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POVZETEK

Cisplatin in karboplatin sta pogosti antineoplasti¢ni zdravilni ucinkovini v kemoterapiji
razlicnih vrst raka. Citotoksi¢na zdravila imajo pogosto veliko interindividualno
farmakokineti¢no variabilnost. Zaradi variacij lahko pride do zmanjSanega ucinka ali toksicnega
odziva, kar zahteva prilagoditev odmerka. Pri tem je smiselna uporaba terapevtskega
spremljanja koncentracij cisplatina oz. karboplatina za individualizacijo terapije, optimizacijo
klini¢nega odziva in zmanjSanje pojava nezelenih ucinkov.

Cilj magistrske naloge je bil dolocitev izpostavljenosti prostemu cisplatinu in karboplatinu ter
raziskava farmakokinetike obeh zdravil pri bolnikih z drobnoceli¢nim rakom plju¢ z metodo
nelinearnega modeliranja mesanih ucinkov. Vzorce plazme 20 bolnikov smo predhodno
pripravili z ultrafiltracijo ter izmerili plazemske koncentracije prostega karboplatina oz.
cisplatina z masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo. V procesu validacije smo
dolocili linearnost, to¢nost in ponovljivost metode. Mo¢ podatkov smo povecali z literaturnim
pregledom vseh objavljenih raziskav na temo populacijske farmakokinetike prostega cisplatina
in karboplatina. Kot predhodno vedenje smo uporabili tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih
parametrov prostega cisplatina in karboplatina, njihove standardne napake, interindividualne
variabilnosti ter vplive soCasnih spremenljivk. Skupaj z naSimi podatki smo jih zdruzili v
modele s programom NONMEM. Izdelali smo 3 modele za cisplatin in 4 za karboplatin. Z njimi
smo ocenili tipi¢ne vrednosti osnovnih farmakokinetiénih parametrov, vplive socasnih
spremenljivk, interindividualno variabilnost za oc€istek in volumen osrednjega prostora ter
rezidualno variabilnost. Ustreznost razvitih modelov smo ovrednotili z razli€énimi grafi¢énimi
prikazi. Primerjali smo izmerjene koncentracije individualne in populacijske napovedi
koncentracij u¢inkovin ter izracunali in primerjali ocene povrSine pod krivuljo med razvitimi
modeli.

Razviti modeli lahko sluzijo kot podpora v nacrtovanju terapije na osnovi individualnih
vrednosti farmakokineti€nih parametrov. Pri tem je osnovni cilj postavitev takih reZimov

odmerjanja, da je terapevtski u¢inek najvecji in toksi¢nost minimalna.

KLJUCNE BESEDE: cisplatin, karboplatin, plju¢ni rak, populacijska farmakokinetika,

povrsina pod krivuljo
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ABSTRACT

Cisplatin and carboplatin are common antineoplastic chemotherapy drugs used to treat different
types of cancer. Most chemotherapeutic agents have large interindividual variability. Variations
may cause subtherapeutic or toxic adverse effects. For optimal therapeutic effect it is necessary
to individualize dosage regimens and maintain blood drug concentration within a targeted range.
Therapeutic drug monitoring is a relevant approach in individualizing drug therapy, optimizing
clinical outcome and reducing the risk of adverse drug effects.

The main goal of this thesis was to estimate the exposure to unbound cisplatin and carboplatin
and investigate their pharmacokinetics in patients with small cell lung cancer, using nonlinear
mixed-effects modeling. The plasma samples were first ultrafiltered. Concentrations of free
cisplatin and carboplatin were measured by inductively coupled plasma mass spectrometry.
Reference standards were used to determine linearity, accuracy and precision of analytical
method. To strengthen our data we included data from previous population pharmacokinetic
studies of free cisplatin and carboplatin. Estimates obtained from earlier data included typical
pharmacokinetic parameter values, their standard errors, interindividual variabilities and
covariates. With combined data, population pharmacokinetic models were developed using
NONMEM  software. Final models for cisplatin and carboplatin estimates typical
pharmacokinetic parameter values, covariate effects, residual variability and interindividual
variability in clearance and in central distribution volume. Adequacy of final models was
demonstrated by various graphic displays. Finally, we compared predicted and observed
unbound platinum plasma concentrations and area under curve values between models.
Developed models can serve as support in design of new dosage regimens based on individual
pharmacokinetics parameters. The primary objective is to obtain the maximum therapeutic

response with minimal risk of adverse drug reactions.

KEYWORDS: cisplatin, carboplatin, lung cancer, population pharmacokinetics, area under the

curve
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1 UVOD
1.1 PLJUCNI RAK

Med leti 2007 in 2011 je v Sloveniji za plju¢nim rakom v povprecju na leto zbolelo 868 moskih
in 358 Zensk, kar obolenje uvrs¢a na 4. mesto po pogostosti med vsemi raki pri obeh spolih (1).
Najvec obolelih je starih med 65 in 75 let (2). Za vecino bolnikov je prognoza neugodna. Vzrok
se skriva v ze prisotnih oddaljenih metastazah, ki jih ima ob odkritju bolezni skoraj polovica
pacientov. Novejsi podatki kazejo, da se petletno prezivetje bolnikov s plju¢nim rakom, ¢etudi
sodi med najmanjSe, vseeno postopno povecuje (12,3 % pri moskih in 18,8 % pri Zenskah za
obolele v obdobju 2004-2008) (3). Povecano prezivetje je v veliki meri posledica razmaha
tarnega zdravljenja pri nedrobnocelicnem raku plju¢. Kot ucinkovita so se izkazala tarcna
zdravila, ki delujejo na receptor za epidermalni rastni faktor (EGFR). Pri bolnikih s potrjenimi
aktivirajo¢imi mutacijami EGFR je priCakovana velika korist zdravljena s proti EGFR
usmerjenimi zaviralci tirozinskih kinaz (84). Moznost za boljSe prezivetje je tudi v izboljSani
diagnostiki, ki bi odkrila ve¢ tumorjev v zgodnjih stadijih. Etiolosko je pljucni rak povezan
predvsem s kajenjem, kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo in azbestnimi vlakni z latentno
dobo tudi do 20 let (4). Ostale Skodljive snovi so spojine niklja, kroma, arzena, berilija in
nekateri aromatski ogljikovodiki; od fizikalnih vplivov pa ionizirajoci Zarki radioaktivnih
delcev uranove rude in plina radona, kar ogroza predvsem tiste, ki so jim izpostavljeni poklicno
(2). K obolevanju prispeva tudi genetsko nagnjenje (5).
Vecina pljucnih rakov je epitelijskega izvora, druge patohistoloSke vrste so manj pogoste (3).
Po patohistoloski sliki plju¢ni rak razdelimo na:
e drobnoceli¢ni (SCLC)
e nedrobnoceli¢ni (NSCLC)

o zlezni

o ploscatoceli¢ni

o drugi, redkejsi tipi (velikocelicni, adenoskvamozni, sarkomatoidni,

nevroendokrini raki) (83).

SCLC je imenovan po velikosti rakastih celic, videnih pod mikroskopom. Znan je po hitri rasti
z zelo zgodnjimi zasevki po telesu (2, 6). Ker se SCLC in NSCLC obnasata zelo razli¢no, je

razlicno tudi zdravljenje. Poleg histoloskega tipa tumorja je pri odlocanju o zdravljenju



pomembna njegova razsirjenost in sposobnost bolnika za zdravljenje, kar ugotovimo v samem
diagnosti¢nem postopku (2). Poleg mikroskopske slike nas pri odlo¢anju o zdravljenju zanima
tudi molekulska podoba pljucnega raka. Nova tarcna zdravila delujejo namre¢ le na rakaste
celice z ustreznimi receptorji (5). Pristop v standardni klini¢ni praksi zadeva zaenkrat le
nedrobnoceli¢ni rak pljuc, pri drobnoceli¢nem trenutno nimamo ne bioloskih oznacevalcev ne
tarcnih zdravil (84, 85). Na podlagi zbranih podatkov predlagamo tisti nacin zdravljenja, ki daje
najboljsi uspeh ob najmanjSem tveganju za zaplete in najmanj prizadene kakovost bolnikovega
zivljenja. Dolgoroc¢ni uspeh zdravljenja se ocenjuje s petletnim prezivetjem, kratkorocno
prezivetje pa z mediano prezivetja. Prezivetje je odvisno predvsem od stadija bolezni,
ucinkovitosti zdravljenja in telesne zmogljivosti bolnika pred zdravljenjem (2). Pred, med in po
uvedbi kemoterapije je treba oceniti naslednje parametre oziroma funkcije organov: delovanje
ledvic, delovanje jeter, hematopoetske funkcije (Stevilo rdecih in belih krvnih celic ter
trombocitov) in vsebnost elektrolitov v serumu (7). V primeru nepojasnjenih citopenij ali
patoloske diferencialne krvne slike je za varno vodenje citostatske terapije treba izvesti biopsijo
kostnega mozga (8).

Pri vecini bolnikov s pljuénim rakom socasno ali pa v razli¢nih stadijih bolezni uporabimo ve¢
pristopov zdravljenja; prepletajo se zdravljenje z obsevanjem, s kirurgijo, s citostatiki, z novimi
tarénimi zdravili in v zadnjem €asu tudi z imunoterapijo. Temu moramo dodati Se simptomatsko
in podporno zdravljenje, ki je usmerjeno k izboljSanju bolnikove splosne kondicije in k lajSanju
tezav, ki jih povzro€a sama bolezen (5). Primarna metoda izbora pri zdravljenju SCLC je
kemoterapija, podporno pa obsevanje in/ali operacija. S kombinacijo dveh ali treh citostatikov
je delez odgovorov vecji kot pri monoterapiji z vsakim izmed njih. Sestava kemoterapije se
spreminja v skladu s ponudbo ucinkovitejsih in manj toksi¢nih citostatikov (2, 9). V zadnjih
letih uporabljamo predvsem kombinacijo zdravil s platino z etopozidom — inhibitorjem encima
topoizomeraza II, ki se je v prospektivnih klini¢nih raziskavah izkazala za najbolj u¢inkovito

(2,9, 10).

1.2 CISPLATIN IN KARBOPLATIN
Cisplatin je vse od odkritja njegovih bioloskih lastnosti pred 40 leti pogosto uporabljena
protitumorska zdravilna ucinkovina. Ima Sirok spekter aktivnosti proti malignim trdnim

tumorjem, vkljucujo¢ rak glave in vratu, mehurja, jajénikov, zarodnih celic, endometrija,



materni¢nega vratu ter pljuc¢ (11). Resni nezeleni ucinki, Se posebej nefrotoksi¢nost, so vodili v
nadaljnje raziskovanje zdravilnih u€inkovin s platino ter razvoja karboplatina, ki ima enako

ucinkovitost kot cisplatin, ampak bolj sprejemljiv profil nezelenih u¢inkov (12).

Spojina 1: Cisplatin Spojina 2: Karboplatin
| O
C //h \\\\NH3 O /NHg
r ~ ’Pt
Cl NH3 O “NHj
O

Slika 1: Kemicni strukturi cisplatina in karboplatina (13, 14).

Cisplatin je anorganska spojina, ki vsebuje tezko kovino platino ter dva kloridna in dva
amonijeva liganda v cis konfiguraciji (Slika 1) (15). Karboplatin spada v drugo generacijo
zdravil s platino. Njegova struktura temelji na cisplatinu, le da so kloridni ligandi zamenjani z
bidentatnim ligandom (Slika 1) (16). Primerjava osnovnih lastnosti cisplatina in karboplatina je

podana v Preglednici 1.

Preglednica I: Primerjava osnovnih lastnosti cisplatina in karboplatina (7, 11, 17, 18,

19, 20, 21).
Cisplatin Karboplatin
cis-diamin-(1,1-
Kemijsko ime cis-diamin-dikloro-platina ciklobutandikarboksilat)-platina
)
Molekulska formula PtCl,HsN> PtCe¢H12N204
Molekulska masa 300.05104 g/mol 371.25448 g/mol
Metabolizem inaktivacija s .sulfhidrilno minimalni jetrni metabolizem
skupino
Vezava na plazemske proteine (4h) 90 % 24 %
Izlocanje urin : zol¢ 9:1 urin
ledvicna,
Toksi¢nost (vrstni red po resnosti) gastrointestinalna, mielosupresija
nevroloska

Najpomembnejsi mehanizem delovanja cisplatina je vezava na jedrno DNA in posledi¢no poseg
v normalno prepisovanje in/ali podvojevanje DNA. Ima imunosupresivne, radiosenzitivne in
protibakterijske lastnosti, v manj$i meri zavira tudi sintezo beljakovin in RNA. K protitumorski

aktivnosti cisplatina pripomorejo Se drugi mehanizmi, kot je npr. poveCanje imunogenosti



tumorja (7, 22). Citotoksi¢ni nacin delovanja je posledica kovalentnih interakcij z DNA ter
tvorbe DNA aduktov, zlasti pre¢nih povezav dveh nukleotidnih baz znotraj ene verige (ang.
intrastrand cross-links), kar sprozi kaskado signalizacijskih prenosnih poti ter koncno aktivacijo
p53-odvisne in p53-neodvisne apoptoze (23, 24). Preden se lahko veze na DNA, se mora
nevtralni cisplatin aktivirati s serijo spontanih hidratacij, pri ¢emer kloridne skupine zamenja
voda. Tako nastane zelo reaktivna spojina, ki reagira prednostno s polozajem N-7 purinskih baz.
Nastanejo razli¢ni tipi DNA lezij: pre€ne povezave ene verige (96 %), pre€ne povezave znotraj
ene vijacnice (1 %), monoadukti (2 %) in pre¢ne povezave DNA — protein (<1 %) (12, 25, 26).
Na nastalo mehansko spremenjeno DNA se lahko veze 20 razli¢nih proteinov (ang. damage
recognition protein). Njihova vloga je pretvorba signala o poskodbi DNA do efektorja. Ucinki
na celico se kazejo v zaviranju sinteze DNA, supresiji transkripcije RNA, u¢inkih na celi¢ni
cikel in prehodom v apoptozo. Treba je upostevati, da se poleg pro-apoptotskih aktivirajo tudi
pro-prezivetveni signali; usoda celice je odvisna od relativne intenzitete in trajanja posameznega
signala (24). Adukti, ki jih z DNA tvori karboplatin so enaki tistim pri cisplatinu. Zaradi manjse
reaktivnosti z nukleofilnimi mesti na DNA pa je potrebna vi§ja koncentracija odmerka
karboplatina. Hitrost nastajanja aduktov pri karboplatinu je v primerjavi s cisplatinom 10-krat
pocasnejsa (12).

Najpogosteje opisani nezeleni ucinki cisplatina so hematoloski (levkopenija, trombocitopenija
in anemija), prebavni (nejes¢nost, slabost, bruhanje in driska), okvara sluha, prizadetost ledvic
in povisana telesna temperatura. Nezeleni uc¢inki so odvisni od odmerka in so lahko kumulativni
(7). Glavni omejujo¢ dejavnik pri odmerjanju cisplatina je z odmerkom povezana in
kumulativna ledvi¢na insuficienca, vklju¢no z najresnejSim zapletom - akutno odpovedjo ledvic
(26). Ledvicna toksicnost je posledica transporta cisplatina v ledvicne epitelijske celice,
poskodbe jedrne in mitohondrijske DNA, aktivacije celicne smrti in prezivetvenih poti ter
sprozitev mo¢nega vnetnega odziva (27). Prvi€ je stanje opaZeno drugi teden po odmerjanju in
se izraza z dvigom koncentracije secnine, kreatinina in serumske secne kisline in/ali v
zmanjSanju ocistka kreatinina. Stanje postane bolj resno s ponavljajo¢imi se cikli zdravljenja,
pred ponovnim odmerkom pa se mora funkcija ledvic vrniti na normalno raven (26). Izlocanje
urina 100 mL/h ali ve¢ praviloma zmanjSa nefrotoksi¢nost cisplatina (7). Do ledvicne
toksi¢nosti lahko pride navkljub agresivni hidraciji. Kot bolj ucinkovita preventivna strategija

se vse pogosteje omenja oblikovanje t. i. »micelarnega« cisplatina, ki se manj izlo¢a skozi



ledvice, dobro pa prodira v tumorske celice (27). Ototoksi¢nost se kaze z zvonjenjem v uSesih
in/ali poslabsanjem sluha v obmocju visokih frekvenc. U¢inki so lahko izrazitejsi pri otrocih
(7). Mielosupresija se pojavi pri 25-30 % bolnikov. Levkopenija in trombocitopenija sta bolj
izrazeni pri ve&jih odmerkih (>50 mg/m?). So¢asno se pojavi tudi anemija. Se bolj dovzetni za
nefrotoksi¢nost in periferno nevropatijo so starejSi bolniki. Pri teh so tudi nevtropenije,
trombocitopenije, levkopenije ter infekcijski zapleti resnejsi. Pri bolnikih, ki so prejeli vi§je
odmerke ali z vecjo frekvenco odmerjanja od priporocene, so porocali o resnih nevropatijah, ki
so lahko ireverzibilne in se izrazajo kot parestezije, arefleksija ter izguba propriocepcije in
obcutek tresenja. Porocali so tudi o izgubi funkcij motorike. Zdravilne u¢inkovine, ki vsebujejo
platino, so mutagene, teratogene in embriotoksi¢ne, zato se med zdravljenjem priporoca zascita
pred nose¢nostjo. Cisplatin se izlo€a z materinim mlekom, zato se dojenje odsvetuje (26).
Slabost in bruhanje se pojavita pri skoraj vseh bolnikih in sta lahko zelo huda, zato zahtevata
ustrezno antiemeti¢no zdravljenje. Tako kot pri drugih zdravilnih u¢inkovinah, ki vsebujejo
platino, se lahko pojavijo preobcutljivostne reakcije, vecinoma med perfuzijo. Drugi nezeleni
stranski ucinki, ki se pojavljajo pogosteje, so: Zilni zapleti, Raynaudov sindrom, motnje
serumskih elektrolitov, hiperurikemija, okularne okvare, hepatotoksi¢nost, sréne abnormalnosti
ter razne okuzbe in izpuscaji (7, 26).

Cisplatin je sicer zelo ucinkovito protitumorsko zdravilo, vendar resna nefrotoksi¢nost in vpliv
na gastrointestinalni trakt predstavljata omejitveni dejavnik. Ustanovi Institute of Cancer
Research v Londonu je uspel velik preboj z vpeljavo karboplatina v klini¢no prakso. Njegova
manjSa toksi¢nost, brez vpliva na ucinkovitost, sloni na domnevi bolj stabilne izstopajoce
dikarboksilatne skupine od kloridne. V primerjavi s cisplatinom ima karboplatin znatno manjso
nefrotoksi¢nost, manjsi je toksi¢en vpliv na gastrointestinalni trakt, tudi nevrotoksi¢nost je
manj$a. Nasprotno pa je mielosupresija, posebno trombocitopenija, glavni omejujo¢ dejavnik
pri odmerjanju karboplatina (12). Med zdravljenjem je treba pogosto nadzirati periferno krvno
sliko; cikel se ne sme ponoviti, dokler se Stevilo levkocitov, nevtrofilcev in trombocitov ne vrne

na normalno vrednost (19).

1.2.1 FARMAKOKINETICNE LASTNOSTI
Po hitri intravenski aplikaciji cisplatin takoj doseze najvisjo plazemsko koncentracijo (28).

Hitro se porazdeli po vseh tkivih in tekocinah; slabo pa prodira v osrednje zivéevije (7, 28).



Najvisje koncentracije doseze v jetrih, ledvicah, mehurju, misicnem tkivu, kozi, modih, prostati,
trebusni slinavki in vranici. Z izjemo mozganskih tumorjev so koncentracije v tumorjih obi¢ajno
nekoliko nizje kot v nemalignem tkivu. Ucinkovina se v tkivih akumulira in lahko ostane
prisotna do 180 dni po zadnji aplikaciji. Cisplatin se hitro in v veliki meri veze na bioloske
molekule v tkivu in na plazemske proteine, med njimi so albumin, gama-globulini in transferin
(7, 26). Interakcija je Casovno odvisna, pri cemer naraste vezana frakcija na 90 % v 2—4 urah in
ima lastnosti procesa prvega reda (29). Vezava je ireverzibilna, vezana platina ostaja v plazmi
za Cas zivljenjske dobe albumina. Kompleksi med albuminom in platino ne razpadejo v
pomembnem obsegu, ampak se pocasi izlo¢ijo z minimalno razpolovno dobo 5 dni ali ve¢ (7,
26). Ko se enkrat cisplatin veze na protein, se pretvori v neaktivno obliko. Aktivni (nevezani)
cisplatin lahko lo¢imo od vezanega z ultrafiltracijo in ima precej drugacno kinetiko z veliko
hitrejSim plazemskim ocistkom, primarno z izloCanjem skozi ledvice (29). V bioloskih
tekocinah se kloridni ion cisplatina z ireverzibilno reakcijo zamenja s hidroksilno skupino.
Nespremenjeni in hidrolizirani cisplatin lahko brez tezav reagirata z nukleofili.
Biotransformacija poteka z vezavo na nukleofile z nizko molekulsko maso (npr. glutation,
metionin, cistein) in na nukleofile z veliko molekulsko maso (ve¢inoma proteini) v plazmi in
tkivih; nastanejo t. i. mobilni in fiksni metaboliti (15). Fiksne metabolite predstavljajo vse
makromolekularne spojine z vezano platino, ki ostanejo v tkivu do pretvorbe v mobilne
metabolite. Mobilni metaboliti pa vklju€ujejo vse spojine platine z nizko molekulsko maso (30).
Izlocanje intaktnega cisplatina in njegovih metabolitov poteka predvsem skozi ledvice z urinom,
pretezno z glomerulno filtracijo. Sprva je ledviéni ocCistek vezane in proste platine enak
kreatininskemu ocistku in predstavlja izloanje nevezanih molekul platine. Z obseZno vezavo
na proteine o€istek cisplatina skokovito pade in kon¢na faza izlo€anja se podaljsa. Majhen delez
cisplatina se izlo¢i z Zol¢em in slino (28). Od 27 do 43 % apliciranega odmerka se pojavi v urinu
v prvih petih dneh po zdravljenju (7). Ledvic¢ni ocistek proste platine je nelinearen in
spremenljiv ter odvisen od odmerka, stopnje izlo¢anja urina in individualne variabilnosti (7, 26).
Koncentracija v ledvicah znatno preseze tisto v krvi, kar nakazuje na aktivno akumulacijo v
ledvi¢nih parenhimskih celicah (27).

Karboplatin se po aplikaciji hitro in popolnoma porazdeli po tkivih in teko¢inah z najvi§jo
koncentracijo v ledvicah, jetrih, kozi in tumorskem tkivu (31). Definira ga linearni

farmakokineti¢ni profil, farmakokinetiko zadovoljivo opiSe dvoprostorski model z izlo¢anjem



iz osrednjega prostora. V krvi sta prisotni dve nevezani obliki: sam karboplatin ter
dekarboksilirani platino vsebujo¢i razpadni produkti (32). Po aktivaciji s hidracijo nastane
pozitivno nabit kompleks s platino, ki reagira z nukleofilnimi mesti na DNA. Reakcija je veliko
pocasnejSa v primerjavi s cisplatinom, vseeno pa se Stevilo precnih povezav z DNA ne spremeni,
kar povzroci enak bioloski u¢inek kot pri cisplatinu (33). Karboplatin je v plazmi bolj stabilen
kot cisplatin. V $tirih urah po intravenski aplikaciji, ostane v plazmi ve¢ kot 90 % karboplatina
v prosti obliki (34). Ker se karboplatin v vec€ini filtrira in izlo¢i skozi ledvi¢ne glomerule, ocistek
mocno korelira s hitrostjo glomerulne filtracije. Pri bolnikih s kreatininskim ocistkom priblizno
60 mL/min ali ve¢, se 70 % odmerka karboplatina izlo¢i s seCem, vecinoma ze v 12 do 16 urah
(19, 34). Razpolovna doba izlo¢anja variira glede na ledvi¢no funkcijo in znasa tipi¢no med 2
in 6 ur pri bolnikih z normalno GFR oz. do 18 ur pri bolnikih s prizadeto funkcijo ledvic (32).
Vsa platina se v 24-urnem urinu nahaja v obliki karboplatina. Le 3 do 5 % odmerka se izloci v
roku od 24 do 96 ur (19). Delez, ki je vezan na proteine, je neaktiven ter se izlo¢i pocasneje v

naslednjih petih dneh (35).

1.2.2 ODMERJANJE CISPLATINA

Zaradi mocne povezave med odmerkom in odzivom je odmerjanje v kemoterapiji s cisplatinom
zelo pomembno (36). Bolniki z rakom imajo zelo variabilno sposobnost presnove in izlo¢anja
zdravil. Variabilnost izvira iz kombinacije fizioloSkih spremenljivk in intrinzi¢nih karakteristik,
kot so genetske komponente in obenem tudi okoljskih dejavnikov, kar skupaj doloc¢i bolnikov
fenotip. Da bi zmanjsali vpliv farmakokineti¢ne in farmakodinami¢ne variabilnosti med bolniki,
se odmerek protitumorskih zdravil navadno doloc¢i glede na bolnikovo individualno telesno
povrsino (BSA) (37).

Cisplatin se lahko uporablja za samostojno zdravljenje (monoterapija) ali za kombinirano
zdravljenje, in sicer v obliki intravenske infuzije. Odmerjanje je odvisno od primarne bolezni,
pricakovanega odgovora in od tega, ali je cisplatin uporabljen pri monoterapiji ali kot sestavina
kombinirane terapije. Smernice za odmerjanje veljajo tako za odrasle kot za otroke. Za
samostojno zdravljenje sta priporo¢eni naslednji shemi odmerjanja:

. enkraten odmerek od 50 do 120 mg/m? telesne povrsine, vsake 3 do 4 tedne;

. od 15 do 20 mg/m?/dan v obdobju 5 dni, vsake 3 do 4 tedne.



Ce je cisplatin uporabljen v kombinirani terapiji, je treba odmerek zmanjsati. Obicajni odmerek
je 75 ali 80 mg/m?, enkrat na vsake 3 do 4 tedne. Bolnikom z motenim delovanjem ledvic ali
depresijo kostnega mozga je treba odmerek prav tako ustrezno zmanjsati. Od 2 do 12 ur pred
uporabo cisplatina in vsaj 6 ur po njegovi uporabi je potrebno vzdrzevati ustrezno hidracijo.
Hidracija je potrebna za zagotovitev zadostne diureze in zmanjSanje nefrotoksi¢nosti med
zdravljenjem in po njem. Pred in po dajanju cisplatina je treba opraviti preiskave krvi za kontrolo
delovanja ledvic in jeter, dolociti krvno sliko ter izmeriti elektrolite v serumu. Ponavljajoco se
uporabo je treba odloziti, dokler se ne normalizirajo vrednosti kreatinina, se¢nine, levkocitov

ter trombocitov (7).

1.2.3 ODMERJANJE KARBOPLATINA

Odmerek karboplatina se lahko doloc¢i glede na bolnikovo telesno povrsino. Vendar je to metodo
povecini nadomestilo odmerjanje glede na povrsino pod krivuljo (AUC), ki znasa ponavadi 4-6
mg/mL*min (19). Za izratun odmerka karboplatina se uporablja preprosta formula, ki jo je

razvil Calvert.

Celokupni odmerek karboplatina (mg) = (ciljna AUC) X (GFR + 25)

Enacba 1: Calvertova formula (38).

V primerjavi z empiri¢no doloenim odmerkom, katerega izraun temelji na telesni povrsini,
formula omogoca upoStevanje individualnih razlik med bolniki glede na ledvi¢no funkcijo pred
zdravljenjem (19). O¢istek karboplatina moc¢no korelira z GFR. Za vsakega bolnika posebej na
osnovi njegove GFR ciljamo tar¢no povrSino pod krivuljo koncentracije zdravila v plazmi v
odvisnosti od Casa (19, 34). V rutinski praksi se odmerek karboplatina dolo¢i z uporabo
kreatininskega ocistka, ki ga izracunamo z uporabo enacb, ki vkljucujejo bolnikov serumski
kreatinin. V preteklosti so se za doloCitev serumskega kreatinina uporabljale Stevilne metode,
posledicno je bila znatna med-laboratorijska variabilnost v vrednostih kreatinina. Leta 2006 je
National Kidney Disease Education Program z namenom standardizacije merjenja serumskega
kreatinina objavil priporocila za sledljivost do referenéne metode izotopne dilucijske masne
spektroskopije (IDMS). Pri nekaterith bolnikih z normalno ledvicno funkcijo, nova
standardizirana metoda IDMS daje v povprecju od 10 do 20 % nizje vrednosti kot ostale metode.

ey

ledvicne funkcije se je uporabljalo ve¢ enacb, najpogosteje Cockcroft-Gaultova enacba (38).



Trenutno sta najsirSe uporabljeni enacbi MDRD (The Modification of Diet in Renal Disease) in
CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), ki sta obe sledljivi do IDMS.
Obe enacbi vkljucita kot spremenljivke starost, spol in raso. Enacba po Wrightu je edina, ki je
bila razvita na populaciji bolnikov z rakom. Kot spremenljivke vkljuc¢i BSA, starost in spol (87).
Ce je bolnikova GFR izradunana na podlagi serumskega kreatinina, izmerjenega z metodo

IDMS, AmerisSka Agencija za hrano in zdravila podaja naslednji priporocili:

. GFR, visje od 125 mL/min, v Calvertovo formulo ne vstavljamo,
. maksimalni odmerek karboplatina dolo¢imo glede na tar¢no AUC (Preglednica II)
(38).

Preglednica II: Maksimalni odmerki karboplatina glede na tarcno AUC (38).

AUC Maks. odmerek karboplatina
6 900 mg
5 750 mg
4 600 mg

1.3 TERAPEVTSKO SPREMLJANJE KONCENTRACIJE
UCINKOVINE

Cilj terapije z doloCenim zdravilom je dose¢i zeljen terapevtski ucinek z minimalnimi
nezelenimi ucinki. Pri protirakavih zdravilih na¢eloma spremljamo uspeh oz. neuspeh terapije
s klini¢énim spremljanjem bolnika in radiolosko oceno velikosti tumorskih mas. V vseh primerih
pa to ni mogoce, takrat uporabimo drug pristop, to je terapevtsko spremljanje koncentracije
zdravilne u€inkovine (TDM). TDM je pristop, pri katerem merjenje koncentracije u€inkovine
sluzi kot orodje za individualizacijo odmerjanja zdravila. Pri tem mora koncentracija korelirati
z incidenco in intenziteto zelenih in neZelenih terapevtskih u¢inkov. Dejstvo, ki govori v korist
TDM je mocnejSa korelacija med koncentracijo v krvi ter samim ucinkom v primerjavi s
korelacijo med odmerkom zdravila in u¢inkom, kar je posledica farmakokineti¢ne variabilnosti
med bolniki. Pri pojavu toksi¢nih u¢inkov zdravila je navadno treba zmanjsati odmerek zdravila.
Zato je klju¢no koncentracijo vzdrzevati znotraj t. 1. terapevtskega obmocja, kjer je verjetnost
zelenega klinicnega odziva relativno visoka, obenem pa verjetnost nesprejemljive toksicnosti
relativno nizka. Uporaba TDM pristopa prinasa ve¢ prednosti: hitrejSa in lazja je dolocitev

ustreznega novega ter vrednotenje obstojecega rezima odmerjanja, omogoca profilakso pred



toksi¢nostjo in razlikovanje med farmakokineti¢nim in farmakodinami¢nim vzrokom neuspeha
terapije. Pri zdravilih z nizkim terapevtskim indeksom in/ali zelo variabilnimi
farmakokineti¢nimi parametri ter pri bolnikih z visokim tveganjem za pojav toksi¢nih nezelenih
ucinkov je TDM nujno potreben (40).

Citotoksi¢na protitumorska zdravila v mnogih pogledih izpolnjujejo predpogoje za TDM.
Interindividualna farmakokineticna variabilnost je v vecini primerov velika. Koeficienti
variacije pri oCistku so lahko tudi 50 % in vec. Velika interindividualna variabilnost je verjetno
povezana z genetskimi razlikami kot tudi z variacijami v funkcionalnem statusu bolnika z
rakom. Genskim faktorjem pripisujemo pomemben delez variabilnosti, zato veliko
farmakogenetskih $tudij raziskuje gene, ki kodirajo prenaSalce zdravil in encime, ki sodelujejo
v metabolizmu zdravil ter same tarce. Poleg genetike imajo velik vpliv na farmakokinetiko in/ali
farmakodinamiko ter koncen izid zdravljena tudi patofiziologija, okolje, prehrana, interakcije
med zdravili, alergije na zdravila in slaba komplianca. Naslednji parameter, ki ga lahko
spremljamo s TDM, je razmerje med plazemsko koncentracijo u¢inkovine in konénimi tockami
farmakodinamike, kot je na primer odstotek upada Stevila nevtrofilcev pred zdravljenjem in na
je ta, da AUC za posameznega bolnika izvemo Sele po aplikaciji zdravila. V primeru, da je
opazovana AUC pomembno drugacna od tarc¢ne se ne more izvesti modifikacija odmerka, saj je
zdravilo Ze bilo aplicirano. Na podlagi farmakokineti¢nih parametrov iz prvega cikla pa lahko
nacrtujemo individualizacijo odmerka za zdravljenje v drugem ciklu. V rutini se zmanjSevanje
odmerka izvaja obi€ajno samo v primerih nesprejemljive toksi¢nosti, opazovane med cikli. Pri
tem lahko TDM omogoc¢i koristno dodatno informacijo za usmeritev prilagoditve odmerka.
Pristop se v praksi povecini ni uveljavil iz ve€ razlogov. Ker je kemoterapija pogosto sestavljena
iz kombinacije zdravil, zahteva doloCitev vrednosti AUC za specifi¢no zdravilo veckratni
odvzem vzorca; PK-PD razmerja je teZje modelirati pri kombinacijah zdravil in vrednosti taréne
AUC za specifi¢no zdravilo je tezje dolociti. Drugi dejavniki so cena TDM in dejstvo, da je
izvedba prospektivnih validacij TDM pristopov, ki temeljijo na randomiziranih S$tudijah,
tezavna. Ker vecina bolnikov prejme odmerek karboplatina glede na ledvi¢no funkcijo, se TDM
priporoca pri subpopulacijah pacientov, pri katerih je izpostavljenost zdravilu tezje napovedati.
AUC karboplatina tesno korelira s toksi¢nostjo in odzivom tako pri odraslih kot pri otrocih.

Uporaba TDM-a je smiselna pri bolnikih, ki prejemajo visoke odmerke ucinkovine, pri
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farmakokineti¢nih variabilnostih, ki lahko vodijo do nevarne toksi¢nosti, pri otrocih, pri
anefri¢nih bolnikih ter pri bolnikih z ledvi¢no okvaro, pri katerih prevladuje ne-ledvi¢ni ocistek
ucinkovine (41).

Optimalni rezim odmerjanja doloc€ijo proizvajalci zdravila med samim razvojem s testiranjem
na vec¢jem Stevilu bolnikov. Zaradi intra- in interindividualnih variacij pogosto pride do bodisi
subterapevtskega bodisi toksi¢nega odziva, kar zahteva ustrezno prilagoditev odmerka. Klini¢na
farmakokinetika vkljuc¢uje multidisciplinarni pristop individualizacije optimalnega odmerjanja,
ki temelji na bolnikovem stanju in njegovih specificnih dejavnikih. Tesno je povezana tudi s
TDM pri dolocenih u€inkovinah, e posebej tistih z ozkim terapevtskim oknom. Pri teh zdravilih
je spremljanje pacientov nujno, bodisi z merjenjem plazemske koncentracije u¢inkovine bodisi

z nadzorovanjem konc¢nih tock farmakodinamike (42).

1.4 FARMAKOKINETICNI MODELI

Farmakokineticni modeli so poenostavljeni prikaz »sistema«, kar nam olajSa razumevanje
kompleksnih procesov, ki vkljucujejo absorpcijo, porazdelitev, metabolizem in izlo¢anje
ucinkovine iz telesa. Poenostavitev je nujna zaradi nezmoZznosti kvantitativne meritve vseh
procesov v telesu, vkljuéno s pomanjkanjem bioloskih vzorcev iz notranjosti telesa.
Farmakokineticni modeli predstavljajo osnovo za opis in razumevanje Casovnega poteka
izpostavljenosti in odziva na u¢inkovino po odmerjanju oz. opiSejo odnos med koncentracijo
ucinkovine in ¢asom. Uporabljamo jih za simulacijo plazemskega koncentracijskega profila in
izracun rezima odmerjanja za posameznike ali skupine. Prostorski modeli so klasi¢ni modeli, ki
simulirajo kineti¢ne procese absorpcije, porazdelitve in izlocanja zdravila. V modelu prostori
predstavljajo dele telesa, v katerih je u€inkovina dobro premeSana in kineticno homogena.
Razdelimo jih glede na Stevilo potrebnih prostorov za opis vseh procesov. Prostori ne
predstavljajo specificnega tkiva ali teko¢ine, ampak skupino podobnih tkiv ali teko¢in. Organe

in tkiva, v katerih je porazdelitev zdravila podobna, zdruzimo v en prostor (42, 44, 53).

Enoprostorni model je najpreprostejsi prikaz procesa porazdelitve in izloCanja ucinkovine iz
telesa. Model predstavlja en prostor, ki ga sestavljajo vsa telesna tkiva in tekocine. Model
predvideva, da se uc¢inkovina lahko absorbira in izlo¢i iz telesa (»odprti model«), ter da se po
aplikaciji takoj enakomerno porazdeli po celem telesu Pri dvoprostornem modelu krivulja

plazemske koncentracije v odvisnosti od Casa prikaze bieksponentni upad koncentracije
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ucinkovine kot vsoto dveh procesov prvega reda — porazdelitve in izloCanja. Ucinkovina se
porazdeli v dveh prostorih: centralnem in perifernem. Centralni prostor vkljucuje kri (plazmo),
ektracelularno tekocino in organe, ki so dobro prekrvavljeni (srce, mozgani, ledvice), periferni
pa mascobno in miSi¢no tkivo ter cerebrospinalno tekocino. Uc¢inkovina se po centralnem
prostoru porazdeli hitro in enakomerno, po perifernem pocasneje. Med prostoroma prehaja s

kinetiko prvega reda. (42, 53)

1.5 POPULACIJSKA FARMAKOKINETIKA

Populacijska farmakokinetika (PopPK) je Studija variabilnosti v plazemskih koncentracijah
ucinkovine med populacijami in znotraj dolocene populacije bolnikov, ki prejemajo terapevtski
odmerek izbrane ucinkovine. Namen PopPK je ocena populacijskih in individualnih
farmakokineti¢nih parametrov, ter interindividualne in rezidualne variabilnosti. Obi¢ajno se
farmakokineti¢ne $tudije izvedejo na zdravih prostovoljcih ali skrbno izbranih pacientih, pri
¢emer je v srediScu zanimanja povprecno vedenje v skupini (npr. ¢asovni profil povpre¢ne
plazemske koncentracije ucinkovine). PopPK preiskuje merljive demografske, genetske,
patofizioloske, okoljske in druge dejavnike (telesna teZa, ledvi¢na in jetrna funkcija, prisotnost
socasnih terapij), ki spremenijo razmerje odmerek — plazemska koncentracija ter prispevajo k
variabilnosti v varnosti in udinkovitosti preiskovane ué¢inkovine. Ce so spremembe take, da
pride do kliniéno pomembnega premika v terapevtskem indeksu, je potrebna ustrezna
sprememba odmerka (42, 43). Vecina farmakokinetiénih modelov zahteva za ocenitev
parametrov dobro nacrtovane Studije z veliko odvzemi vzorcev. Vendar je v praksi, Se posebe;j
pri obcutljivih populacijah bolnikov, Stevilo vzor¢enj omejeno, kar pa ne zadostuje za popolno
dolocitev farmakokineti¢nega profila pri posamezniku. PopPK dopuSca uporabo podatkov
predhodnih bolnikov oz. SirSe populacije bolnikov namesto omejenih krvnih vzorcev
individualnega bolnika (42).
V nasprotju s tradicionalnim pristopom, PopPK pristop zajema naslednje znacilnosti:
. zbiranje ustreznih farmakokineti¢nih informacij pri bolnikih, ki so reprezentativni za
tar¢no populacijo, ki bo prejemala u¢inkovino,
. identifikacijo in merjenje variabilnosti med razvojem in vrednotenjem ucinkovine,
. pojasnitev variabilnosti z identifikacijo dejavnikov demografskega, patofizioloskega in

okoljskega izvora, ki lahko vplivajo na farmakokinetiko u¢inkovine,
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. kvantitativno ocenitev nepojasnjene variabilnosti v doloceni populaciji bolnikov; le-ta
je pomembna zaradi u€inkovitosti in varnosti zdravila, ki se lahko zmanjSata pri porastu
nepojasnjene variabilnosti (43).

Obstaja veC¢ naCinov ocenjevanja farmakokineticnih parametrov. Z metodo enostavnega
zdruzevanja podatkov (ang.: naive pooled approach) zdruzimo podatke vseh posameznikov,
brez upoStevanja individualnih razlik. Lahko pa analiziramo podatke vsakega posameznika
posebej in nato zdruzimo vse individualne parametre, da dobimo srednje populacijske vrednosti
(t. 1. dvostopenjski pristop). Pri obeh metodah se sreCamo s tezavami, ki so lahko posledica npr.
neustrezne kompliance, manjkajocih vzorcev in drugih napak v podatkih.

Sheiner je s sodelavci (86) uposteval te pomanjkljivosti in razvil modeliranje populacijske
farmakokinetike, ki dopuS¢a zdruZevanje pomanjkljivih podatkov ve¢ oseb in oceno
populacijskih srednjih vrednosti, interindividualne variabilnosti in vpliva socasnih
spremenljivk. Ta pristop omogoca tudi doloCitev natancnosti parametrov z dolocCitvijo
standardne napake (SE). Metoda nelinearnega modeliranja mesanih u¢inkov oz. NONMEM se
danes najpogosteje uporablja in je zelo primerna Se posebej takrat, ko imamo na voljo

pomanjkljive podatke (majhno §t. vzorcev ipd.) (42—44, 86).

1.5.1 METODA NELINEARNEGA MODELIRANJA MESANIH UCINKOV

Pri $tudiji populacijske farmakokinetike z metodo nelinearnega modeliranja meSanih uc¢inkov
analiziramo podatke vseh posameznikov iz dolo€ene populacije socasno. Ime metode izhaja iz
dejstva, da model uporabi za opis podatkov tako stalne kot tudi naklju¢ne ucinke. Funkcija
koncentracije f(X,0) je nelinearna, pri ¢emer predstavlja grska ¢rka 0 (theta) oceno tipi¢ne
vrednosti farmakokineti¢nega parametra v populaciji oz. njegovo povprecje. To pomeni, da je
odvisna spremenljivka (koncentracija) nelinearno povezana s parametri modela in neodvisnimi
spremenljivkami (42, 45, 46).

Pri razvoju populacijskega farmakokinetiénega modela upostevamo 5 pomembnih vidikov:

. podatke,

. strukturni model, ki opiSe tipi¢ni koncentracijski profil v odvisnosti od ¢asa v populaciji,
. statisticni model, ki razlozi nepojasnjeno (slucajno) variabilnost v populaciji,

. model so¢asnih spremenljivk,
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. ter programsko opremo, ki zdruzi podatke in modele z metodo, ki poiSce ustrezne
parametre za strukturni in statisticni model ter model socasnih spremenljivk.

Navoljo je veliko programskih paketov za populacijsko modeliranje. Vecina ocenjuje parametre

z minimiziranjem vrednosti objektivne funkcije (OFV), najveckrat z uporabo ocene najvecjega

verjetja. OFV doloc¢i splosen prikaz, kako dobro se napovedan model ujema s podatki

(maksimalno verjetje = nizki OFV = najboljse ujemanje). Program izracuna OFV po enacbi §t.

2, pri Cemer Crka L predstavlja verjetje.

OFV = —2log(L)

Enacba 2: Izracun OFV.

V populacijskem modeliranju je racunanje verjetja bolj zapleteno kot pri modelih s samo
stalnimi ucinki. Napovedane koncentracije pri vsaki osebi so odvisne od razlike med
posameznikovimi in populacijskimi parametri ter od razlike med vsakim parom opazovane in
napovedane koncentracije (46).

NONMEM (NONIlinear Mixed Effects Modeling) je prva razvita programska oprema in
trenutno najSirSe uporabljen program za populacijsko ocenjevanje. Program ponuja moznost
vkljucitve t. i. priorjev oz. predhodnega vedenja iz predhodno objavljenih populacijskih
farmakokineti¢nih analiz z namenom povecati natan¢nost ocen parametrov (47). Napisan je v
programskem jeziku Fortran.

Metode najvecjega verjetja uporabljajo Stevilne aproksimacijske pristope za izraun in
minimizacijo OFV (48). NONMEM najpogosteje uporablja naslednje:

. LAPLACE — aproksimacija drugega reda,

. FO — aproksimacija prvega reda,
. FOCE - pogojno ocenjevanje prvega reda,
. FOCEI — metoda aproksimacije prvega reda s pogojem in interakcijo (49).

Parametri stalnih u¢inkov so populacijski parametri, ki definirajo povprecno vrednost parametra
v populaciji in/ali povpre¢no razmerje med merjenimi dejavniki pri  bolniku in
farmakokineti¢nimi parametri. Tipi¢na vrednost parametra je povprecna vrednost parametra pri
vrednosti specifiéne so¢asne spremenljivke. Ce ni sotasne spremenljivke, je enaka povpre¢ni
populacijski vrednosti. Parametri naklju¢nih ucinkov so populacijski parametri, ki kvantificirajo

naklju¢ne (neznane) variacije. Razdelimo jih na interindividualno in rezidualno variabilnost ter
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variabilnost med dogodki. Interindividualna variabilnost predstavlja merilo nepojasnjenih
nakljucnih razlik v parametru med posamezniki v populaciji. Oznacena je s simbolom 1 in je
normalno porazdeljena slucajna spremenljivka s povpreéno vrednostjo 0 in varianco 2.
Predstavlja razliko med napovedano vrednostjo parametra za populacijo in za posameznika.
Individualni kineti¢ni parametri so modelirani kot funkcija populacijske sredine in individualne
naklju¢ne deviacije. Rezidualna variabilnost pa je merilo preostale nepojasnjene variabilnosti,
potem ko upostevamo vse druge vire. Model vkljucuje intraindividualne napake, napake pri
merjenju, napake v strukturi modela in predstavlja razmerje med napovedano in opazovano
plazemsko koncentracijo za posameznika. Oznafena je s simbolom & in je normalno
porazdeljena naklju¢na spremenljivka s povpre¢no vrednostjo 0 in varianco o> (50, 51).

Poznamo ve¢ modelov rezidualne variabilnosti. Enacba $t. 3 prikazuje aditivni model, ki

predvidi konstantno (homoskedasti¢no) napako.

Covs,ij = Cprea,ij + &ij

Enacba 3: Aditivni model rezidualne napake (Cousjj — izmerjena koncentracija, Cpredij — Z
modelom napovedana vrednost, gj—rezidualna napaka).

Napaka je lahko proporcionalna napovedani koncentraciji (ali parametru) (Enacba 4). V tem
primeru napaka proporcionalno nara$¢a z naras€anjem koncentracije/parametra (s konstantnim

koeficientom variacije), zatorej je heteroskedasti¢na.
Cobs,ij = Cprea,ij(1 + &)
Enacba 4: Proporcionalni model rezidualne napake.

Aditivni in proporcionalni model rezidualne napake lahko tudi kombiniramo (Enacba 5), v
nekaterih primerih je potreben bolj izpopolnjen model z uporabo log-transformacije, vkljuéno z

avto-korelacijo oz. spreminjanjem magnitude rezidualne napake med subjekti.

Cobs,ij = Cpreaij(1+ &;j) + &
Enacba 5: Kombinirani model rezidualne napake.

Variabilnost med dogodki je merilo nepojasnjenih nakljucnih razlik pri posamezniku med

razli¢nimi dogodki; obi¢ajno jo zdruzimo z rezidualno variabilnostjo (50, 51, 52).

15



2 NAMEN DELA

Interindividualna farmakokineti¢na variabilnost je pri citotoksi¢nih protitumorskih zdravilih
pogosto velika, zato je terapevtsko spremljanje koncentracij ucinkovin pomembno pri
zagotavljanju optimalnega razmerja med ucinkovitostjo in varnostjo zdravljenja bolnikov z
rakom. Rezultati TDM-a omogocajo, da z metodami populacijske farmakokinetike ocenimo
populacijske in individualne farmakokineti¢ne parametre ter interindividualno in rezidualno
variabilnost. PopPK preiskuje merljive demografske, genetske, patofizioloske, okoljske in
druge dejavnike, ki spremenijo razmerje med odmerkom in plazemsko koncentracijo ter
prispevajo k variabilnosti v varnosti in u¢inkovitosti preiskovane u¢inkovine. Ce so spremembe
take, da pride do klini¢no pomembnega premika v terapevtskem indeksu, je potrebna ustrezna
sprememba odmerka.

20 bolnikov Univerzitetne klinike za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik z drobnoceli¢nim rakom
pljuc je bilo prvotno vkljucenih v raziskavo razvoja orodij za optimizacijo peroralnega odmerka
etopozida pri zdravljenju bolnikov s to boleznijo. Tej raziskavi so bili tudi prilagojeni odvzemi
krvi. Bolniki so bili prejemniki kombinirane terapije etopozida s cisplatinom oz. karboplatinom
v 4 do 6 krogih zdravljenja. Cilj magistrske naloge je doloCitev izpostavljenosti nevezanemu
cisplatinu in karboplatinu ter raziskava farmakokinetike obeh zdravil z uporabo populacijskega
pristopa. V vzorcih plazme bolnikov bomo z masno spektrometrijo z vzbujanjem v induktivno
sklopljeni plazmi dolocili koncentracije nevezanih ucinkovin; to sta prosti cisplatin in
karboplatin. Vzorce bomo po odtajanju predhodno pripravili z ultrafiltracijo. V analizo bomo
vkljucili predhodno vedenje oz. priorje — to so predhodno objavljeni literaturni podatki
farmakokineti¢nih lastnosti obeh spojin. Ta korak je nujen zaradi omejenega Stevila vzorcenj
plazme bolnikov. Z metodami populacijske analize farmakokinetike bomo ocenili populacijske
farmakokinetiéne parametre nevezane ucinkovine v posameznem krogu kemoterapije pri
vsakem bolniku. Raziskali bomo vpliv demografskih in fizioloskih spremenljivk na parameter
zanimanja. Pri tem bomo uporabili program NONMEM oz. nelinearno modeliranje meSanih
ucinkov, s pomocjo katerega bomo razvili farmakokineti¢ne modele ter jih grafi¢no ovrednotili.
Na koncu bomo med posameznimi modeli primerjali napovedane in izmerjene vrednosti
ucinkovine ter ocene povrsine pod krivuljo koncentracije v plazmi v odvisnosti od ¢asa, ki je

bistven farmakokineti¢ni parameter za citotoksi¢na zdravila.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 BIOLOSKI MATERIAL

Analizirali bomo 139 vzorcev plazme 20 bolnikov, ki smo jih skupaj s podatki o bolnikih prejeli
iz Univerzitetne klinike za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik. Vzorce (6 mL) so odvzeli v
epruvete z antikoagulantom kalijeve soli etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) in takoj
postavili na led. Plazmo in krvne celice so locili z 10 minutnim centrifugiranjem pri 3000 x g
in 4 °C, plazmo odpipetirali in shranili do analize v plasticnih mikroepruvetah pri —80 °C. Za
analizo bomo uporabili po en oz. dva vzorca, odvzeta v ¢asu od 7 do 465 minut po aplikaciji
platine v vsakem ciklu.

Za pripravo standardnih in kontrolnih raztopin bomo uporabili humano slepo plazmo zdravih
darovalcev (identifikacijska Stevilka: 2164544, datum odvzema: 19. 09. 2013, datum
alikvotiranja: 23. 04. 2014) Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko medicino (Ljubljana,
Slovenija). Plazma je bila odvzeta v epruvete s CPD antikoagulantom (ang. citrate phosphate

dextrose solution) in shranjena na —20°C.

3.1.2 STANDARDI
e kristalizirana cis-diamin-dikloro-platina (Sigma-Aldrich, Nemcija)
e multistandard inorganic ventures var-cal-2, konc. 100,00 pg/mL (Ag, Al, As, Ba, Be,
Cd, Co, Cr®, Cu, Mn, Ni, Pb, Se, Th, TI, U, V, Zn) v 7% dusikovi kislini (Fakulteta za

kemijo in kemijsko tehnologijo, Slovenija)

3.1.3 REAGENTIIN TOPILA
e ultracista voda (Fakulteta za farmacijo, Slovenija)
e 65 % dusikova kislina (HNOs) (Merck, Nemcija), pred uporabo razred€ena z ultra €isto

vodo do 1 % raztopine HNO;

3.1.4 LABORATORIJSKA OPREMA IN NAPRAVE
e Amicon® Ultra-0.5 filtri za centrifugiranje (Millipore Corporation, Ireland)
e mikroepruvete volumna 500 pL (Millipore Corporation, Ireland)

e tehtnica (Mettler Toledo, Svica)
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e polavtomatske pipete Eppendorf Research volumnov 2-20 pL, 20-200 uL, 200-1000
uL, 1-10 mL (Eppendorf, Nemcija)

e aparat Milli-Q Advantage A10 Ultrapure Water Purification System (Millipore
Corporation, ZDA)

e stresalnik Vortemp 56 EVC (Tehtnica, Slovenija); T=37 °C; 30x10 RMP

e stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija)

o centrifuga Eppendorf (Eppendorf, Nemcija); T=20 °C; 14,0 RCF

e analizator ICP-MS Agilent 7500ce (Agilent Technologies, USA)

e hladilnik 3°C (Gorenje, Slovenija)

e zamrzovalnik —20 °C (Gorenje, Slovenija)

e zamrzovalnik —80 °C (Sankyo, Slovenija)

e drugo: merilne bucke, merilni valj, nastavki za pipete, stojala, Parafilm® M

3.2 POSTOPKI IN METODE

V raziskavo smo vkljucili 20 bolnikov, 6 Zensk in 14 moSkih z diagnosticiranim drobnoceli¢nim
rakom plju¢, ki so se zdravili na Univerzitetni kliniki za pljucne bolezni in alergijo Golnik.
Bolniki so bili vklju€eni v raziskavo razvoja orodij za optimizacijo peroralnega odmerka
etopozida pri zdravljenju drobnoceli¢nega raka pljuc. Raziskavo je odobrila Komisija Republike
Slovenije za medicinsko etiko (KME 127/10/11, 43/02/13). Bolniki so prejeli kombinirano
terapijo etopozida bodisi s cisplatinom bodisi s karboplatinom v §tirih do Sestih ciklih. V vsakem
ciklu so prejeli en odmerek cisplatina oz. karboplatina drugi dan kemoterapije v obliki enournih
infuzij. Zaradi pomanjkljivih podatkov smo iz nadaljnje farmakokineti¢ne analize izkljucili
bolnika pod zaporedno Stevilko 10. Manjkal je namre¢ podatek o to¢nem casu aplikacije
cisplatina. Podrobni podatki o aplikaciji platine pri vsakem bolniku so podani v prilogi §t. 1,

osnovne lastnosti bolnikov pa v preglednici III.
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Preglednica III: Osnovne lastnosti bolnikov (n=20).

LASTNOSTI Aritmetitna -\ pgiap,  Interval
sredina (min-maks)
Starost (leta) 64 63 51-78
Telesna teza (kg) 83 84 45-117
Telesna viSina (cm) 171 171 153—-184
Telesna povrsina (m?) 1,98 2,02 1,42-2,38
Serumski kreatinin (umol/L) 76,3 75 49-116,9
Ocistek kreatinina (mL/min) 86,1 85,1 48 4-131,7
Odmerek cisplatina (mg) 141 150 110-160
Odmerek karboplatina (mg) 443 450 400-500

Koncentracijo platine v plazmi bolnikov smo dolocili z masno spektrometrijo z vzbujanjem v

induktivno sklopljeni plazmi. Za izdelavo standardnih in kontrolnih raztopin smo uporabili dve

osnovni raztopini ter Sest delovnih raztopin, ki smo jih pripravili sami.

3.2.1 PRIPRAVA STANDARDNIH RAZTOPIN

Priprava delovne raztopine iz standardnega cisplatina

Za pripravo osnovne raztopine smo najprej natehtali 5,9 mg standardne ucinkovine v prahu,

dodali 30 mL HNO3 in dobro premesali. Z red¢enjem osnovne raztopine smo pripravili 3

delovne raztopine (Preglednica IV). Raztopine smo v izogib matri¢nim vplivom pripravili z ultra

¢isto vodo in s HNOs z nizko vsebnostjo kovin.

Osnovna raztopina

Delovna raztopina

Delovna raztopina

Preglednica I'V: Priprava delovnih raztopin iz standardnega cisplatina.

Delovna raztopina

(OSN) 1 (DEL1) 2 (DEL2) 3 (DEL3)
masa
. . 5,9mg | Vosn 2mL ] Vosn 0,1 mL | Vosn 0,02 mL
cisplatina
V1% HNO3 30 mL | Vi% Hno3 50 mL | V1% aNo3 50mL | Viseunos | 100 mL
Konc 196,67 Konc 7,867 Kon 0,393 Kon 0,0393
.OSN me/L .DEL1 me/L ONC.DEL2 mg/L ONC.DEL3 me/L

Priprava delovnih raztopin iz multistandarda

Multistandard smo dobili v obliki raztopine s koncentracijo platine 100 mg/L, le-ta nam je

sluzila kot osnovna raztopina, iz katere smo spet pripravili tri delovne raztopine po preglednici

st. V.
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Preglednica V: Priprava delovnih raztopin iz multistandarda.

Delovna raztopina 1

Delovna raztopina 2

Delovna raztopina 3

MS (DEL1wms) MS (DEL2wms) MS (DEL3wms)
Vosn 4,8 mL VosN 0,2 mL VosN 0,04 mL
V1% HNO3 30 mL V1% HNO3 50 mL V1% HNO3 100 mL
konc.pEL1Ms 16 mg/L konc.pEL2ms 0,4 mg/L | konc.peLsms | 0,04 mg/L

Priprava kalibracijskih standardov

Kalibracijske standarde za platino smo pripravili tako, da smo delovni raztopini multistandarda
dodali delovno raztopino cisplatina ter razred¢ili s HNOs; do volumna 8§ mL. Po shemi v
preglednici VI smo pripravili slepi vzorec ter 12 raztopin standardov z narasc¢ajoco

koncentracijo.

Preglednica VI: Priprava kalibracijskih standardov.

konc, v v v VDEL1 VDEL2 VbEL3 V1% v

stand. DELIms DEL2vms DEL3wms HNO3 | stand.
wgl) L  @en @y @D e eh ey
0 8000 8000
0,1 20 20 7960 8000
0,2 40 40 7920 8000
0,5 10 10 7980 8000
1 20 20 7960 8000
2 40 40 7920 8000
5 100 100 7800 8000
10 200 10 7790 8000
20 10 20 7970 8000
50 25 50 7925 8000
100 50 100 7850 8000
200 100 200 7700 8000
500 250 500 7250 8000
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Priprava kontrolnih raztopin

Slepo plazmo smo najprej pustili na sobni temperaturi, da se je odtalila. Nato smo jo
ultrafiltrirali (14000 x g) ter 200 puL filtrata obogatili z delovno raztopino cisplatina in red¢ili z
1 % HNO;3 do volumna 8 mL. Poleg slepega vzorca smo pripravili 13 kontrolnih raztopin

koncentracij od 0,1 pg/L do 100 pg/L (Preglednica VII).

Preglednica VII: Priprava kontrolnih raztopin.

konc. V filtr. VbEL1 VbEL2 VbEL3 VLG

() plume(l) (L) L) D) v
0 200 7800 8000
0,1 200 20 7780 8000
0,2 200 40 7760 8000
0,5 200 10 7790 8000
1 200 20 7780 8000
2 200 40 7760 8000
5 200 100 7700 8000
10 200 10 7790 8000
10 200 10 7790 8000
10 200 10 7790 8000
10 200 10 7790 8000
20 200 20 7780 8000
50 200 50 7750 8000
100 200 100 7700 8000

Za ustrezno kontrolo metode moramo analizirati minimalno tri razliéne koncentracije: nizko,
srednjo in visoko (QCr, QCwm, QCH), ter meritev vsaj enkrat ponoviti. Rezultati meritev

kontrolnih vzorcev predstavljajo osnovo za sprejem ali zavrnitev analize (43).
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3.2.2 VALIDACIJA

3.2.2.1 LINEARNOST

Linearnost analiti¢nega postopka je zmoznost (znotraj dolo¢enega obmocja) pridobiti rezultate,
ki so neposredno proporcionalni koncentraciji analita v vzorcu. Linearnost detektorja dolocimo
z uporabo minimalno 5 koncentracij Cistih standardov. Ameriska agencija za hrano in zdravila

(FDA) kot osnovni kriterij za linearnost metode navaja vrednost koeficienta determinacije (R?)

> 0,995 (54, 55).

3.2.2.2 NATANCNOST

Sipanje rezultatov pri posameznih meritvah poda natan¢nost dolo¢ene metode. Nanasa se na
velikost razlik med kvantitativnimi rezultati, ki jih dobimo s ponavljanjem poskusa na istem
vzorcu. Manjsa kot je razlika, bolj natanéna je metoda. Ce meritve potekajo ena za drugo ali &e
je med meritvami dolo¢ena ¢asovna odvisnost, govorimo o ponovljivosti. Kadar je ¢asovni
interval med meritvami kratek, uporabljamo izraz repetabilnost, ¢e je daljsi pa reproducibilnost.
V uporabi sta tudi izraza ponovljivost na daljsi oz. na kratek rok. Pri ponovljivosti testa na daljsi
rok merimo koliko se rezultati sipajo, ¢e isti vzorec testiramo v razli€nih dnevih. Sipanje
rezultatov izra¢unamo statisticno. Primerni metodi za izracun sta standardni odklon (SD) in
koeficient variacije (KV).

Tri standardne raztopine (QCr, QCwm, QCh) smo izmerili dvakrat z vmesno razliko ve¢ tednov
ter izraCunali standardni in relativni standardni odklon po enacbah 6 in 7. Relativni standardni

koeficient (RSD) oz. koeficient variacije ne sme preseci 15%.

Enacba 6: Enacba za izraCun standardnega odklona.

SD
X
Enacba 7: Enacba za izracun koeficienta variacije.

Ponovljivost v seriji je dolocil analizator s Sestkratno ponovitvijo meritve vsakega vzorca.

Rezultat je podal kot RSD.
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3.2.2.3 TOCNOST

Tocnost meritve se nanasa na velikost razlike med rezultati kvantitativnega testa in resni¢no
vsebnostjo merjenega parametra. Vecja kot je razlika med izmerjeno in resni¢no (nominalno)
vrednostjo, tem manj tocna je metoda in seveda obratno. Toc¢nost torej pomeni, v kolikSni meri
smo se z meritvijo analita uspeli priblizati njegovi pravi vrednosti. Izrazimo jo z relativno
napako, podano v odstotkih (Enacba 8). Pri tem uporabimo vsaj tri kontrolne vzorce razli¢nih

koncentracij znotraj umeritvene krivulje, za katere je dovoljena relativna napaka 15 % (56).

Cizmer jena

tocnost [%] = x100

Cnominalna

Enacba 8: Enacba za izracun to¢nosti.

3.2.3 PRIPRAVA BIOLOSKIH VZORCEV

Plazmo bolnikov, ki je bila shranjena na —80 °C, smo najprej odtajali na sobni temperaturi ter
premesSali na stresalniku, da smo zagotovili homogenost vzorca. Ker nas je zanimala
koncentracija nevezanih ucinkovin v plazmi, je bila potrebna predhodna ultrafiltracija z

mikrofiltri, s katero smo 1z vzorca odstranili proteine.

Ultrafiltracija
Za ultrafiltracijo smo uporabili filtre Amicon® Ultra-0.5 (Preglednica VIII), ki smo jih pred

uporabo pripravili z dvakratnim centrifugiranjem 500 pL Milli-Q® vode (5 minut, 14000 x g,
20 °C). Nato smo na filtre nanesli 500 pL plazme bolnikov in centrifugirali 10 minut (14000 x
g, 20 °C). Za analizo smo uporabili ultrafiltrat plazme (Slika 2).

|
|

ultrafiltrat

= plazme

Slika 2: Ultrafiltracija plazme (57, 58).
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Preglednica VIII: Lastnosti filtra Amicon® Ultra-0.5 (59).

VOLUMNI

Maksimalni zacetni volumen 500 uL

L s b

Aktivna povr§ina membrane 1 cm?
S

Filter kopolimer stiren/butadien

Membrana Millipore Ultracell — regenerirana celuloza

200 pL filtrata plazme smo odpipetirali v epruvete volumna 10 mL ter dopolnili z 1 % HNO3

do volumna 8 mL. Do analize so bili pripravljeni vzorci shranjeni v hladilniku na 3 °C.

3.2.4 ANALIZA PLAZEMSKIH VZORCEV

Za analizo vzorcev smo uporabili masno spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-
MS). Metoda se uporablja za dolo¢anje elementne sestave razli¢nih tipov vzorcev in je zaradi
zelo nizke meje detekcije ter Sirokega linearnega obmocja odli¢na izbira za analizo elementov
v sledovih. Instrument sestavlja izvor ionov (ICP), ki deluje pri atmosferskem tlaku in zelo
visoki temperaturi ter masni spektrometer (MS) (60, 61).

Vnos vzorca

Prvi korak analize je uvajanje samega vzorca. Obstaja ve¢ nacinov uvajanja, metoda je odvisna
od fizikalnih lastnosti vzorca. Vzorci za ICP-MS analizo so obicajno v tekoc¢i obliki, v gorilnik
pa morajo priti bodisi v plinasti obliki bodisi kot aerosol. S pomocjo peristalticne ¢rpalke
vodimo vzorec od vzorcevalnika skozi sistem do razprSilca, kjer se razprsi skupaj z argonom.
Nastane aerosol, ki prehaja v razprSilno komoro, kjer se vec¢ji delci odstranijo, manjsi se
razpr$ijo napre;.

Plazemski izvor

Plazma je elektricno prevodna plinasta mesanica, ki nastane z ionizacijo argona. Le-ta je prvi
izbor zaradi naslednjih lastnosti: je inerten, relativno poceni in ima visoko stopnjo ¢istosti, ki jo
je zlahka vzdrzevati. ICP izvor sestavljajo tri koncentri¢ne kvar¢ne cevi, skozi katere tece argon.
Poleg tvorbe plazme in vloge nosilnega plina, sluzi argon namre¢ tudi kot hladilni plin, ki varuje

pred pregrevanjem izvora. Aerosol vzorca vstopi v plamen skupaj s tokom argona skozi
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injekcijsko cev plamenice. Okrog vrhnjega dela zunanje cevi izvora je ovita bakrena indukcijska
tuljava, ki je povezana z radio-frekven¢nim generatorjem. Iskra, ki jo povzroc¢i Teslova tuljava
preleti tok argona in ionizira atome, kar privede do nastanka kationov in elektronov (Ar — Ar"
+ ¢7). Na nastale ione in elektrone vpliva elektri¢no in magnetno polje, ki izhaja iz bakrene
indukecijske tuljave. Visoko-energijski elektroni povzrocijo nadaljnjo ionizacijo s trki v preostale
atome argona. Verizna reakcija se nadaljuje vse do razpada plina v argonsko plazmo, ki je
sestavljena iz atomov, elektronov in ionov argona. Zaradi upora ionov in elektronov gibanju
nastane t. i. ohmsko gretje, posledica Cesar je visoka temperatura (6000-10000 K) izvora, ki
omogoca vzdrzevanje plazme. Aerosol vzorca se v plazmi atomizira in ionizira. Na ionizacijo

vplivajo gostota elektronov, temperatura in ionizacijska energija (60, 61, 62, 63).

Plazma
Vmesni stoZec

Plin za generiranje plazme Kvadrupolni masni spektrometer
r,! Plamenica
-

7
R}
"
it

Razprsilna

Nosilni plin
P komora

Vzorec

Sistern ionskih le¢ Detektor

Razprsilnik
Slika 3: Masna spektrometrija z vzbujanjem v induktivno sklopljeni plazmi (88).

Detekcija

Tehnika ICP, ki jo odlikuje visoka ucinkovitost atomizacije in tvorbe ionov, je dopolnjena s
specifi¢no in obcutljivo vec¢-elementno detekcijo z atomsko masno spektrometrijo, pri cemer
masni spektrometer 1o¢i in izmeri ione glede na njihovo razmerje masa/naboj (m/z). Ioni so iz
plazme z atmosferskim tlakom izlo€eni preko vmesnika v vakuumski predel masnega
analizatorja. Nato prehajajo mimo masnega filtra (ponavadi kvadrupol) in tisti z izbranim
razmerjem masa/naboj so usmerjeni k detektorju, ki dolo¢i Stevilo ionov (61, 62).

Prednosti uporabe plazme v primerjavi z drugimi ionizacijskimi metodami, kot je plamenska
ionizacija, so v tem, da do ionizacije pride v kemijsko inertnem okolju, kar varuje pred tvorbo

oksidov in hidroksidov. Plazma ima dvakrat vis§jo temperaturo kot gorilni plamen in je bolj
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stabilna. Cas zadrzevanja analita v plazmi je dvakrat dalji, zato je atomizacija bolj popolna in
signal vi§ji. Temperaturni profil plazme je enoten, posledica je linearnost kalibracijske krivulje
v obmocju 6-8 velikostnih redov. Prednost metode ICP-MS je tudi v tem, da je moZna direktna
sklopitev z razli¢nimi kromatografskimi in elektroforetskimi separacijskimi metodami. Slabost
metode je visja cena vpeljave ter nekatere interference, ki so lahko spektroskopske (nezmoznost
lo¢iti enake mase ali razmerja m/z) in nespektroskopske (vpliv matriksa). Omejitev predstavlja
tudi potreba po visokem vakuumu za delovanje masnega spektrometra, za kar je potreben
vmesni stozec, ki je postavljen med izvorom in masnim spektrometrom (61, 62, 63, 64, 65). V

Preglednici IX so navedeni pogoji merjenja z analizatorjem ICP-MS Agilent 7500ce pri nasi

analizi.
Preglednica IX: Pogoji merjenja z analizatorjem ICP-MS Agilent 7500ce.
Delovna moc¢ radiofrekvenénega generatorja 1550 W
Merjeni izotopi 195pt
Cas zajemanja rezultatov 0.24 s
Stevilo tock na enoto mase 3

15.03 (hladilni), 0.90 (plazemski), 1.07

L1
Pretok argona (L min™) (nosilni), 0.00 (pomozni)

Oktopolni reakcijski sistem pretok helija: 5.0 mL min!

Stevilo ponovitev meritve 6

Uporaba internega standarda

Vloga internih standardov je korekcija variacij v odzivu, ki so posledica bodisi u¢inka matriksa
bodisi zaradi samega instrumenta. Enaka koncentracija internega standarda se doda vsakemu
vzorcu, standardu in slepi raztopini. Sistem tako pri¢akuje enake odzive internega standarda v
vsaki raztopini. Za korekcijo se uporabi razmerje med izmerjenim in pricakovanim odzivom
internega standarda oz. normalizacija na odziv internega standarda. Pri izbiri internega
standarda je pomembno, da izberemo elemente, ki se primarno ne nahajajo v preiskovani
raztopini. Poleg tega mora masno Stevilo internega standarda biti blizu masnemu §tevilu analita
in imeti podoben ionizacijski potencial. V nasem primeru smo uporabili naslednje interne

standarde: ¥*Sc, '©Rh, "In, '*°Tb, 2”Bi (63).
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3.2.5 PRIMERJAVA MASNE SPEKTROMETRIJE Z INDUKTIVNO SKLOPLJENO
PLAZMO (ICP-MS) IN ELEKTROTERMICNE ATOMSKE ABSORPCIJSKE
SPEKTROSKOPIJE (ETAAS)

Elektrotermi¢na AAS je tehnika atomske spektroskopije, pri kateri namesto plamena oz. plazme

uporabimo razprsilnik skupaj z majhno, elektri¢no segreto grafitno cevko ali kiveto. V prvi

stopnji se vzorec posusi, nato razkroji in na koncu atomizira, pri Cemer je cevka segreta na
temperaturo do 3000 °C. Ko svetloba iz izvora (izbran na podlagi merjenega analita), potuje
skozi sredino cevke, jo Zeleni atomi absorbirajo, kar na koncu zazna detektor (65). Primerjava
obeh metod je predstavljena v preglednici X. Primerjavi elektrotermi¢ne AAS in ICP-MS je
namenjena posebna pozornost zaradi uposStevanja predhodnega vedenja pri analizi
farmakokinetike proste uc¢inkovine. Pri vseh najdenih objavah je bila namre¢ prosta u¢inkovina

v plazmi izmerjena z metodo ETAAS.

Preglednica X: Primerjava dveh metod: ETAAS in ICP-MS (65, 66).

ETAAS ICP-MS

Meja detekcije (ng/g) 0,01-1 0,00001-0,0001
Obmogje linearnosti 10? 108
] ga?g’;z:)la 0.5-5 % 0,5-2 %
Natanénost .
dolgorocna 110 % <59
(ve€ ur)
spektralne zelo malo malo
Interference |  kemiéne veliko nekaj
fizikalne zelo malo nekaj
Analiza izotopov ne da
St. primernih elementov >50 82
Semikvantitativna analiza ne da
Zmogljivost 3—4 min/element vsi elementi v 1-5 min
Volumen vzorca zelo majhen srednji
Stroski obratovanja srednji visoki
Zacetni kapital srednji/visok zelo visok
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3.2.6 LITERATURNI PREGLED ANALIZ POPULACIJSKE FARMAKOKINETIKE
CISPLATINA IN KARBOPLATINA
Pri vseh bolnikih smo imeli v vsakem ciklu kemoterapije na voljo samo eden oz. dva vzorca
plazme po aplikaciji platine, ker so bili ¢asi vzorcenja prilagojeni Studiji farmakokinetike
etopozida. Ker sta dve izmerjeni koncentraciji u¢inkovine premalo za analizo farmakokineti¢nih
parametrov, smo se odlo¢ili za vkljucitev t. i. priorjev oziroma predhodnega vedenja. Pri tem
smo uporabili Ze objavljene podatke predhodnih raziskav oz. naredili literaturni pregled. V
biomedicinski podatkovni bazi MEDLINE smo poiskali vse objavljene klini¢ne Studije analize
populacijske farmakokinetike prostega cisplatina in karboplatina. Za iskanje smo uporabili
naslednje klju¢ne besede ter relacijske in logi¢ne operatorje: cisplatin AND pharmacokinetics
AND (population OR nonmem). V ¢lankih smo poiskali tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih
parametrov (Cl, Q, Vi, V2, ki2, ko1) nevezanega cisplatina in karboplatina, njihove standardne
napake ter vplive soCasnih spremenljivk. Podatke iz vsakega ¢lanka posebej smo zdruzili skupaj

z naSimi ocenami parametrov v kon¢ni farmakokineti¢ni model.
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Preglednica XI: Pregled izbranih predhodno objavljenih $tudij farmakokinetike prostega
cisplatina/karboplatina.

Referenca/ Stevilo Merjenje proste
Model , Indikacija Odmerjanje jemep
opomba* bolnikov platine
CISPLATIN
. 30-min intravenska ultrafiltracija,
Urien et al . .. . Ny
. infuzija, 5 zaporednih elektrotermi¢na
36/ razli¢ne vrste . ..
. 43 . dni ali 2 x na mesec; atomska absorpcijska
Preglednica metastatskih rakov .. ..
4 odmerek variira med spektrometrija
15 in 80 mg/infuzijo (ETAAS)
30-min intravenska
Chen et al . . .
e infuzija 1.,2. ,3. in 4. .
67/ 41 nedrobnoceli¢ni dan: na 21 dni: ekstrakcija z etanolom,
;’reglednica pljuéni rak o d’merek 20 ’ ETAAS
mg/m?/dan
. 30-min intravenska
Urien et al . . N
razli¢ne vrste infuzija ali oralno, ..
68/ . ultrafiltracija,
. 32 malignih odmerek 10-30
Preglednica . ETAAS
) novotvorb mg/m? 5 zaporednih
dni
KARBOPLATIN
de J ¢ 60-min infuzija, eden
¢Jonge € rak dojk, rak ali dva cikla na vsake ..
al 74/ e . . ultrafiltracija,
Precledni 46 jajénikov in rak 4 tedne, tarcna ETAAS
1 reglednica zarodnih celic AUC=5 mg %
min/mL/d
Ekhart et al 30 ali 60 min infuzija,
71/ o odmerek 300-600 Itrafiltracija
N . u ,
Pregledni 178 razli¢ni tipi raka | mg/m? ali taréna AUC ETAA SJ
Zreg ednica 13,3 ali 20 mg/mL*
min
bolniki s trdnimi
Zandvliet et © n1“1 > . mr.m o .
tumorji, ki se niso 30-min infuzija, ..
al 72/ . . ultrafiltracija,
) 16 odzvali na taréna AUC 6
Preglednica . ETAAS
5 standardno mg/min mL
terapijo
';gf reer bl 30-min infuzija, ltrafiltracija
u
139 k jajénik taréna AUC 5 ’
Preglednica rRJeniey arema S ETAAS
5 mg/mL*min

* — §tevilka preglednice v ¢lanku, iz katere so vzeti podatki
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3.2.7 ANALIZA POPULACIJSKE FARMAKOKINETIKE

Za analizo populacijske farmakokinetike prostega cisplatina in karboplatina smo uporabili
statisticni program NONMEM. Poiskali in uporabili smo 7 predhodno objavljenih analiz
farmakokinetike preucevanih ucinkovin; 3 za cisplatin in 4 za karboplatin. V objavah smo
poiskali ocene vrednosti parametrov populacijske farmakokinetike ter potencialne socasne
spremenljivke, ki predstavljajo vpliv demografskih in fizioloskih spremenljivk na parameter
zanimanja. Z upostevanjem izmerjenih in literaturnih podatkov smo razvili 3 kon¢ne modele za

cisplatin in 4 za karboplatin, ki smo jih med seboj primerjali.

Pri cisplatinu smo v predhodnih objavah preucili objavljene sistemati¢ne teste vpliva socasnih
spremenljivk na farmakokineticne parametre. Ucinek soCasne spremenljivke se smatra kot
izboljSanje prileganja, ¢e se OFV v primerjavi z osnovnim modelom (brez socasne
spremenljivke) signifikantno zmanjs$a socasno z zmanjSanjem interindividualne variabilnosti.
Konéni modeli s socasnimi spremenljivkami, ki smo jih uporabili v analizi, so podani v

preglednici §t. XII.

Preglednica XII: Modeliranje u¢inkov so€asnih spremenljivk cisplatina v predhodnih

objavah.
Parameter Socasrffl Konc¢ni model iz literature
spremenljivka

Cl BSA Cl1=35,5x(BSA/1,7)>8x(CICr/81)%3
136y CICr ’ ’

Vi BSA Vi= 23.4x(BSA/1,7)*?
2(67) Cl GII{3 SSP* Cl=25,4x(BSA/1,63)%%3x1,226ROUP
3 Cl BSA CI=37x(BSA/1,74)"1#

“® Vi BSA V1=22,7x(BSA/1,74)"38

*bolniki so bili razdeljeni v dve skupini: skupina A (aplikacija cisplatina ob 6:00), skupina B
(aplikacija cisplatina ob 18:00) (36, 67, 68), **referenca

Program NONMEM poda oceno variance kot w?, ki jo pretvorimo v koeficient variacije z
enacbo §t. 9. Slednje naredimo zaradi predpostavke o logaritemski normalni porazdelitvi

osnovnih parametrov v populaciji.
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CV[%] = Ve®® —1x100

Enacba 9: Enacba za izracun koeficienta variacije v %.

Za opis rezidualne variabilnosti smo podali kombinirani — aditivni in proporcionalni model
napake, ki predstavlja merilo preostale nepojasnjene variabilnosti, potem ko smo upostevali vse

druge vire.

Izdelane modele smo ocenili graficno z diagrami. Primerjali smo izmerjene vrednosti z
individualnimi ter s populacijskimi napovedanimi vrednostmi. Analiza tega diagrama nam pove,
kako dobro se izmerjene koncentracije ujemajo s pricakovanimi. Pri tem Zelimo, da se tocke
¢imbolj prilegajo premici x=y, oziroma da so ¢imbolj enakomerno razporejene. Rezidual
variabilnosti predstavlja razliko med napovedano in izmerjeno koncentracijo. Naredili smo
grafe odvisnosti utezenih rezidualov od populacijske napovedne vrednosti ter od casa od
odmerjanja, kjer vidimo ujemanje takrat, ko ni opaznega trenda in se rezultati enakomerno
sipajo okrog abscisne osi.

AUC je povrsina pod krivuljo, ki prikazuje odvisnost koncentracije u€inkovine v plazmi od

¢asa. Ob poznanem odmerku in o¢istku smo jo izracunali z enacbo §t. 10.

min odmerek [mg] HT k
e _ (cm)XWT (kg)
[mg * mL] otistek [mL/min] BSA(m?) = 3600
A
Enac&ba 10: Enacba za izracun AUC. Fnacha 11- Mostellerieva enacha (70)

Z Bland-Altmanovi diagrami smo primerjali in ocenili medsebojno razliko ustreznega ujemanja
AUC med razvitimi modeli. Na abscisno os nanesemo povprecno vrednost obeh primerjanih
vrednosti, na ordinatno pa njuno razliko; na diagramu mora biti dovolj velik deleZ razlik blizu
vrednosti 0 in obenem meje ujemanja, ki zajamejo 95% vrednosti, dovolj ozke. Je pa potrebno

graf oceniti s klinicnega vidika. (69)

V ciklih, kjer nismo imeli na razpolago vzorcev krvi, smo AUC izraCunali samo na podlagi
predhodnega vedenja. Uporabili smo enacbe koncénih modelov cisplatina, ki so podane v
preglednici st. XII. Telesno povrsino (BSA) smo izracunali z enacbo po Mostellerju (enacba st.

11).
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4 REZULTATI
4.1 PRIPRAVA UMERITVENE KRIVULJE

Prvi korak pri dolocitvi koncentracije cisplatina in karboplatina v plazmi bolnikov je bila
priprava ustrezne umeritvene krivulje. Pripravili smo slepo raztopino ter 12 standardnih raztopin
s koncentracijskim intervalom od 0,1 do 500 pg/L. Odvisnost med odzivom analizatorja in

koncentracijo platine opisuje naslednja enacba:
y=Ax+B;

kjer je:

y — odziv analizatorja

A —naklon krivulje

x — koncentracija analita

B — presecis¢e premice z x-0sjo.

Preglednica XIII: Rezultati meritev raztopin multistandarda.

Konc.
standarda

(ng/L)
0 7,22 13,27
0,1 111,11 11,26
0,2 218,34 7,97
0,5 547,24 921
1 1085,60 0,79
2 208295 4,08
5 5272,74 2,19
10 10612,63 0,45
20 21987,10 1,45
50 54186,18 0,15
100 112557,20 0,38
200 229728.,43 1,44
500 579459,37 1,79

Analizator je podal odziv kot CPS oz. Stevilo signalov na sekundo (ang. counts per second). Na
podlagi rezultatov meritve raztopin kalibracijskih standardov, ki so podani v preglednici st. XIII
smo izdelali linearno kalibracijsko premico za platino. Premica z enacbo y = 1158,4x — 899,43

in determinacijskim koeficientom 0,9999 je predstavljena na sliki §t. 4.
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Slika 4: Umeritvena krivulja za dolo¢anje platine v plazmi.

Determinacijski koeficient (R?) je merilo, kako dobro ena¢ba premice dolo¢i vrednost y in

zavzame vrednosti med 0 in 1. Vi§ji kot je, boljsi je model. (73)

Preglednica XIV: Rezultati meritev kontrolnih vzorcev.

Konc. Izmerjena

standarda | koncentracija platine RSD (%) Tocnost (%)
(ng/L) (ng/L)

0,1 0,1421 13,85 142,1
0,2 0,2471 8,88 123,55
0,5 0,5014 3,53 100,28
1 0,9574 7,00 95,74
2 2,1429 0,19 107,145
5 5,2605 2,25 105,21
10 9,5942 2,23 95,942
10 9,9988 0,94 99,988
10 9,7645 1,94 97,645
10 9,6119 1,77 96,119
20 19,2560 0,91 96,28
50 53,4083 4,36 106,8166
100 97,4860 0,95 97,486

V preglednici §t. XIV so podani rezultati meritve koncentracije platine v 13 standardih, RSD

meritev in izra¢unana to¢nost.
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Medtedensko ponovljivost smo dolocili z analizo treh kontrolnih vzorcev (QCr, QCwm, QCh)
Meritve smo izvedli pod enakimi pogoji z vmesno razliko nekaj tednov. Rezultati so

predstavljeni v Preglednici XV.

Preglednica XV: Rezultati meritve kontrolnih vzorcev ter medtedenska to¢nost in
ponovljivost dolo¢anja platine.

Konc.

kontrolne Prva meritev Druga meritev Tocnost
raztopine (ug/L) %ug/L) e LIV, (%)
(ng/L)

1 0,9574 0,9271 0,0214 2,27 94,2
10 9,5942 10,3880 0,5613 5,62 99,9
100 97,4860 99,9619 1,7507 1,77 98,7

4.2 KONCENTRACIJE PLATINE V PLAZMI BOLNIKOV

Rezultati meritev platine v vzorcih plazme bolnikov so zbrani v preglednici v prilogi st. 1.
Zraven koncentracije platine so podani Se identifikacijska Stevilka bolnika, cikel ter podatki o
aplikaciji in vzor¢enju (datum, Cas, vrsta zdravila (cisplatin oz. karboplatin), odmerek in hitrost
infuzije).

4.3 ANALIZA POPULACIJSKE FARMAKOKINETIKE

Za osnovni strukturni model smo izbrali dvoprostorni model (Slika 5) z izlo¢anjem prvega reda,
ker le-ta najbolje opiSe Casovni potek koncentracije proste platine v plazmi po infuziji cisplatina
oz. karboplatina. Nevezana platina prehaja med osrednjim in perifernim prostorom ter se lahko

ireverzibilno veze na proteine v prostoru §t. 1.

Da smo povecali mo¢ podatkov, smo podatke meritev zdruzili s sedmimi predhodno
objavljenimi Studijami farmakokinetike prostega cisplatina in karboplatina. Poiskali smo tipic¢ne
vrednosti farmakokineticnih parametrov, njihove interindividualne variabilnosti ter vplive
socasnih spremenljivk. Rezultati pregleda studij so povzeti v preglednici $t. XI. Ostali parametri

so podani v preglednicah za vsak model posebej.
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odmerek

K12

osrednji prostor Q periferni prostor

Vi ) Vz

K21
Ka Cl

Slika 5: Shema farmakokineti¢nega strukturnega modela nevezane platine po infuziji cisplatina oz.
karboplatina (V1 — volumen osrednjega prostora, V, — volumen perifernega prostora, ke — konstanta
hitrosti izlocanja, Cl — o¢istek, Q — distribucijski o€istek, ki» — konstanta hitrosti prehajanja iz

centralnega v periferni prostor, ko; — konstanta hitrosti prehajanja iz perifernega v centralni prostor).
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4.3.1 FARMAKOKINETICNI MODELI ZA CISPLATIN

Z upostevanjem izmerjenih vrednosti prostega in poiskanih predhodnih $tudij farmakokinetike
ultrafiltrabilnega cisplatina smo s programom NONMEM izdelali tri modele. V preglednicah
XVI, XVII in XVIII so prikazane tipicne vrednosti parametrov predhodnih objav (PRIOR) s
standardnimi napakami in ocena farmakokineti¢nega parametra zdruzenih podatkov skupaj s
standardno napako in 95% intervalom zaupanja. Podobno preglednico smo naredili za vsak
model posebej. Interindividualna variabilnost za ocistek in volumen osrednjega prostora je
podana kot koeficient variacije v %, rezidualna variabilnost pa kot kombinirani — aditivni in

proporcionalni model napake.

Preglednica XVI: Model §t. 1 za cisplatin.
PRIOR SE SE? DF 6ocena  SE  95%CI

Literaturni pregled Kon¢ni model
0
Cl (L/h) 35,6 1,40 | 1,96 | / 36,8 0,57 35,7-38,0
Vi (L) 23,0 1 1 / 23,3 0,28 22,8-23,9
Va2 (L) 12,6 5331284 | / 25,3 3,15 19,2-31,5
Q (L/h) 8,89 1,44 | 2,07 | / 10,6 0,79 9,07-12,2
Cl, OBsa +0,83 031]0,10 | / +1,04 0,13 0,79-1,29
Cl, Ocicr +0,36 0,18 | 0,03 / +0,29 0,08 0,13-0,45
Vi, OBsa +1,53 0,341 0,11 / +1,73 0,10 1,54-1,93
Wa (ng/L) / / / / 0,0001 / /
Wp / / / / 0,498 0,036 0,43-0,57
Py
Cl (% CV) 14,5 0,01 ] / 8 12,7 1,47 11,2-14,1
Vi (% CV) 22,3 0,02 / 19 21,5 1,13 20,4-22,6

0 - ocena tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov, CIl — o€istek, V| — volumen osrednjega prostora, V, —
volumen perifernega prostora, Q — distribucijski ocistek, BSA — telesna povrsina, C1Cr — ocistek kreatinina, W,—
aditivna napaka, W, — proporcionalna napaka, w* — varianca interindividualne variabilnosti, CV — koeficient
variacije, SE — standardna napaka, DF — stopinje prostosti, CI — interval zaupanja
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Preglednica XVII: Model st. 2 za cisplatin.

PRIOR SE | SE? DF Oocena SE 95 % CI
Literaturni pregled Kon¢ni model

0
Cl1 (L/h) 24,8 1,22 | 1,50 / 28,9 0,71 27,5-30,3
Vi (L) 21,1 1,22 | 1,50 / 20,5 0,43 19,6-21,3
V2 (L) 6,99 1,01 ] 1,01 / 8,95 0,53 7,93-9,98
Q (L/h) 9,63 1,12 | 1,25 / 8,58 0,26 8,07-9,10
Clsa 0,55 0,05 (0,002 | / 0,58 0,01 0,56-0,60
Clgrour 1,23 0,110,013 / 1,23 0 /
Wa (ng/L) / / / / 41,8 17,9 6,70-76,9
Wp / / / / 0,52 0,03 0,47-0,58
(,02
Cl (% CV) 14,9 0 / 59 15,5 0,40 15,1-15,9
Vi (% CV) 27,3 0,02 / 30 26,3 0,84 25,4-27,1

0 - ocena tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov, Cl — ocistek, Vi — volumen osrednjega prostora, V, —
volumen perifernega prostora, Q — distribucijski ocistek, BSA — telesna povrSina, W, — aditivna napaka, W, —
proporcionalna napaka, m*— varianca interindividualne variabilnosti, CV — koeficient variacije, SE — standardna
napaka, DF — stopinje prostosti, CI — interval zaupanja

Preglednica XVIII: Model §t. 3 za cisplatin.

PRIOR SE SE?! DF Oocena SE 95 % CI

Literaturni pregled ‘ Kon¢éni model
0
Cl1 (L/h) 34,7 8,10 | 65,6 / 45,1 3,12 39,0-51,3
Vi (L) 22,8 1,90 | 3,61 / 25,8 1,08 23,6-27,89
V2 (L) 22,5 12,0 | 144 / 47,1 8,75 30,0-64,2
Q (L/h) 14 10,0 | 100 / 16,7 4,41 8,09-25,4
Clgsa 1,95 0,61 | 0,37 / 1,36 0,38 0,61-2,10
ViBsa 1,49 0,46 | 0,21 / 1,97 0,23 1,50-2,42
Wa (ng/L) / / / / 34,2 9,66 15,3-53,2
Wp / / / / 0,44 0,03 0,37-0,51
Py
Cl (% CV) 16 0,01 / 15 16,0 4,64 10,5-20,1
Vi (% CV) 14 0,01 / 17 14,9 1,22 13,7—16,1

0 - ocena tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov, Cl — o€istek, V| — volumen osrednjega prostora, V, —
volumen perifernega prostora, Q — distribucijski ocistek, BSA — telesna povrSina, W, — aditivna napaka, W, —
proporcionalna napaka, m* — varianca interindividualne variabilnosti, CV — koeficient variacije, SE — standardna
napaka, DF — stopinje prostosti, CI — interval zaupanja



Rezultate smo ovrednotili grafi¢no z diagrami. Slike $t. 6, 7 in 8 prikazejo odvisnost med
izmerjenimi vrednostmi in populacijskimi ter individualnimi napovedanimi vrednostmi. Tako
lahko primerjamo, kako dobro se izmerjene vrednosti ujemajo z napovedanimi. Crna &rta
predstavlja premico x=y; napovedane vrednosti so na tej premici enake izmerjenim. Modre pike,

ki predstavljajo nase rezultate, se morajo ¢im bolj prilegati ¢rni premici.
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Slika 6: Individualne in populacijske napovedane vrednosti koncentracije cisplatina v
odvisnosti od izmerjene vrednosti pri modelu §t. 1.
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Slika 7: Individualne in populacijske napovedane vrednosti koncentracije cisplatina v
odvisnosti od izmerjene vrednosti pri modelu §t. 2.
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Slika 8: Individualne in populacijske napovedane vrednosti koncentracije cisplatina v
odvisnosti od izmerjene vrednosti pri modelu §t. 3.
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Slike 9, 10 in 11 prikazujejo grafe odvisnosti utezenih rezidualov od populacijske napovedne
vrednosti ter od ¢asa po odmerjanju. Vijoli¢ni Crti predstavljata spodnjo in zgornjo mejo 95 %

intervala zaupanja.
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Slika 9: Odvisnost utezenih rezidualov od populacijske napovedne vrednosti ter od ¢asa po
odmerjanju pri modelu §t. 1.
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Slika 10: Odvisnost utezenih rezidualov od populacijske napovedne vrednosti ter od ¢asa po
odmerjanju pri modelu §t. 2.
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Slika 11: Odvisnost utezenih rezidualov od populacijske napovedne vrednosti ter od casa po
odmerjanju pri modelu §t. 3.
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S poznanim odmerkom ter dolo¢enim oc¢istkom smo z enacbo §t. 10 izra¢unali AUC za vsakega
bolnika v vsakem krogu zdravljenja. Rezultati so prikazani v preglednici v prilogi $t. 2. Zraven
preglednice, smo ujemanje AUC med tremi modeli podali Se v obliki diagramov (Slika 12). Za
dodatno ocenitev ujemanja smo izbrali Se Bland-Altmanove diagrame (Slika 13), ki prikazejo
razlike med modeli. Na abscisni osi so naneSene povprecne vrednosti AUC obeh modelov, na
ordinatni osi pa razlike med vrednosti AUC. Meje ujemanja smo izracunali iz povprecne razlike

in standardnega odklona (+/— 1,96 SD).
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Slika 12: Primerjava vrednosti AUC med tremi modeli za cisplatin.
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4.3.2 FARMAKOKINETICNI MODELI ZA KARBOPLATIN

Karboplatin je v sklopu zdravljenja drobnoceli¢nega raka plju¢ prejelo 5 bolnikov. Postopek
analize farmakokinetike je bil enak kot pri cisplatinu, le da smo tukaj uporabili 4 predhodno
objavljene Studije in tako izdelali 4 modele, ki so prikazani v preglednicah XIX, XX, XXI in
XXIIL

Preglednica XIX: Ocene vrednosti farmakokineti¢nih parametrov karboplatina pri modelu
Stevilka 1.

PRIOR SE SE? | DF Oocena SE ~ 95% CI
Literaturni pregled Kon¢éni model

0
Cl (L/h) 7,44 0,40 | 0,16 / 7,17 0,15 6,88-7,47
Vi (L) 10,4 0,70 | 0,49 / 11,5 0,30 10,9-12,1
K12 0,67 0,09 | 0,01 / 0,68 0,02 0,65-0,71
K21 0,49 0,05 10,002 | / 0,54 0,01 0,52—0,57
Wa (ug/L) / / / / 170 37,3 97,2243
Wp / / / / / / /
o>
Cl (% RSE) 20 0,00 / 59 19,8 0,61 19,2-20,4
Vi1 (% RSE) 13 0,02 / 30 13,1 0,26 12,8—-13,3

0 — ocena tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov, Cl — ocistek, V| — volumen osrednjega prostora, ki» —
konstanta hitrosti prehajanja iz osrednjega v periferni prostor, k»; — konstanta hitrosti prehajanja iz perifernega v
osrednji prostor, W,— aditivna napaka, W, — proporcionalna napaka, ?— varianca interindividualne variabilnosti,
RSE - relativna standardna napaka, SE — standardna napaka, DF — stopinje prostosti, CI — interval zaupanja

Preglednica XX: Ocene vrednosti farmakokineti¢nih parametrov karboplatina pri modelu

Stevilka 2.
PRIOR SE SE?! DF Oocena SE 95 % CI
Literaturni pregled Kon¢ni model

0
Cl1 (L/h) 8,33 0,14 | 0,02 / 8,26 0,04 8,18-8,34
Vi (L) 16,3 0,36 | 0,13 / 16,6 0,20 16,2—-17,0
k21 (h1) 0,171 0,01 0 / 0,177 0,004 0,17-0,19
ki2 (h™) 0,104 0,01 0 / 0,105 0,001 0,102-0,107
Wa (ng/L) / / / / 898 378 157-1640
Wp / / / / 0 / /
o2
Cl (% RSE) 19,1 3,69 / 55 19,0 0,590 18,4-19,5
Vi (% RSE) 17,0 2,89 / 70 17,2 1,08 16,1-18,3

0 — ocena tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov, Cl — ocistek, V| — volumen osrednjega prostora, ki» —
konstanta hitrosti prehajanja iz osrednjega v periferni prostor, k»; — konstanta hitrosti prehajanja iz perifernega v
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osrednji prostor, W,— aditivna napaka, W, — proporcionalna napaka, ?— varianca interindividualne variabilnosti,
RSE — relativna standardna napaka, SE — standardna napaka, DF — stopinje prostosti, CI — interval zaupanja

Preglednica XXI: Ocene vrednosti farmakokineti¢nih parametrov karboplatina pri modelu
Stevilka 3.

PRIOR | SE SE? DF Oocena SE | 95%CI
Literaturni pregled Konc¢ni model

0
CI (L/h) Cler*0,76+1,5 | 0,04 | 0,001 | / | Cle*0,81+1,5 | 0,02 | 0,78-0,84
Vi1 (L) 15,5 295 | 8,67 | / 18,4 1,17 | 16,1-20,7
V2 (L) 9,86 1,08 | 1,18 | 7/ 10,9 036 | 102-11,6
Q (L/h) 3,46 0,62 039 | / 3,79 0,10 | 3,61-3,98
Wa (ng/L) / / / / 607 590 | 492-723
Wp / / / / 0 / /
(,02
Cl1(% CV) 13 0 /119 14,1 0,74 | 13,4-14,8
Vi (% CV) 54 0,14 / 8 38,1 10,5 | 25,4481

0 - ocena tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov, Cl — ocistek, V| — volumen osrednjega prostora, V, —
volumen perifernega prostora, Q — distribucijski o¢istek, W, — aditivna napaka, W, — proporcionalna napaka, o2 —
varianca interindividualne variabilnosti, CV — koeficient variacije, CICr — o¢istek kreatinina, SE — standardna
napaka, DF — stopinje prostosti, CI — interval zaupanja

Preglednica XXII: Ocene vrednosti farmakokineti¢nih parametrov karboplatina pri modelu

Stevilka 4.
PRIOR | SE2 DF focena SE 95 % CI
Literaturni pregled Kon¢ni model

0
Cl1 (L/h) 7,38 0,06 / 7,34 0,03 7,29-7,40
Vi (L) 11,9 0,46 / 12,2 0,15 12,0-12,5
V2 (L) 8,23 0,86 / 8,43 0,09 8,27-8,60
Q (L/h) 5,43 0,35 / 5,70 0,11 5,49-591
Wa (ng/L) / / / 406 21,9 363—-449
Wp / / / 0,05 0,01 0,03-0,07
)
Cl (% CV) 35,2 / 31 33,5 1,60 31,8-35,1
Vi (% CV) 37,4 / 32 37,6 0,87 36,7-38,5

0 — ocena tipi¢ne vrednosti farmakokineticnih parametrov, Cl — o€istek, V| — volumen osrednjega prostora, Vo —
volumen perifernega prostora, Q — distribucijski o¢istek, W, — aditivna napaka, W, — proporcionalna napaka, o2 —
varianca interindividualne variabilnosti, CV —koeficient variacije, SE — standardna napaka, DF — stopinje prostosti,
CI — interval zaupanja

43



16000
14000
12000

10000
Izmerjena
vrednost
[ng/L]

8000

6000

4000

2000

2000

4000 6000 8000 10000

¥

12000

Individualna napovedna vrednost [pg/L]

14000

16000

16000
14000
12000
10000

Izmerjena
vrednost 8000

[ng/L]

6000

4000

4000 6000 10000 12000
Populacijska napovedna vrednost [ug/L]

8000 14000 16000

Slika 14: Individualne in populacijske napovedne vrednosti koncentracije karboplatina v
odvisnosti od izmerjene vrednosti pri modelu §t. 1.
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Slika 15: Individualne in populacijske napovedane vrednosti koncentracije karboplatina v
odvisnosti od izmerjene vrednosti pri modelu §t. 2.
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Slika 16: Individualne in populacijske napovedane vrednosti koncentracije karboplatina v
odvisnosti od izmerjene vrednosti pri modelu §t. 3.
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Slika 17: Individualne in populacijske napovedane vrednosti koncentracije karboplatina v
odvisnosti od izmerjene vrednosti pri modelu §t. 4.
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Slika 18: Odvisnost utezenih rezidualov od populacijske napovedane vrednosti ter od ¢asa

odmerjanja pri modelu §t. 1.
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Slika 19: Odvisnost utezenih rezidualov od populacijske napovedane vrednosti ter od Casa

odmerjanja pri modelu §t. 2.
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Slika 20: Odvisnost utezenih rezidualov od populacijske napovedane vrednosti ter od ¢asa
odmerjanja pri modelu §t. 3.
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Slika 21: Odvisnost utezenih rezidualov od populacijske napovedane vrednosti ter od ¢asa
odmerjanja pri modelu §t. 4.
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Slika 22: Primerjava vrednosti AUC med Stirimi modeli za karboplatin.
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5 RAZPRAVA

Cisplatin in karboplatin spadata v skupino alkilirajo¢ih citostatikov s Sirokim spektrom
aktivnosti proti malignim tumorjem (11). Citotoksi¢ni na¢in delovanja je posledica kovalentnih
interakcij z DNA ter tvorbe DNA aduktov, kar sprozi kaskado signalizacijskih prenosnih poti
ter aktivacijo apoptoze (23, 24). Ceprav je cisplatin zelo uéinkovito protitumorsko zdravilo,
resni nezeleni ucinki, Se posebej nefrotoksi¢nost, vpliv na gastrointestinalni trakt, ototoksi¢nost
in nevrotoksi¢nost predstavljajo omejitvene dejavnike pri odmerjanju. Karboplatin ima zaradi
bolj stabilne izstopajoce skupine v primerjavi s cisplatinom nekoliko manjsi toksien vpliv; pri
tretjini bolnikov se pojavi mielosupresija (12). Interindividualna farmakokineti¢na variabilnost
pri citotoksi¢nih protitumorskih zdravilih je pogosto velika (41). Farmakokineti¢ne variacije
med posamezniki in znotraj osebe lahko privedejo do nepredvidljive toksicnosti in
spremenljivih protitumorskih uginkov. Ce so spremembe take, da pride do klini¢no
pomembnega premika v terapevtskem indeksu, je potrebna ustrezna sprememba odmerka (42,
43). Terapevtsko spremljanje koncentracij u¢inkovin (TDM) se je izkazalo kot ucinkovito
orodje za zmanjSanje nezelenih u¢inkov in optimizacijo u€inka zdravljenja. TDM je pristop,
kjer merjenje koncentracije ucinkovine sluzi kot orodje za individualizacijo odmerjanja
zdravila, pri katerem je korelacija med koncentracijo v krvi ter samim u¢inkom mocnejSa v
primerjavi s korelacijo med odmerkom in u€¢inkom. Prinasa hitro in lazjo dolocitev ustreznega
novega ter vrednotenje obstojeega rezima odmerjanja (40). TDM je pomembno orodje za
optimizacijo terapije, vendar se v vsakdanji praksi uporablja le redko zaradi teZzavnosti, ¢asa in
cene analize. Cilj idealnega terapevtskega spremljanja zdravila je doseZen z izbiro ustrezne
tehnike, ki je stroSkovno ucinkovita in zanesljiva ter dosego rezultatov, ki doprinesejo korist
pacientu. Izbira cisplatina in karboplatina je upravic¢ena zaradi doloCenih znacilnosti zdravilne
ucinkovine in uporabe pri obcutljivi populaciji bolnikov z rakom.

Cilj nasega dela je bila dolocitev izpostavljenosti bolnikov cisplatinu in karboplatinu. Izmerjene
koncentracije u¢inkovine so sluZzile kot izhodis¢e za analizo farmakokinetike obeh citostatikov,
dolocitev njunih oc€istkov in povrsSine pod krivuljo, ki je bistven farmakokineti¢ni parameter. V
raziskavo smo vkljucili 20 bolnikov z diagnosticiranim drobnoceli€énim rakom pljuc, ki so
prejeli kombinirano terapijo etopozida bodisi s karboplatinom bodisi s cisplatinom v $tirih do

Sestih ciklih. Kombinacija etopozida s karboplatinom ali cisplatinom je pogosta v veliko
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kemoterapevtskih rezimih. Studija, ki je raziskovala potencialne interakcije med zdravili s
platino ter oksidativnim metabolizmom etopozida je odkrila, da so le-te majhne in klini¢ni
pomen verjetno nepomemben (76). Odvzemi krvi pri izbranih bolnikih so bili prilagojeni
optimizaciji peroralnega odmerka etopozida pri bolnikih z drobnocelicnim rakom pljuc¢ v
doktorski disertaciji Renate Rezonja Kukec (82). Posledi¢no smo pri vseh bolnikih imeli na
voljo omejeno Stevilo vzorcev, ki niso zadosc¢ali za analizo. Zato smo naredili literaturni pregled
vseh objavljenih raziskav populacijske farmakokinetike prostega cisplatina in karboplatina ter
obogatili naSe meritve s podatki iz sedmih objavljenih Studij. Analizirali smo 139 vzorcev
plazme, ki smo jih skupaj s podatki o bolnikih prejeli iz Univerzitetne klinike za plju¢ne bolezni
in alergijo Golnik. Plazme bolnikov so bile do analize shranjene na temperaturi —80 °C. V
¢lankih, katere podatke smo uporabili za izdelavo modelov, so vzorce plazme takoj ultrafiltrirali
in shranili na —20 °C. Le v enem primeru so bili vzorci shranjeni na —70 °C. Shranjevanje
nedeproteinizirane polne krvi ali plazme pri temperaturah nad niclo ne vpliva signifikantno na
frakcijo proste u¢inkovine prvi dve uri. Po tem ¢asu je mozno zaznati postopen padec. Johnsson
in sodelavci (77) so v svoji raziskavi zaznali postopen padec proste frakcije v ¢asu 14 dni pri
shrambi na —20 °C, medtem ko je pri temperaturi —70 °C ostala koncentracija proste platine
nespremenjena vsaj tri mesece. Studija je tako dokazala, da so na daljsi rok nedeproteinizirani
vzorci lahko shranjeni na —70 °C ve¢ mesecev, medtem ko je temperatura —20 °C previsoka
(77). V vseh objavljenih Studijah farmakokinetike cisplatina in karboplatina so u¢inkovino v
plazmi izmerili z elektrotermi¢no atomsko absorpcijsko spektroskopijo (ETAAS). V primerjavi
z ICP-MS ima ETAAS vi$jo mejo detekcije, manjSe obmocje linearnosti in podobno natan¢nost.
Zahteva zelo majhen volumen vzorca, ne omogoca pa analize izotopov ter semikvantitativne
analize. V S§tudiji §t. 2 (Chen et al) so proteine iz vzorca odstranili z metodo precipitacije s
hladnim etanolom, ostali so vzorce pripravili z ultrafiltracijo. Kot ustrezni sta se skozi
preverjanja izkazali obe metodi (78).

Vzorce bolnikov smo po odtajanju predhodno pripravili z ultrafiltracijo s filtri Amicon® Ultra-
0.5 in tako izlocili iz nadaljnjega postopka na proteine vezano ucinkovino. Koncentracijo
prostega cisplatina oz. karboplatina v plazmi smo dolo¢ili z masno spektrometrijo z vzbujanjem
v induktivno sklopljeni plazmi (ICP-MS). ICP-MS je odli¢na izbira za analizo elementov v
sledovih zaradi zelo nizke meje detekcije (obmocje ppt), Sirokega linearnega obmocja, moznosti

kvantifikacije v obmocju ppm, sposobnosti dolofanja izotopov in moznostjo dolocanja
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elementne sestave razli¢nih tipov vzorcev. NasStete lastnosti jo naredijo veliko bolj privla¢no v
primerjavi z drugimi metodami za dolocitev elementov v sledovih, kot so elektrotermalna
atomizacija, plamenska atomska absorpcijska spektroskopija in opticna emisijska
spektroskopija z induktivno sklopljeno plazmo. Eden glavnih razlogov, da metoda ni bolj
razSirjena je njena relativno visoka cena. Kot posledica nekoliko SirSe uporabe v zadnjih letih,
je sicer cena padla. Se zmeraj pa slovi kot zapletena tehnika, ki zahteva za izvedbo visoko
usposobljeno osebo. Strosek vpeljave ostaja relativno visok. Idealno je priprava vzorca
preprosta, hitra in izvedljiva na rutinski ravni. Bolj kot je priprava kompleksna, vec¢ja je moznost
kontaminacije, napak in vpliva na to¢nost. Analiza bioloskih vzorcev ni enostavna zaradi
kompleksnosti sestave krvi, urina, seruma, tkiv ... Matriks vzorca lahko predstavlja problem pri
pripravi vzorca, korekciji interferenc, kalibraciji in dolgoro¢ni stabilnosti. V primerjavi z
okoljskimi vzorci, ki obi¢ajno zahtevajo samo preprost dodatek kisline, je priprava
biomedicinskih vzorcev bolj kompleksna. V nasem primeru je zahtevala centrifugiranje, loCitev
plazme od celic, ultrafiltracijo in dodatek HNO3. Komponente matriksa se pri ICP-MS lahko
odlagajo na dele plazemskega izvora ali opticnega sistema, kar lahko scasoma vodi do
nestabilnega signala. Ce analizator uporabljamo vsakodnevno, je zelo pomembno redno &is¢enje
in vzdrZevanje. Pri vpeljavi metode mora biti posebna pozornost namenjena matriksu in
spektralnim interferencam, kar lahko uspeSno obvladamo z uporabo ustreznih internih
standardov. Metodo odlikuje tudi hitrost, kar je posebej vazno pri rutinski uporabi za namen
TDM (80). Pred analizo vzorcev smo dolocili tocnost in natancnost, kar nam je potrdilo
zanesljivost same metode. Z meritvijo 12 standardnih raztopin smo izdelali umeritveno krivuljo
z enacbo y = 1158,4x — 899,43 in determinacijskim koeficientom 0,9999, ki nakazuje na zelo
mocno linearno povezanost med spremenljivkama. Spodnja meja kvantifikacije je bila celo nizja
od najnizje koncentracije standarda. Za korekcijo variacij v odzivu, ki so lahko posledica u¢inka
matriksa ali samega delovanja instrumenta, smo uporabili interne standarde. Vseh 13 relativnih
standardnih odklonov je znotraj dovoljenega obmocja. Z enacbo §t. 8 smo izraunali toCnost.
Nekoliko vecje odstopanje lahko opazimo pri meritvi prvih dveh kontrolnih vzorcev, kar lahko
pripiSemo nizki koncentraciji analita, ostalih 11 je v dovoljenem obmocju 15 %. Doloc¢ili smo
tudi medtedensko to€nost in ponovljivost ter rezultate podali kot RSD in tocnost v %
(preglednica §t. XV). Vsi rezultati so znotraj dovoljenih odstopanj po smernicah FDA. Za

analizo farmakokinetike smo uporabili podatke iz sedmih objavljenih Studij, v katerih smo
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poiskali tipi¢ne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov (Cl, Q, Vi, Va2, ki2, k1) nevezanega
cisplatina in karboplatina, njihove standardne napake, interindividualne variabilnosti ter vplive
socasnih spremenljivk in jih skupaj z nasimi rezultati meritev zdruzili v modele. Vseh sedem
Studij je ocenjevalo tipi¢ne vrednosti Cl in Vi, pet jih je zraven ocenilo Se V2 in Q, dve Studiji
pa ki2 in k1. Vse tri Studije za cisplatin so ocenjevale tudi vplive soCasnih spremenljivk. Za
statistino znacilnega se je izkazal vpliv oCistka kreatinina, BSA in ure aplikacije na ocistek
nevezanega cisplatina ter vpliv BSA na volumen osrednjega prostora. Za analizo populacijske
farmakokinetike smo uporabili statisticni program NONMEM in z metodo nelinearnega
modeliranja meSanih ucinkov izracunali tipicne vrednosti farmakokineti¢nih parametrov treh
modelov za cisplatin ter Stirih za karboplatin. Ocenili smo $e interindividualno variabilnost za
ocistek in volumen osrednjega prostora ter rezidualno variabilnost. Vrednosti se po zdruZitvi,
razen pri o€istku in volumnu perifernega prostora v modelu §t. 3 za cisplatin, niso bistveno
spremenile. Za cisplatin je znasal ocistek po enournih infuzijah v vrstnem redu po Stevilki
modela od 1 do 3: 36,8 L/h, 28,9 L/h in 45 L/h. Za karboplatin je oCistek za modele od 1 do 4
znasal: 7,17 L/h, 8,26 L/h, Clxkr*0,81+1,5 L/h in 7,34 L/h. Ustreznost razvitih modelov smo
ovrednotili z grafi¢nimi prikazi. Z ve¢ razlicnimi diagrami smo primerjali individualne in
populacijske napovedne vrednosti. Opazno je izrazito neujemanje med napovedanimi in
izmerjenimi koncentracijami pri vseh treh modelih za cisplatin, izmerjene vrednosti so nizje v
primerjavi z napovedanimi. V nasprotju s cisplatinom se premice, ki prikazujejo odvisnost
napovedanih in izmerjenih vrednosti pri karboplatinu, zelo dobro prilegajo premici x=y. Z
enacbo $t. 10 smo izracunali §e povrSino pod krivuljo pri vseh bolnikih v vsakem ciklu. Na
diagramih na sliki $t. 12 je opazna razlika med AUC za razlicne modele pri cisplatinu, medtem
ko je pri karboplatinu ujemanje veliko boljSe (Slika 22). Neujemanje pri cisplatinu je verjetno
posledica vkljucenih literaturnih modelov, ki se, kljub temu da smo poskusali poiskati ¢imbolj
podobne objavljene raziskave, med seboj razlikujejo. Ujemanje med modeli pri karboplatinu je
bistveno boljSe, posledi¢no so rezultati tudi bolj zanesljivi. Trenutno ne poznamo enotnega
statistiCnega pristopa za validacijo populacijskega farmakokineticnega modela. Ustreznost
modela bi lahko potrdili le tako, da bi po aplikaciji zdravilne u€inkovine bolniku v kratkih
casovnih intervalih jemali kri, izdelali plazemsko koncentracijsko krivuljo in s trapezoidno
metodo izraCunali AUC. Bistvena razlika med obema preiskovanima ucinkovinama je v

nacrtovanju odmerka. Medtem ko odmerjanje cisplatina temelji samo na bolnikovi BSA, se
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odmerek karboplatina izracuna po Calvertovi formuli, ki uposteva tudi bolnikovo ledvi¢no
funkcijo. Pri dolo¢itvi ustreznega odmerka karboplatina sta klju¢ni postavljena taréna vrednost
AUC ter natan¢na doloc¢itev GFR, z upoStevanjem ucinka kemoterapevtika in zmanjSanja
mielosupresije. Ciljna vrednost pri karboplatinu je znasala 4—6 mg/mL*min. V ciljano obmocje
pade 48 % vrednosti AUC (priloga $t. 3). Pri bolniku §t. 13 so vrednosti AUC nekoliko nizje.
Sklepamo lahko, da je za dosego tar¢nega AUC obmocja potrebna morebitna prilagoditev
odmerka. Zraven postavitve ustreznega tarénega obmocja AUC je zelo pomembna dolocCitev
hitrosti glomerulne filtracije. Zlati standard za oceno GFR je o€istek od zunaj vnesenih substanc.
Tezavo pri tem predstavljajo aplikacija, zbiranje urina in potencialna radiotoksi¢nost.
NajnovejSe smernice priporocajo uporabo serumskega kreatinina in enacb za ocenjevanje GFR
za zacetno oceno. V objavljenih raziskavah prostega cisplatina in karboplatina so bile hitrosti
glomerulne filtracije izraCunane s Cockcroft-Gaultovo enacbo. V Laboratoriju za klini¢no
biokemijo in hematologijo bolniSnice Golnik izracunajo GFR z enacbo CKD-EPI in z oceno po
Wrightu. Pri rakavih bolnikih se naslanjajo predvsem na slednjo, ki je bila edina razvita na
populaciji bolnikov z rakom (81, 87). Pri cisplatinu je spremljanje u¢inkovine in interpretacija
rezultatov bolj tezavna, saj glavno omejitev predstavlja dejstvo, da ni postavljenega ustreznega
terapevtskega obmocja oz. referencnih vrednosti. Tako lahko le dolo¢imo izpostavljenost in pri
tistth bolnikih z vi§jo izpostavljenostjo bolj pozorno spremljamo znake toksi¢nosti.
Nefrotoksicnost je najresnejsi neZeleni ucinek cisplatina, ki zahteva posebno prilagoditev
odmerka. Tako med naSimi bolniki kot tudi pri bolnikih iz objavljenih raziskav je ledvi¢na
funkcija variirala, od normalne do zmerno zmanjSane hitrosti glomerulne filtracije. V razred z
zmerno zmanjS$ano hitrostjo glomerulne filtracije so padli trije bolniki iz nase raziskave. V
njihovem primeru je Ze potrebna prilagoditev prvotnega odmerka, ki je znasal 80 mg/m?. Izbira
pravega odmerka pri takih bolnikih je tezavna zaradi dolocanja, ki temelji samo na bolnikovi
BSA. To potrjuje smiselnost terapevtskega spremljanja koncentracije cisplatina.

Dolocitev razmerja odmerek-odziv je za onkologe vcasih velik izziv. V zadnjih letih je
populacijsko modeliranje farmakokinetike/farmakodinamike postalo klju¢no orodje za
razumevanje, identifikacijo in kvantifikacijo razli¢nih razmerij odmerek-odziv. Omogocilo je
sistemati¢no pot razvoja in uporabe modelov kot »vodnikov« v nacrtovanju terapije na osnovi

individualne terapevtske koncentracije.
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6 SKLEPI

e C(Cisplatin in karboplatin sta zaradi pogostih hudih nezelenih ucinkov, velike
interindividualne farmakokineti¢ne variabilnosti in dolo¢anja odmerka na podlagi
telesne povrsine pri cisplatinu ustrezna kandidata za terapevtsko spremljanje zdravilne

udinkovine.

e Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo je primerna metoda za terapevtsko

spremljanje cisplatina in karboplatina.

¢ Med napovedanimi in izmerjenimi individualnimi ter populacijskimi vrednostmi so pri
cisplatinu opazne ocitne razlike. Kljub zelo podobnim raziskavam, ki smo jih vkljucili v
analizo farmakokinetike kot predhodno vedenje, so med modeli razlike. Pri karboplatinu
so ujemanja med napovedanimi in izmerjenimi vrednostmi zelo dobra in posledi¢no

rezultati bolj zanesljivi.

e TDM se je izkazal za ulinkovito orodje za spremljanje terapije obeh citostatikov,
vrednotenje obstojeCega reZzima odmerjanja in podporo dolo€itvi ustreznega novega

rezima.
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PRILOGA 1: Podatki o aplikaciji, vzorcéenju in meritvah koncentracije platine

. . .. Konc.
ID | Cikel | Dogodek* | MDV** Datum Cas Odmerek | Hitrost infuzije Tip*** | platine
[mg] [mg/h] [ug/L
pg/L]
1 2 1 1 21/11/2012 | 11:20 | 160 160 0 .
1 2 0 0 21/11/2012 | 12:00 | O 0 0 940,06
1 2 0 0 21/11/2012 | 15:02 | 0 0 0 193,44
1 3 1 1 12/12/2012 | 11:35 | 160 160 0 .
1 3 0 0 12/12/2012 | 12:08 | 0 0 0 213,05
1 3 0 0 12/12/2012 | 15:06 | 0 0 0 91,41
1 4 1 1 03/01/2013 | 12:30 | 160 160 0 .
1 4 0 0 03/01/2013 | 12:45 | 0 0 0 83,47
1 4 0 0 03/01/2013 | 15:45 | 0 0 0 94,31
2 2 1 1 19/12/2012 | 11:15 | 140 140 0 .
2 2 0 0 19/12/2012 | 13:16 | 0 0 0 451,34
2 2 0 0 19/12/2012 | 16:17 | 0 0 0 86,52
2 3 1 1 09/01/2013 | 12:05 | 140 140 0 .
2 3 0 0 09/01/2013 | 12:48 | 0 0 0 356,79
2 3 0 0 09/01/2013 | 15:41 | 0 0 0 112,38
2 4 1 1 30/01/2013 | 11:40 | 110 110 0 .
2 4 0 0 30/01/2013 | 12:42 | 0 0 0 1863,83
2 4 0 0 30/01/2013 | 14:44 | 0 0 0 169,59
3 2 1 1 19/12/2012 | 11:40 | 160 160 0 .
3 2 0 0 19/12/2012 | 13:15 | 0 0 0 620,44
3 2 0 0 19/12/2012 | 16:15 | 0 0 0 59,71
3 3 1 1 10/01/2013 | 11:45 | 160 160 0 .
3 3 0 0 10/01/2013 | 12:37 | 0 0 0 393,98
3 3 0 0 10/01/2013 | 15:10 | 0 0 0 71,84
3 4 1 1 30/01/2013 | 11:40 | 160 160 0 .
3 4 0 0 30/01/2013 | 12:45 | 0 0 0 2524,36
3 4 0 0 30/01/2013 | 14:46 | 0 0 0 157,47
4 1 1 1 08/01/2013 | 12:50 | 160 160 0 .
4 1 0 0 08/01/2013 | 13:12 | 0 0 0 126,02
5 2 1 1 06/02/2013 | 11:15 | 140 140 0 .
5 2 0 0 06/02/2013 | 13:19 | 0 0 0 696,98
5 2 0 0 06/02/2013 | 15:30 | 0 0 0 134,76
5 3 1 1 27/02/2013 | 11:40 | 140 140 0 .
5 3 0 0 27/02/2013 | 13:00 | 0 0 0 961,98
5 3 0 0 27/02/2013 | 15:24 | 0 0 0 193,57
5 4 1 1 20/03/2013 | 11:35 | 140 140 0 .
5 4 0 0 20/03/2013 | 13:25 | 0 0 0 1750,44
5 4 0 0 20/03/2013 | 15:55 | 0 0 0 193,12
6 1 1 1 14/02/2013 | 12:50 | 120 120 0 .
6 1 0 0 14/02/2013 | 14:35 | 0 0 0 773,29
6 2 1 1 06/03/2013 | 12:55 | 400 400 1 .
6 2 0 0 06/03/2013 | 15:20 | 0 0 1 9456,64
6 3 1 1 27/03/2013 | 10:10 | 450 450 1 .
6 3 0 0 27/03/2013 | 12:20 | 0 0 1 9674,03
6 3 0 0 27/03/2013 | 15:10 | 0 0 1 4769,32
8 1 1 1 28/03/2013 | 13:00 | 160 160 0 .
8 1 0 0 28/03/2013 | 13:20 | 0 0 0 842,70
8 2 1 1 17/04/2013 | 11:10 | 160 160 0
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8 2 0 0 17/04/2013 | 12:10 | 0 0 0 2162,28
8 2 0 0 17/04/2013 | 15:00 | 0 0 0 117,83
8 3 1 1 08/05/2013 | 11:25 | 160 160 0 .

8 3 0 0 08/05/2013 | 11:50 | 0 0 0 1206,03
8 3 0 0 08/05/2013 | 14:50 | 0 0 0 126,55
8 4 1 1 29/05/2013 | 11:00 | 160 160 0 .

8 4 0 0 29/05/2013 | 12:40 | 0 0 0 1132,26
8 4 0 0 29/05/2013 | 15:20 | 0 0 0 122,02
9 1 1 1 23/05/2013 | 13:05 | 110 110 0 .

9 1 0 0 23/05/2013 | 14:05 | 0 0 0 2612,87
10 1 1 1 06/06/2013 | /**** | 160 160 0 .

10 1 0 0 06/06/2013 | 13:35 | 0 0 0 617,91
10 2 1 1 27/06/2013 | /*¥*** | 160 160 0 .

10 2 0 0 27/06/2013 | 13:35 | 0 0 0 544,60
10 2 0 0 27/06/2013 | 16:35 | 0 0 0 127,02
10 3 1 1 24/07/2013 | /*¥*** | 160 160 0 .

10 3 0 0 24/07/2013 | 13:15 | 0 0 0 631,58
10 3 0 0 24/07/2013 | 16:20 | 0 0 0 104,27
10 4 1 1 13/08/2013 | /**** | 160 160 0 .

10 4 0 0 13/08/2013 | 12:35 | 0 0 0 184,79
10 4 0 0 13/08/2013 | 15:05 | 0 0 0 106,54
10 5 1 1 04/09/2013 | /**** | 160 160 0 .

10 5 0 0 04/09/2013 | 11:55 | 0 0 0 467,74
10 5 0 0 04/09/2013 | 15:00 | 0 0 0 128,29
10 6 1 1 25/09/2013 | /*¥*** | 160 160 0 .

10 6 0 0 25/09/2013 | 12:48 | 0 0 0 131,13
10 6 0 0 25/09/2013 | 14:45 | 0 0 0 137,64
11 2 1 1 10/07/2013 | 11:10 | 140 140 0 .

11 2 0 0 10/07/2013 | 14:50 | 0 0 0 125,10
11 2 0 0 10/07/2013 | 17:40 | 0 0 0 105,59
11 3 1 1 31/07/2013 | 11:00 | 140 140 0 .

11 3 0 0 31/07/2013 | 14:20 | 0 0 0 134,50
11 3 0 0 31/07/2013 | 16:45 | 0 0 0 120,99
11 4 1 1 21/08/2013 | 11:10 | 140 140 0 .

11 4 0 0 21/08/2013 | 13:20 | 0 0 0 184,31
11 4 0 0 21/08/2013 | 14:55 | 0 0 0 123,03
11 5 1 1 11/09/2013 | 10:40 | 140 140 0 .

11 5 0 0 11/09/2013 | 12:28 | 0 0 0 520,60
11 5 0 0 11/09/2013 | 14:50 | 0 0 0 148,83
11 6 1 1 02/10/2013 | 11:25 | 140 140 0 .

11 6 0 0 02/10/2013 | 12:15 | 0 0 0 248,00
11 6 0 0 02/10/2013 | 15:00 | 0 0 0 136,68
12 1 1 1 04/07/2013 | 12:45 | 110 110 0 .

12 1 0 0 04/07/2013 | 14:10 | 0 0 0 364,39
12 2 1 1 24/07/2013 | 11:20 | 150 150 0 .

12 2 0 0 24/07/2013 | 13:10 | 0 0 0 294,64
12 2 0 0 24/07/2013 | 16:20 | 0 0 0 106,88
12 3 1 1 13/08/2013 | 11:15 | 150 150 0 .

12 3 0 0 13/08/2013 | 12:30 | 0 0 0 462,81
12 3 0 0 13/08/2013 | 15:00 | 0 0 0 121,09
12 4 1 1 04/09/2013 | 11:10 | 150 150 0 .

12 4 0 0 04/09/2013 | 12:00 | 0 0 0 631,67
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12 4 0 0 04/09/2013 | 14:57 | 0 0 0 156,52
12 5 1 1 25/09/2013 | 09:35 | 400 400 1 .

12 5 0 0 25/09/2013 | 12:20 | 0 0 1 8427,58
12 5 0 0 25/09/2013 | 14:35 | 0 0 1 5280,68
12 6 1 1 16/10/2013 | 09:35 | 400 400 1 .

12 6 0 0 16/10/2013 | 12:35 | 0 0 1 9010,24
12 6 0 0 16/10/2013 | 14:52 | 0 0 1 5220,22
13 1 1 1 05/07/2013 | 10:40 | 450 450 1 .

13 1 0 0 05/07/2013 | 14:50 | 0 0 1 3485,50
13 2 1 1 31/07/2013 | 10:20 | 450 450 1 .

13 2 0 0 31/07/2013 | 14:30 | 0 0 1 4358,13
13 2 0 0 31/07/2013 | 17:37 | 0 0 1 1587,71
13 3 1 1 21/08/2013 | 10:20 | 450 450 1 .

13 3 0 0 21/08/2013 | 13:25 | 0 0 1 6059,81
13 4 1 1 25/09/2013 | 09:35 | 400 400 1 .

13 4 0 0 25/09/2013 | 12:30 | 0 0 1 6159,78
13 4 0 0 25/09/2013 | 14:40 | 0 0 1 2975,78
13 5 1 1 16/10/2013 | 09:50 | 400 400 1 .

13 5 0 0 16/10/2013 | 12:18 | 0 0 1 7361,12
13 5 0 0 16/10/2013 | 14:45 | 0 0 1 3866,27
13 6 1 1 06/11/2013 | 09:50 | 400 400 1 .

13 6 0 0 06/11/2013 | 12:18 | 0 0 1 7065,53
13 6 0 0 06/11/2013 | 14:20 | 0 0 1 3843,62
14 1 1 1 10/07/2013 | 12:30 | 110 110 0 .

14 1 0 0 10/07/2013 | 15:10 0 151,62
14 2 1 1 07/08/2013 | 11:35 | 110 110 0 .

14 2 0 0 07/08/2013 | 13:35 | 0 0 228,95
14 2 0 0 07/08/2013 | 16:25 | 0 0 224,59
14 3 1 1 28/08/2013 | 11:45 | 110 110 0 .

14 3 0 0 28/08/2013 | 12:47 | 0 0 573,59
14 3 0 0 28/08/2013 | 15:45 | 0 0 109,74
14 4 1 1 18/09/2013 | 11:30 | 110 110 0 .

14 4 0 0 18/09/2013 | 12:20 | 0 0 1037,16
14 4 0 0 18/09/2013 | 16:09 | 0 0 93,96
14 5 1 1 09/10/2013 | 11:50 | 110 110 0 .

14 5 0 0 09/10/2013 | 13:03 0 379,67
14 6 1 1 06/11/2013 | 11:20 | 110 110 0 .

14 6 0 0 06/11/2013 | 12:32 | 0 0 0 303,76
14 6 0 0 06/11/2013 | 14:38 | 0 0 0 107,52
15 1 1 1 11/07/2013 | 12:40 | 130 130 0 .

15 1 0 0 11/07/2013 | 14:05 0 0 502,67
15 2 1 1 07/08/2013 | 11:40 | 130 130 0 .

15 2 0 0 07/08/2013 | 13:40 0 0 434,29
15 2 0 0 07/08/2013 | 16:28 0 0 122,26
15 3 1 1 28/08/2013 | 11:55 | 130 130 0 .

15 3 0 0 28/08/2013 | 12:38 0 0 855,04
15 3 0 0 28/08/2013 | 15:40 0 0 133,57
15 4 1 1 19/09/2013 | 11:40 | 130 130 0 .

15 4 0 0 19/09/2013 | 12:00 0 0 1074,08
15 4 0 0 19/09/2013 | 14:35 0 0 168,92
15 5 1 1 09/10/2013 | 11:25 | 130 130 0 .

15 5 0 0 09/10/2013 | 13:00 0 0 445,42
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15 6 1 1 06/11/2013 | 11:15 | 130 130 0 .

15 6 0 0 06/11/2013 | 12:38 | 0 0 0 358,15
15 6 0 0 06/11/2013 | 15:15 | 0 0 0 138,61
16 1 1 1 26/07/2013 | 12:05 | 160 160 0 .

16 1 0 0 26/07/2013 | 14:07 | 0 0 0 370,09
16 2 1 1 21/08/2013 | 11:10 | 160 160 0 .

16 2 0 0 21/08/2013 | 13:30 | 0 0 0 210,57
16 2 0 0 21/08/2013 | 14:50 | 0 0 0 118,00
16 3 1 1 11/09/2013 | 11:20 | 160 160 0 .

16 3 0 0 11/09/2013 | 12:25 | 0 0 0 1343,55
16 3 0 0 11/09/2013 | 14:45 | 0 0 0 130,99
17 1 1 1 22/08/2013 | 12:50 | 160 160 0 .

17 1 0 0 22/08/2013 | 13:37 | 0 0 0 562,09
17 2 1 1 11/09/2013 | 11:20 | 160 160 0 .

17 2 0 0 11/09/2013 | 12:35 | 0 0 0 1364,95
17 2 0 0 11/09/2013 | 14:55 | 0 0 0 161,33
17 3 1 1 02/10/2013 | 10:05 | 450 450 1 .

17 3 0 0 02/10/2013 | 12:10 | 0 0 1 11259,18
17 3 0 0 02/10/2013 | 14:50 | 0 0 1 4997,50
17 4 1 1 23/10/2013 | 09:00 | 500 500 1 .

17 4 0 0 23/10/2013 | 12:02 | 0 0 1 8332,48
17 4 0 0 23/10/2013 | 14:25 | 0 0 1 4158,28
17 5 1 1 13/11/2013 | 09:40 | 500 500 1 .

17 5 0 0 13/11/2013 | 11:47 | 0 0 1 11649,95
17 5 0 0 13/11/2013 | 14:30 | 0 0 1 4664,08
17 6 1 1 04/12/2013 | 09:20 | 500 500 1 .

17 6 0 0 04/12/2013 | 11:52 | 0 0 1 10621,94
17 6 0 0 04/12/2013 | 14:20 | 0 0 1 5334,88
18 1 1 1 29/08/2013 | 13:00 | 150 150 0 .

18 1 0 0 29/08/2013 | 13:35 | 0 0 0 1649,16
18 2 1 1 25/09/2013 | 11:15 | 150 150 0 .

18 2 0 0 25/09/2013 | 12:27 | 0 0 0 308,99
18 2 0 0 25/09/2013 | 14:37 | 0 0 0 116,64
18 3 1 1 16/10/2013 | 12:00 | 150 150 0 .

18 3 0 0 16/10/2013 | 12:07 | 0 0 0 43,91
18 3 0 0 16/10/2013 | 15:09 | 0 0 0 241,65
18 4 1 1 06/11/2013 | 11:05 | 150 150 0 .

18 4 0 0 06/11/2013 | 12:15 | 0 0 0 764,64
18 4 0 0 06/11/2013 | 14:25 | 0 0 0 144,27
18 5 1 1 27/11/2013 | 11:50 | 150 150 0 .

18 5 0 0 27/11/2013 | 14:08 | 0 0 0 501,92
19 2 1 1 13/11/2013 | 11:30 | 160 160 0 .

19 2 0 0 13/11/2013 | 11:53 | 0 0 0 1787,75
19 2 0 0 13/11/2013 | 15:38 | 0 0 0 139,63
19 3 1 1 04/12/2013 | 11:05 | 160 160 0 .

19 3 0 0 04/12/2013 | 11:30 | 0 0 0 167,58
19 3 0 0 04/12/2013 | 14:18 | 0 0 0 153,83
19 4 1 1 03/01/2014 | 11:25 | 160 160 0 .

19 4 0 0 03/01/2014 | 12:08 | 0 0 0 1855,02
19 4 0 0 03/01/2014 | 15:04 | 0 0 0 193,41
19 5 1 1 29/01/2014 | 10:45 | 500 500 1 .

19 5 0 0 29/01/2014 | 12:29 |1 0 0 1 12273,47
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19 5 0 0 29/01/2014 | 14:38 | 0 0 1 6073,93
20 1 1 1 28/11/2013 | 12:45 | 120 120 0 .

20 1 0 0 28/11/2013 | 13:43 0 16174,02
20 2 1 1 18/12/2013 | 11:05 | 120 120 0 .

20 2 0 0 18/12/2013 | 12:15 0 657,26
20 2 0 0 18/12/2013 | 14:35 | 0 0 0 109,39
20 3 1 1 08/01/2014 | 11:20 | 110 110 0 .

20 3 0 0 08/01/2014 | 11:58 | 0 0 0 1202,36
20 3 0 0 08/01/2014 | 14:42 | 0 0 0 105,43
20 4 1 1 29/01/2014 | 11:25 | 110 110 0 .

20 4 0 0 29/01/2014 | 14:37 | 0 0 0 155,35
20 5 1 1 19/02/2014 | 11:00 | 110 110 0 .

20 5 0 0 19/02/2014 | 12:55 | 0 0 0 364,62
20 6 1 1 19/03/2014 | 10:55 | 110 110 0 .

20 6 0 0 19/03/2014 | 1445 | 0 0 0 155,82

*dogodek: 1=aplikacija platine, 0=vzorcenje; ** MDV: 1=ni meritve koncentracije, 0=meritev
koncentracije; ***tip: O=cisplatin, 1=karboplatin; ****pri bolniku §t. 10 manjkajo podatki o
casu aplikacije platine
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PRILOGA 2: Rezultati analize populacijske farmakokinetike cisplatina

Ocistek [L/h] AUC [mg*min/mL]
ID CIKEL | Model | Model | Model | Model | Model | Model
1 2 3 1 2 3
1 1 45,3 29,6 56,1 0,212 0,324 0,171
1 2 50,2 38,7 64,9 0,191 0,248 0,148
1 3 52,2 38,9 65,4 0,184 0,247 0,147
1 4 54,3 39,2 66,6 0,177 0,245 0,144
2 1 34,7 26,8 39,8 0,242 0,313 0,211
2 2 41,0 35,7 49,0 0,205 0,235 0,171
2 3 40,6 35,7 49,0 0,207 0,236 0,172
2 4 40,7 35,4 48,1 0,162 0,187 0,137
3 1 46,8 29,1 52,4 0,205 0,330 0,183
3 2 56,1 41,0 56,3 0,171 0,234 0,170
3 3 55,2 41,1 56,7 0,174 0,233 0,169
3 4 54,4 41,1 56,7 0,177 0,233 0,169
4 1 50,3 33,3 58,2 0,191 0,289 0,165
5 1 36,7 26,3 37,0 0,229 0,319 0,227
5 2 32,3 29,6 30,7 0,260 0,284 0,274
5 3 32,9 29,7 31,0 0,255 0,283 0,271
5 4 35,0 30,0 31,7 0,240 0,280 0,265
6 1 41,1 33,9 49,3 0,175 0,212 0,146
8 1 54,4 39,1 58,1 0,176 0,246 0,165
8 2 48,1 38,6 56,5 0,199 0,249 0,170
8 3 49,5 38,5 56,2 0,194 0,249 0,171
8 4 51,6 38,6 56,5 0,186 0,249 0,170
9 1 36,2 31,2 443 0,182 0,212 0,149
11 1 41,9 26,2 36,6 0,200 0,320 0,229
11 2 35,7 33,6 45,0 0,235 0,250 0,186
11 3 36,7 32,9 42,9 0,229 0,256 0,196
11 4 36,5 33,0 433 0,230 0,254 0,194
11 5 37,1 33,2 43,8 0,226 0,253 0,192
11 6 36,2 33,3 443 0,232 0,252 0,190
12 1 4772 37,5 64,4 0,140 0,176 0,102
12 2 47,3 37,4 63,9 0,190 0,241 0,141
12 3 44,6 37,3 63,4 0,202 0,242 0,142
12 4 427 37,0 62,5 0,211 0,243 0,144
14 1 35,4 32,7 57,1 0,186 0,202 0,116
14 2 38,0 32,8 57,7 0,174 0,201 0,114
14 3 39,9 33,3 59,7 0,165 0,198 0,111
14 4 39,0 33,4 60,1 0,169 0,198 0,110
14 5 394 33,5 60,6 0,168 0,197 0,109
14 6 394 33,5 60,6 0,168 0,197 0,109
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15 1 40,1 35,8 50,0 0,194 0,218 0,156
15 2 40,2 36,0 50,5 0,194 0,217 0,154
15 3 38,6 36,0 50,5 0,202 0,217 0,154
15 4 39,3 36,0 50,6 0,198 0,217 0,154
15 5 37,8 36,1 51,0 0,206 0,216 0,153
15 6 37,3 36,1 51,0 0,209 0,216 0,153
16 1 54,8 40,2 57,7 0,175 0,239 0,166
16 2 52,7 39,9 56,8 0,182 0,241 0,169
16 3 51,6 39,6 55,9 0,186 0,242 0,172
17 1 51,0 36,4 60,3 0,188 0,263 0,159
17 2 46,6 36,2 59,4 0,206 0,265 0,162
18 1 46,2 38,2 63,5 0,195 0,235 0,142
18 2 45,0 38,5 64,6 0,200 0,234 0,139
18 3 43,5 38,1 62,9 0,207 0,236 0,143
18 4 44,9 37,9 62,3 0,201 0,237 0,144
18 5 44,9 37,9 62,3 0,200 0,237 0,144
19 1 43,7 29,3 54,3 0,219 0,327 0,177
19 2 47,8 36,9 64,3 0,201 0,260 0,149
19 3 48,6 37,2 65,2 0,197 0,258 0,147
19 4 47,3 37,2 65,2 0,203 0,258 0,147
20 1 27,3 22,9 27,4 0,264 0,314 0,263
20 2 35,4 33,5 34,8 0,203 0,215 0,207
20 3 33,9 33,1 33,8 0,195 0,200 0,195
20 4 33,6 33,3 34,3 0,196 0,198 0,192
20 5 35,0 33,5 34,8 0,189 0,197 0,190
20 6 33,9 33,5 34,8 0,195 0,197 0,190
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PRILOGA 3: Rezultati analize populacijske farmakokinetike karboplatina

Ocistek [L/h] AUC [mg*min/mL]
ID | CIKEL | Model | Model | Model | Model | Model | Model | Model | Model
1 2 3 4 1 2 3 4
6 2 5,57 7,30 4,64 6,64 431 3,29 5,17 3,62
6 3 6,41 7,54 5,12 6,064 421 3,58 5,28 4,07
12 5 5,26 6,04 4,53 5,31 4,56 3,97 5,30 4,52
12 6 4,85 5,69 4,42 5,31 4,95 4,22 5,43 4,52
13 1 8,88 8,51 6,96 7,55 3,04 3,17 3,88 3,57
13 2 7,74 8,17 6,91 7,55 3,49 3,31 3,91 3,57
13 3 7,99 8,45 8,25 7,55 3,38 3,20 3,27 3,57
13 4 7,52 8,20 7,09 7,55 3,19 2,93 3,39 3,18
13 5 7,19 8,11 7,39 7,55 3,34 2,96 3,25 3,18
13 6 7,70 8,30 7,93 7,55 3,12 2,89 3,03 3,18
17 3 6,28 7,07 5,64 6,77 4,30 3,82 4,79 3,99
17 4 6,60 7,21 5,91 6,77 4,55 4,16 5,08 4,43
17 5 6,93 7,37 6,61 6,77 4,33 4,07 4,54 4,43
17 6 6,13 6,95 6,37 6,77 4,90 4,32 4,71 4,43
19 5 7,06 8,60 5,97 7,81 425 3,49 5,02 3,84
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