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POVZETEK

Za farmakokinetiko u€inkovin bioloskega izvora je znacilno, da vezava ucinkovine na
tarco poteka v tako velikem obsegu, da znacilno vpliva na ¢asovni potek koncentracije v
plazmi. Model taréno posredovane farmakokinetike (TMDD) je matemati¢ni model, ki
mehanistiéno dobro opiSe dogajanje ucinkovine v organizmu. Prilagajanje modela
eksperimentalnim podatkom in ocenjevanje vrednosti parametrov je pogosto tezko izvedljivo,
saj model vsebuje veliko parametrov. Problem identifikacije predstavljajo parametri, ki
doloc¢ajo kinetiko vezave ucinkovine na tarco, saj ta vezava poteka veliko hitreje kot ostali
farmakokineti¢ni procesi. V izogib teh problemov so bili razviti modeli, ki kinetiko vezave
ucinkovine na njen receptor aproksimirajo do ravnoteznega stanja (QSS, QE in MM). V
diplomi smo s pomoc¢jo teh 4 modelov simulirali plazemske koncentracije eritropoetina na
podganah, kjer smo modelom spreminjali vrednosti parametrov in med seboj primerjali
njihove odzive. Izkazalo se je, da je QSS-model najbolj primeren za opis TMDD-kinetike.
Ugotovili smo, da je zaradi visoke internalizacije kompleksa uc¢inkovina-receptor QE-model
bistveno odstopal od TMDD-modela, medtem ko je MM-model odstopal od TMDD-modela
pri vrednostih faktorja y nad 0,2.

Modele smo prilagajali podatkom, ki smo jih pridobili s simulacijo TMDD-modela. Pri
tem smo uporabili vrednosti parametrov iz ocen, ki jih je dobil Woo s sodelavci pri raziskavi
farmakokinetike rekombinantnega humanega eritropoetina na podganah. Modeli z
aproksimacijo ravnoteznega stanja pri ocenjevanju parametrov niso dali boljsih rezultatov v
primerjavi s TMDD-modelom, ¢eprav vsebujejo parameter manj. Pri tem so bile ocene
parametrov linearnih procesov, katerim je podvrzena u¢inkovina, bolje doloCene v primerjavi
s parametri, ki dolocajo kinetiko receptorja in kompleksa uc¢inkovina-receptor.

Eritropoetin poveca koncentracijo eritrocitov v krvnem obtoku in njegov ucinek nastopi z
zamikom. Na primeru podgan smo zamik v ucinku eritropoetina opisali z modelom
posrednega odgovora zivljenjske dobe. Uporabljeni model je imel dve dodatni predpostavki,
in sicer da so vse celice imele enako Zivljenjsko dobo in da so retikulociti v celoti dozoreli v
kostnem mozgu oziroma da so v kri prisli Sele, ko so se razvili do stopnje eritrocita. V model
smo vkljucili tudi negativno povratno zanko, ki ob povecani koncentraciji hemoglobina v krvi
zavira rast in nastajanje predhodnikov eritrocitov. S pomocjo simulacij smo ugotovili, da
vrednost inhibicijskega parametra ICsy negativne povratne zanke vpliva na padec

koncentracije eritrocitov pod bazno linijjo po preteku zivljenjske dobe novonastalih

il



Mitja Pislar - Diplomska naloga POVZETEK

eritrocitov, medtem ko ne vpliva na absolutni padec koncentracije eritrocitov po preteku
Zivljenjske dobe novonastalih eritrocitov. Parametra ICsy prav tako ne vpliva na maksimalne

koncentracije eritrocitov v krvnem obtoku.

v
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BIC

A Hb
CP
Cot
cvV
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DDE

Epo
EpoR
HB
ICso

U
kia
ko
Kp
Kdeg
Kel
Kin
Kint

Ko
Kon
Kout
Ksin
K
LIDR
LOQ

Bayesov oziroma Schwarzov informacijski kriterij (ang. Bayesian
information criterion, Schwarz criterion — SC)

sprememba koncentracije hemoglobina v krvi

koncentracija u¢inkovine v centralnem prostoru

celotna koncentracija u¢inkovine v centralnem prostoru

koeficient variacije

odmerek

zakasnitvene diferencialne enacbe (ang. delay differential equations)
prostor eritrocitov

zaCetna koncentracija eritrocitov — bazna linija

eritropoetin

receptor za eritropoetin

hemoglobin

koncentracijska sprememba hemoglobina v krvi, pri kateri je inhibicija
razvoja in rasti predhodnikov eritrocitov 50 % maksimalne

mednarodne enote (ang. international unit)

konstanta hitrosti prehoda iz centralnega v stranski prostor

konstanta hitrosti prehoda iz stranskega v centralni prostor

disociacijska konstanta ravnoteznega stanja vezave (QE)

konstanta hitrosti razgradnje prostega receptorja

konstanta hitrosti eliminacije u¢inkovine

konstanta hitrosti prehoda celic v prostor

konstanta hitrosti internalizacije kompleksa u¢inkovina-receptor
Michaelis-Mentenova konstanta

konstanta hitrosti disociacije u¢inkovine z receptorja

konstanta hitrosti vezave uc¢inkovine na receptor

konstanta hitrosti zapus€anja celic iz prostora

konstanta hitrosti sinteze receptorja

disociacijska konstanta stacionarnega stanja vezave (QSS)

posredni odgovor zivljenjske dobe (ang. lifespan based indirect response)

meja kvantifikacije (ang. limit of quantification)
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koncentracija hemoglobina v eritrocitih

metoda najvecjega verjetja (ang. maximum likelihood)

model z Michaelis-Mentenovo aproksimacijo

navadne diferencialne enacbe (ang. ordinary differential equations)
objektivna funkcija

osnovna vrednost

prostor usmerjene maticne celice eritroblastne vrste

prostor eritroblastov in retikulocitov

farmakodinamika

farmakokinetika

farmakokineti¢ni/farmakodinamicni

model z aproksimacijo ravnoteznega stanja vezave

model z aproksimacijo stacionarnega stanja vezave

receptor — koncentracija receptorja

zacetna koncentracija prostega receptorja

¢loveski recombinant  human

rekombinantni eritropoetin

(ang.
erythropoietin)

koncentracija celotnega receptorja
koncentracija eritropoetina, pri kateri je ucinek delovanja 50 %
maksimalnega

maksimalna stimulacija eritropoetina na razvoj in rast predhodnikov
eritrocitov

cas

zivljenjska doba eritrocitov

taréno posredovana farmakokinetika (ang. target mediated drug disposition)
zivljenjska doba usmerjene mati¢ne celice eritroblastne vrste

seStevek zivljenjske dobe eritroblastov in retikulocitov

prosta uc¢inkovina

ucinkovine bioloskega izvora

kompleks ucinkovina-receptor

stranski prostor u¢inkovine

volumen centralnega prostora proste u¢inkovine

maksimalna hitrost

vi
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1 UVOD

Pri raziskovanju naravnih pojavov, od enostavnega prostega pada pa vse do kompleksnih
vremenskih razmer, si v znanosti pomagamo z modeli. Model je poenostavljen abstrakten
zapis kompleksnega realnega procesa, ki Se vedno ohranja njegove bistvene znacilnosti.
Definiran je s strukturo in parametri. Struktura modela je opisana z matemati¢nimi enacbami,
ki doloc¢ajo povezavo med odvisnimi spremenljivkami (koncentracija, temperatura, elektriéni
tok itd.) in neodvisnimi spremenljivkami (Cas in prostor). Koeficienti teh enacb dolocajo
parametre modela. Razvoj, analiza ter vrednotenje ustreznosti in pravilnosti modela
imenujemo modeliranje. Modeliramo lahko kakrSenkoli fizikalni, kemijski, bioloski,
socioloski ali ekonomski pojav. Omogoca nam bolje razumevanje realnega sistema oziroma
procesa, to je spoznavanje njegovih pomembnih lastnosti in zakonitosti. Prav tako nam nudi
moznost napovedovanja, optimizacije procesa in v dolocenih primerih spremembo poteka in
vodenje realnega sistema (1).

V praksi se najveckrat uporablja kombinirano modeliranje, ki vkljucuje tako teoreti¢no kot
eksperimentalno modeliranje. Pri teoreticnem modeliranju razvijemo strukturo modela, ki
temelji na poglobljenem in detajlnem poznavanju modeliranega procesa. Eksperimentalno
modeliranje pa sluzi pri identifikaciji parametrov. Z ustreznim prileganjem odziva modela
odzivu sistema (tj. eksperimentalnim podatkom) ob enakih vhodnih signalih lahko
ocenjujemo parametre modela. Pri modeliranju stremimo k enostavnosti modelov. SploSne
predpostavke in zanemarjanja morajo biti dobro argumentirane, da opravi¢imo aproksimacije
realnega sistema ali kompleksnega modela. Pri tem moramo narediti kompromis med
uporabnostjo in to¢nostjo modela. Preve¢ poenostavljeni modeli so presplosni in netocni,
prevec¢ detajlni in kompleksni modeli pa so univerzalni in neuporabni (2).

Modele moramo ustrezno vrednotiti, kar pomeni, da jih ocenimo, ali se obnaSajo
zadovoljivo podobno modeliranemu procesu. Vrednotenje je zahteven proces, saj ne obstaja
noben sistematicen postopek ali algoritem. Realni sistem, osnova za vrednotenje modelov, ni
popolnoma znan, eksperimentalni podatki vsebujejo slucajne in sistemati¢ne napake. Modele
vrednotimo s prilagajanjem odzivov modela eksperimentalnim podatkom, z ocenjevanjem
parametrov in z analizo obcutljivosti parametrov. Pri tem si pomagamo z razli¢nimi kriteriji
prilagajanja in raznimi statisticnimi orodji. Primernost modelov ugotavljamo tudi glede na

njihovo natan¢nost, preciznost, robustnost, opisno stvarnost, splosnost in uspesnost (2).
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1.1 Farmakokinetika

Farmakokinetika je veda, ki raziskuje in vrednoti kinetiko oziroma gibanje ucinkovin v
organizmu. Uc¢inkovine so v telesu v dinami¢nem ravnoteZju, kjer so podvrZzene razli¢nim
procesom (3):

e absorpciji (pri intravaskularni aplikaciji u¢inkovina temu ni podvrzena),
e porazdeljevanju ali distribuciji in
e climinaciji, to je ekskreciji in metabolizmu.
Ti bioloski procesi potekajo soCasno in so zapleteni, zato si pri opisu farmakokinetike
ucinkovine v organizmu pomagamo z modeliranjem. Farmakokineticno modeliranje se
uporablja pri (3):
¢ napovedovanju koncentracije u¢inkovin (npr. v plazmi, tkivu in urinu),
e izraunu optimalnega rezima odmerjanja,
e ocenitvi moznosti akumulacije u€inkovine ali njenih metabolitov,
e primerjavi bioloske uporabnosti razlicnih farmacevtskih oblik,
e ugotavljanju fizioloSkega ali patofizioloskega vpliva na farmakokinetiko,
e raziskovanju moznih interakcij med ucinkovinami.

V farmaciji se veCinoma uporabljajo prostorski farmakokineti¢ni modeli, saj so enostavni
in zelo uporabni. V manjsi meri se srecujemo s fizioloskimi in empiri¢nimi.

I.  PROSTORSKI MODEL

Prostorski farmakokineti¢ni model poenostavlja bioloski organizem do enega ali vec
prostorov z definiranimi volumni. V prostoru je u¢inkovina homogeno porazdeljena.
Prostori so si med seboj v dinami¢nem ravnotezju (u€inkovine prehajajo med prostori)
in za njih velja zakonitost o ohranitvi mase. Model prikazuje odprt sistem, saj
ucinkovina lahko zapusti prostor (eliminacija iz sistema). Njegova slabost je, da
prostori niso anatomsko definirani. Centralni prostor okvirno predstavlja kri in dobro
prekrvavljene organe s prepustnim kapilarnim endotelijem (npr. jetra in ledvica). Po
aplikaciji zdravila u¢inkovina navadno prehaja v centralni prostor, od koder se nato
porazdeli v stranske prostore, ki ponazarjajo slabo prekrvavljene organe (npr. koza in
mascobno tkivo). Eliminacija u¢inkovine vecinoma poteka iz centralnega prostora,
redko pa iz stranskih prostorov. Slednje je predvsem znacilno za nekatere uc¢inkovine
bioloskega izvora. Linearni prostorni model matemati¢no opisemo s kon¢no mnogimi

diferencialnimi enacbami (1):
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II.

I1I.

i i

dm,; . o . . . . . N
ﬂ.—{._' - Z-"—'ﬁ = mgiEy— Z.-:;e L AED = Epp mmiaEd + o1wE) Enacba 1
T T

Enacba 1 je splosna diferencialna enacba za prostor i. m;(t) oznacuje koli¢ino
uc¢inkovine v prostoru i v ¢asu t. Podobno velja m;(t) za prostor j. Parametri kj; so
hitrostne konstante prehoda u¢inkovine iz i-tega prostora v j-ti prostor, parametri k;; pa

so hitrostne konstante prehoda ucinkovine iz j-tega prostora v i-ti prostor. Kjg

predstavlja hitrostno konstanto eliminacije ucinkovine iz i-tega prostora, vi(t) pa

oznacuje hitrost vnosa ucinkovine v prostor i v ¢asu t (1, 3).

EMPIRICNI MODEL

Model ne raziskuje in ne poda mehanizma delovanja sistema, temve¢ zgolj opisuje
eksperimentalne podatke. Dobimo ga s prilagajanjem empiri¢ne enacbe podatkom. Ta
model je primeren, ko imamo zelo malo podatkov o sistemu (3).

FIZIOLOSKI MODEL

Fizioloski farmakokineti¢ni model temelji na perfuziji organa in difuziji u¢inkovine iz
krvi v organ. Model opisuje gibanje uéinkovine po telesu, kjer so koncentracije v krvi
in v organih definirane. Privzem ucinkovine v organ je hiter in razmerje med
koncentracijo v venozni krvi in organu je konstantno. Model je bolj mehanistic¢en od
prostornega in bolje opisuje farmakokinetiko uc€inkovine v organizmu. Uporaba
modela je zelo omejena, saj je pridobivanje eksperimentalnih podatkov (koncentracija
ucinkovine v arteriji specificnega organa, koncentracija ucinkovine v dolo¢enem

organu, pretok krvi v dolo€enem organu itd.) problematicno (3).

1.1.1 Linearna in nelinearna farmakokinetika

Modele lahko razdelimo po tem, ali so linearni ali nelinearni.

L.

LINEARNI MODELI
Za linearne modele velja zakon superpozicije ali natovarjanja, ki jo lahko opiSemo z
naslednjo enacbo:

Fix, + g+ x, 0= Fl b Flo b+ oa g Fiv, b Enacba 2
V enacbi 2 x; (! = 1,2, uuit ) oznaduje vhodni signal ali vhodno spremenljivko, F(x;)

(f=12,...,1 ) pa oznaduje izhodni signal ali odgovor na vhodno spremenljivko. Za



Mitja Pislar - Diplomska naloga 1. UvVOD

II.

superpozicijo torej velja, da je odziv vsote vhodnih signalov enak vsoti odzivov
vsakega vhodnega signala posebej. Za linearne farmakokinetiéne modele je znacilno,
da se parametri modela ne spreminjajo s casom, ne s spreminjanjem koli¢ine odmerka
in rezima odmerjanja ucinkovine. Znacilno je tudi, da je hitrost eliminacije
sorazmerna koncentraciji u€inkovine v telesu in da sta koncentracija ter povrSina pod
plazemsko koncentracijsko krivuljo (ang. area under the plasma concentration-time
curve — AUC) sorazmerni apliciranemu odmerku. Ucinkovine prehajajo med prostori
oziroma pri fizioloSkem modelu med organi po kinetiki 1. reda.

NELINEARNI MODELI

Nelinearnih sistemov ne moremo opisati s kinetiko 1. reda. Za njih nacelo
superpozicije ne velja. Nelinearno kinetiko izraZajo predvsem sistemi, ki imajo
omejeno kineticno kapaciteto. To velja za procese, v katerih so vkljuceni encimi,
receptorji ali transporterji. Ob doloceni koncentraciji ucinkovine (liganda), ko je
presezena kapaciteta in je proces nasicen, se farmakokinetika ucinkovine spremeni.
Povrsina pod plazemsko koncentracijsko krivuljo je nesorazmerna z odmerkom.
Ocistek in v doloCenih primerih tudi volumen distribucije pa nista enaka pri vseh
odmerkih. Na podlagi aplikacije majhnega odmerka ne moremo napovedovati kinetike
vecjega odmerka ucinkovine v organizmu, kot tudi ne moremo sklepati na terapevtski
in toksi¢ni ucinek zdravila. Na sliki 1 je prikazan primer u¢inkovine, ki ima nasitljivo

kinetiko eliminacije (3).
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kovine

Plazemska koncentracija
uéin

Slika 1: Plazemski koncentracijski profil u¢inkovine po intravenski aplikaciji. U¢inkovina ima nasitljivo
eliminacijo. Krivulji A in C predstavljata ve¢ji in manjSi odmerek iste u¢inkovine. Krivulja B oznacuje
plazemski profil u¢inkovine, ki se odstranjuje po kinetiki 1. reda — linearna kinetika (3).

Pri intravenski aplikaciji majhnega odmerka proces eliminacije ni nasi¢en, zato ga
lahko opiSemo z enacbo 1. reda (krivulja A). Ob predpostavki, da je kinetika
ucinkovine linearna, bi napovedovali podoben odziv za vecji odmerek (krivulja B).
Linearnost kinetike je pri majhnem odmerku zgolj navidezna. Pri ve¢jem odmerku iste
ucinkovine je namre¢ eliminacija nasi¢ena in dejanski odziv nelinearen (krivulja C)
(3).

Nelinearno encimsko kinetiko lahko opiSemo z Michaelis-Mentenovo enacbo:

fti E:_l_'l_ ;.3.-. aw ¥ C-:_l_'l_

dr  Bm+ Gy

Enacba 3

Vmax 0znacuje maksimalno hitrost eliminacije ucinkovine iz sistema, K, je konstanta,
ki predstavlja koncentracijo u¢inkovine, pri kateri je hitrost eliminacije enaka polovici
Vmax. Cp 0znacuje koncentracijo u€inkovine v plazmi. Michaelis-Mentenovi konstanti,
Vimax In Ky, sta odvisni od specifi¢ne interakcije med ucinkovino in encimom, ki

sodeluje v farmakokineticnem procesu. Enacbo 3 lahko pri dolofenih pogojih

poenostavimo. V primeru, da je “» = Bu | dobimo:

—F- —i{.’_‘ Enacba 4a
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Pri nizkih koncentracijah uc¢inkovine lahko torej eliminacijo u¢inkovine opiSemo s

kinetiko 1. reda — enatba 4a. Pri ve&jih koncentracijah u¢inkovine, ko je “m # Bu

lahko Michaelis-Mentenovo kinetiko poenostavimo do:
—F = W Enacba 4b

Eliminacija v tem primeru poteka po kinetiki 0. reda. Hitrost eliminacije je omejena na
Vmax In ni sorazmerna s koncentracijo ucinkovine. Pri vecjih odmerkih ali pri
veckratni aplikaciji ucéinkovin z nelinearno farmakokinetiko so plazemske
koncentracije zaradi omejene eliminacije previsoke, kar lahko privede do toksi¢nih

ucinkov (3).

1.1.2 Farmakokinetika bioloSkih ucinkovin

V farmaciji se vedno ve€ raziskav nanaSa na bioloska zdravila. Delimo jih na (4):

e tradicionalna bioloSka zdravila, ki so pridobljena z izolacijo ali s klasi¢no
biotehnologijo (ufinkovine iz rastlin, antibiotiki, steroidi, kri in krvni pripravki,
naravni ¢loveski in zivalski hormoni),

e bioloska zdravila, pridobljena s sintezo (sintezni peptidi),

e genska zdravila (geni, protismiselne molekule DNA, ribocimi, RNA1),

e monoklonska protitelesa (pridobljena s hibridomsko biotehnologijo) in

e rekombinantna ali biotehnoloSka zdravila (pridobljena z rekombinantno
tehnologijo).

Ucinkovine bioloskega izvora (UBI) lahko podobno delimo kot bioloska zdravila. V
nadaljevanju bodo UBI predstavljale predvsem proteine oziroma glikoproteine, pridobljene z
rekombinantno tehnologijo (npr. monoklonska protitelesa, citokinini, rastni faktorji). V
primerjavi s sinteznimi u¢inkovinami majhne molekulske mase imajo UBI od 100 do 1000-
krat ve¢jo molekulsko maso in kompleksno 3D-strukturo, ki jo lahko razdelimo na primarno,
sekundarno, terciarno in kvartarno strukturo. UBI so proizvedene s pomocjo zivih
organizmov in za njih je znacilno, da so zaradi razlik v posttranslacijskih modifikacijah
pogosto heterogene (5).

Podobno kot ucinkovine majhne molekulske mase so tudi UBI podvrzene vsem
farmakokinetiénim procesom (absorpciji, distribuciji in eliminaciji), vendar se
farmakokinetika UBI bistveno razlikuje zaradi svoje kompleksne strukture, velike molekulske
mase ter podobnosti z endogenimi peptidi in proteini.

I.  ABSORPCIJA — APLIKACIJA — DOSTAVNE POTI
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II.

I1I.

Navadno ucinkovine bioloskega izvora pri peroralni aplikaciji nimajo terapevtskega
ucinka zaradi premajhne bioloske uporabnosti. K temu prispeva velika encimska
aktivnost v prebavnem traktu, razpad ucinkovine zaradi pH, predsistemski
metabolizem, gastrointestinalni mukus in enterociti, ki predstavljajo absorpcijsko
bariero. Kljub velikim Stevilom raziskav in poskusov s socCasnim apliciranjem
absorpcijskih pospeSevalcev, transporterjev, inhibitorjev peptidaz ter poskusov
vgradnje UBI v nano- ali mikrodelce imajo peroralne aplikacije nizko biolosko
uporabnost. Obicajno se UBI aplicirajo intravensko (i.v.), podkozno (s.c.) in
intramuskularno (i.m.). Depo odmerek lahko apliciramo podkozno in intramuskularno,
vendar je UBI v doloceni meri podvrzena lokalnemu predsistemskemu metabolizmu.
Temu se izognemo pri i.v. aplikaciji. Absorpcija pri podkozni in intramuskularni
aplikaciji ni odvisna le od molekulske mase UBI, temve¢ tudi od globine injiciranja,
pretoka krvi na mestu injiciranja, telesne aktivnosti, temperature in morebitnega
socasnega jemanja drugih spojin. Podkozna in intramuskularna bioloSka uporabnost
UBI je zaradi proteolize na mestu nanosa manjsa kot bioloska uporabnost u¢inkovin
majhne molekulske mase. Kinetiko absorpcije podkozno apliciranih UBI lahko
pogosto opisemo s kombinacijo modelov 0. in 1. reda. Ucinkovina bioloskega izvora
se lahko absorbira v sistemski krvni obtok z difuzijo skozi krvne kapilare (kinetika 0.
reda) in skozi limfati¢ni sistem (kinetika 1. reda). Poznamo $e druge aplikacijske poti,
kot so nazalna, inhalacijska in transdermalna. Te se redkeje uporabljajo, vendar se to
podrocje zelo razvija (5, 6, 7).

DISTRIBUCIJA

Distribucija u¢inkovin bioloskega izvora je po navadi omejena na plazmo oziroma
zunajceli¢no tekocCino (ekstracelularna tekocina), saj imajo zaradi velike molekulske
mase omejeno mobilnost skozi membrane. Na distribucijo vplivajo predvsem
fizikalno-kemicne lastnosti (naboj, lipofilnost itd.), morebitna vezava na proteine in
morebiten aktivni transport uc¢inkovine v doloceno tkivo. Vezava na ekstravaskularne
ter intravaskularne proteine in aktivni privzem v tkiva bistveno pove€ata navidezni
volumen porazdelitve (volumen distribucije — V4). Procesi, kot so specifi¢na ali
nespecifi¢na vezava na proteine, aktiven transport v tkivo, vezava na receptor, kateri
sledi endocitoza, in nasitljiv mehanizem eliminacije, so razlog nelinearne
farmakokinetike UBI (5, 6, 7).

ELIMINACIJA
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Podobno kot endogeni peptidi in proteini se UBI izlocajo iz telesa predvsem s
katabolnim metabolizmom ali katabolizmom. Za vec¢ino UBI so druge eliminacijske
poti zanemarljive (npr. ekskrecija v urin in Zol¢). Eliminacija ni omejena le na jetra,
ledvica ali prebavni trakt, saj so proteoliticni encimi (proteaze in peptidaze) prisotni
po celem telesu (vaskularni endotelij, kri itd.). Proteaze in peptidaze se lahko nahajajo
tudi znotraj celice. V tem primeru se UBI s prenosom v celico dodatno metabolizirajo.
Natanc¢na preiskava metabolizma UBI je dokaj zahtevna, saj so podobne endogenim
makromolekulam. Imajo enako metabolno pot, kjer nastane mnogo Stevilo peptidnih
fragmentov ali oligopeptidov. Kon¢ni produkti metabolizma so aminokisline, ki so
nato na voljo za de novo biosintezo endogenih strukturnih ali funkcionalnih proteinov
(6, 7).

V ledvicah poznamo tri eliminacijske poti:

e Po glomerulni filtraciji se UBI reabsorbirajo v endocit proksimalnega tubula,
kjer prihaja do hidrolize peptidnih vezi in nastanejo oligopeptidi ter
aminokisline.

e Po glomerulni filtraciji se UBI metabolizirajo na povrsini sCetkastega obrobka
endocitov (brush border). Temu sledi absorpcija metabolitov.

e UBI, ki niso podvrzene glomerulni filtraciji, se izlo¢ijo iz peritubularnih
kapilar in se nato skozi bazolateralno membrano absorbirajo v endocit, kjer se
metabolizirajo.

Stopnja glomerulne filtracije je odvisna od velikosti, njene konformacije in od naboja
makromolekule. Vecja kot je molekulska masa u€inkovine, manjsi delez se filtrira.
Kapilarne stene v glomerulu so negativno nabite, zato se v vec¢ji meri filtrirajo
pozitivno nabite u¢inkovine. Hepati¢na eliminacija je prisotna v manj$i meri. Znacilna
je za dolocene UBI oziroma za endogene peptide in proteine, ki imajo s pomocjo
specifi¢nih transporterjev ali receptorjev olaj$an transport v hepatocite (6, 7).
Podoben metabolizem kot v jetrih lahko poteka tudi v tar¢ni celici. UBI se z visoko
afiniteto veZe na receptor tarcne celice. Nastali kompleks uc¢inkovina-receptor (UR) se
nato prenese v notranjost celice, kjer se metabolizira. Stevilo receptorjev je omejeno in
sam proces je nasitljiv, zato je lahko ze v terapevtskih koncentracijah izrazena
nelinearna farmakokinetika (6, 7).

Na farmakokinetiko UBI vpliva tudi morebitna imunogenost. Tvorijo se protitelesa, ki se

vezejo na UBI. Pri tem se lahko poveca ocistek, lahko se popolnoma nevtralizira u¢inek in



Mitja Pislar - Diplomska naloga 1. UvVOD

lahko pride do toksi¢nosti imunskega odgovora. Znano je, da ekstravaskularna administracija

UBI v ve¢ji meri povzroca tvorbo protiteles kot intravaskularna (5).

1.2 Model taréno posredovane farmakokinetike

Model tar¢no posredovane farmakokinetike ali TMDD (ang. target-mediated drug
disposition) je farmakokineti¢ni model, s katerim lahko opiSemo kinetiko u¢inkovin, za katere
je znacilna nelinearna farmakokinetika. Mehanisti¢no opiSe kinetiko ucinkovine, ki se z
visoko afiniteto in v velikem obsegu, relativno na terapevtski odmerek, veze na svojo tarco
oziroma receptor. Model vkljucuje tudi eliminacijo kompleksa uc¢inkovine in njene tarce (npr.
endocitoza in metabolizem kompleksa ucinkovine in receptorja, ki se izraza na povrSini
celice). Za uspesno uporabo modela je potrebno, da zgoraj opisani procesi niso prekriti
oziroma maskirani z drugimi nelinearnimi procesi (npr. nespecificna vezava ucinkovine na
plazemski protein). Poleg nasitljive vezave u€inkovine na receptor model vkljucuje tudi druge

linearne procese, ki se lahko dogajajo v telesu (8).

Stranski
prostor

I“1sin
F'k, D Frostor Kon
Ll T -+ (receptorja -
k o, TInNF R Kot
kEl kdeg klnt

Slika 2: Shema sploSnega modela taréno posredovane farmakokinetike (TMDD). Vnos ufinkovine v centralni
prostor Cp z volumnom V, lahko poteka z ekstravaskularno aplikacijo (F*k,), intravsakularno injekcijo (Dyy) in
infuzijo (Tnyr) ter z endogeno sintezo (k(). U¢inkovina se lahko porazdeli v stranski prostor (Us) s hitrostnima
konstantama k, in k,; ter eliminira iz sistema s hitrostno konstanto k.. VeZe se lahko s prostim receptorjem (R)
in skupaj tvorita kompleks u¢inkovina-receptor (UR). Kompleks lahko disociira nazaj do u¢inkovine in prostega
receptorja s hitrostno konstanto k¢ ali pa se metabolizira oziroma internalizira v celico s hitrostno konstanto k;.
Receptor se sintetizira s konstantno hitrostjo (Ky) in razgradi s hitrostno konstanto k4.

Na sliki 2 je shematsko prikazan TMDD-model, ki omogoca, da ucinkovina pride v
centralni prostor s kinetiko 1. reda (npr. peroralna ali subkutana aplikacija — F*k,), z
enkratnim bolusom (npr. intravenska injekcija — Dyy), ali s kinetiko 0. reda (npr. endogena
sinteza u¢inkovine — ko ali intravenska infuzija — Ting). Centralni prostor u¢inkovine (C,) je

definiran z volumnom (V). V njem je prosta u¢inkovina izrazena s koncentracijo. Lahko se
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porazdeli v stranski prostor (kj» in ks;) ali se izloCi iz sistema s hitrostno konstanto
eliminacije (ke). Oba procesa potekata s kinetiko 1. reda. Prosta u€inkovina se lahko veze s
prostim receptorjem (R) in tvori kompleks ucinkovina-receptor (UR). Vezave poteka s
kinetiko 2. reda s hitrostno konstanto k,,. Nastali kompleks disociira nazaj do u¢inkovine in
prostega receptorja ali pa se metabolizira oziroma v primeru, da je tar¢a membranski receptor,
se kompleks najprej prenese v notranjost celice z endocitozo (internalizacija), kjer se nato
metabolizira. Oba procesa potekata s hitrostnima konstantama prvega reda (ko in kin). R se

sintetizira s konstantno hitrostjo (kinetika 0. reda — k) in razgradi s hitrostno konstanto

prvega reda (Kgeg).
Model je matemati¢no definiran z diferencialnimi ena¢bami 5-8:
g, .
ﬂ.‘_;= f'.“l(ﬁ'}' {ﬁ:‘:: |“.'1‘}* E_J_(F}'i" l|_.-|1 *U.[}F) F‘:DH L H(E‘}* E;J(F}'i" |l“:plf.ll' * E-EE'(F}
Enacba 5

g, “
- =k Coldely — gy = UAD) Enacba 6
ar _ | . - . o . Enacba 7
TE e = Maeg T REEY= Fogp + REY» Co (8} + koppp » UREE) nacba
"i‘;*;ﬂ' = Kow ® B2 Cu0d = (Ropp + Ky ) » URED Enacba 8

Prosta u¢inkovina (C,), prosti receptor (R) in kompleks uc¢inkovina-receptor (UR) so izrazeni
z molarnimi koncentracijami (mol/L ali M). Ucinkovina v stranskem prostoru (Us) pa je
izrazena v molih (mol). V enacbi 5 predstavlja In(t) hitrost dovajanja u¢inkovine v sistem na
enoto volumna centralnega prostora. Model je mozno dograditi s poljubnim modelom
absorpcije. V primeru, da ni prisotne endogene u¢inkovine, so zacetni pogoji (v ¢asu £ =10)

zgornjih diferencialnih enacb navedeni z naslednjimi enacbami:

fe gt
Jiﬂ}— T UA0y=0; RO}=R,= R URio}=0  Enacbe 9(a, b, c, d)

Morebitni vnos u¢inkovine v obliki intravenske inj ekcije (ang. bolus) zabelezimo z zacetnim
pogojem (enacba 9a). Odmerek D predstavlja odmerek u¢inkovine (ang. dose), ki jo vnesemo
v centralni prostor, izrazen v molih (mol). Ry predstavlja zacetno koncentracijo receptorja.
TMDD-model je fleksibilen, saj lahko vanj vklju¢imo ali izklju¢imo dolo¢ene procese
odvisno od farmakoloSkega mehanizma ucinkovine. V primeru, da je farmakoloska tarca
vezavni protein, nastali kompleks ni podvrZzen metabolizmu ali internalizaciji, zato
spremenimo parameter ki, na vrednost ni¢. Podobno je mozno tudi, ko se ucinkovina ne
porazdeljuje v stranski prostor. V tem primeru s spremembo k;; in ky; na vrednost ni¢ model

ne uposteva porazdelitve u€inkovine v druga tkiva itd. (8).

10
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Model ima tudi omejitve, saj dolocenih procesov, ki se lahko odvijajo v organizmu, ne
posnema popolnoma. Predpostavke tega modela so (9):
e vezava ucinkovine in tarCe je enostavna (ni prisotne alosterije in kooperativnosti,
nastali kompleks je sestavljen iz ene molekule u¢inkovine in ene molekule tarce),
e ucinkovina je zelo specifi¢na in se ne veze na druge receptorje,
e vezava ucinkovine na receptor poteka le v centralnem prostoru,
e distribucija med prostori je linearen proces,
e pri eliminaciji kompleksa ni vkljuen proces ponovne uporabe tarce, kot je na
primer recikliranje Brambellovega receptorja (neonatalni receptor regije Fc IgG),
e imunski odgovor na u¢inkovino ni vkljucen,
o kinetiki nastajanja in eliminacije receptorja sta konstantni in nista odvisni od ostalih

mehanizmov.

1.3 Aproksimacije modela taréno posredovane farmakokinetike

Zgoraj opisani model tar¢no posredovane farmakokinetike s hitrostnima konstantama ko,
in kog vrednoti termodinamiko vezave u¢inkovine na njegovo tar¢o in njeno disociacijo iz
kompleksa UR. V primerjavi z ostalimi procesi, kot so distribucija in eliminacija u¢inkovine
ter nastanek in metabolizem tarce, je hitrost te vezave in disociacije navadno veliko hitrejsa.
Ravnotezje med procesom vezave in disociacije nastopi relativno hitro, prakti¢no v trenutku,
zato iz eksperimentalnih podatkov dobimo omejene informacije o tem procesu in posledicno
tezko ocenimo vrednosti prametrov ko, in kg (10).

Model TMDD vsebuje 10 parametrov. Identifikacija teh parametrov je pogosto
nezanesljiva ali celo neizvedljiva, zato so razvili aproksimacijske modele, ki imajo manj

parametrov in temeljijo na dodatnih predpostavkah.

1.3.1 Model z aproksimacijo ravnoteznega stanja vezave

V primerjavi z ostalimi procesi sta hitrost vezave ucinkovine (U) na receptor (R) in njena
disociacija z receptorja hitra, zato kompleks u¢inkovina-receptor (UR) relativno hitro doseze
ravnotezno stanje. Model z aproksimacijo ravnoteznega stanja vezave (ang. quasi-equilibrium
— QE ali rapid binding) predpostavlja, da je UR v vsakem trenutku v ravnotezju z U in R. Za
ravnotezje je znacilno, da je hitrost vezave u¢inkovine na receptor enaka hitrosti disociacije
kompleksa (10):

Ron# (ol —RsrslUR =0 Enacba 10

Enacbo 10 preuredimo do:

11
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=T ==K Enacba 11

Kp predstavlja disociacijsko ravnotezno konstanto. Vkljuéitev enacbe 11 v sistem enacb 5-8
lahko z uvedbo novih spremenljivk Cio in Ry (enacbi 12a in 12b) poenostavimo in znizamo
Stevilo enacb.

Cope =Cp + UR Enacba 12a

R..=F+UR Enacba 12b
Ciot 0znacuje celotno koncentracijo u¢inkovine v centralnem prostoru, tako prosto kot vezano
na receptor, medtem ko Ry, pomeni celotno koncentracijo receptorja v centralnem prostoru,
tako prostega kot vezanega z ucinkovino. Matemati¢no opiSemo QE-model s tremi

diferencialnimi 13-15 in eno algebrajsko enacbo 16:

e 1 Enacb
GEL08 — Pt Kpe # Coonlth= (oo 4 Kag = Ko} # ColE) 4 og # ‘HLF}
al3
t;—a: = Kyg# {:' s ]: — Fgq » U Enacba 14
&g;ﬁ. _ (n. tn = Fgugr }# { Cooeh P8 = Cof 830 = kg # Rooel) Enacba 15

Coltd = L # [(Cooefd- R ooetd = Kpd b JTCooeEh- Hooekid - Bp 8 + 4% Rip # Cryy Enacba 16

Do enacbe 13 smo prisli s seStevanjem enacb 5 in 8, na drugi strani pa smo s seStevanjem
enacb 7 in 8 dobili enacbo 15. Enacba 14 je ekvivalentna enacbi 6. Izpeljava enacbe 16 je

razlozena v prilogi A. S pomoc¢jo enacb 11 in 12b dobimo naslednji izraz za UR:

Hegr *ly
U = e—— o
Ko + G, Enacba 17

Ob vkljucitvi v enac¢bo 13 in 15 dobimo:

GCeor e i o Reoh B3 2 Co 0¥ Us () .
ﬂ;:. = nfi)- kg + Kqgd» ':-:_-L'EF}— i * (W)"r oy #—5— .[_, Enacba 18

= 2 - HopphCow Co088Y . .
&;ﬁ = kug = ("- s = "dE!.l |} ( — C- !‘;'! ) Faey * Boock) Enacba 19

QE-model lahko torej opiSemo tudi s enacbami 14, 16, 18 in 19. Zacetni pogoji (v Casu

£ =0 ) so v primeru neprisotnosti endogene u¢inkovine naslednji:

D M o
'f. r'_ﬂj = ! iy = s .Il?r «{'ﬂ} =H, = — —
e F';.1 A “ ‘ Mdeg [l

Enacbe 20 (a, b, c)

Podobno kot v enacbi 9a D predstavlja odmerek u¢inkovine, ki jo vnesemo v centralni prostor

v obliki intravenske injekcije (10).

12
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1.3.2 Model z aproksimacijo stacionarnega stanja vezave

QE-model ima z enacbo 11 definirano ravnotezje kompleksa uc¢inkovina-receptor. Kinetika
internalizacije (kiy) kompleksa ni uposStevana pri izraCunu ravnotezja, zato se pri visokih
vrednostih ki, TMDD-model zelo razlikuje od QE-modela. Ta postane pristranski in ni dober
za opis realnega sistema. Model z aproksimacijo stacionarnega stanja vezave (ang. quasi-
steady-state — QSS) podobno kot QE-model predpostavlja, da je kompleks ucinkovina-
receptor (UR) v ravnotezju, a pri tem upoSteva tudi kinetiko internalizacije. Slednje
imenujemo stacionarno stanje, kjer je predpostavljeno, da je hitrost vezave ucinkovine na
receptor enaka hitrosti disociacije in internalizacije UR (11):

Ko ® Cp# B ={koss + ke b2 UR =0 Enacba 21
Enacbo preuredimo do:

C-."-]‘ * FLF _ n“ﬁ'p:: + 1‘1\::”:-
UR [

Kss je konstanta stacionarnega stanja vezave ucinkovine na receptor, disociaciji u¢inkovine z

= K. Enacba 22

receptorja in internalizaciji kompleksa UR. Podobno kot pri QE-modelu tudi za QSS-model

velja:

C;i?}-1fz+[£fm~£?} Reoeltd  Hodt §eoelfd Meoel) Kool 1 30 Hop e o8] Enacba

23

UR = H::=({; Enacba

Rz + Gy 24

@lpr _ = Ges 4 Coih=k Reoe EdeCo 000y UL6E) Enacba

qr TEY= Ko + Kogg) = ;,1':3} iar ® —*[{55'1" T3] ) fegg ¥ A o5

dR e _ . ! . Mool B0 (1Y N Enacba
— o, = [ - . —_— V= B if

¥ I‘--.” {I‘-'Fh‘ LdEiII |:I*( Irfff + C’;_'_‘L':E‘:' ) l'-dh? * m" ) 26

Enacbe 23-26 so vzporedne enacbam 16-19. Razlikujejo se v tem, da je namesto konstante
Kp uporabljena konstanta K. Porazdeljevanje u€inkovine v stranski prostor poteka enako
kot pri QE-modelu. Doloc¢eno je z enacbo 14. Za matemati¢ni opis QSS-modela potrebujemo
torej 3 diferencialne (enacba 14, 25 in 26) ter 1 algebrajsko enacbo (enacba 23). Modela QE
in QSS se razlikujeta le pri izraCunu konstante Kp oziroma Kg. QE-model lahko

obravnavamo kot poseben primer QSS-modela, in sicer ko je parameter ki, zanemarljivo

13
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majhen v primerjavi s parametrom K¢, tedaj se vrednost konstante Ky priblizuje vrednosti

konstante Kp ( ).

1.3.3 Model z Michaelis-Mentenovo aproksimacijo

V primerjavi s QSS-modelom je model z Michaelis-Mentenovo aproksimacijo (MM) bolj
enostaven. Podobno kot QSS-model privzame, da je kompleks UR v stacionarnem stanju, ki
je dolo¢eno z enacbo 22. Dodatno pa MM-model privzame, da je diferencial koncentracije
proste ucinkovine enak diferencialu koncentracije celotne tako vezane kot nevezane
ucinkovine:

4Cy  dCpe

et di

Enacba 27

Ce predpostavko o stacionarnem stanju QSS-modela (enadba 21) vnesemo v diferencialno

enacbo kompleksa UR (enacba 8), ki je osnovna za TMDD-model, dobimo, da je diferencial
dfte

kompleksa UR enak ni¢ ( ar ) Ko slednje upostevamo pri diferenciaciji enacbe 12a

(.:-sr:m _dgy ci{fﬁ')
ar & &%/, dobimo enacbo 27. Njeno desno stran zamenjamo z enacbo 25, ki je
znacilna za QSS-model. Za MM-model tako velja (11):

4C,

e e - Reoel 03 Coftdy ULEED )
T = }["‘lﬁF} (.‘\.ﬁ'f‘ -‘\.-1;}* C-I:J(E'} .‘\.mr*(m)*‘h:i *_I-L Enacba 28

V enacbo 28 lahko vnesemo spremenljivko V. in parameter K,,, za katera velja:

A= = R kid e fars Enacba 29a
H.".": = f';";: = M Enacba 29b
Fe o
MM-model je torej opisan s sistemom 3 navadnih diferencialnih enacb:
ﬂ.':-:._ . 1 K . I}:'.‘I.ﬂ-"-‘:i':' * CﬂiF} E EEE(F} x
—ﬂvr—— .l['J"L(E':h—(.‘\-ﬂ +.‘\--15:ht l:-l_-_.i:i':h— - T . T + Koy ‘_F__l_ EnaCba 30
% = kg # Cold e 1, — kgy » DALY Enacba 31
QR o Rl B0r Citdy | )
ar Kezimn = (.".m;- "--:h;_“ |)# (W = Ngeg ¥ En;—;-i.l:} Enacba 32
Pri tem veljajo zacetni pogoji:
D - |il": I
Caf0)=—: LL60) = Oy Rl =FHy = —— Enacbe 33(a, b, €)
! by K dag [
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Z razliko od parametra V.« pri splosni Michaelis-Mentenovi kinetiki V,.x v MM-modelu ni
konstantna, temve¢ se casovno spreminja, saj je odvisna od spremenljivke Rio(t)

(Vozx = FIR :o:AfH). Vsi obravnavani modeli so povzeti v tabeli 1.

Tabela I: Matematicen zapis in obravnavani parametri razvitih farmakokineti¢nih modelov.

PK Parametri | Izpe-
Matematicni zapis modela
model modela ljave
i F P L, L, r L, "_.'.__i:} L, r r L,
F=HE{.}‘{:-;;+:-;:}* ':;'.{-}'i"-‘-;:l.* T -":?:*'L-’i{‘}*':?-{'}'i""':ff
° . ke]a Vp’
Q s kona koff,
i g ; . : re
g bl ALk Pl Kace, Kint, /
fo g ) ) ) . k12, ka1,
proull - RN = b g » REED » O () 4 Fgfp ¥ UReE)
o i ! * Ry

TR
=k B G )= grr o g b UREED
o it = : S
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ke, Vo,
K, Kdeg»
Kint, K12,
o ko1, Ro

MM *

o el T [’“" = Tdes

l_':'F"f:f . . . R‘i:i':'* '::.'.'-ﬁt} . .

* — V nax j€ izrazen kot R o (t)*Kiy.

1.4 Eritropoetin

Eritropoetin (Epo) je hematopoetski rastni faktor, ki ga uvrS¢amo tako med citokinine kot
med hormone. Stimulira in regulira eritropoezo, to je proces nastajanja eritrocitov ali rdecih
krvnih celic. Pri tem potekata dva procesa hkrati: delitev (proliferacija) in dozorevanje
(diferenciacija) predhodnikov eritrocitov. Eritrociti v telesu opravljajo nalogo prenasanja
kisika iz plju¢ v periferna tkiva in ogljikovega dioksida iz tkiv v pljuca. V povprecju ima
odrasla oseba 2,3*10" eritrocitov in njihova Zivljenjska doba je priblizno 120 dni. V
¢loveskem telesu dnevno nastane 2,5 milijard eritrocitov (12, 13).

Epo je glikoprotein s 165-aminokislinsko dolgo polipeptidno verigo, na kateri so 4
glikozilacijska mesta (3 preko dusSikovega in 1 preko kisikovega atoma) in dve disulfidni vezi.
Sladkorji zavzamejo 38 % masni delez molekulske mase eritropoetina in med drugim
vsebujejo siali¢no kislino, ki daje molekuli kisle lastnosti (4).

Bioloska razpolovna doba endogenega eritropoetina je 4—6 ur. VecCinoma se sintetizira v
ledvicah, in sicer v peritubularnih intersticijskih celicah korteksa in zgornjega dela medule
ledvic. V manjsi meri se sintetizira tudi v jetrih. Slednja pot je pomembna pri fetusu. Epo ni
shranjen v veziklih, ki bi se ob morebitnem drazljaju sprostil, temvec¢ je de novo sintetiziran.
Proces nastajanja je odvisen in reguliran s koncentracijo kisika v okolici celic proizvajalk.
Hipoksija spodbuja sintezo eritropoetina, na drugi strani pa jo pove€ana koncentracija kisika
zavira. V povpre¢ju se v Cloveski plazmi koncentracija eritropoetina giblje od 10 do 30
mlIU/mL. Ob hipoksi¢nih stanjih pa se koncentracije povecajo za 100—1000-krat (4, 12).

Poleg eritropoetina na eritropoezo vpliva veliko rastnih in diferenciacijskih dejavnikov ter

citokininov. Zaradi tega je mehanizem regulacije dokaj zapleten. Na sliki 3 je prikazan proces
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zorenja in diferenciacije od pluripotentne mati¢ne celice do eritrocita. Epo deluje predvsem na
usmerjene maticne celice eritroblastne vrste (UMC-E) in eritroblaste. Je nujno potreben za
prezivetje teh celic. Z vezavo na receptorje za eritropoetin (EpoR) preprecuje apoptozo celic
in pospesuje njihovo diferenciacijo, proliferacijo ter zorenje (14). Poleg eritropoeze ima Epo
Se druge fizioloSke ucinke, kot je poveCana produkcija endotelija, povecan nivo izloCanja
renina, angiogeneza, hipertenzija, proliferacija gladkih miSi¢nih celic vaskularnega endotelija
in nevrozascitno ter kardioprotektivno delovanje. Ugotovljeno je, da imajo tudi endoteljiske,

zivéne in mielomske celice izrazene receptorje na celicni povrsini (4, 12).

Pluripotentna mati¢na
celica

Multipotentna mati¢na
celica - mieloiéne vrste

Kostni mozeg
Kri

Usmerjena mati¢na celica
eritroblastne vrste

Eritroblast

OO
0od3 0d3

|
?
@

Retikulocit Eritrocit

Slika 3: Razvoj eritrocitov iz pluripotentne mati¢ne celice: Pluripotentna mati¢na celica (PMC) se razvije v
multipotentno mati¢no celico mieloi¢ne vrste (MMC-M) (ang. myeloid stem cell), ki se nato postopoma razvije v
usmerjeno mati¢no celico eritroblastne oziroma rdece vrste (UMC-E) (ang. colony-forming unit erythroid — CFU-

E). V naslednji stopnji razvoja nastane eritroblast (Erib), ki je skupno ime za pronormoblast, bazofilni

normoblast, polikromati¢ni normoblast in ortokromati¢ni normoblast. Ortokromati¢ni normoblast izlo¢i jedro in

dozori v retikulocit (Ret), ki po dolo¢enem ¢asu pride v kri. V krvi retikulocit pribliZno po enem dnevu dozori v

eritrocit (Eri) (13).

EpoR spada v naddruzino hematopoetskih citokinskih receptorjev. Je glikoziliran in
fosforiliran transmembranski protein z molekulsko maso od 72 do 78 kDa. V najvecji meri je
izrazen na povrSini usmerjenih matic¢nih celic eritroblastne vrste (UMC-E) in proeritroblastih.
Stevilo EpoR se tekom diferenciacije in zorenja eritroidne celice zmanjSuje. V kon¢ni stopnji
retikulociti in eritrociti nimajo izrazenih nobenih receptorjev za eritropoetin. Epo poveze dva

EpoR, da tvorita homodimer. Spremeni se konformacijska struktura receptorja znotraj celice,
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kar je pomembno za aktivacijo Stevilnih signalnih poti (npr. JAK-2-tirozin-kinazo in STATS)
(4, 14).

Eritropoetin se v klini¢éne namene uporablja pri:

e zdravljenju anemij (kroni¢na odpoved ledvic, nekateri tumorji, prezgodnje rojstvo,
okuzba s HIV, kemoterapija in/ali radioterapija itd.),

e avtolognih transfuzijah (Epo poveca koncentracijo hemoglobina nad normalno
vrednost),

e potencialnem zdravljenju akutne odpovedi ledvic, poskodbah zivénih celic in
sr¢nem infarktu (4).

Z odkritjem gena za eritropoetin in z razvojem biotehnoloskega inzeniringa so se odprle
nove moznosti za zdravljenje anemij in drugih bolezni, povezanih z motnjo eritropoeze.
Poznamo vec¢ rekombinantnih eritropoetinov (rEpo):

e rEpo alfa, beta in delta (skupno ime epoetini),
e darbepoetin alfa oziroma novi eritropoezo-stimulirajo¢i protein (ang. novel
erythropoiesis stimulating protein — NESP) in
e stalni aktivator eritropoetinskega receptorja ali CERA (ang. continuous
erythropoietin receptor activator).
Epoetini se med seboj razlikujejo v izoobliki iste bioloSke ucinkovine. Razlikujejo se v
zgradbi sladkornih verig in posledi¢no tudi v farmakokineti¢nih in farmakodinamicnih
lastnostih. Darbepoetin alfa je analog eritropoetina. S pomocjo toCkovne mutageneze so
spremenili genski zapis za rEpo tako, da so na osnovno polipeptidno verigo uvedli dodatni
dve N-glikozilacijski mesti. S tem ima darbepoetin alfa 6 glikozilacijskih mest in zaradi tega
je v primerjavi z epoetini hiperglikoziliran. Te strukturne lastnosti mu v primerjavi z
epoetinom omogocajo ve¢jo ucinkovitost, saj ima 3-krat daljSo bioloSko razpolovno dobo in
vsaj 2-krat vec¢jo povrSino pod plazemsko koncentracijsko krivuljo (AUC) pri intravenski
aplikaciji (4, 15). CERA je rekombinantno pridobljeni epoetin beta, na katerega je kovalentno
vezan linearni metoksipolietilenglikol. V primerjavi z epoetinom beta ima 45-krat nizjo
afiniteto za EpoR. Z nizjo afiniteto je tudi delez u€inkovine vezane na receptor nizji, zato se v
manjsi meri internalizira ter metabolizira. To mu omogoca daljSo razpolovno dobo in zato ima
vecjo ucinkovitost (16).

Mehanizem metabolizma in eliminacije eritropoetina Se vedno ni v celoti raziskan. Vecji

delez plazemskega ocistka eritropoetina predstavlja privzem v eritroidne mati¢ne celice in

ostale celice, ki imajo izrazene EpoR. Po vezavi eritropoetina na EpoR se kompleks Epo-
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EpoR prenese v celico in razgradi. V doloCeni meri se Epo metabolizira in/ali izlo¢i tudi v

jetrih in ledvicah (15, 17).

1.5 Farmakokinetiéni/ffarmakodinamic¢ni (PK/PD) modeli

Farmakodinami¢ni modeli opisujejo farmakoloski in tudi toksikoloski u¢inek zdravila. V
primeru, da so plazemske koncentracije ucinkovine v stacionarnem stanju, lahko z dokaj
enostavnimi farmakodinami¢nimi modeli, kot so model stalnega ucinka, linearni model,
logaritemski model, model maksimalnega uc¢inka in sigmoidni model maksimalnega ucinka,
vrednotimo in analiziramo delovanje udinkovin. Ce zaradi doloenih razlogov ne moremo

doseci stacionarnega stanja, lahko povezavo med posameznim odmerkom, koncentracijo

ucinkovine v plazmi in njenim ucinkom dolo¢amo ] pomocjo
farmakokineti¢nega/farmakodinami¢nega modeliranja (ang.

pharmacokinetic/pharmacodynamic — PK/PD modeling) (18).

Glede na farmakokineti¢ni profil lahko ucinek nastopi tudi z zamikom, kar se odraza s
histerezo pri podajanju odvisnosti ucinka od koncentracije ucinkovine. V tem primeru
povezavo med koncentracijo u¢inkovine in njenim farmakoloskim odgovorom obravnavamo
z vidika 4 pristopov:

I.  POSREDNA ALI NEPOSREDNA POVEZAVA

Vrednoti in analizira kinetiko nastopa koncentracijskega ravnotezja med plazmo in
prostorom u¢inka (ang. effect compartment). Ce se ravnoteZje hitro vzpostavi, lahko
uporabimo model neposredne povezave med uc¢inkom in koncentracijo ucinkovine v
plazmi. V nasprotnem primeru v PK/PD model vnesemo hipoteti¢ni prostor ucinka, ki
je s centralnim prostorom povezan s kinetiko prvega reda (18).
II.  POSREDNI ALI NEPOSREDNI ODGOVOR

Ce so postreceptorski procesi za nastanek odgovora hitri, farmakoloski odgovor na
ucinkovino v prostoru u¢inka nastopi takoj — neposredni odgovor. Korelacijo med
ucinkom in koncentracijo u¢inkovine opiSemo z zgoraj nastetimi farmakodinami¢nimi
modeli. Pri posrednih odgovorih postreceptorski procesi potekajo pocCasneje, zato se
pojavi casovni zamik med delovanjem ucdinkovine v prostoru ucinka in njenim
efektom. Posredne farmakoloSke odgovore obravnavamo kot stimulacijo ali inhibicijo
fizioloskih procesov, kot sta nastajanje in eliminacija mediatorja fizioloskega

odgovora. Na sliki 4 je prikazana splosna shema posrednega odgovora u¢inkovine.
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Slika 4: SploSna shema posrednega odgovora. k;, oznacuje hitrostno konstanto 0. reda in doloca
kinetiko nastajanja mediatorja fizioloSkega odgovora. k,, je hitrostna konstanta 1. reda in predstavlja
proces njegovega odstranjevanja. R oznacuje fizioloski odgovor. Uclinkovina lahko deluje na
nastajanje mediatorja s stimulacijo (S(t)) ali inhibicijo (I(t)). Lahko pa podobno deluje na njegovo
odstranjevanje.

I1I.

IV.

Delovanje ucinkovine merimo z opazovanjem fizioloSkega odgovora (R), ki ga lahko
opiSemo z naslednjim matemati¢nim izrazom:
af

i = Fop w SEED FEEY = Koo » HEER = SEEN » FEED Enacba 34

V enacbi 34 predpostavimo, da je fizioloSki odgovor posledica procesa nastajanja
(kinetika 0. reda — ki) in odstranjevanja mediatorja (kinetika 1. reda — kou).
Ucinkovina deluje na nastajanje mediatorja, tako da ga poveéa (#:= +S{t}) ali zniza
(Rt #I€£}), lahko pa deluje na odstranjevanje mediatorja, podobno ga lahko poveca
(Fous # H{TY+ JMEY) ali zniza (Faus *# 0¥ * IH0D) (18).

MEHKA ALI TRDA POVEZAVA

Mehka povezava velja za PK/PD modele, ki smo jih dolocili s pomocjo
farmakokineti¢nih in farmakodinami¢nih eksperimentalnih podatkov. Za trdo
povezavo velja, da PK/PD modeliramo s pomoc¢jo farmakokineti¢nih in in vitro
farmakoloskih podatkov. Slednje pa nato potrdimo z in vivo farmakodinami¢nimi
eksperimentalnimi podatki (18).

CASOVNO ODVISNA ALI CASOVNO NEODVISNA POVEZAVA

Organizem na delovanje ucinkovine lahko razvije toleranco ali senzibilizacijo, ki se
odraza s spremenjenimi parametri. Parametri, kot so En.x, kin in Koy, izkazujejo
casovno odvisnost, zaradi tega pravimo casovno odvisna povezava. Pri Casovno
neodvisni povezavi pa so ti parametri konstantni in organizem ne razvije tolerance

oziroma senzibilizacije (18).

1.5.1 Model posrednega odgovora zivljenjske dobe

Za opis zakasnjenega farmakoloSkega delovanja uc¢inkovine, ki vpliva na rast in posredno

na populacijo zrelih celic (oznacene s ¢rko C), so Krzyzanski in sodelavci razvili
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farmakokineti¢ni/farmakodinami¢ni model posrednega odgovora zivljenjske dobe (ang.
lifespan based indirect response — LIDR) (19). Dodatno ima lahko model vkljuc¢ene prostore,
ki opisujejo stopnje zorenja in delitve predhodnikov celic C (oznaceni s ¢rko P). Na sliki 5 je
prikazan primer, kako celice med razvojem verizno prehajajo med prostori. Stevilo prostorov
(P in C) ter mesto delovanja u¢inkovine je odvisno od fiziologije zorenja posameznih vrst
celic in njenih predhodnikov, od mehanizma delovanja u¢inkovine in od same kompleksnosti

modela. Pri enostavnih modelih uporabimo namre¢ manjSe Stevilo predhodnih prostorov.

k.
22 (7)) o2 () 2 (€)
S(t) S(t-Try) S(t-Tp,-Tp S(t-Tp-Tp,-Tc)

)
I(t) I(t-Te,) |(t—Tp1—Tp§) I(t-Te,-Tp,-To)

Slika 5: Primer modela posrednega odgovora Zivljenjske dobe z 2 prostoroma predhodnikov celic C (P, P;)inz 1
prostorom zrelih celic C. Celice nastajajo oziroma prihajajo v prostor s hitrostno konstanto 0. reda (k;,). Prostor
zaradi dozorevanja in staranja zapustijo z enako kinetiko k;,(t-T), kot so priSle v prostore s ¢asovnim zamikom T
(Tp1s Tpyy Tc). Na sliki je prikazan primer, ko u¢inkovina deluje (stimulativno ali inhibicijsko) le na nastajanje

predhodnikov P;. U¢inek se na populaciji celic C odraza s ¢asovnim zamikom T=Ts . F Te z. V primeru
ki *I(t—Ts - Tr,

stimulacije je kinetika K * 5 I:f - TFL - TF}}, v primeru inhibicije pa _}. Po &asu
Tc, ki predstavlja Zivljenjsko dobo, celice z enako kinetiko, kot so prisle, tudi zapustijo prostor C s kinetiko

Rin #5 (6= Tp, = Tp,~Tg} K #it-Tp -Tp, -Tc}
Model posrednega odgovora zivljenjske dobe privzame, da celice ne zapuScajo prostorov s
kinetiko 1. reda kot pri splosSnem modelu posrednega odgovora, temve¢ jih zapuscajo zaradi
zorenja in prehoda v druge prostore ali zaradi staranja odmrejo. Torej kinetika zapuScanja
celic iz prostorov (kou) je enaka Kkinetiki prihajanja v prostore pred casom T
e ourt £3 = kil — TH}. Matematiéno opisemo prostor C z diferencialno ena¢bo 35:

%_ k. “EE'} ,l-_a“{E' T,:} Enacba 35

Tc v enacbi 35 predstavlja ¢as zadrzevanja celice v prostoru C. Model predpostavlja, da
celice prihajajo v prostore s kinetiko 0. reda (ki,) in da je Cas zadrZevanja celice v prostorih za
vse celice enak. Za zaCetno stanje (Cy), ko ni prisotne u¢inkovine, velja naslednje:

% = ki) - Ryefr =T =0 Enacba 36

Ce bi se v dolo¢enem trenutku ustavilo prihajanje celic v prostor C, bi celice (Cy) s kinetiko

kin zapustile prostor v ¢asu T¢. Vrednost zacetne koncentracije (Cy) je zato enaka:
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Co =k eTr Enacba 37

V modelu LIDR uéinkovine delujejo tako, da s stimulacijo S(t) povecajo ali z inhibicijo I(t)
zmanjsujejo prihajanje celic v prostor C:
% = oy, # SEEV 8 JEY = gy # 566 — T w i — TEM Enacba 38

=

Po Casu zadrzevanja T¢ celice z enako kinetiko, kot so prihajale v prostor, ga tudi zapuscajo.
To opiSemo z zakasnitveno funkcijo stimulacije % —Tc* in inhibicije %t —Tcd. Za

stimulacijo in inhibicijo se uporablja model maksimalnega ucinka:
Snge » CEED

Sith= 1 = —— Enacba 39
R YT nacba
- nr ¥ Cir} v
Hoy=1 ICoy 3 6 Enacba 40

C(t) predstavlja koncentracijo ucinkovine v Casu t, S;.x oznacuje najvecji mozni ucinek
stimulansa, SCsy in ICsy predstavljata koncentracijo stimulansa in inhibitorja, ko je u€inek
enak polovici maksimalnega. Maksimalni ucinek inhibitorja je popolna ustavitev prihajanja

celic (f:-m:.'-: =1 ) (19)
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2 NAMEN DELA

V programskem okolju ADAPT 5 bomo implementirali model tar¢no posredovane
farmakokinetike (TMDD), model aproksimacije ravnoteznega stanja vezave (QE), model
aproksimacije stacionarnega stanja vezave (QSS) in model Michaelis-Mentenove
aproksimacije (MM). S temi modeli bomo simulirali plazemske koncentracijske profile
rekombinantnega humanega eritropoetina na podganah. S spreminjanjem vrednosti
parametrov bomo skusali ugotoviti, v katerih primerih poenostavljeni modeli odstopajo od
kinetike TMDD in vzroke za to.

S simulacijo TMDD-modela bomo pridobili eksperimentalne podatke. Pri tem bomo
uporabili ocene parametrov, ki so jih dobili Woo in sodelavci pri modeliranju kinetike
humanega rekombinantnega eritropoetina na podganah (22). Na podlagi teh eksperimentalnih
podatkov bomo s programskim paketom ADAPT 5 z metodo najvecjega verjetja (ML)
ocenjevali parametre vseh 4 modelov. Izvedli bomo dve simulaciji z razlicno porazdeljenimi
Casi vzorCenja. Primerjali bomo, kako eksperimentalni podatki in modeli vplivajo na
ocenjevanje parametrov.

S povezavo QSS-modela in modela posrednega odgovora zivljenjske dobe (LIDR) bomo
razvili PK/PD model za eritropoetin na podganah. Skusali bomo ugotoviti vpliv enkratnega
odmerka rekombinantnega humanega eritropoetina na koncentracijo eritrocitov v krvnem
obtoku. Ob tem bomo spremljali vpliv velikosti odmerka in razli¢ne vrednosti inhibicijskega

parametra ICsy na koncentracijo eritrocitov.
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3 METODE

3.1 Programska oprema

Programsko opremo uporabljamo kot orodje pri modeliranju naravnih pojavov. V pomo¢
nam je predvsem pri reSevanju matematiénih modelov z numericnimi metodami. Pri
diplomski nalogi smo uporabljali programski paket ADAPT 5, ki je namenjen modeliranju
farmakokineti¢énih in farmakodinami¢nih sistemov. Z njim je mozno izvajati tako
individualno PK/PD analizo kot populacijsko PK/PD analizo. Program je zelo fleksibilen, saj
raziskovalcu omogoca prosto pisanje modelov, ki so lahko primerni za posamezno analizo.
Sistem navadnih diferencialnih enacb modela reSuje numericno s pomocjo vgrajene funkcije
LSODA (ang. Livermore Solver for Ordinary Differential equation with Automatic method
switching for stiff and nonstiff problems), robustnim programom, ki samodejno ugotavlja, ali
je sistem diferencialnih enacb tog ali ne in temu primerno izbere algoritem za numeri¢no
integracijo (20).

Za ocenjevanje parametrov modela ima ADAPT 5 moznost izbire razlicnih statisti¢nih
metod, kot so:

e utezena metoda najmanjSih kvadratov (ang. weighted least squares — WLS),

e metoda najvecjega verjetja (ang. maximum likelihood — ML),

e metoda posplosenih najmanjsih kvadratov (ang. generalized least squares — GLS),

e metoda maksimalne posteriorne verjetnosti (ang. maximum a posteriori probability

— MAP) (20).

Pri ocenjevanju parametrov smo uporabili metodo najve¢jega verjetja — ML, za katero je
znacilno, da dolo¢i tisto vrednost parametra modela, ki najverjetneje opise eksperimentalne
podatke. Postavljena je funkcija verjetja (ang. likelihood function), ki prikazuje verjetje, da so

dani eksperimentalni podatki rezultat doloCenega parametra 6, v odvisnosti od parametra 6.
Parameter 0 je obicajno vektor z n elementi 0; ({ =1.2,3,.,1 ), zato je verjetnostna funkcija
prikazana kot povrSina nad n-dimenzionalnim prostorom. Metoda ML dolo¢i tiste vrednosti
parametra modela, ki imajo maksimalno funkcijo verjetja (21).

V programu ADAPT 5 metoda ML deluje tako, da poisS€e minimum negativnega
naravnega logaritma funkcije verjetja (ang. negative log likelihood — Ony1):

Oz = twm 2 2TY, 4 2 ZZI F‘}" ﬁrr}}+]n§;{}‘;{€.{:}vﬁ}

16 25} 6)

=1 5=1
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Enacba 41
V enacbi 41:
e | predstavlja stevilo odzivov i (yi, zi, g; itd.),
e m predstavlja Stevilo eksperimentalnih podatkov oziroma Stevilo meritev j za dolocen
odziv (t;),
e yi(0,t;) predstavlja odziv modela v Casu t;, ki je odvisen od vektorja parametrov 0.
Vektor 6 predstavlja nabor parametrov modela (o) in nabor zacetnih vrednosti (c)
(6= LAl ),
e 7;(tj) predstavlja dobljene eksperimentalne podatke, katere smatramo kot vsoto odziva
modela yi(0,t;) in slucajne (nakljuc¢ne) napake e;(t;),
e gi(yi(0,t;),B) predstavlja funkcijo variance sluajne napake, ki je vnesena v model in je
odvisna od odziva modela y;(0,t;) ter vektorja parametrov 8 (20).
Minimalizacija objektivne funkcije Onpr poteka po Nelder-Mead Simplex algoritmu.
Potrebno je dolociti zacetne vrednosti parametrov, da jih nato algoritem z iteracijo spreminja,
dokler ni dosezen minimum. Kriterij za ustavitev Nelder-Mead iterativnega postopka je
dolocen z enacbo 42:
Ioc:'.a.uim:,} .
wis{fe-n)

MZ je minimalna zahteva, ki ima v osnovni konfiguraciji ADAPT-a vrednost 10°. Pri

SME Enacba 42

iterativnem spreminjanju parametrov je postavljena omejitev, da so parametri vedno pozitivni

(20).

3.2 Razvoj modelov v programskem okolju ADAPT 5

V okolju ADAPT 5 smo implementirali TMDD-, QE-, QSS- in MM-farmakokineti¢ni
model za eritropoetin kot modelno ucinkovino. Navedeni so v prilogi B. V modelih so
koli¢ine podane na enoto telesne mase. Pri vnosu ucinkovine v sistem smo vnesli pretvorbo
koli¢inskih enot, in sicer iz mednarodnih enot (IU) v nanomole (nmol). Pri podajanju odziva
plazemske koncentracije proste u¢inkovine pa smo pretvorili iz nanomolov na liter [nmol/L] v
mednarodne enote na mililiter [mIU/mL]. Enote smo spremenili s pomocjo specifi¢ne
aktivnosti eritropoetina, ki znasa 160.000 IU/mg proteina, in molekulske mase eritropoetina,

ki je 30,4 kDa (22). Pri tem smo dobili naslednjo zvezo:
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1 el w425 JIF

Enacba 43

Intraindividualno variabilnost smo opisali s Gaussovo porazdelitvijo verjetnosti (normalna
gostota verjetnosti). Uporabili smo naslednjo funkcijo rezidualne variance:
Vi = §5Pincer + TDsizpe + 20 Enatba 44
V enacbi 44 predstavlja V; funkcijo variance — gi(yi(0,t;),$). SDiner 0znacuje aditivno
variabilnost, SDgjepe pa proporcionalno. Oba parametra sta vkljucena v vektorju B. Z y; je
izrazen odziv farmakokineticnega modela.
Parametri obravnavanih modelov so naslednji:
e k¢ — hitrostna konstanta eliminacije,
e V, —volumen centralnega prostora na kilogram telesne mase,
* kon in ko — hitrostni konstanti vezave in disociacije u¢inkovine na/z receptorja pri
TMDD-modelu,
e Kp —konstanta ravnotezja pri QE-modelu,
o K, —konstanta stacionarnega stanja pri QSS-modelu,
e K,, —konstanta Michaelis-Mentenove kinetike pri MM-modelu,
® kg4 — hitrostna konstanta razgradnje oziroma metabolizma (ang. degredation)
prostega receptorja,
e ki, — hitrostna konstanta internalizacije,
e ki, in ky; — hitrostni konstanti prehoda u¢inkovine iz centralnega v stranski prostor

in obratno ter

e R, — zaCetna koncentracija prostega receptorja v ¢asu £ =0 |
Pri modeliranju nismo vkljucili endogene sinteze u¢inkovine, saj je koncentracija endogenega
eritropoetina pri podganah zelo nizka. Woo in sodelavci ga v raziskavi z analizno metodo, ki
je imela mejo kvantifikacije (LOQ) 2 mIU/mL, niso zaznali. Tudi koncentracije vnesene
ucinkovine so zelo visoke, kar nam omogoca zanemarjenje endogene ucinkovine. Zacetne
o

Col0h =

vrednosti matematiénih modelov smo zato dologili z ~ Ve, Pd@i=0  R0}=R, in

b

LiRi03 = 0 Konstanto sinteze receptorja (Ksin) smo obravnavali kot sekundarni parameter, in

sicer %sim = Kaeg *Ho |
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3.3 Simulacije in primerjava odzivov uporabljenih PK modelov

Na podlagi v programu ADAPT 5 implementiranih modelov (TMDD, QE, QSS in MM)
smo simulirali farmakokineti¢ne profile eritropoetina na podganah za 4 razli¢ne odmerke (10,
100, 1350 in 4050 mednarodnih enot na kilogram telesne mase — [U/kg). Osnovne vrednosti
(OV) parametrov in LOQ smo privzeli iz raziskave, kjer so Woo in sodelavei vrednotili
farmakokinetiko in farmakodinamiko rHuEpo na podganah z modelom tar¢no posredovane
farmakokinetike (22). Osnovne vrednosti so navedene v tabeli II. I1zvedli smo kombinacijo
simulacij, kot prikazuje tabela III. Odzive modelov smo med seboj primerjali in ugotavljali, v
katerih primerih odstopajo od osnovnega TMDD-modela. Za lazjo primerjavo smo profile

odzivov simulirali brez intraindividualne varabilnosti (varianci napake smo dolocili vrednost

ni¢ — ¥ {@ LAY =0 ). Pri modelih z osnovnimi parametri smo dodatno opazovali, kaksen
je odziv spremenljivk, kot so koncentracija kompleksa rHuEpo-EpoR, koncentracija prostega

receptorja EpoR in koncentracija celotnega receptorja EpoR.

Tabela II: Osnovni parametri, ki smo jih uporabili za simulacijo farmakokineti¢nih profilov TMDD-modela in
njegovih aproksimacij. Privzeti so iz Studije, ki so jo izvedli Woo in sodelavci (22).

Osnovne vrednosti farmakokineti¢ni parametrov (OV):

ke [1/h] 0,2256 Vp [L/kg] 0,05694
Kon [L/nmol/h] 11,32 Kogr [1/h] 1,297
Kp [nmol/L] 0,1146 K, Kin [nmol/L] 0,1873
Kgeg [1/h] 0,1133 Kine [1/h] 0,8228
ks [1/h] 0,2092 ko [1/h] 0,1721
R, [nmol/L] 0,06320 Ksin [nmol/L/h]* 0,007161

a — Sekundarni parameter.

Tabela III: Vrednosti parametrov relativno na osnovno vrednost (OV), ki smo jih uporabili za primerjavo
odzivov modelov. Parametrov V, , K;, in k;; nismo spreminjali, zato imajo pri vsaki simulaciji osnovno vrednost.

Simulacija: | Ky [OV] Kon [OV] Kot [OV] Kgeg [OV] Kin [OV] R, [OV]
1: 1 1 1 1 1 1
2: 0,5 1 1 1 1 1
3: 2 1 1 1 1 1
4: 1 0,1 1 1 1 1
S: 1 10 1 1 1 1
6: 1 1 0,1 1 1 1
7: 1 1 10 1 1 1
8: 1 1 1 0,5 1 1
9: 1 1 1 Kint 1 1
10: 1 1 1 1 0,1 1
11: 1 1 1 1 0,5 1
12: 1 1 1 1 2 1
13: 1 1 1 1 1 0,5
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14: 1 1 1 1 1 2
15: 1 1 1 1 1 10

Plazemske profile smo simulirali vse do ¢asa 120 ur, kjer smo dobili 10.000 opazovanih
tock. Na grafih so podane koncentracije le do 100 ur, saj v vecini primerov v tem Casu pade
koncentracija uc¢inkovine pod mejo kvantifikacije in ni smotrno podajati njene koncentracije

za kasnejSe Case.

3.3.1 Veljavnost predpostavke QE- in QSS-modela

Modela sta osnovana na predpostavki, da kinetika vezave ucinkovine na receptor v
primerjavi z drugimi linearnimi procesi poteka zelo hitro in zato privzamemo, da je kompleks
— UR neprestano v ravnotezju z u¢inkovino in receptorjem. Za QE velja enacba 11, za QSS pa
enacba 22. t, je enak srednjemu Casu zadrzevanja ucinkovine v centralnem prostoru (z

upostevanjem le linearne eliminacije) (23):

) 1
Fﬂ=,t..

ter gl

Enacba 45

Do

ol =C, =+
? R , prehaja receptor iz

Ce zacetno koncentracijo ucinkovine dolo¢imo s
prostora R v prostor UR s kinetiko £ * & . Srednji ¢as (1) zadrZevanja receptorja v prostoru

R po aplikaciji odmerka D je izracunan z enacbo 46 (10):

T = ; Enacba 46

5 = T % Ry
Ce velja T= % f;, potem vezava ulinkovine na receptor poteka hitreje kot eliminacija
ucinkovine. Sklepamo, da je to osnovni pogoj za uporabo QE- in QSS-modela. S faktorjem ¢
sta obravnavani ti dve kinetiki (vezava uc¢inkovine na receptor in linearna eliminacija
ucinkovine):
5= :—D - ﬁ Enacba 47
Faktor € lahko uporabimo kot kriterij za izbiro modela, vendar ga pri in vivo studijah veckrat
tezko dolo¢imo, saj je definiran s parametroma V, in ko, ki sta pogosto neznana (10).

QE- in QSS-modela se razlikujeta pri dolocanju ravnotezja UR. QSS-model pri tem
uposteva kinetiko internalizacije, medtem ko je QE ne upoSteva. Primerjali smo vrednosti
parametra Kiy s Ko in jih podali v tabeli VI.

Drugi pogoj, ki zagotavlja natan¢nost obeh modelov, je po singularni perturbacijski teoriji

ta, da mora biti koncentracija prostega receptorja niZja oziroma kvec¢jemu primerljiva

koncentraciji proste uc¢inkovine. Ce koncentracija prostega receptorja preseze koncentracijo
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proste ucinkovine, napovedi QE- in QSS-modelov niso natancne, zato je potrebno uporabiti

sploSen TMDD-model (10).

3.3.2 Veljavnost predpostavke MM-modela

Ay _ 4G
MM-model izhaja iz QSS-modela. Dodatno predpostavlja, da je @t ~ @& (enacba 27)

oge ® By
(11). Predpostavka velja pod pogojem, da je ¢len (i + CoF v enacbi 48 dovolj majhen, da

ga lahko zanemarimo (24).

Yo € a e o [ # B oo () Pr L gr
ic, _ FAEd = €y + Kggd = (00D (m}* ColTd + Fay *—t:—
ar 14 Regefid» o
{fes + CoEE)
Enacba 48
R _ o
Enacba 48 je izpeljana v prilogi C in velja le ob pogoju, da je & ~ = oziroma da je
o Boge () 2 |Piat 3 '
@& 1. Doloc¢ili smo faktor vy, za katerega velja:
Roexk;
e Enacba 49

P —
EHEE + C—J}
Ce je ¥ # 1  potem lahko imenovalec v enaébi 48 zaokroZzimo na 1. Ena¢ba se poenostavi v

enacbo 30, ki je uporabljena v MM-modelu. Faktor y je veliko manjsi od 1, ko (24):

Rop- st Koo Rror % Gp ali Rz ® Gy Enacbe 50 (a, b, c)
) Rics _
Ce velja Aee &z in g ~ ° , sklepamo, da je MM-model enak QSS pri vseh

koncentracijah u¢inkovine (24).

3.4 Ocenjevanje parametrov TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela

Za 10 podgan smo simulirali plazemske koncentracije rekombinantnega humanega
eritropoetina s TMDD-modelom, v katerega smo vnesli osnovne vrednosti parametrov (tabela
I1). Simulacijo smo izvedli za intravenski odmerek 100 in 1350 IU/kg. Varianca odziva je bila
doloGena s funkcijo, ki je predstavljena v enacbi 44. Dolo¢ili smo Fweer =0 in
ID:epe = U2 | Slednje pomeni, da se napaka eksperimentalnih podatkov porazdeljuje s
koeficientom variacije 20 %. Dobljeni simulirani odzivi so v obliki 12 vzorénih tock, ki
predstavljajo eksperimentalne podatke za ocenjevanje parametrov modela. Pri odmerku 1350

IU/kg smo postavili vzoréne tocke pri 1., 2., 4., 6., 8., 12., 24., 32., 40., 48., 60. in 72. uri po
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aplikaciji odmerka. Pri odmerku 100 IU/kg pa smo jih postavili pri 1., 2., 4., 6., 8., 10., 12.,
18., 24., 32., 40. in 42. uri po aplikaciji odmerka, saj plazemske koncentracije rHuEpo pri
kasnejSih casih padejo pod mejo kvantifikacije (2 mIU/mL) (1. nacin vzorcenja). V programu
ADAPT 5 smo s TMDD-, QE-, QSS- ter MM-modelom iz izracunanih povprecij
eksperimentalnih podatkov ocenjevali vrednosti parametrov. Ocenjevali smo za vsak odmerek
posebej in pri tem uporabili statisticno metodo najvecjega verjetja (ML). Simulirali smo tudi
eksperimentalne podatke, ki vsebujejo vec razporejenih vzor¢nih tock na zacetku aplikacije.
Za oba odmerka je vzorcenje potekalo pri 5. in 30. minuti ter pri 1., 2., 4., 6., 8., 12., 18., 24.,
32. in 40. uri po aplikaciji (2. na¢in vzorcenje). Na podlagi teh podatkov smo z ocenjevanjem
vrednosti parametrov ugotavljali, kako drugacna razporeditev vzorénih toCk wvpliva na
vrednosti parametrov modelov. Zacetne vrednosti parametrov smo doloc¢ili z 10 %
odstopanjem in vsem modelom postavili enake zacetne vrednosti. Izjema so parametri, ki so
znacilni le za posamezne modele (Kp za QE, Kgs za QSS in Ky za MM). Te smo znizali za
enako relativno vrednost (10 %).

Med seboj smo tudi primerjali, kateri model najbolje opiSe simulirane eksperimentalne
podatke. Za merilo skladnosti modela z eksperimentalnimi podatki smo uporabili Bayesov
informacijski kriterij (BIC) ali Scwarzov kriterij (SC). Dolocen je z enacbo 51:

BIC = 2+ Qyse + 0+ @b+ Infl »m} Enacba 51

V njej Onwe oznacuje objektivno funkcijo, ki smo jo z metodo ML uporabili za
ocenjevanje parametrov; p oznacuje Stevilo parametrov modela (8); q Stevilo parametrov
funkcije variance (B); I predstavlja stevilo odzivov in m predstavlja Stevilo eksperimentalnih
podatkov oziroma Stevilo meritev za doloCen odziv (20). Ocenam parametrov smo izracunali
relativno napako ocene in koeficient variacije (ang. coefficient of variation — CV %).
Vrednosti so podane v prilogi C. Na podlagi ocenjenih vrednosti smo simulirali plazemske

profile in na sliki 18 grafi¢no primerjali odzive modelov z eksperimentalnimi podatki.

3.5 Simulacija veriznega PD modela za rekombinantni humani
eritropoetin

Razvili smo farmakokineti¢ni/farmakodinami¢ni (PK/PD) model za rekombinantni humani
eritropoetin (rHuEpo), kjer smo povezali QSS-asproksimacijo farmakokinetike eritropoetina z
modelom posrednega odgovora zivljenjske dobe. Prikazan je na sliki 6. Da smo se izognili

togim diferencialnim enacbam, smo namesto osnovnega TMDD za farmakokineticni model
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izbrali QSS-model. Dolocili smo ga, ker se je najbolje izkazal pri simulaciji TMDD in je
enako dobro ocenil parametre kot ostali dve aproksimaciji.

Na sliki 6 C,, oznacuje koncentracijo prostega rHuEpo v centralnem prostoru [nmol/L]. Ta
lahko prehaja v stranski prostor Us s hitrostnima konstantama kj, in kj; (1. red) in lahko se
eliminira s hitrostno konstanto k¢ (1. red). rHuEpo se lahko veze na prosti EpoR (R) in skupaj
tvorita kompleks rHuEpo-EpoR (UR). QSS-model predpostavlja, da so vse tri koli¢ine,
rHuEpo, prosti EpoR in kompleks rHuEpo-EpoR, v stacionarnem stanju, ki je doloceno s
konstanto K. EpoR se sintetizira s konstantno hitrostjo (ks — 0. red) in se metabolizira s
hitrostno konstanto ke, (1. red). Kompleks UR lahko disociira nazaj do rHuEpo in prostega

receptorja ali pa vstopa v celico (hitrostna konstanta Kiy).

©)
kz,,lT K,y l Ksin

l Kel l kdeg l Kint

veereraeeas §m.@z<,.505c- -
|n IS . in IS . I<in I<in
— —
S{t-TP } S{t'sz} S':t-Tp2-TE :I
I[r'TFH S(t-Tp-Tr,) : S(t-Tp-Tr,-TE)
I t-TpTr,) v | {t-Tp-Tr,Te )

... Imax, [Crp

Slika 6: PK/PD model simulacije farmakoloskega odgovora rekombinantnega humanega eritropoetina (rHuEpo).
Iz centralnega prostora (C,) se lahko ucinkovina porazdeli v stranski prostor (Uy) s hitrostnima konstantama k,
in k; ter eliminira iz sistema s hitrostno konstanto k. VeZe se lahko s prostim receptorjem (R,) in skupaj tvorita
kompleks ucinkovina-receptor (UR). K predstavlja konstanto stacionarnega stanja kompleksa UR. Receptor se
sintetizira s konstantno hitrostjo (kg,) in se razgradi s kg,. Kompleks UR se lahko metabolizira oziroma
internalizira v celico s hitrostno konstanto k;,,. Farmakoloski u¢inek rHuEpo je posredovan s kompleksom UR.
Slednji stimulira prihajanje celic eritropoetske vrste v prostoru P; in P,. Celice veriZzno prehajajo med prostori s
hitrostno konstanto k;,. Stevilo eritrocitov (E) vpliva na spremembo koncentracije hemoglobina v krvi (AHb), ta
pa inhibira prihajanje celic v prostor P.

Model posrednega odgovora Zivljenjske dobe (LIDR) je sestavljen iz treh prostorov:
e P, — predhodniki eritroblastnih celic, kot je na primer usmerjena maticna celica
eritropoetske vrste (UMC-E),
e P, —vnjem so zdruzeni eritroblasti in retikulociti ter

e E — zreli eritrociti.
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Kinetiko nastajanja celic in prehoda celic med prostori opisuje hitrostna konstanta 0. reda ki,.
Za eritropoezno delovanje smo vzeli kompleks rHuEpo-EpoR (UR), ki stimulativno deluje
tako na nastajanje celic v prostoru P; kot na prehod celic iz prostora P; v prostor P,. Na
nastajanje predhodnikov eritroblastov smo vkljucili inhibitorno delovanje hemoglobina (Hb),
ki na eritropoezo vpliva preko negativne povratne zanke. Pri tem smo retikulocitni
hemoglobin zanemarili.

Matemati¢ni model farmakokinetike smo opisali z enac¢bami QSS-modela (enacbe 14, 23,

25 in 26). Farmakodinamiko pa smo vrednotili z enacbo:

Enac
dE _ e
E= K #5{?— ng}#j-ii'— Tp, — ng}# f{!‘— Tp, — ng}' o #5{!‘— Ip, _TE}*FEF- T ba
52

V enacbi 52 predstavlja E prostor eritrocitov z zacetno vrednost Eq. Njegovo vrednost smo
obravnavali z enotami 10* celic/ pL. Tpy, Tpy in Tg predstavljajo Cas zadrzevanja celice v urah
v prostoru P;, P, in E. Stimulacijo in inhibicijo eritropoeze smo opisali z modelom

maksimalnega ucinka:

Fmax * ER{E)
$Cop + R

B # AHBEES
[Can + AHDITY

Smax 0znacuje maksimalno mozno stimulacijo, Imax pa maksimalno inhibicijo, ki ima vrednost

S =14 Enacba 53a

Hed=1- Enacba 53b

1. SCso in ICsy sta konstanti modela maksimalnega ucinka, ki predstavljata koncentraciji
(SCsp — koncentracija rHuEpo, ICsy — sprememba koncentracije hemoglobina od bazne
linije), ko je ucinek enak polovici maksimalnega. Spremembo koncentracije hemoglobina

(AHD) smo izrac¢unali po enacbi:

AHEE = s MCH = A5G} Enacba 54

L
1000
MCH predstavlja koncentracijo hemoglobina v eritrocitih in zanjo smo predpostavili, da je
konstantna. Podana je v pg/celico. Hemoglobin je izrazen v g/dL.

Izvedli smo simulacijo vpliva eritropoetina na eritrocite v krvi na primeru podgan.
Simulirali smo 4 odmerke: 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. S spreminjanjem vrednosti
inhibicijskega parametera ICsy smo dodatno ocenjevali vpliv tega parametra na spremembo
koncentracije eritrocitov v krvi.

Vrednosti parametrov za simulacijo eritropoeze smo dobili v Studiji, kjer so z osnovnim
TMDD- in QE-farmakokineticnim modelom ter modelom LIDR analizirali delovanje rHuEpo

na podganah. Izvedli so jo Woo in sodelavci (22, 25). Parametri so navedeni v tabeli IV. V
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Studiji so za doloCanje eritropoetina uporabili metodo z mejo kvantifikacije 2 mIU/mL in pri
tem niso zaznali endogenega eritropoetina, zato smo ga pri modeliranju zanemarili (25). Za
laZzjo analizo smo privzeli, da na eritropoezo vplivata le eritropoetin in sprememba
koncentracije hemoglobina preko negativne povratne zanke. Ostale faktorje, ki vplivajo na
koncentracijo eritrocitov, kot so razvoj, rast podgan in efekt vzorCenja, smo zanemarili.

Simulirali smo odzive brez intraindividualnih napak.

Tabela IV: Parametri simulacije farmakokineti¢nega/farmakodinami¢nega modela za rekombinantni humani
eritropoetin na podganah. Vrednosti so povzete iz §tudij, ki so jih opravili Woo in sodelavci (22, 25).

Farmakokineti¢ni parametri: Farmakodinamicni parametri:

ke [1/h] 0,22560 Tp; [h] 42,97 (=2 dni)
V, [L/kg] 0,05694 Tp, [h] 75,35 (=3 dni)
Ky [nmol/L] 0,18726 Tg [h] 1440 (= 60 dni)
Kaeg [1/h] 0,11330 E, [10* celic/pL] 612,78

Kine [1/h] 0,82280 S nax 3,480

ki, [1/h] 0,20920 SCsy [nmol/L] 0,0017

ko [1/h] 0,17210 ICso [g/dL] 1,790

Ry [nmol/L] 0,06320 MCH [pg/celico] 20,00

Kgin [nmol/L/h]? 0,007161 ki, [10* celic/uL/h]® 0,4255

a — Sekundarni parameter.

Enacba 52 spada v skupino zakasnitvenih diferencialnih enacb (ang. delay differential
equations — DDE). Od navadnih diferencialnih enacb (ang. ordinary differential equations —
ODE) se razlikujejo v tem, da so poleg neodvisne spremenljivke (Cas — t) in reSitve
diferencialne enacbe (y(t)) odvisne tudi od pretekle reSitve diferencialne enacbe (y(t-T)). V
naSem primeru je ta zakasnitev (T) v DDE konstantna. Splo$na oblika zakasnitvenih
diferencialnih enacb je (26):

%-; - f{t iy =T}, £ Enacba 55a
wEd = DiEh -Txt=0 Enacba 55b
T oznaCuje konstantni zamik. @(t) predstavlja zaetno funkcijo, ki je potrebna za reSitev

zakasnitvene diferencialne ena¢be. DDE smo s pomoc¢jo metode korakov pretvorili v sistem

navadnih diferencialnih enacb (26). Za prvi interval [fa. fo + 71 velja:

gy
ar

witgd = Ipiel ¥ Enacba 56b

V drugem intervalu [fo + T+ fo ++ 271 dobimo sistem dveh diferencialnih enacb:

S Ay, O =T Enacba 56a

|
at

= ffit—Thyp ) @i - 277} Enacba 57a

34




Mitja Pislar - Diplomska naloga 3. METODE

% = Flt. 35 60 3, 6) Enacba 57b
Vakte + Th=[0itT ) Enacba 58a
vgfig + Th= i+ T} Enacba 58b

y1(t) predstavlja y(t-T) in y(t) predstavlja reSitev zakasnitvene diferencialne enacbe (y(t)) v
drugem intervalu. Podobno pretvorbo DDE v ODE naredimo za naslednje intervale, kjer za
vsak nadaljnji interval dodamo navadno diferencialno enacbo. Metoda korakov tako za
interval n [fo *+ € — 1} fa + 111 dolo¢i n navadnih diferencialnih enac¢b:

&% . e . .
= = F({r —tn — OTh plth ve_n (). i

ra

1,23 .0 Enacba 59a

Villo + = 137) = w{Ea + € — 10T} {=1,23..,01 Enacba 59b

Pri tem velja, da je W{d=vir=m=0IF} za =133 .0 Y%ith=8t-nTr in
Yol + € = 13Ty = P = T). Stevilo navadnih diferencialnih enacb se veda z vsakim
naslednjim intervalom. Stevilo intervalov pa je odvisno od ¢asa opazovanja sistema (tg —
koncen ¢as) in od dolzine intervalov (T). V prilogi D je dodan zapis modela v programskem
okolju ADAPT 5. Modelirani sistem smo opazovali skozi ¢as 2000 ur (priblizno 80 dni), za
kar smo potrebovali 192 navadnih diferencialnih enacb.

S spreminjanjem inhibicijskega parametra ICsp, ki v modelu doloca stopnjo
hemoglobinske inhibicije razvoja in rasti predhodnikov eritrocitov, smo ugotavljali njegov
vpliv na koncentracijo eritrocitov v krvi. V preglednici V so navedene vrednosti, pri katerih

smo izvedli simulacije. Odzive modela smo med seboj graficno primerjali. V primeru

= £
ICe = ]'Fg’jrjf_ pri simulaciji odmerka 100 IU/kg program LSODA ni uspel numeri¢no

integrirati diferencialnih enacb, zato smo za ponazoritev vpliva ICsy v tem primeru odmerek

100 IU/kg nadomestili z 92 IU/kg.

Tabela V: Vrednosti parametra ICsy, ki smo jih uporabili za simulacijo PK/PD modela za eritropoetin. OV —
osnovna vrednost prametra. Ocenjena je bila na eksperimentalnih podatkih, ki so jih dobili na podganah (25).

Parameter I1Cj5,

1. (50 % OV): 2. (OV): 3.(10 * OV): 4. (100 * OV):

0,895 g/dL 1,790 g/dL 17,90 g/dL 179,0 g/dL
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Simulacije in primerjava odzivov uporabljenih PK modelov

Za enkratno intravensko aplicirane odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg rekombinatnega
humanega eritropoetina smo na podganah simulirali odziv TMDD-, QE-, QSS- in MM-
modela z osnovnimi parametri (tabela II). Farmakokinetiko smo opazovali s plazemsko
koncentracijo proste ucinkovine (slika 7), s koncentracijo kompleksa ucinkovina-receptor
(slika 8), s koncentracijo prostega receptorja (slika 9) in s koncentracijo celotnega receptorja

(slika 10), vse v odvisnosti od ¢asa.
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Slika 7: Plazemski koncentracijski profil rHuEpo, pridobljen z razli¢nimi modeli (TMDD, QE, QSS in MM) z
osnovnimi parametri za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. Graf A prikazuje koncentracijo v ¢asu 100 ur,
medtem ko graf B v ¢asu 5 ur. LOQ oznacuje mejo kvantifikacije.

U¢inkovina se v kratki zaetni fazi dokaj hitro veZe na receptor, zato se njena plazemska
koncentracija zniza. Na logaritemski skali (slika 7B) to opazimo le za nizja dva odmerka, kjer
se TMDD-krivulja zniza na nivo QE-, QSS- in MM-krivulj, medtem ko pri vec¢jih odmerkih
tega ne opazimo. Pri visokih koncentracijah so namre¢ na logaritemski skali majhne
spremembe neopazne. V nadaljevanju nastopi dinami¢no ravnoteZje kompleksa rHuEpo-
EpoR. RavnoteZje nastopi v ¢asu, ki je obratno sorazmeren od koli¢ine apliciranega odmerka.
Slednje je bolje razvidno na sliki 8B. QE-, QSS- in MM-modeli ne vrednotijo zacetne faze
vezave, ampak hipoteticno privzamejo, da je ravnotezje ze vzpostavljeno, zato prikazujejo

niZjo koncentracijo ucinkovine, kot je v resnici. Pri nastopu ravnotezja se ti modeli
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asimptoti¢no priblizujejo TMDD-modelu. V naslednji stopnji koncentracija relativno hitro
pada zaradi linearnega porazdeljevanja ucinkovine v stranski prostor. Ko se tudi pri
porazdeljevanju v stranski prostor vzpostavi dinami¢no ravnotezje, plazemska koncentracija
rHuEpo pocasneje pada. Na sliki 7A je prikazana kinetika od zacetka aplikacije do 100 ur,
kjer je vidna nelinearna farmakokinetika u¢inkovine. V terminalni fazi je QE-model ne opiSe
dobro. Ta se od TMDD-krivulje razlikuje, ko koncentracija ucinkovine pade pod 140
mlU/mL oziroma pod 0,029 nmol/L. Pri tej koncentraciji u€inkovine je koncentracija
receptorja vi§ja od le-te, zato pogoj singularne perturbacijske teorije, da je koncentracija
ucinkovine vis§ja oziroma primerljiva z receptorjem, prencha veljati. Osnovna hipoteza QE-
modela (enacbi 10 in 11) ne velja, saj je hitrostna konstanta internalizacije bistveno vecja

e - 68
("Cof f ; glej tabelo VI). Pri vrednotenju ravnotezne koncentracije kompleksa UR jo

QSS- in MM-modela upostevata. Kljub temu da ima faktor & vrednost 0,55 (kar ni veliko
manjse od 1), dobro opiseta ¢asovni profil plazemske koncentracije u¢inkovine. MM-model v
terminalni fazi (pri odmerkih 100, 1350 in 4050 1U/kg), ko se koncentracija u¢inkovine spusti
pod 40 mIU/mL, rahlo odstopa od TMDD-modela. Pri tem se faktor y dvigne nad 0,2, zato

enacba 28 (MM-model) napacno opiSe potek koncentracije uc¢inkovine.
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Slika 8: Koncentracije kompleksa rHuEpo-EpoR v odvisnosti od ¢asa, pridobljene z razli¢cnimi modeli (TMDD,
QE, QSS in MM) z osnovnimi parametri za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. Graf A prikazuje koncentracijo
v ¢asu 100 ur, medtem ko graf B v ¢asu 5 ur.

Pri podajanju koncentracije kompleksa ucinkovine in receptorja v odvisnosti od Casa

nazorno opazimo, kako TMDD-krivulja opiSe zacetno vezavo ucinkovine na receptor,

medtem ko ostali modeli tega ne opisejo (slika 8B). Podobno kot pri plazemski koncentraciji

ucinkovine se QE-, QSS-, MM-modeli asimptoti¢no priblizujejo TMDD-modelu, ko nastopi

dinami¢no ravnotezje kompleksa. Vzorcenje pri eksperimentalnih Studijah obicajno ne poteka

tako hitro, da bi dobili koncentracijo u¢inkovine pred vezavo na receptor, zato so ti podatki

napacni za ocenjevanje zacetne koncentracije in posledicno je tudi volumen distribucije

precenjen (27). Z uporabo aproksimacijskih modelov lahko zaobidemo ta problem. Pri

aplikaciji nizjth dveh odmerkov krivulji QSS in MM podcenita zacetno ravnotezno
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koncentracijo kompleksa, medtem ko jo QE opiSe dobro (slika 8B). Pri kasnejsih casih (slika
8A) pa QSS- in MM-model za vse 4 odmerke dobro posnemata TMDD-kinetiko, medtem ko

se od nje QE-model razlikuje.

007 Koncentracija prostega receptorja EpoR v odvisnosti od ¢asa

>

(o — — — — — — — — — — — — —

0,06

N4 4

A y/ /4
= =z

Koncentracija prostega receptorja
[nmol/L]
o o
o o
w B

—QE —QSS —MM ]
——TMDD — -RO
0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Cas [h]

0,07
B __
-E. OYOG \
S
) 1
@ {
8 005
e
©
m —
& 0,04 1
g3
o
8 S0,03 |
©
o
=
8 0,02
c R
o
4

0,01

0
0 0,5 1 15 2 25 3 3,5 4 45 5
Cas [h]

Slika 9: Koncentracije prostega receptorja (EpoR) v odvisnosti od ¢asa, pridobljene z razli¢cnimi modeli (TMDD,
QE, QSS in MM) z osnovnimi parametri za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. Graf A prikazuje koncentracijo
v ¢asu 100 ur, medtem ko graf B v ¢asu 5 ur. Ry oznaduje zacetno koncentracijo receptorja.

Koncentracija prostega receptorja po aplikaciji odmerka strmo pade zaradi hitre vezave z
rekombinantnim humanim eritropoetinom do ravnotezne vrednosti (slika 9). Nato se
postopoma vrne nazaj do zacetne vrednosti vzporedno z nizanjem koncentracije liganda.
Proces je odvisen od koli¢ine apliciranega odmerka. Pri ve¢jih odmerkih se koncentracija
prostega receptorja spusti do nizjih vrednosti (ravnotezje nastopi pri nizjih vrednosti) in se

kasneje dvigne nazaj na za¢etno vrednost. Tako kot za prosto u¢inkovino in za kompleks tudi
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v tem primeru QE-model pri vseh odmerkih odstopa od TMDD-modela in prikazuje nizjo

koncentracijo prostega receptorja kot sicer.

007 Koncentracija celotnega receptorja EpoR v odvisnosti od ¢asa
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Slika 10: Koncentracije celotnega receptorja (EpoR) v odvisnosti od ¢asa, pridobljene z razli¢cnimi modeli (TMDD,
QE, QSS in MM) z osnovnimi parametri za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. Graf A prikazuje koncentracijo
v ¢asu 100 ur, medtem ko graf B v ¢asu 5 ur. Ry oznacuje zacetno koncentracijo receptorja.

Koncentracija celotnega receptorja se po aplikaciji odmerka niza, ker se kompleks
rHuEpo-EpoR hitreje izlo¢a iz sistema kot prosti receptor in pri tem ostane kinetika nastajanja

receptorja (ksn) enaka (slika 10). Vzrok za to je vecja hitrostna konstanta internalizacije

kompleksa od hitrostne konstante razgradnje prostega receptorja (':"'i.".r = ¥ gegl] ). Po dosegu
minimuma koncentracija celotnega receptorja ponovno postopoma naraste, saj se zaradi
zmanj$evanja koncentracije uc¢inkovine povecuje Stevilo prostih receptorjev in posledi¢no se

kinetika eliminacije vseh receptorjev zniza nazaj na zacetni nivo. Koncentracija celotnega
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receptorja se dvigne nazaj na zacetno ravnotezje

e Kaegll QE-model ponovno odstopa od

pravih vrednosti, saj ocenjuje prenizke koncentracije celotnega receptorja.

Parametre modelov smo spreminjali tako, da smo poleg osnovne kombinacije z osnovnimi

vrednostmi parametrov dobili dodatnih 14 razli¢énih kombinacij. Navedene so v preglednici

II1. Za vsako kombinacijo smo izracunali faktor ¢ (tabela VI) in izvedli simulacijo plazemske

koncentracije rekombinantnega eritropoetina v odvisnosti od ¢asa za TMDD-, QE-, QSS- in

MM-model. Odzive smo primerjali z odzivom, ki smo ga dobili z modelom z osnovnimi

parametri.

Tabela VI: Izra¢unane vrednosti ¢ ter razmerje med vrednostima hitrostnih konstant k;,, in k,; so podani za
vsako kombinacijo. Vrednosti so zaokroZene na 4 oziroma na 2 decimalki.

Simulacija: & k“’ffk
101U/kg 100 1U/kg 1350 U/kg 4050 [U/kg ofF :
1? 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,63
2 0,2760 0,0276 0,0020 0,0007 0,63
3 1,1039 0,1104 0,0082 0,0027 0,63
4 5,5196 0,5520 0,0409 0,0136 0,63
5 0,0552 0,0055 0,0004 0,0001 0,63
6 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 6,34
7 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,06
8 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,63
9 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,63
10 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,32
11 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,06
12 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 1,27
13 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,63
14 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,63
15 0,5520 0,0552 0,0041 0,0014 0,63

* — simulirani so modeli z osnovnimi vrednostmi parametrov
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Slika 11: Plazemske koncentracije rHuEpo, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela. Na
grafu A je podan odziv modelov z 2. kombinacijo parametrov (k. = 0,5 OV), na grafu B pa s 3. kombinacijo (k. =
2 OV). Simulaciji smo izvedli za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. LOQ oznacuje mejo kvantifikacije.

Sprememba hitrostne konstante eliminacije moc¢no vpliva na kinetiko u¢inkovine. Slednje
vidimo na sliki 11A, kjer je k¢ zniZzan na 50 % osnovne vrednosti, in na sliki 11B, kjer je kg
zviSan na 200 % osnovne vrednosti. V primerjavi s sliko 7A so nakloni krivulj moc¢no
spremenjeni, zato sklepamo, da je model obcutljiv na linearno eliminacijo (k¢), kar je
ugotovil tudi Abraham s sodelavci v raziskavi, kjer so analiziral obcutljivost QE-modela (28).
Dodatno navaja, da je odziv modela obcutljiv tudi na druge parametre linearne kinetike, kot
so Vo, k12 in koy. V nasi raziskavi teh parametrov nismo spreminjali.

Pri nizjih vrednostih parametra k¢ je delez ucinkovine, podvrzene nelinearnim
procesom, vecji, zato je na profilih plazemske koncentracije ucinkovine izrazena vecja

nelinearnost. Pri 2. kombinaciji parametrov se QE-model bolj razlikuje od TMDD-modela in
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ta razlika nastopi prej kot pri kombinaciji z osnovnimi parametri (slika 11A). Na drugi strani
pa je pri vecjih vrednostih k¢ delez u€inkovine, ki je podvrzena nelinearnim procesom,
manjsi. Razlike med QE- in TMDD-modelom so izraZzene v manjsi meri (slika 11B). Pri tem
so krivulje podobne 2-faznim profilom, kar je znacilno za uéinkovine z dvoprostorno linearno
kinetiko. Opazili smo, da so vrednosti faktorja € v 2. primeru, kjer je razlika med QE- in
TMDD-modelom vecja, nizje kot v 3. primeru, kjer je razlika med QE- in TMDD-modelom

manjSa. To je v nasprotju s trditvijo, da so napake QE-modela proporcionalne faktorju € (10).
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Slika 12: Plazemske koncentracije rHuEpo, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela. Na
grafu A je podan odziv modelov s 4. kombinacijo parametrov (k,, = 0,1 OV), na grafu B pa s 5. kombinacijo (k,, =
10 OV). Simulacije smo izvedli za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. LOQ oznacuje mejo kvantifikacije.

V 4. in 5. primeru smo spreminjali parameter ko,, ki dolo¢a hitrost vezave uc¢inkovine na
receptor. Slika 12A prikazuje plazemske profile proste u¢inkovine z znizanim k,, za faktor

10. Pri nizjem k,, se manjsi delez u¢inkovine veze na receptor, zato se nasi¢enost nelinearnih
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procesov tezje izrazi v plazemskih profilih. V 4. kombinaciji je ko, tako nizek, da imajo
krivulje linearno obliko, podobno kot v 2. primeru. Pri odmerku 10 IU/kg je vrednost faktorja
¢ vi§ja od 5 (hitrost vezave uc¢inkovine na receptor je v primerjavi z eliminacijo zelo nizka), a
vseeno QE-model bolje opise TMDD-krivuljo kot pri 1. kombinaciji, kjer je &% 0.3
Sklepamo, da faktor € ni zanesljiv pokazatelj odstopanja QE-modela od TMDD. V 5. primeru
je delez u¢inkovine, podvrZene nelinearnim procesom, zelo velik, saj je parameter ko, 10-krat
vecji od osnovne vrednosti. Na sliki 12B vidimo, da pri odmerku 10 IU/kg QE-, QSS- in
MM-modeli odstopajo od TMDD-modela. Pri ve¢jih odmerkih pa odstopajo le v terminalnem
delu, ko pade koncentracija pod 85 mIU/mL. Pri tem se faktor y dvigne nad vrednost 0,2.
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Slika 13: Plazemske koncentracije rHuEpo, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela. Na
grafu A je podan odziv modelov s 6. kombinacijo parametrov (ko= 0,1 OV), na grafu B pa s 7. kombinacijo (K
=10 OV). Simulacije smo izvedli za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. LOQ oznacuje mejo kvantifikacije.
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Pri 6. kombinaciji smo 10-krat zniZali parameter ko, zato velja Fers & Eime (glej tabelo
VI). Na sliki 13A vidimo, da QE-model pricakovano zelo odstopa od kinetike TMDD-
modela. Njegova predpostavka, da vezava rHuEpo na EpoR in njuna disociacija potekata zelo

hitro v primerjavi z ostalimi procesi, ne drzi. Internalizacija kompleksa rHuEpo-EpoR namre¢

. -
I'E.H.- * ﬁ.
poteka veliko hitreje kot disociacija. Kljub temu da je fags , pa QE-model dobro opise

TMDD-krivuljo pri koncentracijah ucinkovine, vi§jih od 300 mIU/mL. Pri teh vrednostih
parametrov, razen QSS-model pri odmerku 10 IU/kg, QSS- in MM-model dobro posnemata
TMDD-model.

V 7. primeru je ®ine € Forr | saj smo ko povedali za faktor 10. Na sliki 13B je prikazano,
da vsi modeli, vkljuéno s QE, dobro opisejo TMDD-model. Hitrostna konstanta disociacije
kompleksa ko vpliva podobno kot pri 4. kombinaciji ke,. Vec€ja ko zmanjSa delez
ucinkovine, ki je podvrzena nelinearni kinetiki, zato so krivulje modelov podobne linearni

dvoprostorni farmakokinetiki.
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Slika 14: Plazemske koncentracije rHuEpo, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela. Na
grafu A je podan odziv modelov z 8. kombinacijo parametrov (kge, = 0,5 OV), na grafu B pa z 9. kombinacijo (Kgcg
= Kjp¢)- Simulacije smo izvedli za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. LOQ oznacuje mejo kvantifikacije.

V 8. primeru smo znizali kinetiko razgradnje receptorja (slika 14A). Medtem ko je zacetno

Stevilo receptorjev enako, zaradi postavke, da je kinetika sinteze receptorja dolocena kot

L= — L. . . . o v ove
sekundarni parameter, in sicer "#s = Ro*ltag , je tudi kg, enako zniZzana kot kge. Z nizjo

sintezo in razgradnjo receptorja ga je manj na voljo za vezavo in posledi¢no za internalizacijo,

zato je obseg ucinkovine, ki je podvrzena nelinearni kinetiki, manjSa. Na sliki 14A je opaziti,

da QE-, QSS- in MM-modeli podobno opisejo TMDD-kinetiko kot pri simulaciji profilov z

osnovnimi parametri. Razlika je v tem, da se v 8. primeru u¢inkovina dlje ¢asa zadrzuje v

organizmu.

Pri 9. kombinaciji smo povecali razgradnjo receptorja (kge,) do vrednosti hitrostne

konstante internalizacije (kin) (slika 14B). Za to kombinacijo je znacilno, da je koncentracija
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celotnega receptorja ves Cas konstantna in enaka Ry (24). PovecCana sinteza in razgradnja
receptorja povecata obseg internalizacije, zato se u¢inkovina hitreje izloca iz sistema. QE-
model od TMDD-modela bolj odstopa kot pri simulaciji profilov z osnovnimi parametri,
¢eprav imajo parametri Kp, Ky, Ro in faktor & enako vrednost. QSS- in MM-model

zanemarljivo malo odstopata.
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Slika 15: Prikazana sta grafa plazemske koncentracije rHuEpo, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-, QE-, QSS-
in MM-modela. Na grafu A je podan odziv modelov z 10. kombinacijo parametrov (k;,. = 0,5 OV), na grafu B pa z

11. kombinacijo (ki,; = 0,1 OV). Simulacije smo izvedli za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. LOQ oznacuje
mejo kvantifikacije.

Za 10. in 11. primer smo zmanjsali parameter ki, na 50 % oziroma na 10 % osnovne
vrednosti. V obeh primerih se odziv MM-modela razlikuje od odziva TMDD-modela. Manjsi
kot je parameter ki, veCja je ta razlika. MM-model odstopa, ko pade koncentracija
ucinkovine pod 120 mIU/mL pri 10. kombinaciji in pod 450 mIU/mL pri 11. kombinaciji. Ko

padejo koncentracije u¢inkovine pod te vrednosti, se tudi faktor y dvigne nad 0,2. V 10.
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primeru QE-model ni dober za opis TMDD-kinetike (slika 15A), kar pojasnjuje visoka

Eine

. = ({32
vrednost iy, ki v primerjavi s Ko ni zanemarljivo majhna (*e#s f ). V 11. primeru pa

g
Vel

— = ﬂ,ﬂﬁ
QE dobro opise TMDD-model (slika 15B), saj je vrednost ki, dovolj nizka ("“eff

Faktor ¢ je v obeh primerih enak osnovni vrednosti, zato ne vpliva na spremembo znacilnosti

QE-modela. Pri obeh kombinacijah parametrov se QSS-model zelo dobro prilega TMDD-

profilu.
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Slika 16: Plazemske koncentracije rHuEpo, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela. Na
grafu A je podan odziv modelov z 12. kombinacijo parametrov (k;,. =2 OV), na grafu B pa s 13. kombinacijo (R,
= 0,5 OV). Simulacije smo izvedli za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. LOQ oznacuje mejo kvantifikacije.
Hitrostno konstanto internalizacije ki, smo pri 12. kombinaciji povecali za 100 %. Na sliki
16A opazimo, da je stopnja nelinearnosti vecja. QE-model pricakovano odstopa od TMDD-

modela, saj je Fiar ¥ Forr (glej tabelo VI). MM-model bolje opise TMDD kot pri osnovnih

49



Mitja Pislar - Diplomska naloga 4. REZULTATI IN RAZPRAVA

parametrih. Pri ve¢jem ki, je Ky vecji, zato je vrednost faktorja y nizja. QSS-model je enako
dober kot pri osnovnih parametrih.

Za 13. kombinacijo smo znizali zacetno koncentracijo prostega receptorja Ry za 50 %. Pri
nespremenjeni hitrostni konstanti razgradnje velja, da je konstanta sinteze receptorja tudi
znizana. Za posledico ugotavljamo, da je Stevilo receptorjev za vezavo z ucinkovino in
nadaljnjo eliminacijo manjSe. Na sliki 16B opazimo, da se je Cas zadrzevanja ucinkovine v
telesu podaljsal, saj je s tarCo posredovana eliminacija ucinkovine niZja. Podobno kot v

primeru z osnovnimi parametri QE-model odstopa od TMDD-modela. QSS in MM imata pri

simulaciji enake profile kot TMDD-model.
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Slika 17: Plazemske koncentracije rHuEpo, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela. Na
grafu A je podan odziv modelov s 14. kombinacijo parametrov (Ry =2 OV), na grafu B pa s 15. kombinacijo (R =
10 OV). Simulacije smo izvedli za odmerke 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg. LOQ oznacuje mejo kvantifikacije.
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Simulirali smo modele, kjer smo povecali zacetno koncentracijo receptorjev Ry. V primeru
14 smo jo povecali za faktor 2 (slika 17A), v primeru 15 pa za 10 (slika 17B). Pri 14. primeru
vidimo, da MM-model dobro opise TMDD-kinetiko za vse odmerke eritropoetina razen za 10
IU/kg. Za ta odmerek velja, da je zacetna koncentracija receptorja Ry vecja od zacletne
koncentracije ucinkovine Cy in da je faktor y konstantno priblizno enak 0,6. V 15. primeru pa
vidimo, da MM odstopa od TMDD-kinetike tudi pri aplikaciji odmerka 100 IU/kg. V tem
primeru namre¢ velja, da je tudi pri aplikaciji 100 IU/kg &u > Lo in v je konstantno ve&ji od
1. Iz tega lahko potrdimo sklep, ki sta ga postavila Gibiansky in Gibiansky, da MM-model
velja, ko je zaCetna koncentracija u¢inkovine vecja od zacetne koncentracije receptorja (9).
Podobno velja tudi pogoj, da je ¥ #* 1 | ki so ga postavili Yan in sodelavci (24). Na sliki 17A
in B vidimo, da QE-model v terminalni fazi ponovno odstopa pri obeh simuliranih primerih.
Nasprotno kot v 13. primeru je tukaj vec¢ receptorjev na voljo za vezavo in eliminacijo, zato je
vecji delez ucinkovine podvrZene nelinearnim procesom.

QE-model se je izkazal za najmanj primernega predvsem zato, ker pri izraCunu ravnotezne
koncentracije kompleksa UR ne uposteva hitrostne konstante internalizacije. Od ostalih
plazemskih koncentracijskih profilov se je razlikoval predvsem, ko je bilo razmerje med ki
in ko visoko. QSS-model pri vrednotenju ravnotezja kompleksa UR uposteva kinetiko
internalizacije in je pri izvajanju simulacij tudi najbolje posnel TMDD-plazemske
koncentracijske profile. MM-model je bil pri tem tudi uspeSen, razen pri nizjih vrednostih
parametra Kiy.

Vrednosti faktorja € niso bile sorazmerne z odstopanjem QE- in QSS-modela od TMDD-
modela v celotnem c¢asovnem obmocju, ko so bile koncentracije uéinkovine nad mejo
kvantifikacije. Faktor primerja le zacetno kinetiko vezave ucinkovine na receptor z njeno
eliminacijo, zato je primeren za ugotavljanje, kako QE- in QSS-model opiSeta zacetno
kinetiko uc¢inkovine (23). Faktor y je bil pri vseh izvedenih simulacijah dober pokazatelj
primernosti uporabe MM-modela. Razlike v odzivih MM- in TMDD-modela so sovpadale z

dvigom vrednosti faktorja y nad 0,2.

4.2 Ocenjevanje parametrov TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela

Identifikacija parametrov TMDD-modela je pogosto neizvedljiva oziroma zelo tezavna,
posebej pri majhnem Stevilu eksperimentalnih podatkov in v primerih, ko imamo podatke le o
koncentraciji uc¢inkovine brez podatkov o koncentraciji kompleksa (u€inkovina-receptor) ali
receptorja (9). To velja tudi v naSem primeru, kjer smo imeli simulirane koncentracije

ucinkovine le ob 12 razli¢nih Casih. V praksi je neizvedljivo pridobiti podatke o koncentraciji
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receptorjev EpoR oziroma kompleksa rHuEpo-EpoR, ker je le-ta v kostnem mozgu na
membranah celic predhodnikov eritrocitov. Zaradi tega smo pri simulaciji za eksperimentalne
podatke izbrali le plazemsko koncentracijo rHuEpo.

Rezultati ocenjevanja parametrov s prilagajanjem modela eksperimentalnim podatkom z
metodo najvedjega verjetja so podani v prilogi C. Pri aplikaciji odmerka 100 TU/mL je bil
Bayesov informacijski kriterij (BIC) nizji kot pri odmerku 1350 IU/mL, saj nanj vpliva
vrednost objektivne funkcije. Ta vrednost je med drugim odvisna tudi od variance napake
napovedovanja koncentracije modelov, ki je proporcionalna koncentraciji u¢inkovine. Kriterij
je bil pri 2. nacinu vzorcenja, kjer je bilo vzoréenje postavljeno bolj na zacetku, vecji kot pri
1. na¢inu. QE-, QSS- in MM-modeli so imeli podobne vrednosti BIC. Pri 2. na¢inu vzorcenja
pri aplikaciji odmerka 1350 IU/mL je imel MM-model izjemoma niZjo vrednost BIC (168) od
ostalih (275). Vrednost objektivne funkcije (Oncr) je bila pri vseh modelih priblizno enaka,
medtem ko je bil BIC pri TMDD-modelu vecji v primerjavi z ostalimi modeli. Pri izra¢unu
vrednosti Bayesovega informacijskega kriterija se dodatno Stevilo parametrov kaznuje, zato
so je vrednost BIC razlikovala med TMDD in ostalimi modeli. Na drugi strani se pri izracunu
vrednosti Onrr ne upoSteva Stevilo parametrov in je zato pri vseh modelih priblizno enaka.

Na sliki 18 sta prikazana grafa s podanimi eksperimentalnimi podatki in s simuliranimi
odzivi modelov, ki smo jih dobili na podlagi ocenjenih parametrov. Vsi simulirani profili

dobro opisujejo eksperimentalne podatke.
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Slika 18: Plazemska koncentracija rekombinantnega humanega eritropoetina (rHuEpo) v odvisnosti od ¢asa. Na
grafu A je 1. nacin vzorcenja, na graf B pa 2. na¢in. Kvadrati (100 IU/kg) in trikotniki (1350 IU/kg) predstavljajo
eksperimentalne podatke, ki smo jih dobili s simulacijo TMDD-modela z osnovnimi parametri (tabela II). Krivulje
(TMDD, QE, QSS in MM) predstavljajo iz ocen parametrov simulirane modele. LOQ oznacuje mejo

kvantifikacije (2 mIU/mL).

Pri TMDD-modelu smo ocenjevali 10 parametrov, pri QE-, QSS- in MM-modelu pa 9.

Zaradi velikega Stevila parametrov in malo stopenj prostosti (pri TMDD 2 in pri ostalih 3

stopnje prostosti) nismo dobili dobrih ocen parametrov. Tudi koeficienti variacije (CV)

dobljenih parametrov so bili ve¢inoma ve¢ji od 100 %. Bolj tocne in natan¢ne ocene

parametrov smo dobili iz eksperimentalnih podatkov z ve¢ vzorénimi to¢kami.

Ugotovili smo, da na splosno modeli pri ve¢jem odmerku (1350 IU/kg) bolje ocenijo

parametre linearnih procesov, kot so ke, k12 in kyy, ter V,, medtem ko pri aplikaciji nizjega

odmerka (100 IU/kg) lahko z uporabljenimi modeli bolje ocenimo parametre nelinearnih

procesov, kot so Kon, Kotr, Ro, Kgs in Ky Pri vi§jem odmerku so namrec ti procesi nasiceni in

zaradi tega je njihova ocena slabsa.
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Hitrostna konstanta eliminacije (k) je bila v vecini primerov dobro ocenjena. Najbolje sta
jo ocenila QE- in QSS-modela pri 1. nac¢inu vzorcenja ob aplikaciji ve¢jega odmerka. Pri tem
vzor¢enju so bili podatki enakomerno razporejeni vse do 72. ure. Volumen porazdelitve (V)
je bil pri 2. na¢inu vzorcenja dobro ocenjen, Ceprav je bila standardna napaka ocene velika
(CV > 100 %). Parametra kg 1n kin; sta bila slabo ocenjena. Njuni koeficienti variacije so bili
vsi vi§ji od 100 % in v mnogih primerih tudi vi§ji od 1000 %. Izjema je le pri 1. nacinu
vzorcenja, kjer je MM-model pri odmereku 1350 IU/kg ocenil parameter ke, s koeficientom
variacije 18 %. Hitrostni konstanti porazdelitve u¢inkovine v stranski prostor (k;, in kj;) sta
bili bolje ocenjeni. Odstopanja od osnovne vrednosti in CV so bila majhna predvsem pri
vecjem odmerku 1350 IU/kg ob 1. na¢inu vzor¢enja. Zacetna koncentracija receptorja (Ry) je
bila tudi slabo ocenjena. Z uporabo modelov smo jo bolje ocenili pri aplikaciji nizjega
odmerka. TMDD-model je nenatan¢no ocenil parametra ko, in kog. Njune konéne ocene so se
od pravih vrednosti bolj razlikovale, kot so se razlikovale nastavljene zaletne vrednosti
ocenjevanja. Tudi pri 2. vzorCenju, kjer je veC vzor¢nih toCk postavljenih na zacetek, kjer
poteka vezava ucinkovine na receptor, nismo dobili boljsih rezultatov. Po primerjavi smo
ugotovili, da sta njuni oceni boljsi pri odmerku 100 [U/kg. Pri 1. nac¢inu vzorcenja je TMDD-
model bolje ocenil konstanto disociacije (Kp) kot QE-model, pri 2. na¢inu pa se je pri tem
bolje izkazal QE-model. Vse ocene Kp so imele visok CV. Tudi konstanta stacionarnega
stanja ter Michaelis-Mentenova konstanta (K in K,) sta bili ocenjeni nenatancno.

Gibiansky in Gibiansky pripisujeta razlog za slabo identifikacijo tradicionalnemu nacinu
vzorcenja (9). Vzorcenje ni ustrezno postavljeno za ocenjevanje hitrih vezavnih procesov,
zato bi bilo potrebno pogosteje vzorciti v zaCetnem Casu, ko poteka vezava ucinkovine na
receptor (9). Pri 2. vzoréenju, ki vsebuje vec na zacetku razporejenih tock, smo bolje ocenili
parametra ko, in kog, pa vendar ta ocena ni bila zadovoljivo dobra. Sklepamo, da je za dobro
oceno teh parametrov potrebno postaviti dodatne vzoréne tocke na sam zacetek aplikacije.

PriporoCena sta dva nacina modeliranja ucinkovin, ki izkazujejo tar¢no posredovano
farmakokinetiko:

I.  Gibiansky in sodelavci so postavili algoritem za izbiro najbolj primernega modela. Pri
njem se s TMDD-modelom najprej ocenjuje parametre modela in na podlagi teh
vrednosti se z vsemi modeli (TMDD, QE, QSS in MM) izvede simulacijo.
Najprimernejsi model je izbran na podlagi primerjave simuliranih krivulj. V primeru,
da imata 2 modela podoben odziv, se privzame bolj enostavni model. Ce se pri

dolo¢enem odmerku izkaze, da je drugi model bolj primeren kot pri ostalih odmerkih,
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potem lahko pri modeliranju tega doloCenega odmerka uporabimo najprimernejsi
model (11).

II.  Yan in sodelavci so podali smernico, kjer naj bi se parametri ocenjevali iz
eksperimentalnih podatkov z vsemi modeli (TMDD, QE, QSS in MM). Nato modele
med seboj primerjamo z informacijskim kriterijem in s koeficienti variacije. Izbran naj

ey e

informacijskim kriterijem (24).

4.3 Simulacija veriznega PD modela za rekombinantni humani
eritropoetin

Pri simulaciji veriznega farmakodinami¢nega modela smo obravnavali le zrele rdece krvne
celice (eritrocite), medtem ko smo nezrele (retikulocite) vkljucili v predprostor P,. Pri tem
smo zanemarili tudi vpliv retikulocitov na krvno koncentracijo hemoglobina. Ti dve
poenostavitvi sta bili potrebni, ker smo bili pri modeliranju v programskem okolju ADAPT 5
omejeni na 200 navadnih diferencialnih enacb. Poenostavili smo tudi, da na bazno linijo
eritrocitov v krvi ne vplivajo rast in razvoj podgan ter pogosto vzorcenje krvi. S temi
predpostavkami model ne prikazuje to¢nega realnega sistema, ampak ponazarja le priblizek.

Na sliki 19 je prikazan simuliran efekt rHuEpo na koncentracijo eritrocitov v krvi na
podganah. Po aplikaciji odmerka se po priblizno 75-ih urah poveca Stevilo eritrocitov.
Casovni zamik delovanja eritropoetina je posledica rasti predhodnikov eritrocitov.
Koncentracija eritrocitov se dvigne do maksimuma, ki je odvisen od koli¢ine apliciranega
odmerka. Odmerek 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg vsak posebej dvigne koncentracijo
eritrocitov s 600 na 632, 681, 822 in 906 10* celic na mikroliter krvi. Po doseZeni maksimalni
koncentraciji eritrocitov poc¢asi pada nazaj proti zacetni vrednosti oziroma bazni liniji. To je
posledica zniZzane eritropoeze oziroma nizje kinetike prihajanja eritrocitov v krvni obtok
zaradi inhibitornega delovanja poviSane koncentracije hemoglobina. Pri tem ostane kinetika
odstranjevanja eritrocitov iz krvnega obtoka zaradi odmiranja nespremenjena. Po priblizno 63
dneh (9 tednov) zasledimo dodaten strm padec koncentracije eritrocitov, in sicer pod zacetno
bazno linijo. Do te reakcije pride zaradi odmiranja po preteku zivljenjske dobe tistih
novonastalih eritrocitov, ki so zaradi spodbujene eritropoeze v veliki koli¢ini prisli v krvni
obtok. Podobno kot pri dvigu koncentracije eritrocitov je obseg znizanja Stevila eritrocitov v
krvi odvisen od koli¢ine apliciranega odmerka. V naslednji stopnji je koncentracija

hemoglobina zelo nizka, zato je njegova eritropoezna inhibicija zelo zniZana, kar spodbudi
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diferenciacijo in proliferacijo predhodnikov eritrocitov. To opazimo s ponovnim dvigom
koncentracije eritrocitov k zacetni vrednosti. Simulirani model doloca, da imajo vsi eritrociti
enako zivljenjsko dobo, vendar v realnosti temu ni tako. Za opis zadrzevanja celic v prostoru
bi bilo primerneje uporabiti stohasti¢ni model, kot ga je razvil Krzyzanski s sodelavci, ki bi

zivljenjsko dobo eritrocitov opisal s porazdelitveno funkcijo (29).
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Slika 19: Odziv eritrocitov na odmerek 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg rekombinantnega humanega eritropoetina na
podganah. Graf A prikazuje simulacijo za parameter ICs, z osnovno vrednostjo, B pa za 50 % osnovne vrednosti.
E, oznacuje bazno linijo eritrocitov (ang. red blood cell), ABS A pa oznaluje absolutno zniZanje koncentracije
eritrocitov.

Tudi Piron in sodelavci so v svoji Studiji po prenehanju terapije, kjer so podganam tekom
20 dni vsak dan injicirali 130 IU/kg rekombinantnega eritropoetina, opazili znizanje
retikulocitov in hematokrita pod bazno linijo (30). Stevilo retikulocitov se je zmanj$alo na 50
% zacetne vrednosti, hematokrit pa na 80 %. V S$tudiji je ta anemija nastopila po 25 dneh

(priblizno 600 ur) in hematokrit se je postopoma obnovil Sele po 60 dneh (priblizno 1500 ur),
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kar je v ¢asovnem neskladju z naSo simulacijo. Vzroke za znizanje hematokrita pripisujejo
zmanjSani eritropoezni aktivnosti. Slednje je v nasprotju z naSim rezultati, kjer niZja
eritropoezna aktivnost povzro€i postopno znizanje Stevila eritrocitov k bazni liniji, medtem ko
smo znizanje pod bazno linijo pripisali povecanemu odmiranju eritrocitov v krvi. Razlike med
to Studijo in nasim modelom pripisujemo temu, da smo mi privzeli parametre iz druge Studije,
ki so jo izvedli Woo in sodelavci (22). V njej so podganam aplicirali enkratni odmerek in
eritropoezno aktivnost spremljali le 24 dni.

Woo in sodelavci so eritropoezno inhibicijo privzeli za posledico poviSane koncentracije
hemoglobina v krvi, a kljub temu dopus¢ajo moznost prisotnosti tudi drugih mehanizmov, ki
povzrocajo znizanje eritropoezne aktivnosti (22). V na§ model smo vkljucili le inhibitorni
mehanizem poviSane koncentracije hemoglobina. Parameter ICsy doloc¢a jakost inhibicijskega
delovanja in predstavlja koncentracijsko spremembo hemoglobina, ki za polovico zmanjsa
nastajanje predhodnikov eritrocitov. Nizja vrednost parametra ima za posledico vecjo
inhibicijo, zato se poveCane koncentracije eritrocitov hitreje vrnejo nazaj na zacetni nivo
(slika 19). Za visje vrednosti ICsy, kjer je jakost inhibicije niZja, velja pa nasprotno.
Koncentracije eritrocitov se pri visjih 1Cs pocasneje znizujejo nazaj do bazne linije. Pri 100-

kratni povecani vrednosti parametra ICs je ta povratna inhibicija skoraj neopazna (slika 20).
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Slika 20: Odziv eritrocitov na odmerek 10, 100, 1350 in 4050 IU/kg rekombinantnega humanega eritropoetina na
podganah. Graf A prikazuje simulacijo za parameter ICsy z 10-kratno, B pa za 100-kratno vrednost osnovne
vrednosti. E¢y oznacuje bazno linijo eritrocitov (ang. red blood cell), ABS A pa oznacuje absolutno zniZanje
koncentracije eritrocitov. Na grafu B je z rdec¢o ¢rto prikazan odziv odmerka 92 IU/kg.

Na slikah 19 in 20 so prikazane koncentracije eritrocitov za razlicne vrednosti parametra ICsy.
Na absolutni obseg znizanja koncentracije eritrocitov v krvi po preteku Zivljenjske dobe (ABS
AE) ne vplivajo vrednosti ICs, (tabela VII). Obseg padca eritrocitov pod bazno linijo pa je
odvisen od parametra ICsy (tabela VIII). Vpliv ICsy na maksimalne koncentracije eritrocitov
je zanemarljivo majhen. V preglednici IX so navedene najvi§je vrednosti, ki jih doseze

koncentracija eritrocitov.
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Tabela VII: Absolutni obseg zniZanja koncentracije eritrocitov v krvnem obtoku (ABS AE), ki se pojavi po
preteku Zivljenjske dobe novonastalih eritrocitov. Vrednosti so podane v enotah 10* celic/uL krvi in zaokroZene na

eno decimalko.

Vrednost ICs, [g/dL]:

Odmerek [IU/kg]: | 0,895 1,790 17,90 179,0

10 -19,1 -19,1 -19,7 -19,2
100 -69,1 -68,1 -70,3 -65,8°
1350 -210,3 -208,7 -218,1 -212,1
4050 -292,2 -295,5 -307,3 -298,6

a — Podatek je naveden za odmerek 92 IU/kg.

Tabela VIII: Obseg padca koncentracije eritrocitov pod bazno linijo po preteku Zivljenjske dobe novonastalih

eritrocitov. Vrednosti so podane v enotah 10* celic/uL krvi in zaokroZene na eno decimalko.

Vrednost IC5, [g/dL]:

Odmerek [IU/kg]: | 0,895 1,790 17,90 179,0

10 -19.5 -19.1 -9.6 -1.2
100 -68.1 -68.0 -33.2 —4.3°
1350 -211.0 ~209.5 -94.3 -13.5
4050 ~289.0 ~293.7 ~126.3 ~18.8

a — Naveden je podatek za odmerek 92 IU/kg.

Tabela IX: Maksimalne koncentracije eritrocitov v krvnem obtoku. Vrednosti so podane v enotah 10* celic/uL
krvi in zaokroZene na eno decimalko.

Vrednost IC5, [g/dL]:

Odmerek [IU/kg]: | 0,895 1,790 17,90 179,0

10 631,8 631,8 631,8 631,8
100 680,8 680,8 680,8 678,2°
1350 822,0 822,3 823,1 823,44
4050 905,3 906,5 908,7 909,3

a — Naveden je podatek za odmerek 92 IU/kg.
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S simuliranjem plazemskih profilov rHuEpo smo ugotovili, da se je QSS-model od
izbranih modelov za opis kinetike ucinkovin, za katere je znacilna taréno posredovana
farmakokinetika, izkazal kot najprimernejsi. Z izjemo primerov z nizkimi vrednostmi ki, ali v
primerih, ko je koncentracija receptorja ve¢ja od koncentracije ucinkovine, je bil tudi MM-
model uspeSen pri opisu TMDD-kinetike. Ob tem smo ugotovili, da je MM-model odstopal
od TMDD-modela, ko je bila vrednost faktorja y nad 0,2. Na drugi strani QE-model ni
ustrezno posnel TMDD-krivulje, saj je bila hitrostna konstanta internalizacije kompleksa
rHuEpo-EpoR relativno visoka.

S prilagajanjem modelov eksperimentalnim podatkom z metodo najvecjega verjetja smo
dobili ocene parametrov modelov z visokimi koeficienti variacije. Vrednosti hitrostnih
konstant linearnih farmakokineti¢nih procesov so bile bolje ocenjene v primerjavi z ostalimi.
Informacijski kriterij BIC je bil priblizno enak pri QE-, QSS- ter MM-modelu in vecji pri
TMDD-modelu. To je predvsem posledica tega, ker ima TMDD-model, v primerjavi z
ostalimi, dodaten parameter, ki smo ga ocenjevali. Kljub tej razliki pri QE-, QSS- in MM-
modelu nismo dobili bolj§ih ocen parametrov kot pri TMDD-modelu. Krivulje, ki so bile
pridobljene s simulacijo modelov z ocenjenimi parametri, so dobro opisale eksperimentalne
podatke.

Na podganah smo izvedli simulacijo spremembe koncentracije eritrocitov po aplikaciji
enkratnega odmerka rHuEpo z razvitim farmakokineti¢nim/farmakodinami¢nim modelom.
Zaradi zorenja in rasti predhodnikov eritrocitov je ucinek eritropoetina nastopil z zamikom.
Po preteku Zivljenjske dobe novonastalih eritrocitov je prislo do nenadnega znizanja
koncentracije eritrocitov pod bazno linijo. Koli¢ina apliciranega odmerka je vplivala na
maksimalno koncentracijo eritrocitov, medtem ko vrednost inhibicijskega parametra 1Cs
nanjo ni imela vpliva. PK/PD model je dokaj poenostavljen, saj v njem ni vkljuen prostor
retikulocitov v krvi in predpostavlja, da imajo vse celice enako zivljenjsko dobo. Nadaljnji
razvoj modela bi lahko usmerili k vkljucitvi prostora retikulocitov in k stohasticnim

modeliranjem Zivljenjske dobe eritrocitov.
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7.1 Priloga A

V enacbi 12a izrazimo UR:
UR=Cope — Enacba Al
Ce v enacbo 12b vkljuéimo enatbo Al in nato izrazimo spremenljivko R, pridemo do
naslednjega:
R=Rue—UR=Rege = {Ceoe— Cu ) Enacba A2
Ko v enacbi 11 zamenjamo spremenljivki UR in R z desnima stranema enacb Al in A2,

dobimo naslednjo veljavnost:

Ky = Cy =8 "F;: ECE?" - o )] Enacba A3
Enacbo preoblikujemo v kvadratno obliko:

Cof = fpe = Rope = Kpd2 Cp = Kp #Crpe = 0 Enacba A4
Splosna resitev kvadratne enacbe A4 je:

o = —Bege— Bpdd fWeor — Hoge — Bp¥ + %2 iip #Lope Enacba A5

oz~ 2

Ker velja & * ¥ in &or £ 0 | je enacba 16 edina ne negativna resitev.

7.2 Priloga B

[.  Osnovni model taréno posredovane farmakokinetike (TMDD-model):

Subroutine SYMBOL
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

CcC
Cmmm C
C Enter as Indicated C
C-———Cm— C
NDEgs = 5 | Enter # of Diff. Egs.
NSParam = 9 ! Enter # of System Parameters.
NVparam = 2 ! Enter # of Variance Parameters.
NSecPar = 3 ! Enter # of Secondary Parameters.
NSecOut = 0 ! Enter # of Secondary Outputs (not used).
Iegsol = 1 ! Model type: 1 - DIFFEQ, 2 - AMAT, 3 - OUTPUT only.
Descr = ' TMDD model simulacija '
CcC
Cmmm C
C Enter Symbol for Each System Parameter (eg. Psym(l)='Kel') C
CmmmmCmm C

Psym(l)="Kel'
Psym(2)="Vp'
Psym(3)="Kon'
Psym(4)="Koff'
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Psym (5)="Kdeg"'
Psym (6)="Kint'
Psym (7)="Kpt'
Psym(8)="Ktp"'
Psym(9)="Ka'

cC
Cmmmmmmmm e C
C Enter Symbol for Each Variance Parameter {eg: PVsym(l)='Sigma'} C
Cmmmm Cm m e C
PVsym(1l)="'SDinter' !odsek
PVsym(2)="SDslope' !naklon
cC
Cmmmmm C
C Enter Symbol for Each Secondary Parameter {eg: PSsym(1l)='CLt'} C
[ C
PSsym(1l)="Kd'
PSsym(2)="Kss"'
PSsym(3)="Ksyn'
Cmmmmmmmm C
Cmm C
C
Return
End

CHERFHAFAH AR AAF AR AR EF RS SRS F AR AR AR RS RIS ERHHC

Subroutine DIFFEQ (T, X, XP)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 T, X (MaxNDE) , XP (MaxNDE)

Real*8 Kel,Vp,Kon,Koff,Kdeg,Kint, Kpt,Ktp, Ka
Real*8 Ksyn

C
C R(1) in X(5) imata enote IU na enoto telesne teze (TT)
CcC
c-- """ C
C Enter Differential Equations Below {e.g XP(1l) = -P(1)*X(1) } C
Cm—m = m C
Kel=P (1) ! enote: [1/h]
Vp=P (2) ! enote: [L] na enoto telesne teZe!
Kon=P (3) ! enote: [L/nmol*1/h]
Koff=P(4) ! enote: [1/h]
Kdeg=P(5) ! enote: [1/h]
Kint=P(6) ! enote: [1/h]
Kpt=P (7) ! enote: [1/h]
Ktp=P (8) ! enote: [1/h]
Ka=P (9) ! enote: [1/h]
Ksyn=IC (2) *Kdeg
XP(1)=(R(1)+Ka*X(5))/4864.- (Kel+Kpt) *X (1) +Ktp*X (4)
—Kon*X (1) *X (2) +Koff*X (3)
!X (1l)=prosta ucinkovina na enoto TT [nmol]
XP (2)=Ksyn-Kdeg*X (2) -Kon*X (1) /Vp*X (2) +Koff*X (3) /Vp
!X (2)=konc. prostega recept na enoto TT [nmol/L]
XP(3)=Kon*X (1) *X(2) - (Koff+Kint) *X (3)
!X (3)=Kompleks UC-RE na enoto TT [nmol]
XP (4) =Kpt*X (1) -Ktp*X (4)
!X (4)=ucinkovina v stranskem prostoru na enoto TT [nmol]
XP (5)=-Ka*X (5)
!X (5)=prostor absorpcije na enoto TT [IU]
Cmmm C
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II.

CHERFHAHHHHFAAFH R EAF A EEH IR HHH IR HF AR A HH R AR H R R H R R HHC

CHERFHAHHHHFAAFH R HHAFH I HHAH IR EHAH I A A H R A HH R AR H R A H R HHC

Q0

QO

cC
c ______________________________________________________________________
C Enter as Indicated
Cmmm = Cmm—m—mm o C
NDEgs = 4 ! Enter # of Diff. Egs.
NSParam = 8 ! Enter # of System Parameters.
NVparam = 2 ! Enter # of Variance Parameters.
NSecPar = 1 ! Enter # of Secondary Parameters.

Return
End

Subroutine OUTPUT (Y, T, X)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 Y (MaxNOE), T, X (MaxNDE)

Enter Output Equations Below {e.g. Y(1) = X(1)/P(2)
CmmmmCmmmmm e C

Y(1) = X(1)*4864/P(2)
'Y (1)=konc. proste ucinkovine [mIU/mL]

Subroutine VARMOD (V,T,X,Y)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 V (MaxNOE), T, X (MaxNDE) , Y (MaxNOE)

Enter Variance Model Equations Below
{e.g. V(1) = (PV(l) + PV(2)*Y(1l))**2 }

S c

Yn=0dziv, podatki z napako
E= Napaka, s povprec¢jem ni¢ in varianco V(1)

Yn(l)= E(1) + Y(1)

V(1) = (PV(1l) + PV(2)*Y(1l))**2

Model z aproksimacijo ravnoteznega stanja vezave (QE-model):

Subroutine SYMBOL
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'
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NSecOut = 0 ! Enter # of Secondary Outputs (not used).

Tegsol = 1 ! Model type: 1 - DIFFEQ, 2 - AMAT, 3 - OUTPUT only.

Descr = ' Quasi-equilibrium approximation of TMDD '
cC
Cmmmmmmmm C
C Enter Symbol for Each System Parameter (eg. Psym(l)='Kel') C
CmmmmCmmmmmm s C

Psym(l)="Kel'

Psym (2)="Vp'

Psym(3)="KD'

Psym(4)="Kdeg'

Psym (5)="Kint"

Psym (6)="Kpt"'

Psym(7)="Ktp'

Psym(8)="'Ka'
cC
Cmmmmm e m e C
C Enter Symbol for Each Variance Parameter {eg: PVsym(l)='Sigma'} C
Cm— == == m——m—mm C

PVsym(1l)="'SDinter' !odsek

PVsym(2)="'SDslope' !naklon
ccC
Cmmm C
C Enter Symbol for Each Secondary Parameter {eg: PSsym(1l)='CLt'} C
Cmm == Cmmmmmm s C

PSsym(1l)="Ksyn'
Cmmmmmmmm C
Cm C
C

Return
End

CHE#fAAHH A AR F AR E SRR E SRR AR R HHC

Subroutine DIFFEQ(T,X,XP)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 T, X (MaxNDE) , XP (MaxNDE)

Real*8 Kel,Vp,KD,Kdeg,Kint, Kpt,Ktp, Ka
Real*8 Cp,Ksyn

CcC
Cmmmmmm—m C
C Enter Differential Equations Below {e.g XP(l) = =-P(1)*X (1) } C
C-———C—— C
C
C CP = koncentracija proste ucinkivine v centralnem prostoru [nmol/L]
C R(1)= hitrost infuzije ucinkovine na enoto TT [IU/h]
C B = kolic¢ina ucinkovine na enoto TT [nmol]
C PAZI:v prostor 4 podaj kolicino v [IU] v prosotor 1,2,3 pa v [nmol]!
C

Kel=P (1) ! enote: [1/h]

Vp=P (2) ! enote: [L]

KD=P (3) ! enote: [nmol/L]

Kdeg=P (4) ! enote: [1/h]

Kint=P(5) ! enote: [1/h]

Kpt=P (6) ! enote: [1/h]

Ktp=P (7) ! enote: [1/h]

Ka=P (8) ! enote: [1/h]

Ksyn=IC (2) *Kdeg

Cp=0.5* ((X (1) /Vp-X(2)-KD) +SQRT ( (X (1) /Vp-X(2) —-KD) **2+4*KD*X (1) /Vp) )
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XP(1)=(R(1)+Ka*X(4))/4864.-Kint*X (1) - (Kel+Kpt-Kint)

$ *Cp*Vp+Ktp*X (3)
!X (1)= centralni prostor celotne uc¢inkovine na enoto TT [nmol]
XP (2)=(Ksyn-Kdeg*X (2)) - ( (Kint-Kdeg) * (X (1) /Vp-Cp))
!X (2)= centralni prostor vseh receptorjev na enoto TT [nmol/L]

XP (3) =Kpt*Cp*Vp-Ktp*X (3)
!X (3)= stranski prostor na enoto TT [nmol]

XP (4)=-Ka*X (4)

!X (4)= prostor absorpcije na enoto TT [IU]
____________________________________________________________________ C
____________________________________________________________________ C

Return
End

CHERFHAHA R AAFH R AAFH IR EAH IR EF A EF AR A F AR RS RH R HHC

C-——

Subroutine OUTPUT (Y, T, X)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 Y (MaxNOE),T,X (MaxNDE)

____________________________________________________________________ C
Enter Output Equations Below {e.g. Y(1) = X(1)/P(2) } C
B e c

Y(1)=0.5%4864* (X (1) /P(2)=-X(2)=P(3)+SQRT (((X(1)/P(2)=-X(2)=-P(3))**2)
$ +4*P (3) *X (1) /P(2)))
'Y (1)=konc. proste ucinkovine [mIU/mL]

Return
End

CHE#f At A AR S AR EF AR AR AR ERHHC

QQ

QOO0

Subroutine VARMOD (V,T,X,Y)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 V(MaxNOE), T, X (MaxNDE) ,Y (MaxNOE)

____________________________________________________________________ C
Enter Variance Model Equations Below C
{e.g. V(1) = (PV(1) + PV(2)*Y(1))**2 } C
e e e LT e e e c
Yn(l)= E(1) + Y (1)

Yn=0dziv, podatki z napako

E= Napaka, s povprec¢jem nic¢ in varianco V(1)

Y(1l)= Odziv modela

V(1) = (PV(1l) + PV(2)*Y(1l))**2

____________________________________________________________________ C
____________________________________________________________________ C
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Return
End

III.  Model z aproksimacijo stacionarnega stanja vezave (QSS-model):

Subroutine SYMBOL
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

ccC
Cmmmmmmmmm - c
C Enter as Indicated c
Cmmmm Cmmmmmmm e [
NDEgs = 4 ! Enter # of Diff. Egs.
NSParam = 8 ! Enter # of System Parameters.
NVparam = 2 ! Enter # of Variance Parameters.
NSecPar = 1 ! Enter # of Secondary Parameters.
NSecOut = 0 ! Enter # of Secondary Outputs (not used).
Tegsol = 1 ! Model type: 1 - DIFFEQ, 2 - AMAT, 3 - OUTPUT only.
Descr = ' Quasi-steady-state approximation of TMDD '
cC
Cmmmmmmm - C
C Enter Symbol for Each System Parameter (eg. Psym(l)='Kel') C
Cmmmm Cmmmmmmm o [
Psym(1l)="Kel'
Psym(2)="Vp'
Psym(3)="Kss"'
Psym(4)="Kdeg'
Psym(5)="Kint'
Psym(6)="Kpt'
Psym(7)="Ktp'
Psym(8)="Ka'
cC
Cmmmmmmmmm [
C Enter Symbol for Each Variance Parameter {eg: PVsym(l)='Sigma'} C
Cmm—— Cmmmmm T - C
PVsym(1l)="'SDinter' !odsek
PVsym(2)="'SDslope' !naklon
cc
Cmmmmmmmmm - C
C Enter Symbol for Each Secondary Parameter {eg: PSsym(1l)='CLt'} C
O C
PSsym(1l)="Ksyn'
Cmmmmmmmmm - C
Cmmmmmmm - c
C
Return
End

CHE#FHHHHHHHAAFH R A FH IR A H IR HHH I A F AR A A HH R AR F R H R R HHC

Subroutine DIFFEQ (T, X,XP)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 T, X (MaxNDE) ,XP (MaxNDE)

Real*8 Kel,Vp,Kss,Kdeg,Kint,Kpt,Ktp, Ka
Real*8 Cp,Ksyn,RC,Rp ! Rp=prost receptor
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C__

Enter Differential Equations Below {e.g. XP(l) = -P(1)*X(1l) } C
B C
'POZOR!: Spremenil sem spremenljivko RC; iz mnoZine kompleksa rHuEpo-EpoR
[nmol] v koncentracijo kompleksa rHuEpo-EpoR [nmol/L]!

Kel=P (1) ! enote: [1/h]

Vp=P (2) ! enote: [L]

Kss=P (3) ! enote: [nmol/L]

Kdeg=P (4) ! enote: [1/h]

Kint=P (5) ! enote: [1/h]

Kpt=P (6) ! enote: [1/h]

Ktp=P (7) ! enote: [1/h]

Ka=P (8) ! enote: [1/h]

Ksyn = IC(2) *Kdeg

Cp = 0.5* (X(1)/Vp-X(2)-Kss+SQRT ( (X (1) /Vp-X(2)-Kss) **2
S +4*Kss*X (1) /Vp))

RC = X(2)*Cp/ (Kss+Cp)

Rp = Kss*RC/Cp

XP(1)=(R(1)+Ka*X(4))/4864.-Kint*RC*Vp- (Kel+Kpt) *Cp*Vp+Ktp*X (3)

!X (1)= centralni prostor celotne uc¢inkovine na enoto TT [nmol]
XP (2) =Ksyn-Kdeg*Rp-Kint*RC
!X (2)= centralni prostor vseh receptorjev na enoto TT [nmol/L]

XP (3) =Kpt *Vp*Cp-Ktp*X (3)

!X (3)= stranski prostor na enoto TT [nmol]
XP (4)=-Ka*X (4)

!X (4)= prostor absorpcije na enoto TT [IU]
____________________________________________________________________ C
____________________________________________________________________ C

Return
End

CHE#FHHHHHHHAAFH R AAFH I EAH I HAH I F AR A A HH R AR F A H R R HHC

C—--

Subroutine OUTPUT (Y, T, X)
Implicit None

Include
Include

'globals.inc'
'model.inc’

Real*8 Y (MaxNOE),T,X (MaxNDE)

____________________________________________________________________ C
Enter Output Equations Below {e.g. Y(1) = X(1)/P(2) } c
G C

Y (1)=0.5%4864% (X (1) /P (2) -X (2) —P(3) +SQRT (( (X (1) /P (2) X (2) -P (3) ) **2)
$ +4*P (3) *X (1) /P(2)))

'Y (1)=konc. proste ucinkovine [mIU/mL]

Return
End

CHE##f#HHHHHAAFH R AAFH IR EAH IR HAH I A FH A H AR F AR H R EHHHC

Subroutine VARMOD(V,T,X,Y)
Implicit None

Include
Include

'globals.inc'
'model.inc’

Real*8 V (MaxNOE),T,X (MaxNDE),Y (MaxNOE)
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cC
Cmmm C
C Enter Variance Model Equations Below C
C {e.g. V(1) = (PV(1l) + PV(2)*Y(l))**2 } C
Cmmm—Cmmmmm - - C
C
C Yn(l)= E(1) + Y(1)
C
C Yn=0dziv, podatki z napako
C E= Napaka, s povprec¢jem ni¢ in varianco V(1)
C Y(1)= Odziv modela
V(1) = (PV(l) + PV (2)*Y(1l))**2

Cmm c
Cmmm e C
C

Return

End

IV.  Model z Michaelis-Mentenovo aproksimacijo (MM-model):

Subroutine SYMBOL
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

cC
Cmmmmmmmm C
C Enter as Indicated C
CmmmmCmmmmmmmm s C
NDEgs = 4 ! Enter # of Diff. Egs.
NSParam = 8 ! Enter # of System Parameters.
NVparam = 2 ! Enter # of Variance Parameters.
NSecPar = 1 ! Enter # of Secondary Parameters.
NSecOut = 0 ! Enter # of Secondary Outputs (not used).
Iegsol = 1 ! Model type: 1 - DIFFEQ, 2 - AMAT, 3 - OUTPUT only.
Descr = ' Michaelis-Menten approximation of TMDD '
cC
Cmmmmm C
C Enter Symbol for Each System Parameter (eg. Psym(l)='Kel') C
Cm— === ————m—m s C
Psym(l)="Kel'
Psym(2)="Vp'
Psym(3)="Km'
Psym(4)="Kdeg'
Psym(5)="Kint'
Psym(6)="Kpt"'
Psym(7)="Ktp"'
Psym(8)="Ka'
cC
Cm C
C Enter Symbol for Each Variance Parameter {eg: PVsym(l)='Sigma'} C
CmmmmCmmmmmmmm s C
PVsym(1l)="'SDinter' !odsek
PVsym(2)="'SDslope' !naklon
cC
Cmm C
C Enter Symbol for Each Secondary Parameter {eg: PSsym(l)='CLt'} C
Cmm == mmmmm e C
PSsym(1l)="CLt"
Cmmmmm C
Cmmmmm e C
C
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Return
End

CHERFAAFA AR AAFH RS ARSI EF RS F AR AR RS RS ERHHC

Subroutine DIFFEQ (T, X,XP)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 T,X (MaxNDE) , XP (MaxNDE)

Real*8 Kel,Vp,Kdeg,Kint,Kpt,Ktp,Ka, Km
Real*8 Ksyn,Vmax

____________________________________________________________________ C
Enter Differential Equations Below {e.g XP(1l) = —-P(1)*X (1) } C
T T T T T T T T T T T e C

Kel=P (1) ! enote: [1/h]

Vp=P (2) ! enote: [L]

Km=P (3) ! enote: [nmol/L]

Kdeg=P(4) ! enote: [1/h]

Kint=P(5) ! enote: [1/h]

Kpt=P (6) ! enote: [1/h]

Ktp=P (7) ! enote: [1/h]

Ka=P (8) ! enote: [1/h]

Ksyn=IC (2) *Kdeg

Vmax=X (2) *Kint ! enote: [nmol/L/h]

XP(1l)=(R(1)+Ka*X(4))/4864.- (Kel+Kpt) *X (1) -Vmax*X (1) *Vp
S / (Km*Vp+X (1)) +Ktp*X (3)
!X (l)=mnoZina proste ucinkovine na enoto TT [nmol] v centralnem prostoru

XP (2)=Ksyn-Kdeg*X (2) - (Kint-Kdeg) *X (2) *X (1) / (Km*Vp+X (1))
!X (2)=centralni prostor vseh receptorjev na enoto TT [nmol/L]

XP (3)=Kpt*X (1) -Ktp*X (3)
!X (3)= stranski prostor na enoto TT [nmol]

XP (4)=-Ka*X (4)

!X (4)= prostor absorpcije na enoto TT [IU]
____________________________________________________________________ C
____________________________________________________________________ C

Return

End

CHERFAAFH AR AAF A EAF R EA AR ES AR EF AR AR AR AR RS HHC

C-——

Subroutine OUTPUT (Y, T, X)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 Y (MaxNOE), T, X (MaxNDE)

____________________________________________________________________ C
Enter Output Equations Below {e.g. Y(1) = X(1)/P(2) } C
Bt e et c
Y (1) = X(1)/P(2)*4864
'Y (1)=konc. proste ucinkovine [mIU/mL]
____________________________________________________________________ C
____________________________________________________________________ C
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Return
End

CHEHHHHHHHAAFHH A HHH A HHH B R EHH A HH R R R R A C

Subroutine VARMOD(V,T,X,Y)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 V (MaxNOE), T, X (MaxNDE), Y (MaxNOE)

ccC
C-——m - C
C Enter Variance Model Equations Below C
C {e.g. V(1) = (PV(l) + PV(2)*Y(l))**2 } C
C————C———mmm C
C Yn(l)= E(1) + Y(1)
C
C Yn=0dziv, podatki z napako
C E= Napaka, s povprec¢jem ni¢ in varianco V(1)
C Y(1l)= Odziv modela
V(1) = (PV(1) + PV (2)*Y(1))**2

Cmmmm C
Cmmmm C
C

Return

End

7.3 Priloga C

Ce vklju¢imo predpostavko QSS-modela (enadba 24) v enacbo 12a, dobimo:

_ [ L .
Coge = E;+m Enacba C1
Enacbo C1 odvajamo po Casu:
I.’-.:lf;-,_—_,.;. _ I:I:C:_t R:-P.:-{F} * 53 dc;_-._ C-;}{F} ﬂ“R:-Q.:- y
ar =~ dt (K. + C.0OF T A o 1 M Enac¢ba C2
4Cy
V ena¢bi C2 izrazimo dt :
- CufE) 4R,
dC, ~df T Fo+( @ df )
':1:'5-' - L H- _.(':-..}F H':: EnaCba C3
A ) )

Q0.
Spremenljivko &t zamenjamo z desno stranjo enacbe 25, ki velja za QSS-model, da

pridemo do naslednjega:
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TSN - U ﬂ—cﬁl}iﬂ i

dc, MY Gt kuads G| et e Gt 4 ey n S
gt 1+ L H
(Ko + Co (02}
Enacba C4
5 G or _
Ce privzamemo, da je koncentracija celotnega receptorja konstantna (~ ¢ ~ = ) oziroma je

absolutna vrednost njenega diferenciala veliko manjSa od njene vrednosti:
o |EE o
Rope ® Epoe i) 2 Iﬁ;—;p'l Enacba C5
7 1 3 -

lahko zanemarimo &t v enacbi C4 in dobimo enacbo 48.

7.4 Priloga C

Tabela X: Rezultati prilaganja modelov (TMDD, QE, QSS, MM) eksperimentalnim podatkom, ki smo jih dobili
pri 1. nacinu vzorcenja pri aplikaciji odmerka 100 IU/kg. Parametri imajo navedene osnovne vrednosti (OV) in
izracunane relativne napake ocen parametrov. V oklepajih smo podali koeficient variacije ocen parametrov.
Navedene so tudi vrednosti objektivne funkcije (O ) in Bayesov informacijski kriterij (BIC).

Parameter ov TMDD QE QSS MM

OnLL / 37,2 36,4 36,6 36,7

BIC / 99 95 96 96

Ko 0,2256 [1/h] ~0,19 (>100) ~0,02 (>100) 0,22 (>100) —0,11 (>100)
v, 0,05694 [L] 0,16 (28) 0,15 (75) 0,14 (>100) 0,23 (34)
Kaeg 0,1133 [1/h] —0,08 (>100) 1,01 (>100) 20,25 (>100) 0,88 (>100)
Kint 0,8228 [1/h] 0,22 (>100) 0,63 (>100) ~0,84 (>100) 0,12 (>100)
Ki2 0,2092 [1/h] —0,24 (84) ~0,16 (>100) ~0,33 (>100) ~0,14 (>100)
Ka 0,1721 [1/h] —0,09 (>100) 0,13 (>100) 0,13 (33) 0,06 (40)

R, 0,0632 [nmol/L] 0,03 (14) ~0,31 (>100) 0,17 (>100) ~0,46 (>100)
K, 0,1146 [nmol/L] 0,02 (>100) 20,34 (>100) / /

Ko Kn 0,18726 [nmol/L] | 0,16 (>100) / 0,15 (>100) ~0,07 (>100)
Kon 11,32 [L/nmol*1/h] | —0,15 (>100) / / /

Kot 1,297 [1/h] —0,18 (>100) / / /

SDgope 0,06 0,30 (21) 0,20 (21) 0,21 (21) 0,25 (21)

/ — parameter ni izvedljiv oziroma ni izracunljiv.
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Tabela XI: Rezultati prilaganja modelov (TMDD, QE, QSS, MM) eksperimentalnim podatkom, ki smo jih dobili
pri 1. nacinu vzorcenja pri aplikaciji odmerka 1350 1U/kg. Parametri imajo navedene osnovne vrednosti (OV) in
izratunane relativne napake ocen parametrov. V oklepajih smo podali koeficient variacije ocen parametrov.
Navedene so tudi vrednosti objektivne funkcije (Onp L) in Bayesov informacijski kriterij (BIC).

Parameter ov TMDD QE QSS MM

OniL / 62,4 62,4 62,3 62,8

BIC / 150 147 147 148

Ke 0,2256 [1/h] —0,05 (>100) 0,03 (25) —0,04 (22) —0,07 (24)
v, 0,05694 [L] —0,02 (>100) 0,06 (12) ~0,04 (17) 0,03 (10)
Kaeg 0,1133 [1/h] 0,47 (>100) —0,27 (>100) 0,10 (>100) 0,42 (18)
Kint 0,8228 [1/h] 0,12 (>100) ~0,59 (>100) 0,62 (>100) ~0,13 (>100)
K12 0,2092 [1/h] 0,02 (23) 0,09 (21) 0,05 (18) ~0,11(18)
Ka1 0,1721 [1/h] 0,10 (57) 0,01 (29) 0,09 (24) ~0,15 (29)
R, 0,0632 [nmol/L] 0,46 (>100) 1,01 (>100) 1,14 (>100) 0,21 (>100)
Kp 0,1146 [nmol/L] —0,01 (>100) —0,13 (>100) / /

Ko Km 0,18726 [nmol/L] | 0,20 (>100) / 1,42 (66) 20,21 (39)
Kon 11,32 [L/nmol*1/h] | 0,27 (>100) / / /

Kot 1,297 [1/h] ~0,28 (>100) / / /

SD g1ope 0,06 0,08 (21) 0,08 (20) 0,07 (20) 0,08 (20)

/ — parameter ni izvedljiv oziroma ni izracunljiv.

Tabela XII: Rezultati prilaganja modelov (TMDD, QE, QSS, MM) eksperimentalnim podatkom, ki smo jih dobili
pri 2. nadinu vzorcenja pri aplikaciji odmerka 100 IU/kg. Parametri imajo navedene osnovne vrednosti (OV) in
izracunane relativne napake ocen parametrov. V oklepajih smo podali koeficient variacije ocen parametrov.
Navedene so tudi vrednosti objektivne funkcije (O ) in Bayesov informacijski kriterij (BIC).

Parameter ov TMDD QE QSS MM

Ot / 2.8 42,3 43,3 0.4

BIC / 110 107 109 107

Kq 0,2256 [1/h] 0,08 (>100) 0,37 (8) —-0,03 (>100) —-0,53 (>100)
v, 0,05694 [L] 0,07 (12) —0,02 (43) —0,03 (>100) 0,08 (7)

Kaeg 0,1133 [1/h] 0,14 (>100) 0,27 (>100) 0,43 (>100) 1,82 (>100)
Kint 0,8228 [1/h] 0,78 (>100) 0,86 (>100) 20,12 (>100) 1,40 (>100)
kq, 0,2092 [1/h] 0,10 (53) 0,08 (>100) 0,16 (>100) 0,23 (>100)
Ka 0,1721 [1/h] 0,09 (>100) 0,25 (>100) 0,06 (>100) —0,04 (>100)
R, 0,0632 [nmol/L] 0,18 (>100) ~0,24 (>100) 0,15 (>100) 0,07 (>100)
K, 0,1146 [nmol/L] 1,27 (>100) 20,46 (>100) / /

K, K 0,18726 [nmol/L] 1,77 (>100) / —-0,11 (>100) 0,50 (>100)
Kon 11,32 [L/nmol*1/h] | —0,50 (>100) / / /

Koir 1,297 [1/h] 0,14 (>100) / / /

SDgiope 0,06 0,05 (21) 0,02 (20) 0,08 (21) 0,00 (20)

/ — parameter ni izvedljiv oziroma ni izrac¢unljiv.
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Tabela XIII: Rezultati prilaganja modelov (TMDD, QE, QSS, MM) eksperimentalnim podatkom, ki smo jih dobili
pri 2. nacinu vzorcenja pri aplikaciji odmerka 1350 1U/kg. Parametri imajo navedene osnovne vrednosti (OV) in
izratunane relativne napake ocen parametrov. V oklepajih smo podali koeficient variacije ocen parametrov.
Navedene so tudi vrednosti objektivne funkcije (Onp L) in Bayesov informacijski kriterij (BIC).

Parameter ov TMDD QE QSS MM

OniL / 76,2 76,2 76,4 72,6

BIC / 177 175 175 168

Ke 0,2256 [1/h] ~0,10 (>100) ~0,12 (>100) 0,02 (63) 0,42 (83)
v, 0,05694 [L] ~0,04 (>100) ~0,05 (>100) ~0,05 (>100) —0,11 (6)
Kaeg 0,1133 [1/h] 0,77 (>100) 0,26 (>100) —0,21 (>100) ~0,59 (18)
Kint 0,8228 [1/h] —0,87 (>100) 0,74 (>100) 1,23 (>100) 3,96 (>100)
K12 0,2092 [1/h] 0,07 (70) 0,08 (55) 0,03 (46) 0,07 (35)
Ka1 0,1721 [1/h] 0,21 (57) 20,23 (>100) 0,12 (62) ~0,43 37)
R, 0,0632 [nmol/L] 0,57 (>100) 1,48 (>100) 0,86 (>100) 14,77 (34)
Kp 0,1146 [nmol/L] —0,98 (>100) 0,13 (>100) / /

Ko Km 0,18726 [nmol/L] | —0,97 (>100) / 20,93 (>100) 4,53 (>100)
Kon 11,32 [L/nmol*1/h] | 2,11 (>100) / / /

Koir 1,297 [1/h] —0,93 (>100) / / /

SD g1ope 0,06 —0,24 (20) —0,24 (20) 0,22 (20) 0,44 (20)

/ — parameter ni izvedljiv oziroma ni izracunljiv.

7.5 Priloga D

Razviti farmakokineti¢ni/farmakodinami¢ni model v programu ADAPT 5:

Subroutine SYMBOL
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

cC
Cmmmmm C
C Enter as Indicated C
C————C—mmmmm C

NDEgs = 192 ! Enter # of Diff. Egs.

! NDega = Neg*NdelTp2*2*NdelTrbc

NSParam = 16 ! Enter # of System Parameters.

NVparam = O ! Enter # of Variance Parameters.

NSecPar = 2 ! Enter # of Secondary Parameters.

NSecOut = 0 ! Enter # of Secondary Outputs (not used).

Iegsol = 1 ! Model type: 1 - DIFFEQ, 2 - AMAT, 3 - OUTPUT only.

Descr = ' Insert Model File Description '
cc
Cmmmmm C
C Enter Symbol for Each System Parameter (eg. Psym(l)='Kel') C
C————Cmmmmmm C

Psym(l)="Kel'
Psym(2)="Vp'

Psym(3)="Kss'
Psym(4)="Kdeg'
Psym(5)="Kint'
Psym (6)="Kpt'
Psym(7)="Ktp"
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Enter Symbol for Each Variance Parameter {eg:

Enter Symbol for Each Secondary Parameter {eg:
O c

Psym(8)="Tpl"'
Psym (9)="Tp2"
Psym (10)="Trbc'
Psym(11)="NrbcO"'
Psym(12)="Smax"'
Psym(13)="SC50"
Psym(14)="IC50"
Psym(15)="MCHO'
Psym(16)="Rtot0"

PSsym(1l)="Ksyn'
PSsym(2)="Kin'

Return
End

Subroutine DIFFEQ (T, X,XP)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 T, X (MaxNDE) ,XP (MaxNDE)

Real*8 Kel,Vp,Kss,Kdeg,Kint,Kpt,Ktp
Real*8 Ksyn
Real*8 Tpl,Tp2,Trbc,Kin, Smax, SC50, IC50,MCHO

Integer i,3j,k,Neq

Integer NdelTpl,NdelTp2,NdelTrbc

Parameter (NdelTpl=12,NdelTp2=12,NdelTrbc=2,Neg=4)
Real*8 NrbcO,Rtot0

Real*8 Ctot (0:NdelTpl,0:NdelTp2,0:NdelTrbc)
Real*8 dCtotdt (0:NdelTpl,0:NdelTp2,0:NdelTrbc)
Real*8 At (0:NdelTpl, 0:NdelTp2,0:NdelTrbc)
Real*8 dAtdt (0:NdelTpl,0:NdelTp2, 0:NdelTrbc)
Real*8 Rtot (0:NdelTpl,0:NdelTp2,0:NdelTrbc)
Real*8 dRtotdt (0:NdelTpl,0:NdelTp2,0:NdelTrbc)
Real*8 Nrbc (0:NdelTpl,0:NdelTp2,0:NdelTrbc)
Real*8 dNrbcdt (0:NdelTpl, 0:NdelTp2,0:NdelTrbc)

Real*8 Cp(0:NdelTpl, 0:NdelTp2,0:NdelTrbc)
Real*8 RC(0:NdelTpl, 0:NdelTp2,0:NdelTrbc)

Neqg = numbers of diff. equations in one period

NdelTpl = numbers of Tpl delays
NdelTp2 = numbers of Tp2 delays
NdelTrbc = numbers of Trbc delays

Ctot = total concentration of the EPO in plasma [nmol/L]
At = amount of the EPO in tissue [nmol]
Rtot = total concentration of receptors (EPOR) [nmol/L]
Nrbc = number of RBC in plasma [10E4/mikrolL]

(razlika med Nrbc in NrbcO oziroma bazno linijo)

dCtotdt = derivativie of Cp
dAtdt = derivativie of At
dRtotdt = derivativie of Rtot
dNrbcdt = derivativie of Nrbc
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Cp = concentration of free EPO in plasma [nmol/L]
RC = concentration of bound receptors (EPO-EPOR) [nmol/L]

Odmerek je vkljucen kot zacetna vrednost Ctot prostora!
Odmerek pretvori v nmole in s pomoc¢jo Vp izracunaj CtotO!
Enote zadetne vrednosti Ctot so [nmol/L].

Stimulacija: S(t)= (1+(Smax*RC(t))/ (SC50+RC(t)))
Inhibicija: I(t)= (1-(Imax*Hb(t))/(IC50+Hb(t)))

Smax; maximalna stimulacija
SC50; koncenracija RC pri kateri je dosezena 1/2 max stimulacije
Imax=1; maximalna inhibicija;
IC50; koncenracija Hb pri kateri je dosezena 1/2 max inhibicije
MCHO; koncentracija hemoglobina v celici [pg/celico]
Predpostavimo,da je konc. MCHO konstantna
Rtot0 = ZacCetna koncentracija prostega receptorja(EPOR) - bazna linija!!

Hb; koncentracija hemoglobina [g/dL]
Hb (t) = MCHO*Nrbc (t)/1000.0

Nrbc0O;zacetno stevilo eritrocitov v krvi - bazna linija!!
Predpostavimo,da je bazna linija konstantna
enote: [10E4/mikroL]

ON NN NN OO NN N NN NN NN NN NONONONONONONONY!

C
C———m C
C Enter Differential Equations Below {e.g XP(1l) = =P (1)*X (1) } C
Cmmmm O mm C

Kel=P (1) ! enote: [1/h]

Vp=P (2) ! enote: [L]

Kss=P (3) ! enote: [nmol/L]

Kdeg=P (4) ! enote: [1/h]

Kint=P(5) ! enote: [1/h]

Kpt=P (6) ! enote: [1/h]

Ktp=P (7) ! enote: [1/h]

Tpl=P (8) ! enote: [h]

Tp2=P (9) ! enote: [h]

Trbc=P(10) ! enote: [h]

Nrbc0=P (11)! enote: [10E4/mikrol]

Smax=P(12) ! brez enot

SC50=P(13) ! glede na konc. RC; enote: [nmol/L]

IC50=P(14) ! Glede na konc. Hb; enote: [g/dL]

MCHO=P (15) ! enote: [pg/cell]

Rtot0=P(16)! enote: [nmol/L]

Ksyn=Rtot0*Kdeg ! enote: [nmol/(L*h)]

'Ksyn; konstanta sinteze receptorjev (EPOR) - sekundarni parameter

Kin=Nrbc0/Trbc ! enote: [10E4/ (mikroL*h)]

'Kin; nicti red nastanka RET - sekundarni parameter

"Zadnje" prostore fiksiramo na 0 oz. na zacetne vrednosti!
Tako potrebujemo manj diferencialnih enacb!

QOO

Do j=0,NdelTp2
Do i=0,NdelTpl
Ctot (i,3,NdelTrbc)=0.0D0
At (i,3,NdelTrbc)=0.0DO0
Rtot (i, j,NdelTrbc)=Rtot0
Nrbc (i, j,NdelTrbc)=0.0D0
EndDo

EndDo

Do k=0,NdelTrbc
Do i=0,NdelTpl
Ctot (i,NdelTp2,k)=0.0D0
At (i,NdelTp2,k)=0.0D0
Rtot (i,NdelTp2, k)=Rtot0
Nrbc (i, NdelTp2, k)=0.0D0
EndDo

EndDo

Do k=0,NdelTrbc
Do j=0,NdelTp2
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Ctot (NdelTpl, j, k)=0.0D0
At (NdelTpl,j, k)=0.0DO
Rtot (NdelTpl, j, k)=Rtot0
Nrbc (NdelTpl, j, k)=0.0D0

EndDo
EndDo
C
C Pri vsakem ¢asu doloc¢imo vrednost prostorov Ctot(i,Jj, k),
C At (i,j, k), Rtot(i,j, k), Nrbc(i,]j, k)
C
C !POZOR!: Zato,ker nekaterih elementov i-te demenzije ne potrebujemo, sem
C tiste, ki potrebujemo doloc¢il s pogojem: i=j-1 ali i=j
c Tako se stevilo differencialnih enacb zmanjsa za faktor: 2/NdelTpl
C
Do k=0,NdelTrbc-1
Do j=0,NdelTp2-1
Do 1i=0,NdelTpl-1
IF(i+1.EQ.j .OR. i.EQ.j) THEN
IF(t.LT. i*Tpl+j*Tp2+k*Trbc) THEN
Ctot(i,3,k)=0.0D0
At(i,j,k) =0.0DO
Rtot (i, 7, k)=Rtot0
Nrbc(i,j, k)= 0.0D0O
ELSE
Ctot(i,]J,k) =X (1l+j*Neg+(j-1i)*Neg*NdelTp2+k*Neg*NdelTp2*2)
At (i,3,k) =X(2+j*Neg+(j-1) *Neg*NdelTp2+k*Neg*NdelTp2*2)
Rtot (i,]J,k) =X(3+j*Neg+ (j-1i)*Neg*NdelTp2+
S k*Neg*NdelTp2*2) +Rtot0
Nrbc (i, j, k)=X(4+j*Neg+ (j-1i) *Neg*NdelTp2+
S k*Neqg*NdelTp2*2)
ENDIF
ENDIF
ENDDO
ENDDO
ENDDO
C
C Za vse Cp(i,j, k) in CR(i,j,k) z eksplicitno enac¢bo dolo¢imo vrednost
C
Do k=0,NdelTrbc
Do j=0,NdelTp2
Do i=0,NdelTpl
IF(i+1.EQ.j .OR. i.EQ.j) THEN
IF(t.LT. i*Tpl+j*Tp2+k*Trbc) THEN
Cp(i,j,k)=0.0D0
RC(i,3,k)=0.0D0
ELSE
Cp(i,j,k)=(Ctot(i,]j, k)-Rtot(i,]j,k)-Kss+SQRT (
$ (Ctot (i,3,k)-Rtot(i,j,k)-Kss)**2+4*Ctot (1,7, k) *Kss)) /2
!Cp = Prosta udinkovina v centralnem prostoru [nmol/L]
RC(i,Jj, k)= Rtot(i,j,k)*Cp(i,]J,k)/ (Kss+Cp(i,]J, k))
IRC=X (4+n*6) =konc. kompleksa UC-RE na enoto TT [nmol/L]
ENDIF
ENDIF
ENDDO
ENDDO
ENDDO
C
C Pri vsakem ¢asu doloc¢imo vrednost odvodov prostorov Ctot(i,j, k),
C At (i,j,k), Rtot(i,j, k), Nrbc(i,7, k)
C
C

Do k=0,NdelTrbc-1
Do j=0,NdelTp2-1
Do i=0,NdelTpl-1
IF(i+1.EQ.J .OR. i.EQ.j) THEN
IF(t.LT. i*Tpl+j*Tp2+k*Trbc) THEN
dCtotdt (i,j,k) =0.0D0O
dAtdt (i,3,k) =0.0D0
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QO

dRtotdt (i,j,k) =0.0D0
dNrbedt (i,5,k) =0.0D0
ELSE

dCtotdt (i,]j,k)=-Kint*RC (i, Jj, k) - (Kel+Kpt)*Cp (i, ], k)
S +Ktp/Vp*At (i, 7, k)
ICtot=X(1+n*4)=konc. celotne ucinkovine na enoto TT [nmol/L]

dAtdt (i, 3, k)=Kpt*Vp*Cp (i,], k) -Ktp*At(i,J, k)
!At=X(2+n*4)=ucinkovina v stranskem prostoru na enoto TT [nmol]

dRtotdt (i, 7, k)= Ksyn-Kdeg*Rtot (i, 7, k) -Kint*RC (i, 7, k)

S +Kdeg*RC (i, J, k)
!Rtot=X(3+n*4)=konc. celotnega receptorja na enoto TT [nmol/L]

dNrbcdt (i, 3, k)=Kin* (1+ (Smax*RC (i, j+1,k)/ (SC50+

$ RC(i,3+1,k))))* (1+(Smax*RC(i+1,3j+1,k)/ (SC50+
S RC(i+1,3+1,k))))* (1-(MCHO*Nrbc (i+1l,3j+1,k)/ (IC50
S *1000+MCHO*ABS (Nrbc (i+1,3+1,k)))))-Kin* (1+ (Smax*
s RC(i,3+1,k+1)/(SC50+RC (i, +1,k+1))))* (1+
$ (Smax*RC (i+1,j+1,k+1)/ (SC50+RC (i+1,J+1,k+1))))*
$ (1- (MCHO*Nrbc (i+1,3j+1,k+1)/ (IC50*
S 1000+MCHO*ABS (Nrbc (i+1,3+1,k+1)))))
INrbc=X (4+n*4)=stevilo eritrocitov v krvi [10E4cell/mikrol]
ENDIF
ENDIF
ENDDO
ENDDO
ENDDO

Pri vsakem ¢asu dolo¢imo vrednost odvodov vseh prostorov X
(torej doloc¢imo vse XP) iz vrednosti dCtotdt (i, ], k),
dAtdt (i,3,k), dRtotdt(i,j,k), in dNrbecdt(i,]j, k) pri danem casu!

Do k=0,NdelTrbc-1
Do j=0,NdelTp2-1
Do i=0,NdelTpl-1
IF(i+1.EQ.J .OR. i.EQ.j) THEN
XP (1+j*Neg+ (j-1i) *Neg*NdelTp2+k*Neg*NdelTp2*2)

S = dCtotdt(i,j, k)
XP (2+j*Neg+ (j-1) *Neg*NdelTp2+k*Neg*NdelTp2*2)
S = dAtdt(i,j, k)
XP (3+j*Neg+ (j-1i) *Neg*NdelTp2+k*Neg*NdelTp2*2)
S = dRtotdt (i, ], k)
XP (4+3*Neg+ (j-1) *Neg*NdelTp2+k*Neg*NdelTp2*2)
S = dNrbcdt (i, j, k)
ENDIF
ENDDO
ENDDO
ENDDO
____________________________________________________________________ C
____________________________________________________________________ C
Return
End

CHE##HAHHHHHAAHH R AAFH IR EAH IR EFH I AF AR FH A F AR EH RS HEHHC

Subroutine OUTPUT (Y, T, X)
Implicit None

Include 'globals.inc'
Include 'model.inc'

Real*8 Y (MaxNOE), T, X (MaxNDE)
Real*8 RC(0:4),Cp(0:4)
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Za kinetiko prihajanja celic v prostor Nrbc potrebujemo izracun
spremenljivk: Cp(i,j,k) = Cp(0), Cp(i+l,j+1,k) = Cp(l),
Cp(i,j+1,k) = Cp(l), Cp(i+l,j+1,k+1) = Cp(3),Cp(i,j+1,k+l) = Cp(4)

Za kinetiko zapuSc¢anja celic iz prostora Nrbc pa potrebujemo izracun
Spremenljivk: RC(i,j,k) = RC(0),RC(i+1,3+1,k) = RC(1),
RC(i,3+1,k) = RC(1l), RC(i+1,3+1,k+1) = RC(3), RC(i,Jj+1,k+1) = RC(4)

Cp (0)=(X(1)=(X(3)+P(16)) =P (3) +SORT ( (X (1) = (X (3)+P(16))-P(3))**2
$ +4*X (1) *P(3))) /2.0
RC(0)=(X(3)+P(16))*Cp(0) /(P (3)+Cp(0))

If (¢t .LT. 118.32) then

Cp(l) =0
RC(1) =0
else
Cp (1) =(X(5)—-(X(7)+P(16))-P(3)+SQRT ((X(5) - (X(7)+P(16))
S —-P(3))**2+4*X (5)*P(3))) /2.0
RC(1) = (X(7)+P(16))*Cp(1)/(P(3)+Cp (1))
endif
If (¢t .LT. 75.35) then
Cp(2) =0
RC(2) =0
else
Cp(2) =(X(53)-(X(55)+P(16))-P(3)+SORT ( (X (53)-(X(55)+P(16))
S -P(3))**2+4*X (53)*P(3))) /2.0
RC(2) = (X(55)+P(16))*Cp(2)/(P(3)+Cp(2))
endif
If (t .LT. 1558.32) then
Cp(3) =0
RC(3) =0
else
Cp(3) =(X(101)-(X(103)+P(16))-P(3)+SQORT ((X(101)-(X(103)
S +P(16)) =P (3))**2+4*X (101)*P(3))) /2.0
RC(3) = (X(103)+P(16))*Cp(3)/(P(3)+Cp(3))
endif
If (¢t .LT. 1515.35) then
Cp(4) =0
RC(4) =0
else
Cp(4) =(X(149)-(X(151)+P(16))-P(3)+SQORT ((X(149)-(X(151)
$ +P(16)) =P (3))**2+4*X (149)*P(3))) /2.0
RC(4) = (X(151)+P(16))*Cp(4)/(P(3)+Cp(4))
endif

Y(1) = X(1)*4864
! Koncentracija celotne uc¢inkovine Ctot [mIU/mL].

Y (2) = RC(0)
! Koncentracija kompleksa ucinkovine in receptorja [nmol/L].

Y(3) =(X(1)-(X(3)+P(16))-P(3)+SQORT ((X(1)-(X(3)+P(16))-P(3))**2
S +4*X (1) *P(3)))*4864/2.0
! Koncentracija proste uc¢inkovine Cp [mIU/mL].

Y (4) = X(3)+P(16)
! Prostor Rtot(t) [nmol/L]. Dodana je bazna linija.
! (P(16) = RtotO).

Y(5) = X(4)+P(11)
! Prostor Nrbc(t) [10E4/mikroL]. Dodana je bazna linija.
! (P(11l) = NrbcO)

Y(6) = (1+(P(12)*RC(1)/(P(13)+RC(1)))

1)))) *(1+(P(12)*RC(2)/
(P(13)+RC(2))))* (1-(P(15)*X(8) /(P (

S 14)*1000
$ +ABS (P (15) *X(8)))))
! Kinetika prihajanja celic v prostor Nrbc(t). [brez enot]
Y(7) = (1+(P(12)*RC(3)/(P(13)+RC(3))))* (1+(P(12)*RC(4)/
$ (P(13)+RC(4))))*(1-(P(15)*X(104)/(P(14)*1000+ABS (P (15)
$ *X(104)))))
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! Kinetika zapuscanja celic iz prostora Nrbc(t). [brez enot]
c--—-—————"——-"-""""""""""""—— =~~~ ——————— C
c--—-—————-"-"-"""""""""""""""—""—"—"—"—"—" ="~~~ ————————— C
C

Return
End

CHE##t#FHHHHAAHHHHHAAFH IR HEHH IR HAH I EAF AR AH AR A F AR RF R ERHHC

Subroutine SPARAM (PS,P,IC)
Implicit None

Include 'globals.inc'

Real*8 PS (MaxNSECP), P (MaxNSP+MaxNDE), IC(MaxNDE)

CC
Cm— C
C Enter Equations Defining Secondary Paramters C
C { e.qg. PS(1l) = P(1l)*P(2) } C
C-——--C——————— = C
PS(1)=P(16)*P(4)
PS(2)=P(11)/P(10)
C
C——m C
C—m C
C
Return
End

81



	1 UVOD
	1.1 Farmakokinetika
	1.1.1 Linearna in nelinearna farmakokinetika
	1.1.2 Farmakokinetika bioloških učinkovin

	1.2 Model tarčno posredovane farmakokinetike
	1.3 Aproksimacije modela tarčno posredovane farmakokinetike
	1.3.1 Model z aproksimacijo ravnotežnega stanja vezave
	1.3.2 Model z aproksimacijo stacionarnega stanja vezave
	1.3.3 Model z Michaelis-Mentenovo aproksimacijo

	1.4 Eritropoetin
	1.5 Farmakokinetični/farmakodinamični (PK/PD) modeli
	1.5.1 Model posrednega odgovora življenjske dobe


	2 NAMEN DELA
	3 METODE
	3.1 Programska oprema 
	3.2 Razvoj modelov v programskem okolju ADAPT 5
	3.3 Simulacije in primerjava odzivov uporabljenih PK modelov
	3.3.1 Veljavnost predpostavke QE- in QSS-modela
	3.3.2 Veljavnost predpostavke MM-modela

	3.4 Ocenjevanje parametrov TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela
	3.5 Simulacija verižnega PD modela za rekombinantni humani eritropoetin

	4 REZULTATI IN RAZPRAVA
	4.1 Simulacije in primerjava odzivov uporabljenih PK modelov
	4.2 Ocenjevanje parametrov TMDD-, QE-, QSS- in MM-modela
	4.3 Simulacija verižnega PD modela za rekombinantni humani eritropoetin

	5 SKLEPI
	6 LITERATURA
	7 PRILOGE
	7.1 Priloga A
	7.2 Priloga B
	7.3 Priloga C
	7.4 Priloga Č
	7.5 Priloga D


