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Abstrakt

Tato disertacni prace se vénuje vyvoji a praktickému vyuziti potkanich
modell u preklinickych farmakokinetickych studii. Analyza zabyvajici se
dopadem intra- a inter-individualni variability na vysledky v ramci
komparativnich studii na zviratech ukazala, Ze cross-over uspotradani piinasi
u téchto experimentli presnéjsi zaveéry nez Casto vyuzivany paralelni design.
Vysledky ziskané na zaklad€¢ paralelniho uspotradani se v ramci tohoto
rozboru velmi 1iSily (AUChst 9,62-44,62 mg/ml.min.g). U vice nez Ctvrtiny
studii by navic bylo nespravné usouzeno, Ze maji porovnavané lékové
formulace jiné farmakokinetické vlastnosti, piestoze jde ve skutecnosti o
identicky produkt.

Praktické vyuziti cross-over uspotfddani demonstruji farmakokinetické
studie, porovnavajici absorpci riznych formulaci s abirateronem a
cinakalcetem. Nova, inovovand formulace s abirateronem se nala¢no
vstiebavala 1épe neZ reference (AUCps reference 30,3 mg/ml.min.g,
inovovana formulace 81,0 mg/ml.min.g), coz odpovida oéekavanim na
zaklad¢é predchozich in vitro dat. Podafilo se také vytvofit model pro
testovani vlivu soucasné pozité potravy na absorpci, jenz byl na téchto
formulacich vyzkousen. Ve shodé¢ s literarnimi daji zde referenéni produkt
s jidlem dosahl dvojnasobné vysSich hodnot AUCns nez nala¢no (80,7
mg/ml.min.g po jidle, 40,0 mg/ml.min.g nala¢no). Soucasna aplikace
abirateronu a cinakalcetu s cykloheximidem, inhibitorem sekrece
chylomikront, v obou pfipadech vyustila ve snizenou absorpéni schopnost
oproti samostatnému podani (AUClas pro abirateron samostatné 12,3 vs. 5,5
ng.hod/ml s cykloheximidem; pro cinakalcet samostatné 66,6 vs. 46,2
ng.hod/ml s cykloheximidem).

V ramci vyzkumu bylo dale stanovovano zalude¢ni pH potkanti. Potkani
maji v zaludku nala¢no o néco vys$si pH (3,5), nez jaké najdeme u lidi (1-2).
Hodnoty lze ovSem upravit aplikaci pentagastrinu, po némz se pH zaludku
pripodobiuje lidskym podminkam, nebo omeprazolu, kdy pH naopak roste
k hodnotam, které se objevuji u lidi trpicich hypochlorhydrii. Tyto
modulatory pH mohou byt vyuzity pii sledovani farmakokinetiky 1é¢iv
s pH-dependentni  absorpci, jak ukazuje prakticky piiklad studie
s dasatinibem.

Posledni ¢ast prace se dotyka toxikokinetiky, kdy se zde popisuje model
pro hodnoceni post-mortem redistribuce alprazolamu u potkant.
Plazmatické koncentrace 1é¢iva byly ve vSech Casovych bodech vyssi nez
pied umrtim, pticemz celkovych nejvyssich hodnot bylo dosazeno v tukové
a jaterni tkani. Zatimco v plicich se mnozstvi alprazolamu pfili§ neménilo,
v jaterni, ledvinné a srdecni tkani byl v pribéhu 24 hod zaznamenan



koncentracni vzestup. Navzdory limitim tohoto experimentu lze tedy
ocekavat, ze i u lidi dochdzi po smrti k mirné redistribuci alprazolamu, jez
mize ovlivnit interpretaci toxikologickych dat pfi vySetiovani tumrti, ktera
jsou s pouzitim alprazolamu spojena.

Klic¢ova slova

Farmakokinetika, potkani model, variabilita, cross-over uspofadani,
zalude¢ni pH, post-mortem redistribuce



Abstract

This thesis addresses the topic of development and practical utilization
of rat models in preclinical pharmacokinetic studies. An analysis dealing
with the impact of intra- and inter-individual variability on the results of
animal comparative studies showed that cross-over design brings more
accurate conclusions in these experiments than the often-used parallel
setting. Results obtained on the basis of a parallel design significantly
differed in our investigation (AUCis from 9.62 to 44.62 mg/ml.min.g).
Furthermore, in more than a quarter of studies it would be misjudged that
the compared drug formulations have different pharmacokinetic properties,
though they are in fact the same product.

The practical use of cross-over design is demonstrated in
pharmacokinetic studies comparing the absorption of various formulations
with abiraterone and cinacalcet. In a fasted state, a new, innovated
formulation with abiraterone was better absorbed than the reference
(AUCpst of a reference 30.3 mg/ml.min.g, innovated formulation 81.0
mg/ml.min.g). Thiscorresponds to anticipations based on previous in vitro
data. We also managed to develop a model for testing the influence of
concomitantly consumed food on absorption, which has been tried out in
these formulations. In accordance with information from literature, the
reference product reached twice as high values of AUC\.s with food than in
a fasted state (80.7 mg/ml.min.g with food, 40.0 mg/ml.min.g in a fasted
state). The concomitant application of abiraterone and cinacalcet
with cycloheximide, an inhibitor of chylomicron secretion, in both cases
lead to decreased absorption capacity in contrast to separate administration
(AUCpst of abiraterone separately 123 vs. 5.5 nghod/ml
with cycloheximide; AUChg of cinacalcet separately 66.6 vs. 46.2
ng.hod/ml with cycloheximide).

Gastric pH of rats was also determined within the research. Rats have
slightly higher gastric pH in a fasted state (3,5) compared to humans (1-2).
However, the values can be modified either by the administration of
pentagastrin, after which the pH in the stomach resembles human
conditions, or omeprazole, resulting in the pH growing to values of people
suffering from hypochlorhydria. These modulators of pH can be used in
observation of the pharmacokinetics of drugs with pH-dependent
absorption, as it is shown in a practical example of a study with dasatinib.

The last part of the thesis concerns toxicokinetics, describing a model
for the evaluation of post-mortem redistribution of alprazolam in rats.
Plasma concentrations of the drug at all time points were higher than before
death, whereas overall peaks were reached in adipose and liver tissue.
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Although the total amount of alprazolam in the lungs had not changed
much, a rise in concentration was recorded in the liver, renal and heart
tissues in the course of 24 hours. Despite the limits of this experiment, it can
be expected that moderate post-mortem redistribution of alprazolam occurs
in humans. That can have an impact on the interpretation of toxicological
findings in the investigation of deaths related to the use of alprazolam.

Key words

Pharmacokinetics, rat model, variability, cross-over design, gastric pH,
post-mortem redistribution
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1. Uvod

Kvalitni provedeni preklinickych farmakokinetickych studii je
dalezitym kamenem pfi vyvoji novych 1éCiv, at’ uz se jednd o latky zcela
nové, nebo o vyvoj novych 1ékovych formulaci s inovovanymi vlastnostmi.
A pfestoze klinické farmakokinetické studie maji velmi propracovanou
metodologii, postuptim v ramci vyzkumu na zvifatech se zdaleka nevénuje
tolik pozornosti, Casto se zde stile vyuzivaji tradi€ni postupy a
k modernizaci dochdzi pomalu. Ve své praci jsem se zaméfila na faktory,
které mohou provedeni téchto preklinickych studii a kvalitu ziskanych
vysledkti ovlivnit, a na vyvoj modell pro ruzné farmakokinetické a
toxikokinetické studie provadéné na potkanech.

2. Hypotézy a cile prace

Stanovené hypotézy:

1. Cross-over usporadani u kratkodobych komparativnich
farmakokinetickych studii vyznamné sniZzuje dopad variability ve
farmakokinetice a pfinasi presnéj$i vysledky pii mozné redukci poctu
zvitat.

2. Zaludeé¢ni pH potkani se bude ménit v zavislosti na naplni Zaludku a
podani omeprazolu/pentagastrinu.

3. Post mortem koncentrace alprazolamu se budou v krvi/riznych
organech v ¢ase ménit. Tohoto principu lze vyuZzit pro stanoveni doby
umrti.

Cilem prace bylo:

1. Porovnat dopad inter- a intra-individualni variability ve farmakokinetice
na vysledky in vivo preklinickych studii pfi paralelnim a cross-over
uspofadani; pfiloha 1.

2. Vyvinout a zavést inovativni design preklinického in vivo testovani
bioekvivalence ve stavu nala¢no a dale jej upravit pro hodnoceni vlivu
soucasné pozité potravy na absorpci 1éCiva; piilohy 2 a 3.



3. Stanovit Zzaludeéni pH potkani nalacno a po aplikaci
omeprazolu/pentagastrinu, a vyvinout tak animalni model pro testovani
vlivu pH v gastrointestindlnim traktu na absorpci lé¢iv po podani per os;
ptiloha 4.

4. Vytvotit model pro hodnoceni post-mortem redistribuce alprazolamu na
potkanech; pfiloha 5.

3. Materidl a metodika

Metody experimentli jsou v plném rozsahu uvedeny v pfiloZzenych
publikacich.

Vsechny studie byly provedeny na potkanech kmene Wistar. U
farmakokinetickych studii porovnavajicich absorpci dvou nebo vice
formulaci jsme zvolili cross-over uspofadani. VétSina téchto studii
probihala v rezimu nala¢no, kdy méli potkani odepieny ptistup k potravé po
dobu 4 hod pred podanim testované latky a nasledné dalsi 4 hod po aplikaci
lékové formulace. Pokud jde o studii zabyvajici se vlivem potravy na
absorpci, tento postup byl za u¢elem standardizace rovnéz dodrZen, pfi¢emz
soucasné s podanou davkou 1é¢iva potkani obdrzeli pfimo do zaludku smés
1 ml olivového oleje a 1 ml tekuté vyzivy Nutridrink (Nutricia, Danone,
Amsterdam, Nizozemsko). Po vyhodnoceni vysledkt této studie jsme vSak
zjistili, Ze stav po jidle neni navozen dostate¢né. Toto nésledné potvrdily
také in vitro experimenty provedené na VSCHT. Proto byla studie
zopakovana s drobnymi upravami. Tentokrat meéli potkani, zatazeni do
skupiny s aplikaci po jidle, neomezeny pfistup k potravé po celou dobu
experimentu. Smés olivového oleje a Nutridrinku byla navic 3 min pred
aplikaci zhomogenizovana za pouziti vortexu, abychom zajistili stabiln&;jsi
smés.

Priloha 3 se zabyva porovnanim dvou riznych metod pouzivanych
ke zkoumani lymfatické absorpce 1éCiv. V ramci této publikace jsem
spolupracovala na dvou studiich, jez mély za cil ohodnotit vliv
cykloheximidu, inhibitoru sekrece chylomikronil, na absorpci abirateronu a
cinakalcetu. V prvni periodé se stanovoval farmakokineticky profil
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samostatné aplikovanych 1é¢iv, ve druhé periodé byli potkani
premedikovani cykloheximidem v davce 3 mg/kg (i.p. 1 hod pied aplikaci
1é¢iva). Davkovani 1é¢iva opét probihalo ve stavu nalac¢no (4 hod pied a 4
hod po aplikaci). Pfi testovani abirateronu byly vzorky krve odebirany po
dobu 10 hod, u cinakalcetu jsme zvolili delsi casovy tsek, 24 hod.

Pii hodnoceni zaludeéniho pH jsme se rozhodli pro delsi interval
lacnéni, a sice 12 hod pfed méfenim. Potkantim byly podany nasledujici
modulatory zalude¢niho pH: omeprazol i.p. 2 hod a 12 hod pied métenim a
pentagastrin s.c. 20 min pfed méfenim zalude¢niho pH.

Nasledné jsme provedli dalsi komparativni farmakokinetickou studii
s dasatinibem,  pfedstavitelem 1é¢iva s pH-dependentni  absorpci.
Porovnavaly se dvé rlzné formulace (reference a test) pii aplikaci
s omeprazolem nebo pentagastrinem ve stavu nala¢no. Dasatinib byl
aplikovan p.o. gastrickou gavazi v davce 3,75 mg ve formé vodné suspenze.
Mezi davkovanimi v prvni a druhé periodé jsme ponechali wash-out periodu
48 hod. Vzorky krve byly odebirany prostiednictvim kanyly pied
davkovanim a nasledné 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8 a 10 hod po podani
dasatinibu. Ostatni postupy jako kanylace, perioperaéni péce nebo
zpracovani krevnich vzorkdi probihaly obdobné¢ jako u jinych
komparativnich farmakokinetickych studii. Ke statistické analyze a
vytvofeni grafii byl pouzit software Phoenix WinNonlin® 8.3 (Certara,
Princeton, USA) a GraphPad Prism 3.02 (GraphPad Software, San Diego,
USA).

Post-mortem redistribuce alprazolamu, kterou se zabyva Pfiloha 5, byla
studovana opét na potkanech. Po uvedeni do anestezie pomoci isofluranu (2
az 5 %) byl vSem potkantim aplikovan alprazolam (i.p., 4 mg pro potkany
s hmotnosti < 250 g, 6 mg pro potkany s vy$§i hmotnosti). Po 30 min
nasledoval odbér vzorku kardialni krve pomoci punkce a nasledné byli
vsichni potkani usmrceni cervikalni dislokaci. V ¢asech ihned po usmrceni,
2 hod, 6 hod a 24 hod po smrti pak byly potkantim odebrany vzorky krve a
nekterych tkani (jatra, ledvina, srdce, plice, mozek a abdominalni tuk).
Ziskané vzorky jsme dale pouzili k analyze koncentraci alprazolamu.
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4. Vysledky

Vysledky experimentli lze najit v plném rozsahu v pfilozenych
publikacich.

Studium vlivu paralelniho a cross-over uspofadani na miru inter- a intra-
individualni variability pfi farmakokinetickych studiich je popsano v Ptiloze
1. Celkem 24 potkaniim, rozdélenym do 6 skupin (A-F), byla za stejnych
podminek podéavana stejna formulace s abirateron acetatem. Geometricky
primér AUCi jednotlivych skupin se pohyboval v rozmezi od 9,62 do
44,62 mg/ml.min.g, pfi¢emz celkovy geometricky pramér (90% CI) vSech
hodnot z téchto skupin ¢inil 24,36 (23,79-41,00) mg/ml.min.g. Jiné skupiné
potkanti (n=6) byla stejna formulace podana ve dvou za sebou nasledujicich
periodach (IIV1 a IIV2). Geometricky primér AUCis (90% CI) této
skupiny mél hodnotu 26,29 (20,56-47,00 mg/ml.min.g.

Pro vSechny mozné dvojkombinace paralelnich skupin A-F a dale pro
ob¢ periody zIIV studie byla vypocitana bioekvivalence. Konfiden¢ni
intervaly pfi parovém porovnani skupin A-F ve 4 pfipadech z 15
neobsahovaly hodnotu 100 %.

Dale byly na zakladé¢ inter-individudlni variability pozorované
v paralelnich a cross-over skupinich vytvofeny simulace pravdépodobnosti,
ze vysledny pomér spadne do rozmezi 80-125 % (standardni akceptacni
rozmezi hodnoceni bioekvivalence). Tato pravdépodobnost pro cross-over
design ¢inila 76 %, zatimco pro paralelni uspofadani pouze 49 %.

Ptiloha 2 popisuje dvé modelové studie na potkanech, pii kterych byly
porovnavany farmakokinetické profily riznych formulaci s abirateronem.
Prvni studie porovnavala referenéni produkt sinovovanou formulaci
nalacno. Rychlost absorpce byla u testované formulace podstatné vyssi nez
u reference, coz potvrzuje pifiblizné 4x vys$i hodnota Cmax @ niZ8i Tmax
(pfestoze rozdil mezi hodnotami Tmax mezi obéma formulacemi nebyl
signifikantni). Celkové dosahla testovanad formulace pfiblizné 2,7x vySsi
miry absorpce v porovnani s referenc¢nim produktem.

Druha studie popsand v Piiloze 2 se zabyvala vlivem potravy na
absorpci stejnych dvou formulaci abirateronu jako v piedeslém piipade
(reference a inovovand testovand formulace). Reference se zde vyrazné 1épe
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vstiebavala po jidle, jak potvrzuje pfiblizné 2,4x vySsi hodnota Cmax a 2X
vyssi hodnota AUC). U testované formulace naopak nebyly zaznamenany
prilisné rozdily mezi podanim nalacno a po jidle.

Studie hodnotici vliv premedikace cykloheximidem na absorpci
abirateronu a cinakalcetu detailnéji popisuje Pfiloha 3. Cykloheximid
signifikantné snizil absorpci obou 1é¢iv, kdy u abirateronu byl zaznamenan
pokles AUC na méné nez polovinu. V piipad¢ cinakalcetu byl pokles AUC
béhem prvnich 12 hod jesteé vyraznéjsi (AUC pii aplikaci s cykloheximidem
dosahovalo pouze tfetinové hodnoty). Béhem dalSich 12 hod vSak doslo
k masivnimu vstiebavani cinakalcetu, diky ¢emuz byla vyslednd hodnota
AUC po 24 hod u cykloheximidu pouze o jednu tfetinu niz8§i nez pii
aplikaci bez cykloheximidu. Tmax tak byl u cykloheximidové skupiny
vyznamné opozdény v porovnani se skupinou bez premedikace.

Vysledky studie zabyvajici se Zalude¢nim pH potkand a moznostmi jeho
ovlivnéni popisuje Pfiloha 4. V kontrolni skupiné bez jakéhokoliv pH
modulétoru odpovidala vysledna hodnota medianu (interkvartilové rozpéti)
3,5 (2,7-4,2), s premedikaci omeprazolem 2 h pifed méfenim 6,7 (4,7-7,0),
s omeprazolem 12 hod pfed méfenim 5,6 (3,5-6,4) a spodanim
pentagastrinu 20 min pfed méfenim 2,2 (3,5-6,4).

Na zakladé namétenych hodnot Zalude¢niho pH byla uskute¢néna studie
porovnavajici absorpci dvou formulaci s dasatinibem za pouziti modulatora
zalude¢niho pH. Pfi podani s pentagastrinem jsme ziskali u obou formulaci
podobny  farmakokineticky  profil. Podobnost potvrzuji i oba
bioekvivalencni pomeéry s hodnotami 115,29 % pro Cmax a 117,0 % pro
AUCps. Pfi konkomitantni aplikaci omeprazolu dosahla testovana
formulace 1,4x vy$§i hodnoty Cmax a 1,3x vy$8i hodnoty AUCps nez
reference.

U reference se vyznamné projevil efekt zaludeéniho pH, kdy byla po
podani s omeprazolem naméfena 2,4x niz§i hladina Cmax a 1,8x nizsi
hodnota AUCi,s nez s pentagastrinem. Absorpce se také s omeprazolem
zpomalila, jak dokladd nartist hodnoty Tmax ze 180 min na 273 min.
Testovand formulace rovnéz vykazovala niz§i miru absorpce, nicméné
nedosahla takovych rozdilt (1,3x nizsi Cmax @ 1,2x 1niz8§i AUClas). V tomto
piipad¢é se naopak dasatinib vstiebdval rychleji s omeprazolem (Tmax 0 60
min krat$i nez s pentagastrinem).
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Pfiloha 5 se zabyva post-mortem redistribuci alprazolamu. U vSech
skupin se objevila vyznamné zvySena koncentrace alprazolamu v krvi post-
mortem oproti hodnotdm pfed smrti. Poméry medidnd post-mortem a ante-
mortem plazmatickych koncentraci alprazolamu ¢inily 1,78; 1,54 a 1,39
v ¢asech 2, 6 a 24 hod po smrti. Distribuce alprazolamu v plicich se béhem
24 hod po smrti prili§ neménila. U tukové, jaterni a ledvinné tkané jsme
béhem prvnich hodin zaznamenali nartst koncentrace alprazolamu. V
pfipadé¢ tukové tkan¢ byl dale tento vzestup nahrazen poklesem
koncentrace. V srde¢ni a mozkové tkani naopak prvotni ubytek nahradil
pozd¢jsi naruist koncentrace alprazolamu.
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5. Diskuse

Diskuze vsech vysledkil shrnutych v této dizertacni praci je v plném
rozsahu dostupna v ptilozenych publikacich.

Také tato prace si klade za cil prispét krozvoji metodologie
preklinickych farmakokinetickych studii. Za timto uc¢elem vznikla analyza
zabyvajici se dopadem intra- a inter-individualni variability na ziskané
vysledky v ramci komparativnich studii na zvifatech (Ptiloha 1). Pro tuto
analyzu jsme vybrali jako modelovou molekulu abirateron acetat. Jedna se o
1é¢ivo, jez spada do BCS tiidy IV, coz znamena, Ze se pii popisu jeho
farmakokinetiky objevuje vysokd intra- i inter-individualni variabilita
(Daublain et al., 2017). Pravé tato skute¢nost je pro nase studium vhodna,
nebot” dovoluje, aby se naplno projevilo co nejvice faktort, které mohou
vyslednou variabilitu ovliviiovat.

Vysledky nasi analyzy ukazuji, Zze geometricky primér (90% CI) hodnot
AUC,s abirateronu vSech paralelnich skupin A-F a obou period IV
skupiny s parovym uspofadanim se od sebe vyznamné nelisi [24,36 (23,79-
41,00) vs. 26,29 (20,56-47,00) mg/ml.min.g]. Pfesto, pokud se podivame na
vysledky jednotlivych skupin v ramci paralelniho uspotadani, vidime, Ze se
hodnoty nahodné pohybuji v Sirokém rozmezi od 9,62 do 44,62
mg/ml.min.g. Tyto rozdily dosahly tak velkych rozmért, ze nejvyssi
hodnota AUCj.s je dokonce Ctyfnasobné vy$s$i nez minimalni hodnota.
Navic, pfi parovém porovnani skupin A-F neobsahovaly konfidencni
intervaly ve 4 pfipadech z 15 hodnotu 100 %. To znamena, Ze by byl v 27
% piipadi myln¢ ucinén zavér, ze se lékova formulace vstiebava jinym
zpusobem, piestoZze ve skuteCnosti byla vSechna zvifata nadavkovana
stejnou formulaci. Jde o nazorny piiklad falesné pozitivity, k niz mize u
studii s paralelnim uspofadanim dojit, pokud se neprovede na dostatecne
velkém vzorku subjektu.

Vytvorit totozné podminky pro vSechna zvitata je velmi naro¢ny tukol.
Bylo popséano, Ze i pfes veskerou snahu o standardizaci se béhem studie
s paralelnim designem vyskytovala vysokéd variabilita mezi jednotlivymi
skupinami (Crabbe et al., 1999). I vnasi studii byly po celou dobu
zachovany stejné podminky, a to jak pfi péci o potkany pted experimentem,
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vSechny procesy béhem pokust i nasledné analyza ziskanych vzorka a dat.
Presto jsme mezi paralelnimi skupinami zaznamenali vysokou variabilitu,
jiz lze wvysvétlit té€zko ovlivnitelnymi rozdily mezi potkany a jejich
chovanim — at’ uz jde o odliSnou genetickou vybavu, vnimavost ke stresu,
fyzickou aktivitu, pfijem potravy nebo fyziologicky stav.

Soucast analyzy tvofila i studie hodnotici intra-individualni variabilitu
(ITV), kterda probéhla v cross-over designu a vradmci niz byla vSem
potkantim aplikovana stejna formulace abirateronu. Mezi obéma periodami
nebyl zaznamenan signifikantni rozdil, coz svéd¢i o nizké mife intra-
individualni variability. Pfi porovnani s vysledky z paralelniho uspoiadani
vedl cross-over design k poklesu CV z96 % na 73 %. To umoziuje
vyraznou redukci poctu zvifat pfi zachovani stejné sily experimentt.

Simulace pravdépodobnosti, ze ziskdme pii bioekvivalencnich studiich
presné vysledky, ukazaly, Ze za pouziti vySe uvedenych hodnot CV a
stejného poctu subjektd (n=24) dojdeme u cross-over designu k mnohem
presnéj$im zavérim nez u paralelniho uspofadani. Cross-over usporadani
pfineslo 76% pravdépodobnost, ze dojde k spravnému usouzeni na
podobnost farmakokinetickych parametrd, zatimco paralelni design vedl
pouze k 49% pravdépodobnosti.

Tato zjisSténi se shoduji s pokyny regulacnich autorit, které cross-over
usporadani dlouhodobé doporucuji i pro klinické farmakokinetické studie,
pfi nichz se porovnavaji dvé 1ékové formulace (EMA, 2010, FDA, 2014,
FDA, 2021). Nespornou nevyhodou vsak je komplikovanéjsi metodologie,
jez vyzaduje pokrocilejsi chirurgické techniky a kvalitnéjsi péci o zvitata,
ktera jsou vystavena delsi zatézi.

V ramci naseho vyzkumu jsme se dale zaméfili na vyvoj modelu, ktery
by bylo mozné pouzit k farmakokinetickému testovani v cross-over rezimu
u potkant (Ptiloha 2 a 3). Experimenty sestavaly ze dvou period, v nichz
byla stejnym zvifatim peroraln¢ podana v kazdé period¢ jina formulace (s
vyjimkou studie zkoumajici vliv soucasné pozité potravy, kde se jednalo o
stejnou formulaci v obou periodach, ale lisily se podminky aplikace).

Pro odbéry krve jsme zvolili metodu kanylace, protoze umoziuje
pohodiné odnimani vzorkl i béhem delSiho ¢asového obdobi. VSeobecné se
chirurgicky zakrok, béhem né&jz se kanyla zavede do cévy potkand,
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nejcastéji provadi jeden den pted zahajenim vlastniho pokusu (Remsberg et
al., 2015, Zhou et al., 2007). V naSem pfipadé jsme mezi kanylaci a prvnim
davkovanim léc¢iva ponechali delsi casovou prodlevu, 72 hod, aby tak méla
zvitata vice Casu k zotaveni se z pro né pomérné naro¢né¢ho zakroku, a 1épe
diky tomu zvladala absolvovat obé periody. Doba odebirani vzorkd krve
byla pro kazdou latku stanovena individualné na zékladé dostupnych
informaci z literatury a na zéklad¢ predchozi, pilotni studie s abirateronem,
jez na nasem ustavu prob¢hla (Boleslavska et al., 2020, Gurav et al., 2012,
Ramisetti and Bompelli, 2014). Obdobn¢ wash-out perioda byla stanovena
podle literarnich udaji o biologickém polocasu tak, aby mezi ob&éma
davkovanimi ub&hla doba alespon 5 biologickych polocast. Dostatecnost
této doby byla v prub&hu experimentu ovéfena odebranim pre-dose vzorkd
krve tésné pred zahdjenim druhé periody a stanovenim plazmatickych
koncentraci, kter¢é mély ve vSech pfipadech hodnotu niz§i nez limit
kvantifikace.

Ptredchozi in vitro hodnoceni dvou formulaci s abirateronem ukazalo, Ze
inovovand formulace by se nalatno meéla vstiebavat 1épe nez reference.
Tomu odpovidaji i vysledky naSeho in vivo experimentu, kde byly pro
novou formulaci naméfeny n¢kolikanasobné vyssi hodnoty Cuax i AUCas, a
potvrzuji tak pouzitelnost naseho modelu.

O abirateronu v jeho soucasné pouzivané podobé se vi, Ze podléha
silnému vlivu spoleéné pozité potravy, kdy se sjidlem absorpce az
n€kolikanasobné zvysSuje (Chi et al., 2015). Zrealizovali jsme tedy
preklinickou studii, ktera méla za cil tento vliv ohodnotit. Pro simulaci
stavu po jidle byla potkanim soucasné s abirateronem podavana smes
olivového oleje s Nutridrinkem. Olej se pravé pro tyto ucely pouziva
standardné, pricemz Nutridrink, predstavitel vysokoenergetické tekuté
vyzivy, byl pfiddn za ucelem =zajisténi dostatku vodné faze, nutné
k rozpusténi zelatinovych kapsli s abirateronem (Brocks and Wasan, 2002,
Shayeganpour et al., 2005).

Vysledky studie odpovidaly predpokladim, kdy referenc¢ni produkt
vykazoval silny food efekt s vy$si absorpci spolu s jidlem. U inovované
formulace naopak doslo ke zmirnéni tohoto vlivu, kdy i pies opozdéné
vstfebavani spole¢né s jidlem dosahla celkova absorpce podobné miry jak
s jidlem, tak i nalacno. Tento model se tak hodi pro pouziti i pfi jinych
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studiich s cilem studovat vliv potravy na vstiebavani. Pfesto je nutné vzit
v potaz limity tohoto modelu — potkani vS§eobecné nepatfi mezi nejvhodnéjsi
zvifata pro studovani vlivu potravy na farmakokinetiku, protoze se
fyziologie jejich traviciho traktu lisi od lidského vice nez u jinych druht
(DeSesso and Jacobson, 2001). I tak 1ze ovSem tento model vyuzit k ziskani
prvnich cennych informaci o vlivu potravy na absorpci a mohou napoveédét,
jak se tato formulace bude chovat u vyssich druhd, pfipadn¢ u lidi.

Studie zaméfena na  porovnani farmakokinetiky  formulaci
s abirateronem a cinakalcetem pfi aplikaci samostatné a po piedchozi
premedikaci cykloheximidem rovnéz pfinesla ocekavané vysledky -
cykloheximid vedl u obou formulaci k vyrazné snizené absorpci 1éCiva.
Podobny efekt cykloheximidu byl popsan i u jinych lipofilnich latek a je
pravdépodobné zplsoben omezenim tvorby chylomikronti, jez hraji
dilezitou roli ve vstiebavani latek lymfatickou cestou (Dahan and Hoffman,
2005, Lind et al., 2008). Piekvapivym jevem bylo mohutné zvyseni
plazmatické koncentrace cinakalcetu u potkant s cykloheximidem po 12
hod od aplikace. Podobny fenomén byl zaznamenan i u halofantrinu a lze
jej vysvétlit zpozdénou absorpci snizenim motility gastrointestinalniho
traktu zptisobenym cykloheximidem (Lind et al., 2008, Plattner et al.,
2001).

Dalsi ¢ast prace (Pfiloha 4) se vénuje zaludeénimu pH u potkand a
moznostmi jeho ovlivnéni pfi preklinickych farmakokinetickych studiich.
Ve stavu nalac¢no bez jakéhokoliv modulatoru jsme u potkani stanovili pH
vy$s$i, nez jaké se uvadi u lidi (3,5 vs. 1-2) (Dressman et al., 1990, Kalantzi
et al., 2006). Naméfena hodnota se zaroven nelisi od dfive publikovanych
dat u potkanti (McConnell et al., 2008, Ward and Coates, 1987). Lidskému
zalude¢nimu pH vSak velmi dobie odpovida situace, kdy byli potkani
premedikovani pentagastrinem. Pfi podani omeprazolu se zalude¢ni pH
podle ocekavani zvysilo a pokud byl aplikovan 2 hod pfed méfenim,
zalude¢ni pH odpovidalo hodnotam u lidi po konzumaci jidla (Dressman et
al.,, 1990, Kalantzi et al., 2006, Gardner et al., 2002). K podobnym
vysledkiim vedly i jiné pfedchozi experimenty, které nase data potvrzuji
(Yasumuro et al., 2018).
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Nasledné provedend farmakokinetickd studie s dasatinibem nazorné
ukazuje, jakym zplsobem je mozné na zaklad¢ diive zjisténych vysledkt
modulatory zalude¢niho pH vyuzit v praxi. Dasatinib patii mezi léCiva,
jejichz absorpce je silné ovlivnéna hodnotami zaludeéniho pH (Lubach et
al., 2013). Jedna se o slabou zasadu, jez v kyselém prostiedi podléha
disociaci a v této podob¢ se snadnéji rozpousti. Pti vysSich hodnotach pH se
ale mira ionizace snizuje, a tim i rozpustnost spole¢né se vstiebatelnosti.

Tento efekt mizeme pozorovat i vnasi studii, kdy jsme u obou
formulaci zaznamenali pfi premedikaci pentagastrinem vyssi miru absorpce
nez pii predchozi aplikaci omeprazolu. Zatimco u reference se tento jev
projevil velmi vyrazn€, u nové, inovované formulace, ktera byla pfipravena
za Ucelem snizit vliv zaludecniho pH na vstiebavani, byl rozdil mezi
podanim s pentagastrinem a s omeprazolem mensi. Vidime tedy, ze
vhodnym nacasovanim latek, jez jsou schopny ovlivnit Zalude¢ni pH,
mizeme upravit model pro preklinické testovani farmakokinetiky 1é¢iv tak,
aby vice odpovidalo podminkam, jaké se vyskytuji u lidi, a zpfesnit tak
zkoumani latek s pH dependentni absorpci.

Posledni cast prace (Priloha 5) se zabyva post-mortem redistribuci
alprazolamu na potkanim modelu. Posmrtné zmény koncentraci v krvi a
tkanich jiz byly pro n€ktera 1éciva popsané. Pro alprazolam, jenz Casto hraje
roli v umrtich, kterd jsou spojena s uzitim 1é¢iv, dosud existuje jen malo
informaci, které¢ naznacuji, ze by i tato latka mohla byt subjektem posmrtné
redistribuce (Han et al., 2012). Tato studie tedy jako prvni poskytuje
uceleny popis zmén koncentraci alprazolamu v jednotlivych tkanich, k nimz
po smrti u zivych organismt dochazi.

Po smrti potkand jsme ve vSech ¢asovych bodech po usmrceni potkant
namefili signifikantné vyss$i plazmatické hladiny alprazolamu oproti
vzorktim pfed smrti. Podobny jev byl zaznamenan i u jinych latek, jako jsou
thioridazin, morfin nebo citalopram (Koren and Klein, 1992, Kugelberg et
al., 2004, Castaing et al., 2006). Nejvyssich koncentraci alprazolamu bylo
dosazeno v tukové a jaterni tkdni, zatimco nejméné se 1é¢ivo vyskytovalo
v plicich a mozku (30 min po smrti). Obdobny distribu¢ni vzorec byl
popsén i u zivych potkant 30 min po i.v. aplikaci '*C-alprazolamu (Banks
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et al., 1992) a odpovida post-mortem redistribuénim datim ziskanych u
jinych Ié¢iv ze skupiny benzodiazepini (Shiota et al., 2004).

Zatimco koncentrace v plicich se béhem 24 hod po smrti pfili§ neménila,
v jatrech a ledviné dochazelo k postupné kumulaci alprazolamu. Nartst
koncentrace alprazolamu miiZzeme pozorovat i v srdecni tkdni, nicmén¢ zde
doslo nejprve k vyraznému uUbytku mnozstvi alprazolamu, coz mohlo byt
zpisobeno rychlym presunem 1é¢iva do krve (Pelissier-Alicot et al., 2003).
K obdobnym zménam koncentraci doslo i u mozku, kde se po prvotnim
poklesu projevila tendence k dosaZzeni rovnovahy s krevnimi hladinami.

Jelikoz maji potkani mnohem mensi velikost nez lidé, najdeme zde i
mensi vzdalenosti mezi jednotlivymi organy, diky cemuz latky snadnéji
difunduji, a vysledky tak nemusi plné korespondovat s déji pozorovanymi u
lidi. T pres tuto skute¢nost ndmi naméfené poméry mezi koncentracemi
alprazolamu v ledvinné a jaterni tkani a plazmé odpovidaji hodnotam
zjisténych u lidi (0,2-4,1 pro ledviny a 0,9-9,2 pro jatra u potkand vs. 1,7
pro ledviny a 4,2 pro jatra u lidi) (Jenkins et al., 1997).

20



6. Zavéry

Tato disertacni prace se zaméfuje na vyvoj a praktické vyuziti potkanich

modeld u preklinickych farmakokinetickych studii a rovnéz v hodnoceni

toxikokinetiky. Zavery Ize shrnout nasledovné:

Implementace cross-over designu zajistuje i pii pouziti nizsiho
poctu zvirat kvalitngjsi vystupy nez v piipadé¢ paralelniho
uspofadani.

Ziskané vysledky modelovych komparativnich farmakokinetickych
studii na potkanech, demonstrujici pouziti cross-over designu,
odpovidaji predpokladim na zakladé piedeslych in vitro
experimentt a literarnich dat.

Zalude&ni pH potkanti nalaéno ma o néco vyssi hodnotu nez u lidi.
Pro simulaci podminek zalude¢niho pH, jaké najdeme u lidi, se
nejvice hodi premedikace pentagastrinem potkantim kratce ptred
aplikaci léciva s pH-dependentni absorpci.

Obdobné  prosttedi  zaludku, jaké najdeme u  lidi
trpicich hypochlorhydrii, nejlépe u potkanti navozuje podani
omeprazolu 2 hod pted testovanym lé¢ivem.

Alprazolam vykazuje u potkanti mirnou post-mortem redistribuci.
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