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Abstrakt

Uvod a cile: Variabilita farmakokinetika je jednim ze zasadnich parametrt uréujicich
uspéch a stabilitu farmakoterapie. Hlavnim cilem této prace bylo studovat variabilitu
farmakokinetiky na klinické 1 preklinické urovni scilem predikovat variabilitu
farmakokinetiky v cilové poppulaci. Specificky byla vybrana tfi 1éCiva, tj. sufentanil,
s pomérn¢ uzkym terapeutickym indexem, a dale nabumeton a abirateron, ob¢ léCiva se
znamou vysokou variabilitou.

Metodika: Studium variability farmakokinetiky sufentanilu bylo zaloZeno na klinickych
vzorcich plazmy odebranych od pacientli béhem operace srdce, kde sufentanil byl podavan
vramci perioperacni péce. Pro stanoveni koncentraci sufentanilu bylo tfeba zavést
analytickou metodu. U pacientl byl rovnéZ stanoven genotyp MDR1 a OPRMI a
vyhodnoceny piipadné rozdily farmakokinetiky v ramci téchto genotypi. Obdobné pro
nabumeton byla provedena klinicka studie, kdy byl zdravym subjektim podan nabumeton
pfi dvou separatnich pfileZitostech, odebrany vzorky plazmy a stanoveny koncentrace
nabumetonu a jeho aktivniho metabolitu 6-methoxynaftyloctové kyseliny (6-MNA).
Vypoctené farmakokinetické profily pak byly srovnany v rdmci genotypti pro MDRI1 a
CYP2D6 a v ramci pohlavi. Kone¢né v piipadé abirateronu bylo tfeba zavést neklinicky
model pro studium jeho novych Iékovych forem a predikci absorpce u ¢loveka.

Vysledky a zavér: U 25 pacientil byly stanoveny koncentrace sufentanilu pomoci nové
validované metody kapalinové chromatografie s MS/MS detekei. Statistickou analyzou
nebyly odhaleny rozdily ve farmakokinetice sufentanilu v disledku genotyptt MDR1 ¢i
OPRMI. V Kklinické studii s nabumetonem bylo u 12 Zen a 12 muzi odhaleny rozdily
v clearance a AUC 6-MNA mezi pohlavimi, nikoliv vSak u parentni latky, nabumetonu.
RovnéZz zde vSak nebyly odhaleny rozdily mezi genotypy, at’ pro MDR1 ¢i CYP2D6, u
obou latek. Nakonec v preklinické studii byl pouzit plan zaloZeny na nekompletnim bloku
pro srovnani expozice po podani 4 riznych Iékovych forem abirateron acetatu potkan‘m,
jednak originalni s problematickou absorpci, jednak pozitivni kontroly, u niZ uz bylo
popsano zvySeni expozice, a pak dvou Iékovych forem novych. Voperovanym katetrem
byly odebirany vzorky krve a v ziskané plazmé byly stanoveny koncentrace abirateronu. U
novych lékovych forem byl popsan az 250% nartst expozice. Tento model Ize vyuzit pro

rychlé a pomérné levné zhodnoceni biodostupnosti vice novych lékovych forem.



Kli¢ova slova: Personalizovana medicina, variabilita farmakokinetiky, nabumeton,
abirateron, sufentanil, farmakogenetika, klinickd studie, neklinicka studie, kapalinova

chromatografie



Abstract

Backgroun and aims: Pharmacokinetic variability is of paramount importance for
sucessfull pharmacotherapy. The main purpose of this work was to study variability of
pharmacokinetics in clinical and non-clinical setting with the aim to predict variability in
target population. Specifically, three drugs were chosen, sufentanil, with relativelly narrow
therapeutic index, and nabumeton and abirateron, both with known high variability.
Methods: The study of pharmacokinetic variability of sufentanil was based on clinical
samples taken from patients undergoing surgical cardiac procedure, where the sufentanil
was used as a part of the drug coctail used during the procedure. New analytical method
was necessary to prepare and validate to measure sufentanil concentrations and obtain
pharmacokinetic parameters. These were compared between determined genotype groups
of MDR1 and OPRMI. Similarly, clinical study was executed with nabumetone, in which
nabumetone was administered in a group of 24 subjects on two separate occassions.
Plazma samples were obtained and concentrations of nabumetone and its active metabolite,
6-methoxynaphtylacetic acid (6-MNA), were determined. Obtained pharmacokinetic
profiles were compared between female and male volunteers, and genotypes for MDRI1
and CYP2D6. Finaly for abiraterone, new non-clinical model was needed to evaluate novel
drug formulations and to predict its absorption in man.

Results and conclusion: Novel analytical method, liquid chromatography with MS/MS
detection, for sufentanil measurements in human plazma was validated and used to
measure sufentanil concentrations in plasma samples of 25 patients. No differences were
seen between genotypes for MDR1 or OPRMI. In clinical study with nabumetone, some
differences were seen between female and male volunteers, specifically in clearance and
AUC of 6-MNA, on the other hand no differences were seen for any nabumetone
parameters, nor between genopypes for MDR1 and CYP2D6 in neither of the substances.
Incomplete block design was used in the non-clinical study with abiraterone to compare 4
drug formulations in rats, the original formulation with problematic and variable
absorption, positive control, also a positive control for which enhanced exposure to
abiraterone was already described, and two new drug formulations. Blood samples were
collected via catheter, that was inserted during a surgical procedure, and concentrations of
abiraterone was measured in obtained plazma. Calculated pharmacokinetic profiles shown
250% increase in abirateron exposure with novel drug formulations. This model can be

used for fast and relatively cheap evaluation of new drug formulations.
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Seznam zKkratek

6-MNA — 6-methoxy-naftyloctova kyselina
ABCB — ATP-binding cassette subfamily B
ABCC — ATP-binding cassette subfamily C
ABCG — ATP-binding cassette subfamily G
ACE — angiotenzin konvertujici enzym

AK — aminokyselina

aPTT — activated partial thromboplastin time, aktivovany ¢aste¢ny tromboplastinovy ¢as

ATP — adenosin trifosfat

AUC — plocha pod kiivkou

BCHE - butyrylcholinesteraza

BCRP — breast cancer resistence protein

BCS — biopharmaceutics classification system

BES — bioekvivalen¢ni studie

BMI — body mass index

CKD - chronic kidney disease, chronické onemocnéni ledvin
Cl — clearance

CLc; — clearance kreatininu

CL/F - oralni clearance

Clint — jaterni “vnitini” clearence

CLnr — non-renalni clearance

CLr — totalni clearance

Cmax — maximalni koncentrace

Cumin —koncentrace na konci davkovaciho intervalu

Css - koncentrace v ustdleném stavu po intravendzni infuzi
CV — koeficient variability, resp. interindividualni variabilita
CYP — cytochrom P450

DAD - diode array detector

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty

DPD — dihydropyrimidindehydrogenédza

DV — deionizovana voda

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina
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EM - extenzivni metabolizator

EMA - european medicines agency

ESRD — posledni faze renalniho selhani

FaSSIF — fasted state simulated interstinal fluid, simulovana stfevni tekutina na la¢no
FD — farmakodynamika

FDA — food and drug administration

fo — procento 1é¢iva vyloucené v nezmeénéné podob¢ v moci
FK — farmakokinetika

FM — faktor matrice

GFR — glomerular filtration rate, mira glomerularni filtrace
GIT — gastrointestinalni trakt

HPMC — hydroxypropylmethylcelul6za

HQC — vysoky QC vzorek

IM — intermediarni metabolizator

INR — international normalized ratio

IS — interni standard

ISCV — intrasubject variability, intra-individualni variabilita
LC — liquid chromatography

LLOQ — lower limit of quantification, dolni limit kvantifikace
LQC —nizky QC vzorek

MDR — multidrug resistence protein

MQC — stfedni QC vzorek

MRM — multiple reaction monitoring

MRP — multidrug resistance protein

MS — mass spectrometry

NA —neni dostupné

NAT — N-acetyltransferaza

MRT — mean residence time

NUDTI15 — nukleotid difosfataza

OATP - organic anion-transporting polypeptide, transportér organickych aniontii
ODP - original drug product, originalni 1€Civy ptipravek
OPRM - opioidni receptor p

PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky

PCR — polymeréazova fetézova reakce
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P-gp — p-glykoprotein

PIL — ptibalovy letak

PM — pomaly metabolizator

QC — quality control

RFLP - polymorfismus délky restrikénich fragmenti

SLC — solute carrier transportér

SPC — summary of product characteristics, shrnuti vlastnosti ptipravku
SRM - selective reation monitoring

SSRI — selective serotonine reuptake inhibitors, selektivni inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu

t12 — biologicky polocas

TPMT - thiopurinmethyltransferdza

UGT — uridin 5'-difosfo-glukuronosyltransferaza

UM - ultrarychly metabolizator

UPLC — Ultra Performance Liquid Chromatography

UV - ultraviolet

VKORCI — komplex vitamin K epoxidoreduktdz, podjednotka 1
VSCHT - Vysoka 8kola chemisko-technologicka

WT — wild type
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1. Uvod

V soucasné dob¢ je vétSina 1éCiv podavana s predpokladem nizké inter-individudlni
variability odpovédi pacienta na 1écbu (Balashova et al., 2018). Nicméné¢ tento predpoklad
neni Casto splnén: 1écba udajné neni efektivni u 30-60 % pacientd (Piquette-Miller and
Grant, 2007) a u 10 az 30 % vSech léCenych pacientll se vyvinou nezddouci U¢inky (de
Vries et al., 2008), (Patidar et al., 2013), ac¢ tento udaj samoziejm¢ muze byt zkreslen
1éCivy, u nichz se davkuje az do tolerance nezadoucich uc¢inkl a ty se tedy vyvinou de
facto ve 100 % piipadd. Z téchto diivoda se objevily snahy o personalizaci mediciny, tedy
o snahu o terapii pfizpisobenou konkrétnimu pacientovi, at’ uz co se tyce vybéru 1é¢iva, ¢i
jeho davkovani, a to na zakladé pokud mozno exaktnich parametrt. K tomu je samoziejmé
zapotiebi, aby byly identifikovany faktory, které odliSuji pacienty mezi sebou ¢i v Case,
tedy zdroje variability inter-individualni, resp. intra-individudlni. Mezi zakladni parametry
patii vék a hmotnost pacienta (Balashova et al., 2018), nicméné s rozvojem znalosti
genetickych, biochemickych a pfidruzenych technik molekulérni biologie a chemie doslo
ptirozené 1 prudkému rozvoji znalosti vedoucich k pochopeni vyznamu dalSich méné
zjevnych parametrti, na zakladé¢ nichz lze nyni déale zpfesnit charakterizaci pacienta a

rovnéz tedy i spravné davkovani. Naptiklad na strankéach http://warfarindosing.org lze na

zaklad¢ néekolika demografickych (v€k, hmotnost, vyska, etnicita), 2 genetickych
(polymorfismus CYP2C9 a VKORCI), a dalSich klinickych ¢i environmentélnich
parametrl (ko-administrace amiodaronu, statinti, nebo pritomnost kouieni, komorbidit atd.)
spocitat davku warfarinu liSici se nékdy az desetinasobng. Tato variabilita je dana jednak
ovlivnénim farmakodynamiky warfarinu (polymorfizmy FD warfarinu, tj. VKORC1), ale
hlavné¢ vlivem na farmakokinetiku warfarinu, at uz na urovni metabolismu
(polymorfizmy enzymu metabolizujiciho warfarin, tj. CYP2C9, popt. komedikace
s inhibitory metabolismu warfarinu, napf. amiodaronem), ¢i na urovni distribuce
(hmotnost) a nebo v podstaté na vSech trovnich vlivem véku, jak bude rozebrdno nize

v nasledujicim odstavci. Nicméné téchto faktorli je mnoho a budou rovnéZ shrnuty niZze.
1.1.  Zdroje a disledky variability farmakokinetiky

1.1.1. Parametry pacienta

1.1.1.1. Vék
Od poceti pies narozeni, dospélost az po stari, lidské télo neustale proch4zi zménami,

a zaroven je také exponovano lékim. Pficemz predevSim v extrémech, tj. v détstvi a stari,
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lze pozorovat znacné odlisnosti od dospé€lé populace; tento problém je dale prohlouben
tim, ze v téchto dvou skupinach se 1¢civa studuji jen ziidka a lékai Casto nemd pftilis
mnoho dat, na nichz zalozit davkovani. Pfitom u déti mohou nasledky, at’ uz pozitivni ¢i
nezadouci, pretrvavat po zbytek zivota; na druhé strané star§i populace je Casto rovnéz
ptijemce 1é¢iv pro Sirokou Skalu onemocnéni (Holford et al., 2013).

Variabilitu odvozenou od véku pacienta lze pozorovat jiz v rychlosti a mife absorpce.
U novorozenct je sniZzeny intestindlni tranzit, nicméné nésledné dosahuje pomérné brzy
hodnot dospélého ¢loveka — okolo sedmého mésice (Grand et al., 1976). Rovnéz je snizena
sekrece vnitiniho faktoru a kyseliny chlorovodikové. Pti studiu 18 déti (9-30 mésict),
Rodbro a kol. (Rodbro et al., 1967) popsali sekreci vnitiniho faktoru blizsi sekreci
dospé€lého, nez u kyseliny chlorovodikové. PiestoZe sekrece protonli vztazena na hmotnost
dosahuje normalnich hodnot jiz v 16 tydnu, Zalude¢ni pH je zvySeno aZ do 4 roku (Grand
et al., 1976). To samoziejm¢ muze mit vliv na rozpousténi a nadslednou absorpci 1é¢iv,
predevsim charakteru slabych zasad, u nichz rozpustnost je Casto zavisla na protonaci jinak
hydrofobni molekuly (Dressman et al., 2007), ackoliv u acidolabilnich molekul toto miize
naopak vést k snizené hydrolyze 1éciva v zaludku a zvySené biodostupnosti (Huang and
High, 1953). ZvySenou biodostupnost pak miizeme pozorovat rovnéz kvili nedostatecné
maturaci stievnich metabolickych enzymu a transportnich systémt (Holford et al., 2013),
(Hines, 2013). DalSim problémem miiZze byt i sniZzend spoluprace déti, neschopnych
spolknout béZzné pevné lékové formy, a u menSich déti mize byt problém i s tekutymi
1ékovymi formami. U alternativnich zptisobt aplikace, napt. bukalnich ¢i sublingvalnich,
jez mohly tuto situaci vyfteSit, je velkd mira nespolehlivosti, jelikoz déti nejsou cCasto
schopny udrZet v ustech Iékovou formu dostatecnou dobu, zejména ty s nepiijemnou chuti,
a nasledné je zvySené mnozstvi spolknuto ¢i vyplivnuto (Holford et al., 2013), (Karl et al.,
1993). Zpomaleni transitu gastrointestinalnim traktem pak bylo popsano rovnéz u starSich
lidi (Madsen, 1992).

Mezi ditétem a dospélym je fada rozdilli, tim nejziejméjSim je velikost, jez by uz
sama o sobé zpusobila rozdily v distribuci 1é¢iv. Tak alometrie pfedpoklada linearni
zavislost distribu¢niho objemu na hmotnosti (pii fyziologickém, Iépe mozna stejnéem
slozeni téla): V = Vgstp x Fsize, kde Vstp je standardni objem pro dané 1écivo, Fsize je
faktor dany jako pomér hmotnosti subjektu (WT) ku standardni hmotnosti (WTstp, 70 kg):
Fsize = WT/Wstp (Holford, 1996). Nicméné onen zékladni ptedpoklad ,,fyziologického®,
potazmo stejného sloZeni téla pravé neni Casto dodrZen u déti ani starSich pacientd, prave

proto, ze fyziologicka kompozice lidského téla se znacné 1i§i u novorozencti az po starsi

17



pacienty, pfedevS§im ve vzrlstu tukové tkané a ztraté¢ vody (jejiz hodnoty jsou extrémni
praveé u novorozenct) (Lu and Rosenbaum, 2014), jak je zndzornéno i na Obr. 1 pfevzato
z (Rakhmanina and van den Anker, 2006). To muze vést k signifikantnimu zvySeni
distribu¢niho objemu a ,,pufrovaci kapacity pro lipofilni 1éCiva jako je diazepam
s naslednou prodlouzenou eliminaci u starych lidi v disledku vétsiho podilu tukové tkang,
na druhé stran€ pak k opa¢nému dusledku u déti s vysokymi koncentracemi po podani
vzhledem k snizenému distribu¢niho objemu, resp. opét k opacnym problémim pro
hydrofilni 1éCiva, jako gentamicin ¢1 digoxin, ktera budou mit zvySeny distribu¢ni objem u
déti a snizeny u starsich pacientii (Klotz et al., 1975), (Hanratty et al., 2000), (Echeverria et
al., 1975), (Morselli, 1976).

100+ oTotal body water
s Extracellular water
o Body Fat
BU1H¥“‘“~K
e,
B0 T———

zu-//: ) _“:;

¥ T T T 1
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Obr. 1: Zmeny v slozeni téla v prithehu vékii

RovnéZz vazebnd kapacita plazmatickych proteini je snizena u novorozencl
(McNamara and Alcorn, 2002), coZ mize zapficinit jednak zvySeni distribu¢niho objemu,
jak bylo popsano pro fenobarbital (Morselli, 1976), ale také zkomplikovat interpretaci
plazmatickych koncentraci: vétSinou je méfena celkova plazmaticka koncentrace, ale pro
ucinek a distribuci je kriticka volna frakce. To mlze piedstavovat zavazny problém napf.
pii davkovani fenytoinu, ktery je jednak vysoce vazany, ale rovnéZ ma uzky terapeuticky
index (Anderson and Meakin, 2002).

Rozdil v eliminaci u déti oproti dospélym je dan opét do jisté miry velikosti, ale
pfedevS$im maturaci. Prvni rozdil je ostatné naprosto ocividny: od 0,5 kg predcasné
narozeného ditéte az po 250 kg u morbidn€ obézniho dospélého. Tento 500-nasobny rozdil
ve velikosti ovSem neodpovida 500 nasobnému rozdilu v eliminaci. Pro vztah hmotnosti a

eliminace existuje v alometrii podobny vztah jako pro distribu¢ni objem, nicméné zde neni
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zavislost pfimo linearni, ale Fsize ma& vtomto pfipadé¢ exponent %, tedy Fsizg =
(WT/WTstp)”, a obdobné jako pro distribuéni objem: CL = CLstp x Fsize, kde CLstp
znaci clearence standardni pro dané 1é¢ivo. Z toho vyplyva, ze rozdil bude tedy pouze 100-
nasobny (Holford et al., 2013). Univerzalni pouZitelnost exponentu % je ovSem spornd a
nedavné klinické studie ukazuji, Ze je pouzitelny az pro déti od Sesti let veku, kdy predi¢ni
schopnost dosahuje piesnéjSich hodnot (Mahmood, 2014a), (Edginton et al., 2013),
(Momper et al., 2013) a univerzalni uziti tohoto exponentu je tedy nespolehlivé. Mnohem
presnéjSich predikei 1ze dosdhnout pouzitim exponentti vztazenych k véku, napt. 0,9 pro
déti do péti let (Mahmood, 2014Db).

dobu maturace - jiz jednobunécny zdrodek je schopen do ur€ité miry metabolismu (napf.
esterdzami), naopak napft. 1é¢iva, jez se povétSinou vylucuji nezmeénéna v moci, se mohou
vylouc¢it az po vyvoji ledvin v 16 tydnu po koncepci, a¢ to mize byt podstatné az ve chvili,
kdy dané 1é¢ivo neni schopno prostoupit zpét do matky pies placentarni bariéru: jinak
eliminaci zajisti matka (Holford et al., 2013), (Chen et al., 2006). Rovnéz i jednotlivé
izoformy CYP450 maturuji riizné rychle (Bouzom and Walther, 2008) a rychlost maturace
je rovnéz odlisna mezi jednotlivei, coz vytvari obdobi hypervariability, kdy vyvojové
faktory maji vétsi dopad nez geneticka variabilita (Hines, 2013). V kone¢ném disledku
byla pozorovdna na véku zavislad variabilita v eliminaci klobazamu (Burns et al., 2016),
vorikonazolu (Pasqualotto et al., 2008), flukonazolu (Brammer and Coates, 1994),
miltefosinu (Castro et al., 2017). Obecné lze fici, Ze jedinci do 1 roku maji ¢asto sniZzenou
aktivitu metabolickych enzymt oproti dospélym, naopak u déti od jednoho do Sesti let
dochdzi naopak k zvySeni aktivit téchto enzymt a tedy ke zkraceni biologického polocasu
a nutnosti cast&jSitho davkovani, popt. vyssich davek. U adolescenti dochazi po puberté
k ustaleni dospé€lych hodnot aktivit metabolickych enzymi (Rakhmanina and van den
Anker, 2006).

Na druhé¢ stran¢ spektra jsou starSi pacienti, s ¢asto snizenou funkci ledvin, a¢ toto
Mezi 30 az 80 lety v€ku klesa pocet glomerult a celkové masy tkdné ledvin asi 20-30 %,
ale asi u jedné tfetiny pacientli nedochazi k poklesu funkce ledvin a v malé subpopulaci
této vekové kategorie bylo dokonce pozorovano zvySeni clearance kreatininu s vékem
(Lindeman et al., 1985). Vzhledem k tomu, Ze staci jedna ledvina k udrzeni clearance
kreatininu, neni pozorovani, Ze star$i pacienti jsou schopni zachovéavat hemostazu télnich

tekutin, az tak prekvapivé. Na druhou stranu zna¢né klesa jejich schopnost pfizpisobovat
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se environmentalni zatézi, stresu souvisejicimu s onemocnénim ¢i lékafskym zakrokem
(Beck, 1998). Je tomu tak rovnéz i proto, ze u této populace dochazi ke glomerularni
skléroze, zménénym tubuldrnim strukturdm a charakteru vaskuldrniho toku krve. Dochézi
k snizeni toku ledvinami a glomerulni filtrace, ¢asto jsou pfitomny i tubularni zmény, napf.
poskozené hospodaieni s vodou, sodikem, ¢i gluk6zou, a endokrinologické zmény, jako
zmény Vv renin-angiotensin-aldosteronovém systému, metabolismu vitaminu D, ¢i
efektivity antidiuretického hormonu (Meyer, 1989). Ztrata pocitu zizné situaci dale
zhorsuje (Beck, 1998), stejné jako systémové onemocnéni. Napft. Fliser a kol. (Fliser et al.,
1997) popsali ve studii srovnavajici mladé zdravé subjekty se subjekty starSimi
(normotenznimi, hypertenznimi nebo s kompenzovanym lehkym az stfedné tézkym
selhanim srdce), Ze ackoliv glomerularni filtrace byla snizend u starSich lidi oproti
mladS$im, pro normotenzni a hypertenzni subjekty byla v mezich normy, ne vSak u pacientii
se selhdnim srdce, a efektivni rendlni tok plasmy byl v normé& jen u normotenznich starSich
pacientii, snizeny u hypertenznich starSich pacientt, a jesté niz$i u pacientd se selhanim
srdce.

Nicméné davkovani léCiv miize byt Casto predikovdno na zdklad€ clearance
kreatininu (viz nize v 1.1.1.4 vénujici se selhani ledvin, potazmo clearance kreatininu), coz
tuto situaci pomérné zjednodusuje.

U jater, kde je rovnéz popsano snizeni funkce s vékem, jatra se zmenSuji asi o 20-30
% a tok krve jatry o 20-50 % (Wynne et al., 1989), podobny biomarker neni. Clearance
1é¢iv se zda byt sniZzena v tandemu k zmenSenému objemu jater (Kinirons and O'Mahony,
2004) a objem jater je kritickym parametrem pro fyziologicky-zaloZzené farmakokinetické
modely pro predikci clearance 1éCiv (Small et al., 2017). Nicméné objem hepatocytil
v jatrech se zda se neméni, stejné jako obsah biotransformac¢nich enzymu (Klotz, 2009),
(Schmucker et al., 1990). N¢které studie (George et al., 1995) sice poukdzali na selektivni
pokles mnozstvi enzymi CYP2E1 a CYP3A ve vzorcich jaterni tkan¢ korelujici s vékem,
ale vzhledem ktomu, Ze se jednalo o vzorky pochdzejici pfedevSim od pacientl
s chronickym jaternim selhdnim a jiné studie (Hunt et al., 1992) v jatrech urcenych pro
transplantaci (tedy ve zdravych jatrech) toto, minimalné pro CYP3A, nepotvrdily, zd4 se
pravdépodobnéjsi, ze pokles souvisel pravé se selhdnim jater, nikoliv s vékem jako
takovym. Ostatn¢ klinické studie vyuzivajici modelovych latek pro urcité enzymy CYP
povétSinou rovnéZ nenalezly spojitost mezi vékem a variabilitou v clearance, at’ uz pro
olanzepine (modelova latka pro CYP1A2) (Bigos et al., 2008), paroxetin (CYP2D6) (Feng
et al.,, 2006), nebo midazolam (modelova latka pro CYP3A4) (Albrecht et al., 1999),
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(Gorski et al., 2003), a¢ u posledné¢ zminéného opét byly i studie s opacnym vysledkem:
nesignifikantni pokles clearance o 19, resp. 24 % popsali Harper a kol (Harper et al., 1985)
a Platten a kol. (Platten et al., 1998), a dokonce pokles o 44 % popsal Greenblatt et al.
(Greenblatt et al., 1984). Situaci zde navic komplikuje geneticky polymorfismus, ktery
zfejmé zpusobuje veEtsi pokles aktivity enzymu s vékem u nékterych genotypii nez u
genotypt jinych. Tak napf. pro omeprazol, modelovou latku pro CYP2C19, doslo
k zvySeni expozice (tedy sniZzeni metabolismu) u starSich rychlych a intermediarnich
metabolizatorti, nikoliv v8ak u metabolizatorit pomalych (Ishizawa et al., 2005). To je
pravdépodobné zpisobeno tim, ze genotyp ma mnohem vétsi dopad sadm o sobé na aktivitu
ptislusného enzymu nez vék (Klotz, 2009).
1.1.1.2. Pohlavi

Dalsim dulezitym fyziologickym zdrojem variability je pohlavi pacienta, potazmo
biologické odlisnosti s pohlavim souvisejici. Témito odlisnostmi je hmotnost, kompozice
téla, faktory gastrointestindlniho traktu, jaterni metabolismus a eliminace ledvinami
(Alomar, 2014).

Motilita gastrointestinalniho traktu je ovlivnitelnd pohlavnimi hormony, absorpce
1é¢iv tedy muze kolisat nejen mezi pohlavimi, ale také v ramci jedné zeny v prubéhu
menstruacniho cyklu (Gandhi et al., 2004). Vyprazdiiovani Zaludku tlumi estrogen a jeho
derivaty a alespoit u potkanii vysoké koncentrace progesteronu, nizké naopak
vyprazdiiovani urychluji. Priichod gastrointestinalnim traktem je pomalejsi u Zen nez u
muzl. Jednd se predevsim o tranzit tlustym stfevem a jiz zminéné vyprazdiiovani zaludku.
Jak u Zen, tak i u muzl existuje znac¢na intra-individudlni variabilita a vzhledem k ni je
kolisajici vliv hormonti v ramci menstruacniho cyklu pravdépodobné zanedbatelny (Degen
and Phillips, 1996).

Zeny maji odlinou kompozici téla od muzi, predeviim ve vys$sim podilu tukové
tkané, niz8§i primérné véaze a niz§im objemu plazmy, s ocividnymi dusledky pro
farmakokinetiku, pfesnéji distribuci 1éCiv. Ta je pak rovnéZ ovlivnéna i niz§im pritokem
krve organy (Gandhi et al., 2004). Piikladem klinicky signifikantniho rozdilu v distribuci
jsou napt. periferni nedepolarizujici myorelaxancia odvozena od kurare, konkrétné
vekuronium, pankuronium a rokuronium, jejichz permanentné nabita molekula z nich déla
znaén€ hydrofilni molekuly. Vzhledem k vySe zminénym distribu¢nim rozdilim je
vysledek predvidatelny: u Zen je snizeny distribu¢ni objem, je snaze dosazeno vyssich

koncentraci a je tedy potieba nizs§i davky nez u muzi k navozeni myorelaxace (Pleym et
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al., 2003). Opacny efekt neni pak piekvapenim u (naopak) lipofilnich molekul, tieba jiz
zminéného diazepamu (Ochs et al., 1981).

piredevsim pak biotransformacni enzymy. Tyto byly velmi piehlednym a vycCerpavajicim
zpisobem shrnuty v shrnujicich ¢lancich autorti Franconi a Campesi (Franconi and
Campesi, 2014a), (Franconi and Campesi, 2014b). Waxman a kol. poukézali na to, ze
hormon svym vlivem na expresi raznych proteinti véetné¢ mnoha enzymt CYP. I u lidi se
zda byt tento faktor dilezity (Waxman and Holloway, 2009).

V nékterych studiich byly popsany farmakokinetické rozdily, napt. u jiz zminéného
diazepamu (MacLeod et al., 1979), ale i dalSich psychofarmak jako chlordiazepoxid
(Roberts et al., 1979), ¢i olanzapin (Bigos et al., 2008) byl u Zen popsan delsi elimina¢ni
polocas nez u muzi. Na druhou stranu u Zen zvysSena exprese CYP3A4 vedla k rychlejsi
eliminaci jeho substatl, napt. cyklosporin (Kahan et al., 1986), erytromycin (Austin et al.,
1980), ¢i nifedipinu (Krecic-Shepard et al., 2000). VySe zminénd zvySena exprese
CYP2EI1, CYP2D6, UDP-glukuronyltransferdzy u muzi vedla opét k o¢ekavané efektu —
zrychlené eliminaci substrati piislusnych enzymi. Tak je u muzi rychleji eliminovan
chlorzoxazon (Kim and O'Shea, 1995), modelova latka CYP2EI1, propanolol, metoprolol,
dextrometorfan, desipramin, a mirtazapin, substraity CYP2D6 (Franconi et al., 2007),
(Schwartz, 2007) a rovnéz paracetamol (Miners et al., 1983) a oxazepam (Court et al.,
2004), u obou v disledku zvySené miry glukuronidace. Typickym piikladem je i sniZzena
tolerance Zen k alkoholu, kvili nizsi aktivité alkoholdehydrogenazy. U zen pak dochazi i
mnohem rychleji k alkoholickému poSkozeni jater. Nicméné tyto pomérné kusé nalezy
zatim nenasly uplatnéni v praxi a de facto neexistuji specificka davkovaci schémata pro

cwwvr

al., 2001).
1.1.1.3. Té&hotenstvi

Béhem téhotenstvi dochazi ke zméndm kompozice téla s ptislusnymi disledky pro
distribu¢ni objemy, ale 1 dalSich klinickych proménych; tyto jsou shrnuty v nésledujici
Tab. 1, dals§i Tab. 2 se specificky vénuje jedné ze zmén — ovlivnéni biotransformacnich

enzymt, upraveno dle (Pariente et al., 2016).
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Tab. 1: Viiv tehotenstvi na klinicky vyznamné parametry a dusledky jejich zmén

Parametr Disledky

Zpomalené vyprazdiovani zaludku a | Zmény v biodostupnosti a opozdény Cmax

zvysené pH zaludku po p.o. podani

Zvosent sedecni vider Zvyseny prutok krve jatry — zvySena
vySeny srdecni vydej o
eliminace pro nékteré latky

Zvysené celkové télesné mnozstvi vody, | Zmény v distribuci 1€Civ; ZvySeny Vp pro

extracelularni tekutiny hydrofilni latky

Zpomalena eliminace lipofilnich latek,
Rozsifeny tukovy kompartment
zvySeny Vp pro tyto latky

Zvyseny prutok krve ledvinami a ‘ ‘
Zvysena clearance ledvinami
glomerulérni filtrace

Snizend koncentrace albuminu v plazmé Zvysena volna frakce 1é¢iv

Zmény v biodostupnosti a  hepatalni
Pozménénd aktivita CYP450 a UGT

eliminaci
Tab. 2: Vliv téhotenstvi na expresi a aktivitu enzymi
Enzym Vliv téhotenstvi Priklady substrata
CYP1A2 Snizeni Paracetamol, propranolol, teofylin
CYP2B6 Zvyseni Methadon, efavirenz, sertralin
CYP2C8 ZvysSeni Verapamil, fluvastatin
CYP2C9 Zvyseni Glyburid, fenytoin
CYP2CI19 SniZeni Proguanil, indomethacin, citalopram, escitalopram
CYP2D6 Zvyseni Alprenolol, kodein, fluoxetin
CYP2EI Zvyseni Disulfiram, teofylin
CYP3A4 Zvyseni Darunavir, citalopram
UGT ZvySeni Lamotrigin, morfin

Vysledny efekt pak bude urcitou sumou téchto moZnych, ¢asto protichlidnych vlivi.
Napf. paracetamol, metabolizovany piedev§im enzymy CYP1A2 a CYP2El, ma
v té¢hotenstvi roz$ifeny distribuéni objem, a jeho metabolismus je zpomaleny pies
CYP1A2, ale zvyseny ptes CYP2E1. Ve vysledku maji t€hotné Zeny niZ§i expozici tomuto
1é¢ivu (Rayburn et al., 1986), (Kulo et al., 2013), (Miners et al., 1986). Dal§im piikladem
mohou byt cefalosporiny, napft. cefatrizin (Papantoniou et al., 2007), cefazolin (Allegaert et
al., 2009), cefoperazon (Gonik et al., 1986), cefradine (Philipson et al., 1987), u nichz bylo
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popséano rovnéz snizeni expozicnich parametri a zvyseni eliminace, v tomto piipadé je toto
zpisobeno ziejmé zvysenim volné frakce v plasmé v disledku saturability plazmatickych
proteinti u téhotnych zen. Signifikantné rozSifeny distribucni objem pak byl popsan i u
chemoterapeutik véetné doxorubicinu, paklitaxelu a karboplatiny (Van Calsteren et al.,
2010), antivirotik lopinaviru, ritonaviru (Best et al., 2010), raltegraviru (Watts et al., 2014)
¢i tenofoviru (Best et al., 2015), antimalarika atovakvonu (McGready et al., 2003) a
dalSich. Popsanych rozdili je velmi mnoho, spole¢nym znakem je v naprosté vétSing prave
snizena expozice, at’ uz pravé pro zvyseny distribucni objem nebo rychlejsi eliminaci. Pro
dalsi ptiklady 1ze opét jen doporucit praci Pariente a kol. (Pariente et al., 2016).
1.1.1.4. Clearance kreatininu

Clearance kreatininu odpovidd velmi dobfe funkci ledvin a lze tedy vyuZit jako
zastupny parametr elimina¢nim schopnostem ledvin. Je nasnadé, Ze farmakokinetika 1éCiv
vylucovana predevsim moci bude zna¢né¢ zavisla pravé na funkénim stavu ledvin, potazmo
pravé meéfitelné clearance kreatininu. Nicméné ledviny hraji neodmyslitelnou roli 1
v dal$ich zasadnich procesech a tak jejich selhavajici funkce méd mnohem komplexnéjsi

dopad — viz Tab. 3, upraveno dle (Rodieux et al., 2015).

Tab. 3: Vliv selhani ledvin na farmakokinetické procesy

Patofyziologické o - ,
Proces yZI0l0gl Dusledky pro léciva Vyznam
zmény
Tvorba amoniaku Snizena a]osorpce léctiv Zyyéeni yariability
o . dependentnich na kyselém | biodostupnosti u
V pritomnosti e . . 1o f s
. , prostiedi, zpomalené | subjekti se selhdnim
gastrické ureazy, N . : . 1
o . vyprazdnovani  Zaludku, | ledvin oproti subjektim
pufrt, kyseliny 1% 7 o s ; .
opozdénd absorpce 1éCiv s normélni funkci ledvin
Zvysené mnoZzstvi
aktivniho léciva
v sytémové cirkulaci,
Zvyseni pH | zvySena biodostupnost pro
Absorpce zaludku acidolabilni molekuly,
snizend biodostupnost pro
latky Spatné rozpustné pii
vysSim pH
Pokles
metabolismu pfi | Zmény v eliminovaném
prvnim prichodu | mnozZstvi 1é¢iva
jatry
Edém sttevni
y VI | pokles absorpce
steny
. . Zvyseni danlivého | ...,
. Vznik edému a | oo “ v Niz8i koncentrace po
Distribuce . distribuc¢niho objemu pro o 1
ascitu B podani dané davky
vysoce hydrofilni 1éCiva a
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1éciva vazana na
plazmatické proteiny
Pokles . o Zvyseni volné frakce
ZvySeni nevazané frakce | .,.> . o
koncentrace L 1é¢iva v mistech ucinku
) 1é¢iva . e
albuminu ¢i eliminace
Akumulace . .
1 s . Snizena eliminace
uremickych Snizené glukuronidace , .
7 rozpustnych metaboliti
metabolitl
y ., Akumulace  aktivniho
Zmény ve  stievnich, | ;..
. ; 1 1é¢iva
jaternich  a  rendlnich
transportérech (Pgp, o
.. Zvysena incidence
MRP2 & OATP) yeena
nezadoucich ucinkt
Metabolismus Zmény v hepatickych a
renalnich
biotransformacnich
enzymech
Zpomaleni
biotransformacnich reakci
Zmény vdispozi 1éCiv
metabolizovanych jatry
Zvysené koncentrace a
Snizend clearance 1éCiv | prodlouzenych
Pokles v GFR eliminovanych  primarné | biologicky polocas 1é¢iv
glomerularni filtraci eliminovanych priméarné
glomerulérni filtraci
.. Prodlouzena exkrece
Eliminace e .. ,
o~ e | 1&Civ eliminovanych
Snizena filtrace  1éCiv, ., .
y . . o aktivnim transportérem
Pokles ve vazbé | s moznym disledkem o
. re .. .. | pro organické ionty u
na proteiny zvysené sekrece renalnimi LS .
pacientll s CKD, mozna
tubuly N
saturace pr1
opakovaném ddvkovani

P-gp P-glykoprotein, MRP-2 multidrug resistance protein 2, OATP organic anion-transporting polypeptide,
transportér organickych aniontti, CYP cytochrom P450, GFR glomerular filtration rate, mira glomerularni

filtrace, CKD chronic kidney disease, chronické onemocnéni ledvin

Obecné je doporu€ena uprava davkovani pokud se v moc¢i vylucuje vice nez 30 %
intravendzn€ podané davky v nezménéné podobé, nicméné vzhledem k pravé vyse
uvedenym dopadiim na farmakokinetiku 1é¢iv, napf. pro sniZzeny metabolismus, mohou byt
nutné upravy davkovani i pokud se v moci vyluCuje v nezménéné podobé mensi frakce
(Verbeeck and Musuamba, 2009), (Velenosi and Urquhart, 2014).

Typickymi ptiklady 1é€iv s ovlivnénou farmakokinetikou u selhdni ledvin je

digoxin (lisalo, 1977) a lithium (Lea-Henry et al., 2018), nebo ACE inhibitory (a¢ jsou
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pravé u selhdni ledvin prospésné), znichz vétSina je eliminovana témét exkluzivné

ledvinami (Schoolwerth et al., 2001). V dasledku kumulace tekutin a tedy zvySeni

distribu¢niho objemu mohou

typicky aminoglykosidy dosahovat

nedostatecnych

koncentraci v plazmé (Olyaei and Bennett, 2009). Kvili kumulaci organickych kyselin u

selhani ledvin dochdzi ke kompetici na vazebnych mistech plazmatickych proteint,

specificky albuminu, u n¢jz navic urémie zptisobuje karbamylaci vazebnych mist, a mize

tak dojit k zvySeni volné frakce kyselych 1é¢iv. ZvysSeni volné frakce bylo pozorovano

napf. u metotrexatu (zde spiSe kvuli snizeni exkrece a nasledné akumulaci), fenytoinu,

teofylinu a dalSich (Naud et al., 2012).

Ptiklady dopadu selhani ledvin na biotransformacni enzymy a transportéry u

nékterych substratii jsou uvedeny v Tab 4, upraveno dle (Naud et al., 2012).

Tab. 4: Priklady dopadu ledvina na biotransformacni enzymy a transportéry u nekterych jejich substrati

Funkce | f., CLr, CLxr .
ledvin % Cmax L/h AUC ti2, h cesta Komentar
Autofti uvadéji,
Ze pres zvySeni
pozorovanych
hodnot je
Alfuzosin | Norm. |11 |10 1y000 | 2270 4o | cypsag | S oOpatmosti
ng/mL ng-h/mL mozno podat
10 mg
pacientim
s renalnim
selhanim
CL. 60-80 | Mime. 16,4 . 3240
. selhani 6,42 11
mL/min ledvin ng/mL ng-h/mL
Stredni
CL 39—59 selhdni 19,6 6.8° 354,0 11
mL/min ledvin ng/mL ng-h/mL
CL <30 Téi,ké? . 17,1 3440
. seléhani ’ 7,62 ’ 16
mL/min ledvin ng/mL ng-h/mL
.« | Zmény
Clazosentan | Norm. | 15 830 b | 36 169 2,4 Neznvlenve.n v dakovani
ng/mL? ng-h/mL o ve zluci . .
nejsou nutne
CLo<30 | 1eZke 832 184
. selhani b | 33 2,0
mL/min ledvin ng/mL>° ng-h/mL
Nedoporucuje
se u lidi
s tézkym
. 31 536 CYPI1A2, e
Duloxetin Norm. | <1 ng/mL 108 ng-h/mL 13 CYP2D6 selhdnim

ledvin nebo u
pacientti s
ESRD
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GFR <15 66 1164
mL/min ESRD ng/mL >0 ng-h/mL 13
Autofi
navrhuji, Ze
sniZzena vazba
gzllzé‘ég’ na plgzmatické
UGTIAL, | Proteiny vedla
Eltrombopag | Norm. |0 6,14 NA 64,2 25,8 | UGT1A3, kr,eidls’trlbuma
pg/mL pg-h/mL 20 % snizeni
.y koncentrace
nezménén .
o ve Zluci Vplfl zme.
Zmena davky
neni nutna,
opatrnost ano.
Mirmné
0w [ | |42 [ |58, o
ledvin
Stfedni
e e e
ledvin
< Tézké
o L |20 L (29, o
ledvin
Tézké
Lo < . 2,81 25,
r(rle/miilo selhe}m pgg/mL NA u;?l/mL 14,0
ledvin
Snizeni davky
na 50 % a
zachovani 6
podani denn¢
Nefopam | Norm. |<5 |NA |529 |NA NA |cypaso | (10me/4
hodiny) u
pacientii
s téZzkym
selhanim
ledvin
Tézké
CLa _.<2O selhani NA 37,0 | NA NA | 3A4?
mL/min .
ledvin
GFR =I5 psrp NA  [273 | NA NA
mL/min
Selhani ledvin
je faktor ke
zvazeni u
davkovani
ranolazinu,
129 10.6 nicméné nejsou
Ranolazin Norm. |7 M’g L NA },tg,'h il 8,9 CYP3A4 spef:lﬁkovémy
zmény
v davkovani. U
pacientii
s tézkym
selhanim
ledvin bylo
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pozorovano

reverzibilni
zvySeni
krevniho tlaku
po podani
ranolazinu,
monitorace
krevniho tlaku
je tedy zasadni
u pacientti
s tézkym
selhanim
ledvin
CL.51-80 | Mime 2,04 18,6
L /min selhz.lm H,g L NA ug"h il 5,7 CYP2D6
ledvin
CLq 30-50 | Stredni 1,97 18,1
mL/min selhdni ug/mL NA pg-h/mL 6.9
ledvin
< Tézké
mCmin | Sclhani vl | N | g | 46
ledvin
Pro pacienty
s tézkym
15,7 1118 selhdnim
Solifenacin | Norm. <15 ’ 6,92 68,2 | CYP3A4 | ledvinse
ng/mL ng-h/mL .
nedoporucuje
prekracovat
davku 5 mg.
Mirné
CLa=50-80 | & ihani 17,5 1506 [1611 1ggy
mL/min ledvi ng/mL ng-h/mL
edvin
Stiedni
CLcr—$O—49 selhdni 15,2 5.62 1401 90,6
mL/min . ng/mL ng-h/mL
ledvin
CLo=10-30 | 12K 20,6 2173
. selhani 3,19 111,0
mL/min ledvi ng/mL ng-h/mL
edvin
Maximalni
doporucena
davka je 5 mg
maximalné
Tadalafil | Norm. | <03 iZfL 3,49 fé?ff/L 14 | CYP3A4 f:(ﬁzuuza 2
pacientii
s tézkym
selhanim
ledvin
Mirné
CL.=51-80 . 217 6280
mL/min selhgm ug/L 1,59 ug-h/L 26
ledvin
Stredni
Lo=31- . 22 4911
r(ilL/m?i)n Y selhgnl pg?L 2,04 uZ-h/L 22
ledvin
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GFR < 15 ESRD 186 2,49 4023
ug-h/L

ml/min ug/L 15,2

® CL/F (mL min/kg).

b Cys, koncentrace v ustdleném stavu po intravenézni infuzi.

AUC, plocha pod ktivkou koncentrace v Case; CL/F, oralni clearance; CLc;, clearance kreatininu;
CLnr, non-renalni clearance; CLr, totalni clearance; Cmax, maximalni koncentrace; CYP, cytochrom P450; f.,
procento 1é¢iva vyloucené v nezménéné podobe v moci ; ESRD, posledni faze rendlniho selhani (zavislost na

dialyze); NA, neni dostupné; ti2, biologicky polocas.

1.1.1.5. Selhani jater

Zde je situace komplikovanéjsi, nez by se dalo jednoduSe ptedpokladat (Tab. 5,
upraveno dle (Diep et al., 2017)): Kromé¢ poklesu eliminace 1é¢iv v dusledku snizeni aktivit
biotransformacnich enzymd, sniZeni perfuze jater a biliarni exkrece hraji jatra dileZitou
roli 1 v distribuci latek, a to primarn¢ jakozto misto syntézy plazmatickych proteinti, ale
také jako eliminacni organ pro kompetujici endogenni molekuly pravé na plazmatickych
proteinech. Situaci nasledné¢ mize komplikovat rendlni selhani, které casto vznikd u

pacientl se selhanim jater — hepatorendlni syndrom (Verbeeck, 2008), (Diep et al., 2017).

Tab. 5: Zmény ve farmakokinetickych parametrech v dusledku selhani jater

Farmakokineticky proces | Akutni selhani jater Chronické selhani jater

Absorpce Snizeni pritoku krve jatry Snizeny first-pass
metabolismus a snizena
expozice jater latkdm

vstiebanym
z gastrointestindlniho traktu
Distribuce Proménlivy pokles vazby na | SniZzené vazba na
plazmatické proteiny plazmatické proteiny a

edémy vedouci
k zvySenému distribu¢nimu

objemu
Metabolismus PostiZzeni enzymu faze I1 Snizena aktivita
Zpomaleny metabolismus metabolickych enzymu
vedouci k prodlouZzenym Snizend funkce hepatocyti
biologickym polocastim
Eliminace Porusené vylucovani do Narusend exkrece ledvinami
Zluce a do Zluce

Rendlni selhani z akumalce
toxickych metabolita

U latek s vysokou presystémovou eliminaci lze efekt selhani jater pozorovat jiz u
absorpce. To mlze byt z¢asti vysvétleno zvySenou permeabilitou stiev, jak bylo popséno u

absorpce cukrl u pacientd s cirhdzou jater (Zuckerman et al., 2004), nicméné pievazujici
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vliv lze wvystopovat ksnizené hepatické extrakci. Toto miZze byt zplsobeno
jednak poklesem aktivit biotransformacnich enzymi, dale pak portosystémovymi zkraty,
kdy cast krve nesouci v-stfebanou latku obchazi jatra piimo do systémového obchu.
Zmény v absorpci promitnuté do biologickych dostupnosti jsou pro nékteré latky shrnuty
v Tab. 6, upraveno dle (Verbeeck, 2008). Selhani jater miize vést k nasobnému narastu
biologické dostupnosti vyzadujicimi klinické Gpravy davkovani, napf. u karvediolu je
doporuceno zalit na pétinové davce u lidi se selhanim jater (Neugebauer et al., 1992),

(Verbeeck, 2008).

Tab. 6: Zmény jaternich funkci a biodostupnost nékterych léciv

Lécivo Normalni | Cirhdza | Nasobné
funkce zvySeni
jater

Karvedilol 0,19 0,83 4.4

Chlormetiazol | 0,10 1,16 11,6

Labetalol 0,33 0,63 1,9

Meperidin 0,48 0,87 1,8

Metoprolol 0,50 0,84 1,7

Midazolam 0,38 0,76 2,0

Morfin 0,47 1,01 2,1

Nifedipin 0,51 0,91 1,8

Nisoldipin 0,04 0,15 3,8

Pentazocin 0,18 0,68 3,8

Propranolol 0,36 0,60 1,7

Verapamil 0,10 0,16 1,6

Jak uz bylo zminéno, selhani jater ovliviiuje i distribuci 1éCiv v disledku zmén ve
vazbé na plazmatické proteiny. Toto mlze byt zpiisobeno jednak snizenou syntézou
albuminu a ai-kyselého glykoproteinu, akumulaci endogennich latek (bilirubin),
inhibujicich vazbu na plazmatické proteiny, popt. kvalitativni zmény v plazmatickych
proteinech (Verbeeck, 2008).

Dopad selhani jater na jaterni metabolismus 1é¢iv je pravdépodobné nejméné
piekvapivy. Jaterni ,,vnitini* clearance (CLint) pfedstavuje schopnost jater odbouravat
nevazanou cast 1éCiva z krve pfi normdlnim pritoku jatry. CLin je zavisld na aktivité
biotrasformacnich enzymi a sinusoidalnich a kanalikuldrnich transportérii. Pti selhani jater
jednak dochdzi ke ztrat€¢ jaterni funkcéni tkdn€ a poklesu aktivit biotransformacnich
enzymt, a situaci dale zhorSuje pokles aktivit transportéra v jaternich buiikach, at’ uz pro
samotné 1écivo, ale i pro kyslik, ktery je nutny kofaktor funkce monooxiddz cytochromu

P450 Obr. 2. Kromé¢ CYP a dalSich enzymi prvni faze je postizena druhd faze
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metabolismu: glukuronidizace je sniZena u morfinu (Hasselstrom et al., 1990), diflunisalu
(Macdonald et al., 1992), lormetazepamu (Hildebrand et al., 1990), oxazemapu (Sonne et
al., 1990), lamotriginu (Marcellin et al., 2001), zidovudinu (Taburet et al., 1990) ¢i
mykofenolatu (Parker et al., 1996). Pokles oxidativniho metabolismu muize mit opacny
disledek na ucinnost 1é¢iv; nazornym piikladem je kodein a oxykodon. Zatimco kodein
vdéci za znacnou Cast své analgetické aktivity svému metabolitu — morfinu a pii jaternim
selhani nemusi mit dostatecny efekt, oxykodon je metabolizovan na noroxykodon s
minimélni farmakodynamickou aktivitou, a pii selhani jater mulZe dojit naopak
k predavkovani a doporucuje se tedy zacinat s nizSi davkou (Bosilkovska et al., 2012),

(Diep et al., 2017).

100%

it e C"'HE] =

Hepatic nemmpensatiﬂﬂf
I

’

Clearance

CYPIC19

el o i _________

0
NORMAL HF HEPATIC FUNCTION DECREASES =

Obr. 2: Vztah funkce jater a clearance u nékterych jaternich enzymii CYP

Biliarni exkrece je dalezitou eliminacni cestou pro nékteré latky, nicméné kvili
problémiim se sbérem vzorkl ZluCe atp. jsou experimentalni data u Clovéka pomérné
vzacna, nicméné studie u pacientli podstupujicich operaci kvili obstrukci zlu¢ovodu
ukazaly, ze eliminace je zna¢né zpomalena u ampicilinu (Mortimer et al., 1969), cefalexinu
(Sales et al., 1972), klindamycinu (Brown et al., 1976), cefoperazonu a ceftazidimu (Leung
et al., 1990) a dalSich, a muze pii takovém onemocnéni dochazet k nadmérné kumulaci

(Verbeeck, 2008).
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Dalsi ptiklady 1é¢iv ovlivnénych jaterni funkci 1ze nalézt v Tab. 7 pfevzaté od Diep a

kol. (Diep et al., 2017).

Tab. 7: Farmakokinetické zmeény, davkovani léciv a monitoring jejich ucinnosti a bezpecnosti pri zmeéndch

Jaternich funkci

Lécivo Farmakokinetické | Vybér l1é¢iva a | Monitoring pro
zmény davkovani ucinnost a
bezpecnost
Snizena clearance Maximalni ddvka 2 g/den | Uginnost:
Paracetamol Kontrola bolesti
kazdou hodinu
Bezpecnost:
Protrombinovy
¢as; INR,
hodnoty jaternich
enzymi; celkovy
bilirubin, serovy
kreatinin denné
NSAIDs Utinnost:
Aspirin Snizend vazba na | Zadné specifické | Kontrola bolesti
plazmatické proteiny | doporuceni kazdou hodinu
Diklofenak Snizend vazba na | Zadné specifické | Bezpecnost:
plazmatické proteiny | doporuceni Hemoglobin,
Naproxen Snizend vazba na | SniZeni davky o 50 % | INR,
plazmatické proteiny | (250 az 500 mg denng) | protrombinovy
Snizena eliminace ¢as, hematokrit,
toxické  efekty
salicylatt
(tachypnea,
tachykardie,
tinnitus)
Opioidy Uginnost:
Oxykodon Snizena vazba na | Zalit s niz§imi davkami a | Kontrola bolesti a
plazmatické proteiny | titrovat nahoru sedace  kazdou
SniZeny metabolismus hodinu
na aktivni metabolit, Bezpecnost:
oxymorfone Dechova
Kodein Snizena vazba na | Mize byt pouzit, ale | frekvence
plazmatické proteiny | mozné snizeni | (deprese  dechu
SniZzeny metabolismus | analgetické u¢innosti ptedchéazi sedaci)
na aktivni metabolit, | Pouzit jinou latku, jestli | krevni tlak a
mothine bolest neni dostate¢né | tepova frekvence
kontrolovéna
Hydromorfon Snizeny metabolismus | Mirné  selhdni:  bez
na neaktivni metabolit | specifického doporuceni
Stfedni az tézké selhani:
Zacit s niz8imi davkami a
titrovat nahoru
Morfin SniZeny metabolismus | Mirné  selhdni:  bez
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na neaktivni metabolit

specifického doporuceni
Stredni az t€zké selhani:
Zacit s niz§imi davkami a
titrovat nahoru

Propofol Snizend clearance Zadné specifické | Uginnost:
doporuceni Kontrola sedace
kazdou hodinu
Bezpecnost:
krevni tlak a
tepova a dechova
frekvence
Dexmedetomidin | SniZeny metabolismus | Zadné specifické | Uginnost:
a clearance doporuceni; mozno zacit | Kontrola sedace
na nizSich davkach kazdou hodinu
Bezpecnost:
krevni tlak a
tepova a dechova
frekvence
Midazolam Snizeny metabolismus | Za&it na nizSich davkach | Uginnost:
vedouci k akumulaci | a pfejit na lorazepam | Kontrola sedace
1é¢iva pokud je nutné delsi | kazdou hodinu
davkovani Bezpecnost:
Lorazepam Mirné snizeny | Zadné specifické | krevni  tlak a
metabolismus doporuceni tepova a dechova
Diazepam SniZzeny metabolismus | Mirné  selhani:  bez | frekvence
vedouci  k akumulac | specifického doporuceni
1é¢ivai Tézké selhani:
Kontraindikace
Vankomycin Snizend vazba na | Uprava davkovani na | Uginnost:  Crmin
plazmatické proteiny | zdkladé pozadované Cumin | (pfed 3 nebo 4
koncentrace davkou),  pocet
bilych  krvinek,
horecka
Bezpecnost:
Sérovy kreatinin,
, produkce moci
Aminoglykosidy | SnizenA vazba na | Uprava davkovani na | Uginnost: Cmin
plazmatické zakladé poZadované Cmin | 30 min pfed
proteinyZvySeny a Cmax koncentrace dalsi davkou),
distribu¢ni objem Cmax (30 min po
ukonceni infuze),
pocet bilych
krvinek, horec¢ka
Bezpecnost:
Sérovy kreatinin,
, produkce moci,
ototoxické ucinky
Heparin Snizeny metabolismus | Uprava davkovani na | Uginnost: aPTT
zaklade aPTT a | nebo antifaktor
antifaktoru Xa Xa
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Bezpecnost:
Desticky,
hemoglobin,
hematokrit

Warfarin Snizeny metabolismus | Uprava davkovani na | Uginnost: Denng
zaklade INR cile INR

Bezpecnost:
Desticky,
hemoglobin,
hematokrit

Argatroban Snizeny metabolismus | Infuze by méla byt | Uginnost: aPTT
a clearance iniciovana 0.5 pg/kg/min | kazdé 3 hodiny
Uprava davkovani na | dokud neni
zdklad¢ aPTT  1.5-3 | dosazeno aPTT
nasobku pocatecni | cile

hodnoty Bezpecnost:
Desticky,
hemoglobin,
hematokrit

aPTT — activated partial thromboplastin time, aktivovany Easteny tromboplastinovy cas; INR —
international normalized ratio; Cmax — maximalni koncentrace; Cmin —koncentrace na konci davkovaciho

intervalu

1.1.1.6. Hmotnost a distribuce tuku

Hmotnost je jednim ze zakladnich parametri farmakokinetickych modelt, ale rovnéz
pro volbu davky, predevSim v pediatrické populaci a u latek suzkym terapeutickym
oknem. Spolecné s vySkou urcuje BMI, a Kklinicky je lze vyuZit k urceni t€lesnych
deskriptort typu idedlni télesnd hmotnost, povrch téla atp. (Pai, 2012).

V lidském téle je lécivo distribuovano do krve a odtud jsou distribuovany do
perifernim kompartmentli podle svym fyzikalné-chemickych vlastnosti: latky hydrofilni,
rozpustné ve vodé budou do znacné miry setrvavat v krvi/plazmé, latky hydrofobni,
lipofilni budou naopak mit snahu krev opustit a ptejit do tkdni bohatych na tuk: mozek,
samotna tukova tkan apod. JelikoZ bunééné membrany jsou tvoreny fosfolipidovou
dvojvrstvou, lipofilita‘hydrofilita ur€uje 1 prostup pravé pres membrany a permeabilitu
ptislusné latky (Alomar, 2014). Tyto kompartmenty, tedy krev, tukova tkan, jsou ve vztahu
k vdze a hmotnost u konkrétniho jedince tedy udavd do znaéné miry distribuéni objem
latek. Je vSak nasnadé€, Ze kompozice téla miize byt proménliva u dvou jedincii 1 v ramei
stejného pohlavi, v€ku, hmotnosti a vysky s jedinym rozdilem — mirou individualni télesné
aktivity. Tak u neaktivniho jedince bude zna¢né vyssi distribu¢ni objem lipofilnich latek

oproti sportovci s jinak stejnymi parametry (Pai, 2012). Z tohoto divodu jsou kromé
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aktudlni hmotnosti pro upravu ¢i predikci davkovani pouzivany dalsi deskriptory, mj.
idealni hmotnost téla, upravena hmotnost téla ¢i tukoprosté télesna hmotnost. Jejich vyuziti
pro predikci clearance kreatininu Casto dava presnéjsi vysledky nez hmotnost aktudlni
(Demirovic et al., 2009), (Sawyer et al., 1983). V disledu 1 ddvkovani 1€¢iv Ize Casto urcit
1épe na zéklad¢ téchto parametrii, napt. tukuprostd hmotnost je doporucovana pro volbu
davkovani inhibitordi protonové pumpy u déti (Shakhnovich et al., 2019), ¢i heparinu pii
operaci srdce (Aykut et al.,, 2018). Priklady farmakokinetické variability souvisejici
s kompozici téla jiz byly do znacné miry shrnuty v kapitolach ptedchozich, pfedevSim u

Pohlavi a Véku.

1.1.1.7. Etnikum

U enicity/rasy se jednd o komplexni interakci vnitinich faktord (geneticky
podminéného metabolismu a dispozice) a vngjSich faktorti (environmentalni vlivy)
(Ferdinand and Igari, 2018).

Nicméné ale pravé genetické predispozice a n€kdy téZ environmentalni vlivy jsou
Casto rozhodujici pro farmakokinetiku 1é¢iva a Ize tedy ocekavat rozdily mezi etniky. U
nékterych antibiotik, napfi. ciprofloxacinu, makolidt, klindamycinu, tinidazolu, ¢i urcitych
cefalosporintl, byla popsana dvoj- az trojndsobna expozice u asijského etnika oproti etniku
bilému. Tento rozdil byl pfipsdn snizenému distribu¢nimu objemu a/nebo clearance (Tsai
et al., 2015). Déle Zurlinden a Reisfeld (Zurlinden and Reisfeld, 2017) popsali rozdily
farmakokinetiky paracetamolu u zapadoevropské a vychodoasijské populace pomoci na
fyziologii-zalozeného farmakokinetického modelovani. Pfedev§im pii vysSich davkach se
tyto dvé populace odliSily v rychlosti a mife glukuronidizace, kdy asijska populace
dosahovala vétsi miry glukuronidizace pii nizSich koncentracich a nésledné dochazelo
k saturaci, zapadoevropska populace vykazovala vétsi kapacitu. Bart a kol. (Bart et al.,
2014) popsali snizenou clearance metadonu u Hmong etnika.

U cernochli bylo rovnéz popsano, ze Cockcroft-Gaulova rovnice podceniovala pro
dané hladiny kreatininu odhad glomerularni filtrace, zfejmé¢ kvili vy$Simu mnozstvi
svalové hmoty nebo vys§imu piijmu zviteciho proteinu (Lewis et al., 2001).

Vzhledem ke své podstaté 1ze predpokladat, Ze etnické rozdily 1ze popsat u procesti
geneticky podminénych (enzymatickd pfeména, absorpce pomoci transportért atp.) a latek
jim ve velké mife podléhajicich, a lze jen stéZi oCekavat u procest fyzikalné-chemickych,

jako jednoducha diftize (Johnson, 2000), (Tsai et al., 2015).
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1.1.1.8. Genetické vlivy

Genetické vlivy na 1ékovou odpovéd jsou jiz dobife znamé a v souCasné dobé
extenzivné studované, toto studium se osamostatnilo jako svébytny obor,
farmakogenetika/genomika. Ackoliv kofeny farmakogenetiky sahaji az do padesatych let k
objeviim deficitu butyrylcholinesterasy, senzitivity k primachinu a obecné znamé pomalé
acetylace isoniazidu, tj. nalezy podkladajici vliv genetiky na Iékovou odpovéd’, hlubsi
pochopeni téchto vztahti bylo umoznéno az rozvojem metod molekularni biologie,
biochemie ¢i analytické chemie (Gardiner and Begg, 2006).

Farmagenetika méa vyznam jak pro farmakokinetiku, tak farmakodynamiku, nicméné
vzhledem knamétu price zde bude veénovana pozornost pouze problematice

farmakokinetiky. Farmakokinetika je geneticky polymorfni tam, kde se na osudu lé¢iva

vvvvvv

vvvvvv

zminéna glukuronyltransferdza, dihydropyridindehydrogendza a dal$i. Polymorfismus
biotransformacnich enzymil teoreticky miize vést ke ctyfem zakladnim fenotyplim, z nichz
klinicky vyznamné odlisné od bézné populace jsou predevSim dva znich: pomaly
metabolizator (PM) a ultrarychly metabolizator (UM). Pomaly metabolizator je homozygot
pro funkén¢ defektni alelu, zatimco ultrarychly metabolizitor ma funkcni alely
duplikované  ¢i  multiplikované, nebo ma  expresi enzymu  zvySenou
mutacemi/polymorfizmy v regulacnich oblastech genu. Tfetim fenotypem je pak
intermediarni metabolizator (IM) s aktivitou enzymu mezi PM a poslednim fenotypem,
homozygotem pro funkéni nepozménéné (wild-type) alely, extensivnim metaboliztorem
(EM). Ne vzdy vsak dochazi k segregaci na vSechny tyto fenotypy, typicky u TPMT jsou
popséany pouze fenotypy tii (chybi UM), UM je ostatné typicky spise jen pro CYP2D6 ¢i
CYP2C19, u vétSiny ostatnich neni popsan.

K zatazeni daného jednotlivce do pfislusné skupiny metabolizdtori a s tim
souvisejici individualizaci davkovani lze provést genotypizaci a fenotypizaci. Obecné 1ze
fici, Ze fenotypizace odrazi aktudlni aktivitu enzymu, kterd se miize ménit i vlivem jinych
faktori nez pouze genetickym podkladem (vek, medikace, vyziva a dalsi), naproti tomu je
nutno do téla zavadét exogenni latku, coz dadle mlze zatézovat organismus (toto neplati u
krevnich enzyml jako TPMT, ¢i butyrylcholinesterasy, jejichZ fenotypizaci je moZzno
provadét ex vivo v odebrané krvi). Obé metody maji své vyhody a nevyhody a kone¢ny

vybér znacné zalezi na konkrétnim enzymu, vybave pracovisté a samoziejme volbé Iékare.
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Napf. u azathioprinu pro fenotypizaci hovoii fakt, Ze i u homozygott se aktivita TPMT
muze lisit az ¢tyfndsobné a v rasove riznorodé populaci genotypizace nemusi odhalit nové
popf. netestované mutace. Naproti tomu piedesla krevni transfize muze vést k Spatnému
urceni fenotypu a dalS$i komplikaci je fakt, ze aktivita TPMT se zvySuje, pfedevSim u
heterozygoti, s poddvanim thiopurinovych lé¢iv a tedy prvotné stanovena aktivita se miize

zménit po zahdjeni 1écby (Gardiner and Begg, 2006).

Cytochrom P450

Ziejmé nejzndmejSimi enzymy v metabolismu [1é¢iv jsou ty v cytochrom P450. Jedna
se 0 nadrodinu enzymi zastfesujici oxidasy se smiSenou funkci, které se dale déli do rodin
(40 % shoda v AK sekvenci, napt. CYP2) pfifazenim arabského ¢isla ke zkratce CYP a do
podrodin (55 % shoda v AK sekvenci, CYP2D) pfifazenim pismena. Jednotlivé enzymy se
pak oznacuji kone¢nym ptidanim dal$iho arabského ¢isla, CYP2D6.

Je znamo pres 11 500 jednotlivych enzymt, u lidi bylo popsano 18 rodin a 43
podrodin P450 enzym (Nelson, 2009). Pro metabolismus 1é€iv jsou vyznamné prvni tfi
rodiny: CYP1, CYP2 a CYP3, ostatni se podileji na metabolismu endogennich latek
(Hukkanen, 2000). Az 80 % l1éCiv podstupuje oxidacni reakce katalyzované P450
(Eichelbaum et al., 2006), z toho 50 % pfipadd na podrodinu CYP3A4 (Ingelman-
Sundberg et al., 2007), na CYP2D6 a CYP2C9 ptipada 25, resp. 20 % (Zanger et al.,
2004), (Kirchheiner and Brockmoller, 2005).

e CYP2D6

Timto enzymem je metabolizovana tada klinicky dulezitych 1é¢iv, B-blokatory,
antidepresiva, neuroleptika, antiarytmika a opiody, obecné vzato jsou to lipofilni baze
(Gardiner and Begg, 2006). Chemicky se jednd o polypeptid o 497 AK, tvofici 4 % z
celkového mnozstvi enzymii P450 v jatrech (Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001),
nicmén¢ se podili na metabolismu asi 25 % vSech 1é¢iv (Reynolds et al., 2016).

Frekvence CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5, CYP2D6*6, tedy hlavnich
variantnich alel genu pro CYP2D6, v ¢eské populaci byla stanovena na 1,1 %, 22,9 %, 3,1
%, respektive 0,2 % a duplikace genu pro CYP2D6 byla nalezena u 3,1 % subjektt
(Buzkova et al., 2008). Implikace téchto a dalSich mutaci jsou znazornény na Obr. 3,

ptevzato z (Teh and Bertilsson, 2012).
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Obr. 3: Genetickd variabilita CYP2D6 a jeji vyznam pro metabolismus léciv

Z farmakogenetického hlediska se jednad pravdépodobné nejstudovanéjsi enzym, viz
(Gardiner and Begg, 2006), (Zhou, 2009a), (Zhou, 2009b). Tteba Gardiner shrnuje uz
v roce 2006 CYP2D6 v tabulce o 29 molekuladch a primérné alespon tiemi studiemi ke
kazdé, v soucasné dobé¢ FDA zminiuje CYP2D6 asi u 65 1éciv v SPC/PIL (FDA, 2019).
Nicmén¢ klinického vyznamu dosahlo pomérné malo 1€¢iv, z 65 latek u FDA jen 14 ma
zminku v kapitole davkovani (aripiprazol, deutetrabenazin, nebivolol, a dalsi), a jen dvé
maji ,.boxed warning” v souvislosti s CYP2D6 metabolismem: kodein a tramadol
v souvislosti potencidlniho Gtlumu dychéni u déti s UM fenotypem (Niesters et al., 2013),
(Haufroid and Hantson, 2015).

e CYP2C9

Timto enzymem jsou metabolizovana kumarinovd antikoagulancia (warfarin,
acenokumarol), derivaty sulfonylmocoviny (tolbutamid, glyburid, glimeprid), antagonisté
celoxib), fenytoin a jiné. Jednd se o polypeptid o 490 AK, tvofii asi 20 % vSech P450
enzymi v jatrech (Inoue et al., 1997) a zodpovida za stejné pomérné mnozstvi reakci
katalyzovanych P450 (Miners and Birkett, 1998). Frekvence hlavnich variantnich alel, tj.
CYP2C9*2 a CYP2C9*3, v ceské populaci byla stanovena na 12,2 % resp. 5,9 %
(Buzkova et al., 2007). Jak vidno, klinickou situaci zde zjednodusuje absence UM.

Ve srovnani s CYP2D6 je CYP2C9 mnohem méné€ vyznamny, potazmo méné

studovany: FDA (FDA, 2019) se zminuje o 13 1é¢ivech v SPC/PIL, z toho jen u tfi v ¢asti

38



vénujici se davkovani: u celekoxibu, kde se doporucuje polovi¢ni davka u znamych, popf.
ptedpokladanych CYP2C9 PM (ma velky terapeuticky index, tedy genotypizace neni zcela
nutnd), siponimodu, kde je pfimo feceno, ze pied prvni ddvkou ma byt uréen genotyp
CYP2C9 a samoziejm¢ warfarinu, kde spolehlivy zastupny parametr ucinnosti, INR,
pomérné usnadituje jinak pomérné slozitou situaci davkovani (Gardiner and Begg, 2006).
e CYP2CI19
Tento enzym je dulezity v metabolismu inhibitorti protonové pumpy (omeprazol,
lansoprazol), benzodiazepini (diazepam, flunitrazepam), tricyklickych antidepresiv
(amitryptalin, imipramin), SSRI (fluoxetin, citalopram), barbituratd (fenobarbital,
hexobarbital), proguanilu, a dalSich (chloramfenikol, indometacin, ...), celkové asi 15 %
vSech znamych 1éC¢iv (Flaten et al., 2016).
FDA (FDA, 2019) opét zminuje vétsi mnozstvi 1éCiv (22), ale v tomto piipadé je to
spiSe ddno ucasti na metabolismu dvou zminénych pocetnych skupin, benzodiazepinii a
inhibitorii protonové pumpy. Z klinicky vyznamnych je zde clopidogrel se zanedbatelnou
aktivitou u PM v dusledku nedostate¢né aktivace nefunkénim CYP2C19 (Sienkiewicz-
Oleszkiewicz and Wiela-Hojenska, 2018), dale jeden z benzodiazepinl, klobazam, se
zvySenou koncentraci aktivniho metabolitu a tedy moznosti nadmérného G¢inku (Seo et al.,
2008), (Tolbert and Larsen, 2019), a¢ doporuceni na snizenou davku je opét pouze u jiz
zndmych PM (FDA, 2019), a citalopram, kde zvySené koncentrace mohou vést
k prodlouzeni QT intervalu (Funk and Bostwick, 2013).
e CYP2B6
Pfestoze je timto enzymem metabolizovdno 8-10 % pouZivanych 1é€iv, mezi néz
patii prasugrel, amitryptalin, halotan, ifosfamid, propofol a dalsi, ptispévek CYP2B6 je
vétsinou nizky (< 30 %) a d4 se tedy predpokladat, Ze dopad genetického polymorfismu
tohoto enzymu na metabolismus svych substrati bude také nevyznamny (Mo et al., 2009).
Nepiekvapi tedy, ze u FDA (FDA, 2019) je zminén jen tfikrat (efavirenz, prasugrel,
ospemifene), a v zadném piipadé u davkovani.
e CYP2C8
Timto enzymem je metabolizovéano asi 5 % pouzivanych 1éCiv, pfi¢emZ zaujima asi
7 % celkového mnozstvi CYP450 v jatrech (Pechandova et al., 2012). K substratiim patii
napiiklad R-ibuprofen (druhy stereoizomer je substratem CYP2C9), repaglinid, ale
predevSim cytostatikum paklitaxel, ktery se zaslouzil o obnoveni zajmu o tento enzym

(Gardiner and Begg, 2006), u né&jz se pfedpoklddd mozZna predikce interindividualni
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variability na zdkladé genotypu pravé CYP2CS8 spolu s genem pro P-gp (Green et al.,
2009). FDA se o ném vsak zatim nezmiiuje (FDA, 2019).
Vyskyt variantnich alel v ¢eské populaci byl stanoven na 0,3 % pro CYP2C8%*2, 10,9
% pro CYP2C8*3 a 5,9 % pro CYP2C8*4 (Pechandova et al., 2012).
e CYPIA2

Tento enzym zaujima asi 15 % z CYP obsahu v jatrech, jez jsou jeho jedinym
mistem exprese (na rozdil od ptibuzného CYP1AIl, ktery je spiSe extrahepatalni), a
pfedpokladd se, ze vznikl duplikaci CYP1A1l pted 350 miliony lety k detoxifikaci
environmentalnich xenobiotik. Ty jsou rovnéz jeho typickym substratem, specificky
prokarcinogeny jako aromatické, heterocyklické, nebo polycyklické aromatické
uhlovodiky ¢i rovnéz aflatoxin Bl, obecné se pak jednd o plandrni molekuly casto
s polyaromatickym jadrem zapadajici do uzkého a plochého aktivniho centra tohoto
enzymu. Témto vlastnostem odpovidaji z 1é¢iv napiiklad klozapin, olanzapin, flutamid,
lidokain, tizanidin ¢i takrin, z endogennich molekul pak melatonin, estron and estradiol,
bilirubin a uroporfyrinogen (Gunes and Dahl, 2008).

Tento enzym je predevsim dilezity a zajimavy ve svych interakcich s potravou a
koufenim (viz niZe), v literatuie se zminuje teofylin, u n¢jZ byla doporuc¢ena opatrnost u
pacientli s pomalejSim metabolismem kvili mutaci -2964(G/A) (potazmo —3860(G/A)
(Thorn et al., 2012)) v genu pro CYP1A2 (Obase et al., 2003), jez je znama snizenou
aktivitou, ve dvou dalSich studiich byl CYP1A2(*)IF haplotyp spojen s neZadoucimi
ucinky antipsychotik: s prodlouzenim QT intervalu (Tay et al., 2007) a tardivni dyskinézi
(Basile et al., 2000). U této mutace se predpokladd spiSe vliv na indukovatelnost nez
vlastni ovlivnéni funkce CYP1A2 (Sachse et al., 1999). U FDA (FDA, 2019) je pak
zminka o rukaparibu, opét vSak nikoliv v ¢asti o ddvkovani.

e CYP3A

Tento lokus se skladd ze 4 genl kodujicich 4 enzymy: CYP3A4, CYP3AS,
CYP3A7 a CYP3A43, pticemZz CYP3A7 se exprimuje jen ve fetadlnim obdobi a CYP3A43
se vyskytuje jen ve velmi malém zastoupeni a nizkou enzymatickou aktivitou. O zbylych
dvou se pak Casto mluvi prosté jako o ,,CYP3A®, protoze maji Sirokou a navzijem jen
velmi obtizné odliSitelnou substratovou specifitu. Podileji se na metabolismu 45-60 %
pouzivanych 1é¢iv (Burk et al., 2004), a vyskytuji se v jatrech v nejvétSim zastoupeni ze
vSech enzymi P450 (Opdam et al., 2012). Obecné¢ se CYP3A4 povazoval za nepolymorfni
enzym (bylo popsdno sice vice alel, ale vSechny méli zachovanou aktivitu), a a¢ byla
popsana pomérné frekventovana (alesponn ve Spanélské populaci, 1,2 - 3,8 %) alela
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CYP3A4*20 spojena se ztratou funkce (Apellaniz-Ruiz et al., 2015), zatim se zda, Ze
z farmakogenetického hlediska je vyznam CYP3A velmi maly. V FDA je CYP3A
(konkrétné CYP3AS) zminén jen jednou u prasugrelu, a to tak, ze farmakokinetika neni
ovlivnéna genetickou variabilitou, coz pfedevsim vzhledem k poctu substratii se zda byt
dosti vymluvné. Je ovSem mozné, ze tento polymorfismus je etnicky vazan a muze byt

proto do jisté¢ miry v klinickych studiich ptehlizen (Guttman et al., 2019).

Dalsi enzymy
e N-acetyltransferasa 2

Tento enzym je jednim ze zakladnich kament farmakogenetiky: kratce po zavedeni
isoniazidu bylo zjisténo, ze fenotyp pomalych metabolizatori ma vyssi riziko nezadoucich
ucinkl — periferni neuropatie, oproti metabolizatorim rychlym, a ze v populaci ma NAT2
bimodalni rozdé€leni s frekvenci PM fenotypu 10 % v japonské, 20 % v ¢inské, a 40 az 70
% v afroamerické a bélosské populaci (Gardiner and Begg, 2006), s AUC u pomalych
metabolizatorti asi dvojnasobnym oproti rychlym metabolizatorim. Pozdé&jsi studie
poukdzaly, ze ve skutecnosti je rozdéleni klasicky trimodalni jako u jinych enzymu (Parkin
etal., 1997).

Typicky substrat je patrny z ndzvu a funkce enzymu: dochézi k pienosu acetylové
skupiny na akceptujici amin a jeho bioisostery. Typicky tedy kromé¢ isoniazidu také kofein
(jenz cCasto slouzi rovnéz k fenotypizaci (Grant et al.,, 1984)), prokainamid,
aminoglutethimid, mnoZstvi sulfonamid®, kyselina 5-aminosalicylova stejné jako jeji
prolécivo sulfasalazin, dapson, hydralazin a dalsi (Grant et al., 1990).

V soucasné dobé¢ je farmageneticky vyznam NAT2 pomérné maly, 1 u isoniazidu
problém periferni neuropatie, ptipadné naopak selhani 1€cby u rychlych metabolizatorti pii
davkovani jednou za tyden, v podstaté zmizel po zavedeni moderni kombinacni 1écby
tuberkulozy (Mitchell, 2020). U FDA (FDA, 2019) je NAT2 zminéna pouze u
amifampridinu, kdy je doporucena nizS§i davka u pomalych metabolizatorti kvili riziku
nezadoucich uc¢inkl (73 u PM proti 7 u EM) souvisejici s péti az desetinasobnym zvySenim
expozice u pomalych metabolizatorti (Haroldsen et al., 2015).

e Butyrylcholinesterdza (BCHE)

Tento enzym se podili na metabolismu jen nékolika l1é¢iv, pfedev§im myorelaxancii
suxamethonia a mivakuria, kromé toho pak také kokainu (Fang et al., 2011), prokainu a
ptibuznych lokalnich anestetik (Dubbels and Schloot, 1983) a bambuterolu (Tunek et al.,

1988). Jeji endogenni funkce neni zcela jasnd, a¢ se zda, ze se jedna primarn€ o
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detoxifikaéni enzym vyskytujici se pfevazné v tkanich ve styku s vnéjSim prostiedim:
tlusté stievo, a nasledna jatra, ¢i plice, (Lockridge et al., 2016). Geneticky polymorfismus,
potazmo deficience butyrylcholinesterasy, ma klinicky vyznam hlavné¢ u zminénych
myorelaxancii (Gardiner and Begg, 2006). Suxamethonium a mivakurium jsou rovnéz
jediné dvé latky, u nichz FDA uvadi varovani: pouziti u zndmych homozygotti variantni
alely BCHE jen, pokud vibec, s velkou opatrnosti (FDA, 2019).

e Thiopurinmethyltransferaza (TPMT) a NUDT15

TPMT je vsouCasné dob¢ zlaty standard farmakogenetiky, vyznam jejiho
genetického polymorfismu je jiz univerzalné¢ akceptovan. To se tyka piredevsim
azathioprinu a jeho prvniho metabolitu 6-merkaptopurinu (6-MP), u nichz deficience
tohoto enzymu ptedurcuje subjekt k lé¢ivem indukované myelotoxicité az s fatdlnim
prabéhem (Slanar et al., 2008b). Z tohoto divodu se rutinné stanovuje aktivita tohoto
enzymu, at’ uz piimo fenotypizaci, ¢i nepifimo genotypizaci, pfed zapocetim terapie s timto
lécivem. V nedavné dobé byl u azathioprinu, 6-MP a thioguaninu pifidan dalsi geneticky
prediktor jejich toxicity: deficience NUDT15, neboli nukleotid difosfatazy (FDA, 2019),
(Shah et al., 2018).

Frekvence funkcéné deficitnich alel TPMT byla stanovena v ¢eské populaci na 0,1 %
(TPMT*2), 4,3 % (TPMT*3A), 0,1 % (TPMT*3B), and 0,4 % (TPMT*3C) (Slanar et al.,
2008a).

Kromé jiz zminénych FDA rovnéz upozoriiuje na cisplatinu, nicméné poukazuje na
nekonzistenci predikéni hodnoty TPMT u terapie timto 1é¢ivem (FDA, 2019).

e Uridindifosfatglukuronyltransferasa 1A1 (UGT)

UGT byla prvnim farmakogenetickym biomarkerem vyuZzivanym k predikci toxicity
specifického lé¢iva - irinotekanu, u n&jz jeji deficience zvySuje riziko diarei a
myelosuprese (Gardiner and Begg, 2006). Metabolizuje rovnéz etoposid (Opdam et al.,
2012), paracetamol (Bock et al., 1987) lamotrigin (Marques and Ilkediobi, 2010),
arformoterol (Goey and Figg, 2016). FDA UGT eviduje u 9 latek, u irinotekanu a
belinostatu pak i v kapitole davkovani (FDA, 2019).

e Dihydropyrimidindehydrogenaza (DPD)

Tento enzym je endogenné¢ dileZity pro metabolismus pyrimidind, tyminu a uracilu,
z hlediska lé¢iv pak pro metabolismus 5-fluorouracilu a jeho proléCiva capecitabinu
(Etienne-Grimaldi et al., 2017), (Del Re et al., 2017). U téchto 1é¢iv byl rovnéZ popsan vliv
genetického polymorfismu DPD (Deenen et al., 2016), (Rosmarin et al., 2014) a je také
zminén FDA, a¢ ne v kapitole davkovani (FDA, 2019).
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Ostatni enzymy

S rozvojem molekuldrnich metod, zavadénim novych 1éCiv atd. se samoziejmé
postupné odhaluji dal$i enzymy dilezit¢ v metabolismu 1é¢iv. Jak je ostatné¢ ziejmé
z predchozich piikladl, jednd se predevSim o cytostatika, jez maji inherentné Uzky
terapeuticky index a kazda variabilita miize mit zavazné dusledky. Nepiekvapi tedy, ze i
dalsi studované enzymy se podili pfedevSim na metabolismu téchto 1éCiv: glutathion-S-
transferaza dulezitd pro busulfan, chlorambucil, karboplatinu, cisplatinu a oxaliplatinu,
methyltetrahydrofolatreduktdza dilezitd pro methotrexat, deoxycytidinkindza dtlezitd pro
aktivaci cytarabinu, gemcitabinu, decitabinu, fludarabinu, a klofarabinu, cytidindeaminaza
dalezitd pravdépodobné pro gemcitabin a decitabin, a bleomycinhydroldza dilezitd pro
bleomycin (Bertholee et al., 2017). Zadny z téchto enzymut neni zcela etablovan a FDA je
neuvadi jako biomarkery dulezité pro terapii t€mito 1€civy (FDA, 2019).

Transportéry
e ABC transportéry
ABC (z anglického ATP-binding cassette) jsou z hlediska farmakoginetika jedny

vvvvvv

hydrolyzu ATP k ziskani pottebné transportni energie (Ishikawa et al., 2004).

MDR1/ABCB1/Pgp

P-glykoprotein (Pgp), produkt genu ABCBI, je jeden znejstudovanéjSich a
nejznaméjsich transportért, jehoz vyznam spociva v extremné Siroké substratové specifité,
od velkych a slozitych molekul typu paklitaxelu (Yamaguchi et al., 2006) az po
jednoduché latky jako fenytoin (Allabi et al., 2005) nebo dokonce ionty, a Sirokému
rozSiteni po téle s vyskytem takika ve vSech tkanich (Thiebaut et al., 1987). Jeho
typickymi substraty jsou relativné hydrofobni latky, Casto s planadrnim aromatickym
kruhem a terciarni amino skupinou (You and Morris, 2007).

Mutace v Pgp a jejich vliv na farmakokinetiku byl popsan v fad¢ studii, u opiatd,
jako methadon (Meineke et al., 2002), (Barratt et al., 2012), morfin (Meineke et al., 2002),
tramadol (Slanar et al., 2007), antiepileptik lamotriginu (Lovric et al., 2012), gabapentinu
(Puranik et al., 2013), karbamazepinu (Sterjev et al., 2012), antidepresiv venlafaxinu
(Karlsson et al., 2011), trimipraminu (Uhr and Grauer, 2003), amitriptylinu (Uhr et al.,
2007), cytostatik dokataxelu (Bosch et al., 2006), paklitaxelu (Yamaguchi et al., 2006),

43



doxorubicinu (Lal et al., 2008), imatinibu (Dulucq et al., 2008) ¢i nejzndméji u
kardiotonika digoxinu, jenz se Casto pouziva jako modelova latka ke stanoveni aktivity
Pgp, a u né&jz zvySené koncentrace spojené s genetickou variabilitou byly asociovany

dokonce se zvySenou mortalitou (Neuvonen et al., 2011).

Multidrug resistance associated-proteiny (MRP)

Rodina transportéric ABC obsahuje rovnéz pocetnou podrodinu ABCC o dvanécti
¢lenech, znichz devét je tzv. MRP. S Pgp sdili pouze 24 % AK homologii (Dean and
Annilo, 2005), a maji tedy odlisnou substratovou specifitu, inbitory a rozsifeni ve tkanich.

Alela rs6498588 v MRP1/ABCCI1 byla asociovana se zvySenou expozici aktivnimu
metabolitu, SN-38, irinotekanu (Li et al, 2018). Genetickd variabilita v genu pro
MRP2/ABCC2 méla vliv na clearance diklofenaku u mysi (Lagas et al., 2010), popt. jeho
hepatotoxicitu u lidi (Daly et al., 2007), clearance karbamazepinu (Puranik et al., 2013);
knock-out genu pro MRP3/ABCC3 pak zvysil mj. koncentrace glukuronidi morfinu v
plasmé u mysi (Zelcer et al., 2005).

Breast cancer resistence protein (BCRP/ABCG?2)

BCRP je dalsi ABC efluxni pumpou, jak nazev napovida, vyznamnou napiiklad
v resistenci prsnich nadorti na cytostatika. Mezi jeho substraty patii typicky statiny,
fluorochinolony a pravé cystostatika (Choi and Yu, 2014). Homozygoté pro WT alelu maji
Casto sniZzené expozice témto 1éklim, jak bylo popsano napf. pro rosuvastatin, atorvastatin

(Zhang et al., 2006), (Keskitalo et al., 2009).

e SLC transportéry

Na rozdil od ABC transportérii nevyuzivaji ATP k pfenosu, ale jsou zaloZeny na
vymeéné intra/extracelularnich iontd, a déli se pak na aniontové transportéry (SLC21A09,
SLC21A6, ...), kationtové transportéry (SLC22AS5, SLC22A16), popi. peptidové
transportéry (symport peptidu/vodiku) (Ishikawa et al., 2004).

U irinotekanu byla popséna signifikantné odliSna expozice a eliminace v zavislosti na
alelach SLC21A6 (SLCOI1BI1), tento transportér mel urcitou predikéni hodnotu téz pro
toxicitu ironotekanu, popf. spole¢né s SLC19A1 v G€innosti jeho 1é€by. SLC22A16 mél

vliv na expozici a toxicitu doxorubicinu, ne vSak na jeho u¢innost (Chen et al., 2016).
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1.1.2. Externi faktory

1.1.2.1. Ko-medikace

Lékové interakce jsou dalsim velmi dilezitym zdrojem farmakokinetické variability.
Jsou svym zpltsobem podobné genetické variabilité: dochdzi ke snizeni aktivity
metabolickych enzymt a transportér 1éCiv, v tomto piipadé vSak nejde o zménu trvalou,
v genomu, tedy zménu genotypu, ale vliv je externi a pfechodny, fenotypovy. Dalsi
moznosti je ovlivnéni fyzikalné-chemickych vlastnosti mista absorpce (pH, iontova sila
roztoku atp.), vazbu na proteiny, zmény pH moci apod. Lékové interakce jsou kapitolou
neuvéfitelné obsahlou: témef vSechna 1éCiva jsou metabolizovana nebo podléhaji
transportu atd., a tedy snad vSechna 1é¢iva mohou podléhat farmakokinetickym interakcim.
Z tohoto divodu je zde pouze shrnuta obecné podstata s nékolika piiklady.

Absorpce

Mira absorpce je dana rozpustnosti 1éCiva, rychlosti pfestupu ptes intestindlni
membranu a dobou expozice (rychlosti tranzitu skrze GIT). Tyto parametry jsou
ovlivnitelné fyziologicky ¢i biochemicky a podléhaji tedy 1ékovym interakcim (Hochman
et al., 2015). Konkrétné se tedy muze jednat o

Zména pH, nejcastéji pak o jeho navySeni a nasledny pokles rozpustnosti slabé
zasaditych latek, jejichz rozpustnost kolisd s pH, a tedy i pokles expozice. Typickym
ptikladem jsou latky, u nichz je zména pH zddanym ucinkem, tj. inhibitory protonové
pumpy, antacida, H»-antihistaminika apod. Typickou ,,0béti* jsou pak inhibitory tyrosin
kinaz (Budha et al., 2012), jako dasatinib (Eley et al., 2009), palbociklib (Sun et al., 2017),
neratinib (Keyvanjah et al., 2017), pazopanib (Tan et al., 2013), ale 1 antimykotik
ketokonazol a itrakonazol, imunosupresiva mykofenolatu, a dalSich (Wedemeyer and
Blume, 2014).

Inhibice transportérii, nejCastéji efluxnich pump s naslednym zvySenim expozice.
Zde jsou piipady velmi podobné jako v kapitole farmakogenetiky vénujici se
transportériim: verapamil a rifampicin ¢i ritonavir jsou typické inhbitory Pgp s pfislusnym
vlivem na farmakokinetiku jeho substratli: bylo pozorovdno zvySeni Cmax, ¢i AUC
rivaroxabanu (Mueck et al., 2013), digoxinu (Greiner et al., 1999) nebo dabigatranu
(Hartter et al., 2013) pfi jejich ko-administraci se zminénymi inhibitory. Cyklosporin je
pak piikladem inhibitoru BCRP a MRP1, MRP1 dale inhibuji verapamil, disulfiram a dalsi
latky, a je zde tedy potencidl pro lékové interakce se substraty téchto pump, napf.

indinavir, ciprofloxacin, ¢i doxorubicin pro MRP1, zidovudin, reserpin, lamivudine pro
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BCRP. Vyuziti inhibitort téchto pump je zvaZzovana rovnéz v protinadorové terapii, jelikoz
nadmérnd exprese MDRI1, MRP1, BCRP jak uz jejich nidzev napovidd, je asociovéana
s resistenci nadort k terapii (Choi and Yu, 2014).

Ovlivnéni vyprazdinovani zaludku, potazmo rychlost tranzitu GIT obecn¢. Zpomaleni
vyprazdiovani zaludku vede k oddaleni Tmax a tedy i nastupu ucinku, naopak zrychleni
tranzitu miize vést predevsim u latek s izkym absorpénim oknem (kdy se latka vstiebava
jen vurcité casti GIT), popt. snizkou permeabilitou, k znacnému poklesu expozice.
Experimentalni data toto potvrzuji, osmoticky aktivni latky urychlujici GIT tranzit maji
vliv pfedevsim na BCS III (ranitidin, cimetidin, amoxicilin) a IV (chlorthalidon), s malym
efektem na BCS I (metoprolol a teofylin) (Chen et al., 2013). Zpomaleni tranzitu
zpisobeny metoklopamidem, opidty a dalSimi latkami mé& naopak pravdépodobné efekt
univerzalni a mél by byt zvazovan pii podavani jakéhokoliv lé€iva (Greiff and
Rowbotham, 1994).

Jiz béhem absorpce je latka podrobena moznym metabolickym preménam, at’ uz
vlivem nizkého pH zaludku, jez mtze vést k deesterifikacim a dal§im zménam spojenym s
acidolabilitou nékterych funkénich skupin, ale pfedev§im vlivem enzymi stfevni stény a
jater béhem prvniho prichodu. Tak latky, u nichz bézné dosahuje systémové cirkulace
pouze mala ¢ast podaného mnozstvi, a je tedy nutno je podavat v odpovidajici vyssi davce,
mohou dosdhnout toxickych koncentraci pfi inhibici pfislusnych enzymii zodpovédnych za
tuto presystémovou eliminaci. Napiiklad prolécivo dabigatran etexilat, je presystémoveé
deesterifikovan esterazami na samotny dabigatran, ktery se Spatn¢ vstiebava, asi z 80 %, s
vyslednou biodostupnosti pouze 7 %. Malé zmény v této deesterifikaci pak mohou vést k
signifikantnim zménam expozice (Hochman et al., 2015) — v extrémnim piipadé az
teoreticky k 14 krat zvySené biodostupnosti, pokud by tato predCasna deesterifikace
neprobéhla vibec.

Distribuce

Typickym piikladem l€ékovych interakci v distribucni fazi je kompetice ve vazbé na
plazmatické proteiny. Jedna se o historicky velmi diskutované téma, ale v souc¢asné dobé
pfevlada nazor, ze klinicky vyznam je v naprosté vétSiné zanedbatelny. Je tomu tak
nejspiSe proto, Ze je zapotfebi znacné souhry mnoha faktord, aby doSlo ke skute¢né
signifikantnimu vlivu na farmakokinetiku, potazmo na farmakodynamiku. Jmenovité je
zapotiebi aby, 1é¢ivo mélo vysokou vazbu na plazmatické proteiny a aby nebyla jeho
davka titrovana do ucinku. Nasledné je nutné, aby vazebny protein mél limitovanou

vazebnou kapacitu a lécivo zpisobujici interakci zabralo signifikantni Cast zbyvajici
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vazebné kapacity. EMA v guideline (EMA, 2012) k rizikovym faktorim pfidava uzky
terapeuticky index. EMA rovnéz konkrétné¢ definuje vysokou vazbu na plazmatické
proteiny jako > 99 %. Na druhou stranu japonska Iékova agentura uvadi vazbu alesponi 90
%, ale pfidava rovnéZz maly distribu¢ni objem — maximaln€ v hodnoté extracelularni
tekutiny (Japanese Ministry of Health, 2001), (Hochman et al., 2015), (Roberts et al.,
2013), (Heuberger et al., 2013).

Metabolismus

Pokud jsou dvé¢ léCiva metabolizovana stejnym enzymem, je zde potencial pro
interakci, pokud se podaji zaroven. LéCivo s vySSi afinitou vytésni substrat s aktivitou
nizsi, u néjz tedy dojde k poklesu clearance a vyssi/del$i expozici. Vzhledem k tomu, ze v
terapeutickych davkach zfidka dochazi k nasyceni biotransformacniho enzymu, je tento
problém rovnéz ziidka zavazny. VEtsi signifikanci mé existence inhibitord, popt. induktora
enzymu. Inhibitory jsou latky, casto i léCiva, kterd v ramci svych terapeutickych
koncentraci jsou schopna inhibovat biotransformaéni enzym; substraty tohoto enzymu
musi vyuzit ke své pfeméné enzym jiny, pokud jej nemaji, dochézi k jejich kumulaci az
dosazeni toxickych hladin, popf. snizeni hladin a nedostatecnému ucinku v piipadé
proléciva. Na druhou stranu induktory se vazi na intracelularni receptory, a tento komplex
zpusobuje vyS$si expresi dan¢ho enzymu metabolické premény a tedy i zvySeni jeho
aktivity. Toto vede k opacnym disledkiim nez u inhibitort, tedy k zvySené destrukci 1é¢iva
a snizeni uCinku, resp. zvySené preméné proléciva a zvySeni ucinku. Nekolik
nejzasadnéjSich prikladd uvadi Obr. 4 (Lynch and Price, 2007), pro opravdu vycerpavajici
piehled lze jen doporucit praci autora Rendic (Rendic, 2002) o téméf 4000 zaznamech.
Tod. a kol. (Tod et al., 2017) vytvofili farmakokineticky model k predikci interindividudlni

variability 1ékovych interakci.
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Enzyme Potent inhibitors* Potent inducerst Substrates

CYP1AZ Amiodarone (Cordarone), cimetidine Carbamazepine (Tegretol), Caffeine, clozapine (Clozaril),
(Tagamet), ciprofloxacin (Cipro), phenobarbital, rifampin theophylline
fluvoxamine (Luvoxi) (Rifadin), tobacco

CYP2C9 Amiodarone, fluconazole (Diflucan), Carbamazepine, Carvedilol (Coreg), celecoxib (Celebrex),
fluoxetine (Prozac), metronidazole phenobarbital, phenytoin glipizide (Glucotrol), ibuprofen (Motrin),
(Flagyl), ritonavir (Norvir), (Dilantin), rifampin irbesartan (Avapro), losartan (Cozaar)

trimethoprim/sulfamethoxazole
(Bactrim, Septra)

CYP2C19 Fluvoxamine, isoniazid (INH), ritonavir ~ Carbamazepine, Omeprazole (Prilosec), phenobarbital,
phenytoin, rifampin phenytoin

CYP2De Amiodarone, cimetidine, Mo significant inducers Amitriptyline, carvedilol, codeine,
diphenhydramine (Benadryl), donepezil (Arnicept), haloperidol
fluoxetine, paroxetine (Paxil), (Haldol), metoprolol (Lopressor),
quinidine, ritonawir, terbinafine paroxetine, nsperidone (Risperdal),
(Lamisil) tramadal (Ultram)

CYP3A4 and  Clarithromycin (Biaxin), diltiazem Carbamazepine, Alprazolam (Xanax), amlodipine

CYP3AS5 (Cardizem), erythromycin, grapefruit Hypericum perforatum (Norvasc), atorvastatin (Lipitor),

Juice, itraconazole (Sporanox), (5t. John's wort), cyclosperine (Sandimmune), diazepam
ketoconazole (Nizoral), nefazodone phenobarbital, (Valium), estradiol (Estrace), simvastatin
(Serzonet), ritonavir, telithromycin phenytoin, rifampin (Zocor), sildenafil (Viagra), verapamil,
(Ketek), verapamil (Calan) zolpidem (Ambien)

CYP=cytochrome P

*__These will sfow down substrate drug metabolism and increase drug effect.
t—These will speed up substrate drug metabolism and decrease drug effect.
t—~Brand not available in the United States.

Obr. 4: Inhibitory, induktory a substraty jednotlivych enzymii CYP

Situaci dale komplikuje fakt, ze vliv ko-medikace se muze liSit mezi riznymi
popula¢nimi kohortami, Jankovic aspol. (Jankovic et al., 2010) kuptikladu popsali, ze u
dospélych epileptickych pacienti nejdilezitéjSim determinantem jimi vytvofen¢ho FK

modelu valproatu byla fenobarbitalem, zatimco u déti karbamazepinem.

1.1.2.2. Kouteni

V cigaretovém kouii bylo identifikovano asi 5000 sloucenin (Rodgman and Perfetti,
2013), neni proto prekvapenim, ze minimaln€ né&které znich budou mit efekt na
farmakokinetiku 1é¢iv, podobné jako 1é¢iva. Z nich nejdilezitéj$i jsou opét vlivy na
biotransformaéni enzymy, jmenovit¢ indukce CYP1Al, CYP1A2, CYP2El1 a UDP-
glukuronyltransferazy, pravdépodobné polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH)
(Iwanari et al., 2002), (Nock et al, 2007). CYP1Al je znamy jako aktivator
prokancergenli, napf. benzo[a]pyrenu, a zvySend aktivita tohoto enzymu je silné
asociovana s rizikem rakoviny plic. CYP1A2 jiz probran v kapitole farmakogenetiky. U
kufakl byla zaznamenana zvySena clearance jeho substatl, kofeinu, lidokainu, takrinu a
dalSich. U propranololu, mexiletinu a kodeinu byla pozorovana zvySena glukuronidace.
Dalsimi piiklady, kdy neni pfesné zndm mechanismus farmakokinetické interakce, jsou

tricyklickd antidepresiva, nortriptylin a imipramin, benzodiazepiny oxazemapam,
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alprazolam a klorazepat, haloperidol a heparin; vzdy se jednd o snizenou expozici,
potazmo zvySenou eliminaci. Zajimavym piikladem je vliv koufeni na davky inzulinu. Ve
studiich bylo zjiSténo, ze kutéaci vyzaduji jeho vyssi davky, coz bylo nésledné vysvétlovano
tim, Ze nikotin zptisobuje periferni vazokonstrikei s naslednou pomalejsi absorpci inzulinu
zmista injekce — je to tedy farmakodynamicky uc¢inek vedouci k farmakokinetické
interakci (Kroon, 2007).

V nedavné dobé¢ tuto problematiku zpracoval rovnéz prof. Perlik. (Perlik). Jelikoz
v marivhanovém kouii se rovnéz vyskytuji PAH, jsou interakce pomérné obdobné
(Anderson and Chan, 2016), a¢ mirnéj$i vzhledem k pravdépodobné niz§imu mnozstvi
vykoufenych marihuanovych produkti. Vzhledem k tomu, Ze nikotin ma vliv na tranzit
skrze GIT (Scott et al., 1992), 1ze predpokladat i urcité interakce zde — v piipade kouteni ¢i
ingesce nikotinovych produkti v dobé pifed ¢i po p.o. administraci 1é¢iva, pro mozné
dopady viz odstavec 1ékové interakce, ¢ast vénujici se absorpci.
1.1.2.3. Alkohol (Ethanol)

Vliv alkoholu na farmakokinetiku byl pomérné cerstvé shrnut autory Chan a
Anderson (Chan and Anderson, 2014), viz Tab. 8. Obecné lze fici, ze ethanol ma

farmakokineticky vliv pfedevs§im na absorpci léCiv, v mensi mife pak na clearance.

Tab. 8: Ethanol a jeho viiv na farmakokinetiku nékterych léciv

Lécivo Interakce

Paracetamol Zvysena formace NAPQI

Amitriptylin Mozné zvySeni AUC a Cmax

Acetylsalicylova

kyselina Snizeni Cmax

Abakavir Zvyseni Cmax, AUC a zkraceni biologického polocasu

Chlordiazepoxid

Akutné: Snizeni CL, zvySeni AUC

Chronicky: Snizeni AUC

Diazepam Jako chlordiazepoxid
Ezogabin Zvyseni Cmax, AUC
Erytromycin Oddaleni Tmax, snizeni AUC
Fluvoxamin Zvyseni rychlosti absorpce
MDMA Zvyseni Cmax
Morfin Chronicky: Snizeni formace glukuronidu
Nifedipin Zvyseni AUC
Zvyseni CL, snizeni biologického polocasu, zvyseni N-
Prokainamid acetylace
Tetracyklin Zvyseni Cmax, AUC

AUC, plocha pod kifivkou plazmatické koncentrace v ase; CL, clearance; Cmax, maximalni koncentrace;

MDMA, 3,4-metylendioxometamfetamin; NAPQI, N-acetyl-p-benzochinonimin, Tmax, ¢as do dosazeni Cmax
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1.1.2.4. Dieta

V ptirozené strave, tedy pii pozivani celych ¢asti rostlin a zvifat, je obsazeno kromé
makro a mikronutrientil i celd fada strukturnich a metabolickych slozek, které mohou a
Casto jsou metabolicky aktivni. Navic 1 samotna pifitomnost jidla v zazivacim traktu ma
velmi Casto vyznamné diisledky pro disoluci a naslednou absorpci 1€€iv, a proto v SPC je
pak specifikovano, ma-li byt 1é¢ivo uzito na la¢no ¢i s jidlem. Pracovni skupina ,,The
European Network on Understanding Gastrointestinal Absorption-related Processes
(UNGAP)* nedavno publikovala extrémné podrobnou praci vénujici se této problematice
(Koziolek et al., 2019), Obr. 5, pievzaty ztéto publikace, zobrazuje piehled moznych
interakci mezi jidlem a léky. VétSina zminénych mechanisml zde jiz byla probrana
v kapitolach ptedchozich. Napt. pH ovlivni rozpustnost, tedy maximdlni dosazitelnou
koncentraci. Koncentrace je rovnéz ovlivnéna objemem stfevniho obsahu. A konecné
pravé rozdil koncentraci ve sttevnim lumen a krvi uréuje gradient 1é¢iva a tedy rychlost
absorpce. Slozky potravy mohou inhibovat biotransformaéni enzymy, nebo naopak
soutézit o aktivni transport nebo dale o plazmatické proteiny. Samotnych mechanismu a
hlavné 1 ptipadnych sloZzek potravy je velmi mnoho, tyto pak ddle mohou interagovat na
urovnich jiz zminénych (etnikum, farmakogenetika) a kone¢nd komplexita je opravdu

ohromujici (Guttman et al., 2019).
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Obr. 5: Farmakokinetickeé interakce mezi jidlem a lécivy
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1.2.  Variabilini l1é¢iva
K studiu variability se tato prace zaméfila na tfi léCiva se znamou vysokou

variabilitou (abirateron, nabumeton) popf. neznamou variabilitou, jez by mohla mit

vyznamné dusledky pro ucinnost a bezpecnost 1é¢iva (sufentanil).

1.2.1. Abirateron

Abirateron [(3S,8R,98,10R,13S,14S)-10,13-dimethyl-17-pyridin-3-yl-
2,3,4,7,8,9,11,12,14,15-dekahydro-1H-cyklopenta[a]fenanthren-3-ol] je inhibitor
biosyntézy androgenti, molekularné¢ 17a-hydroxylazy/Ci7,20-lyazy, vyuzivajici se v 1écbe
metastatické, ke kastraci rezistentni rakoviné prostaty; jeho komeréné dostupnd lékova
forma (Zytiga®) ma popsanou znaéné vysokou variabilitu. U¢inna latka, prolétivo
abirateron acetat s pKa 5,19, vykazuje velmi nizkou rozpustnost zavislou na pH, a zaroveil
velmi nizkou permeabilitu. Tyto vlastnosti pak vedou k nachylnosti k externim vlivim:
jidlo, predevs$im tu¢né, u abirateron acetatu zvySuje desetinasobné expozici. Z tohoto
divodu se podava na lac¢no, aby se predeslo vysokym expozicim a kviili predvidatelng;si
farmakokinetice, ale ve velmi vysoké davce — 1000 mg qd. Vyvoj 1ékové formy, jez by
navysila biodostupnost abirateronu na la¢no by bylo v kone¢ném dusledku mozno

eliminovat efekt jidla a navic snizit davkovani.

1.2.2. Nabumeton

Nabumeton [4-(6-methoxy-2-naftyl)-butan-2-on], zastupce nesteroidnich
protizanétlivych 1é¢iv, tj. inhibitord cyklooxygenazy, byl zvolen, protoze jeho
farmakokinetika, potazmo farmakokinetika jeho aktivniho metabolitu 6-MNA, vykazuje
urcité znaky vysoce variabilniho 1é€iva: jeho Tmax se pohybuje v extrémnim rozsahu 1,5
az 48 h (Davies, 1997), (de Jager et al., 2000), (Kendall et al., 1989), farmakokinetika 6-
MNA pak Casto také vykazovala dvojity pik, nejCastéji mezi desatou a 24 hodinou (de
Jager et al., 2000), (Lee et al., 1995), ackoliv nabumeton nevykazuje charakteristiky casto
vedouci k farmakokinetice s dvéma piky, tj. enterohepatdlni ob&h nebo specificky
metabolismu nebo absorpci (Davies, 1997). Navic farmakokinetika nabumetonu nebyla

extenzivné studovana, a byla popisovana pouze farmakokinetika aktivniho metabolitu — 6-

MNA.
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1.2.3. Sufentanil

Sufentanil [N-(4-(methoxymethyl)-1-(2-(2-thienyl)ethyl)-4-piperidinyl)-N-
fenylpropanamid] je syntetické opioidni analgetikum s 10 a 500-100-nasobnou potenci
oproti fenylovém analogu fentanylu, resp. morfinu. Jako takovy je tedy sufentanil jednim
z nejucinngjSich opioidl pouzivanych v huménni terapii (Suzuki and El-Haddad, 2017),
kde nasel misto predev§im v celkové anestézii, zatimco jako klasické analgetikum se
pouzivd pomérn¢ vzacné (Willens and Myslinski, 1993). V ramci celkové anestézie se
povétSinou aplikuje jako bolus nasledovany kontinudlni infuzi (Clotz and Nahata, 1991).
Vzhledem ke své vysoké ucinnosti jsou jeho terapeutické koncentrace pomérné nizké,

v rozmezi 0,4 az 1 ng/ml (Iannuzzi et al., 2004).
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2.

Cile

Hlavnim cilem mé prace bylo studovat variabilitu farmakokinetiky na klinické 1

preklinické urovni s cilem predikovat variabilitu farmakokinetiky v cilové poppulaci. Dil¢i

cile této prace byly nasledujici:

Zavést metodu pro kvantifikaci sufentanilu v lidské plazmé

Studovat vliv farmakogenetickych faktort (MDR1, OPRMI) na farmakokinetiku
sufentanilu

Studovat variabilitu farmakokinetiky nabumetonu

Studovat vliv pohlavi na farmakokinetiku nabumetonu a jeho aktivniho metabolitu
6-metoxy-naftyloctové kyseliny

Studovat vliv farmakogenetickych faktort (MDR1, CYP2D6) na farmakokinetiku
nabumetonu a jeho aktivniho metabolitu 6-metoxy-naftyloctové kyseliny

Zavést pre-klinicky model pro predikci absorpce 1€k u ¢loveka

Popsat preklinickou farmakokinetiku novych 1ékovych forem abirateronu
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3. Metody

3.1.  Validace metody pro stanoveni sufentanilu v lidské plazmé

3.1.1. Materialy

Sufentanil citrat (0,1 mg/ml) a fentanyl citrat (interni standard, IS, ¢istota > 99,0 %)
byly zakoupeny u Cerilliant, resp. LipoMed AG. Methanol, mravenci kyselina a 0,1 %
roztok mravenci kyseliny v metanolu a ve vod¢€, vSechny o LC/MS distot€, byly zakoupeny
od Sigma Aldrich (St. Louis MO, USA). Milli-Q-Systém od Millipore (Bedford MA,
USA) byl pouzit pro ptipravu deionizované vody (DV). BondElut Certify 50 SPE kolonka
byla zakoupena od Agilent (Santa Clara CA, USA).

3.1.2. Ptiprava vzorku

Bond Elut® Certify kolonka byla kondiciovana postupné 1 ml methanolu a 1 ml DV.
Vzorky byly pfipraveny nasledovné: 0,25 ml plazmy bylo smichano s 0,65 ml DV, 0.05 ml
ptislusného pracovniho roztoku (pro kalibra¢ni standardy) nebo metanol (pro klinické
vzorky a nulové/blank vzorky) a 0,05 ml pracovniho roztoku IS (1 ng/ml, krom¢ blank
vzorku). Roztok byl nanesen na kolonku a nechdn pomalu prokapat pod vakuem. Kolonka
byla promyta 1 ml 1 % methanolu v DV a suSena 10 minut pod vakuem. Vzorek byl
nakonec vymyt z kolonky 1 ml methanolu. Eluovana frakce byla odpafena a vysusena pod
proudem dusiku pii 40 °C. Reziduum bylo rozpusténo v 0,25 ml mobilni faze a 0,01 ml
nastfiknuto do LC-MS/MS systému. Kazdy vzorek byl analyzovan v tripletu a byla

vypoctena primérna hodnota.

3.1.3. Kapalna chromatografie — hmotnostni spektrometrie

3.1.3.1. Systém

Thermo TSQ Quantum Ultra Triple Stage Quadrupole hmotnostni spektrometr
s dudlni pumpou Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Waltham MA, USA),
degasérem, autosamplerem a kompartmentem s termostatem pro kolonu, byl pouzit pro
chromatografickou separaci a detekci. Analyza dat byla provedena v programu Xcalibur

Workspace Software verze 2.2 SP1 (Thermo Scientific, Waltham MA, USA).

3.1.3.2. Podminky kapalné chromatografie
Chromatografickd separace byla provedena na Kinetex Evo C18 koloné (50 x 2,1

mm vnitiniho priméru, velikost ¢astic 5 um, Phenomenex, Torrance CA, USA) za pouziti
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gradientové eluce s dvéma 0,1% roztoky HCOOH: v methanolu (A) a DV (B) s pratokem
0,4 ml/min. Eluce zacala na 95 % mobilni faze B a 5 % mobilni fize A. Toto bylo
postupné pievraceno na 25 % faze B a 75 % fadze A ve 4 minutach. Po dalSich dvou
minutach byla elu¢ni faze zménéna na ptivodni hodnoty. Celkovy ¢as analyzy byl 10

minut. Kolona byla udrzovana béhem analyzy pfi teploté 25 + 0,5 °C.

3.1.3.3. MS/MS podminky

Kvantifikace sufentanilu a IS byla provedena pomoci selected reaction monitoring
(SRM). V pozitivhim modu byly sledovany tyto ptrechody: m/z 387,2 — 238,2 a 111,2 pro
sufentanil, a m/z 337,5— 105,2 a 188,2 pro IS, tlak kolizniho plynu (Ar) byl udZzovan na
1,5 mTorr a skenovaci Sitka obou kvadrupolt byla nastavena na 0,7 Da. Samotné analyza
probéhla za nasledujicich podminek: sprejové napéti 3470 V, teplota vaporizéru 350 °C,
sheath gas, ion sweep gas a auxiliary gas tlak 35 arbitrarnich jednotek, 6,0 arbitrarnich
jednotek, resp. 10 arbitrarnich jednotek, kapilarni teplota 320 °C. Pro optimizaci podminek
dektekce pomoci hmotnostni spektrometrie bylo pfimo do MS injikovany standardni
roztoky (10 pg/ml) sufentanilu a IS. Podminky specifické pro jednotlivé latky jsou shrnuty

v Tab. 9.
Tab. 9: Optimalizované podminky SRM vyvinuté MS metody

Piivodni iont Iont produktu | Kolizni energie T Lens (V)
(m/z) (m/z) (odpovidajici
napéti ve V)
337.5 105.2 36 89
337.5 188.2 20 89
387.2 111.2 35 74
387.2 238.2 18 74

3.1.4. Validace

Metoda byla validovana podle doporuceni Evropské 1ékové agentury (EMA, 2011),
specificky nasledujicici parametry byly sledovany: selektivita, senzitivita, linearita,
preciznost a presnost a efekt matrice. Stabilita nebyla zhodnocena, protoze je zavisla
pfedevS§im na chemickych vlastnostech a jako takovéa byla stanovena diive a tedy se to

nezdalo byt nutné.
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3.1.4.1. Pracovni roztoky standarda

Standardni roztok sufentanilu (100 pg/ml) byl ziskan pfimo od vyrobce jako roztok,
z n¢j byly piipraveny pracovni roztoky o koncentraci 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 a
0,078 ng/ml. V methanolu byl pfipraven i standardni roztok IS (1 mg/ml), ktery byl
nafedén na pracovni roztok (1 ng/ml).
3.1.4.2. Kalibracni roztoky a roztoky kontroly kvality

Plazma byla ziskana centrifugaci (4000 g po 5 min) krve ziskané od 1éCiva-prostych
dobrovolnikii (EDTA byla pouzita jako antikoagulans) a byla skladovana pti -20°C pted
analyzou. V této plazmé byly pfipraveny Cerstvé kalibracni roztoky o findlni koncentraci
1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 a 16 pg/ml sufentanilu a roztoky kontroly kvality o
koncentracich 40 (QC1), 400 (QC2) a 800 (QC3) pg/ml sufentanilu.

3.1.4.3. Selektivita

Selektivita metody byla ovéfena analyzami Sesti rGznych blank vzorkl lidské
plazmy, které byly srovndny s analyzami kalibraéniho vzorku o nejniz$i koncentraci (16
pg/ml). Byla provedena analyza nulového vzorku (blank vzorek s IS) pro vylouceni
ptitomnosti ionti IS v picich sufentanilu.
3.14.4. Linearita

Zavislost ploch pikii sufentanilu/IS proti teoretickym koncentracim kalibracnich
standardii byla vynesena do grafu. Takto byly vytvofeny kalibra¢ni kiivky zahrnujici
predpokladané koncentrace sufentanilu v klinickych vzorcich (16 — 1000 pg/ml). Korela¢ni

koeficient (R? minimalné 0,99) byl uréen linedrni regresi metodou nejmensich étverci.

3.1.45. Ptesnost a preciznost

QCl1, QC2, QC3, kazdy v Sesti méfenich, byly analyzovany pro urceni intra-denni
performance. Intra-denni pfesnosti byly vypocteny jako pramér analyz vztazeny
k teoretické koncentraci. Intra-denni preciznost byla pak vypoctena jako relativni
standardni odchalka analyz. Analogicky byla stanovena inter-denni performance, tentokrat

v analyzach uskute¢nénych ve tfech riiznych dnech.

3.1.4.6. Efekt matrice

Faktor matrice (FM) byl stanoven vypoftem poméru plochy piku v pfitomnosti
plazmy (zmétené analyzou blank vzorku obohacenym o pfisluSny analyt po extrakci) vici
ploSe piku v absenci plazmy (Cisty roztok analytu). IS-normalyzovany MF byl rovnéz
vypocten vydélenim MF sufentanilu MF IS. Tyto analyzy byly provedeny na dvou

koncentracich sufentanilu a jedné koncentraci IS.
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3.1.4.7. Limity
plazmé&, u niz kvantifikace splituje dand kritéria, tj. preciznost niz$i nebo rovna 20 % a
pfesnost v rozmezi 80-120 %, méfené v Sesti opakovénich. Toto bylo uréeno méfenim

niz8ich a nizSich koncentraci az do okamziku, kdy tato podminka nebyla splnéna.

3.14.8. Carry-over
Absence carry-over efektu byla stanovena analyzou blank vzorkii po néstiiku

nejvyssiho kalibracniho standardu (1000 pg/ml).

3.1.5. Aplikace metody

Metoda byla néasledné pouzita pro analyzu koncentraci sufentanilu u pétadvaceti
pacientli podstupujicich operaci srdce. Sufentanil byl pro indukci do anestézie (1 pg/kg) a
byl postupné infundovan béhem anestézie v davce (0,5 pg/kg/h). Obcas byl v ptipadé
nutnosti podan dalsi bolus. DalSimi pouzitymi latkami byl midazolam (0,05 mg/kg i.v.) a
rokuronium (0,6 mg/kg) pro indukci a nasledn€ 1 % isofluranu ve vdechovaném vzduchu.
Vzorky byly odebrany v ¢asech 5 a 120 minut béhem inflize a néasledné 5, 15, 30, 60, 120,
240, 360, 720 a 1440 minut po skonceni inflize. Plazma byla separovana po centrifugaci a

zmrazena pired analyzou.

3.1.6. Genotypizace

Z krve dobrovolnikli odebrané do zkumavek obsahujicich EDTA byla pomoci
standardni fenol-chloroformové metody izolovana DNA (Cascorbi et al., 2001). Tato byla
nasledné podrobena analyzam pro stanoveni genotypu OPRM1 a MDRI1.

Genotyp MDRI1 byl stanoven jak bylo popsano v (Pechandova et al., 2006), metodou
upravenou dle (Cascorbi et al., 2001). Stru¢né¢, DNA amplifikace byla provedena
v MyCycle thermocykleru (Biorad Laboratories, Hercules, CA) v nésledujicich cyklech:
pocatecni denaturace (2 min, 94 °C), nasledovana 35 cykly denaturaci (30 s, 94 °C),
anelaci (45 s, 60 °C), extenzi (60 s, 72 °C) a zakoncend findlni extenzi (7 min, 72 °C),
v reakéni smési obsahujici genomickou DNA (60 ng), primery (sekvence jako v (Cascorbi
et al., 2001), 8 nM), PCR pufr (Top-Bio s.r.o. Praha, Ceské republika), dNTP (200 pM,
Fermentas, Litva), MgCl, (1.7 mM, Top-Bio s.r.o. Praha, Ceska republika) a Taq DNA
Polymerazu (0,5 jednotek, Top-Bio s.r.o. Praha, Ceska republika) a doplnéna sterilni
deionizovanou vodou na finalni objem 0,025 ml. Produkty ziskané z této PCR reakce byly

inkubovany s restriktdzami Xapl, BseNI a BshNI a Bsp1431 (New England Biolabs, USA)
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pfes noc pii 37 °C. Fragmenty byly nasledné¢ separovany pomoci elektroforézy na
agarovém gelu (3,5 %, Top Vision, Fermentas, Litva) a vizualizovany po barveni ethidium
bromidem pod UV svétlem.

Stanoveni genotypu A118G v OPRMI1 byla provedena jak bylo popsano v
(Bartosova et al., 2015). Stru¢né, byla pouzita validovanad metoda PCR-RFLP s primery o
sekvencich 5‘-“AACACATACATGACCAGGAAGT a 5¢-
GGTCAACTTGTCCCACTTAGATC. Amplifikace DNA byla uskutecnéna v My-Cycler
(BioRad, USA), v 27 ul reak¢énim objemu obsahujicim genomickou DNA (60 ng), MgCl
(3 pul, 25 mM, Fermentas, Litva), roztok primert (0.5 ul, 10 mM), dNTP (2,5 pul, 10 mM,
Fermentas, Litva), 10x Biotherm pufer (2,5 pl, Fermentas, Litva), Tag DNA polymerazy
(0,15 pl, Fermentas, Litva) a 15,85 pl sterilni deionizované vody v nasledujici sekvenci:
pocatecni denaturace (2 min, 94 °C), nasledovana 35 cykly denaturaci (30 s, 94 °C),
anelaci (45 s, 60 °C), extenzi (60 s, 72 °C) a zakoncena findlni extenzi (7 min, 72 °C).
Produkty ziskané z této PCR reakce byly inkubovany s restriktazami Bsh1236 1 pies noc
pti 37 °C. Fragmenty byly nasledné separovany pomoci elektroforézy na agarovém gelu
(3,5 %, Top Vision, Fermentas, Litva) a vizualizovany po barveni ethidium bromidem pod

UV svétlem.
3.2.  Ne-klinick4 studie

3.2.1. Materialy

Ketamin (Narkamon 100 mg/ml inj sol, Bioveta, Ivanovice na Hané, Ceska
republika) a xylazin (Rometar 20 mg/ml inj sol, Bioveta, Ivanovice na Hané, Ceska
republika) byly pouzity v in vivo studii. Amoxicilin s klavulonovou kyselinou (Sunulox
RTU inj 100 ml, Zoetis / Pfizer, Ceska republika), Isofluran (IsoFlo 250 ml, Zoetis / Pfizer,
Ceska republika), heparin (Heparin Lé¢iva inj 1x10 ml/SOKU, Zentiva, Ceské republika),
Ketoprofen (Ketodolor inj 100 ml, LeVet Pharma b.v., Nizozemsko), Betadine (Egis,
Madarsko) a tkafiové lepidlo Henry Schein byly zakoupeny u Henry Schein (Brno, Ceska
republika). 4 1ékové formy abirateron acetatu byly laskavé poskytnuty Zentivou, Ceska

republika.

3.2.2. Zvirata

Samci potkanti plemene Wistar byli zakoupeni u Velaz, Ceskd republika. Pied

zapocCetim studie, zvifata byla aklimatizovana standardnim podminkdm (12 hodinovy
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cyklus dne-noci, teplota 2242 °C, relativni vlhkost 50+10 %) a s ad libitum ptistupu k vodé
a standardni granulované potravé. Jidlo bylo odebrano na dobu 4 hodin pted a po aplikaci,
tj. celkoveé 8 hodin. VSechny experimenty a postupy byly provedeny v souladu s principy
uziti laboratornich zvitat Univerzity Karlovy se snahou o maximélni minimalizaci utrpeni
zvitat. Experiment byl schvélen Ministerstvem zemé&délstvi a Ministerstvem Skolstvi,
mladeze a télovychovy Ceské republiky pod &islem 70030/2013-MZE-17214, resp.
MSMT-9445/2018-8. Upraveny katetr z polyuretanu medicinalni jakosti (1.9-3Fr, Instech
Laboratories, Plymouth Meeting, PA USA) byl proplachnut heparinizovanym glycerolem
(250 TU/ml) a uzavien portem (22 ga PinPort, Instech Laboratories) byl zaveden do a.
carotis dle metodiky popsané Feng a kol. (Feng et al., 2015). Potkani byli pfed operaci
uspani isofluranem (2,5-5 %), naceZ jim byl i.m. aplikovan ketamin (100 mg/kg) a xylazin
(5 mg/kg) pro udrzeni anestézie béhem operace, a s.c. antibiotikum jako prevence infekce
(amoxicilin/klavulonova kyselina 1 ml/kg). Ketoprofen (5 mg/kg, s.c.) byl aplikovan ihned
po operaci a poté kazdych 12 hodin, pokud potkan jevil znamky bolesti. Katetr byl
proplachovan denné fyziologickym roztokem (200 pl), ¢istym heparinem (50 pl) a utésnén
heparinizovanym glycerolem (30 pl) za uZiti sttikacek s PinPort injektorem (22 ga, Instech

Laboratories).

3.2.3. Plan studie

Randomizovana studie byla provedena v modelu nekompletniho bloku za ucelem
srovnani farmakokinetiky 4 1ékovych forem abirateronu: Prototyp 1, Prototyp 2, Pozitivni
kontrola, reference). Potkani, u nichz doslo k iplnému zotaveni s navySenim hmotnosti
alesponn deseti grami oproti pred-katetrizacni vaze, byli randomizovani. Kazdému
randomizovanému potkanu byly postupné administrovany tii ze Ctyf lékovych forem
abirateronu s 48-hodinovych wash-out periodou mezi jednotlivymi podanimi v pfislusné
sekvenci (viz Tab. 10) dané randomiza¢ni skupinou. V den podani byla po 4-hodinovém
odebrani pristupu k potravé potkantim gastrickou sondou aplikovéna prislusna l1ékova
forma (4,5 mg abirateronu v 1 ml deionizované vody, viz protokoly pro ptipravu nize).

Piistup k potravé byl opét umoznén az po ukonceni odbéri, tj. po 4 hodinach.

3.2.4. Prtiprava suspenzi pro aplikaci

3.24.1. ODP
Tablety Zytiga® 250 mg o primérné vaze 712 mg byly rozdrceny v laboratornim

hmozditi tlouckem a do 3-ml vialek bylo navazeno 33 mg, k rozpusténi v 2,5 ml
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deionizované vody. To odpovida ((250/712)*33)/2,5, tj. 4,6 mg/ml abirateron acetatu.
Tésné pred administraci pak bylo do téchto vialek napipetovano 2,5 deionizované vody,
vialka uzaviena a ru¢né tfepana 2 minuty tak, aby zadny materidl nezustal pfilepen ke
sténé. Poté se vialky sonikovaly 20 minut. Z vialky byl nasledn¢ okamzité poddn dvéma
potkanim 1 ml suspenze, v piipad¢ potieby se vialka pied administraci protfepala, aby se

zabranilo sedimentaci.

3.2.4.2. Pozitivni kontrola

Obdobné bylo do kazdé¢ vialky navazeno 64 mg lékové formy ,,pozitivni kontrola®,
odpovidajici po rozpusténi v 2,5 ml deionizované vody 4,6 mg abirateron acetatu. Tésné
pied administraci bylo do vialky napipetovano 2,5 ml deionizované vody, a vialka byla
ruéné tfepana 1 minutu tak, aby byl vSechen materidl zcela dispergovan. V opaéném
ptipadé byla vialka tfepana dal$i minutu. Z vialky byl nasledné¢ okamzité podan dvéma
potkaniim 1 ml suspenze, v piipad¢ potieby se vialka pied administraci protiepala, aby se

zabranilo sedimentaci.

3.2.4.3. T1

Obdobné bylo do kazdé vialky navazeno 37 mg 1ékové formy T1, odpovidajici po
rozpusténi v 2,5 ml deionizované vody 4,6 mg abirateron acetatu. Tésné pred administraci
bylo do vialky napipetovdno 2,5 ml deionizované vody, a vialka byla ru¢né tfepana tak,
aby zadny material nezlstal pfilepen ke sténé. Poté se vialky sonikovaly maximalné 5
minut: po kazdé minuté byla vialka ruéné protfepana a suspenze zkontrolovana na
pfitomnost vétSich nedispergovanych ¢astic. 'V jejich nepfitomnosti byla sonikace
ukoncena. Z vialky byl nésledné¢ okamzité podan dvéma potkanim 1 ml suspenze,
v ptipad¢ potieby se vialka ptred administraci protfepala, aby se zabranilo sedimentaci.
3.244. T2

Obdobné bylo do kazdé vialky navaZzeno 42 mg lékové formy T2, odpovidajici po
rozpusténi v 2,5 ml deionizované vody 4,6 mg abirateron acetatu. Tésn¢ pied administraci
bylo do vialky napipetovano 2,5 ml deionizované vody, a vialka byla ru¢né tfepana tak,
aby Zadny materidl nezlstal pfilepen ke st€n&. Poté se vialky sonikovaly maximaln& 5
minut. Po kazdé minuté byla vialka ru¢né protfepana a suspenze zkontrolovana na
pritomnost vétSich nedispergovanych c¢astic. V jejich nepfitomnosti byla sonikace
ukoncena. Z vialky byl nasledné¢ okamzit¢ podan dvéma potkanim 1 ml suspenze,

v piipad¢ potieby se vialka pfed administraci protfepala, aby se zabranilo sedimentaci.
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3.2.5. Odbéry vzorkt krve

Vzorky krve (150 ul) byly odebirany pies katetr pted a po administraci v ¢asech 0,5,
1, 1,5, 2, 2,5, 3 a hodiny. Objem odebrané krve byl nahrazen sterilnim fyziologickym
roztokem a katetr uzavien zatkou heparinizovaného fyziologického roztoku (1250 IU/ml).

Vzorky byly centrifugovany po 10 minut pii 2000 x g a 4 °C. Vzorky séra byly skladovany

pti -80 °C pted dalSim zpracovanim.

Tab. 10: Plan neklinické studie

Cislo Sekvence davkovani novych 1ékovych forem

skupiny Perioda 1 Perioda 2 Perioda 3

1 ODP Washout Pozitivni kontrola Washout T,

2 T, ashou ODP ashoUL 1 zitivni kontrola
perioda perioda

3 T, T, ODP

4 Pozitivni kontrola T, T,

3.2.6. Analyza

Vzorky byly zpracovdny a métfeny na katedfe analytické chemie pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy. V kratkosti, k determinaci abirateronu byla vyuzita kapalinova
chromatografie na Agilent Infinity 1290 systému s triple quad 6460 tandemovym
hmotnostnim spektrometrem (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko).

byla pouzita UPLC BEH CI18 kolona (100 x 2,1; 1,7 um) Acquity kolona (Waters,

K sepraci

Milford, MA) termostatovand na 40 °C. Mobilni faze byla sloZzena z 0,1 % mravenci
kyseliny v deionizované vod¢ (A) a acetonitrilu (B). Pritok byl udrzovén na 0,35 ml/min.
Optimalizovany gradientovy program (min/% B) byl 0/30, 1,5/90, 3,0/90, 3,5/30 a 6,0/30.
Injekéni objem byl 2 ul a vzorky byly udrzovany pii 10 °C. Méfeni tandemové hmotnostni
spektrometrie byly provedeny v modu multiple reaction-monitoring (MRM) za vyuZiti
pozitivni elektrosprejové ionizace. MRM piechody 350,2 > 156,0 a 354,2 > 160,0 (kolizni
energie 65 V a napéti fragmentoru 170 V) byly monitorovany pro abirateron, resp.
abirateron-d4 (interni standard). Iontovy zdroj byl nastaven nasledovné: teplota plynu: 350
°C, pratok plynu: 8 L/min, tlak nebulizéru: 241 kPa, kapilarni napéti 4000 V. 100 pl
acetonitrilu obsahujici abirateron-d4, 32 ng/ml) bylo pfidano k 25 pl plazmy, protfepano
na vortexu a centrifugovano (10 min/12500 rpm). 70 pl supernatantu bylo pievedeno do

chromatografické vialky. Linearita vyvinuté metody byla ovéfena v koncentracich 1-600
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ng/ml s presnosti (relativni chyba %) v rozmezi = 7,1 % a denni a mezidenni preciznosti

2,4 az5,2 %.

3.2.7. Farmakokineticka a statisticka analyza

Farmakokineticka a statisticka analyza byla provedena pomoci Phoenix WinNonlin®
(Certera Princepton, NJ, USA). Koncentrace byly pfed analyzou pfepocteny na hmotnost
potkana. Sledované parametry byly Cmax, AUC a Tmax. Pfirozend logaritmicka
transformace Cmax @ AUC byla pouzita ve vSech statistickych vypoctech. AUC bylo
spocitano pomoci trapezoidalniho pravidla, Cmax @ Tmax byly vzaty z namétenych dat pro
kazdého potkana a administraci. Farmakokinetické parametry byly analyzovany pomoci
modelu ANOVA. Fixni faktory v tomto modelu byly faktor subjektu, podané 1ékové formy
a periody a sekvence podéani. 90% konfidenc¢ni intervaly pro exponent rozdilu v primérech
nejmensSich ctverch mezi Testy a referenénim produktem byl spocCitdn pro ptirozené
logaritmické transformace farmakokinetickych parametri (pomér priméri nejmensSich
¢tverci pro Test proti referenci). Aktudlni Casy odbérti byly pouzity pro vSechny
farmakokinetické vypocty. Pldnované casy odbéri byly pouzity pouze pro primeérné
farmakokinetické kiivky jednotlivych lékovych forem. GraphPad Prism verze 8.00 pro
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) byl pouzit pro vyneseni téchto

pramérnych grafi.
3.3.  Klinicka studie

3.3.1. Materialy

Nabumeton (Relifex® 500 mg MEDA AB Sweden) byl pouZity v klinické studii.
Odbérové zkumavky (S — Monovette s Li-heparinem, Sarstedt, Numbrecht, Némecko) byly
pouzity pro odbér vzorkd. Nabumeton p.a. (Sigma-Aldrich), 6-methoxy-2-naftyloctova
kyselina (6-MNA) p.a. (MP Biomedicals) a naproxen jako interni standard, 98% (Sigma-
Aldrich) byly pouzity v analytické metodé.

3.3.2. Plan studie

Plan studie byl proveden v klasické formé bioekvivalencnich studii, nicméné v obou
periodach byl podan stejny ptipravek. Jednalo se tedy o nezaslepenou, two-way studii

s jednordzovym podanim nabumetonu v periodé. Wash-out byl 14 dni.

63



3.3.3. Dobrovolnici

Vhodni dobrovolnici byli definovéni: 18 — 55 let, BMI v rozmezi 19,0 az 24,9 kg/m?.
Subjekt musel byt zdravy ve fyzikalnim, biochemické a hematologickém vysetfeni. Mezi
vyluCujici kritéria patfila ucast v jiné klinické studii v pfedchozich 3 mésicich, uzivani
produkti obsahujicich nabumeton v pfedchozich 4 tydnech, alergie k nabumeton nebo
chemicky pfibuznym molekulam, uzivani jakékoliv medikace kromé povolené ko-
medikace (peroralni kontraceptiva), zily nevhodné k opakovanym vpichlim, systémové
onemocnéni schopné ovliviiovat metabolismus 1€¢iv, nebo historie zneuzivani drog ¢i
alkoholu, koufeni vice nez 9 cigaret denné, aktivni virova infekce spojend s horeCkou
v predchozich 4 tydnech. Zeny navic nesmély byt t&hotné nebo v laktaci. Studijni protokol
byl schvélen etickou komisi Veobecné fakultni nemocnice v Praze, Ceskéa republika a
studie byla provedena v souladu s etickymi principy Helsinské deklarace a jejich dotatk.
Vzhledem k planovanému studiu vlivu pohlavi a genetotypu MDR1 a CYP2D6,
dobrobolnici byli vybrani tak, aby bylo 12 Zen a 12 muzl, vzdy po 6 homozygotech pro

variantni a wildtype alelu u kazdého pohlavi.

3.3.4. Administrace ptipravku

Dobrovolnici byli kratce hospitalizovani. Po no¢nim, alespoii 10-hodinovém la¢néni
byla dobrovolnikiim rano ve studijni dny 1 a 15 podana jedna tableta Relifex® (obsahujici
500 mg nabumetone) s 250 ml vody pod dohledem studijni sestry. Subjektiim bylo podano
standardizované jidlo ne dfive neZ po 4 hodindch od podani studované medikace a
nasledné v pfisluSnych casech v kazdé period€. S vyjimkou vody k zapiti tablety nebylo

piti dovoleno hodinu pted a po podani studijni medikace, jinak bylo dovoleno ad libitum.

3.3.5. Odbéry vzorkl

Vzorky vendzni krve (9 ml) byly odebirany do zkumavek s heparinem pted a 1, 2, 3,
4, 6,8, 10, 12, 24, 48, 72 a 96 hodin po podani. Vzorky byly ihned centrifugovany po 10
minut pfi 2000 x g a 4 °C. Plazma byla rozpipetovana po alikvotech o 1,5 ml do zkumavek

a uchovana pfi -80 °C az do analyzy.

3.3.6. Analyza

Ke stanoveni koncentraci nabumetonu a jeho aktivniho metabolitu 6-MNA v plazmé
byla pouzita validovand kapalinova chromatografie s UV detekci. V kratkostu, vzorky

plazmy byly zpracovany pomoci extrakce na solidni fazi. Kolonky Discovery® DSC-18 (1
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ml, 100 mg, Supulco, USA) byla kondiciovana 2 ml methanolu, a nasledné¢ 2 ml vody.
Smés 0,5 ml plazmy, 0,5 ml fosfatového pufru (pH 2), 50 pl fosforové kyseliny (10 %) a
50 p interniho standardu (naproxen, 0,1 mmol/l) byl aplikovan na kolonu a pod vakuem a
za nizkého pratoku byl nechdn protéct kolonkou. Absorbovana frakce byla vymyta
metanolem (2 ml) a vysuSena. Residuum bylo rozpusténo v mobilni fazi slozené
z acetonitrilu a trifluoroctové kyseliny (0,1 %) v poméru 50:50 a alikvot byl nastfiknut na
kolonu, Supelcosil LC-18 15 cm x 4,6 mm, 5 um, Supelco, USA a separovan na systému
HP 1100 s UV DAD. Detekce byla provedena s vinovou délkou 230 nm. Linearita byla
ovétena pro rozmezi 0,2 — 20 umol/l a 0,2-100 pmol/l pro nabumeton, resp. 6-MNA.
Preciznost metody byla stanovena na 4,2-14,4 % pro nabumeton, resp. 2,4-12,5 % pro 6-

MNA, obdobné¢ pro ptesnost byly hodnoty 93,4-109,6 % a 87,8-107,4 %.

3.3.7. Genotypizace

Z krve dobrovolnikti odebrané do zkumavek obsahujicich EDTA byla pomoci
standardni fenol-chloroformové metody izolovana DNA (Cascorbi et al., 2001). Tato byla
nasledné podrobena analyzam pro stanoveni genotypu CYP2D6 a MDRI1.

Genotyp CYP2D6 (*1, *3, *4, *6, delece ¢i multiplikace byl stanoven pomoci nested
PCR-RFLP (Buzkova et al., 2008). Stru¢né, long range amplifikace probéhla v MyCycler
(BioRad, USA) v nésledujicich cyklech: pocatecni denaturace (2 min, 94 °C), nasledovana
35 cykly denaturaci (20 s, 94 °C), anelaci (70 s, 57 °C), extenzi (345 s, 68 °C) a zakon¢ena
findlni extenzi (7 min, 68 °C), v reakéni smési obsahujici genomickou DNA (100 ng),
primery (P100/P200, 0.240 uM), jeden LA PCR pufr (Top-Bio s.r.o. Praha, Ceska
republika), dNTP (500 pM, Fermentas, Litva), MgCl, (1.7 mM, Top-Bio s.r.o. Praha,
Ceskéa republika) a LA Polymerdazu MIX (1,5 jednotek, Top-Bio s.r.o. Praha, Ceska
republika). PCR produkt byl pak pouzit v PCR programu skladajiciho se z pocatecni
denaturace (2 min, 94 °C), nasledovaného 25 cykly denaturaci (30 s, 95 °C), anelaci (40 s,
60 °C), extenzi (60 s, 72 °C) a zakoncena finalni extenzi (7 min, 72 °C) v reakéni smeési
obsahujici zfedény LA-PCR produkt spole¢né reakce (1 pl), jeden PCR pufr (Fermentas,
Litva), MgCl, (1.2 mM, Fermentas, Litva), dNTP (200mM, Fermentas, Litva),
rekombinantni Tag polymerdzu (0,75 jednotek, Fermentas, Litva) a primery (20 pM)
specifické pro ptislusné alely: P51/D2 pro CYP2D6*3, P*3/P2 pro CYP2D6*4 a *6.
Produkty ziskané ztéto PCR reakce byly inkubovany s restriktdzami BsaAl (New
EnglandBiolabs, USA) pro CYP2D6*3, resp. BstNI (New England Biolabs, USA) pro
CYP2D6*4 a *6 ptes noc pii 37, resp. 60°C. Fragmenty byly nésledné separovany pomoci
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elektroforézy na agarovém gelu (3 %, Top Vision, Fermentas, Litva) a vizualizovany po
barveni ethidium bromidem pod UV svétlem. Pritomnost duplikované alely byla stanovena
pomoci long range PCR amplifikace a pouziti primert Cypl7/Cyp32. Ostatni podminky
byly identické.

Genotyp MDRI1 byl stanoven, jak bylo popsano v (Pechandova et al., 2006),
metodou upravenou dle (Cascorbi et al., 2001). Stru¢né, DNA amplifikace byla provedena
v MyCycle thermocykleru (Biorad Laboratories, Hercules, CA) v nasledujicich cyklech:
pocatecni denaturace (2 min, 94 °C), nasledovana 35 cykly denaturaci (30 s, 94 °C),
anelaci (45 s, 60 °C), extenzi (60 s, 72 °C) a zakoncena findlni extenzi (7 min, 72 °C),
v reakéni smési obsahujici genomickou DNA (60 ng), primery (sekvence jako v (Cascorbi
et al., 2001), 8 nM), PCR pufr (Top-Bio s.r.o. Praha, Ceska republika), dNTP (200 pM,
Fermentas, Litva), MgCl, (1.7 mM, Top-Bio s.r.o. Praha, Ceska republika) a Taq DNA
Polymerdzu (0,5 jednotek, Top-Bio s.r.o. Praha, Ceska republika) a doplnéna
deionizovanou vodou na findlni objem 0,025 ml. Produkty ziskané z této PCR reakce byly
inkubovany s restriktazami Xapl BseNI a BshNI (New England Biolabs, USA). Fragmenty
byly nasledné separovany pomoci elektroforézy na agarovém gelu (3,5 %, Top Vision,

Fermentas, Litva) a vizualizovany po barveni ethidium bromidem pod UV svétlem.

3.3.8. Farmakokineticka analyza

Farmakokinetické parametry byly vypocteny pomoci programu WinNonlin® (verze
5.3, Pharsight, USA). Aktualni ¢asy odbérl byly pouZity pro farmakokinetické vypocty.
Standardni farmakokinetické parametry byly vypocteny pro kazdy subjekt a periodu.

3.3.9. Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena na programu MedCalc (v- 12.1.4.0, MedCalc
Software bvba, Belgie). Farmakokinetické parametry Cmax a AUC kazdého subjektu byly
srovnany pomoci ANOVA pro vypolet intra-individualni variability. Totéz bylo
provedeno pro parcidlni AUC. Inter-individudlni variabilita byla vypoctena zavedenym
vypocétem pro CV, tedy standardni odchylka délena aritmetickym primérem a vyjadiena

jako procento).
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4. Vysledky

4.1. Metoda na analyzu sufentanilu v lidské plazmé

Efekt matrice m¢l opacny vliv na oba analyty: signal sufentanilu byl snizen o 25,0 %
a 32,32 % pro QCI1, resp. QC3, signdl fentanylu byl zesilen o 64,3 %. CV IS-
normalizovaného MF nebyl vyss§i nez 15 %.

Kalibrac¢ni kiivka (pomér plochy piku sufentanilu ku IS proti koncentracim analytt
v lidské plazmé) byla linedrni pro rozpéti koncentraci 16 pg/ml — 1000 pg/ml.

Preciznost a pfesnost jsou shrnuty v Tab. 11.

Tab. 11: Preciznost a presnost vyvinuté metody stanoveni sufentanilu v ramci validace

LLOQ LQC MQC HQC
Preciznost | Pfesnost | Preciznost | Pfesnost | Preciznost | Pfesnost | Preciznost | Pfesnost
(RSD%) | (%) | (RSD%) | (%) | (RSD%) | (%) | (RSD%) | (%)

iﬁtrj‘gsnm 10.5 100.6 | 444 1044 | 433 97.5 2.58 96.5

?ﬁejlfge)nm 10.4 93.5 3.83 1029 | 570 93.3 4.29 94.3

Chromatogramy 6 blank vzorkd byly porovnany s chromatogramy kalibra¢niho

Vv

Obr. 6 a 7 lze vidét, ze nedochazi k zadné interferenci endogennich latek ¢i metaboliti

v retenénich ¢asech IS nebo sufentanilu.
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Obr. 6: Chromatogram blank vzorku
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 7B

RT: 5.74 ML: 8.58E3
10 A4 24058 TIC M3 ICIS
2
5
T
60
5
4
2 RT: 5.85
Ak 8003
2
RT: 7.50
10 RT:8.83 ., 1
AA 400 Ak 2048

E1||r'||r|||r1|r[1|r|||r1|[|1| L L L L L L L
1 2 3 4 5 ] 7 g e
Timne {mnin)

Obr. 7: Chromatogram vzorku na hladiné LLOQ

Stejné tak nedochdzelo ke carry-over efektu: v blank vzorcich analyzovanych hned
za QC3 nebyly naméfeny piky vétsi nez 20 % dolniho limitu kvantifikace a 5 % interniho

standardu.

4.1.1. Aplikace metody

Vysledky genotypizace jsou shrnuty v Tab. 12. Primémé farmakokinetické
hodnoty jsou shrnuty dle genotypt v Tab. 13. Nebyly zaznamenany zadné statisticky

signifikantni rozdily mezi genotypy.

Tab. 12: Zastoupeni alel pro MDRI1 (C434T, G2677T, G2677A4) a OPRM1 (A118G) v studijni populaci

C343T | G2677T | G2677A | A118G
WT-homozygoti 4 3 24 21
Heterozygoti 10 9 1 4
Homozygoti pro variantni alelu 11 7 0 0
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Tab. 13: Farmakokinetika v zavislosti na jednotlivych genotypech MDRI (C434T, G2677T, G26774) a
OPRM1 (A118G) v studijni populaci

Cmax (pg/ml) | AUCo-+ (pg.min/ml) t12 (min)

C343C 346.42 (201.23) 110519 (15921) 306.81 (240.95)
C343T 422.89 (633.44) 102581 (73039) 420.73 (135.49)
T343T 300.21 (177.9) 88380 (50707) 384.9 (128.34)
G2677G/T/A | 248.7 (86.64) 105684 (55091) 419.7 (212.24)
T/A2677T/A | 257.89 (240.69) 75265 (57863) 331.73 (58.91)
Al118A 370.88 (449.71) 96315 (47601) 374.46 (148.21)
A118G 282.07 (138.19) 104366 (101326) 451.21 (165.46)
4.2.  Neklinicka studie

34 potkanii bylo randomizovéano, znichz 26 dokoncilo vSechny tii periody. 8

potkant ptedc¢asné ukoncilo studii z ddvodu smrti (2) nebo ucpaného katetru (6). Smrt

nesouvisela s podanim abirateronu.

Primérné farmakokinetické profily lze vidét v Obr. 8. Casy pro jednotliva podani

jsou pro piehlednost v grafu oddéleny péti minutami (a¢ jsou soucasné), ze stejného

divodu chybové kiivky jsou zobrazeny pouze v jednom smeéru, a¢ jsou ve skutenosti

obousmérné.

1.0+
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0.0

0

-0.2-

i ODP

4@ Positive control
4 Test prototype 1
¥ Test prototype 2

1 - T
J}O 60 90
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210

T T 1
240 270 300

Obr. 8: Prumérné farmakokinetické profily pro jednotlivé lékové formy

Spocitané farmakokinetické parametry jsou shrnuty v Tab. 14 vcetné statistického

zhodnoceni. Jak je patrno z primérnych kiivek, vSechny tfi testované piipravky, tj.

pozitivni kontrola a oba testované prototypy, dosahly vysS$i absorpce a expozice nez
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ptipravek ptivodni, ODP. U pozitivni kontroly navyseni pfiblizné€ o 45 % pro Cmax i AUC
bylo na hranici signifikance: 90 % konfiden¢ni interval 99.73 —215.0 a 99.75 —209.7 pro
Cmax, resp. AUC. U obou testovanych prototype uz prototype jiz navySeni dosahlo
signifikance: prototyp T1 dosahoval expozice ptiblizné 200% oproti ODP, s konfiden¢nimi
intervaly 130.1 —284.9 a 145.1 —309.4 pro Cmax, resp. AUC, pro T2 byla pak expozice
nejvyssi, priblizné 250% s konfiden¢nimi intervaly 179.16 —391.84 a 180.7 —385.1 pro
Cmax, resp. AUC. Za pozornost stoji pak 1 Tmax, ktery nebyl signifikantné¢ zménén u
zadného z testovanych ptipravkl oproti ODP, ale pro pozitivni referenci vySel na hranici
signifikance mens$i, zatimco u obou testovanych pfipravki se spiSe klonil k vys§Sim
hodnotam. Zda se tedy, ze pozitivni kontrola navysila expozici spiSe urychlenim absorpce,
zatimco oba prototypy jejim prodlouzenim.

Tab. 14: Farmakokinetické parametry abirateron acetdtu po administraci krysam (n = 26) ve 4 lékovych

formach. Hodnoty jsou dany jako priumér (SD) pro Cmax, AUClast, median (rozmezi) a pomer
geometrickych primeri (90% konfidencni interval) pro T/R

Lékova Cmax T/R Cmax AUClast T/R AUC Tmax T/R Tmax
forma [ng/ml.g] [%] [mg/ml.min.g]| [%] [min] [%]
0.2485 NA 32.60 108
ODP (0.1904) | (NA) @337y | NAMNA) | (28— NANA)
239)
Pozitivni | 0.3571 1464 47.59 1446\ 75 7271
roron | @312y | 973 RO 99.75— | @7- | (50.94-—
: 215.0) : 209.7) | 245) | 103.79)
192.6 2019 | 123 | 1194
T1 (8'322) (130.1 - (gg'gé) (145.1—- | G1- | (83.09-
: 284.9) : 3004) | 242) | 171.71)
265.0 2638 | 150 | 1297
T2 (83%22) (179.16 - (Zj'(s);) (180.7— | (60— | (90.26—
: 391.84) : 385.1) | 241) | 186.39)

Faktor periody a lékové formy byl statisticky signifikantni pro Cmax a AUC, zadny
z faktori nebyl statisticky signifikantni pro Tmax, stejné¢ jako faktor sekvence nebyl

statisticky signifikantni pro Zadny z farmakokinetickych parametra.

4.3.  Klinicka studie

Do studie bylo randomizovano 24 subjektd (12 muzi a 12 Zen) s primérnym vékem

24,83 + 2.03 let a BMI 21,98 kg/m?. Zakladni demografické parametry se neliSily mezi
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muzi a Zenami. Ve studii bylo 12 subjektii (6 muzi a 6 zen) s homozygotni wild-type
alelou a 12 subjektti (6 muzi a 6 Zen) s homozygotni C3435T mutaci v MDR1 exonu 26.
Mezi nimiz bylo identifikovano 7 subjekt s 2D6*4 alelou, 5 heterozygott a 2 homozygoti,
jeden z heterozygotii pak mél duplikovanou alelu *2. U jednoho subjektu pak byla
identifikovana delece genu CYP2D6.

Primérné farmakokinetické profily lze vidét na Obr. 9 a Obr. 10 pro nabumeton,
resp. 6-MNA a primérné farmakokinetické parametry jsou shrnuty v Tab. 15 a Tab. 16.
Celkové v 17 a 3 ptipadech z 24 individuélni FK profily vykazovaly dvojity pik (definovan
jako hodnota alespont o 15 % vys$si nez hodnota ptredchozi a nasledujici) pro nabumeton,

resp. 6-MNA.
Mean pharmacokinetic profile of nabumetone
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Obr. 9: Prumeérné FK profily nabumetonu (n = 24) po podani 500 mg
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Mean pharmacokinetic profile of 6-MNA
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Obr. 10: Prumérné FK profily 6-MNA (n = 24) po podani 500 mg nabumetonu

Tab. 15: Prumérné farmakokinetické hodnoty pro nabumeton (n = 24), priumér = SD

Cimax, mg/1 0,56 + 0,20

tmax, h 8,63 £7,05

AUCust, h.mg/l | 18,07+ 7,19

MRT, h 28,65 +5,54

ClL I/h 30,37 + 17,09
vd, 1 1045,72 + 643,44
tiz, h 26,05 £ 15,99
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Tab. 16: Primerné farmakokinetické hodnoty pro 6-MNA (n = 24), primeér = SD

Cumax, mg/1 12,75 £ 1,42

tmax, h 7,50 £ 6,87

AUClast, h.mg/l 633,25+ 177,64

MRT, h 33,59+ 3,30
Cl, I/h 0,77 £ 0,23

vd, 1 29,66 + 9,72
tiz, h 27,82 £7,47

Pro nabumeton nebyly zaznamendny zadné statisticky signifikantni rozdily mezi
pohlavimi at’ uzZ v AUC, Cmax nebo v clearance. Primérnd hodnota AUC pro nabumeton
byla 17,87 = 7,53 h.mg/l a 18,27 + 6,22 h.mg/l pro muze, resp. Zeny, a odpovidajici
hodnoty pro Cmax byly 0,49 £ 0,18 mg/l a 0,62 + 0,18 mg/l a pro clearance 30,88 + 18,93 a
29,87 + 13,43 1/h.

Pro 6-MNA, primérna hodnota AUC byla vy$§i u muzl neZ u Zen s
odpovidajicimi primérnymi hodnotami 721,23 + 185,53 a 545,27 £ 97,69 h.mg/l (p =
0,013), a clearance byla naopak vyssi u zen (0,88 + 0,18 1/h) nez u muzt (0,65 + 0,22 1/h, p
= 0,019). Pro Cmax Zadné statisticky signifikantni rozdily zaznamenany nebyly, 13,16 +
1,45 mg/1 byl primérny Cmax u muzil, u Zen pak 12,34 + 1,17 mg/1.

Srovnani koncentraci dle genotyp pro MDR1 nevedlo k odhaleni zadného jasného
vlivu mutace C3435T na koncentrace nabumetonu, 6-MNA nebo jejich poméru. Ackoliv
byly objeveny kusé ,statisticky signifikantni rozdily* mezi expozicemi, jejich
nepravidelnost svédci spiSe pro ndhodny jev. Podobny vysledek byl pozorovan pro
CYP2D6. Vzhledem k tomu, Ze bylo mezitim odhaleno, Ze nabumeton se metabolizuje
CYPI1A2 (Turpeinen et al., 2009) a 6-MNA CYP2C9 (Matsumoto et al., 2011), nejedna se
zcela prekvapivy vysledek.

Intra-individudlni variabilita nabumetonu a 6-MNA je sumarizovana v Tab. 17.
ISCV nabumetonu pro AUC byla 14,50 % a 15,32 % pro muze, resp. Zeny. Odpovidajici
hodnoty pro AUCy.3 byly 16,48 % a 22,46 %, pro AUCas.10 26,14 % a 12,04 %, pro AUC12-
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96 15,85 % a 16,67 % a pro Cmax 11,66 % a 14,95 %. Podobné ISCV 6-MNA pro AUC byla
7.58 % a 4,27 % pro muze, resp. zeny, a odpovidajici hodnoty pro AUCo.3 byly 7,49 % a
13,13 %, pro AUC4-10 5,89 % a 7,29 %, pro AUC1296 7,85 % a 4,03 % a pro Cmax 5,99 % a
4,64 %.

Tab. 17: Intra-individudlni variabilita hodnot AUC a Cmax (n = 24) pro 6-MNA a nabumeton

Nabumeton 6-MNA
AUClast, % 15,59 6,40
AUCo3, % 19,94 10,47
AUC4.10, % 20,02 7,04
AUC12.96, % 17,60 6,46
Crmax, % 13,66 5,42

Inter-individualni variabilita (CV) z faze A pro nabumeton i 6-MNA je shrnuta v
Tab. 18. CV nabumetonu pro AUC bylo 42,15 % a 34,02 % pro muze, resp. zeny.
Odpovidajici hodnoty pro AUCo.3 byly 48,64 % a 35,47 %, pro AUC4.10 52,58 % a 28,51
%, pro AUC12-96 45,05 % a 33,63 % a pro Cmax 37,12 % a 29,66 %. CV 6-MNA pro AUC
bylo 11,00 % a 9.44 % pro muze, resp. zeny a odpovidajici hodnoty pro AUCy.3 byly 19,53
% a 26,43, pro AUC4.10 13,54 % a 16,65 %, pro AUC12-96 28,41 % a 20,24 % a pro Cmax
25,72 % a 17,92 %.

Tab. 18: Inter-individualni variabilita hodnot AUC a Cmax (n = 24) pro 6-MNA a nabumeton

Nabumeton 6-MNA
AUClast, % 39,79 28,05
AUCo3, % 43,00 23,70
AUC4.10, % 41,39 16,52
AUC12.96, % 39,54 29,78
Crnax, % 36,40 11,19
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5. Diskuse

5.1.  Validace metody pro sufentanil

Po netspéSném pokusu na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti, kde bylo
dosazeno jen prumérné senzitivity (dolni limit kvantifikace > 1 ng/ml) byl zvolen
hmotnostni spektrometr s triple stage kvadrupolem s MS/MS detekci. Zde bylo dosazeno o
nekoli fadl vyssi senzitivity: roztoky sufentanily s koncentracemi pod 1 pg/ml stéle
produkovaly perfektni piky s plochami > 5000 a nizkou variabilitou. Po SPE bylo stéle
dosazeno dolniho limitu kvantifikace 16 pg/ml s plochami pies 5000, pomérem piku
k Sumu > 10 a s akceptovatelnou piesnosti a preciznosti. Této senzitivity jiné metody
v literatufe dosahly ziidka, pouze Martens-Lobenhoffer a kol. (Martens-Lobenhoffer)
dosahli podobné citlivosti, a uctyhodné citlivda metoda podle Schmidt a kol. (Schmidt et al.,
2006) je citlivejsi.

Nékolik metod piiprav vzorki bylo pouzito, véetné jednoduché precipatace proteinii
acetonitrilem, nicméné nakonec stile pomérné jednoducha modifikace metody dle Liang a
kol. (Liang et al., 2011), zaloZena na promyti 1 % roztokem methanolu v DV, a naslednou
eluci methanolem, se ukazala byt nejspolehlivési.

Vyrobce pouzité kolony pro samotnou kapalinovou chromatografii (Phenomenex®)
pfimo doporucoval dvé mozné metody pro analyzu sufentanilu: s kyselou a zasaditou
mobilni fazi. Bazickd mobilni faze byla vyloufena velmi rychle, protoZe dochézelo
k §tépeni pikti sufentanilu, snad v disledku blizkosti pH mobilni faze k pKa sufentanilu.
Kysela mobilni faze navrZzend vyrobcem naproti tomu davala Cisté piky
s reprodukovatelnymi vysledky, a pfes pokusy o dal§i vylepSeni citlivosti jinymi
podminkami, popf. zjednoduseni izokratickou eluci, nakonec zlstalo u poskytnutého
navrhu vyrobcem: 95 % mobilni faze B (0,1 % roztok HCOOH v DV) a 5 % mobilni faze
A (0,1 % roztok HCOOH v DV) na pocatku eluce, s gradudlnim pfevracenim na 25 % faze
B a 75 % faze A ve 4 minutach. Stejné tak zména teploty eluce z 25 °C na 35 °C méla
zanedbatelny vliv na chromatografické rozliSeni, s n€kolika procentudlnimi zménami
v elucnich Casech a senzitivité. Jelikoz 25 °C zna¢né urychlovalo ekvilibraci, byla pouzita
tato teplota. Isokratické podminky se ukdzaly byt zcela nepouzitelné: 50 % a vice
methanolové faze prosté¢ vymylo okamzité cely nastiik z kolony. Na druhé strané vice
akvatické podminky, tj. méné nez 50 % methanolové faze, pfili§ neprospivali analyze
z hlediska separace pikli a rozSifovani piku pro sufentanil. Pod 20 % methanolové faze pak

prodlouZilo retenci obou analyti nad 10 minut.
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Kalibra¢ni kfivka (pomér plochy piku sufentanilu ku IS proti koncentracim analytd
v lidské plazmé) byla linedrni pfes pomérné Siroké rozpéti koncentraci 16 pg/ml — 1000
pg/ml. Horni limit byl zvolen na zaklad¢ ptedpokladanych koncentraci v klinickych
vzorcich, ostatné predchozi neuspésny pokus s hmotnostnim spektrometrem s iontovou
pasti s dolnim limitem kvantifikace ~1 ng/ml nezachytil zadné koncentrace sufentanilu
v testovanych klinickych vzorcich. Primérna kalibra¢ni kiivka méla tvar: y = 0,0118x +
0,0005 a R? = 0,9984 s variabilitou pod 5 % pro vSechny parametry. Toto Siroké kalibraéni
rozpéti teoreticky umoznuje vyuziti této metody nejen pro dospélé pacienty, ale i pro
pacienty pediatrické, u nichz jsou koncentrace povétsinou nizsi (Bartkowska-Sniatkowska
etal., 2016).

Metoda byla néasledné¢ uspés$né aplikovdna na klinické vzorky pacienti
podstupujicich operaci srdce, u nichz byl sufentanil pouzit v rdmci anestetick¢é medikace.
Pacienti byly zaroven genotypizovani na alely v genech pro MDR1 a OPRMI pro
stanoveni jejich vlivu na koncentrace sufentanilu. Mezi genotypy nebyly prokazany zadné
statistické rozdily v naméfenych a spocitanych farmakokinetickych parametrech.
V literatute pro Zzadny ztéchto genotypli rovnéZ nebyl prokazan zadny rozdil na
farmakokinetiku, ackoliv vliv na davkovani sufentanilu, vnimani bolesti pii jeho pouziti
byly opakované¢ popsano v literatute (De Capraris et al., 2011), (Camorcia et al., 2012), (Pu
et al., 2019), (Bartosova et al., 2019), (Zhao et al., 2019), a k podobnym vysledkiim jsme
dosly 1 v nasi studii, jeZ jsme prezentovali na konferenci Personal Genomes, 2013, ale jez
jsou mimo zabér této prace. Pro€ se tyto rozdily neodrazily 1 na koncentracich sufentanilu
neni zcela jasné. U MDRI1 toto miize byt dano tim, Ze koncentrace v periferii zcela
neodraZi koncentrace na misté u€inku, tj. v CNS. U OPRM1 toto miiZe byt jednak tim, Ze
OPRMI1 jakozto gen pro opioidni receptor samoziejmé sam o sobé nemd vliv na
koncentrace sufentanilu. Vliv je nepiimy: mutace v receptoru miiZe zpisobit nedostate¢nou
odpovéd’ na stejné koncentrace a pacient mize vyzadovat koncentrace vyssi, nicmén¢ tento
subjektivni parametr mize mit sam o sob& vyssi variabilitu a pocet subjekti s variantni
alelou (4), a to jen v hetoregenni uspotadani, mohl byt nedostate¢ny pro prikaz tohoto
rozdilu. Navic pacienti v anestézii pod vlivem vét§iho mnozZstvi latek mohou mit pfipadné

sniZenou odpovéd’ na sufentanil zcela zasttenou.

5.2.  Neklinické studie

Jak bylo zminéno na zacatku, abirateron je lé¢ivo s vysokou variabilitou a

s vysokym vlivem jidla na absorbci U€inné latky. Vyvoj lékové formy, jez by navysila
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biodostupnost abirateronu na la¢no by bylo v kone¢ném disledku mozno eliminovat efekt
jidla a navic snizit davkovani. V ramci tohoto vyvoje bylo na VSCHT pfipraveno vicero
prototypd, u nichz bylo potieba vyhodnotit in vivo jejich FK vlastnosti a vyhodnotit
piipadné sniZeni variability.

Farmakokinetické studie u zvifat jsou povétSinou provadény s tzv. ,sparse
sampling®, tedy v modelu, kdy farmakokinetické profily jsou konstruovany z vicero zvitat,
pricemz kazdé¢ zvite do tohoto profilu piispiva pouze jednim az tfemi body. Je tomu jednak
proto, jak problematické mohou byt opakované nabéry zejména u hlodavci, a rovnéz
proto, ze takovy pfistup ma potencidlné¢ mensi vliv na zdravi zvifete a je tedy mozné u
takového zvitete sledovat i nezastfenou toxicitu podané latky (Burtin et al., 1996). Na
druhou stranu je takova pfistup naprosto nevhodny pro popis variability, kdy 1ze jen stézi
popsat i inter-individudlni variabilitu, tedy variabilitu v populaci, natoz variabilitu v ramci
jednotlivce, nebo pro srovnani Iékovych forem, kdy se pravé snazime vynulovat v§echnu
variabilitu, krom¢ variability jediné — té mezi 1ékovymi formami. Za timto ucelem se
nejcastéji provadi srovnani expozic po podani riznych 1ékovych forem stejnym subjektim,
ve stylu klasické bioekvivalenéni studie. Takové studie jsou velmi uzitecné a flexibilni
schopné dle designu identifikovat zadanou variabilitu. V paralelnim designu, kdy se
jednoduse srovna jedna lékova forma v jedné skupiné a druhd lékova forma ve skupiné
jiné, ziskame variabilitu celkovou. V mirné¢ komplexnéj§im designu, cross-over, kdy se de
facto po paralelni studii zopakuje studie stejnd — tentokrat s prohozenymi lékovymi
formami v ramci skupin, jsme jiz schopni celkovou variabilitu rozd¢lit na variabilitu inter a
intra-individudlni. Konecné, opét zopakovanim celé cross-over studie, tedy provedenim
studie replikované, Ize urcit ISCV a CV pro jednotlivé Iékové formy (EMA, 2010).

Provedeni podobné studie je vSak pravé pomérné narocné na odbér velkého
mnozstvi vzorkll od jednoho subjektu, coZ u ¢lovéka povétsSinou nemusi byt problém, u jiz
zminénych hlodavct je problematické provedeni zna¢ného mnozstvi odbérti a konecné i
celkovd ztrata krve muze snadno piesahnout kritickou hranici — asi 15 % celkového
objemu krve.

Krev je od zvitat, specificky od potkand, klasicky odebirdna z ocasu, popf. z retro-
orbitalniho zilniho plexu. Toto se ukdzalo jako prakticky neproveditelné vzhledem k délce
a poctu opakovanych nabérti. V tomto piipadé byla jedind moznost a to provést pied
samotnou studii u vSech potkanli katetrizaci. Aby se pfedeslo vykousavani a dal$im
problém, potkani jednak museli byt chovéni po jednom a katetr bylo nutno umisit na hibet

tésn¢ za hlavu. Za timto c¢elem byla provedena operace, kdy se do a. carotis zavedl katetr,
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jenz se pak podkoznim tunelem zavedl za hlavu na hibet. Pfesto u jednoho ze studijnich
potkanii doslo k vytrzeni katetru a ndsledné exsangvinaci.

Dalsim problém se ukazal byt pocet testovanych Iékovych forem. Jednalo se jednak o
expozice oproti referenci, a nasledné¢ dva prototypy. To by znamenalo 12 sekvenci o
ctyfech periodéach, aby se kazdd formulace otestovala proti kazdé formulaci, a a¢ pocet
sekvenci lze zjednodu$it ve Wiliamsové planu na 4, pocet period by stdle mohl
predstavovat nesnaze z hlediska ¢asové narocnosti, funkc¢nosti katetru, ¢i jeho infekci,
objemu krve atd. Z tohoto diivodu byl nakonec zvolen plan studie s neuplnym blokem, kdy
kazda sekvence obsahuje mensi pocet formulaci, nez kolik je celkové testovano: v nasem
pfipadé¢ kazda sekvence obsahovala vzdy pouze 3 ze 4 formulaci. Aby se pak
minimalizoval faktor periody, lékové formy se pfifazuji tak, aby byl plan studie
balancovany napfi¢ periodam, tedy aby kazda 1ékova forma se v kazdé period¢ opakovala
stejnym poctem, viz Tab. 10. Ackoliv v takovém planu studie Zadny ze subjekti/zvirat neni
vystaven vSem Iékovym forméam, je stile mozné odhadnout rozdily v pramérné
biodostupnosti mezi faktory kterékoliv dvojice 1€kovych forem se stejnym stupném
presnosti jako v planu studie klasickém, a je rovnéz mozné odhadnout nepokiivené
formulac¢ni faktory (Chow and Liu, 2009).

Wash-out perioda se zvolila konzervativné na 48 hodin. Abirateron ma pomérné
kratky polocas a pravdépodobné by dostacovalo 1 24 hodin, nicméné ke snizeni narazového
stresu pro zvifata byl mezi jednotlivé administrace vloZen jeden den pro jejich zotaveni.
Tato perioda opravdu zcela dostacovala, v zddnych predose vzorcich z druhé a tieti periody
nebyl abirateron detekovan.

Ve studiich srovnavajicich expozice po podani riznych Iékovych forem se vétSinou
podava jedna stejna davka vSem subjektlim, protoZze kazdy subjekt je sdm sobé kontrolou a
pfipadné hmotnostni rozdily mezi subjekty tedy nehraji roli. Toto bylo u€inéno 1 zde, a
znacné to 1 zjednodusilo ptripravu suspenzi k aplikaci a zptesnilo davkovani. Jelikoz vSak
jejich hmotnost a fyziologie je mnohem méné stabilni neZ u lidi, namétené koncentrace se
pred farmakokinetickou a statistickou analyzou vztahly k aktudlni hmotnosti zvifete v dané
periodé.

Naproti tomu odbérovy interval nebyl zvolen dostatecné¢ dlouhy. Na zakladé
literarnich dat, kde Tmax je udavan nanejvyse 2 h (Gurav et al., 2012) bylo ptfedpokladano,
ze 4 hodiny odbérti budou zcela dostacujici. Vzhledem k tomu, Ze i primérna kiivka T2

vykazuje rist koncentrace 1 v poslednim bodu odbérti, coz je tkaz, jejz vykazovala asi
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polovina vSech individualnich farmakokinetickych profili potkanii exponovanych T2,
dostacujici nebyl. Stalo se tak nejspiSe proto, Zze nové lékové formy vykazovaly
prodlouzené ¢i rozsifené absorp¢ni okno, jez vedlo jednak k zvySené expozici, rovnéz pak
pravé k oddaleni Tmax. U abirateronu se piedpokladd, ze jeden z mechanismi snizené
biodostupnosti je skutecnost, Ze poté, co se abirateron rozpusti v nizkém pH Zzaludku, ve
stieve, kde je pravdépodobné nejvice vstiebavan, dochézi k jeho precipitaci a naslednému
vylouceni — asi 55 % podané davky je vylouceno jako abirateron acetat (Acharya et al.,
2013). Nové Iékové formy byly navrzeny prave pro vyfeseni tohoto problému. Prvni nova
lékovd forma (T1) obsahuje HPMC Methocel ES, ktery je silnym precipitacnim
inhibitorem. Druhd nova Iékova forma (T2) vyuziva jiného principu, a to s ,,ladénym*
uvoliovanim, kterd obsahuje HPMCA-LF, polymer Spatné rozpustny v kyselém pH (a tedy
v zaludku), kdy nedojde tedy k vysokym hladindm supersaturace a latka je absorbovéana
pted precipitaci. Tento polymer navic ma rovnéz mirny inhibicni efekt na precipitaci, ktery
muze pomoci v absorci abirateronu. Pro srovnani pozitini kontrola obsahuje Soluplus®,
excipient hojné vyuzivany pro zvySeni solubilizace, ¢ehoz dosahuje tvorbou micel.
V disolu¢nich experimentech (blize popsanych v (Boleslavskd et al., 2020)) bylo toto
chovani potvrzeno, kdy pozitivni kontrola pomérné dobfe disolvovala v kyselém pH
s tendeci k supersaturaci v biorelevantnim médiu FaSSIF (tj. Fasted Stated Simulated
Intestinal Fluid, simulovana intestinalni tekutina na la¢no o pH = 6,5). Ne zcela optimalni
vysledek v in vivo lze vysvétlit tim, Ze samotné solubilizace ve formé micel nemusi vést ke
zvyseni absorpce, jak bylo ukdzano pro jiné micelarni systémy, kde dochazelo k poklesu
toku pfes intestinalni sténu ve chvili, kdy byla zvySena rozpustnost ve vod¢é (Miller et al.,
2011). Na druhou stranu nova formulace T1 se rozpustéla nejlépe v kyselém pH a rovnéz
supersaturovala ve FaSSIF, na rozdil od pozitivni reference vSak toto nebylo dano
zvySenou solubilizaci, ale inhibici precipitace a zfejmé proto doslo k zvySené absorpci jak
proti pozitivni referenci, tak proti originalnimu ptipravku (asi 200 % expozice oproti
kterého dochéazelo také k nejvy$Sim hladindm supersaturace. Diky pH-responzivnim
polymeru dojde pfi zméné pH k uvolnéni abirateronu. Jak se abirateron vstiebava, vice
muze byt opet uvolnéno, coz vysvétluje rovnéz i zméneény charakter primérné FK kiivky

s opozdénim Cmax. (Boleslavska et al.).
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5.3.  Klinicka studie

Pro vyhodnoceni intra-individualni variability nabumetonu a jeho aktivniho
metabolitu 6-MNA, a efektu pohlavi byl opét zvolen model BES, tentokrat vSak na
zdravych dobrovolnicich. Vzhledem k tomu, ze vSak nebylo zdmérem srovnavat vice
lékovych forem, ale jen jednu, intra-individudlni variabilitu bylo Ize zhodnotit i
v klasickém cross-over planu studie.

K stanoveni intra-individualni variability byl tedy opét pouzit klasicky BES plan
studie, cross-over. Zatimco v ramci bézné cross-over BES je dobrovolnikovi podana jedna
1¢kova forma v prvni period¢ a v dalsi period¢ 1ékova forma druhd, zde se podala dvakrat
stejna 1ékova forma stejnému dobrovolnikovi, ¢imz navic odpadla nezadouci mezi-
formulaéni variabilita a bylo mozno kvantifikovat opravdu Ccistou variabilitu intra-
individudlni.

Intra-individualni variabilita farmakokinetiky je zdsadn¢ dilezitd pro uspéch 1écby a
stabilitu terapeutické odpovédi u daného pacienta v Case. Kvili nedostatku dat pro ISCV
nabumetonu v literatuie pfesny vypocet populaéniho vzorku nebyl mozny, byl tedy zvolen
plan studie 12+12 na zdklad€ toho, ze obecné 12 subjektli je minimalni pocet stanoveny
pro BES regula¢nimi autoritami a je vhodny téz ke zhodnoceni FK rozdili mezi pohlavimi.

Stanovené farmakokinetické profily vykazovaly dvojity pik, jak bylo publikovano jiz
diive pro 6-MNA (Lee et al., 1995) i parentni latku (Kobylinska et al., 2003). Tento
fenomén je nejcastéji zplisoben enterohepatalnim obéhem, coz pro nabumeton neni mozné,
vzhledem k absenci funkéni skupiny schopné konjugace. I pro 6-MNA toto bylo vylou¢eno
jiz dfive (Brett et al., 1990). Z tohoto divodu lze piedpokladat spiSe interakci mezi
nabumetonem a 6-MNA s Zlu€ovymi kyselinami a vytvafeni micel, jak bylo popséno pro
beta-blokatory (Davies et al., 2010).

AUC nabumetonu byla asi stokrat vy$si v nasi studii neZ ve studii Kobylinska a kol.
(Kobylinska et al., 2003): 18,07 mg.h/l vs. 0,19 mg.h/l, a Cmax byl asi 40 vyssi: 0,56 mg/l
vs. 0,014 mg/l. V nasi studii byla navic pouZita polovi¢ni davka oproti studii Kobylinske
(500 mg vs. 2x500 mg). Vzhledem k tomu, ze neexistuje dalsi studie s FK nabumetonu a
popis studie Kobylinske je velmi stru¢ny, tyto rozdily 1ze jen téZko vysvétlit. Protoze vSak
naSe hodnoty pro 6-MNA jsou velmi blizké hodnotam v jinych studiich (Kendall et al.,
1989), (Nobilis et al., 2003), 1ze ptfedpokladat, ze i hodnoty nabumetonu budou obdobné, a
ze v této studii popsané koncentrace nabumetonu odpovidaji koncentracim skutecnym. Ve

studii Nobilise a kol. (Nobilis et al., 2003) nebyly nabumeton viibec detekovan, ale toto
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veelku odpovidé jimi reportovanému dolnimu limitu kvantifikace, kterého nedosahly ani
maximalni koncentrace u n¢kterych dobrovolnikii z nasi studie.

Nase studie nakonec nepotvrdila vysokou variabilitu pro nabumetonu, s ISCV 15,56
% pro AUC a 13,66 % pro Cmax je tato variabilita pouze primérnd. Na rozdil od bézné
situace bylo Cmax stejné variabilni jako AUC, coz bylo pravdépodobné zplsobeno
nestandardni farmakokinetikou nabumetonu, specificky dvojitym pikem. Po oxidaci na 6-
MNA klesla variabilita na minimum, 6,40 % pro AUC a 5,42 % pro Cma. Toto je
ocekavané pozorovani, metabolit je ¢asto mén¢ variabilni, pfedev§im u 1é¢iv, u kterych je
limitujicim faktorem metabolické pfemény pratok jatry, a kdy metabolismus neni pfili$
komplexni (Midha et al., 2005). ISCV nabumetonu byla mirn¢ vyssi predev§im pro
pocatecni koncentrace, 19,94 a 20,02 pro AUCo-3, resp. AUCas.10 vs. 17,60 pro AUC12-9,
coz odpovida vysoké variabilit€ v Tmax (Davies, 1997). Podobnd, dokonce mirné vyrazné;si
situace byla i u 6-MNA, kdy AUCy3 vykazovalo ISCV 10,47 %, zatimco AUCas.10 a
AUCi2.96 7,04 %, resp. 6,46 %. Pro CV byla situace u nabumetonu stejna, AUCo-3
vykazovalo 43,00 %, pro AUC4.10 CV kleslo na 41,39 % a pro AUCi2-96 az na 39,54 %. U
6-MNA CV kolisala, z 23,70 % pro AUCo3 klesla na 16,52 % pro AUCs.10, pak opét
stoupla na 29,78 % pro AUC2-9s.

Pro nabumeton, na rozdil od 6-MNA, nebyly zaznamenany signifikantni rozdily ve
farmakokinetice 1é¢iv mezi pohlavimi. Toto miiZze byt jednak zplsobeno tim, ze tyto
rozdily jsou aZ v clearance 6-MNA, jak bylo pozorovéano: zvySena clearance 6-MNA u Zen
by logicky vedla ke sniZené expozici 6-MNA u této skupiny, ale neméla by efekt na
expozici nabumetonu. Toto by bylo mozné vysvétlit snizenym distribu¢nim objemem 6-
MNA (hydrofilni molekula oproti nabumetonu) a tedy rychlejsi clearance (viz kapitolu
1.1.1.2 Pohlavi). Na druhou stranu absence signifikantnich rozdili mohla byt také
zptisobena nékolika ndsobné vyssi variabilitou farmakokinetiky nabumetonu neZ 6-MNA,
kdy ptipadné rozdily mezi pohlavimi byly zastfeny rovnéZz velkymi rozdily mezi

jednotlivei 1 v ramci jednotlivce.
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6. Zavér

Variabilita farmakokinetiky, at’ uz vramci jednotlivce, tedy variabilita intra-
individudlni, nebo mezi jednotlivci, tedy variabilita inter-individudlni, je naprosto zasadni
v klinické praxi i vyzkumu. Inter-individudlni variabilita komplikuje davkovani v populaci,
predevSim u 1éCiv s tzkym terapeutickym indexem, a muze vyzadovat individualizované
davkovani pro kazdého pacienta. Vysokd intra-individualni si pak miize vyzadovat
dlouhodobé¢ terapeutické monitorovani 1é¢iv predevsim u 1€Civ opét s uzkym terapeutickym
indexem, popf. u takovych, které nemaji jednoduse méfitelny zastupny parametr, rovnéz
pak komplikuje a prodrazuje farmaceuticky vyzkum.

V této praci jsou popsany postupy ke studovani této variability. Bylo vyuzito studii
s navthem odvozenym od bioekvivalen¢nich studii, jednak pro popis intra-individualni
variability nabumetonu u zdravych dobrovolniki a rovnéz efektu pohlavi na
farmakokinetiku. Podafilo se prokazat, ze intra-individudlni variabilita nabumetonu i jeho
aktivniho metabolitu 6-MNA je pouze primérna a lze jej tedy pomérné spolehlivé vyuzivat
v klinické praxi v rdmci jednoho pacienta. Ponékud vyssi variabilita inter-individudlni a
rozdily mezi pohlavimi ve farmakokinetice aktivniho metabolitu vSak poukazuji na
pripadnou nutnost optimalizovat davkovani pro konkrétniho pacienta. V neklinické studii
pak byl navrZen specidlni model pro rychlé a pomérné levné zhodnoceni biodostupnosti
vice novych l1ékovych forem abirateron acetdtu v potkanech, jejichz navySena expozice by
mohla snizit ndklady na vyrobu aktivni sloZky, zmirnit zamofovani prostfedi hormonalnim
disruptorem sniZenim exkrece vysokého mnoZstvi nevyuzité latky, a nakonec 1 moZna
usnadnit klinickou situaci eliminovanim vlivu potravy na expozici a tedy jednoho ze zdrojii
variability, alespoil za té€chto pfedpokladi: expozice s jidlem jiz nemiZze v zasad¢ rst,
pokud se v sytém stavu vstiebd 1 z originalni 1ékové formy vétSina podaného mnoZzstvi, a
expozice na lacno s novou lékovou formou vzrostla n€kolikanasobné. Ve vysledku dochézi
k pfibliZzeni expozic po jidle a na lacno, a tedy zmirnéni vlivu jidla.

Tento model byl uspéSné aplikovan s povzbudivym vysledkem, kdy byla popsana
vice nez 250 % zvySeni expozice oproti originalnimu piipravku. Pokud je ndm znamo,
jedna se o prvni pouziti planu studie s neuplnym blokem pro stanoveni relativni
biodostupnosti v neklinické studii na potkanech. Velmi dobra shoda vysledkil s in vitro
daty naznacuje, Ze tento model by mohl byt vyuzit v modernim vyvoji lékovych forem,
ktery je v soucCasné dobé na vzestupu a ve svoji dualezitosti jiz témét dosahuje vyvoj

novych molekul. Optimalizaci 1ékové formy lze totiz Casto napravit nevhodné vlastnosti
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molekuly, napt. nizkou systémovou expozici, vliv potravy, zévislost expozice na pH
zaludku apod., tedy problémy, jez se mohou objevit az v pozdé&jsi fazi vyvoje, kdy
optimalizace molekuly jiz neni zcela moznid. A al konecny prukaz vhodnych
farmakokinetickych vlastnosti v lidské populaci bude vzdy mozno ziskat az ve studiich
klinickych, vyuziti podobného modelu je vyhodné nejen ztoho ocividného hlediska

finan¢niho a casového, ale miize byt vhodnéjsi i eticky, bez exponovani zdravych

dobrovolnikii velkému mnoZstvi prototypil v ramci optimalizace 1€kovych forem.
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