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Abstrakt

Spolehliveé fungujici animalni modely pro in vivo testovani 1€€iv jsou pro preklinicky
vyzkum nepostradatelné. Tato prace popisuje né€kolik potkanich model, 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 parametrii 1é¢iv béhem
postnatalni ontogeneze byl pouzit k testovani rosuvastatinu, 1é¢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 pfiblizn¢ dvéma rokim u clovéka ve srovnani s mladaty ve véku
odpovidajicimu ptiblizn€ dvanactiletym détem, u kterych jiz farmakokinetické parametry
rosuvastatinu dosahuji urovné dospélych. Na tomto zdklad¢ lze tedy odhadovat, Zze by
rosuvastatin v adekvatné¢ redukovanych davkdch mohl byt podavan détem
s diagnostikovanou familiarni hypercholesterolémii jiz od dvou let véku.

Nejspolehlivéj§imi modely pro testovani biologické dostupnosti 1é€iv jsou modely
vyuzivajici tzv. cross-over uspofadani. Za vyuziti modelu s cross-over uspotradanim
byly testovany inovativni Iékové formulace s rivaroxabanem, abirateron acetatem
a kanabidiolem.

Vyznamné vyssich hladin antikoagulac¢né ptisobici latky rivaroxabanu bylo dosazeno
po podani této molekuly ve formé kokrystalt s kyselinou stavelovou oproti bézn¢ dostupné
komeréni 1ékové formé.

Podavani abirateron acetatu, proléciva abirateronu ucinného v terapii karcinomu
prostaty, ve formé olejovych kulicek vedlo k vyznamné vyssi biologické dostupnosti
abirateronu ve srovnani s komer¢né dostupnou Iékovou formou. Navic se diky této
technologii podafilo snizit vyznamny vliv souc¢asné podané potravy pozorovany praveé
u léCivého pripravku v soucasnosti dostupného na trhu.

Kanabidiol, pfirodni latka s obrovskym potencidlem pro [é€bu rozmanitych
onemocnéni, dosahuje velmi nizké biologické dostupnosti po peroralnim podéni. Z divodu
jeho lipofility se vyuZzivaji rozmanité olejové roztoky. Ve srovnani se standardnim olejovym
roztokem bylo dosazeno vyznamné vys$si biologické dostupnosti po podani kanabidiolu
ve formé& mikroemulze.

Mikroemulze s kanabidiolem byla rovnéz testovana stran protizanétlivych u¢inka

potencialné vyuzitelnych v 1é€bé revmatoidni artritidy. Za timto ti€elem byl pouzit potkani



model kolagenem-indukované artritidy. Kanabidiol ve form¢é mikroemulze prokazal mirné,

klinicky, histologicky a laboratorn¢ hodnocené, protizanétlivé ucinky.

Kli¢ova slova: Ontogeneze, biologicka dostupnost, revmatoidni artritida, rosuvastatin,

rivaroxaban, abirateron acetat, kanabidiol



Abstract

Reliably functional animal models forin 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.

Key words: Ontogeny, bioavailability, rheumatoid arthritis, rosuvastatin, rivaroxaban,

abiraterone acetate, cannabidiol
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Seznam zKratek

AU
AUC
BSEP

CB
CI
CIA
CL
Cinax

CYP
DMARDs

ELISA

EU

IL
MMP-3
MRP2

NO
OATP

PNA
Tmax

TNF-a
USA
vd
VSCHT

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

Transportér zabezpecujici na ATP zavisly pienos zlucovych kyselin
do Zluce (Bile salt export pump)

Kanabinoidni (Cannabinoid)

Konfiden¢ni interval (Confidence interval)

Kolagenem indukovana artritida (Collagen-induced arthritis)
Clearance

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

Cytochrom P450

Chorobu modifikujici antirevmatika
(Disease-modifying antirheumatic drugs)

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

Evropska unie
Interleukin
Matrixova metaloproteinaza 3

Protein 2 spojeny s mnohocetnou Iékovou rezistenci
(Multidrug resistence-associated protein 2)

Oxid dusnaty

Polypeptidy transportujici organické anionty
(Organic anion transporting polypeptide)

Postnatalni vék (Postnatal age)

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

Tumor nekrotizujici faktor a
Spojené staty americké (United States of America)
Distribu¢ni objem (Volume of distribution)

Vysoka Skola chemicko-technologicka
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1. Literarni uvod

Pro maximalni vyuziti terapeutického potencidlu 1é¢iv je dulezité znat jejich
farmakokinetické i farmakodynamické vlastnosti. Farmakokinetické a farmakodynamické
studie jsou proto nezbytnou soucasti procesu vyvoje novych 1é¢iv, neoddiskutovatelny
vyznam maji ale i v postregistraéni fazi. V této fazi mohou slouzit napt. 1/ k hledani
vyhodnéjsich formulaci s cilem odstranit nékteré nevyhody jiz registrovanych lékovych
forem jako je napt. nizké biologicka dostupnost G¢inné latky ¢i negativni vliv potravy na jeji
absorpci, 2/ k testovani moznosti vyuziti jiz registrovanych 1€Civ ve specifickych populacich,
napt. pediatrickych, pro které jejich pouziti neni dosud schvaleno, ¢i 3/ ke zkouméani dalSich
potencialnich indikaci jiZ registrovanych léciv.

Béhem svého postgradualniho studia jsem se zabyvala vyvojem a optimalizaci
in vivo modeli vyuzitelnych pro preklinické studie farmakokinetickych
a farmakodynamickych vlastnosti 1¢é¢iv. Pomoci téchto modell jsem pak testovala inovativni
formulace vybranych Ié¢iv ¢i moznost podéani vybranych 1é¢iv détem, pro které neni aplikace

te€chto 1é¢iv v souCasnosti schvalena.

1.1. Postnatalni ontogeneze a jeji vliv na farmakokinetické parametry léciv

V pediatrické populaci dochazi k alteraci farmakokinetickych vlastnosti 1é¢iv
a oproti dospélym lze ocekdvat odlisSné¢ probihajici procesy absorpce, distribuce,
metabolismu i eliminace 1é¢iv (van den Anker et al., 2018).

Diivodem pozménéné absorpce 1éCiv muze byt napf. neutrdlni gastrické pH
u novorozencu v prvnich dnech zivota, pomalejsi vyprazdiiovani zaludku u déti do 6 az 8
meésict véku €1 pozvolny vyvoj gastrointestinalnich transportérii (van den Anker et al., 2018,
Allegaert and van den Anker, 2015, Avery et al., 1966).

Pro distribuci 1é¢iv je zasadni obsah vody v organismu. Ten je vyznamné vyssi
u novorozenct, asi 70 %, a klesa na cca 60 % b&hem prvnich dvou let Zivota (Allegaert et
al., 2015). Stejn¢ tomu tak je s objemem extracelularni tekutiny, ktery je rovnéz vyssi
u novorozencl a s vékem postupné klesa. Obsah lipidil v organismu v pribéhu ontogeneze
kolisa, pfi narozeni tvofi asi 10 az 15 %, béhem raného détstvi vzriistd na 20 az 25 % a poté
opet postupné klesd na plivodni hodnoty. VysSi obsah extraceluldrni i celkové télesné
tekutiny u takto malych déti logicky vede k niz§im plazmatickym koncentracim 1é¢iv
distribuujicich se do téchto kompartmentd, a tim padem k vysS§im hodnotam distribu¢niho

objemu. Obracené tomu je u lipofilnich latek distribuujicich se do tuku. Proces distribuce
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muze byt v pediatrické populaci odlisny také u 1é¢iv vazajicich se na plazmatické bilkoviny.
Obsah albuminu, al-glykoproteinu ¢i plazmatickych globulintl je totiz v détském véku
vyznamné niz$i nez u dospélych. V détském veku se také 1isi permeabilita membran majici
vyznam zejména u prostupu lé¢iv do centralniho nervového systému. Postupné nartsta
exprese efluxnich transportéra jako je napt. p-glykoprotein (van den Anker et al., 2018).

Za nejstézejnéjsi organ pro proces metabolismu jsou povazovana jatra disponujici
velkym mnozstvim riiznych enzymu faze I i faze 11, které se béhem ontogeneze vyviji riznou
rychlosti. Napf. v metabolickych procesech nej€astéji  zastoupeny CYP3A4/5,
ktery metabolizuje 50 az 60 % léciv (van den Anker et al., 2018), maturuje pomalu a aktivity
obdobné¢ jako u dospélého jedince dosahuje na konci raného détstvi (de Wildt et al., 1999).

Mechanismy stézejni pro renalni exkreci 1€¢iv, tedy glomerularni filtrace, tubularni
sekrece a tubuldrni reabsorpce, rovnéZ nedosahuji stejné ucinnosti jako u dospélych.
Clearance lé¢iv podléhajicich eliminaci ledvinami je tedy znaéné redukovana. Renalnich
funkci normalizovanych na povrch téla na trovni dospélého jedince byva dosazeno kolem
jednoho roku véku ditéte (Alcorn and McNamara, 2003).

Pravé z diivodu dosud neznamo jak pozménénych farmakokinetickych procest
v konkrétnich ontogenetickych fazich, neni mnoho 1é¢iv registrovano pro détské pacienty,
piestoze by mohli z 1écby témito 1€Civy profitovat. VIiv postnatidlni ontogeneze
na farmakokinetické parametry 1éCiv je tedy bezesporu dulezitym predmétem vyzkumu,

kterému je tieba se vénovat.

1.1.1. Vyvoj farmakokinetickych parametri rosuvastatinu v procesu

postnatalni ontogeneze

Rosuvastatin je 1é¢ivo redukujici syntézu cholesterolu. Patii do skupiny statinii, tedy
inhibitorii 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl koenzym A reduktazy, které predstavuji 1éky prvni
volby nejenom v 1é¢bé familiarni hypercholesterolémie (Luirink et al., 2015).

Rosuvastatin je hydrofilni 1éCivo s distribuénim objemem 134 L, a tim padem
vyznamnou distribuci do tkani. Z 90 % je vdzdn na plazmatické bilkoviny, zejména
na albumin. Témét se nemetabolizuje a je vylucovan v nezménéné formé z 28 % rendlné
a ze 72 % hepatalné (Luvai et al., 2012, Crouse, 2008). V eliminaci rosuvastatinu je zapojena
fada aktivnich transportéri jako napt. MRP2, BSEP ¢i transportéry ze skupiny OATP
(Jemnitz et al., 2010, Ho et al., 2006).
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Lze predpokladat, ze bézné¢ davky rosuvastatinu urCené pro dospélé pacienty
by u déti vedly k rozvoji nezddoucich ucinkl, predevsim pravé z divodu nedostatecné
maturovanych aktivnich transportérii. VétSina statinti je schvéalena pro 1é€bu déti starSich
deseti let, rosuvastatin je v tuto chvili v zemich EU a USA schvalen pro déti od Sesti let véku
(Pang et al., 2020, Braamskamp et al., 2015, Stein et al., 2017). Dosud nejsou k dispozici
data popisujici ucinnost a bezpecnost rosuvastatinu u déti mladsich Sesti let, pfitom vcasné
zahdjeni farmakoterapie je v 16¢bé familidrni hypercholesterolémie klicové pro snizeni rizika
komplikaci spojenych s aterosklerdzou.

Pomoci in vivo modelu jsme se snaZili popsat vyvoj farmakokinetickych parametra
rosuvastatinu napfi¢ fazemi postnatalni ontogeneze u potkana, které odpovidaji konkrétnim
fazim postnatalni ontogeneze u ditéte. Ziskana data by méla slouzit jako zéklad pro stanoveni
optimalnich davek rosuvastatinu potencidlné vyuzitelnych v 1écbé familiarni

hypercholesterolémie u pacientli mladSich Sesti let.

1.2. MozZnosti zvySeni biologické dostupnosti 1éciv

Biologickou dostupnost 1é¢iv ovliviiuje fada faktorii jako napft. rychlost disoluce,
efekt prvniho prichodu jatry nebo tendence vyuzivat efluxni mechanismy.
1é¢iva ve vodé a jeho permeabilita. Pravé omezena rozpustnost 1éciva ve vodé a nizka
permeabilita vedou k nizké biologické dostupnosti (Gomez-Orellana, 2005).

Mezi strategie vedouci k vyssi biologické dostupnosti 1éCiv 1ze fadit napt. pfipravu
proléciv. Prolécivo mize mit vyhodnéjsi fyzikalné-chemické vlastnosti nez ptivodni 1é¢ivo
a jeho podani tak miize vést k vyssi biologické dostupnosti. Castgjsi strategii je viak piiprava
specificky designovanych 1ékovych formulaci (Gomez-Orellana, 2005). Biologickou
dostupnost 1éCiv, kterd jsou omezené rozpustnd ve vodé¢, lze zvySit napf. vytvorenim
krystalickych, amorfnich ¢i lipidovych formulaci (Gupta et al., 2013).

Lipidové formulace mohou také zvySovat absorpci 1é¢iva do lymfy. Pravé zacileni
vstiebavani 1éCiva do lymfy mulze zajistit vyssi biologickou dostupnost. Lécivo je totiz
ze stfeva vstfebdvano pfimo do lymfatickych cest a zhrudniho mizovodu pak
do systémového krevniho fecisté, ¢imz se vyhne prvnimu priichodu jatry (Rysanek et al.,

2020).
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Na biologickou dostupnost 1é¢iv mize mit také vliv soucasné¢ podana potrava.
Pozménéné farmakokinetické vlastnosti ve stavu nalacno oproti stavu po jidle nazyvame
jako tzv. food efekt.

V piipadé pozitivniho food efektu vede podani lé¢iva souCasné s potravou
k vyznamné vyssi biologické dostupnosti oproti biologické dostupnosti po podani nala¢no.
To je dano zejména lepsi rozpustnosti ve stavu po jidle u 1é¢iv omezené¢ rozpustnych
ve vodé. Z logiky véci vyplyva, ze pfijmutim strategii vedoucich ke zvySeni rozpustnosti
1é¢iva se zvysi jeho biologickd dostupnost ve stavu nala¢no, a tim je redukovéan prostor
pro potencidlni postprandialni navyseni biologické dostupnosti. Odstranéni food efektu tak
v podstaté muze predstavovat variantu, jak zvysit biologickou dostupnost 1é¢iv (Kushwah et

al., 2021, Schultz et al., 2020, O'Shea et al., 2019).

1.2.1. ZvySeni biologické dostupnosti rivaroxabanu ve formé kokrystali
s kyselinou $t’avelovou

Rivaroxaban je peroralné podavané antikoagulancium pifimo inhibujici faktor Xa.
Pomérné netypickd je farmakokinetika rivaroxabanu ve vztahu k jeho davce. Po podéni
10 mg rivaroxabanu je dosazeno biologické dostupnosti 80 az 100 % nezavisle na tom, zda
byl podan nala¢no ¢i po jidle. Podani 20 mg rivaroxabanu nalacno vSak vede k biologické
dostupnosti pouze 66 % a je tedy lepsi tuto davku podévat s jidlem, se kterym narlsta
pramérnd hodnota AUC o 39 % (Mueck et al., 2014).

Védecky tym z VSCHT vyvinul inovativni formulaci s rivaroxabanem
ve form¢ kokrystali s kyselinou s$tavelovou. Farmaceutické kokrystaly Ize popsat jako
krystaly sloZzené v urCitém stechiometrickém poméru ze dvou a vice latek, vcetné latky
ucinné, které jsou mezi sebou spojené nekovalentnimi chemickymi vazbami (Mueck et al.,
2014). Priprava kokrystali ve farmaceutickém primyslu je volena za ucelem Upravy
fyzikalné-chemickych vlastnosti 1é¢iv jako je bod tani, jejich reologické vlastnosti nebo
rychlost disoluce (Elder et al., 2013, Jirat et al., 2020, Khandavilli et al., 2018, Skorepova et
al., 2014, Sladkova et al., 2015). Rivaroxaban je latka omezené€ rozpustnd ve vodé, coz je
pravdépodobna pticina nizké biologické dostupnosti po podani nala¢no (Takacs-Novak et
al., 2013). Pravé forma kokrystalii by mohla jeho rozpustnost zvysit, ¢imZ by se zvysila
biologickéa dostupnost po podani nalacno, a tim by se redukoval vliv potravy. (Kushwah et
al., 2021). Za vyuzZiti in vivo potkaniho modelu a cross-over uspofddani studie jsme tuto

formulaci testovali.
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1.2.2. ZvySeni biologické dostupnosti abirateronu po podani abirateron acetatu

ve formé olejovych kulic¢ek

Abirateron acetat je prolécivo abirateronu, ktery inhibuje 17a-hydroxylazu, enzym
nezbytny k produkci androgentl, a lze jej tedy vyuzit k terapii metastazujiciho karcinomu
prostaty rezistentniho na kastraci (Rehman and Rosenberg, 2012).

Po podani abirateron acetatu nala¢no dosahuje abirateron biologické dostupnosti
nizsi nez 10 %. Pti podani s jidlem jeho biologicka dostupnost stoupa. Tento narust je vSak
velmi variabilni a nepfedvidatelny. Podani abirateron acetatu s potravou bohatou na tuky
muze zvysit Cmax @ AUC abirateronu az 17 krat, respektive 10 krat. Z diivodu této variability
se tedy originalni 1éCivy piipravek s abirateron acetatem podava ve vysokych déavkach
nala¢no (Lubberman et al., 2019, Chi et al., 2015, EMA, 2011).

Stejné jako vySe uvedeny rivaroxaban je abirateron acetit omezen¢ rozpustny
ve vod¢. Podatilo-li by se zvysit jeho rozpustnost, a tim zvysit jeho biologickou dostupnost
v podminkdach nala¢no, pak by se redukoval jeho pozitivni food efekt (Schultz et al., 2020).

Védecky tym z VSCHT ve snaze zvysit biologickou dostupnost abirateron acetatu
nalac¢no, a tim snizit vliv souc¢asné podané potravy, vyvinul inovativni formulaci, ve kter¢ je
JiZ rozpustény abirateron acetat inkorporovan do olejovych kapének uzavienych do kuli¢ek
se sténou tvofenou pevnymi ¢asticemi, tzv. oil marbles. Za vyuziti potkaniho in vivo modelu
jsme tuto formulaci testovali v cross-over uspotradani, a to jak ve stavu nalacno, tak ve stavu

po jidle.

1.2.3. ZvySeni biologické dostupnosti kanabidiolu ve formé mikroemulze

Kanabidiol je piirodni latka vyskytujici se vrostlinach rodu Cannabis sativa.
Na rozdil od THC, kanabidiol neptsobi psychoaktivné a svou schopnosti vazat
se na kanabinoidni (CB) receptory skyta vyznamny terapeuticky potencial pro lécbu
rozmanitych onemocnéni (An et al., 2020). Kanabidiol je nicméné latka, kterd je velmi
Spatné rozpustnd ve vodé, a tim padem latka s velmi nizkou biologickou dostupnosti
po peroralnim podani (Perucca and Bialer, 2020). Pti¢inou nizké biologické dostupnosti je
1 vyznamny metabolismus kanabidiolu po prvnim prichodu jatry (Huestis, 2007). Po podéni
kanabidiolu nala¢no je dosaZeno biologické dostupnosti pouze 6 %, Ctyfikrat vyssi
biologické dostupnosti je pak dosaZzeno po podéni s jidlem bohatym na tuky. Problém nizké

biologické dostupnosti kanabidiolu lze feSit pfipravou specialnich lékovych formulaci.
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Jednou z moznosti je piiprava Iékovych formulaci, které by zacilili absorpci kanabidiolu
do lymfy (Perucca and Bialer, 2020).

Tym akademikii z VSCHT vyvinul specidlni mikroemulzi s kanabidiolem cilici
na absorpci do lymfy, a tim ke zvyseni biologické dostupnosti. Za vyuziti potkaniho in vivo
modelu jsme biologickou dostupnost této formulace testovali v cross-over uspofadani

a porovnavali se standardnim olejovym roztokem.

1.3. Protizanétlivé icinky kanabidiolu

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, kanabidiol pisobi prostfednictvim vazby
na CB receptory. Zda se, Ze se na tyto receptory vaze jako alostericky agonista, coz by mohlo
vysvétlovat, pro¢ kanabidiol neplisobi psychoaktivné ve srovnani s THC, které se na CB
receptory vaze piimo (Lowin et al., 2020).

CB receptory subtypu 1 jsou lokalizovany zejména v CNS a jejich aktivace ovliviiuje
kognici, kratkodobou pamét’ ¢i motorické funkce. CB receptory subtypu 2 jsou receptory
spiSe periferni vyskytujici se v tkdnich imunitniho systému (Pertwee, 1997). Prostfednictvim
CB2 receptorti je regulovana diferenciace B a T bunck a zajiStovana rovnovaha mezi
prozanétlivymi Thl a protizdnétlivymi Th2 cytokiny. V makrofazich vede stimulace CB2
receptorti k inhibici fagocytdzy ¢i k potlaceni proliferace a uvoliiovani fady prozanétlivych
faktorti jako je NO, TNF-a nebo IL-12p40. Aktivace CB2 receptorii rovnéz potlacuje
migraci a diferenciaci neutrofilii, indukuje vSak migraci NK bunc¢k. VSechny tyto
na CB2 receptorech (Ashton and Glass, 2007). Agonistickym plisobenim na tyto receptory,
pravé tieba kanabidiolem, by mohla byt léCena fada zanétlivych onemocnéni jako

je revmatoidni artritida, ateroskleroza ¢i zanétliva onemocnéni stiev (Turcotte et al., 2016).

1.3.1. Protizanétlivé ucinky kanabidiolu ve formé mikroemulze v lécbé
kolagenem indukované artritidy

V soucasnosti vyuzivané postupy 1écby revmatoidni artritidy za vyuziti 1éCiv

ze skupiny DMARDs, zejména s nastupem téch biologickych, pfinasi relativn€ uspokojujici

vysledky. Nicméné se stale setkavame s priblizné 20 az 30 % pacientd, kteti jsou vuci této

1écbé rezistentni. Tato 1é¢iva jsou navic pomérné nakladna a Casto musi byt podavéana

parenteralné, coz stran compliance pacienti muize predstavovat vyznamnou piekazku

(Kerschbaumer et al., 2020). Perordlné podavany kanabidiol s adekvatni biologickou
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dostupnosti by mohl piedstavovat jednu z moznosti rozsifeni spektra 1é¢iv vyuzivanych pro
1écbu revmatoidni artritidy.

V 1é€bé revmatoidni artritidy by méla mit vyznam vazba kanabidiolu
na kanabinoidni receptory subtypu 2. Jak jiz bylo zminéno vySe, tyto receptory hraji
dilezitou roli v imunitnich dé&jich a zanétlivé bolestivé odpovédi. Jejich aktivace vede
k supresi imunitnich bun¢k, snizuje produkci prozanétlivych cytokinli, autoprotilatek
a matrix-metaloproteindz. Nasledkem aktivace CB2 receptorti je rovnéz potlacovana
proliferace fibroblastoidnich synovidlnich bunék (Kaur et al., 2020). V literatuie jiz bylo
popséno, Ze kanabidiol u zviteciho CIA modelu zmirnoval pfiznaky synovitidy a poskozeni
kloubu (Malfait et al., 2000, Trentham et al., 1977).

Mikroemulzi s kanabidiolem zminé€nou v kapitole 1.2.3. jsme na in vivo potkanim
modelu testovali stran protizanétlivych ucinktt v 1ébé revmatoidni  artritidy.
Jako prozanétlivy marker, jehoz vyvoj jsme béhem 1éCby sledovali, byla zvolena matrix
metaloproteinaza 3 (MMP-3). MMP-3 podporuje vaskularizaci tkdné uvnitt kloubu,

poskozuje chrupavcitou tkan kloubu a podporuje diferenciaci osteoklastii (Wan et al., 2021).

20



2.

Hypotézy a cile prace

Néplni mého postgradudlniho studia byl vyvoj a optimalizace metod pro in vivo

testovani farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti vybranych modelovych

1é¢ivych latek a jejich riznorodych 1€kovych forem ¢i chemickych formulaci.

Stanoveny byly nésledujici hypotézy:

1)

2)

3)

4)

5)

Proces postnatalni ontogeneze, zahrnujici vyvoj aktivity hepatalnich transportért,
bude vést k vyznamnym zménam ve farmakokinetickych vlastnostech rosuvastatinu.
Podani rivaroxabanu ve formé kokrystala s kyselinou §t'avelovou povede ve srovnani
s origindlni 1ékovou formou k vyssi biologické dostupnosti.

Podani abirateron acetdtu inkorporovaného do olejovych kuli¢ek (oil marbles)
povede ve srovndni s originalni 1ékovou formou k vyssi biologické dostupnosti
abirateronu a omezeni vlivu soucasné podané potravy.

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

Kanabidiol ve form¢ mikroemulze bude vykazovat vyznamné protizanétlivé ucinky

v 1é¢be¢ revmatoidni artritidy.

Cilem prace bylo:

1))

2)

3)

Za vyuziti rosuvastatinu jako modelové 1é¢ivé latky vyvinout a zavést in vivo model
pro studium farmakokinetickych vlastnosti 1éCiv a jejich vyvoje béhem postnatalni
ontogeneze

e Priloha 1
Za vyuziti rivaroxabanu, abirateron acetatu a kanabidiolu jako modelovych léCivych
latek optimalizovat in vivo model pro porovndni biologické dostupnosti riiznych
technologickych formulaci a pro testovani vlivu soucasné¢ podané potravy
na biologickou dostupnost

e Priloha?2, 3,4
Za vyuziti kanabidiolu jako modelové 1é¢ive latky zavést in vivo model pro testovani
ucinnosti 1é¢iv potencidln€ vyuZitelnych v terapii revmatoidni artritidy

e Piiloha 4
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3. Metody

Veskeré metody vyuzité pro ziskani vysledkl této prace jsou in extenso popsany
v publikovanych ¢lancich, které jsou zahrnuty ve formé ptiloh. V této kapitole jsou stézejni
metody pouze struéné okomentovany.

V ptipad¢ vSech predkladanych vysledkt byli jako pokusna zvitata zvoleni potkani
kmene Wistar. Laboratorni potkani jsou pro in vivo experimenty dobie dostupni a na rozdil
od laboratornich mysi, u kterych je za uc¢elem nasich, zejména farmakokinetickych, studii
limitujici nedostacujici objem cirkulujici krve (pouze asi 1,46 mL krve u myS$i 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 pohodiné zavedeni cévnich
vstuptl za cilem provadéni opakovanych a frekventovanych krevnich odbért (az 20 nabéri
o objemu 0,1 az 0,2 mL za 24 hodin) (NC3RS, 2013, update 2022, NC3RS, 2013, update
2021).

3.1. Opakované versus jednorazové krevni odbéry

Ve vétsing experimentl byla vyuzita metoda opakovanych krevnich odbéra (Pfiloha
2, 3,4). Zaucelem opakovanych krevnich odbérti provadime kanylaci vena jugularis externa
(Tato metoda byla vyuzita v publikacich v Piilohdch 2, 4). Béhem tohoto zdkroku
probihajiciho v celkové anestezii navozené ketaminem a xylazinem je do této zily zaveden
polyuretanovy katetr, jehoz zakonceni je nasledné vyvedeno na zatylku zvitete tak, aby bylo
zamezeno vynéti katetru po probuzeni =zvifete z anestezie (Obrazky 1 - 3).
Po rekonvalescenci trvajici pfiblizn€ tfi dny je zvife pfipraveno na provedeni vlastniho
experimentu, v ramci kterého lze pomoci katetru opakované odebirat potfebny objem krve
v definovanych casovych intervalech a po odstfedéni této krve vyuzit sérum

pro pozadovanou analyzu, vétSinou tedy méfeni plazmatickych koncentraci podaného 1é¢iva

(Obrazek 4).
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Obrazek 1: Kranialné podvazana vena jugularis externa.

Obrazek 2: Polyuretanovy katetr zavedeny a upevneny ve vena jugularis externa.
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Obrazek 3: Polyuretanovy katetr vyvedeny na zatylku potkana.

Obrazek 4: Odber krve z polyuretanového katetru zavedeného ve vena jugularis externa
vyustujictho na zatylku potkana.
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Pted zavedenim metody kanylace vena jugularis externa jsme u potkant kanylovali
arteria carotis (Tato metoda byla vyuzita v publikaci v Ptiloze 3). Tento zdkrok probihal
obdobné jako kanylace vena jugularis externa, potykali jsme se vSak s CastéjSimi
trombotickymi komplikacemi a jimi zapfi¢inénymi epileptickymi zachvaty ¢i mozkovou
ischemii, nebo naopak vykrvéacenim pii nechténém uvolnéni katetru.

Vyuziti kompletnich farmakokinetickych profili jednotlivych zvifat, u kterych
je mozné vySe zminénymi postupy provadét opakované a frekventované odbéry,
je vyznamné spolehlivéjsi a vysledky jsou méné variabilni nez v ptipad¢ jednordzovych
odbéri od rlznych zvifat vriznych casovych intervalech, kdy je ztéchto vzorki
sestavovany sumarni farmakokineticky profil, tedy metoda nazyvand jako tzv. sparse
sampling.

Metoda sparse sampling vSak byla vyuzita pro publikaci zabyvajici se zménami
ve farmakokinetice rosuvastatinu v procesu postnatalni ontogeneze (Ptiloha 1). V tomto
experimentu nebylo z divodu velmi omezeného objemu krve u potkanich mlad’at véku
1 az 14 dni mozné provadet opakované krevni odbéry, a proto byl sparse sampling jedinou
moznou variantou. U mlad’at starSich 14 dni by jiZ opakované krevni odbéry mozné byly,
ale zménu designu probihajiciho experimentu jsme nepovazovali za metodicky spravnou.
V tomto experimentu tedy byla kazdé skupiné potkant urcitého véku jednorazoveé odebrana
krev myokardidlni punkci v terminélni anestezii isofluranem v pfedem definovaném cCase
od podéani testovan¢ho 1éCiva. Vysledné sumérni farmakokinetické profily pak byly
sestaveny z prumérnych hodnot plazmatickych koncentraci jednotlivych zvitat vzdy pouze
v jednom casovém bod¢.

Jednorazové krevni odbéry bez zavedeni cévniho vstupu byly rovnéz provadény
ve farmakodynamickém experimentu za ucelem testovani ucinnosti kanabidiolu ve formé
mikroemulze v 1é€bé revmatoidni artritidy (Pfiloha 4). V tomto experimentu bylo zapotiebi
stanovit koncentraci zanétlivych markerti pted zahdjenim 1écby a po ukonceni 1écby. Protoze
cely experiment probihal n€kolik tydnt, kanylace vena jugularis externa i arteria carotis
tak nebyla vhodnou metodou z diivodu potencialni trombotizace, ale také z diivodu celkové
narocnosti pro zvite, u néhoz by se scitala rizika spojend s kanylaci, indukci onemocnéni
a kazdodennimi procedurami davkovani testovaného 1é¢iva. V tomto piipadé tedy byla krev
jednorazoveé odebrana z ocasni Zily v den zahdjeni 1écby. V den ukonceni 1écby pak byla

krev odebrana myokardialni punkci v termindlni anestezii isofluranem.
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3.2. Cross-over usporadani studii

Vétsina zde komentovanych farmakokinetickych studii (Ptiloha 2, 3, 4) se zabyva
porovnavanim referencnich a testovanych 1é€ivych piipravka ¢i formulaci s potencidlem
vyssi biologické dostupnosti ¢i omezeni vlivu jidla na absorpci 1€¢ivé latky. Pro tyto ucely
vyuzivame tzv. cross-over usporadani experimentd. To spoc¢iva v podani jedné formulace
a stanoveni farmakokinetického profilu G¢inné latky v prvni periodé experimentu a po
dostatecn¢ dlouhé dobé, vyhrazené pro kompletni eliminaci G¢inné latky (tzv. wash-out),
v podani druhé formulace a stanoveni farmakokinetického profilu u stejné skupiny potkand.
U druhé skupiny potkant se pak formulace podavaji v opaéném poradi.

Cross-over usporadani je typické pro klinické studie. V preklinickych studiich
na hlodavcich je hiife proveditelné zejména z divodu potieby zajisténi kanyly a udrzeni jeji
pruchodnosti 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 prokazano, Ze na rozdil od standardné pouzivaného paralelniho uspofadani
studii na hlodavcich pfedstavuje cross-over uspoiadani nejenom spolehlivéjsi metodu
z divodu signifikantné niz§iho vlivu interindividudlni variability na vysledky, ale také

metodu vyuzivajici méné pokusnych zvirat, tedy metodu etictéjsi (Kralovicova et al., 2022).

3.3. Kolagenem indukovana artritida

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 davka 0,1 mL po 7 dnech od
davky inicialni. Jako negativni kontrolu vzdy paraleln¢ zarazujeme nckolik zvirat, kterym
je misto této emulze subkutanné aplikovan fyziologicky roztok.

Uspésnost indukce a zavaznost CIA hodnotime pomoci skérovaciho systému
s maximalnim moznym dosaZzenym artritickym skore 16 bodi za vSechny 4 koncetiny
(Tabulka 1, Obrazek 5). Za Gspésné navozeni CIA je povaZzovan zisk minimaln¢ 2 bodi (Hu
et al., 2017).

Po nékolika dnech, kdy bylo dosaZeno adekvatniho po¢tu naindukovanych zvitat,
bylo moZzné randomizovat zvifata do definovanych skupin (skupina léCend testovanym
pfipravkem, pozitivni kontrola, popf. skupina lécena referencnim ptipravkem) a zahgjit

1écbu. Jesteé pred zahijenim lécby jsme provedli ndbéry krve a zméfili Sitku kotnikl
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za vyuziti posuvného méfitka, stejn¢ tak jako v den ukonceni experimentu. V prubéhu
experimentu jsme jednou za 3 dny monitorovali vyvoj artritického skore u kazdého zviete.

Po ukonceni experimentu jsme hodnotili G¢innost testovanych latek nejenom
sestavenim kiivek priabézné méreného artritického skore, ale i odectenim rozdilt v Sifce
kotnikd, v télesné hmotnosti a v koncentraci prozanétlivych markera v krvi pied zahajenim
1é¢by a po jejim ukonceni. Po usmrceni byly zvifatim amputovany zadni koncetiny, které

pak byly histologicky hodnoceny.

Tabulka 1: Skorovaci systém pro hodnoceni uspesnosti indukce a zavaznosti CIA; prevzato
zHU, Y. P, YANG, Y. & LUO, B. 2017. Evaluation of destruction in a collagen-induced
arthritis rat model: Bony spur formation. Experimental and Therapeutic Medicine, 14, 2563-
2567.

Skore na jedné

koncetiné Popls
0 Standardni podoba vsech kloubt
1 Otok a zarudnuti na jednom kloubu
2 Otok a zarudnuti na vice nez jednom kloubu
3 Otok celé koncetiny
4 Deformita kloubu, ankyl6za, nehybnost

Obrazek 5: A:skorve 0 na zadni koncetiné; B: skore 4 na zadni koncetiné; C: skore 0 + 0 na
prednich koncetindach; D: skore 4 + 4 na prednich koncetinach
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4. Vysledky

Podrobné vysledky jsou prezentovany v pfilozenych publikacich. Zde jsou pouze

struéné shrnuty.

4.1. Vyvoj farmakokinetickych parametrii rosuvastatinu v procesu postnatalni
ontogeneze

Potkani mlad’ata stard 1, 4, 7, 10, 14, 21, 28, 35 a 42 dni byla rozd¢lena do tii skupin.
Vsem potkaniim byl podén intraperitonealné rosuvastatin v davce 5 mg/kg. U prvni skupiny
probéhlo utraceni a nabéry krve 0,5 h po podani rosuvastatinu, u druhé skupiny 3 h po podani
a u treti skupiny 5 h po podani. Rozdily v mediannich plazmatickych koncentracich
se ve vSech tfech ¢asovych bodech signifikantné 1iSily mezi rizné starymi potkany (P <
0,0001).

Z medidnnich hodnot plazmatickych koncentraci ve vSech casovych bodech byly
dale vypocitany farmakokinetické parametry jako AUC, Vd a CL. Medianni hodnoty téchto
parametrl byly pouZity pro graficka zndzornéni, ze kterych je patrny vyvoj téchto parametr
se vzrustajicim vékem potkanich mlad’at (Obrazek 6). Je evidentni, ze u mladSich potkana
do ptiblizné dvou tydnl veéku, kteti disponuji mensim distribu¢nim objemem a u nichz jesté
nejsou dostateéné 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 snizovala.
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Obrazek 6: Vyvoj farmakokinetickych parametri rosuvastatinu v procesu postnatalni ontogeneze
u potkanii za pouziti mediannich vypoctenych hodnot; PNA: postnatal age, AUCy.s: area under
the curve from zero to 5 hours, AUCy.: area under the curve from zero to infinity, CL: aparrent
clearance, Vd: apparent volume of distribution

4.2. ZvySeni biologické dostupnosti rivaroxabanu ve formé kokrystalu s kyselinou
Stavelovou
Podani rivaroxabanu ve formé& kokrystalii s kyselinou Stavelovou vedlo
k signifikantné vyssi relativni biologické dostupnosti v porovnani s podanim referen¢niho
komeréné dostupného piipravku Xarelto® obsahujici rivaroxaban.
Pomér geometrickych primért (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 pfiblizn€ dvakrat vySsi nezZ stejné parametry
po podéani referen¢niho ptipravku a rozdily dosahly hladiny statistické vyznamnosti

(P < 0,0001). Naproti tomu hodnoty Tmax se po podani obou formulaci zdsadné neliSily
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(P = 0,6625), coz naznacuje podobnou rychlost absorpce u obou piipravkil za souc¢asného

zvySeni biologické dostupnosti u kokrystalové formulace.

4.3. ZvySeni biologické dostupnosti abirateronu po podani abirateron acetitu
ve formé olejovych kuli¢ek

Podanim abirateron acetatu ve forme olejovych kulicek (oil marbles) potkantim bylo
dosazeno signifikantné¢ vyssi relativni biologické dostupnosti abirateronu v porovnani
s referenénim komeréné dostupnym 1é¢ivym piipravkem Zytiga® (P = 0,0258 pro Cmax,
P =0,0138 pro AUC). Pomér geometrickych primérii (oil marbles vs. reference) Cinil 3,98
(90% CI: 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 témét Ctytikrat vyssi neZ v piipade podani referencniho ptipravku. Plocha pod kiivkou
pak dosahovala ptiblizn€ dva a pul krat vyssich hodnot. Po podéni 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 0il marbles v porovnani s referen¢nim ptipravkem vSak nebyl
prokéazéan (P =0,1094), coz zna¢i podobnou rychlost absorpce u obou formulaci, pii soucasné
vyssi biologické dostupnosti u formulace oil marbles.

Znamy fenomén vlivu potravy abirateron acetatu byl pozorovan u referencniho
piipravku, byl-li podan potkantim ve stavu nalacno a v cross-over usporadani pak ve stavu
po jidle. Pomér geometrickych primért (podéni po jidle vs. podani nala¢no) €inil 2,39 (90%
CI: 1,31 -4,34) pro Cmax 2 2,02 (90% CI: 0,87 — 4,69) pro AUC. Vyznamné¢ vyssi biologicka
dostupnost referencniho piipravku ve stavu po jidle byla prokazana na zakladé hodnot Cpax,
které byly statisticky signifikantn€ vyssi ve stavu po jidle nez ve stavu nalacno (P = 0,0302).
Hodnoty AUC se signifikantn¢ nelisily (P = 0,0631), stejné¢ tak jako hodnoty Tmax
(P=0,5625). Inkorporaci abirateron acetatu do olejovych kuli¢ek se vSak podatilo food efekt
eliminovat, pomér geometrickych primér (podédni po jidle vs. podani nala¢no) byl totiz
témet 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 podéani abirateron acetatu ve formeé
olejovych kulicek, coz bylo nasim cilem (P = 0,4378 pro Cmax, P = 0,4717 pro AUC).
Byl zde vSak pozorovan prolongovany Tmax ve stavu po jidle (median 152 min ve stavu po

jidle vs 125 min ve stavu nala¢no), coz by mohlo poukazovat na pomalejSi absorpci
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abirateronu z formulace oil marbles podané¢ho po jidle, statisticky vyznamny rozdil vSak

nebyl prokédzan (P = 0,6250).

4.4. ZvySeni biologické dostupnosti kanabidiolu ve formé mikroemulze

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 priméri
(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 piiblizné
ttikrat vysSich, respektive dvakrat vysSich hodnot, byl-li kanabidiol podan ve formé
mikroemulze. Z medidnnich hodnot Tmax (4,05 h u olejového roztoku vs. 2,54 h
u mikroemulze) mize byt patrny trend rychlej$i absorpce u kanabidiolu ve formé
mikroemulze, rozdil mezi témito hodnotami vSak zistal tésné pod hranici statistické

signifikance (P = 0,0598).

4.5. Protizanétlivé ucinky kanabidiolu ve formé mikroemulze v 1é¢bé kolagenem

indukované artritidy

Obrazek 7 ukazuje pribézny vyvoj artritického skore u skupiny potkant s CIA 1é¢ené
kanabidiolem, u skupiny potkanti s CIA, kterym bylo podavano placebo (pozitivni kontrola)
a u skupiny potkanti, kterym nebyla indukovana CIA, ale bylo jim rovnéz podavano placebo
(negativni kontrola). PiestoZze od zahajeni 1éCby bylo mozné pozorovat trend nizSiho
artritického skoére u potkanti lécenych mikroemulzi s kanabidiolem oproti potkantim
ze skupiny pozitivni kontroly, statisticky vyznamného rozdilu v artritickém skore mezi
témito dvéma skupinami bylo dosazeno az od 21. dne (P < 0,05).

V den ukonceni 1é€by byl pak patrny trend ptiznivéjSich hodnot Sitek kotnikl
a koncentraci MMP-3 jako sledovaného zanétlivého markeru mezi potkany s CIA lé¢enymi
kanabidiolem oproti potkanim s CIA, kterym bylo podévano placebo (Tabulka 2). Hladiny
statistické vyznamnosti v§ak dosazeno nebylo (P = 0,0649 pro §itku kotnikd a P = 0,0931
pro koncentraci MMP-3).

V ramci histologického hodnoceni byla pozorovana statisticky vyznamné niZsi
falangedlni osteoklasticka aktivita u skupiny lécené kanabidiolem v porovnani s pozitivni
kontrolou (P = 0,04). Rozdil ve falangedlnim strukturdlnim histopatologickém poskozeni

mezi témito dvéma skupinami vsak statistické vyznamnosti nedoséhl (P = 0,37).
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Obrazek 7: Vyvoj artritického skore u potkanu s kolagenem-indukovanou artritidou
lécenych kanabidiolem ¢i placebem a u potkanii slouzicich jako negativni kontrola. Hodnoty
Jjsou vyjadreny jako mediany; *P < 0,05; CIA: kolagenem-indukovana artritida (collagen-
induced arthritis)

Tabulka 1: Prumérna sirka kotnikii na obou zadnich koncetindach potkanii a primérna
hladina MMP-3 v plazmeé v den zahdjeni a ukonceni lécby

Primérna
Priumérna Sirka kotniki plazmaticka
(mm + SD) koncentrace
MMP-3
(% of AU = SD)
Levy Pravy Levy Pravy
kotnik kotnik kotnik kotnik
Den 0 Den 24 Den 0 Den 24
Negativni 1,00 £ 1,00 +
Kontrola 5,44+0,05 5,31+043 5,70+0,20 5,77 +0,22 0.27 1.30
CBD 777+ 140 8.60+0,60 7.88+093 8274022 -05:22% 2023

43536 18,69
15476+ 27,88+
220,46 12,27

Placebo 7,14+ 1,51 7,80+ 1,28 8,57+0,20 8,55+0,37
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5. Diskuze

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

ptilozenych publikacich.

5.1. Vyvoj farmakokinetickych parametrii rosuvastatinu v procesu postnatalni
ontogeneze

V nasem experimentu jsme pozorovali vyznamny nardst v hodnotach CL a Vd
rosuvastatinu od druhého az tfetiho tydne Zzivota potkanich mlad’at. Nartst téchto
farmakokinetickych parametrit se odrdzel v hodnotach AUC rosuvastatinu, které byly
zpocatku vyssi, a prave v obdobi veéku dvou az tii tydnl zacaly vyrazné klesat.

Tyto vysledky odpovidaji literarnim tidajiim o ontogenezi transportnich proteint
podilejicich se na hepatobiliarni exkreci rosuvastatinu jako jsou MRP2, BSEP a skupina
OATP transportéri. U potkant je aktivity MRP2 a BSEP na trovni dospélych jedinca
dosazeno piiblizn¢ 12 dnii po narozeni. Aktivita OATP transportérii je podobna aktivité
transportérit dospélych priblizn€ 29 dntli po narozeni (Gao et al., 2004).

Dle literatury jsou farmakokinetické¢ vlastnosti rosuvastatinu urovné dospélého
Cloveéka pozorovany od 12 let véku. Veku 12 let Clovéka je ekvivalentni vék 32 dni
potkana (Macpherson et al., 2016, EMA, 2021). Nase data ukazala velmi podobné hodnoty
AUC u potkanii véku 35 a 42 dni (1,01 a 0,93 mg.h/L), tedy u potkanti, u nichz by na zékladé
vysSe popsané teorie méla farmakokinetika rosuvastatinu odpovidat dospélym jedinctm.
Hodnoté AUC u potkanl starych 42 dni jsme tedy pfifadili 100 %, coz ndm nésledné
umoznilo procentudlné vyjadtit navyseni hodnot AUC u potkana kazdého sledovaného véku
a vztahnout tuto hodnotu k odpovidajici ontogenetické fazi a postnatalnimu véku clovéka
(Tabulka 3).

Z vysledk je patrna 5 krat az 13 krat vys$si expozice rosuvastatinu u mlad’at mladsich
21 dni v porovnani s hodnotami mlad’at starSich nez 32 dni, u kterych farmakokinetika
odpovida farmakokinetice dospélych jedinct. Od 28. dne véku jsme pak pozorovali uz jen
mirny narlist v expozici rosuvastatinu.

Nase vysledky ukazaly rostouci expozici rosuvastatinu u potkani do véku
ekvivalentnimu dvéma rokim u ¢lovéka. U potkanli ve véku odpovidajicimu dvéma rokiim

u lidi jsme pozorovali pouze mirné zvySenou expozici. Lze tedy odhadovat, Ze v indikaci
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familiarni hypercholesterolémie, pro kterou je 1écba rosuvastatinem schvalena od Sesti let

veku, by za ptiméfené redukce davky bylo rosuvastatin mozné pouzit uz u déti od dvou let.

Tabulka 3: Hodnoty AUC rosuvastatinu u potkanit riizného postnatalniho véku relativne
vztazené k ontogenetickym fazim a ekvivalentnimu postnatalnimu veku cloveka; AUC)o:
area under the curve from zero to infinity; Ontogenetické faze a vek cloveka a jim
odpovidajici vék potkana prevzaty z PICUT, C. A., DIXON, D., SIMONS, M. L., STUMP, D.
G., PARKER, G. A. & REMICK, A. K. 2015. Postnatal ovary development in the rat:
morphologic study and correlation of morphology to neuroendocrine parameters. Toxicol
Pathol, 43, 343-53.)

Ontogeneticka Postnatalni vék Postnatalni vék AUC
0-00
faze ¢lovéka potkana
Novorozenecké
0-28 dni 0-7 dni 540-962 %
obdobi
Kojenecké az
1-23 mésicu 8-20 dni 1228-1304 %
batoleci obdobi
Batoleci obdobi az
2-12 let 21-32 dni 109-328 %
starsi Skolni veék
Adolescent > 12 let > 32 dni 100 %

5.2. ZvySeni biologické dostupnosti rivaroxabanu ve formé kokrystali s kyselinou
Stavelovou
Rivaroxaban ve form¢ kokrystalii s kyselinou $tavelovou piipraveny za cilem
zvyseni jeho rozpustnosti ve vod¢ vedl jednoznacné k vyssi biologické dostupnosti ve
srovnani s originalnim 1éCivym piipravkem. Vyssi biologicka dostupnost byla dana
pfitomnosti dobie rozpustné kyseliny Stavelové. Rivaroxaban v kokrystalech s kyselinou
Stavelovou se pfeméenoval na rivaroxaban dihydrat a pravé forma dihydratu pak zvySovala
rozpustnost, a tim padem i biologickou dostupnost rivaroxabanu. Na zdkladé faktu, Ze bylo
dosazeno vyssi biologické dostupnosti ve stavu nalacno, lze usuzovat, ze byl paralelné

redukovan i vliv souc¢asné podané potravy.
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5.3. ZvySeni biologické dostupnosti abirateronu po podani abirateron acetitu
ve formé olejovych kulic¢ek
Inkorporace abirateron acetitu do olejovych kulicek vedla u potkani k vyssi
biologické dostupnosti a redukci vlivu soucasné podané potravy. Ve vodeé velmi obtizné
rozpustny abirateron acetat byl v pfipadé této Iékové formy jiz rozpustén v drobnych
olejovych kapénkach, coz vedlo k lepSim disolu¢nim vlastnostem ve stfevé. Ze stejného
divodu byl odstranén i food efekt pozorovany u originalniho 1é¢ivého ptipravku. ZlepSenim
disolu¢nich vlastnosti se podatilo zvysit biologickou dostupnost abirateronu ve stavu
nala¢no, ¢imz se minimalizoval prostor pro variabilitu biologické dostupnosti ve stavu
po jidle, kdy ptitomné tuky zvySuji potencial vstiebavani abirateronu.
Na ptikladu abirateron acetatu se formulace olejovych kulicek jevi jako vyuzZitelna
1 u dalSich lipofilnich molekul s omezenou rozpustnosti ve vodé a tim zptisobenou nizkou
biologickou dostupnosti. Nemaly potencial ma tato technologie také v ptipadé lipofilnich

Mrwe

potravou.

5.4. ZvySeni biologické dostupnosti kanabidiolu ve formé mikroemulze

Z duvodu nizké rozpustnosti kanabidiolu ve vod¢ a také vyznamného metabolismu
této latky pii prvnim priachodu jatry byl pfipraven kanabidiol ve form¢ mikroemulze. Tuto
mikroemulzi tvotily dispergované, lecithinem stabilizované olejové kapicky, disperznim
prostiedim pak byla voda. Pravé ptitomnost lipidickych excipientli méla zacilit absorpci
kanabidiolu do lymfy. Soucasti pfilozené publikace bylo 1 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
postgradudlniho studia jiného studenta, tato dizertacni prace tedy neni vénovana této
problematice a vysledky této casti jsou uvedeny pouze zde v diskuzi. Lymfaticka absorpce
kanabidiolu se skutecné ukazala jako vysokd. Bylo dosazeno dva az tfikrat vysSich
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.
Presto bylo po podani kanabidiolu ve formé mikroemulze dosaZeno vys$$i biologické
dostupnosti. Vys§§i biologickd dostupnost tedy pravdépodobné nebyla zpiisobena
lymfatickou absorpci, ale pfitomnosti olejovych kapicek, diky kterym se kanabidiol 1épe

vstiebaval do intestinalni sliznice.
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5.5. Protizanétlivé icinky kanabidiolu ve formé mikroemulze v 1é¢bé kolagenem
indukované artritidy

Lécba CIA mikroemulzi obsahujici kanabidiol vedla v porovnani s placebem
k signifikantné¢ méné zavaznym klinickym symptomtim tohoto onemocnéni a signifikantné
niz8i osteoklastické aktivit¢é ve falangedlni oblasti zadnich koncetin. Nesignifikantni
hodnoty, ale pfiznivé trendy naznacujici alespon caste¢nou tc¢innost kanabidiolu v 1é¢bé
CIA, byly pozorovany méfenim hladiny MMP-3 v krvi a méfenim $itky kotnikii zvitat
na zacatku 1é¢by a po jejim ukonceni. Statisticky nesignifikantni rozdily ve vyvoji hladin
MMP-3 mezi léCenymi a neléenymi potkany byly pravdépodobné zplisobeny
nerovnomérnym rozdélenim jednotlivych potkand do skupin na zacatku 1€€by (368,22 %
AU u lécenych vs. 154,76 % AU u nelécenych zvifat). Potkani byli randomizovani
na zéklade¢ artritického skore, plazmatické koncentrace MMP-3 byly pomoci ELISA metody
meéfeny az po ukonceni experimentu, pii randomizaci tak nemohl byt na hladiny MMP-3
bréan zfetel. Uginnost kanabidiolu nebyla viibec patrna z histopatologického hodnoceni
poskozeni falangealnich kloubtli. Pfi¢inou mohlo byt ireverzibilni poskozeni téchto kloubti
jeste pred zahajenim lécby.

Kanabidiol pouzity v monoterapii neprokazal vyznamné terapeutické ucinky v 1écbé
revmatoidni artritidy, piesto byla mirna u¢innost pozorovana. Lze tedy uvazovat o vyuziti
kanabidiolu jako adjuvantniho 1éCiva v kombinaci s béznymi 1€¢ivy schvalenymi pro 1é¢bu
tohoto onemocnéni. Vyuziti kanabidiolu v takovéto kombinaci by mohlo umoznit podavat
nizs$i davky DMARDs, ¢imz by se pii soucasném zachovani jejich Uc¢innosti mohly

redukovat nezadouci u€inky vyvolavané touto skupinou 1éki.
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Zavér
Vysledky studii predkladanych v ramci této dizertacni prace lze uzavtit nasledovneé:

1) Vpriabéhu postnatalni ontogeneze dochazelo k vyznamnym zménam
ve farmakokinetickych vlastnostech rosuvastatinu. Na zakladé ziskanych vysledkt
a mezidruhové extrapolace lze odhadnout, Ze rosuvastatin by v adekvatné
redukovanych davkach mohl byt podavan détem s familiarni hypercholesterolémii

jiz od dvou let véku.

2) Podani rivaroxabanu ve form¢é kokrystald s kyselinou s$tavelovou vedlo

ve srovnani s originalni 1ékovou formou k vyssi biologické dostupnosti.

3) Podani abirateron acetatu inkorporované¢ho do olejovych kulicek (oil marbles)
vedlo ve srovndni s origindlni lékovou formou k vyssi biologické dostupnosti

a omezeni vlivu soucasné podané potravy.

4) Podani kanabidiolu ve form¢ mikroemulze vedlo ve srovnani se standardnim

olejovym roztokem k vyssi biologické dostupnosti.

5) Kanabidiol ve formé mikroemulze vykazoval v experimentalnim modelu

revmatoidni artritidy mirné protizanétlivé ucinky.
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