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POVZETEK

Rifampicin je antibiotik, ki se ze desetletja uporablja za zdravljenje tuberkuloze, v zadnjem
Casu pa je postal zlati standard za terapijo stafilokoknih okuzb ortopedskih endoprotez.
Uporaba rifampicina za to indikacijo $e ni uradno potrjena, zato $e ni razvitih enotnih
smernic zdravljenja, tudi uporabljeni odmerki se razlikujejo in niso optimizirani. Pri
kroni¢nem zdravljenju se farmakokinetika rifampicina spremeni zaradi indukcije
metabolnih encimov (avtoindukcija presnove), zato terapevtski odmerki niso ve¢ ustrezni.
Namen raziskave je bil razviti populacijski farmakokineti¢ni model za rifampicin za 55
bolnikov z okuzbami ortopedskih vsadkov, ki so se zdravili v Ortopedski bolnisnici
Valdoltra. Za farmakokineti¢no analizo smo uporabili metodo nelinearnega modeliranja
mesanih ucinkov. Za opis Kinetike absorpcije rifampicina smo uporabili model prvega
reda, za porazdeljevanje smo testirali eno- in dvoprostorni model, analizirali pa smo tudi
razlicne modele za opis (avto)indukcije presnove in eliminacije rifampicina.

Za najboljsega se je izkazal enoprostorni model, kjer smo indukcijo ocistka opisali s
sigmoidno krivuljo. Ocenjena vrednost konstante hitrosti absorpcije je bila 0,660 h™ (z
relativno standardno napako 37,0 %), zaCetni ocistek je bil 7,56 L/h (17,7 %), maksimalno
povecanje ocistka 18,2 L/h (41,9 %), ¢as, v katerem pride do 50 % indukcije 398,0 h (94,5
%) in volumen centralnega prostora 66,1 L (16,6 %). Ocenjena vrednost interindividualne
variabilnosti zacetnega ocistka je bila 77,9 % (45,4 %), maksimalnega povecanja ocistka
136,3 % (60,4 %), ¢asa, v katerem pride do 50 % indukcije 82,2 % (82,2 %) in volumna
centralnega prostora 28,8 % (97,2 %). Interindividualne variabilnosti konstante hitrosti
absorpcije nismo uspeli oceniti zaradi premajhnega obsega podatkov v absorpcijski fazi.
Ocenili smo tudi rezidualno variabilnost; kombinacijo aditivne napake, ki je znasala
0,0206 mg/L (18,3 %) in proporcionalne napake, ki je znasala 82,4 % (7,22 %).

Kon¢ni model smo vrednotili s prikazi grafi¢nih prileganj, validacijo "bootstrap" in metodo
vizualnega vrednotenja modelov. Analiza je pokazala, da model dobro opiSe razpoloZljive
podatke. S simulacijo odmerjanja rifampicina pri tiso¢ bolnikih smo pokazali, da
koncentracije s casom res padajo in da bi bilo smiselno povecati odmerek glede na cas
zdravljenja.

V nadaljnjih raziskavah bi lahko v model postopno vkljucili Se posamezne socasne

spremenljivke in izvedli genotipizacijo.

Vi



ABSTRACT

Rifampicin is an antibiotic that has been used for decades to treat tuberculosis and has just
recently become a gold standard for the treatment of staphylococcal orthopedic
endoprosthesis infections. The use of rifampicin for this indication has not yet been
officially confirmed, therefore treatment guidelines have not yet been developed and the
dosages used are different and have not been optimized. In the course of chronic treatment,
the pharmacokinetics of rifampicin changes due to the induction of metabolic enzymes
(autoinduction of metabolism). Therefore, therapeutic doses are no longer appropriate.

The aim of the study was to develop a population pharmacokinetic model of rifampicin for
55 patients with orthopedic implantants who were treated in Orthopedic Hospital
Valdoltra. For the pharmacokinetics analysis, we used nonlinear mixed effects modelling
method. We used a first order model to describe the absorption kinetics of rifampicin and
one- and two-compartment models to test the distribution. Varius models were analyzed to
describe metabolic (auto)induction and elimination of rifampicin.

The best pharmacokinetics model consisted of an one-compartment model with induction
of clearance described by a sigmoid curve. The estimated value of the absorption rate
constant was 0,660 h™* (relative standard error was 37,0 %), the initial clearance was 7,56
L/h (17,7 %), the maximum increase in clearance was 18,2 L/h (41,9 %), the time in which
50 % induction occurs was 398,0 h (94,5 %) and the volume of central compartment was
66,1 L (16,6 %). The estimated value of the interindividual variability of the initial
clearance was 77,9 % (45,4 %), the maximum increase in clearance was 136,3 % (60,4 %),
the time in which 50 % induction occurs was 82,2 % (82,2 %) and the volume of central
compartment was 28,8 % (97,2 %). The interindividual variability of the absorption rate
constant was not estimated due to the insufficient data in the absorption phase. We also
estimated residual variability; an additive error was 0,0206 mg/L (18,3 %) and a
proportional error was 82,4 % (7,22 %).

The final model was evaluated with graphic fittings and validated with bootstrap method
and visual predictive check. The analysis showed that the model sufficiently describes the
available data. We simulated the dosing of rifampicin in a population of a thousand
patients and we showed that concentration of the drug decreases as time increases. It would
be reasonable to increase the dosage according to the time of treatment.

In further research we could gradually incorporate covariats and also study genotypization.

Vil



KLJUCNE BESEDE

Rifampicin, Ortopedski vsadki, Populacijska farmakokinetika, NONMEM, Indukcija
presnove.
Rifampicin, Orthopedic implants, Population pharmacokinetics, NONMEM, Induction of

metabolism.

SEZNAM OKRAJSAV

ALT- alanin-aminotransferaza

AST- aspartat-aminotransferaza

AUC- povrsina pod plazemsko koncentracijsko Krivuljo

BSEP- eksportna ¢rpalka Zzol¢nih soli (ang. bile salt exporter pump)

CV- koeficient variacije

DNA- deoksiribonukleinska kislina

FDA- ameriska agencija za hrano in zdravila

FK- farmakokinetika

FO- aproksimacijska metoda prvega reda

FOCE- aproksimacijska metoda za pogojno ocenjevanja prvega reda
FOCE INTER- aproksimacijska metoda za pogojno ocenjevanja prvega reda z interakcijo
y-GT- gama-glutamiltransferaza

V- interindividualna variabilnost

LC-MS/MS- tekocinska kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo
MBC- minimalna baktericidna koncentracija

MDR1- multi rezistentni gen (ang. multidrug resistance gene)

MIC- minimalna inhibitorna koncentracija

MRSA.- proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus

NLME- metoda nelinearnega modeliranja mesanih uéinkov

NONMEM- programska oprema za nelinearno modeliranje mesanih u¢inkov
OFV- vrednost objektivne funkcije

PopFK- populacijska farmakokinetika

PXR- pregnanski receptor X

RIF- rifampicin

VI



RNA- ribonukleinska kislina
RNAP- RNA polimeraza
RSE- relativna standardna napaka

VPC- metoda vizualnega vrednotenja populacijskih farmakokinetiénih modelov (ang.

Visual Predictive Check)



1 UVvOD

1.1 Ortopedski vsadki

V zadnjih desetletjih se je pogostost zdravljenja z umetnimi sklepi v svetu zelo povecala.
Ortopedski vsadki so pomagali milijonom ljudi olajsati bolecino, izboljsati gibljivost ter
pridobiti samostojnost in boljSo kakovost zivljenja. Najvecji delez vsadkov predstavljata
kolenska in kol¢na endoproteza. Do okuzb sicer pride redko, vendar so zelo neprijetne za
bolnike in obc¢utno zvisajo stroSke zdravljenja zaradi podaljSane rehabilitacije (1-4).

Najpogostejsi povzrocitelji okuzb so zbrani v preglednici I (1).

Preglednica I: Najpogostejsi povzrocitelji okuzb umetnih vsadkov (1).

Povzrocitelj % okuZzb s tem povzrociteljem
wkoagulaza« negativni stafilokoki 30-43 %
Staphylococcus aureus 12-23 %
streptokoki 9-10 %
po Gramu negativne bakterije 3-6 %
enterokoki 3-7%
anaerobne bakterije 2-4%
ni dokaza prisotnosti bakterij 11%
veé razli¢nih povzroditeljev 10-11%

OkuZbe nastanejo, ko telo prepozna umetni vsadek kot tujek, ki potem povzroc¢i vnetje,
slabsa imunski sistem in ustvari novo povrsino za vezavo mikroorganizmov (1). Ustvari se
biofilm, ki je skupek mikrobnih mikrokolonij. Prepleten je s kanali, skozi katere vstopajo
hranila in se odvajajo celi¢ni produkti. V njem so bakterije zasCitene pred gostiteljevim
imunskim sistemom in protibakterijskimi ucinkovinami, zato imajo ugodne pogoje za
pocasno delitev. To je razlog, da se odlocamo za zdravljenje z antibiotiki, ki delujejo na
pocasno rastoce mikroorganizme (Kot na primer rifampicin, ki smo ga uporabili tudi v nasi

studiji) (2).



1.1.1 Metode zdravljenja okuzb ortopedskih umetnih vsadkov

Glavni cilj in Zelja je odstraniti vnetje in zmanjSati moznost ponovitve vnetja. Obicajno se
kombinira kirurSko (v preteklosti so ob taki okuzbi izvedli resekcijsko artroplastiko ali
popolno odstranitev vsadka) in antibioticno zdravljenje, vse pa je odvisno od patogeneze,
trajanja okuzbe, obcutljivosti povzrocitelja in stanja kosti (3). Prvi korak pri zdravljenju je
doloc¢anje protimikrobne obcutljivosti patogena. Idealen antibiotik naj bi imel baktericidno
aktivnost (v stacionarnem stanju na mestu okuzbe) proti pocasno rasto¢im
mikroorganizmom, prav tako pa naj bi dobro prodiral skozi plasti biofilma. Vse te lastnosti
zdruzuje rifampicin (RIF), ki se zato zadnja desetletja uporablja za zdravljenje stafilokokne
okuzbe ortopedskih vsadkov (2). Zaradi razvoja odpornosti ga je vedno potrebno
predpisovati v kombinaciji z drugo protibakterijsko u¢inkovino, najpogosteje s kinoloni

(ciprofloksacin, ofloksacin, levofloksacin) (1-5).

1.1.2 Preprecevanje okuzb ortopedskih umetnih vsadkov

Okuzbe najbolje preprecimo, ¢e upostevamo dva ukrepa:

1. Priprava bolnika
Pred operacijo bolnik ne sme imeti potrjene sistemske ali lokalne okuzbe, ker to
poveca tveganje za okuzbo endoproteze. Prav tako je potrebno preveriti ali je
bolnik koloniziran s Staphylococcus aureus, kajti ta predstavlja pomemben
dejavnik tveganja (3). Pri diabetikih mora biti nivo glukoze v krvi urejen, kadilcem

se priporoca prenechanje s kajenjem (4).

2. Perioperativna antibioti¢na zaScita
Perioperativna antibioti¢na profilaksa je v primeru vstavitve endoproteze obvezna.
Antibiotik izbora je cefazolin. Uporablja se zaradi uc¢inkovitega protistafilokoknega
delovanja, farmakokineti¢nega profila, lahke dostopnosti in cene. Vankomicin se
aplicira redko in sicer v primeru potrjene alergije na p-laktamske antibiotike ali
prisotnosti MRSA (3,4).



1.2 Rifampicin

Rifampicin (velikokrat poimenovan tudi rifampin) je polsintezno pridobljen baktericidni
antibiotik. Spada v skupino rifamicinov, skupaj z rifabutinom in rifapentinom. Je
uéinkovina za zdravljenje okuzb z mikobakterijami (delovanje proti pocasno in
intermitentno rasto¢im Mycobacterium tuberculosis), deluje pa tudi na po Gramu pozitivne
bakterije (predvsem stafilokoke) (6-8). Struktura ucinkovine je prikazana na sliki 1 (8).
Rifampicin je FDA registrirala leta 1971. Sprva je bil tuberkulostatik drugega izbora, saj je
bila kombinacija prvega izbora (streptomicin, izoniazid, paraaminosalicilna kislina) dovolj
ucinkovita in cenejSa. Kmalu pa se je uveljavil v smernicah za zdravljenje tuberkuloze

zaradi krajSega Casa trajanja terapije, ki je upravicila visoke stroske zdravila (9).

NH

CH=N—N N—~CH,

Slika 1: Strukturna formula rifampicina (8).

1.2.1 Nacin delovanja

Rifampicin v celicah zavira delovanje od DNA odvisne RNA-polimeraze (RNAP). RNAP
je encim, ki katalizira transkripcijo oziroma prepisovanje DNA v RNA v vseh treh
stopnjah tega procesa. Na zacetku (iniciacija) skrbi za nastanek fosfodiestrske vezi med
prvima dvema nukleotidoma, sodeluje pa tudi pri podaljsevanju (elongacija) in zakljucku
(terminacija). Baktericidna aktivnost rifampicina izhaja iz njegove visoke afinitete za
vezavo na Katalitski center RNAP (podenota aypp'm). Veze se na B-podenoto in tvori
kompleks RNAP-RIF (struktura vezave je vidna na sliki 2). Ko transkript doseze dva ali tri

nukleotide v dolzino, kompleks neposredno blokira proces podaljSevanja RNA. Deluje



specificno na bakterijsko RNAP, ki jo inaktivira ze v nizkih koncentracijah, ne deluje pa
na RNAP sesalcev (6,10).

Modra barva prikazuje B-podenoto

Molekula
rifampicina; rdeci
atomi so kisikovi
atomi, oranzni so
ogljikovi, modri so
dusikovi

Tube prikazujejo
strukturo RNAP

Mg2+ ioni v
aktivnem mestu

Roza barva prikazuje B'-podenoto
Siva barva prikazuje ®-podenoto

Slika 2: Tridimenzionalna struktura kompleksa RNAP-RIF (10).

1.2.2 Indikacije in uporaba

Rifampicin je antibiotik Sirokega spektra. Nanj so praviloma obcutljivi naslednji
mikroorganizmi:
» Neisseria meningitidis,
Mycobacterium tuberculosis,
stafilokoki (tudi MRSA),
Haemophilus influenzae,

Y V V VY

Mycobacterium leprae.

Terapevtske indikacije ima za zdravljenje vseh oblik tuberkuloze in okuzb z nekaterimi

drugimi mikobakterijami. Lahko ga apliciramo peroralno ali intravensko. Skupaj z



izoniazidom in pirazinamidom se uporablja v uvodni in intenzivni fazi zdravljenja, ki traja
dva meseca. Po koncu zacetne faze pa se lahko nadaljuje zdravljenje Se najmanj Stiri
mesece s kombinacijo RIF in izoniazida. Priporo¢ena shema je ob pravilni uporabi 100 %
ucinkovita. Zdravljenje se po potrebi nadaljuje, ¢e so Se vedno prisotne bakterije, ali ¢e so
bakterije postale odporne. Pojavu rezistence se izognemo z uporabo kombinacije
antibiotikov (7,8). Uporablja se tudi za zdravljenje gobavosti skupaj z dapsonom in
klofaziminom in za zdravljenje bruceloze skupaj s tetraciklini, streptomicinom in/ali s

trimetoprimom/ sulfametoksazolom (11).

V monoterapiji se RIF uporablja za eradikacijo meningokokov pri asimptomatskih nosilcih
bakterije Neisseria meningitidis, ki se nahaja v njihovih nosovih ali grlu. Na ta nacin
delujemo profilakti¢no; preprec¢imo okuzbo drugih ljudi. Pri pojavu bolezni (meningokokni

meningitis) pa se RIF ne uporablja zaradi mozZnosti pojava rezistence (8).

Kot Ze zgoraj omenjeno, pa se peroralni RIF v zadnjih desetletjin uporablja tudi za
zdravljenje stafilokoknih okuzb ortopedskih vsadkov. Ta terapevtska indikacija $e ni
uradno potrjena, gre torej za nenamensko uporabo (ang. off-label use), vendar so v
Stevilnih raziskavah dokazali u¢inkovitost. To je razlog, da Se ni razvitih enotnih smernic
in rezima odmerjanja za to indikacijo. Zdravljenje traja naceloma tri mesece, Ce gre za
kol¢éno in Sest mesecev, ¢e gre za kolensko endoprotezo. Preiskovani odmerki so zelo
razli¢ni, nekateri so uporabili 300 ali 450 mg dvakrat na dan, drugi so uporabili odmerke
600-900 mg, ki so jih razdelili na enega do tri odmerke. RIF se vedno uporablja v
kombinaciji s spremljajo¢im antibiotikom, obi¢ajno s kinoloni, ker je tako zmanjSana
moznost za pojav rezistence. Prav tako so izidi zdravljenja boljsi, kot ¢e uporabimo

kinolon (na primer ciprofloksacin) v monoterapiji (5,12-18).

1.2.3 Farmakokinetika in farmakodinamika

1.2.3.1 Absorpcija in distribucija

RIF se brez tezav absorbira iz gastrointestinalnega trakta. Priporoca se zauzitje na prazen
zelodec (vsaj trideset minut pred obrokom ali dve uri po jedi), saj se absorpcija zdravila,

zauzitega skupaj s hrano, zmanjSa za kar 30 %. Najvecjo koncentracijo v serumu doseze



dve do stiri ure po odmerku, vendar pa se koncentracije znotraj posameznika in populacije
(intra- in interindividualna variabilnost) zelo razlikujejo (7-9). Pri enkratnem odmerku 150
mg se pricakuje najvecja serumska koncentracija okoli 2 mg/L, pri 300 mg 4 mg/L, pri 450
mg okoli 6 mg/L, pri 600 mg pricakujemo koncentracijo reda velikosti okoli 10 mg/L, pri
odmerku 1200 mg pa okoli 30 mg/L (9,19). V obmo¢ju odmerkov 150 do 1200 mg je torej
farmakokinetika rifampicina nelinearna.

RIF se zaradi svoje sposobnosti prehajanja bioloSkih membran obsezno porazdeli po
telesu. Prisoten je tudi v cerebrospinalni tekoc¢ini in materinem mleku. V priblizno 80 % je
reverzibilno vezan na beljakovine, glavnina nevezane frakcije pa je neionizirana in lahko

zato prosto prehaja v tkiva (7,8,19).

1.2.3.2 Presnova in (avto)indukcija

Pri zdravih ljudeh je povprecen razpolovni ¢as ucinkovine v serumu po 600 mg odmerku
3.35+0.66 ur, po 900 mg odmerku pa 5.08+2.45 ur. Pri zdravljenju z veckratnimi odmerki
pa se farmakokinetika (FK) izrazito spremeni, razpolovni Cas se zmanjSa in doseze
povpre¢no vrednost dve do tri ure (7,8). Razlog za to je verjetno avtoindukcija rifampicina.
RIF aktivira pregnanski receptor X (PXR), ki regulira transkripcijo nekaterih metaboli¢nih
encimov in transportnih prenasalcev. RIF je induktor:
1. citokromov P-450 (CYP), CYP3A4 in CYP2C9,
2. prenasalnega P-glikoproteina (v enterocitih in hepatocitih), imenovanega tudi
MDR1,
3. P-esteraz, ki so odgovorne za biotransformacijo RIF v njegov metabolit, 25-
deacetil-RIF,
RIF je induktor svojega lastnega metabolizma (avtoindukcija), kot posledica indukcije

zgoraj nastetih encimov (20,21).

V preteklosti so domnevali, da se indukcija pojavi po enem tednu zdravljenja, izzveni pa
predvidoma dva tedna po koncu zdravljenja (21,22). Vendar najnovejse raziskave kazejo,
da se indukcija (v priblizno 50 %) vzpostavi po Sestih dneh zdravljenja, popolna indukcija
(okoli 97 %) pa v enem mesecu (23). Drug razlog za variabilnost koncentracij RIF pa
morda ti¢i tudi v polimorfizmu genov, ki kodirajo pregnanski receptor X (PXR), ki vpliva

na izrazanje transportnih proteinov ali B-esteraze, ki sodelujejo pri presnovi (24).
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1.2.3.3 Izlocanje

Za RIF je znacilno enterohepati¢no krozenje, med katerim je ucinkovina izpostavljena
procesu deacetilacije. Po Sestih urah je skoraj celoten odmerek RIF v zol¢u v obliki
deacetiliranega presnovka, kar pripomore k zmanjsani ¢revesni reabsorpciji in olajSanemu
izlocanju. Tudi ta produkt presnove ima protibakterijsko delovanje. Do 30 % odmerka se
izlo¢i v urinu (polovica tega kot nespremenjena ucinkovina) (8). Bolniki z ledvi¢no okvaro

ne potrebujejo prilagojenega odmerka (19).

1.2.4 Toksiénost in neZeleni u¢inki

Najpogostejsi nezeleni ucinki RIF so hepatotoksi¢nost, rdeckasto obarvanje telesnih
teko€in (urin, znoj, sputum, solze), kozne reakcije, reakcije imunoloSkega izvora (na
primer gripozni sindrom, anafilaksija) in bolezni prebavil (najpogosteje se pojavi bruhanje,
slabost, izguba apetita, driska) (8). Najbolj resen (lahko tudi smrten) in nevaren nezeleni
ucinek je hepatotoksic¢nost. Razli¢ne raziskave so se ukvarjale s pojavnostjo okvare jeter
pri zdravljenju tuberkuloze, vendar so izsledki zelo razli¢cni (pojav pri 2 do 28 %
bolnikov). Pred zac¢etkom terapije z RIF je zelo tezko predvideti, pri katerih bolnikih se bo
toksi¢nost pojavila. Obstajajo pa nekateri dejavniki tveganja, kot so Zenski spol, starost, ze
obstoje¢a bolezen jeter, Zol¢énika ali ZolCevoda, okuzba z virusom HIV in fenotip
pocasnega acetilatorja. Pri zdravljenju tuberkuloze je kombinacija RIF z izoniazidom se
bolj toksi¢na, saj RIF inducira izoniazid-hidrolazo, kar vodi do povecanega nastanka
toksi¢cnega hidrazina (25). Mehanizem nastanka hepatotoksi¢nosti pri RIF je Se vedno
neznan, verjetno pa je povezan z inhibicijo BSEP (eksportne ¢rpalke Zol¢nih soli), Ki
uravnava izloCanje Zol¢nih soli in drugih sestavin Zolca. Zaviranje tega prenaSalnega
proteina povefa moznosti za nastanek holestaze (26,27). RIF lahko povzro¢i moten
privzem bilirubina v jetrne celice, kar vodi v nekonjugirano hiperbilirubinemijo ali
zlatenico brez okvare hepatocitov. Zaradi zaviranja izlo¢anja bilirubina na ravni Zol¢nih

kanalikulov pa se lahko pojavi tudi asimptomatska konjugirana hiperbilirubinemija (27).

Vsakemu bolniku se zato pred terapijo z RIF dolo¢ijo jetrni encimi (AST, ALT, y-GT),
bilirubin, kreatinin, naredi se tudi preiskava celotne krvne slike. Med zdravljenjem je
bolnike potrebno podrobno spremljati (7).



1.2.5 Bakterijska odpornost

Bakterijska odpornost proti protibakterijskim ucinkovinam postaja vse vedji
javnozdravstveni problem. Tudi rezistenca proti RIF ni izjema. Mehanizem rezistence
vkljucuje spremembe v genu rpoB, ki kodira B-podenoto bakterijske RNAP. Verjetno gre
za zamenjavo nekaterih aminokislin v zaporedju, kar vodi do zmanjSane obcutljivosti
encima za vezavo RIF (6,28). Zaradi razvoja odpornosti ga je vedno potrebno predpisovati

v kombinaciji z drugo protibakterijsko u¢inkovino, najpogosteje s kinoloni (1-5).

1.3 Populacijska farmakokinetika

Populacijska farmakokinetika (PopFK) je podrocje klini¢ne farmakologije, ki prek uporabe
modelov kvantitativno ocenjuje tipi¢ne farmakokineti¢ne parametre ter interindividualno
in rezidualno variabilnost absorpcije, distribucije, presnove in izlo¢anja zdravil. Modeli so
uporabni za nacrtovanje in optimizacijo odmerkov, za pripravo smernic zdravljenja in za
uspes$no komunikacijo z regulatornimi organi. Uporaba PopPK je v zadnjem Casu postala

popularna predvsem zaradi svojih prednosti pred klasi¢nim FK pristopom (29).

1.3.1 Razlike med Kklasi¢no in populacijsko farmakokinetiko

Na kratko, klasi¢en pristop od nas zahteva standardno dvostopenjsko analizo. Ce Zelimo
natan¢no analizo in oceno FK parametrov, to od nas zahteva pogosto vzoréenje in meritve
plazemskih koncentracij pri individualnem pacientu (po navadi so to zdravi prostovoljci)
(29,30). Studija je izvedena v umetnem okolju, prav tako najdemo tudi razlike v pogojih
med Studijo in dejanskim okoljem, Kjer se bo zdravilo uporabljalo (29). PopFK pa temelji
na enem ali ve¢ vzorcih individualnega bolnika, ki so ocenjeni s pomocjo analize podatkov
iz prostornega modela. Protokol pri tradicionalni FK ima strog kriterij vklju¢evanja/
izkljuCevanja in zahteva tudi do deset prejetih vzorcev od istega pacienta. Sicer dobimo
bogato zbirko podatkov, s katero opazujemo individualen FK profil dolo¢ene u¢inkovine,
ampak podvrzemo bolnike pogostemu vzoréenju v kratkih ¢asovnih intervalih, kar je
neprijetno za bolnike in stroskovno neucinkovito. Za vsakega pacienta v $tudiji je protokol
jemanja vzorcev enak, kar zmanjSa interindividualno wvariabilnost (IIV) (30). FK

variabilnost je odvisna od demografskih (spol, rasa, telesna masa, starost), fizioloskih/



patofizioloskih in okoljskih faktorjev (kajenje, diete), od genotipa, interakcije u¢inkovin in
drugih vzrokov (cirkadiani ritem, vpliv hrane) (29). Prva stopnja dvostopenjske analize je
ocena FK parametrov z nelinearno regresijo, v drugi stopnji pa uporabimo individualne
vrednosti FK parametrov, izraCunamo povpreéje, standardno deviacijo, koeficient
variabilnosti in varianco (30).

Pri PopFK pristopu pa individualen bolnik ni sredis¢e $tudije, cilj je namre¢ zgraditi
populacijski profil u¢inkovine z izracunanimi vrednostmi individualnih parametrov. Oblika
Studije nam dovoljuje veliko heterogenost (razli¢na starost, telesna masa), na voljo pa
imamo naceloma majhno $tevilo vzorcev z manj bogatim obsegom podatkov. Tak nacin
vzor¢enja nam omogoc¢i, da pridobimo podatke tudi od populacij bolnikov, ki jih je tezko
Studirati, na primer od zelo bolnih (bolniki z rakom, bolniki na intenzivni negi, bolniki z
AIDS-om), od starostnikov, dojenckov in podobno (29,30). Protokol vzoréenja ni enak za
vse, kar nam daje priloznost in prednost, da analiziramo podatke od posameznikov, Ki
variirajo v Stevilu odvzetih vzorcev. Tudi plazemskih koncentracij pod zaznavnim pragom
ne izklju¢imo, ampak jih uposStevamo (30). Slabost takega pristopa pa je, da za tako
izvedbo potrebujemo dovolj izkusen kader, ki lahko ustrezno interpretira rezultate (29).

Razlike med pristopoma so strnjene v preglednici 11 (30).

Preglednica Il: Pregled razlik med klasi¢no in populacijsko FK (30).

Karakteristike Tradicionalna FK Populacijska FK

Model ustreza podatkom
Narava analize posameznega pacienta, kjer so
parametri povzeti

Model ustreza podatkom vseh
pacientov, parametri so izraCunani

Studija Stroga in kontrolirana oblika Lahko stroga oblika, ni pa nujno
Vzorec Zdravi prostovoljci Tar¢na populacija
Velikost studije Majhna Velika

Eden do dva vzorca na pacienta,
nimajo vsi enako Stevilo odvzetih
vzorcev

Pogosto, zbirka podatkov je

Vzorcenje .
obsezna

Minimalizirana zaradi strogih

v kriterijev vkljucitve/izkljucitve

Lahko poisc¢emo izvor IIV




Poznamo ve¢ razlicnih metod modeliranja. Za njih se odlocamo na podlagi podatkov in
cilja Studije. Najpogosteje se uporablja nelinearni model meSanih u¢inkov (NLME), za

katerega smo se odlo¢ili tudi v nasi $tudiji (31,32).

1.3.2 Nelinearni model mesanih u¢inkov (NLME)

Tak pristop nam omogoca ocenjevanje variabilnosti, hkrati pa ne zanemarja tistih
podatkov, ki bi jih drugace tezko vkljucili v Studijo (na primer pomanjkljivi podatki,
razli¢na shema odmerjanja) (31). Model je:

e nelinearni model: odvisna spremenljivka je nelinearno povezana s parametri

modela in z neodvisnimi spremenljivkami.
e model meSanih ucinkov: tisti parametri, ki ne variirajo med posamezniki, so
oznaceni kot fiksni oziroma stalni; parametri, ki variirajo, pa so naklju¢ni (32).

Tak pristop modeliranja zahteva od posameznika majhen vzorec meritev plazemske
koncentracije, po navadi med ena in Sest. Model naenkrat analizira podatke vseh
posameznikov, vendar uposSteva IV in ustrezno ovrednoti mozno neuravnotezenost
podatkov. Konéni model torej ni reprezentativen za doloCenega posameznika, temve¢ za
celotno populacijo. Vrednost parametrov se ocenjuje z metodo najvecjega (maksimalnega)
verjetja. Ta metoda izrazi verjetnost, da z ocenami parametrov v resnici dobimo izmerjene
vrednosti. Izracun pa je zahteven prav zaradi nelinearnega odnosa, zato so bile razvite
aproksimacijske metode, ki olajsajo napoved (na primer NLME, FO). Najbolj uporabljena
je FO, kar pomeni first-order oziroma aproksimacija prvega reda, poznamo pa Se
natan¢nejSi metodi FOCE, ang. first order conditional estimation (aproksimacijska metoda
za pogojno ocenjevanje prvega reda, uposteva tudi IIV) in FOCE INTER, ang. first order
conditional estimation with interaction (aproksimacijska metoda za pogojno ocenjevanje
prvega reda, ki uposteva interakcije med IIV in rezidualno variabilnostjo). FOCE INTER
metodo smo uporabili v nasi Studiji (31). Ocene parametrov so izbrane tako, da je
verjetnost najvecja in vrednost objektivne funkcije (OFV=-2logL; dvakratnik negativnega
logaritma verjetja) najmanjsa. POpFK model je sestavljen iz podatkov, strukturnega
modela (opise FK profil za doloCeno uéinkovino), statisticnega modela (oceni
variabilnost in lo¢i med IIV in rezidualno variabilnostjo), kovariatnega modela (opise
odnos med stalnimi ucinki in so¢asnimi spremenljivkami) in programske opreme (zdruzi

podatke z modeli, izvede simulacijo in oceni parametre) (32).
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Tudi v procesu razvoja PopFK modela za RIF smo sprva pregledali literaturo in poskusali
dolo¢iti osnovni strukturni model. Osredoto¢ili smo se na dve vrsti modelov: modeli, ki ne
vkljucujejo opisovanja indukcije presnove in modele, s katerimi opisujemo tudi indukcijo
presnove. Za modele, ki ne vklju€ujejo opisovanja indukcije predpostavimo, da se ocCistek s
Casom ne spreminja, zato modeliramo le absorpcijo in porazdeljevanje. Za modele, s
katerimi opisujemo indukcijo pa predpostavimo, da se ocistek s ¢asom spreminja zaradi

avtoindukcije.

1.3.3 Pregled modelov, s katerimi opisujemo absorpcijo

Rifampicin se kot zdravilo za zdravljenje tuberkuloze uporablja ze od leta 1971, zato
najveé objavljenih Studij raziskuje FK ucinkovine prav pri bolnikih s tuberkulozo (9,33). V
Stevilnih raziskavah so zastopane razlicne populacije ljudi- zdravi prostovoljci, Azijci,
Indijci, Juznoafri¢ani, pacienti z ali brez HIV ter tudi otroci. Aplicirani odmerki RIF se
gibljejo od 450 do 600 mg. Po pregledu literature smo ugotovili, da je najpogosteje
uporabljen model 1-prostorni farmakokineti¢éni model s tranzitnim modelom absorpcije.

Tranzitni prostori opisujejo zamik v absorpciji. Shema modela je vidna na sliki 3 (33).

n= Stevilo tranzitnih prostorov

absorpcija

ka CI/V
odmerek — @ — 7
Al A2,V

centralni prostor
ktr=tranzitna konstanta

Slika 3: Shema tranzitnega modela (33).

V studiji Wilkinsa in Savica s sodelavci, ki je preuc¢evala FK RIF pri Juznoafriskih
bolnikih s tuberkulozo, je bilo vkljucenih 261 pacientov. Testirali so 1- in 2-prostorne
modele, encimske modele, modele z indukcijo in tranzitne modele. Podatke je najbolje
opisal 1-prostorni model s tranzitnim modelom absorpcije. Uporabljen odmerek je bil
apliciran peroralno, in sicer 450 mg pri bolnikih s telesno maso pod 50 kg, tisti nad 50 kg
pa so dobivali odmerek 600 mg. Ocenjena vrednost ocistka je bila 19,2 L/h, volumna

distribucije pa 53,2 L. Uspeli so oceniti e IIV ocistka, ki je bila 52,8 % in IIV volumna
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distribucije, ki je znasala 43,4 %. V ¢lanku je narejen tudi pregled in primerjava z drugimi

podobnimi Studijami, ima pa ta raziskava od vseh najstevil¢nejsi vzorec bolnikov (33).

1.3.4 Pregled modelov, s katerimi opisujemo indukcijo presnove

V literaturi je mo¢ najti raziskave, ki opisujejo (avto)indukcijo presnove RIF pri bolnikih s
tuberkulozo. V uvodu sta opisani dve taki raziskavi, s katerima so opisali indukcijo
presnove RIF pri Juznoafriskih bolnikih s tuberkulozo (23,34).

Denti s sodelavci je v raziskavo vkljuc¢il 61 Juznoafriskih bolnikov s tuberkulozo in
virusom HIV. Vecina pacientov je prejemala tedenski odmerek RIF razdeljen na pet
odmerkov, deset pacientov pa je prejemalo 8-12 mg/kg RIF enkrat dnevno. Kon¢ni
strukturni model je enak modelu iz predhodne raziskave (slika 3). Ocenjena vrednost
ocistka na zacetku je bila 6,94 L/h/42,2 kg, ocCistek v stacionarnem stanju je bil 15,1
L/h/42,2 kg, cas, v katerem pride do 50 % indukcije 6,04 dni, volumen distribucije 45,6
L/42,2 kg in konstanta hitrosti absorpcije 1,07 h™. 11V ocistka je bila 25,2 %, volumna
distribucije pa 13,8 %, IV konstante hitrosti absorpcije niso uspeli oceniti. Ocenili so, da
pride do 50 % indukcije v Sestih dneh, do 97 % indukcije pa v enem mesecu. Enacba, s

katero so modelirali indukcijo:
_In(@)xt

Cl = Clbas + (Clss — Clbas) x e %4 Enacba 1

Clpas je zacetni ocistek, Clss pa o€istek v stacionarnem stanju, tiping predstavlja cas, v

katerem pride do 50 % indukcije. Casovna odvisnost oéistka je prikazana na sliki 4 (23).

odistek [L/h] otc1st.ek v
stacionarnem

20 ‘ / stanju

15 1
i
zaletni olistek -—"‘5)

0

0 10 20 30
¢&as po zadetku zdravljenja [dan]

Slika 4: Eksponenten ¢asovni potek indukcije presnove rifampicina (23).
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Populacija v drugi raziskavi (Chirehwa s sodelavci) je zelo podobna prvi. Prav tako so
imeli podatke od 61 Juznoafriskih bolnikov s tuberkulozo in virusom HIV. Glede na
smernice zdravljenja tuberkuloze so prejemali odmerke glede na telesno maso (8-12
mg/kg). Shema konénega modela je predstavljena na sliki 5. Absorpcija poteka skozi serijo
tranzitnih prostorov, vkljucen pa je tudi model dobro premesanega prostora. Ocenjena
vrednost ocistka na zacetku je bila 93,2 L/h, ocistek v stacionarnem stanju je bil 176 L/h,
volumen distribucije 50,1 L in konstanta hitrosti absorpcije 1,96 h™. IIV ogistkov je bila
22,5 %, volumna distribucije pa 14,2 %. Studija je pokazala, da pride do 50 % indukcije v
4,5 dnevih, do 90 % indukcije pa v okoli dveh tednih.

serija tranzitnih prostorov centralni
absorpcija jetra rostor
= QuLEINy
ka _
odmerek——— \ - R
\ / Vi Qu/V
CIH/VHL

Slika 5: Shema strukturnega modela indukcije presnove z jetrnim modelom dobrega mesanja (34).

V kon¢nem modelu je ocistek RIF odvisen od Ey (jetrne ekstrakcije). Ey je odvisen od
nevezane frakcije RIF (f,), pretoka skozi jetra Qy in intrinzi¢nega o€istka Cliy. Intrinzi¢en
ocistek opredeli sposobnost jeter za presnovo RIF, spreminja pa se (zaradi avtoindukcije) s
trajanjem terapije. Sledi Michaelis-Mentenovi kinetiki, saj je Clixgmax (maksimalni
intrinzi¢ni o€istek) odvisen od Michaelis-Mentonove konstante Km. Odnosi med parametri

in izpeljavo enacbe za avtoindukcijo So podani v naslednjih enacbah:

ClH = QH X EH Enacba 2
Clint
EH = m—xfu Enacba 3
Clintxfu+QH
. Clint, K
Clint = LLnLmaxxim Enacba 4
CH+Km
_1n(2)><t
1.
Clint, max = Clbas + (Clss — Clbas) X (1 —e 2™%) Enacba 5
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Clpss je intrinzicen zacetni ocistek, Clgs intrinzicen ocistek v stacionarnem stanju, Cy pa

koncentracija RIF v jetrih (34).

1.3.4.1 Pregled encimskih modelov

Encimski modeli v primeru RIF spadajo med modele, ki opisujejo indukcijo presnove,
vendar imajo vkljuCen Se dodaten prostor, ki ga predstavlja encim. Nastajanje encima je
odvisno od plazemske koncentracije RIF. Encim izginja s hitrostno konstanto encima Kenc).
Ce je konstanta produkcije encima enaka konstanti eliminacije, je koncentracija encima
konstantna. Plazemska koncentracija RIF poveca konstanto produkcije encima, zato se
encim kopi¢i in posledi¢no se presnovi ve¢ RIF, kar poveca njegov ocistek. Shema
encimskega modela je prikazana na sliki 6. Prekinjene ¢rte predstavljajo vpliv zdravila na
encim (35,36).

centralni prostor

ktr ktr ka=ktr - Krsiiin
odmerek———> — s E— < —— e o
Cp encim

absorpcija lCI/V

Slika 6: Shema encimskega modela (35).

Smythe s sodelavci je v svojo Studijo vkljucil 174 bolnikov s tuberkulozo, ki so prihajali
iz JuZnoafriske republike, iz Senegala, Gvineje in Benina. Odmerki RIF so bili za paciente
z maso, manjso od 50 kg 450 mg, za tiste z maso nad 50 kg pa je bil apliciran odmerek 600
mg. Uporabljen je bil 1-prostorni tranzitni model z dodatnim prostorom za encim (shema
na sliki 6). Ocenjene vrednosti ocistka so bile 10,0 L/h, volumna distribucije pa 86,7 L.
Ocenjevali so tudi Ken) (0,00369 h™), Emax, Ki predstavlja maksimalno koli¢ino encima
(1,04) in ECs, ki je plazemska koncentracija RIF, pri kateri pride do 50 % Enax (0,0705
mg/L). Uspelo jim je oceniti IIV o¢istka (30,0 %) in volumna distribucije (19,2 %). Konéni
rezultati Studije so pokazali, da pride do 50 % indukcije v osmih dneh, do polne indukcije
pa v stiridesetih dneh. Indukcijo so modelirali kot povecanje produkcije encima in ne kot

znizanje eliminacije. Spremembe v encimskem prostoru so zapisali z:

Z—': (enc) = k(enc) X (1 + EFF) — k(enc) X A(enc) Enacba 6
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EmaxXC
EFF = -1&X*°P Enacba 7
EC50+Cp

EFF opisuje odnos med koncentracijo RIF in indukcijo encima zaradi povisane produkcije

encima (35).

Wilkins s sodelavci pa so v Studiji populacije skupno 265 Juznoafriskih bolnikov S
tuberkulozo (prejemali so RIF v odmerku 450-600 mg) ocenili oCistek (6,4 L/h), volumen
distribucije (50,4 L), konstanto hitrosti absorpcije (1,69 h™) in konstanto hitrosti
eliminacije encima (0,0246 h™). Uspeli so oceniti tudi ITV vseh nastetih parametrov. Prav
tako pa so ocenili tudi SL,, to je je naklon linearne funkcije, ki opisuje indukcijo (1,88).

Indukcijo so zapisali z naslednjimi diferencialnimi ena¢bami:

C:l_f (1) = Odeerek - ka X A(l) Enaéba 8
dA cl .

— (2) = ka X A(1) — () X A(2) X A(enc) Enacba 9
Z—': (enc) = k(enc) X (1 + SLrif X (%)) — k(enc) x A(enc) Enacba 10

Vc je volumen distribucije, D zamik v absorpciji, A(1) koli¢ina RIF v absorpcijskem
prostoru, A(2) pa v centralnem, Aenc) je koli¢ina encima in Kenc) hitrostna konstanta prvega

reda degradacije encima (36).
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2 NAMEN DELA

Rifampicin v kombinirani terapiji se ze od osemdesetih let prejSnjega stoletja uporablja za
zdravljenje tuberkuloze. V zadnjih desetletjin pa se je uveljavil v terapiji okuzb
ortopedskih vsadkov, a ta indikacija Se ni uradno potrjena. V literaturi lahko najdemo
Stevilne raziskave, ki potrjujejo ucinkovitost zdravljenja okuzb ortopedskih vsadkov z
rifampicinom, Studije pa se med seboj zelo razlikujejo v uporabljenih rezimih odmerjanja,
farmakokineticnega modela rifampicina za bolnike v razvitem svetu za to indikacijo pa Se

nimamo.

Magistrska naloga je del projekta z Ortopedsko bolnisnico Valdoltra, raziskava je bila
odobrena s strani Komisije za medicinsko etiko Republike Slovenije (st. 48/06/11, izdana
5.1.2012). Na osnovi predhodno izmerjenih plazemskih koncentracij rifampicina pri 55
bolnikih bomo razvili populacijski farmakokineti¢en model rifampicina za peroralni rezim
odmerjanja 450 mg dvakrat na dan. Za farmakokineti¢no analizo bomo uporabili metodo
nelinearnega modela mesanih uéinkov v okviru programa NONMEM. Opredelili bomo
pomen avtoindukcije presnove pri kronicnem zdravljenju in interindividiulno variabilnost
v farmakokinetiki. S pomocjo konénega razvitega modela bomo sklepali ali lahko
zdravljenje s takim odmerjanjem postane neucinkovito zaradi indukcije presnove. Kon¢ni
model bomo tudi ustrezno validirali z metodo ponovljenega vzoréenja ("bootstrap”) in z
metodo VPC (metoda vizualnega vrednotenja populacijskih farmakokineti¢nih modelov)

ter tako pokazali ustreznost prileganja.
Cilj magistrske naloge je torej razviti populacijski farmakokineticni model rifampicina pri

bolnikih, ki se zdravijo v Ortopedski bolniSnici Valdoltra in imajo stafilokokne okuzbe

ortopedskih vsadkov.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Populacija bolnikov in podatki

V $tudijo je bilo vkljucenih 55 bolnikov (devetindvajset moskih in Sestindvajset Zensk), Ki
so se zdravili v Ortopedski bolnisnici Valdoltra. Bolnikom je bila zaradi okuzbe
endoproteze uvedena kombinirana antibioti¢na terapija z rifampicinom. Peroralni RIF so
prejemali v odmerku 450 mg na dvanajst ur na prazen Zelodec. Podatke o bolnikih so nam
posredovali iz omenjene bolniSnice, saj je magistrska naloga del raziskave »Dolocitve
optimalnega rezima odmerjanja peroralnega rifampicina pri zdravljenju okuzb ortopedskih
vsadkov, ki je bila odobrena s strani Komisije za medicinsko etiko Republike Slovenije
(8t. 48/06/11, izdana 5.1.2012) (37).

Izbor bolnikov je potekal po kriterijih vkljucitve in izkljucitve. Vsi bolniki so bili
seznanjeni z namenom raziskave, pridobljeno je bilo tudi pisno soglasje.
V raziskavo so bili vkljuéeni:
e bolniki s potrjeno stafilokokno okuzbo ortopedskega vsadka,
e bolniki s potrjeno obcutljivostjo izoliranega povzrocitelja na RIF,
e bolniki obeh spolov,
¢ polnoletni bolniki.
V raziskavo niso bili vkljuceni:
e Dbolniki z zmerno hudo in hudo okvaro jeter ali ledvic,
¢ mladoletni bolniki,

e nosecnice in dojece matere (37).

Bolnikom je bilo skupno izmerjenih 341 plazemskih koncentracij RIF. Casovna shema
odvzemov vzorcev Krvi je bila v naprej dolo¢ena. Razlikovala pa se je glede na mesto
okuzbe; poleg ostalih meritev je bila koncentracija plazemskih koncentracij RIF bolnikom
z okuzbo kol¢nega vsadka izmerjena Se v 12. tednu, bolnikom z okuZzbo kolenskega vsadka
pa Se v 24. tednu od pricetka terapije. Bolnikom so bili ob meritvi plazemske koncentracije
RIF izmerjeni Se naslednji parametri: bilirubin, AST, ALT, y-GT, CRP in Stevilo

levkocitov. V sodelovanju s Fakulteto za farmacijo so bili odvzeti vzorci krvi analizirani z
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analizno metodo tekoCinske kromatografije s tandemsko masno spektrometrijo (LC/MS-
MS) (37).

Surovi podatki, pridobljeni iz bolni$nice, niso bili takoj primerni za farmakokineti¢no
analizo s programom NONMEM. Potrebno jih je bilo Se urediti (na primer poenotiti
merske enote iz pg/L v mg/L) in oznaditi tako, da jih lahko program NONMEM prebere.
Tekom testiranja smo v ukazu oznacili prvi prostor (gastrointestinalni trakt) s Stevilko 1 in
centralni prostor s Stevilko 2, v preglednici s podatki pa smo dodali stolpec CMT, ki nam
pove, v katerem prostoru se ob meritvi nahaja u¢inkovina. Pri testiranju smo ugotovili, da
Stirje bolniki zelo izstopajo. Pri podatkih za bolnika s Stevilko 34 smo imeli izmerjene
koncentracije Se pred zaCetkom zdravljenja in opredelitvijo odmerka, zato smo pet tock
oznacili z znakom "#", kar je ukaz za NONMEM, da tega podatka ne uposteva. Bolniki s
Stevilkami 3, 17 in 24 pa so imeli izmerjeno eno nenavadno visoko koncentracijo RIF v
plazmi. Te meritve so zelo izstopale na grafih, tudi proporcionalna napaka je bila zato
vi§ja, zato smo tudi te vrednosti izkljucili in oznacili s "#". Tako urejeni podatki so bili
klju¢ za razvoj kon¢nega modela. Preglednico v Excelu smo shranili v CSV (ang. comma

separated values) obliki, ki jo lahko program NONMEM prebere.

Urejeni stolpci v preglednici so vidni v prilogi 1 in pomenijo naslednje:
» ID: stevilka bolnika

DATL: datum

TIME: ¢as

AMT: odmerek [mg]

ADLL: stevilo takih odmerkov

II: interval med odmerki

vV V.V V V VY

EVID: oznacuje dogodek

e 1-bolnik vzel zdravilo

e 2- mi zelimo napovedati

e 0- odvzet vzorec krvi

» MDV: ang. missing dependent variable, 1 pomeni, da ni meritve koncentracije,
0 pomeni meritev

» DV: ang. dependent variable, izmerjena koncentracija RIF v plazmi [mg/L]

A\

CMT: ang. compartment, 1 pomeni gastrointestinalni trakt, 2 centralni prostor

» TAD: ang. time after dose, ¢as po zadnjem apliciranem odmerku [h]
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WT: telesna masa [kg]

SX: spol; 1 pomeni zensko, 0 pomeni moski

AGE: starost [leta]

BLR, AST, ALT, GAMA_ GT, CRP, LKCI: biokemi¢ni markerji
RAZMERJE: razmerje med AST in ALT.

YV V. V V V

3.2 Programska oprema za analizo podatkov

Tekom pisanja naloge smo se srecali s programskimi paketi, ki so nam pomagali pri
ustvarjanju, analizi in diagnozi podatkov. Kot je ze bilo omenjeno, smo podatke o bolnikih
zbrali v preglednici, narejeni v Excel-u. Za analizo podatkov smo uporabili programski
paket NONMEM 7.3.0., ki je napisan v programskem jeziku Fortran. Sestavljen je iz treh
delov, osnovnega programa NONMEM, zbirke FK modelov PREDPP in iz predprocesorja
NM-TRAN, ki omogoca vpisovanje ukazov in zaznavanje napak bodisi v kodi oziroma v
datoteki s podatki (38). Prednosti tega programa so, da je validiran, enostaven za uporabo,
Siroko uporabljen in z raznimi poenostavitvami prijazen uporabniku (39). Program nam po
koncu analize naniza ve¢ datotek z rezultati. Nekatere rezultate smo pretvorili v grafe s
programom RStudio, lahko pa bi uporabili tudi Excel. Razvoja naSega populacijskega

farmakokineti¢nega modela smo se lotili postopno.

3.3 Razvoj populacijskega farmakokineti¢nega modela

Razvoj PopFK modela smo zaceli z dolo€itvijo osnovnega strukturnega modela. Lahko
ga izberemo med ponujenimi (zbirka PREDPP) ali pa ga napiSemo sami s pomocjo
diferencialnih enacb (39). Najprej smo testirali 1-prostorni model z absorpcijo prvega reda,
potem smo poskusili Se z modeli indukcije presnove, ki so se nam zdeli primerni glede na

pregled literature. Na koncu smo testirali tudi 2-prostorni model.
StatistiCen model oceni variabilnosti, poskuSa dolo€iti njihove vzroke in lo¢i med

interindividualno in rezidualno (intraindividualno) variabilnostjo. V nasi raziskavi smo

ocenjevali obe vrsti variabilnosti.
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IV je variabilnost med ljudmi (ang. between subjects), kajti vsi posamezniki se med seboj
razlikujejo. Tudi Ce je na$ preiskovanec tipicni posameznik, izmerjeni rezultati (v naSem
primeru koncentracija RIF v plazmi) ne bodo enaki predvidenim, ker:

- je v meritvi vedno prisotna napaka,

- ljudje nismo zgrajeni iz modelov, ampak kompleksno.
IV torej ni napaka, je samo biolosko dejstvo, da je ena oseba razlicna od druge. Vecina
parametrov sledi logaritemsko normalni razporeditvi, ki ne morejo biti negativni, zato smo
si za zapis 11V parametrov izbrali eksponentni model, kot prikazuje enacba 11.

Pi = PTV x e™ Enacba 11

Pi oznacuje FK parameter posameznika (npr. ocistek, volumen distribucije), Pty tipi€no
vrednost parametra v populaciji (lahko ozna¢imo tudi z grsko ¢rko theta; 0), ni pa razliko
med tipi¢no vrednostjo parametra in med vrednostjo parametra pri dolo¢enem bolniku. n je

grika ¢rka eta, njena srednja vrednost v populaciji je ni¢, varianca pa o’ (39).

Intraindividualna variabilnost oz. rezidualna napaka pa je variabilnost znotraj posameznika
(ang. within subject). Opisuje razliko med napovedjo modela in meritvijo. V nasi raziskavi
smo za oceno te variabilnosti izbrali kombiniran model napake, tj. aditivno in
proporcionalno, kot prikazuje enacba 12.

DV = iPRED + Wp X iPRED +Wa Enacba 12

DV oznacuje izmerjeno koncentracijo, iPRED napovedano koncentracijo za posameznika,
Wa je aditivna komponenta in Wp je proporcionalna komponenta rezidualne napake. Wa
in Wp lahko zapisemo tudi z gr§ko ¢rko € (epsilon), njena srednja vrednost v populaciji je

ni¢, varianca pa o® (39).

Kriteriji za izbiro '""najboljSega' modela:
1. Ocene parametrov so izbrane tako, da je verjetje najvecje in vrednost objektivne
funkcije (OFV) najmanjsa.
2. Ce se OFV ob izbiri novega modela zmanjsa za ve¢ kot 3,84, je to statisti¢no
pomembna razlika pri stopnji tveganja 5 %.

3. Zmanjsata se aditivna in proporcionalna napaka ter interindividualna variabilnost.
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Ocene parametrov so smiselne in fiziolosko verjetne.
Uspesna konvergenca (gradient na ocenah parametrov ni nic).
Ustrezni grafi¢ni prikazi prilegan;j.

Validacija modela (32,29).

L N o g B

Upostevamo, da najmanjsa vrednost OFV $e ne pomeni "najboljSega" modela.

3.3.1 1-prostorni model brez indukcije presnove

Najprej smo se odloc¢ili testirati 1-prostorni model z absorpcijo prvega reda (brez indukcije
presnove). Osnovni strukturni model smo izbrali iz izbirke PREDPP, in sicer subrutino
ADVAN2/TRANS2. ADVAN2 predstavlja 1-prostorni linearni model s prvim redom
absorpcije, TRANS2 pa FK parametre rifampicina; o€istek (Cl), volumen distribucije (Vd)
in konstanto absorpcije (k,). Dodatnih parametrov nismo izbrali. Prostor 1 predstavlja
gastrointestinalni trakt, prostor 2 pa centralni prostor. Za opis 11V smo aplicirali enacbe 13,
14 in 15.

Cli = 6CI x e"¢l Enacba 13
Vdi =0V x e Enacba 14
kai = 6ka x ek Ena¢ba 15

Rezultati, ki bodo predstavljeni v nadaljevanju, niso bili ustrezni, zato smo za ta model
poskusili Se zapis s subrutino ADVANG, ki pomeni sploSen nelinearen model. Uporabili
smo diferencialne enacbe 16 in 17. Za izracune ocen FK parametrov in standardnih napak

smo uporabili aproksimacijsko metodo FOCE INTER:

Z—f (1) = —kax AQ1) Enacba 16

2@2) =kax A1) — =X A(2) Enacba 17

A(1) pomeni koli¢ino u¢inkovine v gastrointestinalnem traktu, A(2) koli¢ino v centralnem
prostoru, V2 je volumen centralnega prostora in Cl ocistek. Za opis IV smo uporabili
enacbe 13, 14 in 15
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3.3.2 1-prostorni modeli z indukcijo presnove

Testirali smo tudi 1-prostorni model z indukcijo presnove, kjer smo ukaze napisali s
pomocjo diferencialnih enacb in subrutine ADVANG. Preizkusili smo dva razli¢na zapisa
indukcije (s konstanto indukcije in s Tsp), encimski model in model, kjer je upoStevan
Casovni zamik absorpcije. Prostor 1 predstavlja gastrointestinalni trakt, prostor 2 pa
centralni prostor. Za aproksimacijsko metodo smo doloc¢ili FOCE INTER. 1V za vse

parametre smo zapisali z obliko enacbe 11.

3.3.2.1 Eksponentni model s konstanto indukcije (k;)

Predpostavimo, da se ocistek se s ¢asom spreminja zaradi avtoindukcije. Ocistek Cl je enak
seStevku zacetnega ocistka CI1 in induciranega ocistka Cl2 (enacba 18). Za eksponenten
model smo uporabili zapis z enacbo 19, kjer je Cl2y.x maksimalno povecanje ocistka.

Cl=Cl1+Cl2 Enacba 18
Cl2 = Cl2max X (1 — ekixt) Enatba 19
Diferencialne enacbe, s katerimi opiSemo indukcijo presnove:

% (1) = —ka x A(1) Enacba 20
22(2) = ka x A(1) = (5) X A(2) Enatba 21

V/stavimo enac¢bo 18 za Cl in dobimo:

Cl1+cCl2
V2

22) = kax A1) - (557) X A(2) Enacba 22

V/stavimo enac¢bo 19 za CI2 in dobimo:

Cll+Cl2maxV>;(1—e(_kiXt))) x A(2)

% (2) = ka x A(1) — ( Enacba 23

A(1) pomeni koli¢ino u¢inkovine v gastrointestinalnem traktu, A(2) koli¢ino v centralnem
prostoru, K;je t.i. konstanta indukcije, V2 je volumen centralnega prostora, t je ¢as, Cl1
zacCetni ocistek in Cl2y,« maksimalno povecanje ocistka. Graf, ki ga dobimo iz zapisa, je

eksponentna funkcija, zato smo ta model poimenovali eksponentni model.
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Raziskovali smo tudi moznost ¢asovnega zamika pri pojavu plazemskih koncentracij kot
posledico zakasnjene absorpcije. Pojav je znan kot lag-time. V ukazu smo zakasnitveni Cas
opredelili kot A_ac2=0,25, kar pomeni, da se absorpcija pri¢ne po 0,25 h oziroma po

petnajstih minutah. Indukcijo v tem testiranem modelu smo zapisali z ena¢bama 20 in 23.

3.3.2.2 Sigmoidni model

Tudi tu predpostavimo, da se ocistek s Casom spreminja zaradi avtoindukcije. Oc¢istek Cl je
enak seStevku zaCetnega ocistka Cll in induciranega ocCistka CI2 (enacba 18). Za

sigmoiden model smo uporabili zapis z enacbo 24, kjer je Cl2y.x maksimalno povecanje

ocistka:

Clp = d2mand Enacba 24
T50 +t

Poleg ena¢be 20 smo indukcijo presnove zapisali tudi z enacbo 27:

) =kaxAl) - (Z)x A(2) Enacba 25

dt V2

2@ =kax A1) - (=) X A(2) Enatba 26

cl1 Clamaxxt
2.2) = ka x A1) - (——L%E) x A(2) Enacba 27

Tso v enacbi pomeni Cas, v katerem pride do 50 % indukcije. Graf, ki ga dobimo po teh

enacbah, je sigmoidne oblike, zato smo ta model poimenovali sigmoidni model.

3.3.2.3 Encimski model

Encimski model indukcije presnove vsebuje $e dodaten (tretji) prostor z encimom, shema

je prikazana na sliki 6. Model napiSemo z enacbo 20 in z naslednjimi ena¢bami:

Cp = 2@ Enacba 28
V2

dA cl

9 (2)=kax A1) — (E X A(2) X A(3)) Enacba 29

dA EmaxXxCp .

9 (3) = k(enc) X (1 + m) — k(enc) X A(enc) Enacba 30
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Ocenjeni parametri so poleg ze znanih Se Aenc) (koli¢ina encima v encimskem prostoru),
Keenc) (konstanta encima), Emax (maksimalno povecanje koli¢ine encima zaradi RIF), ECso
(plazemska koncentracija RIF, pri kateri pride do 50 % Emna) in Cp (plazemska

koncentracija RIF).

3.3.3  2-prostorni model

2-prostorni model je sestavljen iz gastrointestinalnega trakta, centralnega in perifernega
prostora. U¢inkovina prehaja iz centralnega v periferni prostor in nazaj. Shema je vidna na

sliki 7. Enacbi, s katerima opiSemo model (poleg enacbe 20):

(@) =kax A(1) = - X A(2) Enatba 31
dA 3y = 9 _e 3
pm (3) = oy X A(2) s X A(3) Enacba 32

A(3) predstavlja koli¢ino u¢inkovine v perifernem prostoru, V3 je volumen perifernega

prostora, Q pa pretok krvi skozi organ.

absorpcija  centralni prostor

4 c ka = g
odmerek ——— — <
GIT V2 V3
cIv l periferni prostor

Slika 7: Shema 2-prostornega modela.
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3.4 Validacija

Kon¢ni PopFK model je potrebno validirati, saj s tem dokazemo, da je model robusten in
da resni¢no ter natan¢no opise FK RIF pri populaciji bolnikov. Validacijo smo izvedli z

dvema metodama:

1. "Bootstap" oziroma metoda ponovljenega vzoréenja in

2. VPC oziroma metoda vizualnega vrednotenja PopFK modelov.

"Bootstrap" metoda se uporablja za selekcijo modelov, preizkusanje njihove stabilnosti ter
zanesljivosti ocenjenih FK parametrov. Deluje tako, da iz populacije nakljuéno izbere
posameznike, ki jih nato vzor¢i in tako ustvari nove vzorce reda velikosti zacetnega
vzorca. Proces je cikliCen in traja, dokler se ne ustvari tako Stevilo vzorcev, ki smo ga
dolo¢ili na zacetku, po navadi je to od 200 do 1000 (40). Posameznik je lahko na primer
veckrat vkljuen v nov preiskovan vzorec, lahko pa v njega sploh ni vkljucen (35). Na
koncu analize dobimo podatke o robustnosti modela in nove parametre, srednje vrednosti
in intervale zaupanja. Intervali zaupanja se razlikujejo od tistih v NONMEM-u, lahko
vsebujejo tudi vrednost ni¢. V takem primeru jih je potrebno ponovno ovrednotiti oziroma

po potrebi tudi odstraniti iz modela (40).

VPC oziroma pcVPC (ang. prediction corrected VPC) nam ponudi grafi¢no informacijo o
tem, kako zmore model simulirati koncentracije v primerjavi z izmerjenimi. Na grafu
imamo koncentracijo v odvisnosti od neodvisne spremenljivke (&as). Simuliranih
koncentracij je lahko tudi 1000. VPC diagnosticira stalne in naklju¢ne ucinke v modelu
tako, da primerja razli¢ne percentile izmerjenih koncentracij s simuliranimi. Pogosto pa je
zaradi razlicnih vrednosti drugih neodvisnih spremenljivk (na primer odmerki, ki se
razlikujejo med populacijo bolnikov) VPC neuporaben, takrat uporabimo pcVPC. PcVPC
odstrani variabilnost tako, da normalizira izmerjene in simulirane koncentracije glede na

tipi¢no populacijsko napoved (41). V nasi raziskavi smo uporabili oba nacina.
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3.5 Simulacija odmerjanja

Simulacija odmerjenja nam ponudi $¢ dodatno informacijo o tem, kako na§ kon¢ni model
napoveduje koncentracijo RIF. Za uspesno simulacijo je potrebno definirati model, kon¢ne
vrednosti parametrov in variabilnosti, rezim o0dmerjanja, Cas vzorCenja napovednih
koncentracij, Stevilo bolnikov in ¢as zdravljenja. Simulacijo odmerjanja smo prikazali na
grafu koncentracije RIF v odvisnosti od ¢asa, narisali smo ga v Excelu. Na grafu vidimo,

kako se koncentracija s ¢asom spreminja in kaj to pomeni za naSo raziskavo.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Populacija bolnikov

V raziskavi je bilo po kriterijih vkljucitve in izklju€itve obravnavanih 55 bolnikov, od tega
Sestindvajset zensk in devetindvajset moskih, ki so peroralno prejemali 450 mg RIF na
dvanajst ur v kombinirani antibioti¢ni terapiji. Z analizno metodo LC/MS-MS je bilo
analiziranih 341 plazemskih vzorcev, ki smo jih uporabili za razvoj PopFK modela.
Analizirali smo tudi demografske podatke bolnikov, katerih rezultati so predstavljeni v

preglednici I11.

Preglednica I11: Demografski podatki o populaciji bolnikov.

Lastnosti MOSKI | ZENSKE
Stevilo bolnikov / 29 26

starost [leta] interval | 23-82 31-88
povpre¢je| 63,14 65,78

. interval | 155-194 | 150-180
visina em] povprec¢je| 175,2 162,7
masa [k] interval | 62-120 | 48-107
povpre¢je| 90,44 73,42

Zdravljenje je bilo uspe$no pri triintridesetih bolnikih, pri devetnajstih pa se je okuzba
ponovila in potrebna je bila ponovna operacija. Za tri bolnike nismo uspeli pridobiti
podatka o uspehu zdravljenja (en bolnik od teh je umrl). Najpogostejsa okuzba je bila s
Staphylococcus epidermis. Izolat je bil pri oseminstiridesetih bolnikih izoliran
sedemnajstkrat. Po pogostosti ji sledi okuzba s Staphylococcus aureus (Sestnajst primerov),
Staphylococcus capitis in Staphylococcus hominis (vsaka bakterija po osem primerov),
Staphylococcis hemolitycus (Stirje primeri) ter Escherichia coli (trije primeri). V telesih

bolnikov pa je bilo izoliranih Se Sestnajst razlicnih bakterij, ki so se pojavile enkratno.
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4.2 Razvoj populacijskega farmakokineti¢nega modela

4.2.1 1-prostorni model brez indukcije presnove

Prvi model, ki smo ga testirali je bil osnovni FK model; 1-prostorni model z absorpcijo
prvega reda, ADVAN2/TRANS2. Zacetne vrednosti parametrov smo si izbrali iz literature,
za zaCetek nismo ocenjevali IIV. Zagnali smo preko Stirideset modelov z razli¢nimi
zaCetnimi parametri, vendar ocenjeni parametri niso bili ustrezni, ali pa je imel ocenjen
parameter vrednost ni¢. Rezidualna napaka je bila neustrezna, IV nam tudi v nadaljevanju

ni uspelo oceniti.

Tekom testiranja tega modela smo tudi popravili podatke in izlo¢ili nekaj tock, kot je
opisano v prej$njem poglavju. Potem smo zagnali e osnovni model absorpcije, napisan z
diferencialnimi enac¢bami in subrutino ADVANG. Zacéetne vrednosti parametrov smo prav
tako Crpali iz literature. 11V nismo uspeli oceniti. Rezultati analize s programom
NONMEM so zbrani v preglednici IV.

Preglednica IV: Vrednosti parametrov za osnovni model brez ocene I11V.

OFV=910,6 Ocena RSE (%)
parametra

stalni ucinki

0k, [1/h] 0,280 42,2

0ClI [L/h] 12,5 95,6

0V2 [L] 447 33,5

interindividualna / /

variabilnost CV %

rezidualna napaka

OWa [mg/L] 2,39 12,9

OWp [%] 51,1 29,0

Za izradun IIV smo oceno variance ®?, ki nam jo je podal program, pretvorili v koeficient
variacije CV [%)]. Lahko pa bi si izbrali tudi aproksimacijo ? ki nam jo poda NONMEM.
Za izracun smo uporabili enacbo 33. Relativno standardno napako RSE [%] pa smo

izraCunali po enac¢bi 34, se® pomeni standardno napako nekega parametra:

CV (%) = +/(e®* — 1) x 100 Enagba 33
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RSE (%) =2 x 100

Za model smo preverili tudi rezultate graficnih prileganj (ang. Goodness of fit plots), ki so
prikazani na sliki 8. Grafa smo narisali s pomo¢jo RStudia. Pove nam odvisnost izmerjenih
koncentracij od populacijskin (graf na levi) oziroma individualnih napovedi (graf na

desni). V primeru tega modela IIV nismo ocenjevali, zato sta grafa identi¢na. Cilj je, da se

Enacba 34

toCke ¢im bolj prilegajo Crni Crti, realen trend pa prikazuje rdeca Crta.

izmerjena koncentracija [mg/L]

napovedana populacijska koncentracija [mg/L]

izmerjena koncentracija [mg/L]

o
o
I

0o

napovedana individualna koncentracija [mg/L]

Slika 8: Prileganje modela z absorpcijo brez ocene 11V.

Ocenjeni parametri v preglednici 1V so sicer fizioloSko smiselni, vendar prikazi grafi¢nih

prileganj kazejo na to, da model ni ustrezen. Dobljen OFV je referen¢ni OFV, ki smo ga v

nadaljevanju uporabili za primerjavo modelov. 11V nismo uspeli oceniti, zato smo

nadaljevali z razvojem modelov.
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4.2.2 1-prostorni modeli indukcije presnove

V literaturi najdemo podatek, da je RIF mocan induktor metaboli¢nih encimov in tudi
svojega lastnega metabolizma, zato smo se odlocili testirati tudi modele indukcije
presnove. Nekaj raziskav na to temo ze obstaja, vendar je bila nasSa raziskava prva, kjer
smo razvijali PopFK model indukcije presnove za populacijo bolnikov z okuzbami

ortopedskih vsadkov. Testirali smo tri razli¢ne modele.

4.2.2.1 Eksponentni model s konstanto indukcije (k;)

Osnovni model smo zapisali z enacbama 20 in 23. Ocenjevali smo sedem parametrov
oziroma thet (8); konstanto absorpcije (ka), zacetni o€istek (Cl1), maksimalno povecanje
ocistka (CI2), t.i. konstatno indukcije (k;) in volumen centralnega prostora (V2). 11V na

zaCetku Se nismo ocenjevali. Ocene parametrov so v preglednici V.

Preglednica V: Vrednosti parametrov za eksponentni model brez ocene 11V.

OFV=1897,5 Ocena RSE (%)
parametra

stalni ucinki

0k, [1/h] 0,835 44.6

0CI1 [L/h] 6,72 31,3

0C12max [L/N] 7,73 46,3

0k; [1/h] 0,000969 69,0

0V2 [L] 83,4 24,5

interindividualna / /

variabilnost CV %

rezidualna napaka

OWa [mg/L] 2,24 15,1

OWp [%] 58,3 29,0

Parametri so smiselni, vendar ne toliko v fizioloSkem pomenu. Razlika med CI1 in Cl2pax
je majhna, maksimalen ocistek je okoli 15 L/h, medtem ko literaturne vrednosti nakazujejo
vrednost okoli 20 L/h. Konstanta indukcije je zelo nizka, kar pomeni, da se polna indukcija
vzpostavi zelo pozno, po priblizno treh mesecih. Je pa OFV manjsi v primerjavi s
prej$njim modelom in tudi napovedane koncentracije bolje sovpadajo z izmerjenimi (slika
9).
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izmerjena koncentracija [mg/L]

napovedana populacijska koncentracija [mg/L]

Slika 9: Prileganje eksponentnega modela brez ocene 11V.

Ekponentnemu modelu smo v nadaljevanju dodali $e ukaz o zakasnitvenem ¢asu, in sicer,
da se absorpcija pri¢ne z zakasnitvijo petnajstih minut. VVrednosti dobljenih parametrov so
bile enake kot pri prejsnjem modelu, prav tako OFV. Pri pregledu grafov smo ugotovili, da
sta dobljena grafa identicna grafoma na sliki 9. Ugotovili smo, da ob uporabi
zakasnitvenega Casa ni izboljSanja, zato je vseeno ali upoStevamo zakasnitveni Cas ali ne.
Razlog za identi¢nost rezultatov je verjetno v tem, da nimamo dovolj podatkov v
absorpcijski fazi. Glede na to, da je model z vkljuéenim zakasnitvenim casom bolj

kompleksen, smo se odlo¢ili, da ga v nadaljevanju ne uposStevamo.

Z rezultati nismo bili zadovoljni, zato smo nadaljevali s testiranjem modelov.

4.2.2.2 Sigmoidni model

Model smo zapisali z enacbama 20 in 27. Ocenjevali smo sedem parametrov oziroma thet
(0); konstanto absorpcije (ka), zacetni ocistek (Cl1), maksimalno povecanje ocistka (Cl2),
¢as, v katerem pride do 50 % indukcije (Tso) in volumen centralnega prostora (V2). 11V na

zacetku $e nismo ocenjevali. Ocene parametrov so v preglednici V1.
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Preglednica VI: Vrednosti parametrov za sigmoidni model brez ocene 11V.

OFV= 8989 Ocena RSE (%)
parametra

stalni ucinki

0k, [1/h] 0,828 46,7

0Cl11 [L/h] 6,16 51,0

0C12max [L/N] 8,85 45,1

0Tso [h] 61,0 173,8

0V2 [L] 82,4 22,3

interindividualna / /

variabilnost CV %

rezidualna napaka

OWa [mg/L] 2,26 15,0

OWp [%] 56,7 29,1

Maksimalen ogistek je 15 L/h in je 8e vedno nizji, kot ga navajajo v literaturi. Cas, v
katerem pride do 50 % indukcije je 61 ur oziroma 2,5 dni, literatura pa nakazuje, da je za ta
pojav potreben slab teden dni. Tudi relativna standardna napaka za Tso je zelo visoka.
Ostali parametri so smiselni. Pogledali smo tudi diagrame ujemanja koncentracij, ki so
prikazani na sliki 10. Rdeca trendna ¢rta se skoraj ujema s ¢rno ¢érto. Na grafu vidimo
veliko izmerjenih koncentracij, ki zelo odstopajo in so dale¢ od Zelene ¢rne ¢rte. Model
napoveduje nizje koncentracije od izmerjenih. Desni graf je enak levemu, ker nismo

ocenjevali 11V.

Grafa iz slike 10 sta zelo podobna grafoma na sliki 9. Ob pogledu na ocenjene vrednosti
parametrov vidimo, da so si parametri med seboj zelo podobni. To nakazuje na to, da sta si
oba zapisa indukcije presnove skoraj enakovredna, vendar je na prvi pogled sigmoidni
model bolj fiziolosko smiseln glede na Cas, potreben za doseg 50 % indukcije. Preden smo

se odlocili za kon¢ni model, smo zeleli testirati Se encimski in 2-prostorni model.
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izmerjena koncentracija [mg/L]

napovedana populacijska koncentracija [mg/L]

Slika 10: Prileganje sigmoidnega modela brez ocene I1V.

4.2.2.3 Encimski model

Encimski model $e vedno spada med modele indukcije presnove, le da ima dodan prostor z
encimom. Povisana plazemska koncentracija RIF pove¢a nastajanje encima, s tem pa se
RIF hitreje presnavlja in tako se povisa oCistek. Model je zapisan z enacbami 20 in 28-30.
Ocenjevali smo osem parametrov oziroma thet 0; konstanto absorpcije (ka), ocistek (ClI),
konstanto encima (Kenc)), maksimalen efekt povecanja koli¢ina encima (Emax), plazemsko
koncentracijo RIF, pri kateri pride do 50 % Emax (ECsp) in volumen centralnega prostora
(V2). Ocenjene vrednosti parametrov so prikazane v preglednici VII. Ob pregledu
rezultatov smo ugotovili, da je na parametru ECs gradient ni¢, kar pomeni, da ocena tega
parametra ni zanesljiva. Tudi OFV in grafi so bili enaki kot pri prejsnjem eksponentnem
modelu. Model nam ni izracunal relativne standardne napake. Zaradi vseh teh razlogov

smo zakljuéili, da model ni ustrezen, zato smo nadaljevali s testiranjem.
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Preglednica VII: Vrednosti parametrov za encimski model brez ocene 11V.

OFV=897,5 Ocena RSE (%)
parametra

stalni ucinki

0k, [1/h] 0,824 /

0ClI [L/h] 6,85 /

Ok ency [1/] 0,000960 /

OE max 1,12 /

OECso [mg/L] 0,0000663 /

0V2 [L] 83,2 /

interindividualna / /

variabilnost CV %

rezidualna napaka

OWa [mg/L] 2,24 /

OWp [%] 57,6 /

V nadaljnjem razvoju encimskega modela smo zacetno vrednost ECsq fiksirali na 1, kar
pomeni, da je vrednost tega parametra za celotno populacijo enaka in znasa 1 in pomeni,
da 50 % povecanje koli¢ine encima nastopi pri koncentraciji RIF 1 mg/L. Prav tako smo
uredili podatke v Excel-u tako, da smo v stolpec CMT (prostori) dodali $e vrstico CMT=3.
Prostor 3 smo opredelili ob zacetku jemanja s koncentracijo encima, ki je enaka 1. Ostali
podatki so ostali isti. Model nam je tokrat izracunal podobne ocene parametrov, OFV je bil
898,1. Odlo¢ili smo se, da modela ni smiselno uporabiti, kajti gre za zelo kompleksen
model, kjer ocenjujemo osem parametrov, od teh pa je en parameter fiksiran, kar pomeni,
da ocenjujemo le sedem parametrov. V tem primeru smo se zato odlocili, da raje

uporabimo bolj preprost model.

4.2.3 2-prostorni model

2-prostorni model smo zapisali z enacbami 20, 31 in 32. Model je definiran z dvema
prostoroma, centralnim in perifernim, med katerima prehaja zdravilna ucinkovina.
Ocenjevali smo sedem parametrov; konstanto hitrosti absorpcije ks, ocistek Cl, volumen
centralnega prostora V2, distribucijski ocistek Q in volumen perifernega prostora V3.
Ocenjene vrednosti parametrov so prikazane v preglednici VIII. Parametri so sicer
smiselni, vendar je OFV visji kot pri prejs$njih testiranih modelih. ITV nismo ocenjevali,

model tudi ni ocenil RSE, verjetno je bil le-ta prevelik.
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Preglednica VIII: Vrednosti parametrov za 2-prostorni model brez ocene I11V.

OFV=910,6 Ocena RSE (%)
parametra

stalni uéinki

0k, [1/h] 0,279 /

0Cl [L/h] 12,5 /

0V2 [L] 44,7 /

0Q [L/h] 3,06 /

OV3 [L] 29,9 /

interindividualna / /

variabilnost CV %

rezidualna napaka

OWa [mg/L] 2,39 /

OWp [%] 51,1 /
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4.3 Kon¢ni populacijski farmakokineti¢ni model

Od vseh testiranih modelov sta se za najprimernejSa izkazala eksponentni in sigmoidni
model indukcije presnove. Odlocili smo se, da v Excelu nariSemo dva grafa oCistka v
odvisnosti od ¢asa za oba modela. Grafa sta prikazana na sliki 11. Zgornji graf predstavlja
vrednosti induciranega ocistka (Cl2), izraCunanega po enacbi 19 (s k;), spodnji graf pa
vrednosti induciranega ocistka (CI2) po enacbi 24 (s Tsp). Ocenjen parameter zacetnega
ocistka CI1 smo potem sesteli z izraGunanim induciranim oc¢istkom CI2 po enacbi 18 in

dobili vrednost ocistka Cl, ki je na grafu.
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Slika 11: Primerjava dveh grafov o€istka v odvisnosti od ¢asa za eksponentni in sigmoidni model.

Vidimo, da pri zgornjem grafu pride do polne indukcije po okoli stotih dnevih oziroma po

treh mesecih, pri spodnjem grafu pa doseze maksimalno indukcijo po priblizno treh tednih.
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Iz literature vemo, da pride do maksimalne indukcije v priblizno enem mesecu, zato smo
ugotovili, da je spodnji graf oziroma sigmoidni model bolj fiziolosko smiseln. Odlocili

smo se, da v nadaljevanju testiramo ta model in poskusamo vkljuéiti in oceniti Se ITV.
Ocenjevanja smo se lotili postopno. Sprva smo ocenjevali IIV ocistkov. Zacetna vrednost
IV na CI1 in Cl2yax je bila 30 %. Ostali parametri so bili §¢ vedno fiksirani na vrednost

ni¢ in jih nismo ocenjevali. Vrednosti ocenjenih thet so v preglednici IX.

Preglednica IX: Vrednosti parametrov za kon¢ni model z oceno 11V CI1 in ClI2 .

OFV=502,9 Ocena RSE (%)
parametra

stalni ucinki

0k, [1/h] 0,560 56,6

0Cl1 [L/h] 8,46 19,6

0C12max [L/N] 23,1 129,4

0Tso [h] 997,0 243,7

OV2 [L] 58,5 23,2

interindividualna

variabilnost CV %

oCll1 [%] 75,7 48,6

(DClzmax [%] 189,0 107,8

rezidualna napaka

OWa [mg/L] 0,0212 2,24

OWp [%] 84,2 6,95

Ocenjena vrednost Casa, v katerem pride do 50 % indukcije je 997 ur oziroma 41 dni, kar
precej odstopa od literaturnih vrednosti. Tudi RSE je zelo visoka. ITV na za¢etnem o€istku
Cl1 je 75,7 %, na maksimalnem povecanju ocistka pa kar 189,0 %, kar je zelo visoka
vrednost in pomeni, da maksimalno povecanje ocistka zelo variira v populaciji bolnikov.
OFV se je iz 898,9 znizal na 502,9. Preverili smo $e ujemanje koncentracij na grafih na
sliki 12. Levi graf se tokrat razlikuje od desnega zaradi ocene II1V. Pri obeh grafih se vidi
trend izmerjenih koncentracij ob ¢rni ¢rti. Opazimo, da so to¢ke za malenkost tesneje
razporejene kot pri grafih na sliki 10, kar pomeni, da se je izboljSalo ujemanje

populacijskih napovedi z izmerjenimi.
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Narisali smo tudi graf odvisnosti ocistka od Casa za naSo populacijo bolnikov. Graf je
viden na sliki 13. Vsak bolnik od 55-ih je oznacen s svojo barvo, to¢ke pa so izra¢unani
ocistki. Vidimo, kako o¢istek nara$¢a s ¢asom in kako zelo variira v populaciji. Stirje
bolniki na grafu zelo izstopajo, saj imajo maksimalni ocistek okoli 100 L/h, vecina pa jih

ima ocistek manjsi kot 50 L/h.

izmerjena koncentracija [mg/L]
izmerjena koncentracija [mg/L]

T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 2 4 6 8

napovedana populacijska koncentracija [mg/L] napovedana individualna koncentracija [mg/L|

Slika 12: Prileganje kon¢nega modela z oceno 11V na CI1 in Cl2 .
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Slika 13: Oc¢istek v odvisnosti od ¢asa za vsakega bolnika v razvoju kon¢nega modela.

V nadaljnjem razvoju smo poskusali oceniti IIV vseh parametrov. Vsem parametrom smo
dolo¢ili 30 % variabilnost in zagnali model. Rezultati niso bili ustrezni, saj program ni
uspel oceniti 11V konstante absorpcije, verjetno zaradi pomanjkanja podatkov. Odlo¢ili
smo se, da v nadaljevanju poskusimo oceniti vse 1V, razen variabilnosti konstante hitrosti

absorpcije.

Rezultati so zbrani v preglednici X. Parametri so smiselni in podobni vrednostim iz
literature. Konstanta absorpcije je 0,660 h™'. Cas, v katerem pride do 50 % indukcije je 398
ur oziroma 16 dni, kar ustreza literaturnim vrednostim. Zacetna vrednost ocistka je 7,56
L/h, maksimalno povecanje ocistka pa 18,2 L/h. Maksimalni ocistek je 25,76 L/h.
Volumen centralnega prostora je 66,1 L. Tudi OFV se je znizal iz 502,9 na 499,8, kar sicer
statistiéno ni pomembno, ker razlika ni vecja od 3,84. Najbolj izstopa RSE za Tso, Ki je
94,5 %. 11V maksimalnega povecanja ocistka zelo variira v populaciji, kar lahko vidimo
tudi na sliki 14.
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Za kon¢ni model smo preverili §e ujemanje napovedanih koncentracij z izmerjenimi. Grafa
sta vidna na sliki 15. Rdeca trendna Crta se bolj drzi ¢rne ¢rte kot v grafu na sliki 12, tocke
so bolj tesno razvrscene okoli nje. Desni graf tudi kaze na boljSe ujemanje individualnih
koncentracij z izmerjenimi. Razlog za to je, da smo uspeli oceniti IIV ve¢ parametrov kot

na sliki 12, kjer je ocenjen samo ocistek.

Za primerjavo grafa na sliki 14 z grafom na sliki 13 vidimo, da se je vrednost
maksimalnega ocistka pri Stirih posameznikih zmanjsala. Vecina bolnikov ima maksimalen
ocistek pod 40 L/h. Glede na graf lahko re¢emo, da pride v povprecju do polne indukcije v

okoli tiso¢ urah oziroma v $tiridesetih dneh.

Preglednica X: Vrednosti parametrov za kon¢ni model z oceno 11V vseh parametrov, razen k..

OFV=499,8 Ocena RSE (%)
parametra

stalni uéinki

0k, [1/h] 0,660 37,0

0Cl1 [L/h] 7,56 17,7

0C12max [L/N] 18,2 41,9

0Tso [N] 398,0 94,5

0V2 [L] 66,1 16,6

interindividualna

variabilnost CV %

oCl1 [%] 77,9 45,4

0C12max [%0] 136,3 60,4

COT50 [%] 82,2 82,2

®V2 [%] 28,8 97,2

rezidualna napaka

OWa [mg/L] 0,0206 18,30

OWp [%] 82,4 7,22
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Slika 14: Ocistek v odvisnosti od ¢asa za vsakega bolnika v konénem modelu.

izmerjena koncentracija [mg/L]

0 1 2 3 4 5 0 2 4 6 8

napovedana populacijska koncentracija [mg/L| napovedana individualna koncentracija [mg/L|

Slika 15: Prileganje kon¢nega modela z oceno 11V vseh parametrov, razen k,.
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Tako smo zakljucili z modeliranjem in dobili nas kon¢ni PopFK model za RIF. Primerjava
modelov v razvoju je prikazana spodaj- v preglednici XI so zbrane ocenjene vrednosti
parametrov konénega modela v primerjavi s prej$njima modeloma v fazi razvoja. Vidimo,
kako se je zmanjSal OFV, manjSe so tudi relativne standardne napake in aditivne napake.
Samo proporcionalna napaka se je zviSala iz 57 % na 82 %, razlog za to je ocenjevanje
variabilnosti, ki dvigne napako. Iz preglednice vidimo, da je zadnji model (sigmoidni)

najboljsi model od testiranih, zato se odlo¢imo zanj.

Preglednica XI: Primerjava parametrov za konéni model.

Brez ocene 11V Ocena IV Cllin Ocena IIV_CI1,
Cl2max Cl2max, Tsoin V2
OFV=898,9 OFV=502,9 OFV=499,8
Ocena RSE Ocena RSE Ocena RSE
parametra | (%) |parametra| (%) [parametra| (%)

stalni uéinki
0k, [1/h] 0,828 46,7 0,560 56,6 0,660 37,0
0CI1 [L/h] 6,16 51,0 8,46 19,6 7,56 17,7
0C12max [L/N] 8,85 45,1 23,1 129,4 18,2 41,9
0Tso [h] 61,0 173,8 997,0 243,7 398,0 94,5
0V2 [L] 82,4 22,3 58,5 23,2 66,1 16,6
interindividualna
variabilnost
CV%
oCl1 [%] / / 75,7 48,6 77,9 45,4
0ClI2max [%0] / / 189,0 107,8 136,3 60,4
©Tso [%] / / / / 82,2 82,2
®V2 [%] / / / / 28,8 97,2
rezidualna
napaka
OWa [mg/L] 2,26 15,0 0,0212 2,24 0,0206 18,30
OWp [%] 56,7 29,1 84,2 6,95 82,4 7,22

Diagrame prileganj konénega modela smo prikazali Se z logaritemsko skalo, saj se oCistek
porazdeljuje po logaritemsko normalni razporeditvi. Grafa sta vidna na sliki 16. Na
desnem grafu rdeca trendna Crta skoraj sovpada s ¢rno. 1z teh grafov je razporeditev tock
okoli premice $e bolj razvidna in nakazuje na to, da smo zgradili model, ki dobro opisuje

nase podatke.
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log (izmerjena koncentracija [mg/L])
log (izmerjena koncentracija [mg/L])

T T T T T T T
-0.5 0.0 0.5 -2 -1 0 1

log (napovedana populacijska koncentracija [mg/L]) log (napovedana individualna koncentracija [mg/L])

Slika 16: Prileganje kon¢nega modela z logaritemsko skalo.

Konéni model torej predstavljata enacbi 20 in 27, ocenjene vrednosti parametrov so
zapisane v preglednici X, narasc¢anje oCistka v odvisnosti od ¢asa prikazuje slika 14, grafa

prileganj sta prikazana na sliki 16, zapis modela pa v prilogi 2.
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4.4 Validacija kon¢nega modela

Kon¢ni FK model smo validirali s pomoc¢jo metode "bootstrap”" in VPC ter pcVPC analize.
Analiza rezultatov "bootstrap” je prikazana v preglednici XII. V preglednici lahko
primerjamo rezultate iz analize NONMEM konc¢nega modela in analize "bootstrap". 1z
preglednice lahko razberemo, da so vse kon¢ne ocene parametrov znotraj mej intervala
zaupanja (2,5-97,5 percentil). Prav tako noben izmed intervalov zaupanja ne vsebuje nicle.

To dokazuje, da je model dobro zastavljen, robusten in uporaben za naSo populacijo.

Preglednica XII: Vrednosti parametrov za konéni model v primerjavi z analizo "bootstrap”.

Kon¢ni model ""Bootstrap"’
Ocena | RSE (%) Povprecna Bias Interva.ll

ocena zaupanja
stalni uéinki
0k, [1/h] 0,660 37,0 0,805 0,145 0,434-1,36
0CI1 [L/h] 7,56 17,7 6,94 -0,620 4,87-9,40
0CI12max [L/0] 18,2 41,9 21,4 3,20 10,2-49,0
0Tso [N] 398,0 94,5 539,4 141,4 74,1-2205
0V2[L] 66,1 16,6 64,8 -1,30 47,2-85,2
interindividualna
variabilnost CV
%
oCl1 [%] 77,9 45,4 78,1 0,200 53,2-105,6
©C12max [%0] 136,3 60,4 129,0 -7,30 22,1-334,4
©Tso [%0] 82,2 82,2 109,5 27,3 15,8-591,8
®V2 [%] 28,8 97,2 28,0 -0,800 2,23-50,4
rezidualna
napaka
OWa [mg/L] 0,0206 18,30 0,0223 | 0,00170 | 0,00761-0,0611
OWp [%] 82,4 7,22 80,8 -1,60 70,4-91,8

Izvedli smo Se validacijo VPC in pcVPC za kon¢ni model. Rezultati so vidni na sliki 17

(VPC analiza) in sliki 18 (pcVVPC).
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izmerjena koncentracija [mg/L]

Slika 17: VPC analiza za kon¢ni model.

izmerjena koncentracija [mg/L]

1 1 I ! ! 1 1

25 4 -

Slika 18: pcVPC analiza za konéni model.

Na grafu imamo predstavljene izmerjene koncentracije v odvisnosti od ¢asa po odmerku
(0-12, ker se RIF jemlje na 12 ur). Neprekinjena rdeca ¢rta pomeni mediano izmerjenih
koncentracij, semitransparentno rdece obmocje je 95 % interval zaupanja za mediane
simuliranih koncentracij, prekinjena rdeCa ¢rta je 2,5 (spodnja) in 97,5 (zgornja Crta)
percentil za izmerjene koncentracije, semitransparentno modro obmocje pa je 95 %
interval zaupanja za 2,5 in 97,5 percentil (44). Grafa nam ponudita informacijo o tem, kako

nas kon¢ni model zmore simulirati koncentracije v primerjavi z izmerjenimi. Vidimo, da
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prekinjena rdeca ¢rta sovpada z modrim obmoc¢jem, rdeca ¢rta pa z rde€im obmocjem. To
pomeni, da izmerjene koncentracije sovpadajo s simuliranimi in da je model dobro
definiran, tudi variabilnost se ujema. Z uporabo nasega modela lahko torej simuliramo
podobne koncentracije tistim, ki so bile izmerjene. Ce bi &rta padla izven
semitransparentnega obmocja, bi to pomenilo, da model napoveduje prenizke oziroma

previsoke koncentracije.

4.5 Simulacija odmerjanja

Na koncu smo zeleli preveriti Se ustreznost odmerka RIF glede na dokazano
(avto)indukcijo presnove. Simulirali smo jemanje RIF v odmerku 450 mg na dvanajst ur,
koncentracije pa so bile vzor¢ene pri naslednjih ¢asih po zadnjem odmerku (TAD): 0, 2, 4,
6, 8, 10. Simulirano zdravljenje je trajalo petdeset dni oziroma 1200 ur, vkljucenih je bilo
tiso¢ bolnikov. V simulaciji je bil uporabljen kon¢ni model z ocenjenimi vrednostmi
parametrov in napak. Za vsak fas smo izraunali povprecje in 5. ter 95. percentil
koncentracij posameznikov. Rezultati simulacije so vidni na sliki 19. Na grafu vidimo
povprecno koncentracijo v odvisnosti od ¢asa in 5. (spodnja linija) ter 95. (zgornja linija)
percentil individualnih napovedi koncentracij RIF. Grafa smo izrisali v Excel-u glede na

kon¢ni model in individualne parametre, upostevane so bile tudi variabilnosti.

koncentracija RIF [mg/L]
12

o povpredje
o 5.percentil
o 95.percentil

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

&as [h]

Slika 19: Graf povprec¢nih individualnih napovedi koncentracij RIF v odvisnosti od ¢asa.
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Na grafih je indukcija je lepo vidna, koncentracije s ¢asom padajo. Najvisja koncentracija
RIF se pojavi po priblizno dveh dneh zdravljenja, od takrat naprej pa koncentracija pada
kljub enakemu rezimu odmerjanja. Po koncanem zdravljenju (50. dan) je koncentracija za
priblizno 4 mg/L manjsa kot drugi dan zdravljenja. Taki rezultati kaZzejo na to, da bi bilo
potrebno odmerek tekom zdravljenja povecati. Take ugotovitve so zelo zanimive, kajti
rezim zdravljenja z RIF je konstanten in sicer 450 mg na dvanajst ur, ¢as zdravljenja pa tri
mesece (90 dni) do Sest mesecev (180 dni). Mi pa smo ze z simulacijo petdesetih dni

terapije ugotovili smiselnost dviga odmerka glede na ¢as zdravljenja.
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5 SKLEP

V magistrski nalogi smo razvili populacijski farmakokinetiéni model rifampicina za
populacijo bolnikov z okuzbami ortopedskih vsadkov. Osnovni model je predstavljal 1-
prostorni model indukcije presnove, vkljucujo¢ tudi rezidualno variabilnost (kombinacija
aditivne in proporcionalne napake), v kon¢ni model pa smo vkljucili tudi interindividualno

variabilnost.

Ocene konénih parametrov so: konstanta hitrosti absorpcije 0,660 h™, zagetni o¢istek 7,56
L/h, maksimalno povecanje oCistka 18,2 L/h, ¢as, v katerem pride do 50 % indukcije 398,0
h in volumen centralnega prostora 66,1 L. IV zacetnega ocistka je 77,9 %, maksimalno
povecanje ocistka 136,3 %, cas, v katerem pride do 50 % indukcije 82,2 %, volumen
centralnega prostora 28,8 %, konstanti hitrosti absorpcije pa 1V nismo uspeli oceniti
zaradi premajhne koli¢ine podatkov. Aditivna napaka znasa 0,0206 mg/L, proporcionalna
pa 82,4 %.

S prikazi graficnih prileganj, validacijo "bootstrap" in VPC smo pokazali, da je model
robusten in da dobro opisuje farmakokinetiko rifampicina za naSo populacijo bolnikov,

zato je primeren za nadaljnjo analizo.

S simulacijo odmerjanja rifampicina 450 mg na dvanajst ur za tiso¢ navideznih bolnikov
smo dokazali, da koncentracije s ¢asom padajo in da bi bilo smiselno premisliti o dvigu

odmerka glede na ¢as zdravljenja.
V nadaljnjih raziskavah bi lahko preverili e vpliv so¢asnih spremenljivk, z genotipizacijo

bi lahko preverili ali so genotipi odgovorni za veliko interindividualno variabilnost oc¢istka.

Na koncu pa bi model testirali $e na vecji populaciji bolnikov.
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0j PopFK modela

| Za razv

tabele s podatk
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Priloga 2: Kon¢ni PopFK model za rifampicin

$PROBLEM Rifampicin

$INPUT ID DAT1=DROP TIME AMT ADDL II EVID MDV DV CMT TAD WT HT SX
AGE BLR_D BLR_C AST ALT GAMA_GT CRP LKCI RAZMERIJE

$DATA Data_moje3.csv IGNORE=#

$SUBROUTINE ADVAN6 TOLS

$MODEL COMP=(GIT DEFDOSE) ; 1

¢ COMP=(CENTRAL DEFOBS) ; 2

PK
TVKA=THETA(1)
KA=TVKA*EXP (ETA(1))
TVCL1=THETA(2)
CL1=TVCL1*EXP(ETA(2))
TVCL2=THETA(3)
CL2=TVCL2*EXP(ETA(3))
TVT50=THETA(4)
T50=TVT50*EXP (ETA(4))
TVV2=THETA(5)
V2=TVV2*EXP (ETA(5))
S2=V2 ; Konc [mg/L]

; Time after dose (TAD)
$DES

DADT(1)= -KA*A(1)
DADT(2)= KA*A(1) - ((CL1+(CL2*T)/(T50+T))/V2)*A(2)

$ERROR
WA=THETA(6)
WP=THETA(7)
IPRED
w
IRES
IWRES
Y

F

SQRT (WA**2+ (WP*IPRED)**2)
IPRED-DV

IRES/W

IPRED+EPS (1) *W

$THETA (0,0.603260261880757)
(0,8.41832109330003) ; CL1
(0,24.3889772084509) ; CL2
(0,1038.53693902052) ; T50
(0,55.0399947218362) ; \2
(0,0.00219324315559243) ; wa
(0,0.780852706359271) ; Wp

SOMEGA 0 FIX IIV_KA

SOMEGA 0.0913576179707411 ; IIV_CL1

SOMEGA 0.0844631480781211 IIV_CL2

SOMEGA 0.0861855850167455 IIV_T50

SOMEGA 0.0923271849857693 IIV_\?2

$SIGMA 1 FIX ; EPS(1) ADDITIVE

$ESTIMATION SIGDIGITS=3 MAXEVALS=9999 METHOD=1 INTERACTION POSTHOC

PRINT=5 NOABORT

$COVARIANCE PRINT=E

; KA

$TABLE ID TIME TAD EVID MDV IPRED IWRES PRED CWRES CPREDI CRESI
CWRESI ONEHEADER NOPRINT FILE=sdtab51_12

$TABLE ID TIME TAD EVID MDV CL1 CL2 V2 KA T50 ETA(1) ETA(2)
ETA(3) ETA(4) ETA(5) ONEHEADER NOPRINT FILE=patab51_12

$TABLE ID TIME TAD EVID MDV WT HT AGE BLR_D BLR_C AST ALT GAMA_GT
CRP LKCI RAZMERJE ONEHEADER NOPRINT FILE=cotab51_12

$TABLE ID TIME TAD EVID MDV SX ONEHEADER NOPRINT FILE=catab51_12
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