama MDR1 gena i farmakokinetike KNI,
vrlo malo studija i podataka ima o genskoj osnovi hroni¢ne insuficijencije alografta izazvane KNI
(14, 114).

Za razliku od dokazane povezanosti polimorfizama MDRI1 gena i doza TAC, rezultati naSeg
ispitivanja nisu pokazali uticaj ni SNPs ni haplotipova MDR1 gena na funkciju alografta u grupi
bolesnika koji su primali TAC. Bez dokaza o uticaju genotipa MDR1 gena primaoca na funkciju
alografta su i drugi radovi (50, 115). S druge strane, kod nasih bolesnika koji su primali CsA
funkcija alografta tokom prve dve godine od transplantacije razlikovala se u zavisnosti od genotipa
MDRI1 gena. Najbolju funkciju alografta, izrazeno vrednosc¢u kreatinina u serumu, imali su divlji
homozigoti za sva tri SNP-a MDR1 gena. Razlika u funkciji bila je najizrazenija za troalelski
polimorfizam u egzonu 21. Nosioci ,divljeg alela® za sva tri polimorfizma imali su najnize
kreatinine i na nivou diplotipa. Ove razlike u vrednostima kreatinina u serumu u grupi bolesnika
koji su primali CsA ne mozemo povezati sa uticajem doze i nivoa CSA jer medu nasim bolesnicima
nije bilo znacajne razlike u dozama i odnosu N/D CsA zavisno od genotipova MDR1 gena. Bolju
funkciju ,,divlji homozigoti® imaju i kada je izrazavamo klirensom kreatinina za polimorfizme na
egzonima 12 i 26, i to godinu dana nakon transplantacije. Uticaj polimorfizama MDR1 gena na
funkciju alografta, za razliku od naSeg ispitivanja, nije pokazan u drugim studijama (49, 116).
Boumar i saradnici su ispitivali uticaj polimorfizama CYP3A i MDRL1 gena na funkcija alografta
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tokom prve godine od transplantacije bubrega kod 171 bolesnika koji su primali CsA. Nisu
pokazali uticaj polimorfizama ovih gena na fukciju alografta (49). Za razliku od naseg ispitivanja,
u studiji Boumara i saradnika funkcija alografta je izrazena samo vrednoscu klirensa kreatinina, a
duzina praéenja je bila godinu dana, pa su to mozda razlozi izostanka uticaja polimorfizama

CYP3A i MDR1 na fukciju alografta.

| pored pokazanog uticaja polimorfizama MDR1 gena na funkciju alografta, kada smo analizirali
uticaj SNPs i haplotipova MDR1 gena na nastanak insuficijencije alografta, Cox-ova univarijantna
proporcionalna regresiona analiza nije pokazala ni SNPs ni haplotipove MDR1 gena kao
prediktore nastanka insuficijencije alografta. Ni grupa nemackih autora, koja je ispitivala uticaj
troalelskog polimorfizma G2677T/A na funkciju bubrega kod bolesnika sa presadenim srcem, a
koji su primali KNI, ne nalazi povezanost genotipa ovog polimorfizma sa nastankom
insuficijencije bubrega (117). Ova studija se razlikuje od nase po tome §to njihovi bolesnici nisu
bili homogeni za CYP3AS5 polimorfizam, a ograni¢enost obe studije svakako je mali broj
ispitanika. Nasi rezultati pokazuju uticaj polimorfizma MDR1 gena na funkciju alografta tokom
prve dve godine od transplantacije kod 61 bolesnika koji su primali CsA.

Znajuéi da je patoloska proteinurija povezana sa loSijom funkcijom alografta, ali i nastankom
kardiovaskulanih bolesti i losijim prezivljavanjem primaoca bubrega (118), u okviru ove
disertacije ispitivan je i uticaj polimorfizama MDR1 gena na kvantitativnu proteinuriju. Nije bilo
znacajnog uticaja ni SNPs ni haplotipova MDR1 gena na kvantitativnu proteinuriju ni kod
bolesnika koji su primali TAC kao ni kod onih koji su primali CsA. O uticaju polimorfizama
MDR1 gena na proteinuriju nema podataka ni u literaturi.

Poznavanje genetske osnove samo genotipa primaoca bubrega nije dovoljno za predikciju funkcije
alografta. U prilog tome govori sve veéi broj studija koje istiCu uticaj genotipa MDR1 gena
davaoca bubrega na funkciju alografta (119, 120). Ali ¢ak i ove studije, iako su neke sprovedene
na velikom broju ispitanika, nisu jasno definisale genetsku osnovu nastanka hroni¢ne isuficijencije
alografta. Studija Woilard-a i saradnika (119), koja je obuhvatila 227 bolesnika, pokazuje daje TT
genotip C3435T polimorfizma davaoca bubrega rizik za loSiju funkciju alografta kod bolesnika
koji su primali CsA. Suprotno tome, istrazivanje sa 811 ispitanika pokazalo je da su bolesnici koji
su dobili bubreg sa CC genotipom za pomenuti polimorfizam imali znacajno vec¢i rizik nastanka

insuficijencije alografta u odnosu na druga dva genotipa (121). Otkrivanje genetske osnove
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insuficijencije alografta verovatno podrazumeva poznavanje genotipa i davaoca i primaca organa,
i ne samo polimorfizama MDR1 gena, nego i mnogih drugih gena ¢iji proteinski produkti
ucestvuju u metabolizmu KNI, ali i gena koji nisu povezani ni sa matabolizmom KNI ni sa drugim

imunosupresivnim lekovima (121).

Danas znamo da AO, bez obzira na vreme nastanka, i da li je klinicki manifestno ili
otkriveno biopsijom, predstavlja faktor rizika za nastanak insuficijencije alografta i pogorSava
njegovo dugoro¢no prezivljavanje (72, 75, 122). Rezultati naSeg ispitivanja nisu pokazali AO kao
prediktora nastanka insuficijencije alografta ni kod bolesnika koji su primali TAC kao ni kod onih
koji su primali CsA. Medutim, kada smo uticaj AO na nastanak insuficijencije alografta analizirali
kod svih 152 bolesnika, bez obzira na KNI koji su dobijali, nasi rezultati su potvrdili znac¢aj AO
za nastanak isuficijencije alografta. Naime, Kaplan—Majerova kriva pokazala je znacajnu razliku
u broju bolesnika i vremenu nastanka insuficijencije alografta kod onih koji su imali AO u odnosu

na one koji ga nisu imali.

Prema podacima iz literature, petogodis$nje preZivljavanje alografta krece se od 67% do
77%, a desetogodisnje izmedu 43% i 56% (123). Poboljsanje dugoro¢nog prezivljavanja alografta
jedan je od najvaznijih ciljeva savremene transplantacione medicine. Dostizanje tog cilja oteZava
veliki broj faktora koji uti¢u na funkciju alografta, a povezani su i sa davaocima i sa primaocima

bubrega.

Nasa studija je dizajnirana kao retrospektivno opservaciono ispitivanje i selekcija bolesnika bila
je takva da su u trenutku pocetka studije svi ispitanici imali funkcionalan alograft. Prikupljanje 1
analiza podataka trajali su oko dve godine, a u tom periodu mali broj bolesnika je razvio terminalnu
insuficijenciju alografta. To je razlog zasto u okviru ove disertacije nismo analizirali dugoro¢no

prezivljavanje alografta, ve¢ samo hroni¢nu insuficijenciju alografta.

Pet godina nakon transplantacije oko 70% nasih ispitanika imalo je normalnu funkciju alografta,
a nakon 20 godina ¢ak njih 40%. Nekoliko faktora koji se odnose na primaoce bubrega doprinelo
je ovako dobroj funkciji alografta u nasoj ispitivanoj populaciji. Medu njima je svakako ¢injenica
da su nasi primaoci bili mladji sa prose¢nom staro$¢u od oko 36 godina. Podaci iz literature
ukazuju da je petogodiSnje prezivljavanje alografta 67,2% ako je primalac stariji od 65 godina, a
cak 80,1% ako je mladi od 65 (124). Drugi vrlo vazan faktor koji je doprineo dobroj funkciji
alografta u nasoj sudiji je Cinjenica da je 60% nasih ispitanika dobilo bubreg od Zivog davaoca.
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Bolja funkcija alografta od Zivog u odnosu na mozdano umrlog davaoca je bezrezervno pokazana
u brojnim radovima (125, 126). Razlozi tome su visestruki. Kvalitet organa od Zivog davaoca je
bolji jer su oni pre transplantacije sistematski pregledani i izabrani da budu davaoci samo ako su
dobrog zdravstvenog stanja i o¢uvane funkcije bubrega, za razliku od mozdano umrlih davaoca o
Cijem zdravstvenom stanju u trenutku odabira za transplantaciju znamo veoma malo, a pod
uticajem razli¢itih faktora terminalni kreatinin je neretko povien. Cak i ako je mozdano umrli
davalac prethodno bio potpuno zdrav, sama mozdana smrt dovodi do odredenih oStecenja organa.
Ta ostecenja su posledica hemodinamske nestabilnosti koja se gotovo po pravilu javlja tokom
mozdane smrti, hormonskog dizbalansa i sistemske inflamacije (127, 128). Oste¢enja bubrega koja
su pocela tokom mozdane smrti nastavljaju se za vreme trajanja hladne i tople ishemije, a zatim 1
reperfuzije nakon uspostavljanja vaskularnih anastomoza alografta. Cinjenica da je vreme hladne
ishemije znacajno kraée kod transplantacije od zivog davaoca u odnosu na mozdano umrlog jos je
jedan faktor koji doprinosi boljem kvalitetu organa od zivog davaoca (129, 130). Procesi u bubregu
koji nastaju tokom prethodno pomenutog ishemijsko-reperfuzionog o$tecenja klinicki se
manifestuju OFA. Za OFA je pokazano da ima negativne i kratkoro¢ne i dugoro¢ne posledice na
funkciju alografta i da je povezana sa ve¢om uSestalos¢u AO (123). U studiji koja je obuhvatila
2161 primaoca bubrega pokazano je da OFA skracuje poluzivot alografta za tri do pet godina
(131). Relativno mala ucestalost ove komplikacije medu nasim bolesnicima od 25% svakako je
jedan od faktora odgovornih za dugoro¢nu dobru funkciju alografta nasih bolesnika. Identifikacija
faktora rizika za nastanak OFA, kao Sto su faktori vezani za oSteCenje organa tokom mozdane
smrti, perfuziju organa i biomarkeri OFA, doprinosi smanjenju ucestalosti OFA, a sve u cilju

poboljSanja dugoro¢nog ishoda transplantacije bubrega.
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6. ZAKLJUCCI

MDR1 gen kodira sintezu P-glikoproteina koji je nosa¢ za KNI i na taj nafin uéestvuje u

metabolizmu lekova koji predstavljaju osnov imunosupresivne terapije nakon transplantacije

bubrega. Varijabilnost polimorfizama ovog gena je visoka. Ispitivanje ucestalosti SNPs i

haplotipova MDR1 gena je pokazalo da:

1.
2.
3.

Heterozigoti su bili najceséi za sva tri SNPs MDR1 gena.

Najmanju ucestalost su imali varijant homozigoti.

Ucestalosti genotipova SNPs ne odstupaju od ocekivanih za polimorfizme G2677T/A i
C3435T, ali znacajno odstupaju za polimorfizma C1236T.

Dva naj¢esca haplotipa bili su CGC i TTT haplotipovi .

Znaju¢i da KNI imaju uzak terapijski opseg, veliku interindividualnu i intraindividualnu

varijabilnost, ispitivali smo i uticaj SNPs i haplotipova MDR1 gena na farmakokinetiku KNI.

Dobijeni rezultati su pokazali da:

1.

Polimorfizmi MDR1 gena nisu imali znacajan uticaj na doze CsA radi dostizanja ciljnog

nivoa leka u krvi.

,Varijant homozigotima“ su bile potrebne najvece doze TAC da bi dostigli ciljni nivo leka
u krvi.
Pokazalo se da je polimorfizam G2677T/A jedini nezavisni prediktor doziranja TAC.

Bolesnicima sa diplotipom CTT/TTT bile su potrebne najvece doze TAC da bi dostigli ciljni

nivo leka u krvi.

Nasi rezultati vezani za ispitivanje uticaja polimorfizama MDR1 gena na farmakodinamiku KNI

pokazali su sledece:

1.
2.
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Polimorfizmi MDR1 gena nisu uticali na ucestalost AO i OFA.

Polimorfizmi MDR1 nisu uticali na funkciju alografta kod bolesnika koji su primali TAC.



3. Najbolju funkciju alografta medu bolesnicima koji su primali CsA imali su ,,divlji

homozigoti““ za sva tri SNPs.

Iako KNI imaju mnogobrojne nezeljene efekte, rezultati naseg ispitivanja su pokazali da
polimorfizmi MDR1 gena nisu uticali na koncentraciju glukoze, kalijuma, mokraé¢ne kiseline,

holesterola i aminotransferaza u serumu.

S druge strane, nasi rezultati SuU pokazali moguéi uticaj polimorfizama MDR1 gena na nastanak

hipertrigliceridemije kod bolesnika koji su primali CsA jer su:

1. CC homozigoti za polimorfizam C1236T imali znacajno nize vrednosti triglicerida u
odnosu na heterozigote.
2. ,,Varijant homozigoti“ imali zna¢ajno nize vrednosti triglicerida u odnosu na heterozigote

i,,divlje homozigote* za polimorfizme G2677T/A 1 C3435T.

Imajuéi u vidu znacaj dugoro¢no normalne funkcije alografta, ispitivali smo i faktore koji uticu na
nastanak insuficijencije alografta. Analiza prezivljavanja pokazala je da je AO jedini znacajan

prediktor nastanka insuficijencije alografta.
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SPISAK SKRACENICA

MDR1 — multidrug resistance 1

KNI — kalcineurinski inhibitori

CYP3A — citohrom P450

AO — akutno odbacivanje

OFA — odloZena funkcija alografta

SNPs — single nucleotide polymorphisms

TAC — takrolimus

CsA — ciklosporin A

FKBP — FK-506 vezujuéi protein

IL-2 — interleukin-2

IL-4 — interleukin-4

IFN- y — interferon-y

TNF- o — faktor nekroze tumora-a

P-gp — P-glikoprotein

ABC — ATP binding cassette membrane transporter
CNS — centralni nervni sistem

A —adenin

T —timin

G — guanin

C —citozin

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina
NADPH — nikotinamidadenindinukleotid fosfat
IF/TA — intersticijalna fibroza i tubularna atrofija
HLA — humani leukocitni antigen

PRA — Panel Reactive Antibody
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