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Abstrakt

Absorpce 1éCiv  z gastrointestinalniho traktu po perordlnim podani je klicovym
farmakokinetickym procesem spoluurcujicim naslednou farmakodynamickou odpovéd’
organismu a terapeutickou ucinnost. Tato dizerta¢ni prace je vénovana studiu faktora, které
tento proces ovliviiuji. Zvlastni diiraz je kladen na studium lymfatické absorpce, tj. miry
vstfebavani ucinné latky cestou intestinalniho lymfatického systému.

Byla provedena fada in vivo studii na laboratornich potkanech. Farmakokinetické studie
byly provadény pomoci pravidelnych odbérii krve z cévnich katetri po peroralnim podani
lé¢iva. Lymfatickd absorpce byla zkoumédna na modelu anestezovaného potkana se
zakanylovanym mezenterickym lymfatickym duktem. Testovany byly moderni 1éky, které
byly spolupracujicimi chemicko-technologickymi pracovisti upraveny do inovativnich
1ékovych forem.

Abirateron acetat, lipofilni latka pouzivand v terapii karcinomu prostaty, se dobie
vstiebaval z traviciho traktu po podani ve formé olejovych kuli¢ek (oil marbles). Touto
se nevstiebaval ve vyznamné mife cestou intestindlniho lymfatického systému.

Lymfatickd absorpce cinakalcetu, latky pouzivané k lécbé hyperparatyredzy, byla
naopak vyrazna. Relativni podil lymfatické absorpce na celkové systémové biologické
dostupnosti byl 20%. To znamena, ze jedna pétina latky, kterd se objevila v systémové
cirkulaci, prosla pfedtim intestinalni lymfou.

Biologicka dostupnost kanabidiolu, dilezitého kanabinoidu a latky registrované k 1écbé
nékterych forem détské epilepsie, byla vyrazné zvySena pfipravou mikro- a nanoemulzni
lékové formy. Lymfaticka absorpce zde hréala vyraznou roli. Vstiebavani kanabidiolu
probihalo zhruba 1:1 cestou portalniho krevniho feci$t€¢ a intestindlnim lymfatickym
systémem.

Nilotinib, moderni tyrozin kindzovy inhibitor pouZzivany k terapii chronické myeloidni
leukémie, byl podavan v 1ékové formé zalozené na enkapsulaci t¢inné latky do glukanovych
castic ziskanych z kvasinkovych bunék. To vedlo k mirnému zvySeni biologické
dostupnosti. Lymfaticka absorpce byla nizka.

Ve studiich shrnutych a komentovanych v této dizerta¢ni praci byla podrobné popséna
farmakokinetika vybranych modernich 1€k a lékovych forem vcetné podilu lymfatické

absorpce. Tyto informace budou vyuzity pii vyvoji ucinnych latek a lékovych forem



s lepSimi absorpénimi vlastnostmi, pfipadné specificky cilenymi do intestinalniho

lymfatického systému.
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nilotinib.



Abstract

Absorption of drugs from the gastrointestinal tract after oral administration is a key
pharmacokinetic process co-determining the subsequent pharmacodynamic response of the
organism and therapeutic efficacy. This dissertation thesis is devoted to the study of factors
that influence this parameter. Special emphasis is placed on the study of lymphatic
absorption, i.e. the rate of absorption of the active substance via the intestinal lymphatic
system.

A number of in vivo studies have been carried out in laboratory rats. Pharmacokinetic
studies have been performed by means of regular blood sampling from vascular catheters
after oral administration of the drug. Lymphatic absorption was investigated in an
anaesthetized mesenteric lymphatic duct cannulated rat model. Modern drugs were tested
that were incorporated into innovative dosage forms by collaborating chemical and
technological institutions.

Abiraterone acetate, a lipophilic agent used in the therapy of prostate cancer, was well
absorbed from the gastrointestinal tract after administration in the form of oil marbles. This
technology also succeeded in reducing the otherwise very significant positive food-effect.
Abiraterone acetate was not absorbed to any significant extent via the intestinal lymphatic
system.

In contrast, lymphatic absorption of cinacalcet, a substance used to treat
hyperparathyroidism, was significant. The relative contribution of lymphatic absorption to
the total systemic bioavailability was 20%. This means that one fifth of the substance that
appeared in the systemic circulation had previously passed through the intestinal lymph.

The bioavailability of cannabidiol, an important cannabinoid and a substance registered
for the treatment of some particular forms of childhood epilepsy, was significantly increased
by the preparation of micro- and nanoemulsion dosage forms. Lymphatic absorption played
a significant role. Absorption of cannabidiol was roughly half and half via the portal
bloodstream and the intestinal lymphatic system.

Nilotinib, a modern tyrosine kinase inhibitor used for the treatment of chronic myeloid
leukaemia, was administered in a dosage form based on encapsulation of the active substance
in glucan particles derived from yeast cells. This led to a slight increase in bioavailability.

Lymphatic absorption was low.



The pharmacokinetics of selected modern drugs and dosage forms, including the
contribution of lymphatic absorption, have been described in detail in the studies
summarized and commented in this thesis. This information will be used in the development
of novel active substances and dosage forms with improved absorption properties, possibly

specifically targeting the intestinal lymphatic system.
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1. Literarni uvod

Absorpce 1éCiv z gastrointestindlniho traktu po perordlnim podani je dulezitym
farmakokinetickym procesem, ktery ma v kone¢ném disledku vliv na uc¢innost a bezpecnost
podavanych aktivnich latek. Vyraznd intra- a interindividudlni variabilita zplGsobena
rozdilnou absorpci nalacno ¢i po jidle, Iékovymi interakcemi, silnou zavislosti absorpce na
pH v gastrointestindlnim traktu atp. ohrozuje pacienty nedosazenim terapeutické odpovédi
nebo naopak pteddvkovanim a rozvojem nezadoucich ucinkid. Tato dizertacni prace se
zabyva faktory, které ovliviiuji vsttebavani vybranych 1ékli s nizkou a variabilni absorpci po

peroralnim podani.

1.1. Lymfaticka absorpce

Vyrazna ¢ast této dizertacni prace pojednava o lymfatické absorpci 1é¢iv. Lymfaticka
absorpce 1€Civ je vstiebavani ucinnych latek z gastrointestinalniho traktu do mezenterického
(intestinalniho) lymfatického systému [O'Driscoll, 2002; Porter et al., 2007; Trevaskis et al.,
2015]. Jedna se o cestu absorpce, ktera je paralelni ke klasickému vstiebavani 1€k ze stfeva
do systémové cirkulace portalnim cévnim fecistém. Léky, které se vsttebaji do mezenterické
lymfy putuji spolu s lymfou drobnymi intestinalnimi lymfatickymi cévami, které se sdruzuji
do stale vétsich kmenti. Cestou projdou nékolika etdzemi miznich uzlin, az dorazi do
hrudniho mizovodu (ductus thoracicus), coz je hlavni a nejvétsi lymfatickd céva v lidském
téle. Hrudni mizovod nésledné usti do systémového krevniho fecisté pii soutoku levé vena
subclavia a vena jugularis interna. Veskera lymfa, ktera je vytvafena ve stfevnich klickach,
se tak nakonec dostava do systémového krevniho fecisté. Léky zde obsaZené vSak, na rozdil
od 1éka vstiebanych klasicky do portalni krve, neprochazeji jatry a nejsou tak vystaveny
riziku Casné¢ho a extenzivniho odbourdvani. To mlZe mit vyrazny efekt na celkovou

farmakokinetiku l1é¢iva, zejména na rozsah biologické dostupnosti.
1.2. Vyznam lymfatické absorpce

Mira lymfatické absorpce zéasadnim zptsobem ovliviiuje farmakokinetické i
farmakodynamické vlastnosti 1é¢iv. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozim odstavci, latky, které

jsou rychle a efektivné metabolizovany v jatrech, se priichodem lymfou tomuto metabolismu
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vyhnou. U nékterych 1kt je tento fenomén dokonce tak vyrazny, ze veskera latka, ktera je
po absorpci ve stfeve transportovana portalni krvi, je eliminovana, a do systémového feciste
doputuje pouze frakce transportovana lymfou. Konkrétnimi ptiklady takovych 1ékii jsou
pohlavni hormon testosteron, jeho derivat testosteron undekanoat a dalsi podobny synteticky
derivat metylnortestosteron undekanoat [Shackleford et al., 2003; White et al., 2009].

Lymfatickd absorpce muze zvysit systémovou biologickou dostupnost 1éc¢iva i bez
ohledu na miru eliminace pii prvnim prachodu latky. U n€kolika silné lipofilnich 1éCiv byla
zvySenou lymfatickou absorpci. Bylo to tak na ptfiklad u cytostatické peroralné¢ podavané
latky venetoklaxu [Choo et al., 2014]. Vliv jidla na lymfatickou absorpci je podrobné
diskutovan dale v textu.

Vedle farmakokinetickych disledki lymfatické absorpce jsou neméné dilezité
dasledky farmakodynamické. Lymfaticky systém vcetné jeho intestinalni Casti obsahuje
fadu bunék a tkani imunitniho systému, kter¢ jsou hlavnimi cilovymi strukturami dilezitych
I¢kovych skupin, jako jsou na piiklad imunosupresiva a 1éky proti infekci HIV. ZvySena
koncentrace téchto 1¢kli v lymf€ proto mize vést ke zvySeni G€innosti, navic pfi zachovani
nizké expozice v krvi. Bohuzel existuje zatim jen velmi omezeny pocet studii, které exaktné
koreluji lymfatickou absorpci 1é€iv s jejich farmakodynamickym uc¢inkem [Han et al., 2016;
Yoshida et al., 2016]. Potencial je vSak podle teoretickych predpokladii znaény. Léky a
lékové formy, které se vstiebavaji preferenéné do lymfy, zde dosahuji o dva az tfi fady

vysSich koncentraci nez v krevni plazmé.

1.3. Mechanismus prostupu lékii do mezenterické lymfy

Podle doposud provedenych studii a dostupnych dat se zd4, Ze vSechny procesy urcujici,
zda se 1éCivo bude vstiebavat preferenéné do krve ¢i do lymfy se odehréavaji v buiikach
sttevniho epitelu — enterocytech [Trevaskis et al., 2015]. Hydrofilni a slabé lipofilni latky
prochazeji volné cytosolem téchto buné€k a na druhém poélu jsou uvolnény do mezibunééného
prostoru, ze které¢ho difunduji do krevnich kapilar (Obr. 1). Silné lipofilni latky jsou naproti
tomu zavzaty do bunécnych organel, zejména do hladkého endoplazmatického retikula. Zde
probiha tvorba lipoproteinti specifickych pro stfevo, tzv. chylomikronu, které sestavaji
z fosfolipidové membrany, objemoveé malé, ale funkéné dulezité, slozky proteinti a z
lipofilniho jadra tvofeného ptredevsim triglyceridy, do kterého jsou inkorporovany dalsi silné

lipofilni latky v¢etné lé¢iv. Chylomikrony jsou néasledné transportovany syst¢émem Golgiho
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aparatu smérem k bazalnimu poélu buiiky a secernovany do mezibunééného prostoru. Jsou
prilis velké na to, aby prostoupily sténu krevnich kapilar, a proto vstupuji do lymfatickych

kapilar (tzv. lakteall), které maji prostupné€jsi cévni sténu.

Intestinal
lumen i .
Llpolym:/
© K
Absorption
MG + FA Drug
{LogF=5)
Re-esteriﬁcaion\ D
rug
- (LogP<5)
-TG
@
®
LP assembly
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krve ¢i lymfy. Prevzato z Trevaskis et al. 2015 [Trevaskis et al., 2015]. TG — triglyceridy,
MG — monoglyceridy, SER — hladké endoplazmatické retikulum, RER — hrubé

endoplazmatické retikulum, LP — lipoproteiny.
1.4. Faktory ovliviiujici lymfatickou absorpci

Farmakokinetika 1é¢iv v lymf€ neni, na rozdil od farmakokinetiky v krvi, u vétSiny latek
prozkoumand. Studiem 1€k, u kterych jsou lymfatické parametry k dispozici, vSak jiz bylo

mozné popsat faktory, které maji na rozsah lymfatické absorpce zdsadni vliv [Rysanek et al.,

2020].
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1.4.1. Vliv lipofility u¢inné latky

vvvvvv

ucinné latky v tucich. Je jiz dlouho znamo, ze silné lipofilni slozky vyzivy jako jsou
triglyceridy, cholesterol, vitamin D a podobné jsou ze stfeva velkou mérou vstfebavany
lymfou vazané v chylomikronech [Blomstrand and Forsgren, 1968; Lee et al., 1968]. Naopak
hydrofilni slozky vyzivy jako jsou sacharidy a aminokyseliny jsou vstiebavany prednostné
cestou vena portae a jejich koncentrace v lymf¢€ jsou nizké [Borgstrom and Laurell, 1953].
Neni piekvapujici, ze u 1ékti miizeme vysledovat podobny vztah, tj. siln€ lipofilni latky jsou
vstfebavany lymfou ve znacné mife, zatimco hydrofilni nikoliv.

Rozpustnost chemické slouceniny v tucich 1ze objektivné popsat pomoci rozdélovaciho
koeficientu oktanol/voda vyjaddieného na logaritmické Skale jako hodnota Log P. Hodnota
Log P =0 znamena4, zZe latka po ustanoveni rovnovahy dosahla v oktanolu stejné koncentrace
jako ve vodé. Log P > 0 znaci lipofilitu a Log P < 0 naopak hydrofilitu. Stran lymfatické
absorpce 1éCiv bylo jiz v poloviné 80. let pozorovano, ze do lymfy se ve vyznamné mite
vstiebavaji pouze latky s Log P > 5, tj. latky velmi siln€ lipofilni, které dosahuji v oktanolu
koncentraci vice nez 100 000 krat vyssich nez ve vodé [Charman and Stella, 1986]. Toto
pozorovani potvrdila systematicka analyza dat vSech dostupnych métfeni provedena o mnoho
let pozdé€ji na naSem pracovisti [Rysanek et al., 2020]. Vztah hodnoty Log P a relativni

biologické dostupnosti 1é¢iva lymfou (viz. nize — metody) je znazornén na Obr. 2.
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Obr. 2: Vztah miry lymfatické absorpce vyjadrené jako relativni biologicka dostupnost
lymfou (viz. nize — metody) a hodnoty Log P podavaného léciva. Data pochazeji z animdlnich
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in vivo studii systematicky analyzovanych v roce 2020 [Rysanek et al., 2020]. Kazdy bod

reprezentuje jednu ucinnou latku.

1.4.2. Vliv lékové formy

Bylo prokazano, Zze mira lymfatické absorpce 1é¢iv koreluje s kvantitou triglycerida
transportovanych v lymfé [Porter et al., 1996]. Pokud jsou triglyceridy soucasti 1ékové
formy, vstiebavaji se do mezenterické lymfy a podporuji lymfatickou absorpci ucinné latky.
Léky podavané v olejovych roztocich ¢i jinych lipidovych formulacich proto vykazuji vyssi
lymfatickou absorpci nez léky podavané v obycejnych formulacich bez pritomnosti lipida.

Tento vztah je znazornén na Obr. 3.
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Obr. 3: Viiv lékové formy na miru lymfatické absorpce léciv. Na grafu je zndzornén median,
minimum, maximum a mezikvartilové rozpéti relativni biologické dostupnosti lymfou. Data
pochdazeji z animalnich in vivo studii systematicky analyzovanych v roce 2020 [Rysanek et
al., 2020]. Jednoduché formulace (simple formulations) jsou tablety ¢i vodné roztoky. Jako
oleje (oil solutions) byly nejcastéji pouzivany slunecnicovy, olivovy a arasSidovy olej.
Pokrocilé lékové formy (advanced formulations) zahrnuji mikroemulze, nanoemulze, micely,

pevné lipidové nanocastice a podobné (vidy obsahuji lipidy).
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1.4.3. Vliv jidla

Jak jiz bylo zminéno, pfitomnost lipidi v gastrointestindlnim traktu a nasledné
v mezenterické lymf€ zvysSuje lymfatickou absorpci 1€¢iv. Podani 1€k s jidlem, zejména
pokud obsahuje hodn¢ tukl, proto podporuje jejich vstiebadvani do lymfy. Kvuli
metodologické naro¢nosti existuje jen velmi malo studii exaktné srovnavajicich lymfatickou

absorpci nala¢no a po jidle. Jejich vysledky jsou vSak piesvédcivé (Obr. 4).
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Obr. 4: Lymfaticka absorpce nékolika vybranych léciv (primér + smérodatna odchylka)
vyjadrena jako absolutni biologickda dostupnost lymfou (viz. dale - metody) pri podani
nalacno a po jidle s obsahem tukii [Khoo et al., 2001; White et al., 2009, Trevaskis et al.,
2010; Choo et al., 2014].

1.4.4. Vliv animalniho modelu

Meéieni lymfatické absorpce 1€Civ je invazivni a vyzaduje chirurgickou kanylaci
lymfatickych cest (viz. dale — metody). Z etickych divodi je proto v souc¢asnosti provadéno
pouze na animalnich modelech, nejCastéji na potkanech. Znalost rozdild v lymfatické
absorpci 1é¢iv u jednotlivych druhli zvifat, kterd jsou pouzivana, je stéZejni pro alespon

pfibliznou extrapolaci ziskanych dat na ¢lovéka.
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Bylo zjisténo, ze lymfatickd absorpce 1éCiv stoupd se stoupajici télesnou hmotnosti
zviteciho druhu [Trevaskis et al., 2013]. Stoupé jak absolutni biologicka dostupnost lymfou,
tj. procento podan¢ho léku, které se objevi v mezenterické lymfé€, tak i relativni podil na

celkové biologické dostupnosti (Obr. 5).
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Obr. 5: Prumeérna biologicka dostupnost modelové latky halofantrinu po enterdlnim podani
s odlisenym prispevkem Ilymfatické absorpce a klasické absorpce cestou portalni Zily u
riiznych zvirecich druhii. Data prevzata z prace Trevaskis et al. 2013 [Trevaskis et al.,

2013].

Pozdéji byla odvozena rovnice, ktera na zdkladé absolutni biologické dostupnosti
lymfou zmétené u jednoho zvifeciho druhu umoziuje tato data extrapolovat na jiné zvireci

druhy [Trevaskis et al., 2020]:

Fo =a M%3

kde F,; je absolutni biologickd dostupnost lymfou, a je konstanta a M je télesna

hmotnost zvifeciho druhu. Po dosazeni ptisluSnych hodnot Ize odhadnout, Ze lymfaticka
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absorpce 1é¢iva u ¢lovéka vyjadiend jako absolutni biologicka dostupnost lymfou je zhruba

ctyfikrat vyssi nez lymfatickd absorpce zmétend u potkana.

V nasledujicich odstavcich je shrnut literarni tvod k ¢lanktim, jejichz komentovany

ptehled je pfedmétem této dizertacni prace.

1.5. Vliv jidla na vstfebavani abirateron acetatu (ptiloha 1)

Abirateron acetdt je moderni lé¢ivo vyuzivané Kk terapii karcinomu prostaty
rezistentniho na kastraci. Je poddvan peroralné¢ a patii mezi léky s viibec nejvysSim
popsanym pozitivnim vlivem jidla na absorpci. Cmax @ AUC se v klinické studii u zdravych
dobrovolnikii zvysily 17krat, respektive 10krat pfi podani soucasné s jidlem o vysokém
obsahu tukt [Chi et al., 2015]. To vedlo k doporuceni podavat 1¢k nala¢no, aby se predeslo
prilis vysoké expozici. Jako mozné mechanismy zvyseni biologické dostupnosti abirateronu
po jidle byly diskutovany facilitované rozpousténi silné lipofilniho abirateronu ve stievé za
pfitomnosti lipidi z potravy a podpora rychlé konverze abirateron acetitu na volny
abirateron, kterym je nasledné presycena gastrointestinalni tekutina, coz vytvaii hnaci silu
pro vstiebavani uc¢inné latky do stfevni sliznice [Stappaerts et al., 2015; Schultz et al., 2020].

Tym chemikii z prazské VSCHT vyvinul novou lékovou formu abirateron acetitu
zalozenou na enkapsulaci malych kapének oleje s rozpusténou ucinnou latkou do kulicek se
sténou tvofenou pevnymi Casticemi (oil marbles). Tato lipidova 1ékova forma skytala
potencial sniZit €1 odstranit pozitivni vliv jidla na vstiebavani abirateronu, mimo jiné lepSim
rozpousténim ucinné latky v pfitomnych lipidech v porovnani se zékladni, nelipidickou

formou.

1.6. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani abirateron acetatu a cinakalcetu (pfiloha

2)

Jak jiz bylo popsano vySe, abirateron acetdt je 1k, jehoz vstfebavani
z gastrointestinalniho traktu je velmi siln¢€ pozitivné ovlivnéno jidlem. Zaroven se jednd o
latku znaéné lipofilni. Jeho odhadovana hodnota Log P se udéva v rozmezi 4-5. Oba tyto
faktory by mohly byt sptazeny s vysokou lymfatickou absorpci.

Cinakalcet je moderni lécivo, kalcimimetikum, které je pouzivano k terapii

hyperparatyredzy. Je velmi siln€ lipofilni (Log P 6,5). Po perordlnim podani u ¢lovéka
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vykazuje pozitivni vliv jidla na vstiebavani, i kdyz tento neni zdaleka tak vyznamny jako u
predeslého abirateron acetatu. Pii podani s jidlem se biologickd dostupnost cinakalcetu
zvySuje o 50-70% v zévislosti na obsahu tukt [Padhi et al., 2007]. Proto se doporucuje
pravidelné davkovani s jidlem nebo kratce po ném. Silna lipofilita a pozitivni vliv jidla by

opét mohly byt spojeny s vyznamnou lymfatickou absorpci.

1.7. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani kanabidiolu (pfiloha 3)

Kanabidiol je po tetrahydrokanabinolu (THC) druhym nejzastoupengjSim
kanabinoidem v konopi. Je registrovan jako u¢inné 1é¢ivo pro 1é¢bu nékterych typa détské
epilepsie (Epidyolex ®). Zarovei je soucasti hustého extraktu z konopi, ktery je registrovan
k terapii spasticity zptisobené roztrousenou sklerozou (Sativex ®). V poslednich letech je to
téz oblibena slozka riznych dopliki stravy.

Kanabidiol, na rozdil od THC, nevykazuje vyrazné psychoaktivni u¢inky. Ma vSak
ucinky imunomodula¢ni [Kaur et al., 2020]. Jeho vazba na CB2 receptory snizuje produkci
prozanétlivych cytokini a autoprotilatek, cehoz by mohlo byt v budoucnu vyuzito k terapii
autoimunitnich, popfipad¢ i jinych onemocnéni, jejichz patogeneze vyznamnou meérou
zahrnuje aktivaci imunitniho systému.

Farmakokinetika kanabidiolu po perordlnim a intravendéznim podani byla zkoumana u
laboratornich zvifat 1 u ¢lovéka [Ohlsson et al., 1986; Samara et al., 1988; Izgelov et al.,
2020]. V jedné praci byla zméfena 1 koncentrace kanabidiolu v mezenterické lymf€, ktera
byla 250krat vySsi nez koncentrace v plazmé [Zgair et al., 2017]. Pfesnd kvantifikace
lymfatické absorpce vSak zatim provedena nebyla. Pfi tom se jedna u této konkrétni latky o
dilezity udaj s ohledem na jeji vySe zminéné €inky na imunitni systém. Kanabidiol je silné
lipofilni latka (Log P 6,3), coz vede k ptedpokladu, Ze jeji lymfaticka absorpce bude
signifikantni. Navic, stejné€ jako u abirateronu a cinakalcetu, je u néj popsan silny pozitivni
vliv jidla [Taylor et al., 2019]. Jak AUC, tak Cmax se u zdravych dobrovolnikt pti podani po
jidle zvysily zhruba c¢tyfikrat v porovnani se stavem nala¢no.

Tym chemikdi zprazské VSCHT piipravil tii formulace kanabidiolu vhodné

k otestovani — slune¢nicovy olej (referencni formulace), mikroemulzi a nanoemulzi.
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1.8. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani nilotinibu (pfiloha 4)

Nilotinib je latka ze skupiny tyrozin kindzovych inhibitori registrovana a pouzivana
v terapii chronické myeloidni leukémie pozitivni na filadelfsky chromosom [Zhang et al.,
2014]. Nilotinib je velmi $patné rozpustny ve vodé¢ (Log P ~4,5) a vykazuje limitovanou
biologickou dostupnost kolem 30%. Jidlo s vysokym obsahem tukl zvysuje biologickou
dostupnost na zhruba dvojnasobek [Tian et al., 2018]. Tyto parametry by mohly latku
predurcovat k absorpci lymfatickymi cestami.

Tym chemikii z prazské VSCHT vyvinul novou lékovou formu nilotinibu zaloZenou na
enkapsulaci ucinné latky do glukanovych castic, tj. stromatu ziskaného z kvasinkovych
bunék. To zvySuje rozpustnost enkapsulované latky jeji amorfizaci [Salamunova et al.,
glukanovych c¢astic makrofagy a jejich koncentrace v lymfatickych organech [Wu et al.,
2020]. Nilotinib enkapsulovany v glukanovych ¢asticich by proto mohl byt absorbovan do
mezenterické lymfy hned dvéma mechanismy, a to difizi na zdkladé¢ svych fyzikalné-

chemickych vlastnosti a fagocytdzou a transportem v buitkach imunitniho systému.
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2. Hypotézy a cile prace

Predmétem postgradudlniho studia vedouciho k vypracovani této dizertacni prace byl

vyvoj metod pro in vivo zkoumani farmakokinetiky latek véetné méteni lymfatické absorpce

a jejich aplikace pfi testovani modernich uc¢innych latek a novych lékovych formulaci.

Béhem experimentélni prace byly stanoveny a testovany tyto hypotézy:

1)

2)

3)

4)

5)

Peroralni podani abirateron acetatu ve forme olejovych kulicek (oil marbles) povede
ke zvySeni jeho biologické dostupnosti a snizeni vlivu jidla. (ptiloha 1)

Abirateron acetat jakozto silné lipofilni latka s vyraznym pozitivnim vlivem jidla,
se bude ve velké mife vstiebavat lymfatickou cestou. (piiloha 2)

Cinakalcet jakozto siln€ lipofilni latka s vyraznym pozitivnim vlivem jidla, se bude
ve velké mife vstiebavat lymfatickou cestou. (ptfiloha 2)

Kanabidiol jakozto silné lipofilni latka s vyraznym pozitivnim vlivem jidla, se bude
ve velké mife vstiebavat lymfatickou cestou. (ptfiloha 3)

Peroralni podani nilotinibu enkapsulovaného v glukanovych casticich povede ke
zvySeni jeho biologické dostupnosti, za které bude alespoii z ¢asti odpovidat zvyseni

lymfatické absorpce. (pfiloha 4)

Cilem préce bylo:

1)

2)

3)

4)

S)

Porovnat biologickou dostupnost abirateronu po podani abirateron acetatu ve forme
referen¢niho ptipravku a nové formulace olejovych kuli¢ek (oil marbles) nala¢no a
po jidle. (ptiloha 1)

Zméfit lymfatickou absorpci abirateronu po podani abirateron acetatu ve formé
referen¢niho ptipravku a nové formulace olejovych kuli¢ek (oil marbles). (ptiloha
2)

Zméfit biologickou dostupnost a lymfatickou absorpci cinakalcetu po podéni
v zékladnim olejovém roztoku. (ptiloha 2)

Zméfit biologickou dostupnost a lymfatickou absorpci kanabidiolu po podani ve
slune¢nicovém oleji a ve formé mikroemulze. (ptiloha 3)

Zméfit biologickou dostupnost a lymfatickou absorpci nilotinibu po podani ve forme

referencniho pfipravku a ve formé glukanovych ¢éstic. (ptiloha 4)
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3. Metody

Metody vyuzité k ziskani diskutovanych vysledkii jsou podrobné popsany v ptilozenych

publikacich. Zde jsou popsany jen stézejni in vivo postupy pouzité napfic t€émito studiemi.

Studium farmakokinetiky v in vivo experimentech na animalnich modelech nemélo na
Farmakologickém ustavu 1. LF UK dlouhou tradici, a tak bylo nejprve nutné vytvorit
robustni metodologicky aparat.

Farmakokinetické studie v principu vyzaduji opakované odbéry krve pro podrobné
popsani pritbéhu koncentraci 1é¢iva v ¢ase. K tomuto tcelu bylo tfeba zajistit u zvifete cévni
vstup, tak aby bylo mozné popsat cely farmakokineticky profil u kazdého zvifete zvIast’ a
tyto profily potom zprimérovat a dal statisticky vyhodnocovat. Jiz na zac¢atku byla zavrhnuta
myslenka odebirat od riznych zvitat krev v riizné¢ dlouhych intervalech a vytvaret potom
sumarni farmakokineticky profil (metoda tzv. sparse samplingu) pro ziejmou nepfesnost této
metody plynouci z €asto velmi vysoké interindividudlni variability zkoumanych jedinci.

Dalsim cilem hned od poc¢atku bylo provadét studie v cross-over uspotadani, tj. podat
skupiné zvitat v jedné period¢ jednu zkoumanou formulaci (typicky referen¢ni piipravek) a
v druhé period¢ druhou zkoumanou formulaci (typicky testovany ptipravek), zatimco ve
druhé skupiné zvitat potadi formulaci obratit. Tim se vyrazné snizi vliv interindividualni
variability a lze prokazat i daleko mensi rozdily ve farmakokinetice podavanych Iékovych
formulaci, nez by bylo mozné u klasického paralelniho uspofadani. Spravnost tohoto
predpokladu se pozdé¢ji potvrdila pifi testovani modelové molekuly abirateron acetatu
[Kralovicova et al., 2022].

Jako zvite vyuZivané pro farmakokinetické pokusy byl vybran laboratorni potkan (kmen
Wistar) pro jeho cenovou a celkovou dostupnost. Je to zvife dostatecné velké na
bezproblémové zavedeni cévnich vstupll. S vyhodou je téZ znatné mnozstvi dat
publikovanych v literatufe, ke kterym je moZzno vztahovat vysledky experimentd.

Zpocatku byla k zajisténi cévniho vstupu zvolena arteria carotis. Jeji kanylace je
relativné jednoducha a mozné bez nutnosti pouzivat mikroskop. Vysoky tlak krve v céve
navic usnadiiuje odbéry. S vyuzitim této techniky bylo provedeno nékolik uvodnich studii

[Boleslavska et al., 2020] + ptiloha 1. Zahy se vSak oziejmilo n€kolik zésadnich problémi.

Mrwe
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epileptickych zéachvatl ¢i rovnou ke smrti zvifete. Pokud doSlo béhem experimentu
k uvolnéni katetru, zptsobilo to zas zavazné krvaceni.

Bylo proto nutné hledat alternativni feSeni, kterym se nakonec stala kanylace vena
S pomoci této techniky byly provedeny vsSechny nasledujici studie a je s uUspéchem

pouzivana dale.

3.1. Kanylace vena jugularis externa

U potkana je vena jugularis externa dominantni zilou na krku, kterd je zodpovédna za
drenaz vétSiny krve z oblasti hlavy a krku, na rozdil od ¢lovéka, kde tuto tlohu plni hloubéji
uloZend vena jugularis interna. Vena jugularis externa probihd u potkana v podkoZzi na
predni strané krku a je diky tomu dobte chirurgicky piistupna.

Po oholeni a dezinfekci operac¢niho pole je proveden fez dlouhy cca 1 cm na pravé strané
krku vzdaleny cca 1 cm od stfedni ¢ary. Subkutanni tkai je preparovana tupé a separovana

do stran (Obr. 6).

Obr. 6: Operacni pristup k pravostranné vena jugularis externa.

V podkozi je Zila identifikovana jako tmav¢ fialovy pruh probihajici kraniokaudalng. Pti
dobré naplni ma primér o néco piesahujici 1 mm. Ve svém priabehu se postupné rozsifuje a
nejvétsi Sitky dosahuje kaudaln€ v misté, kde ptebihd pies klavikulu a zanofuje se do
hrudniku. Identifikace je mozna pti dobrych anatomickych pomérech makroskopicky, jindy
je nutné uzit mikroskop.

Po identifikaci Zily je nutné ji o€istit od okolni vazivoveé a tukové tkané a ¢aste¢né izolovat

(Obr. 7). Kranialné je zila podvazéana, aby z hlavy jiz nepfitékala dalsi krev. Kaudalné je
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podvaz zatim jen p¥ipraven pro pozd&jsi fixaci katetru. Zila je nastfizena zpfedu malymi
oftalmologickymi ntizkami. Do nastfihu je nejprve zavedena kovova cévni sonda pro
ozfejmeni spravného lumen a dostate€nou dilataci nastfihu. Po vytaZeni sondy je do Zzily
zaveden vlastni katetr. Je pouzit m&€kky polyuretanovy katetr o priméru 3 Fr (cca 1 mm) a

délce 10 cm.

Obr. 7: Izolovana vena jugularis externa bez (vlevo) a s jiz zavedenym katetrem (vpravo).

Hlava zviFete je na obrdzcich dole.

Po uspésné kanylaci je katetr tunelizovan podkozim kolem krku az na zatylek tak, aby si
jej zvite po probuzeni z anestezie nemohlo odstranit Obr. 8. Po ispé$né operaci a dvou- az

ttidenni rekonvalescenci jsou zvifata pfipravena na experiment.

Obr. 8: Jugularni katetr tunelizovany na zatylek.

3.2. Méreni lymfatické absorpce

Soucasti vétSiny publikaci komentovanych v této dizertacni praci je méfeni lymfatické

absorpce 1¢éCiv. To vyzaduje relativné slozity metodologicky aparat, ktery bude popsan v této

¢asti textu. Byl zvolen model anestezovaného potkana se zakanylovanym mezenterickym
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lymfatickym duktem jiz mnoho let GspeSn€ pouzivany jinymi tymy ve svété [Trevaskis et
al., 2015]. Ptiprava modelu sestdva z kanylace mezenterick¢ho lymfatického duktu pro
odbér lymfy, kanylace duodena pro davkovani zkoumaného 1é¢iva a kanylace jugularni zily

(viz. vyse) pro pravidelné odbéry krve (Obr. 9).

Obr. 9: Schéma modelu trojité kanylovaného anestezovaného potkana pro mereni lymfatické

absorpce [Trevaskis et al., 2015].

3.2.1. Kanylace mezenterického lymfatického duktu

U potkana je lymfa produkovana ve stfevnich klickdch odvadéna jednim mohutnym
lymfatickym kmenem. Jeho kanylaci a sbérem veskeré produkované lymfy je proto mozné
stanovit celkové mnozstvi 1éCiva vstiebaného lymfatickou cestou za sledovany casovy usek.

Mezentericka lymfa je za laéného stavu pruhlednd a lymfatické cévy v mezenteriu jsou
prakticky nerozeznatelné od okolni tkané. Pfed planovanou operaci (30-60 min) je proto
vhodné zvifeti podat peroralné¢ davku oleje (0,5 — 1 ml). Obsah nové vytvofenych
chylomikront zbarvi lymfu do mlé¢né bilé barvy a proces kanylace se vyrazné usnadni.

K mezenterickému duktu pfistupujeme cestou piicné laparotomie pod pravym zZebernim
obloukem (Obr. 10). Po odtazeni stievnich klicek smérem vlevo jej Ize nalézt medidlné od
dolni duté Zily. Duktus nastfihneme jemnymi oftalmologickymi niizkami, podobné jako bylo
popséano u juguldrni zily, a vsuneme polyetylenovy katetr o zevnim priméru cca 1 mm.

Duktus ma velmi jemnou sténu, kterd se snadno protrhne. Proto je nutné postupovat velmi

vvvvvv
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Obr. 10: Kanylace mezenterického lymfatického duktu. Vlevo - Operacni pristup pricnou
laparotomii pod pravym zebernim obloukem. Uprostied - Mezentericky dukt (oznacen
Sipkou) naplnény bilou lymfou po predchozim peroralnim podani olejového roztoku. Vpravo

— Mezentericky dukt pod mikroskopem bez (nahore) a s jiz zavedenym katetrem (dole).

Po Gspésném zavedeni katetru jej v misté fixujeme veterinarnim tkanovym lepidlem. To
se osvédcilo mnohem lépe nez fixace stehy, protoze témi se duktus ¢asto dodatecné poranil
a celkovad uspé$nost operativy byla vyrazné niz$i. Katetr je vyveden pravym okrajem
operacni rany. Pred zaSitim bfiSni stény je jest€ zaveden duodendlni katetr stejnych
parametrl jako lymfaticky katetr pro pozd&jsi davkovani studované 1ékové formulace. Na
konec operace je kanylovana vena jugularis externa pro odbéry krve postupem popsanym

vyse, pouze bez nutnosti tunelizovat katetr na zatylek.

3.2.2. Davkovani a odbéry lymfy

Po dokonceni operace potkan ziistdva v anestezii. Duodendlnim katetrem je podéna
1ékova formulace, a v ten okamzik zacina sbér lymfy do ptipravené zkumavky (Obr. 11).
Lékova formulace je poddvana pomalu béhem cca 30 min, tak aby nedoslo k pfetizeni
gastrointestinalniho traktu objemem. Potkan lezi na vyhiivané podloZce a je pod ptikryvkou,
aby byl zajistén tepelny komfort. Po dokonceni davkovani 1ékové formulace je na
duodenélni katetr napojen perfusor a potkan je kontinualn¢ enteralné¢ hydratovan
fyziologickym roztokem rychlosti 3 ml/h. Odbérova zkumavka je ménéna kazdou hodinu a
ve stejny Cas je téz odebirana krev z juguldrni zily. Standardni délka odbéri je osm hodin po

nadavkovani.
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Obr. 11: Pooperacni péce a sber mezenterické lymfy. Vlevo — potkani lezi na vyhiivanych

podlozkach a pod prikryvkami, aby se zabranilo podchlazeni pri pokracujici anestezii.
Uprostired — veskera produkovand mezentericka lymfa odtéka do pripravené zkumavky, ktera
je pravidelné ménéna. Vpravo — Vzorek mezenterické lymfy, ktery je stale zbarven do bila
po perordlnim podani olejového roztoku pred zahdjenim operace. Produkce lymfy ve

stievech u potkana je cca 1 ml/h.

3.2.3. Parametry lymfatické absorpce a jejich vypocet

Cilem experimentti zkoumajicich lymfatickou absorpci je zméfit biologickou dostupnost
1é¢iva a piesné urcit, jaka jeji Cast jde na vrub transportu cestou mezenterickych
lymfatickych cév a jaka ¢ast se transportuje klasicky cestou portalni zily.

V literatufe zatim neni uzivana jednotna terminologie pro oznaceni parametrii lymfatické
absorpce, a tak byl ur¢ity systém vytvoren v nasi piehledové praci z roku 2020 [Rysanek et
al., 2020]. Absolutni biologicka dostupnost lymfou (FaL) je procento 1éCivé latky, které se
po podani objevi v mezenterické lymf€. Vypoc€itd se vynasobenim koncentrace léCiva
stanovené v mezenterické lymf€ a objemu lymfy, ktera je vyprodukovana (resp. nasbirana
pii1 odbérech).

Absolutni biologicka dostupnost portalni krvi (Far) je procento podané 1éCivé latky,
které se objevi v systémové cirkulaci po priichodu portalnim cévnim fecistém. Vypocita se
porovnanim AUC Ié¢ivé latky v krvi u potkanti se zakanylovanym mezenterickym duktem,

tj. u zvirat, kde je systémova expozice léCiva zplisobena pouze prispévkem portalniho

31



cévniho fecisté, a AUC léciva po intravenéznim podani u kontrolni skupiny zvitat dle

VZOrce:

Fap = AUC,; X D, / AUC,, X D¢y,

kde AUCgyy je AUC po enterdlnim podani léCiva v ddvce Dpyp u potkani se
zakanylovanym mezenterickym duktem. AUC|, a Dy, jsou analogické veli¢iny u kontrolni

skupiny potkanti davkovanych intravendzné. Celkova absolutni biologicka dostupnost (F)
se vypocita prostym souctem F = Far + Fap.

Nejhodnotnéjsi informaci o tom, do jaké miry ma urcitd latka tendenci vstiebavat se
lymfatickou cestou, poskytuje parametr relativni biologicka dostupnost lymfou (FrL). Je
to relativni podil lymfatické absorpce na celkové biologické dostupnosti 1é¢iva. Vypocita se

dle vzorce Fry = Far / F.
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4. Vysledky

Vysledky jsou podrobné popsany v prilozenych publikacich. Zde je uveden jejich

souhrn a jsou piidany nékteré nepublikované dil¢i vysledky a analyzy.

4.1. Vliv jidla na vstiebavani abirateron acetatu (piiloha 1)

Abirateron acetat podany potkanim ve formé olejovych kuli¢ek (oil marbles — test)
prokézal vyrazné€ vyssi biologickou dostupnost nez latka podana v klasické formé (rozdrcené
tablety naplnéné do Zelatinovych kapsli — reference). Pomér geometrickych praméra (test
vs. reference, 90% konfiden¢ni interval) byl 2,67 (1,66-4,32) pro AUC a 3,98 (2,14-7,40)
pro Cmax. AUC volné molekuly abirateronu se tudiz zvysilo vice nez dvaaputlkrat a Cmax
dokonce skoro ctytikrat.

Podéani abirateron acetdtu ve formé olejovych kuli¢ek téZ odstranilo jinak patrny
pozitivni vliv jidla na vstfebavani abirateronu. Pomér geometrickych primért (po jidle vs.
nala¢no, 90% konfiden¢ni interval) po podani reference byl 2,02 (0,87-4,70) pro AUC a 2,39
(1,31-4,34) pro Cmax. Rozdil AUC tudiz nedosahl statistické vyznamnosti z diivodu relativné
vysoké miry variability, zatimco rozdil v Cmax byl signifikantni. Pomér hodnot AUC a Ciax
po jidle a nala¢no po podani testu byl takika totoZzny: 1,05 (0,76-1,45), respektive 1,04 (0,58-
1,85).

4.2. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani abirateron acetatu a cinakalcetu (ptiloha

2)

Biologicka dostupnost (primér + smeérodatna odchylka) abirateronu po podani
abirateron acetatu ve forme rozdrcenych tablet naplnénych do Zelatinovych kapsli byla 21,1
+ 22,0%. Byla tudiZ spiSe nizka a vykazovala velkou miru variability. Lymfaticka absorpce
zde hréla jen velmi malou roli. Absolutni biologickd dostupnost lymfou byla 0,15 £ 0,11%
a relativni 2,0 £+ 2,1%.

Mimo méfeni lymfatické absorpce pro zdkladni referencni pfipravek byly tyto
parametry stanoveny téZ pro olejové kuli¢ky (oil marbles) a pro olejovy roztok (olivovy
olej). Tato data nebyla publikovana a budou proto uvedena podrobn¢ zde. Parametry

lymfatické absorpce abirateronu po podani abirateron acetatu ve formé olejovych kulic¢ek a
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v olivovém oleji jsou uvedeny v Tab. 1. Kumulativni lymfaticky transport abirateronu je
prezentovan na Obr. 12. Formulace olejovych kulicek a olivovy olej miru lymfatické
absorpce nezvysily. Olivovy olej vykadzal navic velmi nizkou celkovou biologickou

dostupnost.

Tab. 1: Parametry lymfatické absorpce (prumeér £ smerodatna odchylka) abirateronu po
podani abirateron acetdtu ve formé olejovych kulicek (n=3, mereny usek 2,5h) a ve

formé olivového oleje (n=>5, mereny usek 3h).

F (%) FaL (%) FrL (%)
Olejové kulicky 4,60 £ 0,63 0,05+0,03 1,15+ 0,72
Olivovy olej 0,55+0,16 0,03 +0,01 4,87 +2,02
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Obr. 12: Kumulativni lymfaticky transport (prumér + smérodatna odchylka) abirateronu po
podani abirateron acetdtu ve formé olejovych kulicek (n=3, plnd kolecka) a ve formé

olivového oleje (n=3, prazdna kolecka).

Celkova biologickd dostupnost (primér smerodatnd = odchylka) cinakalcetu, druhé
latky zkoumané v této studii, za osm hodin odbéra byla pouze 3,7 + 1,6%. Lymfaticka
absorpce na ni ale méla zasadni podil. Absolutni biologickd dostupnost lymfou byla 0,71 +
0,35% a relativni biologicka dostupnost lymfou byla 21,0 + 8,4%. Z toho plyne, Ze zhruba
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jedna pétina systémové dostupného cinakalcetu proSla mezenterickym lymfatickym

systémem.

4.3. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani kanabidiolu (ptiloha 3)

Lymfatickd absorpce kanabidiolu byla vysokd. Kanabidiol dosahoval v lymf¢
koncentraci o dva az tfi fady vysSich nez v krvi (Obr. 13). Primérny (£ smérodatna
odchylka) pomér AUC v lymf¢€ a krvi byl 927 & 320 pro slunecnicovy olej a 945 + 762 pro
mikroemulzi. Relativni biologicka dostupnost lymfou (primér + smérodatné odchylka) byla
55,3 + 8,5% u slune¢nicového oleje a 39,2 +27,1% u mikroemulze. Tyto hodnoty se od sebe

nelisily signifikantné.

4000-
3000
2000
1000

Lymph

Dose normalized concentration (ng/ml)

Time (h)

Obr. 13: Srovnani primérnych koncentraci kanabidiolu v mezenterické lymfé a v krvi po
podani mikroemulze anestezovanym potkaniim se zakanylovanym mezenterickym duktem
(n=3). Koncentrace jsou normalizovany na davku 1 mg/kg. Po podani slunecnicového oleje
(n=3) byly koncentrace v lymfé obdobné, profil v krvi byl plossi bez vrcholu u 2h — neni

ukazano z ditvodu celkové prehlednosti.
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Celkova biologicka dostupnost kanabidiolu po podani mikroemulze neuspanym
potkaniim byla zhruba dvojnasobna oproti slunecnicovému oleji [geometricky pramér (90%
konfidenc¢ni interval) AUC 153 (142-163) vs. 67 (46-97) ng*h/ml]. S ohledem na to, Ze
relativni biologicka dostupnost lymfou se u formulaci neliSila signifikantng, 1ze tento rozdil
pficist vyssi absorpci kanabidiolu z mikroemulze standardni cestou piimo do krve.

Jesté vyssi celkova biologicka dostupnost byla pozorovdna po podani nanoemulze.
Geometricky primér (90% konfidencni interval) AUC byl 254 (228-284) ng*h/ml.
Porovnanim s AUC po intravendznim podani v cross-over provedeni byla biologicka

dostupnost vyc¢islena na 44,5%.

4.4. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani nilotinibu (pfiloha 4)

Podani nilotinibu ve formé glukanovych ¢astic vedlo k jistému zvySeni jeho biologické
dostupnosti oproti referenci (rozdrcené tablety naplnéné do zelatinovych kapsli), 1 kdyz tento
rozdil nedosahl statistické vyznamnosti. AUC [geometricky primér (90% konfiden¢ni
interval)] se zvysilo ze 765 (398-1472) na 1455 (1067-1982) ng*h/ml. Cmax se zvysilo ze 78
(38-159) na 137 (103-182) ng/ml. Celkova biologickd dostupnost (primér + smérodatna
odchylka) reference byla pomoci porovnani perordlniho a intravendzniho podani v cross-
over uspofadani stanovena na 35,9 + 12,2%.

Podani ani jedné formulace nevedlo k signifikantnimu vstfebavani nilotinibu do
mezenterické lymfy. Relativni biologicka dostupnost lymfou (primér + smeérodatna
odchylka) byla 0,44 + 0,06% u reference a 1,12 £ 0,93% u glukanovych castic. Pomér
expozice (AUC) nilotinibu v lymfé a v krvi byl pouze 1,4 po podéni reference a 2,75 po

podani glukanovych ¢astic.
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5. Diskuze

Vysledky studii komentovanych v této dizertatni praci jsou podrobné diskutovany

v prilozenych publikacich.

5.1. Vliv jidla na vstiebavani abirateron acetatu (piiloha 1)

Podani abirateron acetatu ve formé olejovych kuli¢ek (oil marbles) vyrazné zvysilo
ucinné latky ve stfeveé tim, Ze jiz v samotné 1ékové formé je rozptylena v malych kapickach
oleje. Lékova forma navic obsahuje surfaktanty, které¢ po uvolnéni obsahu kuli¢ek do stifeva
podporuji vznik malych micelarnich ¢astic a zastavaji tak podobnou ulohu jako Zlucové
kyseliny [Koziolek et al., 2019]. Lymfatickd absorpce se procesu zvyseni biologické
dostupnosti netcastni, protoze je u této ucinné latky obecné velmi nizkd (viz. ptiloha 2).

Odstranéni pozitivniho efektu jidla na vstfebavani abirateronu lze vysvétlit stejnym
mechanismem jako zvySeni jeho biologické dostupnosti. Disperze molekul uéinné latky
v kapickach oleje zvysuje biologickou dostupnost nala¢no, ¢imz se snizuje potencial pro jeji
dalsi navySeni pfi pfitomnosti tukit dodanych s jidlem.

Zavedeni abirateron acetatu do lékové formy olejovych kuli¢ek se ukazalo jako vhodna
a u¢inna metoda pro zlepSeni absorpcni kinetiky abirateronu. Je tedy mozné uvaZovat o

dal$im rozvoji této technologie a pfipadné implementaci 1 u jinych silné lipofilnich latek.

5.2. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani abirateron acetatu a cinakalcetu (ptiloha

2)

Lymfatickd absorpce abirateronu je nizkd, coZ bylo prokdzano otestovanim hned tfi
rozdilnych 1ékovych formulaci. Za tento fakt jsou pravdépodobné zodpovédné vlastnosti
samotné ucinné latky, nikoli vlastnosti Iékovych formulaci, protoze ty byly navzajem velmi
odli$né a zahrnovaly rtiznorodou skalu pomocnych latek a technologickych postupti vyroby.
Olejové kulicky a olivovy olej navic obsahovaly znacné mnozstvi lipidl véetné triglyceridd,
které lymfatickou absorpci podporuji.

Hlavnim davodem nizké lymfatické absorpce abirateronu je pravdépodobné jeho

nedostate¢né vysoka lipofilita. Nejsou dostupné métené udaje hodnoty Log P, rGznymi
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pocetnimi algoritmy jsou vSak odhadovany na 4-5. Aby byla latka ve vyznamné mife
transportovana do lymfy, jsou nutné hodnoty > 5 (viz. vyse).

Naopak lymfatickéd absorpce cinakalcetu byla vysoka. Relativni biologickd dostupnost
lymfou ~20% u potkani znaéi pravdépodobné jesté¢ o néco vyssi hodnoty u clovéka.
Lymfatickd absorpce cinakalcetu proto hraje nezanedbatelnou roli pfi jeho transportu ze
stteva do systémové cirkulace a je nejspiSe i alespon z ¢asti zodpovédnd za vyznamny

pozitivni vliv tu¢ného jidla na jeho vstfebavani.

5.3. Podil lymfatické absorpce na vstiebavani kanabidiolu (piiloha 3)

Lymfatickd absorpce kanabidiolu se dle ocekavani ukazala jako velmi vysokd. Zhruba
50% latky, kterd se objevi v systémové cirkulaci, pfedtim prochdzi mezenterickym
lymfatickym systémem. Pfitom nebyl vyznamny rozdil mezi poddnim ve slune¢nicovém
oleji a ve form¢ mikroemulze. To je dano pravdépodobné tim, ze ob¢ 1€ékové formulace
obsahuji triglyceridy, které lymfatickou absorpci podporuji.

Relativni biologicka dostupnost lymfou kolem 50% odpovida hodnotdm pozorovanym
u lipofilnich latek s viibec nejvyssim podilem lymfatické absorpce, jako jsou antimalarikum
halofantrin (Log P 8,9; Fri ~70%) a vitamin D (Log P 7,5; Fre ~72%) [Caliph et al., 2000;
Dahan and Hoffman, 2005]. Vyssi podil lymfatické absorpce (~100%) byl popsan pouze u
latek, které jsou pii prvnim priichodu extenzivné metabolizovany v jatrech, a jejich frakce
vstfebana cestou portalni krve se proto nemtiZze na celkové biologické dostupnosti viibec
projevit (napf. testosteron undekanoat, viz. vyse) [Shackleford et al., 2003].

Mikroemulze méla vyssi celkovou biologickou dostupnost nez slunecnicovy olej. To
lze vysvétlit lepsi disperzi drobnych kapének mikroemulze ve stievnim lumen a jejich
rychlejsi a efektivnéjSi absorpci do stfevni sliznice. Nasledné zvySeni celkové biologické
dostupnosti bylo dano pifedev§im klasickym, nelymfatickym transportem. Divodem je
pravdépodobné omezena kapacita syntézy chylomikront a produkce mezenterické lymfy (ca
1 ml/h), a naopak vysoka transportni kapacita portalni krve. Odhaduje se, ze pratok krve
sttevem u potkana je zhruba 500 ml/h [Charman and Stella, 1986].

Kanabidiol podany ve formé nanoemulze mél peroralni celkovou biologickou
dostupnost 45%, coz je vyrazné vice, nez bylo doposud popsdno u obycejnych olejovych
Iékovych forem vcéetné registrovanych 1é¢ivych ptipravkl (~10-20%) [Zgair et al., 2016].
To znaci potencidl pro jejich vylepSeni tak, Ze by se mohla podavat nizsi davka pfi zajiSténi

stejné systémové expozice.
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5.4. Podil lymfatické absorpce na vstirebavani nilotinibu (pfiloha 4)

Lymfatickd absorpce nehraje pii vstiebavani nilotinibu podstatnou roli. Byla nizka jak
po podani referen¢ni formulace, tak po podani glukanovych ¢astic. Stejné jako u abirateron
acetatu je za to pravdépodobné zodpoveédna nedostatecna lipofilita u¢inné latky (Log P ~4,9).
Fagocytozu glukanovych Castic buitkami imunitniho systému a nasledny transport do lymfy
nebylo mozné v naSem experimentu potvrdit ani vyvratit. Pokud k ni ale dochéazelo, méla
tato cesta absorpce velmi nizkou kapacitu, ktera nevedla k signifikantnimu ovlivnéni
parametri lymfatické absorpce. Glukanové ¢éstice proto pres urcitd teoretickd ocekavani
lymfatickou absorpci nezvySuji. Maji ale i tak urcity pozitivni vliv na zvySeni celkové
biologické dostupnosti, pravdépodobné zlepSenou disoluci ¢inné latky.

Na zaklad¢ vysledki této studie i studii predeslych vcetné systematické resersni prace
se zda, ze jedinou spolehlivou technikou, jak docilit signifikantni lymfatické absorpce je
zakomponovani siln€ lipofilni latky (Log P > 5) do 1ékové formy obsahujici lipidy. U latek
méné lipofilnich (Log P < 5) je pak nutné syntetizovat prolécivo, kde je na ucinnou latku
kovalentni vazbou pfipojen lipofilni zbytek tak, aby vysledna molekula méla hodnotu Log
P > 5 [Han et al., 2016]. Zadna jina spolehliva metoda doposud popséana nebyla.

Toto zjisténi vedlo klepSimu zacileni dalsiho védeckého sméfovani naSeho
vyzkumného tymu. Hlavnim tkolem je nyni ve spolupraci s chemicko-technologickymi
pracovisti design novych 1€kt a Iékovych forem zvySujicich lymfatickou absorpci vcetné

zajimavé oblasti syntézy lipofilnich proléciv.
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6. Zavér

Interpretace vysledki pfilozenych studii pfinesla tyto zavéry:

1)

2)

3)

4)

5)

Peroralni podani abirateron acetatu ve formé olejovych kulicek (oil marbles) vede
ke zvySeni jeho biologické dostupnosti a snizeni vlivu jidla. (pfiloha 1)

Abirateron acetat pfes svou silnou lipofilitu neni po peroralnim podani vyrazné
vstiebavan lymfatickou cestou. (ptiloha 2)

Cinakalcet jakozto silng lipofilni latka s vyraznym pozitivnim vlivem jidla, je po
peroralnim podéani ve vyznamné mife vstiebavan lymfatickou cestou. (ptiloha 2)
Kanabidiol jakozto siln€ lipofilni latka s vyraznym pozitivnim vlivem jidla, je po
peroralnim podani ve vyznamné mife vstiebavan lymfatickou cestou. (ptiloha 3)
Peroralni podani nilotinibu enkapsulovaného v glukanovych casticich vede k
mirnému zvySeni jeho biologické dostupnosti. Lymfaticka absorpce se vSak na

tomto procesu vyznamnou mérou nepodili. (ptiloha 4)
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