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Abstrakt

Tato disertacni prace se vénuje vyvoji a praktickému vyuziti potkanich modelt 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 usporadani pfindsi u téchto experimentli presnéjsi zaveéry nez Casto vyuzivany
paralelni design. Vysledky ziskané na zaklad¢é paralelniho uspotadani se v ramci tohoto
rozboru velmi liily (AUClas se pohybovalo se v rozmezi od 9,62 do 44,62 mg/ml.min.g).
Pfi parovém porovnani jednotlivych paralelnich skupin navic konfiden¢ni interval ve 4
ptipadech z 15 nezahrnoval hodnotu 100 %. To znamen4, ze u vice nez ¢tvrtiny studii by
bylo nespravné usouzeno, ze maji porovnavané lékové formulace jiné farmakokinetické
vlastnosti, pfestoze jde ve skutec¢nosti o identicky produkt.

Praktické vyuziti cross-over uspoiddani demonstruji farmakokinetické studie,
porovnavajici absorpci riznych formulaci s abirateronem a cinakalcetem. Nov4, inovovana
formulace s abirateronem se nalacno vstiebavala lépe neZ reference (AUCas reference 30,3
mg/ml.min.g, inovovand formulace 81,0 mg/ml.min.g), coz odpovidd ocekdvanim na
zaklad¢é predchozich in vitro dat. Podarilo se také vytvorit model pro testovani vlivu
soucasné pozité potravy na absorpci, jenz byl na téchto formulacich vyzkouSen. Ve shodé
s literarnimi udaji zde referencni produkt s jidlem dosdhl dvojnasobné vysSich hodnot
AUC)ast nez nalac¢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 piipadech vyustila ve sniZenou absorp¢ni schopnost oproti samostatnému podani
(AUChast pro abirateron samostatné 12,3 vs. 5,5 ng.hod/ml s cykloheximidem; AUCast pro
cinakalcet samostatné 66,6 vs. 46,2 ng.hod/ml s cykloheximidem).

V ramci vyzkumu bylo dale stanovovéno Zalude¢ni pH potkant. Potkani maji
v Zzaludku nalacno o néco vyssi pH (3,5), nez jaké najdeme u lidi (1-2). Hodnoty Ize oviem
upravit aplikaci pentagastrinu, po némz se pH Zaludku ptipodobiiyje 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 ptiklad studie s dasatinibem.

Posledni ¢éast prace se dotyka toxikokinetiky, kdy se zde popisuje model pro
hodnoceni post-mortem redistribuce alprazolamu u potkanii. Jedna se o prvni studii, jez

podrobné mapuje zmény koncentraci alprazolamu v krvi a vybranych tkanich, k nimz po



smrti dochézi. Plazmatické koncentrace 1é¢iva byly ve vSech ¢asovych bodech vyssi nez
pred imrtim, 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 muze ovlivnit interpretaci toxikologickych dat pii vySetfovani umrti, kterd

jsou s pouzitim alprazolamu spojena.
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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 (AUCphs ranged from 9.62 to 44.62 mg/ml.min.g).
Furthermore, in 4 cases out of 15 pair comparisons of individual parallel groups, the
confidence interval did not include the 100% value. That means that 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 AUCj.sc 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 (AUCps of abiraterone separately 12.3 vs. 5.5 ng.hod/ml
with cycloheximide; AUCps 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. This is the first study
detailing changes in concentrations of alprazolam in blood and selected tissues that can be
seen after death. Plasma concentrations of the drug at all time points were higher than
before death, whereas overall peaks were reached in adipose and liver tissue. 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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Seznam zKkratek

AUClast plocha pod kifivkou prabéhu plazmatickych koncentraci 1é¢iva od
pocatku méteni do ¢asu posledni namétené koncentrace

BCS biofarmaceuticky klasifikacni systém

Cinax maximalni plazmatické koncentrace 1éCiva

CI konfiden¢ni interval

CYP cytochrom P450

Cv variacni koeficient

Event. eventualné

Lp. intraperitonealn¢

v intra-individudlni variabilita

Napt. napitiklad

P-gp P-glykoprotein

P.o. peroralné

S.c. subkutanné

SD smérodatna odchylka

Tmax Cas, za ktery je dosazeno maximalni plazmatické koncentrace 1é¢iva

WHO World Health Organization
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1. Literarni uvod

Farmakokinetika je farmakologicky podobor, ktery studuje pohyb I1éCiva
v organismu od okamziku jeho aplikace az do jeho vylouceni ztéla. Znalost
farmakokinetickych déji, mezi néz patii absorpce, distribuce, metabolizace a exkrece, ma
pro pouziti kazdé latky zasadni vyznam. Diky podrobné farmakokinetické charakteristice
totiz muzeme predikovat, jakych plazmatickych koncentraci bude u dané latky pii urcitém
zpusobu podani a davce dosazeno, coz déle ovliviiuje nejen Gcinnost, ale i toxicitu 1écby
(Ette and Williams, 2004). Informace o absorp¢ni fazi také hraji kli¢ovou roli pfi vybéru
optimalni cesty podani a konkrétni 1ékové formulace (Hamman et al., 2007). Udaje o
metabolizaci a exkreci zase umoznuji predikovat, jak dlouho bude Gc¢inek 1é¢iva pretrvavat
nebo jaké jiné soucasn¢ podané latky maji potencial ovlivnit vysledky 1é¢by (Ter Heine et
al., 2010). To vSechno jsou ovSem pouze nékteré piiklady z mnoha riznych moznosti
vyuziti farmakokinetickych dat.

Farmakokinetické studie, kde miizeme vySe uvedené udaje ziskat, jsou tedy
nedilnou soucasti farmaceutického vyvoje. Podstatnou slozku tohoto vyzkumu tvoii i
preklinické experimenty, jez pfinaseji zékladni data o chovani latky v organismu jesté
pfedtim, nez se nové 1é¢ivo poprvé poda lidskym subjektim (Singh, 2006). Nemusi jit
pfitom pouze o nové¢, neznamé latky — takovéto studie nachdzeji svoje uplatnéni 1 pfi
vyvoji generik a inovativnich 1€kovych forem, kdy lze na zikladé¢ komparativnich studii
s referen¢nim produktem rozhodnout, zdali ma smysl ve vyvoji lékové formy pokracovat
(Jaiswal et al., 2014). Diky preklinickym studiim je také mozné sledovat, co se d&je
s riiznymi toxickymi latkami poté, co se dostanou do organismu (Buchanan et al., 1997).

Kvalitni provedeni preklinickych farmakokinetickych studii je tedy velmi dilezité,
protoze miize ovlivnit, jaky bude dalSi postup testovani a vyvoje latek. Piesto se
metodologii preklinickych studii zdaleka nevénuje tolik pozornosti, jako je tomu u studii
klinickych, jez maji metodologii velmi propracovanou. U studii na zvifatech se naproti
tomu stale Casto vyuzivaji tradi¢ni postupy z minulosti a k modernizaci dochazi velice

pomalu.
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1.1.  Vyhody a nevyhody pouZiti animalnich modeli pFi studiu farmakokinetiky

Testovani na zvifatech ma dlouhou historii, sahajici az do obdobi pfed naSim
letopoctem (Hajar, 2011). S postupnym rozvojem poznani a védy se pouziti animalnich
modell ve vyzkumu vyvijelo a proménovalo az do soucasné podoby, kdy tyto modely tvoti
béznou soucast farmaceutického badani. A ackoliv v poslednich letech probihé diskuze nad
etikou a nezbytnosti pouziti zvifat ve vyzkumu (Pound and Bracken, 2014, Mandal and
Parija, 2013), dosud nebyly zavedeny alternativni modely, jez by v oblasti mediciny
dokézaly testovani na zvifatech pln& nahradit (Garattini and Grignaschi, 2017). Zivé
organismy jsou totiz vysoce komplexni a pouze tehdy, kdyz sledujeme chovani latky
v ramci fungovani celého organismu, mizeme odhalit mnohé souvislosti, které bychom
jinak nemohli pozorovat (Saeidnia et al., 2015).

Na druhou stranu je stale tfeba mit na paméti, Ze mezi jednotlivymi druhy zvifat a
lidmi existuji mnohé rozdily. Pravé tato skutecnost patii mezi nejveétsi limity preklinickych
in vivo studii. Naméfené hodnoty farmakokinetickych parametrii u konkrétniho zvifete se
mohou lisit od hodnot ziskanych z pokust s jinymi druhy nebo z naslednych klinickych
studii. U mysi bylo naptiklad pozorovano rychlejsi vyprazdinovani zaludku nez u kraliku,
coz muze mit vliv na rychlost absorpce podaného 1é¢iva (Watanabe et al., 1977). Stejné tak
se mize vyznamné liSit 1 rychlost eliminace. Kupfikladu u mysi byl zaznamenan
nékolikandsobné kratsi biologicky polocas antibiotik neZ u lidi (Andes and Craig, 2002).

Nejvétsi rozdily mezi jednotlivymi druhy zvifat a lidmi byvaji zplisobené variacemi
v latkovém metabolismu, zejména pak hepatdlnim. Enzymy, ucastnici se pfemény
xenobiotik, se u riznych zivocichli exprimuji riznym zpisobem a mohou mit jinou
aktivitu (Rodrigues et al., 1994, Gamble et al., 2002). Zatimco napiiklad kodein se u lidi
metabolizuje prostfednictvim cytochromu P450 (CYP) 2D6, u potkanti tuto tlohu piebira
izoforma 2D1 nebo 2D2 (Grobe et al., 2012, Martignoni et al., 2006). Nékteré enzymy
mohou dokonce 1 u zvifat vykazovat pohlavni dimorfismus, ktery u lidi nenajdeme. U
potkanich samct byla naméfena 16x vyssi hladina CYP 2C oproti samicim (Janeczko et
al., 1990). Podobné¢ CYP 3A, dilezitd skupina podilejici se na metabolismu mnoha 1é¢iv u
lidi, se u potkanich samic exprimuje ve velmi omezené mife (Tomlinson et al., 1997).

Dalsi nevyhodou animalnich experimentt je jejich vyssi ekonomické zatizeni oproti
in vitro a in silico metoddm (Fontana et al., 2021). Samotna cena zvifat véetné ndkladl na

zabezpeceni jejich zakladnich potieb se odviji od druhu zvifete a obecné lze fici, Ze roste
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s velikosti zvifete. Navic kazdé pracovisté, jez chce se zvifaty pracovat, musi ziskat
pfislusné opravnéni (Vyhléaska ¢. 419/2012 Sb.).

Neopomenutelnym aspektem pokusti se zviraty je eticka stranka. Pfi provozovani
experimentl se kazdé pracovisté musi fidit platnou legislativou, piic¢emz zakladnim pilifem
této prace naptfi¢ mnoha zemémi je zasada 3R (replacement, reduction and refinement),
jejiz formulaci lze najit v imluveé z roku 1966 s ndzvem Animal Welfare Act (Public Law
89-544, 1966). Na zéklad¢ tohoto ujednani je tieba vSechny pokusy peclivé planovat a
vyuzivat pouze nezbytné nutné mnozstvi zvifat. Zaroven, pokud existuje alternativa, mélo
by se dat prednost metod¢, pro kterou zvitata viibec potiebna nejsou. V kazdém ptipadé by
se vzdy m¢lo se zviraty zachdzet tak, aby trpéla minimalné. To v sobé zahrnuje pouzivani
adekvatnich analgetik a anestetik k utlumeni bolesti a opatrné zachdzeni, aby zvifata

prozivala co nejméné stresu (Fontana et al., 2021).

Mezi zvitata, jez se k preklinickym pokustim voli nejcastéji, patii hlodavci (mysi,
potkani, kiecci nebo morcata) (Deacon, 2006). Péce o né neni tak financné¢ narocna a
jednodusSe se s nimi manipuluje. Velmi dobie se tak hodi k prvotnim experimentiim za
ucelem ziskani zékladnich dat o neznamé latce nebo 1ékové formé. Diky pokrokiim v
oblasti genového inzenyrstvi lze nyni k experimentim vyuzivat i hlodavce s upravenou
genetickou informaci. Naptiklad mySi s knock-outovanymi geny pro urcité enzymy
nachdzeji svoje uplatnéni ve studiu metabolismu riznych xenobiotik (Gonzalez, 2003).

Mezi vétsi savce, ktefi se pii preklinickém testovani pouzivaji, patii kralici, psi,
prasata nebo primati (Walker et al., 1999, Bogaards et al., 2000). Z hlediska podobnosti
s lidskym organismem poskytuji samoziejmé nejlepsi prediktivni vysledky primati (napf.
makak javsky), ktefi se svoji genetickou informaci i télesnymi funkcemi lidem podobaji

nejvice (Iwasaki and Uno, 2009, Miyamoto et al., 2017).

1.2 Faktory ovliviiujici absorpci l1é¢iv

1.2.1 Vliv zaludec¢niho pH na absorpci 1é¢iv

Jiz dlouho je znam fakt, Ze stav gastrointestindlniho traktu ovliviiyje, jak a do jaké
miry se znéj léCiva mohou absorbovat. Jednim ztakovych vyznamnych faktort je

zaludecni pH. Jeho hodnoty se mezi jednotlivci Casto 1iSi, coz vede k rozdilné
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vstiebatelnosti nékterych latek jak mezi zvifaty, tak i mezi lidmi (Blum et al., 1991,
Russell et al., 1994, Krishna et al., 2009).

Hodnota zalude¢niho pH se u konkrétniho jedince méni v zavislosti na pfitomnosti
potravy v zaludku. Ve stavu nalacno u zdravych lidi dosahuje pH v zaludku kyselych
hodnot, nejcastéji v rozmezi od 1 do 2 (Dressman et al., 1990, Kalantzi et al., 2006). U
velkého mnozstvi lidi vSak byva funkce zaludecni sekrece naruSena, at uz kvili
probihajicim patologickym procesim nebo uzivani 1éCiv, jez vyluCovani zalude¢nich
kyselin blokuji (napf. inhibitory protonové pumpy (Tolman et al., 1997)). V takovém
ptfipad¢ zaludecni pH nabyva vyrazné vysSich hodnot, coz ovSem mulze predstavovat
problém, pokud se dany pacient zdroven 1é¢i latkami, jejichz adekvétni absorpce je na
kyselém pH zavisla.

Po jidle pH v zZaludku roste jako nasledek miseni Zalude¢nich tekutin spolu
s pfijatou potravou o vyssim pH. Hodnoty zalude¢niho pH pak mohou byt bezprostiedné
po jidle velmi rozmanité v zavislosti na tom, o jakou potravu konkrétné jde. NejCasteji se
jedné o hodnoty mezi 4,5 az 6,7 (Dressman et al., 1990, Kalantzi et al., 2006, Gardner et
al., 2002). Po poziti stravy se do zalude¢niho lumen zafne uvoliovat kyselina
chlorovodikova, diky ¢emuz pH postupné beéhem 2 az 3 hod opét klesne na svoji ptivodni
hodnotu (Dressman et al., 1990, Gardner et al., 2002).

PrestoZe se podafilo velmi dobfe zmapovat pH lidského Zaludku, u zvifat existuje
mnohem méné dostupnych informaci. Ackoliv potkani patifi mezi nejpouzivanéjsi zvitata
v preklinickém testovani, zatim se pouze malokdo zabyval formou, jak pfistupovat ke
zkoumani vstfebavani 1é¢iv s pH-dependentni absorpci na potkanich modelech (Lubach et
al., 2013, McConnell et al., 2008). Publikovana data ukazuji, ze Zalude¢ni pH potkanti ve
stavu nalacno se nachazi o néco vySe nez u lidi a odpovidd hodnotdm mezi 3 a 4
(McConnell et al., 2008, Ward and Coates, 1987). Podobna situace panuje i u mysi, kde
byly rovnéz naméteny pramérné hodnoty pH mezi 3 a 4 (McConnell et al., 2008, Langhans
etal., 1997).

Absorpci, kterd zavisi na zaludecnim pH, nejCastéji vykazuji 1éCiva, kterd maji
povahu slabych zédsad a patii do skupiny BCS II (malo rozpustnd ve vodé, vysoce
permeabilni) (Lubach et al., 2013, Abuhelwa et al., 2017). Jednim z dvodi je ionizace, k
niz u takovych lé€iv v kyselém vodném prostiedi Zaludku dochéazi. V ionizované podobé€ se
diky tomuto jevu zvySuje rozpustnost, a tedy 1 vstfebatelnost 1é¢iva. Pti vyssich hodnotach
pH ale k disociaci zdsad nemiize dochazet v tak vysoké mife, coz ma za nésledek horsi

rozpustnost, a tedy 1 nizsi biologickou dostupnost.
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Ptiklady latek, u nichz dochazi vlivem zalude¢niho pH k rozdilné absorpci, jsou

uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Priklady léciv, u kterych byla pozorovana pH-dependentni absorpce.

Nazev lé¢iva Efekt zvySeni pH Reference

(Blum et al., 1991, Lubach
Ketokonazol SniZena absorpce

etal., 2013)
Posakonazol Snizena absorpce (Krishna et al., 2009)

o (Russell et al., 1994, Gu et

Dipyridamol SniZena absorpce

al., 2005)
Dasatinib Snizena absorpce (Lubach et al., 2013)
Cinnarizin Snizena absorpce (Gu et al., 2005)
Erlotinib SniZena absorpce (Kletzl et al., 2015)
Entrectinib SniZenda absorpce (Parrott et al., 2020)

(Jaruratanasirikul and
Itrakonazol SniZena absorpce o

Sriwiriyajan, 1998)
Indinavir SniZend absorpce (Carver et al., 1999)
Enoxacin Snizena absorpce (Grasela et al., 1989)
Cefpodoxim-proxetil SniZena absorpce (Saathoff et al., 1992)

Pti testovani farmakokinetiky 1é€iv s pH-dependentni absorpci je tedy nezbytné
zajistit adekvatni pH Zalude¢niho obsahu subjektii. JelikoZz potkani maji o néco vyssi
zalude¢ni pH nez lid¢, je zadouci toto pH upravit tak, aby odpovidalo lidskym hodnotam,
aby pak bylo mozné vysledky extrapolovat na lidi. Toho 1ze dosahnout podanim pH
modulétort tésné pied aplikaci testovaného 1é¢iva.

Ptikladem takového pH modulatoru je pentagastrin, analog gastrinu, jehoz pouZiti
je dobfe znamé predevsim u pst. Jednd se o polypeptid, jenz dokdze u savct stimulovat
sekreci kyseliny chlorovodikové, a tim zajistit dostatecné kyselé pH v Zaludku (Lubach et
al., 2013). Pfi intramuskuldrnim podani se u pst ucinek pentagastrinu projevi za 20 az 30
min a pietrvava po dobu 2 az 2,5 hod (Akimoto et al., 2000, Zhou et al., 2005, Cundy et
al., 1997, Fancher et al., 2011). Alternativné byla popsdna i intravendzni aplikace

s prumérnym nastupem uc¢inku po 20 min (Polentarutti et al., 2010).
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Jinou moznost skytd vyuziti betain hydrochloridu, jenz funguje opaénym zplisobem
nez antacida — navozuje okyseleni zalude¢niho obsahu na chemickém podkladu (Yago et
al., 2013). Betain, ktery se z pivodni molekuly uvoliuje, patii mezi aminokyseliny, které
se standardné vyskytuji v mnoha potravinach. Podava se peroralné, ucinek se objevuje
velmi rychle, pficemz svého maxima u lidi dosahuje mezi 15 a 30 min po aplikaci. Lze jej
vyuzit také jako dopln¢k stravy u lidi, ktefi trpi hypochlorhydrii s naslednymi
dyspeptickymi obtizemi (Guilliams and Drake, 2020).

Pokud bychom naopak chtéli zkoumat chovani latky pti vyssim zalude¢nim pH, lze
vyuzit 1éCiva, kterd se standardné terapeuticky pouzivaji pii stavech spojenych s pfilisnou
aciditou gastrointestinalniho traktu. Muze se jednat bud’ o kratkodobé pulisobici antacida,
nebo o pH modulétory, které maji delsi efekt — Hz-antihistaminika (nizatidin, famotidin) a
inhibitory protonové pumpy (omeprazol, lansoprazol, rabeprazol) (Eley et al., 2009, Yago
et al., 2014, Lubach et al., 2013, Takahashi et al., 2012, Jaruratanasirikul and Sriwiriyajan,
1998).

1.2.2 Vliv potravy na absorpci lé¢iv

1.2.2.1 Typy potravy

Vstiebavani 1€Civ pii peroralnim podani je dale Casto vyznamné ovlivnéno soucasné
pozitou potravou. Jidlo a jeho charakter mize pozménit nejen rychlost, ale i miru absorpce
daného lé¢iva. Tato interakce pfitom miliZe mit jak pozitivni, tak 1 negativni dopad na
terapii, a vZdy je potfeba s ni pii vyvoji 1é¢iv pocitat.

Potrava interaguje s 1é€ivem bud’ piimou cestou, nebo nepiimo zmeénou prostiedi
gastrointestinalniho traktu (napt. pH) (Deng et al., 2017). Casto se jedna o komplexni déje,
do nichZ se zapojuje vice rtiznych mechanismi, jeZ k celkovému efektu pfispivaji.
Klicovym faktorem pfitom zlistava, jaky charakter ma dand potrava. Kromé vyvazeného
jidla, v némz najdeme rovnomérné zastoupeny vSechny slozky, mizeme potravu podle jeji
skladby rozdélit do n€kolika nasledujicich (extrémnich) kategorii: s vysokym obsahem
tuki, proteintl, vlakniny nebo sacharidi.

Vysokotu¢na strava bohatd na kalorie se doporucuje prave u studii, jeZ maji za cil
zkoumat interakce mezi potravou a 1écivy (FDA, 2002). Takové jidlo by mélo obsahovat
800 az 1000 kalorii, ptfi¢emz vétsi Cast by méla tvofit tukova slozka (500 az 600 kalorii).

Zbytek se skladd ze sacharid (250 kalorii) a proteinti (150 kalorii). Takova porce tedy
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muze vypadat napiiklad néasledovné: dvé smazend vejce, dva platky slaniny, dva platky
toastového chleba s maslem, 110 g brambor a 220 ml mléka. Dtivod, pro¢ se ve studiich
pouziva tak kalorické jidlo, je ten, ze by se mél pii této skladb¢ projevit vliv potravy na
vstfebavani 1éCiva v nejvyssi mozné mife, a je tak mozné jej snadnéji zachytit.

Pii poziti vysokotu¢né stravy dochdzi oproti nizkotuné stravé k vyznamnému
zpomaleni vyprazdiiovani zaludku, coz miZze prodlouzit ¢as, béhem n¢hoz je dosazeno
maximalni plazmatické koncentrace 1¢¢iva (Cecil et al., 1999). Lipofilni latky se v tomto
prostiedi rozpoustéji snadnéji, diky CemuZz jejich biologicka dostupnost roste (napi.
albendazol nebo isotretinoin) (Schmidt and Dalhoft, 2002).

Vysokotu¢na strava také stimuluje sekreci ZzluCovych kyselin, které rovnéz
napomahaji vsttebavani nékterych 1é¢iv diky tvorbé micel ve stievech (napf. cinnarizin)
(Yeap et al., 2013). Povrchové aktivni zlucové kyseliny déle ovliviiuji membrany
enterocytll a zvysuji jejich permeabilitu (Moghimipour et al., 2015). Na druhou stranu
takto muze byt u nekterych hydrofilnich 1éCiv absorpce naopak snizend, a sice prave
v disledku uzavieni a uvéznéni uvniti micel, které se tentokrat vstiebavaji haie (napf.
atenolol) (Charman et al., 1997, Barnwell et al., 1993).

Mezi dal$i mechanismy, jakymi vysokotucna strava zvysuje biologickou dostupnost
lé¢iv, patii stimulace stfevniho lymfatického systému, diky niz se lipofilni latky
prostfednictvim mizy snaze dostavaji do krevniho ob&hu (Gershkovich and Hoffman,
2007). Pfitomnost velkého mnoZstvi lipidl v travicim traktu také miiZe mit inhibi¢ni
ucinek na nékteré efluxni epitelidlni transportéry, jako je P-glykoprotein (P-gp). Utlument
jejich funkce tak muze prispivat k lepsi vstfebatelnosti jejich substrati (Custodio et al.,
2008).

Je ovSem také tfeba mit na paméti, Ze vysokotucnd strava muize v nékterych
ptfipadech vyvolat prijem, ¢imz se zkracuje Cas, po ktery se 1éCivo nachéazi v kontaktu
s travicim traktem, a vysledkem je potom jeho nizsi biologicka dostupnost.

Vysokoproteinova strava miize ovlivnit absorpci 1é¢iv jinymi zplsoby. Proteiny se
v travicim traktu rozkladaji na peptidy a jednotlivé aminokyseliny, které se ze stfev
vstfebavaji pomoci specifickych transportéri. Muze tak dochazet ke kompetici s [éCivy
s podobnou strukturou jako peptidy a aminokyseliny, které¢ ke svému vstiebani potiebuji
vyuZit stejné transportéry. Pikladem takovych 1é¢iv je levodopa nebo penicilamin, které se

absorbuji pomoci PepT1 transportéru (Robertson et al., 1991, Hironaka et al., 2009).
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Na druhou stranu se objevuji zminky, Ze by strava bohatd na proteiny mohla vést
k up-regulaci riznych stfevnich transportérii, coz by vedlo ke zvySeni absorpce 1€Civ, jez
jsou jimi pfendsena (napt. gabapentin) (Gidal et al., 1996).

Jinym typem stravy je potrava s vysokym obsahem vlakniny. Pfitomnost vlakniny
v zaludku mize zpomalit jeho vyprazdnovani, diky cemuz se absorpce 1éciva prodluzuje
(Qi et al., 2018, Bortolotti et al., 2008). VIdknina také muze zhorSovat vstiebatelnost
soucasn¢ podanych lipofilnich 1é¢iv. Vldknina na sebe totiz navazuje zlucové kyseliny, a
tim je inaktivuje. Pfitom jak jiz bylo popsano vyse, zluCové kyseliny dillezitym zptisobem
podporuji absorpci lipofilnich latek. Timto zptisobem mize dojit k ovlivnéni vstiebavani
kuptikladu etravirinu (Scholler-Gyure et al., 2008). Lécivo se také mize na molekuly
vldkniny adsorbovat (Marcus, 1985). Pokud pak nedojde k uvolnéni, nemiize se takto
zachycené 1é¢ivo vstiebat.

Poslednim zakladnim typem potravy je strava s vysokym podilem sacharida.
V tomto piipadé se obecné velmi obtizné predpovida, jakym zpiisobem dojde k pozménéni

farmakokinetiky 1é¢iv, a zalezi spiSe na konkrétni latce.

1.2.2.2 Fyziologie gastrointestindlniho traktu po jidle

Absorpce 1éciva, které je aplikovano soucasné s jidlem, je ovlivnéna zménami, k
nimz piijetim potravy dochéazi. Pfitomnost traveniny v travicim traktu zvysSuje viskozitu
prostiedi, coZ zpomaluje difuzi 1é¢iv smérem k epitelu tenkého stieva, kde dochézi k jejich
vstiebani, a travenina tak tvoii fyzickou bariéru mezi lé€ivem a stfevni st€énou (Schiller et
al., 2005, Cvijic et al., 2014).

Jidlo také zpomaluje vyprazdilovani Zaludku, takZe v ném lé¢ivo stravi delsi dobu.
JelikoZ se hlavni ¢ast vstfebavani vétSiny 1€¢iv odehrava az ve stifevech, absorpce je tak
zahajena s delsi Casovou prodlevou, coz se projevi prodlouZzenim doby, nez dojde
k dosazeni maximalni plazmatické koncentrace (Reigner et al., 1998, Smith and Nicholson,
2007, Caille et al., 1989).

V nékterych pifipadech zpomaleny prichod travicim traktem biologickou
dostupnost neméni (Dostert et al., 1997). Jindy v§ak miize dojit k vyznamnému ovlivnéni —
napt. u latek, jez se vstiebavaji v tenkém stfevu a jez zdroven ke svému prichodu
epitelovymi buiikami potiebuji specifické transportéry. Pfi rychlejSim priichodu nalac¢no se
totiZ tyto transportéry snadno nasyti, a absorpce je tim omezena. Pfi zpomaleni pasaZe
sttevnim traktem se vSak prodluzuje doba, kdy muize ke vstiebavani dochazet. Biologicka

dostupnost se zvySuje také u proléciv ve forme esterti, protoze pii delSim pobytu v Zaludku
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maji vice ¢asu na to, aby doSlo k deesterifikaci a uvolnéni vlastni aktivni slouceniny
(Hughes et al., 1989).

Mezi jiné jevy, ke kterym po piijeti jidla dochazi, patii zvySené prokrveni ve
splanchnické oblasti za icelem podpory procesu traveni (Sieber et al., 1992). To miize vést
ke zvyseni biologické dostupnosti ne¢kterych latek, zptisobené omezenim jejich first-pass
metabolismu (napt. labetalol nebo propranolol) (Daneshmend and Roberts, 1982,
Liedholm and Melander, 1986).

1.3  Variabilita farmakokinetickych studii

Dulezitym aspektem vSech in vivo experimentd je variabilita, jez patii mezi
vyznamné zdroje neptesnosti vysledkl. Uplatiiuji se pfitom dva zékladni druhy variability
— intra-individudlni (v rdmci jednoho subjektu pii opakovani experimentu) a inter-
individudlni (rozdily mezi jednotlivymi subjekty v ramci jedné skupiny). Existuje mnoho
pficin variability ve farmakokinetickych studiich, z nichz vétSina prameni bud’ z odliSnosti
mezi participanty v dany okamzik, nebo z nedostate¢n¢ standardizovanych postupti béhem
studie.

Nékteré rozdily mezi subjekty jsou dany pohlavim. U Zen se napiiklad Zaludek
vyprazdnuje o néco pomaleji nez u muzd, coz mize byt disledek jejich odlisné motorické
aktivity (Bennink et al., 1998). Roli v tomto mohou hréat 1 hormony estradiol a progesteron,
protoze tlumi motilitu traviciho traktu (progesteron mimo jiné sniZuje plazmatickou
hladinu motilinu) (Datz et al., 1991). Podobnym zplisobem ovliviiuje ptitomnost odlisnych
pohlavnich hormont 1 jiné dé&je, které se v organismu odehravaji. Tyto odliSnosti mezi
pohlavimi jsou sice nejlépe zndmé u lidi, ale Ize predpokladat, Ze se v urcité mife vyskytuji
1u zvifat.

Velice vyznamny vliv pohlavi byl pozorovany u metabolickych dé&jti. Podobné jako
u lidi, 1 u zvifat existuji mnohé rozdily v expresi a aktivit¢ enzymi, jez se téchto d&ju
ucastni. Jako ptiklad slouzi enzym CYP3A9, ktery se u potkanich samic vyskytuje
v mnohondsobn¢ vétsim mnozstvi nez u samct (Anakk et al., 2003). U potkanich samic
také byla popsana mohutnéjsi konjugace latek se zbytky kyseliny sirové nez u samcl
(Zhong et al., 2010). Cast&ji se oviem setkame s opaénym piipadem, kdy ve vyssi mife

xenobiotika metabolizuji samci. Tak je tomu u 3,4-methylendioxymethamfetaminu,
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substratu CYP1A2, nebo triptolidu, diterpenoidni latky biotransformované piedev§im
prostfednictvim CYP3A a CYP2B (Fonsart et al., 2008, Liu et al., 2010).

Bylo by chybou, kdybychom pii uvazovéani nad rozdily mezi subjekty opomenuli
roli genetického polymorfismu, kdy se pro urcity znak v populaci vyskytuji dvé nebo vice
ruznych variant. V disledku pak funguje metabolismus 1é¢iv u jedinct s odlisSnymi alelami
jinym zpusobem. Jednd se o rychlé nebo pomalé¢ metabolizatory, u nichz se lé¢ivo
preménuje rychleji, nebo naopak pomaleji oproti vétsin€é populace. U potkani byl
naptiklad pozorovan polymorfismus aldehyd-oxiddzy, enzymu zapojeného do
transformace mnoha latek jako pyridoxal, serotonin, fenylethylamin, citalopram nebo
tamoxifen (Adachi et al., 2007, Dalvie and Di, 2019). Podobné byl u potkani vyskyt
riznych variant zaznamenan i pro CYP2D1, prostiednictvim n¢hoz se metabolizuje napft.
betablokator karteolol (Hasegawa et al., 2014, Iwaki et al., 2018, Umehara et al., 1997).

Rozdily v aktivité specifickych enzymt vSak nemusi byt zptisobeny jen vyskytem
ruznych variant gent kodujicich enzymy. Expresi enzymi ovliviiuji i dalSimi faktory jako
stafi, vyziva, ptirozené fyziologické cykly (napt. cirkadianni rytmus), t€hotenstvi a laktace,
akutni infek¢ni nemoci nebo hepatalni ¢i rendlni dysfunkce a jiné patologické procesy,
které v téle probihaji (Thummel and Lin, 2014). Kombinace vSech téchto faktorG vede
k tomu, Ze se u kazdého jedince v zavislosti na aktualnich podminkéach aktivita enzymu
meéni, coZ se na inter- i intra-individudlni variabilit¢ ve farmakokinetickych studiich
podepisuje velice vyznamné.

Krom¢ toho, ze patologické procesy, jez v téle probihaji, ovliviiuji aktivitu enzymd,
podilejicich se na metabolismu xenobiotik, pfispivaji rtizné fyziologické dysfunkce
k variabilité¢ 1 jinym zplsobem. U chronickych jaternich onemocnéni, mezi néZ patii
cirh6za nebo fibroza, se snizuje pritok krve jatry, produkce a vyluovani Zluci a funkce
hepatocytii. To vSe se také odraZi na rychlosti a intenzité metabolismu latek (Thummel and
Lin, 2014). ZhorSeni rendlnich funkci omezuje exkreci 1éCiv, jeZ se primarné vylucuji
ledvinami. Mize vSak ovlivnit 1 metabolismus latek, kterych se eliminace prostrednictvim
ledvin pfimo netykd, nebot’ funkce ledvin a jater jsou velmi uzce spojené a rendlni
dysfunkce mtze vést i k odchylkdm v hepatalnim metabolismu (Sun et al., 2006).

Tyto patologické zmény Casto souviseji s vékem subjektu. Na staii ale zavisi i
mnohé fyziologické déje a anatomické odliSnosti. Mladsi jedinci mohou mit jiné zalude¢ni
pH, motilitu gastrointestinalniho traktu, vazbu na plazmatické bilkoviny, jiny krevni priitok
jatry nebo mnozstvi tukové tkan€ (Thummel and Lin, 2014). Aktivita enzym se v nizZ§im

veku také 1i$i, a mnohé metabolické dé€je tak probihaji odliSnym zplisobem nez ve stari.
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Jak jiz bylo popséno vyse, farmakokinetiku 1é¢iva zasadnim zpGsobem ovliviiuje
soucCasn¢ podavana strava. K variabilité¢ ale prispivaji i obecné stravovaci navyky jedince,
tedy jaky charakter ma jeho jidelnicek v dlouhodobéjsim meétitku. Konzumace urcitého
typu jidla ma totiz také vliv na expresi nckterych enzymu. U lidi bylo naptiklad
pozorovano, ze ur€ity typ zeleniny vyustil v odliSnou aktivitu CYP1A2 v porovnani se
subjekty, ktefi ji nekonzumovali (Lampe et al., 2000).

Ptestoze se obvykle pfi provadéni farmakokinetickych studii implementuji veskera
mozna opatieni k zajisténi stejnych podminek pro vSechny subjekty, je prakticky nemozné
eliminovat vSechny tyto zminéné vnéjsi i vnitini vlivy. Pokusy, které byly provedené na
mysich, ukazuji, ze 1 pfes pfisnou standardizaci zvifata v riznych laboratofich reaguji
jinym zplusobem (Crabbe et al., 1999). Dokonce i v ramci jedné laboratofe se vysledky
studii pfi zachovani identického postupu liSily (Karp et al., 2014). Variabilitu ve
farmakokinetickych studiich tak nelze zcela odstranit a je tfeba vénovat pozornost

moznostem, jak jeji rozsah a dopady snizit.

1.4  Paralelni vs. cross-over usporadani studie

V soucasnosti se pii farmakokinetickych komparativnich studiich pouzivaji dva
hlavni zpisoby uspofadani — paralelni a zkfizené (cross-over). Klasické paralelni
uspotadani se realizuje o néco snadnégji. Subjekty se v tomto piipadé ndhodné rozde€li do
dvou a vice ramen, kde kazdé rameno reprezentuje jednu latku (event. formulaci nebo
placebo) (Ofori-Asenso and Agyeman, 2015). Kazdému subjektu je tak aplikovana pouze
jedna z testovanych latek v zavislosti na tom, do kterého ramene je zafazen. Studie by
pfitom mela ve vSech ramenech probihat ve stejny Casovy tusek, aby se co nejvice
eliminovaly dalsi faktory, které by vysledky mohly ovlivnit.

V cross-over uspofadani jsou kazdému subjektu postupné aplikovany vSechny
latky, pficemz v kazdém rameni se latky podéavaji v jiném potradi. Studie ma tedy sice
slouzi jako kontrola — testované latky jsou totiz hodnoceny na stejnych subjektech
(Elbourne et al., 2002). Diky tomu se vyznamné snizuje inter-individudlni variabilita, jez
muZe byt v pfipad€ paralelniho uspotradani velmi vysoka (Mills et al., 2009).

Déle, protoze kazdému subjektu jsou podany vSechny testované latky, postaci u

cross-over designu mensi mnoZstvi zafazenych participanti, abychom dosahli stejné
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statistické sily jako u paralelniho usporadani (Ofori-Asenso and Agyeman, 2015). Ziskané
variabilité (Sedgwick, 2015).

Pfi planovani cross-over studie je nezbytné si dat pozor na dva jevy, které mohou
potencidlné negativné ovlivnit kvalitu vysledki. Prvnim z nich je efekt periody, pfi némz
se méni schopnost subjektu reagovat na latku mezi jednotlivymi periodami (Sedgwick,
2015). Systematicky tak muze dojit k chybé, kdy napt. v disledku stdrnuti zvitat bude
v druhé¢ periodé u vSech jedincti snizené absorpce.

Druhy nezadouci fenomén tvoii carry-over efekt, kdy ucinek IéCiva podaného
v prvni period¢ pretrvava a zasahuje i do druhé periody (Curtin et al., 2002). Nejcastéji se
setkame s pozitivnim carry-over efektem, kdy se rozdil mezi dvéma formulacemi zdanlivé
umensuje, coz poté vede k podhodnoceni nové 1€kové formulace oproti kontrole. K tomuto
muze dojit, pokud se mezi jednotlivymi periodami neponechd dostateény ¢asovy odstup,
v némz by se l1éCivo z téla pln¢ eliminovalo (tzv. wash-out perioda). Opa¢nym piipadem je
negativni carry-over efekt, kdy se napt. pii sledovani Gi¢innosti 1é€iva po jeho vysazeni na
konci prvni periody symptomy zhor$i vice nez v druhé skupin€, kterd nejprve uzivala
placebo, a teprve poté ji bylo aplikovano 1é¢ivo.

Mezi dal$i nevyhody komplexnéjsich cross-over studii patii delSi doba trvani oproti
paralelnim studiim. V disledku toho ne vSichni probandi vytrvaji v experimentu az do
konce a miiZze byt problematické ziskat kompletni vystupy (Sedgwick, 2015). Proto se
cross-over uspofadani velmi hodi ke kratkodobym studiim, mezi néZ ovSem

farmakokinetické studie obvykle patii (Ofori-Asenso and Agyeman, 2015).

1.5 Post-mortem redistribuce

Dal8i oblasti, jiz jsem se b&hem svého studia zabyvala, byla post-mortem
redistribuce alprazolamu. Pfeddvkovani 1éCivy patii celosvétové mezi velmi Casté pfiCiny
umrti. Podle WHO bylo v roce 2015 zaznamenano celkové 167 000 amrti pfimo spojenych
s uzivanim léciv (EMCDDA, 2019). Statistické tidaje ze Spojenych stati americkych za
posledni roky ptitom ukazuji, Ze takovych ptipadi velmi rychle ptibyva (napf. mezi lety
2016 a 2017 tento pocet narostl o 10 %). A prestoze vétSina téchto imrti pfipada na muze,
s umyslnymi ptfedavkovanimi se setkame mnohem castéji u Zen. NejCastéji se umrti po

pfedavkovani poji s aplikaci opioidi (pfedevSim heroin), kokainu, syntetickych
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kanabinoidd, latek tlumicich centralni nervovy systém (vcetné benzodiazepinil), nebo jde o
kombinace vice raznych 1é¢iv.

Pfi soudnim vySetfovani téchto piipadii se velmi Casto zjiStuje mnozstvi latky
v riznych Castech téla a podle néj se usuzuje na okolnosti umrti, véetné davky a zptasobu
podani. Interpretaci takovych toxikologickych vysledkl ale mtize ovlivnit, pokud u dané¢ho
léciva dochazi k vyznamné post-mortem redistribuci, kdy se koncentrace latky
v jednotlivych Castech téla 1 po smrti méni. Obecné post-mortem redistribuci podléhaji
predevsim zasadité, lipofilni latky s vysokym distribu¢nim objemem, jako jsou tricyklicka
antidepresiva, digoxin, haloperidol nebo thioridazin (Castaing et al., 2006, Yarema and
Becker, 2005).

Na posmrtnych ptesunech 1éc¢iva se podili vice mechanisml. Builkky postupné
zacinaji odumirat, coz se poji s vylitim intracelularniho obsahu, jenz se miize dale
pfesouvat do jinych télesnych casti (Yarema and Becker, 2005). Léc¢ivo na zaklade
koncentra¢niho gradientu difunduje z tkani s vyssi koncentraci do mist, kde se vyskytuje
niz8i koncentrace, smérem k rovnovdznému stavu (pfestoze ho nakonec nemusi byt
dosazeno) (Pounder and Jones, 1990). Tim lze vysvétlit, pro¢ se mnoho 1é¢iv po smrti
presouva z tkéani, jako jsou plice, jatra nebo gastrointestinalni trakt, do cév, a pro¢ tedy
mohou byt post-mortem plazmatické koncentrace vyss$i nez ante-mortem (Hilberg et al.,
1994). Cévami se lécivo dale miZze piesouvat do srdce. Pohyb cévami také usnadiiuji
zmeény souvisejici s nastupujici posmrtnou ztuhlosti. Dale se na redistribuci podileji zmeény
pH nebo Cinnost stfevnich bakterii, jez 1é¢ivé latky rozkladaji (Sawyer and Forney, 1988,

Yarema and Becker, 2005).
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2. Hypotézy a cile prace

V ramci postgradudlniho studia jsem se vénovala vyvoji modeli pro razné

farmakokinetické a toxikokinetické studie provadéné na potkanech.

Stanovené hypotézy:

1. Cross-over uspofadani u kratkodobych komparativnich farmakokinetickych studii
vyznamné snizuje dopad variability ve farmakokinetice a pfindsi presnéjsi vysledky
pfi mozné redukci poctu zvifat.

2. Zaludeni pH potkanti 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 vyuzit pro stanoveni doby umrti.

Cilem préce bylo:

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

= Ptiloha 1

2. Vyvinout a zavést inovativni design preklinického in vivo testovani bioekvivalence ve
stavu nala¢no a dale jej upravit pro hodnoceni vlivu sou€asné pozit€¢ potravy na
absorpci léciva.

= Ptiloha 2 a Ptiloha 3

3. Stanovit zalude¢ni pH potkanti nalacno a po aplikaci omeprazolu/pentagastrinu, a
vyvinout tak animalni model pro testovani vlivu pH v gastrointestindlnim traktu na
absorpci 1é¢iv po podéni per os.

= Ptiloha 4
4. Vytvotit model pro hodnoceni post-mortem redistribuce alprazolamu na potkanech.

= Ptiloha 5
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3. Metody

Metody experimentl jsou v plném rozsahu uvedeny v piilozenych publikacich.

Vsechny studie byly provedeny na potkanech kmene Wistar. U farmakokinetickych
studii porovnavajicich absorpci dvou nebo vice formulaci jsme zvolili cross-over
uspotradani. Vétsina téchto studii probihala v rezimu nalacno, kdy méli potkani odepfeny
pfistup k potravé po dobu 4 hod pied poddnim testované latky a nésledné dalsi 4 hod po
aplikaci 1ékové formulace. Pokud jde o studii zabyvajici se vlivem potravy na absorpci,
tento postup byl za ucelem standardizace rovnéz dodrzen, pfi¢emZ soucasné s podanou
davkou lé¢iva potkani obdrzeli pfimo do zaludku smés 1 ml olivového oleje a 1 ml tekuté
vyzivy Nutridrink (Nutricia, Danone, Amsterdam, Nizozemsko). Po vyhodnoceni vysledk
této studie jsme vsak zjistili, ze stav po jidle neni navozen dostate¢né. Toto nasledné
potvrdily také in vitro experimenty provedené na VSCHT. Proto byla studie zopakovana
s drobnymi Upravami. Tentokrdt méli potkani, zatazeni do skupiny s aplikaci po jidle,
neomezeny piistup k potravé po celou dobu experimentu. Smés olivového oleje a
Nutridrinku byla navic 3 min pted aplikaci zhomogenizovéana za pouziti vortexu, abychom
zajistili stabilngj$i smés.

Ptiloha 3 se zabyva porovnanim dvou riznych metod pouzivanych ke zkoumani
lymfatické absorpce 1€€iv. V ramci této publikace jsem spolupracovala na dvou studiich,
jez mély za cil ohodnotit vliv cykloheximidu, inhibitoru sekrece chylomikronti, na absorpci
abirateronu a cinakalcetu. V prvni periodé¢ se stanovoval farmakokineticky profil
samostatné aplikovanych 1éCiv, ve druhé periodé byli potkani premedikovani
cykloheximidem v davce 3 mg/kg (i.p. 1 hod pted aplikaci 1é€iva). Davkovani 1éciva opét
probihalo ve stavu nalacno (4 hod pted a 4 hod po aplikaci). Pfi testovani abirateronu byly
vzorky krve odebirany po dobu 10 hod, u cinakalcetu byl zvolen delsi ¢asovy usek, 24 hod.

Pti hodnoceni Zalude¢niho pH jsme se rozhodli pro delsi interval la¢néni, a sice 12
hod pfed méfenim. Potkanim byly podany nasledujici modulatory Zzalude¢niho pH:
omeprazol i.p. 2 hod a 12 hod pfed méfenim a pentagastrin s.c. 20 min pfed méfenim
zalude¢niho pH. Této studie se zucastnilo celkem 20 potkan.

Nasledné jsme provedli dal$i komparativni farmakokinetickou studii s dasatinibem,
predstavitelem léciva s pH-dependentni absorpci. Porovnavaly se dvé rtzné formulace

(reference a test) ve tfech sekvencich. Studie probehla s vyjimkou tfeti sekvence v cross-
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over uspofadani, pro vSechny sekvence ve stavu nalatno obdobnym zpisobem jako
pfedchozi farmakokinetické studie (bez piistupu k potravé 4 hod pted a 4 hod po
davkovani 1é¢ivem). Pro simulaci vstfebavani u lidi pfi raznych hodnotach pH byla vzdy
podavana premedikace pentagastrinem (20 min pfed davkovanim 0,25 mg/kg, s.c.) nebo
omeprazolem (2 hod pted davkovanim, 20 mg/kg, i.p.).

Celkem 36 potkant s hmotnosti 222 az 377 g jsme nahodné rozdélili do 6 skupin.
Ptehled podavanych formulaci dasatinibu a pouzité premedikace shrnuje tabulka 2.
Dasatinib byl aplikovan p.o. gastrickou gavazi v davce 3,75 mg ve form¢ vodné suspenze.
Mezi davkovanimi v prvni a druhé periodé jsme ponechali wash-out periodu 48 hod.
Vzorky krve byly odebirany prostfednictvim kanyly pted davkovanim a nasledné 1; 1,5; 2;
2,5; 3; 4; 5; 6; 8 a 10 hod po podani dasatinibu. Ostatni postupy jako kanylace,
perioperacni péce nebo zpracovani krevnich vzorkii probihaly obdobné jako u jinych
komparativnich farmakokinetickych studii a jsou popsany v ptiloze 2. Ke statistické
analyze a vytvofeni grafl byl pouzit software Phoenix WinNonlin® 8.3 (Certara, Princeton,

USA) a GraphPad Prism 3.02 (GraphPad Software, San Diego, USA).

Tab. 2: Prehled aplikovanych formulaci (R — reference, T — test) spolu
s premedikaci (P — pentagastrin, OME — omeprazol) v jednotlivych skupinach.

Sekvence Perioda 1 Perioda 2

| R+P T+P
T+P R+P

) R + OME T+ OME
T+ OME R + OME

3 R+P R + OME
T+P T+ OME

Post-mortem redistribuce alprazolamu, kterou se zabyva Ptiloha 5, byla studovana
opét na potkanech (n = 32). Po uvedeni do anestezie pomoci isofluranu (2 az 5 %) byl
vSem potkaniim aplikovan alprazolam (i.p., 4 mg pro potkany s hmotnosti < 250 g, 6 mg
pro potkany s vyssi hmotnosti). Po 30 min nésledoval 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 potkaniim odebrany vzorky krve a
nekterych tkéani (jatra, ledvina, srdce, plice, mozek a abdomindlni tuk). Ziskané vzorky

jsme dale pouzili k analyze koncentraci alprazolamu.
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4. Vysledky

Vysledky experimentt 1ze najit v plném rozsahu v ptilozenych publikacich.

Studium vlivu paralelniho a cross-over uspoifddani na miru inter- a intra-
individualni variability pfi farmakokinetickych studiich je popséano v Ptiloze 1. Celkem 24
potkantim, rozdélenym do 6 skupin (A-F), byla za stejnych podminek podavana stejna
formulace s abirateron acetatem. Geometricky primér AUCps jednotlivych skupin se
pohyboval v rozmezi od 9,62 do 44,62 mg/ml.min.g, pfi¢emz celkovy geometricky primér
(90% CI) vSech hodnot ztéchto skupin ¢inil 24,36 (23,79-41,00) mg/ml.min.g. Jiné
skupin€é potkanti (n=6) byla stejnd formulace podana ve dvou za sebou nésledujicich
periodach (IIV1 a IIV2). Geometricky pramér AUCast (90% CI) této skupiny mél hodnotu
26,29 (20,56-47,00 mg/ml.min.g. Geometrick¢ primeéry vsSech skupin jsou zobrazeny

v obrazku 1.
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Obr. 1: Geometricky priumér AUCs (90% ClI) jednotlivych paralelnich skupin A-F.
Napravo od delici ¢ary jsou zvlast uvedeny primerné hodnoty AUClus pro 1. a 2. periodu

studie IIV.
Pro vSechny mozZzné dvojkombinace paralelnich skupin A-F a déale pro porovnani

obou period zIIV studie byly vypocitdny bioekvivalenéni poméry AUCi.s. Ziskané

pomery jsou uvedeny v obrazku 2.
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Obr. 2: Vysledky porovndni bioekvivalence a poméry AUCus (90% CI) mezi
skupinami A-F v paralelnim usporadani. Napravo od délici cary je zndzornény pomeér
AUClsi obou period z IV studie v cross-over uspordadani. Pro osu y bylo pouZito

logaritmické meéritko.

Dale byly na zéklad¢ inter-individudlni variability pozorované v paralelnich a
cross-over skupinach vytvoreny simulace pravdépodobnosti, ze vysledny pomér spadne do
rozmezi 80-125 % (standardni akceptacni rozmezi hodnoceni bioekvivalence). Kritéria a

vysledky simulaci uvadi tabulka 3.

Tab. 3: Parametry simulaci spolu s vypocitanou pravdépodobnosti, Ze se vysledny
pomér bude nachdazet v rozmezi 80-125 %. CV: intra-individualni pro cross-over, celkovy

pro paralelni usporadani.

Cross-over Paralelni
Pocet simulaci 10 000 10 000
Velikost vzorku 24 24
Cv 73 % 96 %
Poméry 80-125% 76 % 49 %
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Priloha 2 popisuje dvé modelové studie na potkanech, pii kterych byly
porovnavany farmakokinetické profily riznych formulaci s abirateronem. Prvni studie
porovnavala referencni produkt sinovovanou formulaci nala¢no. Vysledné hodnoty
farmakokinetickych parametrl véetné€ bioekvivalen¢nich pomért jsou uvedeny v tabulce 4.
Rychlost absorpce byla u testované formulace podstatné vyS$i nez u reference, coz
potvrzuje piiblizné 4x vy$§i hodnota Cmax a niz8i Tmax (pfestoze rozdil mezi hodnotami
Tmax mezi obéma formulacemi nebyl signifikantni). Celkové dosahla testovana formulace
piiblizn¢ 2,7x vyS$i miry absorpce v porovnani s referen¢nim produktem. Primeérné

farmakokinetické profily obou formulaci zobrazuje obrazek 3.

Tab. 4: Farmakokinetické parametry po podani dvou formulaci abirateronu (R —
reference, T — test) potkaniim nalacno (n=8). Hodnoty Tmax jsou uvedeny jako median
(interkvartilové rozpéti). Cma, AUCus a poméry test/reference jsou uvedeny jako

geometricky primer (90% CI).

Formulace Cmax T/R Cmax AUClast T/R AUClast Tmax
(ng/ml.g) (%) (mg/ml.min.g) | (%) (min)
0,143 (0,073- 30,3 (14,3- 244 (228-

Reference 0.281) N/A 64.2) N/A 420)

Test 0,569 (0,206- | 397,8 (213,8- | 81,0 (32,1- 267,4 (165,7- | 168 (114-
1,566) 740,1) 204,4) 431,6) 252)
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Obr. 3: Prumeérné (£SD) farmakokinetické profily abirateronu po podadni dvou

formulaci s abirateronem potkanum nalacno (n=3§).

Druha studie popsana v Ptiloze 2 se zabyvala vlivem potravy na absorpci stejnych
dvou formulaci abirateronu jako v predeslém piipadé (reference a inovovana testovana
formulace). Tato studie musela byt zopakovana, nebot’ napoprvé bylo na zékladé vysledka
zjisténo, Ze stav po jidle nebyl navozen spravnym zptsobem.

Farmakokinetické parametry jednotlivych formulaci nala¢no a po jidle pfi prvnim
pokusu (pokus I) jsou uvedeny v tabulce 5. U reference bylo ve stavu nalatno dosazeno
podobnych hodnot Cmax 1 AUCHast jako po jidle, doba Tmax se 1,6x prodlouzila po jidle.
Testovana formulace se mnohem Iépe vstfebavala nalacno, o ¢emz svédci piiblizné 2,8x
vyss§i hodnota primérné Cmax 1 AUClast. Primémé farmakokinetické profily jednotlivych

formulaci pfi podminkach nalacno a po jidle znazornuje obrazek 4.
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Tab. 5: Pokus I: Farmakokinetické parametry po podani dvou formulaci

abirateronu potkanum nalacno a po jidle (n=23). Hodnoty Cmax a AUCus jsou uvedeny

jako aritmeticky prumeéer (SD). Hodnoty Tmax jsou uvedeny jako median (interkvartilové

rozpeéti).
AUClast .
Formulace Cmax (ng/ml.g) (mg/ml.min.g) Tmax (min)
Reference nalacno | 0,1085 (0,0609) 20,44 (14,96) 150 (122-152)
Reference po jidle 0,1385(0,1118) 25,03 (21,83) 241 (198-390)
Test nalacno 0,1744 (0,1559) 34,06 (31,79) 133 (120-155)
Test po jidle 0,0632 (0,0271) 12,09 (6,70) 149 (140-301)
—e— Reference nalaéno
0.4 —¥— Reference po jidle
—&— Test nalaéno
__Ea 0.3 —&— Test po jidle
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Obr. 4: Pokus I: Prumérné (£SD) farmakokinetické profily abirateronu po podani

T
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dvou formulaci s abirateronem potkaniim nalacno a po jidle.

Farmakokinetické parametry jednotlivych formulaci nala¢no a po jidle pfi druhém

pokusu (pokus II) jsou uvedeny v tabulce 6. Tentokradt se reference vyrazné Iépe
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vstiebavala po jidle, jak potvrzuje ptiblizn€ 2,4x vyssi hodnota Cmax @ 2x vysSi hodnota
AUCpst. U testované formulace naopak nebyly zaznamendny pfiliSné rozdily mezi
podéanim nalac¢no a po jidle. Primérné farmakokinetické profily jednotlivych formulaci pfi

podminkach nalacno a po jidle znazoriiuje obrazek 5.

Tab. 6: Pokus II: Farmakokinetické parametry po podani dvou formulaci
abirateronu potkaniim nalacno a po jidle (n=11). Hodnoty Cpnax, AUCusi a bioekvivalencni
pomery jsou uvedeny jako geometricky primer (90% CI). Hodnoty Tpax jsou uvedeny jako

median (interkvartilové rozpéti).

Cmax PO Jl\(,ile / AUClast PO ‘llf“e / Tmax

Formulace (ng/mlg) nalaéno Cmax (mg/ml.min.g) nalac¢no (min)
gmL.g (%) S/MLIMIN-E) | A UChast (%)

Reference | 0,231 (0,176- 40,0 (31,3- 179 (157-
nalatno | 0,302) N/A 51.1) N/A 226)
Reference | 0,550 (0,318- | 238,5 (131,1- | 80,7 (40,6- 201,8 (86,7- | 218 (185-
po jidle 0,950) 433,9) 160,4) 469,4) 288)
Test 0,546 (0,199- 94,7 (43,2- 125 (68-
nalatno | 1.480) N/A 207.4) N/A 178)
Test po 0,530 (0,351- | 103,8 (58,3- | 93,6 (62,6- 105,1 (76,4- 152 (148-
jidle 0,801) 184,9) 140,1) 144.5) 178)
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Obr. 5: Pokus II: Primerné (£SD) farmakokinetické profily abirateronu po podani

dvou formulaci s abirateronem potkanum nalacno a po jidle.

Studie hodnotici vliv premedikace cykloheximidem na absorpci abirateronu a
cinakalcetu detailngji popisuje Pfiloha 3. Cykloheximid signifikantné sniZil absorpci obou
1é¢iv, kdy u abirateronu byl zaznamenan pokles AUC na méné nez polovinu. V ptipadé
cinakalcetu byl pokles AUC b&hem prvnich 12 hod jesté vyraznéjsi (AUC pii aplikaci
s cykloheximidem dosahovala pouze tfetinové hodnoty). Béhem dalSich 12 hod vsak doslo
k masivnimu vstfebavani cinakalcetu, diky cemuz byla vysledna hodnota AUC po 24 hod u
cykloheximidu pouze o jednu tfetinu niz8i neZ pii aplikaci bez cykloheximidu. Tmax tak byl
u cykloheximidové skupiny vyznamné opozdény v porovnani se skupinou bez

premedikace. Farmakokinetické parametry obou studii jsou uvedeny v tabulkdch 7 a 8.
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Tab. 7: Primeérnée (£SD) farmakokinetické parametry abirateronu pvi aplikaci

samostatné (n=38) nebo s cykloheximidem (n=6).

samostatné | cykloheximid
Cmax (ng/ml) 42+24 1,4+ 1,0
Tmax (hod) 2,9+0,8 3,5+1,1
T2 (hod) 1,9+0,7 17,9+ 12,6
AUCo-7 (ng.hod/ml) |12,3+5,5 5,5+43

Tab. 8: Prumerne (£SD) farmakokinetické parametry cinakalcetu pri aplikaci

samostatné nebo s cykloheximidem (n=3§).

samostatné | cykloheximid
Cmax (ng/ml) 52+1,2 46+1,8
Tmax (hod) 10,0 +2.,6 24,2+0,1
Ti2 (hod) 4,8+0,3 N/A
AUCo-12 (ng.hod/ml) [363+6,7 [10,9+4,5
AUCo-24 (ng.hod/ml) (66,6 +12,3 46,2+ 144

Vysledky studie zabyvajici se zalude¢nim pH potkanli a moZnostmi jeho ovlivnéni

popisuje Pfiloha 4. Jednotlivé naméfené hodnoty Zaludeéniho pH vSech potkanil jsou
vyneseny v obrazku 6. V kontrolni skupiné bez jakéhokoliv pH moduldtoru odpovidala
vyslednd hodnota medianu (interkvartilové rozpéti) 3,5 (2,7-4,2), s premedikaci
omeprazolem 2 h pred méfenim 6,7 (4,7-7,0), s omeprazolem 12 hod pfed métenim 5,6

(3,5-6,4) a s podanim pentagastrinu 20 min pied métenim 2,2 (3,5-6,4).
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Obr. 6: Jednotlivé hodnoty zZaludecniho pH u potkanu nalacno — kontrolni skupina

a premedikace omeprazolem nebo pentagastrinem.

Na zékladé namétfenych hodnot zaludeéniho pH byla uskuteénéna studie
porovnavajici absorpci dvou formulaci s dasatinibem za pouziti modulatorti zalude¢niho
pH. Vysledné farmakokinetické parametry vcetné bioekvivalencnich pomért sekvence 1 a
2 jsou uvedeny v tabulce 9. Pfi podani s pentagastrinem jsme ziskali u obou formulaci
podobny farmakokineticky profil. Podobnost potvrzuji i oba bioekvivalenéni poméry
s hodnotami 115,29 % pro Cmax @ 117,0 % pro AUCpst. Pii konkomitantni aplikaci
omeprazolu dosahla testovand formulace 1,4x vy$$i hodnoty Cmax a 1,3x vys$$i hodnoty
AUC)ast nez reference. Primérné farmakokinetické profily sekvenci 1 a 2 ukazuje obrazek

7.
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Tab. 9: Sekvence 1 a 2: Farmakokinetické parametry po podani dvou formulaci
dasatinibu (R — reference, T — test, P — pentagastrin, OME - omeprazol) potkaniim nalacno
(n=24). Hodnoty Tpax jsou uvedeny jako median (interkvartilové rozpéti). Pro Cpax,
AUClust a pomery test/reference byl pouzit geometricky priimer (90% CI).

Cmax T/R Cmax AUClast T/R Tmax
Sekvence | Formulace o . AUChast .
(ng/ml.g) | (%) (mg/ml.min.g) (%) (min)
(1]
0,4584
R+P 03416~ | N/A égg,zg)(sl,%- N/A ;;g)asz-
1 1,1590) ’
0,5284 115,29 117,0
T+P (0,4487- | (75,12- gz,ig)(loo,so- s47- |
0,9973) 176,90) ’ 161,7)
0,1337
R+OME | (0,0634- | N/A 3?,2:;-)(22,29- N/A 2?2)(239'
5 0,3461) ’
0,1879 140,54 130,0
T+OME | (0,1688- | (71,27- gg’gg)(”’zg' (77.5- 3;2)(150-
0,4231) 277,10) ’ 218,0)
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Obr. 7: Primerné (£SD) farmakokinetické profily dasatinibu po podani dvou
formulaci s pentagastrinem (sekvence 1) nebo omeprazolem (sekvence 2) potkaniim

nalacno. R = reference, T = test, P = pentagastrin, Ome = omeprazol.

Vysledky sekvence 3 shrnuje tabulka 10. U reference se vyznamné projevil efekt
zalude¢niho pH, kdy byla po podani s omeprazolem naméfena 2,4x niz$i hladina Cmax a
1,8x niz§i hodnota AUC.st nez s pentagastrinem. Absorpce se také s omeprazolem
zpomalila, jak doklad4 nartist hodnoty Tmax ze 180 min na 273 min. Testovand formulace
rovnéZ vykazovala niz§i miru absorpce, nicméné nedosahla takovych rozdila (1,3x niZsi
Cmax a 1,2x niz8i AUCls). V tomto piipadé se naopak dasatinib vstiebaval rychleji
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s omeprazolem (Tmax 0 60 min krat$i nez s pentagastrinem). V obrazku 8 jsou vyneseny

ktivky plazmatickych koncentraci dasatinibu v sekvenci 3.

Tab. 10: Sekvence 3: Farmakokinetické parametry po podani dvou formulact

dasatinibu (R — reference, T — test, P — pentagastrin, OME - omeprazol) potkaniim nalacno

(n=12). Hodnoty Tmax jsou uvedeny jako median (interkvartilové rozpéti). Cpax a AUClay

Jjsou uvedeny jako geometricky primer (90% CI).

Formulace |Cmax (ng/ml.g) AUCast (mg/ml.min.g) | Tmax (min)

R+P 0,4856 (0,2965-0,8004) | 111,80 (87,47-143,80) |180 (161-184)
R+OME |0,1985(0,1712-0,2317) |61,08 (46,62-80,50) 273 (196-347)
T+P 0,1867 (0,1014-0,4434) |56,39 (33,82-120,70) 270 (238-301)
T+ OME |0,1401 (0,1073-0,1824) |46,91 (37,31-59,15) 210 (135-331)
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Obr. 8: Sekvence 3: Primérné (+SD) farmakokinetické profily dasatinibu po
podani dvou formulaci potkanum nalacno, vidy s pentagastrinem v 1. periodé a

omeprazolem v 2. periodé. R = reference, T = test, P = pentagastrin, Ome = omeprazol.

Ptiloha 5 se zabyvéa post-mortem redistribuci alprazolamu. Davka alprazolamu,
ktera byla potkanlim aplikovana, se pohybovala v rozmezi 16,4-24,7 mg/kg. Vyvoj zmén
v koncentracich v krvi a jednotlivych tkanich je vynesen v obrazku 9. 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 cinily 1,78; 1,54 a 1,39 v ¢asech 2, 6 a 24 hod po smrti. Miru distribuce
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alprazolamu v jednotlivych tkanich vyjadienou v procentech celkové podané davky lze

najit v tabulce 11.

Obr. 9: Post-mortem zmény koncentraci alprazolamu v krvi a tkanich,
normalizované na davku 20 mg/kg. Hodnoty jsou vyjadrené jako median (interkvartilové
rozpéti). *p<0,05, **p<0,005 vs. 0 hod po smrti.
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Tab. 11: Distribuce alprazolamu v jednotlivych tkanich vyjadrend v procentech

celkové podané davky alprazolamu v riiznych casech (median). *p<0,05 vs. 0 hod po smrti.

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4
0 hod 2 hod 6 hod 24 hod
Jatra 5,17 7,11 8,17* 7,38
Ledvina 0,29 0,34 0,42 0,43*
(leva)
Srdce 0,32 0,22 0,23 0,32
Plice (leva) | 0,08 0,08 0,09 0,10
Mozek 0,21 0,10 0,14 0,24
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5. Diskuze

Diskuze vSech vysledki shrnutych v této disertacni praci je v plném rozsahu

dostupna v priloZzenych publikacich.

Na rozdil od klinickych studii, v preklinickém vyzkumu dosud nejsou zakotveny
jasné metodologické postupy, které¢ by detailné urcovaly, jak se maji provadét
farmakokinetické studie. Pozvolna se nicméné objevuji prvni snahy o vétsi standardizaci
experimentll, jez by piispéla k raciondlnéjSimu a efektivnéjSimu vyuzivani zvitat (Jaiswal
et al., 2014, Valic et al., 2020). Mezi dilezité aspekty prace s pokusnymi zvitaty patii
implementace principt 3R (reduction, replacement, refinement), jez zahrnuji redukci poctu
zvifat na mozné minimum, nahrazeni animalnich modeld jinymi technikami vSude, kde
existuje jina alternativa, a nakladani se zvifaty tak, aby pocitovala co nejméné bolesti a
stresu (Public Law 89-544, 1966). Usili napliiovat tyto zasady se rovnéz promita do
diskuze ohledné¢ metodologie preklinickych experimentli (Aarons and Ogungbenro, 2010,
Takemoto et al., 2010).

Také tato prace si klade za cil pfispét k rozvoji metodologie preklinickych
farmakokinetickych studii. Za timto uc¢elem vznikla analyza zabyvajici se dopadem intra- a
inter-individualni variability na ziskané vysledky vramci komparativnich studii na
zvitatech (Ptiloha 1). Pro tuto analyzu jsme vybrali jako modelovou molekulu abirateron
acetat. Jedna se o 1écivo, jez spada do BCS tiidy IV, coZ znamend, Ze se pfi popisu jeho
farmakokinetiky objevuje vysoka intra- i inter-individudlni variabilita (Daublain et al.,
2017). Prave tato skutecnost je pro naSe studium vhodna, nebot” dovoluje, aby se naplno
projevilo co nejvice faktort, které mohou vyslednou variabilitu ovliviiovat.

Vysledky nasi analyzy ukazuji, ze geometricky pramér (90% CI) hodnot AUCias
abirateronu vSech paralelnich skupin A-F a obou period IIV skupiny s parovym
usporddanim 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 podivime na vysledky jednotlivych skupin v ramci
paralelniho uspofadani, vidime, ze se hodnoty ndhodné pohybuji v Sirokém rozmezi od
9,62 do 44,62 mg/ml.min.g. Tyto rozdily dosahly tak velkych rozmérti, Ze nejvyssi hodnota
AUCust je dokonce Ctyinasobné vyssi neZz minimdlni hodnota. Navic, pfi parovém
porovnani skupin A-F neobsahovaly konfidenc¢ni intervaly ve 4 ptipadech z 15 hodnotu

100 %. To znamena, ze by byl v 27 % ptipadl mylné ucinén zavér, Ze se 1ékova formulace
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vstiebava jinym zplsobem, prestoze ve skutecnosti byla vSechna zvifata nadavkovana
stejnou formulaci. Jde o nazorny ptiklad chybné interpretace, k niz mize u studii
s paralelnim uspofddanim dojit, pokud se neprovede na dostatecné¢ velkém vzorku
subjektil.

Vytvofit totozné podminky pro vSechna zvifata je velmi naro¢ny ukol. Bylo
popséno, ze i pies veskerou snahu o standardizaci se béhem studie s paralelnim designem
vyskytovala vysoka variabilita mezi jednotlivymi skupinami (Crabbe et al., 1999). I v nasi
studii byly po celou dobu zachovany stejné podminky, a to jak pfi péci o potkany pred
experimentem, pii vSech procesech béhem pokust i béhem nasledné analyzy ziskanych
vzorkl a dat. Pfesto jsme mezi paralelnimi skupinami zaznamenali vysokou variabilitu, jiz
lze vysvétlit tézko ovlivnitelnymi rozdily mezi potkany a jejich chovanim — at’ uz jde o
odli$nou genetickou vybavu, vnimavost ke stresu, fyzickou aktivitu, pfijem potravy nebo
fyziologicky stav.

Soucast analyzy tvofila i studie hodnotici intra-individualni variabilitu (IIV), ktera
probéhla v cross-over designu a vramci niz byla vSem potkanim aplikovéna stejna
formulace abirateronu. Mezi obéma periodami nebyl zaznamenan signifikantni rozdil, coz
svéd¢i o nizké mife intra-individualni variability. Pii porovnani s vysledky z paralelniho
usporadani vedl cross-over design k poklesu CV z 96 % na 73 %. To umoznuje vyraznou
redukci poctu zvifat pti zachovani stejné sily experimenta.

Simulace pravdépodobnosti, Ze ziskame pii bioekvivalen¢nich studiich piesné
vysledky, ukazaly, Zze za pouziti vySe uvedenych hodnot CV a stejného poctu subjektil
(n=24) dojdeme u cross-over designu k mnohem piesnéjSim zavérim nez u paralelniho
usporadani. Cross-over usporadani ptineslo 76% pravdépodobnost, Ze dojde k spravnému
usouzeni na podobnost farmakokinetickych parametri, zatimco paralelni design vedl pouze
k 49% pravdépodobnosti.

Tato zjisténi se shoduji s pokyny regulacnich autorit, které cross-over uspotradani
dlouhodobé doporucuyji 1 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 kvalitng;si

péci o zvitata, ktera jsou vystavena delsi zatézi.

Cross-over design dnes jiz vramci preklinického farmakokinetického testovani
nektefi pouzivaji (Xiang et al., 2006, Kamath et al., 2008, Guyonnet et al., 2010,
Chowdary, 2013, Rachid et al., 2018, Garcia et al., 2018). Nejcastéji se jedna o
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experimenty zahrnujici vétsi zvifata, jako jsou napi. psi, nebot snaze snaseji slozitéjsi
operacni techniky a del$i prab¢h studie.

V ramci naseho vyzkumu jsme se zaméfili na vyvoj modelu, ktery by bylo mozné
pouzit k farmakokinetickému testovani v cross-over rezimu u potkant (Pfiloha 2 a 3).
Experimenty sestavaly ze dvou period, v nichz byla stejnym zvifatim peroralné 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 byla zvolena metoda kanylace, protoze umoziuje pohodiné
odnimani vzorkli i béhem delsiho ¢asového obdobi. VSeobecné se chirurgicky zakrok,
béhem né&jz se kanyla zavadi do cévy potkanil, nejcastéji provadi jeden den pied zahajenim
vlastniho pokusu (Remsberg et al., 2015, Zhou et al., 2007). V naSem ptipad¢ jsme mezi
kanylaci a prvnim davkovanim 1é¢iva ponechali delsi ¢asovou prodlevu, 72 hod, aby tak
méla zvifata vice Casu k zotaveni se z pro né¢ poméerné narocného zékroku, a 1épe diky
tomu zvladala absolvovat ob¢é periody. Doba odebirani vzorkii krve byla pro kazdou latku
stanovena individudlné na zékladé¢ dostupnych informaci z literatury a na zakladé
predchozi, pilotni studie s abirateronem, jeZ na nasem ustavu prob¢hla (Boleslavska et al.,
2020, Gurav et al., 2012, Ramisetti and Bompelli, 2014). Béhem tohoto experimentu se
totiz plazmatické hladiny méfily pouze 4 hod po aplikaci 1é¢iva, coz se ukézalo jako
nedostate¢né pro zachyceni celého pribéhu farmakokinetického profilu. Obdobné wash-
out perioda byla stanovena podle literarnich udaji o biologickém polocasu tak, aby mezi
obéma davkovanimi ubé&hla doba alespoii 5 biologickych polocast. Dostate¢nost této doby
byla v pribéhu experimentu ovéfena odebranim pre-dose vzorkli krve tésn€ pred
zahdjenim druhé periody a stanovenim plazmatickych koncentraci, které mély ve vSech
ptipadech hodnotu niz8i nez limit kvantifikace.

Predchozi in vitro hodnoceni dvou formulaci s abirateronem ukazalo, Ze inovovana
formulace by se nalacno méla vstiebavat lépe neZ reference. Tomu odpovidaji 1 vysledky
naseho in vivo experimentu, kde byly pro novou formulaci naméfeny nékolikandsobné
vy$$i hodnoty Cmax i AUClast, @ potvrzuji tak pouzitelnost naseho modelu.

O abirateronu v jeho soucasné pouzivané podobé se vi, ze podléhd silnému vlivu
spolecné pozité potravy, kdy se s jidlem absorpce az né¢kolikanasobné zvysSuje (Chi et al.,
2015). Zrealizovali jsme tedy preklinickou studii, kterd méla za cil tento vliv ohodnotit.
Pro simulaci stavu po jidle byla potkanim soucasné s abirateronem podavana smeés

olivového oleje s Nutridrinkem. Olej se praveé pro tyto tcely pouziva standardné, pficemz
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Nutridrink, pfedstavitel vysokoenergetické tekuté vyzivy, byl pfidan za ucelem zajisténi
dostatku vodné faze, nutné k rozpusténi Zelatinovych kapsli s abirateronem (Brocks and
Wasan, 2002, Shayeganpour et al., 2005).

Pfi prvnim pokusu nicméné pravdépodobné nedoslo k dostate¢nému promiseni této
smeési, coz se projevilo tim, Ze se reference navzdory znamému food efektu vstiebavala ve
stavu nalacno i po jidle podobnym zplsobem. Druhd, testovand, reference se také
nechovala podle o¢ekavani, kdy namisto potlaceni vlivu potravy se abirateron z testované
formulace s jidlem vstfebaval velmi Spatné. Zopakovani pokusu s vétSim darazem na
dostatecnou homogenizaci smési oleje s Nutridrinkem tésné pied aplikaci pfineslo
vysledky, jez mnohem vice odpovidaly ptredpokladim. Stejné jako v predeslych
vyzkumech, referencni produkt vykazoval silny food efekt s vyssi absorpci spolu s jidlem.
U inovované formulace naopak doSlo ke zmirnéni tohoto vlivu, kdy 1 pfes opozdeéné
vstiebavani spolecné s jidlem dosahla celkova absorpce podobné miry jak s jidlem, tak i
nala¢no. Tento model se tak hodi pro pouziti i pfi jinych studiich s cilem studovat vliv
potravy na vstfebavani. Pfesto je nutné vzit v potaz i n¢které limity — potkani vSeobecné
nepatii 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 Ize ovSem tento model vyuzit k ziskani prvnich cennych informaci o
vlivu potravy na absorpci a mohou napovédet, jak se tato formulace bude chovat u vyssich
druhi, ptipadné u lidi.

Studie zaméfend na porovnani farmakokinetiky formulaci s abirateronem a
cinakalcetem pii aplikaci samostatné a po pfedchozi premedikaci cykloheximidem rovnéz
pfinesla o¢ekdvané vysledky — cykloheximid vedl u obou formulaci k vyrazné sniZené
absorpci 1é¢iva. Podobny efekt cykloheximidu byl popsan 1 u jinych lipofilnich latek a je
pravdépodobné zplsoben omezenim tvorby chylomikronti, jeZ hraji dulezitou roli ve
vsttebavani latek lymfatickou cestou (Dahan and Hoffman, 2005, Lind et al., 2008).
Prekvapivym jevem bylo mohutné zvyseni plazmatické koncentrace cinakalcetu u potkant
s cykloheximidem po 12 hod od aplikace. Podobny fenomén jiz byl zaznamenéan i u
halofantrinu a Ize jej vysvétlit zpozdénou absorpci snizenim motility gastrointestinalniho

traktu zpiisobenym cykloheximidem (Lind et al., 2008, Plattner et al., 2001).

Dalsi ¢ast prace (Ptiloha 4) se vénuje zalude¢nimu pH u potkand a moznostmi jeho
ovlivnéni u preklinickych farmakokinetickych studii. Ve stavu nalacno bez jakéhokoliv

modulédtoru jsme u potkanii stanovili pH vyS$si, nez jaké se uvadi u lidi (3,5 vs. 1-2)
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(Dressman et al., 1990, Kalantzi et al., 2006). Namétena hodnota se zaroven nelisi od diive
publikovanych dat u potkanti (McConnell et al., 2008, Ward and Coates, 1987). Lidskému
zaludecnimu pH vSak velmi dobie odpovida situace, kdy byli potkani premedikovani
pentagastrinem. Pii podani omeprazolu se zalude¢ni pH podle ocekavani zvysilo, a pokud
byl aplikovan 2 hod ptfed meéfenim, zaludecni pH odpovidalo hodnotdm u lidi po
konzumaci jidla (Dressman et al., 1990, Kalantzi et al., 2006, Gardner et al., 2002).
K podobnym vysledkim vedly i jiné pfedchozi experimenty, které naSe data potvrzuji
(Yasumuro et al., 2018).

Naésledné provedend farmakokineticka studie s dasatinibem nazorné ukazuje, jakym
zpisobem je mozné na zaklad¢ diive zjisténych vysledki modulatory zalude¢niho pH
vyuzit v praxi. Dasatinib patfi mezi 1éCiva, jejichz absorpce je siln¢ ovlivnéna hodnotami
zalude¢niho pH (Lubach et al., 2013). Jednd se o slabou zasadu, jez v kyselém prostiedi
podléha disociaci, a v této podobé¢ 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 vna$i studii, kdy jsme u obou formulaci
zaznamenali pfi premedikaci pentagastrinem vyS$i miru absorpce nez pii predchozi
aplikaci omeprazolu. Zatimco u reference se tento jev projevil velmi vyrazné, u nové,
inovované formulace, ktera byla pfipravena za Ucelem snizit vliv zaludeéniho pH na
vstfebavani, byl rozdil mezi podanim s pentagastrinem a s omeprazolem mensi. Vidime
tedy, Zze vhodnym nacasovanim latek, jez jsou schopny ovlivnit Zalude¢ni pH, mlZeme
upravit model pro preklinické testovani farmakokinetiky 1éciv tak, aby vice odpovidalo
podminkam, jaké se vyskytuji u lidi, a zptesnit tak zkoumani latek s pH dependentni

absorpci.

Posledni ¢ast prace (Pfiloha 5) se zabyva post-mortem redistribuci alprazolamu na
potkanim modelu. Posmrtné zmény koncentraci v krvi a tkanich jiz byly pro néktera 1éciva
popsané. Pro alprazolam, jenz Casto hraje roli v imrtich, ktera jsou spojend s uzitim 1éciv,
dosud existuje malé mnozstvi 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 tkénich, k nimz po smrti u
Zivych organismi dochazi.

Po smrti potkanti jsme ve vSech ¢asovych bodech po usmrceni potkani nameéfili
signifikantné vyssi plazmatické hladiny alprazolamu oproti vzorklim pied smrti. Podobny

jev byl zaznamenan 1 u jinych latek, jako jsou thioridazin, morfin nebo citalopram (Koren
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and Klein, 1992, Kugelberg et al., 2004, Castaing et al., 2006). Nejvyssich koncentraci
alprazolamu bylo dosazeno v tukové a jaterni tkani, zatimco nejméné se 1éCivo
vyskytovalo v plicich a mozku (30 min po smrti). Obdobny distribu¢ni vzorec byl popsan 1
u zivych potkant 30 min po i.v. aplikaci '*C-alprazolamu (Banks et al., 1992) a odpovida
post-mortem redistribu¢nim datiim ziskanych u jinych 1éCiv ze skupiny benzodiazepint
(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
muzeme pozorovat i vsrdecni tkéni, nicméné zde doSlo nejprve k vyraznému ubytku
mnozstvi alprazolamu, coz mohlo byt zplsobeno rychlym piesunem 1é¢iva do krve
(Pelissier-Alicot et al., 2003). K obdobnym zméndm koncentraci doSlo i u mozku, kde se
po prvotnim poklesu projevila tendence k dosazeni rovnovahy s krevnimi hladinami.

Jelikoz maji potkani mnohem mensi velikost nez lidé, najdeme zde i mensi
vzdalenosti mezi jednotlivymi organy, diky ¢emuz latky snadnéji difunduji, a vysledky tak
nemusi pln¢ korespondovat s déji pozorovanymi u lidi. I pfes tuto skutecnost ndmi
naméfené poméry mezi koncentracemi alprazolamu v ledvinné a jaterni tkdni a plazmé
odpovidaji hodnotam zjisténych u lidi (0,2-4,1 pro ledviny a 0,9-9,2 pro jatra u potkana vs.
1,7 pro ledviny a 4,2 pro jatra u lidi) (Jenkins et al., 1997).
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6. Zavér

Tato disertacni prace se zamétuje na vyvoj a praktické vyuziti potkanich modeli u
preklinickych farmakokinetickych studii a rovnéz v hodnoceni toxikokinetiky. V prvni
fad¢ se vénuje porovnani dopadu paralelniho a cross-over uspoiadani na variabilitu téchto
studii. Zavérem této analyzy je, Ze implementace cross-over designu zajist'uje i pii pouziti
nizs§iho poctu zvirat kvalitn€jsi vystupy nez v piipadé paralelniho usporadani. Tato metoda
zvladnuti vSech nezbytnych technik, které s tim souviseji, se v kone¢ném dusledku jisté
vyplati.

Pouziti cross-over designu nazorné¢ demonstruji uskute¢néné komparativni
farmakokinetické studie na potkanech, jez porovnavaly vstiebavani riznych formulaci
s abirateronem a cinakalcetem. Ziskané vysledky, které odpovidaji pfedpokladim na
zaklad¢ predeslych in vitro experimentl a literarnich dat, potvrzuji $ir$i vyuzitelnost tohoto
modelu i pro jiné lékové formulace v budoucnu.

Prace se dale zabyva stanovenim zaludecniho pH potkanti a moznostmi jeho
ovlivnéni podanim rdznych moduldtort. Z vysledkti zkoumani vyplyva, ze ma pH
v zaludku potkanti nala¢no o néco vyssi hodnotu nez u lidi. Pokud bychom tedy chtéli 1épe
u potkant simulovat lidské podminky pro rozpousténi 1é¢iv s pH-dependentni absorpci,
jako nejlepsi varianta se jevi premedikace pentagastrinem kratce pied aplikaci 1éCiva.
Obdobn¢ prostiedi zaludku, jaké najdeme u nekterych lidi trpicich hypochlorhydrii, nejlépe
u potkand navozuje podani omeprazolu 2 hod pted testovanym lé¢ivem. Tato zjiSténi byla
nasledné aplikovéna i v dal§i komparativni farmakokinetické studii, jez porovnavala profil
dvou riznych formulaci s dasatinibem za pouziti nami zkoumanych modulatort
zaludec¢niho pH.

Posledni ¢éast prace se vénuje studiu post-mortem redistribuce alprazolamu na
potkanim modelu. Ukazuje, jak se béhem 24 hod po smrti koncentrace alprazolamu v krvi
a ruznych tkanich méni. Tyto informace mohou pomoci pfi interpretaci toxikologickych

dat pfi vySetfovani umrti, ktera jsou s pozitim alprazolamu spojena.
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