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POVZETEK

Bisoprolol je selektivni zaviralec fi-adrenergic¢nih receptorjev in se zelo pogosto uporablja
za zdravljenje bolnikov s kroni¢nim sistolicnim srénim popus¢anjem. Klju¢nega pomena
pri zmanjSevanju simptomov in znakov sr¢nega popuscanja je, da za vsakega bolnika

izberemo primerno zdravilo oziroma kombinacijo zdravil ter dolo¢imo ustrezen odmerek.

Namen diplomske naloge je bil razviti populacijski farmakokineti¢ni model za bolnike s
kroni¢nim srénim popuscanjem, ki bi bil v pomo¢ pri ustreznem odmerjanju bisoprolola. V
Studijo smo vkljucili 46 bolnikov z znanim kroni¢nim srénim popuscCanjem, katerih
zdravljenje so vodili v kardioloski ambulanti v bolni$nici Golnik, na Klini¢nem oddelku za
pljucne bolezni in alergijo. Bolnikom smo izmerili plazemske koncentracije bisoprolola v
stanju dinami¢nega ravnovesja s teko¢insko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno
spektrometrijo (LC-MS/MS). Plazemske vzorce smo predhodno ekstrahirali na trdnem
nosilcu meSanega tipa. Rezultate analizne metode smo delno validirali po smernicah
Ameriske agencije za hrano in zdravila. Metoda je bila linearna v obmoc¢ju 0,85-127

ng/ml, to¢na (97,7-99,5 %) in ponovljiva s koeficientom variacije 1,3-6,3 %.

Podatke, ki smo jih pridobili na obeh obiskih, ter izracunane koncentracije bisoprolola v
plazemskih vzorcih bolnikov smo analizirali s programom NONMEM z uporabo metode
nelinearnih modelov meSanih uc¢inkov. Za osnovni strukturni model smo izbrali
enoprostorski model, definiran s konstanto absorpcije, o€istkom in volumnom porazdelitve
bisoprolola. Srednja vrednost konstante absorpcije (relativna standardna napaka) je v
osnovnem modelu 2,18 h™' (19,3 %), ogistka 10,2 /h (5,47 %) in volumna porazdelitve
bisoprolola 230 1 (4,56 %). Ocena vpliva interindividualnih variabilnosti ter variabilnosti
med obiski na konstanto absorpcije znasa 69,3 % (75,9 %) in 64,4 % (71,7 %), na ocCistek
32,9 % (29,1 %) in 24,8 % (34,8 %) ter na volumen porazdelitve 17,3 % (23,0 %) in 13,6
% (46,9 %). Izmerjene plazemske koncentracije bisoprolola ter pridobljene lastnosti
bolnikov, vklju€enih v Studijo, pa so na voljo za nadaljnji razvoj modela s postopnim

vkljuevanjem posameznih so¢asnih spremenljivk.

Kljucne besede: bisoprolol, kroni¢no sréno popuscanje, plazemske koncentracije,

populacijska farmakokinetika.
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ABSTRACT

Bisoprolol is a highly selective antagonist of f1 adrenoceptors that has been widely used in
patients with chronic systolic heart failure. In order to relieve symptoms and signs an
appropriate drug or their combination and optimal dose for each individual patient have to

be chosen.

The aim of this paper was to develop population pharmacokinetic model for the design of
dosage regiments of bisoprolol for patients suffering from chronic heart failure. 46 patients
diagnosed with heart failure, treated in cardiology clinic in Golnik Hospital, University
Clinic of Pulmonary and Allergic Diseases Golnik, were included in the study. The plasma
levels of bisoprolol were determined using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), after preparation of plasma samples by solid phase extraction
with a mixed-mode adsorbent. The results of analytical method were partially validated
according to the recommendations by the United States Food and Drug Administration.
Calibration curve was linear ranged from 0.85 to 127 ng/mL, the method precision did not

exceed 6.3 % and accuracy ranged from 97.7 % to 99.5 %.

The population pharmacokinetic model was based on patient data from two visits using
non-linear mixed-effect modeling (NONMEM) software. The basic structural model was a
one-compartment model, defined by absorption rate constant, clearance and volume of
distribution of bisoprolol. The mean value of absorption rate constant (relative standard
error) is 2.18 h™' (19.3 %), clearance 10.2 I/h (5.47 %) and volume of distribution 230 1
(4.56 %). Interindividual variability and variability between visits for absorption rate
constant is 69.3 % (75.9 %) and 64.4 % (71.7 %), clearance 32.9 % (29.1 %) and 24.8 %
(34.8 %) and for volume of distribution 17.3 % (23.0 %) and 13.6 % (46.9 %),
respectively. The results, plasma concentrations of bisoprolol and patients characteristics
are available for further investigation and can be used to identify predictive covariates in a

target population.

Keywords: bisoprolol, chronic heart failure, plasma concentrations, population

pharmacokinetics modelling
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SEZNAM OKRAJSAV

SEZNAM OKRAJSAV

ACE
ACE-inhibitor

ACN
AF
ARB
ATC
AUC
BB
CIBIS
CIBIS-ELD
Clcc
ClmMDRD4
Crnax
CRT-D

CRT-P
Cv
ESC
FDA
FSU
H-ISDN

HPLC

ICD

v

IS
KAH2OD 5

KAH3 ODS5

LC-MS/MS
LLOQ

angiotenzin-konvertaza (angiotensin-converting enzyme)

zaviralec encima angiotenzin-konvertaze (angiotensin-converting enzyme
inhibitor)

acetonitril

atrijska fibrilacija

zaviralec angiotenzinskih receptorjev (angiotensin receptor blocker)
anatomsko-terapevtsko-kemicna klasifikacija zdravil

bioloSka uporabnost

zaviralec adrenergicnih receptorjev beta (beta-blocker)

Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study

Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study in Elderly

ocistek kreatinina za oceno glomerulne fitracije (Cockroft- Gault)
ocistek kreatinina za oceno glomerulne fitracije (po MDRD enacbi)
maksimalna koncentracija v plazmi

zdravljenje z resinhronizacijskim srénim spodbujevalnikom s funkcijo
defibrilatorja
zdravljenje z resinhronizacijskim srénim spodbujevalnikom

koeficient variacije

Evropsko zdruzenje za kardiologijo (European Society of Cardiology)
Ameriska agencija za hrano in zdravila (Food and Drug Administration)
frekvenca srénega utripa

kombinacija hidralazina in izosorbid dinitrata (hydralazine and isosorbide
dinitrate)

tekoCinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (high-performance liquid
chromatography)

implantirani kardioverter/defibrilator
interindividualna variabilnost
interni standard

bolniki imajo postavljeno diagnozo kaheksije in izpolnjujejo dva od petih
kriterijev za kaheksijo

bolniki imajo postavljeno diagnozo kaheksije in izpolnjujejo tri od petih
kriterijev za kaheksijo

tekocCinska kromatografija, sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo

spodnja meja dolocljivosti (lower limit of quantification)
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LVAD
LVEF
m/z
MF
MRA

MRM
MS
NYHA
PopFK

SPE
SR
™
tmax
vV

v/v

mehanska podpora levega prekata

iztisni delez levega prekata (left ventricular ejection fraction)
razmerje med maso in nabojem

mobilna faza

antagonist mineralokortikoidnih receptorjev (mineralocorticoid receptor
antagonist)

multirezidualna analiza (multiple reaction monitoring)
masni spektrometer

New York Heart Association

populacijska farmakokinetika

kvadrupol ali masni filter

kontrolni vzorec (quality control)

kontrolni vzorec pri visoki koncentraciji

kontrolni vzorec pri nizki koncentraciji

kontrolni vzorec pri srednji koncentraciji

razprSenost QT intervalov oz. razlika med maksimalnim in minimalnim QT
intervalom (QT dispersion)

determinacijski koeficient

obrati na minuto (revolutions per minute)

relativna standardna napaka

koncentracija serumskega kreatinina

standardna napaka

sré¢no popuscanje

ekstrakcija na trdnem nosilcu (solid phase extraction)
sinusni ritem

telesna teza

Cas, pri katerem je dosezena maksimalna koncentracija v plazmi
telesna viSina

volumski odstotek

IX
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1UvoD

Delez bolnikov s srénim popuscanjem (SP) dramaticno nara$€a z narasc¢ajoco starostjo
populacije in je pri moskih trikrat vecji kot pri Zenskah (1). V razvitih drzavah trpi za SP ze
priblizno 1-2 % odrasle populacije, pri starostnikih nad 70 let pa ta delez presega 10 %,
kar je povezano tudi z vse vi§jimi stroSki zaradi pogostih hospitalizacij (2). S
farmakoloSkim zdravljenjem Zelimo bolnikom v ¢im ve¢ji meri zmanjSati simptome SP in
pogostost poslabsanja bolezni ter jim tako olajsati in podaljsati zivljenje. Poleg tega, da za
vsakega bolnika izberemo primerno zdravilo oziroma kombinacijo zdravil, pa je klju¢nega
pomena tudi ustrezno odmerjanje. Le tako lahko doseZzemo plazemske koncentracije
zdravila, ki zagotavljajo ustrezno terapevtsko delovanje ter ¢im manj nezelenih u¢inkov, ki
bi obremenili bolnika in ga lahko odvrnili od nadaljnjega jemanja zdravila. V uvodnem
delu bomo predstavili smernice za zdravljenje SP ter farmakokineticne in
farmakodinamske lastnosti bisoprolola, za katerega bomo razvili populacijski

farmakokineti¢ni model pri bolnikih s kroni¢nim SP.

1.1 KRONICNO SRCNO POPUSCANJE

Kroni¢no SP wje bolezensko stanje, pri katerem okvarjeno srce ob normalnih polnilnih
tlakih ne zmore crpati dovolj krvi, da bi zadostilo presnovnim potrebam ostalih organov in
tkiv« (3). Vzroki za SP so lahko koronarna bolezen, hipertenzija, kardiomiopatija, bolezni
zaklopk, aritmije in ostali manj pogosti vzroki, ki so posledica slabSe oskrbe tkiv s kisikom
in zadrzevanja vode v telesu. Nekateri simptomi SP so dispneja ob naporu, paroksizmalna
noc¢na dispneja, ortopneja, utrujenost, zmanjsana telesna zmogljivost, otekanje gleznjev ter
no¢no uriniranje (2, 4). Vecina teh simptomov je nespecifi¢nih za SP in zato tezko lo¢imo
med SP in drugimi boleznimi. Tipi¢na za SP pa sta ortopneja in paroksizmalna no¢na
dispneja, ki pa se ne kazeta pri bolnikih z milejSo obliko bolezni (2). Najpomembne;jsi
znaki SP so bazalni poki nad pljuci, prekomerno polnjene vratne vene, tretji ton,
tahikardija, vtisljive otekline nog, hladni udi in periferna cianoza, povecana jetra in ascites

2, 3).

V preteklih randomiziranih klini¢nih Studijah in metaanalizah (8, 11, 14-30) so opredelili

stopnje SP obravnavanih pacientov po lestvici ameriSkega zdruzenja New York Heart
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Association (NYHA) (Preglednica I). Stopnje SP klasificiramo v §tiri razrede — glede na
simptome, ki kazejo na funkcionalno zmogljivost bolnikov (4).

Preglednica I: Opredelitev simptomov srénega popus¢anja po lestvici amerisSkega
zdruzenja New York Heart Assosiaction (NYHA) (3)

Brezomejitev telesne dejavnosti. Normalni telesni napori ne povzro¢ajo

NYHA razred | , s N . S
prekomerne utrujenosti ali tezavzdihanjem. V mirovanju ni tezav.

Blaga omejitevtelesne dejavnosti. Normalni telesni napori povzrocajo
prekomerno zadihanost in utrujenost. V mirovanju ni tezav.

NYHA razred Il

Pomembna omejitev telesne dejavnosti. Ze najmanijsi napori povzro&ajo

NYHA razred IlI , . . : . C
hitro utrujenostin prekomerno zadihanost. V mirovanju ni tezav.

Tezave zdihanjem se pojavijajo Ze vmirovanju in se okrepijo Ze pri

NYHA razred IV . . .
najman;jsih telesnih naporih.

1.2 SMERNICE ZA ZDRAVLIENJE KRONICNEGA SRCNEGA
POPUSCANJA

Cilji zdravljenja SP so usmerjeni v omejevanje simptomov in znakov, zmanjSevanje
pogostosti bolniSni¢ne oskrbe ter Stevilo prezgodnjih smrti bolnikov s SP. Pomembno za
uspesno zdravljenje je, da hkrati zdravimo simptome in vzroke SP, zaviramo prekomeren
nevrohormonski odgovor ter tako prepre¢imo sprozilne dejavnike, ki bi utegnili povzrociti
epizode akutnega poslabsanja. SP lahko zdravimo z nefarmakoloSkimi ukrepi (npr.
omejevanje vnosa soli, zmanjSanje telesne teze, vzdrZevanje telesne kondicije),
farmakolosko (z zdravili), pri napredovanih oblikah bolezni pa uporabljamo tudi invazivne

in kirurSke metode zdravljenja (2, 3).

Farmakoterapija SP sledi smernicam evropskega zdruzenja za kardiologijo (European
Society of Cardiology, ESC), ki za zdravljenje SP predlaga uporabo zaviralcev
angiotenzin-konvertaze (ACE-inhibitor), antagonistov angiotenzina Il (ARB), antagonistov
beta adrenergi¢nih receptorjev  (blokatorje beta ali BB) in antagonistov
mineralokortikoidnih receptorjev (MRA), ki pomembno vplivajo na potek bolezni ter
zmanjSajo umrljivost bolnikov s SP. Za lajSanje simptomov SP pa v smernicah navajajo Se
diuretike, organske nitrate in digitalis. V ve¢ kot polovici primerov SP gre za kroni¢no

sistoli¢éno SP. V nadaljevanju se bomo osredotocili na zdravljenje le-tega (Slika 1) (2, 3, 4).
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ACE-inhibitor = zaviralec encima angiotenzin-
konvertaze; ARB = zaviralec angiotenzinskih
receptorjev; BB = beta blokator; CRT-D =
zdravljenje z resinhronizacijskim srénim
spodbujevalnikom s funkcijo defibrilatorja; CRT-P
= zdravljenje z resinhronizacijskim srénim
spodbujevalnikom; FSU = frekvenca srénega
utripa; H-ISDN = kombinacija hidralazina in
izosorbid dinitrata; ICD = implantirani
kardioverter/defibrilator; LVAD = mehanska
podpora levega prekata; LVEF = iztisni delez
levega prekata; MRA = antagonist
mineralokortikoidnih receptorjev; NYHA = New
York Heart Association; QRS = QRS kompleks

! NYHA razred II-IV?

DIURETIK za laj$anje simptomov / znakov kongestije

LVEF < 35%?

*

Sinusni ritem in FSU = 70 utripov / min?

N

DODAMO ivabradin €

NYHA razred Il - IV in LVEF < 35%?

* o

Trajanje QRS = 120 ms?

N

CRT-P/CRT-Df

NYHA razred II-IV?

Uporabime digoxin "ali /in H - ISDN'

A

DODAMO MRA P-4

+

ACE inhibitor (ali ARB kot alternativa) b

DODAMO blokator receptorjev beta b

NYHA razred II-IV?

\’

Y

A\ 4

\ 4
Ni specificnega zdravljenja ©
Nadaljujemo s programom upravljanja bolezni

V zadnjem stanju bolezni razmislimo o LVAD in / ali transplantaciji

aUporaba za zmanjSevanje simptomov in znakov kongestije in ne vplivajo na Stevilo smrti in hospitalizacij.
b Uvajamo s postopno titracijo do maksimalnega priporocenega oziroma maksimalnega toleriranega odmerka.
¢Primerno za asimptomatske bolnike z LVEF < 35 % in prebolelim srénim infarktom.

d Ce pacient MRA ne tolerira, dodamo ARB.

¢ EMA zagovarja uporabo ivabradina za paciente s FSU = 75 utripov/min ali alternativa za BB, e je njegova uporaba

kontraindicirana oziroma ga pacient ne tolerira.

fIndikacija odvisna od srénega ritma, NYHA razreda, trajanja in oblike QRS, LVEF.

9 Se ne priporoCa za SP NYHA razreda IV.

" Digoksin se uporablja Ze prej za regulacijo utripa prekata pri bolnikih z atrijsko fibrilacijo — v kombinacijo z BB.

''Lahko se uporablja Ze prej za paciente, ki ne tolerirajo ACE inhibitorja ali ARB.

Slika 1: Moznosti zdravljenja bolnikov s kroni¢nim simptomatskim sistoli¢nim srénim
popus€anjem (NYHA razred I1-1V) (2)
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1.2.1 ZAVIRALCI ANGIOTENZIN-KONVERTAZE

Smernice kot prvo izbiro za zdravljenje sistolicnega SP z LVEF < 40 % priporocajo
zdravila iz skupine zaviralcev angiotenzin-konvertaze skupaj z antagonistom beta
inhibitorja zacnemo takoj po diagnozi SP ter da odmerke postopoma povecujemo do
najvisjega, koncnega odmerka za zdravljenje (2, 5). S svojim vazodilatornim delovanjem
zmanjS$ajo obremenjenost levega prekata, hkrati pa zavirajo njegovo preoblikovanje ter
tako podaljSajo prezivetje bolnikov s SP. Primerni so tako za zdravljenje asimptomatskih
bolnikov s sistoli¢no disfunkcijo levega ventrikla (NYHA razred I), saj podaljsajo
prezivetje in zmanjSajo Stevilo hospitalizacij, kot za bolnike s simptomi sistolicnega SP
(NYHA razredi II-1V), pri katerih izboljSajo tudi funkcijo prekatov in pocutje bolnikov (2,
0).

Zaviralct ACE so kontraindicirani pri obojestranski zozitvi ledvicnih arterij, znani
preobcutljivosti na zaviralce ACE (angioedem) ter v nosecnosti. Posebna previdnost pri
jemanju je potrebna pri hiperkaliemiji (K™ > 5.0 mmol/l), ledviéni insuficienci (kreatinin >
221 pmol/1) in hipotenziji (sistoli¢ni krvni pritisk <90 mmHg) (2, 6). Ob uvedbi zaviralcev
ACE pogosto pride do stranskih ucinkov, kot so kaselj, hipotenzija, hiperkaliemija in
poslabsanje ledvi¢ne funkcije, ki pa z nadaljevanjem jemanja pogosto izzvenijo. V
primeru, da z zmanjSanjem odmerka stranskih u¢inkov ne odpravimo, moramo terapijo

nadomestiti z zaviralcem angiotenzinskih receptorjev (2).

1.2.2 ANTAGONISTI BETA ADRENERGICNIH RECEPTORJEV

Zaviralec beta adrenergi¢nih receptorjev se priporoca kot dodatek ACE inhibitorjem (ali
ARB) za vse bolnike s stabilnim zmernim do srednje mo¢nim SP (NYHA razred II in III) z
LVEF < 40 %. Pri klini¢no stabilnih bolnikih je priporocljivo, da zacetni odmerek BB
dodamo takoj po diagnozi SP, pri hudi obliki SP (NYHA razred IV) pa jih lahko
uporabljamo le pod strogim nadzorom specialista. Pri uvajanju BB je nujno postopna
titracija, s podvajanjem odmerka na vsaka dva tedna do maksimalnega odmerka, ki ga
bolnik Se prenasa. Tako kot velja za ACE inhibitorje, tudi BB zmanjsajo Stevilo
hospitalizacij in tveganje za prezgodnjo smrt, izboljSajo funkcijo prekatov ter pocutje

bolnikov (2, 6).
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BB so kontraindicirani pri astmi in atrioventrikularnem bloku II. ali III. stopnje. Posebno
pozorni moramo biti pri hudih oblikah SP (NYHA razred 1V), trenutnem ali nedavnem
poslabSanju SP, srénem bloku ali pri bolnikih z utripom, manj$im od 60 utripov na minuto.
V primeru, da so prisotni znaki poslabsanja, kot so bradikardija, povisan jugularni venski
tlak, periferni edemi in ascites ali drugi nezeleni uc¢inki (utrujenost, omotica, vrtoglavica,
glavobol, hladne okoncine), je potrebno pocakati z zafetkom uvajanja BB oziroma

moramo zdravljenje zacasno prekiniti (2, 6).

Smernice sicer odsvetuje uvedbo BB pri astmatikih, vendar izjemoma f;-selektivni
adrenergi¢ni antagonist (npr. bisoprolol, nebivolol) lahko uvedemo tudi pri urejenih

astmatikih (2, 7).

1.2.3 ACE INHIBITORJI IN/ALI BB

Smernice navajajo, da je najbolj optimalno zdravljenje kombinacija ACE inhibitorja
(zacetek zdravljena) ter BB (dodamo, ko so bolniki stabilni), saj imajo ACE inhibitorji
zmeren ucinek na preoblikovanje levega prekata, BB pa vodijo v izboljSanje iztisnega
deleza levega prekata. Pomembno je, da zdravljenje pri obeh skupinah zdravil zacnemo z
(2). V studiji CIBIS III (8) so pokazali, da je enako varno in ucinkovito zaceti zdravljenje z
bisoprololom (BB) kot z enalaprolom (ACE inhibitor). Pri obeh strategijah uvedbe
zdravljenja bolnikov s kroni¢nim SP (NYHA razred II in III) sta bili stopnji skupne
pogostnosti smrti in hospitalizacije podobni. V skupini, kjer so bolnike zaceli zdraviti z
bisoprololom, so zaznali celo trend daljSega prezivetja, predvsem zaradi zmanjSane

pogostnosti nenadne smrti (8).

V primeru, da bolnik ne tolerira hkratnega zdravljenja z zdravili iz obeh zgoraj navedenih

skupin, ima BB celo nekaj prednosti pred ACE inibitorjem:

»BB ima vecji vpliv na zmanjSanje pogostosti nenadnih smrti,
»adrenergicni sistem se aktivira pred renin-angiotenzinskim sistemom in

» BB deluje inhibitorno na oba sistema (8).
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1.2.4 ANTAGONISTI MINERALOKORTIKOIDNIH RECEPTORJEV

Zaviralci aldosterona (spironolakton, eplerenon), kot tretja skupina za zdravljenje
kroni¢nega sistolicnega SP, blokirajo receptorje, ki veZejo aldosteron in druge
kortikosteroide. Priporocajo jih za zdravljenje vseh skupin bolnikov s sistolicnim SP
(NYHA razred 1I-1V) z LVEF < 35 %, v primeru da simptomi SP vztrajajo kljub
zdravljenju z ACE inhibitorji (ali ABR) in BB. Pri odmerjanju je pomembna faza titracije
ter uporaba najnizjega Se ucinkovitega odmerka. Imajo blag diureticen ucinek ter zavirajo
aktiviranje nevrohormonskega sistema in preoblikovanje sréne miSice. Njihov glavni
namen uporabe ni lajSanje simptomov (diuretik), ampak zmanjSanje Stevila hospitalizacij

in tveganja za prezgodnjo smrt (2, 5).

MRA so kontraindicirani pri hiperkaliemiji, motenem delovanju ledvic (kreatininski
ocistek pod 30 ml/min), v kombinaciji z drugimi zdravili, ki viSajo nivo kalija v krvi ter pri
hkratni uporabi ACE inhibitorja in ARB. Mozni neZeleni u¢inek spirolaktona je lahko tudi
antiandrogeno delovanje, kar lahko povzro¢i ginekomastijo, amenorejo in impotenco, zato

ga ob pojavu teh u¢inkov nadomestimo z novej$im epleneronom (2, 5).

1.2.5 DRUGA ZDRAVILA ZA ZDRAVLIENJE SISTOLICNEGA SP

Za zdravljenje sistolicnega SP se uporabljajo tudi v nadaljevanju omenjena zdravila, ki pa
se od zgoraj opisanih razlikujejo po tem, da nimajo dokazanega vpliva na celokupno
umrljivost pacientov. Uporabljajo se kot alternativa ali dodatek zgornjim, saj pomembno
vplivajo na izboljSanje simptomov in pocutje bolnikov ter zmanjsajo Stevilo hospitalizacij

bolnikov s SP (2).

1.2.5.1 ZAVIRALCI ANGIOTENZINSKIH RECEPTORIJEV

Zaviralci angiotenzinskih receptorjev se uporabljajo kot alternativa ACE inhibitorjev ali
MRA, pri bolnikih z LVEF < 40 %, ki slabo prenaSajo katero od teh zdravil. ARB se
uporablja (v kombinaciji z BB in MRA) kot alternativa za ACE inhibitor pri bolnikih, pri
katerih se kot nezeleni ucinek ACE inhibitorja pojavi kaSelj. Za zmanjSanje Stevila
hospitalizacij pa se uporablja tudi pri bolnikih, ki prejemajo ACE inhibitor in BB ter ne
tolerirajo MRA. V nobenem primeru ne smemo hkrati uporabljati ACE inhibitorja, ARB in
MRA, saj lahko ta kombinacija povzro€i hiperkaliemijo in poslabsanje ledvicne funkcije

(2, 4).
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1.2.5.2 IVABRADIN

Smernice priporocajo uporabo ivabradina za znizevanje sré¢ne frekvence pri bolnikih v
sinusnem ritmu z LVEF < 35 % in frekvenco nad 70 udarcev/minuto. Lahko se uporabi kot
alternativa BB, ¢e pacient ne tolerira BB. V primeru, da so kljub maksimalno toleriranemu
odmerku BB simptomi popusc¢anja Se vedno prisotni, pa ga uporabimo kot dodatek terapiji

z BB, ACE inhibitorji (ARB) in MRA (2, 4).

1.2.5.3 DIGOKSIN

Smernice priporocajo uporabo digoksina za zniZevanje sréne frekvence pri bolnikih v
sinusnem ritmu z LVEF < 45 % — lahko kot alternativa za paciente, ki ne tolerirajo BB
(skupaj z ACE inhibitorjem in MRA) ali dodatek BB, ACE inhibitorjem in MRA, ob
prisotnosti simptomov SP. Poleg tega se digoksin lahko uporablja tudi pri bolnikih s

simptomatskim SP in atrijsko fibrilacijo za zniZevanje sréne frekvence (2, 4).

1.2.5.4 KOMBINACIJA HIDRALAZINA IN IZOSORBID DINITRATA

Kombinacijo dveh vazodilatatorjev, hidralazina in izosorbid dinitrata (H-ISDN), smernice
priporocajo za bolnike z LVEF < 45 % in dilatiranim levim ventriklom ali bolnike z LVEF
< 35 %, z namenom zmanjSanja Stevila hospitalizacij in tveganja za prezgodnjo smrt.
Uporablja se lahko kot alternativa za ACE inhibitor oziroma ABR (bolnik ne tolerira
nobenega izmed teh dveh zdravil) ob jemanju BB in MRA, ali kot dodatek BB, ACE
inhibitorjem in MRA, ob prisotnosti simptomov SP (2).

1.2.5.5 DIURETIKI

Diuretike pri bolnikih s SP uporabljamo le simptomatsko, za odpravljanje simptomov in
znakov pljucne ali periferne kongestije in vedno v kombinaciji z ACE inhibitorji (ali
ABR), BB in MRA. V vecini primerov uporabljamo diuretike zanke ali tiazidne diuretike,
saj oboji pospesijo izloCanje kalija, kar je v kombinaciji z ACE inhibitorji/ARB in MRA
koristno. Pomembno pri njihovi uporabi je, da redno spremljamo serumske koncentracije
elektrolitov ter kreatinina. Bolnik si lahko z vsakodnevnim spremljanjem telesne teze in ob

ustrezni poducenosti sam prilagaja odmerke diuretika (2).

1.3 FARMAKODINAMIKA BISOPROLOLA

Bisoprolol je selektivni zaviralec Bi-adrenergicnih receptorjev (ATC oznaka CO7ABO07), ki
so znalilni za gladke miSice srca in ledvic. Nima izrazitega negativhega ionotropnega

ucinka in membrane stabilizirajoce aktivnosti ter kaze le nizko afiniteto do Pz-receptorjev



KATRA KEBE- Diplomska naloga UVOD

gladkih miSic bronhijev in zil ter P:-receptorjev v gastrointestinalnem traktu. Na [3-
receptorje deluje antagonisticno Sele pri odmerkih, vi§jih od 20 mg — njegova fi-

selektivnost torej sega preko meja terapevtskega odmerka (9, 10, 11).

Adrenergicni receptor »je receptor, sklopljen s proteinom G, na katerega se fiziolosko
vezejo kateholamini, zlasti adrenalin in noradrenalin« (12). Vezava antagonista na Pi-
adrenergi¢ni receptor sprozi zaviralni odziv zaradi deaktivacije adenilat ciklaze in
posledi¢no znizanja znotrajcelicne koncentracije ciklicnega adenozinmonofosfata (12).
Posledice blokade adrenergi¢nih receptorjev Bl so zmanjSana frekvenca in mo¢ kréenja
sréne misice ter zaviranje sproS€anja renina, kot posledica zaviranja adrenergi¢nih

receptorjev B1 v ledvicah (9).

Terapevtske indikacije pri nas registriranih zdravil z bisoprololom so za zdravljenje:
»hipertenzije,
»koronarne sréne bolezni (angine pektoris) in
»stabilnega kroni¢nega srénega popuscanja z zmanjSano sistolicno funkcijo

ventriklov (10, 13).

1.3.1 BETA BLOKATORIJI PRI ZDRAVLIENJU KRONICNEGA SP

Antagonisti [ adrenergi¢nih receptorjev imajo Ze desetletja pomembno vlogo pri
zdravljenju bolezni srca in ozilja. V zacetku so jih uporabljali za zdravljenje ishemije,
aritmije in poviSanega krvnega pritiska, pri SP pa so bili kontraindicirani zaradi njihovega
negativnega inotropnega delovanja (zmanjSajo krcljivost sréne miSice) ter povecanega
tveganja za hipotenzijo, vrtoglavico in bradikardijo. V kasnejSih raziskavah so pokazali, da
terapija z BB (bisoprolol, karvedilol in metoprolol sukcinat) v primerjavi s standardno
terapijo brez BB, zmanjSa umrljivost zaradi vseh vzrokov za ve¢ kot 34 %, Stevilo
nenadnih smrti za ve¢ kot 40 % ter pogostost hospitalizacij zaradi poslabSanja SP za vec
kot 30 % pri bolnikih s SP. Z namenom, da bi preucili razmerje med koristjo in tveganjem
pri dolgotrajni uporabi bisoprolola pri bolnikih s kroni¢nim SP, so Leizorovich in
sodelavci naredili metaanalizno Studijo (14). Izsledki Studije so pokazali, da se je pri
bolnikih, zdravljenih z bisoprololom, skupna smrtnost znizala za 29,3 %, Stevilo dogodkov
SP, ki so zahtevali bolni$ni¢no oskrbo, pa za 25,1 % glede na placebo. Po daljSem
zdravljenju se je pokazalo tudi pomembno izboljSanje funkcijskega statusa po klasifikaciji

NYHA (14-17).
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1.3.2 MEHANIZEM DELOVANJA BISOPROLOLA

Mehanizem delovanja bisoprolola in ostalih BB tezko natancno opredelimo — obstajajo
namre¢ pomembne razlike med posameznimi zdravili iz te skupine. Vsekakor pa je njihov
glavni namen uporabe prepreevanje kardiotoksi¢nih uc¢inkov kateholaminov (17). Ostali

pomembni mehanizmi pa so Se:

Izboljsanje strukture in funkcije levega prekata

Povecana simpati¢na stimulacija, ki postopno narasa z razvojem SP, oslabi funkcijo
levega ventrikla ter pospeSi subendokardialno ishemijo. BB zavrejo prekomerno
simpati¢no stimulacijo ter tako ugodno zmanjsajo adrenergicno toksi¢nost za sréno misico
in izboljSajo delovanje srca:
opreko zniZanja sréne frekvence in s podaljSanjem Casa diastolicnega polnjenja ter
casa perfuzije,
0z zmanjsanjem miokardne porabe kisika,
0z izboljSanjem energetske preskrbe miokarda preko zavore s kateholamini
inducirano sproscanje prostih masc¢obnih kislin iz mascobnega tkiva,
opreko obnove receptorjev (ni povsem jasno ali je ugoden ucinek ali ne) in

0z zniZzanjem miokardnega oksidativnega stresa (karvedilol) (16—18).

Antihipertenzivno delovanje

Bisoprolol preko zmanjSane frekvence ter utripnega volumna ugodno vpliva na zmanjSanje
minutnega volumna srca ter tako zniza poviSan krvni pritisk. Kot moZen mehanizem
antihipertenzivnega delovanja pa navajajo tudi zaviranje sprosc¢anja renina in proizvodnje
angiotenzina II preko zaviranja B;-adrenergi¢nih receptorjev v ledvicah. Pri kroni¢nem
zdravljenju se v zacetku nekoliko povecan periferni Zilni upor zmanjSa. Polni

antihipertenzivni u¢inek bisoprolola se obi¢ajno razvije Sele po dveh tednih (10, 17).

Antiishemicno delovanje

Bisoprolol zniza sréno frekvenco, mo¢ kontrakcije ter sistoli¢ni krvni pritisk ter tako
podaljsa Cas diastole in oskrbo srca s kisikom, kar je zaZeleni ucinek pri angini pektoris z

osnovno koronarno sré¢no boleznijo (10, 13, 17).
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Antiaritmicni ucinek

BB neposredno zavirajo elektrofizioloske ucinke adrenergicne stimulacije in sréno
frekvenco, zmanj$ano spontano prozenje ektopicnih impulzov srénega spodbujevalnika

ter upocasnijo prevajanje in podaljSajo refraktorno dobo atrioventrikularnega vozla (17).

1.3.3 MERJENJE FARMAKODINAMSKIH UCINKOV BISOPROLOLA

Farmakodinamske ucinke bisoprolola so v do sedaj objavljenih raziskavah razli¢no
kvantitativno opredelili, saj nimamo enotnega farmakodinamskega oznacevalca. Leta 1986
so Leopold in njegovi sodelavci v Studiji, v kateri je bilo vkljucenih 36 zdravih
prostovoljcev, dolocali farmakodinamske ucinke bisoprolola s spremljanjem sréne
frekvence ter krvnega pritiska (21). Z inzulinom spodbujeno hipoglikemijo so pokazali
selektivnost bisoprolola za B1 receptorje, s telesnim naporom spodbujeno tahikardijo pa
njegovo ucinkovitost. Tudi v vecini kasnejsih raziskav so merili vpliv bisoprolola in drugih
BB na sr¢no frekvenco (8, 11, 15, 16, 19, 21, 24-27) ter sistoli¢ni in diastoli¢ni krvni
pritisk (8, 11, 15, 21, 23-27). V nekaterih analizah so spremljali tudi izboljSanje funkcije
levega prekata (11, 19, 24, 26, 27), v randomizirani Studiji, kjer so preucevali antiaritmicni
ucinek bisoprolola in karvedilola ter neposreden vpliv na nenadno smrt, pa so poleg sréne
frekvence in LVEF merili Se spremembo QT intervala ter razliko med maksimalnim in

minimalnim QT intervalom (QTD) (19).

1.3.3.1 VPLIV NA SRCNO FREKVENCO IN KRVNI PRITISK

Rezultati Studij kazejo, da je terapija z bisoprololom povezana s signifikantnim
zmanjSanjem sréne frekvence pri bolnikih s kroni¢nim srénim popuscanjem v primerjavi s
placebom (8, 26) oziroma izmerjeno sr¢no frekvenco pred zacetkom zdravljenja (16, 19,
24, 27) z bisoprololom (Preglednica II). Kasnejse analize Studij CIBIS II (29) in CIBIS
(26) kazZejo, da sta zacetna vrednost in sprememba od izhodiS¢ne vrednosti sréne frekvence
signifikantno (p < 0,005) povezani s prezivetjem (29). Razmerje med spremembo srénega
utripa v obmocju za 10 do 40 utripov na minuto in logaritmom moznosti za smrt je skoraj

linearno (26, 28).

Pri pacientih s kroni¢nim SP, ki so bili vkljuceni v Studiji CIBIS in CIBIS-ELD, je
bisoprolol signifikantno znizal diastoli¢ni krvni pritisk (26) — tako pri bolnikih z atrijsko
fibrilacijo kot sinusno tahikardijo (24), medtem ko v ostalih Studijah to znizanje ni

signifikantno (Preglednica II). Rezultati Studije CIBIS-ELD (24) kaZejo tudi signifikantno

10
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znizanje sistolicnega krvnega pritiska, medtem ko je v eni izmed $tudij (27) bisoprolol
signifikantno znizal sistoli¢ni krvni pritisk le pri bolnikovem telesnem naporu, v mirovanju

pa ni signifikantnih sprememb (Preglednica II).

Preglednica Il: Vpliv bisoprolola na frekvenco srénega utripa (FSU), sistoli¢ni (SBP) in
diastoli¢ni krvni pritisk (DBP) pri bolnikih s kroni¢nim SP

FSU SBP DBP
(ufripov/min) (mm Hg) (mmHg)
Dobre el. al. (8) Pred terapijo 79 135 80
(bolniki nad 65 let, NYHA
razred II/Ill) N = 505 6 mes. (10 mg) 68 (- 14) * 129 76
Caoet al. (11) Pred terapijo 77 130 73
(bolniki povpreéno 72 let,
NYHA razred lI/Ill) N = 66 12 mes. (10 mg) 71(-8) 121(-7) 69
Pred terapijo 65 118 67
VI, 3h (10 mg) 52 (- 21)## 106 (- 9)## 61
. 24h(10mg)  51(-22)## 108 (- 8)## 62
SE‘;Z‘;';‘\‘IZierg; t:\'/o(lif) 7dni(5mg)  55(- 15)## 114 (- ) 61
N 0p28 o Mo 16 Pred terapio 158 176 67
Po 10 min. telesnem 3 h (10 mg) 123 (- 24)## 158 (- 11)## 65
naporu 240 (10mg) 132 (- 16)## 168 (- 5)## 66
7dni(5mg) 139 (- 12)## 170 (- 3)## 63
vV mi : Pred terapijo 81 125 82
Duleser e el (25 TV o mes. (10mg) 61 (- 25) # 138 85
(bolniki 57 1116t NYHA 4 min. telesnem  Pred terapilo 144 166 97
razred I/II) N = 13 ' J
naporu 12mes. (10mg) 127 (-12)# 199 (17) # 104
Lechatet al (26) Pred terapijo 82 127 79
(bolniki 59 + 10 let NYHA
razred IIIIV) N = 557 Po 2 mes. (2,5 mg) 66 (- 20)** 124 76 (- 4)*
. AF Pred terapijo 86 133 82
JEmoE et (2 n =164 12ted. (10mg) 77 (- 11)##t# 125 (- 6)## 78 (- 5) ###
Ll ez G, Wi SR Pred terapijo 71 138 80
razred I-IV) N = 876
n=712 12ted. (10 mg) 65 (- 9) ### 128 (- T)### 76 (- 6) ##t#
Aygulet al. (19) Pred terapijo 78
(bolniki med 47 in 69 let,
NYHA razred I-IV) N = 41 6 mes. (10 mg) 65 (- 17)###
CIBIS (16) Pred terapijo 83
(bolniki 60,1 + 1,2 let, NYHA
razred |-IV) N = 320 1 mes. max. odmerka (5 mg) 67 (- 19)###

Predstavliene so povpreéne vrednosti (relativna sprememba glede na zacetno vrednostv %).
AF = bolniki z atrijsko fibrilacijo; SR = bolniki v sinusnem ritmu
*p < 0,001 glede na enalapril; ** p< 0,0001 glede na placebo
# p < 0,01 glede na zacetek; ## p < 0,05 glede na zacetek; ### p < 0,001 glede na zacetek

11



KATRA KEBE- Diplomska naloga UVOD

1.3.3.2 VPLIV NA FUNKCHO LEVEGA PREKATA

Dolgotrajna aktivacija simpati¢nega zivénega sistema pri pacientih s kroni¢nim SP vodi k
poslabsanju delovanja prekata (30). Studije (11, 19, 24, 26, 27), kjer so opazovali
izboljSanje funkcije levega prekata, kazejo, da bisoprolol znacilno poveca LVEF za 6 do
45 % (19, 24, 27). V nekaterih $tudijah so merili vpliv bisoprolola na kon¢ni diastoli¢ni in
sistolicni volumen (27) ter premer (11, 24, 26) levega prekata. ZmanjSanje konc¢nega
sistoliénega premera levega prekata je znacilno le v eni Studiji (26), v ostalih pa niso

opazili signifikantnih sprememb (Preglednica III).

Bisoprolol ne kaze kliniéno pomembnih izboljSav v diastoli¢ni funkciji pri bolnikih s
kroni¢nim SP (11, 26, 30). V eni izmed Studij bisoprolol sicer kaze trend zmanjSanja
konc¢nega sistolicnega in diastolicnega volumna levega prekata za 32 % in 22 %, vendar
spremembe niso statisti¢no signifikantne (Preglednica III) (27).

Preglednica Ill: Vpliv bisoprolola na funkcijo levega prekata pri bolnikih s kroni¢nim SP
LVEF LVEDD LVESD LVEDV LVESV

(%) (mm) (mm) (m) — (ml)
Caoet al. (11) Pred terapijo 46 59 45
(bolniki povpreéno 72 let, NYHA
razred II/Ill) N = 66 12 mes. (10 mg) 49 5,8 43
Aygulet al. (19) Pred terapijo 32
(bolniki med 47 in 69 let, NYHA
razred I-IV) N = 41 6 mes.(10 mg) 41 (31)*
Dubach et al. (27) Pred terapijo 25 252 191
(bolniki 57 % 11 let, NYHA
razred II/Il) N = 13 12 mes. (7,19 mg) 36 (45)™ 198 129
AF Pred terapijo 37 NP
Stankovic et al (24) N=164 121ed. (10mg) 42(12)* -0,23
(bolniki 72 + 6 let, NYHA razred -
|—|V) N =876 SR Pred terapljo 43 NP
N=712 12ted. (10mg) 45 (6)*  -0,31
Lechatet al (26) Pred terapijo 6.9 58
(bolniki 59 + 10 let NYHA razred
I/V) N = 160 Po 5 mes. 6,7 54

Predstavljene so povpreéne vrednosti (relativna sprememba glede na zac¢eto vrednostv % ).

AF = atrijska fibrilacija; SR = sinusni ritem; LVEF = delez izstisne fracije levega prekata; LVEDD/SD = kon¢ni
diastoli¢ni /sistolicn premer levega prekata; LVEDV/SV = konéni diastoliéni/sistoliéni volumen levega prekata; NP =
ni podatka

*p <0,001 glede na zacetek; **p < 0,05 glede na zacetek

1.3.3.3 VPLIV NA QT INTERVAL TER QTD
Vec kot polovico smrti pri bolnikih s kroni¢nim SP predstavljajo nenadne sr¢ne smrti, ki so
zelo pogosto posledica usodne aritmije, predvsem prekatne tahikardije in fibrilacije. V

randomizirani prospektivni Studiji so pokazali, da dolgotrajna terapija (vsaj 6 mesecev) z
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bisoprololom znacilno (p < 0,001) zmanjsa razprSenost korigiranih QT intervalov (QTcD)

in QTD (Preglednica IV), kar je eden od mehanizmov antiaritmi¢nega uc¢inka BB (19).

Preglednica IV: Vpliv bisoprolola na QT interval in QTD pri bolnikih s kroniénim SP
QTmax QTmin QTD QTcmax QTcmin QTcD

(ms)  (ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
Aygul et. al. (19) Pred terapijo 424 354 70 482 399 83
(bolniki med 47 in 69 Po 6 mes. 451 393 59 467 406 61

tNYHAIIV)N=41  (10mg)  (68)* (1) (14  (27) (22)  (-24)*

V preglednici so povpreéne vrednost (relativna sprememba glede na zaCetno vrednostv % ). QTmax =
maksimalen QT interval; QTmin = minimalen QT interval; QTD = razlika med QTmax in QTmin.

*p < 0,001 glede na zaCetek

1.4 FARMAKOKINETIKA BISOPROLOLA

V svojih fizikalno-kemijskih lastnostih je bisoprolol sorazmerno lipofilna ucinkovina in
zdruzuje prednosti lipofilnih BB, kot je visoka stopnja absorpcije, in hidrofilnih BB, kot je
majhen ucinek prvega prehoda preko jeter. Farmakokineti¢ne lastnosti bisoprolola, ki so
navedene v preglednici V, zagotavljajo enkrat dnevno aplikacijo zdravila ter nizke inter in

intraindividualne variabilnosti v plazemskih koncentracijah (31).

Preglednica V: FK lastnosti bisoprolola (31)

BIORAZPOLOZLJIVOST 88%
Absorbcija >90 %
Predsistemski metabolizem <10 %
PORAZDELITEV
Vezava na plazemske proteine 30%
Volumen porazdelitve 3,51kg
Prehod ¢ezplacento da
Prehod vmleko da
METABOLIZEM 50 % v jetrih do neaktivnih metabolitov
50 % v nespremenjeni obliki
IZLOCANJE 95 % preko ledvic

2 % z blatom

Razpolowna doba v plazmi 10-12 h
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1.4.1 FARMAKOKINETICNI PARAMETRI

Farmakokineticne parametre bisoprolola so dolocali ze v ve¢ Studijah na zdravih
prostovoljcih (Preglednica VI) (32-35). Maksimalne plazemske koncentracije enkratnega
odmerka 1,25 do 10 mg bisoprolola so priblizno 14 do 87 ng/ml, doseZene v intervalu od
1,5 do 4 ur (32). Farmakokinetika bisoprolola je linearna in neodvisna od starosti, spola ter
aplikacije pred oziroma po hranjenju (31).

Preglednica VI: FK parametri po enkratni aplikaciji enkratnega odmerka 5 do 20 mg

bisoprolola pri zdravih odraslih osebah, pri bolnikih s hipertenzijo in bolnikih s SP
(krepko) v stacionarnem stanju

Odmerek Cmax tmax t12 AUCo-t ke Cltot Clr
(mg) (ng/ml)  (h) (h)  (ngh/ml) (1h)  (Uhkg) (Ihkg)
Tjandrawinata (33) 21+41 154 91+22 287+52
_ 5mg
N=18# 21+40 153 91+17 28562
Liu (34) n =20 5mg 33+11 33+18 87+11 421+139

Jovanovic (35) 49+22 34+08 13+35 568+ 150 0,06 0,02
N =24 # 10 mg
= 42+14 31409 15+4 562+127 0,05+0,02
Horikiri (36) N=4 20mg  56+92 29+10 92+12 884147 10,3+1,5 6,7+1,5
Concor COR (13)* 10 mg/dan* 64 + 21 17+5
Lewis (38) N=7 10mg+ 42 3,9 10,5 633 15,8
##t 10 mg ++ 60 2 11,2 787 12,7

* Vrednosti v stacionarnem stanju pri bolnikih s SP NYHA razreda Ill.
# Podatki iz bioekvivalencénih $tudij na zdravih odraslih osebah po enkratnem odmerku.

## Podatki iz Studije bolnikov s hipertezijo; + enkraten odmerek; ++ v stacionarnem stanju

1.4.1.1 BOLNIKI Z MOTENIM DELOVANJEM LEDVIC ALI JETER

V $tudiji so preucevali farmakokinetiko ponavljajocega odmerka bisoprolola 10 mg/dan pri
zdravih prostovoljcih ter bolnikih z ledvi¢no ali jetrno insuficienco. Pri zdravih
prostovoljcih so bile maksimalne plazemske koncentracije in koncentracije pred
odmerkom 52 ng/ml in 11 ng/ml, razpolovni ¢as v plazmi 10 ur, skupni ocistek pa 14,2 1/h.
Pri bolnikih z zmanjSano funkcijo ledvic je bil razpolovni €as v plazmi podalj$an (18,5 h in
24,2 h pri bolnikih z uremi¢nim sindromom), plazemske koncentracije visje (74 in 32
ng/ml) in vrednosti skupnega ocistka zmanjsane (7,8 I/h in 5 1/h pri bolnikih z uremi¢nim
sindromom). Bolniki s cirozo jeter so imeli razpolovni ¢as 13,5 h, skupni ocistek 10,8 I/h

ter koncentracije v plazmi 62 in 22 ng/ml (37).
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Ker poteka eliminacija v enaki meri preko ledvic in jeter, bolnikom z blagimi do zmernimi
funkcijskimi motnjami jeter ali ledvic odmerka obifajno ni potrebno prilagajati. Pri
bolnikih s hudo ledvi¢no insuficienco (ocistek kreatinina < 0,33 ml/s (20 ml/min)) in pri
bolnikih s hudimi funkcijskimi motnjami jeter pa dnevni odmerek ne bi smel preseci 10 mg

bisoprolola (10).

1.4.1.2 BOLNIKI S HIPERTENZIJO

Raziskava, narejena na bolnikih s hipertenzijo, kaze na znacilne razlike med enkratnim
odmerkom ter po daljSem jemanju bisoprolola (v stacionarnem stanju) v sledecih
parametrih: maksimalni plazemski koncentraciji, AUC in o€istkom bisoprolola (38). Pri
bolnikih s hipertenzijo so maksimalne plazemske koncentracije bisoprolola po veckratnem

odmerku 10 in 20 mg/dan za 43—-54 % vis§je kot po enkratnem odmerku (30).

1.4.2. FARMAKOKINETIKA BISOPROLOLA PRI BOLNIKIH S KRONICNIM SP

O farmakokinetiki bisoprolola pri bolnikih s stabilnim kroni¢nim SP ni bilo narejenih
veliko raziskav in imamo le omejene podatke o razlikah z zdravimi prostovoljci.
Maksimalne plazemske koncentracije v stacionarnem stanju pri bolnikih s kroni¢nim
srénim popuscanjem (NYHA razred III) so priblizno 78 % visje kot po enkratnem odmerku

10 mg bisoprolola pri zdravih prostovoljcih (Preglednica VI) (30) .

V letu 2013 je bila narejena raziskava, kjer so razvili populacijski farmakokineti¢ni model
za ocistek bisoprolola pri bolnikih s kongestivnim SP (NYHA razred II in III). Povprecna
vrednost ocistka na raziskovani populacija znasa 11,4 1/h, kar je niZje kot pri zdravih
prostovoljcih, kjer znaSa med 14,2 in 15,6 1/h. Konéni model ocistka bisoprolola (Enacba
1) pri bolnikih s kongestivnim SP pa kaze, da na vrednost ocistka bisoprolola najbolj

vpliva dnevni odmerek (DD) (39).
¢t {if;, = 468+ 0,859 x DD) (0

Iz Enacbe 1 lahko vidimo, da ocistek bisoprolola naras¢a s povecevanjem dnevnega
odmerka. Model je uporaben le za bolnike z neokrnjeno oziroma le zmerno zmanjSano
funkcijo ledvic ali jeter, pri bolnikih s srednje hudo do zelo hudo ledvi¢no ali jetrno

insuficienco pa lahko vrednosti moc¢no odstopajo (39).

15



KATRA KEBE- Diplomska naloga UVOD

16



KATRA KEBE- Diplomska naloga NAMEN DELA

2 NAMEN DELA

Bisoprolol je selektiven zaviralec fl-adrenergi¢nih receptorjev, ki so znacilni za gladke
miSice srca in ledvic. Terapevtske indikacije pri nas registriranih zdravil z bisoprololom so
zdravljenje hipertenzije, koronarne sréne bolezni (angine pektoris) in stabilnega kroni¢nega
srénega popuscanja. Bisoprolol se iz prebavil skoraj popolnoma absorbira (90 %) in doseZe
maksimalne plazemske koncentracije ¢ez priblizno dve uri in pol. Eliminacija poteka po
dveh poteh. Polovica se ga presnovi v jetrih do neaktivnih presnovkov, ki se nato skupaj z
nespremenjeno obliko izlocajo preko ledvic. Razpolovna doba bisoprolola znaSa 10 do 12
ur, zato je predvidena aplikacija enkrat dnevno. Pri bolnikih s kroni¢nim srénim
popuscanjem pa je pri enakem odmerku razpolovni Cas daljsi, zato so maksimalne
plazemske koncentracije vi§je. Z ustreznim odmerjanjem izboljSamo bolnikove moznosti

za prezivetje in zmanjSamo moznost pojava nezelenih ucinkov.

V analizo bomo vkljucili 46 bolnikov z znanim kroni¢nim srénim popuscanjem, katerih
zdravljenje vodijo v kardioloski ambulanti v bolniSnici Golnik, na Kliniénem oddelku za
pljune bolezni in alergijo (KOPA). Vsi bolniki so prejemali vsaj 3 dni konstanten
odmerek bisoprolola (1,25—-10 mg enkrat ali dvakrat na dan) ter izpolnjujejo vkljucitvene

in izkljucitvene kriterije za sodelovanje v analizi.

Plazemske vzorce bolnikov bomo pridobili na Univerzitetni kliniki za pljucne bolezni in
alergijo Golnik. Vzorce bomo pridobili na dveh rednih pregledih bolnikov, ki bosta
¢asovno oddaljena vsaj 6 mesecev. Na obeh obiskih bodo vzorce odvzeli v epruvete z
antikoagulantom litijevim heparinom v $tirih ¢asovnih tockah; tik pred peroralno aplikacijo

zdravila ter 2, 3 in 4 ure po aplikaciji zdravila z bisoprololijevim fumaratom.

Koncentracijo bisoprolola bomo dolocili z LC-MS/MS metodo, z ekstrakcijo na trdnem
nosilcu (izolacija in ciSCenje) na meSanem reverzno faznem ionsko-izmenjevalnem

adsorbentu Strata X-C®.

Za farmakokineticno analizo bomo uporabili program NONMEM z metodo nelinearnega
modela meSanih uc¢inkov. Na osnovi dolo¢enih koncentracij bisoprolola in lastnosti
bolnikov bomo postavili osnoven populacijski farmakokineticni model za bolnike s
kroni¢nim SP. Farmakokineticni model lahko sluzi za dolo¢evanje ocistka bisoprolola pri
posamezniku, preko katerega lahko izraCunamo potreben dnevni odmerek zdravila za

dosego terapevtskega ucinka.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 OSEBE, VKLJUCENE V $TUDIJO

V Studijo smo vkljucili 46 bolnikov z znanim kroni¢nim SP, ki so vsaj 3 dni prejemali
konstanten odmerek bisoprolola (1,25-10 mg enkrat ali dvakrat na dan). Podatke bolnikov
ter plazemske vzorce smo pridobili v bolnisnici Golnik, kjer je potekala prospektivna
observacijska Studija z naslovom »Vpliv sprememb v telesni sestavi in kaheksije na
farmakokineti¢ne parametere bisoprolola in ramiprila ter na oceno ledvi¢ne funkcije pri
bolnikih s kroni¢nim srénim popuscanjem«. V €asu vkljucevanja v §tudijo so bolnikovo
zdravljenje vodili v kardioloski ambulanti v bolni$nici Golnik, na Klinicnem oddelku za
plju¢ne bolezni in alergijo (KOPA). Lastnosti bolnikov na prvem in drugem obisku so

predstavljene v Preglednici VII.

Preglednica VII: Lastnosti bolnikov, vklju€enih v raziskavo na 1. in 2. obisku

1. obisk (N = 46) 2. obisk (N = 39)
STAROST # 731 +9,.2 735+95
SPOL M/Z # 26/20 23/16
LVEF (%) # 485 + 13,5 *(44) 51,6 + 12,8 *(33)
™ (kg) # 815+ 18,6 83,1+193
TV (cm) # 165,3+9,6 166,3 + 10
S-Cr (umol/l) # 102 £33 106,9 + 37
Clce (ml/min) # 60,9 + 24 *(41) 50,9 + 24 *(30)
Clmpro4 (ml/min) # 64,3 +25 60,9 + 26
AMIODARON ##
KAHEKSIJA 3 OD 5 #
KAHEKSIJA 2 OD 5 ## 5 10

# podane so povprecne vrednost + SD

## 8t bolnikov, ki jemliejo amiodaron oz. imajo postavljeno diagnozo kaheksije

* nimamo podatkov za vse bolnike (5t bolnikov)

SD = standardni odklon; TM = felesna teza; TV = telesna viSina; S-Cr = koncentracija serumskega kreatinina;
CICG = odistek kreatinina za oceno glomerulne firacije (Cockroft Gault); CIMDRD4 = oCistek kreatinina za oceno
glomerulne fitracije (po MDRD enacbi); KAH 2/3 OD 5 = bolniki imajo postavlieno diagnozo kaheksije in
izpolnjujejo 2/3 od 5-ih kriterujev za kaheksijo
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Bolniki so morali izpolnjevati naslednje kriterije za vkljucitev ali izkljucitev iz Studije

(povzeto po protokolu za raziskavo Katje Trobec (40)):

» Vkljucitveni kriteriji

v'Bolnik ima postavljeno diagnozo kroni¢nega SP NYHA razreda II ali II1.
v'Bolnik v redni terapiji prejema bisoprolol.
v'Bolnik je sposoben razumeti in prosto podati privolitev za sodelovanje v

studiji.

» Izkljucitveni kriteriji

#Bolnik ima znano kroni¢no ledvi¢no bolezen z oceno glomerulne filtracije po
MDRD ena¢bi < 40 ml/(min x 1,73 m*) na Obisku 1 ali Obisku 2.

#Bolnik ima znano bolezen jeter oz. je to razvidno iz laboratorijskih izvidov,
pridobljenih na Obisku 1 ali Obisku 2.

#Pri bolniku plazemske koncentracije bisoprolola na Obisku 1 ali Obisku 2 iz
kateregakoli razloga ne bodo dosegle stacionarnega stanja oz. bolnik na
Obisku 1 in Obisku 2 ne bo ve¢ prejemal bisoprolola.

#Bolnik je v manj kot 4 tednih pred Obiskom 1 ali Obiskom 2 dozivel akutno
dekompenzacijo SP.

#Bolnik ima vstavljen sréni spodbujevalnik.

#Bolniku bodo v ¢asu med Obiskom 1 in Obiskom 2 v terapijo dodane ali
izvzete ucinkovine (0z. spremenjeno odmerjanje), ki pomembno
interagirajo z bisoprololom na farmakokineticnem ali farmakodinami¢nem
nivoju.

#Bolnik ima poznano preobcutljivost na rentgenska kontrastna sredstva.

#Bolnik je ze dozivel epilepti¢ni napad.

#Poznana nesposobnost slediti Studijskim postopkom protokola.

3.1.2 PLAZMA

3.1.2.1 PLAZMA BOLNIKOV

Plazemske vzorce bolnikov smo pridobili na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in
alergijo Golnik. Sodelovalo je 46 bolnikov s kardiovaskularnim obolenjem, ki so prejemali
1,25 mg, 2,5 mg, 5 mg, 7,5 mg ali 10 mg bisoprololijevega fumarata enkrat ali dvakrat na

dan in so bili v stacionarnem stanju. Vzorci krvi so bili odvzeti dvakrat, in sicer na Obisku

20



KATRA KEBE- Diplomska naloga MATERIALI IN METODE

1 ter na Obisku 2, ki sta bila casovno oddaljena vsaj 6 mesecev. Na obeh obiskih so vzorce
odvzeli v epruvete z antikoagulantom litijevim heparinom v Stirih ¢asovnih tockah — tik
pred aplikacijo zdravila (ob ¢asu 0 h) ter 2, 3 in 4 h po jemanju zdravila z bisoprololijevim

fumaratom. Vzorce bolnikov smo shranjevali v zamrzovalniku pri —20 °C.

3.1.2.2 PLAZMA ZA STANDARDE IN KONTROLNE VZORCE
Kot bioloska matrica za izdelavo standardov in kontrolnih vzorcev (QC-jev) nam je sluzila
¢loveska plazma dveh razlicnih darovalcev (antikoagulant EDTA), ki nam jo je priskrbel

Zavod za transfuzijsko medicino v Ljubljani. Datumi odvzema so bili sledeci:

-plazma 10. 5. 2011 / alkvot 2. 3. 2012 / §t.:1866003,
-plazma 16. 7. 2012 / alikvot 19. 9. 2012 / §t.: 2103144.

3.1.3 STANDARD IN INTERNI STANDARDI

Kot standard za pripravo plazemskih vzorcev smo uporabili bisoprololijev fumarat,
CisH31NOy4 - %2(C4HsO4, M = 383,48 g/mol, proizvajalca Sequoia Research Products
(Pangbourne, Velika Britanija). Za interni standard (IS) pa smo uporabili metoprololijev
tartrat, (Ci;sHasNO3), + C4HgOg, M = 684,81 g/mol, podjetja Sigma-Aldrich (Steinheim,

Nemcija).

3.1.4 REAGENTI IN TOPILA

Pri delu smo uporabljali naslednje reagente in topila: ultracista voda, pridobljena z
aparatom Milli-Q Advantage Al0 Ultrapure Water Purification System (Millipore
Corporation, Bedford, MA, ZDA); metanol LC-MS C¢istoCe: Sigma-Aldrich (Steinheim,
Nem&ija); puferske raztopine s pH 6: Merck (Darmstadt, Nem&ija); Titrisol® za pripravo
raztopine NaOH s koncentracijo 1 mol/l, kalijev dihidrogenfosfat, mravljicna kislina 98—
100 % Suprapur®™, 25 % amoniak v vodi: Merck (Darmstadt, Nem&ija); acetonitril ultra
gradient HPLC ¢istoce, metanol HPLC ¢istoce: J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, ZDA).

Iz zgoraj navedenih reagentov in topil smo pripravili Se naslednje zmesi (povzeto po

diplomsko nalogi Anke Peganc):

OFosfatni pufer (50 mM, pH 6 — za izvedbo SPE): 0,5 1 50 mM fosfatnega pufra smo
pripravili tako, da smo na precizni tehtnici Exacta 300 EB (Tehtnica, Zelezniki,
Slovenija) natehtali 3,40 g KH,POs, sol prenesli v 500-mililitrsko bucko in z

bidestilirano vodo dopolnili do oznake. Raztopino smo nato prelili v ¢aSo in na
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kalibriranem pH metru MAS5750 (Iskra, Kranj, Slovenija) umerili na Zeleno pH
vrednost z 1 M NaOH. Pufer smo s pomoc¢jo vodne crpalke filtrirali skozi

celuloznoacetatni filter z velikostjo por 0,45 pum.

020 % metanol v vodi (topilo za standardne raztopine): V 100-mililitrsko bucko smo

odpipetirali 20 ml 100 % metanola iz z vodo dopolnili do oznake.

00,1 % mravljicna kislina v vodi (pH ~ 3) (mobilna faza): v stekleno posodo smo

natocili 0,5 1 vode in vanjo odpipetirali 500 pl mravlji¢ne kisline.

05 % amoniak v metanolu (elucijsko topilo): v 10-mililitrsko bucko smo odpipetirali

2 ml 25-odstotnega amoniaka v vodi in dopolnili do oznake z metanolom.

3.2 DOLOCANJE KONCENTRACIJE BISOPROLOLA V VZORCIH
BOLNIKOV

Koncentracijo bisoprolola v plazmi bolnikov smo doloc¢ali po metodi, ki jo je v diplomski
nalogi razvila Anka Peganc (41). Postopek detekcije in kvantifikacije je temeljil na
tekocinski kromatografiji, sklopljeni s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS).
Vzorce smo predhodno pripravili z optimiziranim postopkom ekstrakcije na trdnih nosilcih

Strata X-C.

3.2.1 PRIPRAVA VZORCEV Z EKSTRAKCIJO NA TRDNEM NOSILCU (SPE)

Izolacijo in ¢iS€enje vzorcev smo izvajali z ekstrakcijo na trdnem nosilcu na meSanem
reverzno faznem ionsko-izmenjevalnem SPE adsorbentu Strata X-C® (Phenomenex,
Torrance, CA, ZDA). Ta na¢in nam omogoca visoke izkoristke ekstrakcije bisoprolola iz
plazme (88,1-99,1 %) in ponovljive rezultate. Kolona, ki smo jo uporabili, vsebuje
polimerno osnovo z mo¢nimi kationsko-izmenjevalnimi funkcionalnimi skupinami (Strong
Cation Mixed Mode), kar omogoca ve¢ mehanizmov retencije analita (ionske, m-m in
hidrofobne interakcije). Uporabili smo 3 ml SPE kartuSe s 60 mg polimera. Nekatere

fizikalne in kemijske znacilnosti trdne faze so predstavljene v Preglednici VIII.
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Preglednica VIII: Znacilnosti delcev stacionarne faze Strata X-C (42)

Tip trdne faze Povrsinsko obdelan kopolimer stirena
in divinilbenzena

Povprecni premer delcev 33 um
Velikost por 85 A
lonska izmenjevalna kapaciteta 1 mEqg/g
pH stabilnost 1-14

Razredcen vzorec za nanos na nosilec Strata X-C smo pripravili tako, da smo v plasti¢ni

epruveti zdruzili in vorteksirali (20 sekund):

01100 pl plazemskega vzorca (1045 ul Cloveske plazme + 55 upl delovne raztopine
bisoprolola z ustrezno koncentracijo — pri plazmah bolnikov je bila ta
koncentracija 0 ng/ml);

050 pl raztopine IS s koncentracijo 1000 ng/ml;

02150 pl pufra (50 mM fosfatni pufer, pH 6).

V vecini razred¢enih vzorcev je bila prisotna velika koli¢ina »sluzi«, ki onemogoci prehod
preko kolone, zato smo jih pred nanosom na SPE centrifugirali 10 minut (5000 rpm, 5 °C)

na napravi Centric 400R (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) ter nanesli supernatant.
Optimiziran postopek ekstrakcije na trdnem nosilcu Strata X-C:
Kondicioniranje: omocenje kolone z2 ml MeOH
ekvilibracija z 2 ml fosfatnega pufia (50 mM, pH 6)
Nanos: 3 mlrazred¢enega vzorca
Spiranje 1: 2 ml fosfatnega pufra (50 mM, pH 6)
Spiranje 2: 1 mlMeOH
SuSenje: 1 min pri podtlaku 5 mm Hg
Elucija: 2 ml5 % (v/v ) NH4;OH v MeOH

Ekstrakcijo smo izvajali na vakuumski kadi¢ki s pokrovom in dvanajstimi mesti za SPE
kolone proizvajalca Macherey-Nagel (Diiren, Nemcija) (Slika 2). Tlak in pretok smo
uravnavali s pomocjo oljne vakuumske ¢rpalke DOA-P504-BN (Gast, Benton Harbor, M1,

ZDA). Eluat smo zbirali v 2 ml mikrocentrifugirke in topilo odparili v suSilniku Turbovap
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LV (Caliper, Hopkinton, MA, ZDA) pri 40 °C. Suh preostanek smo rekonstituirali v 200 pl

mobilne faze in prenesli na mikrotitrsko ploS¢ico za analizo na masnem spektrometru.

Slika 2: Vakuumski sistem z nastavki za SPE kartuse

3.2.2 ANALIZA VZORCEV BOLNIKOV S KROMATOGRAFIJO, SKLOPLIENO S
TANDEMSKIM MASNIM SPEKTROMETROM (LC-MS/MS)

Analizo vzorcev bolnikov smo izvajali s tekoCinsko kromatografijo visoke locljivosti,
sklopljeno s tandemskim masnim spektrometrom (LC-MS/MS). Masna spektrometrija je
po definiciji »analizna metoda, ki z merjenjem razmerja med maso in nabojem molekul in
njihovih fragmentov omogoca dolocanje molekulske mase in elementne sestave« (8). Za
ponovljivo in selektivno kvantitativno analizo spojin v nizkih koncentracijah pa se pogosto
uporablja tandemska masna spektrometrija (MS/MS), ki uporablja trojni kvadrupolni
masni analizator (QQQ). Uporabili smo multirezidualno analizo (MRM), ki obsega dva
masna filtra — Q1 in Q3. Prvi kvadrupol prehajajo le ioni z izbranim razmerjem m/z
(molekularni ioni analita), ki se nato v kolizijski celici (Q2) ob stiku z inertnim plinom
fragmentirajo na hcerinske ione. Na drugem masnem filtru (Q3) pa ne analiziramo vseh
moznih, ampak le dolo¢eno vrsto fragmentiranih ionov. Specifi¢ni pari m/z vrednosti
starSevskega (prekurzorskega) in fragmentiranega hcerinskega (produktnega) iona se
imenujejo masni prehodi in pomembno pripomorejo k selektivnosti metode. Izboljsana je
tudi obcutljivost, saj z opisano metodo ucinkovito odstranimo ionsko ozadje motecih

necistot (43).
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Za analizo vzorcev bolnikov smo uporabili LC-MS/MS analitski sistem (Slika 3) z Agilent
1290 Infinity LC in Agilent 6460 Triple Quadrupole Jetstream® LC-MS (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, ZDA). 1290 Infinity LC vkljuuje vakuumski
razplinjevalec, binarno ¢rpalko, avtomatski vzorcevalnik, termostat za kolono in UV-VIS
detektor z nizom diod. Kromatografsko separacijo smo izvedli na reverzno fazni koloni
Kinetex CI18, 50 x 2,1 mm in z 2,6 um delci (Phenomenex, Torrance, CA, ZDA) pri
temperaturi 50 °C in tlaku, omejenem na 600 barov. Mobilna faza je bila sestavljena iz A:
0,1 % mravlji¢ne kisline v vodi in B: 98 % ACN v vodi. Elucija komponent vzorca je bila
gradientna s postopnim povecevanjem odstotka ACN od 10 do 50 %. Pred analizo so
vzorci stali v avtomatskem vzordevalniku na 4 °C, injicirali pa smo 0,1 pl vzorca. Cas

analize posameznega vzorca je znasal 2,7 min.

Crpalka

-----------------

Vnos

i,

]

] +

1| lonskiizvor Masn Detektor Raéunalnik
vzorca i analizator I

Slika 3: Shema masnega spektrometra

Kvantifikacijo smo izvedli s pomoc¢jo programske opreme MassHunter Workstation
B.04.01 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ZDA) z multirezidualno analizo MRM.
MRM nastavitve so prikazane v Preglednici IX. Produktne ione, ki jih nastane najvec
(quantifier), smo uporabili za kvantitativno dolo¢anje, ostali produktni ioni pa potrjujejo
identiteto analita (qualifiers). Slika 4 prikazuje enega izmed glavnih fragmentacijskih

procesov ioniziranega bisoprolola.
Preglednica IX: Optimalni MRM prehodi in kolizijska energija za bisoprolol in metoprolol

MRM m/z prehodi Kolizijska energija [eV]

Bisoprolol 326,2 — 56,1 37
Bisoprolol qualifier 326,2 — 116,1 9
Metoprolol (IS) 268,2 — 116 12
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OH
CH,
H
OH, O~ s CH,
' © T H.C
CHJ 3 \[(\N/"\CHB
- §,H
(9] CH, +
o "1
CH,
miz 326 miz 116

Slika 4: Predvidena fragmentacija ionizirane molekule bisoprolola, ki daje produktni
ion z m/z 116 (41)

3.2.3 PRIPRAVA UMERITVENE KRIVULJE ZA IZRACUN KONCENTRACIJE
BISOPROLOLA V VZORCIH BOLNIKOV

3.2.3.1 UMERITVENA KRIVULJA IN KONTROLNI VZORCI
Za izracun koncentracije bisoprolola v vzorcih bolnikov smo potrebovali umeritveno
oziroma kalibracijsko krivuljo, ki podaja neposredno odvisnost odziva detektorja od

koncentracije analita v vzorcu (Enacba 2).

Odziv = b x kenc.+ a (2)

Umeritveno krivuljo za bisoprolol smo dolocili vsak prvi dan v tednu tekom merjenja
koncentracij vzorcev. Uporabili smo odzive Sestih kalibratorjev koncentracij 0,85 ng/ml,

4,2 ng/ml, 8,5 ng/ml, 42 ng/ml, 64 ng/ml in 127 ng/ml ter odziv slepega vzorca.

Kalibracijske standarde in kontrolne vzorce nizke (QCpr; 2,5 ng/ml), srednje (QCys; 21
ng/ml) in visoke koncentracije (QCy; 85 ng/ml) smo pripravili tako, da smo v 3,5-
mililitrske plasti¢ne epruvete z zamaSkom odpipetirali 1045 pl ¢loveske plazme in 55 pl
ustrezne delovne raztopine bisoprolola ter na zmerni moci vorteksirali 30 sekund. Postopek

red¢enja vzorca in ekstrakcije na trdnem nosilcu je bil kot pri vzorcih bolnikov.

Kalibracijske standarde smo pripravili sveze vsak zacetek tedna, kontrolne vzorce pa vsak
dan posebej. Analizirali smo po eno ponovitev vsakega izmed kalibratorjev. Umeritveno
krivuljo je predstavljal graf odvisnosti povrSine vrha analita (relativno glede na IS) od

koncentracije analita. Podatke za umeritveno premico smo analizirali v programu
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Microsoft Excel s pomocjo utezne linearne regresije in po metodi najmanjSih kvadratov
dolocili enacbo umeritvene premice. Naklon in odsek umeritvene premice smo optimizirali

s pomocjo dodatka v programu Microsoft Excel, imenovanega ReSevalec (Solver).

3.2.3.1 DELNA VALIDACIJA METODE
Umeritvena krivulja, ki smo jo uporabili za izracun koncentracij vzorcev, je morala

ustrezati naslednjim kriterijem (44, 45):

ONajvisje dovoljeno odstopanje od 100-odstotne tocnosti, izracunane po Enacbi 3, je pri
LLOQ + 20 %, pri ostalih koncentracijah pa + 15 %.
ONaveden kriterij so morali dosegati vsaj Stirje od Sestih kalibracijskih standardov,

oy e

oVrednost determinacijskega koeficienta () je morala biti vija od 0,990.

NajmanjSa koncentracija standarda v umeritveni krivulji predstavlja spodnjo mejo

dolo¢ljivosti (LLOQ). Zahteve za ustrezno tocnost in ponovljivost so sledece (44):

»odziv standarda pri LLOQ vsaj 5-krat visji od odziva slepega vzorca,
skoeficient variacije (CV) najvec¢ 20 %,
=tocnost 80—120 %.

'ftamﬁ'_.ffnc:

» 100

Totnost [ =
Crominaing (3)

Toénost in ponovljivost smo dolocili s pomoc¢jo umeritvenih krivulj in odzivov kontrolnih
vzorcev treh razliénih koncentracij (QCr, QCy in QCp). Za vsak QC smo izvedli meritev
za vsak dan merjenja koncentracije posebej. Tocnost smo izrazili po Enacbi 3, ponovljivost
pa s koeficientom variacije (CV) (Enacba 4).

L
P = L,:.?i-ﬂﬂ )

Dolocili smo znotrajtedensko in medtedensko ponovljivost. Znotrajtedensko ponovljivost
smo izracunali kot koeficient variacije analize Stirith ponovitev kontrolnih vzorcev nizke,
srednje in visoke koncentracije. Medtedensko ponovljivost smo izracunali kot koeficient
variacije rezultatov vseh razli¢nih tednov, v katerih smo za vsak dan analizirali vsakega
izmed kontrolnih vzorcev. Po FDA smernicah (44) se za veljavne meritve smatrajo tiste,
pri katerih je tocnost vseh QC vzorcev v okviru 100 + 15 %, CV izracunanih koncentracij

QC vzorcev pa ne sme biti vi§ji od 15 % .
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3.3 POPULACIISKA FARMAKOKINETICNA ANALIZA PODATKOV

Za farmakokineti¢no analizo podatkov smo uporabili nelinearni model mesanih u¢inkov v
programskem paketu NONMEM (39). Nelinearni model meSanih u¢inkov je prva metoda
za ocenjevanje interindividualnih razlik (IIV), ki ne zanemarja podatkov, ki jih je tezje

vkljuciti v analizo — to so npr. skopi podatki ali razliéni odmerni intervali (46).

Populacijska farmakokinetika (PopFK) ima dandanes pomembno vlogo pri raziskovanju in
obravnavi farmakokinetike v procesih razvoja zdravil in zdravstvenega varstva. PopFK je
podroc¢je klinicne farmakologije, ki si prizadeva pridobiti kvantitativne ocene
farmakokinetiénih parametrov ter dolociti interindividualne (IIV) in rezidualne
variabilnosti absorpcije, distribucije, metabolizma in izlocanja zdravil. S PopFK modelom
lahko s spremljanjem plazemskih koncentracij ali pa le s pomo¢jo podatkov o bolnikovem
fizicnem stanju, bolniSni¢ni zgodovini in laboratorijskih testov fizioloskih funkcij zelo

natanc¢no prilagodimo odmerjanje zdravila posameznemu bolniku (46).

Na trgu je veliko razli¢nih programskih paketov za analizo PopFK, eden najbolj zanesljivih
in najpogosteje uporabljenih pa je NONMEM, ki ima veliko zbirko razli¢nih
podprogramov. Za ocenjevanje vpliva soCasnih spremenljivk na farmakokineti¢ne
parametre ta program uporablja metodo najvecjega verjetja (maximum likelihood).
Verjetnost, da se izraCunane vrednosti ujemajo z meritvami, program izrazi kot funkcijo
vseh definiranih parametrov v modelu, ocene parametrov pa izbere tako, da je verjetnost

najvecja (39, 47).

3.3.1 POSTAVITEV OSNOVNEGA STRUKTURNEGA MODELA

V zacetnem delu razvoja PopFK modela smo v programu NONMEM za osnovni model
izbrali enoprostorni model, ki je definiran s farmakokineticnimi parametri, konstanto
absorpcije, oCistkom in volumnom porazdelitve. Bolniki so vse odmerke prejemali
preroralno, zato bioloSke razpolozljivosti uc¢inkovine (F) ni bilo mogoce izracunati, smo pa
upostevali, da le-ta direktno in v enaki meri vpliva na ocCistek in volumen porazdelitve
ucinkovine. Parametri populacije (oCistek in volumen porazdelitve), ki jih s to metodo
izraCunamo, so sestavljeni iz stalnih ucinkov oz. srednjih vrednosti porazdelitve ter

naklju¢nih u¢inkov oz. matrike varianca-kovarianca porazdelitve (46, 48).
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3.3.2 STATISTICNI MODEL

PopFK analiza nam omogoca oceniti razlike v posameznih farmakokineti¢nih parametrih
in poizkuSa identificirati njihove vzroke. S statisticnim modelom opiSemo moZna
odstopanja strukturnega modela od realnih izmerjenih vrednosti. Na razliko med
napovedano vrednostjo parametra z razvitim modelom in dejansko izmerjeno vrednostjo
vplivajo razlicne spremenljivke, ki jih uvr§¢amo v dve primarni skupini, in sicer:
interindividualne variabilnosti, torej lastnosti posameznikov, ki se med seboj razlikujejo; in
rezidualne variabilnosti. Rezidualne variabilnosti so vse intraindividualne spremembe
(znotraj posameznega pacienta), Casovne spremenljivke, napake pri merjenju koncentracije
in druge nespecifi¢ne napake modela. V primeru, da imamo podatke za bolnike iz dveh
razlicnih obiskov, lahko upoStevamo Se tretjo vrsto variabilnosti, in sicer med obiski.
Variabilnost med obiski vkljuuje spremembe v farmakokinetiki uc¢inkovine zaradi

spremenjenih lastnosti bolnikov ali kompliance jemanja zdravila (46, 48).

V razvoju naSega modela smo ocenjevali vpliv treh vrst spremenljivk, in sicer
interindividualne variabilnosti oz. razlike med osebami, variabilnosti med obiski
(koncentracijo bisoprolola smo merili na dveh obiskih, ¢asovno oddaljenih priblizno 6
mesecev) in rezidualne intraindividualne variabilnosti. Enacba 5 opisuje ocistek

bisoprolola kot funkcijo interindividualne spremenljivke in variabilnosti med obiski.
Tl pm Gy neix (obisk x @) (5)

Oznaka Cl;; oznacuje vrednost ocCistka bisoprolola za posameznega bolnika, 6¢; srednjo
vrednost parametra v populaciji bolnikov, n; razliko med srednjo vrednostjo in vrednostjo
parametra pri to¢no doloenem bolniku, n; pa razliko med vrednostjo parametra med
dvema obiskoma pri dolocenem pacientu. Za vrednosti n; in 1; se smatra, da so normalno

porazdeljene v populaciji bolnikov s srednjo vrednostjo 0 in varianco o”.

3.3.2.1 INTERINDIVIDUALNE VARIABILNOSTI
Za opis interindividualne variabilnosti konstante absorpcije, ocistka in volumna

porazdelitve smo izbrali eksponentni model napake, kot prikazuje Enacba 6.

Pi =G x 8™ ;& N(0,7) (6)
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Zgornja enacba predstavlja zapis FK parametra (konstante absorpcije o€istka oz. volumna
porazdelitve) kot funkcijo interindividualne spremenljivke. Oznaka p; oznacuje vrednost
parametra za posameznega bolnika, 0, srednjo vrednost parametra v populaciji bolnikov, n;
pa razliko med srednjo vrednostjo in vrednostjo parametra pri to¢no dolo¢enem bolniku.
Za vrednosti n; se smatra, da so normalno porazdeljene v populaciji bolnikov s srednjo

. . . 2
vrednostjo 0 in varianco ®”.

3.3.2.2 VARIABILNOSTI MED OBISKI
Variabilnost parametrov med dvema obiskoma smo opisali z eksponentnim modelom

napake (Enacha 7).

iy = Bpxelixel 13y € N{0,w7) (7)

Enacba 7 predstavlja zapis FK parametra kot funkcijo interindividualne spremenljivke in
variabilnosti med obiski. Oznaka p; oznacuje vrednost parametra (konstante absorpcije
oCistka oz. volumna porazdelitve) za posameznega bolnika, 6, srednjo vrednost parametra
v populaciji bolnikov, n; razliko med srednjo vrednostjo in vrednostjo parametra pri tocno
dolo¢enem bolniku, m; razliko med vrednostjo parametra med dvema obiskoma pri
dolocenem pacientu. Za vrednosti m; in 1; se smatra, da so normalno porazdeljene v

populaciji bolnikov s srednjo vrednostjo 0 in varianco o°.

3.3.2.3 REZIDUALNE VARIABILNOSTI

Kljub predpostavki, da so srednje vrednosti vseh parametrov stalnih u¢inkov znane, pa se
napovedane vrednosti plazemske koncentracije razlikujejo od meritev. Prav to razliko
predstavlja rezidualna variabilnost ali »Sum«. Za oceno rezidualne intraindividualne

variabilnosti smo izbrali kombiniran — aditivni in proporcionalni model napake. (Enacba

8).
car = Gaea(lra)re s e 01 ()
e « V{07, ")
Ci;x prestavlja napovedano vrednost plazemske koncentracije zdravila v doloceni tocki v
Casu j in obisku k, Cijx pa dejansko izmerjeno koncentracijo. Vrednosti g, in ¢,
predstavljajo rezidualne napake (aditivno in proporcionalno) in so normalno porazdeljene

s srednjo vrednostjo 0 in varianco o,” in cpz. Te vrednosti predstavljajo vir naklju¢nih

ucinkov — to so razlike med bolniki, ki jih vnaprej ne moremo napovedati.
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3.3.2.4 KORELACIJA MED OCISTKOM IN VOLUMNOM PORAZDELITVE

V poglavju 3.3.1 smo omenili, da ne moremo ocenjevati bioloske razpolozljivosti
bisoprololal, lahko pa ocenjujemo kovarianco med ocistkom (CI/F) in volumnom
porazdelitve (V/F) v odvisnosti od bioloske razpoloZzljivosti ter izraCunamo korelacijo

oziroma medsebojni vpliv med obema parametroma (Enacbha 9).

9
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4 REZULTATI

4.1 DELNA VALIDACIJA LC-MS/MS METODE

Koncentracije bisoprolola v plazemskih vzorcih bolnikov s srénim popusCanjem smo
dolocili s tekoc¢insko kromatografijo visoke lo€ljivosti, sklopljeno s tandemskim masnim
spektrometrom (LC-MS/MS). Uporabljena metoda je bila razvita v okviru diplomske
naloge Anke Peganc (41) ter validirana v skladu s FDA smernicami (44). Ker pa metoda
dalj Casa ni bila uporabljena, smo v okviru narejenih meritev tekom analize vzorcev
bolnikov preverili, ¢e metoda ustreza validacijskim zahtevam za to¢nost in ponovljivost.
Hkrati smo dolocili Se LLOQ in linearnost regresijske premice ter s pomoc¢jo razmerja
odzivov med produktnim ionom za kvantifikacijo in produktnim ionom za kvalifikacijo

preverili Se selektivnost metode.

Koncentracijo bisoprolola v vzorcih bolnikov smo izraunali s pomoc¢jo umeritvenih
krivulj, ki predstavljajo koncentracijo bisoprolola v odvisnosti od odziva (Biso/IS).
Regresijska premica z enacbo: odziv (Biso/IS) = 0,0546 % konc. + 0,0129 je predstavljena
na Sliki 5.

8,0 1

6,0 -

oy
o
1

y = 0,0546x + 0,0129
R*=1

Odziv biso/IS

0 20 40 60 80 100 120 140
C(ng/ml)

Slika 5: Umeritvena krivulja za dolo¢anje bisoprolola v plazmi — uteZena linearna
regresija (wi = 1/C2).
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Parametre umeritvene krivulje smo dolocili z uporabo utezene linearne regresije in sicer s
pomodjo utezi 1/C*. Linearnost regresijskih premic v koncentracijskem obmodju 0,85-127
ng/ml smo dokazali z metodo najmanjSih kvadratov. V preglednici X so predstavljene
tocnosti povratno izraCunanih koncentracij kalibratorjev za uporabljene regresijske

premice.

Preglednica X: To€nost kalibracijskih standardov bisoprolola za uporabljene umeritvene
krivulje pri uporabi utezi 1/C?.

Cbiso.

Tocnost (%)
v standardu

[ng/mil] 1. teden 2. teden 3. teden 4. teden 5. teden 6. teden
0,849 101,0 101,3 100,1 101,5 100,5 99,2
4,243 95,8 93,6 100,4 92,3 96,5 100,5
8,487 98,0 98,3 97,9 99,6 101,7 108,3
42,43 101,6 102,9 101,0 100,3 100,3 98,2
63,65 103,3 103,1 100,3 98,4 99,9 96,8
127,3 100,3 100,8 100,3 107,9 101,1 97,1

V Preglednici XI pa smo predstavili parametre vseh regresijskih premic, ki smo jih
uporabili pri izratunu koncentracij bisoprolola v vzorcih bolnikov ter vrednosti

determinacijskih koeficientov, kot merilo linearnosti.

Preglednica XI: Parametri umeritvenih premic

1. teden 2. teden 3. teden 4. teden 5. teden 6. teden

b 0,04917 0,05236 0,05460 0,05900 0,05565 0,04408
a 0,00664 0,01309 0,01287 0,02161 0,00251 0,00930
R? 0,9996 0,9995 1,0000 0,9915 0,9998 0,9984

Oblika umeritvene premice: odziv (Biso/IS)= b x konc.(Biso)+ a
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Selektivnost uporabljene metode smo preverili z izraCunom razmerja med produktnim

ionom za kvantifikacijo in produktnim ionom za kvalifikacijo (Preglednica XII).

Preglednica Xll: Variabilnost razmerja odziva produktnega iona za kvantifikacijo
(quantifier) in produktnega iona za kvalifikacijo (qualifier) bisoprolola

Povpr. razmerje quantifier / qualifier

(n=13) CV [%]
QCy. (2,5 ng/ml) 0,32327 2,86
QCy (21 ng/ml) 0,32357 2,19
QCy (85 ng/ml) 0,31980 1,31

Z merjenjem koncentracij kontrolnih vzorcev treh razlicnih koncentracij (QCr, QCy in
QCpq) smo dolocili znotrajtedensko in medtedensko ponovljivost. Podatki so predstavljeni
v Preglednici XIII. Znotrajtedensko ponovljivost smo izracunali kot koeficient variacije
analize Stirih ponovitev kontrolnih vzorcev nizke, srednje in visoke koncentracije znotraj
enega tedna. Za ponovljivost med razli¢nimi tedni pa smo uporabili odzive kontrolnih

vzorcev treh koncentracij iz Sestih razli¢nih tednov.

Preglednica XllII: Ponovljivost in toénost dolo¢evanja bisoprolola znotraj tedna in med
tedni

QC CV (%) Tocnost (%)
Znotrai QCy 6,0 98,3
tedna QCwum 1,3 97,7
(n=4) QCy 1,3 99,3
QCy 6,3 99,1
Med_te6dni QCs 3.0 98.1
(n=0) QCy 2,3 99,5

Toc¢nost in ponovljivost metode tekom merjenja koncentracij vzorcev bolnikov smo
dolocili z merjenjem koncentracij 39 kontrolnih vzorcev. Tri kontrolne vzorce razli¢nih
koncentracij smo pripravili vsak dan tekom priprave vzorcev bolnikov. Tocnost in

ponovljivost QC smo predstavili v Preglednici XIV.
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Preglednica XIV: To€nost in ponovljivost izraCunanih koncentracij vseh kontrolnih
vzorcev (QC) tekom analize.

QC. QCm QCH
1. teden 99,8 95,6 98,9
98,3 100,3 99,1
2. teden 92,0 100,4 101,8
96,8 101,3 105,7
96,4 96,9 100,5
5 3 teden 91,3 96,3 98,7
TOCNOST (%) 105,2 98,4 100,2
100,4 99,1 97,9
4. teden 89,3 95,7 97,4
86,4 90,9 91,1
5. teden 108, 2 103,1 103,6
6. teden 102,5 97,1 97,5
100,7 96,0 92,4
povprecna 97,5 97,8 98,8
CV (%) 6,5 3,2 4,0

Tocnost dolo¢anja koncentraciie QC je podana v odstotkih (% ) glede na dejansko koncentracijo; ponovljivost pa
kot koeficient variacie (CV) v odstotkih.
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4.2 BOLNIKI

4.2.1 OSNOVNI PODATKI O BOLNIKIH

Za postavitev PopFK modela bisoprolola za bolnike s kroni¢nim SP smo merili
koncentracije bisoprolola v plazmi 46 bolnikov z znanim kroni¢nim SP. Bolniki, vkljuceni
v Studijo, so bili v stacionarnem stanju. S histogramom smo predstavili porazdelitev
dnevnih odmerkov ter rezZim jemanja tablet z bisoprololijevim fumaratom pri obravnavanih

bolnikih (Slika 6).
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Slika 6: Dnevni odmerki bisoprololijevega fumarata in reZimi odmerjanja pri pacientih na

Obisku 1 (a) in Obisku 2 (b)
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Obravnavali smo 26 bolnikov moskega spola in 20 bolnic zenskega spola, starith med 54 in
87 let. Podatki bolnikov na obeh obiskih so predstavljeni v Preglednici VII v poglavju
3.1.1. Izmerili smo koncentracije bisoprolola v 328 plazemskih vzorcih bolnikov — 177
vzorcev je bilo pridobljenih na Obisku 1, 155 pa na Obisku 2. Izmed 46 bolnikov,
vkljucenih v raziskavo, na Obisku 2 zaradi razli¢nih vzrokov nismo pridobili plazemskih
vzorcev sedmih bolnikov. Dva bolnika in ena bolnica so zavrnili nadaljnje sodelovanje v

raziskavi, dve bolnici sta umrli, o enem bolniku in eni bolnici pa nimamo podatka.

4.2.2 KONCENTRACIJE BISOPROLOLA V PLAZEMSKIH VZORCIH

V Preglednici XV so navedene plazemske koncentracije bisoprolola pri bolnikih v S$tirih
razli¢nih Casovnih tockah na obeh obiskih. Poleg izmerjenih koncentracij je naveden tudi
dnevni odmerek pri posameznem bolniku ter rezim aplikacije (enkraten odmerek ali

razdeljen dnevni odmerek na dve aplikaciji — navadno zjutraj in zvecer).

38



KATRA KEBE- Diplomska naloga REZULTATI

Preglednica XV: Izmerjene plazemske koncentracije bisoprolola (ng/ml) tik pred peroralno
aplikacijo (ob ¢asu 0 h) ter 2 h, 3 hin 4 h po aplikaciji zdravila

1. obisk 2. obisk
Odm. Koncentracija bisoprolola v Odm. Koncentracija bisoprolola v
plazmi bolnikov (ng/ml) plazmi bolnikov (ng/mil)

&t na dan na dan
bolnika (M8) on 2n  3n 4n (M) on 2n  3n  4n

KO1 10 17,33 74,83 70,00 64,96 10 17,80 60,67 52,51 51,47
K02 10 13,75 70,87 67,77 61,76 NP

KO3 10 28,22 64,55 63,33 62,68 10 13,37 41,33 41,26 36,28
KO4 5 18,15 37,1 28,46 32,84 5 <toQ 10,62 11,91 10,88
KO5 5 17,78 55,94 46,49 45,98 5 13,96 40,06 34,75 33,11
KO6 10 9,746 47,48 46,64 49,47 10 45,19 63,36 65,89 68,89
KO7 10+10 57,4 102,3 95,69 78,53 10+10 36,29 67,31 61,10 55,06
KO8 10+5 45,15 99,85 101,2 90,56 NP

KOS9 2,5+2,55 19,3 31,25 27,35 27,54 2,5+2,5 12,25 18,62 18,56 16,76
K10 5 15,54 35,37 37,79 37,16 10* <LlOQ 3722 37,89 34,06
K11 1,25 1,839 6,484 5,649 6,187 1,25 2,01 5,80 5,30 5,20
K12 10 38,29 113,1 107,6 81,48 10 28,95 60,62 67,66 65,62
K13 2,5 # 9,072 8,313 7,858 2,5** 6,80 # 598 5,53
K14 10+10 89,53 136,9 129 119,3 10+10 59,14 78,16 # 76,63
K16 10 18,16 54,56 48,54 46,94 5 8,74 26,14 25,26 24,26
K17 5+5a 35,69 52,11 47,75 44,24 5+5a 45,80 61,90 54,82 53,80
K18 2,5 8,67 12,98 12,98 12,60 NP

K20 10 15,25 47,18 45,50 40,64 10 12,44 29,13 40,63 36,60
K21 5+5a 48,34 52,89 57,50 55,42 5+5a 46,53 # 55,15 54,78
K22 5 5,77 20,19 # 21,54 5 11,57 31,72 34,12 33,62
K23 10 <lOQ 37,11 37,67 34,46 10a 11,11 47,75 46,61 38,60
K24 10 8,94 31,50 32,69 30,11 10 8,57 32,02 29,23 26,41
K25 5 22,36 38,78 36,10 37,72 5 27,24 39,55 39,15 37,01

a Pacient jemlje Cordarone ®

* Pacient jemlje zdravilo priblizno na dva dni, na dan obiska zdravila ni prejel
** Pacient jemlje zdravilo zvecer in na dan obiska zdravila ni prejel

NP = pacienta ni bilo na drugem obisku

# Ni podatka o koncentraciji

<LLOQ = Izmerjene koncentracije so niZje od spodnje meje kvantifikacije (LLOQ)
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Preglednica XV: Izmerjene plazemske koncentracije bisoprolola (ng/ml) tik pred
peroralno aplikacijo (ob ¢asu 0 h) ter 2 h, 3 hin 4 h po aplikaciji zdravila (nadaljevanje)

1. obisk 2. obisk
Odm. Koncentracija bisoprololav Koncentracija bisoprolola v
& na dan plazmi bolnikov (ng/ml) s;‘i”zmnga) plazmi bolnikov (ng/ml)
bolnika (M8 oh 2n  3h  4n Oh 2h 3h  4h
K26 5+5 18,32 30,43 28,14 27,37 5+5 18,18 28,79 27,22 24,54
K27 5+5 18,84 36,19 29,83 # NP
K28 5 15,84 32,77 30,13 29,40 5 15,19 31,43 29,45 26,22
K29 5+25 17,84 33,90 30,89 31,44 NP
K31 10 21,10 61,24 60,85 55,18 NP
K32 7,5+25 24,00 # 50,51 44,20 75+5 33,32 52,36 54,19 51,54
K33 2,5 6,08 14,33 13,20 12,61 2,5+2,5 15,30 19,40 18,97 18,21
K34 2,5 6,00 13,95 12,71 12,66 2,5 7,09 12,86 11,61 9,77
K35 5 28,2237,75* 45,86 # 10 23,21 35,32 64,30 61,58
K36 5+5a 26,02 39,96 36,70 35,07 545 19,68 32,56 29,89 27,27
K37 2,5 3,74 11,22 9,83 9,50 10 13,42 42,03 39,97 36,46
K38 5+5 25,28 38,65 37,35 35,88 5+5 18,80 31,76 26,85 27,38
K39 10 51,81 # 84,06 81,21 10 59,36 88,51 81,91 80,51

K40 2,5+2,5 10,21 15,56 15,01 14,20 5+2,5 22,31 21,06 18,88 17,99
K41 2,5+2,5 6,42 11,23 10,21 10,74 2,5+2,5 10,40 15,22 13,04 12,46

K42 5 13,25 32,89 34,82 31,21 10 37,14 89,79 83,62 79,06
K43 1,25 5,14 12,62 13,03 12,75 1,25+1,25 19,48 25,05 23,15 22,27
K44 5 9,87 25,56 24,42 23,82 5 8,06 23,87 21,64 21,32
K45 2,5 1,07 7,41 6,38 6,12 5 2,27 13,97 12,85 11,11
K46 10 24,12 47,88 47,95 48,64 10 49,54 # 56,09 51,89
K47 2,5 2,76 9,64 10,28 8,89 2,5 2,17 8,97 8,41 7,67
K48 10 24,79 51,11 # 45,94 NP

K49 5 8,76 24,40 23,08 20,73 5 10,51 25,78 25,31 24,20

a Pacient jemlje Cordarone ®

* Pacient jemlje zdravilo priblizno na dva dni, na dan obiska zdravila ni prejel
** Pacient jemlje zdravilo zvecer in na dan obiska zdravila ni prejel

NP = pacienta ni bilo na drugem obisku

# Ni podatka o koncentraciji

<LLOQ =Izmerjene koncentracije so niZje od spodnje meje kvantifikacije (LLOQ)
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Izracunane koncentracije bisoprolola v plazemskih vzorcih bolnikov smo predstavili
graficno. Za vsakega bolnika smo v graf vnesli plazemske koncentracije bisoprolola z obeh
obiskov. Nekaj plazemskih koncentracijski profilov je prikazanih na spodnjih slikah: profil
bolnika, ki jemlje enkrat na dan tableto z 1,25 mg bisoprololijevega fumarata, po aplikaciji
1,25 mg zdravila (Slika 7); profil bolnika, ki jemlje dvakrat na dan tableto z 2,5 mg
bisoprololijevega fumarata, po aplikaciji 2,5 mg zdravila (Slika 8); profil bolnika, ki jemlje
enkrat na dan tableto s 5 mg bisoprololijevega fumarata, po aplikaciji zdravila (Slika 9);
profil bolnika, ki jemlje enkrat na dan tableto z 10 mg bisoprololijevega fumarata, po
aplikaciji zdravila (Slika 10); profil bolnika, ki jemlje dvakrat na dan tableto z 10 mg
bisoprololijevega fumarata, po aplikaciji 10 mg zdravila (Slika 11).
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Slika 7: Koncentracijski profil bisoprolola pri bolniku K11 na 1. in 2. obisku po aplikaciji
1,25 mg zdravila (bolnik jemlje enkrat na dan tableto z 1,25 mg bisoprololijevega
fumarata)
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Slika 8: Koncentracijski profil bisoprolola pri bolniku KO9 na 1. in 2. obisku po aplikaciji 2,5
mg zdravila (bolnik dvakrat na dan jemlje tableto z 2,5 mg bisoprololijevega fumarata)
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Slika 9: Koncentracijski profil bisoprolola pri bolniku K26 na 1. in 2. obisku po aplikaciji 5
mg zdravila (bolnik jemlje enkrat na dan tableto s 5 mg bisoprololijevega fumarata)
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Slika 10: Koncentracijski profil bisoprolola pri bolniku KO7 na 1. in 2. obisku po aplikaciji
10 mg zdravila (bolnik dvakrat na dan jemlje tableto z 10 mg bisoprololijevega fumarata)
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Slika 11: Koncentracijski profil bisoprolola pri bolniku K24 na 1. in 2. obisku po aplikaciji 10
mg zdravila (bolnik jemlje enkrat na dan tableto z 10 mg bisoprololijevega fumarata)
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4.3 RAZVOJ POPULACIJSKEGA FARMAKOKINETICNEGA MODELA

Za osnovni farmakokinetiéni model smo izbrali enoprostorski model, definiran z
naslednjimi farmakokineti¢nimi parametri: konstanto absorpcije bisoprolola (k,), o¢istkom
bisoprolola (CI/F) in volumnom porazdelitve bisoprolola (V/F). Osnovne enacbe modela
so zapisane z Enacbami 10—12, kjer je n slucajna razlika ocene parametra pri posamezniku

od tipi¢ne vrednosti parametra v populaciji (0).

g =8 xe (10)
3 gy

E =faxeF

FF (11)

L;= f ® e‘lt'nf-'

F F (12)

V razvoju naSega modela smo ocenjevali vpliv treh vrst spremenljivk, in sicer
interindividualno variabilnost, variabilnost med obiski in rezidualno intraindividualno
variabilnost. Za opis interindividualne variabilnosti ter variabilnosti med obiski osnovnih
parametrov modela (konstante absorpcije, oCistka in volumna porazdelitve) smo izbrali
eksponentni model napake. Rezidualne intraindividualne napake pa smo opisali s

kombinacijo aditivnega (&,) ali proporcionalnega (g,) modela napake.

Predpostavili smo, da so osnovni obravnavani parametri v populaciji porazdeljeni
logaritemsko normalno, zato smo morali izradun ocene variance (»°), ki nam ga je podal
program NONMEM, pretvoriti v koeficient variacije (CV). Za izraun variabilnosti, podan

s koeficientom variacije v procentih, smo uporabili Enacbo 13.

£V M) = ¥+ - 1 % 100% (13)

Osnovne parametre modela z relativno standardno napako ocene ter ocene obravnavanih

variabilnosti (CV %) z relativno standardno napako so podane v Preglednici XVI.

Ocenili smo tudi koeficient korelacije med o€istkom in volumnom porazdelitve (Enacha 9,

poglavje 3.3.2.4), ki je znasal 0,57 (Preglednica XVI).

Preglednica XVI: Ocene vrednosti osnovnih PopFK parametrov (konstante absorpcije,
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ocistka in volumna distribucije) in slu¢ajnih napak modela izraCunanih z metodo
NONMEM

Interindividualna Variabilnost med
Ocena PopFK

Parameter variabilnost CV %  obiski CV % (RSE
parametra (RSE %) (RSE %) %)
ka [h™] 2,18 (19,3) 69,3 (75,9) 64,4 (71,7)
Cl/F [I/h] 10,2 (5,47) 32,9(29,1) 24,8 (34,8)
V/F [I] 230 (4,56) 17,3 (23,0) 13,6 (46,9)
Cl/F - V/F korelacija 0,568 (45,1)

Rezidualna variabilnost
aditivna [ng/ml] 0,358 (46,9)
proporcionalna (%) 4,87 (13,2)
Podane so ocene parametrov (v oklepaju RSE %) in variabilnosti s koeficientom variacije v % (v oklepaju RSE %)

ka = konstanta absorbcije podana v h™'; CI/F = odistek bisorprolola v I/h; V/F = volumen porazdelitve bisoprolola v
litrih; RSE = relativna standardna napaka v procenth

Za grafi¢no predstavitev podatkov smo uporabili diagrame, ki prikazujejo izmerjene
koncentracije v odvisnosti od populacijskih napovedi in individualnih napovedi (Slike 14—
15, priloga). Za vsakega bolnika pa smo za oba obiska oblikovali tudi graf, kjer smo
predstavili izmerjene koncentracije bisoprolola ter koncentracije bisoprolola, napovedane z

razvitim modelom (Slike 16-21, priloga).

Graficno vrednotenje napovedi (prediction-corrected Visual predictive check)

Za simulacijo kon¢nega populacijskega farmakokineticnega modela smo uporabili
vrednosti parametrov, ki smo jih dobili v kon¢nem modelu. Na vseh podatkih smo naredili
1000 ponovitev, simulirane in izmerjene vrednosti smo predstavili na grafu PC-VPC (Slika
12). Za meritve, opravljene ob doloCenem c¢asu, smo izracunali mediano napovedanih

aktivnosti (50. centil) in 95-odstotni napovedni interval (5. in 95. centil).

44



KATRA KEBE- Diplomska naloga REZULTATI

PC-VPC
] 10 20 30 40 a0
| | | | | | | | |
WVISIT: 1 WISIT: 2
100 = _
— s
| - -
E an
()]
=
@ B0 =
o
M
= 40 o —
il
i
5 20 u
=
D = =

] 10 20 a0 40 a0
Cas [h

Slika 12: Primerjava simuliranih koncentracij z izmerjenimi koncentracijami za prvi obisk

(levo, Visit 1) in drugi obisk (desno, Visit 2) po odmerku bisoprololijvega fumarata 1,25
mg—10 mg.

Graf PC-VPC vkljucuje podatke iz nove simulirane podatkovne baze, ki smo jih
predpostavili glede na parametre modela, ter obstojece izmerjene plazemske koncentracije
bisoprolola. Tocke predstavljajo izmerjene koncentracije bisoprolola v vzorcih bolnikov.
Rdeca ¢rta predstavlja mediano predvidenih koncentracij z modelom, modri ¢rti pa 5. in
95. centil. Z osenCenim podroCjem pa je prikazan neparametricen 95-odstotni interval

zaupanja okrog predvidenih vrednosti.
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5 RAZPRAVA

Bisoprolol je selektivni zaviralec f1-adrenergi¢nih receptorjev in se zelo pogosto uporablja
za zdravljenje kroni¢nega srénega popuscanja. Z LC-MS/MS metodo smo dolocili
plazemske koncentracije bisoprolola v vzorcih, ki smo jim odvzeli bolnikom s kroni¢nim
srénim popuscanjem tik po aplikaciji ter ob Casu 2, 3 in 4 ure po aplikaciji. S pomocjo
izraCunanih koncentracij smo doloc¢ili osnovne farmakokineticne parametre ter
variabilnosti le-teh. Populacijski farmakokineti¢ni model smo postavili z namenom, da bi
sluzil kot pomo¢ pri doloCanju primernega rezima odmerjanja bisoprolola pri bolnikih s

srénim popuscanjem.

V plazemskih vzorcih bolnikov smo dolocili koncentracijo bisoprolola z LC-MS/MS
metodo. Bisoprolol smo ekstrahirali s pomoc¢jo trdnih nosilcev (izolacija in ¢iscenje)
meSanega reverzno faznega in ionsko-izmenjevalnem tipa Strata X-C*. Za LC-MS/MS
metodo smo v okviru delne validacije dolocali to€nost, ponovljivost, linearnost, LLOQ in

selektivnost.

Umeritvene krivulje ustrezajo kriterijem FDA smernic (44). Toc¢nost vseh povratno
izracunanih kalibracijskih standardov je bila med 92,3—108,3 %, torej znotraj intervala 100
+ 15 %. Determinacijski koeficient, ki opisuje linearnost, je bil pri vseh umeritvenih
premicah > 0,990, in sicer med 0,991 in 1,00. Spodnja meja dolocljivosti (LLOQ) je
znasala 0,85 ng/ml. To je bila najmanjSa koncentracija kalibratorja, ki je ustrezala kriteriju
za toc¢nost 100 + 20 %. Odziv kalibratorja pri LLOQ je bil ve¢ji od 5-kratne viSine odziva
slepe plazme, toCnost pa je znasala 99,2-101,5 %, z zelo dobro ponovljivostjo s

koeficientom variacije 0,9 %.

Povprecen naklon umeritvene premice oblike: odziv (Biso/IS) = a x konc.(Biso) + b je
zna$al 0,052 in se je razlikoval od povpre¢nega naklona kalibracijskih krivulj v diplomski
nalogi Anke Peganc (41), kjer je znasal 0,013. Z razmerjem odzivov produktnega iona za
kvantifikacijo (quantifier) in produktnega iona za potrjevanje identitete analita (qualifier)
smo potrjevali selektivnost metode. Razmerje odzivov je bilo konstantno s koeficientom
variacije, manj$im od 2,9 %. Razmerje je bilo 0,32, kar je visje v primerjavi z vrednostjo v
diplomski nalogi Anke Peganc (41), kjer je znasalo 0,22. Razlike v naklonu ter razmerju
odzivov niso presenetljive, saj je za masni spektrometer znacilno, da se odzivi s Casom

lahko spreminjajo. Glede na rezultate naklona umeritvene krivulje ter razmerja
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quantifier/qualifier, ki imata v naSem primeru visje vrednosti, pa lahko trdimo, da se je

obcutljivost spektrometra povecala.

Tocnost in ponovljivost metode smo potrdili z merjenjem koncentracij kontrolnih vzorcev
treh razlicnih koncentracij (QCp, QCy in QCy). Dolocili smo znotrajtedensko in
medtedensko tocnost in ponovljivost. To¢nost je bila visoka, in sicer je bila znotraj tedna v
obmoc¢ju med 97,7 in 99,3 %, med tedni pa v obmocju 98,1-99,5 %. Ponovljivost smo
izraCunali kot koeficient variacije (CV). Znotraj tedna je znaSala najve¢ 6,0 %, med tedni
pa najvec 6,3 %. DoloCene vrednosti ponovljivosti so primerljive s ponovljivostjo, ki jo je
dolocila Anka Peganc v svoji diplomski nalogi, saj je ponovljivost znotraj dneva znasala
najvec 5,8 %, medtem ko je med dnevi znasala najvec 10,6 % (41). Potrdili smo, da je bila
uporabljena metoda v obmoc¢ju linearnosti 0,85-127 ng/ml toc¢na (97,7-99,5 %) in

ponovljiva s koeficientom variacije 1,3-6,4 %.

Za kontrolo to¢nosti smo skupaj z vzorci bolnikov izvedli 39 meritev QC vzorcev treh
razli¢nih koncentracij. Kriterij veljavnosti meritve je bil, da vsaj dve tretjini QC vzorcev,
analiziranih med sekvenco realnih vzorcev, odstopa od kontrolne vrednosti za manj kot 15
%. Ena tretjina kontrolnih vzorcev lahko odstopa za ve¢ kot 15 %, vendar ti ne smejo biti
enake koncentracije (52). V Preglednici XIV smo predstavili to¢nost vseh kontrolnih
vzorcev tekom analize, ki je znaSala 86—108 %. Tocnost vseh QC vzorcev je torej bila
znotraj okvira 100 £+ 15 %, CV izracunanih koncentracij QC vzorcev pa ni bil vi§ji od 15

%.

V $tudijo smo vkljucili 46 bolnikov z znanim kroni¢nim SP, ki so vsaj 3 dni prejemali
konstanten odmerek bisoprolola. Plazemske vzorce bolnikov smo pridobili na dveh rednih
pregledih bolnikov, ki sta bila ¢asovno oddaljena vsaj 6 mesecev. Podatke bolnikov ter
plazemske vzorce smo pridobili v bolniSnici Golnik, kjer je potekala prospektivna
observacijska Studija z naslovom »Vpliv sprememb v telesni sestavi in kaheksije na
farmakokineti¢ne parametere bisoprolola in ramiprila ter na oceno ledvicne funkcije pri
bolnikih s kroni¢nim srénim popuScanjem«. Izmed 46 bolnikov je bilo 26 moskih in 20
zensk v povprecju starih 71 let (v obmocju 54-87 let), s povprecno telesno tezo 82 kg (v
obmocju 44-116 kg), s povpre¢nim iztisnim delezem levega prekata (LVEF) 48 % (v
obmocju 25-77 %) in o€istkom kreatinina (po enacbi MDRD) 64 ml/min (v obmo¢ju 9—
142 ml/min). Stirje pacienti so prejemali tudi Cordarone® (amiodaron), §tirje pa so imeli

diagnosticirano kaheksijo. Izmed 46 bolnikov, vklju¢enih v raziskavo, so trije zavrnili
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sodelovanje v raziskavi na Obisku 2, dve bolnici sta umrli, 0 enem bolniku in eni bolnici in

pa nimamo podatka.

Povprecen dnevni odmerek bisoprololijevega fumarata, ki so ga prejemali bolniki na
prvem obisku, je bil 7,55 mg, na drugem obisku pa 7,85 mg. Najbolj pogost dnevni
odmerek je bil na obeh obiskih 10 mg bisoprololijevega fumarata v enkratnem dnevnem

odmerku.

Povprecne vrednosti kreatininskega ocCistka so bile na prvem obisku 65,3 ml/min, na
drugem obisku pa 60,9 ml/min. Pri ve€ini bolnikov so bile vrednosti nad 40 ml/min x 1,73
m?, pri petih bolnikih na prvem obisku in osmih bolnikih na drugem obisku pa so bile
vrednosti nizje. Kreatininski ocistek je bil pri enem bolniku na obeh obiskih celo manjsi od
10 ml/min, kar kaze na hudo ledvi¢no insuficienco in lahko moc¢no vpliva na ocistek
bisoprolola. V raziskavi, omenjeni v uvodu (37), vidimo, da se lahko skupni ocistek
bisoprolola pri bolnikih, ki imajo vrednost kreatininskega o€istka < 20 ml/min, zmanjSa
tudi do 50 % v primerjavi z zdravimi prostovoljci. Vkljucitev teh bolnikov bi zato lahko

zmotno vplivala na parametre PopFK modela.

Podatke, ki smo jih pridobili na obeh obiskih, ter izmerjene koncentracije bisoprolola v
plazemskih vzorcih bolnikov, smo vnesli v bazo, ki je primerna za nadaljnjo analizo s
programom NONMEM. Za populacijsko farmakokineti¢no analizo podatkov smo uporabili
metodo nelinearnih modelov meSanih u€inkov. Za osnovni strukturni model smo izbrali
enoprostorski model, definiran s konstanto absorpcije, o€istkom in volumnom porazdelitve
bisoprolola. V razvoju nasega modela smo ocenjevali vpliv treh vrst variabilnosti:
interindividualno variabilnost oz. razlike med osebami, variabilnost med obiski in
rezidualno intraindividualno variabilnost. Za opis interindividualne variabilnosti ter
variabilnosti med obiski konstante absorpcije, ocistka in volumna porazdelitve bisoprolola
smo izbrali eksponentni model napake. Rezidualne intraindividualne napake pa smo opisali
s kombiniranim tipom aditivne in proporcionale napake. Eksponentni model za
interindividualno variabilnost ter kombinirani tip napake za opis rezidualne variabilnosti je
ob Sirokem razponu podatkov najprimerne;jsi, saj pri nizkih in visokih vrednostih napovedi
dobro odraza odstopanje napovedi od meritev. V osnovnem PopFK modelu smo dolo¢ili
srednjo vrednost konstante absorpcije bisoprolola 2,2 h™ z RSE 19 %, o&istka bisoprolola
10,2 /h z RSE 5,5 % in volumen porazdelitve 230 1 z RSE 4,6 %. Ocena vpliva

interindividualnih variabilnosti na konstanto absorpcije znasa 69 % z RSE 76 %, na ocCistek
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bisoprolola 33 % z RSE 29 % ter na volumen porazdelitve 17 % z RSE 23 %. Ocena
vpliva variabilnosti med obiski na konstanto absorpcije pa znaSa 64 % z RSE 71 %, na
ocistek bisoprolola 25 % z RSE 35 % ter na volumen porazdelitve 14 % z RSE 47 %.
Natan¢ne ocene parametrov so zelo pomembne za doloCitev ustreznega modela. Stopnja
natancnosti se sicer razlikuje glede na velikost baze, a za veCino farmakokineti¢nih
podatkovnih baz velja, da naj bi bila stopnja natan¢nosti za osnovne parametre v okviru 30
odstotkov, za nakljucne ucinke pa 50 odstotkov (48). Ocena osnovnih parametrov ocCistka
in volumna porazdelitve ter njunih interindividualnih variabilnosti ustreza kriterijem
natanc¢nosti. Tudi ocena konstante absorpcije je znotraj 30 % odstopanja, medtem ko ocene
variabilnosti omenjenega parametra precej slabo opisujejo lastnost populacije. Konstanto
absorpcije z obstoje¢imi podatki zelo tezko ocenimo, saj imamo na voljo zelo malo
plazemskih koncentracij bisoprolola v zaetnem delu krivulje koncentracijskega profila. 1z
navedenega razloga tezko natan¢no dolo¢imo tako parameter kot njegovo variabilnost.
Izracunali smo tudi koeficient korelacije med ocistkom in volumnom porazdelitve, ki je
znaSal 0,57 z RSE 45 %. 1z rezultata lahko sklepamo, da tezko opiSemo odvisnost med

ocistkom in volumnom porazdelitve bisoprolola za naso populacijo.

Glede na to, da je $lo za iste bolnike na obeh obiskih so nas nekoliko presenetile vrednosti
variabilnosti med obiski za osnovne parametre. Za konstanto absorpcije visoke ocene
variabilnosti sicer niso nepri¢akovane, saj imamo premalo podatkov o koncentracijah v
absorpcijski fazi, za o€istek in volumen porazdelitve pa tezko ocenimo vzroke. Med prvim
in drugim obiskom se je v povprecju zmanjSala vrednost kreatininskega ocistka (izracunan
po MDRD enacbi se spremeni iz 64 na 60 ml/min, izracunan po metodi Cocroft-Gault pa iz
60 na 50 ml/min), kar bi lahko vplivalo na razlike v farmakokinetki bisoprolola. Ostale
lastnosti bolnikov se niso bistveno spremenile. Ne smemo pa zanemariti dejstva, da so
ocene osnovnih parametrov pravzaprav razmerja CI/F in V/F. Obseg absorpcije pa se lahko
spremeni od obiska do obiska. Vsekakor pa ne smemo tudi izkljuciti vpliva kompliance
jemanja zdravila. Bolniki so prisli v bolniSnico samo na dan obeh obiskov, medtem ko so

ostale odmerke zdravila jemali sami.

Osnovna parametra, o€istek in volumen porazdelitve smo primerjali z obstojecimi podatki
iz raziskav. Oceno ocCistka v populaciji lahko primerjamo z obstojeco PopFK raziskavo,
kjer je bil povprecen ocistek bisoprolola 11,4 1/h (39). V tej raziskavi so sicer prisli do

zakljucka, da je ocistek odvisen le od dnevnega odmerka. Povpre¢en dnevni odmerek (3,7
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mg) je bil v raziskavi ve¢ kot za polovico manjsi od povprecja pri nasih pacientih (7,6 mg

na prvem in 7,9 mg na drugem obisku).

Graficno smo prikazali ujemanje med izmerjenimi plazemskimi koncentracijami
bisoprolola ter predvidenimi koncentracijami z modelom. Diagrama (Slika 13 in 14,
priloga) predstavljata izmerjene koncentracije v odvisnosti od populacijskih napovedanih
koncentracij in od individualnih napovedanih koncentracij. Zelimo si, da bi se trend
napovedanih podatkov (rdeca crta), kar najbolj prilegal premici enakosti y = x (€rna Crta).
Tocke na slikah bi v idealnem primeru morale lezati na premici, v realnosti pa zelimo, da

so okoli premice ¢im bolj enakomerno razporejene.

Kon¢ni model smo uporabili za simulacijo novih podatkovnih nizov in napovedovanja
intervala zaupanja (obicajno 95 %) ter pripravo simuliranih koncentracijskih profilov v
odvisnosti od Casa. [zmerjene koncentracijske profile smo predstavili na grafu VPC (Slika
12). Vecina tock na grafu, ki predstavljajo izmerjene koncentracije bisoprolola, lezi znotraj
intervala zaupanja simuliranih vrednosti. 1z graficne predstavitve lahko sklepamo, da je

razviti PopFK model ustrezen.

V okviru diplomske naloge smo uspesno potrdili ponovljivost ter natanénost LC-MS/MS
metode ter izracunali plazemske koncentracije bisoprolola pri bolnikih s kroni¢nim srénim
popuscanjem. V programu NONMEM smo dolocili osnovne farmakokineticne parametre
in njihovo variabilnost ter postavili konéni PopFK model. Razvit model dobro opisuje
farmakokinetiko bisoprolola pri bolnikih s kroni¢nim SP in lahko sluzi za pomo¢ pri

odmerjanju bisoprolola pri omenjenih bolnikih.

Model bi lahko nadgradili z vklju¢evanjem soCasnih spremenljivk ter ocenili njihov vpliv
na osnovne parametre, s ¢imer bi izboljSali napovedovanje individualnih koncentracij
bolnikov. Razvit model, izmerjene plazemske koncentracije bisoprolola ter pridobljene

lastnosti bolnikov vkljucenih Studijo so zbrane ter so na voljo za nadaljnji razvoj modela.

Za bolnike vkljucene v diplomsko nalogo so na voljo podatki o demografskih lastnostih
(spol, teza, velikost, starost), podatki o telesni sestavi (delez mascob, puste telesne mase,
vode), telesni povrSini, ocistku kreatinina in jetrnih testov. Pri optimizaciji osnovnega
modela predlagamo, da je smiselno za vse zgoraj nastete soCasne spremenljivke preveriti

ali znacilno vplivajo na osnovne parametre modela.
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6 SKLEP

V diplomski nalogi smo razvili populacijski farmakokineti¢éni model, ki dobro opisuje

farmakokinetiko bisoprolola pri bolnikih s kroni¢nim srénim popuscanjem.

Plazemske koncentracije bisoprolola v plazemskih vzorcih bolnikov smo izmerili s
tekocinsko kromatografijo, sklopljeno s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS).
Plazemske vzorce smo predhodno ekstrahirali na trdnem nosilcu mesanega tipa. Rezultate
analizne metode smo delno validirali po smernicah Ameriske agencije za hrano in zdravila.
Metoda je bila linearna v obmo¢ju 0,85-127 ng/ml, tocna (97,7-99,5 %) in ponovljiva s

koeficientom variacije 1,3-6,3 %.

V programu NONMEM smo za kon¢ni model izbrali enoprostorski model, definiran s
konstanto absorpcije, ocistkom in volumnom porazdelitve bisoprolola. Interindividualna
variabilnost in variabilnost med obiski je bila opisana z eksponentnim modelom,
rezidualna variabilnost pa s kombinacijo aditivne in proporcionalne napake. Srednje
vrednosti osnovnih parametrov v konénem modelu so: konstanta absorpcije 2,2 h™', oéistek
10,2 1/h in volumen porazdelitve bisoprolola 230 1. Ocena vpliva interindividualnih
variabilnosti ter variabilnosti med obiski na konstanto absorpcije znasa 69 % in 64 %, na

ocistek 33 % in 25 % ter na volumen porazdelitve 17 % in 14 %.

Razvit populacijski farmakokineti¢ni model za bisoprolol pri bolnikih s kroni¢nim srénim
popuscanjem lahko sluzi za pomo¢ pri odmerjanju bisoprolola. Izmerjene plazemske
koncentracije bisoprolola ter pridobljene lastnosti bolnikov, ki so bili vkljuceni v $tudijo,
pa so na voljo za nadaljnji razvoj modela s postopnim vklju¢evanjem posameznih socasnih

spremenljivk.
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8. PRILOGA: GRAFICNA PREDSTAVITEV REZULTATOV
KONCNEGA MODELA

Sliki 13 in 14 prikazujeta izmerjene koncentracije v odvisnosti od individualnih

napovedanih koncentracij (zgoraj) in populacijskih napovedanih koncentracij (spodaj).
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Slika 13: lzmerjene koncentracije (to¢ke) v odvisnosti od individualnih napovedanih
koncentracij. Rdeca Crta predstavlja trend podatkov napovedanih vrednosti, ¢rna ¢rta
pa premico y = X.
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Slika 14: lzmerjene koncentracije v odvisnosti populacijskih napovedanih

koncentracij. RdecCa

pa premico y

= X.
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Slike od 15 do 20 prikazujejo individualne napovedane in populacijsko napovedane

koncentracije za posamezne bolnike.
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Slika 15: Individualno napovedane (rdeca ¢rta, IPRED) in populacijsko napovedane
koncentracije (¢rna ¢rtkana ¢rta, PRED) na prvem obisku za bolnike KO1-K17. To¢ke
(DV) predstavljajo izmerjene koncentracije.
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Slika 16: Individualno napovedane (rdeca ¢rta, IPRED) in populacijsko napovedane
koncentracije (¢rna Crtkana ¢rta, PRED) na prvem obisku za bolnike K18-K35. Toc¢ke
(DV) predstavljajo izmerjene koncentracije.
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Slika 17: Individualno napovedane (rdeca ¢rta, IPRED) in populacijsko napovedane
koncentracije (€rna ¢rtkana ¢rta, PRED) na prvem obisku za bolnike K36—-K49. Tocke
(DV) predstavljajo izmerjene koncentracije.
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Slika 18: Individualno napovedane (rdeca ¢rta, IPRED) in populacijsko napovedane
koncentracije (¢rna ¢rtkana €rta, PRED) na drugem obisku za bolnike KO1-K17. TocCke
(DV) predstavljajo izmerjene koncentracije.
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Slika 19: Individualno napovedane (rdeca ¢rta, IPRED) in populacijsko napovedane
koncentracije (€rna ¢rtkana ¢rta, PRED) na drugem obisku za bolnike K18—K35. Tocke
(DV) predstavljajo izmerjene koncentracije.
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Slika 20: Individualno napovedane (rdeca ¢rta, IPRED) in populacijsko napovedane
koncentracije (€rna ¢rtkana ¢rta, PRED) na drugem obisku za bolnike K36—K49. TocCke
(DV) predstavljajo izmerjene koncentracije.
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