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Soucasné technologické urovné umoziuji studovat transbariérové transporty xenobiotik
(vCetné gastrointestinalni absorpce) na modelech in vitro, in situ a in vivo. In situ a in vivo
modely umoznuji posoudit zpétné vazby na organové nebo celoorganismové urovni, in vitro
modely eliminuji extrabariérové faktory a jsou tak cileny na mechanismy transportnich dé&ju.
Mezi in vitro modely zaméfené na studium mechanismu transportu stfevni sténou patii
modely vyuzivajici bud’ bunééné linie (napt. Caco-2, MDCK a 2/4/A1 bunky) nebo
intestinalni tkan (napf. ,,Ussing™ komora). Jednim z relativné nejcastéji pouzivanych in vitro
modeli je model Caco-2 bunééné monovrstvy.

Caco-2 buiiky jsou buné¢nou linii odvozenou z kolorektalniho adenokarcinomu. Jejich
charakteristickym znakem je spontanni diferenciace S Vytvofenim monovrstvy s plné
diferencovanymi a polarizovanymi bunkami s typickym kartd€ovym lemem a tésnymi spoji, a
to za normalnich kultivaénich podminek. Skéla jejich vyuZitelnosti: a) transportni studie -
pasivni transcelularni a paracelularni transport, transport zprostiedkovany ,uptake* a
efluxnimi mechanismy, b) inhibi¢ni studie - ucast transportéri na transportu xenobiotik a
latkovych interakcich, ¢) kumulativni a uptake/efluxni studie - intracelularni kumulace latky,
bunéény uptake a eflux xenobiotik, d) studie metabolismu xenobiotik, e) cytotoxikologické
studie.

Vyznam Caco-2 modelu je nejen v zakladnim vyzkumu, ale i ve vyzkumu aplikovaném
(ptijiman regulaénimi organy jako standardni metoda pro predikci stievni permeability a
absorbované frakce pii vyvoji novych léCiv). Faktor ,,permeabilita® (= transbariérovy
transport) je pak vyuzitelny pro kompletaci jednoho z parametri biofarmaceutického
klasifika¢niho systému (BCS), ktery rozdéluje latky do ¢ty tiid podle jejich rozpustnosti a
permeability (Amidon a spol. 1995). Latka je definovana jako ,,vysoce rozpustna®, pokud je
nejvyssi sila 1éku rozpustna v 250 ml pufru pii pH 1 - 6,8 pii 37°C, a jako ,,vysoce

permeabilni, pokud je rozsah absorpce u ¢lovéka > 85 % podané davky (EMEA smérnice



2010). Do I tfidy BCS patii latky vysoce rozpustné a permeabilni, do II. tfidy vysoce
permeabilni se Spatnou rozpustnosti, do III. tfidy latky s nizkou permeabilitou a vysokou
rozpustnosti a latky IV. tfidy maji nizkou rozpustnost a permeabilitu. Parametr rozpustnosti je
stanovitelny fyzikalné-chemickymi technikami, parametr ,,permeability* se bez biologického
experimentu neobejde.

Relativné novym piistupem v procesu schvalovani lécivych pfipravkt je na BCS
zalozeny ,,biowaiver ptistup, ktery znamena vzdani se provedeni bioekvivalencni studie pii
splnéni urc¢itych piesné definovanych podminek. Na BCS zalozeny ,,biowaiver” pfistup je
doporucen pro peroralni ptipravky s okamzitym uvoliiovanim obsahujici 1écivo 1. tfidy BCS
pti dolozeni rychlé disoluce srovnatelné s referen¢nim piipravkem (EMEA smérnice 2010).
smérnice dokonce 1 na nékteré latky z BCS II. tiidy.

Cilem prezentované prace bylo vyuzit in vitro model Caco-2 bunétné monovrstvy pro
studium transcelularnich transportnich mechanismu cilené¢ vybranych modelovych latek a pro
aplikaci vysledki do predikce BCS systému. V prvé fazi studii jsme zavedli doplikové
metody testovani viability bungk, stanoveni integrity monovrstvy pomoci netoxické fenolové
Cervené a stanoveni bunééné kumulace. Béhem druhé faze jsme takto validovany model
Caco-2 bunécné monovrstvy vyuzili pro studium sedmi vybranych xenobiotik (ambroxol, 5-
aminosalicylova kyselina (5-ASA), atenolol, kofein, gliklazid, indapamid a metformin) s
ohledem na jejich permeabilitu a mechanismus jejich transintestindlniho transportu. Ziskané
vysledky (parametr ,,permeabilita) z transportnich studii jsme spolu s hydrofilni rozpustnosti
vybranych latek (data z literatury) pouzili k zafazeni téchto latek do jedné ze 4 t¥id BCS:

BCS tiida 1

Ambroxol: vysoka permeabilita ambroxolu a vysoka solubilita umoznily klasifikovat
ambroxol jako latku tfidy I BCS.

Kofein: vysoce rozpustna a vysoce permeabilni latka, mize byt zatazen do tiidy I BCS.

BCS tiida 11

Gliklazid: s ohledem na nizkou solubilitu a vysokou permeabilitu mize byt klasifikovan jako
latka tiidy I BCS.

Indapamid: nizka solubilita a vysoka permeabilita svéd¢i pro zarazeni do tidy II BCS.

BCS titida 111

Atenolol: vzhledem k vysoké rozpustnosti a nizké permeabilité je zafaditelny jako latka tiidy

11 BCS.



Metformin: vysoka solubilita a nizka permeabilita svéd¢i pro zatazeni mezi latky tiidy 11
BCS.

BCS trida IV

5-ASA: s ohledem na nizkou permeabilitu a nizkou solubilitu muze byt kategorizovana jako

latka tfidy IV BCS.

Vysledky transportnich studii ambroxolu a kofeinu byly publikovany v cCasopisech

s impakt faktorem, vysledky 5-ASA byly pfijaty k opublikovani v ¢asopise s impakt faktorem.



