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Abstrakt

Spolehlivé fungujici animalni modely pro in vivo testovani 1éCiv
jsou pro preklinicky vyzkum nepostradatelné. Tato prace popisuje nékolik
potkanich modelt, které byly zavedeny a optimalizovany k testovani
farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti vybranych 1é¢ivych
latek a inovativnich 1ékovych formulaci.

In vivo model pro sledovani vyvoje farmakokinetickych parametrti
1é¢iv béhem postnatalni ontogeneze byl pouzit k testovani rosuvastatinu,
lé¢iva vyuzivaného v terapii hypercholesterolémie. Byly pozorovany
vyznamné niz§i hodnoty distribu¢niho objemu a clearance a naopak vyssi
expozice rosuvastatinu u potkanich mladat ve véku odpovidajicimu
pfiblizné¢ dvéma rokim u cloveéka ve srovnani s mladaty ve véku
odpovidajicimu  pfiblizné dvanactiletym détem, u kterych jiz
farmakokinetické parametry rosuvastatinu dosahuji Grovné dospélych.
Na tomto zakladé¢ lze tedy odhadovat, Ze by rosuvastatin v adekvatné
redukovanych davkach mohl byt podavan détem s diagnostikovanou

ey s

v

Nejspolehlivéjsimi modely pro testovani biologické dostupnosti
1é¢iv jsou modely vyuzivajici tzv. cross-over usporadani. Za vyuziti modelu
s cross-over uspofadanim byly testovany inovativni lékové formulace
s rivaroxabanem, abirateron acetatem a kanabidiolem.

Vyznamné vyS$Sich hladin antikoagulacné putsobici latky
rivaroxabanu bylo dosaZeno po podani této molekuly ve formé kokrystalt
s kyselinou §tavelovou oproti bézné dostupné komeréni 1ékové formé.

Podavani abirateron acetatu, prolééiva abirateronu ucinného
v terapii karcinomu prostaty, ve formé¢ olejovych kulicek vedlo k vyznamné
vys$i biologické dostupnosti abirateronu ve srovnani s komeréné dostupnou
lékovou formou. Navic se diky této technologii podafilo snizit vyznamny
vliv soucasné podané potravy pozorovany pravé u léCivého piipravku
v soucasnosti dostupného na trhu.

Kanabidiol, pfirodni latka s obrovskym potencidlem pro 1écbu
rozmanitych onemocnéni, dosahuje velmi nizké biologické dostupnosti
po peroralnim podani. Z divodu jeho lipofility se vyuzivaji rozmanité
olejové roztoky. Ve srovnani se standardnim olejovym roztokem bylo
dosazeno vyznamné vyssi biologické dostupnosti po podani kanabidiolu
ve formé& mikroemulze.

Mikroemulze s kanabidiolem byla rovnéz testovana stran
protizanétlivych ucinki potencidlné vyuzitelnych v 1é¢bé revmatoidni
artritidy. Za timto ucelem byl pouzit potkani model kolagenem-indukované
artritidy. Kanabidiol ve formé mikroemulze prokadzal mirné, klinicky,
histologicky a laboratorné hodnocené, protizanétlivé ucinky.
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Abstract

Reliably functional animal models for in vivo drug studies are
essential for preclinical research. This thesis describes several rat models
which were implemented and optimized for the studies on pharmacokinetic
and pharmacodynamic properties of selected medical substances and
innovative dosage forms.

An in vivo model for the studies on the progression
of pharmacokinetic parameters of drugs during postnatal ontogenesis was
used for studying of rosuvastatin, a drug used in the treatment
of hypercholesterolemia. In comparison with rat pups of age corresponding
to approximately twelve-year-old children in whom rosuvastatin
pharmacokinetics is similar to adults, significantly lower values of volume
of distribution and clearance and significantly higher rosuvastatin
exposition were observed in rat pups of age corresponding to approximately
two years in humans. Based on these results, it is possible to estimate that
rosuvastatin in adequately reduced doses could be administered to children
older than two years who suffer from familial hypercholesterolemia.

Cross-over design is considered the most reliable model for studies
of drug bioavailability. Innovative drug formulations containing
rivaroxaban, abiraterone acetate, and cannabidiol were tested using this
model.

Significantly higher exposure of anticoagulant agent rivaroxaban
was achieved after its administration in the form of cocrystals with oxalic
acid, when compared with a standard commercial dosage form.

Administration of abiraterone acetate, prodrug of abiraterone used
in the treatment of prostate cancer, in the form of oil marbles led
to significantly higher abiraterone bioavailability in comparison with
a standard commercial dosage form. Moreover, typical food effect observed
after the administration of standard commercial dosage form was reduced
when the technology with oil marbles was used.

Oral administration of cannabidiol, a natural substance with a huge
potential for the treatment of various diseases, leads to very low
bioavailability. Because of cannabidiol lipophilicity, various cannabidiol oil
solutions are used. Significantly higher bioavailability was achieved when
cannabidiol was administered in the form of microemulsion in comparison
with a standard oil solution.

The microemulsion of cannabidiol was also tested on anti-
inflammatory effects that could be useful in the treatment of rheumatoid
arthritis. A rat model of collagen-induced arthritis was used for this
purpose. Clinical, histological, and laboratory evaluation of cannabidiol
in the form of microemulsion showed moderate anti-inflammatory effects.
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Seznam zkratek

AU
AUC
BSEP

CB
CI
CIA
CL
Cinax

DMARDs

ELISA

MMP-3
MRP2

OATP

Tmax

vd
VSCHT

Arbitrarni jednotka (Arbitrary unit)
Plocha pod kiivkou (Area under the curve)

Transportér zabezpecujici na ATP zavisly pfenos zlu€ovych
kyselin do zluce (Bile salt export pump)

Kanabinoidni (Cannabinoid)

Konfidenéni interval (Confidence interval)

Kolagenem indukovana artritida (Collagen-induced arthritis)
Clearance

Maximalni plazmaticka/sérova koncentrace
(Maximum plasma/serum concentration)

Chorobu modifikujici antirevmatika
(Disease-modifying antirheumatic drugs)

Imunochemicka metoda s enzymatickou detekci
(Enzyme-linked immunosorbent assay)

Matrixova metaloproteinaza 3

Protein 2 spojeny s mnohocetnou lé¢kovou rezistenci
(Multidrug resistence-associated protein 2)

Polypeptidy transportujici organické anionty
(Organic anion transporting polypeptide)

Cas dosazeni maximalni koncentrace
(Time of maximum plasma/serum concentration)

Distribu¢ni objem (Volume of distribution)

Vysoka skola chemicko-technologicka



1. Uvod

Pro maximalni vyuziti terapeutického potencialu 1é¢iv je dilezité
znat  jejich  farmakokinetické i1  farmakodynamické  vlastnosti.
Farmakokinetické a farmakodynamické studie jsou proto nezbytnou
soucasti procesu vyvoje novych 1é¢iv, neoddiskutovatelny vyznam maji ale
i v postregistracni fazi. Béhem svého postgradualniho studia jsem se
zabyvala vyvojem a optimalizaci in vivo modell vyuzitelnych pro
preklinické studie farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti
lé¢iv. Pomoci téchto modeld jsem pak testovala inovativni formulace
vybranych 1é¢iv ¢i moznost podani vybranych 1é¢iv détem, pro které neni
aplikace téchto 1é¢iv v soucasnosti schvalena.

2. Hypotézy a cile prace

Stanovené hypotézy:

1. Proces postnatilni ontogeneze, zahrnujici vyvoj aktivity
hepatalnich transportérti, bude vést k vyznamnym zméndm
ve farmakokinetickych vlastnostech rosuvastatinu.

2. Podani rivaroxabanu ve formé kokrystalii s kyselinou stavelovou
povede ve srovnani s originalni Iékovou formou k vyssi biologické
dostupnosti.

3. Podani abirateron acetatu inkorporovaného do olejovych kulicek
(oil marbles) povede ve srovnani s originalni 1ékovou formou
k wvyssi biologické dostupnosti abirateronu a omezeni vlivu
soucasné podané potravy.

4. Podani kanabidiolu ve form¢ mikroemulze povede ve srovnani se
standardnim olejovym roztokem k vyssi biologické dostupnosti.

5. Kanabidiol ve formé mikroemulze bude vykazovat vyznamné
protizanétlivé ucinky v 1€¢be€ revmatoidni artritidy.



Cilem prace bylo:

1. Za vyuziti rosuvastatinu jako modelové 1écivé latky vyvinout
a zavést in vivo model pro studium farmakokinetickych vlastnosti
1é¢iv a jejich vyvoje béhem postnatalni ontogeneze; Priloha 1

2. Za vyuziti rivaroxabanu, abirateron acetatu a kanabidiolu jako
modelovych 1écivych latek optimalizovat in vivo model pro
porovnani biologické dostupnosti ruznych technologickych
formulaci a pro testovani vlivu souCasné podané potravy
na biologickou dostupnost; Ptiloha 2, 3, 4

3. Za vyuziti kanabidiolu jako modelové 1é¢ivé latky zavést in vivo
model pro testovani ucinnosti 1é¢iv potencialné vyuzitelnych
v terapii revmatoidni artritidy; Pfiloha 4

3. Material a metodika

Veskeré metody vyuzité pro ziskani vysledku této prace jsou in extenso
popsany v publikovanych c¢lancich, které jsou zahrnuty ve formé pfiloh.
V této kapitole jsou stéZejni metody pouze struéné okomentovany.

V ptipadé vSech ptedkladanych vysledk byli jako pokusna zvifata
zvoleni potkani kmene Wistar. Laboratorni potkani jsou pro in vivo
experimenty dobfe dostupni a na rozdil od laboratornich mysi, u kterych je
za uCelem naSich, zejména farmakokinetickych, studii limitujici
nedostacujici objem cirkulujici krve (pouze asi 1,46 mL krve u mysi
o hmotnosti 25 g), laboratorni potkani disponuji adekvatnim objemem krve
(cca 25 mL krve u potkana o hmotnosti 400 g) a také dostatecnou télesnou
velikosti pro pohodlné zavedeni cévnich vstupli za cilem provadéni
opakovanych a frekventovanych krevnich odbérti (az 20 nabérti o objemu
0,1 az 0,2 mL za 24 hodin) (NC3RS, 2013, update 2022, NC3RS, 2013,
update 2021).

Ve vétSin€ experimentd byla vyuzita metoda opakovanych krevnich
odbéra (Priloha 2, 3, 4). Za ucelem opakovanych krevnich odbért
provadime kanylaci vena jugularis externa (Tato metoda byla vyuzita
v publikacich v Pfilohach 2, 4). Béhem tohoto zakroku probihajiciho
v celkové anestezii navozené ketaminem a xylazinem je do této zily
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zaveden polyuretanovy katetr, jehoz zakonceni je nasledné vyvedeno
na zatylku zvifete tak, aby bylo zamezeno vynéti katetru po probuzeni
zvifete z anestezie. Po rekonvalescenci trvajici pfiblizné tfi dny je zvife
pripraveno na provedeni vlastniho experimentu, v rdmci kterého lze pomoci
katetru opakované odebirat potiebny objem krve v definovanych ¢asovych
intervalech a po odstfedéni této krve vyuzit sérum pro pozZadovanou
analyzu, vétSinou tedy méfeni plazmatickych koncentraci podaného lécCiva.

Pied zavedenim metody kanylace vena jugularis externa jsme u potkanti
kanylovali arteria carotis (Tato metoda byla vyuzita v publikaci v Pfiloze
3). Tento zadkrok probihal obdobné jako kanylace vena jugularis externa,
potykali jsme se vSak s cCast€jSimi trombotickymi komplikacemi a jimi
vykrvacenim pii nechténém uvolnéni katetru.

Vyuziti kompletnich farmakokinetickych profil jednotlivych zvifat,
u kterych je mozné vySe zminénymi postupy provadét opakované
a frekventované odbéry, je vyznamné spolehlivéjsi a vysledky jsou méné
variabilni nez v pfipadé jednorazovych odbérl od riznych zvitat v riznych
Casovych intervalech, kdy je z téchto vzorkd sestavovany sumadrni
farmakokineticky profil, tedy metoda nazyvana jako tzv. sparse sampling.

Metoda sparse sampling vSak byla vyuzita pro publikaci zabyvajici se
zménami ve farmakokinetice rosuvastatinu v procesu postnatalni
ontogeneze (Pfiloha 1). V tomto experimentu nebylo z didvodu velmi
omezeného objemu krve u potkanich mlad’at v€ku 1 az 14 dni mozné
provadét opakované krevni odbéry, a proto byl sparse sampling jedinou
moznou variantou. U mlad’at star§ich 14 dnt by jiz opakované krevni
odbéry mozné byly, ale zménu designu probihajiciho experimentu jsme
nepovazovali za metodicky spravnou. V tomto experimentu tedy byla kazdé
skupiné potkanti ur¢itého veéku jednorazové odebrana krev myokardialni
punkci v termindlni anestezii isofluranem v piedem definovaném case
od podani testovaného léc¢iva. Vysledné sumarni farmakokinetické profily
pak byly sestaveny z primérnych hodnot plazmatickych koncentraci
jednotlivych zvifat vzdy pouze v jednom casovém bode¢.

Jednordzové krevni odbéry bez zavedeni cévniho vstupu byly rovnéz
provadény ve farmakodynamickém experimentu za Ucelem testovani
ucinnosti kanabidiolu ve form€ emulze v 1€cbé revmatoidni artritidy
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(Ptiloha 4). V tomto experimentu bylo zapotfebi stanovit koncentraci
zanétlivych markerti pfed zahajenim lécby a po ukonceni 1écby. Protoze
cely experiment probihal nékolik tydnd, kanylace vena jugularis externa
Ci arteria carotis tak nebyla vhodnou metodou z dvodu potencialni
trombotizace, ale také z diivodu celkové narocnosti pro zvite, u néhoz by se
sc¢itala rizika spojena s kanylaci, indukci onemocnéni a kazdodennimi
procedurami davkovani testovaného 1é¢iva. V tomto piipadé tedy byla krev
jednordzoveé odebrdna z ocasni zily v den zahdjeni 1é¢by. V den ukonceni
1é¢by pak byla krev odebrana myokardialni punkci v terminalni anestezii
isofluranem.

Vétsina zde komentovanych farmakokinetickych studii (Ptiloha 2, 3, 4)
se zabyva porovnavanim referenénich a testovanych 1é¢ivych piipravki
¢i formulaci s potencidlem vyssi biologické dostupnosti ¢i omezeni vlivu
jidla na absorpci 1écivé latky. Pro tyto ucely vyuzivame tzv. cross-over
uspotadani experimentd. To spo¢iva v podani jedné formulace a stanoveni
farmakokinetického profilu U¢inné latky v prvni periodé¢ experimentu
a po dostateéné dlouhé dobé, vyhrazené pro kompletni eliminaci G¢inné
latky (tzv. wash-out), v podani druhé formulace a stanoveni
farmakokinetického profilu u stejné skupiny potkan. U druhé skupiny
potkanti se pak formulace podavaji v opaéném potadi.

Cross-over uspofadani je typické pro klinické studie. V preklinickych
studiich na hlodavcich je hiie proveditelné zejména z divodu potieby
zajisténi kanyly a udrZeni jeji prichodnosti po celou dobu experimentu.
Pro ucely preklinickych cross-over studii mame k dispozici jiz spolehlivy
vyse popsany model potkana s kanylovanou vena jugularis externa. Bylo
prokazéano, ze na rozdil od standardné pouzivaného paralelniho usporadani
studii na hlodavcich pfedstavuje cross-over uspofadani nejenom
spolehlivejsi metodu z divodu signifikantné nizsiho vlivu interindividualni
variability na vysledky, ale také metodu vyuzivajici méné pokusnych zvitat,
tedy metodu etictéjsi (Kralovicova et al., 2022).

Indukce CIA v experimentu, ktery je soucasti publikace v Ptiloze 4, byla
provadéna dle protokolu spolecnosti Chondrex, ktera poskytuje reagencia
(Freundovo adjuvans a bovinni kolagen) potiebnd pro vznik emulze
subkutanné aplikované ke kofeni ocasu potkanti ve dvou davkach — inicialni
davka 0,2 mL a posilovaci ddvka 0,1 mL po 7 dnech od dévky inicidlni.
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Jako negativni kontrolu vzdy paraleln¢ zatazujeme nékolik zvirat, kterym je
misto této emulze subkutdnné aplikovan fyziologicky roztok.

Uspésnost indukce a zavaznost CIA hodnotime pomoci skérovaciho
systému s maximalnim moznym dosazenym artritickym skoére 16 bodta
za vSechny 4 koncetiny). Za Uspé$né navozeni CIA je povazovan zisk
minimaln€ 2 boda (Hu et al., 2017).

Po nékolika dnech, kdy bylo dosazeno adekvatniho poctu
naindukovanych zvifat, bylo mozné randomizovat zvifata do definovanych
skupin (skupina lé¢ena testovanym piipravkem, pozitivni kontrola, popf.
skupina léCena referenénim piipravkem) a zahajit lécbu. Jesté pied
zahajenim 1écby jsme provedli nabéry krve a zméfili Sitku kotnikd
za vyuziti posuvného méfitka, stejn€ tak jako v den ukonéeni experimentu.
V prubéhu experimentu jsme jednou za 3 dny monitorovali vyvoj
artritického skore u kazdého zviiete.

Po ukonéeni experimentu jsme hodnotili G¢innost testovanych latek
nejenom sestavenim kiivek prubézné meéfen¢ho artritického skore, ale
i odectenim rozdil v Sifce kotnikd, v té€lesné hmotnosti a v koncentraci
prozanétlivych markerti v krvi pfed zahajenim 1é¢by a po jejim ukonceni.
Po usmrceni byly zvifatim amputovany zadni koncetiny, které pak byly
histologicky hodnoceny.

4. Vysledky

Podrobné vysledky jsou prezentovany v priloZzenych publikacich.
Zde jsou pouze stru¢né shrnuty.

Potkani mlad’ata stara 1, 4, 7, 10, 14, 21, 28, 35 a 42 dni byla
rozdélena do tii skupin. VSem potkanim byl podéan intraperitonealné
rosuvastatin v davce 5 mg/kg. U prvni skupiny probé&hlo utraceni a nabéry
krve 0,5 h po podani rosuvastatinu, u druhé skupiny 3 h po podani a u tieti
skupiny 5 h po podani. Rozdily v mediannich plazmatickych koncentracich
se ve vsech tfech ¢asovych bodech signifikantné liSily mezi rizné starymi
potkany (P < 0,0001).

Z mediannich hodnot plazmatickych koncentraci ve vSech
Casovych bodech byly dale vypocitany farmakokinetické parametry jako
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AUC, Vd a CL. Medianni hodnoty téchto parametrd byly pouzity pro
grafickd znazornéni, ze kterych je patrny vyvoj téchto parametrid se
vzristajicim vékem potkanich mlad’at. Je evidentni, ze u mladsich potkani
do pfiblizn€¢ dvou tydnd veéku, kteti disponuji mensim distribu¢nim
objemem a u nichz jesté nejsou dostatecné vyvinuté eliminacni funkce, tzn.
hodnoty clearance jsou nizsi, byla expozice rosuvastatinu vysoka. Od tohoto
véku postupné distribu¢ni objem i clearance rostly, ¢imz se expozice
rosuvastatinu sniZzovala.

Podani rivaroxabanu ve form¢ kokrystali s kyselinou §tavelovou
vedlo k signifikantné vyss$i relativni biologické dostupnosti v porovnani
s podanim referen¢niho komeréné dostupného piipravku Xarelto®
obsahujici rivaroxaban.

Pomér geometrickych primérd (kokrystalova formulace vs.
reference) ¢inil 1,98 (90% CI: 1,57 — 2,50) pro Cmax a 2,13 (90% CI: 1,68
— 2,69) pro AUC. Maximalni koncentrace rivaroxabanu i jeho AUC byly
tedy priblizné dvakrat vyssi nez stejné parametry po podani referencniho
ptipravku a rozdily dosahly hladiny statistické vyznamnosti (P < 0,0001).
Naproti tomu hodnoty Tmax se po podani obou formulaci zasadn¢ neliSily
(P = 0,6625), coz naznacuje podobnou rychlost absorpce u obou ptipravki
za soucasného zvyseni biologické dostupnosti u kokrystalové formulace.

Podanim abirateron acetaitu ve formé olejovych kulicek (oil
marbles) potkanim bylo dosazeno signifikantné vyssi relativni biologické
dostupnosti abirateronu v porovnani s referenénim komeréné dostupnym
l1é¢ivym piipravkem Zytiga® (P = 0,0258 pro Cmax, P = 0,0138 pro AUC).
Pomér geometrickych priméra (oil marbles vs. reference) ¢inil 3,98 (90%
CL: 2,14 — 7,40) pro Cmax a 2,67 (90% CI: 1,66 — 4,32) pro AUC.
Maximalni plazmatické koncentrace abirateronu po podani abirateron
acetatu ve formé oil marbles tedy byly témér Ctyrikrat vyssi nez v pripade
podéani referencniho ptipravku. Plocha pod kiivkou pak dosahovala
priblizn¢ dva a pul krat vyssich hodnot. Po podani oil marbles byl
pozorovan krat§$i Tmax (median 168 min u oil marbles vs 244 min
u reference), statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami Tmax u oil
marbles v porovnani s referenénim piipravkem vSak nebyl prokazan
(P = 0,1094), coz znaci podobnou rychlost absorpce u obou formulaci, pfi
soucasng vyssi biologické dostupnosti u formulace oil marbles.
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Znamy fenomén vlivu potravy abirateron acetatu byl pozorovan
u referen¢niho ptipravku, byl-li podan potkanim ve stavu nalacno a v cross-
over usporadani pak ve stavu po jidle. Pomér geometrickych praméra
(podani po jidle vs. podani nala¢no) €inil 2,39 (90% CI: 1,31 — 4,34) pro
Cmax a 2,02 (90% CI: 0,87 — 4,69) pro AUC. Vyznamn¢ vyss$i biologicka
dostupnost referencniho piipravku ve stavu po jidle byla prokdzana
na zakladé hodnot Cmax, které byly statisticky signifikantné vyssi ve stavu
po jidle nez ve stavu nala¢no (P = 0,0302). Hodnoty AUC se signifikantné
nelisily (P = 0,0631), stejné tak jako hodnoty Tmax (P = 0,5625).
Inkorporaci abirateron acetatu do olejovych kuli¢ek se vSak podaftilo food
efekt eliminovat, pomér geometrickych prumeérta (podani po jidle vs. podani
nalacno) byl totiz téméf roven hodnoté 1, jak pro Cmax s hodnotou 1,04
(90% CI: 0,58 — 1,85), tak pro AUC s hodnotou 1,05 (90% CI: 0,76 — 1,45).
Nebylo tedy dosazeno statisticky vyznamného rozdilu v relativni biologické
dostupnosti abirateronu po podani abirateron acetatu ve formé olejovych
kulicek, coz bylo nasim cilem (P = 0,4378 pro Cmax, P = 0,4717 pro AUC).
Byl zde v8ak pozorovan prolongovany Tmax ve stavu po jidle (median 152
min ve stavu po jidle vs 125 min ve stavu nalac¢no), coz by mohlo
poukazovat na pomalej$i absorpci abirateronu z formulace oil marbles
podaného po jidle, statisticky vyznamny rozdil vSak nebyl prokédzan
(P =0,6250).

Po podani kanabidiolu ve formé mikroemulze bylo dosazeno
statisticky vyznamné vyssi relativni biologické dostupnosti v porovnani
s kanabidiolem ve formé olejového roztoku (P < 0,0001 pro Cmax,
P = 0,0033 pro AUC). Pomér geometrickych primérti (mikroemulze vs.
olejovy roztok) €inil 3,24 (90% CI: 1,81 — 5,81) pro Cmax a 2,10 (90% CI:
1,24 — 3,55) pro AUC. Maximalni koncentrace a AUC kanabidiolu tedy
dosahovaly pfiblizné tiikrat vyssich, respektive dvakrat vyssich hodnot, byl-
li kanabidiol podédn ve formé mikroemulze. Z medidnnich hodnot Tmax
(4,05 h u olejového roztoku vs. 2,54 h u mikroemulze) muze byt patrny
trend rychlejsi absorpce u kanabidiolu ve formé mikroemulze, rozdil mezi
témito hodnotami vSak zlstal tésné¢ pod hranici statistické signifikance
(P =0,0598).

Byl monitorovan pribézny vyvoj artritického skore u skupiny
potkanti s CIA 1é¢ené kanabidiolem, u skupiny potkani s CIA, kterym bylo
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podavano placebo (pozitivni kontrola) a u skupiny potkanti, kterym nebyla
indukovana CIA, ale bylo jim rovnéZ podavano placebo (negativni
kontrola). Pfestoze od zahajeni l1écby bylo mozné pozorovat trend nizsiho
artritického skore u potkanti 1é¢enych mikroemulzi s kanabidiolem oproti
potkantiim ze skupiny pozitivni kontroly, statisticky vyznamného rozdilu
v artritickém skoére mezi témito dvéma skupinami bylo dosazeno az od 21.
dne (P <0,05).

V den ukonceni 1é¢by byl pak patrny trend piiznivéjsich hodnot
Sifek kotnikii a koncentraci MMP-3 jako sledovaného zanétlivého markeru
mezi potkany s CIA lé¢enymi kanabidiolem oproti potkantim s CIA, kterym
bylo podavano placebo. Hladiny statistické vyznamnosti vSak dosaZeno
nebylo (P = 0,0649 pro Sitku kotniki a P = 0,0931 pro koncentraci
MMP-3).

V ramci histologického hodnoceni byla pozorovana statisticky
vyznamné niz$i falangealni osteoklasticka aktivita u skupiny 1éCené
kanabidiolem v porovnani s pozitivni kontrolou (P = 0,04). Rozdil
ve falangealnim strukturalnim histopatologickém poskozeni mezi témito
dvéma skupinami vsak statistické vyznamnosti nedosahl (P = 0,37).

5. Diskuse

Na tomto misté jsou struéné¢ komentovany a diskutovany stézejni
vysledky generované v ramci zahrnutych studii. Detailni diskuze jsou pak
k nalezeni v jednotlivych pfiloZenych publikacich.

V naSem experimentu jsme pozorovali vyznamny narQst
v hodnotdch CL a Vd rosuvastatinu od druhého az tfetiho tydne zivota
potkanich mlad’at. Narist téchto farmakokinetickych parametrd se odrazel
v hodnotdich AUC rosuvastatinu, které byly zpocCatku vys§i, a praveé
v obdobi veéku dvou az tfi tydnl zacaly vyrazné klesat.

Tyto vysledky odpovidaji literarnim udajim o ontogenezi
transportnich  protein  podilejicich se na hepatobiliarni — exkreci
rosuvastatinu jako jsou MRP2, BSEP a skupina OATP transportéra.
U potkant je aktivity MRP2 a BSEP na urovni dospélych jedinci dosazeno
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pfiblizn€ 12 dntt po narozeni. Aktivita OATP transportérd je podobna
aktivité transportérii dospélych pfiblizné¢ 29 dnl po narozeni (Gao et al.,
2004).

Dle literatury jsou farmakokinetické vlastnosti rosuvastatinu
urovné dospélého ¢loveka pozorovany od 12 let véku. Veéku 12 let ¢loveéka
je ekvivalentni v€k 32 dni potkana (Macpherson et al., 2016, EMA, 2021).
Nase data ukazala velmi podobné hodnoty AUC u potkaniti véku 35 a 42 dni
(1,01 a 0,93 mg.h/L), tedy u potkant, u nichz by na zéklad¢ vyse popsané
teorie méla farmakokinetika rosuvastatinu odpovidat dospélym jedinctim.
Hodnoté AUC u potkani starych 42 dni jsme tedy ptitadili 100 %, coz ndm
nasledné umoznilo procentudlné vyjadfit navySeni hodnot AUC u potkant
kazdého sledovaného v€ku a vztdhnout tuto hodnotu k odpovidajici
ontogenetické fazi a postnatalnimu véku ¢loveka.

Z vysledkt je patrna 5 krat az 13 krat vyssi expozice rosuvastatinu
u mlad’at mladsich 21 dni v porovnani s hodnotami mlad’at starSich nez 32
dni, u kterych farmakokinetika odpovidd farmakokinetice dospélych
jedinc. Od 28. dne v€ku jsme pak pozorovali uz jen mirny nartst
V expozici rosuvastatinu.

Nase vysledky ukazaly rostouci expozici rosuvastatinu u potkant
do veku ekvivalentnimu dvéma rokiim u clovéka. U potkanti ve véku
odpovidajicimu dvéma roktim u lidi jsme pozorovali pouze mirné zvySenou
expozici. Lze tedy odhadovat, ze v indikaci familiarni
hypercholesterolémie, pro kterou je 1é¢ba rosuvastatinem schvalena od Sesti
let véku, by za pfiméfené redukce davky bylo rosuvastatin mozné pouzit
uz u déti od dvou let.

Rivaroxaban ve form¢ kokrystali s kyselinou stavelovou
ptipraveny za cilem zvySeni jeho rozpustnosti ve vod¢ vedl jednoznacné
k wvyssi Dbiologické dostupnosti ve srovnani s originalnim Iécivym
piipravkem. Vys$s§i biologickd dostupnost byla dana pfitomnosti dobie
rozpustné kyseliny $tavelové. Rivaroxaban v kokrystalech s kyselinou
Stavelovou se premeéinoval na rivaroxaban dihydrat a pravé forma dihydratu
pak zvySovala rozpustnost, a tim padem i biologickou dostupnost
rivaroxabanu. Na zadkladé faktu, ze bylo dosazeno vysSi biologické
dostupnosti ve stavu nalacno, lze usuzovat, Ze byl paralelné redukovan
i vliv soucasné podané potravy.
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Inkorporace abirateron acetditu do olejovych kulicek vedla
u potkanti k vyssi biologické dostupnosti a redukci vlivu soucasné podané
potravy. Ve vod¢ velmi obtizné rozpustny abirateron acetat byl v piipadé
této 1ékové formy jiz rozpustén v drobnych olejovych kapénkéch, coz vedlo
k lep$im disoluénim vlastnostem ve stfevé. Ze stejného didvodu byl
odstranén i food efekt pozorovany u originadlniho 1é¢ivého piipravku.
Zlepsenim disolu¢nich vlastnosti se podafilo zvysit biologickou dostupnost
abirateronu ve stavu nala¢no, ¢imz se minimalizoval prostor pro variabilitu
biologické dostupnosti ve stavu po jidle, kdy pfitomné tuky zvySuji
potencial vstfebavani abirateronu.

Na ptikladu abirateron acetatu se formulace olejovych kulicek jevi
jako vyuzitelna i u dalSich lipofilnich molekul s omezenou rozpustnosti
ve vod¢ a tim zplUsobenou nizkou biologickou dostupnosti. Nemaly
potencial ma tato technologie také v piipadé lipofilnich molekul
s pozitivnim food efektem zapti¢inénym jejich zvySenou absorpci s tuky
pfijatymi potravou.

Z davodu nizké rozpustnosti kanabidiolu ve vodé a také
vyznamného metabolismu této latky pfi prvnim prichodu jatry byl
ptipraven kanabidiol ve formé mikroemulze. Tuto mikroemulzi tvofily
dispergované, lecithinem stabilizované olejové kapicky, disperznim
prostiedim pak byla voda. Pravé pritomnost lipidickych excipientt méla
zacilit absorpci kanabidiolu do lymfy. Soucasti pfilozené publikace bylo
i pfimé stanoveni lymfatické absorpce kanabidiolu v modelu potkana
s kanylovanym hrudnim mizovodem. Zavedeni tohoto modelu a jeho
nasledna aplikace ve farmakokinetickych studiich bylo hlavni naplni
postgradualniho studia jiného studenta, tato dizertacni prace tedy neni
vénovana této problematice a vysledky této ¢asti jsou uvedeny pouze zde
v diskuzi. Lymfaticka absorpce kanabidiolu se skute¢né ukazala jako
vysokd. Bylo dosazeno dva az tiikrat vysSSich koncentraci kanabidiolu
v lymf€ nez v plazmé, nebyl vsak pozorovan rozdil ve vstiebavani do lymfy
mezi kanabidiolem ve formé olejového roztoku a ve formé testované
mikroemulze. Pfesto bylo po podani kanabidiolu ve form¢ mikroemulze
dosazeno vyssi biologické dostupnosti. Vyssi biologickd dostupnost tedy
pravdépodobné nebyla zplisobena lymfatickou absorpci, ale prfitomnosti
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olejovych kapicek, diky kterym se kanabidiol 1épe vstiebaval do intestinalni
sliznice.

Lécba CIA mikroemulzi obsahujici kanabidiol vedla v porovnani
s placebem k signifikantné méné zavaznym klinickym symptomtim tohoto
onemocnéni a signifikantné nizsi osteoklastické aktivité ve falangealni
oblasti zadnich koncetin. Nesignifikantni hodnoty, ale pfiznivé trendy
naznacujici alespont ¢asteCnou ucinnost kanabidiolu v 1éébé CIA, byly
pozorovany méfenim hladiny MMP-3 v krvi a méfenim Sitky kotnikl zvitat
na zacatku 1écby a po jejim ukonceni. Statisticky nesignifikantni rozdily
ve vyvoji hladin MMP-3 mezi léCenymi a neléCenymi potkany byly
pravdépodobné zplsobeny nerovnomérnym rozdélenim jednotlivych
potkanti do skupin na zacatku lécby (368,22 % AU u lécenych vs. 154,76 %
AU u neléenych zvifat). Potkani byli randomizovani na zakladé
artritického skore, plazmatické koncentrace MMP-3 byly pomoci ELISA
metody méfeny aZ po ukonceni experimentu, pii randomizaci tak nemohl
byt na hlading MMP-3 bran zietel. U¢innost kanabidiolu nebyla viibec
patrnd z histopatologického hodnoceni poskozeni falangealnich kloubt.
Pficinou mohlo byt ireverzibilni poskozeni téchto kloubli jesté pied
zahajenim 1éCby.

Kanabidiol pouzity v monoterapii neprokazal vyznamné
terapeutické ucinky v 1é€bé revmatoidni artritidy, pfesto byla mirna
ucinnost pozorovana. Lze tedy uvazovat o vyuziti kanabidiolu jako
adjuvantniho 1é¢iva v kombinaci s béznymi 1é¢ivy schvalenymi pro 1écbu
tohoto omezeni. Vyuziti kanabidiolu v takovéto kombinaci by mohlo
umoznit podavat niz§i davky DMARDs, ¢imz by se pii soucasném
zachovani jejich uc¢innosti mohly redukovat nezadouci ucinky vyvolavané
touto skupinou 1éku.

6. Zivéry

Vysledky studii predkladanych v ramci této dizertacni prace lze

uzaviit nasledovné:
1. V pribéhu postnatidlni ontogeneze dochédzelo k vyznamnym
zménam ve farmakokinetickych vlastnostech rosuvastatinu.
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Na zakladé ziskanych vysledkli a mezidruhové extrapolace lze
odhadnout, Ze rosuvastatin by v adekvatné redukovanych davkach
od dvou let véku.

Podani rivaroxabanu ve form¢ kokrystalii s kyselinou §tavelovou
vedlo ve srovnani s originalni 1ékovou formou k vyssi biologické
dostupnosti.

Podéni abirateron acetatu inkorporovaného do olejovych kulicek
(oil marbles) vedlo ve srovnani s originalni Iékovou formou k vyssi
biologické dostupnosti a omezeni vlivu soucasné podané potravy.
Podani kanabidiolu ve formé mikroemulze vedlo ve srovnani se
standardnim olejovym roztokem k vyssi biologické dostupnosti.
Kanabidiol ve formé mikroemulze vykazoval v experimentalnim
modelu revmatoidni artritidy mirné protizanétlivé ucinky.
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