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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Farmakokinetyka jest dziedzina zajmujaca si¢ procesami, jakim lek podlega w organizmie, po-
czynajac od jego wchtaniania z miejsca podania, poprzez dystrybucje z krwi do tkanek, meta-
bolizm z udzialem enzymdw, zwiaszcza cytochromu P450, az do wydalania leku z organizmu.
Zaréwno wchtanianie leku z przewodu pokarmowego, jak i jego dystrybucja do tkanek moze si¢
odbywac z udzialem transporteréw btonowych, z ktérych najlepiej poznano P-glikoproteing i po-
lipeptydy transportujace aniony organiczne (OATP). Geny kodujace wymienione biatka, podob-
nie jak i niektére enzymy metabolizujace leki, nie tylko wykazuja znaczny polimorfizm gene-
tyczny, ale takze ich ekspresja moze ulega¢ istotnym zmianom pod wptywem ekspozycji na lek.
Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR) to czula i precyzyjna
technika umozliwiajaca iloSciowa analiz¢ mRNA w komorkach lub tkankach. Moze by¢ réwniez
stosowana do szybkiego okreslenia genotypu, co czyni t¢ metodg szczegdlnie przydatng w wa-
runkach klinicznych, a takze do walidacji wynikéw uzyskanych za pomoca mikromacierzy.

Celem pracy bylo przedstawienie mozliwosci zastosowania techniki PCR w czasie rzeczywistym
w badaniach farmakokinetycznych, ze szczegélnym uwzglednieniem badania ekspresji gendéw
kodujacych enzymy metabolizujace leki i transportery blonowe oraz najnowszych prac dotycza-
cych wptywu genotypu na farmakokinetyke lekéw. Ponadto wskazano mozliwosci wykorzysta-
nia tej metody do gromadzenia danych przydatnych w modelowaniu farmakokinetycznym oraz
farmakokinetyczno-farmakodynamicznym (PK/PD).

farmakokinetyka  PCR w czasie rzeczywistym ¢ enzymy metabolizujace leki * transportery
btonowe * modelowanie PK/PD

Summary

Pharmacokinetics is a discipline dealing with processes describing the fate of a drug in the body,
starting from its absorption at the site of administration, through its distribution to tissues, me-
tabolism via enzymes, mainly those of the cytochrome P450 family, and to its elimination from
the body. In both drug absorption and distribution processes, membrane transporters are often
involved, among which P-glycoprotein and organic anion transporting polypeptides (OATP) are
probably the best known. Genes coding these proteins as well as many drug metabolizing enzy-
mes are not only highly polymorphic, but their expression may also be significantly altered by the
administered drugs. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) is a sensitive and re-
liable technique enabling quantitative determination of mRNA levels in cells and tissues. It may
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also be used for rapid genotyping, and is thus especially useful in a clinical setting as well as for

validating microarray data.

The aim of this review is to present the utility of real-time PCR in pharmacokinetic studies with
special attention paid to the analysis of the expressions of genes coding drug-metabolizing en-
zymes and membrane transporters as well as to recent studies concerning the impact of genoty-
pe on drug pharmacokinetics. Moreover, possibilities of applying this method to collect data for
pharmacokinetic and pharmacokinetic-pharmacodynamic modeling (PK/PD) are indicated.
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WePROWADZENIE

W kregu zainteresowan farmakokinetyki znajduja si¢ pro-
cesy, jakim lek podlega w organizmie od chwili jego wchia-
niania z miejsca podania, poprzez dystrybucje z krwi do
tkanek, metabolizm, ktéry dla wielu lekéw zachodzi przede
wszystkim w watrobie z udziatem izozymoéw cytochromu
P450, az do eliminacji z organizmu, ktéra moze si¢ odby-
wac przez wydalanie nerkowe, czyli z moczem, oraz poza-
nerkowe np. z z6lcia, potem lub wydychanym powietrzem.
Zaréwno wchianianie leku z przewodu pokarmowego, jak
i dystrybucja do tkanek moze si¢ odbywac z udzialem trans-
porteréw btonowych. Niektére z nich utatwiaja wspomnia-
ne procesy, przenoszac leki do wnetrza komérek, inne zas
Wr€cz przeciwnie, usuwaja je na zewnatrz. Dotychczasowe
badania nad rolg tego typu transporteréw w procesach far-
makokinetycznych byly prowadzone gtéwnie z wykorzy-
staniem zwiazkéw wykazujacych zdolnos¢ hamowania ak-
tywnosci tych bialek kompetytywnie lub niekompetytywnie
[37]. Klasycznym przyktadem takiego zwigzku jest znany
lek — werapamil, ktdry jest nieselektywnym inhibitorem
wielu transporteréw btonowych. Laczne podanie tego typu
zwiazku z lekiem, bedacym substratem takiego transporte-
ra, moze prowadzi¢ do wystapienia wielu interakcji waz-
nych z klinicznego punktu widzenia, zaréwno korzystnych
(np. wzrost dostgpnosci biologicznej po podaniu doustnym,
wigksze przenikanie leku do miejsca dziatania), jak i nie-
korzystnych (np. wzmozona toksycznos$¢ leku w wyniku
zahamowania transporteréw w organach odpowiedzialnych
za jego eliminacjg¢). Stosunkowo najlepiej poznanym trans-
porterem jest P-glikoproteina, biatko kodowane przez gen
opornosci wielolekowej (multidrug resistance — MDR1),
majace zdolnos¢ aktywnego transportu na zewnatrz komé-
rek wielu ksenobiotykéw, w tym takze waznych klinicznie
lekéw, takich jak: leki przeciwnowotworowe, nasercowe,
immunosupresyjne oraz inhibitory proteazy HIV. P-gliko-
proteina jest obecna w wielu narzadach, zwlaszcza zwia-
zanych z eliminacja leku z organizmu, a takze barierach
fizjologicznych (np. krew-moézg, krew-tozysko), ale szcze-
g6lnie duzej ekspres;ji transporter ten ulega w komdrkach

nowotworowych, gdzie odpowiada za zjawisko opornosci
na terapeutyczne stgzenia stosowanych chemioterapeuty-
kéw [29]. Polipeptydy transportujace aniony organiczne
(OATP), kodowane przez nadrodzing genéw SLCO, naleza
do nieco mniej poznanych transporteréw btonowych, kté-
rych aktywnos$¢ moze odgrywac rolg¢ w farmakokinetyce
wielu lekéw. Wedtug nowej nomenklatury zatwierdzonej
przez HUGO Gene Nomenclature Committee, wyréznia-
my 6 rodzin tych biatek, numerowanych cyframi arabskimi
od 1 do 6 [9]. Jesli w obregbie tej samej rodziny, sekwencja
aminokwaséw jest identyczna przynajmniej w 60%, trans-
portery stanowia t¢ sama podrodzing, oznaczang duza lite-
ra, a geny nalezace do tej samej podrodziny nosza kolejne
numery oznaczane cyframi arabskimi. Klasyfikacja ta jest
wigc bardzo zblizona do przyjetej dla enzyméw metabo-
lizujacych leki [20]. Wigkszos¢ transporteréw OATP jest
odpowiedzialna za fizjologiczny transport réznorodnych
amfoterycznych czastek organicznych, takich jak: sole z6t-
ciowe, barwniki organiczne, koniugaty hormondw steroi-
dowych, hormony tarczycy, anionowe polipeptydy, a takze
wielu ksenobiotykéw, w tym substancji leczniczych np. di-
goksyny, enalaprylu, prawastatyny i feksofenadyny. Biatka
te wystepuja gléwnie w obrebie bariery krew-mézg, splocie
naczyniowkowym, ptucach, sercu, nerkach, jelitach, tozy-
sku i jadrach. W badaniach farmakokinetycznych najwigk-
sza uwage zwraca si¢ na dwa z nich: OATP1B1 (dawniej
OATP-C) oraz OATP2B1 (dawniej OATP-B).

Cytochrom P-450 (CYP) to grupa enzymow, bioracych
udziat w 70-80% metabolizmu fazy I wigkszosci waz-
nych klinicznie lekéw. Kodujace je geny zostaty podzie-
lone na kilkanascie rodzin, jednak tylko rodziny 1-3 od-
grywaja istotna role w utlenianiu ksenobiotykéw, podczas
gdy pozostale sa odpowiedzialne za metabolizm substan-
cji endogennych, np. steroidéw. U ludzi zidentyfikowano
dotad 39 aktywnych enzyméw CYP, ktére ulegaja ekspre-
sji gléwnie w watrobie, jelitach, ptucach, mézgu i nerkach.
Z punktu widzenia farmakokinetyki, szczegdlnie istotne sa
podrodziny: 2C (2C9 i C19), 2D (2D6), 3A (3A4 1 3A5),
2E (2E1)i 1A (1A2).
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Wyniki najnowszych badan z wykorzystaniem technik bio-
logii molekularnej wykazuja, ze niektére substancje moga
modulowaé aktywnos$¢ biatek transportujacych i enzy-
méw metabolizujacych leki na poziomie genu [14,16,27].
Ponadto mechanizm wielu interakcji w fazie farmakokine-
tycznej opiera si¢ na zmianach w ekspresji genéw koduja-
cych biatka biorace udziat w procesach farmakokinetycz-
nych [24]. Niewiele jest jednak doniesiefi na temat wptywu
réznych czynnikow na ekspresj¢ genéw kodujacych trans-
portery btonowe czy enzymy metabolizujace leki, zwtasz-
cza w warunkach in vivo, oraz wynikajacych stad zmian
w farmakokinetyce lekéw, bedacych substratami dla tych
biatek. Gtéwna przeszkoda w prowadzeniu tego typu ba-
dan byt do niedawna brak szybkiej i czutej metody, umoz-
liwiajacej iloS§ciowa oceng ekspresji genu w odpowiedzi na
dziatanie leku, ktéra mogtaby by¢ stosowana w laborato-
riach farmakokinetycznych.

Podstawowa technika stosowana w badaniach farmakogene-
tycznych jest taricuchowa reakcja polimerazy (polymerase
chain reaction — PCR), pozwalajaca amplifikowa¢ dowol-
na sekwencje DNA w warunkach in vitro. Za wynalazce
tej metody uwaza sig kanadyjskiego biochemika — Kary B.
Mullisa, ktéry w 1993 r. (wraz z M. Smithem) zostat za to
odkrycie uhonorowany Nagroda Nobla w dziedzinie che-
mii. Obecnie wyrézni¢ mozna wiele odmian PCR, z ktérych
najbardziej znane to: odwrotna, asymetryczna czy zwielo-
krotniona PCR. Jest ona takze metoda wyjsciowa dla in-
nych technik, np. takich jak: analiza polimorfizmu dtugosci
taiicuchéw restrykcyjnych (RFLP-PCR) lub analiza konfor-
macji pojedynczych nici DNA (SSCP-PCR) [3].

Z punktu widzenia analizy ilo$ciowej, gtéwnym ogranicze-
niem konwencjonalnych metod PCR, oprdcz czaso- i pra-
cochlonnosci, jest trudno$¢ w uzyskaniu rzetelnej infor-
macji na temat ilosci wyjsciowego DNA. Wynika to stad,
ze w fazie plateau reakcji nie ma bezposredniej korelacji
migdzy iloScig koficowego produktu, a poczatkowa liczba
czasteczek matrycowych. Dlatego tez, wyktadniczy zakres
amplifikacji okresla si¢ empirycznie np. przez amplifika-
cj¢ okreslonej ilosci cDNA przy réznej liczbie cykli lub
amplifikujac kolejne rozcieficzenia matrycy przy tej sa-
mej liczbie cykli, a nastgpnie oznaczanie produktu PCR
klasycznymi metodami np. densytometrycznie, po wczes-
niejszej elektroforezie w zelu agarozowym i barwieniu
bromkiem etydyny [31]. Innym podej$ciem jest iloScio-
wa kompetytywna PCR, ktéra jednak, cho¢ stosowana do
dzisiaj, takze ma wiele ograniczen, np. koniecznos¢ skon-
struowania odpowiedniego kompetytora, dziatanie przy
ograniczonym zakresie stosunku ilo$ci matrycy do kom-
petytora oraz potrzeba przeprowadzenia kolejnego etapu
po zakonczeniu reakcji, celem doktadnego okreslenia ilo-
$ci obu amplikonéw [8].

LANCUCHOWA REAKCJA POLIMERAZY W CZASIE RZECZYWISTYM
(rea-time PCR)

Przetomowym wydarzeniem w dziedzinie iloSciowego
PCR byto opracowanie w 1992 r. przez Higuchiego i wsp.
taricuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
(real-time PCR) [10,11]. W tej odmianie PCR, ilos¢ pod-
danego amplifikacji DNA jest monitorowana w czasie
przebiegu reakcji, dzigki pomiarowi fluorescencji sond
lub barwnikéw wprowadzonych do reakcji, ktére taczac
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Ryc. 1. Typowy przebieg amplifikacji w czasie rzeczywistym
zarejestrowany za pomocg termocyklera RotorGene 3000
(Corbett Research)

si¢ z amplifikowanym DNA, emituja fluorescencj¢ pro-
porcjonalnie do ilosci produktu w kazdym cyklu reakcji.
W przebiegu reakcji PCR mozna wyr6zni¢ 4 charaktery-
styczne fazy, przy czym oznaczenie ilosciowe zachodzi
w fazie wyktadniczej reakcji (ryc. 1). Podstawa obliczen
jest cykl progowy (C)), zdefiniowany jako cykl, przy kt6-
rym sygnal fluorescencji osiaga pewna warto$¢ progowa,
ktéra najczesciej jest 10-krotna warto$¢ odchylen standar-
dowych linii podstawowej mierzonych migdzy trzecim
a pigtnastym cyklem. Im wigksza wyjsciowa ilos¢ DNA,
tym nizsza wartos¢ C. [7].

Materiatem wyjSciowym do analizy we wszystkich od-
mianach PCR, a wigc takze z detekcja w czasie rzeczywi-
stym, moze by¢ zaréwno DNA, jak i RNA. W tym ostat-
nim przypadku nalezy zsyntetyzowaé komplementarny
DNA (cDNA) za pomoca enzymu odwrotnej transkrypta-
zy, stosujac RNA jako matryce, a metoda nazywana jest
w skrocie RT-PCR w czasie rzeczywistym (real-time re-
verse transcription PCR) lub kinetyczna RT-PCR.

W metodzie RT-PCR w czasie rzeczywistym, ekspre-
sj¢ genu mozna mierzy¢ na dwa sposoby: stosujac anali-
z¢ bezwzgledna lub wzgledna. Pierwsza z nich, pozwala
na okreslenie poczatkowej ilosci materialu genetyczne-
go, bioracego udzial w RT-PCR w jednostkach rzeczywi-
stych np. liczbie kopii oznaczanej sekwencji, znormalizo-
wanej wzgledem okreslonej liczby ng catkowitego RNA,
DNA, w przeliczeniu na komoérke, gram tkanki lub mili-
litr krwi. Z kolei, w wypadku znacznie czg¢sciej stosowane;j
analizy wzglednej, wynik stanowi krotno$¢ zmiany eks-
presji badanego genu pod wptywem procedury doswiad-
czalnej, w odniesieniu do kalibratora, czyli prébki nie-
poddanej tej procedurze, po znormalizowaniu wzgledem
kontroli wewngtrznej, czyli genu referencyjnego, ktérego
poziom ekspresji jest w warunkach eksperymentu staty.
Do najczesciej stosowanych genéw tego rodzaju naleza:
dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa (GAPDH),
B-aktyna, 18S rRNA i cyklofilina, a wigc geny typu ,,ho-
usekeeping” [36].

W analizie wzgle¢dnej nalezy oszacowaé wydajnos¢ ampli-
fikacji genu badanego i referencyjnego. Jesli jest jednako-
wa do obliczen mozna zastosowac metodg poréwnania C,,
nazywana w skrécie 244CT [15], w przeciwnym razie nale-
zy stosowaé metode¢ krzywej kalibracji lub model Pfaffla
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Ryc. 2. Identyfikacja homozygoty allelu zmutowanego (mt), dzikiego
(wt) i heterozygoty (mt/wt) na podstawie wykresu pierwszej
pochodnej fluorescencji wzgledem temperatury

[7,25]. Nalezy dodaé, ze PCR w czasie rzeczywistym, to
nie tylko ilosciowa, ale takze jakoSciowa metoda, ktéra
moze postuzyé do rozréznienia alleli genéw polimorficz-
nych. W tym celu nalezy przeprowadzi¢ reakcj¢ w obec-
nosci sond lub starteréw swoistych dla genu typu dzikiego
i zmutowanego, a nast¢pnie na podstawie krzywej topnie-
nia (ryc. 2) zidentyfikowa¢ wystgpowanie homozygot allelu
dzikiego i zmutowanego oraz heterozygot [13,23].

BADANIE ZMIAN EKSPRESJI GENOW W KOMORKACH | TKANKACH POD
WPLYWEM KSENOBIOTYKOW

Metoda RT-PCR w czasie rzeczywistym jest niezwykle
przydatna do oceny zmian ekspresji genéw pod wplywem
stanow fizjologicznych, patologiczych oraz stosowanych le-
kéw, zaréwno w warunkach in vitro, jak réwniez in vivo.
Ze wzgledu na duza czulo$é, szczegdlnie atrakcyjne jest
zastosowanie tej techniki do weryfikacji wynikéw uzyska-
nych z uzyciem mikromacierzy DNA, przez co wykorzy-
stuje si¢ potencjat obu platform jednoczesnie [26].

Przyktadem zastosowania metody RT-PCR w czasie rze-
czywistym do oceny wptywu lekow - antagonistéw kana-
16w wapniowych na ekspresj¢ genu MDR1 sa badania prze-
prowadzone z wykorzystaniem linii komérkowej Hvr100-6,
ktére zostalty poddane dziataniu barnidypiny i werapami-
lu w stgzeniach 1 lub 10 uM [35]. Wyniki tych badari do-
wiodtly, ze oba leki istotnie (w okoto 50%) obnizyly po-
ziom mRNA genu MDR1 po 72 h inkubacji. Wynika stad,
ze z jednej strony dlugotrwate podawanie inhibitoréw kana-
16w wapniowych moze wptywaé na farmakokinetyke jed-
noczesnie podawanych innych lekéw — substratéw P-gli-
koproteiny, z drugiej zas, obserwacje te moga wskazywac
nowa strategi¢ terapii przeciwnowotworowej, poprzez se-
lektywne obnizenie ekspresji MDR1.

Metoda PCR w czasie rzeczywistym zostata wykorzy-
stana takze do wyjasnienia przyczyn zmian w farmako-
kinetyce cyklofosfamidu pod wptywem cyprofloksacyny
[38]. Badania zostaty przeprowadzone na szczurach, kt6-
re otrzymywaty drugi z wymienionych chemioterapeuty-
kéw doustnie jeden raz dziennie przez 3 dni, a nast¢pnie
cyklofosfamid dozylnie w dwéch dawkach: 90 i 150 mg/kg

m.c. Analiza farmakokinetyczna wykazata, ze w obecno-
Sci cyprofloksacyny nastapit istotny wzrost pola pod krzy-
wa zmian stgzenia w czasie (AUC) oraz obnizenie klirensu
cyklofosfamidu podanego w wigkszej dawce, w poréwna-
niu z grupa kontrolng. W oparciu o technik¢ PCR w cza-
sie rzeczywistym stwierdzono, ze obserwowane zmiany
w dyspozycji cyklofosfamidu sa, m.in. wynikiem hamo-
wania ekspresji genéw CYP2C11 i CYP3AI1 na poziomie
mRNA w watrobie. Jak wykazano we wczesniejszych ba-
daniach, interakcja ta ma powazne konsekwencje w przy-
padku chorych z biataczka, otrzymujacych profilaktycznie
cyprofloksacyng jednoczesnie z cyklofosfamidem przed za-
biegiem przeszczepienia szpiku kostnego, znacznie zwigk-
szajac prawdopodobieristwo nawrotu choroby [2].

GENOTYPOWANIE Z WYKORZYSTANIEM METODY PCR w czasIE
RZECZYWISTYM

Jak wykazuja liczne doniesienia, wszystkie geny kodujace
enzymy cytochromu P450, nalezace do rodzin 1-3, wyka-
zuja znaczny polimorfizm. Jednak, z punktu widzenia far-
makokinetyki, znaczenie okreslonych alleli jest rézne, po-
dobnie jak czestos¢ ich wystgpowania w poszczeg6lnych
grupach etnicznych [12]. Na przyktad dotad zidentyfiko-
wano ponad 60 alleli genu CYP2D6, ale obecnosé tylko 7
nich (¥3, *4, *5, *6, *7, *8 1 *16), wystgpujacych w popu-
lacji kaukaskiej wiaze si¢ z catkowitym brakiem aktywno-
$ci enzymu. Z kolei wsrod mieszkancow Etiopii i Arabii
Saudyjskiej mozna wyrézni¢ osobnikéw z powielonym
genem CYP2D6, co prowadzi do zwigkszonego metabo-
lizmu substratéw tego enzymu [22]. Zjawisko polimorfi-
zmu genetycznego moze prowadzi¢ do nawet 1000-krot-
nych réznic w szybkosci metabolizmu niektérych lekéw,
co pociaga za soba konieczno$¢ podawania dawek réznig-
cych sig czgsto 10-20 razy, celem uzyskania poréwnywal-
nych stezen leku we krwi [12].

Metoda PCR w czasie rzeczywistym jest w ostatnich latach
coraz czgsciej wykorzystywana w celu okreslenia genotypu,
zwtaszcza w klinice lub w badaniach epidemiologicznych,
przede wszystkim ze wzgledu na krétki, nieprzekraczajacy
2-3 godzin, czas analizy. Co wigcej, poréwnanie wynikow
genotypowania z wykorzystaniem tej metody i klasycznej
metody PCR, dowiodlo, ze mozna je stosowa¢ zamiennie
[17]. W literaturze mozna obecnie napotkaé coraz wigcej
doniesiefi, na temat wykorzystania metody PCR w czasie
rzeczywistym do tego celu. I tak, w dwodch niezaleznych
badaniach umozliwita ona wykrycie fenotypu ultraszyb-
kiego metabolizmu, ktéremu odpowiada genotyp z powie-
leniem genu CYP2D6 [1,30]. W badaniach przeprowa-
dzonych w grupie 50 chorych z depresja, otrzymujacych
amitryptyling, poszukiwano zaleznosci mi¢dzy genoty-
pem CYP2C19 (stosujac konwencjonalny PCR) i CYP2D6
(z uzyciem PCR w czasie rzeczywistym) a st¢zeniem ami-
tryptyliny i nortryptyliny [33]. Wyniki tych badan pozwo-
lity autorom na opracowanie optymalnego schematu daw-
kowania amitryptyliny w oparciu o genotyp pacjenta.

Istnieja takze doniesienia na temat stosowania omawiane;j
metody do wykrywania polimorfizmu wsréd enzymow fazy
II metabolizmu, takich jak: N-acetylotransferaza 2 (NAT-2)
oraz S-metylotranferaza tiopuryny (TPMT), ktérych niedo-
bér moze znamiennie wptywac na farmakokinetyke substan-
¢ji leczniczych, bedacych ich substratami. Pierwszy z nich
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jest odpowiedzialny za sprzeganie z grupa acylowa lekéw
o charakterze amin aromatycznych i pochodnych hydrazy-
ny, drugi zas$ katalizuje S-metylacje, m.in. lekéw przeciw-
nowotworowych (6-merkaptopuryna, 6-tioguanina), immu-
nosupresyjnych (azatiopryna), kaptoprylu czy penicylaminy.
Metodyke identyfikacji polimorfizmu NAT?2 opisano szcze-
gbtowo w kilku pracach, wsréd ktérych na uwagg, ze wzgle-
du na matq inwazyjnosc i krétki, nieprzekraczajacy 30 minut
czas analizy, zastuguja badania przeprowadzone w oparciu
o préobke Sliny pacjenta [6]. Z kolei w innej pracy przedsta-
wiono metodg zwielokrotnionego PCR w czasie rzeczywi-
stym, ktéra pozwala na jednoczesng identyfikacj¢ 8 czgstych
mutacji TPMT w czasie okoto 40 minut [32].

Dla wspomnianego juz genu MDR1, opisano okoto 30 ro-
dzajéw polimorfizmu pojedynczego nukleotydu, z ktérych
najczesciej cytowany w pracach jest C3435T (substytucja
cytozyny tymidyna w pozycji 3435). Wplyw tego rodzaju
mutacji na farmakokinetyke inhibitora proteazy HIV-1, nel-
finawiru badano u dzieci zakazonych wirusem HIV [28].
Stosujac metode PCR w czasie rzeczywistym stwierdzo-
no, ze w grupie 71 dzieci: 31 (44%) byto homozygotami
C/C, 33 (46%) heterozygotami C/T, a 7 (10%) homozygo-
tami T/T. Oszacowane dla tych genotypéw parametry far-
makokinetyczne roznily si¢ znacznie mi¢dzy hetero- i ho-
mozygotami. Genotyp heterozygotyczny wykazywat nie
tylko najnizszy klirens i najwyzsze wartosci AUC i steze-
nia w osoczu zmierzone po 8 godzinach od chwili podania
leku, ale dodatkowo stwierdzono, ze w 8 tygodniu terapii, az
91% dzieci z genotypem C/T wykazato spadek wirusowego
RNA w osoczu ponizej 400 kopii/ml, podczas gdy u dzieci
z genotypem C/C i T/T podobny efekt obserwowano zale-
dwie u odpowiednio 59 i 57%. Inne badania nad wptywem
mutacji C3435T na ekspresje genu MDR1 w dwunastnicy
13 zdrowych ochotnikéw dowiodly, ze najnizszy poziom
mRNA dla MDR1 wykazywali osobnicy z genotypem C/C,
najwyzszy zas z genotypem T/T [19]. Wyniki te moga wy-
jasnic istotnie nizsze st¢zenia substratow P-glikoproteiny
(np. digoksyny) podawanych doustnie u nosicieli allelu T.
Nalezy stwierdzié, ze znajomos¢ genotypu MDR1 moze
mie¢ istotne znaczenie w przypadku terapii lekami o wa-
skim indeksie terapeutycznym i mozliwym braku skutecz-
nosci spowodowanym opornoscia, co dotyczy grupy che-
mioterapeutykéw oraz lekéw antywirusowych.

W ostatnich latach zwraca si¢ takze uwage na konsekwen-
cje polimorfizmu genéw kodujacych transportery z rodziny
OATP. Jako przyktad moga postuzy¢ badania przeprowa-
dzone w grupie 30 zdrowych ochotnikéw, u ktérych ocenia-
no zalezno$¢ migdzy genotypem OATP-C a parametrami
farmakokinetycznymi prawastatyny po padaniu doustnym
tego leku w jednorazowej dawce 40 mg [18]. Jak wykaza-
no, obecnos¢ genu zmutowanego (*5) wiazata si¢ z wyz-
sza wartoscig AUC i stgzenia maksymalnego (C_ ), w po-
réwnaniu z genotypem (*1a/*1a) oraz nosicielami allelu
(*1b). Wprawdzie w przedstawionej pracy do okreslenia
genotypu OATP wykorzystano metod¢ RFLP-PCR, to do
chwili obecnej opisano juz metode genotypowania w opa-
ciu o technike PCR w czasie rzeczywistym [21].

RoLa RT-PCR w czasIE RzEczYwisTYM W MoDELowANIU PK/PD

Modelowanie farmakokinetyczno-farmakodynamiczne
(PK/PD) to metodologia, ktéra taczy zaleznos$¢ stgzenia
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Ryc. 3. Zmierzone eksperymentalnie (O) oraz przewidywane
w oparciu 0 model PK/PD (--) zmiany poziomu mRNA receptora
glukokortykosteroidow w czasie (zaadoptowane z [34])

leku od czasu z intensywnos$cia odpowiedzi farmakolo-
gicznej w oparciu o odpowiednie modele matematyczne.
Model PK/PD powinien si¢ opiera¢ na mechanizmie dzia-
fania leku. Do jego opracowania konieczne sa odpowiednie
dane farmakodynamiczne, ktére moze stanowié¢ zarowno
bezposrednio mierzony efekt kliniczny, jak i odpowiedni
biomarker, ktéry pozwala przewidywac efekt farmakolo-
giczny. Jednym z markeréw odpowiedzi farmakologiczne;j
na lek moze by¢ poziom mRNA [4].

Model PK/PD wykorzystujacy ten rodzaj markera zastoso-
wano do opisu zmian ekspresji receptora glukokortykoste-
roidéw po jednorazowym podaniu szczurom metylopredni-
zolonu w dawce 50 mg/kg m.c. droga dozylna [34]. Zmiany
poziomu mRNA tego receptora w migsniu szkieletowym
szczura opisano za pomoca farmakodynamicznego modelu
odpowiedzi posredniej, ktéry uwzglednia opdZnione wyste-
powania efektu farmakologicznego w odniesieniu do mak-
symalnego st¢zenia leku we krwi [5]. Zastosowany model
zaktada, ze kompleks lek-receptor zwigksza stopien degra-
dacji mRNA badanego receptora w cytoplazmie, a zmia-
ny poziomu mRNA receptora w czasie mozna opisaé za
pomoca nastgpujacego rownania:

dmRNA S s GruruaXDR
GR_ __max GRmRNAZ " |
dt - :vn,GRmRNA_kdgr,GRmRNAX( SC50,GRmRNA+DR meNAGR
gdzie:

DR - poziom kompleksu lek-receptor w cytoplazmie,
S ax.ormrna — Maksymalna zdolnos¢ leku do stymulacji pro-
cesu degradacji mRINA receptora glukokortykosteroidéw
(GR mRNA), SC,| ;4 wna — POziom kompleksu DR, przy
ktérym wystepuje 50% maksymalnej stymulacji rozpadu
GR mRNA, ksyn‘GRmRN A — Stata szybkosci zerowego rzedu
dla transkrypcji GR mRNA, k dor GRIRNA stala szybkosci
pierwszego rzedu dla procesu degradacji GR mRNA.

Obserwowane i przewidywane w oparciu o model odpowie-
dzi posredniej zmiany poziomu mRNA receptora glukokor-
tykosteroidéw w czasie przedstawiono na rycinie 3.

Poziom mRNA receptora glukokortykosteroidéw obnizy1 si¢

do okoto 35% wartosci podstawowej (MRNA, ) w ciagu

7,4 godziny, a nastgpnie powoli — w ciggu 2-3 dni od chwili
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podania metyloprednizolonu — wracat do wartosci poczat-
kowej (ryc. 3). Oszacowane technika regresji nieliniowe;j
parametry farmakodynamiczne badanego leku wynosity:
S L GR mRNA = 5,25, SC = 1,61 nmol/L/mg bialka,
=0,046 h™'.

50,GR mRNA

=0,157 fmol/g/hik

syn,GR mRNA dgr,GR mRNA

Przydatno$¢ modelowania PK/PD nie ogranicza si¢ do do-
brze zaplanowanych badan, prowadzonych na relatywnie ma-
tej grupie osobnikéw i przy czesto wykonywanych pomia-
rach stgzen leku oraz odpowiedzi farmakologicznej. Dane
uzyskane w pdzniejszych fazach badan klinicznych czy w ra-
mach rutynowego postgpowania klinicznego, a wigc wte-
dy, gdy stezenie leku i efekt sa mierzone znacznie rzadziej,
a liczba tych pomiaréw u poszczegdélnych osobnikéw w ba-
danej grupie nie jest jednakowa, moga postuzy¢ do opraco-
wania modelu populacyjnego. W odréznieniu od modelo-
wania indywidualnego, modelowanie populacyjne pozwala
oceni¢ wptyw cech zaleznych od chorego (covariates), np.
takich jak: wiek, pte¢, masa ciata, klirens kreatyniny, jed-
noczesne stosowanie innych lekéw, wspoétistniejace scho-
rzenia lub genotyp na wartosci parametréw PK/PD.

W badaniach dotyczacych wptywu genotypu MDRI1 na
migdzyosobnicze zréznicowanie w dyspozycji cyklospory-
ny A, ktéra podawano doustnie 2 razy dziennie pacjentom
po przeszczepie nerki wykazano, Ze stacjonarne stgzenia
tego leku u chorych — homozygot typu dzikiego (C/C) byty
znacznie wyzsze, a klirens nizszy w stosunku do nosicieli
zmutowanego allelu 3435T [39]. Wptyw genotypu MDR1
C3435T na dyspozycje badanego leku oceniano w opar-
ciu o dwie alternatywne hipotezy, zaktadajace wptyw ge-
notypu na wartos¢ klirensu (CL/F) lub na wzgledna do-
stgpnos¢ biologiczna — FR, co przedstawiono za pomoca
nastgpujacych réwnan:

CL/F = O, x (I + genotyp®,)
FR =1 - genotyp x @,

W przedstawionych réwnaniach ®, — to populacyjna war-
to§¢ CL/F u osobnikéw bedacych homozygotami typu

PismiENNICTWO

dzikiego (C/C), a ©, to zmiana klirensu lub wzglgdne;j
dostepnosci biologicznej wywotana obecnoscia allelu
zmutowanego (3435T). Wartos¢ genotypu przyjeto za row-
na 1 dla nosicieli allelu zmutowanego i 0 dla homozygot
typu dzikiego. Wyniki przeprowadzonej analizy popula-
cyjnej z wykorzystaniem programu NONMEN, dowiodty,
ze réznice w wielkosci CL/F obserwowane u osobnikéw
ze zmutowanym genem MDRI1, wynikaja ze zmniejszo-
nej biodostepnosci leku. Tak wigc wiaczenie genotypu do
modelu populacyjnego, pomogto wyjasni¢ jedna z przy-
czyn zréznicowania klirensu cyklosporyny A w badanej
populacji.

PosumowaNIE

Wtaczenie technik biologii molekularnej do badan far-
makokinetycznych pozwala na znaczne przyspieszenie
badani nad nowym lekiem, utatwiajac poszukiwanie no-
wych biomarkeréw oraz wskazujac nowe mechanizmy
zaangazowane w procesy wchtaniania, dystrybucji i eli-
minacji leku. Ponadto, techniki te moga by¢é pomocne
w wyjasnieniu podtoza wielu interakcji w fazie farma-
kokinetycznej. Przez okreslenie genotypu chorego, moz-
liwe jest przewidywanie zmiennosci w farmakokinetyce
na poziomie molekularnym, co pozwala na wczesne wy-
krycie czynnikéw wptywajacych na parametry farmako-
kinetyczne, a uzyskane w ten sposéb informacje moga
postuzy¢ do bardzo precyzyjnego doboru dawki dla in-
dywidualnego chorego. Sposréd znanych technik stoso-
wanych do ilosciowej analizy ekspresji genu, RT-PCR
w czasie rzeczywistym, zastuguje na szczegdlng uwa-
ge ze wzgledu na duzg czutos¢, doktadnosé i powtarzal-
nos¢. Ponadto umozliwia ona oznaczenie poziomu DNA
w nieosiagalnym dotychczas zakresie 7-8 rzgdow wiel-
kosci, a przecigtny czas analizy rzadko przekracza 2 go-
dziny. Metoda PCR w czasie rzeczywistym jest réwniez
coraz czgsciej wykorzystywana do szybkiego genotypo-
wania, zwlaszcza na uzytek kliniki. Pewnym ogranicze-
niem w stosowaniu tej techniki, w poréwnaniu z klasycz-
nym PCR, sg ciagle jeszcze wysokie koszty aparatury
i odczynnikéw.
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