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1. WSTEP

Badania farmakokinetyczne nowego zwiazku - potencjalnego leku

Kazdy lek, aby wywotaé odpowiedZ farmakologiczng musi dotrze¢ do
swojego miejsca dzialania, czyli biofazy przechodzac przez szereg barier
biologicznych. O tym jak szybko pojawia sie on w biofazie, jak réwniez
o intensywnosci i czasie trwania efektu farmakologicznego decyduje nie tylko
wielko$¢ podanej dawki, ale takze wiele innych czynnikéw takich jak: droga
podania, stopieni i szybko$¢ uwalniania sie substancji czynnej z danej formulacji,
jej rozpuszczalnoéc i zdolnoé¢ do przechodzenia przez blony biologiczne oraz
wladciwosci farmakokinetyczne. Niemale znaczenie maja réwniez czynniki
farmakogenetyczne i patofizjologiczne [1]. Na poczatku lat 90-tych
podstawowymi czynnikami, eliminujagcymi zwigzek z dalszych badann byly
niezadawalajace wlasciwosci farmakokinetyczne i toksykologiczne (50.4%), ktore
najczesciej ujawnialy sie dopiero podczas préb klinicznych [2]. W ostatnich latach
zwrécono szczegbdlng uwage na znaczenie badari farmakokinetycznych we
wczesnych etapach rozwoju lekow, w wyniku, czego nastapit znaczny spadek
procentowego udzialu przyczyn farmakokinetycznych (do okolo 10%)
w wykluczeniu zwiazku z dalszych etapéw badar nad jego rozwojem [3].

Farmakokinetyka zajmuje si¢ badaniem loséw leku w organizmie, ktére
okreslane sa za pomoca akronimu ADME (wchlanianie, dystrybucja, metabolizm,
wydalanie), a w przypadku uwzglednienia réwniez oceny toksykologicznej -
ADMET. Oszacowanie profilu farmakokinetycznego umozliwia szybsza selekcje
zwigzkéw, kandydatéw na lek, rokujacych dalszy rozwéj, co powoduje redukcje
kosztéw i oszczednos¢ czasu przeznaczonych na dalsze badania, tym bardziej, ze
obserwowany w badaniach in vivo brak efektu farmakologicznego moze réwniez
posrednio wynika¢ z niekorzystnych wlasciwosci farmakokinetycznych badanej
substancji, takich jak: niska dostepnos¢ biologiczna lub szybki metabolizm oraz

wydalanie [4, 5].
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Do najwazniejszych parametréw farmakokinetycznych ocenianych w fazie
badan przedklinicznych naleza: biodostepnoéc¢ (F), klirens (Cl), okres péttrwania
(t1/2), objetos¢ dystrybucji (Vd) oraz stopien wigzania badanego zwiazku
z bialkami osocza, a takze w niektérych przypadkach wspétczynnik podziatu
pelna krew/osocze [6]. W zaleznosci od zachowania si¢ zwigzku w organizmie
pod wzgledem farmakokinetycznym mozna odpowiednio planowac dalsze etapy
jego rozwoju. Substancje, ktéore wydalane sa gléwnie w postaci niezmienionej
przez nerki wykazujg niewielki metabolizm np. w watrobie i istnieje duze
prawdopodobieristwo, ze beda sie¢ one charakteryzowaly farmakokinetyka
liniowg, czyli niezalezng od dawki. Dla takich zwigzkéw mozna zminimalizowa¢
badania nad ich metabolizmem. W przypadkach, gdy zwiazek jest eliminowany
przede wszystkim w postaci metabolitow, powinien zosta¢ oszacowany jego profil
metaboliczny oraz zidentyfikowane enzymy zaangazowane w biotransformacje.
Dla tego typu zwiazkéw wazne jest takze poznanie farmako- i toksykokinetyki ich
glownych metabolitéw. Substancje te przewaznie wykazuja wysoki efekt
pierwszego przejécia, farmakokinetyke zalezna od dawki i sa sklonne do
wchodzenia w interakcje farmakokinetyczne z innymi lekami. Zwiazki majace
wspolczynnik ekstrakcji watrobowej zblizony do jednosci wykazuja zazwyczaj
staba i bardzo zmienng dostepnos¢ biologiczna, przez co stwarzaja liczne
problemy z podaniem doustnym stanowigcym najbardziej fizjologiczny sposéb
podawania leku. W przypadku tego typu substancji, przy wysokich dawkach,
prawdopodobne jest wysycenie metabolizujacych je enzymoéw, co z kolei moze
by¢ przyczyna wystgpienia nieliniowej farmakokinetyki. Stanowi to wskazanie do
podjecia prac nad modyfikacjg ich struktury chemicznej w celu poprawienia
parametréw farmakokinetycznych przy zachowanej aktywnosci farmakologiczne;.
Problematyczne z punktu widzenia farmakokinetyki moga by¢ takze zwigzki,
ktére bardzo silnie wiaza sie z biatkami osocza. Jezeli frakcja wolna danego
zwigzku jest ponizej 10% jego wypieranie z polaczen z bialkiem przez metabolity,
substancje endogenne np. bilirubine lub inne podawane jednocze$nie leki moze
powodowa¢  istotne zmiany w jego podstawowych  parametrach

farmakokinetycznych takich jak Vg4, Cl i t1/2. Najkorzystniejsze z punktu widzenia



WSTEP

farmakokinetyki sa substancje podlegajace eliminacji liniowej niezaleznie od
podawanej dawki. Jako kandydaci do dalszych badari preferowane sa takze
zwigzki z dluzszym okresem poéltrwania, gdyz umozliwiajg stworzenie formulacji
do podania raz dziennie, co jest znacznie wygodniejsze dla pacjenta.

Lek po dostaniu sie do krazenia systemowego ulega dystrybucji do tkanek
i narzadéw, co w duzym stopniu zalezy od jego wlasciwosci fizykochemicznych
przede wszystkim takich jak lipofilowos¢ i stopierr jonizacji. Zazwyczaj leki
lipofilne charakteryzuja sie duza objetoscia dystrybucji, natomiast leki hydrofilne
i zjonizowane w pH fizjologicznym wystepuja gtéwnie w tozysku naczyniowym.
Wyjatek stanowiq zjonizowane leki zasadowe zawierajgce np. aminy
czwartorzedowe, dla ktérych V4 moze by¢ duza w zwigzku z wystepowaniem
interakcji pomiedzy naladowanym dodatnio atomem azotu, a ujemnie
naladowanymi grupami fosforanowymi wchodzacymi w sktad btony biologicznej.
Objetos¢ dystrybucji powinna by¢ optymalna w zaleznosci od miejsca dziatania
danej substancji np. dla lekéw, ktére dzialaja wewnatrz komoérki V4 powinna by¢
duza, inaczej wigkszos¢ podanego preparatu nie osiggnie miejsca dziatania [1].

W celu otrzymania bardziej bezpiecznych i skutecznych lekéw jednoczeénie
zmniejszajac koszty i czas potrzebny na ich opracowanie, nalezy stosowac surowe
kryteria selekcji dla zwiazkéw przeznaczonych do pierwszej fazy badan
klinicznych.

Rozw¢j chemii kombinatorycznej umozliwil szybka synteze ogromnych
iloéci substancji mogacych by¢ potencjalnymi lekami [7]. Koniecznym bylo
opracowanie farmakologicznych metod HTS (ang. high throughput screening)
majacych na celu szybkie wyselekcjonowanie zwigzkéw o pozadanym
powinowactwie do okreslonych receptorow. Konsekwencja tego stalo sie
zapotrzebowanie na metody HTS mogace zapewni¢ podobng selekcje
uwzgledniajacq parametry farmakokinetyczne. Najwiekszym wyzwaniem bylo
opracowanie analitycznych metod iloSciowych pozwalajacych na szybkie
oznaczenie duzej ilosci bardzo réznorodnych substancji w zlozonych matrycach
biologicznych. Osiggniecie tego celu stato sie mozliwe dzieki rozwojowi detekcji

masowej charakteryzujacej si¢ duzg selektywnoscia w stosunku do oznaczanej
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substancji. Pozwolilo to, miedzy innymi, na wprowadzenie do badan
farmakokinetycznych  tzw. dawkowania kasetowego polegajacego na
jednoczesnym podawaniu zwierzetom doswiadczalnym kilku, a nawet kilkunastu
zwiazkéw, anastepnie ich réwnoczesnym oznaczaniu w badanej matrycy
biologicznej [8, 9, 10]. Na podstawie uzyskanych wynikéw opracowywany jest
nastepnie ich profil farmakokinetyczny. W taki sposob stosunkowo szybko mozna
stworzy¢ bazy danych uwzgledniajace zalezno$¢ pomiedzy struktura chemiczna
zwiazku, a jego wlasciwosciami farmakokinetycznymi, co umozliwia identyfikacje
ugrupowan chemicznych majacych najwiekszy wplyw na zmiane poszczegdlnych
parametrow farmakokinetycznych. Niewatpliwa zaleta dawkowania kasetowego
jest oszczednod¢ czasu i zwierzat laboratoryjnych, natomiast zasadnicza wada
mozliwoé¢ wystepowania interakcji pomiedzy podawanymi jednoczesnie
substancjami, co moze prowadzi¢ do blednych wnioskéw. Metode ta mozna
zmodyfikowaé przez zastosowanie klasycznego sposobu dawkowania, czyli
podawania zwierzeciu laboratoryjnemu jednej badanej substancji i pobieraniu
probek krwi w okreslonych odstepach czasowych. Jezeli dostepne sa probki
z kilku takich eksperymentéw i we wszystkich byly one pobierane w tych samych
odstepach czasowych woéwczas probki pobrane w tym samym czasie mozna
zmiesza¢ ze soba i analizowa¢ jednoczesnie. W ten spos6éb unika sie ryzyka
wystapienia interakcji, a jednocze$nie nadal minimalizuje czas potrzebny na
przeprowadzenie analizy wigkszej iloéci zwigzkow.

Kolejna metoda stosowana w celu przeprowadzenia badan
farmakokinetycznych w systemie HTS jest tzw. sample pooling method. Poniewaz
w oszacowaniu profilu farmakokinetycznego wykorzystuje sie zazwyczaj od 3 do
5 zwierzat na kazdy punkt czasowy, w celu przyspieszenia analizy mozna
zmieszac ze soba probki pobrane w tym samym czasie, po oznaczeniu, ktérych
otrzymuje si¢ srednie wartosci stezenl. Na podstawie tych danych mozna obliczy¢
wartosci Srednie poszczegdlnych parametréw farmakokinetycznych np. Cmaxav
(Srednie stezenie maksymalne), tmaxav (Sredni czas potrzebny do osiggniecia
stezenia maksymalnego), czy AUC,y (Srednie pole pod krzywa zaleznosci stezenia

od czasu). Metoda ta jednak nie jest przydatha np. w badaniach
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bioréwnowaznosci, poniewaz nie da sie w ten sposéb oszacowaé zmiennosci
osobniczej [11, 12, 13].

Badania farmakokinetyczne moga by¢ prowadzone na réznych poziomach
od badan in silico, przez in vitro, in situ, ex vivo, az do badan in vivo na zwierzetach
laboratoryjnych, ktére w najpelniejszy sposéb odzwierciedlaja warunki
tizjologiczne.

Dane uzyskane mna kilku réznych modelach zwierzecych po
przeprowadzeniu skalowania allometrycznego moga nastepnie zostad
wykorzystane w badaniach przedklinicznych do przewidywania profilu
farmakokinetycznego u ludzi. Pozwala to na oszacowanie pierwszej dawki u ludzi
oraz opracowanie odpowiedniego schematu dawkowania w badaniach
klinicznych, co jest szczegolnie wazne np. w przypadku silnie toksycznych lekow

onkologicznych [14, 15, 16, 17].

Wykorzystanie spektrometrii mas w badaniach farmakokinetycznych

Obecnie analitycznym narzedziem z wyboru stosowanym praktycznie na
wszystkich etapach badan farmakokinetycznych sa r6znego rodzaju spektrometry
masowe. W zaleznosci od swojej budowy wykorzystywane sa przede wszystkim
w badaniach ilosciowych (potréjne kwadrupole) lub tez w poszukiwaniu
i identyfikacji metabolitéw, gdzie najczesciej stosuje sie systemy z putapka jonowa
(krotki czas skanowania duzej iloSci mas) oraz z transformacja Fouriera (bardzo
doktadny pomiar masy) [18, 19, 20, 21, 22]. Dostepne sa takze tzw. spektrometry
hybrydowe 1aczace w sobie dwie technologie i przykladem takiego urzadzenia
moze by¢ spektrometr API 5500 (polaczenie pulapki jonowej z potréjnym
kwadrupolem) lub LTQ Orbitrap (polaczenie pulapki jonowej z transformacja
Fouriera). Spektrometria mas jest rowniez wykorzystywana do badania kinetyki
enzymatycznej, wyznaczania stalych Michaelisa-Menten oraz liczby obrotéw (kea),
do poszukiwania i identyfikacji biomarkeréw oraz w badaniach dystrybucji

(MALDI MSI) [23, 24, 25, 26, 27, 28].
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W badaniach farmakokinetycznych na szczegélng uwage zastuguje metoda
analityczna polegajaca na sprzezeniu HPLC (wysokosprawna chromatografia
cieczowa) ze spektrometrem typu potréjny kwadrupol (LC/MS lub LC/MS/MS),
wykorzystywana przede wszystkim do oznaczen iloSciowych.

Podstawa dzialania spektrometru masowego jest jonizacja czasteczek
badanej substancji, co umozliwia przyspieszenie ich w polu elektrycznym
w prézni. Heterogeniczny strumieri jondw (dodatnich lub ujemnych) zostaje
rozdzielony na szereg sktadowych, zaleznie od stosunku masy do tadunku (m/z).
W  przypadku jonéw natadowanych dodatnio, masa prébki mierzona
w spektrometrze jest powiekszona o mase protonu lub protonéw przytaczonych
do czasteczki analizowanej substancji. Analogicznie dla jonéw naladowanych
ujemnie masa probki pomniejszona jest o mase protonu lub protonéw
oderwanych od czasteczki analizowanej substancji. Jonizacja elektronami (EI) jest
tu wyjatkiem i metoda ta powoduje jedynie wybicie elektronu bez przytaczania
protonu. Istnieje takze mozliwo$¢ oznaczania m/z substancji niejonizujacych sie
przez dolaczenie (reakcja chemiczna lub oddzialywanie fizyczne) podstawnika
obdarzonego tadunkiem lub podlegajacego jonizacji (tzw. derywatyzacja) lub
przez utworzenie adduktéw np. z sodem lub potasem.

Istnieja rézne sposoby jonizacji czasteczek analitu, jednak najczesciej
stosowana i wykorzystana réwniez w badaniach przeprowadzonych w ramach
niniejszej pracy jest jonizacji typu ESI (ang. electrospray ionisation), za odkrycie,
ktorej chemik John Benett Fenn otrzymal w roku 2002 Nagrode Nobla. Umozliwia
ona uzyskanie wysokiej czuloéci oznaczern przy jednoczesnej minimalnej
fragmentacji badanego zwiazku, jest kompatybilna z technikami
chromatograficznymi i elektroforetycznymi oraz dzieki mozliwosci powstawania
czasteczek wielokrotnie natadowanych pozwala na analize mas znacznie
wiekszych niz nominalny zakres pomiarowy analizatora przy zachowaniu
stosunkowo wysokiej rozdzielczosci. W przypadku ESI zwigzek ulega jonizacji
pod ci$nieniem atmosferycznym przy uzyciu napiecia rzedu 2-5 kV, kiedy to na
koricu kapilary powstaje tzw. stozek Taylora, z ktérego odrywaja sie male, silnie

naladowane kropelki. W strumieniu azotu dochodzi do odparowania nadmiaru
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rozpuszczalnika, a kropelki zyskuja duza gestos¢ tadunku elektrycznego,
jednoczesnie zmniejszajac swoje rozmiary. Gdy sity kulombowskie zréwnowazg
sily napiecia powierzchniowego (granica Rayleigh’a), dochodzi do tzw. eksplozji
kulombowskiej, czyli rozbicia kropli na duza liczbe mikrokropelek. Ta sekwencja
zdarzeni powtarza sie, az do momentu, kiedy rozmiary kropli sa tak mate, ze
zamiast rozbicia dochodzi do desorpcji fragmentéw jonowych i na tej drodze do
zniwelowania nadmiaru ladunku (ryc.1). Powstajacy strumien jonéw
wprowadzany jest do analizatora i w efekcie uzyskuje sie¢ chromatogram bedacy
zapisem zmian catkowitego pradu jonowego TIC (ang. total ion current) w czasie

[29].

elektroda

Ryc. 1. Zasada dzialania zZrédla jonéw typu ESI [30].

Inng mozliwg metoda jonizacji jest APCI (ang. atmospheric pressure
chemical ionisation). Zrédto jonéw tego typu sklada sie z nebulizatora oraz igly
dostarczajacej wyladowan koronowych, natomiast pary rozpuszczalnika dzialaja
tutaj, jako gazowy reagent w procesie jonizacji chemicznej. Kolejnym mozliwym
do zastosowania Zrédlem jonéw jest APPI (ang. atmospheric pressure
photoionisation). Podobnie jak w APCI stosuje sie tutaj nebulizator ogrzewany do
temp. 300-500°C, natomiast jonizacja zachodzi pod wplywem lampy emitujacej
fotony o energii réwnej ok. 10 eV. Czesto w APPI stosuje si¢ domieszke innej
substancji zwanej dopantem, przez co mozna zwiekszy¢ ilos¢ powstajacych jonow.
Dopant ulega jonizacji bezposrednio pod wplywem fotonéw sSwiatta UV

inastepnie w wyniku zderzenn przekazuje proton czasteczkom analitu lub
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otrzymuje od nich elektron. Najczesciej dopantem jest toluen, ktérego energia
jonizacji wynosi 8.83 eV. Przekazanie protonéw zachodzi tylko wtedy, gdy
w ukiadzie rozpuszczalnik - dopant - analit najwieksze powinowactwo do
protonu wykazuje analit, a najmniejsze dopant [30].

Otrzymane w wyniku jonizacji jony sa nastepnie rozdzielane
w zaleznoéci od wartoéci m/z. W przypadku analizy ilosciowej najwieksze
zastosowanie znalazly analizatory kwadrupolowe zbudowane z dwoéch par
metalowych pretéw, z ktérych jedna para jest naladowana dodatnio, a druga
ujemnie. Do kazdej z nich dostarczany jest jednoczesnie prad staly (ang. direct
currant, dc) i zmienny (ang. radio frequency, rf). Rozdzielczoé¢ takiego ukladu
zalezy od stosunku napiecia rf/dc i jest wartoscia stalg. Przy zadanej amplitudzie
dc i rf tylko jony o okreslonej wartosci m/z ulegaja rezonansowi, dzieki czemu

maja stabilng trajektorie, przechodza miedzy pretami i docieraja do detektora
(ryc. 2).

jof rezonujacy deteltor

011 N ErETONH4CY

zrddio
jotudw

napigcie
deitf

Ryec. 2. Zasada rozdzialu jonéw z zastosowaniem analizatora kwadrupolowego [30].

W technice MS/MS stosowane sa dwa analizatory kwadrupolowe,
pomiedzy ktérymi znajduje sie¢ komora kolizyjna. Taka konfiguracja nosi nazwe
»tandem in space”, poniewaz wprowadzany jest dodatkowy modul w ukladzie
szeregowym. Pierwszy kwadrupol stuzy do selekcji jonu prekursorowego
(macierzystego), ktoéry nastepnie ulega fragmentacji w komorze kolizyjnej, gdzie

jest on przyspieszany w obecnosci gazu obojetnego (argon, azot lub hel). Stopiert
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fragmentacji uzalezniony jest od wartosci energii kolizyjnej i fragmenty potomne
analizowane sa z wykorzystaniem drugiego kwadrupola. Analiza iloSciowa
MS/MS najczeéciej prowadzona jest dwoma technikami: technikg SIM (ang. single
ion monitoring) - podobnie jak w pojedynczym spektrometrze masowym badany
jest tylko jeden jon charakterystyczny dla danego zwigzku oraz technika SRM
(ang. single reaction monitoring), gdzie analizowany jest stosunek intensywnosci
jonu macierzystego do potomnego. Obecnoé¢ dwoch analizatoréw mas znacznie
zwieksza selektywnos$¢ metody, dlatego mozliwe jest przeprowadzanie analizy
wielu substancji jednoczeénie w zlozonej matrycy biologicznej [28].

Do analiz jakosciowych oprécz analizatoréw kwadrupolowych stosuje sie
takze analizatory czasu przelotu oraz klasyczne i liniowe pulapki jonowe.
Analizatory czasu przelotu (ang. time of flight, TOF) charakteryzuja sie
stosunkowo duza rozdzielczoscia (do 100 000 Da) oraz dosy¢ wysoka czuloscia
i najczesSciej stosowane sa ze Zrédlem jonow typu MALDI (ang. matrix assisted
laser desorbtion ionisation), gdzie analizowang substancje miesza si¢ z roztworem
matrycy, w ktérej pod wplywem impulséow lasera dochodzi do wzbudzenie
elektronéw. Jony, utworzone przez przeniesienie protonu miedzy wzbudzona
matryca, a analizowang substancja, ulegaja desorpcji, a nastepnie sa przyspieszane
w analizatorze przy pomocy impulsu elektrycznego i zaczynaja dryfowac przez
jego komore. Na koricu analizatora znajduje si¢ detektor potaczony z urzadzeniem
rejestrujgcym czas od impulsu przyspieszajagcego do momentu uderzenia
okredlonego jonu w detektor. Czas przelotu jest przeliczany na stosunek masy
czasteczkowej jonu do jego tadunku elektrycznego.

Kolejnym rodzajem analizatora jest pulapka jonowa (ang. ion trap).
Manipulujac parametrami pradu przylaczonego do elektrod mozna uwiezi¢
w pulapce okreslone jony, a nastepnie dokonywa¢ pomiaréw przez , wyrzucanie”
z putapki kolejnych grup jonéw o zdefiniowanym stosunku my/z. Stosunkowo
nowym analizatorem w spektrometrii mas jest liniowa pulapka jonowa (ang.
linear ion trap, linear trap quadrupole, LTQ) zbudowana, jak kwadrupol,
z czterech réwnoleglych pretéw. Na obu koricach analizatora przykiadany jest

potencjal elektryczny, ktéry uniemozliwia ucieczke jonéw, a pomiar masy odbywa
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sie przez ,wyrzucanie” jonéw o okreslonym my/z z analizatora oraz ich detekcje.
Analizatory te charakteryzuja sie wieksza czuloscig niz zwykle putapki jonowe,
ale stosunkowo niska rozdzielczoscig (kilka tysiecy). Przykladem potaczenia
liniowej pulapki jonowej z innym detektorem jest spektrometr LTQ Orbitrap.
Analizatory typu Orbitrap charakteryzuja sie¢ duza rozdzielczoscig (do 200 000 Da)
i dokladnoscia pomiaru masy, dlatego stosowane sa przede wszystkim
w badaniach proteomicznych i metabolomice.

Podstawowa wada analizy iloSciowej z wykorzystaniem spektrometrii
mas jest wystepowanie tzw. efektu matrycy (supresja lub zwiekszenie stopnia
jonizacji oznaczanego analitu w zaleznosci od rodzaju matrycy), ktéry moze
wplywacé na czulo$¢ metody. Nie tylko matryca, ale takze material egzogenny
moze powodowac zmniejszenie stopnia jonizacji, co zaobserwowano na przyktad
w przypadku niektérych polimeréw wchodzacych w sklad plastikowych
tacznikoéw stosowanych w HPLC [32].

Dokladny mechanizm powstawania efektu matrycy nie jest znany.
Prawdopodobnie zwiazany jest on ze wspélzawodnictwem pomiedzy analitem
iinnymi wspdlnie wyekstrahowanymi skladnikami matrycy o dostep do
powierzchni mikrokropelek, z ktérych nastepnie jony moga przejs¢ do fazy
gazowej i w konsekwencji do analizatora mas. Teoria ta wyjasnialaby réwniez,
dlaczego efekt matrycy jest najbardziej widoczny przy stosowaniu Zrédla jonéw
typu ESI, gdzie jony powstajg na powierzchni kropelki rozpuszczalnika.

W celu ograniczenia efektu matrycy i jednocze$nie zwiekszenia
doktadnosci oznaczerr iloSciowych proponowane sg nastepujace metody:
modyfikacja sposobu ekstrakcji, bardziej dokladne oczyszczenie probki przez
zastosowanie kilku odczynnikéw ekstrahujacych, SPE, itp.; poprawa rozdziatu
chromatograficznego; zastosowanie innego niz ESI sposobu jonizacji np. APCI lub
APPI; oraz zastosowanie odpowiedniego wzorca wewnetrznego (najbardziej
odpowiednim wzorcem jest znakowany stabilnym izotopem analog oznaczanego

zwiazku) [33, 34, 35, 36].
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Transport lekéw przez blony biologiczne

Okoto 30% ludzkiego genomu koduje bialtka blonowe, z czego 1200
stanowia biatka transportujace [37, 38]. Transport zwiazkéw przez blone
biologiczna moze mie¢ charakter bierny, ktéry nie wymaga energii i przebiega do
momentu ustalenia sie réwnowagi (dyfuzja bierna lub utatwiona), badz aktywny,
wymagajacy nakladu energii. Energie ta uzyskuje sie w wyniku hydrolizy
wysokoenergetycznego ~ wigzania ~w ATP  tzw.  transport  aktywny
pierwszorzedowy lub w wyniku transportu przez blone innych substancji
zazwyczaj jonéw sodowych lub wodorowych tzw. transport aktywny
drugorzedowy (ryc. 3).

dyfuzja ulatwiona transport akbyuny drugorzedowy
| E—— Il ]

uniport antyport symport

transportery
SLC

ATF ADP

transportery

kanaly wodne ABC
kanaly jonowe

I 1} - |

I kanaty I transport akbyuwny p{erwszor’z:gd owy

(zalezny od ATP)

Ryc. 3. Rodzaje transportu przez blony biologiczne: dyfuzja bierna, ulatwiona, transport
aktywny pierwszo- i drugorzedowy [39].

Dyfuzja bierna zachodzi zgodnie z gradientem stezeri, ma charakter
nieograniczony (nie ulega wysyceniu) i wykazuje bardzo staba selektywnosc¢
w stosunku do struktury chemicznej zwigzku przechodzacego przez blone
biologiczng. Moze ona zachodzi¢ w sposéb miedzy- lub przezkomoérkowy
zazwyczaj za posrednictwem tzw. kanatéw wodnych oraz jonowych. O szybkosci
tego procesu decyduja miedzy innymi wielko$¢ czasteczki, jej rozpuszczalnoscé
w tluszczach (wspélczynnik dyfuzji rosnie proporcjonalnie do lipofilowosci

natomiast spada wraz ze wzrostem masy czgsteczkowej) oraz stopien jonizacji. Za
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poérednictwem  dyfuzji biernej transportowana jest jedynie frakcja
niezjonizowana, z czym zwiazany jest fenomen tzw. ,ion trapping” polegajacy na
,uwiezieniu” substancji po tej stronie blony gdzie jej jonizacja jest wieksza
w przypadku, gdy pH srodowiska po obu stronach btony biologicznej znacznie sie
od siebie r6zni [39, 40, 41].

Transportery blonowe dziela sie na dwie gléwne nadrodziny: SLC (ang.

solute carrier transporters) i ABC (ang. ATP binding cassette).

Ponad 300 genéw koduje biatka transportowe nalezace do nadrodziny SLC,
wskltad ktérej obecnie wchodzg 43 rodziny oraz szereg podrodzin
i indywidualnych transporteréw. Wiele z nich przenosi przez blony biologiczne
tylko substancje endogenne, ale s tez takie, ktére przede wszystkim transportuja
ksenobiotyki [42]. Do nadrodziny SLC naleza nos$niki odpowiedzialne za transport
ulatwiony oraz transport aktywny drugorzedowy. W transporcie utatwionym
czasteczki oddzialuja z bialkowym noénikiem i dzieki jego zmianom
konformacyjnym sa przenoszone przez blone lipidowa [43]. Tego rodzaju nosdniki
wykazuja pewne podobieristwa do nosnikéw transportu aktywnego (sa
selektywne i wysycalne), ale przenosza one substancje zawsze zgodnie
z gradientem stezen. Transport aktywny drugorzedowy polega na przenoszeniu
przez blone jednej rozpuszczonej substancji wbrew gradientowi stezenia, dzieki
energii uzyskanej z transportu jonéw zgodnie z r6znica stezenia. Sita napedowa
tego transportu jest magazynowana w postaci potencjalu elektrochemicznego
i w zaleznoéci od tego, w ktérg strone przenoszona jest substancja mamy do
czynienia z antyportem - transport substancji w przeciwna strone niz transport
jondw (ang. exchangers) lub symportem - transport w ta samg strone (ang.
coupled transporters).

Jedna z najwazniejszych podrodzin SLC jest podrodzina SLC22, do ktorej
naleza miedzy innymi OATP (ang. organic anion transporting polipeptydes) oraz
OAT (ang. organic anion transporters) i OCT (ang. organic cation transporters).
OATP zlokalizowane s przede wszystkim w nerkach, barierze krew/mozg
ijelitach. Charakteryzuja sie one szeroka specyficznoécia substratowq, dzieki

czemu moga przenosi¢ zwigzki o niezwykle réznorodnej strukturze. Substratami
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OATP sa m.in.: glukuronid 17P-estradiolu, kwasy zolciowe, prawastatyna,
feksofenadyna, rifampicyna, digoxyna oraz benzylpenicillina. U ludzi najlepiej
poznana jest izoforma hOATP-C (inaczej: OATP2, LST-1) ulegajaca ekspresji
gléwnie w watrobie, gdzie transportuje bilirubine oraz jej mono- i diglukuronidy,
kwasy zoélciowe, koniugaty sulfonowe i glukuronidowe, a takze leki: m.in.
metotreksat i statyny [44, 45, 46].

Transportery OCT to tzw. uniportery transportujace substancje w obie
strony zgodnie z gradientem stezenn na zasadzie dyfuzji ulatwionej. Mozna je
podzieli¢ na kilka grup OCT1-4 z ktérych najistotniejsze sa dwie pierwsze.
Noséniki nalezace do grupy OCT1 znajduja sie w proksymalnych kanalikach nerek,
bazolateralnej blonie enterocytéw oraz przede wszystkim w watrobie, gdzie sa
odpowiedzialne za transport ksenobiotykéw do hepatocytow. Substratami dla
nich sg m.in. acyklowir, gancyklowir, metformina oraz substancje endogenne takie
jak serotonina i prostaglandyna E>. Transportery OCT2 biora udzial w eliminacji
nerkowej niektérych lekow np. dezypraminy. Wystepuja one takze
w oérodkowym ukladzie nerwowym (OUN) i odpowiadaja m.in. za transport
choliny, dopaminy, histaminy, serotoniny oraz takich lekéw jak cymetydyna
1 memantyna.

Podobnie jak OCT réwniez OAT mozna podzieli¢ na kilka grup OAT1-5,
z ktérych OAT1 oraz OAT3 funkcjonuja, jako tzw. anionowe antyportery.
Transportuja one wiele substancji endogennych np. cykliczne nukleotydy,
prostaglandyny oraz leki takie jak: tetracykliny, metotreksat, niesteroidowe leki
przeciwzapalne, diuretyki oraz leki przeciwwirusowe [47, 48].

Na uwage zasluguje takze podrodzina SLC15A (zalezne od jonéw
wodorowych noéniki dla oligopeptydéw), do ktérej naleza transportery PEPT1
oraz PEPT2 znalezione w jelitach, nerkach, plucach oraz barierze krew/ptyn
moézgowo-rdzeniowy. Ich substratami sa m.in. antybiotyki beta laktamowe,
inhibitory ACE, leki przeciwwirusowe oraz kwas delta aminolewulinowy [49, 50,
51, 52, 53, 54].

Transportery z nadrodziny ABC stanowia przyklad transportu aktywnego

pierwszorzedowego, gdzie energia uzyskiwana jest w wyniku hydrolizy
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wysokoenergetycznego wigzania w ATP [55]. Pelnig one wazne funkcje ochronne,
zabezpieczaja organizm przed wchlanianiem i dystrybucja potencjalnie
toksycznych ksenobiotykéw, ale poniewaz wykazuja zdolno$é¢ do transportu
wielu réznych substancji chemicznych maja ogromny wplyw na podstawowe
procesy farmakokinetyczne lekéw. Najlepiej poznanym transporterem z tej grupy
jest P-glikoproteina (P-gp) kodowana przez gen opornosci wielolekowej (ang.
mulitidrug resistance, MDR1), ktéra ze wzgledu na zdolno$¢ do aktywnego
transportu ksenonobiotykoéw na zewnatrz komoérki jest miedzy innymi
odpowiedzialna za niska dostepnos¢ biologiczng wielu lekéw [55, 56, 57].
Potwierdzono, ze bialko to ulega ekspresji m.in. w jelitach, barierze krew/mébzg,
nerkach, kanalikach zéiciowych, tozysku oraz w komoérkach nowotworowych
i dzieki swoim wlasciwosciom moze wywiera¢ wplyw na wszystkie procesy
ADME. Ponadto ekspresja oraz aktywnos$¢ P-gp podlegaja duzej zmiennosci
osobniczej. Do lekéw bedacych jej substratami naleza m.in. substancje o dziataniu
przeciwpadaczkowym (lamotrygina, fenytoina, karbamazepina),
immunosupresyjnym (takrolimus), przeciwwirusowym (indinavir) oraz leki
przeciwnowotworowe (winkrystyna, daunarubicyna, etopozyd, metotreksat,
paklitaksel) [48, 58, 59, 60]. Dzialanie P-gp moze by¢ réwniez wzmacniane pod
wplywem induktoréw (np. ryfampicyna), lub hamowane pod wplywem
inhibitoréw (np. werapamil, cyklosporyna) [61, 62, 63, 64].

Interakcje lekéw lub nowych zwiazkéw, potencjalnych lekéw,
z transporterami moga mie¢ ogromny wplyw na procesy ADME. Transportery
blonowe zlokalizowane w nabtonku jelit, nerek i watroby, maja najistotniejsze
znaczenie z punktu widzenia farmakokinetyki, poniewaz biora one udziat
w selektywnym wchianianiu i eliminacji lekéw oraz ich metabolitéw odgrywajac
wazna role w ich tkankowo-specyficznej dystrybucji [65, 66, 67]. Jezeli lek jest
substratem dla biatek transportujacych moga one wplywac na jego wchlanianie,
przykladem jest dobre wchtanianie cefalosporyn dzieki obecnosci odpowiednich
transporterow w jelicie cienkim Ilub slabe wchlanianie taxolu, bedacego
substratem dla P-gp, wyrzucajacej lek z komoérek ponownie do Swiatla jelita

[68,69, 70, 71]. Z drugiej strony lek moze by¢ aktywatorem lub inhibitorem
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okreslonych bialek transportowych, przez co wptywa na procesy ADME innych
lekéw [72]. Przykladem moze by¢ dwudziestokrotny wzrost pola pod krzywa
zaleznosci stezenia od czasu dla lowastatyny stanowigcej substrat dla P-gp przy
jednoczesnym podawaniu itrakonazolu, bedacego inhibitorem tego transportera
[73]. Trzeci wariant interakcji zaklada, ze dany lek jest jednoczesnie modulatorem
i substratem okre$lonego biatka transportowego. Przykladem moga by¢
erytromycyna, ktéra jest jednoczesnie inhibitorem i substratem P-gp oraz

dexametazon bedacy zaréwno aktywatorem, jak i substratem tego transportera

[74].

Wchlanianie

Proces wchianiania dotyczy pozanaczyniowych podan leku, z ktérych
najbardziej optymalnym jest podanie doustne. Dominujagcym mechanizmem
przechodzenia lekéw z przewodu pokarmowego do krazenia systemowego jest
dyfuzja bierna [75, 76]. Szereg wlasciwosci fizykochemicznych zwigzku, takich jak
jego charakter chemiczny (zastosowanie wolnej zasady lub soli), wartosé
wykladnika statej dysocjacji (pKa), wspoétczynnika podzialu oktanol/woda (logP),
wspotczynnika dystrybugji (logD), rozpuszczalnosé i szybkosé rozpuszczania oraz
posta¢ krystaliczna (polimorfizm) wplywaja na proces jego wchlaniania, a tym
samym dostepnos¢ biologiczng i w konsekwencji takze na dzialanie
farmakologiczne. Wedlug ,reguly pieciu” opracowanej przez Lipinskiego leki
uznawane sg za dobrze wchlaniajace sie po podaniu doustnym, jezeli:

e ich masa czasteczkowa jest mniejsza niz 500 Da,
e majg pie¢ lub mniej miejsc o donorowym charakterze wigzarn wodorowych
(np. grupy -OH lub -NH),
e maja dziesie¢ lub mniej miejsc o akceptorowym charakterze wigzan
wodorowych,
e ichlogP jest mniejszy niz piec.
Ponadto leki te powinny charakteryzowac sie wartosciami PSA (ang. polar

surface area) nie wyzszymi niz 140-150 Az Optymalna wartoé¢ PSA dla lekéw
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dziatajacych w osrodkowym uktadzie nerwowym przechodzacych przez bariere
krew/moézg powinna wynosi¢ ok. 90 A2 [77, 78, 79]. Substancje, ktore sa
substratami dla biatek transporujacych stanowia wyjatek od tych regut.

Dostepnos¢ biologiczng mozna oszacowaé¢ na podstawie badan
prowadzonych in silico, in vitro, in situ oraz in vivo.

W celu wstepnej, szybkiej selekcji kandydatéow do dalszych badan czesto
stosuje sie programy komputerowe, jednak dokladnoé¢ ich przewidywania
w duzym stopniu uzalezniona jest od jakosci i iloéci danych wykorzystanych do
ich , szkolenia” [80, 81, 82]. W metodyce HTS oprécz badan in silico prowadzone
sq takze badania z wykorzystaniem systemu PAMPA (ang. parallel artificial
membrane permeability assay), ktore sa stosunkowo tatwe w wykonaniu i niezbyt
kosztowne [83, 84, 85, 86, 87]. Polegaja one na ilosciowym oznaczaniu badanej
substancji (po okreSlonym czasie inkubacji) w dwéch komorach oddzielonych od
siebie sztuczna blong komérkowa. Opisanych jest wiele rodzajéw bton réznigcych
sie miedzy soba skladem i zastosowaniem, sa np. blony lecytynowe zbudowane
przede wszystkim z lecytyny i cholesterolu, blony z syntetycznych fosfolipidéw
(2% dietylofosfatydylocholina) lub nasladujace bariere krew/moézg skladajace sie
z 2% wyciagu lipidowego moézgu $wini. W badaniach z wykorzystaniem PAMPA
bardzo istotna role odgrywa takze skiad roztworu znajdujacego sie po obu
stronach blony. W warunkach fizjologicznych w przewodzie pokarmowym
czasteczki, ktore przejda przez blone lipidowa i przedostang sie do krwioobiegu
sg szybko usuwane, dzigki czemu caly czas utrzymuje si¢ wysoki gradient stezen
(tzw. sink state) ulatwiajacy dalszy proces wchianiania. W celu lepszego
odzwierciedlenia warunkéw fizjologicznych opracowany zostal model DS-
PAMPA (ang. double sink PAMPA), w ktérym blona zbudowana jest z 20%
mieszaniny fosfolipidéw, a do komory akceptorowej dodawany jest surfaktant
wiazacy badang substancje i zapewniajacy utrzymanie odpowiedniego gradientu
wolnego leku po obu stronach. Istotnym dla wynikéw eksperymentu jest takze
pH buforu w komorze donorowej, poniewaz zwiazki latwiej przenikaja przez
blony lipidowe w formie niezjonizowanej [87]. System PAMPA umozliwia

rowniez prowadzenie badan substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie
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z wykorzystaniem réznego rodzaju solubilizatoréw, co umozliwia oszacowanie
ich wplywu na procesy transportu badanego zwiazku przez blone i moze by¢
wykorzystane na etapie preformulacji [88].

Kolejna technika stosowana w HTS jest chromatografia w wykorzystaniem
immobilizowanych sztucznych bton komérkowych (ang. immobilised artificial
membranes, JAM). Blony wykonane z analogéw fosfatydylocholiny stanowia fazy
stacjonarne w kolumnach chromatograficznych, za pomoca, ktérych mozna
oszacowaé podzial badanej substancji pomiedzy faza wodng (faza ruchoma) oraz
btong komérkowa (kolumna IAM) [89, 90, 91, 92, 93]. Wspétczynnik podziatu
liczony jest, jako logk'iam, czyli logarytm ze wspoélczynnika retencji dla wodnej
fazy ruchomej. W przypadkach, gdy w celu wymycia badanej substancji
z kolumny niezbedny jest dodatek rozpuszczalnika organicznego elucje prowadzi
sie przy réznych jego stezeniach i uzyskane wspoétczynniki retencji ekstrapoluje do
wartosci 0% rozpuszczalnika organicznego [91].

Podstawowym niedostatkiem wszystkich przedstawionych powyzej metod
jest fakt, Ze mozna nimi okresli¢ jedynie stopiert dyfuzji biernej badanej substancji,
natomiast nie uwzgledniaja one udzialu transportu aktywnego w dostepnosci
biologicznej.

W badaniach in vitro procesu wchianiania wykorzystuje si¢ hodowle
komoérkowe, ktére moga by¢ réwniez stosowane w badaniach HTS. Komorki sa
tatwe w hodowli i szybko si¢ namnazaja, a otrzymane wyniki wraz z danymi
pochodzacymi z testow rozpuszczalnoéci umozliwiaja zaklasyfikowanie badanej
substancji do systemu BCS (ang. biopharmaceutics classification system), co wiaze
sie zmozliwoscia  ukierunkowania  strategii opracowywania  postaci
technologicznej [94]. Najszersze zastosowanie maja komoérki Caco-2 (ang. colon
adenocarcinoma) iwykazano istnienie stosunkowo dobrej korelacji pomiedzy
dostepnoscia biologiczng leku u ludzi, a oszacowang za pomoca tych komoérek [95,
96, 97]. Poniewaz wykazuja one ekspresje specyficznych transporteréw dla
réznych substancji m. in. cukréw, aminokwaséw, kwaséw zolciowych czy tez
biatek oraz charakteryzuja sie¢ obecnoscia P-gp, moga by¢ wykorzystywane do
oceny transportu aktywnego badanych zwiazkoéw [98, 99, 100]. Wiekszos¢ badan
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na komoérkach Caco-2 zwigzanych z transportem aktywnym skupia sie wtasnie na
ocenie interakcji zaleznych od aktywnosci P-gp. W tym celu prowadzone sa
badania majace na celu wyizolowanie subpopulacji tych komoérek wykazujacych
zwiekszong ekspresje biatkka MDR1 [101]. Istotnym niedostatkiem badan
prowadzonych na komoérkach Caco-2 jest brak spdjnosci wynikéw pomiedzy
eksperymentami przeprowadzanymi w réznych laboratoriach [102]. Na
otrzymane wyniki ma wplyw szereg czynnikéw takich jak: pochodzenie komorek,
ich wiek, warunki hodowli oraz liczba pasazy, od ktorej zalezy zwlaszcza poziom
ekspresji biatek transportowych w tym P-gp [96]. Obecnie w HTS coraz czesciej
wykorzystywane sa komoérki MDCK (ang. Madin-Darby canine kidney)
pochodzace z psiej nerki. Dostepne sa réwniez linie komérkowe MDCK
wykazujace nadekspresje ludzkiego genu MDRI1, co ulatwia identyfikacje
substancji bedacych substratami dla tego transportera [103, 104, 105, 106].
Wsp6lna wada obu systeméw, zar6wno komoérek Caco-2 jak i MDCK, jest brak
obecnosci istotnych enzyméw metabolizujacych wiele lekéw jak np. Cyp3A4
dlatego, jezeli badana substancja jest intensywnie metabolizowana jej dostepnos¢
biologiczna oszacowana z zastosowaniem w/w technik moze by¢ zawyzona [4].
Badania biodostepnosci in vivo z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych,
najpelniej oddajag warunki fizjologiczne z zachowaniem wszystkich procesow
zachodzacych w organizmie zywym, z uwzglednieniem wszystkich rodzajow
transportu oraz efektu pierwszego przejScia zaréwno jelitowego jak
i watrobowego. Badania te sa mato przydatne z punktu widzenia HTS, poniewaz
sa one kosztowne ipracochlonne, jednakze na dalszym etapie rozwoju nowej
substancji bedacej potencjalnym lekiem staja si¢ niezbedne w celu

wyeliminowania ryzyka niewlasciwej oceny biodostepnosci systemami HTS.

Dystrybucja

Terminem dystrybucja okreéla sie proces przechodzenia leku z krazenia
systemowego do przestrzeni miedzykomoérkowej, ewentualnie do wnetrza

komorek stanowigcych jego miejsce dzialania. Dystrybucja uzalezniona jest od
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biernej dyfuzji przez btony komoérkowe, transportu aktywnego za posrednictwem
nos$nikow oraz stopnia wigzania leku z biatkami krwi i tkankami [107]. Wzrost
zainteresowania badaniami dystrybucji tkankowej zwiazany jest przede
wszystkim z ograniczconymi mozliwosciami przewidywania ilosci leku
w tkankach jedynie na podstawie analizy stezenia w surowicy krwi zwlaszcza,
gdy miejsce dzialania stanowia receptory znajdujace sie¢ w stabo ukrwionych
narzadach lub wewnatrz komoérek. Konieczno$¢ wprowadzania lekéw o coraz
wiekszej selektywnosci w stosunku do okre$lonych narzadéw, tkanek oraz
receptorOw sprawila, ze dane dotyczace dystrybucji wykorzystywane sa juz na
wstepnych etapach opracowywania optymalnej struktury chemicznej. W ostatnich
latach nastgpil duzy rozwdéj metod badania dystrybucji zaréwno, jezeli chodzi
o badania eksperymentalne jak i techniki analizy danych. Do badan in silico
podobnie jak w przypadku okreslania biodostepnosci mozna zaliczy¢ programy
komputerowe bazujace na korelacji pomiedzy zdolnoscia badanej substancji do
pokonywania lipofilowych barier biologicznych, a jej wlasciwosciami
fizykochemicznymi. Szczegélnie duzo badann prowadzonych in silico dotyczy
stopnia przechodzenia zwiazkéw przez bariere krew/mézg [108, 109, 110, 111].

W badaniach in vitro wykorzystywana jest dializa rownowagowa, w ktorej
homogenaty tkanek lub frakcje subkomérkowe dializowane sa wzgledem buforu
zawierajacego badany zwiazek [112, 113, 114]. Dializujagc homogenaty miesnia
sercowego wczeéniej poddane dzialaniu acenokumarolu wzgledem buforu
zawierajgcego digoksyne wykazano, na przyklad, ze acenokumarol zmniejsza
powinowactwo digoksyny do kardiomiocytéw [115].

Badania farmakokinetyczne wymagaja nie tylko wiedzy na temat
dystrybucji leku, ale takze udzialu poszczegélnych narzadéw w tym procesie.
Informacji tych moga dostarczy¢ wyniki eksperymentéw prowadzonych ex vivo
z wykorzystaniem izolowanych, perfundowanych narzadéw [116, 117, 118, 119,
120]. Metoda perfuzji jednokrotnej (ang. single pass perfusion method) pozwala
na oszacowanie stopnia wychwytu leku przez badang tkanke oraz ocene jego
zaleznoéci od réznych czynnikoéw takich jak szybkoé¢ przeplywu, czy sklad

buforu. Perfuzja prowadzona z recyrkulacja umozliwia, przede wszystkim, ocene

21



WSTEP

procesow zwigzanych zeliminacja i metabolizmem badanego zwiazku.
Prowadzac eksperyment z jednokrotng perfuzja stwierdzono, na przykltad, prawie
dwukrotny wzrost wspolczynnika dystrybucji cyprofloksacyny wyrazonego
w mL/g tkanki w izolowanych perfundowanych ptucach w warunkach niedodmy
wywolanej niedotlenieniem perfuzatu w stosunku do pluc natlenianych
prawidiowo [121].

Badania in vivo najwierniej oddaja warunki fizjologiczne. Wykorzystuje sie
tutaj, oprocz technik klasycznych, jak analiza ilosci badanej substancji
w homogenatach narzadéw, takze réznego rodzaju techniki obrazowania. Jedna
z takich technik jest autoradiografia, gdzie wykorzystuje sie zjawisko emitowania
promieniowania przez tkanki, ktérego zZrédlem sa badane leki znakowane
izotopami takimi jak 3H, #C lub 35S (emitery czastek beta). Wysylane przez nie
promieniowanie naswietla material swiatloczuly po wywotaniu, ktérego mozna
okresli¢ rozmieszczenie badanej substancji radioaktywnej w organizmie [122].
Obecnie czesto stosowana odmiang radiografii jest tzw. DAR (ang. digital
autoradiography), gdzie zamiast emulsji §wiatloczutej wykorzystywane sa plytki
pokryte Swiatloczulym pylem fosforowym, a otrzymany obraz zostaje
przekonwertowany do wersji cyfrowej. Gléwnymi zaletami DAR w stosunku do
radiografii klasycznej s liniowa zalezno$¢ pomiedzy iloscia badanego leku,
aotrzymana odpowiedzig, mozliwoé¢ badania szerszego zakresu stezeni oraz
wieksza czulos$¢, a tym samym krotszy czas ekspozycji. Jako rezultat
otrzymywane sa obrazy elektroniczne, ktére mozna poddawac¢ dodatkowej
obrébce [123]. Spoéréd badan radiograficznych na szczegélng uwage zastuguje
QBWR (ang. quantitative whole body radiography), polegajaca na
przeprowadzeniu iloSciowego badania radiograficznego calego zwierzecia
laboratoryjnego. Kluczowa zaleta QWBA jest niewatpliwie to, ze dostarcza ona
informacji dotyczacych dystrybucji leku w calym nienaruszonym organizmie.
Zamrozenie calego zwierzecia trwa stosunkowo krétko (5-15min w zaleznosci od
masy ciala), co powoduje natychmiastowe zahamowanie wszelkich proceséw
biologicznych i metabolicznych. Mozna to wykorzystaéc w badaniach

farmakokinetycznych (jedno zwierze/jeden punkt czasowy) w celu okreslenia
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zmian dystrybucji w czasie. Podstawowa wada autoradiografii jest fakt, ze
oznaczenia iloSciowe polegaja na oszacowaniu radioaktywnosci, ktérej Zroédtem
moze by¢ nie tylko podany lek macierzysty, ale takze jego metabolity, czy tez
produkty degradacji. Kolejna wada jest to, ze w procesie przygotowywania
skrawkéw sa one odwadniane, a wiec utracone zostaja ewentualne lotne
metabolity badanego zwigzku. Ponadto, jezeli substancja jest znakowana
izotopami o krotkim okresie péttrwania np. Y (2.67 dnia), 1'C (21 min) lub 18F
(60 min) czed¢ radioaktywnoéci moze =zosta¢ utracona juz podczas
przygotowywania preparatow do analizy. Badania tego typu sa takze bardzo
wrazliwe na wszelkie zmiany warunkéw eksperymentu, dlatego na wyniki moze
mie¢ wplyw czystos¢ stosowanych zwigzkéw, sposéb u$miercania zwierzat
(np. uSmiercanie za pomoca dwutlenku wegla moze wplynaé na zmiane
przechodzenia badanego zwigzku przez bariere krew/modzg) oraz sposob ciecia
skrawkow [124]. Za pomoca tej metody badano np. dystrybucje 4C-diclofenaku
sodu po jednorazowym doustnym podaniu szczurom i wykazano, ze lek ten
preferencyjnie kumuluje sie w tkance zapalnej [125]. Analizy z wykorzystaniem
QWBA sa réwniez prowadzone na wstepnych etapach badan nad biologicznie
aktywnymi zwigzkami. Przy pomocy tej techniki wykazano, ze substancja
immunomodulujaca FTY720 preferencyjnie gromadzi si¢ w ostonkach
mielinowych w OUN, co czeSciowo moze wyjasniaé jej aktywnosé
farmakologiczng w stwardnieniu rozsianym [126].

Poniewaz technika QWBA nie da sie zréznicowac¢ Zrédta promieniowania
(lek macierzysty, metabolity, produkty degredacji), ekstrakty z tkanek sg
zazwyczaj dodatkowo analizowane za pomoca spektrometrii mas (MS), gdzie
identyfikacja substancji przeprowadzana jest na podstawie masy jonu
macierzystego lub tez specyficznego obrazu jego fragmentacji. Technika taczaca
w sobie zalety QWBA i MS jest MSI (ang. mass spectrometic imaging), ktéra moze
dostarczy¢ informacji zaré6wno o charakterze zwigzku jak i jego rozmieszczeniu
przestrzennym. Fragmenty zwierzecia laboratoryjnego, ktéremu wczesniej
podano lek sa umieszczane w spektrometrze masowym, ktéry zbiera tysigce

ré6znych widm masowych w zaleznosci od potozenia badanego wycinka. Z tak
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uzyskanych danych po odpowiedniej obrébce mozna otrzymac informacje na
temat specyficznej dystrybucji okreélonej masy. Przed analiza MSI prébka musi
zosta¢ odwodniona, a badany zwigzek zjonizowany i przeprowadzony do formy
lotnej. Najbardziej rozpowszechnionym obecnie sposobem jonizacji stosowanym
w tego rodzaju obrazowaniu jest MALDI.

Technika MALDI-MSI zostala opracowana specjalnie na rzecz badan
dystrybucji lekéw w organizmie ze wzgledu na jej szereg zalet w stosunku do
QWBA. Poniewaz masa czasteczkowa oraz widmo fragmentacyjne wystarczajaco
charakteryzuja okreSlony zwigzek nie jest konieczne jego znakowanie.
Spektrometr masowy zbierajac widmo catkowite (wszystkie masy) oraz wiele
przejé¢ MS/MS pozwala na identyfikacje setek substancji jednoczeénie. Badania
dystrybucji technika MSI maja tez pewne niedostatki. Jezeli chodzi o czulos¢
oznaczenia MSI ustepuja autoradiografii, gdzie w celu zwiekszenia czulosci
wystarczy jedynie zwiekszy¢ czas ekspozycji, co nie jest mozliwe w MALDI-MSI,
gdzie catkowita desorpcja analitu z danego punktu nastepuje zazwyczaj po ok.
200 uderzeniach promienia lasera. Dane uzyskane ze spektrometru masowego nie
uwzgledniaja roéwniez specyficznej dla kazdego zwigzku supresji jonizacji
wynikajacej z obecnosci elementéw matrycy, dlatego tez sa to w wiekszosci
jedynie informacje jakosciowe, a nie ilosciowe. Dane iloSciowe mozna uzyska¢ po
wczeéniejszym pokryciu badanego fragmentu stabilnym izotopem oznaczanego
zwigzku stanowiacym standard wewnetrzny (IS), a nastepnie obliczeniu dla
kazdego piksela oddzielnie stosunku wysokosci piku uzyskanego dla analitu do
piku uzyskanego dla IS.

Modytikacja techniki MALDI-MSI jest SIMS-MSI (ang. secondary ion mass
spectrometric imaging). W procesie SIMS promien jonéw jest kierowany na
powierzchnie badanej tkanki powodujac desorpcje atoméw i czasteczek, ktérych
czeS¢ jest nastepnie jonizowana i analizowana najczesciej spektrometrem typu
potréjny kwadrupol lub analizy czasu przelotu. Tak uzyskane obrazy maja
bardzo wysoka rozdzielczo$¢, poniewaz promieni jondw moze by¢ zogniskowany
na obszar o wymiarach ponizej 50 nm. W przeciwienistwie do MALDI SIMS jest

jednak technika tzw. twardej jonizacji, w wyniku, ktérej dochodzi do silnej
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fragmentacji czasteczek, w zwiazku, z czym uzyskanie jonéw macierzystych
badanych substancji jest praktycznie niemozliwe. Obecnie wprowadzono nowe
zrodla jonow takie jak Aun*, czy SFs*, ktoére powoduja mniejsza fragmentacje niz
zréodla tradycyjne wykorzystujace ciekly gal lub ind, gdzie nie uzyskiwano
fragmentéw o my/z ponizej 100. Stosujac jonizacje SIMS, ktéra jest bardziej
destrukcyjna niz MALDI mozna bada¢ nie tylko sama powierzchnie probki, ale
takze jej glebsze warstwy, dlatego moze by¢ ona stosowana do badania zmian
iloéci analizowanej substancji w zaleznosci od glebokosci, na ktérej sie ona
znajduje [127].

W ostatnich latach niezmiernie popularne staly sie techniki nieinwazyjne
takie jak pozytronowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography,
PET), tomografia emisyjna pojedynczych fotonéw (ang. single photon emission
computed tomography, SPECT) oraz obrazowanie rezonansu magnetycznego
(ang. magnetic resonance imaging, MRI) lub spektroskopia rezonansu
magnetycznego (ang. magnetic resonance spectroscopy, MRS), ktére umozliwiaja
tréjwymiarowe obrazowanie dystrybucji badanego zwigzku w warunkach in vivo
[128, 129, 130, 131].

PET jest technika obrazowania, w ktérej rejestruje sie promieniowanie
powstajace podczas anihilacji pozytonéw (anty-elektronéw), ktérych Zrédlem jest
podana substancja promieniotwoércza, ulegajaca rozpadowi beta plus. Najczesciej
stosowanymi znacznikami sa 10, 18N, 11C i 18F, z ktérych najkorzystniejszym jest
fluor ze wzgledu na stosunkowo diugi okres poéttrwania i dzieki temu mozliwosé
prowadzenia badania az do 10 godzin, ale poniewaz niewiele lekéw zawiera
w swojej budowie atomy fluoru najczesciej stosowany jest 11C (okres poéttrwania
20.4 min). Technika obrazowania PET zostala, na przykiad, wykorzystana do
oceny dystrybucji tkankowej 18F-cyprofloksacyny, a takze do oszacowania stopnia
penetracji do osrodkowego ukladu nerwowego "C-werapamilu w zaleznosci od
ekspresji genu ABCB1 prawdopodobnie modulujacego funkcje P-gp [131, 132].

Technika zblizonag do PET jest analiza SPECT polegajaca na detekcji
promieniowania gamma emitowanego przez zwigzek znakowany Technetem-99m

lub Talem-201. Metoda ta badano miedzy innymi dystrybucje 99mTc-kwasu
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dietylenotriaminooctowego do mézgu u zdrowych szczuréw oraz u osobnikow ze
zwiekszong przepuszczalnoscia bariery krew/mozg [133].

Kolejng technika nieinwazyjnego badania dystrybucji jest obrazowanie
magnetyczno-rezonansowe (MRI), ktére opiera si¢ na zjawisku jadrowego
rezonansu magnetycznego. Odmiang MRI jest spektroskopia rezonansu
magnetycznego (ang. magnetic resonance spectroscopy, MRS). Jest to technika
zwigzana z obrazowaniem rezonansu magnetycznego, umozliwiajaca uzyskanie
informacji o skladzie biochemicznym w wybranych lokalizacjach organizmu,
podczas gdy MRI dostarcza jedynie danych o budowie (strukturze) badanego
narzadu. Aparat MRS moze by¢é dostrojony do odbierania sygnatow
rezonansowych okreélonych jader atomoéw, np. 'H, 31P, 2Na i F. Podstawowg
zaletg techniki MRS jest to, ze badanie moze by¢ prowadzone w sposéb ciagly
dajac mozliwos¢ obserwacji zmian stezenia analizowanego zwiazku, w okreslonej
tkance, w czasie w celu oszacowania jego parametréw farmakokinetycznych.
Stosujac MRS badano miedzy innymi dystrybucje znakowanego 19F-5-
fluorouracylu oraz innych lekéw przeciwnowotworowych [134, 135]. Gléwna
wada metod opartych na rezonansie magnetycznym jest ich niska czulos¢.

Technikami szczegélnie przydatnymi w ocenie wewnatrzkomoérkowej
dystrybucji lekéw wykazujacych fluorescencje sa mikroskopia konfokalna
ilaserowa konfokalna mikrospectrofluorymetria [136, 137, 138]. Podstawy
obrazowania konfokalnego zostaly opatentowane przez Marvina Minsky'ego
w 1961. W zwyklej mikroskopii probka jest oswietlana przez Zrédlo Swiatta
w calosci, a obiektyw zbiera sygnat nie tylko z miejsca ogniskowania, ale z catego
jej przekroju, co zmniejsza kontrast. Zastosowanie przestony z matym otworem
przed detektorem (na przyklad kamerg) odcina sygnal dochodzacy spoza
plaszczyzny ogniskowania, co znacznie powigksza kontrast i jakos¢ uzyskanego

obrazu. Technika ta pozwala réwniez na uzyskanie obrazéw tréjwymiarowych.
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Dystrybucja zwiazkéw do erytrocytow

W ocenie dystrybucji zwigzkéw, bedacych potencjalnymi lekami pewna role
moga odgrywac takze erytrocyty (ang. red blood cells, RBC), ktérych znaczenie
nie zawsze jest w pelni dostrzegane. Znajomo$¢ wspoélczynnika podziatu
RBC/osocze pozwala miedzy innymi na wybér odpowiedniej matrycy do
prowadzenia badan (surowica, osocze, pelna krew), przewidywanie na podstawie
danych z eksperymentu in vitro dystrybucji badanego zwiazku w warunkach
in vivo oraz posrednie oszacowanie stopnia wiazania leku z biatkami krwi. Wyniki
takich badan sa takze przydatne np. przy poszukiwaniu lekéw, ktérych miejscem
dzialania jest wnetrze erytrocytéw (np. leki przeciw malarii) [139].

Catkowita objetos¢ RBC cztowieka wynosi od 25 do 30 mL/kg, z czego faza
wodna to ok. 71%, a hemoglobina w nich zawarta stanowi ok. 10% catkowitego
biatka czlowieka. Btona erytrocytarna zawiera biatka petnigce funkcje receptoréw,
transporterow i enzymoéw. Erytrocyty maja umiarkowana aktywnoscé
enzymatyczna podobna do aktywnosci cytochromu P450, a ich enzymy sa zdolne
do katalizowania reakcji metylacji, acetylacji i koniugacji z glutationem. Réznig sie
one od innych komoérek tym, Zze nie posiadaja jadra komoérkowego, retikulum
endoplazmatycznego oraz mitochondriéw i sa zawieszone w surowicy. Erytrocyty
zyja od 100 do 120 dni w ciggu ktérych przemierzaja ok. 250 km w naczyniach
krwiono$nych.

Zwiazki lipofilne przenikaja do erytrocytéw bezposrednio przez blone
lipidowa, natomiast hydrofilne korzystaja zazwyczaj z kanaléw wodnych.
Wewnatrz erytrocytéw leki moga wigza¢ sie z hemoglobing, anhydraza
weglanowa lub blong komérkowa. Wspoélczynnik podzialu erytrocyty/osocze
moze by¢ okredlany zar6wno w warunkach in vivo, jak i in vitro. W warunkach in
vivo zwigzek podawany jest zwierzeciu do$wiadczalnemu, nastepnie pobiera sie
probki krwi po okreslonym czasie i oznacza stezenie badanego zwigzku zaréwno
w erytrocytach jak i surowicy krwi. W badaniach in vitro dodaje sie¢ badany
zwigzek do wyizolowanych erytrocytow zawieszonych w buforze lub surowicy
ipo odpowiednim okresie inkubacji oznacza jego stezenie w obydwoch

matrycach. Oprécz wzgledéw praktycznych istnieje takze szereg innych
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czynnikow, ktore preferuja metode in vitro. Pomiary powinny byé prowadzone
w stanie rownowagi, a dla wielu lekéw dystrybucja zachodzi bardzo szybko
irbwnowaga zostaje osiagnieta w przeciggu kilku do kilkudziesieciu sekund,
dlatego uchwycenie odpowiedniego momentu w badaniach in vivo nie zawsze jest
mozliwe. Dla zwiazkéw, ktére wolniej przenikaja do erytrocytow, trudno jest
réowniez odseparowac ten proces od innych zachodzacych ré6wnoczesnie w calym
organizmie, takich jak dystrybucja do r6znych tkanek i narzadéw, czy metabolizm
i wydalanie.

Eksperymenty in vitro przeprowadzane sa w kontrolowanych warunkach pH
i temperatury najbardziej zblizonych do fizjologicznych. Przeprowadzajac
jednoczesnie  eksperyment dla  dwoch — ukladéw  erytrocyty/bufor
i erytrocyty/osocze mozna réwniez posrednio oceni¢ stopienn wiazania badanego
zwigzku z bialkami osocza, poniewaz tylko wolny lek przechodzi przez blone

erytrocytarna [140, 141].

Eliminacja: biotransformacja i wydalanie

Metabolizm leku zwiazany jest z jego biotransformacja do produktéow
o charakterze bardziej hydrofilowym niz zwigzek macierzysty, ktére moga
nastepnie zosta¢ wydalone z organizmu przez nerki lub byé ponownie
reabsorbowane do krazenia systemowego. Enzymy zwigzane z metabolizmem
w wiekszosci zlokalizowane sa w watrobie, ale wystepuja rowniez w plucach,
nerkach i jelitach [142]. Reakcje katalizowane przez te enzymy mozna podzieli¢ na
dwie gtéwne grupy: reakcje fazy I (np. hydroliza, utlenianie, redukcja) i fazy II
(np. koniugacja z kwasem siarkowym lub glukuronowym). Najwazniejszymi
enzymami bioracymi udzial w reakcjach I fazy sa enzymy pochodzace z rodziny
cytochromu P450 [143, 144, 145, 146]. Obecnie zidentyfikowano okoto 25
podrodzin tego cytochromu, z czego 4 biora udzial w metabolizmie lekow.
Najbardziej rozpowszechniong izoforma cytochromu P450 jest CYP3A4, ktoéry
stanowi okoto 40% wszystkich CYP-6w wystepujacych w watrobie i jelicie

cienkim [147]. Uwaza sig, ze metabolizuje on okoto 50% wszystkich stosowanych
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obecnie lekow [148]. Niektoére enzymy (2C9, 2C19, 2D6), wykazuja polimorfizm,
co powoduje zré6znicowanie miedzyosobnicze parametréw farmakokinetycznych
[149, 150, 151, 152, 153, 154]. W przypadku CYP2D6 opisano ponad 100 wariantéw
tego enzymu charakteryzujacych sie rézng aktywnoscia, na podstawie, ktorej
mozna podzieli¢ cala populacje na tzw. szybkich (ang. ultrarapid metabolizers,
UM), érednich (ang. intermediate metabolizers, IM) i wolnych (ang. poor
metabolizers, PM) metabolizerow. CYP2D6 jest odpowiedzialny za
biotransformacje ok. 25% lekéw miedzy innymi przeciwbolowych, beta
adrenolitykow oraz lekéw przeciwdepresyjnych, dlatego po zastosowaniu
preparatow z tych grup u UM moze wystepowac stabszy efekt farmakologiczny,
a u PM nasilone objawy niepozadane w poréwnaniu do IM [155, 156].

Metabolizm zwiazku mozna przewidzie¢ stosujac metody in silico, in vitro
oraz in vivo. Do metod in silico naleza programy komputerowe np. MetabolExpert
lub METEOR, ktére opierajac si¢ na okreSlonych zasadach przewiduja
potencjalnie mozliwe do powstania metabolity [157, 158]. Istnieje réwniez wiele
systeméw in vitro wykorzystywanych do wyznaczania gtéwnych szlakéow
metabolicznych leku, a takze jego klirensu. Bardzo duza ich zaletg jest nie tylko to,
Ze s szybsze i tarisze niz badania prowadzone in vivo, ale rowniez fakt, Zze mozna
korzysta¢ tu z ludzkich komoérek i enzyméw, co sprawia, ze badania takie
w pelniejszy sposéb odzwierciedlaja warunki kliniczne. Wygenerowane podczas
inkubacji badanej substancji z izolowanymi mikrosomami watrobowymi,
cytozolem lub hepatocytami metabolity mozna rozdzieli¢ i zidentyfikowa¢ za
pomoca systemu LC/MS/MS [159]. Dzieki wysokiej czulosci oraz mozliwosci
oznaczania wielu zwigzkéw jednoczesnie technika ta umozliwila wprowadzenie
badann z zastosowaniem tzw. koktajlu, bedacego mieszaning specyficznych
substratow dla okreSlonych izoenzyméw. Inkubujac mieszanine substratow
z badanym zwiazkiem i np. mikrosomami watrobowymi, mozna oszacowaé nie
tylko profil metaboliczny danej substancji, ale takze ocenié, ktére izoenzymy sa
zaangazowane w powstawanie gléwnych metabolitow [160, 161, 162]. Jezeli we
wstepnych badaniach metabolicznych zostanie wykazane, Zze testowana

substancja jest biotransformowana przede wszystkim przy udziale izoenzyméw
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wykazujacych istotng zmiennoé¢ osobnicza kontynuacja badart nad jej rozwojem
powinna by¢ dobrze przemysélana ze wzgledu na duze ryzyko wystepowania
trudnych do przewidzenia indywidualnych reakcji. Szczegétowe dane dotyczace
metabolizmu  lekéw  umozliwiaja = réwniez  przewidzenie  interakcji
farmakokinetycznych wynikajacych z jednoczesnego stosowanie np. inhibitora
i substratu dla danego izoenzymu. Przykladem moze by¢ jednoczesne stosowanie
tiklopidyny i losartanu, ktére czesto stanowiq terapie skojarzong choréb ukladu
krazenia. Losartan metabolizowany jest przede wszystkim przez CYP3A4,
w zwiazku, z czym jednoczesne stosowanie tiklopidy bedacej inhibitorem tego
izoenzymu moze powodowac wzrost stezenia losartanu we krwi [163].

W poszukiwaniu metabolitéw stosuje sie takze techniki wykorzystujace
bardzo mate przeptywy takie jak nano-HPLC i odpowiednio, jako Zrédio jonow
w spektrometrii mas nano-ESI, gdzie przeptyw fazy ruchomej jest rzedu nL/min,
dzieki czemu mozna zoptymalizowa¢ transfer jonéw do analizatora masowego,
a tym samym znacznie zwiekszy¢ czutoé¢ oznaczen. Pozwala to na identyfikacje
nawet tych metabolitow, ktére powstaja w bardzo niewielkich ilosciach [18].
Identyfikacja metabolitéw za pomoca spektrometrii mas polega przede wszystkim
na poszukiwaniu takich mas, ktére wykazuja charakterystyczna zmiane
w stosunku do masy zwigzku macierzystego np. N-demetylacja powoduje
zmniejszenie masy o 14 amu, utlenienie grupy metylowej do karboksylowej
przyrost o 30 amu, przyltaczenie glutationu do ugrupowania aromatycznego przez
epoksydacje przyrost masy o 305 amu. Spektrometry typu potréjny kwadrupol
posiadajace dwa analizatory mas umozliwiaja takze skanowanie w trybie tzw.
neutral loss, gdzie oba analizatory zbieraja dane z calego zakresu, ale drugi
analizator rejestruje tylko te jony, ktére réznia sie od macierzystych
o zdefiniowang w trakcie analizy stala mase atomowa. Technika ta jest szczegélnie
przydatna do poszukiwania metabolitow II fazy powstajacych w wyniku
koniugacji [164]. Najwieksza wada badaft metabolizmu prowadzonych
z zastosowaniem spektrometrii mas jest fakt, ze maja one jedynie charakter

jakosciowy, poniewaz jonizacja metabolitow i zwigzku macierzystego moze by¢

30



WSTEP

bardzo rézna, w zwiazku z czym, oznaczenia ilosciowe mozliwe sa tylko
woweczas, gdy dostepny jest wzorzec danej substanciji.

W  badaniach eliminacji bardzo istotnym jest oszacowanie udziatu
transporteréw blonowych w tym procesie. Duze znaczenie maja zwlaszcza
transportery biorace udzial w wychwycie substancji do hepatocytéw i ich
wydalaniu do zéici oraz eliminacji nerkowej [165, 166]. Przykladem moze by¢
eliminacja prowastatyny, ktéra jest transportowana do hepatocytéow za
posrednictwem transportu aktywnego, a jednoczesnie transportery znajdujace sie
w nerkach odpowiadaja za duza ilos¢ tego leku wystepujaca w postaci
niezmienionej w moczu [167].

Badania wplywu transporteréw btonowych na eliminacje lekéw mozna
prowadzié¢ in vitro stosujac linie komérkowe wykazujace ekspresje okreslonych
biatek transportowych, lub ex vivo wykorzystujac izolowane perfundowane nerki
i watrobe [168, 169, 170]. W tego typu eksperymencie z izolowana perfundowang
watroba wykazano, na przykiad, ze rifampicyna zmniejsza wychwyt digoksyny
do hepatocytéw, wplywajac przez to na jej watrobowa eliminacje [169].

Badania metabolizmu oraz eliminacji w warunkach in vivo prowadzi sie
najczeséciej w klatkach metabolicznych, ktére pozwalaja na zbiér moczu i kalu
badanych zwierzat [171]. Zwierzetom laboratoryjnym podaje si¢ badany zwigzek
dozylnie lub dozotadkowo i nastepnie w préobkach moczu i kalu poszukuje,
z wykorzystaniem spektrometrii mas, wydalanych metabolitéw. Innym rodzajem
badari prowadzonych in vivo sa eksperymenty na zwierzetach z kaniulowanym
przewodem zoélciowym, w ktérych mozna np. oszacowac stopien transportu

badanej substancji do z6tci [172].

Nieliniowo§¢ w farmakokinetyce

Niezmiernie istotng charakterystyka nowego zwigzku, potencjalnego leku
jest liniowos¢ proceséw farmakokinetycznych, jakim podlega on w organizmie.
W przypadku liniowej farmakokinetyki parametry farmakokinetyczne pozostaja

stale, niezaleznie od podanej dawki, dzigki czemu mozna przewidzie¢ stopiers
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ekspozycji organizmu na badany zwigzek przy eskalacji dawek oraz po podaniu
wielokrotnym w stanie stacjonarnym.

Nieliniowoé¢ w farmakokinetyce moze wystepowac na wszystkich etapach
ADME. Przyczyna jej wystepowania w procesie wchlaniania moze by¢ wysycalny
transport leku z przewodu pokarmowego do krwioobiegu z udzialem nosnikéw
biatkowych lub wysycalny metabolizm badanego zwigzku zwigzany z efektem
pierwszego przejscia. Przykladowo do substancji o nieliniowym charakterze
procesu wchlaniania naleza: witamina Bg, salicylamid, czy lewodopa, ktora jest
wchlaniana w proksymalnej czeSci dwunastnicy za posrednictwem transportera
LNAA (ang. large neutral amino acid transporter) [173, 174, 175, 176].

Gléwnymi przyczynami nieliniowej dystrybucji jest zalezne od stezenia
wigzanie ze sklfadowymi krwi, gléwnie albuming i kwasna a-glikoproteing. Ma to
szczegblne znaczenie w przypadku lekéw wiazacych sie w duzym stopniu
z biatkami (= 90%) i o malych wartosciach objetosci dystrybucji. Przyktadami
lekow wykazujacych nieliniowa dystrybucje w zakresie stosowanych stezen
terapeutycznych jest kwas walproinowy i dizopyramid (stereoselektywne
wiazanie z biatkami) [177, 178]. Inna przyczyna nieliniowych zmian w dystrybucji
leku moze by¢ wysycalne wigzanie leku z komoérkami krwi. Przyktadem takiego
zwigzku jest cyklosporyna, ktéra wigze sie z blong erytrocytéw [179].

W procesach biotransformacji, wydzielania kanalikowego lub zélciowego,
ktére moga stanowi¢ skladowe procesu eliminacji danego leku, biora udziat
enzymy oraz nosniki o ograniczonej pojemnosci wigzania. Przykladami lekow
o nieliniowym wysycalnym metabolizmie w zakresie dawek terapeutycznych sa
teofilina i fenytoina, ktérej stezenie terapeutyczne jest od 2 do 4 razy wyzsze od
wartoéci stalej Michaelisa [180, 181]. Nieliniowos§¢ wynikajaca z metabolizmu
moze tez mie¢ charakter zalezny od czasu trwania terapii i zwigzane sg z tym dwa
zjawiska: autoindukcja oraz inhibicja metaboliczna. Autoindukcja polega na
nasileniu przez dany lek wlasnej biotransformacji, co ma miejsce np. podczas
leczenia karbamazeping [182]. W trakcie dluzszego stosowania tego leku
stwierdza si¢ zmniejszenie jego stezenia we krwi na skutek nasilenia

metabolizmu. W ciggu kilku tygodni terapii klirens karbamazepiny wzrasta
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trzykrotnie, a ustabilizowanie si¢ tego procesu nastepuje dopiero po ok. 1-5
tygodniach leczenia. Zjawisko inhibicji metabolicznej wystepuje, gdy produkt
biotransformacji danego leku hamuje jego dalszy metabolizm. Mechanizm
hamowania moze by¢ zalezny zaréwno od dawki (stezenia leku we krwi), jak
iczasu trwania terapii. Do lekéw wykazujacych inhibicje pod wplywem
tworzacego sie metabolitu nalezg np. diazepam, dikumarol i lidokaina [183, 184].

Teoretycznie réwniez procesy czynnego wydzielania kanalikowego oraz
aktywnego wechlaniania zwrotnego (reabsorbcji) zachodzace w kanalikach
nerkowych moga mie¢ charakter wysycalny, ale zjawisko to ma niewielkie
znaczenie praktyczne.

Liniowoé¢ proceséw farmakokinetycznych bada sie przez wyznaczanie
pola pod krzywa zaleznosci stezenia od czasu (AUC), dla co najmniej trzech
réznych dawek. Jezeli zalezno$¢ AUC od dawki jest liniowa, woéwczas mozna
uznaé, ze parametry farmakokinetyczne dla badanej substancji sa stale

i niezalezne od dawki (w badanym zakresie dawek).
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2. CEL PRACY

Badania nad potencjalnym lekiem majq na celu nie tylko oszacowanie jego
dzialania farmakodynamicznego i toksycznego, ale takze pelna ocene profilu
farmakokinetycznego. Rezultaty badan farmakokinetycznych moga mie¢ duzy
wplyw na dalszy rozwéj badanego zwiazku. Na ich podstawie mozna
zadecydowa¢ o zaprzestaniu lub kontynuowaniu badarn, albo poszukiwaniu
nowych zwigzkéw, w badanej grupie, o lepszym profilu farmakokinetycznym.
Zidentyfikowanie potencjalnych probleméw farmakokinetycznych oraz ich
prawdopodobnych przyczyn umozliwia réwniez odpowiednie zaplanowanie
dalszych etapéw badan.

Celem niniejszej pracy byla ocena wtasciwosci farmakokinetycznych
nowego, oryginalnego zwiazku o roboczj nazwie DL76 nalezacego do
nieimidazolowych antagonistoéw receptora histaminowego Hs oraz weryfikacja
dostepnosci biologicznej przewidzianej in silico na podstawie fizykochemicznej
charakterystyki tego zwiazku z badaniami ADME prowadzonymi w warunkach
in vivo.

Realizacja zalozonego celu wymagata:

e opracowania i walidacji oryginalnej metody oznaczania zwigzku DL76 (1-[3-(4-
tert-butylofenoksy)propylo] piperydyna) w réznych matrycach biologicznych
(surowica, osocze, homogenaty tkanek) z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowq spektrometriag mas
(LC/MS/MS),

e oszacowania profilu farmakokinetycznego zwigzku DL76 u szczuréw
i wyznaczenia podstawowych parametréw opisujacych procesy wchlaniania,
dystrybucji i eliminagji,

e okreslenia dystrybucji zwigzku DL76 do tkanek i narzadéw zaréwno po
podaniu dozylnym jak i dozotadkowym,

e oszacowania liniowosci proceséw farmakokinetycznych badanego zwigzku

u szczura,
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wstepnego okres$lenia profilu metabolicznego DL76 oraz wyselekcjonowania
wiodacego metabolitu technika LC/MS/MS,

wstepnej oceny dynamiki zmian ilosci tego metabolitu w surowicy krwi oraz
homogenatach tkanek,

analizy w warunkach in vivo oraz in vitro dystrybucji DL76 do erytrocytow,
jako kompartmentu farmakokinetycznego,

iloéciowego oznaczenia DL76 w wytypowanych strukturach mézgu szczura po
jednorazowym podaniu dozylnym,

oszacowania potencjalnego wplywu P-glikoproteiny na transport DL76.
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3. CZESC DOSWIADCZALNA

3.1. Charakterystyka zwiazku bedacego przedmiotem badan

Histamina, czyli 2-(1H-imidazol-4-yl)etyloamina, nalezy do amin
biogennych i bierze udzial w wielu procesach, zaréwno fizjologicznych jak
i patofizjologicznych. Najwieksze jej ilosci znaleziono w skorze, ptucach, btonie
Sluzowej przewodu pokarmowego i osrodkowym ukladzie nerwowym, gdzie
pelni role neuroprzekaznika. Dotychczas potwierdzono wystepowanie czterech
typéw receptoréw histaminowych: Hi, Hz, Hs i Hs Wszystkie naleza do
receptorow  btonowych sprzezonych z biatkiem G. Ostatnio duzym
zainteresowaniem cieszg sie substancje o cechach antagonistow, badZ odwrotnych
agonistow receptora Hs, o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym w réznych
jednostkach chorobowych zwigzanych z funkcjonowaniem osrodkowego ukladu
nerwowego [185, 186]. Receptor Hs wystepuje, jako presynaptyczny autoreceptor
hamujacy, ktéry reguluje poziom neuroprzekaznika w  neuronach
histaminergicznych oraz jako heteroreceptor w procesie modulowania poziomu
innych niz histamina przekaznikéw np. dopaminy, acetylocholiny, norepinefryny,
serotoniny, kwasu y-aminomastowego, glutaminianu i substancji P. Oproécz
receptora Hs aktywowanego przylaczeniem liganda potwierdzono takze
wystepowanie jego konstytutywnie aktywnych form, ktére moga by¢ blokowane
za pomoca tzw. odwrotnych agonistow [185]. Zwiazki bedace antagonistami
receptora Hsz mogltyby znalez¢ zastosowanie w terapii zaburzen pamieciowo-
poznawczych (choroba Alzheimera, otepienie, ADHD), snu i czuwania
(narkolepsja), schizofrenii, otylosci oraz bélu neuropatycznego [185, 187, 188, 189].

Obecnie badane zwigzki wykazyjace powinowactwo do receptora Hs
mozna podzieli¢ ze wzgledu na ich budowe chemiczng na pochodne imidazolowe
i nieimidazolowe.

Poczatkowo poszukiwano aktywnych substancji opierajagc sie na
podobieristwie strukturalnym do histaminy, ktéra zawiera pierscierr imidazolowy,

poniewaz uwazano, ze obecno$¢ aromatycznego heterocyklu warunkuje
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powinowactwo do receptora. Wyniki dalszych badani pochodnych imidazolowych
okazaly sie jednak niezadowalajace. Stwierdzono, ze zwigzki te wigzg sie
z zelazem hemowym cytochromu P450 (hamowanie jego funkcji), co moze
skutkowa¢ wystapieniem interakcji pomiedzy lekami i w konsekwengcji trudnymi
do przewidzenia efektami niepozgdanymi. Kolejnym problemem wydaje sie tez
fakt, ze imidazol jest zaréwno silnym donorem jak i akceptorem wigzan
wodorowych, co moze mie¢ wplyw na zmniejszenie dostepnosci biologicznej przy
podaniu doustnym, a takze utrudnia penetracje leku do mézgu. Nieimidazolowe
ligandy receptora Hs moga zwieksza¢ ryzyko wystapienia fosfolipidozy
(patologiczne gromadzenie si¢ fosfolipidéw wewnatrz komorek), indukowac
funkcje P-glikoproteiny oraz blokowaé¢ kanal potasowy kodowany przez gen
hERG (ang. human Ether-a-go-go-Related Gene), co moze wplywaé na
arytmogenne wydluzenie odstepu QT (miara repolaryzacji komoér) w pomiarach
EKG. Dodatkowo okazalo sie takze, ze wykazuja one niewielka selektywnosc¢
w stosunku do receptora Hs oraz, ze posiadaja wyzsze wartosci pKi w przypadku
rHs (receptor u szczura) niz hHs (receptor u ludzi). Stwierdzono réwniez
rozbieznosci  pomiedzy  wynikami  badann = aktywnosSci = wewnetrznej
przeprowadzonymi in vitro i in vivo [185, 189, 190]. Zwiazki takie jak tioperamid,
ciproxifan i clobenprofit nalezace do pochodnych imidazolowych uzywane sa
obecnie jedynie, jako struktury referencyjne w badaniach powinowactwa
i aktywnosci nowo zsyntetyzowanych substancji.

Ze wzgledu na przedstawione powyzej wady pochodnych imidazolowych
obecnie poszukiwani sg antagonisci receptora Hs nie zawierajacy tej struktury.
Badane sa glownie drugo- i trzeciorzedowe aminy zawierajace alifatyczne
ugrupowania heterocykliczne, m.in. zwigzki zawierajgce ugrupowania
piperazynowe, pirolidynowe, piperydynowe i morfolinowe. Dotychczasowe
badania doprowadzily do stworzenia modelu farmakofora dla nieimidazolowych

antagonistow receptora Hj przedstawionego na ryc. 4.
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lub

Ryc. 4. Model farmakofora dla nieimidazolowych antagonistow receptora H3 [189].

Szczegolnie pozadanymi cechami nowo syntetyzowanego antagonisty
bylyby dobra zdolnoé¢ przenikania przez bariere krew/moézg, optymalny dla
terapii danego schorzenia okres péttrwania, przy jednoczesnej selektywnosci
wzgledem receptora Hs oraz brak wplywu na dzialanie izoenzyméw P450 i kanaty
potasowe hERG [190, 191].

Przykladem nieimidazolowych antagonistéw receptora histaminowego Hs
jest zwigzek DL76, czyli (1-[3-(4-tert-butylofenoksy)propylo]piperydyna
o wzorze strukturalnym przedstawionym na ryc. 5 [190]. Substancja ta zostala
zsyntetyzowana w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych
CM UJ. Jest to s6l szczawianowa zwigzku DL76, bialy proszek o temperaturze

topnienia 148 - 152°C i m.cz. czystej zasady réwnej 275.5.

N
\\_\ CHj3
e CoHLO4

® CHj
CHj

C1sH2oNO ¢ CoH»O4

Ryc. 5. Zwiazek DL76 (1-[3-(4-tert-butylofenoksy)propylo]piperydyna).
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Przeprowadzone w warunkach in vitro badania na transfekowanych liniach
komérkowych wykazaly, ze powinowactwo zwiazku DL76 do ludzkiego
receptora Hsz wynosi 22.3 nM, co po przeliczeniu daje wartos¢ pK; = 4.65.
Natomiast uzyskana na podstawie badan in vivo na myszach wartosé¢ EDso wynosi
2.8+ 0.4 mg/kg p.o. [190].

Wiasciwosci tizykochemiczne zwigzku DL76 przewidziane

z zastosowaniem programu komputerowogo Pallas przedstawiono w tab. 1.

Tab. 1. Wlasciwosci fizykochemiczne zwiazku DL76 przewidziane z zastosowaniem programu
komputerowego Pallas.

arametr fizvkochemiczn wartos¢ in silico dla przewidywane konsekwencje
P y y zwiazku DL76 farmakokinetyczne
masa czasteczkowa 275.5 zgodnie z ,regula pieciu” Lipinskiego zwigzki

o m.cz. ponizej 500 powinny dobrze sie
wchtania¢ po podaniu doustnym

pKa - ujemny logarytm ze stalej | 9.15 wartos¢ ta sugeruje, ze DL76 jest staba zasada;
dysocjacji wchlanianie tego zwigzku (na drodze dyfuzji
biernej) prawdopodobnie ma miejsce w jelicie
cienkim, gdzie w warunkach pH ok. 7
dochodzi do cofnigcia jego dysodjacji, a przez
blony lipidowe zazwyczaj tatwiej przechodza
substancje w formie niezdysocjowanej

TPSA (ang. topological polar surface | 12.47 A2 zgodnie z ,regula pieciu” Lipiriskiego zwiazki
area) - suma udzialéw, jakie do o wartosciach TPSA ponizej 140 A2 (optymalna
catkowitej powierzchni polarnej wnosza wartoéé ponizej 60 A2 powinny dobrze sie
poszczegoblne fragmenty czasteczki wchtania¢ po podaniu doustnym

logP - logarytm stosunku stezenn | 4.97 zgodnie z ,regula pieciu” Lipiriskiego zwiazki
réwnowagowych  danej substancji o wartosciach logP ponizej 5 (optymalna
w oktanolu (rozpuszczalnik organiczny) wartos¢ od 1-4) powinny sie dobrze wchlaniaé
i w wodzie; jest miarag wlasnosci po podaniu doustnym

lipofilowych czgsteczki i koreluje z jej
zdolnoécia do przechodzenia przez
blony biologiczne, m.in. przez bariere
krew/moézg, co jest szczegdlnie wazne
w przypadku lekéw dziatajacych na
o$rodkowy uklad nerwowy

liczba miejsc o donorowym charakterze | 0 zgodnie z ,regula pieciu” Lipiriskiego zwiazki
wigzan wodorowych o liczbie miejsc o donorowym charakterze
wigzann wodorowych ponizej 5 powinny sie
dobrze wchlaniaé po podaniu doustnym

liczba  miejsc o akceptorowym | 2 zgodnie z ,regula pieciu” Lipiniskiego zwiazki
charakterze wigzan wodorowych o liczbie miejsc o akceptorowym charakterze
wigzann wodorowych ponizej 10 powinny sie
dobrze wchiania¢ po podaniu doustnym

Po przeprowadzeniu symulacji komputerowej z zastosowaniem programu
Pallas (RetroMEX) otrzymano jeden potencjalny metabolit zwigzku DL76
powstajacy w wyniku utlenienia grupy metylowej do aldehydowej. Obecnos¢ tego

metabolitu nie zostala jednak potwierdzona w badaniach in vivo
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z wykorzystaniem techniki LC/MS/MS, stwierdzono natomiast obecnoscé

pochodnej karboksylowej, ktéra moze by¢ produktem utlenienia aldehydu (ryc. 6).

A

O~ e
CHs

-
‘\_\ CH; o
5 <:> Vi
CH; OH

Ryc. 6. Wzér strukturalny metabolitu zwiazku DL76, A-przewidziany przez program
komputerowy, B-zidentyfikowany w badaniach in vivo.

W przeprowadzanych badaniach analitycznych, jako wzorzec wewnetrzny
(IS) zastosowano pentoksyfiline (m. cz. 278), ktéra zakupiono w firmie Sigma-

Aldrich (ryc. 7).
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Ryc. 7. Pentoksyfilina (3,7-dimetylo-1-(5-oksycheksylo)-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion).
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3.2. Odczynniki

3.2.1. Substancje i rozpuszczalniki

Nadl, cz.d.a. (Fluka, Niemcy)

KH2POy, cz.d.a. (Sigma - Aldrich, Niemcy)

Na2HPOq, cz.d.a. (Sigma - Aldrich, Niemcy)
HISTOPAQUE®1083 (Sigma - Aldrich, Niemcy)

HCI Dilut-it 1M (Fluka, Niemcy)

CH3COONHj4 (Sigma - Aldrich, Niemcy)

lodowaty kwas octowy (Fluka, Niemcy)

acetonitryl, czysty do HPLC (J.T.Baker, Holandia)

kwas mréwkowy, czysty do spektrometrii mas (Marck, Niemcy)
woda podwdjnie destylowana, przewodnictwo 0.1 pS

octan etylu, czysty do HPLC (Fluka, Niemcy)

3.2.2. Sporzqdzone roztwory

roztwor soli fizjologicznej (0.9% NaCl)

roztwér podstawowy zwigzku DL76 w wodzie o stezeniu 1 mg/mlL,
z ktérego przez rozciericzenia sporzadzono wodne roztwory robocze
o stezeniach 20, 18, 10, 6, 5, 4, 2.5, 1, 0.5, 0.4, 0.1 oraz 0.01 pg/mL

roztwér podstawowy PTX (IS) w mieszaninie acetonitryl/woda (50/50,
v/v) o stezeniu 1mg/mL, z ktérego przez rozcieficzenie w wodzie
sporzadzono roztwor roboczy o stezeniu 2.5 pg/mL

roztwor PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline) otrzymano przez zmieszanie
roztworé6w NaCl (16.36 g/L), KH2POs (9.07 g/L) oraz NaHPOs- 2H2O
(23.73 g/L) w stosunku 5:1:4 (v/v/v)

roztwoér kwasu solnego o pH 1.2 otrzymano przez rozcieficzenie roztworu
kwasu solnego o stezeniu 1 M woda redestylowang

bufor octanowy o pH4.5 sporzadzano w kolbie miarowej na 1000.0 mL

przez rozpuszczenie 77.1 g octanu amonowego w wodzie redestylowanej,
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a nastepnie dodanie 70.0 mL lodowatego kwasu octowego i uzupelnienie
woda do przepisanej objetosci

bufor fosforanowy o pH 6.8 sporzadzono przez zmieszanie 0.2 M roztworu
diwodorofosforanu ~ potasu  (27.2g/L) oraz 02M  roztworu

wodorofosforanu disodu (28.392 g/L) w stosunku 51:49 (v/v)

Wszystkie roztwory przechowywano w temperaturze 4°C.

3.3. Aparatura

Stezenia badanych zwiazkéw w materiale biologicznym oznaczano metoda

chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowgq spektrometria mas (LC/ESI-

MS/MS). Zastosowano potréjny kwadrupolowy analizator mas API 2000 firmy

AB SCIEX (Concorde, Ontario, Kanada) ze Zrédlem jonéw typu ESI polaczony

z systemem HPLC Agilent 1100 firmy Agilent Technologies (Waldronn, Niemcy)

skladajacym sie z nastepujacych elementow:

degazer typu G1322A

binarna pompa gradientowa typu G1312A o zakresie przeptywu od 0.1 do
5.0 mL/min

autosampler typu G1329A

termostat autosamplera typu G13308

termostat kolumny typu G1316A

detektor DAD typu G1315B

Ponadto podczas badar wykorzystano nastepujacq aparature laboratoryjna:

demineralizator HLP Smart 2000 (Hydrolab, Polska)

homogenizator typ 309 (MPW, Polska)

urzadzenie do odparowywania probek w strumieniu azotu TurboVap LV
(Caliper Life Science, USA)

wytrzasarka do probéwek , vortex” (Heidolph Real Top, Niemcy)
wytrzasarka do probéwek (IKA, Niemcy)

wiréwka typ 32 Z (Hettich Zentrifugen, Niemcy)
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e precyzyjna waga analityczna typ WPA/40/160/C/1 (Radwag, Polska)

o spektrofotometr Helios Beta (Unicam, Wielka Brytania)

e laznia wodna z wytrzasaniem Elpan typ 357 (Laboratory Instruments,
Polska)

e pehametr Beckman Coulter model pHi 510 (Beckman Coulter, USA)

e Kklatki metaboliczne dla szczuréw (Tecniplast, Polska)

3.4. Zwierzeta laboratoryjne

Do badann wykorzystano szczury niekrewniacze, osobniki meskie rasy
Wistar, ze stada outbred Krf (WI): WU (Charles River, Niemcy) wazace érednio
250 g o kategorii zdrowotnej CV-1. Zwierzeta pochodzily z hodowli wlasnej
Zwierzetarni Wydziatu Farmaceutycznego U] CM, prowadzonej hanowerskim
systemem rotacyjnym czteroblokowym, w warunkach bariery sanitarnej, zgodnie
z wymogami zasad GMP i GLP, ze swobodnym dostepem do standaryzowanej
paszy i wody, u ktérych na 24h przed eksperymentem stosowano deprywacje

pokarmowg, z zachowanym wolnym dostepem do wody.

3.5. Metodyka badan

3.5.1. Analiza HPLC/MS/MS

3.5.1.1. Warunki rozdziatu chromatograficznego

Rozdzial chromatograficzny badanych zwigzkéw przeprowadzano na
kolumnie XBridge™ C18 (3 x 50 mm, 5 pm, Waters, Irlandia), stosujac, jako faze
ruchoma mieszanine acetonitrylu i wody z dodatkiem 0.1% kwasu mréwkowego.
Analizy przeprowadzano w temperaturze 30°C, a na kolumne podawano 10 pL
analitu. Termostat autosamplera zaprogramowano na 10°C. Rozdzial prowadzono
z zastosowaniem gradientu przedstawionego w tab. 2. Kryterium doboru
odpowiedniego skiadu fazy ruchomej bylo uzyskanie waskich i symetrycznych
pikow chromatograficznych dla zwigzku DL76, jak réwniez czasu retencji

powyzej 5 min, aby w maksymalnym stopniu usung¢ elementy matrycy, ktore
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mogltyby wplywac na jego jonizacje. Jednoczesnie starano sie ograniczy¢ catkowity
czas analizy do ok. 20 min. W celu poprawy jonizacji oznaczanego zwigzku do

fazy ruchomej dodawano kwas mréwkowy, jako donor protonéw. Najlepszy

wynik  analizy

uzyskano

przy

zastosowaniu

gradientu  mieszaniny

acetonitryl/woda i przy szybkosci przepltywu fazy réwnej 300 pL/min.

Tab. 2. Warunki gradientu stosowanego w analizie zwigzku DL76.

Czas [min] Acetonitryl [%] Woda [%] Przeplyw [pL/min]
0.0 0 100 300
8.0 70 30 300
9.0 70 30 300
9.1 0 100 300
20.0 0 100 300

3.5.1.2. Optymalizacja parametréw rozpadu masowego

W celu uzyskania maksymalnej czuloSci zastosowano tryb dodatniej
jonizacji (ESI+). Parametry drogi jonu optymalizowano przez ciggle podanie
(10 pL/min) wodnego roztworu badanego zwiazku bezposrednio do
spektrometru masowego za pomoca pompy strzykawkowej.

Uzyskano nastepujace, optymalne parametry Zrédla jonéw:
e napiecie Zroédla jonéw (ion spray voltage) - 3500V

e pierwszy gaz zrédlowy - 20

e drugi gaz zrédlowy - 25

e temperatura gazu - 450°C

e gaz kurtynowy - 10

e gaz kolizyjny - 2

Optymalne parametry drogi jonu przedstawiono w tab. 3.
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Tab. 3. Optymalne parametry drogi jonu dla zwiazku DL76.

Parametr drogi jonu Wartos¢é

potencjat rozgrupowujacy (declustering potential,

45V
DP)
potencjat ogniskujacy (focusing potential, FP) 300V
potencjal wejsciowy (entrance potential, EP) 12V
potencjal wejscia do komory kolizyjnej (collision o4V
cell entrance potential, CEP)
potencjal wyjscia z komory kolizyjnej (collision 15V
cell exit potential, CXP) ’
energia kolizjii (collision energy, CE) 50V

W  celu zwigkszenia selektywnosci oznaczania zastosowano tryb
skanowania SRM, w ktérym monitorowano wybrane reakcje rozpadu jonéw
macierzystych na jony potomne, charakterystyczne dla kazdego z analizowanych
zwigzkéw. Na ryc. 8 przedstawiono wyniki fragmentacji zwigzku DL76 oraz
wzorca wewnetrznego, przedstawiajac jednoczeénie prawdopodobne struktury

chemiczne uzyskanych fragmentéw.
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Ryc. 8. Fragmentacja MS/MS: A - DL76, B - pentoksyfilina.

W analizie iloSciowej monitorowano przejscia: dla zwiazku DL76 276 -
98 m/z i dla IS 279 -> 181 m/z. Zastosowano rozdzielczos¢ jednostkowq oraz czas

skanowania wynoszacy 100 ms.

3.5.1.3. Parametry walidacji metody, sposéb ich wyznaczania i kryteria
akceptacji

Do oceny przydatnosci opracowanej metody oznaczania zwigzku DL76
w materiale biologicznym stosowano kryteria walidacji metod bioanalitycznych
zgodnie z wytycznymi FDA [193] tj.:
specyficznos¢ i selektywnos$é - metody analityczne z zastosowaniem detekc;ji
masowej, zwlaszcza przy stosowaniu trybu skanowania SRM uznawane s3 za
wysoce selektywne i specyficzne.
krzywa wzorcowa/liniowosé - probki wzorcowe powinny pokrywacé caty zakres
pomiarowy (min. 6 probek o réznym stezeniu). Punkty krzywej wzorcowej
powinny okre$la¢ zadane stezenie z precyzja +15% oraz dokladnoscig od 85 do

115% za wyjatkiem stezenia bedacego dolng granica oznaczalnoéci metody, dla
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ktérego precyzja powinna wynosi¢ +20%, a dokladnos¢ by¢ w przedziale od 80 do
120%. Co najmniej 75% probek powinno spetnia¢ powyzsze kryteria.

doktadnosé - wyznaczano na podstawie czterech probek kontrolnych
przygotowanych w pieciu niezaleznych powtérzeniach o stezeniach: niskim
(LQC), srednim (MQC) i wysokim (HQC) oraz probki o stezeniu
odpowiadajagcemu dolnemu limitowi oznaczalnoéci (LLOQ). Dokladnoéc¢

obliczano na podstawie wzoru:

doktadno$é [%)] = —ezmaczene . 10 (1)

teoretyczne

Wartos¢ oznaczonego stezenia powinna miescic¢ sie z zakresie 85-115% stezenia
teoretycznego za wyjatkiem probki wyznaczajacej LLOQ, gdzie oznaczane
stezenie powinno miesci¢ si¢ w przedziale 80-120% stezenia teoretycznego. Co
najmniej 67% probek powinno znajdowac sie w okreslonym zakresie stezeni i co
najmniej 50% probek QC z jednego stezenia powinno miesci¢ sie¢ w granicach
w/w dokladnosci.
precyzja powtarzalnosci - wyznaczano na podstawie analizy tych samych
probek, ktére wykorzystano do oceny dokadnosci. Precyzja wyznaczona, jako
wzgledne odchylenie standardowe (ang. relative standard deviation, RSD)
obliczana na podstawie wzoru (2) dla kazdego z badanych stezen nie powinna
przekraczaé wartosci 15%, a dla LLOQ 20%.

RSD [%)] = j—D -100 )
SD - odchylenie standardowe
Cq - érednie stezenie
precyzja posrednia - wyznaczano analogicznie jak precyzje powtarzalnosci, tylko
dla probek QC analizowanych w ciggu dwoéch dni.
znormalizowany wzgledny efekt matrycy - wyznaczano na podstawie 5 probek
(kazda z wykorzystaniem surowicy pochodzacej od innego szczura) dla czterech
pozioméw stezenn. Wartos¢ RSD dla poszczegélnych stezenn nie powinna
przekraczac 15%.
granica wykrywalnosci (LLOD) - jako kryterium przyjeto takie stezenie analitu,

dla ktorego stosunek sygnatu do szuméw aparatu (S:N ratio) wynosi 3:1.
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granica oznaczalnosci (LLOQ) - stezenie przy ktérym odpowiedz analitu jest, co
najmniej 5 razy wyzsza od odpowiedzi czystej matrycy (S:N = 5:1) oraz pik jest
identyfikowalny i powtarzalny z precyzja 20% i dokladnoscia w granicach +20%
wartosci rzeczywistej.
stabilnos¢ - do badann wykorzystywano probki o czterech réznych stezeniach
w trzech powtérzeniach, badano nastepujace typy stabilnosci:
stabilno$¢ probki podczas zamrazania i rozmrazania (ang. freeze and thaw
stability) - probki przechowywano w temperaturze -30°C przez 24h,
anastepnie przenoszono do temperatury pokojowej, po rozmrozeniu
ponownie  zamrazano (przez 24 godziny), po trzech cyklach
zamrazanie/rozmrazanie przeprowadzano analize;
stabilnoé¢ krétkoterminowa (ang. short term stability) - prébki rozmrazano
i pozostawiano na 2h w temperaturze pokojowej (czas potrzebny na
przygotowanie prébek do analizy), nastepnie probki analizowano;
stabilnoé¢ dlugoterminowa (ang. long term stability) - prébki przechowywano
przez 2 miesigce w temperaturze -30°C, a nastepnie rozmrazano i analizowano;
stabilno$¢ w autosamplerze (ang. postpreparative stability) - badano stabilnos¢
probek analitycznych po ich przebywaniu przez 24h w autosamplerze
w temperaturze 10°C.

Zwiazek zostaje uznany za stabilny, jezeli stezenia oznaczone w badanych
probkach stanowia +15% stezenia teoretycznego.

Ponadto wyznaczano takze odzysk, bedacy procentowym poréwnaniem
odpowiedzi detektora pochodzacej od badanego zwiazku (czysty roztwoér, probka
0 100% stezeniu) z odpowiedzig uzyskana od tego samego zwiazku poddanego
wczeéniej ekstrakcji z matrycy biologicznej. Ze wzgledu na mozliwoscé
wystepowania w analizie z zastosowaniem spektrometrii mas efektu matrycy, za
probke o 100% stezeniu uznano nie czysty roztwor badanej substancji, ale
wyekstrahowana matryce, do ktérej dodano znang ilo§¢ analitu. Analizowano
probki o 3 stezeniach (niskim, srednim i wysokim). Do walidacji metody nie jest
wymagany odzysk w okreSlonym zakresie, natomiast wyniki powinny by¢

precyzyjne i powtarzalne.
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3.5.1.4. Przygotowanie krzywych wzorcowych

Krzywa wzorcowa przygotowano z probek surowicy krwi szczura
i homogenatoéw tkanek. W tym celu do 90 pL matrycy dodawano 10 pL roztworu
roboczego badanego zwiazku o stezeniu 20, 10, 5, 2.5, 1, 0.5, 0.1 lub 0.01 pg/mL.
Stezenia efektywne wynosity odpowiednio 2000, 1000, 500, 250, 100, 50, 10
i1ng/mL. Do kazdej prébki dodawano réwniez po 10 pL roboczego roztworu

wzorca wewnetrznego o stezeniu 2.5 pg/mL.

3.5.1.5. Przygotowanie probek QC

Probki QC (ang. quality control) przygotowano z probek surowicy krwi
i homogenatéw tkanek. W celu objecia calego zakresu badanych stezen
przygotowano prébki o 4 réznych rozcieniczeniach. Do 90 pL matrycy dodawano
10 pL roboczego roztworu badanego zwigzku o stezeniu 18, 4, 0.4 lub
0.01 pg/mL. Stezenia efektywne wynosity odpowiednio 1800 (HQC), 400 (MQC),
40 (LQC) i 1 ng/mL (LLOQ). Do kazdej probki dodawano réwniez po 10 pL
roboczego roztworu wzorca wewnetrznego. Dla kazdego stezenia wykonano 5

powtérzen. Oznaczenia wykonano w jednym dniu oraz w réznych dniach.

3.5.1.6. Przygotowanie materiatu biologicznego (narzqdéw i surowicy krwi) do
analizy

Narzady, za wyjatkiem moézgu, homogenizowano z roztworem PBS
w stosunku 200 mg narzadu na 1 mL buforu. Mézg, po jego wczeéniejszym
zwazeniu, homogenizowano w calosci stosujac proporcje 200 mg narzadu na
1 mL roztworu PBS. W celu ustalenia najlepszego odczynnika ekstrahujacego
przeprowadzono badanie wydajnosci ekstrakcji dla kilku odczynnikéw
organicznych, jednocze$nie modyfikujac ich pH celem cofniecia dysocjacji

badanego zwigzku. Wyniki zebrano w tab. 4.
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Tab. 4. Powierzchnie pikéw DL76 otrzymane po ekstrakcji tego zwiazku z surowicy krwi
szczura z zastosowaniem réznych odczynnikéw organicznych.

Odczynnik ekstrahujacy Powieréc]f\;zia piku
octan etylu 7.21e+005
octan etylu + NaOH 6.64e+005
dichlorometan 6.59e+005
dichlorometan + NaOH 6.15e+005
chloroform 6.17e+005
chloroform + NaOH 5.54e+005
eter dietylowy 5.99e+005
eter dietylowy + NaOH 8.27e+005

Jako odczynnik ekstrahujacy wybrano octan etylu, gdyz wykazywatl
poréownywalny z eterem dietylowym, zalkalizowanym roztworem NaOH,
potencjal ekstrakcyjny, a jest latwiejszy i bezpieczniejszy w stosowaniu.

Analizowane probki oczyszczano metoda ekstrakcji w ukladzie ciecz-
ciecz. W tym celu do 100 pL matrycy dodawano 10 pL roboczego roztworu
wzorca wewnetrznego (IS). Nastepnie dodawano 1 mL octanu etylu i wytrzasano
przy ilosci wytrzgsarn 1000 na minute, przez 20 min. PéZniej probki wirowano
przy 3000 obr/min przez 15min. Po odwirowaniu, przenoszono 500 pL
supernatantu do probéwki stozkowej i odparowywano w atmosferze azotu,
w temperaturze 37°C. Suchg pozostalos¢ rozprowadzano w 100 pL mieszaniny
acetonitryl/woda (50/50, v/v). Na kolumne chromatograficzng podawano 10 pL

roztworu.

3.5.2. Oznaczenia spektrofotometryczne

Do badania rozpuszczalnosci soli zwigzku DL76 zastosowano roztwory
buforowe o pH réwnym: 1.2; 4.6 oraz 6.8, ktérych wartosci odpowiadaty
warunkom fizjologicznym panujacym w poszczegélnych odcinkach przewodu
pokarmowego. Eksperyment prowadzono w dwoéch réznych temperaturach:
25 oraz 37°C. Na podstawie analizy widma absorpcyjnego szczawianu zwigzku

DL76, wybrano analityczng dlugos¢ fali, wynoszaca 274 nm (ryc. 9).
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Ryec. 9. Wykres zaleznosci absorbancji od dlugosci fali otrzymany dla prébki szczawianu DL76
o stezeniu 20 pg/mL.

3.5.2.1. Przygotowanie krzywych wzorcowych

Przygotowano serie roztworéw wzorcowych soli DL76 o stezeniu: 250, 200,
150, 125, 100, 75, 50 oraz 20 pg/mL, rozpuszczajac odpowiednia ilos¢ substancji
w buforze o pH wynoszacym odpowiednio 1.2; 4.6 lub 6.8. Absorbancje
roztworéw wzorcowych mierzono w temperaturach 25 oraz 37°C. Przed kazda
analiza kuwety kwarcowe dokladnie ptukano roztworem odgazowanej wody

redestylowanej oraz metanolem, po czym suszono.

3.5.2.2. Badanie trwatosci

Przed rozpoczeciem realizacji podstawowego etapu badan - okreSlenia
rozpuszczalnosci szczawianu DL76, zbadano trwalos¢ tego zwigzku w roztworach
buforowych o zalozonym pH. W tym celu przygotowano serie prébek soli
zwigzku DL76, rozpuszczajagc odpowiednig ilos¢ substancji w roztworach
buforowych o pH réwnym 1.2; 4.6 lub 6.8 tak, aby otrzymac roztwoér badanego
zwiazku o stezeniu 2000, 1000 lub 500 pg/mL. Probki umieszczano nastepnie
w termostatowanej tazni wodnej w temperaturze 25 lub 37°C. Bezposrednio po
przygotowaniu roztwordéw oraz po czasie: 1, 2, 4 oraz 6h mierzono absorbancje
probek, przygotowanych przez odpowiednie rozcieficzenie roztworu
wyjéciowego woda redestylowang, w stosunku 1:10, w celu otrzymania roztworu

DL76 o stezeniu 200, 100 lub 50 pg/mL.
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3.5.3. Badanie farmakokinetyki zwigzku DL76 po jego jednorazowym
podaniu doZylnym i dozotqdkowym

Eksperyment 1

Zwierzetom bedacym w narkozie ogdlnej wywotanej tiopentalem (w dawce
70mg/kg m.c.) podawano do zyly ogonowej zwigzek DL76 rozpuszczony
w wodzie do injekcji w dawce 3, 6, 9 lub 15 mg/kg m.c. Po 5, 10, 30, 60, 120 i 240
minutach od podania badanego zwigzku szczury dekapitowano i pobierano krew,
nerki, watrobe, ptuca i mézg.

Eksperyment 2

Zwierzetom podawano zwiazek DL76 rozpuszczony w wodzie do injekcji
przez sonde dozoladkowa w dawce 3, 6 lub 9 mg/kg m.c. Po 5, 10, 20, 30, 60, 120,
240 oraz 480 minutach od podania szczury dekapitowano po wczes$niejszym
podaniu tiopentalu w dawce 70 mg/kg m.c. i pobierano krew, a w wybranych
punktach czasowych (po 10, 20, 30, 60, 120 oraz 240) takze narzady (nerki,
watroba, pluca, mézg).

Eksperyment 3

W celu oszacowania dystrybucji badanego zwiazku do struktur mézgu
przeprowadzono osobny eksperyment, w ktérym zwierzetom podawano zwigzek
DL76 do zyly ogonowej w jednorazowej dawce 3 mg/kg m.c., a po czasie 5, 10, 30,
60, 120 i 240 min od podania szczury dekapitowano i pobierano moézg, z ktérego
nastepnie izolowano takie struktury jak kora, prazkowie i hippokamp.

We wszystkich eksperymentach pobrang do probéwek krew wirowano
przez 10 min w temperaturze 20°C i przy 1800 obr/min. Otrzymang surowice
przechowywano w temp. -30°C. Wyizolowane narzady ptukano roztworem PBS,

a nastepnie przechowywano w temp. -30°C.

W celu uzyskania prébek kontrolnych i wzorcowych krew i narzady

pobierano w analogiczny sposob.
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3.5.4. Badanie potencjalnego wplywu P-glikoproteiny na dystrybucje
zwiqgzku DL76

W celu oszacowania potencjalnego wptywu P-glikoproteiny (P-gp) na
dystrybucje zwiazku DL76 szczurom, na 2 godziny przed podaniem badanego
zwigzku w jednorazowej dawce dozylnej (6 mg/kg), podawano dozotadkowo
werapamil (inhibitor P-gp oraz Cyp3A4) w dawce 25 mg/kg [194]. Po 5, 30 i 120
minutach szczury dekapitowano i pobierano krew, nerki, watrobe, pluca i moézg.
Krew wirowano przez 10 min w temperaturze 20°C i przy 1800 obr/min.
Otrzymana surowice przechowywano w temp. -30°C. Wyizolowane narzady
plukano roztworem PBS, a nastepnie przechowywano w temp. -30°C.

Analogiczny eksperyment przeprowadzono dla podania dozoladkowego
zwiazku DL76 w dawce 6 mg/kg, przy czym probki krwi i narzady pobierano po
10, 30 1 120 min od podania badanego zwiazku.

3.5.5. Badanie dystrybucji zwiqzku DL76 do erytrocytow

Dystrybucje zwiazku DL76 do erytrocytéw badano zaré6wno w warunkach
in vivo jak i in vitro. Krew do badania pobierano od szczuréw bezposrednio przed
eksperymentem do probéwek S-Monovette® Sarstedt z heparyna litowa.

W  warunkach in wvitro wyznaczano zaréwno wspoélczynnik podziatu
erytrocyty/osocze (Keso) jak i erytrocyty/bufor (Kes). W celu wyznaczenia
wspoélczynnika podziatu Ke/o do 450 pL pelnej krwi dodawano 50 pL zwiazku
DL76 o stezeniu 6 lub 18 pg/mL. Koricowe stezenie badanego zwigzku w prébce
wynosito odpowiednio 600 lub 1800 ng/mL. W celu wyznaczenia wspétczynnika
podziatu Ke/b oddzielano erytrocyty od innych elementéw morfotycznych krwi
z zastosowaniem  wirowania gradientowego na HISTOPAQUE® 1083.
W probéwce wir6wkowej na ImL HISTOPAQUE® 1083 nawarstwiano 450 pL
pelnej krwi, nastepnie wirowano przez 30 min przy 1500 obr/min. Wyizolowane
erytrocyty plukano dwukrotnie roztworem PBS, po kazdym plukaniu wirowano
przez 10 min przy 1000 obr/min. Do masy erytrocytarnej dodawano odpowiednia

iloé¢ PBS, tak aby objetos¢ probki wynosita 450 pL oraz 50 pL zwigzku DL76
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o stezeniu 6 lub 18 pg/mL. Koricowe stezenie badanego zwiazku w probce
wynosito 600 lub 1800 ng/mL.

Prébki inkubowano w temperaturze 37°C i po czasie 5, 10, 30, 60 i 120 min
wirowano przez 10 min przy 1000 obr/min, a nastepnie pobierano osocze lub
bufor. Erytrocyty mrozono w celu wywotania hemolizy, nastepnie rozmrazano,
wytrzasano przez 30 s na vortexie i wirowano przez 10 min przy 10 tys obr/min.

Wspolczynnik podziatu erytrocyty/osocze obliczano z réwnania:

Ce
Ke/o = C_o (3)

Ce - stezenie zwigzku DL76 w erytrocytach

C, - stezenie zwigzku DL76 w osoczu

Wspolczynnik podziatu erytrocyty/bufor obliczano z réwnania:

Ce
Ke/b = C_b (4)

Cp - stezenie zwigzku DL76 w buforze.

Wspolczynniki podziatu Ke/p oraz Keso obliczano takze ze wzoru (5) na

podstawie kwasowo-zasadowej teorii podziatu.

1+10@Ka-PHkomérka)

Ckomorka _ (5)
1+10®Ka—PHmedium)

Cmedium
pKa - wykladnik statej dysocjacji badanego zwiazku
Ckomoérka — stezenie badanego zwiazku w komorce (erytrocytach)
Cmedium — stezenie badanego zwiazku w buforze lub osoczu krwi

Z zaleznosci miedzy Ke/o i Ke/b wyrazonej réownaniem:

Ke/o = Reyp *fu (6)

obliczano frakcje leku wolnego w osoczu (fu).

Wszystkie przeprowadzane na zwierzetach badania uzyskaly zgode I
Lokalnej Komisji Etycznej ds Doswiadczenn na Zwierzetach, dzialajacej przy

Uniwersytecie Jagielloriskim w Krakowie.
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3.5.6. Poszukiwanie wiodacego metabolitu zwigzku DL76

Gléwnego metabolitu zwiazku DL76 poszukiwano z wykorzystaniem
spektrometrii mas. W celu uzyskania prébek analitycznych szczura zamykano
w klatce metabolicznej na okres ok. 3 godzin i pobierano prébki czystego moczu,
a nastepnie zwierzeciu podawano za pomoca sondy dozotadkowej zwiazek DL76
w dawce 6 mg/kg. Probki moczu pobierano po ok. 5 godzinach od podania
badanego zwigzku. Mocz analizowano zaréwno z wykorzystaniem detektora
diodowego jak i detekcji masowej skanujac masy w zakresie od 50 do 500 amu.
Nastepnie porownywano widma uzyskane dla prébek kontrolnych i po podaniu

badanego zwiazku.

3.5.7. Badanie rozpuszczalnosci DL76 w réznych warunkach pH
i temperatury

Do badania rozpuszczalnodci szczawianu zwigzku DL76 zastosowano
metode réwnowagowa (ang. stirred flask). W tym celu do trzech kolbek
Erlenmayera ze szlifem o objetoéci 10 mL kazda, odwazano po 50 mg soli DL76,
a nastepnie dodawano po 2mL buforu o pH réwnym 1.2. Tak przygotowane
roztwory badanej substancji umieszczano w termostatowanej lazZni wodnej
z wytrzasaniem w temperaturze 37°C i delikatnie wytrzasano przez 6 godzin.
W tym czasie obserwowano zawartos$¢ kolbek. Jesli cata iloé¢ zwigzku rozpuscita
sie w rozpuszczalniku, do kolbki dodawano uprzednio odwazone, kolejne 50 mg
soli DL76. Czynnos¢ te powtarzano do czasu, az w kolbce zaobserwowano osad
uzyskujac roztwoér nasycony. Nastepnie pozostawiano kolbki w termostatowanej
lazni wodnej w temperaturze 37°C na okres 18 godzin. Po uplywie ustalonego
czasu, zawarto$¢ kolbek przenoszono do probéwek i wirowano przez 15 minut
przy 3000 obr/min. Stezenia oznaczano metoda spektrofotometryczng i celem
zachowania liniowoséci wynikajacej z prawa Lamberta-Beera roztwér nasycony
odpowiednio rozciericzano.

Analogiczne badania przeprowadzono dla buforéw o pH réwnym 4.6 i 6.8

oraz dla temperatury 25°C.
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3.5.8. Obliczenia farmakokinetyczne

Obliczenia farmakokinetyczne wykonano korzystajgc z programu
komputerowego Phoenix WinNonlin (Pharsight, USA) stosujac metode
modelowania kompartmentowego (surowica) lub technike bezmodelowa. Na
podstawie $rednich stezeri obliczano parametry farmakokinetyczne badanego
zwigzku.

Pole pod krzywa =zaleznosci stezenia od czasu ekstrapolowane do
nieskoniczonosci (AUCo_,) obliczano stosujac liniowo-logarytmiczng metode
trapezow z uwzglednieniem pdl resztkowych. Analogiczng metode zastosowano
do obliczenia pierwszego momentu statystycznego krzywej zaleznosci stezenie-
czas (AUMCo_,).

Stezenie poczatkowe (Co=Cmax) badanego zwiazku w surowicy po podaniu
dozylnym estymowano przez ekstrapolacje poczatkowych wartosci stezenn do
czasu to metoda regresji log-liniowej. W pozostalych przypadkach Cmax
odczytywano z krzywej zaleznosci stezenie-czas.

Stala szybkosci znikania (A;) z badanych tkanek obliczano, jako
wspotczynnik kierunkowy koricowej czesci krzywej zaleznosci log C=f(t).

Sredni czas przebywania leku w organizmie (MRT) obliczano na podstawie

wzoru:

AUMCoo00

MRT = 7)
AUCoo 00

Klirens leku (Cl) obliczano, jako stosunek:

D
Cl= YT 8)

Objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym (Vdss) obliczano z réwnania:
Vdgs = Cl- MRT )

Biologiczny okres pottrwania liczono zgodnie ze wzorem:

n2
ty == (10)

Stala szybkosci wchianiania (k;) obliczano metoda Wagnera-Nelsona

korzystajac z réwnania:
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A t
- =Cctk [ Cdt (11)

% - iloé¢ leku znajdujaca sie w okreslonej objetosci w czasie t
C; - stezenie leku w czasie t

k - stala szybkosci eliminacji po podaniu pozanaczyniowym

dla t dazacego do nieskoniczonosci stezenie leku dazy do zera i réwnanie (11)

przybiera postac:

A )
- = k fo cdt (12)
wartosé A?” obliczano z r6wnania:
Ao 1 t
2= =P (G + k [,' Cdb) (13)

n - liczba punktéw wykorzystanych do wyznaczenia statej szybkosci eliminacji po
podaniu pozanaczyniowym

Wartos¢ k. odczytano z wykresu, jako wspélczynnik kierunkowy prostej

zaleznosci log (A7°° - %) = f(t) [192].

3.5.9. Obliczanie funkcji termodynamicznych

Podstawowe funkcje termodynamiczne procesu rozpuszczania zostaly

obliczone na podstawie réwnania Gibbsa:

AG = AH —TAS (14)
AG - zmiana entalpii swobodnej
AH - cieplo rozpuszczania w stanie nasycenia roztworu
AS - zmiana entropii
T - temperatura

Ty S

T,-T1 S1

AH =R (15)

R - stala gazowa

S21 51 - rozpuszczalno$é ciata stalego odpowiednio w temperaturach T2 i T1
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So—AG

AS == (16)
So - rozpuszczalnosé formy niezdysocjowane;j
SpH
So = Trrorh-rka (17)

Spn - rozpuszczalnoé¢ przy danym pH

pKa - stala dysocjacji kwasu

3.5.10. Obliczenia statystyczne

Analize statystyczng wykonano z zastosowaniem programu Excel 2010
(Microsoft) oraz Statistica 10 (StatSoft). Wyniki wyrazono w postaci $rednich
arytmetycznych i $rednich btedéw standardowych (SD). Dla poréwnania dwdéch
grup uzyto niesparowanego testu t-Studenta (rozklad normalny) lub testu
nieparametrycznego Mann-Whitney’a, natomiast dla poréwnania trzech lub
wiecej grup testu post-hoc Tukey’a. Réznice przy p<0.05 uznano za statystycznie

istotne.
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4. WYNIKI

4.1. Walidacja stosowanej metody analitycznej LC/MS/MS

4.1.1. Walidacja metody oznaczania zwigzku DL76 w surowicy krwi szczura

Walidacje metody oznaczania zwiazku DL76 w surowicy krwi szczura
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi FDA [193]. Przyjety w badaniu tryb
skanowania SRM zapewnia wysoka selektywno$¢ opracowanej metody
w stosunku do badanego zwiazku. Otrzymano liniowa (wazenie 1/x) zalezno$é
pomiedzy odpowiedzig detektora (powierzchnia piku analitu/powierzchnia IS),
a stezeniem zwigzku nanoszonym na kolumne chromatograficzng w zakresie od
1 do 2000 ng/mL. Granica oznaczalnosci (LLOQ) wynosita 1 ng/mL Na ryc. 10
przedstawiono przykltadowy wykres krzywej wzorcowej dla DL76 oznaczanego

w surowicy krwi szczura, dla ktérej wspoétczynnik determinacji (R?) wynosit
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Ryc. 10. Przykladowy wykres krzywej wzorcowej dla zwiazku DL76.

Dla kazdego punktu krzywej wzorcowej obliczano stezenia na podstawie
otrzymanego réwnania regresji i wyznaczano RSD (%). Wyniki przedstawiono

w tab. 5. Wszystkie wartosci wyliczonych odchylen standardowych mieszcza sie
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w granicach norm zawartych w wytycznych FDA dla walidacji metod

bioanalitycznych.

Tab. 5. Stezenia zwiazku DL76 obliczone na podstawie krzywej wzorcowej (ang. back

calculation).
| Sedlre S Stgierlzie oblif:zone z rc’m{nania
DL76 [ng/mL] rzywej wzorcov:re] RSD (%)
(Srednia * SD, n=5)
1 1.00£0.15 14.81
10 9.92+1.06 10.66
50 50.58+1.59 3.15
100 102.11+7.30 7.15
250 250.46+10.82 4.32
500 499.36+14.72 2.95
1000 1018.52+39.34 3.86
2000 1992.28+23.40 1.17

W tab. 6 i tab. 7 zebrano wyniki precyzji i dokladnosci opracowanej metody

dla oznaczen badanego zwigzku wykonanych w surowicy krwi szczura w jednym

dniu oraz w réznych dniach. Obliczenia wykonano zaréwno dla prébek

wzorcowych, jak i dla prébek QC.

Tab. 6. Precyzja i dokladnos¢ metody oznaczania DL76 w surowicy krwi szczura (probki QC,

n=5).
Dodane stezenic (Iggg Zol/j) Dokladnosé (%) (Il’gg” ZO"/:) Dokladnosé (%)
DL76 [ng/mL] w jednym dniu (n=5) w réznych dniach
1 15.09 112.53 12.8 113.43
40 5.95 88.75 9.75 91.27
400 4.99 95.74 7.81 92.56
1800 1.65 88.74 214 89.79
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Tab. 7. Precyzja i dokladnos§¢é metody oznaczania DL76 w surowicy krwi szczura (probki

wzorcowe).
Dodane stezenie | (Reb.ay | Doladnosé(®) | 3% | Doktadnose (%)
DL76 [ng/mL] w jednym dniu (n=5) w réznych dniach
1 18.35 101.08 14.81 100.00
10 12.93 98.51 10.66 99.23
50 3.43 99.90 3.15 101.16
100 7.18 104.42 7.15 102.11
250 3.81 97.74 432 100.19
500 1.68 100.82 2.95 99.87
1000 3.65 99.79 3.86 101.85
2000 1.02 99.92 1.17 99.61

Z wartoéci przedstawionych w tab.6 i tab.7 wynika, Zze opracowana

metoda charakteryzuje si¢ wymagang dla metod bioanalitycznych precyzja

i doktadnoscia.

Z danych zebranych w tab.8 wynika, ze wydajnoé¢ ekstrakcji DL76

z surowicy krwi szczura jest zadawalajgca w calym zakresie krzywej wzorcowej.

Wydajnos¢ ekstrakgji dla IS (2.5 pg/mL) wynosita 89.6£12.47, przy wspolczynniku

RSD réwnym 13.92%.

Tab. 8. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji zwiazku DL76.

Dodane stezenie
DL76 [ng/mL]

DL76

Odzysk (§rednia * SD, n=5) RSD (%)
1 73.26 +5.08 6.94
40 56.92 + 1.53 2.68
400 59.73 £ 8.60 14.4
1800 56.92 £ 5.99 10.52

Przeprowadzono réwniez badania stabilnosci zwigzku DL76 w surowicy

krwi szczura. Wyniki przedstawiono w tab. 9 i tab. 10.

61



WYNIKI

Tab. 9. Stabilnosé zwiazku DL76 w surowicy krwi szczura (n=5).

Dodane Stabilnosé po 2h w 20°C Stabilnosé po 24h w 10°C
stezenie srednie . ] srednie . c
DL76 oznaczone precyzja |odchylenie oznaczone precyzja |[odchylenie
[ng/mL] stezenie [ng/mlL] RSD(%) (%) stezenie [ng/mL] RSD(%) (%)
1 091 91.4 3.0 1.09 85.71 9.52
40 43.62 109.1 6.7 38.57 102.68 6.67
400 395.52 98.9 11.2 382.4 85.49 3.09
1800 1800.91 100.1 14.8 1843.02 106.93 2.43

Tab. 10. Stabilno$é zwiazku DL76 w surowicy krwi szczura (n=>5).

Dod Stabilnos$é podczas trzykrotnego Stabilnosé w - 30°C
sthear?iz rozmrazania i zamraZania (2 miesiace)
DL76 o;;(:cl:(l)ie precyzja |odchylenie ozs::clg(l):le precyzja | odchylenie
L 0 0, 0 0
[ng/mL] stezenie [ng/mlL] LD () (%) stezenie [ng/mlL] HEIDIEY) (%)
1 0.98 98.4 5.5 0.88 87.7 13.3
40 42.63 106.6 4.5 44.79 112.0 6.5
400 374.98 93.7 3.8 401.95 100.5 1.9
1800 182241 101.2 0.8 1794.94 99.7 1.3

We wszystkich rodzajach stabilnosci zmiany w stezeniu badanego zwiazku

miescily sie w granicach +15%. Zwigzek DL76 zostal uznany za stabilny.

Badanie wplywu matrycy na stopien jonizacji oznaczanego zwiazku

Oceniano znormalizowany wzgledny efekt matrycy (ang. relative matrix
effect) obliczany dla takiej samej matrycy pochodzacej od réznych osobnikéw.
Wyznaczano precyzje (RSD, %) dla pomiaréw czterech stezeri DL76 dodawanych
do surowicy krwi szczura. W pierwszym przypadku zastosowano surowice
zmieszang od kilku zwierzat, natomiast w drugim wykorzystano surowice
pochodzacg od pieciu ré6znych osobnikéw. Z dany zawartych w tab. 11 wynika, ze
w obu przypadkach wspétczynniki RSD miedcily si¢ w granicach norm

wyznaczonych dla walidacji metod bioanalitycznych, co $wiadczy o braku

62



WYNIKI

srelative matrix effect” w stopniu mogacym mie¢ wplyw na dokladnosc¢

oznaczenia.

Tab. 11. Precyzja metody oznaczania DL76 w surowicy krwi szczura.

Precyzja (RSD, %)
Dodane stezenie DL76 [ng/mL]
jedna matryca rézne matryce (n=>5)
1 10.91 4.99
40 3.66 2.07
400 5.25 9.26
1800 4.98 441
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4.1.2. Walidacja metody oznaczania DL76 w wybranych tkankach szczura

Przykladowe chromatogramy  probek kontrolnych, wzorcowych
i homogenatéow watroby, moézgu, nerek i pluc szczura, ktéremu podawano

zwiazek DL76, przedstawiono odpowiednio na ryc. 11, ryc. 12, ryc. 13 i ryc. 14.

82T 8.24
180 - T B 8000 4 C
A 4500 . .

160

4000 7000 4
140

2500 G000 4
120

2000 5000 -
100

2500

4000 4

&0 2000 A

2000

B0 1500

2000
4000 4

— 1000[H \
i} L ] kot il

5 10 5 10 5 10
czas [min] czas [min] czas [min]

intensywnoéé [csp]

20

Ryc.11. Przykladowe chromatogramy wybranych jonéw: homogenat watroby bez badanego
zwiazku (A), prébka wzorcowa zawierajaca DL76 o stezeniu 250 ng/mL i IS o stezeniu
250 ng/mL (B), probka homogenatu watroby szczura, ktéremu podano dozylnie DL76 w dawce

9 mg/kg m.c. (C).
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Ryc.12. Przykladowe chromatogramy wybranych jonéw: homogenat mézgu bez badanego
zwiazku (A), prébka wzorcowa zawierajaca DL76 o stezeniu 100 ng/mL i IS o stezeniu 250 g/mL
(B), probka homogenatu mézgu szczura, ktéremu podano dozylnie DL76 w dawce 9 mg/kg m.c.
(©).

64



WYNIKI

A. 4230 B. 8. sas0 C 8.28
=0 4000 '

1 5000

2500 A 7000 4
—

& 2000

z 1 B000
3

o} 2500 5000
£
2

> 2000 4000
c
L

= 1500 3000
-

M

1000 20007

500 1000 ’u
0 b ¥ k t 0 ' L‘“
5 5 10 5 10
czas [min] czas [min] czas [min]

Ryc.13. Przykladowe chromatogramy wybranych jonéw: homogenat nerki bez badanego
zwiazku (A), préobka wzorcowa zawierajaca DL76 o stezeniu 100 ng/mL i IS o stezeniu
250 ng/mL (B), probka homogenatu nerki szczura, ktéremu podano dozylnie DL76 w dawce

9 mg/kg m.c. (C).
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Ryc.14. Przykladowe chromatogramy wybranych jonéw: homogenat pluc bez badanego
zwiazku (A), probka wzorcowa zawierajaca DL76 o stezeniu 250 ng/mL i IS o stezeniu
250 ng/mL (B), probka homogenatu pluc szczura, ktéremu podano dozylnie DL76 w dawce

9 mg/kg m.c. (C).
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Dla wszystkich badanych tkanek uzyskano liniowa odpowiedz detektora
w zakresie stezeft od 1 do 2000 ng/mL (5-10000 ng/g tkanki). Przykladowe
réwnania regresji wyznaczone z zastosowaniem wazenia 1/x dla wszystkich
badanych matryc wraz z opisujacymi je wspélczynnikami determinacji zebrano
w tab. 12. Jak wynika z przedstawionych danych wyznaczone krzywe wzorcowe

zostaly dopasowane do réwnar liniowych i charakteryzowaly sie dobra korelacja.

Tab.12. Réwnania regresji opisujace krzywe wzorcowe zwiazku DL76 w homogenatach
badanych narzadéw.

Matryca Roéwnanie regresji dﬁ:gﬂli;?;;n(ill{(z)
moézg y =0.0108x+0.116 0.9960

watroba y=0.0269+0.138 0.9972
nerki y=0.0308+0.348 0.9948
ptuca y=0.0122x+0.452 0.9955

Obliczone wartosci parametréw walidacji takich jak precyzja i dokladnosé
zarowno w jednym jak i w réznych dniach przestawiono w tab. 13.
Z otrzymanych danych wynika, ze opracowana metoda bioanalityczna
zapewniala pomiar stezenn analizowanego zwiazku w badanych matrycach

z zadawalajaca precyzja i dokladnoscia.

66



WYNIKI

Tab. 13. Parametry walidacji metody oznaczania zwiazku DL76 w badanych matrycach -
homogenatach narzadow.

Dodane Doktadnosé (%) Precyzja (RSD, %)
N d stezenie
arza DL76 wjednym dniu| wréznych |wjednymdniu| w réznych
[ng/mL] (n=5) dniach (n=5) dniach

1 92.7 92.8 6.2 15.8
40 102.3 100.6 3.7 5.0

mozg
400 107.5 105.7 10.9 9.0
1800 97.3 95.1 8.8 8.5
1 89.7 92.8 7.6 9.2
40 103.2 103.6 8.6 8.9

watroba

400 105.7 106.1 10.6 12.8
1800 96.6 99.3 0.1 74
1 90.8 90.3 21 14.4
40 112.3 112.7 2.1 8.4

nerki
400 96.4 96.5 8.3 8.4
1800 100.5 100.5 2.5 111
1 106.8 104.9 13.2 11.3
40 88.0 91.1 2.6 2.6

pluca
400 109.1 103.5 22 11.2
1800 98.4 103.8 10.1 8.9

Dla zwigzku DL76 przeprowadzono takze badania stabilnosci

w homogenatach moézgu, watroby, nerek oraz pluc. Wyniki przedstawiono

w tab. 14 i tab. 15.
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Tab. 14. Stabilnosé zwiazku DL76 w homogenatach mézgu, watroby, nerek oraz pluc.

Stabilnos¢ po 2h w 20°C Stabilnosé po 24h w 10°C
Dodane
stezenie Srednie Srednie
Narzad DL76 oznaczone | precyzja | odchylenie | oznaczone | precyzja | odchylenie
[ng/mL] stezenie | (RSD,%) (%) stezenie (RSD, %) (%)
[ng/mL] [ng/mL]
1 1.0 14.8 0 0.92 14.14 -741
40 40.24 13.5 0.6 39.58 6.0 -1.1
mozg
400 395.87 3.3 -1.3 414.59 7.2 3.65
1800 1804.73 22 0.3 1652.84 7.65 -8.18
1 1.08 9.4 8.1 0.95 9.8 -4.6
40 38.04 13.1 -4.9 42.08 10.0 5.2
watroba
400 383.03 4.8 -4.2 444.68 10.96 11.1
1800 1818.85 3.3 1.0 1703.67 0.12 -54
1 0.91 13.9 -93 0.97 15.28 -2.6
40 44.36 5.5 10.9 43.08 11.15 7.7
nerki
400 392.90 6.1 -1.8 366.95 5.98 -8.3
1800 1802.84 4.8 0.2 1827.45 9.83 1.5
1 0.94 14.5 6.0 1.02 8.33 1.7
40 4225 8.0 5.62 35.76 0.34 -10.59
pluca
400 419.45 9.8 4.86 387.40 7.95 -3.2
1800 1783.38 4.6 -0.92 1796.44 13.68 -0.2
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Tab. 15. Stabilnos¢ zwiazku DL76 w homogenatach mézgu, watroby, nerek oraz pluc.

Stabilnos¢ podczas trzykrotnego Stabilnosé w - 30°C
Dodane rozmrazania i zamrazania (2 miesiace)
N stezenie $rednie Srednie
arzad . . . c
DL76 | oznaczone| precyzja |odchylenie| oznaczone | precyzja |odchylenie
[ng/mL] stezenie | RSD (%) (%) stezenie RSD (%) (%)
[ng/mL] [ng/mL]
1 1.15 5.2 15.0 1.06 9.2 6.0
40 39.2 11.6 -20 37.94 57 -5.15
mozg
400 366.21 1.6 -84 402.02 2.9 0.5
1800 1826.06 5.1 14 1729.8 5.9 -3.9
1 0.98 124 -1.7 0.9 12.7 -10.0
40 42.52 54 6.3 44.25 11.4 10.62
watroba
400 381.65 5.8 -4.6 395.65 0.1 -1.09
1800 1820.43 95 1.1 1798.46 4.1 -0.08
1 1.11 0.46 11.3 0.86 159 -14.0
40 38.59 14.2 -35 45.8 41 14.5
nerki
400 359.57 8.0 -10.1 399.64 1.7 -0.09
1800 1841.73 8.9 2.3 1794.88 0.8 -0.28
1 0.96 4.0 -4.0 1.04 17.0 4.0
40 44.31 8.7 10.8 36.17 7.3 -9.57
pluca
400 369.12 8.3 -7.7 409.01 6.9 2.25
1800 1845.76 5.4 25 1792.20 25 -0.43

Zwigzek DL76 zostal uznany za stabilny we wszystkich badanych
matrycach. W zZadnej z badanych matryc nie stwierdzono takze wystepowania

znormalizowanego efektu matrycy.
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4.2. Walidacja stosowanej metody spektrofotometrycznej

Wyniki badania liniowosci zaleznosci odpowiedzi detektora UV od

stezenia zwigzku DL76 w roztworach buforowych o pH = 1.2, 4.6 oraz 6.8

i w temperaturach 25 oraz 37°C, jak roéwniez precyzji i dokladnosci pomiaréw

przedstawiono w tab. 16, tab. 17 i tab. 18.

Tab. 16. Zalezno$¢ absorbancji od stezenia zwigzku DL76 w roztworze buforowym o pH 1.2
w temperaturze 25°C i 37°C (n=5).

Dodane

stezenie Temperatura 25°C Temperatura 37°C

[3117161,] absorbancja (II’{I';]C{ZO]/:) dokl(g /Zl)nOéé absorbancja (II){;]C))" Zoj/:) dOkl(é; /?)nOéé
50 0.210 0.81 97.90 0.210 0.62 99.23
75 0.315 1.20 100.67 0.295 1.09 95.21
100 0.411 0.87 100.68 0.412 0.64 101.75
125 0.495 0.63 97.81 0.488 0.35 96.85
150 0.620 0.97 103.32 0.604 0.96 100.37
200 0.798 1.38 100.19 0.795 0.47 99.89
250 0.982 0.23 98.96 0.973 0.10 98.14

Tab. 17. Zalezno$¢ absorbancji od stezenia zwiazku DL76 w roztworze buforowym o pH 4.6
w temperaturze 25°C i 37°C (n=5).

Dodane

stezenie Temperatura 25°C Temperatura 37°C

[:‘)5}117&] absorbancja (Il’{;gzoj/oa) dOkl(i /f)m)éé absorbancja (%r;gj Zoj/:) dOkl(i /(:)n()éé
50 0.206 0.28 99.95 0.187 0.31 97.09
75 0.313 0.74 101.54 0.307 0.27 103.66
100 0.402 231 97.90 0.390 0.25 97.88
125 0.503 0.57 98.28 0.507 0.19 101.02
150 0.605 1.28 98.53 0.608 0.08 100.58
200 0.840 0.15 102.99 0.820 0.16 100.99
250 1.008 0.70 98.87 1.002 0.08 98.56
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Tab. 18. Zalezno$¢ absorbancji od stezenia zwiazku DL76 w roztworze buforowym o pH 6.8
w temperaturze 25°C i 37°C (n=5).

Dodane

stezenie Temperatura 25°C Temperatura 37°C

[31’1716[,] absorbancja (gggizg/:) dokl(a; /?)nOéé absorbancja (%rglc)y’ zoj/oa) dOkl(;l /j)n()éé
20 0.065 1.25 96.25 0.071 2.89 97.53
50 0.181 0.45 100.01 0.179 0.32 97.62
75 0.274 0.18 99.43 0.273 0.30 99.76
100 0.370 0.35 100.02 0.368 0.14 100.82
125 0.462 0.85 99.74 0.456 0.58 100.22
150 0.564 0.37 100.97 0.558 0.39 102.08
200 0.748 0.08 100.12 0.743 0.17 101.92
250 0.931 0.27 99.46 0.886 0.07 97.25

Jak wynika z danych przedstawionych w tab.16, tab.17 i tab.18

opracowana metoda analityczna jest liniowa w zakresie od 50 do 250 pg/mL dla

roztworéw buforowych o pH 1.2 oraz 4.6 i w zakresie od 20 do 250 pg/mL dla

roztworu o pH réwnym 6.8. Metoda charakteryzuje sie réwniez zadawalajacymi

parametrami precyzji i doktadnosci.
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4.3. Ocena dyspozycji zwiazku DL76 w surowicy krwi szczura

4.3.1. Podanie dozylne

Wykresy zaleznoSci zmian stezenia zwiazku DL76 od czasu w surowicy
krwi, po jednorazowym dozylnym podaniu czterech r6éznych dawek

przedstawiono na ryc. 15.
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Ryc.15. Zmiany stezenn zwiazku DL76 w zaleznosci od czasu przedstawione w skali
pollogarytmicznej po jego jednorazowym dozylnym podaniu w dawkach 3, 6, 9 lub 15 mg/kg
(warto$ci Srednie £SD, n=5).

Na podstawie srednich wartosci stezern DL76 oznaczonych w surowicy
krwi po podaniu dozylnym réznych dawek tego zwigzku, wyznaczono parametry
farmakokinetyczne z zastosowaniem techniki bezmodelowej. Jak wynika z danych
przedstawionych w tab. 19 éredni czas przebywania leku w organizmie (MRT)
wahat sie w granicach od 1 do 3 godzin w zaleznosci od podawanej dawki. Duza
objetos¢  dystrybucji  (Srednio w  granicach 20 litréw/kg) $wiadczy
o wewnatrzkomorkowej dystrybucji badanego zwigzku. Wysoka wartoé¢ klirensu
calkowitego, znacznie przewyzszajaca szybkos¢ przeptywu krwi przez watrobe

(348 L/h/kg) moze by¢ wynikiem pozawatrobowego procesu metabolizmu

zwiazku DL76.
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Tab. 19. Wartosci parametrow farmakokinetycznych DL76 w surowicy krwi szczura po podaniu
dozylnym, wyznaczone z wykorzystaniem techniki bezmodelowe;j.

Dow7e AUCq AUMC,,, MRT Vd., Cl;
[mg/kg] [ng -h/mL] [ng -h%/mL] [h] [L/kg] [L/b/kg]
3 297.65 477.83 1.60 16.1 10.08
6 707.67 2096.06 2.96 25.1 8.47
9 800.25 2548.31 3.18 35.8 11.24
15 527.03 554.78 1.05 29.9 28.46

Niezaleznie od techniki bezmodelowej przeprowadzono przy pomocy
programu Phoenix WinNonlin dopasowanie zaleznosci stezenie-czas do modeli
kompartmentowych. Dla nizszych dawek (3 i 6 mg/kg) najlepsze dopasowanie
uzyskano dla otwartego modelu dwukompartmentowego, natomiast dla dawek
wyzszych (9 1 15 mg/kg) dla otwartego modelu tréjkompartmentowego (ryc. 16
iryc.17). Przykladowo dla dawki 3 mg/kg podawanej droga dozylna
wspolczynniki dopasowania do otwartego modelu dwukompartmentowego
wynosily odpowiednio:

AIC (Akaike Information Criterion) = 37.74

SBC (Schwartz Bayesian Criterion) = 36.91

Wspolczynnik determinacji = 0.9989
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Ryc. 16. Dopasowanie do otwartego modelu 2-kompartmentowego obserwowanych Srednich
wartosci stezefn w czasie, oznaczonych w surowicy krwi szczura po jednorazowym podaniu
dozylnym zwiazku DL76 w dawce 3 mg/kg.
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Natomiast dla dawki 9 mg/kg podawanej droga dozylng wspoétczynniki
dopasowania do otwartego modelu tréjkompartmentowego  wynosily
odpowiednio:

AIC (Akaike Information Criterion) = 21.00

SBC (Schwartz Bayesian Criterion) = 20.68

Wspélczynnik determinacji =1
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Ryc. 17. Dopasowanie do otwartego modelu 3-kompartmentowego obserwowanych Srednich

wartoSci stezefi w czasie, oznaczonych w surowicy krwi szczura po jednorazowym podaniu
dozylnym DL76 w dawce 9 mg/kg.

Celem zbadania linijowosci farmakokinetyki procesow dystrybucji
i eliminacji DL76 analizowano pola pod krzywa stezenie-czas w zaleznosci od
wielkosci podanej dozylnie dawki. Jak wynika z ryc. 18 zwiekszenie dawki DL76
nie prowadzilo do proporcjonalnego wzrostu wartosci AUC, co moze wskazywacé

na nieliniowos¢ proceséw farmakokinetycznych w badanym zakresie dawek.
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Ryc. 18. Wykres zaleznoSci wartosci pola pod krzywa stezenie-czas (AUC) dla zwiazku DL76 od
wielkosci podanej dozylnie dawki.
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4.3.2. Podanie dozotgdkowe

Zmiany stezenn zwigzku DL76 w surowicy krwi szczura po podaniu

dozotadkowym w jednorazowych dawkach 3, 6 lub 9 mg/kg przedstawiono na

ryc. 19.
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Ryc.19. Zmiany stezen zwiazku DL76 w zaleznosci od czasu przedstawione w skali
potlogarytmicznej po jego jednorazowym dozoladkowym podaniu w dawkach 3, 6 lub 9 mg/kg
(warto$ci Srednie £SD, n=5).

Na podstawie zaleznosci stezen od czasu oznaczonych w surowicy krwi po
podaniu dozotagdkowym DL76, obliczono parametry farmakokinetyczne, ktére

zawarto w tab. 20.

Tab.20. Wartoéci parametrow farmakokinetycznych DL76 wyznaczone po podaniu
dozoladkowym tego zwiazku.

Dopi7e Cmax AUCy, Az ka F
[mg/kg] [ng/mL] [ng -h/mL] [h] [h7] [%]
3 178.2 181.39 0.42 1.52 60.9
6 18.83 69.12 0.16 1.72 9.77
9 24.50 69.61 0.38 0.97 8.70

* Bezwzgledna dostepnosé biologiczna liczona wzgledem tych samych dawek podanych dozylnie.

Z przedstawionych powyzej danych wynika, ze wraz ze wzrostem dawki
wartos¢ AUC ulegata obnizeniu, co jest tozsame ze zmniejszeniem dostepnosci

biologicznej badanego zwiazku.

76



WYNIKI

4.4. Badanie rozpuszczalnosci zwiazku DL76 metoda r6wnowagowa
,stirred flask”

Przed rozpoczeciem realizacji podstawowego etapu badarn zbadano
trwatoé¢ zwigzku DL76 w roztworach buforowych o zatozonym pH. Na ryc. 20
iryc. 21 przedstawiono wyniki pomiaréw absorbancji dla serii probek zwigzku
DL76 o stezeniach 50, 100 i 200 pg/mL, w roztworach buforowych o pH réwnym
1.2; 4.6 lub 6.8. Probki termostatowano w temperaturze 25 lub 37°C i pobierano

roztwory do analizy po czasie 0, 2, 4 i 6h.
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Ryc. 20. Srednie (n=5) zmiany absorbancji badanych prébek DL76 o stezeniu 50 (A), 100 (B) i 200
(C) pg/mL w czasie, w roztworach buforowych o pH réwnym 1.2; 4.6 lub 6.8, w temperaturze
25°C.
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Ryc. 21. Srednie (n=5) zmiany absorbancji badanych probek DL76 o stezeniu 50 (A), 100 (B) i

200 (C) pg/mL w czasie, w roztworach buforowych o pH réwnym 1.2; 4.6 lub 6.8, w temperaturze
37°C.

We wszystkich badanych pH i temperaturach zwigzek DL76 zostal uznany

za stabilny. Wspélczynnik zmiennoSci wyrazony, jako wzgledne odchylenie
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standardowe (RSD) dla pomiaréw kazdego stezenia przeprowadzanych w tych
samych warunkach pH i temperatury nie przekroczyt 10%.

Rozpuszczalnos¢ soli DL76 okreSlano w oparciu o analize
spektrofotometryczng stezenia zwigzku w badanej prébce. Wartosci
rozpuszczalnoéci zwigzku DL76 w badanych warunkach pH i temperatury

przedstawiono w tab. 21.

Tab. 21. Rozpuszczalnosé DL76 w temperaturze 25°C oraz 37°C w roztworach buforowych o pH
ré6wnym 1.2;4.6 i 6.8.

Rozpuszczalnosé DL76 [mg/mL]
Wartosé pH Temperatura 25°C Temperatura 37°C
warto$¢ Srednia precyzja warto$¢ Srednia precyzja
(n=5) (RSD, %) (n=5) (RSD, %)
1.2 12.73 0.46 17.16 0.63
4.6 85.06 4.05 178.9 1.74
6.8 23.11 0.29 24.04 0.62

Na podstawie uzyskanych danych obliczono zmiany entalpii (AH), entalpii
swobodnej (AG), entropii (AS) oraz wartosci So dla procesu rozpuszczania DL76

w badanych warunkach pH i temperatury. Wyniki przedstawiono w tab. 22.

Tab. 22. Wartosci podstawowych funkcji termodynamicznych procesu rozpuszczania DL76.

Funkcje pH=1.2 pH=4.6 pH=6.8
termodynamiczne 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
AG -6.3 -7.323 -11.003 -13.362 -7.776 -8.191
AH 19.10 47.56 2.52
AS 0.043 0.038 0.123 0.110 -0.018 -0.018
So 12.73 17.16 85.06 178.89 23.007 23.933

Jak wynika z danych przedstawionych w tab. 21 zwigzek DL76 wykazuje
najwieksza rozpuszczalnos¢ w pH réwnym 4.6 i réwniez dla tego pH
zaobserwowano najwieksza zalezno$¢ rozpuszczalnosci od temperatury. Proces

rozpuszczania ma charakter samorzutny (AG<0) i endotermiczny (AH>0).
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4.5. Wplyw P-glikoproteiny na dystrybucje zwiazku DL76

Na ryc.22 przedstawiono zalezno$¢ stezenia od czasu dla podania
dozylnego DL76 w dawce 6 mg/kg bez i po wczesniejszym dozotadkowym

podaniu werapamilu w dawce 25 mg/kg.
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Ryc. 22. Zalezno$¢ stezenia (wartosci SrednietSD, n=3) od czasu dla zwiazku DL76 podawanego
dozylnie w jednorazowej dawce 6 mg/kg lub po wczesniejszym podaniu doustnym werapamilu

(25 mg/kg).

Pole pod krzywa =zaleznosci stezenia zwigzku DL76 od czasu po

wczeéniejszym podaniu werapamilu wzrosto o ok. 20%.
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Ryc. 23. Zaleznos¢ stezenia (wartosci SredniexSD, n=3) od czasu dla zwiazku DL76 podawanego
dozoladkowo w jednorazowej dawce 6 mg/kg lub po wczesSniejszym podaniu doustnym
werapamilu (25 mg/kg).
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W przypadku podania dozoladkowego pole pod krzywa zaleznosci
stezenia zwiazku DL76 od czasu wzrosto, po podaniu werapamilu, ponad 4 razy
(81.74 vs 346.83 ng- h/g) i jednoczeénie drastycznie spadla iloé¢ obserwowanego

w surowicy krwi metabolitu (ryc. 23 i ryc. 24).

” 1.5 -~ DL76

; - DL76 + werapamil

4

[=¥

§ 1.0-

B

s

[=1

S 057

é .

[=¥

2

=}

=% ’/l
0.0'_. T T T

0 30 60 90 12
czas [min]

Ryc. 24. Zalezno$¢ ilosci obserwowanego w surowicy krwi metabolitu zwiazku DL76 od czasu
po jednorazowym podaniu dozoladkowym zwiazku macierzystego w dawce 6 mg/kg lub po
wczesniejszym podaniu dozoladkowym werapamilu (25 mg/kg).

Tab.23. Wartoéci pola pod krzywa stezenie-czas w tkankach dla DL76 podawanego
w jednorazowej dawce dozylnej 6 mg/kg oraz po wczedniejszym dozoladkowym podaniu
werapamilu w dawce 25 mg/kg.

DL76 AUCo_.:[ng - h/g]
Tkanka P :
bez werapamilu po wczesniejszym podaniu
werapamilu
Watroba 904.25 7523.6 +832%
Pluca 11584.35 13917.0 +120%
Mozg 8938.8 46111.8 +516%
Nerki 8457.5 36647.6 +433%

Jak wida¢ z danych przedstawionych w tab.23 AUC zwigzku DL76

podawanego dozylnie wzrosto po wczes$niejszym podaniu werapamilu we

wszystkich badanych tkankach. Najwiekszy wzrost (ponad o$miokrotny)

zaobserwowano w watrobie natomiast najmniejszy w ptucach.

W tab. 24 przedstawiono wartosci AUC DL76 w tkankach po podaniu

dozoladkowym jednorazowej

dawki 6 mg/kg
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wczedniejszym podaniu werapamilu w dawce 25 mg/kg. Najwiekszy wzrost AUC
W obecnosci werapamilu zaobserwowano w watrobie, co moze by¢ m. in.
rezultatem zahamowania metabolizmu badanego zwiazku (werapamil jest
inhibitorem nie tylko P-gp, ale réwniez Cyp3A4), natomiast w nerkach ilos¢

zwigzku znacznie zmalata.

Tab.24. Wartosci pola pod krzywa stezenie-czas w tkankach dla DL76 podawanego
w jednorazowej dawce dozoladkowej 6 mg/kg oraz po wcze$niejszym podaniu werapamilu
w dawce 25 mg/kg.

DL76 AUCo_ [ng -h/g]
Tkanka bez werapamilu po wcziir;ieaj;;}:ﬁ lfodaniu
Watroba 319.25 14167.4 +4437 %
Pluca 1022.5 2555.0 +250%
Moézg 362.6 1721.7 +477%
Nerki 625.3 24.55 -2547%

Podobnie jak w surowicy réwniez we wszystkich badanych narzadach
w obecnosci werapamilu zaréwno po podaniu dozylnym jak i dozotadkowym
zaobserwowano znaczny spadek ilosci metabolitu, $rednio o 94% (od 98%

w nerkach do 90.34% w ptucach).
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4.6. Ocena dyspozycji DL76 w wybranych narzadach szczura

4.6.1. Mozg

Zaleznosci stezenia badanego zwigzku od czasu w homogenacie tkanki
moézgowej szczura po jego jednorazowym podaniu dozylnym w czterech réznych

dawkach przedstawiono na ryc. 25.
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Ryc. 25. Zmiany stezei DL76 w moézgu szczura po jednorazowym dozylnym podaniu tego
zwiazku w dawkach 3, 6, 9 lub 15 mg/kg (wartosci Srednie £ SD, n=5).

Na podstawie oznaczonych stezeri obliczono parametry farmakokinetyczne
takie jak pole pod krzywa zaleznosci stezenie-czas i stala szybkosci znikania
z moézgu (tab. 25).

Tab. 25. WartoSci parametréw farmakokinetycznych DL76 w moézgu szczura wyznaczone po
podaniu dozylnym tego zwiazku w ré6znych dawkach.

Do Cmax AUC_¢ Az
[mg/kg] [ng/g] [ng - /g] [h7]
3 7275.00 8591.26 0.49
6 16490.00 14025.51 0.55
9 6620.00 6846.01 1.25
15 7775.00 4736.5 0.36
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Ryc. 26. Zmiany stezeh DL76 w mé6zgu szczura po jednorazowym dozoladkowym podaniu tego
zwiazku w dawkach 3, 6 lub 9 mg/kg (wartosci srednie * SD, n=5).

Na ryc. 26 przedstawiono zmiany stezenia DL76 w czasie w mézgu szczura
po podaniu dozolagdkowym. Z poréwnania wykreséw przedstawionych na ryc. 25
i ryc.26 wynika, ze zgodnie z oczekiwaniami, stezenia maksymalne DL76
w moézgu szczura osiggaly znacznie wyzsze wartoéci po podaniu dozylnym
w poréwnaniu z podaniem dozotadkowym tej samej dawki.

Na podstawie oznaczonych stezern zwigzku DL76 w mézgu szczura po
jednorazowym podaniu dozotagdkowym obliczono parametry farmakokinetyczne,
ktére zawarto w tab. 26. Jak wynika z przedstawionych danych wraz ze wzrostem

dawki wartosci Cmax, AUCo-t oraz A, ulegaly obnizeniu.

Tab. 26. Wartosci parametrow farmakokinetycznych DL76 w mézgu szczura wyznaczone po
podaniu dozoladkowym tego zwiazku w réznych dawkach.

Doz Crmax AUCq A,
[mg/kg] [ng/g] [ng -h/g] [h7]
3 2415.8 1796.88 0.87
6 908.2 1314.47 0.72
9 112.65 147.5 0.61
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4.6.2. Struktury mézgu

Badano réwniez dyspozycje zwiazku DL76 po jednorazowym podaniu
dozylnym w dawce 3 mg/kg w strukturach mézgu, takich jak hippokamp, kora
i prazkowie, w ktorych wystepuje najwieksze zageszczenie receptoréw

histaminowych Hjs (ryc. 27).
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Ryc. 27. Zaleznos¢ stezenia od czasu w strukturach mézgu szczura zwiazku DL76 po jego
jednorazowym podaniu dozylnym w dawce 3 mg/kg (wartosci Srednie * SD, n=3).

Réznice pomiedzy iloscia zwigzku DL76 w badanych strukturach mézgu

w danym czasie nie byly istotne statystycznie (p<0.05).
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4.6.3. Wqgtroba

Stezenia zwigzku DL76 w watrobie szczura po jednorazowym podaniu

dozylnym DL76 w czterech r6znych dawkach przedstawiono na ryc. 28.
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Ryc. 28. Zmiany stezen DL76 w watrobie szczura po jednorazowym dozylnym podaniu tego
zwiazku w dawkach 3, 6, 9 lub 15 mg/kg (wartosci §rednie * SD, n=5).

W tab.27 przedstawiono podstawowe parametry farmakokinetyczne

charakteryzujace dyspozycje zwigzku DL76 w watrobie szczura obliczone po jego

podaniu dozylnym.

Tab. 27. Wartosdci parametréw farmakokinetycznych DL76 w watrobie szczura wyznaczone po
podaniu dozylnym tego zwiazku w réznych dawkach.

DDL76 Cmax AUCO_){- }\z
[mg/kg] [ng/g] [ng -h/g] [h7]
3 3235.00 867.84 0.08
6 10780.00 1523.80 0.07
9 8215.00 993.10 0.16
15 5785.00 468.85 0.28

Jak wynika z danych przedstawionych w tab.27 dla dawki 6 mg/kg

zaréwno warto$¢ Cmax jak i AUCo-t byly najwieksze. Stala szybkosci znikania
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zwigzku DL76 z tkanki watrobowej wzrastala wraz ze wzrostem podawanej
dawki.

Na kolejnym wykresie (ryc. 29) przedstawiono zaleznos¢ stezenia od czasu
w watrobie po podaniu dozotadkowym zwigzku DL76. Obliczone na podstawie

uzyskanych danych parametry farmakokinetyczne zebrano w tab. 28.
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Ryc. 29. Zmiany stezen DL76 w watrobie szczura po jednorazowym dozoladkowym podaniu
tego zwiazku w dawkach 3, 6 lub 9 mg/kg (wartosci srednie £ SD, n=5).

Tab. 28. Wartosdci parametréw farmakokinetycznych DL76 w watrobie szczura wyznaczone po
podaniu dozoladkowym tego zwiazku w réznych dawkach.

D17 Chmax AUCy_: A
[mg/kg] [ng/g] [ng -h/g] [h]
3 403.95 984.33 0.27

6 296.05 572.30 0.31

9 126.45 51.96 0.08

Jak wynika z powyzszych danych wraz ze wzrostem podawanej
dozotagdkowo dawki, wartoéci Cmax oraz AUC badanego zwigzku ulegaty

obnizeniu.
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4.6.4. Nerki

Wartosci stezeni zwiazku DL76 oznaczone w homogenatach nerek szczura

po podaniu dozylnym przedstawiono na ryc. 30, a obliczone na ich podstawie

parametry farmakokinetyczne zebrano w tab. 29.
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Ryc. 30. Zmiany stezefi DL76 w nerkach szczura po jednorazowym dozylnym podaniu tego
zwiazku w dawkach 3, 6, 9 lub 15 mg/kg (wartosci Srednie £ SD, n=5).

Tab. 29. Wartosci parametréw farmakokinetycznych DL76 w nerkach szczura wyznaczone po
podaniu dozylnym tego zwiazku w ré6znych dawkach.

Dou7s Crnax AUCo A

i [ng/g] [ng-b/g] [h]
3 9525 4431.05 1.01
6 17350 12569.63 0.33
9 15510 4230.10 0.85
15 63550 18893.43 0.19

Jak wynika z tab.29 wraz ze wzrostem podawanej dozylnie dawki
wzrastaly wartoéci Cmax, natomiast AUC przyjmowala najwieksze wartosci dla
dawki 15 mg/kg i odpowiednio dla tej dawki stala szybkosci znikania byla
najmniejsza. Na ryc. 31 przedstawiono zaleznos¢ stezenia od czasu po podaniu

dozoladkowym zwigzku DL76. Obliczone parametry farmakokinetyczne zebrano

w tab. 30.
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Ryc. 31. Zmiany stezefr DL76 w nerkach szczura po jednorazowym dozoladkowym podaniu tego
zwiazku w dawkach 3, 6 lub 9 mg/kg (wartosci srednie = SD, n=5).

Tab. 30. Wartosci parametréw farmakokinetycznych DL76 w nerkach szczura wyznaczone po
podaniu dozoladkowym tego zwiazku w réznych dawkach.

Dopr7e Cinax AUC_; Az
[mg/kg] [ng/g] [ng -b/g] [h1]
3 1081.5 694.41 0.12
6 889.50 1250.64 0.63
9 610.50 707.18 0.40

Jak wynika z danych przedstawionych w tab.30 wraz ze wzrostem
podawanej dozoladkowo dawki wartoé¢ Cmax ulegala obnizeniu, natomiast

warto$¢ AUC byta najwieksze dla dawki 6 mg/kg.
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4.6.5. Ptuca

Zaleznosci stezenia DL76 w funkcji czasu w tkance plucnej po podaniu
dozylnym badanego zwigzku w czterech réznych dawkach przedstawiono na

ryc. 32.
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Ryc. 32. Zmiany stezefr zwiazku DL76 w plucach szczura po jednorazowym dozylnym podaniu
tego zwiazku w dawkach 3, 6, 9 lub 15 mg/kg (wartosci srednie * SD, n=5)

Na podstawie uzyskanych stezern oznaczonych w plucach obliczono

parametry farmakokinetyczne zwigzku DL76 po jego podaniu dozylnym (tab. 31).

Tab. 31. Wartosci parametréw farmakokinetycznych DL76 w plucach szczura wyznaczone po
podaniu dozylnym tego zwiazku w ré6znych dawkach.

Dpr76 Cumax AUC; A
[mg/kg] [ng/g] [ng - h/g] [h1]
3 14380 11771.26 0.25
6 12945 16038.67 0.36
9 21975 20021.67 0.32
15 17500 26401.27 0.56

Jak wynika z tab.31 wraz ze wzrostem podawanej dozylnie dawki
wzrastaly wartosci AUC, natomiast stala szybkosci znikania utrzymywala sie
w granicach 0.3 h-l. W ptucach zaobserwowano tez liniowq zalezno$¢ miedzy

AUC, a podawana dawka zwiazku DL76.
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Na ryc. 34 przedstawiono zaleznos¢ stezenia zwigzku DL76 od czasu

w plucach po podaniu dozoladkowym tego zwigzku, a w tab.32 zebrano

obliczone na podstawie uzyskanych danych odpowiednie parametry
farmakokinetyczne.
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Ryc. 33. Zmiany stezefi DL76 w plucach szczura po jednorazowym dozotadkowym podaniu tego
zwiazku w dawkach 3, 6 lub 9 mg/kg (wartosci srednie * SD, n=5).

Tab. 32. Wartosci parametréw farmakokinetycznych DL76 w plucach szczura wyznaczone po
podaniu dozoladkowym tego zwiazku w réznych dawkach.

Dopr7s Cinax AUC_: Az
[mg/kg] [ng/gl [ng h/g] [h]
3 3581.00 3132.00 1.03
6 3017.50 2878.52 1.40
9 4214.5 1019.43 0.67

Jak wynika z danych przedstawionych w tab.32 wraz ze wzrostem

podawanej dozotadkowo dawki wartos¢ AUC malata.
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4.7. Poszukiwanie wiodacego metabolitu zwiazku DL76

Na ryc. 34 przedstawiono catkowity prad jonowy (A), chromatogram DAD
(B) oraz chromatogram wybranych jonéw (C) dla prébki czystego moczu szczura,
natomiast na ryc. 35 przedstawiono catkowity prad jonowy (A), chromatogram
DAD (B) oraz chromatogram wybranych jonéw (C) dla prébki moczu szczura po

jednorazowym, dozotagdkowym podaniu zwigzku DL76 w dawce 6 mg/kg.
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Ryc. 34. Calkowity prad jonowy (A), spektrum DAD (B) oraz chromatogram wybranych jonéw
o masie 306 amu (C) dla prébki czystego moczu.
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Ryc. 35. Calkowity prad jonowy (A), spektrum DAD (B) oraz chromatogram wybranych jonow
omasie 306 amu (C) dla prébki moczu szczura pobranej po 5h od jednorazowego
dozoladkowego podania zwiazku DL76 w dawce 6 mg/kg.

Czerwonym kwadratem zaznaczono przypuszczalny czas retengji
potencjalnych  metabolitow  zwiazku DL76. Jak wida¢é na ryc.35
w przewidywanym czasie pojawily sie piki chromatograficzne, ktérych nie ma
w probce  kontrolnej (ryc.34). Zidentyfikowano, ze =za najwyzszy pik
odpowiedzialny jest zwigzek o masie czasteczkowej 305 amu, co potwierdzit
chromatogram wybranych jonéw (ryc.35C). Mase ta poddano fragmentacji
w komorze kolizyjnej spektrometru masowego uzyskujac fragment o masie 98

amu, identyczny jak dla zwigzku DL76.

92



WYNIKI

m.cz. 275.43

- CH
Q S ’ -SRM 27698
M o
e
o}
e |l “m.cz. 305.41

m.cz. 98 = o “SRM 30698
| CHy
2
M (8]

Ryc. 36. Struktura chemiczna zwiazku DL76 (m.cz. 275), jego potencjalnego metabolitu
(m.cz. 305) oraz wspdlnego jonu fragmentacyjnego o m. cz. 98.

Na ryc. 36 przedstawiono strukture chemiczng zwiazku DL76 (m.cz. 275),
jego potencjalnego metabolitu (m.cz. 305) oraz wspdlnego jonu fragmentacyjnego
om. cz. 98.

Opracowana w celu iloéciowego oznaczania zwigzku DL76 metoda
analityczna, dzieki zastosowaniu detekcji masowej umozliwila takze
zobrazowanie na tym samym chromatogramie pikéw pochodzacych od
metabolitu (ryc.37). W spektrometrii mas stopieri jonizacji zwiazku zalezy
jednakze od szeregu czynnikéw, dlatego tez do przeprowadzenia oznaczen
ilosciowych niezbedny jest wzorzec badanej substancji. Poniewaz w przypadku
zidentyfikowanego metabolitu zwigzku DL76 wzorzec nie jest dostepny mozliwe
bylo jedynie oszacowanie wzglednej dynamiki jego zmian w czasie we wszystkich

analizowanych matrycach.
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Ryc. 37. Chromatogram wybranych jonéw dla prébki homogenatu watroby pobranej godzine po

podaniu dozylnym zwiazku DL76 w dawce 9 mg/kg m.c. Kolorem zielonym zaznaczono pik
pochodzacy od metabolitu zwiazku DL76.
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4.8. Dyspozycja metabolitu zwigzku DL76

W ninejszej pracy oszacowano réwniez dynamike zmian w surowicy krwi
szczura karboksylowej pochodnej DL76 bedacej prawdopodobnie podstawowym
metabolitem tego zwigzku po jednorazowym dozylnym podaniu zwigzku
macierzystego w dawkach 3, 6, 9 i 15 mg/kg. Ze wzgledu na brak wzorca
analizowane]j substancji iloé¢ metabolitu wyrazona jest w postaci stosunku pola

piku pochodzacego od analitu do pola piku IS. Wyniki przedstawiono na ryc. 38.
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Ryc. 38. Dynamika zmian metabolitu zwiazku DL76 w surowicy krwi szczura od czasu dla
jednorazowego podania dozylnego zwiazku macierzystego w dawkach 3, 6, 9 lub 15 mg/kg

(wartosci srednie, n=5).

Jak wynika z danych przedstawionych powyzej najwyzszy poziom
metabolitu, po podaniu dozylnym zwigzku macierzystego, obserwowano po
uplywie 30 min od podania dawki 6 mg/kg. Z przebiegu otrzymanych wykreséw
wynika réwniez brak wyraZnej zaleznosci pomiedzy poziomem metabolitu,
a dawka.

Analogiczng analize przeprowadzono po jednorazowym dozotagdkowym

podaniu zwigzku DL76 w dawkach 3, 6 i 9 mg/kg. Wyniki przedstawiono na
ryc. 39.
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Ryc. 39. Dynamika zmian metabolitu zwiazku DL76 w surowicy krwi szczura od czasu dla

jednorazowego podania dozoladkowego zwiazku macierzystego w dawkach 3, 6 lub 9 mg/kg
(wartosci $rednie, n=5).

W tym przypadku podobnie jak po podaniu dozylnym najwyzsze poziomy
metabolitu obserwowano dla dawki zwigzku macierzystego wynoszacej 6 mg/kg.
Oszacowano takze dynamike zmian metabolitu zwiazku DL76
w narzadach takich jak watroba, nerki i ptuca. Na ryc. 40 przedstawiono zaleznos¢
iloéci metabolitu w watrobie, nerkach oraz ptucach po uptywie 60 min od podania
zwigzku DL76 dozylnie, natomiast na ryc. 41 analogiczna zaleznos¢ po podaniu

dozotadkowym.

1.5
3 mg/kg
BN 6mg/kg
9 mg/k
1.0 &/%8
BN 15 mg/kg

pow. piku analitu/pow. piku IS

watroba nerki ptuca

Ryc. 40. Metabolit zwiazku DL76 obserwowany w watrobie, nerkach oraz plucach szczura po
czasie 60 min od jednorazowego podania dozylnego zwiazku macierzystego w dawkach 3, 6, 9
lub 15 mg/kg (wartosci $rednie +SD, n=5).
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Ryc. 41. Metabolit zwiazku DL76 obserwowany w watrobie, nerkach oraz plucach szczura po
czasie 60 min od jednorazowego podania dozoladkowego zwiazku macierzystego w dawkach 3,
6 lub 9 mg/kg (wartosci srednie £SD, n=5).

Zarowno po podaniu dozylnym jak i dozoladkowym najwieksze ilosci
metabolitu obserwowano w watrobie po podaniu dawki 6 mg/kg. Ilosci
metabolitu zaobserwowane w watrobie po podaniu tej dawki r6znily sie istotne
statystycznie (p<0.05) od ilosci zaobserwowanych po podaniu pozostatych dawek
(3 lub 9 mg/kg). W nerkach i plucach obserwowana ilo§¢ metabolitu byla
niezalezna od dawki i zaré6wno po podaniu dozylnym jak i dozoladkowym
réznice nie byty statystycznie istotne.

Nie stwierdzono obecnoéci badanego metabolitu w modzgu,
prawdopodobnie ze wzgledu na jego kwasowy charakter i fakt, ze
w fizjologicznym pH wystepuje on w postaci zjonizowanej i nie jest w stanie

pokonac bariery krew/moézg.
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4.9. Porownanie dyspozycji badanego zwiazku w wybranych
tkankach szczura

Celem poréwnania procesu dyspozycji badanego zwiazku w wybranych
tkankach zwigzanych z jego dystrybucja, eliminacja i miejscem dzialania na
kolejnych rycinach przedstawiono zaleznosci pola pod krzywa stezenie-czas od

podanej dawki zwigzku DL76.

30000 - - 600
Bl watroba
= é Bl nerki
= 20000- L1400 O B mozg
‘%‘D g B pluca
1 ) Bl surowica
= a3
S 10000 F200 2
< E
0- L0
3 6 9 15
dawka [mg/kg]

Ryc. 42. Zaleznosci pola pod krzywa stezenie-czas od dawki w surowicy (ng - h/mL) i badanych
tkankach (ng - h/g tkanki) szczura dla DL76 po jego podaniu dozylnym.

Jak wynika z ryc. 42 do najwiekszej kumulacji zwigzku DL76 po podaniu
dozylnym dochodzito w plucach, gdzie w przeciwienstwie do innych badanych
tkanek jego ilos¢ rosta wraz ze wzrostem podawanej dawki i byla to zaleznosc¢
liniowa (wsp6tczynnik determinacji wynosi 0.9944). W moézgu maksymalng
ekspozycje na DL76 zaobserwowano po podaniu dawki 6 mg/kg, natomiast
w nerkach po podaniu dawki 15 mg/kg. Iloéci badanego zwigzku w watrobie
byly zblizone niezaleznie od podawanej dawki. Niewielka ilos¢ DL76 w watrobie
w poréwnaniu z innymi tkankami moze S$wiadczy¢ o jego intensywnym

metabolizmie w tym narzadzie.
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Ryc. 43. Zaleznosci pola pod krzywa stezenie-czas od dawki w surowicy (ng - h/mL) i badanych
tkankach (ng - h/g tkanki) szczura dla DL76 po jego podaniu dozoladkowym.

Dla podania dozoladkowego (ryc.42), podobnie jak dla dozylnego, do
najwiekszej kumulacji badanego zwiazku dochodzilo w plucach, jednakze iloé¢
zwiazku spadata wraz ze wzrostem dawki, co koresponduje ze spadkiem jego
dostepnosci biologicznej. Podobnie dla mézgu i watroby iloé¢ badanego zwiazku
malala wraz ze wzrostem dawki. W przypadku nerek maksymalna ekspozycje na
DL76 obserwowano dla dawki 6 mg/kg.

Z analizy stosunkéw AUCianka/ AUCsurowica Wynika, ze po dozylnym
podaniu zwigzku DL76 najnizsze wartosci wystepowaly w watrobie, natomiast
najwyzsze w plucach niezaleznie od podawanej dawki. Dla podania
dozoladkowego dawka, dla ktérej wartosci w/w stosunkéw byly najwieksze we

wszystkich badanych tkankach okazata si¢ dawka 6 mg/kg.
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4.10. Dystrybucja zwiazku DL76 do erytrocytow

Na ryc.44 przedstawiono zalezno$¢  wspodlczynnika  podziatu
erytrocyty/osocze (Keso) od czasu zwiazku DL7. Badanie przeprowadzono dla
dwoch stezeri 600 11800 ng/mL. Otrzymane wyniki wykazaty, ze wspoétczynnik

ten nie zalezy od stezenia (r6znice nieistotne statystycznie, p<0.05).

2.5+
Ke/o
~®- 600 ng/mL
2.0 - 1800 ng/mL
1.5
1.0
0.5
0-0 T T T T 1
0 30 60 90 120 150

czas [min]

Ryc. 44. Zaleznos$¢ wspoélczynnika podzialu erytrocyty/osocze od czasu dla dwoch stezen
zwiazku DL76 (wartosci Srednie * SD, n=3).

Na ryc.45 przedstawiono zaleznos¢  wspdlczynnika  podziatu
erytrocyty/osocze od czasu badanego zwiazku po jego dozylnym podaniu
wdawkach 3 i 15 mg/kg m.c. W przeciwienstwie do badan in wvitro
w eksperymencie in vivo zaobserwowano wprost proporcjonalng zalezno$é

pomiedzy wspélczynnikiem podziatu, a podawang dawka.
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Ryc. 45. Zaleznosé wspélczynnika podzialu erytrocyty/osocze od czasu dla DL76 podawanego w
jednorazowej dawce dozylnej 3 lub 15 mg/kg (wartosci Srednie £ SD, n=3).

W tab. 33 zebrano $rednie wartosci wspotczynnikéw podziatu Ke/o oraz Ke/p
wyznaczone eksperymentalnie w badaniach in vivo oraz obliczone z réwnania (5)
zgodnie z teoria Hendelsona-Hasselbacha. W obliczeniach wykorzystano wartosci
wewnatrzkomorkowego pH przedstawione w publikacji, natomiast dane na temat
pKa badanego zwigzku wyznaczono teoretycznie przy pomocy programu

komputerowego Pallas [141].

Tab. 33. Przewidywane na podstawie kwasowo - zasadowej teorii podzialu oraz otrzymane
eksperymentalnie w badaniu in vitro Srednie wartosci wspolczynnikéw podziatu K, oraz Kep.

Ke/b I<e/(:u
przewidywane 1.40 2.01
otrzymane w badaniu in vitro 3.54 1.11

Jak wynika z danych przedstawionych w tab. 33 wartosci obliczone r6znily
sie od tych otrzymanych ekperymentalnie. R6znice te wynikaja prawdopodobnie
z faktu, ze kwasowo-zasadowa teoria podziatu nie uwzglednia wigzania zwiazku
DL76 z biatkami krwi lub erytrocytami, co moze mie¢ wplyw na wartosci

wspoélczynnikéw podziatu Ke/b i Ke/o wyznaczonych metoda in vitro.
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Ryc. 46. Zalezno$¢ wolnej frakceji (fu) od czasu wyznaczona in vitro dla dwoéch stezeh zwiazku
DL76 (wartosci Srednie, n=3).

Wyznaczono takze na podstawie réwnania (6), w sposéb posredni, stopien
wigzania badanego zwiazku =z bialkami krwi. Jak wynika z danych
przedstawionych w tab. 34 przy trzykrotnym wzroscie stezenia zaobserwowano
wzrost stopnia wigzania zwiazku DL76 z bialkami krwi (réznica istotna

statystycznie, p<0.05).

Tab. 34. Sredni procent wiazania zwiazku DL76 z bialkami krwi w zaleznosci od stezenia
obliczony na podstawie danych uzyskanych w eksperymencie in vitro.

Stezenie DL76 [ng/mL] Sredni procent wiazania z bialkami
600 69
1800 82
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

Badania farmakokinetyczne s3 niezbednym elementem badan
przedklinicznych nowych zwigzkéw, potencjalnych lekéw i w zaleznosci od
zachowania sie¢ zwigzku w organizmie pod wzgledem farmakokinetycznym
mozna odpowiednio planowaé dalsze etapy jego rozwoju. Podstawowym
warunkiem oceny farmakokinetyki nowego zwiazku jest dostep do odpowiedniej
metody analitycznej umozliwiajacej oznaczenie jego stezetn w materiale
biologicznym. Metody takie powinny by¢ opracowywane zgodnie z kryteriami
zawartymi w wytycznych FDA (ang. Food and Drug Administration) lub EMEA
(ang. European Medicines Agency), poniewaz odgrywaja istotng role
w zapewnieniu jakosci badan farmakokinetycznych.

Badany w niniejszej pracy, zwigzek DL76, jest nowa substancja chemiczna,
o stwierdzonym powinowactwie do receptoréw histaminowych Hs, dlatego tez
w pierwszym etapie badan nalezato opracowac metode analityczng umozliwiajaca
jego iloSciowe oznaczanie w ztozonej matrycy biologicznej.

W opracowanej i zwalidowanej, w ramach niniejszej pracy, oryginalnej
metodzie  oznaczania w  materiale  biologicznym = zwigzku  DL76
(1-[3-(4-tert-butylofenoksy) propylo]piperydyna) zastosowano technike
wysokosprawnej chromatografii cieczcowej w polaczeniu z tandemowa
spektrometria mas (LC/ESI-MS/MS). Technika ta stala si¢ obecnie wiodaca
w badaniach farmakokinetycznych ze wzgledu na swoja selektywnos¢ w stosunku
do oznaczanych zwigzkéw oraz wysoka czulos¢ [22, 28]. Nalezy ona do
unikalnych metod analitycznych umozliwiajacych nie tylko oznaczenia ilosciowe,
ale stala sie takze podstawowym narzedziem stosowanym w poszukiwaniu
nieznanych metabolitéw [21, 22].

W zwiazku z tym, ze ostateczne wytyczne EMEA (agencja europejska)
dotyczace walidacji metod analitycznych weszly w zycie dopiero w lutym 2012
opracowang metode oznaczania DL76 poddano procesowi walidacji zgodnie
z wytycznymi FDA (agencja amerykariska) przyjmujac sposéb postepowania oraz

kryteria zawarte w opracowaniu ,Guidance for industry, bioanalitical methods
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validation”[193, 195]. Proces ten obejmowal takie parametry jak: krzywa
kalibracyjna/liniowoé¢, precyzja powtarzalnosci (w jednym dniu) i precyzja
poérednia (w réznych dniach) oraz dokladnoéé. Zbadano takze rézne typy
stabilnosci (dtugoterminowa, krotkoterminowa, postpreparatywna
w autosamplerze i podczas trzykrotnego zamrazania i rozmrazania) oraz
wydajnosc¢ ekstrakcji. Wymienione parametry zostaly oszacowane dla wszystkich
analizowanych matryc. Technika LC/MS/MS, dzieki mozliwosci skanowania
jonéw macierzystych i potomnych oraz stosowaniu trybu zbierania danych SRM,
pozwala na uzyskanie wysokiej selektywnosci w stosunku do oznaczanego
zwigzku. W niniejszej pracy z zastosowaniem tej techniki oraz korzystajgc
zdanych  tabelarycznych  zawartych ~w  dostepnych  publikacjach
charakteryzujacych zmiane masy metabolitu w stosunku do masy zwiazku
macierzystego, jaka zachodzi w wyniku proceséw biotransformacji zaréwno I jak
ill fazy, zidentyfikowano takze gléwny metabolit zwigzku DL76, jakim
prawdopodobnie jest jego karboksylowa pochodna [164]. Dzigeki unikatowym
zaletom techniki LC/MS/MS takim jak mozliwos¢ identyfikacji zwigzkéw, dla
ktorych brak jest dostepu do wzorca, lecz znana jest ich masa molowa, mozliwe
stalo sie = monitorowanie = dynamiki zmian (stosunek pola  piku
chromatograficznego pochodzacego od badanego zwigzku do pola IS) metabolitu
DL76 w czasie. W zwiazku z brakiem wzorca metabolitu zwiazku DL76
koniecznego do sporzadzenia krzywych wzorcowych nie bylo mozliwe
oznaczenie jego bezwzglednych stezenn w badanych matrycach.

W opracowanej metodzie analitycznej zastosowano technike ekstrakcji
w ukladzie ciecz-ciecz do octanu etylu. Dzieki wysokiej czulosci zastosowanego
sposobu detekcji mozliwe byto wykorzystanie niewielkiej ilosci matrycy (100 pL).
Badany zwigzek rozdzielano na kolumnie chromatograficznej, a nastepnie
oznaczano iloSciowo po wczeéniejszej jonizacji w Zrddle jonoéw. Rozdziat
prowadzono w warunkach gradientu fazy (acetonitryl/woda), przy szybkosci
przeptywu 300 pL/min, a jako rodzaj jonizacji zastosowano elektrorozpylanie
(ESI). W celu zwiekszenia jonizacji oznaczanego zwigzku do fazy ruchomej

dodawano kwas mréwkowy. Opracowana metoda cechowala si¢ zadawalajaca
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precyzja i dokladnoécig we wszystkich badanych matrycach. Wykazano liniowoé¢
krzywych wzorcowych dla badanego zwiazku w zakresie od 1 do 2000 ng/mL,
aLLOQ we wszystkich matrycach wynosit 1ng/mL. Wydajnos¢ ekstrakeji
zwiazku DL76 z surowicy krwi szczura wynosita 66.6 £9.5 %.

Badanie  stabilnoéci  krétkoterminowej  oznaczanego  zwigzku
w analizowanych matrycach wykonywano w warunkach charakterystycznych dla
przygotowywania prébek do analizy (25°C, 2h). Otrzymane wyniki wykazaly
zadowalajaca trwalos$¢ (zmiany nie przekraczalty 15%). Réwniez na podstawie
wynikéw badan pozostalych rodzajow stabilnosci zwiazek zostal uznany za
stabilny we wszystkich badanych matrycach. Podczas przechowywania zwigzku
DL76 w matrycy w czasie 2 miesiecy w temperaturze -30°C takze nie
zaobserwowano znaczacych zmian stezenia.

Parametrem charakterystycznym dla walidacji metod z zastosowaniem
detekcji masowej jest znormalizowany wzgledny efekt matrycy. W opracowanej
W niniejszej pracy metodzie nie stwierdzono jego wystepowania w zadnej
z badanych matryc w stopniu mogacym mie¢ wplyw na doktadnos¢ oznaczen.

Ocene farmakokinetyki badanego zwiazku przeprowadzono na podstawie
analizy stezen w surowicy krwi i wybranych tkankach szczuréw po
jednorazowym podaniu dozylnym w czterech r6znych dawkach 3, 6, 9115 mg/kg
oraz podaniu dozoladkowym w trzech réznych dawkach 3, 6 i 9 mg/kg.
Rownolegle do analizy stezenia badanego zwigzku monitorowano takze
dynamike zmian jego karboksylowej pochodnej zidentyfikowanej technika
LC/MS/MS, jako potencjalny metabolit. Wielkos¢ stosowanych dawek
korespondowala z wynikami badari farmakodynamicznych. Dawke poczatkowgq
ustalono na podstawie EDsp wyznaczonej dla badanego zwigzku, ktéra wynosi
2.8+0.4 mg/kg p.o., natomiast dawki kolejne stanowily jej wielokrotnos¢ [190].

Poniewaz w zaleznosci od podawanej dawki najlepszy stopient
dopasowanie ( na podstawie Akaike Infirmation Criterion, AIC) uzyskano, albo
dla otwartego modelu dwukompartmentowego (dawki nizsze 3 i 6 mg/kg), albo
dla otwartego modelu tréjkompartmentowego (dawki wyzsze 9 i 15 mg/kg)

wcelu ujednolicenia wynikéw badaft i umozliwienia ich kompleksowej
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interpretacji obliczenia podstawowych parametréw farmakokinetycznych
prowadzono technika bezmodelowa. Zalezny od dawki charakter eliminacji
zwiazku, dwufazowy dla dawek nizszych i tréjfazowy dla wyzszych, podobny jak
w przypadku DL76, jest charakterystyczny dla niektérych antybiotykow
antracyklinowych np. doksorubicyny i moze by¢ rezultatem wystepowania
pozytywnej kooperacji w procesie wigzania tego leku z kardiomiocytami [196, 197,
198]. Wynikiem wystepowania dwoéch miejsc wigzacych, jednego o duzym
powinowactwie i matlej pojemnosci oraz drugiego o wiekszym powinowactwie
(efekt pozytywnej kooperacji) i duzej pojemnosci, jest dwufazowy proces
uwalniania si¢ doksorubcyny z kardiomiocytéw [198].

Wyniki przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badar wykazaly, ze
zwigzek DL76 charakteryzuje sie nieliniowa farmakokinetyka w zakresie
zastosowanych dawek. Duza warto$¢ objetosci dystrybucji ok. 30 L/kg przy
dawkach 6-15 mg/kg, moze Swiadczy¢ o intensywnej dystrybucji badanego
zwiazku i jego wigzaniu ze strukturami tkankowymi. Wzrost objetosci dystrybucji
z16 L/kg dla dawki 3 mg/kg do 35 L/kg dla dawki 9 mg/kg moze sugerowag, ze
wigzanie to jest zalezne od dawki. Wysoka wartoé¢ klirensu catkowitego (Srednio
10 L/h/kg dla dawek 3-9 mg/kg), znacznie przewyzszajaca szybkosé¢ przeptywu
krwi przez watrobe (ok.3.48L/h/kg) moze by¢ natomiast wynikiem
pozawatrobowego procesu metabolizmu zwiazku DL76 oraz potwierdzonego
w niniejszych badaniach znacznego wychwytu tego zwiazku do erytrocytow.
Potwierdza to takze fakt szybkiego pojawienia si¢ metabolitu DL76 w surowicy
krwi po podaniu dozylnym.

Znanych  jest  wiele  przyczyn  wystepowania  nieliniowosci
w farmakokinetyce na réznym etapie procesow ADME. Nieliniowos¢ moze
dotyczy¢ zar6wno wchlaniania, jak i dystrybucji lub eliminacji. Jedng z mozliwych
przyczyn wystepowania tego zjawiska jest wplyw transporteréw blonowych na
farmakokinetyke danego zwigzku. Najwieksze znaczenie sposréd znanych biatek
transportowych ma P-glikoproteina. Zblizona strukturalnie do zwigzku DL76
terfenadyna jest substratem tego transportera, w zwiazku z czym w niniejszej

pracy podjeto probe zbadania wplywu P-glikoproteiny na farmakokinetyke
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zwigzku DL76 [199, 200]. Badania przeprowadzono dla dawki 6 mg/kg
podawanej dozylnie lub dozotadkowo po wczesniejszym podaniu werapamiluy,
bedacego inhibitorem P-gp. W przypadku podania dozylnego AUC wzrosto
o ok. 20%, natomiast dla podania dozotadkowego wzrost byl prawie czterokrotny
(81.74 vs 346.83ng- h/g). Zaobserwowano réwniez znaczny spadek (Srednio
0 90%) ilosci metabolitu w surowicy krwi, a poniewaz werapamil jest inhibitorem
nie tylko P-gp, ale réwniez CYP3A4 moze to $wiadczy¢ o tym, ze biotransformacja
zwigzku DL76 do jego karboksylowej pochodnej zachodzi wtasnie za
posrednictwem tego izoenzymu [201]. Wzrost AUC po podaniu dozotagdkowym
w obecnosci werapamilu moze sugerowac, ze wchlanianie DL76 jest zalezne od P-
gp, jednakze interpretacje wynikéow komplikuje fakt, ze werapamil hamuje takze
metabolizm badanego zwigzku. Wzrost AUC zaréwno po podaniu
dozotagdkowym, jak i dozylnym moze natomiast swiadczy¢ o tym, ze P-gp ma
wplyw nie tylko na proces wchianiania, ale takze na dyspozycje zwigzku DL76.
Biorac pod uwage fakt, ze w przypadku, zblizonej strykturalnie do zwiazku DL76,
terfenadyny zar6wno ona sama jak i jej karboksylowa pochodna (analogiczny
metabolit zaobserwowano dla DL76) sa substratami P-gp zalezno$¢ pomiedzy
aktywnoscia P-gp i CYP3A4 oraz ich wplyw na farmakokinetyke zwigzku DL76
moze by¢ bardzo zlozony [199, 202].

Przypuszczalng przyczyna nieliniowodci farmakokinetyki badanego
zwigzku moze by¢ zmiana szybkosci eliminacji wraz ze wzrostem podawanej
dawki [203]. Jedna z mozliwych przyczyn wystepowania tego zjawiska moze by¢
nieliniowy charakter procesu wigzania z biatkami lub elementami morfotycznymi
krwi [177, 178, 179]. Ma to szczegodlne znaczenie dla lekéw charakteryzujacych sie
niskim wspoétczynnikiem ekstrakcji, dla ktorych klirens jest wprost proporcjonalny
do stezenia wolnej frakcji [204]. W niniejszej pracy zbadano zaleznos¢
wspolczynnika podziatu erytrocyty/osocze w zaleznosci od dawki badanego
zwigzku. W badaniach in vivo zaobserwowano, ze po ustaleniu si¢ réwnowagi
dystrybucyjnej wspélczynnik ten jest prawie trzykrotnie wyzszy dla wyzszej
dawki, czyli wraz z jej wzrostem nieproporcjonalnie wiecej zwigzku przechodzi

do erytrocytow i wigze z ich strukturami takimi jak blona erytrocytarna,
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hemoglobina lub anhydraza weglanowa. Poniewaz parametry farmakokinetyczne
byly liczone na podstawie stezerr oznaczanych w surowicy, a nie w petnej krwi
zjawisko to potencjalnie moglo mie¢ wplyw na wystgpienie nieliniowoSci.
O wigzaniu sie zwiazku DL76 zerytrocytami $wiadcza takze wyniki badania
przeprowadzonego in  vitro. Wspolczynnik podzialu  erytrocyty/bufor
wyznaczony w tym eksperymencie byl ponad dwa razy wyzszy (1.4 vs 3.54) niz
obliczony teoretycznie na podstawie kwasowo-zasadowej teorii podziatu.
Wyznaczony w eksperymencie in vitro wsp6tczynnik podziatu erytrocyty/osocze
wynosil natomiast ok. 1 niezaleznie od iloéci dodawanego zwigzku DL76. Réznice
pomiedzy wynikami eksperymentéw in vivo i in vitro moga wynikac¢ z faktu, ze
o ostatecznym stopniu wigzania badanej substancji z erytrocytami decyduje
szereg czynnikow fizjologicznych np. obecnos¢ kofaktorow, ktorych
wystepowania nie odzwierciedlaja w pelni warunki in vitro. Podobnie jak
wigzanie z biatkami, wigzanie z erytrocytami oraz innymi elementami
morfotycznymi krwi (plytki krwi, leukocyty), moze mie¢ charakter nieliniowy, co
bedzie mialo wplyw na dystrybucje badanego zwiazku w organizmie [179, 205].
W przypadku zwigzku DL76 wyznaczony w sposob posredni metoda in vitro
procent wigzania zwigzku DL76 z biatkami krwi okazat sie¢ by¢ zaleznym od
stezenia.

Dostepnosc¢ biologiczna zwiazku zalezy od szeregu czynnikéw, a jednym
z nich sg wtasciwosci fizykochemiczne substancji. Dla zwigzku DL76 korzystajac
z programu komputerowego wyznaczono wartosci pKa, TPSA i logD, a takze
obliczono liczbe miejsc zar6wno o donorowym jak i akceptorowym charakterze
wigzan wodorowych. Na podstawie tych danych oraz masy czasteczkowej
badanej substancji korzystajac z ,reguly pieciu, Lipinskiego mozna in silico
przewidzie¢ czy substancja bedzie si¢ dobrze wchiania¢ po podaniu doustnym.
Zgodnie z przeprowadzonymi obliczeniami zwiazek DL76 powinien wykazywac
dostepnoé¢ biologiczng w granicach 80-90% [102]. W przeprowadzonych
badaniach zaobserwowano jednak znacznag zalezno$¢ dostepnosci biologicznej
badanego zwigzku od podawanej dawki, ktéra dla 3 mg/kg wynosita ok. 61%,
natomiast dla dawek wyzszych 6 i 9 mg/kg spadata do ok. 9%. Niezgodnos¢é
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miedzy wynikami in silico i rezultatem eksperymentu in vitro mozna objaénic¢
miedzy innymi tym, ze regula Lipiniskiego jest prawdziwa jedynie dla zwigzkéw,
ktore przechodza przez blony biologiczne wylacznie na drodze dyfuzji biernej.
Druga przyczyna rozbieznosci moze by¢ fakt, ze zwigzek podawany jest w postaci
soli szczawianowej, natomiast obliczenia in silico prowadzone byly dla wolnej
zasady. Zalezna od dawki biodostepnoé¢ mozna zaobserwowaé np. dla
niektérych lekéw przeciwpadaczkowych takich jak gabapentyna (wysycenie
mechanizmu transportu), czy karbamazepina (staba rozpuszczalnos¢) [206, 207].
W  niniejszej pracy zbadano rozpuszczalnoé¢ szczawianu zwigzku DL76
wréznych warunkach pH i temperatury. Najwyzsza rozpuszczalnosé
zaobserwowano dla pH wynoszacego 4.6, natomiast najnizsza dla pH 1.2. Zgodnie
z oczekiwaniami wraz ze wzrostem temperatury rozpuszczalnosé soli rosta, przy
czym wplyw temperatury na rozpuszczalno$¢ byt najwiekszy dla pH 4.6.
Najnizsza rozpuszczalnosé badanego zwiazku w pH charakterystycznym dla soku
zoladkowego moze przypuszczalnie mie¢ wplyw na zmniejszenie sie dostepnosci
biologicznej DL76 wraz ze wzrostem dawki podawanej dozotadkowo. Zwigzek
podawany byt, jako roztwér w wodzie do injekcji o neutralnym pH, przy zmianie
Srodowiska na kwasne mogto nastepowac jego wytracanie si¢ w postaci osadu.

W niniejszej pracy badano takze dystrybucje zwigzku DL76 do narzadéw
zwiazanych z eliminacja takich jak watroba i nerki, dystrybucja - ptuca oraz do
miejsca jego dziatania, czyli mézgu. Analiza stezen DL76 w wybranych tkankach
szczura wykazala zgodnie z oczekiwaniami na podstawie duzej objetosci
dystrybucji tego zwigzku znaczaca dystrybucje. Najwieksza ekspozycje na DL76
obserwowano w plucach, natomiast najmniejsza w watrobie. Taki typ dystrybucji
moze by¢ uwarunkowany z jednej strony zré6znicowanym przeplywem krwi przez
tkanki, a z drugiej udzialem r6znych mechanizméw odpowiedzialnych za ten
proces. W przypadku lekéw o charakterze zasadowym istotng role w dystrybucji
moze odgrywac ich niespecyficzne wigzanie z fosfolipidami bton komérkowych
oraz lizosomotropizm. Tkanki bogate w lizosomy tworza wewnatrzkomorkowy
subkompartment o charakterze kwasnym. Ich kwasne srodowisko stanowi

pulapke dla lekéw zasadowych sprzyjajac  wskutek dysoscjacji ich

109



DYSKUSJA WYNIKOW

wewnatrzkomorkowej kumulacji [208]. W badaniach szczegélng uwage
poswiecono ocenie dyspozycji badanego zwigzku do poszczegdlnych struktur
moézgu. Oznaczano stezenia zwigzku DL76 w strukturach szczegdlnie bogatych
w receptory histaminowe Hs takich jak kora mézgowa, hipokamp oraz prazkowie.
Réznice w ilosci DL76 w w/w strukturach okazaly sie nieistotne statystycznie.

Korzystajac z unikalnych mozliwosci, jakie zapewnia spektrometria mas
wytypowano takze, w niniejszej pracy, gléwny metabolit DL76, jakim
prawdopodobnie jest jego karboksylowa pochodna. Podobny charakter ma
teksofenadyna, metabolit zblizonej strukturalnie do zwigzku DL76 terfenadyny
[202]. Dzieki zastosowaniu odpowiedniej metody analitycznej mozliwa byla nie
tylko analiza iloSciowa badanego zwiazku, ale takze monitorowanie dynamiki
zmian gléwnego metabolitu zwigzku DL76. Otrzymane wyniki wskazuja na
wystepowanie pozawatrobowego metabolizmu DL76, o czym $wiadczy szybkie
iw znacznej ilosci pojawienie sie metabolitu po podaniu dozylnym leku
macierzystego oraz wysoka wartos¢ klirensu catkowitego, kilkakrotnie
przewyzszajaca szybkos¢ przeptywu krwi przez watrobe. Najwieksze iloSci
metabolitu obserwowano zaré6wno w surowicy, jak i watrobie po podaniu dawki
6 mg/kg niezaleznie od drogi podania, natomiast w najmniejszej iloéci metabolit
wystepowal w ptucach i jedynie w tej tkance iloé¢ zwiazku macierzystego rosta
proporcjonalnie do podawanej dozylnie dawki. Zaleznoé¢ pomiedzy aktywnoscia
biatka transportowego P-gp, a ilosciag powstajacego metabolitu moze by¢ bardzo
zlozona, jedni autorzy uwazaja, ze wzrost aktywnoSci P-gp powoduje
jednoczesnie wzrost metabolizmu danego zwigzku, natomiast inni sugerujg, ze
zachodzi zjawisko odwrotne ze wzgledu na wystepowanie konkurencji o substrat,
chyba, ze metabolizm ma charakter nieliniowy [209].

Na podstwie wykonanych dotychczas badafi mozna stwierdzié, ze
farmakokinetyka zwigzku DL76 jest nieliniowa w zakresie podawanych
w przeprowadzanych eksperymentach dawek. Jedna z mozliwych przyczyn
nieliniowoéci moze by¢ zalezny od dawki charakter wigzania badanego zwigzku
z biatkami krwi, erytrocytami lub tkankami. Wyjasnienie tego procesu wymaga

jednakze dodatkowych badan.
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e Opracowana i zwalidowana oryginalna metoda oznaczania zwigzku DL76
z zastosowaniem techniki LC/MS/MS spelnia kryteria walidacji dotyczace
oznaczania substancji w zlozonej matrycy biologicznej, oraz umozliwia
monitorowanie dynamiki zmian poziomu metabolitu tego zwiazku.

e Parametry farmakokinetyczne zwigzku DL76 zmieniaja sie wraz z dawkga, co
Swiadczy o nieliniowosci jego farmakokinetyki u szczuréw w zakresie
badanych dawek.

e W dyspozycji zwigzku DL76, szczeg6lnie w procesie wchianiania i dystrybucji,
istotna role moze odgrywac P-glikoproteina.

e Glownym izoenzymem zaangazowanym w metabolizm badanego zwigzku
i odpowiedzialnym za powstawanie jego karboksylowej pochodnej
prawdopodobnie jest CYP3A4.

e Ocena procesu dystrybucji zwiazku DL76 wymaga uwzglednienia
erytrocytow, ktére moga stanowic¢ odrebny kompartment.

e Zwiazek DL76 wykazuje zmienng dostepnos¢ biologiczng, ktéra drastycznie
spada wraz ze wzrostem podawanej dawki.

e Przewidywane in silico wartosci dostepnosci biologicznej znalazly

potwierdzenie in vivo jedynie dla niskiej dawki (3 mg/kg).
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Badania  farmakokinetyczne stanowia integralng czeé¢  badan
przedklinicznych nowych zwiazkéw, potencjalnych lekéw. Oszacowanie profilu
farmakokinetycznego umozliwia szybsza selekcje zwiazkéw, kandydatéw na lek,
rokujacych dalszy rozwdj, co z kolei powoduje redukcje kosztow i oszczednosé
czasu przeznaczonych na dalsze badania. W zaleznosci od zachowania sie
zwigzku w organizmie pod wzgledem farmakokinetycznym mozna odpowiednio
planowac dalsze etapy jego rozwoju.

Zwiazek DL76 jest przykladem nieimidazolowych antagonistoéw receptora
histaminowego Hi. Zwiazki bedace antagonistami tego receptora mogltyby znalezé
zastosowanie w terapii zaburzerr pamieciowo-poznawczych (choroba Alzheimera,
otepienie, ADHD), snu i czuwania (narkolepsja), schizofrenii, otylosci oraz bélu
neuropatycznego.

Celem przeprowadzonych i opisanych w niniejszej pracy badan byla ocena
wladciwosci farmakokinetycznych DL76 oraz weryfikacja jego dostepnosci
biologicznej przewidzianej in silico, na podstawie fizykochemicznej
charakterystyki tego zwigzku, z wynikami badania ADME prowadzonego
w warunkach in vivo.

W pierwszym etapie badar opracowano i zwalidowano oryginalng metode
analityczng, pozwalajaca nie tylko na analize stezeri badanego zwiazku w réznych
matrycach biologicznych takich jak surowica krwi i homogenaty tkanek (watroba,
pluca, nerki, moézg), ale takze na ocene dynamiki zmian iloSci metabolitu zwigzku
DL76 w czasie. Badania analityczne wykonano korzystajagc z chromatografu
cieczowego sprzezonego z tandemowym spektrometrem mas (LC/MS/MS -
Agilent Technologies, AB SCIEX).

W  kolejnym etapie przeprowadzono analize stezenn zwigzku DL76
w organizmie szczura po jego jednorazowym podaniu dozylnym (3, 6, 9 lub
15 mg/kg) lub dozotadkowym (3, 6 lub 9 mg/kg). Na podstawie uzyskanych
danych przeprowadzono ocene liniowosci farmakokinetyki zwigzku DL76.

Nastepnie korzystajac z techniki bezmodelowej wyznaczono podstawowe
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parametry farmakokinetyczne badanego zwigzku w poszczegélnych matrycach
biologicznych. Przeprowadzono takze badania majace na celu oszacowanie
potencjalnego wplywu biatka transportowego, P-glikoproteiny, na dystrybucje
zwiazku DL76, ocene dynamiki zmian iloSci metabolitu tego zwigzku w surowicy
i homogenatach tkanek, a takze analize w warunkach in vivo oraz in vitro
dystrybucji DL76 do erytrocytéw, jako kompartmentu farmakokinetycznego.

W badaniach wykazano, ze parametry farmakokinetyczne zwigzku DL76
zmieniaja si¢ wraz z dawka, co $wiadczy o nieliniowoéci jego farmakokinetyki
uszczurow w zakresie badanych dawek. Dystrybucja badanego zwigzku
w tkankach byla znaczna i nieréwnomierna, najwieksza ekspozycje na DL76
obserwowano w plucach, natomiast najmniejsza w watrobie, co moze $wiadczy¢
ojego intensywnym metabolizmie w tym narzadzie. Ponadto ocena procesu
dystrybucji zwiazku DL76 wymaga rowniez uwzglednienia erytrocytéw, ktére
moga stanowi¢ odrebny kompartment. Na podstawie przeprowadzonych badarn
mozna réwniez przypuszczaé, ze w dyspozycji zwiazku DL76, szczegolnie
w procesie wchilaniania i dystrybucji, znaczaca role odgrywa P-glikoproteina.
W przeprowadzonych badaniach wykazano takze, ze gléwnym izoenzymem
zaangazowanym w metabolizm badanego zwiazku i odpowiedzialnym za
powstawanie jego karboksylowej pochodnej prawdopodobnie jest CYP3A4.

Zwiazek DL76 wykazuje zmienng dostepnoé¢ biologiczng, ktéra
drastycznie spada wraz ze wzrostem podawanej dawki, a przewidywane in silico
wartosci dostepnosci biologicznej znalazlty potwierdzenie in vivo jedynie dla

dawki 3 mg/kg.
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Pharmacokinetic studies constitute an integral part of preclinical evaluation
of new compounds, potential drugs. Determination of pharmacokinetic profile
enables faster selection of compounds, drug candidates, for further development
which considerably reduces time and money necessary for this kind of research.
Depending on the pharmacokinetic behavior of the compound its future
development can be planned.

Compound DL76 is an example of nonimidazole Hs receptor antagonists.
Selective antagonists of this receptor may be potentially useful in the treatment of
some neuropsychiatric diseases such as attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD), Alzheimer disease, dementia, schizophrenia and also sleeping disorders
(narcolepsy), obesity and neuropathic pain.

The aim of the presented study was to determine the pharmacokinetic
properties of DL76 and also to compare the values of bioavailability of this
compound predicted in silico, based on its physicochemical characteristics, with
the ones calculated from the in vivo experiment.

In order to achieve this aim the original analytical method was developed
and validated using high performance liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (LC/MS/MS - Agilent Technologies, AB SCIEX). This
method enabled not only to quantify DL76 in complex biological matrices, such as
blood serum and tissue homogenates (liver, lungs, kidneys, brain), but also to
determine the changes of its main metabolite.

In the next step the concentrations of DL76 in rat’s serum and tissues
homogenates were determined after its intravenous administration in the doses of
3, 6, 9 and 15mg/kg or intragastric administration in the doses of 3, 6 and
9mg/kg. Based on these data the linearity of pharmacokinetic processes was
evaluated. Than using a non-compartmental analysis the pharmacokinetic
parameters were calculated in all investigated matrices. There were also studies
conducted estimating the potential influence of the transporting protein, P-
glycoprotein, on the disposition of DL76 and the relationship between the

presence of the main metabolite of investigated compound in different tissues and
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administered dose of the parent substance. The distribution of the DL76 to
erythrocytes, as a potential pharmacokinetic compartment was also evaluated.

The results showed that pharmacokinetics of DL76 has a non-linear
character in rats, and pharmacokinetic parameters change with the administered
dose. The distribution of DL76 was significant and uneven, the highest exposition
on the investigated compound could be observed in lungs and the lowest in liver,
what may indicate its intensive metabolism in this organ. In evaluation of total
distribution of DL76 erythrocytes should be taken into account since they may
constitute a separate pharmacokinetic compartment. Based on the conducted
studies it can also be assumed that the P-glycoprotein plays an important role in
the disposition, mainly in adsorption and distribution, of DL76. The obtained
results may also indicate that the main isoenzyme responsible for metabolism and
production of carboxylic derivative of DL76 is CYP3A4. The investigated
compound shows variable bioavailability, which was descending with the
increasing dose, and the predicted in silico values were in agreement with the ones

calculated based on the in vivo experiment only for the dose of 3 mg/kg.
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