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POVZETEK

Sinistrin je polifruktozna molekula, ki dobro ustreza merilom idealnega oznacevalca
hitrosti glomerulne filtracije. Ocenjevanje glomerulne filtracije s sinistrinom temelji na
intravenski aplikaciji sinistrina in jemanju krvnih vzorcev po predpisanem protokolu iz
navodila za uporabo sinistrina. Ker je pri ledvi¢nih bolnikih glomerulna filtracija pogosto
zelo zmanjSana, to vpliva na podaljSanje razpolovnega Casa sinistrina, S tem pa na
zmanjSanje hitrosti izloCanja iz telesa. K temu lahko zaradi zastajanja telesnih tekocin
pripomore tudi povec¢an volumen porazdelitve. Pri takih bolnikih je potrebno vzorcenje
podaljsati in tako izbolj$ati natan¢nost ocene ocistka sinistrina. Namen magistrske naloge
je bil preizkusiti razlicne sheme vzorcenja krvi za hipoteticne paciente, ki se med seboj
razlikujejo glede na ocistek sinistrina in/ali volumen porazdelitve. Na§ namen je bil
ugotoviti, kako dolgo mora potekati vzor¢enje pri posameznem pacientu, da kar najbolj
natancno ocenimo njegovo ledviéno funkcijo, Se posebej pri hipervolemi¢nih bolnikih.

Poleg tega smo zeleli oceniti mozno napako, ki jo lahko pri podani oceni naredimo.

V okviru eksperimentalnega dela naloge smo s farmakokineti¢nim programskim orodjem
simulirali plazemske koncentracije sinistrina za razlicne hipoteticne klini¢ne situacije in jih
primerjali. Za te situacije smo glede na predpostavljeno rezidualno napako s kriterijem D-
optimalnosti  doloCili osem razlicnih  optimiziranih  protokolov  vzorfenja. S
farmakokineti¢no simulacijo in standardno dvostopenjsko analizo smo ocenili vrednosti
ocistkov sinistrina pri posameznem pacientu in izra¢unali natan¢nost ocen, pridobljenih z
optimiziranim protokolom in protokolom iz navodila za uporabo sinistrina, ter jih med

seboj primerijali.

S pomocjo optimiziranih protokolov vzorcenja v vecini primerov dobimo bolj natan¢ne
ocene ocistka sinistrina, poleg tega pa vsebujejo precej manjSe Stevilo vzorcev, kar je
prijaznejSe tako za pacienta kot tudi za osebje. Kljub temu je v dolo¢enih primerih ocena
ocistka pridobljena s protokolom vzorcenja, navodila za uporabo pa bolj natan¢na, kar

pripisujemo veliki razliki v koli€¢ini krvnih vzorcev.

Zaklju¢ujemo, da so optimizirani protokoli vzorcenja kljub temu v vsakdanji klini¢ni
praksi dobrodosli. Katerega izmed osmih bomo izbrali je odvisno od priblizne ocene GFR,

predvidenega volumna porazdelitve, ki ga dobimo bodisi po klini¢ni presoji bodisi z
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metodo bioelektricne impedance, in predvidene rezidualne napake, ki jo ocenimo bodisi na

podlagi izkusenj bodisi na podlagi parametrov validacije analizne metode.

ABSTRACT

Sinistrin is a sugar polymer of the fructan group and is a suitable marker for estimation of
glomerular filtration rate by means of plasma clearances. It is based on intravenous bolus
injection of sinistrin solution and sampling protocol from instructions for the use of
sinistrin. However, decreased glomerular filtration rate and/or retention of body fluids in
patients with chronic kidney disease can change the pharmacokinetics of sinistrin. It can
result in longer half-life of sinistrin and its slower elimination rate. In this case, it is
necessary to prolong the time interval of sampling protocol in order to provide accurate
estimation of glomerular filtration rate. The aim of this work was to examine different
sampling protocols and to evaluate their impact on estimation of glomerular filtration rate
accuracy. In order to do that we simulated cohorts of patients with different values of
distribution volume and/or glomerular filtration rate and estimated their glomerular
filtration. Our intention was to determine the duration of sampling protocol for individual
patient to ensure the most accurate glomerular filtration rate estimation, especially in
hypervolemic patients. Moreover, we wanted to evaluate the error in estimation of
glomerular filtration rate.

Within our research work, we performed pharmacokinetic simulations of sinistrin plasma
concentrations for different clinical situations by using pharmacokinetic software tool. For
this simulated cohorts of patients we designed eight different optimized sampling protocols
by using D-optimal design approach, depending on type and value of the predicted residual
error. Together with pharmacokinetic simulation and standard two-stage analysis, we
estimated clearance of sinistrin for individual patient and evaluated its accuracy.
Furthermore, we compared accuracy of sinistrin clearance estimations derived from new

optimized sampling protocols and standard sampling protocol from instructions.

In general, with new sampling protocol we estimated more accurate values of glomerular
filtration rate than with standard sampling protocol from instructions. Reduced number of
samplings is another advantage of new sampling protocol, especially for patients and

medical personnel. It also results in costs reduction. However, in some cases standard
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sampling protocol gives more accurate estimations of glomerular filtration rate than
optimized sampling protocol, which is probably a result of higher number of samplings in
standard protocol from instructions.

In conclusion, although the accuracy of estimation of glomerular filtration rate obtained by
optimized sampling protocol did not increase in all the cases, we believe that it would still
be welcome in everyday clinical practice. Which of the eight sampling schemes will be
used depends on the estimation of patient's glomerular filtration rate, volume of
distribution obtained either by clinical judgment or simple method of bioelectric
impedance, and the predicted residual error, assessed either on the basis of experience,
either on the basis of validation of analytical methods parametres.

Klju¢ne besede
Sinistrin, farmakokinetika, hitrost glomerulne filtracije, ledvi¢na funkcija, protokol

vzorcenja.

Keywords
Sinistrin, pharmacokinetic, glomerular filtration rate, renal function, sampling protocol.
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SEZNAM OKRAJSAV

Cl ocistek

CG Cockcroft-Gault

CKD-EPI ang. Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
FD farmakodinamicen

FK farmakokinetic¢en

1\ interindividualna variabilnost

KLB kroni¢na ledvi¢na bolezen

LADME spros$¢anje (ang. Liberation), absorpcija (ang. Absorption),

porazdeljevanje (ang. Distribution), presnova (ang. Metabolism), izlo¢anje
(ang. Elimination)

MDRD ang. Modification of Diet in Renal Disease

ML metoda najvecjega verjetja (ang. Maximum Likelihood)

STS standardna dvostopenjska analiza (ang. Standard Two Stage)

WLS metoda utezenih najmanj$ih kvadratov (ang. Weighted Least Squares)

\
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1 UVOD

1.1 LEDVICNA FUNKCIJA

Ledvice so eden najpomembnej$ih organov v nasem telesu, saj opravljajo Stiri osnovne
fizioloske funkcije: uravnavajo acido-bazno ravnovesje ter ravnovesje vode in topljencev,
izloCajo presnovke telesu lastnih snovi, zdravil in drugih ksenobiotikov, presnavljajo
hormon 1,25-dihidroksikalciferol in izlo¢ajo eritropoetin. Posledi¢no imajo vpliv na tvorbo
rdecih krvnic¢k, na krvni pritisk, metabolizem in uravnavanje ostalih endokrinih funkcij.
Zmanjsana funkcija ledvic lahko hitro privede do porusenega ravnovesja elektrolitov,
zastajanja telesnih tekoCin ter odpadnih snovi, sréno-zilnih zapletov, posledi¢no pa tudi do

smrti (1, 2).

1.1.1 Kroni¢na ledvi¢na bolezen (KLB)

Kroni¢na ledvi¢na bolezen je pesanje temeljnih ledvi¢nih funkcij zaradi progresivnega in
ireverzibilnega propadanja nefronov. Bolnik ima kroni¢no ledvi¢no bolezen, e je pri njem

vsaj tri mesece prisoten vsaj eden izmed nasStetih znakov:

e glomerulna filtracija ledvic je manjSa od 60 ml/min/1,73 m” telesne povrsine;
e patoloska sestava seca ali povecana koli¢ina albuminov in

e ugotovljene morfoloske ali patohistoloske spremembe ledvic (3).

Glede na okvaro ledvi¢ne funkcije kroni¢no ledvicno bolezen delimo na pet stopenj. Na
prvi stopnji glomerulna filtracija Se ni zmanjSana, so pa Ze prisotne strukturne spremembe
ledvic ali drugi znaki ledviénega obolenja (npr. mikroalbuminurija). Dejstvo je, da ima
lahko bolnik KLB kljub normalni vrednosti GFR. Na drugi stopnji je GFR Ze nekoliko
zmanj$ana, vendar pa bolnik ob normalnem vnosu hrane in tekocin nima tezav. Kroni¢no
popuscanje ledvic se razvije, kadar propade ve¢ kot 75 % nefronov, kar se po navadi zgodi
na tretji in Cetrti stopnji KLB. Opazen je porast serumske koncentracije snovi, ki se
izlocajo predvsem z glomerulno filtracijo in/ali tubulno sekrecijo. Mozen je tudi pojav
spremenjenega dnevnega ritma mikcij in nikturija. Obdobje kon¢ne odpovedi ledvic

nastopi na peti stopnji KLB, ko propade 90 % odstotkov nefronov ali ve¢. Na tej stopnji
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ima bolnik hude tezave, saj ledvice kljub uravnavanju vnosa z dieto niso ve¢ sposobne
vzdrzevati nicelne bilance vode in soli. Volumen urina je pri najhujsih okvarah manjsi od
500 ml/dan (oligurija), njegova osmolarnost pa je podobna plazemski (izostenurija). Na tej
stopnji je obiCajno potrebno zaleti zdravljenje z dializo. V preglednici | so navedene
vrednosti GFR na posameznih stopnjah KLB (3).

Preglednica I: Hitrost glomerulne filtracije pri razli¢nih stopnjah napredovanja KLB (3, 4)

stopnje napredovanja KLB
1. 2. 3. 4. 5.
poskodba
) poskodba
ledvic ob )
| ledvic ob kroni¢no popuscanje z dokonéna
normalni ali ) )
| blagemu zmernim do hudim odpoved
celo
znizanju znizanjem GFR ledvic
povisani
GFR
GFR
GFR [ml/min/
) Z 90 89-60 59-30 29-15 <15
1,73 m’]

Ocena hitrosti glomerulne filtracije je zelo pomembna za diagnosticiranje kroni¢ne
ledvi¢ne bolezni, spremljanje njenega napredovanja in ustrezno zdravljenje. Pomembno je,
da je ocena GFR natan¢na, saj se uporablja za spremljanje poteka in zdravljenje ledvi¢ne
bolezni, prilagajanje rezimov odmerjanja zdravil, ki se izlo¢ajo skozi ledvice ter bodisi za
uvedbo nadomestnega zdravljenja z dializo bodisi za presaditev ledvic. Natan¢na ocena je
zlasti pomembna pri bolnikih blizu kon¢ne odpovedi ledvic, saj pri slednjih govorimo o
o¢istkih manjsih ali enakih od 15 ml/min, pri katerih lahko Ze majhna absolutna napaka v
oceni predstavlja relativno veliko odstopanje. Nadomestno zdravljenje z dializo se
obicajno uvede, ko bolnik na peti stopnji KLB dobi uremi¢ne simptome in tezave zaradi
odpovedovanja ledvic, ali ¢e se pri njem ugotovi slabSanje stanja prehranjenosti. Pri
bolnikih z ve¢jo GFR se zdravniki za omenjeno zdravljenje ne odlocajo, saj bolniku ne

koristi in lahko zanj predstavlja dolo¢eno tveganje, je pa tudi precej drago (5, 6).
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1.2 OCENJEVANJE LEDVICNE FUNKCIJE

1.2.1 Merjenje hitrosti glomerulne filtracije

V klini¢ni praksi merjenje glomerulne filtracije obiCajno temelji na merjenju ocistka
kreatinina z dolocitvijo serumske koncentracije kreatinina in njegove koli¢ine, ki se izlo¢i
v urin v Stiriindvajsetih urah. Zbiranje dnevnega vzorca urina zahteva veliko casa,
podvrZeno pa je lahko tudi mnogim napakam, saj je vzorec pogosto nepopoln ali prevelik.
Hitrosti glomerulne filtracije sicer ne moremo izmeriti direktno, lahko pa jo dolo¢imo
posredno, s pomoc¢jo snovi, ki v telesu ves Cas nastaja, se iz telesa izlo¢a samo skozi
ledvice in zgolj z glomerulno filtracijo, se v ledvicah ne presnavlja niti ne nastaja ter se v
ledvi¢nih tubulih ne absorbira in ne izlo¢a. Biti mora fiziolosko inertna in se ne sme vezati
na plazemske proteine. TakSna snov bi bila idealen oznaevalec hitrosti glomerulne
filtracije, a je zal Se niso odkrili. Kljub temu, da idealnega oznacevalca ne poznamo, se za
merjenje glomerulne filtracije uporabljajo oznacevalci, ki sicer niso idealni, so pa precej
dober priblizek. Lahko so endogenega ali eksogenega izvora. V primeru endogenega
oznacéevalca kreatinina test za dolo¢anje ocCistka izvedemo tako, da bolnik najprej izprazni
mehur, nato pa ta urin zavrzemo. Nato urin zbiramo naslednjih Stiriindvajset ur. Pri tem
moramo poskrbeti, da bolnik zauZzije potrebno koli¢ino tekocine, da zagotovi vecji pretok
urina od 1 ml/min. Enkrat v ¢asu zbiranja urina bolniku odvzamemo kri in dolo¢imo
serumsko koncentracijo kreatinina - Sc;. V zbranem Stiriindvajseturnem urinu dolo¢imo
koncentracijo Kkreatinina - cc,. Nato iz nomograma od¢itamo bolnikovo telesno povrsino -
A glede na njegovo telesno viSino in tezo ter s pomoc¢jo volumna urina, izloenega na
minuto - V, izratunamo ocistek kreatinina po enac¢bi 1 (7, 8, 9).
Ce, [umol /1] . 1,73

Sl BVIE Enacba 1
S [umol /1] [ Al ] e

Cl [m| / min/1, 73m2] -

1.2.1.1 Endogeni oznac¢evalec GFR

Trenutno najbolj klini€no uporabljan oznaevalec ledvicne funkcije je kreatinin. Kreatinin
je telesu lastna snov, ki nastaja zlasti pri metabolizmu kreatina in fosfokreatina v skeletnih

miSicah. V telesu nastaja z relativno konstantno hitrostjo, njegova koli¢ina pa je
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proporcionalna miSi¢ni masi, ki je odvisna od spola, starosti in v manj$i meri od prehrane
(proteini). Kreatinin se izlo¢a z urinom. V ledvi¢nih glomerulih se prosto filtrira, v tubulih
se ne reabsorbira, se pa v manj$i meri (7-10 %) izloca tudi s sekrecijo v proksimalnih
tubulih. Ta odstotek se pri zviSanih koncentracijah kreatinina v serumu povec¢a. Ugotovili
S0, da je bila ocena ocistka kreatinina, ki so jo pridobili iz dnevnega vzorca urina pri zdravi
populaciji, za priblizno 1040 % visja od dejanske glomerulne filtracije, pri okrnjeni
ledviéni funkciji pa Se visja. Koncentracija serumskega kreatinina je pomanjkljiva za oceno
zaCetnih stopenj okvare ledvi¢ne funkcije, saj je lahko ob poviSanju serumskega kreatinina
nad zgornjo mejo referencnega obmocja glomerulna filtracija zniZana Ze za priblizno
polovico. Kot Ze navedeno, se kreatinin poleg glomerulne filtracije izloca tudi s sekrecijo v
proksimalnih tubulih in neledvi¢no, upostevati pa je potrebno, da je njegova koncentracija
odvisna tudi od spola pacienta, njegove starosti, prehranjevalnih navad, pospeSenega

katabolizma in bolezni misic (7, 9).

1.2.2 Ocenjevanje GFR z uporabo enacb

Ker je zbiranje dnevnega vzorca urina neprakticno in podvrzeno moznosti za Stevilne
napake, se hitrost glomerulne filtracije za ocenjevanje GFR pogosto ocenjuje z uporabo
empiri¢nih formul, ki obi¢ajno temeljijo na meritvi serumske koncentracije kreatinina ter
demografskih znacilnostih pacienta. Predpogoj uporabe enacb za oceno ocistka kreatinina
je stabilna ledvi¢na funkcija, pri kateri se GFR ne spreminja zaradi akutnega bolezenskega
procesa. Serumska koncentracija kreatinina je torej v stacionarnem stanju, kar pomeni, da
sta hitrosti nastajanja in izloCanja kreatinina v telesu enaki. Omenjene enacbe Se V
vsakdanji klini¢ni praksi uporabljajo predvsem pri bolnikih s KLB, kjer je bolezenski
proces pocasen in se nastajanje in izlo¢anje kreatinina v dnevih ne spreminja bistveno (10,
11).

1.2.2.1 Cockcroft-Gaultova enacba

Cockcroft-Gaultova (CG) enac¢ba (enacba 2) iz leta 1976 je ena prvih in najpogosteje
uporabljenih enacb za ocenjevanje oCistka kreatinina in s tem posredno GFR. Razvita je
bila na osnovi meritev koli¢ine v urin izlo¢enega kreatinina v Stiriindvajsetih urah pri 249

bolnikih (96 % moskih). Vkljucuje serumsko koncentracijo kreatinina ter starost in telesno
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maso, ki odrazata koli¢ino misicne mase, katere produkt je kreatinin. Omenjena enacba
nam poda oceno ocistka kreatinina in ne oceno hitrosti glomerulne filtracije. Slabost te
enacbe je, da ne uposteva korekcije za telesno povrSino in je bila razvita glede na meritve
ocistka kreatinina pri bolnikih in ne glede na zlati standard za hitrost glomerulne filtracije,
na primer inulinski ali iotalamatni ocistek. Kljub navedenim slabostim je ve¢ raziskav
pokazalo, da lahko z omenjeno enacbo v vecini primerov bolj to¢no ocenimo GFR kot z
dejansko meritvijo ocCistka kreatinina, tekom dolgoletne uporabe CG enacbe pa se je
izkazalo, da lahko napoved ocistka kreatinina izboljSamo z uporabo prilagojene telesne
mase pri debelih ljudeh, kar pomeni, da namesto dejanske telesne mase v enacbi
uporabimo 20-40 % razlike med dejansko in idealno telesno maso. Slednjo izraGunamo
glede na spol in telesno viSino preiskovanca. Pri starostnikih ali zelo suhih ljudeh je
serumska koncentracija kreatinina zelo nizka (< 88,4 umol/l) in lahko napoved ocistka
kreatinina izboljsamo z uporabo prilagojene serumske koncentracije s konstantno
vrednostjo 88,4 umol/1 (7, 10, 11).

V CG enacbi (enacba 2) so prisotne naslednje spremenljivke: Clg,, Ki predstavlja ocCistek
kreatinina, TM, ki predstavlja telesno maso, S¢ . ki predstavlja serumsko koncentracijo

kreatinina, ter starost.

-(0,85 za zenske) Enacba 2

Clcr|: ml J _ 1,23- (140 starost [leta]) - TM [kg]

min Scr[mol /1]

1.2.2.2 Enaéba raziskave »Modification of Diet in Renal Disease«

Naslednja je enacba na osnovi raziskave Modification of Diet in Renal Disease
(MDRD) iz leta 1999, ki je bila razvita na delu z 1628 bolniki s pomo¢jo meritve GFR z
otistkom '*l-iotalamata in nam podaja oceno GFR ter vkljuduje Sest neodvisnih
spremenljivk: serumsko koncentracijo kreatinina in albuminov, starost, koncentracijo
seénine v serumu, spol, raso ter telesno povrSino. Leta 2000 je nastala poenostavljena
enacba raziskave MDRDay.var, ki se pogosteje uporablja v kliniéni praksi, temelji pa na
serumski koncentraciji kreatinina, starosti, spolu, rasi in telesni povrSini. Primerjava
omenjene enacbe s CG enacbo je potrdila vec¢jo diagnosticno zanesljivost, in sicer zaradi
bolj natan¢ne enatbe MDRD za ocenjevanje GFR. Pristranost ocene GFR pa je pri enacbi
MDRD vec¢ja kot pri ena¢bi CG. Prednosti enatlbe MDRD so, da je bila razvita in
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validirana na veliki populaciji bolnikov s KLLB, da je primerna za belo in ¢rno raso in da je
bila validirana glede na iotalamatni ocistek, ki daje boljSo oceno hitrosti glomerulne
filtracije kot kreatininski oCistek. Pri tej enacbi ne potrebujemo podatka o telesni masi ali
visini, ker normalizira hitrost glomerulne filtracije glede na standardno telesno povrsino
(1,73 m?). Poenostavljeno enagbo MDRD za moski spol prikazuje enacba 3, za Zenski spol
paenacba 4 (4,5,7,11, 12, 13).

30849 (1,212 za ¢rno raso)

GFR| ml/ min/1,73m* |= Enacba 3
[ | Scr[ umol /1] - starost[leta]"*”
GFR[ml / min/1,73m* | = 2200 (0.742za crmoraso) Enacba 4
Scrpmol /1] - starost[leta]”

Zavedati pa se je potrebno, da so bile enacbe razvite na podlagi meritev na bolnikih in so
zato manj primerne za oceno hitrosti glomerulne filtracije pri zdravih ljudeh. Ugotovili so,
da z enacbo MDRD ocenimo prenizko hitrost glomerulne filtracije, zato velja priporocilo,
da pri vec¢jih vrednostih ocenjene GFR, Kjer je nevarnost podcenjenosti najvecja, rezultat
podajamo kot >60 ml/min/1,73 m? in ne kot todne vrednosti Uporaba enacb ni
priporocljiva pri akutni ledvicni odpovedi, pri osebah z ekstremnimi odstopanji od
povprecja v telesni masi, viSini in starosti, saj je ocena GFR pri taksnih osebah neto¢na. Za

otroke uporabljamo druge enacbe (7, 13).

1.2.2.3 CKD-EPI enac¢ba

CKD-EPI enacba je bila razvita s strani skupine kolaboracije za epidemiologijo KLB
(ang. Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) z namenom ohranitve
natan¢nosti ocene GFR, pridobljene z ena¢bo MDRD pri vrednostih GFR manjsih od 60
ml/min/1,73 m? in izboljsanja natannosti ocene pri vrednostin GFR visjih od 60
ml/min/1,73 m?. Enacba temelji na istih Stirih spremenljivkah kot enacba MDRDg.yar,
zaradi uporabe interpolacije z zlépki za opis odnosa med oceno GFR in serumskim
kreatininom, starostjo, spolom in raso pa daje mnogo boljSe rezultate, zlasti pri vi§jih
vrednostih GFR in pri starostnikih, kar se odraza tudi v ve¢ji natan¢nosti (13, 14).

Poznane so 4 CKD-EPI enacbe za belo raso, in sicer enacbi za Zenske, ob predpostavkah,

da je njihova koncentracija serumskega kreatinina S¢; < 62 pmol/l (enacba 5) ali > 62
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umol/l (enac¢ba 6), in enacbi za moske, ob predpostavkah, da je njihova koncentracija

serumskega kreatinina Sc, < 80 umol/l (enacba 7) ali > 80 umol/l (enacba 8) (11, 12, 15).

GFR[ ml/min/1,73m* |=144-(Scr[umol /1]/88,4/0,7) " -0,993"****| " Enagba 5

)70,329

GFR[ ml /min/1,73m* |=144-(Scr[umol /1]/88,4/0,7) " -0,993"*!**) " Enacba 6

)71,209

GFR[ ml /min/1,73m” |=141-(Scr[zmol /1]/88,4/0,9) " -0,993"**!*2] " Enacba 7

)70,411

)71,209

GFR[ ml/min/1,73m’ | =141-(Scr[zmol /1]/88,4/0,9) " -0,993"***|  Enagba 8
Za razliko od CG enacbe, ki podaja absolutno vrednost ocCistka oziroma oceno GFR
[ml/min], je GFR pri enacCbah MDRD in CKD-EPI standardizirana na telesno povr$ino
[mI/min/1,73 m?]. Ce Zelimo oceniti absolutno vrednost GFR, moramo dobljeno oceno
pomnoziti z A/1,73 m’, pri cemer A predstavlja telesno povrsino, ki jo na podlagi telesne

mase in vi§ine ocenimo z enacbo po Mostellerju ali DuBoisu (11).

1.3 EKSOGENI OZNACEVALCI GFR

1.3.1 Inulin

Zaradi pomanjkljivosti kreatinina se v klini¢ni praksi vse bolj uporabljajo eksogeni
oznacevalci hitrosti glomerulne filtracije. Apliciramo jih intravensko, nato pa hitrost
glomerulne filtracije dolo¢imo, tako da izratunamo hitrost eliminacije eksogenega kazalca
v urin. Eden takih markerjev je inulin, polisaharid, ki se izlo¢a izklju¢no z glomerulno
filtracijo v ledvicah, se v tubulih ne reabsorbira in se ne izloCa s sekrecijo v proksimalnih
tubulih. Te lastnosti omogocajo, da inulin uporabljamo za merjenje hitrosti glomerulne
filtracije, njegov ledvi¢ni ocistek pa velja za zlati standard. Z njegovo uporabo dobimo
najtocnejSo vrednost hitrosti glomerulne filtracije, je pa omenjena metoda kompleksna in
invazivna ter dolgotrajna. Zahteva namre¢ Stiriindvajset urno zbiranje urina, po navadi z

vstavljenim urinskim katetrom in stalno intravensko infuzijo. Zaradi navedenih slabosti se
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ne uporablja v rutinski klini¢ni praksi. Alternativna metoda, ki ne zahteva zbiranja urina, je
dolocanje serumskega ocistka inulina. Vseeno pa je omenjena metoda draga, zato je bilo

pomembno najti primeren oznacevalec, ki bi zamenjal inulin (1, 16, 17).

1.3.2 Radioizotopni oznacevalci

Ocenjevanje GFR z ocistkom radioizotopnega oznalevalca se je zacCelo uporabljati v
zadnjih nekaj letih. Omenjeni oznadevalci so *™Tc- DTPA, *!Cr-EDTA, ®™Tc-MAG3 in
12%|jotalamat in so za razliko od inulina, ki velja za zlati standard ocenjevanja GFR,
validirani referen¢ni standardi. Ocenjevanje GFR z uporabo radioizotopnih oznacevalcev
je dokaj enostavno in natan¢no. Prednost radioaktivno oznac¢enih oznacevalcev je majhna
molekulska teza in minimalna vezava na plazemske beljakovine, pa tudi to, da se v
ledvi¢nih tubulih ne izloGajo in ne absorbirajo. Ceprav je merjenje GFR z omenjenimi
oznacéevalci hitro in enostavno, te metode vsebujejo radioaktivno oznaCene oznacevalce,
kar je obremenilno tako za bolnika kot za osebje. Njihova uporaba namre¢ zahteva
posebno licenco in zapleteno rokovanje, shranjevanje ter odstranjevanje odpadkov. Zaradi
radioaktivnosti teh oznaCevalcev tudi ni mogoCe uporabljati pri posebnih skupinah

pacientov, na primer nose¢nicah, pomemben faktor pa je tudi visoka cena (18, 19, 20).

Seveda pa ima vsak posamezen oznacevalec tako svoje prednosti kot tudi pomanjkljivosti.

Uporaba *'Cr-EDTA, na primer, daje za 5 do 15 % niZje rezultate kot inulinski o&istek.
Slabost tega oznacevalca je tudi, da z njegovo uporabo pri bolnikih s Stevilnimi edemi
dolo¢imo previsoke vrednosti GER. Prednost " Tc- DTPA pred ostalimi oznadevalci je
kratek razpolovni Cas (Sest ur), ki zmanjSa Cas izpostavljenosti radioaktivnemu sevanju.
12| _jotalamatni ledvi¢ni o¢istek, dolo&en po enkratni subkutani injekciji, pa je enostavna in
natan¢na metoda za merjenje GFR pri odraslih. Iotalamat se sicer lahko uporablja tudi kot

rentgensko kontrastno sredstvo, prednost tega pa je, da ni radioaktivno oznacen (18, 19).

1.3.3 loheksol

Poleg iotalamata se kot rentgensko kontrastno sredstvo uporablja tudi ioheksol. Njegova

prednost pred iotalamatom je predvsem v nizkem alergijskem potencialu. Plazemski
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ocistek po enkratni aplikaciji bolus injekcije ioheksola daje dobre ocene GFR. Obstaja tudi
dokaj nova in enostavna metoda dolocanja ledvi¢nega ocistka s pomocjo ioheksola na
podlagi posusenih krvnih madezev kapilarne krvi, ki ima velik potencial v ocenjevanju
GFR (20, 21).

1.3.4 Sinistrin

Sinistrin je tako kot inulin polifruktozna molekula, pridobljena iz éebulice primorske
Cebule (Urginea maritima (L) Baker) z ekstrakcijo in ¢is¢enjem. Dobro ustreza merilom
idealnega oznacevalca GFR. V zadnjem ¢asu nadomesca inulin, saj je molekula sinistrina
bolj razvejana od molekule inulina in zato tudi mnogo bolj topna pri sobni temperaturi.
Zaradi boljSe topnosti je sinistrin lazje uporabljati za intravensko infuzijo kot inulin.
Prednost sinistrina pred inulinom je tudi v izboljSani stabilnosti bazi¢nosti. V telesu se
sinistrin porazdeljuje le po ekstracelularni tekoCini in se ne akumulira ali metabolizira v
telesnih tkivih, zato se lahko uporablja tudi za doloc¢anje volumna porazdelitve (intra in

ekstravaskularni prostor, plodovnica). Strukturo sinistrina prikazuje slika 1 (22, 23, 24,
25).
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Slika 1: Strukturna formula sinistrina

1.4 UPORABA SINISTRINA

V praksi se za dolocanje GFR uporablja ampulirana raztopina sinistrina, za za$¢itenim
imenom Inutest 25 %. Gre za brezbarvno do rahlo rumeno vodno raztopino sinistrina,
zavarjeno v ampule. Ena ampula z 20 ml raztopine vsebuje 5000 mg sinistrina,

ekvivalentnega vezanim fruktoznim enotam. Pacientu obi¢ajno vbrizgamo bolus injekcijo
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2500-5000 mg sinistrina, kar ustreza 10-20 ml Inutesta 25 %. Pri otrocih se odmerek

doloc¢i glede na telesno povrsino (24).

Pacient naj se, v primeru, ko je to mogoce, en do dva dni pred izvedbo testa drzi diete z
majhnim vnosom soli in proteinov in naj se izogiba ekstremni fizi¢ni aktivnosti.
Pomembno je, da pacient na dan testa ne zajtrkuje, pociva vsaj eno uro in spije 10 ml
tekoCine (vode ali sadnega Caja) na kilogram telesne teze. Pitje kave, ¢rnega Caja ali
sladkih napitkov ni dovoljeno. Tekom izvedbe celotnega testa je potrebno vzdrzevati

zadostno stopnjo hidracije (100 ml tekoCine na uro, peroralno) (24).

Pacientu v obliki kratke bolus injekcije (0,5 min) intravensko injiciramo raztopino
sinistrina. Temu sledi vzorcenje krvi v intervalih 0 (slepi vzorec), 5, 10, 15, 30, 60, 90 in
120 minut. V primeru posebnih zdravstvenih stanj (ascites, edemi) se lahko vzorcenje krvi
nadaljuje Se vsako uro. Vzorce moramo takoj centrifugirati, da ohranimo plazmo in v njej
dolo¢imo koncentracijo sinistrina v vsakem od vzorcev (24).

Zaradi polifruktozne strukture koli¢ino sinistrina v vzorcu dolo¢amo prek dolo¢anja
koli¢ine fruktoze, in sicer v dveh stopnjah:

e najprej s pomocjo encima glukoza-oksidaza z encimsko oksidacijo iz vzorca
odstranimo glukozo in nato z encimoma inulinazo in B-fruktozidazo hidroliziramo
polifruktozno strukturo sinistrina do fruktoze;

e Vv naslednji stopnji kvantificiramo koli¢ino fruktoze z uporabo obcutljive
visokolo¢ljivostne tekocinske kromatografije (HPLC) z elektrokemi¢no detekcijo
ali spektrofotometricno prek pretvorbe fruktoze do 6-fosfoglukonata in NADH
(26).

1.5 FARMAKOKINETIKA SINISTRINA

Kinetiko izlo¢anja sinistrina po aplikaciji bolus injekcije najbolje opiSe dvoprostorni
farmakokineti¢ni model (slika 2), kar je bilo ugotovljeno v razli¢nih eksperimentih s
sinistrinom. Po omenjenem modelu je sinistrin apliciran v dobro prekrvljen del
ekstracelularne tekocine, centralni prostor modela, ki predstavlja kri, plazmo ali serum, ter
dobro prekrvljene organe, od Kjer se nato porazdeljuje v periferni prostor, ki predstavlja

ostala tkiva. Eliminira se iz centralnega prostora preko ledvic. Dvoprostorni

11
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farmakokineti¢ni model vsebuje podatke hitrostnih konstant porazdeljevanja sinistrina med
obema prostoroma (Kiz, K1), hitrostno konstanto eliminacije (Ke¢) in volumen centralnega
prostora. S pomocjo teh sistemskih parametrov lahko dolo¢imo ostale parametre modela,
kot so ocistek (GFR), volumen perifernega prostora in retencijski Cas sinistrina v
perifernem prostoru. D na sliki dvoprostornega farmakokinetiénega modela (slika 2)

predstavlja odmerek apliciranega sinistrina (23, 27).

V

CENTRALNI PROSTOR

WV

K Kot

PERIFERNI PROSTOR

Slika 2: Skica dvoprostornega farmakokineti¢nega modela

Inc

Slika 3: Odvisnost logaritemskih vrednosti plazemskih koncentracij u¢inkovine od ¢asa pri
dvoprostornem FK modelu

Slika 3 prikazuje odvisnost logaritemskih vrednosti plazemskih koncentracij (Incy) od ¢asa
(t) v primeru dvoprostornega FK modela. a ponazarja fazo porazdeljevanja, B pa fazo
izloGanja sinistrina. Ce Zelimo &im bolj celostno zajeti obe fazi, moramo kri dovolj dolgo

vzoréiti.

12
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Pri doloCenih zdravstvenih stanjih je lahko volumen izvencelicne tekoCine oziroma
volumen porazdelitve povecan; v tem primeru je farmakokinetika ué¢inkovin spremenjena.
Do tega lahko pride bodisi pri hudo opecenih osebah bodisi pri pacientih z odpovedjo jeter,
kar se odraza v spremenjeni razporeditvi telesnih tekoc¢in in spremenjeni vezavi na
plazemske beljakovine (ascites). Zastajanje telesnih tekocin je zelo pogosto prisotno tudi
pri ledvi¢nih bolnikih z zelo znizano GFR ali dokon¢no odpovedjo ledvic (22, 28, 29). Ker
je sinistrin hidrofilna molekula, ki se v telesu porazdeljuje po izvenceli¢ni tekocini, se pri
bolnikih z zastajanjem telesnih tekoc¢in volumen distribucije sinistrina mo¢no poveca. S
tem se porazdelitvena faza sinistrina podaljSa, kar se kaze v kasnejSem lomljenju
plazemskega profila (slika 3). Poleg tega je razpolovni Cas sinistrina (t);) odvisen od
volumna porazdelitve (V) in njegovega ocistka (Cl), zato se v primeru poveCanega
volumna porazdelitve in/ali zmanjSanju ledvicne funkcije (zmanjSanju ocistka) podaljsa
(enacba 9). Podaljsan razpolovni ¢as sinistrina pa je tudi posledica zmanjSane hitrosti

izlo¢anja sinistrina (ke), kar je razvidno iz enacbe 10.

V[I]-In2 )
hl=Llne Enacha 9
0= a7 e
t,[h]=—"2 Enacba 10

V takih primerih v navodilu predpisan protokol vzorCenja krvi ne daje natancnih
rezultatov, saj je predpisan Casovni interval vzorCenja prekratek in je hitrost izloCanja
sinistrina iz telesa podalj$ana. V primeru majhne realne GFR pri prekratkem vzorcenju ne
zajamemo dovolj velikega reprezentativenga dela pocCasnega linearnega upada
koncentracije (eliminativna faza), ki je predvsem odvisna od GFR in manj od volumna
porazdelitve in so tako napake ocenjevanja GFR veéje. Zato je pri skupinah pacientov z
zelo zmanjSano GFR in/ali pove¢anim volumnom distribucije potrebno podaljsati interval

vzorcenja krvi, dokler plazemska koncentracija sinistrina ne doseze »stacionarnega stanja«

(22, 28, 29).

13
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2 NAMEN DELA

Natanc¢na ocena GFR je zelo pomembna z vidika spremljanja in zdravljenja KLB. Obstaja
ve¢ nacinov dolo¢anja GFR, med drugim tudi z merjenjem ocistka sinistrina. Omejili smo
se na enkratno bolus injekcijo raztopine sinistrina in merjenje ocistka sinistrina iz plazme.
V praksi se ze uporablja tako imenovani Inutest® z navodili za vzorcenje krvnih vzorcev,
in sicer v intervalih O (slepi vzorec), 5, 10, 15, 30, 60, 90 in 120 minut, v primeru
zastajanja telesnih tekoCin pa se vzorcenje nadaljuje Se vsako uro. Zlasti pri skupini
pacientov, kjer je volumen porazdelitve sinistrina povecan bodisi zaradi slabe ledvi¢ne
funkcije bodisi zaradi hipervolemije, se izlo¢anje sinistrina iz telesa upocasni in je zato
smiselno vzorcenje krvi podaljSati. S tem namre¢ izboljSamo natan¢nost ocene ocistka

sinistrina oziroma ledvi¢ne funkcije (24).

Namen magistrske naloge je preizkusiti razlicne sheme jemanja vzorcev krvi za razli¢ne
paciente, ki se med seboj razlikujejo glede na GFR in/ali volumen porazdelitve. Nas namen
je ugotoviti, kako dolgo moramo vzor¢iti kri pri posameznem pacientu, da kar najbolj
natan¢no ocenimo njegovo ledvicno funkcijo, Se posebej pri bolnikih z zmerno ali visoko
stopnjo hipervolemije. Poleg tega zelimo oceniti mozno napako, ki jo pri oceni lahko

naredimo.

Za delo bomo uporabili programski paket ADAPT 5 in dvoprostorni farmakokineti¢ni
model, ki najbolje opisSe farmakokinetiko sinistrina. Za hipoteticne bolnike z razlicnimi
stopnjami KLB in hipervolemije bomo najprej z uporabo farmakokineticne simulacije
dolo¢ili koncentracijske profile sinistrina v plazmi po intravenskem apliciranju bolus
injekcije. Nato bomo z uporabo kriterijev D-optimalnosti dolo¢ili ¢asovne tocke vzorcenja
krvi, v Kateri je ocena serumskega ocistka sinistrina kar najbolj natan¢na. Nadalje bomo s
simulacijo preverili, kako natan¢na in to¢na je ocena ocistka pri dolocanju koncentracije
sinistrina  z upostevanjem razlicne rezidualne napake, pa tudi z upoStevanjem
interindividualnih razlik v farmakokineti¢nih parametrih. Sledila bo primerjava natan¢nosti
ocene ocistka, pridobljenega z optimiziranim protokolom vzoréenja krvi, in ocena o¢istka,
pridobljenega s standardnim oziroma podaljSanim protokolom vzorcenja, ki je predpisan v
navodilu za uporabo sinistrina. Na osnovi dobljenih rezultatov bomo pripravili priporocila

za vzorcéenje krvi glede na razli¢ne klini¢ne situacije.

14
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 HIPOTETICNI BOLNIKI S KLB

Obravnavali smo deset hipoteti¢nih situacij, ki temeljijo na nekaj najbolj tipi¢nih primerih
iz vsakodnevne klini¢ne prakse (preglednica Il). Gre za pacienta z normalno vrednostjo
GFR in volumnom porazdelitve (P1) in pacienta z nefrotskim sindromom, ki ima sicer
normalno vrednost GFR, vendar pa je precej hipervolemiCen (P2). Ostali pacienti se
razlikujejo glede na stopnjo KLB, in sicer osebi P3 in P4 sta v stanju zmerne KLB, pri
Cemer je pacient P4 za razliko od pacienta P3 moc¢no hipervolemi¢en. Osebe P5, P6 in P7
so v stanju Cetrte stopnje KLB. Pri tem je oseba PS5 normovolemicna, P6 zmerno
hipervolemicna, P7 pa zelo hipervolemic¢na. Zadnji trije pacienti imajo dokon¢no odpoved
ledvic. Njihova GFR je zelo majhna, enako kot prej pa se razlikujejo Se glede na volumen
stranskega prostora. Vrednosti parametrov nekaterih tipi¢nih primerov pacientov so

navedeni v preglednici Il.

Preglednica I1: Vrednosti farmakokineti¢nih parametrov za deset hipoteti¢nih bolnikov

nefrotski | zmerna KLB

normalen sindrom | (3. stopnja) KLB (4. stopnja) | odpoved ledvic
P1 P2 P3 P4 P5 | P6 | P7 | P8 P9 | P10
Cl . 120 120 45 45 15| 15 | 15 7 7 7
[ml/min]
Vil 7,5 7,5 7,5 75 |75 75 |75 75|75 |75
Q. 139 139 139 | 139 |139| 139 |139| 139 | 139 | 139
[ml/min]
V2 1] 4 14 4 14 4 8 14 4 8 14
Al 0 10 0 10 0 4 10 0 4 10

Ocistek sinistrina (CI) je volumen plazme [ml], ki se v eni minuti popolnoma o¢isti
sinistrina in predstavlja oceno GFR. Vrednosti o¢istka v preglednici 1l so predpostavljene
glede na stopnjo ledvi¢ne bolezni. V; je volumen centralnega prostora. Predpostavili smo,
da je Vi pri vseh deseti hipoteti¢nih situacijah enak 7,5 | (22). Prav tako smo povsod
predpostavili enako vrednost o¢istka med centralnim in perifernim prostorom Q (30). V3 je

volumen perifernega prostora in skupaj z Vi predstavlja volumen porazdelitve u¢inkovine.

15
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V; je pri bolnikih s slabo ledvi¢no funkcijo, pri katerih pogosto prihaja do zastajanja
telesnih tekocin, veckrat povecan. 4 1 prestavlja normalno vrednost perifernega volumna, 8
1 predstavlja zmerno stopnjo hipervolemije, 14 1 pa ponazarja huj$o stopnjo hipervolemije.
S pomocjo omenjenih vrednosti hipoteticnih parametrov in farmakokineti¢ne simulacije
smo pridobili ¢asovne poteke plazemskih koncentracij sinistrina po aplikaciji 2500 mg

sinistrina v obliki bolus injekcije.

3.2 PROGRAMSKI PAKET ZA FARMAKOKINETICNO
POPULACIJSKO ANALIZO

Za farmakokineti¢no simulacijo in analizo podatkov smo uporabili programski paket
ADAPT 5, ki je napisan v programskem jeziku Fortran. Sestavljen je iz podprogramov za
simulacijo, oceno parametrov in na¢rtovanje rezima vzorcenja, ki so namenjeni razvoju
farmakokineti¢nih/farmakodinami¢nih (FK/FD) modelov. Omenjeno racunalniSsko orodje
je zasnovano tako, da nam olajSa odkrivanje, raziskovanje in uporabo osnovnih FK/FD

lastnosti zdravil. Vsebuje tudi zbirko osnovnih FK/FD modelov (30, 31).
Programska oprema ADAPT nam omogoca dve vrsti analiz:

e individualno analizo in

e populacijsko analizo (32).
V sklopu individualne analize vsebuje 3 razlicne module:

e modul za identifikacijo parametrov (ID), ki omogoca uporabo metod utezenih
najmanjsih kvadratov (WLS), najvecjega verjetja (ML), posplosenih najmanjsih
kvadratov (GLS) in najvisje posterione Bayesove verjetnosti (MAP);

e simulacijski modul (SIM) z moznostjo individualne ali populacijske simulacije z
upostevanjem rezidualne napake ali brez in

e modul nalrtovanja rezima vzorfenja (SAMPLE), ki omogoca izratun casov

vzorcenja z uporabo D- in C- optimalnih kriterijev (32).
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Populacijska analiza vsebuje:

e parametri¢no populacijsko FK/FD modeliranje z metodo najvecjega verjetja in EM
algoritmom (MLEM);

e iterativno dvostopenjsko analizo (ITS) in

e standardno dvostopenjsko analizo (STS) ter naivno zdruzevanje podatkov (NPD) z
razlicnimi metodami ocenjevanja (WLS, ML ali MAP) (32).

3.2.1 Farmakokineti¢ni modeli

Realni sistem je bioloski sistem, ki ga opiSemo z LADME procesi. To so spros€anje (ang.
Liberation), absorpcija (ang. Absorption), porazdeljevanje (ang. Distribution), presnova
(ang. Metabolism) in izlo¢anje (ang. Elimination). Zaradi eti¢nih, ¢asovnih in stro§kovnih
omejitev Cloveskega FK modela, se je razmahnila uporaba FK modelov, s katerimi se
priblizamo realnim situacijam in lahko predvidimo dolocene spremembe pri pacientih.
Tak$ni modeli so zelo uporabni, saj lahko z njimi izvajamo simulacije — postopke
eksperimetiranja — s ¢imer nadomestimo eksperimentiranje na pacientih in zmanjSamo
Stevilo eksperimentov za zapletene sisteme, takSno delo pa je tudi hitrejSe in eti¢no bolj
sprejemljivo. Rezultat tega je optimizacija reZima odmerjanja in ¢asovni odziv modela —
plazemski koncentracijski profil, ¢emur sledi ugotavljanje ustreznosti modela. Omenjeni

proces ponazarja slika 4 (31, 33, 34).
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realni sistem
(pacient)
LADME
procesi
¢asovni odzivi -
podatki,
modeliranje

koncentracijski profil,

vrednotenje

simulacijsko
orodje

(hardware,

software)

(prostorni,
fizioloski)

racunalniska simulacija,
enacbe
definiran je s strukturo in

parametri: oboje lahko
spreminjamo

Slika 4: Shema procesa ugotavljanja vpliva kinetike in LADME procesov na koncentracijske profile
ucinkovine z uporabo FK modelov

Prvi korak pri nasem delu je bila dolo¢itev osnovnega strukturnega modela, Ki smo ga
izbrali v zbirki Ze mnavedenih prostornih modelov. Izbrali smo dvoprostorni
farmakokineti¢ni model, opisan z ledviénim oc¢istkom in volumnom porazdelitve, saj se je
ta izkazal za najbolj primernega v farmakokineticnih raziskavah s sinistrinom (27).
Omenjen model predstavlja model 2COMPCL iz zbirke ADAPT, opisejo pa ga naslednje

matemati¢ne enacbe:

K, [h_1] = %[I/]h] Enacba 11
41 Q[I/h] y

K [h } = T['] Enacba 12
41 Q[l/h] y

Ky [h ] = T[I] Enacba 13

V zgornjih enacbah k. predstavlja hitrostno konstanto izlo¢anja sinistrina iz centralnega

prostora z volumnom V3, CI odistek sinistrina iz centralnega prostora, ki3 in Ks; hitrostni
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konstanti prehajanja sinistrina iz centralnega v periferni prostor z volumnom V3 in obratno,
Q pa ocistek sinistrina med centralnim in perifernim prostorom. Enacbe 14, 15 in 16
prikazujejo diferencialne enacbe dvoprostornega farmakokineticnega modela. Pretvorjene
so v programski jezik Fortran. X(1) in X(3) predstavljata koli¢ini sinistrina v centralnem in
perifernem prostoru ob casu (t), P(1) hitrostno konstanto eliminacije, P(4) hitrostno
konstanto prehajanja sinistrina iz centralnega v periferni prostor, P(2) in P(5) volumen
centralnega in perifernega prostora, vhod v model (odmerek sinistrina) pa je funkcija R(1).
Za primer ekstravaskularne aplikacije sinistrina omenjeni model iz zbirke vsebuje tudi
prostor z volumnom V5, od koder se sinistrin s kinetiko prvega reda absorbira v centralni
prostor. V tem primeru X(2) ponazarja koli¢ino sinistrina v »absorpcijskem« prostoru ob
Casu (t), P(3) pa hitrostno konstanto absorpcije. Ker je v nasem primeru sinistrin apliciran v
obliki bolus injekcije, doloceni ¢leni iz enacb zato niso relevantni. Preglednica 1 prikazuje

oznake spremenljivk v enacbah 14, 15 in 16 (32).

XP(1) = -(P(1)+P(4))/P(2)*X(1) + P(3)*X(2) + P(4)/P(5)*X(3) + R(1) Enacba 14
XP(2) =-P(3)*X(2) Enacba 15
XP(3) = P(4)/P(2)*X(1) - P(4)/P(5)*X(3) Enacba 16
Preglednica I11: Oznake spremenljivk v ena¢bah dvoprostornega farmakokineti¢nega modela
. spremenljivka v
oznaka v jeziku Fortran enachah modela
X(1) xa(t)
X(2) Xa(t)
X(3) Xs(t)
XP(1) dxy(t)/dt
XP(2) dx(t)/dt
XP(3) dxs(t)/dt
P(1) Ke
P(2) Vi
P(3) Ka
P(4) K13
P(5) Vs
R(1) r(t)
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Po izbiri ustreznega modela smo dolocili farmakokineticne parametre hipoteticnih
pacientov. Vrednosti GFR in V2 smo dolo¢ili glede na stopnjo ledvi¢ne funkcije bolnika in

morebitno zastajanje telesnih tekocin, ostale parametre pa na podlagi podatkov iz literature
(22).

Pri oceni interindividualne variabilnosti smo se odlo¢ili za proporcionalni in kombinirani
model napake. Pri proporcionalnem modelu je klju¢no, da standardna deviacija (SD)
naras¢a z veCanjem koncentracije, kombiniran model pa je kombinacija proporcionalnega
in aditivnega modela. Pri slednjem je SD konstantna ne glede na vrednost koncentracije.
Slika 5 grafi¢no ponazarja odvisnost standardne napake od koncentracije za posamezno

vrsto napake (35).

Aditivna vrsta
napake

Proporcionalna
vrsta napake

e Kombinirana vrsta
napake

Standardna deviacija

Plazemska koncentracija snovi

Slika 5: Prikaz aditivne, proporcionalne in kombinirane rezidualne napake kot standardne deviacije v

odvisnosti od plazemske koncentracije snovi

V programski opremi ADAPT 5 je proporcionalna vrsta napake poimenovana kot SDslope,
aditivna vrsta napake kot SDinter, kombinirana vrsta napake pa je definirana s SDslope in
SDinter hkrati. Definirali smo model variance (enac¢ba 17), Kjer var{e(t)} predstavlja

varianco normalno porazdeljene napake e(t), narejene v ¢asu merjenja. Napaka ima srednjo

vrednost 0, y(t) je izmerjena koncentracija ob casu t, Oy,

in oy, Pa sta parametra

modela napake. Model smo pretvorili v ustrezno Fortran obliko (enac¢ba 18). Preglednica

IV prikazuje oznake spremenljivk v enacbah 17 in 18 (32).

var{e(t)}= (0, + O'S,Opey(t))2 Enacba 17

inter
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V(1) = (PV(1) + PV(2)*Y(1))**2 Enacba 18

Preglednica 1V: Oznake spremenljivk v ena¢bah modela variance farmakokineti¢nega modela

spremenljivka modela

. oznaka v jeziku Fortran
variance napake

var{e(t)} V (1)
Ointer PV (1)
O-slope PV (2)

3.2.2 Farmakokineti¢na simulacija

S farmkokinetiéno simulacijo lahko dobro prikazemo, kako lahko sprememba v
farmakokinetiénem parametru vpliva na koncentracijski profil u¢inkovine, kar lahko zelo

pripomore k boljSemu razumevanju klju¢nih principov farmakokinetike (31).

S programom SIM smo izvedli ve¢ vrst simulacij, in sicer za zaetek individualno

simulacijo, ki jo definira izhodni vektor modela y(&,t;) za vsako posamezno situacijo, za

katero dolo¢imo vrednosti vseh sistemskih parametrov @, vklju¢no z zacetnimi pogoji.
Vektor @ predstavlja zbirko parametrov v modelu « in zacetne pogoje ¢. Da bi poudarili
odvisnost izhoda modela od parametrov @ sta resitvi enacb 19 in 20 predstavljeni z oznako

y(0,t;) . Predpostavka je namrec, da je sistem definiran z naslednjimi diferencialnimi in

izhodnimi enac¢bami, pri Cemer r(t) predstavlja vhodni vektor in v naSem primeru
ponazarja odmerek oziroma bolus injekcijo. Kot rezultat izvedenih simulacij smo dobili
mnozico simuliranih koncentracij sinistrina ob razli¢nih ¢asih, iz katere smo s programom
Microsoft Excel naredili graficni prikaz plazemskih koncentracijskih profilov za
posamezne paciente. Primerjava dobljenih krivulj nam je nazorno pokazala razlike v
Kinetiki med razli¢nimi ledvi¢nimi bolniki glede na vrednosti GFR in morebitno prisotnost
hipervolemije (32).

3—): = f(x(t),,r(t),t), x(0)=c Enacba 19

y(t) = h(x(1), . r(t),1) Enacba 20
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V naslednji stopnji smo izvedli individualno simulacijo z upostevano rezidualno
napako, in sicer prek simuliranja izhodnega vektorja ob novih (optimiziranih) ¢asih z(t;),
upostevajo¢ napako, za podane vrednosti parametrov v modelu. Vektor z(t;) je definiran z
enacbo 21, v kateri y(6,t;) predstavlja vektor izhoda iz modela ob Casu t;, e(t;) pa

vektor napake, ki jo obiCajno pripisujemo procesu meritev. Program je simulacijo veckrat
ponovil (petstokrat za posamezno klini¢no situacijo), v vsaki od ponovitev pa je uposteval

naklju¢no deviacijo. Vse deviacije skupaj ustvarjajo predhodno dolo¢eno izhodno napako
(32).

2(t) =y(o.t;) +et), j=1...,m Enacba 21

Da bi se ¢im bolj priblizali realnosti smo izvedli e populacijske simulacije modela z
upostevanjem interindividualne variabilnosti sistemskih parametrov. Program za
simulacije uporablja naklju¢no izbrane vrednosti sistemskih parametrov, ki so normalno ali

lognormalno porazdeljeni, in matriko kovariance, upoSteva pa tudi predpisano izhodno

napako (32).
3.2.3 Nacdrtovanje rezima vzorcenja

S programom SAMPLE smo dolo¢ili optimalni protokol vzorcenja krvi, s katerim bi kar

najbolj natan¢no ocenili GFR. Omenjeni program izraCuna vektor Casov vzorCenja
d=[t t, - t,], insicer na osnovi kriterija D-optimalnosti, ki ga opiSe enacba 22.
Gre za minimiziranje determinante kovarian¢ne matrike parametrov ali z drugimi

besedami; is¢e se mnozico tock d (Casi), za katero je determinanta matrike {—|M,(d) |}

najmanjsa (33, 36, 37).
d*=arg mdin{—| M,(d) |} Enacba 22
Matrika M,(d)={m;}, j=1...p, k=1..p (Fisherjeva informacijska matrika) je

dimenzij px p in je sestavljena iz naslednjih elementov: Yy, predstavlja elemente vektorja

y(0), 9; elemente vektorja g(6,8)=[9,(y,(0.1). B)+-8:(¥,(0:1,). B)], oba pa sta

funkciji vektorja d =[t, t, --- t ] in sta ovrednotena z nominalnimi vrednostmi
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parametrov v osnovnem modelu (") in parametrov v modelu variance (£7), ki smo jih ze

predhodno dolo¢ili (enacba 23) (32, 36, 37).

S1(oy |(oy, ) 1< 1(ag | éog v
a ;giLaejj(aek]+2§gi2{aej)(aek] nach

Program na ta na¢in doloci Case vzoréenja, tako da je natan¢nost ocen parametrov najvecja,
njihova standardna deviacija pa je tedaj najmanjsa. Dolocili smo $e spodnjo in zgornjo

mejo Casovnega intervala (pet minut in $tiriindvajset ur po odmerjanju) (32, 37).

3.2.4 Standardna dvostopenjska analiza

Simulirane koncentracijske profile smo analizirali s programom standardne dvostopenjske

analize (STS), ocenjevali pa smo vrednosti parametrov za razli¢ne protokole vzoréenja.

Program STS deluje na dveh stopnjah, in sicer na prvi stopnji ocenjuje vrednosti
parametrov z lo¢enim prileganjem parametrov modela za vsakega posameznika. Na drugi
stopnji pa na osnovi ocenjenih parametrov posameznikov ocenjuje vrednosti populacijskih
parametrov oziroma populacijsko sredino in kovarianco. Uporaben je za zdruzevanje

posameznih ocen FK parametrov iz eksperimentalnih FK $tudij (32, 38).

Uporabili smo dve metodi statistinega ocenjevanja, in sicer metodo uteZenih
najmanjSih kvadratov (WLS) in metodo najveéjega verjetja (ML). Prva metoda
ocenjuje parametre, tako da minimizira utezeno vsoto kvadratov razlik med izmerjenimi in
ocenjenimi vrednostmi. Ce je torej napaka oziroma varianca meritve ob doloGenem &asu
velika, je tocki ob tem istem Casu dodeljena manjsa teza. In obratno, kadar je vrednost ob

doloc¢enem cCasu precizno izmerjena, in je torej varianca majhna, ji je dodeljena vecja teza
(35).
I m

0us(0) =3 > w [z (t,) -y (0.t,)] Enacba 24

i=1 j=1

Ocena utezenih najmanjsih kvadratov je vrednost @, ki minimizira O, (6). y,(6.t;) v

enacbi 24 predstavlja reSitev i-te enacbe modela ob Casu t;, torej ocene parametrov ob
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dolocenih casih, z(t;) pa predstavlja opazene vrednosti ob danih ¢asih. Pri naSem delu

smo uporabili splosno metodo utezenih najmanjsih kvadratov, kar pomeni, da so bile vse

utezitve w; nastavljene na vrednost ena (32).

Metoda najvecjega verjetja ocenjuje parametre, tako da je njihova verjetnost najvecja.
Verjetnost ujemanja izra¢unanih vrednosti z meritvami pa je definirana kot funkcija vseh
dolocenih parametrov v modelu, tudi parametrov modela rezidualne napake. Ta nacin
predvideva, da so najboljse ocene parametrov izrazijo v napovedih, ki se najbolj ujemajo z

meritvami.

3.2.5 Vrednotenje ustreznosti optimiziranega protokola vzoréenja

Za vrednotenje ocen parametrov modela smo racunali efektivno napako — RMSE (ang.
Root Mean Square Error). Sluzi nam kot merilo natan¢nosti nase metode, in sicer, tako da
meri kvadrat razlike med dejanskimi simuliranimi vrednostmi parametrov in njihovimi

ocenami (enac¢ba 25). Dejansko predstavlja standardno deviacijo teh razlik (39).

RMSE = \/EZ(napovedi — meritev, )’ Enacba 25

i=1

S pomocjo tega orodja smo primerjali natan¢nosti ocen parametrov, doloCenih z
predpisanim in optimiziranim protokolom v navodilih vzor¢enja in glede na izbrano

metodo ocenjevanja parametrov (WLS ali ML).
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4 REZULTATI

4.1 Plazemski koncentracijski profili sinistrina pri hipoteti¢nih ledvi¢nih
bolnikih

Glede na dejanske primere v klini¢ni praksi smo predpostavili deset razli¢nih tipi¢nih
primerov pacientov, in sicer osebo z normalnimi farmakokineticnimi parametri, osebo z
nefrotskim sindromom, dve osebi v stanju tretje stopnje KLB, tri osebe v stanju Cetrte
stopnje KLB in tri osebe s kon¢no odpovedjo ledvic. Pacienti znotraj iste stopnje KLB se
razlikujejo glede na to, ali so normovolemi¢ni, rahlo hipervolemi¢ni ali zelo
hipervolemicni.

Za omenjene paciente smo s pomocjo programske opreme ADAPT 5 in programa SIM
izvedli individualno simulacijo plazemskih koncentracij sinistrina [mg/l] v posameznih
casovnih tockah po aplikaciji 2500 mg sinistrina v obliki bolus injekcije. Preglednica V

prikazuje plazemske koncentracije sinistrina ob posameznih €asih vzorcenja.

Preglednica V: Plazemska koncentracija sinistrina v odvisnosti od ¢asa vzorcenja pri desetih hipoteti¢nih
ledviénih bolnikih

Plazemska koncentracija sinistrina [mg/1]

¢as
vzorce

nja P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10
[min]
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

5 282,73 | 281,15 | 297,19 | 295,55 | 303,18 | 302,03 | 301,51 | 304,80 | 303,64 | 303,13

10 243,63 | 238,36 | 268,98 | 263,34 | 279,85 | 275,89 | 274,05 | 282,82 | 278,83 | 276,98

15 213,12 | 203,25 | 246,79 | 235,87 | 261,72 | 254,04 | 250,34 | 265,86 | 258,09 | 254,35

30 154,18 | 131,20 | 203,58 | 175,28 | 227,69 | 207,63 | 196,89 | 234,61 | 214,07 | 203,10

60 100,54 | 67,71 | 164,08 | 113,24 | 200,66 | 163,44 | 139,88 | 211,82 | 172,69 | 148,06

90 73,46 | 4570 | 143,24 | 87,41 | 189,42 | 146,23 | 115,38 | 204,30 | 157,47 | 124,45

120 55,19 | 36,33 | 127,34 | 75,31 | 181,52 | 137,98 | 104,21 | 199,88 | 151,03 | 113,98

180 31,59 | 27,21 | 101,52 | 63,81 | 167,86 | 128,62 | 95,07 | 192,58 | 145,12 | 106,36

240 18,12 | 21,38 | 81,04 | 56,67 | 155,38 | 121,37 | 90,50 | 185,70 | 141,08 | 103,39

300 10,39 | 16,89 | 64,69 | 50,71 | 143,83 | 114,70 | 86,81 | 179,08 | 137,33 | 101,27

360 5,96 13,35 | 51,64 | 4544 | 133,14 | 108,40 | 83,39 | 172,70 | 133,71 | 99,32

480 1,96 8,34 32,91 | 36,50 | 114,09 | 96,84 | 76,97 | 160,61 | 126,75 | 95,59

600 0,65 521 2097 | 29,32 | 97,76 | 86,51 | 71,06 | 149,36 | 120,15 | 92,00

720 0,21 3,26 13,36 | 2355 | 83,77 | 77,28 | 6559 | 138,90 | 113,89 | 88,55

840 0,07 2,04 8,52 1892 | 71,78 | 69,04 | 60,55 | 129,18 | 107,96 | 85,23

960 0,02 1,27 5,43 1520 | 61,51 | 61,67 | 55,90 | 120,13 | 102,34 | 82,03

1080 0,01 0,79 3,46 12,21 | 52,70 | 55,09 | 51,60 | 111,72 | 97,01 | 78,95

1200 0,00 0,50 2,20 9,81 45,16 | 49,22 | 47,64 | 103,90 | 91,96 | 75,99
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Simulirane koncentracijske profile prikazujeta sliki 6 in 7. Opazimo lahko velike razlike v

oblikah koncentracijskih profilov med pacienti z razli¢nimi ledvi¢nimi ocistki ter med

normo- in hipervolemi¢nimi pacienti.
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Slika 6: Simulirane plazemske koncentracije sinistrina v odvisnosti od ¢asov vzoréenja
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Slika 7: Simulirane plazemske koncentracije sinistrina v odvisnosti od ¢asov vzoréenja v

semilogaritemski skali

4.2 Nacrtovanje reZima vzorcenja

S pomocjo kriterijev D-optimalnosti smo dolo¢ili optimizirane protokole vzorcenja za
razlicne klini¢ne situacije, ki se razlikujejo v vrednostih ocistka in/ali volumnu
porazdelitve, pri tem pa smo upostevali razli¢ne vrste in vrednosti rezidualne napake, ki so
navedene v preglednici VI. Rezidualna napaka vkljucuje napako analizne metode, napako
pri odmerjanju sinistrina ter napake pri jemanju krvnih vzorcev, saj casi odvzema krvi niso
povsem identicni predpisanim. Poleg tega predpostavljena rezidualna napaka vkljucuje Se
intraindividualno variabilnost — variabilnost v vrednostih FK parametrov znotraj
posameznika, saj se lahko na primer GFR tekom izvajanja poskusa nekoliko spreminja —
ter napako strukturnega modela in modela napake, saj sta to le dobra priblizka modela, ki
opisuje realno stanje posameznika. Izmed vseh nastetih prispevkov k rezidualni napaki

verjetno najve¢ pripomore napaka analizne metode in je zato tudi najpomembne;jsa.
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Preglednica VI: Vrste in vrednosti predpostavljenih rezidualnih napak pri ocenjevanju GFR z merjenjem

ocCistka sinistrina

vrsta napake vrednost napake
proporcionalna: 2%
5%
10 %

kombinirana: | 2,5 mg/l + 0,005-S¢, [mg/l]
10 mg/l + 0,02-Sc, [mg/l]

Za vsako od petdesetih situacij (deset pacientov in pet razli¢nih napak) smo s programom
dolo¢ili po §tiri optimalne ¢ase vzoréenja za posameznega pacienta, in sicer v razponu od 5
do 1440 minut. Za vsako od petih napak smo zdruzili optimalne ¢ase glede na pacientov
oCistek sinistrina. Preglednica VII prikazuje optimizirane Case vzorcenja glede na

pacientov ocistek ob upostevanju 2 % proporcionalne rezidualne napake.

Preglednica VII: Optimizirani ¢asi vzoréenja krvi glede na vrednost oéistka sinistrina ob upostevanju 2 %

proporcionalne rezidualne napake

oCistek sinistrina [ml/min]
120 45 15 7
5 5 5

29 27 26 26

optimizirani 52 54 40 40

casi 140 136 54 53
vzorgenja 194 217 134 134
Krvi [min] 1440 1440 185 185
223 225
1440 1440

Preglednica VIII prikazuje optimizirane Case vzorCenja glede na pacientov ocistek ob

upostevanju 5 % proporcionalne rezidualne napake.

Preglednica VIII: Optimizirani ¢asi vzoréenja krvi glede na vrednost ocistka sinistrina ob upoStevanju 5 %

proporcionalne rezidualne napake

oCistek sinistrina [ml/min]
120 45 15 7
optimizirani 5 S >
Casi 29 27 26 26
vzorcenja 52 54 40 40
krvi [min] 140 136 54 53
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195 216 134 133

1440 1440 184 185
223 225
1440 1440

Preglednica IX prikazuje optimizirane Case vzorcenja glede na pacientov ocistek ob

upostevanju 10 % proporcionalne rezidualne napake.

Preglednica IX: Optimizirani ¢asi vzorCenja krvi glede na vrednost o€istka sinistrina ob upo$tevanju 10 %

proporcionalne rezidualne napake

oCistek sinistrina [ml/min]

120 45 15 7

5 5 5 5

29 26 26 26

optimizirani 52 o4 40 40

Casi 140 134 54 53
vzorenja 195 216 134 133
krvi [min] 1440 1440 184 185
223 225
1440 1440

Preglednica X prikazuje optimizirane Case vzorCenja glede na pacientov ocistek ob

upostevanju kombinirane rezidualne napake z vrednostjo 2,5 mg/l + 0,005-Sc, [mg/l].

Preglednica X: Optimizirani ¢asi vzoréenja krvi glede na vrednost odistka sinistrina ob upostevanju

kombinirane rezidualne napake vrednosti 2,5 mg/l + 0,005-S¢, [mg/l]

ocCistek sinistrina [ml/min]
120 45 15 7
5 5 5 5
21 23 24 24
30 37 34 34
. 65 86 41 42
Optl mizirani
Xasi 105 148 110 122
vzoréenja 192 385 155 167
krvi [min] 381 732 190 202
983 1440
1319
1440
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Preglednica XI prikazuje optimizirane Case vzorcenja glede na pacientov ocistek ob

upostevanju kombinirane rezidualne napake z vrednostjo 10 mg/l + 0,02:Sc, [mg/l].

Preglednica Xl: Optimizirani ¢asi vzoréenja krvi glede na vrednost ofistka sinistrina ob upostevanju

kombinirane rezidualne napake vrednosti 10 mg/l + 0,02-Sc, [mg/1]

oCistek sinistrina [ml/min]
120 45 15 7
5 5 5 5
21 23 24 24
30 37 34 34
o 65 86 41 42
optimizirani
Kasi 105 148 110 122
vzoréenja 192 385 155 167
krvi [min] 381 732 190 202
983 1440
1319
1440

Poleg tega, da so bili ¢asi ze zdruzeni glede na posamezno napako, Smo po pregledu
podatkov in premisleku ¢ase vzorcenja zdruzili Se glede na isto vrsto rezidulne napake. V
preglednici XII so vsi Casi vzorCenja zbrani po posameznih vrednostih ocistka ob
predpostavki proporcionalne rezidualne napake, neodvisno od njene vrednosti. Enako
predstavlja preglednica XIII, le da gre tu za upoStevanje kakrSnekoli kombinirane

rezidualne napake.

Preglednica XI1: Optimizirani ¢asi vzoréenja krvi glede na vrednost ofistka sinistrina ob upo$tevanju

proporcionalne rezidualne napake

ocCistek sinistrina [ml/min]
120 45 15 7

5 5 5 5

29 27 26 26

optimizirani 52 o4 40 40

Casi 140 136 54 53
vzorcenja 194 216 134 134
Krvi [min] 1440 1440 185 185
223 225
1440 1440
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Preglednica XIII: Optimizirani ¢asi vzor¢enja krvi glede na vrednost o€istka sinistrina ob upostevanju

kombinirane rezidualne napake

oCistek sinistrina [ml/min]
120 45 15 7
5 5 5 5
21 23 24 24
30 37 34 34
N 65 86 41 42
optimizirani
Sasi 105 148 110 122
vzoréenja 192 385 155 167
Krvi [min] 381 732 190 202
983 1440
1319
1440

Glede na nas cilj, optimizacijo obstojeega protokola vzoréenja krvi, smo skusali, kar se da
zmanjSati Stevilo vzor€enj (na pet oziroma Sest Casovnih tock) in izvzeti vzorcenja
predvsem v no¢nih urah, ko je to Se posebej obremenjujoce za pacienta. Preostale Case Smo
smiselno zaokrozili (na pet minut) in s tem dodatno olajSali delo osebju, Ki bo izvajalo
jemanje krvi. V preglednicah XIV in XV so kon¢ni optimizirani ¢asi vzor¢enja, zdruZzeni

glede na pacientov ocistek in predpostavljeno vrsto rezidualne napake.

Preglednica XIV: Kon¢ni optimizirani ¢asi vzoréenja krvi glede na vrednost ocistka sinistrina ob

upostevanju proporcionalne rezidualne napake

ocCistek sinistrina [ml/min]

120 45 15
5 5 5
optimizirani 40 40 40 40
vzoréenja | 140 2h20min) | 135 @h1smin) | 135 2h15min) | 135 (2h 15 min)

krvi [min] 195 (3 h 15 min) 215 (3h 35min) | 200 (3h20min) | 200 (3 h 20 min)
1440 (24 h) 1440 (24 h) 1440 (24 h) 1440 (24 h)
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Preglednica XV: Konéni optimizirani ¢asi vzoréenja krvi glede na vrednost o¢istka sinistrina ob upostevanju

kombinirane rezidualne napake

oCistek sinistrina [ml/min]
120 45 15 7
5 5 5 5
25 30 35 35
optimizirani 60 85 (L h 25 min) 120 (2 h) 120 (2 h)
Vzocraéilnja 105 (th45min) | 150 (2 h 30 min) 180 (3h) 160 (2 h 40 min)
krvi [min]
190 (3h10min) | 385 (6h 25min) 960 (16 h) 200 (3 h 20 min)
380 (6h20min) | 730 (12 h 10 min) 1440 (24 h) 1440 (24 h)

4.3 Ocenjevanje o€istka sinistrina

Za vsako od desetih tipi¢nih klini¢nih situacij sSmo s programom izvedli po petsto
individualnih simulacij z upos$tevano slu¢ajno rezidualno napako. Predpostavka je bila, da
ima v osnovi znotraj ene klini¢ne situacije vseh petsto pacientov enake farmakokineti¢ne
parametre, vendar pa so plazemski profili razli¢ni zaradi prisotnosti rezidualne napake.
Tako smo za vsako klini¢no situacijo dobili po petsto koncentracijskih profilov, ki smo jih
nadalje s pomocjo programskega orodja analizirali in ocenili ocistek sinistrina za
posameznega pacienta. Ocenjevanje oc¢istka smo izvajali z dvema razli¢nima statisticnima
metodama, in sicer z WLS in ML, in primerjali natan¢nost ocene, pridobljene na en in drug
naCin. Tabeli prikazujeta primerjavo vrednosti RMSE ocene odistka, pridobljene z
metodama WLS in ML, za vseh deset oseb s predpostavljeno 2 % proporcionalno napako.
Nizja vrednost RMSE predstavlja ve¢jo natancnost ocene parametra. Za ostale vrste in
vrednosti napak je znacilen isti trend kot za 2 % proporcionalno napako — z metodo ML
dobimo natan¢nejSe ocene ocistka kot z metodo WLS. Preglednica XVI ponazarja
natan¢nost ocen ocistka za posamezne osebe, pridobljene z dvema razli¢cnima metodama z
optimiziranim protokolom vzoréenja, preglednica XVII pa z protokolom vzoréenja, ki je

predpisan v navodilu.
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Preglednica XVI: Vrednosti RMSE ocen o¢istkov, pridobljene z dvema razli¢nima metodama (WLS in ML)

z uporabo optimiziranega protokola vzorcenja za deset hipoteti¢nih klini¢nih situacij

PL | P2 | P3| P4 | P5 | P6 | P7 | P8 | P9 |P10

RMSE |[WLS|1,518/5,409|1,903/0,909|0,205|0,212|0,291|0,156|0,224 0,345

[ml/min] | ML [1,291[1,192(0,471|0,444|0,168|0,203|0,287| 0,154 | 0,224 | 0,344

Preglednica XVII: Vrednosti RMSE ocen oéistkov, pridobljene z dvema razlicnima metodama (WLS in

ML) z uporabo protokola vzoréenja iz navodil za uporabo sinistrina za deset hipoteti¢nih klini¢nih situacij

PL | P2 | P3| P4 | P5 | P6 | P7 | P8 | P9 |P10

RMSE |WLS|5,802|2,391|8,814|2,447|7,997|1,433|2,837|6,182|1,578 | 2,957

[ml/min] | ML |4,254| 1,06 |8,328|1,683|7,853|1,316|2,394 6,096 | 1,492 | 2,642

Ocenjevanje ocCistka smo izvedli tako za vzorCenje, predpisano v navodilu za uporabo
sinistrina, kot tudi za na§ optimiziran protokol vzorcenja. V obeh primerih smo za vsako
situacijo izracunali natan¢nost ocene ocCistka (RMSE) in ocene med seboj primerjali.
Primerjavo natan¢nosti ocen odcistkov, pridobljenih z metodo ML, glede na wvrsto in
vrednost predpostavljene rezidualne napake in glede na protokol vzorcenja krvi za osebe
P1, P2, P3, P4 in P5 prikazuje preglednica XVIII, za osebe P6, P7, P8, P9 in P10 pa
preglednica XIX.
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Preglednica XVIII: Vrednosti RMSE ocen ocistkov, pridobljene z uporabo optimiziranega protokola
vzorcenja in protokola vzorcenja iz navodil za uporabo sinistrina ob upostevanju razlicnih rezidualnih napak

pri hipoteticnih pacientih P1, P2, P3, P4 in P5

P1 P2 | pP3 | P4 P5
rezidualna napaka | ¢asi vzorcenja RMSE [ml/min]
optimizirani 12908 | 1,1922 | 04714 | 0,4435 | 0,1678
0, . .
© 2% iznavodilaza | 45544 | 10599 | 83282 | 1,6826 | 7,8534
= uporabo
S optimizirani 32482 | 29818 | 1,177 | 11098 | 04193
'O 0 . .
< > % iznavodilaza | 988093 | 26742 | 22,5069 | 44466 | 12,2655
=2 uporabo
= optimizirani 64396 | 6,0026 | 24727 | 22667 | 3.0223
. : !
10% iznavodilaza | oo 04 | 26742 | 276741 | 11,3343 | 14,7239
uporabo
© optimizirani 3,7459 | 9,9403 | 1,2399 | 2,6336 | 0,3866
c 2 mg/l + . :
O | 0,005 [mg/) | 1znavodilaza | 105767 | 4487 | 84882 | 4,0279 | 7,0124
'c uporabo
£ B
c 10 mg/l + _optlmlczj!:am 28,0900 549481 | 6,6897 | 14,3277 | 2,1622
£ 0,028 [mgn] | ’L%‘ga'bﬁ 28 | 593136 | 41,7438 | 27,264 | 19,2275 | 13,7834

Preglednica XIX: Vrednosti RMSE ocen ocistkov, pridobljene z uporabo optimiziranega protokola
vzorcenja in protokola vzoréenja iz navodil za uporabo sinistrina ob upostevanju razli¢nih rezidualnih napak

pri hipoteti¢nih pacientih P6, P7, P8, P9 in P10

P6 P7 | P8 | P9 P10
rezidualna napaka | ¢asi vzoréenja RMSE [ml/min]
optimizirani 0,2031 0,2874 0,1543 0,2237 0,3441
2 (y - -
< ’ iznavodilaza | 43156 | 23041 | 6,0057 | 14918 | 2,6415
= uporabo
= optimizirani 05066 | 0,7216 | 0,3860 | 0,5623 | 0,8798
'O 0, . .
S > % iznavodilaza | 36157 | 1546 | 9,6097 | 3,5951 | 5,3063
o uporabo
g_ optimizirani 1,8395 1,9062 1,7547 1,6885 2,2064
. . !
10% iznavodilaza | ae0) | 99168 | 11,8136 | 56730 | 7.8317
uporabo
© optimizirani 05072 | 07816 | 02653 | 04036 | 0,6859
c 2 mg/l + - -
S | 0,005Sc, [mg/l] | 1znavedilaza | 46434 | 36758 | 54808 | 1,6395 | 34338
= uporabo
= b
S 10 g/l + _opt.m%!:am 22864 | 38152 | 13179 | 17575 | 29581
£ 0,028 [mgn] | " Tﬁ)‘g‘ia'bg 28 | 70699 | 11,0667 | 10,9899 | 53459 | 8,3362
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4.4 Ocenjevanje ocCistka sinistrina z upoStevanjem interindividualne

variabilnosti

Da bi celotno situacijo nekoliko priblizali realnosti, smo predpostavili dolo¢eno stopnjo
interindividualne variabilnosti med pacienti za posamezne farmakokineti¢ne parametre in
tako v farmakokineti¢ni model vnesli Se dodatno raven variabilnosti. Predpostavili smo
lognormalno porazdelitev vrednosti parametrov s tipi¢nimi vrednostmi, ki so podane v

preglednici I1, in koeficienti variabilnosti, ki so navedeni v preglednici XX.

Preglednica XX: Vrednosti predpostavljenih koeficientov variabilnosti (CV) za posamezen farmakokineti¢ni

parameter
 arameter cv
GFR 30 %
V1 15 %
Q 30 %
V> 30 %

Za posamezne protokole vzor¢enja smo za vsako od desetih tipi¢nih klini¢nih situacij s
programom izvedli po petsto populacijskih simulacij z upoStevano predpostavljeno
rezidualno napako in interindividualno variabilnostjo. Krivulje smo analizirali in iz njih
izracunali ocene ocistkov z metodo ML. Doloc¢ili smo natan¢nost ocene (RMSE) za
posamezne nacine vzorcenja in jih primerjali. Primerjavo natancnosti ocen ocistkov,
pridobljenih z metodo ML, glede na vrsto in vrednost predpostavljene rezidualne napake in
glede na protokol vzoréenja krvi za osebe P1, P2, P3, P4 in P5 prikazuje preglednica XXI,
za osebe P6, P7, P8, P9 in P10 pa preglednica XXII.

Preglednica XXI: Vrednosti RMSE ocen ocistkov, pridobljene z uporabo optimiziranega protokola
vzorcenja in protokola vzoréenja iz navodil za uporabo sinistrina ob upostevanju razli¢nih rezidualnih napak

in II'V pri hipoteti¢nih pacientih P1, P2, P3, P4 in P5

P1 P2 | pP3 | P4 P5
rezidualna napaka | ¢asi vzoréenja RMSE [ml/min]
o optimizirani 17,0252 | 26,1645 | 4,6195 | 5,0915 | 0,4257
= 2% iz navodila za 10,0678 | 12,7029 | 11,4579 | 2,9301 | 8,2256
S uporabo
5% optimizirani 53195 | 45937 | 2,1400 | 14621 | 1,1757
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iznavodilaza | 353190 | 37818 | 22,0098 | 6,2002 | 12,1594
uporabo
optimizirani 6.9447 | 6,6065 | 33646 | 33902 | 28430
. : !
10% iznavodilaza | 539449 | 9g565 | 27.5276 | 13,3082 | 14,5232
uporabo
© optimizirani 46250 | 15,6564 | 14512 | 3.7446 | 0,4892
c 2 mg/l + - -
©10,005-Se, [mg/n | iznavodilaza |47 4664 | 156538 | 10,7862 | 6,7211 | 7,3719
c uporabo
£ pram
2| g _opnm.z!llram 272695 | 58,3729 | 66621 | 156727 | 22368
£10,028c [mg] | " ﬁ)\gahiza 53,2635 | 48,7489 | 25,6132 | 21,3955 | 13,5872

Preglednica XXII: Vrednosti RMSE ocen ocistkov, pridobljene z uporabo optimiziranega protokola
vzoréenja in protokola vzor¢enja iz navodil za uporabo sinistrina ob upostevanju razli¢nih rezidualnih napak

in IIV pri hipoteti¢nih pacientih P6, P7, P8, P9 in P10

P6 p7 | P8 | P9 P10
rezidualna napaka | ¢asi vzorcenja RMSE [ml/min]
optimizirani 2,0422 | 06422 | 0,2937 | 1,0057 | 0,4563
0, . .
@ 2% iznavodilaza | 47691 | 29098 | 6,1571 | 1,7793 | 2,9731
= uporabo
S optimizirani 0,8634 | 0,9807 | 0,7389 | 1,1197 | 1,2821
'O 0 . .
= > % iz navodila za 42608 | 6,7329 | 9,2144 | 3,8762 | 55145
=2 uporabo
= optimizirani 3,1392 3,4672 1,7866 | 2,2058 2,7736
10 % i i
° iznavodilaza |7 4910 | 101137 | 10,9761 | 58765 | 8,2800
uporabo
© optimizirani 0,6296 1,1147 | 0,3028 | 0,4681 | 0,8513
c 2 mg/l + : :
S 10,0058 [mg/l]| 1znavodilaza | 55131 | 48340 | 56887 | 2,0407 | 3,9704
= uporabo
= —
= 10 mg/l + _optlmlé!:am 3,3464 4,9170 1,5988 2,0312 3,3553
210,028 [mg] | " Tm)ralbi za 7,6975 | 10,8429 | 10,2397 | 56636 | 9,0078
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5 RAZPRAVA

Osredoto¢ili smo se na nekaj tipi¢nih primerov ledvi¢nih bolnikov v kliniéni praksi. Se
posebej nas je zanimalo stanje njihove ledviéne funkcije in morebitna prisotnost
hipervolemije. Pri bolnikih z zelo slabo ledvi¢no funkcijo namre¢ pogosto prihaja do
zastajanja telesnih tekocin (hipervolemije in edemov), kar se kaze v spremenjeni
farmakokinetiki ucinkovin zaradi povecanja volumna porazdelitve. Pove¢an volumen
distribucije in/ali nizka GFR lahko privedeta do podaljSanja razpolovnega €asa sinistrina, v
tem primeru pa je lahko vprasljiva natancnost ocene GFR. Pri taks$nih bolnikih se pojavi

potreba po podaljSanju intervala vzorcenja krvi za izboljSanje ocene ledvicne funkcije.

Za osnovni strukturni model smo si izbrali dvoprostorni model, ki kar najbolje opise
farmakokinetiko sinistrina. Za vseh deset predpostavljenih klini¢nih situacij smo s
pomocjo programa simulirali farmakokineti¢ne profile po hipoteticni aplikaciji sinistrina v
obliki enkratne bolus injekcije. S simulacijo smo pokazali, da je plazemska krivulja
zdravega Cloveka strma, v primeru nefrotskega sindroma s hipervolemijo je krivulja
plazemske koncentracije poloznejSa, v primerjavi z zdravim ¢lovekom pa se tudi kasneje
lomi. S slabSanjem ledvi¢ne bolezni od tretje do Cetrte stopnje KLB pa vse do odpovedi
ledvic plazemske koncentracije sinistrina s Casom vse pocasneje padajo, krivulja pa postaja
vse bolj polozna. Znotraj iste stopnje KLB se profil z vecanjem volumna stranskega
prostora (ob konstantnem ocistku) kasneje lomi, kar pomeni, da moramo proporcionalno
podaljsati jemanje krvnih vzorcev in tako zagotoviti pravilno oceno distributivne in

eliminativne faze.

V navodilu za uporabo sinistrina je Ze predpisan nacrt vzorcenja krvi, in sicer v intervalih 0
(slepi vzorec), 5, 10, 15, 30, 60, 90 in 120 minut, v primeru zastajanja telesnih teko¢in pa
je predlagano nadaljevanje vzorcenja Se vsako uro. V literaturi smo nasli podatek, da naj bi
vzor¢enje nadaljevali do Sest ur po aplikaciji sinistrina, kar pomeni, da je pacientu v tem
primeru potrebno enajstkrat vzeti kri (40). Z namenom izboljSanja ocene GFR pri bolnikih
s slabo ledvi¢no funkcijo in/ali hipervolemijo smo z uporabo programskega orodja
ADAPT 5 in uporabo kriterijev D-optimalnosti doloCili okviren optimiziran nacrt
vzorc¢enja krvi pri desetih hipoteticnih klini¢nih situacijah, in sicer glede na vrsto

morebitne rezidualne napake in oceno GFR. Predvideli smo, da rezidualna napaka zajema
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napako pri odmerjanju sinistrina, napako pri jemanju krvnih vzorceyv, intraindividualno
variabilnost, napako FK strukturnega modela in modela napake ter napako analizne
metode. Slednja verjetno najve¢ pripomore k celotni rezidualni napaki, zato je
najpomembnejia in moramo biti nanjo $¢ posebej pozorni. Ce predpostavimo, da to drZi,
lahko napako analizne metode ocenimo tekom njene validacije. Zavedati pa se je potrebno,

da je dejanska rezidualna napaka nekoliko vec¢ja od predvidene.

Pri dolo¢anju optimiziranih ¢asov vzoréenja smo se drzali cilja, da bi ¢im bolj zmanjsali
Stevilo vzoréenj in izvzeli morebitne neugodne case ter s tem pripomogli k manjsi
obremenitvi pacientov in medicinskega osebja. Izkazalo se je, da so Casovne tocke znotraj

ene vrste predpostavljene rezidualne napake primerljive ne glede na njeno vrednost.

Pripravili smo osem razli¢nih protokolov vzoréenja za predpostavljene razli¢ne vrednosti
rezidualne napake in ocistkov. V primeru predpostavljene proporcionalne rezidualne
napake je novi protokol vseboval pet ¢asov vzorcenj, v primeru kombinirane rezidualne
napake pa jih je vseboval Sest, in sicer ne glede na morebitno prisotnost hipervolemije. Za
normovolemiéne paciente smo tako zmanjSali Stevilo vzorCenj za enega ali dva, pri
hipervolemi¢nih pacientih pa kar za pet ali Sest. S pomo¢jo farmakokineti¢ne simulacije
koncentracijskih profilov, standardne dvostopenjske analize in ra¢unanja RMSE smo
preverili natan¢nost ocen od¢istka, pridobljenih z optimiziranim nacrtom vzoréenja krvi.
Hkrati smo dolocili tudi natan¢nost ocen ocistka, pridobljenih s protokolom vzorcenja,
prepisanim v navodilu za uporabo sinistrina. Natan¢nost ocen smo med seboj primerjali in
opazili trend manjSanja RMSE (vecanja natan¢nosti ocen GFR) pri uporabi optimiziranega
protokola vzorcenja, Cetudi le to zahteva manjSe Stevilo vzorcev. Izmed vseh desetih
situacij omenjen trend izstopa le pri pacientu z nefrotskim sindromom, in sicer ne glede na

to kaksno vrsto in vrednost rezidualne napake smo predpostavili.

V okviru standardne dvostopenjske analize smo ocistek ocenjevali z uporabo dveh
razli¢nih metod, WLS in ML. Primerjali smo vrednosti ocen o¢istka, pridobljene z obema

metodama, in ugotovili, da metoda ML daje natan¢nejSe ocene ocistka kot metoda WLS.

Celoten postopek simulacije profilov in njihove analize smo ponovili, vendar smo se v tem
primeru bolj priblizali realnim situacijam, saj smo predpostavili doloeno stopnjo
interindividualne variabilnosti med pacienti za posamezne farmakokineticne parametre in

tako v  farmakokineti¢ni model wvnesli dodatno raven wvariabilnosti z vrednostmi
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koeficientov variance posameznih parametrov. Tokrat smo ocistek v okviru standardne
dvostopenjske analize ocenjevali le z uporabo metode ML. Primerjali smo vrednosti
RMSE, pridobljene z optimiziranim protokolom vzorcenja in protokolom iz navodila za
uporabo sinistrin. Naceloma je za vse situacije, ne glede na predpostavljeno vrsto in
vrednost rezidualne napake, natan¢nost ocene ocistka vecja pri uporabi optimiziranega

nacrta vzorcenja, vendar pa so se vseeno pokazala naslednja odstopanja:

e pri pacientih P1, P4 in P6 ter upostevani 2 % proporcionalni rezidualni napaki je
bila ocena ocCistkov, dobljene s predpisanim vzoréenjem, natan¢nejsa od ocene,
dobljene z optimiziranim protokolom;

e pri pacientu P2 in upostevani 2 % ali 5 % proporcionalni rezidualni napaki ali
kombinirani rezidualni napaki je bila vrednost RMSE prav tako vi§ja v primeru
uporabe novega, optimiziranega nacrta vzorc¢enja v primerjavi s tistim iz navodila

za uporabo.

V wvecini primerov se je na$ novi protokol vzorCenja izkazal za boljSega od
predpisanega. Ugotovili smo, da je pri pacientih s slabo ledvi¢no funkcijo interval
vzorCenja do Sest ur po aplikaciji nekoliko prekratek. Nas optimiziran protokol,
pridobljen s pomoc¢jo kriterijev D-optimalnosti, namre¢ zajema ¢ase vzorc¢enja tudi po
dvanajstih, Sestnajstih ali Stiriindvajsetih urah vzorcenja. Kljub temu, da na$ novi naért
jemanja vzorcev zajema manjse Stevilo vzorcev, veCinoma daje boljSe ocene ocistkov,
saj se optimiziran protokol od predpisanega v navodilu razlikuje po c¢asovni

razporeditvi vzorcen;.

Vseeno pa dobljeni rezultati niso idealni, saj v dolo¢enih primerih, sploh pri pacientu z
normalno vrednostjo GFR in hujSo stopnjo hipervolemije, v navodilu predpisan
protokol vzor¢enja omogoca bolj natancno oceno ocistka kot optimiziran protokol.
Kljub vsemu predpisan protokol v tem primeru vsebuje kar enajst ¢asov vzoréenj, kar

je ob¢utno manj od petih oziroma Sestih ¢asov vzoréenj in v tem primeru pretehta.

Dolo¢ili smo torej osem razli¢nih protokolov vzorcenja, katerega bomo uporabili pa je
odvisno od vrednosti parametrov. V klini¢ni praksi bi ledviénemu bolniku najprej
ocenili GFR, na osnovi klini¢ne presoje pa bi nato ocenili volumen porazdelitve.
Volumen porazdelitve bi lahko ocenili tudi prek meritve volumna telesnih tekocin z

metodo bioelektricne impedance. Gre za enostavno in neinvazivnho metodo
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ocenjevanja volumna telesnih tekocin, ki je tudi dokaj poceni. Deluje na osnovi
aplikacije elektri¢énih tokov skozi telo in opazovanju elektriénega odziva. Tkiva z
visoko vsebnostjo vode in v njej raztopljenih elektrolitov dobro prevajajo elektri¢ni
tok in obratno; mascevje, kosti in organi, ki jih napolnjuje zrak, slabo prevajajo
elektriéni tok. Bioimpedancna analiza torej temelji na razliki v prevodnosti in
dielektri¢nih lastnostih posameznih tkiv (41). Za izbiro ustreznega protokola vzoréenja
bi predpostavili tudi rezidualno napako, in sicer na podlagi izkusenj in parametrov

validacije analizne metode.
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6 SKLEP

Hitrost izloCanja sinistrina se pri bolnikih z zastajanjem telesnih tekocin (edemi, ascites)
in/ali zmanj$anju GFR bistveno upodasni. Se zlasti pri bolnikih z visoko stopnjo
hipervolemije (V2 = 14 1) ali GFR < 15 ml/min je potrebno kri vzoréiti dlje Casa, vsaj
nadaljnjih $tiriindvajset ur po aplikaciji, kar je precej dlje od Sestih ur, ki so predpisane vV
navodilu za uporabo sinistrina. Le v tem primeru namre¢ natanéno ocenimo tako kinetiko

porazdelitve kot tudi eliminacije sinistrina.

Za primerjavo; pri bolniku z zelo slabo ledvi¢no funkcijo, z oceno GFR med 15 in 7
ml/min, in zmerno ali hudo stopnjo hipervolemije, v navodilin naveden nacrt vzoréenja
predpisuje jemanje vzorcev po 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 in 360 minutah,
nov protokol vzorcenja pa predpisuje vzorcenje po 5, 40, 135, 200 in 1440 minutah ali 5,
35, 120, 160(180), 200, 960 in 1440 minutah, odvisno od vrste predpostavljene rezidualne
napake (proporcionalna ali kombinirana). V novem nacrtu vzorcenja je torej bistveno
podaljsan Cas jemanja krvnih vzorcev, saj je =zadnje vzorcenje predpisano po
stiriindvajsetin urah od aplikacije. S tem bistveno izboljSamo natan¢nost meritve

plazemske koncentracije sinistrina, saj le-ta Ze doseZe stacionarno stanje.

V vecini primerov smo z novim nacinom vzor¢enja bistveno zmanjsali napako v oceni
oCistka. Natancnost smo najbolj izboljSali v primeru zdrave osebe ob predpostavljeni 10 %
proporcionalni rezidualni napaki, in sicer za 87,13 %. Najmanj se je izbolj$ala pri bolniku
z odpovedjo ledvic in zmerno stopnjo hipervolemije, in sicer za 43,48 %. V dolocenih
primerih se natan¢nost ocene ocistka ni izboljsala. Menimo, da je kljub vsemu to posledica
velike razlike v Stevilu vzorcenj. Novi rezim vzorcenja krvi torej ni absoluten, zato je v

dolocenih primerih Se vedno smiselno povecati Stevilo krvnih vzorcev.
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