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Projekt 09103-03-V04-00157: Vyvoj inovativnych analytickych metod
a validovanych protokolov na stidium farmakokinetiky inhibitorov
Janusovych kinaz

Vedecké ciele projektu a ich vyznam

Projekt bol zamerany na podporu personalizovanej lieCby pacientov s neSpecifickymi zapalovymi
ochoreniami ¢riev (IBD, z angl. inflammatory bowel disease) prostrednictvom vyvoja analytickych
nastrojov umoznujucich monitorovanie farmakokinetiky inhibitorov Janusovych kinaz (JAK
inhibitorov). Hlavnou motivaciou projektu bola klinickd potreba lepSie pochopit vztah medzi
expoziciou pacientov tymto lie¢ivam a ich klinickou odpoved’ou na liecbu, ¢o predstavuje jeden zo
zakladnych predpokladov terapeutického monitorovania lie¢iv (TDM, z angl. therapeutic drug
monitoring) a individualizacie lie€ebnych postupov.

Hlavnym ciel'om projektu bolo vytvorit’ metodické rieSenie pre sledovanie farmakokinetiky vSetkych
troch JAK inhibitorov schvalenych na lieCbu IBD, teda tofacitinibu (TOFA), upadacitinibu (UPA)
a filgotinibu (FILGO), a nasledne tento analyticky nastroj a ziskané poznatky vyuzit' pri Studiu
vzt'ahov medzi koncentraciami lie¢iv a odpoved’ou pacienta na liecbu. Stcast'ou projektu teda bolo
vyvinat a validovat’ inovativne analytické metédy umoziujtice spolahlivé stanovenie tychto lieciv v
komplexnych biologickych matriciach a zaroveil preskiimat’ alternativne analytické pristupy, ktoré
by mohli v budticnosti rozsirit’ praktické moznosti ich monitorovania.

V metodickej rovine sa projekt ststredil na dve vzajomne sa dopliajice oblasti. Prvou bola priprava
a validacia pokrocilych LC-MS/MS postupov uréenych na rutinné stanovenie JAK inhibitorov v
biologickych vzorkéach, vratane optimalizacie predanalytickych krokov a hodnotenia vhodnosti
roznych biologickych matric. Tato metodologia reprezentuje v rieSeni referencny nastroj hodnotenia
hladin JAK inhibitorov. Druhou oblast'ou bol zédkladny vyskum elektrochemickych vlastnosti JAK
inhibitorov, predovsetkym filgotinibu, ktory doposial’ nebol elektrochemicky charakterizovany.
Tento pristup bol v stulade s povodnym zdmerom projektu rozvijat’ nielen referencné analytické
metodiky, ale aj alternativne analytické pristupy s potencidlom budiiceho vyuZitia v klinickej a
analytickej praxi so Specifickymi vyhodami (prenosné zariadenia - portable devices, in vivo analyzy
- in vivo analyses).

Vyznam projektu spociva vo vyvoji takych analytickych metdd, ktoré poskytuju klinicky relevantné
informacie a st priamo aplikovatel'né do klinickej praxe. Vysledky tak vytvaraji potrebny metodicky
zaklad pre budlce klinické Stdie zamerané na identifikdciu farmakokinetickych ukazovatelov
odpovede/neodpovede  na  terapiu JAK  inhibitormi  avklinickej praxi  doélezith
optimalizaciu/personaliziciu terapie pacientov s IBD. Zaroven prindsaju aj nové poznatky o
fyzikalno-chemickych a elektrochemickych vlastnostiach skimanych lie€iv, ¢im rozSiruju stcasny
stav poznania v oblasti analytickej a farmaceutickej chémie.

Metodicky pohl’ad na vystupy projektu



Simultanna LC-MS/MS analyza JAK inhibitorov (TOFA, UPA, FILGO) pre
farmakokinetické profilovanie u IBD pacientov

1. Podstata a prinos metody

V ramci projektu bola vyvinutd a komplexne validovana simultinna HPLC-ESI-QQQ MS/MS
metoda umozitujica sucasné stanovenie vsetkych troch JAK inhibitorov schvalenych pre liecbu IBD
— tofacitinibu, upadacitinibu a filgotinibu — v jedinom analytickom cykle. Ide o prvy zjednoteny
analyticky protokol tohto druhu, ktory pokryva celi skupinu IBD-relevantnych JAK inhibitorov
jednou metdédou. Zasadnym prinosom pre klinické laboratoria je prave tato univerzalnost’:
laboratorium nepotrebuje vyvijat, validovat a rutinne prevadzkovat' samostatné metddy pre
jednotlivé lieciva — jedna metdda pokryje celé portfolio pacientov lieCenych ktorymkol'vek z tychto
troch lieCiv, o vyrazne znizuje naroky na vyvoj, validaciu a prevadzku.

2. Charakteristika metédy — robustnost’, rychlost’, prenositeI’nost’

Chromatograficka separacia je realizovand na Standardnej reverznofazovej C18 kolone (Kinetex EVO
C18, 2,6 um, 100 x 2,1 mm), teda na bezne dostupnom a v klinickych laboratoriach rutinne
pouzivanom type kolony, bez nutnosti Specidlnych alebo menej dostupnych stacionarnych faz. Popri
Standardnej C18 koldne bola v priebehu vyvoja metody testovana aj alternativna staciondrna faza na
baze porézneho grafitového uhlika (PGC). Tato alternativa vSak nepriniesla zlepSenie
chromatografickej separacie ani analytickej vykonnosti v porovnani s klasickou C18 kolénou. Na
zéklade tohto zistenia bola zvolena komeréne bezne dostupna C18 kolona, ¢im sa zabezpecila
jednoduché dostupnost’ a implementovatel'nost’ metddy aj pre bezné klinické laboratdria bez potreby
$pecializovaného, menej rozsirené¢ho typu kolony.

Mobilna faza pozostava z vodného roztoku kyseliny mravéej a metanolu — ide teda o Standardni,
komeréne dostupnti, jednoducho pripravitelni mobilni fdzu bez nutnosti neStandardnych
modifikatorov. Volba metanolu namiesto acetonitrilu bola zdmerna aj z hl'adiska tzv. ,,zelenej*
analytickej chémie (Green Analytical Chemistry) — metanol je menej nebezpecny a environmentalne
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Celkovy Cas jednej analyzy je 8 minut s d’al$imi 3 minutami potrebnymi na ekvilibraciu kolony pred
d’alSou injektazou, ¢o predstavuje celkovy injekény cyklus 11 minuat. Tato rychlost umoznuje
analyzovat’ priblizne 130 vzoriek za 24-hodinové obdobie, o je pre rutinnu klinicka prax kl'aCovy
parameter z hl'adiska priepustnosti (throughput) laboratoéria.

Predtprava vzorky je zalozena na progresivnej multikanalovej mikroextrakcii na tuhej faze (LSPE),
ktora si vyZaduje minimalne mnoZstvo biologického materidlu — postacuje 60 pl séra alebo plazmy
na jednu analyzu a umoznuje simultdnnu analyzu az do 96 vzoriek. Nizka spotreba vzorky je vyhodou
najma pri opakovanom, resp. sériovom odbere u pacientov v ramci opakovaného farmakokinetického
profilovania. Simultanna prediprava velkého poctu vzoriek sa odzrkadl'uje v zvySeni priepustnosti
(throughput) vzoriek, ¢o poskytuje vyznamny benefit pre rutinné klinické stanovenia v kontrolnych
laboratoriach. Vzhl'adom na pouzitie Standardnej C18 kolony, beZznej mobilnej fazy a komercne
dostupného SPE formatu je metdda lahko prenositelnd do inych laboratérii — nevyzaduje
Specializované, tazko dostupné vybavenie ani neStandardné chemikalie, Co predstavuje zdsadnu
vyhodu pre jej SirSie klinické zavedenie.

3. Valida¢né parametre



Metoda bola komplexne validovand v stlade s odportcaniami FDA pre bioanalytické metody.
Hodnotené parametre — selektivita, kalibrany model a linearita, presnost’ a spravnost’ (intra- aj inter-
day), medza kvantifikicie, vytaznost, matricovy efekt a stabilita — vyhoveli stanovenym
akceptacnym kritériam pre vSetky tri analyty v sére. Tieto vysledky potvrdzuji, ze metdda je nielen
rychla a jednoducho prenositel'nd, ale aj analyticky spolahlivd a robustna pre rutinné klinické
pouzitie.

4. RozSirenie na plazmu a limitacia pre filgotinib

Metdda bola nasledne validovana aj v matrici plazmy, kde upadacitinib a tofacitinib opat’ splnili
validacné kritérid FDA. V pripade filgotinibu v plazme neboli splnené vSetky validacné kritérid —
dovodom je s najvacsou pravdepodobnost'ou skutocnost’, ze pre filgotinib nie je komeréne dostupny
vlastny izotopovo znaCeny interny Standard, preto sa ako ndhradny (surogatny) interny Standard
pouziva znaceny UPA. Tento pristup sa osvedcil v sére, avSak komplexnejsie proteinové zlozenie
plazmy zjavne odliSne ovplyviiuje chromatografické a ioniza¢né spravanie filgotinibu a jeho
surogatneho interného Standardu, o vykonnost’ metody v tejto matrici znizilo pod akceptovatel'nt
uroven. Ako d’alSia mozna pricina sa Studuje linedrny kalibracny rozsah, rekalibracia so zmenou
linearneho rozsahu zlepsila validacné parametre filgotinibu, avSak na potvrdenie vhodnosti
rekalibracie bude potrebnd komplexna revalidacia analytického protokolu filgotinibu. Pre stanovenie
filgotinibu preto zostdva odporacanou matricou sérum.

5. KPucové zistenie: matrice nie su zamenitel’né

Napriek tomu, Ze obe metody (sérova aj plazmova) samostatne spifiaju validaéné kritéria, priama
porovnavacia analyza parovych klinickych vzoriek (plazma vs. sérum od tych istych pacientov)
preukazala systematické a analyt-Specifické rozdiely v nameranych koncentraciach. Pri upadacitinibe
bol pozorovany vyrazny negativny bias medzi plazmou a sérom so Sirokymi limitmi zhody, pri
tofacitinibe bola zhoda medzi matricami lepSia, avSak s narastajicim rozptylom pri vysSich
koncentraciach. Tieto rozdiely pravdepodobne nesuvisia s farmakokinetickou variabilitou, ked’Ze obe
matrice pochadzaji z tej istej krvnej vzorky, ale odrdzaji preanalytické a matricovo-$pecifické
faktory spojené s procesom zraZania krvi (napr. sekvestracia v koagulacnom trombe, zmeny
dostupnosti viazbovych proteinov). Tento efekt bol navyse zavisly aj od Struktiry lie¢iva.

Z praktického hladiska to znamend, Ze plazma a sérum nie s vzajomne zameniteIné matrice pre
stanovenie JAK inhibitorov a extrapolacia vysledkov medzi matricami bez samostatnej validacie
(alebo krizovej validacie) moéze viest k systematickému skresleniu a nespravnej klinicke;j
interpretdcii. Toto zistenie ma priamy vyznam pre tvorbu metodickych odporucani pre
farmakokinetické profilovanie v r6znych biologickych matriciach.

6. Poznamka k pévodnému testovaniu ultrafiltracie

V ramci projektu bola testovana aj moZznost’ stanovenia vol'nej (neviazanej) frakcie lieciv pomocou
centrifugalnej ultrafiltracie (10 kDa) v porovnani s uSPE pripravou vzorky. Tato porovnavacia
analyza priniesla nekonzistentné a analyticky t'azko interpretovatelné vysledky, ktoré poukazali skor
na metodologické obmedzenia ultrafiltracného pristupu (napr. neSpecificku adsorpciu na membranu)
nez na redlne biologické rozdiely. Tato linia experimentov bola preto v tomto stupni vyhodnotena
ako nevhodna pre d’alSie klinické vyuzitie a projekt sa namiesto stanovenia vol'nej frakcie touto
cestou zameral na porovnanie celkovych koncentracii v plazme a sére, ktoré prinieslo jednoznac¢nejsie
a klinicky relevantnejSie zavery (pozri bod 5). Akokol'vek, alternativna technika ultrafiltracie bude
d’alej Studovand s rozdielnymi filtranymi membranami, pretoze moznost’ hodnotenia volnej a na



proteiny viazanej frakcie JAK inhibitorov mo6ze byt vyznamnym prinosom Vv interpretacii
komplexnych klinickych dat.

7. Zhrnutie prinosu pre klinicku prax a perspektivy

Vyvinuté a validovana metdda (analyticky protokol zahfiiajuci optimalizované parametre pre odber
a uchovavanie vzorky, jej predanalytickt pripravu, samotnt analyticki metodu a valida¢né parametre
optimalizované¢ho postupu) predstavuje robustnl, rychlu, materidlovo nenarocni a lahko
implementovatelnt1 analyticku platformu pre rutinné klinické monitorovanie hladin JAK inhibitorov
u IBD pacientov. Jej hlavnymi prednostami su: (i) simultanne stanovenie vsetkych troch klinicky
pouzivanych JAK inhibitorov jednou metddou namiesto viacerych samostatnych metod, (ii) pouzitie
Standardnej C18 kolony a beznej mobilnej fazy dostupnej v kazdom laboratoriu, (iii) kratky
analyticky Cas (8 + 3 min) a multikandlova mikroextrakcia, umoznujice vysoku priepustnost’ (cca
130 vzoriek/dent), (iv) minimalna spotreba vzorky (60 pl séra alebo plazmy) vdaka
mikroextrakénému formétu predupravy vzorky, (v) preukdzana zhoda s valida¢nymi kritériami FDA
v oboch beznych klinickych matriciach (s vynimkou filgotinibu v plazme) a (vi) environmentalne
priaznivejsi profil vdaka pouzitiu zelenych rozpustadiel. Tieto vlastnosti robia metdédu vhodnou
nielen pre potreby tohto projektu, ale aj pre SirSie zavedenie do rutinnej praxe inych klinickych a
bioanalytickych laboratorii. Metdéda bola verifikovand na pilotnych klinickych $tadiach
v Struktirovanych kohortach IBD pacientov.

V d’alSom metodickom/analytickom vyskume budl validované protokoly pre IBD-schvalené JAK
inhibitory v krvnych derivatoch adaptované pre (i) Struktrne pribuzné analyty (metabolit
filgotinibu), (i1) alternativne biologické matrice (moc¢, homogenaty tkaniv - biopsie) a modifikované
na (iii) systémy s alternativnymi spdsobmi predipravy vzoriek (ultrafiltracia).

Elektrochemicka analyza JAK inhibitora filgotinibu
1. Podstata a prinos Stiadie

V ramci projektu bola po prvykrat systematicky preskimand elektrochemicka charakteristika JAK
inhibitora filgotinibu. Napriek rasticemu vyznamu JAK inhibitorov v terapii IBD nebol filgotinib
doposial’ elektrochemicky Studovany, a predstavoval tak posledného z klinicky pouZivanych JAK
inhibitorov bez dostupnych udajov o jeho redoxnom spravani. Stidia preto prinasa prvé
experimentalne poznatky o elektrochemickych vlastnostiach tohto lieCiva a vyznamne rozSiruje
sucasné poznatky o elektrochemickom spravani celej skupiny JAK inhibitorov.

Vyznamnym prinosom prace je nielen identifikdcia zdkladnych redoxnych vlastnosti filgotinibu, ale
aj objavenie doteraz nepopisané¢ho koncentra¢ne zavislého elektrochemického spravania, ktoré
naznacuje existenciu komplexného oxidacného mechanizmu zahfiiajiceho tvorbu elektroaktivnych
adsorbovanych produktov na elektrédovom povrchu. Tieto poznatky vytvaraju zéklad pre d’alsi
mechanisticky vyskum, ale zaroven poskytuju dolezité informacie pre budlici vyvoj
elektroanalytickych metdd stanovenia filgotinibu a Struktirne pribuznych latok.

2. Vyvoj metody izolacie filgotinibu z farmaceutickej matrice

Pred samotnou elektrochemickou charakterizaciou bola vyvinutd nova metodika izolécie a Cistenia
filgotinibu z komer¢ne dostupnych tabletovych formulacii. Hlavnym problémom pocas vyvoja
extrakéného postupu bola pritomnost’” makrogolu, pomocnej latky, ktord sa spolu s filgotinibom



extrahovala do organickych rozpustadiel a komplikovala ziskanie dostato¢ne ¢istého analytického
Standardu.

Vysledkom optimalizacie bol dvojstupnovy extrakény postup. V prvom kroku boli rozomleté tablety
premyvané vodou za ucelom odstranenia vo vode rozpustnych excipientov, najmi makrogolu a
laktézy. U¢innost’ tohto kroku bola priebezne monitorovand pomocou LC-DAD-MS analyzy.
Nasledne bol filgotinib izolovany zo zvySného pevného materidlu Soxhletovou extrakciou
dichlormetanom. Takto vyvinuty postup umoznil dosiahnut’ extrakény vytazok 59,9 %. Identita a
Cistota izolovaného filgotinibu boli potvrdené kombinaciou LC-DAD-MS a NMR spektroskopie.
Chromatograficka cCistota dosiahla 94,9 %, zatial' ¢o NMR analyza stanovila Cistotu na urovni 97,3
%. Ziskany tuhy produkt tak poskytol vhodny zaklad pre nésledné elektrochemické experimenty bez
vyznamného vplyvu farmaceutickych excipientov.

3. Charakteristika elektrochemického spravania filgotinibu

Prvé experimenty vo vodnom prostredi nepreukazali pritomnost zaznamenate'nych redoxnych
signalov. Tento vysledok bol pripisany predovSetkym nizkej rozpustnosti filgotinibu vo vode a
sucasne vysokej hodnote jeho oxida¢ného potencidlu (zisteného neskor), ktory pravdepodobne
presahuje potencidlovy rozsah limitovany oxiddciou vody. Preto bola dalSia charakterizicia
realizovanéd v nevodnom prostredi dimetylformamidu s tetrabutylaméonium hexafluorofosfatom ako
zakladnym elektrolytom. V ramci optimalizécie boli porovnavané elektrédy zo sklovitého uhlika,
zlata a borom dopovaného diamantu. Elektréda zo sklovitého uhlika poskytla najlepsie rozliSené
oxidac¢né signaly a bola preto zvolend pre d’alSie Stadium.

Za optimalizovanych podmienok vykazoval filgotinib dva oxida¢né signaly pri priblizne +0,83 V a
+0,94 V vzhl'adom na interny referen¢ny systém ferocén/ferocénium. Tieto vysledky potvrdili, Ze
filgotinib patri medzi zliceniny oxidovatel'né pri relativne vysokych potencidloch, o vysvetluje
problematicku detekciu vo vodnych elektrolytoch pomocou beZnych elektrodovych materidlov.

4. Stidium mechanizmu elektrédového procesu

Mechanizmus oxidacie bol nasledne skimany cyklickou voltampérometriou pri roznych rychlostiach
polarizacie. Analyza zavislosti pradu od odmocniny rychlosti polarizacie poukazala na vyznamny
podiel transportu latky difuziou. PodrobnejSie vyhodnotenie vSak ukézalo, Ze proces nie je Cisto
difazne kontrolovany. Hodnoty smernic zévislosti logaritmu prudu od logaritmu rychlosti polarizacie
naznacili sucasnt ucast’ adsorpénych javov na povrchu elektrody.

Pritomnost’” adsorpcie bola potvrdend aj opakovanymi meraniami bez obnovy povrchu elektrody. V
jednotlivych cykloch dochadzalo k vyraznym zmenam voltampérometrickych signéalov, co
indikovalo adsorpciu filgotinibu alebo jeho oxidaénych produktov na povrchu elektrody. Na
zabezpecenie reprodukovatel'nych vysledkov bolo preto potrebné mechanické lestenie elektrody pred
kazdym meranim.

5. Optimalizacia pulznych voltampérometrickych technik a objavenie koncentra¢ne zavislého
mechanizmu elektrédovej

Na citlivejSie sledovanie oxidacie filgotinibu boli optimalizované metody diferencnej pulznej
voltampérometrie (DPV) a square-wave voltampérometrie (SWV). Boli optimalizované parametre
ako amplitida, frekvencia a krokovy potencidl, aby sa maximalizovala intenzita signalu, rozliSenie
pikov a reprodukovatel'nost’ merani.



Pocas kalibracnych experimentov bol pozorovany neStandardny jav. Pri vysSich koncentraciach boli
pozorované dva oxidacné piky zodpovedajuce vysledkom cyklickej voltampérometrie. Pri nizkych
koncentraciach sa vSak voltampérometricky profil zdsadne menil a namiesto dvoch boli pozorované
Styri samostatné oxidacné piky. So zvySujicou sa koncentraciou dochddzalo k ich postupnému
prekryvu a splyvaniu do dvoch $irSich signalov.

Ked’ze takéto spravanie nebolo pre filgotinib ani pre iné JAK inhibitory doposial’ popisané,
predstavuje tento vysledok jeden z najvyznamnejsich a najcennejSich vystupov projektu. Ziskané data
naznacuju, ze elektrochemicka oxidacia filgotinibu je vyrazne zévisla od koncentracie a zahfna
zlozité interakcie medzi rozpustenou latkou, elektrédovym povrchom a vznikajicimi oxida¢nymi
produktmi.

6. Identifikacia adsorpénych procesov pocas elektrooxidacie filgotinibu

Podrobnejsia analyza na nizkych koncentra¢nych urovniach pomocou SWV ukdzala, ze prvé tri
oxida¢né kroky su sprevadzané zodpovedajicimi redukénymi procesmi, zatial’ ¢o Stvrty oxidacny
krok je ireverzibilny. Vysledky naznacuji viacstupiiovy mechanizmus oxidacie veduci k vzniku
findlneho produktu, ktory uz nepodlieha spdtnej elektrochemickej reakcii.

Opakované SWV merania bez Cistenia elektrodového povrchu preukézali postupné zmeny intenzity
aj polohy jednotlivych pikov. Charakter zmien spolu s pretrvavanim signdlov po prenose elektrody
do cistého elektrolytu potvrdil vznik perzistentnych elektroaktivnych produktov adsorbovanych na
povrchu elektrédy. Pozorované javy naznacuji postupnu tvorbu vrstvy oxidacnych produktov, ktora
nasledne ovplyviiuje kinetiku prenosu elektronov a vedie k ¢iastocnej pasivacii povrchu elektrody.
Frekvencné sStudie dalej ukazali, ze pri nizkych koncentracidch je elektrochemickd odozva
dominantne riadena adsorpénymi procesmi, zatial’ Co pri vysSich koncentracidch prevazuje diftizne
kontrolovany mechanizmus. Vysledky tak odhalili prechod medzi dvoma rozdielnymi rezimami
elektrodového procesu v zavislosti od koncentréacie analytu.

7. Zhrnutie prinosu a perspektivy d’alSieho vyskumu

Projekt priniesol prva komplexnt elektrochemicku charakterizaciu filgotinibu a vyplnil vyznamnu
medzeru v dostupnych poznatkoch o elektrochemickych vlastnostiach JAK inhibitorov. KI'icovymi
vysledkami su: (1) vyvoj a validacia postupu izolacie vysoko Cistého filgotinibu z farmaceutickych
formuldcii, (i1) identifikacia optimalnych podmienok pre jeho elektrochemickt analyzu v nevodnom
prostredi, (ii1) experimentalne potvrdenie vysokého oxidacného potencialu filgotinibu, (iv) objavenie
koncentracne zavislého prechodu medzi difuzne a adsorpcne kontrolovanym mechanizmom oxidécie
a (v) preukazanie tvorby elektroaktivnych adsorbovanych produktov veducich k modifikacii povrchu
elektrody.

Ziskané vysledky predstavujii novy fundamentilny poznatok o redoxnom spravani filgotinibu a
vytvaraju zéklad pre dal$i vyskum zamerany na identifikaciu elektrogenerovanych produktov
pomocou hmotnostnej spektrometrie a spektroskopickych technik. Sucasne poskytuju metodické
vychodiska pre buduci vyvoj elektroanalytickych metdd stanovenia JAK inhibitorov a pre lepSie
pochopenie vzt'ahu medzi ich Struktirou a elektrochemickym spravanim.

Klinicky pohPad na vystupy projektu

V case ukoncenia projektu, v juni 2026, bolo do klinickej kohorty pacientov s neSpecifickymi
zapalovymi ochoreniami ¢reva (inflammatory bowel disease — IBD) zahrnutych spolu 67 pacientov



lieCenych inhibitormi Janusovych kinaz (JAKi). Pre ucely tejto spravy bola realizovana interim
analyza 61 pacientov, ktori boli v ¢ase ukoncenia projektu sledovani minimalne 12 tyzdiov. Z tychto
61 pacientov, 32 malo ulcer6znu kolitidu (ulcerative colitis — UC), 26 Crohnovu chorobu (Crohn’s
disease — CD) a traja mali neklasifikovatel'né IBD. Priemerny vek pacientov bol 42 rokov (rozsah 19
az 70 rokov), pacienti mali priemernu dizku trvania ochorenia 12 rokov (rozsah 1 az 18 rokov). Prva
cast’ Studie sa tyka klinickych vysledkov tejto kohorty, osobitne G¢innosti a bezpecnosti liecby JAKi.
Tato Cast’ je neoddelitelnou sucast'ou druhej, hlavnej Casti projektu, Studie farmakokinetiky JAKi a
predstavuje nevyhnutny podklad pre vSetky interpretacie farmakokinetickych experimentov. Do
druhej Gasti §tdie bolo zahrnutych 52 pacientov spiiajucich inklizne kritéria, ktori poskytli
informovany suhlas a ich vzorky boli uskladnené v biobanke. Tato biobanka obsahuje v Case
ukoncenia projektu vzorky od 39 pacientov na liecbe upadacitinibom, 5 pacientov na liecbe
filgotinibom a 8 pacientov na lie¢be tofacitinibom. Nizke zastiipenie pacientov uzivajtcich filgotinib
a tofacitinib je sposobené tym, ze tieto dve lieCiva nie st registrované pre liecbu Crohnovej choroby,
¢o limituje velkost’ kohorty pacientov. Navyse, od spustenia Studie bolo kvoli pomalSiemu nastupu
ucinku filgotinibu a pre pacienta nepraktickému rezimu dévkovania dvakrit denne (tofacitinib)
pouzitie tychto lieCiv u pacientov s ulcer6znou kolitidou Coraz viac obmedzované. Zaroveil viaceri
pacienti z klinickej kohorty, ktori uzivali v minulosti tofacitinib, neboli kompliantni k potrebnym
kontrolam, alebo medzi¢asom liek prestali uzivat pre vznik neziadtcich G¢inkov. Prezentované
vysledky vychadzaju teda najmi z analyzy farmakokinetiky upadacitinibu, pre ktory bola vytvorena
najpocetnejsia a Statisticky najvyznamnejsSia skupina pacientov (pre tofacitinib a filgotinib je tvorba
pocetnejsej skupiny v procese). Relevantné farmakokinetické pozorovania uvadzame v nasledujuce;j
Casti vZdy v nadvédznosti na detegovany klinicky relevantny fenomén. Uvadzané vystupy su
vysledkom predbeznych analyz a, ako vSetky prvé pozorovania, vyzaduju d’alSiu validaciu.

Klinické vystupy
1.1.Indikacia k lieCbe

51 pacientov bolo lie¢enych JAKi pre lumindlnu chorobu— 29 s UC, 17 s CD, 3 s neklasifikovanym
IBD, 2 s autoimunitnou paucitidou.

Desat’ pacientov (16 %) bolo liecenych upadacitinibom alebo tofacitinibom pre extra-intestinalne
manifestacie, osobitne kozné a mukozalne manifestacie (6 pacientov) — jeden pacient s hidradenitis
suppurativa, traja pacienti s kutannou Crohnovou chorobou, jeden s pyoderma gangrenosum v ORL
lokalizacii a jeden pre oro-bukalnu Crohnovu chorobu. Z tychto pacientov vSetci okrem jedného (s
kutannou Crohnovou chorobou) odpovedali na lie¢bu (4 na upadacitinib, jeden na tofacitinib). Dalsi
Styria pacienti boli lieCeni upadacitinibom pre artritidu, tendinitidu a ankylozujiicu spondylitidu,
vSetci Styria s dobrou odpovedou.

1.2. Farmakokinetické vystupy

Klinicke vystupy tejto kohorty z redlnej praxe indikuju, Ze extra-intestinalne manifestacie predstavuju
relativne Casta indikaciu pre liecbu JAKi. U tychto pacientov moézu platit’ odlisné farmakokinetické
hl'adiska ako u pacientov s lumindlnou chorobou, a to vzhl'adom na rozdiely medzi potrebnymi
davkami na navodenie odpovede u pacientov s IBD v porovnani s pacientami s inymi autoimunitnymi
ochoreniami, osobitne s psoridzou a reumatoidnou artritidou. V naSej predbeznej analyze sa nasli
nizsie hladiny upadacitinibu u tychto pacientov v porovnani s pacientami, ktori mali odpoved’ na
lumindlnu chorobu. Hypoteticky teda mozZno predpokladat, Ze pre kontrolu aktivity extra-



intestinadlnych manifestacii su postacujuce nizsie hladiny upadacitinibu, nez na kontrolu luminalneho
ochorenia. Tato predbezna analyza vyzaduje d’alSie stidium v SirSej kohorte pacientov.

2.1. JAKi ‘cycling’ (oznacuje vyraz na pouZivanie d’alSich JAKi u individudlneho pacienta po
zlyhani prvého JAKi)

Z 32 pacientov s UC, 16 (50 %) malo primarnu alebo sekundarnu neodpoved’ na liecbu na prvy z
pouzitych JAKi a zacali lieCbu druhym (14 pacientov) a tretim (dvaja pacienti) JAKi. VSetci okrem
dvoch z tychto 16-tich pacientov mali dobrii dlhodobu odpoved’ na druhy alebo treti JAKi.

2.2. Farmakokinetické vystupy

Tento fenomén ,,JAKi cilinga-u* ziskava v poslednej dobe stale viacSiu pozornost’ akademickej a
klinickej komunity venujucej sa vyskumu postupov v liecbe IBD. Povodnd myslienka tzv. ,.class
effect, efektu pripisate'ného celej skupine JAKi v zmysle ucinnosti alebo neti¢innosti bola spociatku
zakladnym pristupom, az kym neboli reportované prvé vysledky z klinickych studii o moznosti efektu
druholiniovej liecby JAKi po zlyhani prvého JAKi. Nase klinické pozorovania su v linii tychto
reportov. Predbeznd farmakokinetickd analyza tychto pacientov ukazuje, ze su pritomné vyrazné
interindividuélne rozdiely v hladinach updatacitinbibu v skupine non-responderov. Tieto rozdiely st
v naSej kohorte radovo desatnasobné, ¢o znamend, ze neodpoved’ na liecbu mdze byt mediovana
farmakokineticky (nedostato¢nou expoziciou lieku) alebo farmakodynamicky (hladiny lieku st
dostatocné, ale ochorenie je mediované inym imunitnym mechanizmom). V pripade, Ze tato hypotéza
bude validovana v SirSich kohortach, bude hladina prvého JAKi predstavovat’ validny néstroj na
aktualne naroc¢né rozhodovanie v klinickej praxi u pacientov non-responderov, t. j. ¢i pouzit’ d’alsi
JAK:i alebo prejst’ na liek z inej farmakologickej skupiny.

3.1. NeZiaduce ucinky

Osem (13 %) pacientov ukoncilo lie¢bu JAKi pre vyvoj neZiaducich u€inkov a jeden pacient musel
zredukovat’ davku upadacitinibu pre invalidizujuce akné. Traja pacienti mali liekovll hortcku (dvaja
pri lie¢be upadacitinibom a jeden pri liecbe tofacitinibom), u jedného pacienta bol diagnostikovany
testikularny karcindbm po 38 mesiacoch liecby tofacitinibom a dvoch mesiacoch lieCby
upadacitinibom; jeden pacient ukoncil lieCbu upadacitinibom pre akné a herpes labialis; dvaja pacient
mali opakujuce sa infekcie (jeden na upadacitinibe a jeden na tofacitinibe), jeden pacient uzivajici
upadacitinib mal pl'icnu embdliu.

3.2. Farmakokinetické vystupy

S vynimkou pacienta, ktory mal od davky zavislé akné, pozorované neZiaduice U€inky maji skor
charakter idiosynkratickych neziaducich tc¢inkov a farmakokineticka analyza je tu teda irelevantna.
Napriek tomu je dolezité vyzdvihnut', Ze prave systematicky vedena klinickd databéaza, conditio sine
qua non celého projektu umoznila odhalit’ doteraz nereportované neziaduce ucinky JAKi, osobitne
liekova horacku.

4. Dalie farmakokinetické vystupy

1. Vo vSeobecnej analyze mozeme konStatovat’, ze analytické metddy vyvinuté v tejto Stadii
spolahlivo (teda bez falo$ne pozitivnych analytickych signalov) detegovali hladiny vSetkych
pacientov, ktori lie¢bu prerusili, ako nedetekovate'né hladiny. Tento vystup je dolezitym
perspektivnym ndstrojom pre klinickil prax, osobitne pri zohladneni pozorovani, ktoré
uvadzaji Ze takmer tretina IBD pacientov neuziva lieky podévané oralne tak, ako su im
predpisané, alebo ich neuziva vobec. Tieto vysledky tu uvadzanych analytickych validovanych



protokolov teda predstavuju spolahlivi metédu pre klinicki prax na vylicenie non-
compliance pacienta.

2. Pozorovali sme vyrazné interindividudlne rozdiely v hladindch upadacitinibu. Na druhej
strane, intraindividualne rozdiely boli minimindlne a hladiny boli od davky zavislé, ¢o svedci
o robustnej analytickej metéde vhodnej ako néstroj individudlnej optimalizacie liecby v
klinickej praxi.

3. Treti vystup sa tyka pacientov s alterovanou anatomiou traviaceho traktu v dosledku
chirurgickych intervencii spojenych s IBD. Jedné sa o pacientov s rozsiahlym postihnutim
tenkého Creva, po resekciach tenkého cCreva; pacientov sileo-pauc-analnou anastomoézou a
pacientov po kolektémii s termindlnou ileostdmiou; vSetko stavy, ktoré mdézu vyznamne
ovplyviiovat’ absorpciu oralneho podévaného lieCiva. S vynimkou pacientov s ileostdmiou,
zvyS$né dve skupiny pacientov mali hladiny upadacitinibu porovnate'né s pacientami so
zachovanou normalnou anatomiou traviaceho traktu. Vzhl'adom k nizkemu poctu tychto
pacientov je potrebné tento vystup validovat’ v rozsiahlejsej kohorte pacientov.

Sthrnne, Struktirovana databaza s doslednym prospektivnym sledovanim pacientov, ktoré tento
projekt umoznil priniesli nové pozorovania tykajuce sa bezpe¢nosti a praktického pouzitia JAK
inhibitorov v realnej klinickej praxi. Vyvoj analytickych metod v tomto projekte umoznil spol'ahlivé
hodnotenie hladin JAK inhibitorov, ktoré bolo analyticky validované pre vSetky tri IBD-indikované
JAK:i a klinicky validované pre Upadacitinib (prelimindrne pre tofacitinib a filgotinib v tomto stupni
budovania biobanky). Pilotnd analyza klinicky aplikovanej farmakokinetiky umoznila vypracovat’
viaceré¢ nové pohlady na vyuzitie farmakokinetiky JAKi v klinickej praxi, ktoré su solidnym
podkladom d’alsich studii.

Dopady projektu a d’alSia perspektiva

Realizacia projektu priniesla vyznamné metodické, vedecké a klinické vysledky. V oblasti klinickej
analyzy bola vyvinutd a validovand robustnd LC-MS/MS platforma umoZiiujica simultanne
stanovenie vSetkych troch klinicky pouZivanych JAK inhibitorov u pacientov s IBD jednou
univerzalnou analytickou metédou. Vyvinuté protokoly zahfiiaji optimalizované postupy od
predanalytickej pripravy vzorky az po samotnu analyzu a validiciu podla medzinarodne
akceptovanych poziadaviek. Tieto vysledky vytvaraji priamy zéklad pre zavedenie terapeutického
monitorovania JAK inhibitorov do klinickej praxe a pre realizaciu rozsiahlejSich farmakokinetickych
Studii u pacientov s IBD. Vyznamnym aspektom projektu je aj jeho metodicky prinos. Vyvinuté
analytické postupy vyuZzivaji miniaturizované formy predupravy vzoriek, minimalizuju spotrebu
biologického materidlu a organickych rozpustadiel a zohl'adiiuju principy zelenej analytickej chémie.
Stcasne boli navrhnuté tak, aby ich implementdcia nevyZadovala Specializované alebo tazko
dostupné vybavenie, ¢o podporuje ich prenositelnost do dalSich vyskumnych a klinickych
analytickych pracovisk pre rutinné analyzy.

V oblasti elektrochemickej analyzy projekt priniesol prvi komplexnu charakterizdciu redoxného
spravania filgotinibu. Ziskané vysledky odhalili neobvyklé a v literatiire malo popisané koncentracne
zavislé elektrochemické spravanie, ktoré naznacuje existenciu komplexnych mechanizmov oxidacie
spojenych s adsorpciou reakénych produktov na povrchu elektrody. Sucasne bol vyvinuty a
experimentalne overeny postup izolacie filgotinibu z farmaceutickych formulacii, ktory umoznil



realizaciu detailnych elektrochemickych $tadii. Tieto poznatky vyznamne roziruji a dopliiaji
vedecké poznanie o elektrochemickych vlastnostiach JAK inhibitorov a predstavuju vychodisko pre
d’alsi vyskum v tejto oblasti.

Z pohladu klinického vyuzitia projekt vytvoril nevyhnutny analyticky zaklad pre Studium a
stanovenie terapeutickych koncentracii JAK inhibitorov spojenych s priaznivou klinickou
odpoved’ou. Takyto pristup moze v buducnosti umoznit’ skorsiu identifikaciu pacientov, ktori na
lieCbu nereaguju, alebo naopak pacientov, u ktorych je mozné optimalizovat’ davkovanie bez rizika
straty ucinnosti. O¢akdvanym dlhodobym prinosom je zvysenie efektivity liecCby, zniZzenie nakladov
spojenych s neucinnou terapiou a zlepSenie kvality Zivota pacientov. Tento dopad je v sulade s
poévodnym zamerom projektu vytvorit’ analyticko-klinicky zaklad pre personalizovanu liecbu IBD
pacientov lie¢enych JAK inhibitormi.

Popri vedeckych a metodickych vystupoch mal projekt zasadny vyznam aj z hl'adiska budovania
Pudskych kapacit a vytvarania excelentného vyskumného timu pod vedenim hlavného riesitel’a.
Projekt poskytol rdmec pre systematické prepojenie réznych odvetvi analytickej chémie a klinickej
gastroenterologie. Tym sa vytvorilo interdisciplinarne pracovné prostredie schopné riesit’ komplexné
vyskumné ulohy od zdkladného vyskumu, cez aplikovany vyskum az po klinickti prax. Takto
vybudovany tim predstavuje jeden z najdolezitejSich dlhodobych vystupov projektu, pretoze jeho
potencial presahuje ramec formalneho ukoncenia rieSenia projektu.

Dolezitou sucastou projektu bolo aj zapojenie mladého vedeckého pracovnika, doktoranda, do
rieSenia projektovych uloh. Projekt tak prispel aj k rozvoju zru¢nosti zac¢inajucich vyskumnikov v
oblasti modernej bioanalytickej chémie. Tento aspekt je v stilade s povodne deklarovanym cielom
projektu podporit’ kariérny rast mladych vyskumnikov a rozvoj riesitel'ského timu.

Realizacia projektu zaroven posilnila existujice spoluprace a vytvorila priestor pre nadviazanie a
rozvoj novych partnerstiev s domécimi a zahrani¢nymi pracoviskami. Klinické spoluprace su kl'icové
najmi pre d’alsiu validaciu analytickych metodik na redlnych pacientskych kohortach a pre nasledné
vyhodnocovanie vztahu medzi koncentraciami JAK inhibitorov a klinickou odpoved’ou. Analytické
spoluprace zase umoznuju d’alSie rozSirovanie metodického portfolia, porovnavanie rdznych
analytickych pristupov a adaptaciu vyvinutych metdd na nové biologické matrice, metabolity alebo
Struktarne pribuzné lieciva. Povodny projektovy zamer pritom explicitne predpokladal vytvorenie a
rozvoj domacich aj medzinarodnych klinickych a analytickych spoluprac ako jedného z meratel'nych
vystupov projektu.

Perspektiva d’alSieho vyskumu nadvédzuje na dosiahnuté vysledky v oboch hlavnych oblastiach
projektu. V. LC-MS/MS casti bude vyvoj smerovat’ k rozSireniu referenénych validovanych
protokolov na dalSie relevantné analyty, vratane aktivnych metabolitov JAK inhibitorov a
alternativnych biologickych matric popri tu prestudovanych krvnych derivatoch (plazma, sérum), ako
su moc alebo tkanivové biopsie. To umozni ziskanie komplexnejSiecho pohl'adu na biodegradaciu,
biodistribliciu a posobenie JAK inhibitorov v spojitosti s IBD-Specifickym biologickym systémom.
Sucastou budiceho vyskumu bude aj klinickd verifikacia vzt'ahu medzi koncentraciami lieciv a
terapeutickou odpovedou v rozsiahlejSich a detailnejSie Struktirovanych kohortach pacientov,
nakol’ko budovanie biobanky a Strukturovanej databazy IBD pacientov, vytvorenej v rdmci projektu,
bude pokracovat’ aj po jeho ukonceni. Takto ziskané data mdézu v budicnosti prispiet’ k navrhu
praktickych odportacani pre farmakokinetické monitorovanie JAK inhibitorov u pacientov s IBD.



V  elektrochemickej oblasti bude pozornost zamerand na identifikdciu produktov
elektrogenerovanych pocas oxidacie filgotinibu pomocou kombinacie elektrochemickych,
spektroskopickych technik. Ziskané poznatky budu vyuzité pri Stadiu d’alSich JAK inhibitorov a pri
vyvoji novych elektroanalytickych metdd, ktoré by mohli v buducnosti predstavovat’ jednoduchsiu a
ekonomicky vyhodnejSiu alternativu alebo doplnok k chromatografickym pristupom. Poznatky
z vyskumu inovativnych polymérnych nosicov protizapalovych lieCiv, prebiehajuceho simultanne
s rieSenim projektu, st vo vztahu s vyvojom prenosnych elektrochemickych zariadeni na on site
monitorovanie pacientov v IBD terapii.

Projekt nie je vnimany ako uzavreta a ukonc¢ena aktivita, ale ako iniciacné faza dlhodobej vyskumne;j
platformy. Ziskané metodické ,.know-how*, pristrojové a persondlne kapacity, klinické vézby
a nadviazané spoluprace vytvaraju zaklad pre pokraovanie vyskumu v oblasti terapeutického
monitorovania JAK inhibitorov a personalizovanej liecby IBD. Tieto vystupy uz boli a aj buda
vyuzité pri priprave d’alSich domécich a/alebo medzinarodnych projektov, pri rozsirovani klinickych
studii, pri publikovani spolo¢nych vedeckych prac a pri dalSom vzdeldvani doktorandov,
postdoktorandov a mladych vyskumnikov.

Celkovo (a stcasne aj v jednotlivych merate'nych ukazovatel'och) projekt naplnil svoj hlavny zamer
vytvorit’ metodicky a klinicky zaklad pre budiicu personalizaciu terapie IBD pacientov lieCenych JAK
inhibitormi. Jeho prinos vSak nespoc¢iva iba vo vyvinutych analytickych metdédach a ziskanych
experimentalnych/klinickych vysledkoch, ale aj vo vybudovani silného vedeckého timu, spoluprac a
vyskumnej infrastruktury, ktoré umoznia pokracovat’ v rieSeni tejto problematiky v d’alSom obdobi.
Projekt tak predstavuje vychodisko pre dlhodobo udrzatelny vyskumny program s potencialnym
vedeckym, klinickym a aj spolocenskym dopadom.



