UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMAKOLOGIE A TOXIKOLOGIE

Transportni mechanismy xenobiotik
(model Caco-2 bunééné monovrstvy)
ve vztahu k biofarmaceutickému

klasifika¢nimu systému (BCS)
Disertacni prace

MUDr. LibuSe Smetanova

Skolitel: Prof. RNDr. Dr.h.c. Jaroslav Kvétina, DrSc., FCMA
Konzultant: MUDr. Véra Stétinova, CSc.

Hradec Kralové
2013



Experimentalni &ast prace byla provedena na Ustavu experimentalni biofarmacie, spol.
pracovisté PRO.MED.CS Praha a.s. a Akademie véd Ceské republiky v Hradci Kralové.
Prace byla podpoiena z vyzkumného projektu GACR 305/08/0535.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze tato prace je mym plivodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
samostatné pod vedenim svého Skolitele a konzultanta. VesSkera literatura a dalsi zdroje,
z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci

fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové dne 15. 3. 2013
MUDr. Libu$e Smetanova



PODEKOVANI

Rada bych vyjadfila hlubokou vdéénost svému skoliteli, prof. Jaroslavu Kvétinovi,
DrSc., za jeho pomoc a podporu béhem mého postgradudlniho studia a za jeho cenné
védecké rady.

Rada bych moc podékovala MUDr. Véfe Stétinové, CSc. za jeji vedeni, cenné
pripominky a rady nezbytné pro uspé€sné dokonceni této disertacni prace a za jeji podporu.

M¢é podékovani patii také viem mym kolegiim z Ustavu experimentalni biofarmacie,
spol. prac. PRO.MED.CS Praha a.s. a AV CR, kteii se podileli na vyzkumu, provadéli
HPLC analyzy a jinak mi pomohli s mym Ph.D. studiem.

Také bych chtéla podékovat vedeni farmaceutické spole¢nosti PRO.MED.CS Praha
as. za umoznéni postgradualniho studia a Ustavu farmakologie a toxikologie
Farmaceutické fakulty za to, Ze mé& pfijali jako postgradualniho studenta a predevsim prof.
MUDr. Radomiru Hrdinovi, CSc. za jeho pomoc pii mém Ph.D. studiu.

Rada bych také pod&kovala prof. PharmDr. Frantisku Staudovi, Ph.D. a doc. MVDr.
Pavlu Suchému, Ph.D. za jejich ochotu stat se oponenty mé disertacni prace.

V neposledni fadé bych rada pod€kovala svému manzelovi a rodi¢im za jejich

neutuchajici podporu a povzbuzeni v mych doktorskych studiich.



/I 1 R 8
2. TVOD ... 9
P2 B 1 o) A 8 21 4 13 0101 23 B PP RUPROPPROPIN 10
2.2. M0ZN€ MEtOICKE POSTUPY ...vvviiiiieiiiiie ittt saee e 13
2.3, CACO-2 DUNKY ...t 16
2.4. Biofarmaceuticky klasifikacni SyStem ..........ccocvriiiiiiiiiiiii e 24
2.5. Vyber testovanyCh 1At .......ccooiiiiiiiiiiiiii e 27
2.5.1. AMDBIOXOL ...ttt 28
2.5.2. 5-aminosalicylova kyselina (5-ASA) ....c.ccooiiiiiiiiiiieeee s 30
2.5.3. ALENOION ... 32
2.5.4. KOTEIN ..ot 34
2.5.5. GHKIAZIA ....oveeieiiieiee s 36
2.5.6. INAAPAMIG ....oviiiiiiiiece s 37
2.5.7. MEHFOIMIN ..ot 39
2.6. Inhibitory tranSPOTtEITL....c.vveiueiiieeiie ettt 40
3. CHRONOLOGICKY DESIGN STUDIL.........cccooommiiiimmiiiniiinseiiesesieseeiseseeenns 42
4. MATERIAL A METODY .......c.cooomiiiiiiieeeeeeeeeeeseseeseeeeseesee s sen s 43
4.1, BUNCCNA TINIC ...vviiiiieiiiieiie sttt sttt et e et et e e b e e beesene s 43
4.2. Stanoveni viability BUNEK ..........ccooiiiiiiiiiii 46
4.3. Stanoveni INteZrity MONOVISTVY ....ccviiiiiiiiiiieitiiie ittt 47
4.3.1. Stanoveni integrity monovrstvy pomoci fenolové Cervene ...........cccoovevvrvenne, 47
4.3.2. Stanoveni integrity monovrstvy pomoci **C manitolu ............cc.cco.eveervrrreenenn. 48

4.4, TransSpOrtnd STUAIC .......veiviiiiiiie e 50
o N = ] I 10 ] 1 P TP 52
A4.4.2. BL-AP trANSPOIT......eiieiiie ettt ne e 53
4.4.3. Paracelularni tranSPOTT.......ccoiveiieriiiieiiee e 53
A4.4.4. VIV PH-gradiBNTU ..o 54

4.5. Transportni inhibi€ni StUAIC ........ccccviiiiiiiiiiici 55
4.6. Kumulativid STUAIC. ......ccviiiiiiiiiii ettt 56
4.7, ANALYZA VZOTKU .....veiiiiiicce e 57
4.8, ANALYZA QAL ....eiiiiiiiiiiie s 59
4.9. Statistickd analyza ..........cccooiiiiiiiii s 61



5. VYSLEDKY A DISKUZE ......ocooeeoeeeeee oo et e ees e eee e e s e aeeraeesaeen e e e, 62

5.1. Stanoveni viability BUNCK ..........ccooiiiiiiiii s 62
5.2. Stanoveni INteErity MONOVISIVY ...uuiiiiiiiiiieiiiieiiieesieeesieessbeesssbeesssseesssneessseeesnaneens 63
5.3 AMDIOXOL ... s 66
5.4. 5-aminosalicylova kyselina (5-ASA) ..o 72
5.5, ATENOIOL ... e 89
5.6, KOTBIN 1.ttt bbb 96
ST A €1 11 4 o RS 102
5.8, INAAPAMIT ....ceiee bbb 114
5.9, IMELTOIMIN ..ttt sre e enes 121

6. SOUHRN VYSLEDKU PERMEABILITY TESTOVANYCH LATEK A JEJICH
APLIKACE DO BCS ... .ottt 129
6.1. Souhrn vysledkti permeability testovanych latek ...........ccoccovveiiniiiiiiiiiiee 129
6.2. Aplikace vysledkli permeability z transportnich Caco-2 studii do BCS ............... 133
7. ZAVER ....oooo e 135
8. AB ST RAKT L 136
0. AB ST R A T et e e aaeeanes 139
10. LITERATURA oottt ettt e e e e e et e e et e e e s e e annaeeanneas 142
11, PUBLIKAGQCE ...ttt et e et e e ba e e 165



ZKRATKY

2/4/A1 - intestinalni bunécna linie

5-ASA - 5-aminosalicylova kyselina

ABC - “ATP-binding cassette* - skupina transportérii vazajicich ATP
AP - apikalni

AP-BL - apikéalné-basolateralni (absorp¢ni)

ATC - anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace

ATCC - Americké databaze typovych kultur

ATP - adenosintrifosfat

AUC - plocha pod kiivkou plazmatické koncentrace v zavislosti na Case
BCRP -“breast cancer resistance protein‘ transportér

BCS - biofarmaceuticky klasifika¢ni systém

Biowaiver - nahrada za bioekvivalen¢ni studii

BL - basolateralni

BL-AP - basolateralné-apikalni (sekre¢ni)

ca®" - vapnik

Caco-2 - bunécéna linie odvozena z nadoru tlustého stieva

CAS - ,,Chemical Abstracts Service* registra¢ni ¢islo

CcDNA - komplementarni DNA

CHMP - vybor pro 1é¢ivé ptipravky pro humanni pouziti

CHO-K1 - bunécna linie ovarialnich bunék ¢inskych kieckt

CO; - oxid uhlicity

CYP3A4 - cytochrom P450 3A4

DBAA - dibromoantranilova kyselina

DHTQ - 6,8-dibromo-3-(trans-4-hydroxycyclo-hexyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinazolin
DMEM - ,,Dulbecco’s modified Eagle’s medium* - kultiva¢ni médium
DMSO - dimetyl sulfoxid

DPBS - ,,Dulbecco’s phosphate buffered salt solutions* - fosfatovy pufr
ECACC - ,,European Collection of Cell Cultures* - Evropska sbirka bunéénych kultur
EDTA - etylenediaminotetraoctova kyselina

Eflux - transport z Caco-2 bunék

ER - ,.efflux ratio* - efluxni pomér

FBS - fetalni bovinni sérum



FDA - ,,Food and Drug Administration*

HBSS - ,,Hanks’ balanced salt solution‘ - transportni médium

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-etansulfonova kyselina

hOAT - ,,human organic anion transporter - lidsky transportér organickych anionti

hOCT - ,,human organic cation transporter* - lidsky transportér organickych kationtt

HPLC - vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

HT29 - buné¢na linie odvozena z nadoru tlustého stieva

IEC-18 - bunéc¢na linie odvozena z potkaniho ilea

J - rychlost prostupu (nmol/min/cm?)

MDCK - bunééna linie psich ledvinnych bunék Madin-Darby

MDR1gene- ,,multidrug resistance 1« gen

MES - 2-morfolinoetansulfonova kyselina

Mg?* - hoitik

MRP -, multidrug resistance associated proteins*

MH - molekularni hmotnost

N-ac-5-ASA - N-acetyl-5-aminosalicylova kyselina

OAT - ,,organic anion transporters® - transportéry organickych aniontt

OATP - ,,organic anion transporting polypeptide* - polypeptidy transportujici organické
anionty

OCT - ,,organic cation transporter* - transportéry organickych kationtt

PAMPA -, parallel artificial membrane permeability assay*

Papp - Koeficient permeability (cm/s)

PEPT - peptidovy transportér

P-gp - P-glykoprotein

R? - koeficient determinace

SD - smérodatna odchylka

SLC - ,,solute carrier* - rodina transportnich proteini

SLCO - ,,solute carrier organic anion transporter family* - rodina transportnich proteint

TEER - transepitelialni elektricka rezistence

Uptake - transport do Caco-2 bun¢k

WHO - ,,World Health Organization - Svétova zdravotnicka organizace



1. CIL

Vyuzit in vitro model Caco-2 bunééné monovrstvy pro:

1) rozliseni transportnich mechanismi (lipofilni difuze, paracelularni transport, nosicem
zprostifedkovany transport) cilen¢ volenych xenobiotik (reprezentantl jednotlivych typt

transportnich mechanismu), a ptispét tak k validité a vyuzitelnosti této in vitro metody,

2) vyuziti vysledkd z ad 1) Caco-2 studii pro kompletaci jednoho z parametri biofarma-

ceutického klasifikacniho systému (BCS) - ,,permeability, ktera je oproti exaktnimu

vvvvv



2. UVOD

1997), piicemz mechanismy absorpce slozek 1ékové formy jsou ovliviiovany fadou
faktora. Vedle jejich rozpustnosti disoluci zlékovych forem jde o podil prosté
transmembranové diftize a aktivniho transportu a v nékterych ptipadech i o vliv pre-
systémového metabolismu (Artursson a Tavelin 2003). Ma-li byt 1é¢ivo absorbovano, musi
prostupovat pies fadu samostatnych bariér, mezi které patii (ze strany sliznice): vrstva
hlenu, stfevni epitelidlni buiiky, lamina propria a endotel kapilar, pfi¢emz stfevni epitel ma
fundamentalni podil (Artursson a Karlsson 1991). Z tohoto divodu je monovrstva
stievnich epitelialnich bun¢k metodicky vyuzivana jako model pro studium absorbce
xenobiotik a mezilékovych interakci.

Jednim z bunéc¢nych modelu tohoto typu jsou Caco-2 bunécné monovrstvy, které se
vyznacuji vysokou mirou spontanni diferenciace v bézném kultivacnim médiu obsahujicim
sérum. Tento model je jednim z popularnich bunéénych modelt pro studium epitelialniho
transportu (Hidalgo a spol. 1989), a to jak k predikci absorbce 1é¢iv u lidi, tak k identi-
fikaci substrat nebo inhibitord transportéra (Artursson a Karlsson 1991).

Kromé vySe zminénych faktorli ovliviuji transintestinalni absorpci dal$i proménné:
luminalni pH, obsah stieva a pfipadna ucast kotransportéru (Doherty a Charman 2002).
Byla prokazana dobra korelace mezi permeabilitou pies Caco-2 bunky, rozpustnosti latek
a biologickou dostupnosti u lidi (Ungell a Karlsson 2003). Amidon a spol. (1995) popsali
zakladni parametry kontrolujici rychlost a rozsah absorpce latek po peroralnim podani
a navrhli biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (BCS), ktery rozdéluje latky do ¢étyt tiid
podle jejich rozpustnosti a permeability, pficemz cilem BCS je predikce in vivo farma-
kokinetiky latek (Amidon a spol. 1995).



2.1. Typy transporti

Vysledna absorpce xenobiotik ptes stfevni membranu je kombinaci jednoho nebo vice
typl transporti: pasivnino transcelularniho a paracelularniho transportu, transportu
zprostfedkovaného nosi¢em/transportérem a transcytozy (Artursson a spol. 2001). Model
Caco-2 bunécné monovrstvy lze pouzit k oddiferencovani téchto jednotlivych transport-

nich mechanismau.

Pasivni transcelularni a paracelularni transport

Pasivni difuze je fizena koncentra¢nim gradientem a probiha cestou transcelularni
(pfes bunéné membrany enterocytd) nebo paracelularné (pfes tésné spoje mezi
enterocyty) (obr. 1). Lipofilni slou¢eniny mohou rychle piechazet z luminalni tekutiny
do bunéénych membran stievniho epitelu a jsou pfevazné transportovany transcelularni
cestou. Pfitomnost vysoce specializované struktury (té€snych spoji) v mezibunécném
prostoru omezuje volny prichod sloucenin prochazejicich paracelularné. Proto pouze
hydrofilni slouceniny s nizkou molekularni hmotnosti (napt. manitol), které Spatné difun-
duji do bunéénych membran, piechazeji stievni epitel paracelularni cestou (Lee a Thakker
1999). Paracelularni transport, zahrnujici pasivni diftzi hydrofilnich latek ve vodném
roztoku, je méné ucinny nez transcelularni proces vzhledem k mnohem mensi plose, ktera
je kdispozici pro latky vstupujici do mezibunéénych prostori stievni stény (Balimane
a spol. 2006).

Apical

® o o o
VA

4

v v

o o © o
Basolateral

Obr. 1. Typy stfevni absorpce: (1) pasivni, transcelularni, (2) aktivni, transportérem
zprosttedkovand, (3) pasivni, nosicem zprostfedkovana (usnadnéna neboli facilitovana difaze), (4)
pasivni, paracelularni, (5) efluxni transportéry, (6) stfevni metabolismus nasledovany absorpci
matef'ské latky a metabolitu, a (7) receptory zprostiedkovana transcytoza (z Balimane a spol. 2006).
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Transport zprostiedkovany nosi¢em/transportérem

Vedle pasivni difuze se na transportu zivin, vitamintl a jejich strukturalnich analogt
véetn¢ fady xenobiotik podili aktivni nebo pasivni (usnadnéna/facilitovana diftize)
transport (obr. 1) prosttednictvim specifickych nosi¢t/transportéra pritomnych ve stievnim
epitelu (obr. 2). U facilitované¢ difize latka prostupuje pfes membranu podle
koncentra¢niho spadu (transport obéma sméry a energeticky méné¢ naro¢ny), zatimco
aktivni transport je jednosmérny a energeticky naro¢néjsi.

Transportéry se obvykle rozd€luji do dvou hlavnich skupin (obr. 1): ,uptake*
(vychytavani do bunky) a ,.eflux“ (vystup z bunky) transportéry. Ve stfevé jsou
lokalizovany, jak na apikalni, tak na basolateralni membran¢.

Tyto ,,uptake® a ,,eflux® transportéry patti do dvou transportnich superrodin: ATP-
vazajici transportéry (ABC) a ,solute carrier” rodiny transportnich proteini (SLC
a SLCO). Vyznamné ,,uptake* transportéry patii do SLC a SLCO superrodin (napf. pepti-
dové transportéry - PEPT, transportéry organickych aniontd - OAT, transportni poly-
peptidy organickych anionti - OATP, transportéry organickych kationtti - OCT), pti¢emz
tyto transportéry nevyuzivaji energii z ATP a transportuji latky v zavislosti na jejich kon-
centracnim gradientu, tj. obéma sméry. Mezi efluxni transportéry pfitomné ve stievé
(obr. 1) patii P-glycoprotein (P-gp), ,,multidrug resistance associated proteins® (MRP 1-6),
a ,,breast cancer resistance protein®“ (BCRP). Tyto efluxni transportéry patii mezi ATP-
vazajici trasportéry (ABC), které vyuzivaji ATP jako zdroj energie, coz jim umoznuje
Cerpat substraty proti koncentraénimu gradientu (Ho a Kim 2005, Oostendorp a spol. 2009,
Shugarts a Benet 2009) z cytoplazmy stfevnich bunék zpét do lumen stieva nebo do krve.
P-glykoprotein, produkt MDR1 (,,multidrug resistance 1°) genu, je nejvice studovanym
¢lenem apikalnich efluxnich transportérii a bylo prokazano, ze snizuje intestinalni absorpci
velkého mnozstvi 1€Civ.

Exprese jednotlivych transportéric v Caco-2 buikach je intenzivné studovana a je
ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou: pivod bun€k, pocet pasazi, kultivaéni podminky

a hustota vysevu (Kamiyama a spol. 2009.).

Transcytéza
Nékteré vysoce ucinné makromolekularni latky jsou transportovdny pomoci

receptorem-zprostfedkovaného vezikularniho transportu, tj. transcytézou (obr. 1). Nizka
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transportni kapacita a pfitomnost proteolytickych enzymli v membranovych vaccich

limituje tuto cestu transportu latek (Lee a Thakker 1999, Shah a spol. 2006).

Enterocyte @ s
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Obr. 2. Efluxni (modré) a ,,uptake (zelené) transportéry ve stievé (z Shugarts a Benet 2009), a to
jak na apikalni strané (lumen), tak na basolateralni membrané (krevni fecisté).

Transport je cCasto zprostfedkovan c¢astecné transportérem a casteCné pasivnim
prostupem. Vzhledem k tomu, ze nosi¢em zprosttedkovany transport je saturabilni, se pii-
spéni pasivniho transportu zvysuje se zvySujici se davkou. Pokud ma latka nizkou pasivni
permeabilitu, saturace nosi¢e vede ke snizeni absorbované frakce (Yu a Zeng 2007).
Obecné plati, Ze pasivni difuze je hlavnim mechanismem pro vstiebavani lipofilnich
sloucenin, ptfi¢emz nosi¢em zprosttedkovany proces urcuje absorpci latek, které jsou

substraty danych transportéru.
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2.2. Mozné metodické postupy

Soucasné technologické trovné umoziuji studovat transbariérové transporty xeno-
biotik (véetné gastrointestinalni absorpce) na modelech in vitro, in situ a in vivo. In vitro
modely jsou jednodus$si a maji méné proménnych nez odpovidajici modely in vivo (Briske-
Anderson a spol. 1997), jejich vypovidaci hodnota je ovSem omezena. In situ a in vivo
pristupy umoznuji navic posoudit zpétné vazby na organové nebo celoorganismové tirovni.
V idedlnim piipadé by experimentdlni metoda méla byt vysoce prediktivni, rychla,
reprodukovatelna, spolehliva, nakladové efektivni a méla by vyzadovat malé mnozstvi
latky. Pies vyrazné technické a bioanalytické pokroky neexistuje metodicky piistup, ktery
by splnoval vSechny tyto pozadavky. Kazdy model ma své vyhody a nevyhody (Miret
a spol. 2004). Konkrétn¢ ke studiu stfevni absorpce jsou K dispozici: in vivo zvifeci
modely, in situ modely stfevni perfuze, in vitro modely vyuZzivajici bud’ bunééné linie
(napt. Caco-2, MDCK, 2/4/A1 buiiky) nebo tkan¢ (,,Ussing komora nebo technika
evertovaného stieva), dale umélé membrany (napf. stanoveni permeability pomoci
paralelni umélé membrany - PAMPA) a pocitacoveé programované piistupy.

V piipad¢ in vivo zvitecich modelu je dulezity vybér druhu k dosazeni co nejlepsi
korelace s absorbovanou frakci u lidi (Dressman a spol. 2008). U sloucenin bez diso-
luénich problému vykazuji potkani a opice na rozdil od psu dobré korelace s lidskymi
udaji. Avsak s ohledem na biologickou dostupnost, potkani a opice nejsou dobrym
modelem vzhledem K jejich odlisnému metabolismu (Dressman a spol. 2008). Vyhodou
in vivo zvifecich modell pti podani 1é¢iva do traviciho traktu a stanoveni krevnich hladin
1é¢iva Vv Case je zahrnuti nejen absorpce, ale také biotransformacénich a bioeliminacnich
faktort.

In situ model stievni perfize pouzivany pro regionalni absorpéni studie je nejblizsim
modelem Kk in vivo modelim zejména proto, ze krevni zasobeni, inervace a eliminacni
schopnosti zvifete zustanou nedotéeny (Barthe a spol. 1999, Lennernds 2000, Balimane
a spol. 2000, Chaturvedi a spol. 2001). U tohoto modelu jsou segmenty stieva zvifete
kanylovany a perfundovany roztokem studovaného 1é¢iva a stanovuje se mnozstvi latky,
které je vychytavano z perfuzatu (Barthe a spol. 1999, Balimane a spol. 2000). Avsak
perfuzni systémy neposkytuji zadné informace o dé€jich na bunétné nebo membranové
urovni. Mé&Feni miry poklesu koncentrace 1éCiva v perfuzatu vzdy nereprezentuje miru
prostupu léc¢iva do cév, zejména v piipadé, Ze latka podléha presystémovému nebo

intracelularnimu metabolismu. Tento problém miize byt prekonan, pokud je tato technika
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pouzita v kombinaci s métenim koncentrace 1é¢iva v portalni zile. Byly studovany i dalsi
modifikace perfuzni techniky: ,,single pass perfusion®, recirkula¢ni perfaze, a ,,closed loop
method®, tj. metoda uzaviené smycky (Balimane a spol. 2000). Studie jsou hlavné prova-
dény na anestezovanych malych laboratornich zvitatech, ale mohou byt také pouzita i vétsi
laboratorni zvifata. Je v§ak nutné také vzit v ivahu, Ze byl prokazan vliv anestézie a chirur-
gicka manipulace na absorpci nékterych sloucenin, tj. mohou snizit stfevni prichod a také
muze dojit ke zméné prutoku krve stievy, coz vede ke sniZzeni intestinalni absorpce (Barthe
a spol. 1999). Mezi dalsi limitace tohoto modelu ve srovnani s rychlymi in vitro modely
patii technicka obtiznost, omezena viabilita tkan¢ a potiebné vétsi mnozstvi latky pro hod-
noceni (Barthe a spol. 1999, Chaturvedi a spol. 2001). Kromé toho je rychlost intestinalni
perfuze Casto vyssi nez jak je tomu v podminkach in vivo a v disledku toho je in situ stievo
pln¢ distendované a zvySuje se luminalni hydrostaticky tlak, ktery miize mit vliv na stfevni
propustnost (Barthe a spol. 1999).

Alternativou K in vivo a in situ modeliim jsou in vitro modely vyuzivajici bud’ bunééné
linie (napf. Caco-2, MDCK, 2/4/A1 bunky) nebo tkané (,,Ussing“ komora nebo technika
evertovaného stieva).

Caco-2 bunécna linie je bunécna linie lidskych epitelidlnich bunék kolorektalniho
adenokarcinomu (viz 2.3.).

MDCK bunééna linie (,,Madin-Darby Canine Kidney“ - bunééna linie psich
ledvinnych bunék Madin-Darby) se Casto pouziva ke sledovani stfevniho transportu latek,
navzdory svému puivodu z psich ledvin. Hlavni vyhodou MDCK bunék je tvorba tésnych
spoju (,tight junctions®) a vytvareni monovrstvy polarizovanych bunék s konfluenci
dosazenou po 3 az 5 dnech (Braun a spol. 2000, Ungell a Karlsson 2003, Miret a spol.
2004, Volpe 2008). MDCK buniky maji nizsi transepitelialni elektrickou rezistenci
(TEER), ktera je srovnatelna s hodnotami TEER tenkého stieva in vivo (Volpe 2008).
Vzhledem k nizké urovni exprese transportéri a nizké metabolické aktivit¢ jsou MDCK
burniky casto transfekovany geny rtznych transportérit (napi. MDCK-MDR1 pro studium
P-glykoproteinu) (Braun a spol. 2000, Ungell a Karlsson 2003).

Také 2/4/A1 bunky (stfevni bunécna linie ziskana z plodi potkantl) se pouzivaji
pro studium stievniho transportu latek. Je to bunécna linie s propustnéj§i monovrstvou,
chudou morfologickou diferenciaci (diferencuje 2 - 10 dnt) a nedostatkem enzymd a trans-
portérd ve srovnani s Caco-2 bunkami. 2/4/A1 bunécna linie je uzitecna pouze pro stano-

veni pasivniho transportu bez pfispéni aktivniho transportniho mechanismu. Navic
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(Ungell a Karlsson 2003, Matsson a spol. 2005).

,ussing“ komora je popularni in vitro model, kde jsou malé casti stievni sliznice
sevieny mezi dvéma komorami obsahujicimi pufr, pficemz je mozné méfit transport
molekul pies tkan a mezi komorami. Tento model je vhodny pro méfeni transportu na kon-
krétnich mistech stfeva, slabinou vsak je pouziti jednoduchych pufri ¢asto po dlouhou
dobu, coz vede k nejisté viabilit¢ tkani (Barthe a spol. 1999, Boudry 2005).

Technika evertovaného stieva je jednoduchym, uzite¢nym in vitro modelem pro stu-
dium transportu latek, screening ,,enhancert, posouzeni toxicity ,,enhancerd“ a pro stu-
dium metabolismu 1é¢iv sttevni sliznici (Barthe a spol. 1999). Tento model ma vsak stejné
vyhody a nevyhody jako ,,Ussing“ komora - transport na specifickych mistech stfeva av§ak
s nejistou viabilitou stteva. Pouziti média pro tkanové kultury (Barthe a spol. 1998b) vsak
dramaticky zlepsuje viabilitu stfevnich bunék a zachovani strukturalni integrity
evertovan¢ho stfeva. Evertovaného stievo je vytvofeno jemnym otoCenim Cerstve
vyjmutého tenkého stieva potkana, které je naplnéno okyslicenym médiem pro tkanové
kultury pfi 37°C a rozdéleno na ptiblizné 2,5 cm dlouhé useky (Barthe a spol. 1998a,
Barthe a spol. 1999)

K dokonceni piehledu metod pro studium transportu je nutné zminit um¢lé membrany
(napt. stanoveni permeability pomoci paralelni umélé membrany - PAMPA) a také
in silico simulace.

PAMPA systém (stanoveni permeability pomoci paralelni umélé membrany) ma své
vyhody Vv jednoduchosti bez nutnosti biologické tkang, ¢imz se eliminuje mnoho zdroju
variability v méfeni. Tento model se sklada z hydrofobniho materialu potazeného smési
lecitinu/fosfolipidi rozpusténych v inertnim organickém rozpoustédle, jako je dodekan,
a tak vytvaii umélou lipidovou membranu, ktera napodobuje stievni epitel. AvSak vyhody
jsou vyvazeny jeho omezenim na stanoveni transportu pouze transcelularni pasivni difuzi
(Balimane a spol. 2006, Dressmen a spol. 2008).

V soucasné dobé je také mozné analyzovat a piedvidat farmakokinetické vlastnosti
(vCetn¢ absorpce) 1é¢iva pomoci in silico simulaci na zakladé modell, které kombinuji
inzenyrstvi, fyziologické a farmakokinetické principy s pomoci pokrocilého softwaru,

napi. GastroPlus™ or PK-Sim® (Dressman a spol. 2008).

15



2.3. Caco-2 bunky

Na zaklad¢€ zvazeni benefitil a limit jednotlivych dostupnych technik byl pro realizaci

vygenerovaného vyzkumného cile zvolen model Caco-2 bunécné monovrstvy.

Caco-2 buriky - pivod a morfologie

Caco-2 bunécna linie je bunécna linie lidskych epitelidlnich bunék kolorektalniho
adenokarcinomu vyvinuta pti vyzkumu provadéném Jorgenem Foghem v Sloan-Kettering
institutu pro vyzkum rakoviny (Fossati a spol. 2008). Ptestoze je rakovinného pivodu,
Caco-2 bunky jsou jedinecné ve své schopnosti zahdjit spontanni diferenciaci po dosazeni
konfluence, a to za normalnich kultiva¢nich podminek (tj. v pfitomnosti glukdzy a séra).
Nasledné pak béhem 20 - 30 dnti v postkonfluentni kultute tyto bunky postupné vykazuji
morfologickou polaritu a hladiny hydrolaz v kartatovém lemu, které jsou srovnatelné
s vyzralymi stievnimi absorpénimi buiikami. Po dosazeni konfluence se kartaéovy lem
vyviji postupné. Od 5 do 20 dnd od dosazeni konfluence je pozorovano postupné
zmenSovani povrchu obsazeného jednotlivou bunkou, stejné jako vznik intimnéjsich
mezibunéénych spoji. A v této dob¢ se také zvétsuje délka a hustota mikroklkd (obr. 3).
Po 30 dnech je povrch bunék minimalni a buiky maji typickou morfologii podobnou
enterocytu. Kdyz je dosazeno kompletni strukturalni polarizace (30 dni), vétSina bun¢k ma
plné vyvinuty kartaCovy lem s vysokymi a pravidelnymi mikroklky (Vachon a Beaulieu
1992). Morfologické a ultrastrukturalni charakteristiky Caco-2 buné€k vykazuji vyznamnou
heterogenitu v celé monovrstve, pricemz Caco-2 bunéfna monovrstva prochazi tremi
typickymi stadii: homogenné¢ nediferencovana (pti subkonfluenci), heterogenné
diferencované (0 - 20 dna postkonfluence) a homogenné polarizované a diferencované
(> 30 dni) (Vachon a Beaulieu 1992). Po 21 dnech kultivace, Caco-2 bunky tvoifi dobie
vyvinuté ,.tight junctions® - t€sné spoje. ,, Tight junctions* (obr. 3) jsou regiony membrany
mezi sousednimi epitelovymi bufikami Vv luminalnim aspektu apikalniho spojovaciho
komplexu, které tvori selektivné propustnou bariéru a jsou faktorem limitujicim rychlost
jako statické struktury, novéjsi vyzkumy ukazaly, ze se jedna o dynamické struktury
se schopnosti zménit svou prostupnost v reakci na extraceluldrni podnéty (Clayburgh

a spol. 2004).
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Obr. 3. Elektronmikroskopicky obraz Caco-2 bunécné linie (vlevo) se zvétSenim apikalni
membrany (vpravo). Pfitomnost ,tight junctions® - té€snych spoji (TJ) a mikroklkt (M) (Shah
a spol. 2006).

Caco-2 buiiky - rist a kultivace

Caco-2 bunky mohou byt ziskany z Americké databaze typovych kultur (ATCC) nebo
z Evropské sbirky bunéénych kultur (ECACC). Obecné jsou péstovany V kultivacnich
nadobach (ldhvich, Petriho miskach apod.) v kultivaénim médiu obsahujicim sérum
(DMEM). Zvlastnosti Caco-2 bungk je jejich silna prilnavost k plastu kultiva¢nich nadob
(Artursson a spol. 1996). Pro transportni studie jsou buiiky vysety na permeabilni inserty
s prumérem pord (0,4 um), ktery zabranuje transmigraci Caco-2 bunék z apikalni na baso-
lateralni stranu (obr. 4, 5).

Obr. 4. Transwell inserty se semipermeabilni membranou a desticky pro transportni studie.
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Obr. 5. Schematické znazornéni bunééné linie péstované na semipermeabilni membrané (Shah
a spol. 2006)

Hustota vysevu urcuje dobu nutnou pro dosazeni konfluence a nasledné diferenciace.
Bylo prokazano, Ze hustota vysevu ovliviiuje morfologii Caco-2 bunécné monovrstvy
stejné jako expresi nékterych transportéra (Hayeshi a spol. 2008). Rovnéz pocet pasazi
a kultiva¢ni podminky mohou mit vliv na expresi transportéri (Kamiyama a spol. 2009).
Konven¢ni kultivaéni doba Caco-2 bun¢k pro studium transportu je 21 dni, vzhledem
k adekvatni dosazené integrit¢ membrany, ktera je stanovovana métenim (i) transepitelialni
elektrické rezistence (TEER), (ii) permeability hydrofilnich paracelularnich markerd (napf.

manitolu), (iii) permeability fenolové ¢ervené nebo luciferové Zluti.
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Vyuzitelnost modelu Caco-2 bunééné monovrstvy

Model Caco-2 bunécné monovrstvy je povazovan za spolehlivy ,high-throughput*

in vitro model, ktery je vyuzivan jak v zadkladnim vyzkumu, tak ve farmaceutickych

vyvojovych laboratofich a i uznavan regula¢nimi organy jako standardni metoda pro pre-

dikci stfevni permeability a absorbované frakce po peroralnim podani u c¢lovéka.

Permeabilita latek pies Caco-2 bunéénou monovrstvu relativné koreluje s in vivo absorpci

u Clovéka (Artursson a spol. 2001, Yamashita a spol. 2000, Artursson a Karlsson 1991,
Shah a spol. 2006).

V nésledujicim ptehledu Ize shrnout spektrum vyuzitelnosti Caco-2 bunécné

monovrstvy.

Transportni studie - stanoveni permeability latek a studium transportnich mechanismi,
jako je pasivni transcelularni a paracelularni transport, transport zprostiedkovany
,uptake® a efluxnimi mechanismy (Ungell a Karlsson 2003, Artursson a Tavelin 2003,
Shah a spol. 2006). Caco-2 bunééné monovrstvy jsou také rutinné pouzivany pii hod-
noceni vlivu pomocnych latek pouzivanych v 1ékovych ptipravcich ke zvyseni
biologické dostupnosti a dale pro studium vlivu enhancerd na absorpci 1é¢iva (Shah
a spol. 2006, Volpe 2008).

Inhibi¢ni studie - detailni studium nosi¢em zprostiedkovaného transportu xenobiotika
s vyuzitim riznych substrati/inhibitora ,,uptake” nebo efluxnich transportéri nebo
studium latkovych interakci a interakci 1éCiva S pomocnymi latkami (Shah a spol.
2006).

Kumulativni a uptake/efluxni studie - uréeni vychytavani (uptake) xenobiotika stfevni
bunikou, intracelularni kumulace a oboustranného efluxu latek z bunék s vyuzitim
Caco-2 bunééné monovrstvy péstované na Transwell insertu nebo Petriho misce.
Presystémové studie metabolismu xenobiotik - posouzeni presystémového metabolismu
latek béhem jejich transportu sttevnim epitelem, protoze diferencované Caco-2 buiky
exprimuji rizné izoformy cytochromu P450 a i biotransformacni enzymy 2. faze (Shah
a spol 2006).

Cytotoxikologické studie - urceni cytotoxicity latek.
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Limitace Caco-2 bunééného modelu

| pfes uziteCnost Caco-2 modelu ma tento metodicky pfistup i nékteré nedostatky,
napf. absence hlenu, nedostatek enzymu cytochromu P450, variabilni exprese transportért,
tésnost epitelu, nemoznost studovat regionalni stfevni rozdily v peroralni absorpci atd.
(Ingels a Augustijns 2003, Hilgendorf a spol. 2000, Shah a spol. 2006, Balimane a spol.
2006, Dressmen a spol. 2008). Interpretacni limity vysledkt ziskanych technikou Caco-2
bunééné monovrstvy jsou shrnuty v tab. 1, zaroven jsou zde uvedeny alternativni postupy

k piekonani téchto nedostatki.

Tabulka 1. Limitace Caco-2 bunééného modelu (upraveno z Ingels a Augustijns 2003).

Limitace Alternativa

Absence hlenu Bunécné linie produkujici hlen, kokultivace
Celularni homogenita Kokultivace

Neptitomnost CYP3A4 Upregulace, transfekce

Variabilni exprese metabolickych

enzymu

Variabilni exprese transportéru Transfekce

Tésnost epitelu Propustnéjsi bunééné linie

Tloustka nehybné vodni vrstvy Ttepani

,ussing® komora, perfaze intestinalnich

Nemoznost studovat regionalni rozdily \
segmenti

Mezilaboratorni variabilita Validace Caco-2 modelu

Caco-2 model je tvofen pouze absorpénimi bunikami, zatimco stievni epitel je
konglomeratem absorp¢nich enterocytli a jinych buné€k, jako jsou poharkové bunky
vylucujici hlen, endokrinni bunky a M burky, pficemz poharkové bunky vylucujici hlen
predstavuji druhy nejéastéjsi typ stievnich bunék (Hilgendorf a spol. 2000). K ptekonani
tohoto nedostatku Caco-2 modelu bylo z lidskych stievnich bunék HT29 vyvinuto nékolik
hlen produkujici sublinii poharkovych bunék (napf. HT29-H) nebo kokultur (napt.
Caco-2/HT29-MTX)(Hilgendorf a spol. 2000, Ingels a Augustijns 2003). Studium
spole¢né kultivace absorpénich a poharkovych bunék, které mohou byt péstovany v mono-
vrstvach a mohou byt pouzity pro studium transportu latek, ukazalo, Ze oba typy bun&k
tvoii monovrstvy s tésnymi spoji i pokud rostou spole¢né (Hilgendorf a spol. 2000).

Vyhoda tohoto kombinovaného piistupu je oslabena pracnosti a reprodukcni variabilitou.
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K paralelnimu studiu transportu a biotransformace latek byly vyvinuty modely s vyssi
expresi CYP3A4, véetné transfekovanych Caco-2 buné¢k a bunck, u nichz je exprese
CYP3A4 upregulovana piidanim 1a,25-dihydroxy vitaminu-D3 ke kultiva¢nimu médiu.
Hlavnim nedostatkem spojenym s pouzitim transfekovanych bunék je vSak nestabilita
vektoru (polocas asi 4 tydny), pii pouziti upregulovanych Caco-2 bunc¢k pak jejich
nakladnost (induktor a potazené inserty) a vysoka variabilita v Grovni exprese CYP3A4.
Hladiny enzymu ziskané témito metodami vSak ne vzdy dosahnou aktivity pozorované
in vivo (Ingels a Augustijns 2003).
Dalsi nevyhodou Caco-2 bun¢k je odlisSny pomér mezi riznymi transportnimi
mechanismy ve srovnani se skute¢nou situaci ve stfevé. To se tyka a) aktivnich
transportéri, jejichz exprese je v Caco-2 bunkach obvykle nizsi, b) P-glykoproteinu, ktery
je obvykle v Caco-2 buiikach exprimovan vice, C) ,.tight junctions®, které jsou daleko méné
propustné u Caco-2 bunécné linie nez v tenkém stievé (Dressmen a spol. 2008, Hilgendorf
a spol. 2000, Shah a spol. 2006, Balimane a spol. 2006), d) unifikovana morfologie
na rozdil od morfologické variability riznych stfevnich segmentt.
ad a) Vyznamné transportéry (napi. PEPT, OAT, OCT) jsou pfitomné v membranach
Caco-2 bunék v mensi mife ve srovnani s in vivo situaci (Shah a spol. 2006,
Balimane a spol. 2006), coz pravdépodobné odrazi kolorektalni ptivod Caco-2 bun¢k
(Hilgendorf a spol. 2000). Funkéni exprese transportérti v Caco-2 bunikach mutize byt
také ovlivnéna Cislem pasaze a i malymi zménami kultiva¢nich podminek. Proto je
permeabilita latek, u kterych se transportu Gcastni transportér, v Caco-2 bunééném
systému niz§i v porovnani s lidskym tenkym stfevem (Hilgendorf a spol. 2000).
Alternativou mohou byt transfekované bunécné linie se selektivni expresi
pozadovaného transportéru umoziujici interakéni studie s konkrétnim izolovanym
transportérem. Obousmérné studie provedené u téchto bunéénych linii (S nadmérnou
expresi pouze jednoho transportéru) pak specificky prokazuje ucast jednoho
transportéru bez souhry s dalsimi transportéry (Balimane a spol. 2006).

ad b) Dalsi limitaci vyuzitelnosti Caco-2 bunék je Casto diskutovana potencialni nadmérna
exprese P-glykoproteinu, ktery mtize vést k vyssimu sekrecnimu transportu a nasled-
né nizsi permeabilité v absorpénim sméru (Hilgendorf a spol. 2000, Shah a spol.
2006, Balimane a spol. 2006). Braun a spol. (2000) vsak uvadéji také moznost, ze ne
u vSech Caco-2 bun¢k je dostatecna exprese P-gp, coz by mohlo vysvétlovat, pro¢
v nékterych studiich s obousmérnym transportem na Caco-2 buiikach jsou rozdily

mezi obéma sméry transportu mensi, nez by se ocekavalo.
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ad c) Tésnost Caco-2 monovrstvy se vice podoba tlustému nez tenkému stievu, coz vede
k niz§i permeabilit¢ hydrofilnich sloucenin ptechazejicich epitel prostfednictvim
paracelularniho transportu (Hilgendorf a spol. 2000, Balimane a spol. 2006, Shah
a spol. 2006). Ke snizeni kvantitativniho rozdilu mezi paracelularni prostupnosti
latky v Caco-2 bunétné monovrstvé a stievni absorpci in vivo lze pouzit nékolik
alternativnich bunéénych modeli s ,,déravéjsimi* paracelularnimi prostory jako
MDCK, 2/4/Al1, IEC-18 (Shah a spol. 2006, Balimane a spol. 2006, Ungell
a Karlsson 2003).

ad d) Dalsi limitace Caco-2 bunééného modelu - nemoznost studia regionalnich stfevnich
rozdil v peroralni absorpci - mize byt pfekonana pouzitim jinych technik, jako jsou
,Ussing“ komory nebo model perfuze stievnich segmenti. Tyto techniky umoziuji
studium zavislosti absorpce a/nebo metabolismu 1é¢iv Vv ruznych stfevnich
segmentech (Ingels a Augustijns 2003).

Mimo vyse uvedeného mize byt problémem, ktery omezuje vypovidaci hodnotu
vysledku, nespecificka vazba nékterych latek na plast testovaciho systému a Caco-2 buiky
béhem transportni studie (Balimane a spol. 2006). ,,Cacofilicita® nebo ,,membranova
retence* se pouzivaji k popisu vazby latek na Caco-2 bunéénou monovrstvu, pficemz
vyrazna vazba muize mit za nasledek netGplnou navratnost (recovery) latky. Moznym
ptistupem k piekonani netiplné navratnosti je pfidani sérovych proteini (napt. hovéziho
sérového albuminu) do akceptorového kompartmentu k minimalizaci nespecifické vazby,
a tim ke zlepSeni navratnosti a celkové piedvidatelnosti modelu (Balimane a spol. 2006).

Mezi dalsi faktory, které vedou ke snizeni permeability latek ptes Caco-2 bunécnou
monovrstvu ve srovnani se stfevnim epitelem in vivo, patii absence kontroly centralnim
nervovym systémem, absence systémového krevniho pritoku, niz$i obména bunék (Shah
a spol. 2006).

Dressmen a spol. (2008) uvadgji jako faktor, vymezujici limitaci Caco-2 modelu,
mezilaboratorni variabilitu v generovanych vysledcich (absolutnich ¢islech). Proto se
doporucuje validovat tento model pomoci latek se znamou absorbovanou frakci a vysledky
mohou byt porovnavany pomoci relativnich, nikoliv absolutnich ¢islech.

Za ,,pracovni* nevyhodu Caco-2 metody mize byt povazovana dlouha kultiva¢ni doba
(21 dnti) a tim odpovidajici naro¢na péce 0 bunky v prabéhu této doby (Masungi a spol.
2004, Miret a spol. 2004). Avsak vysledky Mireta a spol. (2004) ukazuji, ze zrychlena
3-denni metoda neni dostacujici pro predikci lidské absorpce, protoze rychly rist Caco-2

bunék podminény zménou podptrnych filtri, potazeni filtri a kultivaéniho média neni
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adekvatni pro plnou diferenciaci a funk¢énost bunék (Miret a spol. 2004). Dlouha doba
potiebna pro diferenciaci Caco-2 bunc¢k vedla k hledani alternativnich epitelialnich
bunéénych linii, napf. MDCK linie diferencuje do cylindrickych epitelialnich bunék
s tvorbou tésnych spoji béhem 3 dntli, zatimco fetdlni potkani stievni bunétna linie

(2/4/A1) diferencuje v obdobi 2 az 10 dnti (Masungi a spol. 2004).
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2.4. Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém

Biofarmaceuticky klasifikac¢ni systém

V ptipad¢ perordlniho podani 1éku je ucinnost jeho slozek zavisld na biologické
dostupnosti, ktera je primarné zavisla na rozsahu absorpce. Ta je pak zavisla na solubili-
zaci a permeabilité 1é¢iva ve stfevé. Mnozstvi 1éCiva, které piejde do rozpustné faze
V lumen stfeva, je ovlivnéno fadou faktord jako je objem, pH, teplota a rozdélovaci
koeficient oktanol/voda. Mnozstvi 1éCiva, které prochazi membranou je pak ovlivnéno
koncentraci, teplotou, ¢asem, plochou povrchu stieva, viskozitou, afinitou k membrano-
vym transportérim (Custodio a spol. 2008). Presto byla prokazana relativni korelace mezi
permeabilitou latek pies Caco-2 bunéénou monovrstvu a jejich rozpustnosti na jedné strané
a biologickou dostupnosti u lidi na strané druhé (Ungell a Karlsson 2003).

Amidon a spol. (1995) rozpoznali zakladni parametry kontrolujici rychlost a rozsah
absorpce latek po peroralnim podani a navrhli biofarmaceuticky klasifika¢ni systém
(BCS), ktery rozd¢luje latky do ¢tyt tiid podle jejich rozpustnosti a permeability (obr. 6;
Amidon a spol. 1995, Custodio a spol. 2008). Ukolem BCS je predikce in vivo
farmakokinetiky latek na zakladé¢ stanoveni uvedenych dvou parametrii: permeability
a rozpustnosti (Amidon a spol. 1995).

BCS je urcen pro pevné 1ékové formy, ale aby mohl byt aplikovan, je tieba pouzit
latkovych modelt bez piisad pomocnych latek tabletovych 1ékovych forem.

Léciva latka je povazovana za ,,vysoce rozpustnou®, jestlize nejvyssi sila 1éku je
rozpustna ve 250 ml vodného média v rozsahu pH 1 - 6,8 pti 37°C (EMEA 2010, WHO
2006). Léciva latka je povazovana za ,,vysoce permeabilni, jestlize je rozsah absorpce
u Cloveéka vétsi nebo roven 85 % podané davky (EMEA 2010, WHO 2006). Podle této
klasifikace latky 1. tfidy maji vysokou rozpustnost a permeabilitu, zatimco latky 4. t¥idy
maji nizkou rozpustnost a permeabilitu, 2. tfida jsou vysoce permeabilni a $patné rozpustné
latky, zatimco latky 3. tfidy maji opac¢né vlastnosti - Spatnou permeabilitu a vysokou

rozpustnost.
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Obr. 6. Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (BCS) definovany Amidonem a spol. (1995).

Na BCS zalozZeny ,,biowaiver* p¥istup

Koncepce BCS (Amidon a spol. 1995) byla inkorporovana do fady smérnic:

- v USA ,,Guidance for Industry. Waiver of In Vivo Bioavailability and Bioequivalence
Studies for Immediate-Release Solid Oral Dosage Forms Based on a Biopharmaceutics
Classification System* (FDA 2000),

- v Evropské unii ,,EMEA - Committee for medical products for human use CHMP - BCS-
based biowaiver“ (EMEA 2010),

- do navrhu Svétové zdravotnické organizace ,,Proposal to waive in vivo bioequivalence
requirements for WHO Model of Essential Medicines immediate-release, solid oral dosage
forms* (WHO 2006).

Na BCS zalozeny ,biowaiver* ptistup by mél vést ke snizeni poctu provadénych
in vivo bioekvivalenénich studii, tzn. mohl by piedstavovat ¢astecnou alternativni nahradu
za in vivo studie bioekvivalence. Termin ,biowaiver® je Svétovou zdravotnickou
organizaci definovan jako ,schvalovani generickych peroralnich pevnych lékovych
piipravkt s aktivni farmaceutickou ingredienci na zaklad¢ piesné definovanych
disolucnich kritérii jako nahrada za in vivo studie bioekvivalence®.

Tyto principy mohou byt pouZzity jako urcité podklady ke stanoveni bioekvivalence
u zadosti pro generické 1é¢ivé piipravky, u modifikovanych inovativnich produkti,
u zmén, které vyzaduji bioekvivalen¢ni studie, a ke stanoveni bioekvivalence mezi

produktem v rané fazi klinického hodnoceni a referenénim produktem, ktery je jiz na trhu
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(EMEA 2010). Tento pfistup by mohl snizit naklady a ¢as v procesu vyvoje novych 1é¢iv
a jejich 1ékovych forem a také snizit zbyteéné expozice zdravych probandt 1ékem Vv bio-
ekvivalenc¢nich studiich.

Na BCS zaloZzeny ,biowaiver® pfistup je ovSem vymezen pouze pro peroralni
ptipravky s okamzitym uvolnovanim, které jsou absorbovany v prubéhu celého traviciho
traktu (Lennernids a Abrahamsson 2005). Aby mohl byt povazovan takovy ptipravek
za bioekvivalentni podle ,,biowaiver” postupu: mél by obsahovat latku 1. ttidy BCS; mél
by se rychle rozpoustét (> 85 % do 15 minut v pH 1,2 - 6,8); nemél by obsahovat pomocné
latky, které by mohly ovliviiovat absorpci u¢inné latky; nesmi obsahovat latku s tizkym
terapeutickym indexem; a neni uréen ke vstiebavani z dutiny tastni (EMEA 2010). Pokyny
Evropské medicinské agentury (EMEA 2010) a Svétové zdravotnické organizace (WHO
2006) umoznuji vyuziti ,,biowaiver u 1é¢iv z 1. tfidy BCS, ale také u 1é¢ivych ptipravka
z 3. ttidy BCS (vysoka rozpustnost, nizka permeabilita). Svétové zdravotnické organizace
dokonce otevira uritou vymezenou moznost vyuziti ,biowaiver” i u nékterych latek
z BCS 2. tfidy (nizka rozpustnost, vysoka permeabilita).

Alt a spol. (2004) publikovali tidaje predlozené k prvni uspésné zadosti na zaklade
BCS v Némecku (pro sotalol-hydrochlorid).
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2.5. Vybér testovanych latek

Vybér latkovych modelti byl podfizen zaméru nalézt zastupce jednotlivych tiid
biofarmaceutického klasifikaéniho systému, a to vzdy jednoho zastupce s aktivnim
a jednoho s pasivnim mechanismem transportu (pokud je to mozné). Pii vybéru latek bylo
také nutné vzit v uvahu i zdroje, které ma pracovi§té (Ustav experimentalni biofarmacie,
spoleéné pracovisté AV CR a PRO.MED.CS Praha a.s.) k dispozici, a i bioanalytické
spektrum metodik, a to nejen kvalitativné, ale i1 kvantitativné (béhem Caco-2 transportnich
studii je generovano velké mnozstvi vzorka se Sirokym rozsahem pouzitych a analyzo-

vanych koncentraci a § velkym mnozstvim vzorkt s velmi nizkou koncentraci).

Vybrana xenobiotika podle BCS tiid:
e tiidal- ambroxol,
kofein,
e tiida IT- gliklazid,
indapamid,
« tiida III - atenolol,
metformin,

» tiida IV - 5-aminosalicylova kyselina (5-ASA).
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2.5.1. Ambroxol
Ambroxol hydrochlorid (trans-4-(2-amino-3,5-dibromobenzylamino) cyklohexanol

hydrochlorid) je metabolitem bromhexinu. Pouziva se v 1é¢bé respirac¢nich poruch
s produktivnim kaslem. Hlavnimi farmakodynamickymi a¢inky ambroxolu jsou stimulace
tvorby surfaktantu, mukokinetické a sekretolytické G¢inky (Piischmann a Engelhorn 1978,

Disse 1987, Malerba a Ragnoli 2008). Kromé& mukolytické aktivity ma ambroxol také

-----

Chemicka struktura

oH

Br N/O/
H

NH;  HCI

Br CAS - 23828-92-4
MH - 414,4 ATC - RO5CBO06

Farmakokinetika

Ambroxol je po peroralnim podani rychle a téméf uplné absorbovan. Maximalni
koncentrace v plazmé je dosazeno asi za 2 hodiny, s rozmezim 1 az 4 h (Vergin a spol.
1985, Botterblom a spol. 1987, Rojpibulstit a spol. 2003, Villacampa a spol. 2003, Lee
a spol. 2004). V dusledku first-pass metabolismu v jatrech se biologicka dostupnost
pohybuje v rozmezi 70 az 80 % (Vergin a spol. 1985, Hammer a spol. 1978).

Ambroxol je rychle distribuovan do tkani, jako jsou plice, ledviny a gastrointestinalni
trakt (Kriska 1991). Ve srovnani se sérovymi koncentracemi je ambroxol nalezen v plicich
az v 16krat vyssi koncentraci (Mezzetti a spol. 1990, Seifart a spol. 2005). Ambroxol také
pronika do Cervenych krvinek stejné jako do tézko pfistupnych kompartmenti jako jsou
centralni nervovy systém a oko. Ambroxol prochazi fetoplacentarni bariérou a je
vylu€ovan do matetského mléka (KriSka 1991). Zdanlivy distribucni objem ambroxolu je
1,52 I/kg (Vergin a spol. 1985). Vazba na plazmatické bilkoviny je vysoka, ptiblizné¢ 90 %
(Kriska 1991, Oosterhuis a spol. 1993).

Metabolity (biologicky neaktivni) stejn¢ jako matetska latka jsou ptevedeny na kon-
jugaty, prevazné glukuronidy, a vylouceny zluci s enterohepatalni recirkulaci (Jauch a spol.
1978).

Renalni exkrece je hlavni cestou eliminace (70 - 80 %). Ambroxol je vyluCovan

do moci jako glukuronid nezménéného léciva (50 %), jako glukuronid oxidovaného
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metabolitu DBAA (10 %), v nezménéné formé (5,8 %) a jako minoritni DHTQ produkt
(Seki a spol. 1977, Hammer a spol. 1978, Couet a spol. 1989, Ishiguro a spol. 2000). Mén¢é
nez 10 % podaného ambroxolu je vylouceno stolici béhem 96 hodin (Hammer a spol.
1978).

Celkova plazmaticka clearance (Cl) referovana Verginem a spol. (1985) byla
565 + 230 ml/min. Plazmaticky eliminacni polocas je uvadén 4 - 10 h (Vergin a spol. 1985,
Botterblom a spol. 1987, Couet a spol. 1989, Oosterhuise a spol. 1993, Rojpibulstit a spol.
2003).
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2.5.2. 5-aminosalicylova kyselina (5-ASA)

5-ASA (mesalazin, 5-amino-2-hydroxy-1-karboxylova kyselina) je 1é¢ivo pouzivané
Kk 1é¢bé zanétlivych stfevnich onemocnéni: k 16¢b¢ akutnich zachvati nebo K udrzeni remi-
se ulcerdzni kolitidy a Crohnovy nemoci (Bergman a Parkes 2006, Prakash a Markham
1999).

Piesny mechanismus ucinku 5-ASA je doposud nejasny, ale zda se, Ze ptsobi lokalné
uvnitt stievni sliznice tim, Ze moduluje Sirokou Skalu zanétlivych procesii a piisobi jako
silny antioxidant a scavenger volnych radikali (Rousseaux a spol. 2005, Bantel a spol.
2000, Fernandez-Becker a Moss 2008). Acetylace 5-ASA pravdépodobné predstavuje
inaktivaci latky. Pokusy o terapeutické pouziti N-ac-5-ASA u pacienti s aktivni ulcer6zni

kolitidou pfinesly rozporuplné vysledky.

Chemicka struktura
0

HCIJIDrNHz
HO CAS - 89-57-6

MH - 153,14 ATC - AO7ECO02

Farmakokinetika

Pokud je 5-ASA podana peroraln¢ ve formé konven¢ni tablety nebo instilovana ptimo
do proximalni ¢asti tenkého stfeva, rychle a téméf Uplné se absorbuje. Avsak jen malé
mnozstvi latky se dostane do pozadovaného mista G¢inku v distalni ¢asti tenkého stieva
a do tlustého stieva (Nielsen a Bondesen 1983, Myers a spol. 1987, Brogden a Sorkin
1989). Studie, v nichZ byla 5-ASA pifimo instilovana do pravé nebo levé Casti tlustého
stteva nebo do tenkého stfeva, ukdzaly, Ze absorpce z tlustého stieva je menSi neZ
z tenkého stieva (Bondesen a spol. 1988, Brogden a Sorkin 1989). 5-ASA peroralni
ptipravky jsou proto obecné vyvinuty k uvolnéni IéCiva v terminalnim ileu a tlustém stieve,
kde se predpoklada jejich lokalni ucinek (De Vos a spol. 1992, Clementt a Markham 2000,
Martindale 2005). Biologicka dostupnost 5-ASA je piiblizné 75 % (Myers a spol. 1987).

Pii absorpci 5-ASA stievni sliznici dochazi k jeji acetylaci N-acetyltransferazou-1
(NAT-1) na jeji hlavni metabolit (N-ac-5-ASA). N-ac-5-ASA se pak vstiebava do krve
nebo je vylucovana zpét do stieva. Piiblizné 43 % absorbované 5-ASA se vaze na plazma-
tick¢ bilkoviny, nevazana c¢ast je v jatrech metabolizovdna N-acetyltransferazou-1

na acetylované metabolity (N-ac-5-ASA) (Hu a Peppercorn 2008). Acetylace 5-ASA neni
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ovlivnéna fenotypem acetylatora a zda se byt nevratna (Brogden a Sorkin 1989).
N-ac-5-ASA je z78 % vazana na plazmatické proteiny (Brogden a Sorkin 1989).
Distribu¢ni objem (Vd) 5-ASA a N-ac-5-ASA byly vypocteny na 25 a 18 1 po peroralnim
podani 5-ASA (Myers a spol. 1987). 5-ASA a také N-ac-5-ASA (vyssi koncentrace nez
5-ASA) byly nalezeny v plazmé matky, plodové vodé a pupecnikové plazmé. V matetském
mléce byly koncentrace acetylovaného metabolitu také vyssi nez koncentrace 5-ASA
(Brogden a Sorkin 1989).

5-ASA je do zna¢né miry climinovana jako acetylovany metabolit: N-ac-5-ASA
vytvofena v jatrech se vylucuje pfevazné moci (Brogden a Sorkin 1989) a N-ac-5-ASA,
ktera se tvoii ve stievnim epitelu (pokud neni absorbovana do krevniho systému a nasledné
vylou¢ena moci), je sekretovana zpét do stievniho lumen a vylucuje se stolici. Dochazi
také k omezené exkreci volné 5-ASA tlustym sttevem a ledvinami (Hu a Peppercorn
2008). Ve studii Myerse a spol. (1987) témét vSechna 5-ASA (po peroralnim podani) byla
vylou¢ena moc¢i béhem 4 hodin (59 % v acetylové forme). Celkové mnozstvi 5-ASA
s N-ac-5-ASA nalezené v mo¢i béhem 48 hodin bylo 52 % podané davky (Myers a spol.
1987).

Renalni clearance N-ac-5-ASA byla dvojnasobek az trojnasobek glomerularni filtrace,
ukazujici na prevladajici rendlni tubularni sekreci. Plazmaticka clearance 5-ASA
a N-ac-5-ASA po peroralnim podani byla 16 a 7 I/h (Myers a spol. 1987). Klotz a Maier
(1987) ukazali rychlou eliminaci 5-ASA (ti; = 0,4 - 2,4 h) a pomalejsi vyluovani
N-ac-5-ASA (t12 = 6 - 9 h, rendlni clearance = 200 - 300 ml/min). Ve studii Myerse a spol.
(1987) byl polocas eliminace 5-ASA asi polovi¢ni nez N-ac-5-ASA (0,9 a 1,8 h).
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2.5.3. Atenolol
Atenolol (4-(2-hydroxy-3-isopopylaminopropoxy)fenylacetamid) je kardioselektivni

beta-blokator bez vnitini sympatomimetické aktivity a bez ucinku na stabilizaci membran

(Martindale 2005).

Chemicka struktura
oH

8 Y
Hz CAS - 29122-68-7

MH - 266,3 ATC - CO7ABO3

=T

Farmakokinetika

Atenolol se rychle, ale netplné vsticbava z gastrointestinalniho traktu s peroralni
biologickou dostupnost 50 - 60 % (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch a Gorg 1982,
Hebert a spol. 2005). Atenolol dosahuje maximalni koncentrace v plazmé za 2 - 4 h (Wan
a spol. 1979, Wu a spol. 2003, Hebert a spol. 2005), pficemz potrava vyrazné zkracuje ¢as
potiebny k dosazeni maximalni koncentrace (2,7 h vs. 1,5 h) a vyrazné snizuje (0 20 %)
plochu pod kiivkou plazmatickych koncentraci (AUC) (Melander a spol. 1976).

Po peroralnim podani 50 mg racemického atenololu (Mehvar a spol. 1990), AUC byly
témef podobné pro S(-) - a R(+)-enantiomery. Maly rozdil v AUC byl odrazem mirného,
ale statisticky vyznamného rozdilu v renalni clearance enantiomert (129 ml/min, S(-) vs.
120 ml/min, R(+)). S(-)- a R(+)-enantiomery se vsak navzajem nelisily, pokud jde o distri-
buéni objem (0,8 - 0,9 I/kg) nebo o0 terminalni elimina&ni rychlostni konstantu (0,1 h™).

Atenolol je distribuovan do celého téla, ale jen mala ¢ast podané davky se dostava
do mozku. U zdravych jedinct je zdanlivy distribu¢ni objem asi 50 - 75 | (Heel a spol.
1979, Hebert a spol. 2005). Atenolol neni vyrazné vazan na plazmatické bilkoviny - méné
nez 5 % atenololu je vazano na proteiny (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch a Gorg
1982, Hebert a spol. 2005). V téhotenstvi atenolol pravdépodobné snadno prochazi
placentou (Heel a spol. 1979).

Vétsina absorbovaného atenololu se vyluéuje mo¢i v nezménéné forme, jen asi
5 - 10 % atenololu je metabolizovano v jatrech (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch
a Gorg 1982). V moci bylo nalezeno jen velmi malé mnozstvi hydroxylovaného atenololu
a glukuronidu atenololu. Ptiblizn¢ 10 % intravendzni davky a 50 % podané peroralni

davky je vylouceno stolici (Thompson 1977, Hebert a spol. 2005).

32



U pacientd s normalni funkci ledvin je eliminaéni polocas 6 - 9 h a celkova télesna
clearance asi 6 1/h/1,73 m? (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch a Gorg 1982, Wu
a spol. 2003, Hebert a spol. 2005). Pti selhavani a tézkém poSkozeni ledvin se miize
poloc¢as atenololu prodlouzit az na 48 hodin (Thompson 1977). U mladych zdravych
dobrovolniki (muzd) byla peroralni clearance atenololu 15,2 1/h/1,73 m? (Hebert a spol.

2005). Elimina¢ni polocas je ovlivnén piijmem potravy (Melander a spol. 1976).
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2.5.4. Kofein

Za mechanismus uc¢inku kofeinu (1,2,3-trimetylxantin) je pokladana blokada
metylxantin-citlivych adenosinovych receptori (Sawynok 1995). Kofein je nejvice
uzivanou psychoaktivni latkou ve svété (Nehlig a spol. 1992, Magkos a Kavouras 2005).
Jeho bronchodilatac¢ni a diuretické ucinky jsou slabsi nez u dimetylxantind, jeho stimula¢ni
ucinek na vazomotorické centrum a jeho pozitivni inotropni G¢inek na myokard jsou
kompenzovany jeho perifernim vazodilata¢nim uc¢inkem na arterioly (Martindale 2005).

Kofein se pouziva k 1é€bé migrény a jako adjuvantni analgetikum (Waldvogel 2003).
Kofein mize byt pouzit samostatné jako somnolytikum, k 1é¢bé riznych bolesti hlavy,
respiracni deprese u novorozenct, postprandialni hypotenze, obezity, k prodlouzeni trvani
kteCového stavu u elektrokonvulzivni terapie a K navozeni tbytku télesné hmotnosti

U obézniho pacienta.

Chemicka struktura

5 y
N >
o | CAS - 58-08-2
MH - 1942 ATC - NO6BCO1

Farmakokinetika

Kofein se po peroralnim podani vstiebava rychle a témét uplné (Blanchard
a Sawers 1983a, b, Newton a spol. 1981). Newton a spol. (1981) a Blanchard a Sawers
(1983a,b) uvadégji primérnou absolutni biologickou dostupnost 91 az 108 %.

Hydrofobni vlastnosti kofeinu dovoluji jeho rychly prichod vsemi biologickymi
membranami (Fredholm a spol. 1999) a sirokou distribuci po celém téle. Kofein
ptechazi rychle do centralniho nervového systému a do slin (Fredholm a spol. 1999,
Martindale 2009). Nizké koncentrace kofeinu jsou také pfitomny v matetském mléce
a kofein také prochéazi placentou (Martindale 2009). Kofein neni vyznamné vazan
na plazmatické proteiny (pfiblizné 35 %) a albumin je pravdépodobné hlavni vazebna
plazmatické bilkovina kofeinu (Blanchard 1982). Distribu¢ni objem (Vd) kofeinu je
0,71 + 0,15 kg (Banditt a spol. 1983).

Kofein je téméf uplné metabolizovan v jatrech (Fredholm a spol. 1999, Martindale

2009), metabolismus kofeinu je komplexni a u ¢lovéka bylo identifikovano nejméné
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25 metabolita. Do metabolismu kofeinu je zapojen jaterni cytochrom P450 izoenzym
CYP1A2 (Martindale 2009).

Kofein je vyluCovan do moci, pficemz jen asi 1 - 2 % Vv nezménéné podobé
(Newton a spol. 1981, Blanchard a Sawers 1983c, Martindale 2009). Asi 86 % kofeinu
je objevuje v moci jako metabolit béhem 48 h (Bonati a spol. 1982). Biologicky polocas
(t12) po peroralnim podani 50 - 750 mg kofeinu byl 3,9 az 7,5 h (Newton a spol. 1981,
Blanchard a Sawers 1983a,b, Banditt a spol. 1983, Collomp a spol. 1991, Kamimori
a spol. 2002). Celkova clearance kofeinu po jednorazovém peroralnim podani
(50 - 500 mg) je 0,75 - 2,07 ml/min/kg (Cheng a spol. 1990, Desmond a spol. 1980,
Joeres a spol. 1988, Lelo a spol. 1986, Newton a spol. 1981, Zylber-Katz a spol. 1984).

Jelikoz je kofein rozsahle metabolizovan prostfednictvim cytochromu P450 CYP
1A2, dochazi k mnoha interakcim s jinymi latkami (Carrillo a Benitez 2000, Martindale
2009).
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2.5.5. Gliklazid

Gliklazid  (1-(3-azabicyklo[3,3,0]okt-3-yl)-3-tolylsulfonylurea) je antidiabetikum
ze skupiny derivata sulfonylurey (druha generace) a pouziva se k 1é¢bé non-inzulin
dependentniho diabetu mellitu (typ 1) (McGavin a spol. 2002). Gliklazid stimuluje
vyluovani inzulinu z B-bun€k slinivky bfisni inhibici ATP-citlivych kanalt drasliku
(Katp) s vysokou afinitou a selektivitou (Gribble a Ashcroft 1999). Gliklazid je in vitro
scavengerem hydroxylovych a peroxidovych radikalti (Noda a spol. 2000) a zda se, muize
zvratit endotelialni dysfunkci spojenou s diabetem mellitem (Vallejo a spol. 2000).

Chemicka struktura
H H

O’\.
g
AT e
CAS - 21187-98-4
MH - 323,4 ATC - A10BB09

Farmakokinetika

Po peroralnim podani gliklazidu jsou maximalni plazmatické koncentrace dosazeny
béhem 2 - 4 h (Oida a spol. 1985, Najib a spol. 2002, Kim a spol. 2003). Biologicka
dostupnost gliklazidu je 80 - 100 % (Campbell a spol. 1991, Najib a spol. 2002, Tornio
a spol. 2012), pticemz efekt potravy je klinicky nevyznamny (Campbell a spol. 1991,
Najib a spol. 2002).

Gliklazid je z 85 - 99 % vazan na plazmatické bilkoviny, a to pfedev§im na plazma-
ticky albumin. Distribu¢ni objem gliklazidu je 13 - 24 | (Kobayashi a spol. 1981,
Kobayashi a spol. 1984, Najib a spol. 2002).

Jatra jsou hlavnim mistem metabolismu gliklazidu, a prostfednictvim hydroxylace,
oxidace a glukuronidace je gliklazid metabolizovdn na nejméné 8 identifikovanych
metabolitd, pfi¢emz vétSina z nich je aktivni (Campbell a spol. 1991, Oida a spol. 1985,
Najib a spol. 2002). Gliklazid je vyluovan pievazné ve formé metaboliti. Mnozstvi
nezménéného gliklazidu vylouceného moci se pohybuje mezi 51 a 20 %; 60 - 70 %
gliklazidovych metaboliti a konjugati je primarné vylucovano ledvinami a 10 az 20 %
stolici. Clearance gliklazidu (CL/F) je 1,26 + 0,35 I/h (Kim a spol. 2003). Eliminacni
polocas je 8 - 12 h; a prodluzuje se u starSich pacienti (Oida a spol. 1985, Najib a spol.
2002, Kobayashi a spol. 1984, Kobayashi a spol. 1981).
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2.5.6. Indapamid
Indapamid (4-chlor-N-(2-metylindolin-1-yl)-3-sulphamoylbenzamid) je thiazidové

diuretikum (odvozené od chlorosulfonamidu) s dlouhou klinickou historii pouzivani jako
efektivni antihypertenzivum s dobrou snaSenlivosti (Robinson a Wellington 2006).
Terapeutické davky indapamidu maji pouze mirné diuretické Uc¢inky, hlavni
antihypertenzni Uc¢inek nizkych dévek indapamidu se zda byt vyvolan pifimym Vvaso-
dilata¢nim Gc¢inkem. Existuje také dukaz, ze indapamid ma protektivni ti¢inek na kardio-
vaskularni systém a sniZuje ukazatele end-organového poskozeni - mikroalbuminurii

(Zoungas a spol. 2009) a hypertrofii levé komory (Carey a spol. 1996).

Chemicka struktura

o

[:I".
N, 5
H 0
Cl CAS - 26807-65-8

MH - 365,8 ATC - nenalezeno

Farmakokinetika

Indapamid je rychle a kompletné absorbovan z gastrointestindlniho traktu (Caruso
a spol. 1983, Martindale 2005, Robinson a Wellington 2006). Maximalni koncentrace je
dosazeno piiblizné 0,5 az 2 hodiny po peroralnim podani indapamidu a tato hladina
zustava relativné konstantni az 8 h (Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984,
Martindale 2005). Biologickd dostupnost indapamidu u zdravych dobrovolnikii po dévce
5 mg byla stanovena na 93 % (Chaffman a spol. 1984). Sou¢asné podavani indapamidu
s jidlem nebo antacidem nesnizuje biologickou dostupnost (Caruso a spol. 1983).

Indapamid je Siroce distribuovan a zdanlivy distribu¢ni objem je 25 litri. Vazba
na proteiny je 76 az 79 %. Indapamid se dobie vaze na Cervené krvinky (80 %), a to
konkrétn¢ na karboanhydrazu (98 %) (Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984,
Beermann a Grind 1987, Robinson a Wellington 2006), ¢innost tohoto enzymu vSak
zustava nedotcena (Chaffman a spol. 1984).

Indapamid je rozsahle metabolizovan a byla popsana fada metaboliti (az 19 meta-
bolitd zjisténych v moci), z nichz hlavni metabolit je farmakologicky aktivni (Caruso
a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984, Beermann a Grind 1987). Pouze 5 - 7 % podané
davky je vyluCovano do moc¢i v nezménéné form¢ (Caruso a spol. 1983, Robinson
a Wellington 2006).
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Eliminace indapamidu z krve je bifazickd s primérnym termindlnim polocasem
15 - 24 h (Grebow a spol. 1982, Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984, Beermann
a Grind 1987, Robinson a Wellington 2006). Indapamid ma nizkou rychlost clearance
a nebylo prokazano, Ze podléha first-pass efektu (Grebow a spol. 1982). Studie
se *C zna¢enym indapamidem u lidi prokazaly, Ze 70 % radioaktivity se vylutuje v mogi
a 16 az 23 % stolici (Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984).
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2.5.7. Metformin

Metformin (1,1-dimetylbiguanid) je peroralni antidiabetikum pouzivané v 1é¢b&é non-
inzulin dependentniho diabetu mellitu (typ II). Metformin snizuje hladinu glukézy v krvi,
a to prevazné zlepSenim periferni citlivosti tkani na inzulin, snizenim gastrointestinalni
absorpce glukdzy a snizenim produkce glukozy v jatrech bez vlivu na sekreci inzulinu

(Caspary a Creutzfeldt 1971, Hundal a spol. 2000, Borst a Snellen 2001).

Chemicka struktura

mMH  MH HCl
HN)LNANHE
| H CAS - 1115-70-4
MH - 165,6 ATC - A10BA02

Farmakokinetika

Gastrointestinalni absorpce metforminu je neuplnd, 20 - 30 % peroralni davky
se objevuje ve stolici (Tucker a spol. 1981, Scheen 1996). Vzhledem k tomu, Ze rychlost
peroralni absorpce metforminu je pomalej$i nez eliminace z plazmy po intravendzni
injekei, polocas eliminace (tj2p) po peroralnim podani metforminu spiSe odrazi rychlost
absorpce nez skutec¢nou eliminaci latky (tj. pomala absorpce metforminu je rychlost
limitujicim faktorem)(Scheen 1996). Metformin v davce 0,5 - 1,5 g ma absolutni peroralni
biologickou dostupnost 40 - 60 % (Tucker a spol. 1981, Scheen 1996). V rozmezi téchto
davek byl pozorovan inverzni vztah mezi pozitou davkou a relativni absorpci, coz by
mohlo podle Tuckera a spol. (1981) a Scheena (1996) naznacovat zapojeni aktivniho
saturovatelného absorp¢niho procesu.

Metformin je rychle distribuovan. Nevaze se na plazmatické bilkoviny, ale bylo
pozorovano zvySeni poméru krev:plasma koncentrace metforminu v pribéhu 24 hodin, coz
naznaCuje pomalou asociaci metforminu s krevnimi bunikami. Primérny zdanlivy
distribu¢ni objem (Vd) se pohybuje v rozmezi 63 az 276 1 (Tucker a spol. 1981, Scheen
1996). U cloveéka nebyly identifikovany zadné metabolity nebo konjugaty metforminu.
Metformin podléha rychlé rendlni exkreci s plazmatickym polo¢asem eliminace (t;/p)
v rozmezi 2,0 az 6,0 hodin po perordlnim podani u zdravych dobrovolnikii. Rendlni
clearance a celkova clearance metforminu jsou 20 - 37 a 27 - 42 I/h, coz naznacuje i aktivni

tubularni sekreci metforminu (Scheen 1996).
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2.6. Inhibitory transportéri

Vyznam inhibitorG je teoreticky, ale i prakticky aplikovatelny, protoze snizenim
aktivniho transportu pfes membranu se vyznamnym zpusobem meéni farmakokinetika
daného substratu. Stanoveni specificity inhibitoru piislusného transportéru je predmétem
recentnich intenzivnich vyzkumi, a proto predikéni vybér pro konkrétni studii je obtizné
predikovatelny.

Pro studium mozného zapojeni nékterého transportéru Vv transintestinalnim transportu

vybranych latek jsme pouzili nasledujici inhibitory:

Indometacin

Indometacin (nesteroidni antirevmatikum) je znamym inhibitorem MRP rodiny
transportéru (Liang a spol. 2000, Prime-Chapman a spol. 2004, Wang a spol. 2009, He
a spol. 2010), véetné MRP2 (Dahan a Amidon 2009b, Dahan a spol. 2009, Dahan
a Amidon 2010) a MRP3 (Zelcer a spol. 2001). Khamdang a spol. (2002) naznadil také
moznost, ze by indometacin mohl byt i OCT a OAT inhibitorem, protoze indometacin
vyrazné inhiboval hOCT1- a hOCT2-zprostfedkované vychytavani tetraetylamonia (TEA)
v koncentraci 500 a 2000 pmol/l a v zavislosti na davce inhiboval vychytavani
organickych anionti zprosttedkovavané hOAT1-4. Avsak na rozdil od hOATs (hOATI1
a hOAT3), hOCT1 a hOCT2 nezprostiedkovaly transport indometacinu (Khamdang a spol.
2002). Indometacin (pokud je pouzit jako inhibitor) se obvykle pouziva v koncentracich:
10 - 100 umol/l (Griffiths a spol. 1993, Liang a spol. 2000, Dahan a spol. 2009, Dahan
a Amidon 2009b, Wang a spol. 2010, He a spol. 2010), ale i 500 umol/l (Prime-Chapman
a spol. 2004).

Omeprazol

Omeprazol (inhibitor protonové pumpy) je substrat/inhibitor P-glykoproteinu
(Pauli-Magnus a spol. 2001, Takahata a spol. 2004, Collett a spol. 2005, Takano a spol.
2006) a je také oznacovan za specificky inhibitor BCRP (Matsson a spol. 2009).

Probenecid

Probenecid je nespecifickym inhibitorem MRP rodiny transportéri (Honda a spol.
2004, Chanteux a spol. 2005, He a spol. 2010), MRP2 (Taub a spol. 2005, Namkoong
a spol. 2007, Nait Chabane a spol. 2009), MRP1 (Cao a spol. 2007) a MRP3 inhibitor
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(Zelcer a spol. 2001). Existuji také informace o inhibici OAT transportéru (Liang a spol.
2000, Ho a Kim 2005, Hunter a Hirst 1997) a OATP (Crowe a Lemaire 1998). Probenecid
se obvykle pouziva v koncentraci 10 - 200 umol/l (Liang a spol. 2000, Taub a spol. 2005,
Cao a spol. 2007, Nait Chabane a spol. 2009, Dahan a spol. 2009), ale jsou pouzivany
i vyss§i koncentrace, tj. 1000 umol/l (Prime-Chapman a spol. 2004, Namkoong a spol.
2007), 2000 umol/l (Liang a spol. 2000, Prime-Chapman a spol. 2004, He a spol. 2010)
a 5000 pmol/l (Honda a spol. 2004, Chanteux a spol. 2005, Namkoong a spol. 2007).

Verapamil

Verapamil, blokator kalciovych kanald, je jak substratem, tak inhibitorem P-gp. Patii
do prvni generace kompetitivnich substratl, ktery prokazal schopnost inhibovat P-gp
(Achira a spol. 1999, Honda a spol. 2004, Dahan a Amidon 2009b, Kannan a spol. 2009).
Verapamil se obvykle pouziva v koncentra¢nim rozmezi 10 - 100 umol/l (Griffiths a spol.
1993, Hunter a spol. 1993, Walle a Walle 1998, Achira a spol. 1999, Honda a spol. 2004,
Prime-Chapman a spol. 2004, Jeong a Choi 2007, Cao a spol. 2007, Teng a spol. 2007,
Dahan a Amidon 2009a, Wang a spol. 2010, Nait Chabane a spol. 2009, Dahan a spol.
2009, He a spol. 2010). Verapamil byl také oznacen za modulatora MRP1 (Kannan a spol
2009) a inhibitora MRP2 (0,1 - 200 umol/l, Taub a spol. 2005). Verapamil vsak inhibuje
MRP v mensi mife nez P-gp (Hunter a Hirst 1997).
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3. CHRONOLOGICKY DESIGN STUDII

Faze |
Féaze 1 byla zaméfena na zavedeni metod pro testovani mozného vlivu latek na Caco-2
bunky a pro posouzeni ,,baseline® kvality Caco-2 monovrstvy a dale na rozsiteni Caco-2
transportnich studii 0 moznost studovat uptake a kumulaci latek:
1) zavedeni testu viability bunék,
2) zavedeni metodiky na stanoveni integrity monovrstvy pomoci stanoveni permeability
netoxické fenolové Cervené - vedle stanoveni integrity monovrstvy pomoci permeability
C manitolu,

3) zavedeni metody kumulativnich studii.

Faze 1|
Tato faze byla zaméfena na charakterizaci mechanismu transepitelialniho transportu

(transport pies stfevni bariéru) vybranych latek a jejich klasifikaci podle BCS.

Cilem této etapy bylo:
1) urcit, zda transport latky pies Caco-2 bunéénou monovrstvu zahrnuje aktivni nebo
pasivni mechanismus,
2) zhodnotit transcelularni a paracelularni cestu zapojenou do transportu latky,
3) stanovit u¢inky pH na transport latek,
4) klasifikovat latky podle jejich rozpustnosti (idaje z odborné literatury) a podle nami
stanovené permeability (naSe vysledky z transportnich studii) do jedné ze ¢tyf t¥id BCS.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Bunécna linie
Byla pouzita standardni Caco-2 bunécna linie komeréné dostupna z ECACC,
Sigma-Aldrich (Ceska republika).

RozmrazZeni bunék

Originalni vialka (z ECACC) se zmrazenymi bunikami (1 - 2 ml suspenze v lahvicce -
1,8 x 10° bun&k/ml) byla dod4na na suchém ledu (-196°C).

Po pievzeti byla vialka ponechana pii pokojové teploté po dobu jedné minuty a poté
byla presunuta do vodni 14zn& o teploté 37°C a ponechina az do Uplného rozmrazeni
(ptiblizné 20 minut). Pak byla vialka vloZzena do bioboxu (sterilni) a bunécna suspenze
byla pomalu po kapkach nakapana do 10 ml dodaného originalniho média (,,Eagle’s
Minimum Essentials Medium* (EMEM), Sigma Aldrich). Uzaviena sterilni zkumavka pak
byla centrifugovana pii 1000 g (T54 centrifuga) po dobu 10 min k oddéleni bunék od za-
mrazovaciho roztoku. Po odpipetovani supernatantu byly odstiedéné bunky resuspen-
dovany kultivatnim médiem DMEM (,,Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium®, PAA
Laboratories, BioTech, Ceska republika) a inokulum bylo pieneseno opatrné do kultivaéni
lahve T25 cm? (TPP AG, Svycarsko) a lahev byla doplnéna dodanym kultivaénim médiem
do objemu 15 ml. Béhem nasledujicich dnd byla denné kontrolovana kvalita bunék
a v ptipadé velkého mnozstvi mrtvych bunék bylo vyménéno médium (pokud to bylo
nutné i denné do prvniho pasazovani).

V ptipadé rozmrazovani bunék zmrazenych v nasi laboratoti byla kryozkumavka
s burikami dana ihned do vodni 14zn& (37°C). Obsah kryozkumavky byl piepipetovan
do sterilni zkumavky plastovou Pasteurovou pipetou a za stalého michani bylo po kapkach
pridano studené kultiva¢ni médium. Dalsi kroky byly stejné, jak je popsano pii rozmrazo-

vani originalni vialky od ECACC.

ZamrazZeni bunék
Den pied zamrazovanim bylo v kultiva¢ni lahvi vyménéno kultiva¢ni médium. V den
zamrazovani byly buniky trypsinizovany smési 0,05% trypsin-0,02% EDTA (1:250, PAA

Laboratories, Biotech, Ceska republika) a byla piipravena suspenze bunék se znamym
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mnozstvim bunék (nejméné 4 X 10° bungk). Bun&na suspenze pak byla centrifugovéana
a supernatant byl odstranén. Nasledn¢ byly bunky resuspendovany zamrazovacim médiem
na konegnou koncentraci 1 x 10° bundk/ml. ZamraZzovaci médium obsahovalo kultivagni
médium s fetdlnim hovézim sérem ,Gold“ (FBS - Gibco Invitrogen, KRD, Ceska
republika; 10%) a sterilni DMSO (dimethyl sulfoxid, 7%). Resuspendované bunky byly

napipetovany do kryozkumavek (a 1 ml) a zamrazeny.

Kultivace bunék

Caco-2 buiiky byly rutinné péstovany (Bourdet a Thakker 2006, Stétinova a spol.
2009) v plastovych lahvich pro tkafové kultury (25 nebo 75 cm?, TPP AG, Svycarsko)
v kultivatnim médiu (DMEM) obsahujici 25 mmol/l glukéozy a doplnéné
L-glutaminem (4 mmol/l), 1 % neesencialnich aminokyselin, s ptidavkem antibioticko-
antimykotického roztoku (PAA Laboratories, BioTech, Ceska republika), obsahujiciho
100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu a 0,25 pg amfotericinu, a s ptidavkem FBS
,Gold*“ do kone¢né koncentrace 9 % (Ungell a Karlsson 2003).

Caco-2 bunécna linie (adherentni kultura) byla kultivovéna standardnim zpiisobem
(Bourdet a Thakker 2006, Stétinova a spol. 2009) pii 37°C v atmosféte s 5% CO, a 90%
relativni vlhkosti v CO; inkubatoru se ,,safecell UV systémem (MCO -18AIC, Sanyo).
Bunky byly pasazovany (oddéleni a pifenos malého poctu bunék do nové nadoby) pii asi
60 - 80% (optimalné 80%) konfluenci. Bunky musely byt nejprve uvolnény pomoci smési
0,25% trypsin-EDTA v DPBS (,,.Dulbecco’s phosphate buffered salt solutions®, PAA
Laboratories, BioTech, Ceska republika) bez vapniku a hoi¢iku (Yee 1997, Saha a Kou
2000, Polli a Ginski 1998).

Médium bylo ménéno tiikrat tydné (Hidalgo a spol. 1989, Makhey a spol. 1998, Saha
a Kou 2000) - médium bylo odstranéno aspiraci (Caco-2 burniky - adherentni kultura)

a nasledné bylo doplnéno nové médium.

Inkubace Caco-2 bunék na insertech

Pro transportni pokusy byly Caco-2 bunky vysety na inserty s polykarbonatovou
membranou (Transwell inserty; rozmér 11x13 mm, plocha pro rist 0,5 cm?, primér port
0,4 um) vkladané do desek pro tkanové kultury, které obsahuji 24 jamek (TPP AG,
Svycarsko).

44



Caco-2 bunky byly wvysety do insertt Vrozmezi pasazi: ambroxol
67 - 77, 5-ASA 79 - 85, atenolol 72 - 74, kofein 75 - 78, gliklazid 70 - 87, indapamid 73,
metformin 65 - 73.

Pied vysevem bylo do desek a insertdi piidano kultivaéni médium (apikalné 500 pl,
basolateraln¢ 650 ul) a ty pak byly inkubovany po dobu 1 hodiny v CO, inkubatoru.
Buiiky pro vysev byly pfipraveny nasledovné: bunky byly nejprve uvolnény z nadob smési
0,05% trypsinu-0,02% EDTA (1:250) v DPBS bez Ca** a Mg?*. Pocet bundk v suspenzi
byl spocitan v invertnim mikroskopu (Olympus CKX 41) pii 200krat zvétSenim vzdy
v 5 velkych ¢étvercich Biirkerovy komurky. Suspenze se potom obvykle zfedila na finalni
koncentraci 2,5 x 10° bun&k/ml. Po jednohodinové preinkubaci bylo médium odséto z api-
kalniho kompartmentu insertu a bunééna suspenze (500 ul) byla aplikovana do apikalniho
kompartmentu v hustot& 2,5 x 10° cells/cm?.

Kultiva¢ni médium bylo ménéno tiikrat tydné pro dobu 21 az 25 dni a denné¢ béhem
posledni 3 az 5 dnt (500 pl do apikalniho kompartmentu, tj. do insertu, a 650 pl
do basolateralniho kompartmentu, tj. do jamky desticky). Caco-2 buiniky byly péstovany
po dobu nejméné¢ 21 dnt K vytvoreni fyziologicky a morfologicky (polarizace,
diferenciace) vyvinuté konfluentni (souvislé) bunécné monovrstvy pied zahajenim

transportnich studii (Hidalgo a spol. 1989, Vachon a Beaulieu 1992, Walle a Walle 1998).
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4.2. Stanoveni viability bunék

Ke kontrole mozného vlivu testovanych latek na Caco-2 bunky bylo pted transport-
nimi Studiemi provedeno stanoveni viability bungk.

Viabilita bun¢k byla stanovovana pomoci barveni trypanovou modii - metoda
zalozena na schopnosti bunék vylucovat barvivo (Lu a spol. 2005, Nadova a spol. 2008,
Smetanova a spol. 2009). Caco-2 bunky byly vysety do Petriho misky (primér 40 mm,
plocha 9.2 cm?) v hustot& 2 x 10° bungk/cm? (tj. 8,4 x 10° bunék/Petriho misku ve 2 ml)
a inkubovany po dobu 24 hodin. Po 24-hodinové inkubaci v CO, inkubatoru byly burky
opatrné (aby se zabranilo mechanickému poskozeni vrstvy) omyty DPBS (pfiblizné 2 ml)
a nasledné byl ptidan na Petriho misku (nejméné 3 misky pro kazdou testovanou latku
ve zvolené koncentraci) roztok testované latky v transportnim médiu (HBSS - ,,Hanks’
balanced salt solutions“, PAA Laboratories, BioTech, Ceska republika) v nejvyssi
koncentraci planované pro pouziti v transportni studii (v objemu 2 ml). Jako negativni
kontrola bylo pouzito samotné transportni médium (HBSS) a jako pozitivni kontrola 10%
etanol. Petriho misky byly inkubovany dalsi 2 hodiny v CO, inkubatoru.

Po 2-hodinové inkubaci byl roztok testované latky nebo kontrol odstranén a bez omyti
bylo zahajeno uvolfovani bunék z misek pfidanim 650 pl trypsinu, po 30 s bylo
odstranéno 300 pl trypsinu a Petriho misky byly vlozeny do inkubatoru na dalsi 4 minuty.
Po této inkubaci bylo do kazdé Petriho misky ptidano transportni médium (700 - 900 pl).
100 pl bunééné suspenze pak bylo prepipetovano do piipravené zkumavky s 100 pl
0,4% trypanové modii (faktor fedéni = 2) a vSe opatrné promichano. Po 5 minutach bylo
ptiblizné 5 - 10 pl této suspenze naplnéno do obou ¢asti Biirkerovy komirky a byl spocitan
pocet zivych (svétlych) a nezivych (modie zbarvenych) bun¢k ve svételném mikroskopu
(Olympus CKX 41) vzdy v 5 velkych ¢étvercich komurky. Pro zvyseni ptesnosti bylo vzdy
pocitano vice nez 100 bunék. Viabilita byla vypoctena nasledovné:

Viabilita (%) = (pocet Zivych bunék/celkovy pocet bunék) x 100,
kde pocet zivych/nezivych bunék je celkovy pocet zivych/nezivych bunék vynasobeny
faktorem fedéni a celkovy pocet bun€k je souctem vSech zivych a nezivych bunék.

Za netoxické jsou povazovany latky s viabilitou bunék vice nez 90 % (Shah a spol.
2008, Menez a spol. 2006).
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4.3. Stanoveni integrity monovrstvy

4.3.1. Stanoveni integrity monovrstvy pomoci fenolové ¢ervené

Dva nebo tii dny pfed zahdjenim transportnich experimenti byla ovéfena integrita
monovrstvy alespon dvou insertli z kazdé desky pomoci stanoveni permeability 500 pmol/l
fenolové Cervené (Fleet a Wood 1999, Garcia-Casal a spol. 2000, Smetanova a spol. 2008).
Nejprve bylo kultivaéni médium odstranéno z insertt (monovrstvy piipravené pro trans-
portni studie, 19. - 28. den po vysevu). Inserty byly dvakrat proplachnuty piedehiatym
transportnim médiem (HBSS - ,Hanks® balanced salt solutions®, PAA Laboratories,
BioTech, Ceska republika; pH 7,4 - 500 pl do apikalniho a 650 pl do basolateralniho
kompartmentu) s naslednou inkubaci s piedehiatym HBSS pti 37°C po dobu 30 minut
pfed zahdjenim stanoveni permeability fenolové cervene.

Tésné pied zacatkem experimentu byl odebran vzorek 50 ul ze zasobniho roztoku
fenolové cervené ke spektrofotometrické (558 nm) kontrole jeho koncentrace.

V case 0 bylo odstranéno transportni médium z apikalniho kompartmentu a 550 pl
roztoku fenolové Cervené (500 pmol/l) bylo aplikovano do vyprazdnéného apikalniho
kompartmentu (ke stanoveni apikalné-basolateralni (AP-BL) permeability fenolové
cerveng). lhned byl z apikalniho kompartmentu odebran vzorek 50 pl do plastové
zkumavky s piipravenym nesterilnim transportnim médiem (1950 pl transportniho média,
které¢ je nutné k fedéni vzorku pro jejich nasledné méfeni). Po 1-hodinové inkubaci
fenolové Cervené v apikalnim kompartmentu byl vzorek (600 pl) odebran z basolateralniho
kompartmentu insertu a dan do ptipravené eppendorfky (s 600 pl nesterilniho
transportniho média; nutné fedéni). Kvili omezeni mozného toxického ucinku fenolové
¢ervené na Caco-2 bunky byl zvolen pouze 1-hodinovy interval. Nafedéné vzorky byly
méfeny spektrofotometricky pii 558 nm (Spekol 11, Carl Zeiss Jena).

Na konci tohoto testu byly zbytky roztoku fenolové Cervené (AP) a transportniho
média (BL) odstranény z pouzitych insertt. Inserty byly dvakrat proplachnuty piedehiatym
kultivaénim médiem a nasledné bylo kultivaéni médium aplikovano do apikalniho i baso-
lateralniho kompartmentu (500 a 650 pl).

Koncentrace fenolové ¢ervené (c) v kazdém vzorku byla vypoctena podle vzorce:
c=(A/K)xD,

kde A je namétena absorbance vzorku, k je sklon kalibra¢ni kivky a D je pouzité fedéni.
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Vypocétena koncentrace pak byla pouzita ke stanoveni permeability fenolové Cervené.
Koeficient permeability - Py (cm/s) byl vypocitan podle vzorce (Artursson a Karlsson
1991):

Papp = (dQ/dt) x (1/(A x Co)),

kde dQ/dt je rychlost permeability, tj. mnozstvi latky objevujici se v akceptorovém
kompartmentu v zavislosti na ¢ase (nmol/s), Cy je pocatecni koncentrace v donorovém
kompartmentu (nmol/ml) a A je plocha monovrstvy (cm?).

Caco-2 monovrstvy byly akceptovany jako vhodné pro dal$i pouziti v naSich
transportnich pokusech, pokud permeabilita fenolové Cervené v testovanych insertech
nepresdhla 1,5 x 10° cm/s a procento kumulativniho transportu nepfesahlo 0,5 %

za 1 hodinu. V opaéném ptipadé nemohla byt deska pro transportni studie pouzita.

4.3.2. Stanoveni integrity monovrstvy pomoci **C manitolu

Integrita monovrstvy Vv prabéhu transportnich studiich byla potvrzena soucasné
provedenym stanovenim permeability *C manitolu (Artursson a spol. 1996, Baird
a Prosser 1998).

Hydrofilni D-Manitol, [1-**C]-: specificka aktivita 50 - 60 mCi (1,85 - 2,22 GBq)/
mmol, ve formé& originalniho roztoku etanol:voda (9:1), 100 uCi/ml, ,,Moravek
Biochemicals and Radiochemicals“, MGP Zlin, Ceska republika.

Nejprve bylo odstranéno médium z inserti (alespon tfi monovrstvy piipravené
pro transportni studie, 19. - 28. den po vysevu) a inserty byly dvakrat proplachnuty
predehfatym transportnim médiem pH 7,4 (500 pl do apikalniho a 650 pl do baso-
lateralniho kompartmentu) a ponechany k ekvilibraci s predehiatym HBSS pii 37°C
po dobu 30 minut pied zahajenim hodnoceni permeability **C manitolu. Tésn& pred zacat-
kem experimentu byl odebran vzorek 50 pl ze zasobniho roztoku *C manitolu
(0,5 uCi/ml) ke kontrole radioaktivity roztoku.

V case 0 bylo odstranéno transportni médium z apikalniho kompartmentu a do vy-
prazdnéného apikalniho kompartmentu (ke stanoveni AP-BL permeability) bylo apliko-
vano 550 pl roztoku **C manitolu (0,5 pCi/ml) a ihned byl odebran vzorek 50 pl z tohoto
kompartmentu ke stanoveni po&ate¢ni aktivity **C manitolu.

Béhem experimentu (obvykle ve 30., 60., 90. a 120. minut¢) byly odebrany vzorky
z basolateralniho kompartmentu (500 pl). Inserty byly ponechavany v jamkach. Vzhledem
k tomu, ze v basolateralnim kompartmentu bylo 650 ul média a jen 500 ul bylo odebrano
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pro analyzu, 150 pl transportniho média s proniklym manitolem vzdy zistalo v baso-
lateralnim kompartmentu. To muselo byt zohlednéno pii vypocétu transportovaného
mnozstvi manitolu v kazdém intervalu. Toto mnozstvi muselo byt odeéteno pfi stanoveni
prostupu manitolu v dalsim intervalu. Stanovené mnozstvi manitolu v odebranych vzorcich
z basolateralniho kompartmentu (500 pl) muselo byt pievedeno na celkovy basolateralni
objem (650 pl). A z tohoto mnozstvi manitolu muselo byt odec¢teno mnozstvi ve 150 pl
proslého v piedchozim intervalu.

V poslednim intervalu (obvykle 120. minuta) byl odebran vzorek 50 pl z apikalniho

kompartmentu ke stanoveni navratnosti (recovery) **C manitolu.

Utinek testovanych latek a inhibitord na integritu monovrstvy

Mozny Géinek testovanych latek a inhibitord na integritu monovrstvy byl testovan
pomoci stanoveni permeability **C manitolu. Pro tyto experimenty byl manitol smichan
s danou testovanou latkou nebo inhibitorem a byla stanovovéana permeabilita **C manitolu
(AP-BL transport) stejnym zptisobem, jak bylo popsano vyse.

Pro testovani vlivu latek na integritu monovrstvy byly pouzity jednak nejcastéji
pouzivané koncentrace (tj. koncentrace latky pro hodnoceni vlivu pH-gradientu a pro hod-
noceni paracelularniho transportu) a jednak také nejvyssi koncentrace dané latky pouzita
Vv transportnich experimentech:

Ambroxol hydrochlorid (300 a 1000 umol/l) - Erregierre S.p.A., Italie,

5-ASA (300 a 1000 umol/l) - Sigma Aldrich, Ceska republika,

Atenolol (300 a 1000 umol/l) - Sigma Aldrich, Cesk4 republika,

Kofein (300 a 10000 umol/l) - PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska republika,

Gliklazid (300 a 1000 pmol/l) - PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska republika,

Indapamid (300 a 1000 umol/l) - PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska republika,

Metformin (300 a 10000 umol/l) hydrochlorid - Sigma Aldrich, Ceska republika.

Pro testovani G¢inku inhibitorti transportérti na integritu monovrstvy byly pouzity
nejvyssi koncentrace inhibitoru pouzivané v transportnich experimentech:

Indometacin 500 pmol/l - Sigma Aldrich, Ceska republika,

Omeprazol 100 umol/I - PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska republika,

Probenecid 2000 pmol/l - Sigma Aldrich, Ceska republika,

Verapamil 100 pmol/l - Sigma Aldrich, Ceska republika.
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4.4. Transportni studie

Transportni experimenty byly provedeny podle literarnich udaju (Walle a Walle 1998,
Ingels a Augustijns 2003).

Pro transportni pokusy bylo pouzito transportni médium (HBSS) s ca® a Mg2+,
bez fenolové Cervené a s piidanim glukozy do konec¢né koncentrace 25 mmol/l (4,5 g/l),
které bylo pufrovano bud’ 25 mmol/l HEPES (4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-etansulfonova
kyselina) na pH 7,4 (upraveno 10% NaOH) nebo 20 mmol/l MES (2-morfolino-
etansulfonova kyselina) na pH 6,0 (stanoveni pH-metrem Microprocesor WTW pH 96 A).
Ptipadné zmény v pH po pfidani testované latky byly upraveny pro dosazeni pH 7,4 nebo
pH 6,0.

HBSS bez Ca** (pH 7,4) bylo pouzito ke studiu paracelularniho transportu latek.
Vsechny pouzité roztoky a transportni média byly sterilné piefiltrovany tésné pred zaha-
jenim experimentu. Vsechny experimenty byly provadény za ,.sink” podminek, které
zarucuji, ze koncentrace latky v akceptorovém kompartmentu nepiekro¢i 10 % z apliko-

vané davky v donorovém kompartmentu.

Testované latky:

Ambroxol hydrochlorid: Erregierre S.p.A., Italie,

5-ASA: Sigma Aldrich, Ceska republika,

Atenolol, [ring->H]-: specificka aktivita 5 - 25 Ci (185 - 925 GBg)/mmol, originalni
metanolovy roztok (1.0 mCi/ml), ,,Moravek Biochemicals and Radiochemicals®,
MGP Zlin, Ceska republika,

Atenolol*: Sigma Aldrich, Ceska republika,

Kofein: PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska republika,

Gliklazid: PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska republika,

Indapamid: PRO.MED.CS Praha a.s., Ceska republika,

Metformin hydrochlorid, [biguanidine-*C]-: specificka aktivita 25 - 100 mCi
(0,925 - 3,7 GBqg)/mmol, ,,Moravek Biochemicals and Radiochemicals®, MGP
Zlin, Ceska republika,

Metformin hydrochlorid*: Sigma Aldrich, Ceska republika.

*Roztoky atenololu a metforminu byly pfipraveny smichanim znacenych

(H atenololu nebo **C metforminu) roztokii s roztoky neznadené latky (atenolol nebo
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metformin). Mnozstvi znacené latky bylo vypocitano v zavislosti na konkrétni
radioaktivitd latky tak, aby vysledna radioaktivita byla p¥iblizng 7 - 10 x 10°> dpm/50 pl,
tj. 7 - 10 x 10° dpm/500 pul v donorovém kompartmentu na zadatku pokusu. Toto mnoZstvi
(vzdy stejné pro danou latku) bylo ptidano do piipravenych neradioaktivnich roztoku latek
v transportnim médiu, tak aby bylo dosazeno pozadované konec¢né koncentrace latky

V roztoku.

Pouzité koncentrace testovanych latek v transportnim médiu (HBSS):
Ambroxol hydrochlorid (100, 300 a 1000 pmol/l),
5-ASA (10, 100, 300 a 1000 pmol/l),
Atenolol (10, 100, 300 a 1000 umol/1),
Kofein (100, 300, 1000 a 10000 pmol/1),
Gliklazid (10, 100, 300 a 1000 umol/1),
Indapamid (100, 300 a 1000 umol/1),
Metformin hydrochlorid (10, 100, 300, 1000 a 10000 pmol/l).

Pied zacatkem transportnich studii bylo z pfipravenych insertd (19. - 28. den
po vysevu) odstranéno kultiva¢ni médium a inserty byly dvakrat proplachnuty piedehiatym
transportnim médiem (500 ul do AP a 650 ul do BL kompartmentu) a ekvilibrovany
s predehiatym transportnim médiem pii 37°C po dobu 30 minut. Tésné& pied zacatkem
experimentu byl odebran vzorek 50 pul ze zasobniho roztoku testované latky ke kontrole
jeho koncentrace. Béhem odbéru vzorka byla 24-jamkova Transwell desticka umisténa
na vyhtivané desce (37°C). Mezi odbéry byly buiiky uchovavéany v inkubétoru pti 37°C
a 5% CO..

Design transportnich studii

V transportnich studiich byly testovany rtizné koncentrace latek v AB-BL a BL-AP
sméru za iso-pH podminek (pH 7,4/7,4 v obou kompartmentech) nebo pii pH-gradientu
(pH 6 apikalné/pH 7,4 basolateraln€). Vzdy byly pouzity nejméné 3 inserty pro danou
koncentraci a smér (obr. 7):
e AP-BL transport - absorpéni smér

(pH 7,4/7,4 v obou kompartmentech)

e BL-AP transport - sekre¢ni smér

(pH 7,4/7,4 v obou kompartmentech)
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e AP-BL transport - absorp¢ni smér s pH-gradientem
(pH 6 apikalné/pH 7,4 basolateraln¢)

e AP-BL transport - absorpéni smér s transportnim médiem bez ca®*
(pH 7,4/7,4 v obou kompartmentech)

e BL-AP transport - sekrecni smér S transportnim médiem bez ca®*

(pH 7,4/7,4 v obou kompartmentech)

Caco 2 Permeablllty Assay

AplcaIS|de
AP
Chemical
g o Y CR°R  caco
‘ 0

Cells
BL

: "X
Semi-Permeable Membrane Basolateral Side

Obr. 7. Schéma transportnich studii.

4.4.1. AP-BL transport
Transportni experimenty Vv apikalné-basolateralnim sméru (AP-BL) byly zahijeny

vyménou transportniho média pfipravenym roztokem latky v transportnim médiu (550 pl)
do apikalniho kompartmentu. Okamzité byl odebran vzorek 50 pl z tohoto kompartmentu
ke stanoveni pocate¢ni koncentrace testované latky v kazdém insertu. VVzorky 500 ul byly
odebirany z basolateralni kompartmentu insertd ve 30., 60., 90. a 120. minuté¢ a dany
na HPLC analyzu (ambroxol, 5-ASA, kofein, gliklazid a indapamid) nebo k méfeni
radioaktivity - kapalinovou scintilaéni spektrometrii (*H atenolol, **C metformin). Stejny
objem piedehfatého transportniho média byl okamzité piidan do daného basolateralniho
kompartmentu.

Vzorky z basolateralniho kompartmentu (500 pul) byly odebirany ve 30., 60., 90. a 120.
minuté. Inserty byly po odbéru ponechavany v jamkach, tj. nebyly pfendavany na jinou
desku. Vzhledem k objemu basolateralniho kompartmentu (650 ul) a odbéru 500 ul
pro analyzu, zistalo vzdy 150 ul transportniho média S proslou testovanou latkou

V basolateralnim kompartmentu. To muselo byt zohlednéno pfi vypoctu transportovaného
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mnozstvi testované latky v kazdém intervalu (podrobné popsano Vv sekci Stanoveni
integrity monovrstvy pomoci **C manitolu - 4.3.2). V poslednim intervalu (120. minuta)
byl odebran vzorek 50 ul z kazdého apikalniho kompartmentu ke stanoveni navratnosti

(recovery) testované latky (viz 4.8.).

4.4.2. BL-AP transport
Pfi studiu basolateralné-apikalniho transportu byla latka aplikovana do basolateralniho

kompartmentu (650 ul) a vzorky 300 upl byly odebirany z akceptorového (AP)
kompartmentu ve stejnych intervalech jako u AP-BL transportnich pokust (viz 4.4.1.).
BL-AP transportni pokusy byly provadény analogicky jako AP-BL studie. Na zacatku
pokusu bylo transportni médium na basolateralni strané nahrazeno roztokem latky v trans-
portnim médiu (700 ul) a ihned byl odebran vzorek 50 pl z basolateralniho kompartmentu
ke stanoveni pocate¢ni koncentrace testované latky v kazdém insertu. VVzorky 300 ul byly
z apikalniho kompartmentu odebrany ve 30., 60., 90. a 120. minuté pro HPLC analyzu
(ambroxol, 5-ASA, kofein, gliklazid, a indapamid) nebo pro meéfeni radioaktivity -
kapalinovou scintila¢ni spektrometrii (°H atenolol, **C metformin) a do apikalniho
kompartmentu byl pfidan stejny objem piedehiatého transportniho média. Inserty byly
ponechavany v jamkach, tj. nebyly pfendavany na jinou desku. Vypocet proslého mnozstvi
testované latky byl proveden pro kazdy interval, jak bylo popsano vyse (4.3.2.).
V poslednim intervalu (120. minuta) byl z kazdého basolateralniho kompartmentu odebran

vzorek 50 pl ke stanoveni tbytku testované latky a k vypoctu navratnosti latky (viz 4.8.).

4.4.3. Paracelularni transport
Ke stanoveni paracelularni slozky transportu v Caco-2 burnkach bylo pro otevieni

tésnych spoji (,tight junctions*) pouZito transportni médium bez Ca®* (Delie a Rubas
1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005).

Roztok testované latky byl pripraven s pouzitim transportniho média bez Ca** (HBSS
bez Ca** a Mg*, pH 7,4). Transportni médium bez Ca?* bylo pouzito pro promyti
a 30-minutovou preinkubaci insertd a také pro dopliovani média po odbéru vzorka béhem
transportni studie.

Pro tento typ experimenti byla pouzita pouze jedna koncentrace testované latky:
300 umol/l. Transport byl studovan v obou smérech, tj. AP-BL a BL-AP, s jedinou

vyjimkou - 5-ASA byla stanovovana pouze v AP-BL sméru.
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4.4.4. Vliv pH-gradientu
Podle Koljonena a spol. (2006) by m¢l byt transport latky studovan jak za iso-pH (pH

7,4 AP/7,4 BL) podminek pro zamezeni mozného vlivu ionizace latek na permeabilitu
(Dahan a spol. 2009), tak za pouziti pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL), ktery vice odrazi
podminky pro transport latek in vivo (Yamashita a spol. 2000).

Proto byl vliv pH-gradientu (pH 6 AP/pH 7,4 BL) studovan také v nasich pokusech,
ale pouze u jedné koncentrace testované latky (100 umol/l u gliklazidu a 300 pmol/l u
ostatnich testovanych latek) a pouze v AP-BL sméru. Transportni médium (HBSS, pH 6)
bylo pouzito pro promyti a 30-minutovou preinkubaci apikalniho kompartmentu insertt a
k pripravé roztoka testovanych latek (po pridani latky pH dotitrovano na pH 6). V pribéhu
studie bylo pro dopliovani média do basolateralniho kompartmentu pouzito transportni

médium pH 7,4.
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4.5. Transportni inhibié¢ni studie

Ve snaze identifikovat aktivni transportéry odpovédné za transport gliklazidu a 5-ASA
byla studovana permeability téchto latek pies Caco-2 bunéEnou monovrstvu v pfitomnosti

nekterych inhibitort bunécnych efluxnich pump a transportéru.

Gliklazid
Ke studiu vlivu inhibitorti na transport gliklazidu byly provedeny inhibi¢ni transportni
studie, a to analogicky K transportnim studiim (viz 4.4.1. a 4.4.2). Na zac¢atku pokusu byl
ptidan inhibitor pouze do donorového kompartmentu insertu, tj. na AP stranu pii AP-BL
experimentech nebo na BL stranu u BL-AP experimenti. Byl aplikovan spole¢né
s gliklazidem, tj. bez preinkubace insertd s inhibitorem (Dahan a Amidon 2009b, Jeong
a Choi 2007, Nishimura a spol. 2004). Béhem studie bylo pfidavano do akceptorového
kompartmentu transportni médium bez inhibitoru.
Gliklazid (100 umol/1) AP-BL a BL-AP transport:
+ inhibitor:  verapamil (100 umol/1),

probenecid (500 pumol/l, 2000 pmol/l),

indometacin (100 pmol/l, 500 pmol/1),

omeprazol (10 umol/1, 100 umol/1).

5-ASA
Ke studiu vlivu inhibitord na 5-ASA transport byly provedeny transportni inhibiéni

studie obdobné jako transportni studie (viz 4.4.1. a 4.4.2.). Pied zacatkem studii vSak byly
inserty (uréené pro studium vlivu inhibitortt) dvakrat promyty transportnim médiem
s inhibitorem. Na zacatku studie byla 5-ASA v roztoku s jednim inhibitorem piidana
apikalné nebo basolateralné podle studovaného sméru transportu (Walle a Walle 1998,
Bourdet a Thakker 2006, Cao a spol. 2007, Nait Chabane a spol. 2.009, He a spol. 2010).
Béhem studie bylo do akceptorového kompartmentu dopliiovano transportni médium
s inhibitorem.
5-ASA (10 umol/l) AP-BL a BL-AP transport:

+ inhibitor: indometacin 100 umol/l.
5-ASA (300 pmol/l) AP-BL a BL-AP transport:

+ inhibitor:  indometacin 100 pumol/,

probenecid 2000 pmol/l.
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4.6. Kumulativni studie

Na konci 5-ASA inhibi¢nich transportnich studii bylo provedeno stanoveni kumulace
5-ASA a jeho metabolitu (N-ac-5-ASA) v bunééné monovrstvé podle Varmy a spol. (2009)
a Wanga a spol. (2010).

Monovrstvy byly trikrat omyty ledovym fosfatovym pufrem (DPBS, pH 7.4; apikalné
500 ul, basolateraln¢ 650 ul) k zastaveni dalsi kumulace. Pak byly buiky seskrabnuty
zinsertt do mikrozkumavek (eppendorfky). Tyto bunky v DPBS byly zamrazeny
a skladovany pti -20°C pied provedenim lyzy buné¢k a stanoveni obsahu bilkovin.

K navozeni lyzy bunék bylo k bunkdm pfidano 200 ul 3M NaOH a bunky byly
inkubovany ve 37°C vodni lazni po dobu 10 minut (Yamaguchi a spol. 2000, Lim a spol.
2007) a nasledn¢ dikladné promichany. Bunéény lyzat byl neutralizovan 180 pl 3M HCI
a 0,3M HCI (ptiblizn¢ 50 - 65 ul) (Itagaki a spol. 2004, Kimoto a spol. 2007).
Neutralizovany bunécny lyzat byl opét dikladné promichan a 100 ul lyzatu bylo pouzito
pro stanoveni obsahu bilkovin. Zbyvajici bunéény lyzat byl zcentrifugovan (10000 g
po dobu 5 min) a odebrany supernatant byl skladovan pii -20°C do HPLC analyzy.
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4.7. Analyza vzorki

Vzorky z experimentli byly analyzovany bud’ vysokoucinnou kapalinovou chromato-
grafii (HPLC) nebo scintilaéni spektrometrii. HPLC analyzy byly provedeny kolegy
z bioanalytického oddéleni Ustavu experimentalni biofarmacie, spol. prac. PRO.MED.CS
Prahaa.s.a AV CR.

1. HPLC analyza (ambroxol, 5-ASA, kofein, gliklazid a indapamid)
HPLC analyza ambroxolu

Za bioanalytickou detekci ambroxolu zodpovidala Mgr. Dagmar Kholova. Pro stano-
veni ambroxolu byla pouzita modifikovana metoda Su a spol. (2007). Detekce a kvanti-
fikace byla provedena HPLC s UV detekci pti 242 nm (ambroxol) a 280 nm (dextro-
methorphane) (Stétinova a spol. 2009).

HPLC analyza 5-ASA

Za bioanalytickou detekci 5-ASA zodpovidali Mgr. Dagmar Kholova a doc. PharmDr.
Milan Nobilis, CSc. Kvantifikace 5-ASA byla provedena pomoci HPLC s eluénim gra-
dientem. Byla pouzita modifikovana metoda Nobilise a spol. (2006). V odebranych
vzorcich byla stanovovana 5-ASA a N-ac-5-ASA.

HPLC analyza kofeinu

Za bioanalytickou detekci kofeinu zodpovidala Mgr. Dagmar Kholova. Kvantifikace
kofeinu byla provedena metodou podle Pastery a spol. (1999) s mirnymi Gpravami. Byla
pouzita HPLC s gradientovou eluci a UV detekei pfi vinové délce 275 nm (Smetanova

a spol. 2010).

HPLC analyza gliklazidu
Za bioanalytickou detekci gliklazidu zodpovidala Mgr. Dagmar Kholova. Obsah
gliklazidu ve vzorcich byl stanoven pomoci HPLC s isokratickou eluci (Stétinova a spol.

2007). Gliklazid byl stanoven v transportnim médiu pomoci UV detekce pfi 229 nm.
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HPLC analyza indapamidu
Za bioanalytickou detekci indapamidu zodpovidal Mgr. Pavel Kubant. Kvantifikace
indapamidu byla provedena HPLC s UV detekci (A=240 nm). Jako vnitini standard byl

pouzit tolbutamid.

2. Méfeni radioaktivity (**C manitol, *H atenolol, **C metformin)

Méfeni radioaktivity bylo provedeno v radioizotopové laboratoii Ustavu
experimentalni biofarmacie za spoluprace s PharmDr. Zbyiikkem Svobodou, Ph.D.
a laborantkou Hankou Machovou.

Na konci pokusu bylo ke kazdému vzorku pfidano 10 ml scintila¢niho roztoku
(univerzalni LSC koktejl pro vodné vzorky, Sigma-Aldrich, Ceska republika), vzorky byly
lehce protiepany a narovnany do scintilacniho spektrometru (Beckman LS 5000TD).
Po 24-hodinovém stani byly vzorky proméfeny, a to po dobu 1 minuty (manitol
a metformin) nebo 5 minut (atenolol).

Naméfena aktivita vzorku byla udavana v DPM (desintegrace za minutu), pro dalsi
vypoéty byla aktivita pfepocitana na becquerely (Bq) podle vzorce: 1 Bq = DPM/60.
Specificka aktivita dodané radioaktivni latky (Ci/mol) byla pouzita pro stanoveni
koncentrace (mol) latky v daném objemu analyzovaného vzorku (1uCi = 37 kBq).
Koncentrace latky ve vzorku vypoltend z namétené radioaktivity pak byla pouzita

pro vypocet permeability 1atky (Papp, Viz 4.8.).
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4.8. Analyza dat

Kumulativni transport testované latky (nmol)

Vypoctené kumulativni mnozstvi testované latky bylo vyneseno proti Casu.

Procentualni kumulativni transport testované latky (%0)
Procentualni transport byl vypocitavan jako pomér kumulativni koncentrace v akcep-
torovém kompartmentu a koncentrace v donorovém kompartmentu vynasobeny 100.

Procentualni transport byl vynesen proti ¢asu.

Vypocet zdanlivého koeficientu permeability — P,pp (CM/s)

Papp byl vypocitan podle rovnice (Artursson a Karlsson 1991):

Papp = (dQ/dt) x (1/(A x Co)),

kde dQ/dt je rychlost permeability, tj. kumulativni mnozstvi latky objevujici se v akcep-
torovém kompartmentu vynesené jako funkce ¢asu (nmol/s), Cy je pocatecni koncentrace

v donorovém kompartmentu (nmol/ml) a A je plocha monovrstvy (cm?).

Hodnoceni efluxniho poméru (,,efflux ratio*)

Stanoveni transportu latky pfes monovrstvu v obou smérech umoziiuje vypocitat
efluxni pomér (,efflux ratio, ER) podle nasledujici rovnice (Ungell a Karlsson 2003,
Yazdanian a spol. 2004, Nait Chabane a spol. 2009):

Papp efflux ratio (ER) = Papp (BL-AP)/ Papp (AP-BL),
kde Papp BL-AP je koeficient permeability testované latky v BL-AP sméru a Py AP-BL je
koeficient permeability latky v AP-BL sméru.

Efluxni pomér kolem 1 (obdobné Pap v obou smérech) ukazuje na pasivni difazi jako
molekuldrni mechanismus transportu latky pies stievni epitel. Rozdil mezi hodnotami Py
1ze vysvétlit bud’ facilitovanym nebo aktivni transportnim mechanismem uskuteéiiovanym
membranovymi transportéry, tj. ER < 2 (Pyp AP-BL > Py BL-AP) znamena zapojeni
,uptake® transportérti a Papy AP-BL < Py BL-AP (ER > 2) ukazuje naopak na ucast efluxu
v transportu latky (Yazdanian a spol. 2004, Nait Chabane a spol. 2009), vztazeno

na apikalni membranu monovrstvy.
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Rychlost prostupu - J (nmol/min/cm?)

Hodnoty rychlosti prostupu latky byly stanoveny ze sklonu pfimky kumulativniho
transportovaného mnozstvi latky vyneseného oproti ¢asu pomoci linearni regresni analyzy.
Ziskané hodnoty rychlosti prostupu byly vyneseny proti pouzitym koncentracim latky, coz
umoziuje hodnotit, zda rychlost prostupu je zavisla nebo nezavisld na koncentraci

(Koljonen a spol. 2006).

Vypocet navratnosti (recovery)(%o)

Na konci kazdého experimentu byl odebran vzorek také z donorového kompartmentu
pro vypocet navratnosti podle nasledujici rovnice:
navratnost (%0) = [(My.120 + Mg-120) / Mg.0] X 100,
kde My.120 je kumulativni mnozstvi latky transportované do akceptorového kompartmentu
na konci pokusu, Mg.120 je mnozstvi latky, které zistalo na konci experimentu v dono-
rovém kompartmentu, Mgy je mnozstvi latky v donorovém kompartmentu na zacatku
pokusu (Ungell a Karlsson 2003).

Dosazené hodnoty navratnosti by se mély pohybovat v malém rozmezi (80 - 120 %)
k zajisténi vysoké kvality a presnosti Payp ziskanych hodnot (Ungell a Karlsson 2003).
Navratnost > 90 % Vv experimentu potvrzuje, ze nedoslo k degradaci, metabolismu nebo
vazb¢ testované latky na bunky (Artursson a spol. 1996, Khan a spol. 2004), ani k vazb¢
na membranu insertu a/nebo na plastové povrchy testovaciho systému (Artursson a spol.
1996, Ungell a Karlsson 2003). Navratnost poskytuje také informaci o mozném odpafovani
vody ze systému (Artursson a spol. 1996). V ptipad¢, ze hodnoty navratnosti jsou jasné
mimo nastavené limity, nemohou byt hodnoty Py vypocitany nebo uvadény s vysokou
mirou jistoty a je nutné hledat mozné pticiny. Avsak pokud je navratnost nizka a naméfena
hodnota Papp vysoka, je pravdépodobné, ze hodnota Py je nizsi nez by méla ve skutecnosti
byt, a proto interpretace vysoké permeability zistava stale validni (Ungell a Karlsson
2003).

60



4.9. Statisticka analyza

Stanoveni viability bunék

K porovnani a¢inku latky oproti negativni kontrole (transportni médium) byl pouzit
Studenttv t-test pro neparova data (pocitatovy program Microsoft Excel). Kazda latka byla
testovana nejméné tiikrat a data jsou vyjadiena jako pramér = SD. Rozdily byly

povazovany za signifikantni pti p<0,05.

Stanoveni integrity monovrstvy

K analyzovani mozného vlivu testovanych latek a pouzitych inhibitori na integritu
monovrstvy (tj. Papp manitolu) byl pouzit Studenttiv t-test pro neparovana data (Microsoft
Excel). VZdy byly hodnoceny nejméné tii inserty a data jsou vyjadieny jako primér + SD.

Rozdily byly povazovany za signifikantni pti p<0,05.

Transportni studie

Vsechna hodnoceni byla provedena minimalné na tfech insertech. VSechny hodnoty
jsou vyjadieny jako pramér £ SD. Byly pouzity analyza rozptylu (ANOVA) s post hoc
testem (Sheffe’s post hoc test nebo Mann-Whitney U post hoc test) nebo Studentav t-test.
Rozdily byly povazovany za signifikantni pti p<0,05. Pro statistickou analyzu byly pouzity
statisticky program NCSS (pro ANOVA) a pocitaCovy program Microsoft Excel
(pro t-test). V grafech (Vliv piitomnosti (+ Ca?") nebo absence (- Ca*") v transportnim
médiu na permeabilitu latky) a v grafech (Vliv koncentrace latky na permeabilitu) jsou
vyznaceny pouze vyznamné rozdily (p<0,05) a podrobné popsany v legendé¢.

K porovnani permeability latky s a bez inhibitoru v transportnich inhibi¢nich studiich

byl pouzit Studentdv t-test.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1. Stanoveni viability bunék

Vysledky stanoveni viability bunék provedené pted zacatkem transportnich studii
ke zjisténi ptipadného vlivu nejvyssi koncentrace latky planované pro transportni studie
jsou uvedeny vtab. 2. Viabilita bun¢k ovlivnénych standardnim HBSS transportnim
médiem (negativni kontrola) byla 98,6 + 0,5 %. 10% etanol (pozitivni kontrola) vyznamné
snizil viabilitu Caco-2 bun¢k (42,2 £+ 5,0 %), tj. vyznamn¢ zvysil pocet mrtvych bunék.

Ackoli ambroxol a metformin zpusobily statisticky vyznamny pokles viability bun¢k,
nem¢l tento pokles zadny biologicky vyznam vzhledem k tomu, Ze je poZadovana viabilita
bunék vyssi nez 90 % (Shah a spol. 2008, Menez a spol. 2006). Atenolol zptsobil mirny
pokles viability bunék avSak bez statistické a biologické vyznamnosti. V ptipadé
ambroxolu, atenololu a metforminu byly také otestovany niz§i koncentrace (pouzité
v transportnich studiich) a Zadna z téchto latek v této nizsi koncentraci nesnizila viabilitu
bunék.

Tabulka 2. Vliv testovanych latek na viabilitu Caco-2 bun¢k (%).

Testovana latka Viabilita (%)
Negativni kontrola (transportni médium) | 98,6 + 0,5
Pozitivni kontrola (10% etanol) | 42,2+5,0°
Ambroxol 1000 pmol/1 | 939+1,5
Ambroxol 300 pmol/l | 98,2+1,0
5-ASA 1000 pmol/l 98,0+0,7
Atenolol 1000 umol/1 | 93,2+2,8
Atenolol 300 pmol/l | 98,5+ 0,6
Kofein 10000 pmol/1 | 98,0+ 0,3
Gliklazid 1000 pmol/l 99,1 £0,2
Indapamid 1000 umol/1 | 98,9+ 0,5
Metformin 10000 pmol/l | 95,4 +1,0°
Metformin 1000 umol/1 | 98,4 +0,5

Data jsou vyjadiena jako pramér + SD. *p<0,05 vs. negativni kontrola (transportni médium).
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5.2. Stanoveni integrity monovrstvy

Vysledky stanoveni permeability fenolové Gervend a **C manitolu jsou detailng
popsany v kapitolach tykajicich se transportu jednotlivych testovanych latek.

Praiméma hodnota koeficientu permeability fenolové c&ervené (Pspp) byla
0,83 + 0,40 x 10®° cm/s po 1 hoding inkubace a priméma hodnota permeability manitolu
(Papp) byla 1,71 £ 0,55 x 10°® cm/s po 2 hodinach (vypoéteno z hodnot viech experimentil).

Vliv testovanych latek na integritu monovrstvy byl testovan hodnocenim permeability
YC manitolu. Testované latky neovlivnily integritu monovrstvy, tj. nebyl nalezen

statisticky vyznamny vliv testovanych latek na Papp C manitolu (graf 1).
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Graf 1. Vliv testovanych latek (v nejcastéji a nejvyssi pouzité koncentraci v transportnich studiich)
na transport **C manitolu pfes Caco-2 monovrstvu V apikalné-basolateralnim sméru po 2 h.
Hodnoty jsou vyjadieny jako primé&mé procentulni permeabilita **C manitolu + SD (kontrolni
skupina bez ovlivnéni = 100 % a odpovida primémému P,,, manitolu 0,51 - 2,01 x 10° cm/s;
n = 21). *p<0,05 vs. kontrola.

Dale byl také testovan vliv inhibitort na integritu monovrstvy (s pouzitim **C manito-
lu) pfed provedenim transportnich inhibi¢nich studii. Verapamil, indometacin a omeprazol
neovlivnily integritu monovrstvy (graf 2). Probenecid vSak mirng, ale statisticky
nevyznamng, zvysil permeabilitu manitolu, tj. zvySil paracelularni transport manitolu
ptes Caco-2 monovrstvu, coZz by mohlo byt povaZzovdno za vliv probenecidu na tésnost

tésnych spoju mezi Caco-2 burnikami.
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Graf 2. Vliv inhibitorti na transport **C manitolu pies Caco-2 monovrstvu po 2 h v apikalng-
basolateralnim sméru. Hodnoty jsou vyjadfeny jako praimémé procento permeability **C manitolu
v nepfitomnosti inhibitorti = SD (kontrolni skupina = 100 % a odpovida primérnému P,,, manitolu
1,36 £ 0,24 x 105 cm/s; n = 11). *p<0,05 vs. kontrola.

DISKUZE
Briske-Anderson a spol. (1997) uvadéji, ze difaze fenolové Cervené pozitivné koreluje

s diftizi **C manitolu a konstatuji, ze prostup fenolové Cervené pies monovrstvu presné
predikuje integritu monovrstvy.
uvedena) jsme prokazali, ze fenolova ¢erven je vhodnou metodou pro piedbézné posouzeni
integrity monovrstvy pied transportnimi studiemi. V téchto experimentech byl Pgyp
fenolové Cervené 0,82 + 0,28 cm/s (n = 64) a procentudlni transport 0,23 £ 0,08 %. Papp
manitolu (testovano 2 dny po fenolové ¢erveni; n = 11) byl 2,26 + 0,62 cm/s a procentualni
transport 1,63 + 0,44 %. Monolayery s vysokym Pgy, fenolové Cervené také ukazaly
Vysoky Papp “*C manitolu. K omezeni vlivu fenolové &ervend na buiiky byla navrzena
pouze 1-hodinova inkubace (dostatecny Cas na posouzeni integrity). Inkubace bun¢k
s manitolem je odvozena od trvani transportnich studii, tj. obvykle 2 h.

Pokud hodnota permeability fenolové CcCervené testovanych insertii nepiesahla
1,5 x 10° cm/s a procentualni kumulativni transport nebyl vyssi nez 0,5 % za 1 hodinu,

byly Caco-2 monovrstvy povazovany za vhodné pro dalsi pouziti v transportnich studiich.
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Podle Arturssona a Tavelina (2003) kolektivni zkuSenost S Caco-2 bunikami ukazuje
na rozdily v jejich chovani mezi laboratofemi. Rizné vysledky ziskané na Caco-2 bunkach
jsou ovlivnény ¢islem pasaze, pii kterém byly buriky studovany. Je proto dilezité definovat
omezeny pocet pasazi, které mohou byt pouzity pro experimenty. Caco-2 bunky z ECACC
jsou obvykle v pasazi 20 - 40. V nasi laboratofi jsme Vv souladu s literarnimi tdaji (Yee
1997, Walgren et al. 1998, Yu and Zeng 2007, Kobayashi et al. 2008) trvale vyuzivali
Caco-2 burky s ¢islem pasaze 60 - 90.

Pokud jde o vysledky permeability YC manitolu, Artursson a Tavelin (2003) uvadeji
velké rozmezi permeability manitolu na Caco-2 buiikach v literatuie (0,18 - 22,1 x 10°®
cm/s). Nicméné permeabilita manitolu Se V jejich laboratofi neménila o vice nez dvoj-
nasobek.

Artursson a spol. (1996) zminuji Papp ¥C manitolu nizsi nez 1 x 10° cm/s, ale mize
byt 1 vice nez desetinasobn¢ nizsi v zavislosti na Cisle pasaze, kultivaénich podminkach
atd. V literatufe 1ze vSak nalézt i dalsi hodnoty Payp 14C manitolu: 0,1 - 2,0 x 10° cm/s
(Ungell a Karlsson 2003, Polli a Ginski 1998, Lazorova a spol. 2011, Rege a spol. 2001,
Menez a spol. 2006, Lentz a spol. 2000), 3,2 x 10° cm/s (Rubas a spol. 1993 v Lentz
a spol. 2000), ackoli miZe také byt vysoka az 5,5 x 10° cm/s (Surrendran a spol. 1995
v Lentz a spol. 2000).

Yu a spol. (1997) zjistili, Ze Papp ¥ manitolu pres Caco-2 monovrstvy oznacené jako
,»Vysoka“ pasaz (pasaz ¢islo 93 - 108) byl niZsi nez pfi ,,nizkych* pasazich bunék (pasaz
¢islo 28 - 36), a to 0 36 %, tj. ptiblizné 2,0 vs. 3,5 x 107 cmys. Stejny trend byl pozorovan
1 v naSich pfedbéznych experimentech (data nejsou uvedena).

Markowska a spol. (2001) uvadéji vliv velikosti pouzitych insertt (4,7, 1,0 a 0,33 cm?)
na permeabilitu **C manitolu v Caco-2 buiikach (0,9 - 1,4 cm/s). Permeabilita manitolu
se znacné liSila mezi bunéénymi pasazemi ve studiich provedenych Grandvuinetem
a Steffansenem (2011), ktefi si dokonce stanovili limit pro permeabilitu manitolu az
5 x 10 cm/s. Dale a spol. (2006) uvedli hodnotu permeability manitolu < 4 x 10° cm/s
jako znamku, ze experimenty byly provadény za vhodnych podminek.

Vzhledem Kktomu muize byt nase primémd hodnota P,y manitolu ze vsech
experimentt (1,71 £ 0,55 x 10 cm/s) povazovana za srovnatelnou s obvyklymi hodnotami
Papp manitolu uvadénymi v literatufe. Pro naSe experimenty byly Caco-2 monovrstvy

povazovany za neporuSené pii P,pp manitolu niz§im nez 2,5 x 10 cm/s.
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5.3. Ambroxol

VYSLEDKY
Viabilita bunék

Ambroxol 1000 pmol/l mirné, ale statisticky vyznamné, snizil viabilitu bun¢k
(93,9 = 1,5 %), avSak viabilita bun€k byla stile vice nez 90 % (poZadovana viabilita).
Rovnéz byla otestovana nizsi koncentrace ambroxolu (300 pmol/l), ktera viabilitu bunék

neovliviovala (viz tab. 2 v 5.1.).

Stanoveni integrity monovrstvy

Hodnota permeability fenolové Cervené (Papp) po 1 h byla 0,82 + 0,08 x 10 cm/s
a procentualni kumulativni transport dosahl 0,23 + 0,08 %.

Papp -C manitolu (po 2 h) byl 2,26 + 0,62 x 10° cm/s a procentualni kumulativni
transport 1,63 + 0,44 %. Navratnost **C manitolu dosahla 107 + 2 %. Nebyl zaznamenan

7adny vliv ambroxolu na P,y *C manitolu (viz graf 1 v 5.2.).

Transportni studie
Kumulativni transport ambroxolu (nmol)

Kumulativni transport ambroxolu (nmol) byl linearni do 2 h ve vSech pouzitych
koncentracich (graf 3) a byl zavisly na davce.
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Graf 3. Kumulativni transport ambroxolu v apikalné-basolateralnim (AP-BL, plna cara)
a basolateralné-apikalnim (BL-AP, pferuSovana ¢ara) sméru za iso-pH podminek (pH 7,4/7,4
AP/BL). Data jsou vyjadiena jako primér + SD.
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Procentualni kumulativni transport ambroxolu (%o)

Procentualni kumulativni transport ambroxolu (100, 300 a 1000 pumol/l pti pH 7,4;
vyjadieny jako procento latky aplikované do donorového kompartmentu) dosahoval
hodnot 19 - 33 % (graf 4). Procentualni transport byl o néco niz§i v BL-AP sméru

ve srovnani s AP-BL transportem.
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Graf 4. Procentualni kumulativni transport ambroxolu za iso-pH (pH 7,4 AP/7,4 BL) podminek.
Data jsou vyjadirena jako pramér + SD.

Pii pouziti pH-gradientu (pH 6 apikaln€) se mnozstvi transportovaného ambroxolu
(300 umol/1) signifikantné snizilo a procentualni transport dosahl pouze 3,7 + 0,4 % Vvs.
31,0 + 2,7 % (pH-gradient vs. iso-pH podminky).

Koeficient permeability (Papp) a efluxni poméry (ER)

Papp ambroxolu (graf 5) byl nezavisly na koncentraci v celém rozsahu testovanych
koncentraci (100 - 1000 umol/l) a dosahovala hodnot 43,1 - 45,9 x 10 cm/s pro koncent-
race 300 a 1000 pumol/l a byl mirn& niz§i v koncentraci 100 umol/l (37,7 x 10° cm/s).
Nebyly zjistény zadné rozdily mezi Pap, ambroxolu v obou smérech v davkach 100, 300,
1000 pumol/l a vypoctené efluxni poméry se pohybovaly kolem 1. Pti pH 6 v donorovém
apikalnim kompartmentu se hodnota P, ambroxolu snizila pfiblizné 8krat,
tj. na 5,1 x 10°® cm/s (graf 5).
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Graf 5. VIiv koncentrace na permeabilitu a efluxni poméry (ER) ambroxolu za iso-pH podminek
(pH 7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na P, ambroxolu. Kazdy sloupec
reprezentuje prumér + SD koeficientu permeability (Pap). *p < 0,05 vs. ambroxol 300 pmol/I
AP-BL, #p < 0,05 vs. ambroxol 300 umol/l BL-AP. Efflux ratio (ER) = Pap, (BL-AP)/P4y, (AP-BL).

Rychlost prostupu (J)
AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu byly tém&f obdobné (2,6 a 2,3 nmol/min/cm?
pro 1000 umol/1). Rychlosti prostupu byly prostou linearni funkci koncentraci ambroxolu,

coz naznacuje pasivni difuzi (graf 6).
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Graf 6. AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace ambroxolu.
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Hodnoceni paracelularniho transportu

Paracelularni transport **C manitolu (paracelularni marker) byl vyznamné zvyien
(16krat) pii pouziti HBSS bez Ca®* (27,7 x 10® cm/s) ve srovnani s transportnim médiem
s Ca™". Papp @ambroxolu se vSak v obou smérech nezménil (graf 7) a pohyboval se kolem
43,0 x 10°° cm/s.
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Graf 7. Vliv pritomnosti (+ Ca®*) nebo absence (- Ca®*) v transportnim médiu na permeabilitu
ambroxolu 300 umol/l (AP-BL a BL-AP) a **C manitolu (AP-BL). Kazdy sloupec reprezentuje
pramér + SD koeficientu permeability (Pap,). * p < 0,05 vs. manitol + Ca®™, # p < 0,05 vs.
manitol - Ca?".

Navratnost (%0)

Navratnost ambroxolu oscilovala kolem 90 - 95% pro oba sméry transportu.
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DISKUZE

I ptes dobie zdokumentované ucinky a farmakokinetiku ambroxolu po peroralnim
podani existuje jen malo publikovanych idaji o transportnich mechanismech ambroxolu.

V naSich Caco-2 transportnich studiich byl transport ambroxolu sledovan po dobu
2 hodin (coz odpovida tmax ambroxolu u lidi; Vergin a spol. 1985) v AP-BL (absorp¢ni),
stejné jako v BL-AP (sekre¢ni) sméru, pti¢emz nebyl pozorovan rozdil v transportu v obou
smérech. Kumulativni transport v zavislosti na ¢ase ukazal, ze transport je linedrni v Case
v obou smérech, zavisly na koncentraci a pH. Také obdobny kumulativni procentualni
transport ve vsech testovanych koncentracich ambroxolu (100 pmol/l, 300 pmol/l a 1000
umol/l) a Vvobou smérech transportu signalizoval pasivni, nesaturovatelny proces.
Pozorované malé rozdily (mirn€ niz§i procentualni transport z BL nez z AP kompartmentu)
mohou byt disledkem rozdilnych velikosti ploch AP a BL ¢asti monovrstvy a rozdilnych
objemu téchto kompartmenta.

Nase vysledky obdobnych hodnot P, @ ER (0,9 - 1) pro koncentrace ambroxolu
(100 - 1000 pumol/l) spoletné se zjisténim obdobnych rychlosti prostupu v obou sledo-
vanych smérech naznac¢uji pasivni difuzni mechanismus transportu ambroxolu pies Caco-2
monovrstvu.

Jelikoz byl pouzit ,hydrofilni* ambroxol hydrochlorid, byla pfedpokladana moznost
paracelularniho transportu. Avsak molekulova hmotnost ambroxolu hydrochloridu 414,6 je
limitujicim faktorem pro tento typ transportu. Za hraniéni molekulovou hmotnost
pro Caco-2 monovrstvu se povazuje 300 g/mol (Ungell a Karlsson 2003). Také vysoka
hodnota P, ambroxolu (45 x 10® cm/s) ukazovala na transcelularni transport. Obecng
plati, Ze slouCeniny transportované pouze paracelularné nejsou efektivné vstfebavany
pfes Caco-2 monovrstvu vzhledem k malé dostupné absorpéni ploSe a omezeni
zpusobenému tésnymi spoji (Ungell a Karlsson 2003).

Stanoveni paracelularni slozky transportu v Caco-2 buikach muze byt provedeno
pomoci otevieni t&snych spojil za pouZiti transportniho média bez Ca®* (Delie a Rubas
1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Pfi pouziti tohoto média bez Ca®*
doSlo k vyznamnému zvySeni Papp YC manitolu (pozitivni kontrola pro paracelularni
transport), ale P,p, ambroxolu nebyl zvysen. Vzhledem k tomuto faktu Ize vyvodit zavér,
Ze neexistuje zadny dikaz pro paracelularni mechanismus transportu ambroxolu.

V nasich pokusech jsme také studovali vliv pH na transport ambroxolu. Proménné pH,
jako jednoho z dulezitych faktorti ovliviiujici absorpci ionizovatelnych latek v gastro-

intestinlnim traktu, se projevuje dvéma hlavnimi ucinky na latky: 1) vliv na stupen
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disociace slabych elektrolytd, a tim ovlivnéni pasivniho prostupu latek, 2) vliv
na vytvofeni protonového gradientu jako hnaci sily pro nékteré transportéry (Ungell
a Karlsson 2003). Pasivni difuze ambroxolu (pKa=8,2) jako slabé baze byla vyrazné
snizena pii pH 6 (snizeni pH apikalné zvySuje disociaci slabych bazi).

Ziskan¢ vysledky z transportnich studii tak ukazuji na transcelularni transport
ambroxolu, zprosttedkovany pasivni difuzi.

Pokud jde o rozpustnost ambroxolu, rovnovazna rozpustnost ambroxolu (definovana
Yazdanianem a spol. 2004) byla 452 pg/ml (1085 pumol/l) v HBSS transportnim médiu (pH
7,4). Nase vysledky rozpustnosti zavislé na davce (definovano Yazdanianem a spol. 2004)
stanovené podle FDA (Food and Drug Administration) pokyni tykajicich se BCS zaradily
ambroxol mezi vysoce rozpustné latky (Polli a spol. 2004), protoze nejvyssi sila (60 mg) je
rozpustna v 250 ml vody v rozsahu pH 1 - 7,5.

Stanovena vysoka permeabilita ambroxolu spole¢né s vysokou rozpustnosti umoznuji
klasifikovat ambroxol do I. tfidy BCS.

Cast vysledki transportnich studii s ambroxolem byla publikovéana (Stétinova a spol.

2009; uvedeno v seznamu publikaci).
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5.4. 5-aminosalicylova kyselina (5-ASA)

VYSLEDKY
Viabilita bunék

5-aminosalicylova kyselina (5-ASA, 1000 umol/1) neovlivnila viabilitu Caco-2 bunék
ve srovnani s viabilitou bun€k inkubovanych s transportnim médiem (98,0 = 0,7% vs.

98,6 + 0,5%, bez statistické vyznamnosti) (tab. 2 v 5.1.).

Stanoveni integrity monovrstvy

Hodnota P,p, fenolové cervené po 1 h byla 0,64 + 0,22 x 10° cm/s a procentualni
kumulativni transport dosahl 0,18 = 0,06 %.

Papp “*C manitolu po 2 hodinach byl 1,93 + 0,10 x 10°® cm/s a odpovidal procentual-
nimu kumulativnimu transportu 1,46 £ 0,01 %. 5-ASA 300 pmol/l a 1000 pmol/l
neovliviiovala Pgp, C manitolu, tj. integritu monovrstvy (viz graf 1 v 5.2.). Pokud jde
0 inhibitory, pouze probenecid zplsobil mirné nesignifikantni zhorSeni integrity

monovrstvy s vyssim transportem manitolu ptes monovrstvu (viz graf 2 v 5.2.).

A. Transportni studie

Aa) Hodnoceni transportu celkového mnozstvi 5-ASA (soucet 5-ASA a intracelularné
tvoreného N-ac-5-ASA)

Kumulativni transport celkového mnoZzstvi 5-ASA (nmol)

Kumulativni transport celkového mnozstvi 5-ASA (nmol; graf 8) byl linearni
do 120. min pro vSechny testované koncentrace v obou smérech (AP-BL a BL-AP)
s vyjimkou AP-BL transportu v davce 1000 umol/l, kde byl transport linearni pouze
do 90. min. BL-AP transport byl vyssi nez AP-BL v koncentracich 300 a 1000 umol/l a byl

skoro stejny v koncentracich 10 a 100 pmol/I.
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Graf 8. Kumulativni transport (nmol) 5-ASA (transport parentni latky (5-ASA) plus intracelularné
tvofeného metabolitu  N-ac-5-ASA) Vv apikalné-basolateralnim (AP-BL, souvisla ¢ara)
a basolateralné-apikalnim (BL-AP, piferuSovana ¢ara) sméru za iso-pH podminek (pH 7,4/7,4).
Kazdy bod reprezentuje pramér + SD kumulativniho transportu pies Caco-2 monovrstvu.

Procentudlni kumulativni transport celkového mnoZzstvi 5-ASA (%)

Transportované kumulativni mnozstvi 5-ASA (vyjadieno jako procento z mnozstvi
piidaného do donorového kompartmentu) bylo signifikantné¢ vyssi v davce 10 pumol/l
v obou smérech (AP-BL a BL-AP), 2,10 = 0,06 a 2,75 = 1,04 % (graf 9). Procentualni
transport 5-ASA 100 - 1000 pmol/l byl v rozmezi 0,48 - 0,93 % bez rozdilu mezi obéma

smery.
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Graf 9. Procentualni kumulativni transport 5-ASA (transport parentni latky (5-ASA) plus
intracelularné tvofeného metabolitu N-ac-5-ASA) v apikalné-basolateralnim (AP-BL, souvisla
Cara) a basolateralné-apikalnim (BL-AP, pferuSovana cara) sméru za iso-pH podminek (pH
7,4/7,4). Kazdy bod reprezentuje pramér + SD kumulativniho transportu pres Caco-2 monovrstvu.
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Koeficient permeability (Papp) a efluxni poméry (ER)

Hodnoty Payp 5-ASA (graf 10) dosahovaly vyssich hodnot v BL-AP nez v AP-BL
sméru ve vSech pouzitych koncentracich (10, 100, 300 a 1000 pmol/l), ale rozdily
v transportu (AP-BL vs. BL-AP) byly statisticky vyznamné pouze v davce 10 pmol/l
(2,87 vs. 4,97 x 10° cm/s). V davce 100, 300 a 1000 pmol/l byly hodnoty Papp
1,20 - 0,66 x 10 cm/s pro AP-BL transport a 1,32 - 1,04 x 10 cm/s v BL-AP sméru,
pficemz se hodnoty Pqpp sniZzovaly se zvySujici se davkou 5-ASA. Py byly vyrazné nizsi
v davkach 100, 300 a 1000 umol/l ve srovnani s permeabilitou 5-ASA v davce 10 umol/l,
a to jak v AP-BL, tak v BL-AP sméru. Efluxni poméry (graf 10) byly téméf stejné pro dav-
Ky 10, 300 a 1000 pmol/l (asi 1,7) a byly nejnizsi v davee 100 pmol/l (1,2). Papp 5-ASA
(300 pmol/l, AP-BL) se mirné snizil na 0,6 x 10°® cm/s pii pH-gradientu (pH 6/7,4 AP/BL)
vs. 1,0 x 10°° cm/s za iso-pH podminek (pH 7,4/7,4 AP/BL) (graf 10).
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Graf 10. Vliv koncentrace 5-ASA na permeabilitu a efluxni poméry (ER) za iso-pH podminek
(pH 7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na P,,, 5-ASA. Kazdy sloupec repre-
zentuje prumér + SD koeficientu permeability (Papp). * p < 0,05 vs. 10 pmol/l AP-BL, # p < 0,05
vs. 10 umol/l BL-AP. Efflux ratio (ER) = Py, (BL-AP)/P,p, (AP-BL).

Rychlost prostupu (J)

AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) 5-ASA byly vyneseny oproti 5-ASA
koncentracim (graf 11). AP-BL rychlosti prostupu byly nizsi nez BL-AP rychlosti prostupu
a nebyly jednoduchou linearni funkci 5-ASA koncentraci, ale polynomickou funkci

koncentraci, coz naznacuje saturovatelnost 5-ASA transportu (graf 11).
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Graf 11. AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace 5-ASA.

Hodnoceni paraceluldrnino transportu

Transport **C manitolu (paracelularniho markeru) a také transport 5-ASA (AP-BL,
300 umol/l) byly signifikantné zvySeny (8,73 a 46,8krat) pti pouziti transportniho média
bez Ca?* ve srovnani s pouzitim transportniho média s Ca®". Statisticky vyznamny rozdil
byl dale pozorovan mezi Pap, 5-ASA a Py, “*C manitolu pfi pouziti transportniho média
bez Ca?* (graf 12).
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Graf 12. Vliv pfitomnosti (+ Ca?") nebo absence (- Ca’") v transportnim médiu na AP-BL
permeabilitu 5-ASA (300 umol/l; transport parentni latky (5-ASA) plus intracelularné vytvoieného
metabolitu N-ac-5-ASA) a na AP-BL permeabilitu **C manitolu (paracelularni marker). Kazdy
sloupec reprezentuje pramér = SD koeficientu permeability (Papp). * p < 0,05 vs. manitol + Ca™,
# p < 0,05 vs. manitol - Ca®*, p < 0,05 vs. 5-ASA AP-BL + Ca*".

75



Navratnost (%)
Navratnost 5-ASA definovana jako naméfené mnozstvi 5-ASA (parentni latka 5-ASA

a jeji metabolit N-ac-5-ASA) v apikalnim a basolateralnim kompartmentu na konci pokusu
vztazené¢ k pocCatecnimu aplikovanému mnozstvi 5-ASA se znacné lisila a pramérna

hodnota navratnosti 5-ASA byla 109 + 20 % pro oba sméry transportu.

Ab) Hodnoceni transportu zvlast’ 5-ASA a zvlast’ intracelularné tvoieného meta-
bolitu N-ac-5-ASA

Procentualni kumulativni transport zvlast parentni latky (5-ASA) a zvlast jejiho
intracelularné tvofeného metabolitu (N-ac-5-ASA) v obou smérech (AP-BL a BL-AP)

shrnuje graf 13 (statisticka analyza byla provedena pouze pro hodnoty na konci pokusu).
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Graf 13. Procentualni transport zvlast 5-ASA a zvlast' intracelularné tvoreného metabolitu
N-ac-5-ASA, ve vSech pouzitych koncentracich 5-ASA (10 - 1000 umol/l). AP-BL (apikalné-
basolateralni), BL-AP (basolateralné-apikalni) transport. Kazdy sloupec reprezentuje prumér + SD.
*p < 0,05 5-ASA AP-BL vs. 5-ASA BL-AP, # p < 0,05 5-ASA AP-BL vs. N-ac-5-ASA AP-BL,
+ p <0,05 5-ASA BL-AP vs. N-ac-5-ASA BL-AP, { p < 0,05 N-ac-5-ASA AP-BL vs. N-ac-5-ASA
BL-AP.
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Transport 5-ASA v AP-BL vs. BL-AP sméru

Transport 5-ASA byl vyssi v AP-BL vs. BL-AP sméru ve vSech pouzitych davkach
(10 - 1000 umol/l; nesignifikantng), pfi¢emz nejvyssi byl v davce 10 umol/l (piiblizné
2 %) a se zvysujici davkou se transport snizoval az na piiblizn¢ 0,38 % (nejvyssi davka,

tj. 1000 pmol/l).

Transport intraceluldrné tvoifeného metabolitu v AP-BL vs. BL-AP sméru

Transport metabolitu byl vyssi v BL-AP vs. AP-BL sméru (0,21 - 1,00 % vs.
0,04 - 0,10 %) se statistickou vyznamnosti v davce 10 a 300 umol/l. Transport metabolitu
v BL-AP sméru byl nejvyssi v davce 10 umol/l (1,00 %) a nejnizsi v davee 1000 pmol/l
(0,21 %).

BL-AP transport metabolitu v davce 10 pumol/l se statisticky vyznamné 1isil od BL-AP
transportt metabolitu v ostatnich davkach (100, 300 a 1000 pmol/l; pro ptehlednost neni
vyznamnost v grafu 13 vyznacena), ale mezi BL-AP transporty metabolitu v davkach
(100, 300 a 1000 pmol/l) nebyl statisticky vyznamny rozdil. Zaroven se statisticky

vyznamng neliSily AP-BL transporty metabolitu ve v§ech pouzitych davkach.

Srovnani transportu 5-ASA a N-ac-5-ASA

Procentualni kumulativni transport 5-ASA (parentni latka) byl signifikantné vyssi nez
transport metabolitu N-ac-5-ASA v AP-BL sméru vdavkach 10 - 300 umol/l
a nesignifikantné¢ v davce 1000 pmol/l. Také v BL-AP sméru byl kumulativni transport
5-ASA vyssi nez transport metabolitu N-ac-5-ASA se statistickou vyznamnosti pouze

v ddvce 10 pmol/l.

Ac) Hodnoceni stanoveného mnozstvi metabolitu (N-ac-5-ASA) v donorovém a akcep-
torovém kompartmentu

Naméifené hodnoty intracelularné¢ tvoteného metabolitu 5-ASA (N-ac-5-ASA)
v donorovém a akceptorovém kompartmentu na konci experimentu (120. minuta)

po podani 5-ASA (10 - 1000 umol/1) do donorového kompartmentu jsou shrnuty v tab. 3.

AP-BL transportni studie 5-ASA
Pfi studiu AP-BL transportu 5-ASA (podani 5-ASA do apikalniho (donorového)
kompartmentu) byly zjistény vyssi koncentrace N-ac-5-ASA v donorovém kompartmentu
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ve srovnani s akceptorovym (basolateralnim) kompartmentem v koncentracich
100 - 1000 umol/1 (tab. 3). V davce 10 umol/l nebyl metabolit stanoven ani v donorovém,

ani v akceptorovém kompartmentu.

BL-AP transportni studie 5-ASA

Pii studiu BL-AP transportu (podani 5-ASA do basolateralniho (donorového)
kompartmentu) byly stanoveny vyS$8§i koncentrace N-ac-5-ASA v  donorovém
kompartmentu (obdobn¢ jako u AP-BL transportu) ve srovnani s akceptorovym
(apikalnim) kompartmentem v koncentracich 10 - 1000 pumol/l s jedinou vyjimkou:
v davce 300 umol/l byla koncentrace metabolitu vyssi v akceptorovém kompartmentu

(tab. 3).

Srovnani AP-BL vs. BL-AP transportu

Pfi porovnani AP-BL a BL-AP transporti (z pohledu donorovych a akceptorovych
kompartmenti) byly koncentrace metabolitu vy$si v donorovych kompartmentech AP-BL
vs. BL-AP sméru (s vyjimkou 10 pmol/l) a v akceptorovych kompartmentech BL-AP

sméru ve srovnani s AP-BL transportem (tab. 3).

Tabulka 3. Intracelularné tvofeny metabolit N-ac-5-ASA v donorovém a akceptorovém
kompartmentu na konci AP-BL a BL-AP transportnich studii (120. minuta) po aplikaci
5-ASA (10 - 1000 umol/1) do donorového kompartmentu.

Transport 5-ASA AP-BL BL-AP
N-ac-5-ASA - 120. min (umol/l) | D (AP) A (BL) D (BL) A (AP)
10 pmol/l 0,00 £0,00 | 0,00+0,01 | 0,13+0,04 | 0,11 +0,08
100 pmol/l 144 +0,12 | 0,06 +0,00 | 0,81 £0,26 | 0,37 +0,02
300 pmol/l 1,88+0,44 | 0,15+0,01 | 0,18+0,32 | 1,66 +0,11
1000 pmol/l 4,57+0,31 | 0,58+0,06 | 3,26+0,43 | 2,14+ 0,14

AP... apikalni, BL... basolateralni, D... donorovy kompartment, A... akceptorovy kompartment.
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B. Transportni inhibiéni studie

V 5-ASA transportni inhibi¢ni studii byl testovan ucinek 500 pumol/I indometacinu
(MRP inhibitor) a 2000 umol/l probenecidu (MRP a OATP inhibitor) k ovéfeni mozné
ucasti transportéra v 5-ASA transportu (OATP v ,uptake* transportu vlastni 5-ASA
a MRP transportéra v efluxu N-ac-5-ASA).

Ba) Vliv inhibitord na transport celkového mnozstvi 5-ASA (soudet parentni latky
plus intracelularné tvoreného metabolitu N-ac-5-ASA)

Indometacin snizoval transport 5-ASA Vv obou smérech a pokles byl vyssi v nizsi
koncentraci 5-ASA (10 pmol/l), a to o asi 45 % u AP-BL a 0 54 % u BL-AP transportu
ve srovnani s 5-ASA (300 umol/l) transportem s 15 - 20% poklesem v obou smérech
(graf 14). Zmény nebyly statisticky signifikantni a nebyly vyvolany pusobenim
indometacinu na integritu monovrstvy, protoze indometacin nevyvolal zmény v tésnosti
Ltight junctions® (graf 2 v 5.2.). Probenecid zpusobil signifikantni zvySeni AP-BL
transportu 5-ASA (300 umol/l), ale nevyvolal zmény v BL-AP transportu 5-ASA (graf 14).
Probenecid vsak slab¢ zvysil transport manitolu (statisticky nesignifikantng) pii studiu jeho

uc¢inku na integritu monovrstvy (graf 2 v 5.2.).
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Graf 14. Vliv inhibitora transportéra (500 pmol/l indometacin a 2000 pumol/l probenecid) na
5-ASA (10 a 300 pmol/l) permeabilitu (AP-BL a BL-AP) za iso-pH (pH 7,4/7,4 AP/BL) podminek.
Kazdy sloupec reprezentuje primér + SD koeficientu permeability (P,p,) vyjadfené jako procento
Papp kontroly. * p < 0,05 vs. kontrola (5-ASA 10 nebo 300 umol/l).
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Bb) Vliv inhibitori na procentualni transport zvlast’ 5-ASA a zvlast’ intracelularné
tvoreného N-ac-5-ASA

Procentualni Kumulativni transport zvlast parentni latky 5-ASA a zvlast jejiho
intracelularné tvofeného metabolitu N-ac-5-ASA po podani inhibitoru do odpovidajiciho
donorového kompartmentu v AP-BL a BL-AP transportni studii je zobrazen v grafu 15, 16.

Bohuzel po podani 5-ASA (10 pumol/l) bez nebo s inhibitorem jak v AP-BL, tak
BL-AP transportni studii nebyly namétfeny zadné hladiny N-ac-5-ASA (graf 15). V této
koncentraci 5-ASA vsak indometacin snizil AP-BL a zvysil BL-AP transport parentni
latky.

V davce 300 umol/l 5-ASA, indometacin neovlivnil AP-BL a BL-AP procentudlni
transport parentni latky (5-ASA), jak je ukazano v grafu 15, avSak doslo ke sniZeni
transportu intracelularné tvofeného N-ac-5-ASA Vv obou smérech transportu. A také

probenecid snizil transport N-ac-5-ASA v obou smérech po podani 5-ASA (300 umol/l)
(graf 16).
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Graf 15. VIliv indometacinu 500 umol/l na procentualni kumulativni transport 5-ASA
a N-ac-5-ASA po podani 5-ASA (10 a 300 umol/1).
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Graf 16. Vliv probenecidu 2000 pmol/l na procentudlni kumulativni transport 5-ASA
a N-ac-5-ASA po podani 5-ASA (300 pmol/l).

80



Bc) Vliv inhibitord na stanoveny N-ac-5-ASA v donorovém a akceptorovém
kompartmentu

Stanovené hodnoty intracelularné tvoifeného metabolitu (N-ac-5-ASA) v donorovém
a akceptorovém kompartmentu na konci experimenti (120. minuta) po podani 5-ASA
ve dvou koncentracich (10 a 300 pmol/I) do donorového kompartmentu jsou znazornény
v tab. 4. Bohuzel po podani 5-ASA 10 umol/l nebyly naméfeny zadné hodnoty metabolitu
(N-ac-5-ASA) v zadném kompartmentu (ani donorovém, ani akceptorovém) na konci
AP-BL a BL-AP transportu 5-ASA. Také po pfidani indometacinu k 300 pmol/l 5-ASA
Vv obou smérech transportu, nebyl metabolit naméfen v zadném kompartmentu. AvsSak
probenecid snizil N-ac-5-ASA v donorovém a akceptorovém kompartmentu v obou

transportnich smérech (tab. 4).

Tabulka 4. Vliv inhibitord na N-ac-5-ASA stanoveny v donorovém a akceptorovém
kompartmentu po podani 5-ASA do donorového kompartmentu pro oba sméry transportu
(AP-BL a BL-AP).

Transport 5-ASA AP-BL BL-AP
N-ac-5-ASA ve 120. min

(umol/l) D (AP) A (BL) D (BL) A (AP)
10 pmol/l 5-ASA 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
+ indometacin 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
300 pmol/l 5-ASA 1,19+0,18 0,16+0,00 1,12+0,11 0,69+0,01
+ indometacin 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,01+0,00
+ probenecid 0,18+0,04 | 0,07+0,01 0,21+0,04 | 0,14+0,01

AP... apikalni, BL... basolateralni, D... donorovy kompartment, A... akceptorovy kompartment.

C. Kumulativni studie

Ke studiu vlivu inhibitord na kumulaci 5-ASA v Caco-2 buikach byla na konci
transportnich experimentt (120. minuta) provedena kumulativni studie. V Caco-2 burikach
vSak nebyla namétena 5-ASA na konci zadné transportni studie (jak 10, tak 300 umol/l)
a také nebyl v buiikdch naméfen N-ac-5-ASA po podani 5-ASA 10 umol/l.

Jak je zndzornéno v tab. 5, indometacin a také probenecid zpuisobily kumulaci

N-ac-5-ASA v burikach. Bunééna kumulace N-ac-5-ASA byla vyssi po indometacinu vs.
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probenecidu a byla vyssi v BL-AP vs. AP-BL transportu 5-ASA jak po podani

indometacinu, tak probenecidu.

Tabulka 5. Vliv inhibitortt na bunéénou kumulaci intracelularné tvofeného N-ac-5-ASA
v Caco-2 bunkach na konci 5-ASA transportnich (AP-BL a BL-AP) studii - 120. minuta.

N-ac-5-ASA

(nmol/mg proteinu) AP-BL BL-AP
300 pmol/l 5-ASA 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
+ indometacin 0,02 +0,00 0,26 +£0,16
+ probenecid 0,01 £0,00 0,04 £ 0,01
DISKUZE

Hodnoty P,y 5-ASA kolem 1 x 10° cm/s (100 - 1000 umol/l) ukazuji na nizkou
permeabilitu 5-ASA. Rozpustnost 5-ASA bylo stanovena Tugcu-Demirézem a spol. (2004)
a byla 9,37 + 0,02 mg/ml vody pii pH 7,4. Vzhledem k t¢émto hodnotam rozpustnosti,
5-ASA muze byt povazovana za mirné rozpustnou podle semikvantitativniho rozmezi
rozpustnosti (Lipinski 2003). VVzhledem k nizké permeabilité a nizké rozpustnosti by méla
byt 5-ASA zarazena do tiidy IV BCS.

Jelikoz dosud byly publikovany rozporupIné vysledky in vitro pokust studujicich
transport 5-ASA ptes Caco-2 monovrstvu, cilem nasi 5-ASA studie bylo pfispét k urceni
5-ASA transportnich mechanismi. Transport 5-ASA byl studovan v Sirokém rozsahu
koncentraci (10 - 1000 umol/l) v AP-BL a BL-AP sméru po dobu 120 minut.

Kumulativni transport celkové 5-ASA (stanovené jako transport parentni latky
(5-ASA) a intracelularné tvofeného N-acetyl metabolitu) byl linearni v ¢ase (az do 120.
minuty) v obou smérech, zavisly na koncentraci a sméru transportu s vyssim BL-AP nez
AP-BL transportem ve vSech pouzitych koncentracich. Rychlosti prostupu (J) ukazovaly
saturovatelnost 5-ASA transportu. Procentualni transport celkové 5-ASA byl nejvyssi
v davce 10 umol/l (vice nez 2 % v obou smérech) a byl vyssi v BL-AP nez v AP-BL
sméru. V davkach 100, 300 a 1000 pumol/l procento transportu dosahlo 0,5 - 1 %. Také
Zhou a spol. (1999) ukazali rozdil v procentudlnim transportu v nizkych vs. ve vyssich
davkach, 10 - 20 % vs. 2 - 5 %. Naopak Xin a spol. (2006) referovali procentualni

transport nezavisly na koncentraci 5-ASA (téméf stejné procento transportu v rozsahu
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koncentrace (50 - 500 umol/l) s vyssim 5-ASA procentualnim transportem ve srovnani
s nasimi vysledky. Relativné prioritnim vysledkem naSich studii je potvrzujici prikaz, ze
vnami pouzité Caco-2 monovrstvé dochazi k metabolizaci 5-ASA na N-ac-5-ASA.
Analyza procentualniho transportu zvlast parentni latky 5-ASA a zvlast jejiho
intracelularné tvofeného metabolitu N-ac-5-ASA ukazala, ze skuteény transport parentni
latky je vyssi v AP-BL vs. BL-AP sméru a zavisi na koncentraci (nejvyssi transport
v davce 10 umol/l) v rozporu s vétsim BL-AP transportem celkové 5-ASA (jako soulet
transportu parentni latky plus metabolitu). To bylo zplsobeno podstatné vysSim
transportem N-ac-5-ASA v BL-AP vs. AP-BL sméru, coz naznacuje ucast efluxnich
transportéri v transportu metabolitu z bunky do apikalniho kompartmentu. V praci
Yoshimury a spol. (2009) byl N-ac-5-ASA po apikalnim podéani 5-ASA (200 umol/l)
transportovan 5,3, 7,1, a 8,lkrat vice na apikalni stranu nez do basolateralniho
kompartmentu béhem 1, 2, a 4-hodinové inkubace v Caco-2 bunkach péstovanych
v Transwell insertech. Tito autofi také ukazali, ze apikalni eflux N-ac-5-ASA je snizen
inhibici MRP transportér umisténych na apikalni membrané Caco-2 buné¢k, protoze byl
pozorovan pokles N-ac-5-ASA apikalniho efluxu a zvySeni N-ac-5-ASA bunééné
kumulace po ptsobeni MK571 a indometacinu (inhibitory MRP), ale ne po ptisobeni
chinidinu, cyklosporinu (inhibitory P-glykoproteinu) a mitoxantronu (substrat BCRP).
Také v naSem experimentu byl N-ac-5-ASA transportovan ve vét§im rozsahu do apikalniho
nez do basolateralniho kompartmentu, a to 24, 15 a 8krat pro davky 100, 300 a 1000
umol/l v AP-BL transportni studii (2-hodinova inkubace), coz naznauje saturaci
apikalniho efluxu nebo saturaci tvorby metabolitu. Na rozdil od Zhou a spol. (1999) jsme
stanovili N-ac-5-ASA také v basolateralnim kompartmentu po podani 5-ASA bud’
do apikalniho nebo basolateralniho kompartmentu pfi studiu AP-BL a BL-AP transportu.
Také Yoshimura a spol. (2009) namétili N-ac-5-ASA jak v apikalnim, tak basolateralnim
kompartmentu na konci AP-BL transportni studie, coz by mohlo byt zptisobeno citlivosti
analytické metody.

Pokud jde o permeabilitu celkové 5-ASA byly nejvyssi hodnoty Pap, dosazeny v davce
10 pmol/l se statisticky vyznamné vyssim BL-AP vs. AP-BL transportem (5,0 vs.
2,9 x 10 cm/s. Kdezto ve vyssich koncentracich (100 - 1000 umol/l) byly Papp nizsi (asi
1,2 x 10°® cm/s) bez statisticky vyznamného rozdilu mezi obéma sméry. Efluxni poméry
(ER; pomér stanovujici potencialni interakci latky S bunécnym efluxnim transportérem)

kolem 1,7 jsou vsak hrani¢ni pro definici zapojeni aktivniho efluxu (Yazdanian a spol.
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2004, Yu a Zeng 2007). Analogicka hodnota efluxniho poméru 5-ASA (100 umol/l) byla
zaznamenana Liangem a spol. (2000), kteti uvadéji, ze 5-ASA neni substratem efluxnich
transportéri. A také Xin a spol. (2006) uvedli, Ze stievni sekrece 5-ASA pozorovana
in vivo neni pravdépodobné zprostfedkovana efluxnimi transportéry P-gp nebo MRP2.
AvSak naSe pokusy ve shodé s Yoshimurou a spol. (2009) také naznacuji eflux
N-ac-5-ASA (prostfednictvim MRP2, které by mohly byt molekularnim mechanismem
sekrece N-ac-5-ASA do stfevniho lumen). Také nékteré klinické studie ukazaly, ze tento
metabolit je vyluovan zpét z enterocyti do stievniho lumen (Goebell a spol. 1993, Layer
a spol. 1995).

Po detailni analyze procentualniho transportu samotné 5-ASA vs. N-Ac-5-ASA je
ziejmé, Ze transport parentni latky klesa se stoupajici davkou a v davce 10 - 100 umol/l je
AP-BL procentualni transport vyss$i (vs. BL-AP), coz miZe naznacCovat transepitelialni
transport vlastni 5-ASA zprostfedkovany transportérem. Konig a spol. (2011) ukézali, ze
intracelularni kumulace 5-ASA (20 umol/l), kterou studovali pomoci lidskych
embryonalnich ledvinovych bun¢k stabilné exprimujicich ,,uptake™ transportéry z rodiny
OATP (polypeptidy transportujici organické anionty), je témito transportéry
zprostiedkovana. Pfevaha pasivniho transportu ve vysSich davkach je pravdépodobna
vzhledem k tomu, Ze procentudlni transport vlastni 5-ASA byl téméf stejny v AP-BL a
BL-AP sméru. S ohledem na fyzikalné-chemické vlastnosti 5-ASA (Zhou a spol. 1999) se
zdd byt pasivni transepitelidlni transport pies vodné paraceluldrni prostory vice
pravdépodobny nez pies lipidovou membranu.

Ke zhodnoceni potencialni paracelularni slozky transportu 5-ASA v Caco-2 bunkach
bylo pro otevieni t&snych spoji pouZito transportni médium bez Ca** (Delie a Rubas 1997,
Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Pfi pouziti tohoto média, Papp
C manitolu (pozitivni kontrola pro paracelularni transport) byl vyznamné zvysen a také
Papp 5-ASA (300 pmol/l) byl vyznamné zvysen, coz je diikazem paracelularni komponenty
5-ASA transportu.

Ke studiu vlivu pH byla provedena transportni studie s 5-ASA (300 pmol/1) za iso-pH
(7,4/7,4) podminek a pti pH-gradientu (6,0/7,4) v AP-BL sméru. Transport 5-ASA se
vlivem pH-gradientu mirn¢ snizil, ale vysledky mohou byt nejednoznacné, protoze 5-ASA
je zwitterion (obojetny iont) a patii mezi tzv. amfolyty (amfoterni elektrolyty, které se
mohou chovat jako kyselina nebo jako zasada) za fyziologického pH s pKal = 2,3,
pKa2 = 5,4, pKa3 = 13,6. A proto predikce kone¢ného efektu pH-gradientu je obtizna,

84



nebot’ vysledny efekt je ovlivnén stupném disociace podle pH a pKa a ptipadné dominance
prislusné chemické skupiny 5-ASA.

Shrneme-li vyse uvedené vysledky a interpretace: transport celkového mnozstvi
5-ASA (parentni latka a intracelularn¢ tvofeny N-acetyl metabolit) byl linearni v Case,
zavisly na koncentraci a sméru transportu. Vyssi BL-AP (sekre¢ni) transport byl zpiisoben
predev$im vys$im transportem metabolitu (coz naznacuje efluxni transport metabolitu).
Transport vlastni 5-ASA (parentni latka) je saturabilni (transepitelialni zprosttedkovany
transportérem) pii nizkych davkach, ktery je prevazen pasivnim paraceluldarnim procesem
ve vysSich davkach, coz bylo potvrzeno zvySenym transportem 5-ASA pomoci
transportniho média bez Ca?*. To znamen4, e transport 5-ASA je koordinaci ndkolika
procest, které jdou ve stejném nebo v opaéném sméru a jsou zavislé na koncentraci
5-ASA, a jsou dale komplikovany intracelularni tvorbou metabolitu a jeho transportem.

Pro studium mozné tucasti transportéri v transportu 5-ASA (OATP v ,uptake*
transportu vlastni 5-ASA a MRP transportéri pii efluxu N-ac-5-ASA) byly pouzity
500 umol/l indometacin (inhibitor MRP) a 2000 umol/l probenecid (MRP a OATP
inhibitor) v inhibi¢ni transportni studii s 5-ASA (10 a 300 umol/). Koncentrace 5-ASA
pro transportni inhibi¢ni studie byly vybrany na zakladé provedenych transportnich studii,
i pfesto vsak nebyly v odebranych vzorcich u téchto inhibi¢nich studii detekovatelné
hladiny metabolitu N-ac-5-ASA v davce 5-ASA 10 pmol/l (v transportni studii s 10 pmol/l
5-ASA byl metabolit ve vzorcich naméten). Existuji dvé mozna vysvétleni: vysoka
variabilita chovani 5-ASA znama také z bioekvivalen¢nich studii nebo variabilita
v analytické ¢asti studie. Proto v této davce i pfes naSe ofekavani nebylo mozné ukazat
inhibi¢ni u¢inek indometacinu na eflux metabolitu z Caco-2 bunék, tj. snizeni BL-AP
transportu bud’ samostatné nebo i Se snizeni transportu celkové 5-ASA, a tim zvyseni
kumulace metabolitu v burikach.

Avsak v piipadé 5-ASA 300 pmol/l indometacin vyvolal snizeni transportu celkové
5-ASA 0 15 - 20 % v obou smérech (nesignifikantn¢) a probenecid zptisobil vyrazny nardst
AP-BL transportu 5-ASA, ale zadnou zménu v BL-AP transportu. VVzhledem k tomu, Ze
bylo pozorovano mirné nesignifikantni zvysSeni transportu manitolu pii hodnoceni vlivu
probenecidu na integritu monovrstvy, mize zvySeni 5-ASA transportu reflektovat zvyseni
paracelularniho prostupu. Vzhledem k tomu, ze se BL membrana udava jako vice citliva
K riznym vlivim (Balimane a spol. 2006), bychom vsak ocekavali i narist BL-AP

transportu pusobenim probenecidu, coZ se ovSem nestalo.
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Krom¢ zvySeni AP-BL transportu 5-ASA zpusobeného probenecidem, pozorované
zmény nemély zadny jednoznacny trend, také proto, ze transport 5-ASA je vysledkem fady
déju: vychytavani (uptake) parentni latky, efluxu metabolitu N-ac-5-ASA a mozného vlivu
inhibitord na 5-ASA metabolismus se zménami v tvorbé N-ac-5-ASA. Vyrazny narist
AP-BL transportu 5-ASA zpusobeny probenecidem byl v rozporu s nasim ocekavanim,
které vychazelo z predpokladu, ze probenecid blokuje OATP zprosttedkovany uptake
5-ASA (Crowe a Lemaire 1998), a tim v kone¢ném dusledku vede ke snizeni celkového
AP-BL transportu 5-ASA. Musime vzit ale také v avahu blokadu MRP transportért
a snizeni efluxu metabolitu na apikadlni membrané. Blokada MRP pravdépodobné
ptevazila, a proto bylo pozorovano zvySeni AP-BL transportu také s ohledem na vyssi
MRP nez OATP expresi v Caco-2 bunikach (Hayeshi a spol. 2008). Ale se shizenim efluxu
metabolitu byl ocekavan narast BL-AP transportu 5-ASA, kcemuz vSak v naSich
experimentech nedoslo.

K objasnéni G¢inku inhibitorGi na apikalni uptake 5-ASA (OATP) a apikalni nebo
basolateralni eflux metabolitu (MRP) byla provedena detailni analyza procentualniho
kumulativniho transportu zvlast 5-ASA (300 umol) a zvlast intracelularné tvofeného
N-ac-5-ASA. Podle ocekavani indometacin nezménil transport parentni latky v obou
smérech a v souladu s nasim piepokladem doslo ke snizeni transportu N-ac-5-ASA v
BL-AP sméru. AvSak i pfes ofekavany nartst N-ac-5-ASA transportu v AP-BL sméru,
doslo k poklesu transportu N-ac-5-ASA v tomto sméru, coz by mohlo byt zpusobeno
inhibici MRP transportéri na basolateralni membrané¢ (MRP 2,4 na apikélni membranég vs.
MRP 1,3,4,5 na basolateralni membran¢ Caco-2 bunék; Pang 2003, Ho a Kim 2005,
Takano a spol. 2006, Nakamura a spol. 2008, Shugarts a Benet 2009, Oostendorp a spol.
2009). Také probenecid snizil N-ac-5-ASA transport v obou smérech a mirné zvysil
5-ASA transport v AP-BL smér, ktery korespondoval se zvysenim Pgyp celkové 5-ASA
vV AP-BL sméru (viz vySe). Pro vysvétleni snizeni AP-BL transportu N-ac-5-ASA
po piisobeni probenecidu lze pouzit stejné argumenty jako v piipad€¢ indometacinu (MRP
inhibice na basolateralni membrang).

Jedina publikovana studie (Yoshimura a spol. 2009) tykajici se efluxu intracelularné
tvofeného N-ac-5-ASA po inkubaci Caco-2 bunék s 5-ASA (200 pumol/l) piidané do api-
kalniho kompartmentu ukazala pokles apikalni efluxu N-ac-5-ASA a zvySeni
basolateralniho efluxu N-ac-5-ASA v pfitomnosti MK571 (inhibitor MRP) spolu se
snizenim poméru apikalniho a basolateralniho efluxu N-ac-5-ASA (z 7,07 na 1,50

v pritomnosti inhibitoru). V nasich experimentech jsme pozorovali snizeni apikalniho
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efluxu N-ac-5-ASA, avsak bez zvySeni basolateralniho efluxu N-ac-5-ASA a konecny
pomér apikalniho a basolateralniho efluxu byl také snizen v pfitomnosti probenecidu
(MRP inhibitor). V piipadé indometacinu N-ac-5-ASA nebyl namétfen ani v donorovém,
ani v akceptorovém kompartmentu u AP-BL a BL-AP transportu.

Podobn¢ ve studii provedené Prime-Chapmanem a spol. (2004) byla probenecidem
(1000 umol/1) vyvolana inhibice jak apikalniho, tak basolateralniho efluxu kalceinu
(fluorescen¢ni sonda pro stanoveni MRP efluxni ¢innosti v Caco-2 bunkach).
U indometacinu (500 umol/l) byl vSak apikalni eflux kalceinu sniZzen bez vyznamného
snizeni basolateralniho efluxu kalceinu. Avsak jak indometacin, tak probenecid vedly
ke zvyseni retence kalceinu bunkami. To by mohlo souviset s rozdilnou expresi MRP
transportéric (MRP1-6) na apikalni nebo basolateralni membrané a také s jejich rtuznou
expresi v Caco-2 bunkach - exprese podle studie Prime-Chapmana a spol. (2004)
MRP2>MRP6>MRP4>MRP3>MRP1=MRP5.

Také v nasich pokusech stanoveny pokles efluxu N-ac-5-ASA z bunék v pfitomnosti
inhibitorti odpovidal zvySené kumulaci metaboliti v buikach (indometacin dokonce vice
nez probenecid). Tyto vysledky kumulace jsou tak v souladu s nasimi piedpoklady:

1) AP-BL transport:

a) probenecid (MRP a OATP inhibitor) by mohl mit vliv na kumulaci N-ac-5-ASA
v buitkach dvéma moznymi zplsoby: i) pravdépodobnéji zvysenim jeho hromadéni
inhibici MRP zprostfedkovaného AP a BL efluxu N-ac-5-ASA z bunégk, ale je tieba
vzit v Gvahu také opaény efekt, tj. ii) snizeny uptake bunikami (inhibice OATP
vychytavani 5-ASA, které vSak nebylo potvrzeno v 5-ASA inhibi¢ni studii, jak bylo
diskutovano vyse) s naslednym snizenim intraceluldrni tvorby N-ac-5-ASA (tj. sniZena
kumulace).

b) V ptipadé indometacinu ptichazi v tivahu pouze inhibice MRP zprostfedkovaného AP
a BL efluxu N-ac-5-ASA (tj. zvySeni kumulace).

2) BL-AP transport:

a) ocekaval se stejny Gcinek obou inhibitort (probenecidu a indometacinu) se zvySenim
kumulace N-ac-5-ASA (inhibice MRPs zprostfedkovaného efluxu na AP a BL
membrang).

Stejny ucinek indometacinu na bunéénou kumulaci (na koncentraci zavislé zvyseni)
bylo prokazano Yoshimurou a spol. (2009). Na rozdil od této studie (Yoshimura a spol.
2009) s 6,3 % N-ac-5-ASA kumulovaného uvniti bunék po 2-hodinové inkubaci s 5-ASA

bez inhibitord, v naSem experimentu nebyl N-ac-5-ASA V nepfitomnosti inhibitord
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Vv buitkdch naméfen. Tento rozdil by mohl byt zptsoben rozdily v pouzité metod¢, protoze
Yoshimura a spol. (2009) pouzili 35 mm misky pro tkanové kultury na rozdil od Transwell
insertd 11 mm (primér) pouzitych v nasich experimentech.

Zda se tedy, Ze naSe vysledky potvrdily hypotézu, Ze intracelularné tvofeny metabolit
(N-ac-5-ASA) je cerpan z Caco-2 bunék MRP transportéry, ptitom vSak OATP
zprostiredkovany uptake 5-ASA nebyl potvrzen. Z toho vyplyva, ze jsou potiebné dalsi
studie se specifi¢téjsimi inhibitory nebo s kombinaci inhibitord aplikovanych zaroven.
Dale by mél byt nizsi detekéni limit analytické metody (HPLC) nebo by mélo byt zvazeno
pouziti HPLC-MS (kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie), aby mohla byt
v dalsich studiich pouzita i koncentrace 5-ASA 10 pmol/l, vzhledem k tomu, ze u této
koncentrace byl v transportnich studiich vidén rozdil v  AP-BL a BL-AP transportu
parentni latky (OATP uptake) a vyrazngjsi rozdil v celkovém AP-BL vs. BL-AP
transportu, vyssi % transportované 5-ASA v této davce. Pro kumulativni studie by bylo
lepsi pouzit vyssi davky 5-ASA a zvazit oddéleni kumula¢nich experimenti od trans-
portnich studii k dosazeni vyssi koncentrace v bunikdch a také pro moznost stanoveni
parentni latky a metabolitu v médiu jako ve studii Yoshimury a spol. (2009).

Cast vysledkt transportnich studii s 5-ASA byla ptijata k opublikovani (Smetanova

a spol. 2013; uvedeno v seznamu publikaci).
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5.5. Atenolol

VYSLEDKY
Viabilita bunék

Atenolol v davce 1000 pmol/l snizoval viabilitu bunék (93,2 + 2,8 %), ale tento pokles
nebyl signifikantni a viabilita bun¢k nebyla nizsi nez pozadovanych 90 %. Nasledn¢ byla
testovana i niz§i koncentrace atenololu (300 umol/l) a tato davka neovlivnila viabilitu
Caco-2 bungk (tab. 2 v 5.1.).

Stanoveni integrity monovrstvy

Hodnota P,p, fenolové cervené po 1 h byla 0,52 + 0,25 x 10 cm/s a procentualni
kumulativni transport dosahl 0,14 = 0,07 %.

Papp 14C manitolu po 2 h byl 1,32 + 0,36 x 10° cm/s a korespondoval s procentudlnim
kumulativnim transportem 0,95 + 0,26 %. Navratnost “*C manitolu byla 101 + 4 %.

Atenolol nemél vliv na P4y **C manitolu (viz graf 1 v 5.2.).

Transportni studie
Kumulativni transport atenololu (nmol)

Kumulativni transport atenololu (graf 17) byl linearni az do 120. min ve vsech
studovanych koncentracich (10 - 1000 pmol/l) v obou smérech (AP-BL a BL-AP), pfic¢emz

AP-BL transport byl o néco vyssi nez BL-AP transport ve vSech pouzitych koncentracich.

6,0

—— 10 pmol/l AP-BL
50 —&— 100 pmol/l AP-BL
—a— 300 pmol/l AP-BL
—&— 1000 pmol/l AP-BL
4,0 1 -=-@=--10 pmol/l BL-AP
-=-8--100 pmol/l BL-AP
-=a&==300 pmol/l BL-AP
==0--1000 pmol/l BL-AP

3,0

Kumulativni transport (nmol)

2,0
1,0
e SRR P LLL e
0,0 - R R s
0 30 60 90 120
Cas (min)

Graf 17. Kumulativni transport (nmol) atenololu v apikalné-basolateralnim (AP-BL, souvisla ¢ara)
a basolateralné-apikalnim (BL-AP, pferusSovana ¢ara) sméru za iso-pH (pH 7,4/7,4) podminek.
Kazdy bod reprezentuje primér £ SD kumulativniho transportu pies Caco-2 monovrstvu.
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Procentualni kumulativni transport atenololu (%)

Transportované kumulativni mnozstvi atenololu (10, 100, 300 a 1000 umol/l;
vyjadiené jako procento mnozstvi aplikovaného do donorového kompartmentu)
dosahovalo 0,47 - 0,88 % (graf 18). Procentualni transport v BL-AP sméru byl o néco nizsi
nez AP-BL transport, a to ve vSech pouzitych koncentracich. Procentualni transport se
snizoval s rostouci koncentraci atenololu v obou smérech. Pouziti pH-gradientu (pH 6/7,4
AP/BL) nezménilo transportované mnozstvi atenololu a procentudlni transport dosahl

0,65 %.
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Graf 18. Procentualni kumulativni transport atenololu v apikalné-basolateralnim (AP-BL, souvisla
¢ara) a basolateralné-apikalnim (BL-AP, pferuSovana cara) sméru za iso-pH (pH 7,4/7,4)
podminek. Kazdy bod reprezentuje primér + SD kumulativniho transportu ptes Caco-2
monovrstvu.

Koeficient permeability (Papp) a efluxni poméry (ER)

Hodnoty permeability atenololu (graf 19) dosahovaly hodnot kolem 1 x 10° cm/s
ve vSech pouzitych davkach a obou smérech transportu (AP-BL a BL-AP). Py, byly 0 néco
vy$si v AP-BL vs. BL-AP sméru ve vSech pouzitych koncentracich (10, 100, 300 a 1000
umol/l) bez statistické vyznamnosti. Nejnizsi P,y byly nalezeny v davce 10 pmol/l, a to
0,77 £ 0,12 x 10° cm/s a 0,65 + 0,03 x 10 cm/s pro AP-BL a BL-AP smér, ve srovnéni
$1,16 a 1,22 x 10°® cm/s v davce 300 a 1000 umol/l pro AP-BL transport a Py, kolem
0,90 x 10°® cm/s pro tyto davky u BL-AP transportu. Efluxni poméry (graf 19) byly skoro
stejné pro vSechny pouzité davky 10, 100, 300 a 1000 pmol/1 (0,86, 1,00, 0,85 a 1,09),
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tj. oscilovaly kolem 1,0. Pti pH-gradientu (pH 6 apikaln¢) se Py, atenololu (300 umol/I)
snizil (nesignifikantng) na 0,90 + 0,08 vs. 1,16 + 0,34 x 10° cm/s (za iso-pH podminek).
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Graf 19. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxni poméry (ER) atenololu za iso-pH (pH 7,4/7,4
AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na Py, atenololu. Kazdy sloupec reprezentuje
pramér + SD koeficientu permeability (Pqpp). Efflux ratio (ER) = Pp, (BL-AP)/Pyyp (AP-BL).

Rychlost prostupu (J)
BL-AP rychlosti prostupu atenololu byly nizsi nez AP-BL rychlosti prostupu a byly

jednoduchou linearni funkci koncentrace atenololu (graf 20).
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Graf 20. Rychlost prostupu (J) vs. koncentrace atenololu. AP-BL (apikalné-basolateralni); BL-AP
(basolateralné-apikalni).
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Hodnoceni paracelularniho transportu

Transport **C manitolu (paracelularni marker) byl signifikantn& zvysen (13krat) pfi
pouziti transportniho média bez Ca®* (na 20,3 x 10°® cm/s) ve srovnani s transportnim
médiem s Ca** (1,6 x 10° cm/s). Také P,y atenololu (300 umol/l) byl statisticky
signifikantng zvySen v nepiitomnosti Ca®* v obou smérech transportu (graf 21). V AP-BL
sméru se Pgpp, atenololu zvysil 19krat (1,1 vs. 20,4 x 10 cm/s) a v BL-AP sméru bylo
zaznamenano 14ndsobné zvySeni P, atenololu (1,7 vs. 24,1 X 10 cm/s) pii pouziti
transportniho média s Ca®* vs. bez Ca?*. V nepiitomnosti Ca** byl pozorovan statisticky

vyznamny rozdil v transportu atenololu v AP-BL vs. BL-AP sméru.
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Graf 21. Vliv pfitomnosti (+ Ca®*) nebo absence (- Ca®*) v transportnim médiu na permeabilitu
atenololu 300 umol/I (AP-BL a BL-AP) a **C manitolu (AP-BL). Kazdy sloupec reprezentuje
primér + SD koeficientu permeability (Papp). * p < 0,05 vs. manitol + Ca®*, ¥ p < 0,05 vs. atenolol
AP-BL + Ca”™", § p < 0,05 vs. atenolol BL-AP + Ca®*, 4 p < 0,05 vs. atenolol AP-BL - Ca**.

Navratnost (%0)
Navratnost atenololu byla 97 - 111 % pro oba sméry transportu.
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DISKUZE

Kumulativni transport atenololu byl linearni v ¢ase a nezavisly na koncentraci a sméru
transportu. Stanoveny procentualni kumulativni transport atenololu (0,47 - 0,88 %) byl
mirné niz§i v BL-AP nez AP-BL sméru ve vSech pouzitych koncentracich. Tyto malé
pozorované rozdily mohou byt disledkem rozdild v povrchovych oblastech apikalni
a basolateralni strany monovrstvy a objemovych rozdili donorovych kompartmentu.
Hodnoty kumulativniho a kumulativniho procentualniho transportu atenololu spole¢né
s linearnim prabéhem rychlosti prostupu (J) naznacuji pasivni mechanismus transportu,
pficemz hodnoty obou transportl byly vyrazné niz$i ve srovnani s transportem latek
S pasivnim transcelularnim prostupem, napi. ambroxol a kofein.

Atenolol je povazovan za latku s nizkou permeabilitou (Knipp a spol. 1997, Rege
a spol. 2001, Yazdanian a spol. 2004, Masungi a spol. 2004), jak bylo rovnéz potvrzeno
v naSich experimentech s koeficientem permeability (Psp) atenololu kolem
1,0 (0,65 - 1,22 ) x 10°® cm/s pro viechny pouZité koncentrace (10 - 1000 pmol/l) v obou
smérech. V literatufe lze najit pomérné §iroky rozsah koeficient permeability atenololu
v AP-BL sméru, a to od 0,2 x 10 cm/s (Artursson 1990, Hilgendorf a spol. 2000), pies
0,4 x 10 cm/s (Yamashita a spol. 2000), 0,6 x 10°® cm/s (Lennernis 1998, Rege a spol.
2001), 0,8 + 0,3 x 10™® cm/s (Catalioto a spol. 2008), 1,67 + 0,16 x 10°® cm/s (Knipp a spol.
1997) po 3,3 + 0,4 x 10 cm/s (Irvine a spol. 1999). Yazdanian a spol. (2004) stanovili
koeficient permeability atenololu v obou AP-BL i BL-AP smérech, a to 1,57 + 0,25
a 1,90 + 0,30 x 10 cm/s. Na rozdil od nasich vysledkd vSak naméfili vyssi BL-AP nez
AP-BL transport.

Vypocitané efluxni poméry se pohybovaly kolem 1,0 a jsou dal$im potvrzenim, Ze
v transportu atenololu se neti¢astni bunécéné efluxni pumpy, tj. Ze nejsou zapojeny aktivni
mechanismy transportu. Nase vysledky efluxnich pomért jsou ve shodé s Yazdanian
a spol. (2004), kteti vyloucili afinitu atenololu k bunéénym efluxnim pumpam (ER = 1,2).
Nizka permeabilita atenololu je v souladu s uvadénou peroralni absorpci cca 50 %
(Lennernids 1998, Vogelpoel a spol. 2004).

K potvrzeni predpokladaného paracelularniho mechanismu v transportu atenololu pies
Caco-2 buiiky bylo vyuZito transportniho média bez Ca®* s otevienim ,.tight junctions*
(Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Pii pouziti tohoto
média doSlo k vyraznému zvySeni Pgpp C manitolu (pozitivni kontrola pro paracelularni
transport), a to 13krat, a P, atenololu (300 umol/l) se také vyznamné zvysil 19 a 14krat

v AP-BL a BL-AP sméru, coz predstavuje dikaz paracelularniho transportu. Podle
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Vogelpoela a spol. (2004) rozdily v extracelularnich koncentracich Ca®* mohou vést
ke zméné¢ integrity bunéénych struktur, coz zptisobuje zménu v paracelularni permeabilité
atenololu. Artursson a Magnusson (1990) uvedli 7nasobné zvySeni permeability atenololu
pi snizeni koncentrace (volného) extracelularniho Ca®*. Jejich zavérem bylo, ze atenolol je
hydrofilni latka, ktera je transportovana pies paracelularni prostory s t€snymi spoji.

Spolu s manitolem je atenolol ¢asto pouzivan jako paracelularni marker v Caco-2
experimentech (Hilgendorf a spol. 2000, Catalioto a spol. 2008). Rege a spol. (2001)
uvedli téméf stejné hodnoty P, manitolu a atenololu 0,67 + 0,03 a 0,59 + 0,04 x 10 cms.
Také Hilgendorf a spol. (2000) stanovili obdobné hodnoty Pqpp jak pro manitol, tak pro
atenolol (0,10 + 0,01 vs. 0,19 + 0,02 x 10°® cm/s). Knipp a spol. (1997) vsak stanovili lehce
rozdilné Pgpp atenololu (400 pmol/l) 1,67 + 0,16 vs. Py manitolu 0,24 + 0,01 x 10° cm/s.
Stejné jako Knipp a spol. (1997) také Yazdanianem a spol. (2004) uvedli rozdil mezi
permeabilitou atenololu a manitolu témér o jeden tad, 1,57 vs. 0,18 x 10 cm/s pro AP-BL
smér a 1,90 vs. 0,16 x 10°° cm/s pro BL-AP smér.

V naSich pokusech byl také studovan vliv pH jako faktoru ovliviiujiciho absorpci
ionizovatelnych latek v gastrointestinalnim traktu. Transportované mnozstvi atenololu
(300 umol/l), slabé baze (Rege a spol. 2001, Neuhoff a spol. 2003), mirné pokleslo.
Procentualni transport dosahl 0,65 % vs. 0,83 % a P4y, atenololu byl 0,90 a 1,16 x 10
cm/s pii pH-gradientu (pH 6/7,4 AP/BL) vs. za iso-pH (pH 7,4/7,4 AP/BL) podminek.
Tento pokles byl vSak velmi nizky a nesignifikantni na rozdil od transportu slabych bazi
prostupujicich pasivni transcelularni difuzi, napt. ambroxolu, kde doslo k enormnimu
snizeni transportovaného mnozstvi pti pH 6 (snizeni pH apikalné zvysuje disociaci slabych
bazi). Obdobné vysledky uvadéji Yamashita a spol. (2000), ktefi zaradili atenolol jako
latku typu 2 (vy$8i permeabilita pfi stejném pH), protoze Pap, atenololu (100 umol/1) byl
0,19 + 0,02 vs. 0,40 + 0,01 x 10 cm/s pri pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL) vs. iso-pH
podminky (pH 7,4 AP/7,4 BL). Analogické vysledky byly rovnéz publikovany Adsonem
a spol. (1995) s permeabilitou atenololu 1,1 vs. 1,3 x 10 cm/s pii pH 6,5 vs. pH 7,4 api-
kalné (basolateralné 7,4). Neuhoff a spol. (2003) studovali permeabilitu atenololu v za-
vislosti na pH, pricemz transport atenololu poklesl z 2,31 £+ 0,09 na 0,30 + 0,08 x 10° cm/s
v AP-BL sméru a transport v BL-AP sméru nebyl ovlivnén pfi snizeni apikalniho pH z pH
8,0 na 5,0.

Pokud jde o rozpustnost atenololu, vzhledem k hodnoté pKa atenololu 9,6 Ize ocekavat
dostatecnou rozpustnost atenololu za neutralnich podminek. Vogelpoel a spol. (2004)

uvedli, ze nejvyssi sila 1ékového piipravku se rozpustila v asi 25 ml vody pii pH 7,4,
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pti¢emz podle pokyntt FDA (2000) je ,,vysoce rozpustny* definovano jako nejvyssi davka
rozpustna v 250 ml nebo méné. I pies omezené informace s ohledem na rozpustnost
atenololu pti raznych pH lze piedpokladat, ze rozpustnost atenololu neni omezujicim
faktorem pfi vstiebavani atenololu z gastrointestinalniho traktu (Vogelpoel a spol. 2004).
Vzhledem K ziskanym udajim lze atenolol s vysokou rozpustnosti a nizkou

permeabilitou zaradit do BCS tfidy III.
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5.6. Kofein

VYSLEDKY
Viabilita bunék

Kofein v koncentraci 10000 umol/I neovlivnil viabilitu Caco-2 bunék ve srovnani
s viabilitou bun¢k inkubovanych s transportnim médiem (98,0 + 0,3 % vs. 98,6 + 0,5 %,
tab. 2v 5.1.).

Stanoveni integrity monovrstvy

Hodnota permeability (Papp) fenolové cervené byla 1,3 + 0,7 X 10°® cm/s a procentudlni
kumulativni transport fenolové Cervené dosahl 0,4 + 0,2 % po 1-hodinové inkubaci.
Integrity monovrstvy byla zkontrolovana; Py, “*C manitolu a transportované mnozstvi
manitolu bylo 1,5 + 0,1 x 10° cm/s a 1,1 + 0,1 %. Kofein nemél vliv na Py, **C manitolu,

tj. na integritu monovrstvy (viz graf 1 v 5.2.).

Transportni studie
Kumulativni transport kofeinu (nmol)
Kumulativni transport kofeinu byl linearni po dobu 2 h v celém rozmezi pouzitych

koncentraci (graf 22A, B) a zavisly na koncentraci.
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Graf 22. A) Kumulativni transport kofeinu (100 - 10000 pmol/l) v apikalné-basolateralnim
(AP-BL, souvisla cara) a basolateralné-apikalnim (BL-AP, pferuSovana ¢ara) sméru za iso-pH
(pH 7,4/7,4 AP/BL) podminek. B) Kumulativni transport kofeinu (100 - 1000 pumol/l) v detailu.
Kazdy bod reprezentuje priimér £ SD kumulativniho transportu pies Caco-2 monovrstvu.

Procentualni kumulativni transport kofeinu (%)

Procentualni transport kofeinu dosahoval kolem 30 % (graf 23) a v BL-AP sméru byl
niz§i nez v AP-BL sméru. Dale byly pozorovany rozdily v procentudlnim AP-BL
transportu v koncentracich 1000 a 10000 pmol/l vs. 100 pmol/l a 300 umol/l. Pii vyuziti

pH-gradientu se transportované mnozstvi kofeinu nezménilo.
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Graf 23. Procentualni kumulativni transport kofeinu za iso-pH podminek. Kazdy bod reprezentuje
primeér + SD kumulativniho transportu ptes Caco-2 monovrstvu.
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Koeficient permeability (Papp) a efluxni poméry (ER)

Papp kofeinu byl nezavisly na koncentraci v celém rozsahu pouzitych koncentraci
(100 - 10000 pmol/l) a dosahl hodnot 46,3 - 535 x 10° cm/s v AP-BL a
456 - 49,4 x 10° cm/s v BL-AP sméru pro viechny pouZité koncentrace (graf 24).
Vypocitané efluxni poméry (,,efflux ratio”) oscilovaly kolem 1. Pti pouziti pH-gradientu se

Papp kofeinu nezménil (graf 24).
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Graf 24. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxni poméry (ER) kofeinu za iso-pH podminek
(pH 7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL) na Py, kofeinu. Kazdy sloupec repre-
zentyje pramér + SD koeficientu permeability (Pspp). Efflux ratio (ER)=Pap,(BL-AP)/Pp,(AP-BL).

Rychlost prostupu (J)
Linearni pribéh AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (vyneseno vs. koncentrace

kofeinu) a stejny pribéh v obou smérech ukazuji na pasivni difazi (graf 25).
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Graf 25. Rychlost prostupu (J) vs. koncentrace kofeinu. AP-BL (apikalné-basolateralni); BL-AP
(basolateralné-apikalni).

Hodnoceni paracelularniho transportu

Transport **C manitolu (paracelularniho markeru) byl signifikantng zvysen (6,7krat)
pf pouziti transportniho média bez Ca®* ve srovnani s pouzitim transportniho média
s Ca*, Papp kofeinu (300 pmol/l) vSak nebyl zménén v zadném sméru transportu (graf 26)

a kolisal kolem 50 x 107 cm/s.
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Graf 26. Vliv ptitomnosti (+ Ca®*) nebo absence (- Ca®*) v transportnim médiu na permeabilitu
kofeinu 300 pmol/l (AP-BL a BL-AP) a C manitolu (AP-BL). Kazdy sloupec reprezentuje
primér + SD koeficientu permeability (Pap,). * p < 0,05 vs. manitol + Ca®™, # p < 0.05 vs.
manitol - Ca*".
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Navratnost (%0)

Navratnost (%) kofeinu dosahla 94 - 107 % pro oba sméry transportu.

DISKUZE

Prvnim cilem nasich transportnich studii s kofeinem bylo zjistit, zda jsou v transportu
kofeinu pies stievni epitel zapojeny aktivni nebo pasivni mechanismy. Ziskané udaje
prokazaly, ze kumulativni transport kofeinu (100 - 10000 pmol/l) pfes Caco-2 monovrstvu
byl linearni v ¢ase bez jakékoliv saturace, zavisly na koncentraci a nezavisly na sméru
transportu. Transport kofeinu v absorpénim (AP-BL) a sekre¢nim (BL-AP) sméru se
vyznamné nelisil vzhledem k obdobnym P, v obou smérech transportu a efluxnim
pomérum kolem 1 pro vSechny pouzité koncentrace. Také AP-BL a BL-AP rychlosti
prostupu (J) s linearnim prib&éhem stejnym v obou smérech ukazuji na pasivni diftzi.
Mirna preference byla patrna v procentualnim AP-BL transportu (mirn¢ vyssi procentualni
transport z apikalniho nez z basolateralniho kompartmentu), coz muize byt vysvétleno
rozdily v povrchovych oblastech apikalni a basolateralni strany monovrstvy a objemovymi
rozdily v donorovych kompartmentech. Rozdily pozorované v % transportu u koncentrace
1000 a 10000 pmol/l ve srovnani s 100 a 300 umol/l by mohly byt zplsobeny tim, Ze
100 a 300 umol/l nebyly provedeny na stejné desce jako koncentrace 1000 a 10000 umol/l.
Vysoké koeficienty permeability v obou smérech Pap, (AP-BL) = 46,3 - 53,5 X 10 em/s
a Papp (BL-AP) = 45,6 - 49,4 X 10 cm/s ukazovaly na pasivni transcelularni transport.
K dalsimu studiu absorpéniho mechanismu kofeinu byl dale sledovan vliv pH na transport
kofeinu. Rozdilné pH v apikalnim a basolateralnim kompartmentu (6/7,4, tj. pH-gradient)
nemélo vliv na transport kofeinu ve srovnani s iso-pH (7,4/7,4) podminkami.

Dalsim cilem bylo posoudit, zda pasivni transepitelialni transport kofeinu predstavuje
paracelularni nebo transcelularni transport. K odliseni téchto dvou zpiisobt transportu bylo
vyuzito transportniho média bez Ca’* (Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003,
McMillan a spol. 2005). Transport **C manitolu jako paracelularniho markeru byl zvysen
(6,7krat) za téchto podminek, transport kofeinu vsak zustal nezménén. To je jasny dikaz,
ze paracelularni transport nehraje dutlezitou roli v mechanismu transportu kofeinu.
Paracelularni transport se tak Gcastni jen v malé mite transportu kofeinu.

Pokud jde o rozpustnost kofeinu, v souladu se semikvantitativnim rozmezim
rozpustnosti (Lipinski 2003) je kofein s rozpustnosti 21,7 mg/ml vody (tdaje z literatury -

Merck Index 2001) povazovan za latku rozpustnou.
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Vzhledem k nagim ziskanym hodnotam Py, kofeinu kolem 50 x 10 cm/s Ize kofein
povazovat za latku s vysokou permeabilitou a takto vysoka hodnota Pap, fadi kofein mezi
dobie absorbované latky (Yee 1997). Toto konstatovani je v dobré shod¢ s publikovanymi
udaji udavajicimi po peroralnim podani rychlou a kompletni absorpci kofeinu z gastro-
intestinalniho traktu (Carrillo a Benitez 2000) s biologickou dostupnosti 100 % u lidi (Yee
1997).

Kofein jako vysoce rozpustna a vysoce permeabilni latka mize byt zafazen mezi latky
tiidy | BCS.

Cast vysledkt transportnich studii s kofeinem byla publikovana (Smetanova a spol.
2009; uvedeno v seznamu publikaci).
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5.7. Gliklazid

VYSLEDKY
Viabilita bunék

Viabilita Caco-2 bun¢k nebyla ovlivnéna gliklazidem 1000 pmol/l a dosahla
99,1 £ 0,2 % ve srovnani s viabilitou bun¢k ovlivnénych pouze transportnim meédiem

(98,6 + 0,5 %, tab. 2 v 5.1.).

Stanoveni integrity monovrstvy

Papp fenolové Cervené za 1 h byl 0,52 + 0,12 x 10° cm/s a procentualni kumulativni
transport fenolové cervené dosahl 0,14 + 0,03 %. Integrita monovrstvy byla hodnocena
pomoci stanoveni permeability *C manitolu, které prokazalo vhodnou integritu
monovrstvy, jelikoz P,y manitolu byl 1,78 + 0,38 x 10°® cm/s a transportované mnozstvi
1,28 + 0,27 %. Navratnost manitolu byla 103 = 5 %. Gliklazid nem¢l vliv na integritu
monovrstvy (viz graf 1 v 5.2.). Pokud jde o inhibitory, pouze probenecid vyvolal mirné

nesignifikantni snizeni integrity monovrstvy (viz graf 2 v 5.2.).

A. Transportni studie

Kumulativni transport gliklazidu (nmol)

Kumulativni transport gliklazidu (graf 27) byl stanovovan po dobu 120 min
a vykazoval linearni pribéh ve vsech pouzitych koncentracich (10, 100, 300 a 1000
umol/l) po celou dobu experimentu. Kumulativni transport gliklazidu byl zavisly na kon-

centraci s mirn¢ vyssim BL-AP nez AP-BL transportem ve vSech koncentracich.
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Graf 27. Kumulativni transport (nmol) gliklazidu v apikalné-basolateralnim (AP-BL, souvisla ¢ara)
a basolateralné-apikalnim (BL-AP, piferuSovana ¢ara) sméru za iso-pH (pH 7,4/7,4) podminek.
Kazdy bod reprezentuje priomér £ SD kumulativniho transportu pies Caco-2 monovrstvu.

Procentualni transport gliklazidu (%0)

Transportované kumulativni mnozstvi gliklazidu (vyjadiené jako procento mnozstvi
aplikovaného do donorového kompartmentu) dosahlo kolem 10 % pro koncentrace 100,
300 a 1000 umol/l pro oba sméry transportu (graf 28). Avsak nejnizsi a nejvyssi procento
transportu bylo zaznamenano v koncentraci 10 umol/l v AP-BL a BL-AP sméru, ato 7,2 %
a 13,8 %, tj. transportované mnozstvi v BL-AP sméru bylo dvakrat vétsi nez v AP-BL

smeéru.
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Graf 28. Procentualni kumulativni transport gliklazidu za iso-pH podminek.
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Koeficient permeability (Papp) a efluxni poméry (ER)

Hodnoty Pay, gliklazidu (graf 29) kolisaly kolem 17,5 x 10°® cm/s pro koncentrace
100 - 1000 umol/l v obou smérech transportu s mirné¢ vys$$imi Py V BL-AP vs. AP-BL
sméru. V koncentraci 10 pmol/l gliklazidu se permeabilita gliklazidu statisticky vyznamné
lisila v AP-BL a BL-AP sméru, 10,0 a 24,9 x 10° cm/s s dosazenou hodnotou ER 2,68.
Hodnota permeability gliklazidu (10 umol/1) se také statisticky vyznamné liSila od hodnot
Papp pro koncentrace 300 a 1000 umol/l v AP-BL sméru. Statisticky vyznamny rozdil byl
také zaznamendn mezi transportem gliklazidu 10 a 100 umol/l v BL-AP sméru. AvsSak
hodnoty ER pro koncentrace 100, 300 a 1000 umol/l byly 1,1 - 1,3.

Papp gliklazidu (100 umol/l) se signifikantn¢ zvysil z 14,1 na 78,6 X 10° cmls,
tj. (5,6krat) za podminek pH-gradientu (pH 6 v donorovém, tj. apikalnim kompartmentu)

ve srovnani s iS0-pH podminkami (graf 29).

100 3,0
 AP-BL
80 - = BL-AP - 25
m AP-BL pH 6
© et cfflux ratio - 2,0
560 | 2
& - 15 &
= x
> 40 - =
0_% - 10 14
20 ~ 05
0 - \ 0,0
10 pmol/l 100 pmol/1 300 pmol/l 1000 pmol/l

Graf 29. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxni poméry (ER) gliklazidu za iso-pH (pH 7,4/7,4
AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na P, gliklazidu. Kazdy sloupec reprezentuje
primér + SD koeficientu permeability (Pap). * p < 0,05 vs. gliklazid 10 pmol/l AP-BL,
# p < 0,05 vs. gliklazid 100 pumol/l AP-BL, § p < 0,05 vs. gliklazid 10 pmol/l BL-AP.
Efflux ratio (ER) = Papp (BL-AP)/P4p, (AP-BL).

Rychlost prostupu (J)

Rychlosti prostupu (J) gliklazidu vynesené oproti koncentracim jsou znazornény
v grafu 30. Rychlosti prostupu byly mirné vyssi v BL-AP nez AP-BL sméru a kiivky
nebyly jednoduchou linearni funkei gliklazidovych koncentraci (10 - 1000 umol/l), ale

polynomickou funkci naznacujici saturovatelnost transportu (graf 30).
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Graf 30. Rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace gliklazidu. AP-BL (apikalné-basolateralni); BL-AP
(basolateralné-apikalni).

Hodnoceni paracelularniho transportu

Transport manitolu (paracelularniho markeru) se signifikantné (9,1krat) zvysil
22,0 (pfi pouZiti normaln& pouzivané transportni médium s Ca®*) na 18,4 x 10° cm/s
(s transportnim médiem bez Ca), tj. po otevieni ,tight junctions®. V p¥itomnosti Ca®*
v transportnim médiu byl Pap, gliklazidu (300 umol/l) statisticky vyznamné vyssi nez Papp
manitolu (u obou AP-BL transport), a to 18,0 vs. 2,0 x 10° cm/s. TotéZ bylo patrné
pii absenci Ca?* v transportnim médiu (28,3 vs. 18,4 x 10° cm/s). P¥i pouziti transportniho
média bez Ca”" se P,y gliklazidu signifikantng zvysilo jak v AP-BL, tak v BL-AP sméru
(1,6 a 1,4krat). Jak AP-BL, tak BL-AP transporty gliklazidu se signifikantné lisily

v piitomnosti a nepiitomnosti Ca** v transportnim médiu (graf 31).
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Graf 31. Vliv ptitomnosti (+ Ca’") nebo absence (- Ca*") v transportnim médiu na permeabilitu
gliklazidu 300 umol/I (AP-BL a BL-AP) a **C manitolu (AP-BL). Kazdy sloupec reprezentuje
primér + SD koeficientu permeability (Pap). *p < 0,05 vs. manitol + Ca®™, # p < 0,05 vs.
manitol - Ca**, £ p < 0,05 vs. gliklazid AP-BL + Ca®*, § p < 0,05 vs. gliklazid BL-AP + Ca*".

Navratnost (%)

Navratnost gliklazidu dosahla 99 + 7 % (87 - 111 %) pro oba sméry transportu
s vyjimkou transportu gliklazidu (10 umol/1) v AP-BL sméru s primérnou navratnosti
pouze 59 + 10 %. Moznym vysvétlenim pro nizkou navratnost muze byt degradace,
metabolismus nebo vazba latky na buiiky (Khan a spol. 2004).

B. Transportni inhibiéni studie

K objasnéni piedpokladaného nosi¢em zprostiedkovaného efluxniho transportu glikla-
zidu bylo v inhibi¢nich studiich na Caco-2 buiikach pouzito né€kolik inhibitort (graf 32,
33): verapamil (P-gp a MRP inhibitor; pmol/l), indometacin (MRP inhibitor;
100 a 500 umol/1), probenecid (MRP a OATP inhibitor; 500 a 2000 umol/l) a omeprazol
(P-gp a BCRP inhibitor; 10 a 100 umol/l). Jak je znazornéno Vv grafu 32, v piitomnosti
probenecidu a indometacinu byl patrny trend zvySovani AP-BL transportu gliklazidu.
Probenecid zvysoval transport gliklazidu v zavislosti na koncentraci, a to o pfiblizn¢ 14
a 32 % v koncentracich 500 a 2000 pmol/l, a indometacin 0 14 % v obou jeho pouzitych
koncentracich, coz by spolu s mirnym poklesem v BL-AP transportu gliklazidu vyvolaném
probenecidem (bez koncentracni zavislosti) a koncentraéné zavislém snizeni zplisobeném

indometacinem (statisticky vyznamné snizeni asi 0 20 % ve vyssi pouzité koncentraci, tj.
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500 umol/1; graf 33), mohlo naznacovat ucast MRP efluxnich transportérti v transportu
gliklazidu pfes Caco-2 bunky. Je vSak tieba vzit v uvahu i vysledky ze stanoveni integrity
monovrstvy, kde probenecid vyvolal mirné nesignifikantni zvySeni transportu manitolu
(paracelularniho markeru) (viz graf 2 v 5.2.), coz miize byt i divod pro zvySeni transportu
gliklazidu po pfidani probenecidu (zvyseny paracelularni transport). Ale v tomto ptipadé
by se také ocekavalo zvySeni BL-AP transportu gliklazidu, protoze BL membrana je
povazovana za vice Citlivou k riznym vlivim (Balimane a spol. 2006). Narust transportu
gliklazidu v BL-AP sméru (s probenecidem) vSak pozorovan nebyl. Proto se tato moznost
zda byt méné pravdépodobna.

Verapamil a omeprazol mirné snizily transport gliklazidu proti ocekavani v obou
smérech (graf 32, 33). V BL-AP sméru v pfitomnosti verapamilu a omeprazolu doslo

k poklesu piiblizné o 18 %.
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Graf 32. Vliv inhibitord na AP-BL permeabilitu gliklazidu (100 pumol/l) za iso-pH (pH 7,4/7,4
AP/BL) podminek. Kazdy sloupec reprezentuje primér = SD koeficientu permeability (Papp).
*p < 0,05 vs. kontrola (gliklazid 100 pmol/l AP-BL).
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Graf 33. Vliv inhibitord na BL-AP permeabilitu gliklazidu (100 pmol/l) za iso-pH (pH 7,4/7,4
AP/BL) podminek. Kazdy sloupec reprezentuje primér + SD koeficientu permeability (Pgpp).
*p < 0,05 vs. kontrola (gliklazid 100 pmol/l AP-BL).

DISKUZE

Vzhledem Kk stanovenému vysokému koeficientu permeability gliklazidu (primérné
hodnoty Papp 14,4 a 20,4 X 10°® cm/s pro AP-BL a BL-AP transport) v Caco-2 transportnich
studiich je mozné gliklazid zatadit mezi latky s vysokou permeabilitou podobné jako je
uvadéno v literatufe pro srovnatelné latky (napt. Yazdanian a spol. 2004).

Pokud jde o rozpustnost, gliklazid vykazuje pH-dependentni rozpustnost v rozmezi
gastrointestinalniho pH (Grbic a spol. 2011), tj. gliklazid je prakticky nerozpustny
v kyselém prostfedi a jeho rozpustnost se zvySuje s tim, jak se pH stava vice alkalickym
(Demirtiirk a Oner 2004). Rozpustnost 80 mg gliklazidu (nejvyssi sila) v 250 ml pufru
(37°C) bylo: 46,4 %, 30,2 %, 24,1 %, 2,4 %, 14,0 %, 76,4 % a 98,9 % pti pH 1,5, pH 2,5,
pH 3,5, pH 4,5, pH 5,5, pH 6,5 a pH 7,5 (Demirtiirk a Oner 2004). Biswal a spol. (2009)
uvedli rozpustnost gliklazidu 0,81 mg/ml 0,1M kyseliny chlorovodikové (pH 1,2) ve 37°C
a Alkhamis a spol. (2003) uvedli rozpustnost gliklazidu 55 pg/ml vody pti 37°C, coz fadi
gliklazid mezi velmi slab¢ nebo prakticky nerozpustné latky podle Takagi a spol. (2006).

Vzhledem k nizké rozpustnosti a vysoké permeabilité¢ mize byt gliklazid zatazen mezi
latky tfidy II BCS. Papp gliklazidu > 10 x 10 cm/s ho fadi mezi latky s dobrou absorpci
(70 - 100 %; Yee 1997, Artursson a Karlsson 1991, Artursson a spol. 2001), coz odpovida
literarnim tdajim o absorpci gliklazidu (Campbell a spol. 1991, Tornio a spol. 2012).
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Stanovené hodnoty P, gliklazidu byly vyssi v BL-AP vs. AP-BL sméru pro kon-
centrace 100 - 1000 pumol/l (nesignifikantn¢) a pro gliklazid 10 umol/l (signifikantng)
s efluxnimi poméry 1,1 - 1,3 a 2,68. Nebyla vsak zfejma koncentracni zavislost Papp,
nejvyssi permeabilita v§ak byla pozorovana u 10 pmol/l gliklazidu v obou smérech. Je
vsak dulezité vzit v ivahu snizenou navratnost u AP-BL transportu gliklazidu 10 pmol/l,
kdy se po prepocteni s ohledem na navratnost (podle Neuhoff a spol. 2005) koeficient
permeability sice zvysil z 10,0 + 3,1 na 16,6 + 2,1 x 10 cm/s ale rozdil oproti BL-AP
transportu zastal zachovan. Efluxni pomér se v8ak snizil na 1,51. Interpretace tohoto jevu
metodickych pfistupt obtiznd. Také kumulativni transporty gliklazidu byly mirné vyssi
u BL-AP nez u AP-BL sméru a vykazovaly linearni prubéh v Case a zavislost na kon-
centraci. Procentualni kumulativni transport gliklazidu dosahl kolem 10 %. 7,2 %
gliklazidu (u koncentrace 10 pmol/1) transportovaného v AP-BL sméru mize také souviset
s nizkou navratnosti U této koncentrace. Vy$si BL-AP vs. AP-BL rychlosti prostupu
ukazovaly na vyssi transport gliklazidu v BL-AP a nelinearni prabéh rychlosti prostupu
(10 - 1000 pmol/l) naznacoval saturabilni transport. Vysoké hodnoty Pg, gliklazidu
ukazuji sice hlavné na pasivni transport (transcelularni pasivni difuzi ptipadné s para-
celularni slozkou), avSak rozdily v AP-BL vs. BL-AP transport (ER 2,68) v koncentraci
10 pmol/l naznacuji Gcast transportérem zprostiedkovaného transportu, a to efluxniho
charakteru.

K objasnéni, zda se paracelularni transport také podili na transportu gliklazidu, bylo
pouZito transportni médium bez Ca®* s otevienim t&snych spoji (Delie a Rubas 1997,
Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Koeficient permeability (Papp) pozitivni
kontroly pro paracelularni transport (manitolu) vyrazné vzrostl a nartst byl také vidén
U Pap gliklazidu v nepfitomnosti Ca?* v obou smérech transportu, coz dokazuje, Ze
u gliklazidu se uplatiiuje i paracelularni slozka transportu. AvsSak vzhledem k dobré
lipofilit¢ gliklazidu (Demirtiirk a Oner 2004), k vysokym koeficientim permeability
a k jeho relativné vysoké molekulové hmotnosti (MH 323) je paracelularni slozka ziejmé
pouze minoritnim mechanismem transportu gliklazidu.

Pokud jde o pH-zavislost transportu gliklazidu, AP-BL Pp, gliklazidu (100 pmol/1) se
vyznamné zvysil, pokud byly buriky vystaveny apikalnimu pH-gradientu napodobujicimu
fyziologické kyselé mikroklima (apikalni pH 6,0, basolateralni pH 7,4). Toto zjiSténi
zvyseného transportu za podminek pH-gradientu je v souladu s predpokladanym vlivem

pH na transport latek s odkazem na Henderson-Hasselbachovu rovnici, podle které
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transport zavisi na druhu latky (kyselina nebo baze), na pKa latky a na pH v obou
kompartmentech (Preusch 2007). V piipadé gliklazidu, jako slabé kyseliny s pKa 5,8
(Biswall a spol. 2008, Alkhamis a spol. 2003), plati, ze pokud poklesne pH v donorovém
kompartmentu, nedisociovany podil latky se zvysi, coz zvysi hnaci silu pro transcelularni
transport nedisociovaného latky (Neuhoff a spol. 2005).

K objasnéni mozného transportérem zprosttedkovaného transportu gliklazidu jsme
studovali transport gliklazidu v pfitomnosti ¢tyi bézné pouzivanych inhibitora transportéri.
V dostupnych literarnich zdrojich nebyly dosud publikovany zadné transportni ani
inhibi¢ni studie s gliklazidem provedené na Caco-2 bunkach. Ve vztahu k mechanismu
transportu byly studovany pouze strukturalné podobné derivaty sulfonylurey (napf.
glibenklamid, glipizid). Petzinger a spol. (1992) uvedli, Ze jaterni vychytavani dvou
derivata sulfonylurey (glisoxepid a glibenklamid) je zprostiedkovano transportérem.
Avsak proces vychytavani byl napadné odliSny pro oba derivaty sulfonylurey, coz
naznacuje heterogenitu transportéra sulfonylurey. Gram a spol. (2009) na Caco-2 bunkach
ukazali, ze vychytavani glipizidu se d&je pasivni diftzi, proti které vsak mohou piisobit
efluxni transportéry v apikalni membrané (snizeni vychytavani), a naznadili i vychytavani
glipizidu prostiednictvim OSTa/f (,,0rganic solute transporter o/f) na basolateralni
membrané. Glibenklamid je ale uvadén jako substrat OATP, BCRP, MRP a P-gp
(Petzinger a spol. 1992, Gedeon a spol. 2006, Satoh a spol. 2005, Gram a spol. 2009, Klatt
a spol. 2011) a je také pouzivan jako nespecificky inhibitor MRP transportér (Zhu a spol.
2011, Al-Salami a spol. 2008).

Pouze Al-Salami a spol. (2008) studovali transport gliklazidu in vitro (ilealni prostup
pomoci ,,Ussing“ komory). Na rozdil od nasich vysledkt nasli AP-BL transport gliklazidu
mirné vy$s$i nezZ BL-AP a ptfedpokladali Gcast efluxnich transportéri (které vSak nejsou
bliZze definovany, ale pravdépodobné uvazovali eflux z bun€k na basolateralni membrané,
nicméné v literatufe pokud neni uvedeno jinak, je termin ,eflux“ obycejné spojen
s efluxem na apikadlni membran¢). Nase vysledky ukazovaly na eflux na apikalni
membrané (BL-AP transport vyssi nez AP-BL). Tento rozpor mezi obéma studiemi by
mohl byt pfipsan pravdépodobné rozdilné expresi transportérii U obou pouzitych modelt
in vitro (potkani ileum vs. Caco-2 bunky). Yokooji a spol. (2007) ukazali s pouzitim
Western blot analyzy MRP2 a MRP3 exprese, ze hustota MRP3 je v potkanim ileu vyssi
nez MRP2 a zaroven vyss$i nez v Caco-2 bunkach, kde byly MRP2 a MRP3 také

stanoveny. To by mohlo vést k dominanci efluxu (MRP3) na basolateralni membrané
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ve studii Al-Salami a spol. (2008). Exprese transportéri vSak bohuzel nebyla stanovovana
ani ve studii Al-Salami a spol. (2008), ani v nasi studii.

Bez ohledu na rozdily v dominanci riznych efluxnich transportéra (viz vyse),
vysledky Al-Salami a spol. (2008) stejné jako naSe vysledky ukazovaly mirny pokles
transportu gliklazidu navozeny verapamilem a omeprazolem v AP-BL i BL-AP sméru, coz
vSak bylo v rozporu s o¢ekavanym nartistem AP-BL a snizenim BL-AP transportu (Hunter
a spol. 1993, Walle a Walle 1998, Achira a spol. 1999, Mizuno a spol. 2003, Takano
a spol. 2006, Laitinen a spol. 2007, Jeong a Choi 2007, Kamiyama a spol. 2009, He a spol.
2010) v piipadé inhibice efluxnich transportérii na apikalni membrané nebo S zadnou
zménou v transportu v piipadé neucasti efluxnich mechanismid (He a spol. 2010).
V literatuie je dokumentovan podobny neoc¢ekavany ucinek, napf. s verapamilem (Stormer
a spol. 2001) a probenecidem (Namkoong a spol. 2007). Ze studie Stormera a spol. (2001)
vyplynulo, Ze verapamil snizil BL-AP transport rhodaminu 123, ale jeho AP-BL transport
nebyl zvysen, v pfipadé jiného latkového modelu metadonu doslo dokonce k opacnému
ucinku. Uvadgji vsak, Ze tato zjisténi, i kdyz statisticky vyznamna, neodrazeji konzistentni
biologicky u¢inek. Namkoong a spol. (2007) popsali stejny pokles vyvolany probenecidem
a navrhli, ze by belotecan a probenecid mohly sdilet stejné absorp¢ni transportéry v Caco-2
bunkach. V literatufe se vSak objevuje i fada praci hodnoticich vliv P-gp na transport latek
pouze v BL-AP sméru, aniz by bylo uvazovano chovani v AP-BL sméru (Karlsson a spol.
1993, Taub a spol. 2005), a proto je i zde mozno vzit v uvahu uéinek verapamilu
a omeprazolu pouze v BL-AP sméru, tj. v nasich experimentech statisticky vyznamny
pokles.

Stale vSak zustava otazka kvantitativniho rozsahu inhibice, ktery by mél byt
povazovan za biologicky dulezity na rozdil od statistické vyznamnosti. V naSich
experimentech byl pokles BL-AP transportu gliklazidu o0 20 % po pfidani verapamilu nebo
omeprazolu statisticky vyznamny. V literatuie se vSak uvadi inhibice efluxu v Sirokém
rozmezi od asi 20 do 90 % (Karlsson a spol. 1993, Taub a spol. 2005). Takze vyvstava
otazka, zda naSe vysledky naznacovaly trend v inhibici efluxnich transportérii nebo by
mély byt povazovany za negativni. Hodnoceni vysledkt je dale komplikovano skutecnosti,
Ze ani jeden z inhibitort neni naprosto specificky, a dokonce i verapamil je v literatufe
zminovan jako inhibitor P-gp a v mensi mife MRP modulator/inhibitor (Hunter a Hirst
1997, Taub a spol. 2005, Kannan a spol. 2009). Proto mozny eflux P-glykoproteinem by
mohl byt potlacen ptipadnym MRP efluxem.
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Ke studiu mozného MRP efluxu zapojeného v transportu gliklazidu jsme testovali
inhibi¢ni G¢inek probenecidu (MRP a OATP inhibitor) a indometacinu (nespecificky MRP
inhibitor). Oba inhibitory zvysily AP-BL a snizily BL-AP transport gliklazidu, coz
podporuje piedpoklad zapojeni MRP efluxnich transportéri (s pievahou efluxnich
transportéri na apikalni membrang) v transportu gliklazidu. Al-Salami a spol. (2008)
uvedli pokles zpusobeny glibenklamidem (MRP2 a MRP3 inhibitor) a rifampicinem
(MRP2 inhibitor) v AP-BL a BL-AP ilealnim transportu gliklazidu a dosli k zavéru, ze
uptake gliklazidu enterocyty je vyrazn¢ kontrolovan efluxnimi transportéry MRP2
a MRP3. Vzhledem k lokalizaci MRP transportérd jak na apikalni (MRP2 a MRP4), tak
na basolateralni membrané¢ (MRP1,3,4,5) (Pang 2003, Ho a Kim 2005, Takano a spol.
2006, Nakamura a spol. 2008, Shugarts a Benet 2009, Oostendorp a spol. 2009), a také
s ohledem na rozdilnou expresi transportér, kone¢ny inhibi¢ni efekt nespecifickych
inhibitorti je vysledkem inhibice transportérti puisobicich ve stejném, ale také v opacném
sméru. To muze byt divod rozdilu nasich vysledkt oproti vysledkiim uvadénym Al-Salami
a spol. (2008) a dtivod pro pouze inhibi¢ni trend v nasSich studiich.

Pokud jde o expresi transportért, V literatufe je popisovana jeji velka variabilita
v lidském stfevé, Caco-2 bunkach a potkanim stievé (Stephens a spol. 2001, Yokooji
a spol. 2007, Hayeshi a spol. 2008, Englund a spol. 2006). Porovnani genové exprese
transportérit a jejich funkénosti v Caco-2 buiikach soucasné v 10 riznych laboratotich
potvrdilo, Ze Caco-2 buiiky z rGznych laboratoti mohou generovat rtizné vysledky
i pfi pouziti standardnich protokolti pro transportni studie, a Ze dokonce i malé rozdily
v Kkultiva¢nich podminkach maji vliv na genovou expresi, i kdyz celkové byla exprese
obdobna (Hayeshi a spol. 2008). Piikladem mohou byt P-gp a MRP transportéry v Caco-2
bunikach studované ve vsech 10 laboratotich (Hayeshi a spol. 2008), kdy jejich exprese
muze byt shrnuta nésledovné: MRP2>MRP3>P-gp>MRP6>MRP4>MRP1=MRP5
(Hayeshi a spol. 2008). Trochu odlisna exprese v Caco-2 bunkach byla ukazana ve studii
provedené Prime-Chapmanem a spol. (2004): MRP2>MRP6>MRP4>MRP3>MRP1
=MRP5. Také Englund a spol. (2006) studovali expresi transportériit v Caco-2 bunkach
a v lidském strevé a uvedli, ze exprese transportéri mize byt ovlivnéna pivodem Caco-2
bunék, kultivaénimi podminkami a dobou kultivace. Také podle Kamiyama a spol. (2009)
jsou zmény funkce a exprese ,,ATP-binding cassette* transportéri v Caco-2 bunkach
zavislé na dobé¢ kultivace.

Na zavér lze tedy Kkonstatovat, ze gliklazid je transportovan pifedevsim pasivni

transcelularni difuzi. Paracelularni prostup se na transportu gliklazidu podili, avSak
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vzhledem k fyzikalné-chemickym vlastnostem gliklazidu pouze v omezené mitre. V nizs§ich
koncentracich je transport gliklazidu ovlivnén moznym efluxem pravdépodobné
zprostfedkovanym MRP transportéry (inhibi¢ni ucinek probenecidu a indometacinu)
a/nebo zprosttedkovanym P-gp nebo BCRP efluxnimi transportéry (vliv verapamilu
a omeprazolu). Stephens a spol. (2001) ve své praci také popsali ucast P-gp a MRP
efluxnich transportérii na transportu stejné latky (digoxinu).

Tyto hypotézy je vSak tiecba dale studovat a potvrdit s pouzitim niz$i koncentrace
gliklazidu (tj. 10 pmol/l, u které byl pozorovan nejvyssi efluxni pomér) a S pouzitim
specifi¢téjsich inhibitori nebo kombinace dvou inhibitori podanych soucasné. Moznou
cestou by mohlo byt také zesileni u€inku inhibitorti provedenim zmeén Vv designu inhibic¢ni
studie, tj. preinkubace bun¢k s inhibitory pied zahajenim experimenti a/nebo piidavani

inhibitortd jak do donorového, tak i do akceptorového kompartmentu.
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5.8. Indapamid

VYSLEDKY
Viabilita bunék

Indapamid 1000 umol/l neovlivnil viabilitu Caco-2 bun¢k (98,9 + 0,5 % vs.
98,6 + 0,5 % kontroly, tab. 2 v 5.1.).

Stanoveni integrity monovrstvy

Papp fenolové Cervené za 1 h byl 1,24 + 0,19 x 10°% cm/s a procentualni kumulativni
transport fenolové ¢ervené dosahl 0,34 + 0,05 %. Integrita monovrstvy byla hodnocena
pomoci stanoveni permeability **C manitolu. P4y, a transportované mnozstvi *“C manitolu
byly 0,71 + 0,19 x 10° cm/s a 0,51 + 0,14 % a ukazuji vyhovujici integrity mpnovrstvy.
Navratnost manitolu byla 106 + 2 %. Indapamid nemél vliv na integritu monovrstvy
(viz graf 1 v 5.2).

Transportni studie
Kumulativni transport indapamidu (nmol)
Kumulativni transport indapamidu byl linearni do 120 min ve vSech pouzitych

koncentracich (100, 300 a 1000 pmol/l) a byl zavisly na koncentraci (graf 34).
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Graf 34. Kumulativni transport indapamidu v apikalné-basolateralnim (AP-BL, souvisla ¢ara)
a basolateralné-apikalnim (BL-AP, pferuSovand ¢ara) sméru za iso-pH (pH 7,4/7,4 AP/BL)
podminek. Kazdy bod reprezentuje prumér + SD kumulativniho transportu pres Caco-2 mono-
VIstvu.
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Procentualni kumulativni transport indapamidu (%o)
Procentualni kumulativni transport (graf 35) dosahoval hodnot od 7 do 12 % a byl
lehce nizsi v BL-AP vs. AP-BL sméru ve vSech koncentracich. Nejvyssi procentudlni

cv w7

davkou transport klesal, a to jak v AP-BL, tak v BL-AP sméru.
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Graf 35. Procentualni kumulativni transport indapamidu za iso-pH podminek.

Koeficient permeability (Papp) a efluxni poméry (ER)

Papp indapamidu (graf 36) se pohybovaly vrozmezi 11,8 - 17,9 x 10° cmi/s
pro v8echny pouzité koncentrace (100 - 1000 pmol/l) v obou smérech. Nejvyssi hodnoty
transportu. U AP-BL transportu byly dokonce pozorovany statistické rozdily mezi hod-
notami Py indapamidu v jednotlivych pouzitych koncentracich. U BL-AP sméru byl
nejnizsi Papp indapamidu v koncentraci 1000 pmol/1 a statisticky se lisil od Py indapamidu
100 a 300 pmol/l). Ale porovnani AP-BL vs. BL-AP koeficientu Py, vzdy v dané davce
(100, 300 a 1000 umol/l) ukazalo signifikantni rozdil mezi obéma sméry pouze v davce
300 pmol/l. Efluxni poméry kolisaly kolem 1 (0,9 - 1,2) pro vSechny pouZité koncentrace.
Pii pH 6 v apikalnim donorovém kompartmentu (pH-gradient) se Pap indapamidu mirné,

ale signifikantn& zvysil na 18,1 vs. 14,8 x 10°® cm/s za iso-pH podminek (graf 36).
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Graf 36. VIliv koncentrace na permeabilitu a efluxni poméry (ER) indapamidu za iso-pH (pH
7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na P, indapamidu. Kazdy sloupec
reprezentuje primér + SD koeficientu permeability (Pap). * p < 0,05 vs. indapamid 300 umol/I
AP-BL, # p < 0,05 vs. indapamid 1000 umol/l AP-BL, § p < 0,05 vs. indapamid 1000 pmol/l
BL-AP. Efflux ratio (ER) = Payp (BL-AP)/Pap, (AP-BL).

Rychlost prostupu (J)

AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) indapamidu stanovené ze sklonu piimky
kumulativniho transportovaného mnozstvi indapamidu vyneseného oproti ¢asu pomoci
linearni regresni analyzy jsou znazornény v grafu 37 (rychlosti prostupu vyneseny oproti
koncentracim indapamidu). Rychlosti prostupu byly o néco vyssi u BL-AP transportu nez
u AP-BL a kiivky nebyly jednoduchou linearni funkci koncentraci indapamidu, ale

polynomickou funkci ukazujici na saturabilitu transportu indapamidu (graf 37).
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Graf 37. AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace indapamidu.
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Hodnoceni paracelularniho transportu

Papp indapamidu (300 umol/l) vs. manitolu (oba v AP-BL sméru) a také hodnoty Pap,
indapamidu v obou smérech (AP-BL vs. BL-AP) se v piitomnosti Ca?* v transportnim mé-
diu vyznamné lisily. Transport manitolu (paracelularniho markeru) se signifikantné zvysil
(18krat) pri pouziti transportniho média bez Ca** (otevieni ,.tight junctions) ve srovnani
s normalng pouZivanym transportnim médiem s Ca?* (17,7 vs. 0,95 x 10°® cm/s). Pii pouziti
transportniho média bez Ca®* byl také signifikantn zvysen Papp indapamidu (piiblizné
dvakrat), a to jak u AP-BL, tak u BL-AP sméru transportu (graf 38), a také byl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi Py indapamidu u BL-AP transport vs.
AP-BL transport (30,3 + 3,5 vs. 27,2 + 0,4 x 10 cm/s).

40
35 - Al
30 #i I
25
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Graf 38. Vliv piitomnosti (+ Ca®*) nebo absence (- Ca®*) v transportnim médiu na permeabilitu
indapamidu 300 pmol/l (AP-BL a BL-AP) a *“C manitolu (AP-BL). Kazdy sloupec reprezentuje
primér + SD koeficientu permeability (Pay). * p < 0,05 vs. manitol + Ca®™, # p < 0,05 vs.
manitol - Ca**, + p < 0,05 vs. indapamid AP-BL + Ca*, § p < 0,05 vs. indapamid BL-AP + Ca”,
9 p < 0,05 vs. indapamid AP-BL - Ca*".

Navratnost (%0)

Navratnost indapamidu dosahla 92 - 107 % pro oba sméry transportu.
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DISKUZE

V dostupné literatute zatim nebyly publikovany tdaje popisujici pfesny mechanismus
transportu indapamidu v gastrointestinalnim traktu, a to i presto, Ze farmakologie
indapamidu je v literatui'e relativné dobie popsana.

V nasich pokusech byl transport indapamidu studovan po dobu 120 minut v AP-BL,
stejné jako v BL-AP sméru. Kumulativni transport indapamidu byl linearni v Case, zavisly
na koncentraci a sméru transportu (BL-AP kumulativni transport mirné vyssi nez AP-BL
transport). Procentualni kumulativni transport se snizoval se zvySujici se davkou,
tj. procentualni transport byl nejvyssi v nejnizsi testované davce (100 umol/l) a v této
davce byl také nejveétsi rozdil mezi obéma sméry transportu. Transport indapamidu vSak
byl mirn¢ vyssi u AP-BL sméru v kazdé testované koncentraci a hodnoty procentualniho
transportu se pohybovaly mezi 7 az 12 %.

Porovnani hodnot Py, indapamidu v rozmezi 12 - 18 X 10 cm/s s literarnimi udaji
vedlo k zatazeni indapamidu mezi vysoce permeabilni latky, jelikoz i naptiklad Hilgendorf
a spol. (2000) zaradili latky (napf. metoprolol) s Pap 18 X 10° cm/s mezi vysoce
permeabilni latky stranscelularnim transportem. V souladu s vySe uvedenymi
pozorovanimi bylo zjisténo, ze permeabilita indapamidu ptes Caco-2 monovrstvu je
zavisla na koncentraci (snizeni Pap, s nartistem koncentrace) a sméru transportu (mirné
vys$§i v BL-AP sméru). Tyto vysledky naznacuji, ze v transportu indapamidu se mohou
uplatiiovat i jiné procesy nez jen jednoducha pasivni difize, protoze pokud je pasivni
difuze jedinym transportnim mechanismem mély by Papp zlstat konstantni v celém rozsahu
koncentraci (Lee a Thakker 1999).

Vzhledem k tomu by mohl v transportu indapamidu hrat roli i transport zprostied-
kovany transportérem. Hodnoty efluxnich poméri vSak nebyly vyssi nez 1,5, pohybovaly
se kolem 1,0, coz naznacuje neucast efluxnich transportérd (ve smyslu efluxu na apikalni
membrang). A protoze i ,,uptake ratio®, coz je reciproka hodnota ER, je také kolem 1, ani
uplatnéni ,,uptake* transportérii neni pravdépodobné. Custodio a spol. (2008) vsak ve svém
¢lanku o BCS zminili, ze vysoka permeabilita latek tfidy II (odivodnéni zatfazeni
indapamidu do tfidy II viz nize) jim umoznuje snadny prostup do stievni membrany, ¢imz
se obecné stievni ,uptake” transportéry stavaji nedulezitymi vzhledem Kk rychlému
pronikani molekul latky do enterocytli. To znamena, Ze absorpce latek ttidy 1l je predevsim
pasivni a je funkci jejich lipofility. Nicméng, nizka rozpustnost téchto latek v hydrofilnim
prostiedi omezuje koncentrace prechazejici do enterocytti, ¢imz brani saturaci efluxnich

transportérii. Nasledné se tak efluxni transportéry mohou ucastnit transportu (tj. vyssi

118



BL-AP transport) a mohou mit vliv na rozsah biologické dostupnosti a rychlost absorpce
latek téidy II (Custodio a spol. 2008). Indapamid vykazuje Spatnou absolutni biologickou
dostupnost 30 - 40% (Sanam a spol. 2012).

Podle Lee a Thakker (1999) pro lepsi piedstavu o transportnich procesech latek by
m¢ély byt rychlosti prostupu (J) vyneseny oproti koncentraci v donorovém kompartmentu.
Za ,,sink podminek pokud je latka transportovana pasivni diftizi, by se rychlost prostupu
(J) m¢la zvySovat linearné jako funkce koncentrace v donorovém kompartmentu. Avsak
v naSich pokusech s indapamidem se rychlost prostupu zvySovala nelinearné s kon-
centracemi v obou smérech a tyto vysledky ukazuji, ze AP-BL a BL-AP transport
indapamidu ma jak saturabilni, tak 1 nesaturabilni slozku. Pro detailni studium ucasti
transportéri by vSak bylo vhodné pouzit i niz§ich koncentraci indapamidu. Zamyslené
testovani koncentrace 10 umol/l indapamidu v nasich experimentech nebylo vSak mozné
kvili detek¢nimu limitu HPLC (vys$i detekéni limit nez transportované mnozstvi
indapamidu v této koncentraci). K objasnéni pravdépodobné ucasti transportérd Vv trans-
portu indapamidu by bylo také vhodné provést pokusy i s inhibitory transportérti (Neuhoff
a spol. 2005). V literatuie lze vSak najit pouze jeden odkaz, ve kterém byl indapamid
zminén Vv souvislosti s transportéry. Chu a spol. (2007) uvedli, ze indapamid inhiboval
hOAT3-zprostiedkované vychytavani sitagliptinu v CHO-K1 stabiln¢ transfekovanych
hOAT3 cDNA, a to stejnym zpisobem jako naptiklad probenecid (inhibitor OAT), a to
ptestoze indapamid neni uvadén jako hOAT3 substrat nebo inhibitor.

Pro rozliseni komponent pasivniho transportu (transcelularni a paracelularni slozky)
bylo pouZito transportni médium bez Ca** (Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003,
McMillan a spol. 2005). Pii pouziti transportniho média bez Ca?*, P,y manitolu (pozitivni
kontroly pro paracelularni transport) byl vyznamné zvysen (18krat) a také Py, indapamidu
byl vyznamné& zvysen (piiblizné dvakrat) v nepfitomnosti Ca®* v obou (AP-BL a BL-AP)
smérech transportu, coz dokazuje, ze indapamid také prechazi pies paracelularni prostory
(alespoii Easte¢nd). Divod vyssiho BL-AP transportu s Ca?* HBSS ziistava nejasny, ale
nartst nebyl zplsoben vlivem indapamidu na integritu Caco-2 monovrstvy (viz graf 1
v5.2).

Analogicka kombinace pasivniho a aktivniho transepitelialniho transportu byla
popsana napiiklad Flanaganem a spol. (2002), a to u transportu furosemidu na Caco-2
bunkach, tj. saturabilni aktivni transport a linearni pasivni difuze s vyznamnou

paracelularni komponentou.
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Zavislost transepitelialniho transportu indapamidu na pH byla studovana pomoci
zmény pH v apikalnim kompartmentu, tj. za iso-pH podminek (7,4/7,4) a pti pH-gradientu
(6/7,4). Transport (pasivni difuze) indapamidu jako slabé kyseliny (Tushar a spol. 2009)
byl mirn¢, ale vyznamn¢ zvysen pii pH 6 apikalné. Zavislost transportu indapamidu na pH
lze wvysvétlit vsouladu steorii o vlivu pH na obou strandich membrany, jelikoz
transcelularni difGzi pfechdzi pouze nedisociovana (neionizovana) latka, pficemz pomér
mezi disociovanym a nedisociovanym podilem je zavisly na pH prostiedi a pKa latky
(Nishimura a spol. 2004, Poquet a spol. 2008). To vysvétluje, pro¢ indapamid s pKa 8,8 je
transportovan vice pii pH 6 nez pii pH 7,4 (snizeni pH apikalné snizuje disociaci slabych
kyselin).

Zavérem lze tedy shrnout, ze s ohledem na vysoké Pap, je transepitelialni transport
indapamidu zprostfedkovan hlavné pasivnim transportem (s ucasti transcelularni a také
paracelularni slozky), i kdyZ nase vysledky naznacuji i transportérem zprostfedkovany
transport indapamidu (aktivni transport nebo facilitovana difaze, jelikozZ jeho transport byl
saturovatelny, zavisly na koncentraci a sméru transportu).

Pokud jde o rozpustnost, indapamid je prakticky nerozpustny ve vodé (0,75 mg/l;
Sanam a spol 2012, Martindale 2005). Velmi nizka rozpustnost indapamidu ve vodé
naznacuje, ze jeho absorpce je limitovana rychlosti disoluce, coZz mutize vést k nepravidelné
a opozdéné absorpci (Sanam a spol. 2012).

Indapamid s nizkou rozpustnosti a vysokou permeabilitou mize byt klasifikovan jako

latka tfidy IT BCS.
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5.9. Metformin

VYSLEDKY
Viabilita bunék

Metformin 10000 pmol/l snizoval slabé, ale signifikantn¢ viabilitu bunék
(954 + 1,0 %), niz8i koncentrace metforminu pouzita v transportnich studiich
(1000 pumol/1) viabilitu neovlivnila (98,4 + 0,5; tab. 2 v 5.1.). Ackoliv metformin zptsobil
statisticky vyznamny pokles bunécné viability, neslo o biologicky vyznamny pokles,
jelikoz viabilita byla vys$i nez pozadovanych 90 % (Shah a spol. 2008, Menez a spol.
2006).

Stanoveni integrity monovrstvy

Papp fenolové Cervené za 1 h byl 0,84 + 0,2 X 10 cm/s a procentualni kumulativni
transport fenolové cervené dosdhl 0,23 + 0,07 %. Stanoveni integrity monovrstvy
(permeability manitolu) ukazalo vyhovujici integritu, jelikoz Pap manitolu a trans-
portované mnozstvi byly 1,14 + 0,07 x 10 cm/s a 0,82 + 0,05 %. Navratnost manitolu

byla 101 + 1 %. Metformin neovliviioval integritu Caco-2 monovrstvy (viz graf 1 v 5.2.).

Transportni studie
Kumulativni transport metforminu (nmol)

Kumulativni transport metforminu byl linearni az do 120. minuty ve vSech pouzitych
koncentracich (10, 100, 300, 1000 a 10000 pmol/l) a byl zavisly na koncentraci (graf 39A,
B) a nezavisly na sméru transportu (obdobny AP-BL a BL-AP transport).
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Graf 39. A) Kumulativni transport (nmol) metforminu (10 - 10000 umol/l) v apikalné-
basolateralnim (AP-BL, souvisla ¢ara) a basolateralné-apikalnim (BL-AP, pferuSovana ¢ara) sméru
za iso-pH (pH 7,4/7,4) podminek. B) Kumulativni transport metforminu (10 - 1000 pmol/l)
v detailu. Kazdy bod reprezentuje pramér + SD kumulativniho transportu ptes Caco-2 monovrstvu.

Procentualni transport metforminu (%)
Procentudlni kumulativni transport metforminu (graf 40) dosahl hodnoty kolem 1 %
ve v8ech pouzitych koncentracich (10, 100, 300, 1000 a 10000 pmol/1).
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Graf 40. Procentualni kumulativni transport metforminu (10 - 10000 umol/l) za iso-pH podminek.
Kazdy bod reprezentuje prameér + SD.
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Koeficient permeability (Papp) a efluxni poméry (ER)

Hodnoty Pap, metforminu pro Siroké rozmezi koncentraci (10 - 10000 umol/l) neuka-
zaly rozdily mezi koeficienty permeability ve vSech pouzitych koncentracich (graf 41).
AP-BL transport byl mirng, ale nesignifikantné vyssi nez BL-AP transport (pramérné
hodnoty Papp 1,5 vs. 1,3 X 10 cm/s pro AP-BL vs. BL-AP transport). Efluxni poméry byly
v rozmezi 0,89 - 1,15 (graf 41). Za podminek pH-gradientu (pH 6/7,4) koeficient

permeability metforminu nesignifikantné klesl.
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Graf 41. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxni poméry (ER, efflux ratio) metforminu za iso-
pH podminek (pH 7,4 AP/7,4 BL). Vliv pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL) na P, metforminu. Kazdy
sloupec reprezentuje prumér + SD koeficientu permeability (Papp). ER = Papp (BL-AP)/Pyy, (AP-BL).

Rychlost prostupu (J)
AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) metforminu byly vyneseny oproti

koncentracim metforminu. Linearni pribéh bez rodilu v obou smérech transportu ukazuje

na pasivni transepitelialni transport (graf 42).
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Graf 42. Rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace metforminu (10 - 10000 umol/l). AP-BL (apikalné-
basolateralnim); BL-AP (basolateralni-apikalni).

Hodnoceni paracelularniho transportu

K rozliSeni mezi paracelularni a transcelularni komponentou transportu metforminu
bylo pouzito transportni médium bez Ca®** (otevieni t&snych spojii). Transport manitolu
(paracelularniho markeru) a také transport metforminu (AP-BL; 300 umol/l) byly pii pou-
7iti tohoto média (bez Ca?*) signifikantn& zvyseny (13,9 a 14,5krat). AP-BL transport ma-
nitolu a metforminu se nelisily pfi pouZiti transportniho média s Ca?* a i bez Ca?* (graf 43).
BL-AP transport metforminu se zvysil signifikantné (18,4krat) pfi pouziti transportniho
média bez Ca®* a také se vyznamnd lisily AP-BL a BL-AP transport metforminu

pii absence Ca?* v transportnim médiu.
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Graf 43. Vliv pfitomnosti (+ Ca®*) nebo absence (- Ca®*) v transportnim médiu na permeabilitu
metforminu 300 pmol/l (AP-BL a BL-AP) a **C manitolu (AP-BL). Kazdy sloupec reprezentuje
primér + SD koeficientu permeability (Psp). * p < 0,05 vs. manitol + ca®, + p < 0,05
vs. metformin AP-BL + Ca®*, § p < 0,05 vs. metformin BL-AP + Ca”, 9 p < 0,05 vs. metformin
AP-BL - Ca’".

Navratnost (%0)

Navratnost metforminu béhem transportnich studii byla 101 + 4 %.

DISKUZE

Metformin (hydrochlorid), hydrofilni organicky kationt (Saitoh a spol. 2004, Tzvetkov
a spol. 2009, Proctor a spol. 2008), je snadno rozpustny s rozpustnosti vyssi nez 100 mg/ml
v Milli-Q vodg, v 0,1M kyselin¢ chlorovodikové a ve fosfatovém pufru pH 4,5, pH 6,8
a pH 9,5. Nejvyssi sila metforminovych tablet (1000 mg) je rozpustna ve 250 ml vodného
média v jakémkoliv pH od 1 do 7,5 (Cheng a spol. 2004, Blok a spol. 2008). Vzhledem
k hodnotam koeficientu permeability (primérné hodnoty Papp 1,3 - 1,6 X 10 cm/s pro oba
(AP-BL a BL-AP) sméry transportu) v Caco-2 transportnich studiich 1ze metformin oznacit
jako latku s nizkou permeabilitou, podobné jako je v literatufe uvadéno pro obdobné latky
(napt. atenolol s Payp 1,57 a 1,90 X 10° cm/s pro AP-BL a BL-AP transport uvadeji
Yazdanian a spol. (2004) jako latku snizkou permeabilitou). Vzhledem k vysoké
rozpustnosti a nizké permeabilité¢ mize byt metformin zatazen mezi latky téidy 111 BCS.

Podle Yee (1997) P4y, metforminu kolem 1,5 x 10°® cm/s ho fadi mezi latky s mirnou

absorpci (20 - 70 %) u lidi, coz je ve shod¢ s idaji ziskanymi ve farmakokinetickych
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studiich s metforminem ukazujicich bioavalabilitu 40 - 60 % (Pentikdinen a spol. 1979,
Tucker a spol. 1981, Sambol a spol. 1996, Scheen 1996). Tucker a spol. (1981) popsali
u lidi absorpci metforminu jako neuplnou a saturovatelnou, jelikoz zvySeni davky bylo
doprovazeno poklesem absorpce metforminu, tj. niz$i mnozstvi stanovené v moci
(metformin je primarné vyluCovan v nezménéné formé moci se zanedbatelnym
metabolismem) a vy$$i mnozstvi nezménéného metforminu ve stolici po podani davky
1,5 g ve srovnani s davkou 0,5 g (Tucker a spol. 1981, Scheen 1996). Saturovatelnost
absorpce metforminu byla také pozorovana pii jednopriichodové perfizi stfev u potkana
(Song a spol. 2006). Na druhou stranu Choi a spol. (2006) saturovatelny transport
u potkanti nepotvrdili.

Pro studium intestinalni absorpce a transportnich mechanismu metforminu byla
testovana Siroka Skala koncentraci metforminu (10 - 10000 pmol/I) po dobu 120 minut
na Caco-2 bunkach. Transport metforminu byl linearni az do 120. minuty s trans-
portovanym mnozstvim kolem 1 % ve vSech koncentracich, coz je ve shodé s hodnotami
uvedenymi Proctorem a spol. (2008). Ale ve studii Nicklina a spol. (1996) pieslo
z apikalniho do basolateralniho kompartmentu za 1 h pfiblizné 19 % roztoku metforminu
(1000 pmol/1). Kumulativni transport metforminu (nmol) v naSich studiich byl linearni
v Case a zavisly na koncentraci, bez jakychkoliv rozdili mezi obéma sméry pro vSechny
pouzité koncentrace. Proctor a spol. (2008) stanovili kumulativni AP-BL transport
metforminu jako linearni v case pro koncentrace 50 - 10000 pumol/l, avSak zavislost
na davce ukazali pouze v davce 50 - 500 umol/l s nelinearnim zvySenim transportovaného
mnozstvi v 10000 umol/l. Studovali vSak pouze absorpéni transport (AP-BL) metforminu,
tj. BL-AP transport nebyl hodnocen. Na rozdil od nasich vysledki také uvedli snizovani
AP-BL P, metforminu s rostouci koncentraci (0,47 + 0,02 pfi 10 pmol/l
a0,21+0,03x 10°cm/s pti 5000 pmol/1), nebylo vSak provedeno statistické vyhodnoceni.
Pokles hodnot P,y uvadéji jako diikaz saturovatelného transportu metforminu pies Caco-2
bunky. Nase vysledky vsak ukazaly nesignifikantni rozdil v AP-BL vs. BL-AP transport
(vySsi praiméma hodnotu Py, 1,5 x 10 cm/s pro AP-BL vs. 1,3 x 10 cm/s pro BL-AP
transport) bez snizovani Pap, V zavislosti na koncentraci. V' experimentu Nicklina a spol.
(1996) dosahl P, metforminu (1000 pmol béhem 30 minut) hodnoty 5,5 x 10° cm/s
v AP-BL i BL-AP sméru. Nicméné, hodnota Py, stanovena Nicklinem a spol. (1996) je
vyjimkou, protoze ostatni literarni udaje s AP-BL Py, metforminu kolem 1 x 10°® cmi/s

(Saitoh a spol. 2004, Balimane a spol. 2006) koresponduji s nasimi hodnotami Ppp.
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Lze tedy shrnout, ze nase ziskané hodnoty kumulativniho transportu a Papp spolecné
s linearnim prabéhem rychlosti prostupu v AP-BL a BL-AP sméru poskytuji dikazy
pro pasivni nesaturovatelny transport metforminu pfes monovrstvu Caco-2 bun€k, coz je
dale podporovano pozorovanim, ze metformin prochazi pies monovrstvu linearné
bez rozdilu mezi obéma sméry transportu (efluxni poméry kolem 1) s permeabilitou (Papp)
nezavislou na koncentraci. Vzhledem k velikosti molekuly (molekulova hmotnost 165,6)
a hydrofilit¢ metforminu ptedurcujicich paracelularni transport, koeficient permeability
kolem 1,5 x 10 ® cm/s (korespondujici s Papp Manitolu a atenololu - paracelularni markery -
viz 5.2. a 5.5.) a také témét stejny AP-BL a BL-AP transport (odpovidajici stejnému
transportu atenololu v obou smérech - viz 5.5.) ukazuji na pasivni paracelularni transport.

K potvrzeni paracelularni cesty podilejici se na transportu metforminu bylo pouZito
transportni médium bez Ca®** (Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan
a spol. 2005). Pfi pouziti tohoto média (bez Ca?*) doslo k vyznamnému zvyseni (pfiblizné
14krat) Papp manitolu (paracelularniho markeru) a Py metforminu (300 umol/l) v AP-BL
sméru, coz svédc¢i pro paracelularni prostup metforminu. BL-AP transport metforminu byl
také vyznamné zvysen (18krat) pii pouZiti transportniho média bez Ca**. AP-BL a BL-AP
transport metforminu se statisticky vyznamné lisily v nepfitomnosti Ca?*, pfi¢emz diivod
vyssiho BL-AP transportu zdstava nejasny, zvySeni vSak nebylo zptsobeno vlivem
metforminu na integritu Caco-2 monovrstvu (viz graf 1 v 5.2.).

Proctorem a spol. (2008) byla také diskutovana saturabilita predominantné
paracelularniho transportu metforminu nalezena v jejich experimentech na Caco-2 bunkach
- permeabilita metforminu byla zavisla na koncentraci (tj. saturovatelny transport). Pokles
paracelularni permeability je podle nich ziejmé zpisoben saturovatelnymi interakcemi
mezi metforminem a makromolekulami, pravdépodobné bilkovinami, v paracelularnich
prostorach monovrstvy Caco-2 bun€k, a nikoli hrubymi zménami v paracelularnim
prostoru nebo v ,tight junctions®. V literatuie je také uvadéno, Ze saturabilni paracelularni
mechanismus miuiZze byt zptisoben interakcemi mezi naboji v paracelularnim prostoru (Lee
a Thakker 1999, Bourdet a spol. 2006). Bylo by tedy potiebné provést dalsi studie, které by
vedly Kkupfesnéni mechanismii tohoto navrzeného saturovatelného paracelularniho
transportniho mechanismu.

Vzhledem k fyzikalné-chemickym vlastnostem metforminu jako organického kationtu
a slabé baze, ktery je pozitivné nabity pfi fyziologickém pH, pfichazi v Givahu také ucast
OCT transportéru v transportu metforminu (Koepsell a spol. 2007). Metformin je dobie

znamym substratem transportér organickych kationtd (OCT1-3) patticich do rodiny
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transportnich proteind SLC22A (Wang a spol. 2002, Song a spol. 2008, Klatt a spol. 2011,
Horie a spol. 2011), které jsou hlavné¢ exprimovany Vv eliminacnich organech, ale
i v lidském sttevé (Miiller a spol. 2005, Koepsell a spol. 2007). V Caco-2 bunkach byla
detekovana mRNA vSech tfi hOCT, ale mnohem méné ve srovnani s expresi P-gp:
MDR1>>0CT3 (10 % MDR1)>0OCT1,2 (Miiller a spol. 2005, Horie a spol. 2011).

V nami pouzitych experimentalnich podminkach vsak transportérem zprostiedkovany
transport prokazan nebyl, rovnéz s ohledem na skute¢nost, Ze pomér paracelularniho
a transcelularniho transportu metforminu byl stanoven na 90-95 : 5-10% (Proctor a spol.
2008) nebo 88:12 % podle Saitoha a spol. (2004). Dale by mohla hrat tlohu skute¢nost, ze
transcelularni transport metforminu je souhra fady transportnich procesti ve stejném jako
i v opacném sméru pres apikalni jako i pfes basolateralni membranu. V experimentech
provedenych Proctorem a spol. (2008) metformin vykazoval 7nasobné vyssi AP eflux nez
BL eflux, coz naznacuje, ze eflux pfes AP membranu je zprostfedkovan efluxnim
transportérem a ze BL prostup se déje pasivni difuzi a je neefektivni (Proctor a spol. 2008).
AP eflux nebyl inhibovan inhibitorem P-gp, coz vyluCuje roli P-gp v AP efluxu
metforminu (Song a spol. 2.006, Proctor a spol. 2008). AP eflux byl vSak vyznamné
inhibovan chinidinem (selektivni inhibitor kationtil), coz ukazovalo na OCT-
zprostiedkovany transport (Proctor a spol. 2008). Také AP uptake metforminu byl 14krat
vétsi nez BL uptake, coz naznac¢ovalo ucast specifického transportu na apikalni membrang.
Vzhledem ktomu, ze byl AP uptake metforminu inhibovan riznymi kationtovymi
slouceninami, lze pfedpokladat, ze apikalni vychytavani metforminu v Caco-2 burkach je
alespon casteéné zprostiedkovano OCT (Horie a spol. 2011). Z rozdilu hodnot AP uptake
a BL efluxu vyplynulo, ze BL membrana je limitujicim faktorem v transcelularnim
transportu metforminu (Proctor a spol. 2008).

Lze tedy konstatovat, ze neni zcela znam piesny mechanismus, jakym metformin
prochazi pies stievni sténu. Je vSak zfejmé, Ze transport metforminu se musi dit pfevazné

paracelularni cestou, ale do jisté miry muze byt zapojen také transcelularni transport.
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6. SOUHRN VYSLEDKU PERMEABILITY TESTOVANYCH
LATEK A JEJICH APLIKACE DO BCS

6.1. Souhrn vysledkti permeability testovanych latek

Ambroxol

Kumulativni mnozstvi transportovaného ambroxolu v ¢ase ukazalo linearni transport
ambroxolu v obou smérech se zavislosti na koncentraci a pH. Obdobny procentudlni
kumulativni transport vyneseny oproti Casu pro vSechny testované ambroxolové
koncentrace a pro oba sméry transportu (AP-BL a BL-AP) rovnéz neukazal pievahu
transportu v zadném smeéru, coz signalizuje pasivni, nesaturovatelny proces. Podobné
hodnoty P a efluxnich poméra (0,9 - 1) v celém rozsahu koncentraci ambroxolu
(100 - 1000 pmol/l) bez pozorovaného rozdilu mezi rychlostmi prostupu v obou sledo-
vanych smérech ukazuji rovnéz na pasivni difuzni mechanismus transportu ambroxolu pies
Caco-2 monovrstvu.

Vysoké hodnoty Pap, ambroxolu (45 x 10 cm/s) svédéi pro transcelularni transport.
Vzhledem k nezménénym hodnotdm Py, ambroxolu po otevieni tésnych spoji pomoci
transportniho média bez Ca®* Ize konstatovat, 7e neexistuje zadny ditkaz pro paracelularni
mechanismus jeho transportu. Pasivni difuze ambroxolu jako slaba baze byla enormné
snizena pii pH 6 (snizeni pH apikaln¢ zvySuje disociaci slabych bazi).

V danych experimentalnich podminkach pifevazuje tedy transcelularni transport

ambroxolu zprostiedkovany pasivni diftizi.

5-ASA

Transport celkového mnozstvi 5-ASA (parentni latka plus intracelularné tvofeny
N-acetyl metabolit) byl linearni v Case, zavisly na koncentraci a sméru transportu. Vyssi
BL-AP (sekrecni) transport byl zpiisoben predev§im vysSim transportem metabolitu (coz
naznacuje eflux metabolitu). Transport samotné 5-ASA (parentni latka) je saturovatelny
(transepitelialni zprostiedkovany nosi¢em) pii nizkych davkach, ktery je vSak ptevazen
pasivnim, paracelularnim procesem ve vysSich davkach, coZ bylo potvrzeno zvySenym
transportem 5-ASA pii pouZiti transportniho média bez Ca®*. Transport 5-ASA je tedy
souhrou nékolika procest, které plisobi ve stejném nebo opacném sméru podle koncentrace
5-ASA a které jsou dale komplikovany intracelularni tvorbou metabolitu a jeho

transportem. Vzhledem k nasim vysledkim se zda, Ze intracelularné tvofeny metabolit
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(N-ac-5-ASA) je ,pumpovan“ z Caco-2 bunék MRP transportéry, ale bohuzel
predpokladany OATP zprostiedkovany uptake 5-ASA se nepodafilo prokazat.

Atenolol

Kumulativni transport atenololu byl linearni v ¢ase a nezavisly na koncentraci a sméru
transportu. Procentudlni kumulativni transport atenololu byl nizky (pod 1 %). Hodnoty
kumulativniho a procentudlniho kumulativniho transportu atenololu spolecné s linearnim
pribéhem rychlosti prostupu atenololu naznacuji pasivni mechanismus transportu.
Hodnoty kumulativniho a procentudlniho kumulativniho transportu atenololu byly vyrazné
niz$i ve srovnani s transportem napi. ambroxolu a kofeinu, latek transportovanych pasivni
transcelularni difazi. Stanoveny koeficient permeability atenololu kolem 1 X 10 cm/s
pro vSechny pouzité koncentrace v obou smérech transportu fadi atenolol mezi latky
s nizkou permeabilitou. Efluxni poméry se pohybovaly kolem 1 a jsou dalsim potvrzenim,
ze transportu atenololu se netc¢astni bunééné efluxni pumpy, tj. v transportu atenololu neni
zapojena aktivni slozka. Pap, atenololu (300 umol/l) byl vyznamné zvySen v AP-BL
a BL-AP sméru pii pouziti transportniho média bez Ca®* (otevieni tésnych spojlt), coz
dokazuje paracelularni transport atenololu.

Atenolol je hydrofilni latka transportovana pasivné paracelularni cestou.

Kofein

Kumulativni transport kofeinu na Caco-2 bunééné monovrstvé byl linearni v Case
bez jakékoliv saturace, zavisly na koncentraci a nezavisly na sméru transportu. Transport
kofeinu v absorpénim (AP-BL) a sekrecnim (BL-AP) sméru se vyznamné nelisil, jak
ukazaly podobné hodnoty Pap, v obou smérech a Py efluxni poméry kolem 1 pro vSechny
pouzité koncentrace. Také AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) s linearnim pribéhem
bez rozdilu mezi obéma sméry spolecné¢ s vysokymi koeficienty permeability (Papp
456 - 53,5 x 10° cm/s) v obou (AP-BL a BL-AP) smérech ukazovaly na pasivni
transcelularni difuzi. Rozdilné pH v apikalnim a basolateralnim kompartmentu (6/7,4, tj.
pH-gradient) nemélo vliv na transport kofeinu ve srovnani s iso-pH (7,4/7,4) podminkami.
Pti pouziti transportniho média bez Ca®" ziistal transport kofeinu beze zmény, coz je jasny
dukaz, Ze paracelularni transport nehraje dulezitou roli v mechanismu transportu kofeinu.

Transport kofeinu je tedy zprostfedkovan pasivni transcelularni difuzi a paracelularni

cesta se ucastni jen minoritné.
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Gliklazid

Kumulativni transport gliklazidu ukézal linearni prib¢h v Case a zdvislost na
koncentraci. Procentualni transportované kumulativni mnozstvi gliklazidu doséhlo
pfiblizn¢ 10 %. Permeabilita gliklazidu byla vys$§i v BL-AP vs. AP-BL sméru pro
koncentrace 100 - 1000 pmol/l (nesignifikantn¢) a pro 10 umol/l gliklazidu (signifikantng)
s efluxnimi poméry kolem 1,2 (100 - 1000 umol/l) a 2,68 (10 umol/l), avSak bez jasné
zavislosti Papp Na koncentraci v obou smérech transportu. Vysoké Pap, gliklazidu (kolem
18 x 10° cm/s) vypovidaji hlavné pro pasivni transport gliklazidu (transcelularni pasivni
difuze ptipadné spolu s paracelularnim transportem). Avsak rozdily v AP-BL vs. BL-AP
transport v koncentraci 10 pmol/l (efluxni pomér 2,68) naznaCuji moznou ucast
transportérem zprostiedkovaného (efluxniho) transportu.

P pouZiti transportniho média bez Ca®* doslo ke zvyseni Papp gliklazidu v obou
smérech (AP-BL a BL-AP) transportu, coz dokazuje paracelularni prostup gliklazidu.
Avsak vzhledem k dobré lipofilité gliklazidu, vysokym koeficientim permeability a jeho
relativné vysoké molekulové hmotnosti (MH 323) se paracelularni transport ucastni
prostupu gliklazidu pouze ¢aste¢né. Transport gliklazidu jako slabé kyseliny byl zvySen
za podminek pH-gradientu.

Gliklazid je tedy transportovan predevsim pasivni transcelularni difuzi, ale ¢astecné
I paracelularni cestou. V nizSich koncentracich je transport gliklazidu ovlivnén moznym
efluxem pravdépodobné prostfednictvim MRP (inhibi¢ni G¢inek probenecidu a indo-

metacinu) a/nebo prostrednictvim P-gp nebo BCRP (vliv verapamilu a omeprazolu).

Indapamid

Kumulativni transport indapamidu byl linearni v ¢ase, zavisly na koncentraci a sméru
transportu. Procentudlni kumulativni transport se snizoval se zvySujici se davkou, tj. byl
mezi obéma smeéry transportu. Transport vSak byl mirné vyssi u AP-BL sméru v kazdé
testované koncentraci a pohyboval se mezi 7 - 12 %. Dle hodnoty Pay, indapamidu
v rozmezi 12 - 18 x 10° cm/s Ize indapamid povazovat za vysoce permeabilni latku.
Permeabilita indapamidu ptes Caco-2 monovrstvu byla zavisla na koncentraci (snizeni Pgpp
se zvySujici se koncentraci) a na sméru transportu (mirné vyssi v BL-AP sméru). Tyto
vysledky naznacuji, ze indapamid je transportovan I jinou cestou nez jen pasivni difuzi.
V uvahu pfichazi transepitelidlni transport indapamidu prostfednictvim transportért.

Na tcast efluxnich transportéri vSak neukazuji efluxni poméry (kolem 1), tj. ne vyssi nez
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1,5. Na druhé strané se rychlosti prostupu indapamidu zvySovaly nelinearné¢ s kon-
centracemi v obou smérech, coz naznacuje, ze AP-BL a BL-AP transport indapamidu by
mohl byt zprostiedkovan jak saturabilnim, tak nesaturabilnim procesem.

K rozliSeni komponent pasivniho transportu (transcelularniho a paracelularniho) bylo
pouZito transportni médium bez Ca®* pro otevieni tdsnych spojii, pri¢emz Papp indapamidu
se vyrazn¢ zvysil (dikaz paracelularniho transportu). Transport (pasivni difaze)
indapamidu jako slabé kyseliny se mirné, ale statisticky vyznamné zvysil pii pH 6
apikalné.

Vzhledem Kk vysokym hodnotdm Py, se transepitelidlni transport indapamidu zda byt
zprostiedkovan hlavné pasivnim transportem (jak transcelularné pasivni difuzi, tak
paracelularn¢). Nase vysledky naznacily i nosicem zprostfedkovany transport indapamidu
(aktivni transport nebo facilitovana difuze, jelikoz jeho transport byl saturovatelny, zavisly

na koncentraci a sméru transportu).

Metformin

Hodnoty kumulativniho transportu a Py spolu s linedrnim pribéhem rychlosti
prostupu v AP-BL a BL-AP sméru svédc¢i pro pasivni nesaturabilni transport metforminu
ptes Caco-2 monovrstvu, coz je podpofeno zjisténim, ze metformin ptechazi pres mono-
vrstvu linearné bez rozdilu mezi obéma sméry transportu (efluxni pomér kolem 1) a jeho
permeabilita (Pspp) je nezavisla na koncentraci. S ohledem na molekulovou hmotnost
(MH 165,6) a hydrofilitu metforminu, které ptedurcuji metformin k paracelularnimu
transportu (koeficient permeability kolem 1,5 x 10 cm/s, coz odpovida Papp atenololu
a manitolu - paracelularnim markerim) a i s ohledem na témét stejny AP-BL a BL-AP
transport, jde predevSim o pasivni paracelularni transport. Pro potvrzeni paracelularni
slozky v transportu metforminu bylo pouzito transportni médium bez Ca?* (otevieni
t&snych spojil). Pf pouziti tohoto média (bez Ca®") doslo k vyraznému zvyseni Papp
metforminu, coz svéd¢i pro paracelularni transport metforminu. Vzhledem k fyzikalng-
chemickym vlastnostem metforminu jako organického kationtu a slabé zasady, ktery je
pozitivné nabit za fyziologického pH, pfichazi v tvahu i Gcast OCT transportéri v jeho
transportu. V nami pouzitych experimentalnich podminkach transportérem zprostiedko-
vany transport prokazan nebyl.

Transport metforminu se tedy uskuteciiuje prednostné paracelularni cestou, i kdyz je

mozna i Gcast transportu transcelularniho.
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6.2. Aplikace vysledku permeability z transportnich Caco-2
studii do BCS

Vysledky ,,permeability vybranych latkovych model na Caco-2 bunééné monovrstve

byly vyuzity pro predikci jejich kategorizace v ¢tyitfidnim systému BCS (obr. 8).

BCS tiida |
Ambroxol: vysoka permeabilita ambroxolu a vysoka solubilita umoznily klasifikovat
ambroxol jako latku tiidy | BCS.

Kofein: vysoce rozpustna a vysoce permeabilni latka, mize byt zafazen do tiidy | BCS.

BCS trida |l:

Gliklazid: s ohledem na nizkou solubilitu a vysokou permeabilitu mize byt klasifikovan
jako latka tfidy 1l BCS.

Indapamid: nizka solubilita a vysoka permeabilita svédc¢i pro zatazeni do tiidy I BCS.

BCS trida I11:

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

Metformin: vysoka solubilita a nizka permeabilita svéd¢i pro zafazeni mezi latky tridy 111
BCS.

BCS trida 1V:
5-ASA: sohledem na nizkou permeabilitu a nizkou solubilitu mize byt kategorizovana
jako latka tfidy IV BCS.
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Obr. 8. a) Biofarmaceuticky klasifika¢ni systém (BCS) definovany Amidonem a spol. (1995), b)
Klasifikace testovanych xenobiotik podle BCS.
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7. ZAVER

Ziskané vysledky ukazaly model Caco-2 monovrstvy jako relativné dobie pouzitelny
model pro studium transportu latek, pokud jde o transintestinalni transport riznymi cestami
a odhad permeability latek jako nezbytného parametru pro zafazeni latek do BCS. Model
Caco-2 monovrstvy lze povazovat za aplikovateln¢ nejvalidnéjsi u latek transportovanych
transcelularné pasivni difuzi s vysokou permeabilitou. U nékterych latek s vysokou
permeabilitou a vysokou rozpustnosti vyvstava moznost na BCS-zalozeného ,,biowaiver-

pfistupu.
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Nazev disertacni prace: Transportni mechanismy xenobiotik (model Caco-2 bunééné
monovrstvy) ve vztahu Kk biofarmaceutickému Klasifika¢-

nimu systému (BCS)

Soucasné technologické trovné umoziuji studovat transbariérové transporty xeno-
biotik (v€etné gastrointestinalni absorpce) na modelech in vitro, in situ a in vivo. In situ
a in vivo modely umoziuji posoudit zpétné vazby na organové nebo celoorganismové
urovni, in vitro modely eliminuji extrabariérové faktory a jsou tak cileny na mechanismy
transportnich déju. Mezi in vitro modely zaméfené na studium mechanismu transportu
stievni sténou patii modely vyuZzivajici bud’ bunééné linie (napt. Caco-2, MDCK a 2/4/Al
buiiky) nebo intestinalni tkan (napft. ,,Ussing™ komora). Jednim z relativné nejcastéji
pouzivanych in vitro modelt je model Caco-2 bunééné monovrstvy.

Caco-2 bunky jsou bunéénou linii odvozenou z kolorektalniho adenokarcinomu. Jejich
charakteristickym znakem je spontanni diferenciace S Vytvofenim monovrstvy s plné
diferencovanymi a polarizovanymi bunikami s typickym kartdCovym lemem a tésnymi
spoji, a to za normalnich kultivaénich podminek. Skéla jejich vyuZitelnosti: a) transportni
studie - pasivni transcelularni a paracelularni transport, transport zprostfedkovany ,,uptake*
a efluxnimi mechanismy, b) inhibi¢ni studie - ucast transportérd na transportu xenobiotik
a latkovych interakcich, ¢) kumulativni a uptake/efluxni studie - intracelularni kumulace
latky, bunécny uptake a eflux xenobiotik, d) studie metabolismu xenobiotik, e) cyto-
toxikologické studie.

Vyznam Caco-2 modelu je nejen v zakladnim vyzkumu, ale i ve vyzkumu
aplikovaném (pfijiman regulacnimi organy jako standardni metoda pro predikci stfevni
permeability a absorbované frakce pii vyvoji novych 1éciv). Faktor ,permeabilita‘
(= transbariérovy transport) je pak vyuzitelny pro kompletaci jednoho z parametra
biofarmaceutického klasifikacniho systému (BCS), ktery rozdé€luje latky do Ctyf tiid podle
jejich rozpustnosti a permeability (Amidon a spol. 1995). Latka je definovana jako ,,vysoce
rozpustna®, pokud je nejvyssi sila Iéku rozpustna v 250 ml pufru pti pH 1 - 6,8 pii 37°C,

a jako ,,vysoce permeabilni®, pokud je rozsah absorpce u ¢lovéka > 85 % podané davky

136



(EMEA smérnice 2010). Do 1. tiidy 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 piipravka je na BCS
zalozeny ,,biowaiver ptistup, ktery znamena vzdani se provedeni bioekvivalen¢ni studie
pii splnéni urcitych presné¢ definovanych podminek. Na BCS zalozeny ,,biowaiver* ptistup
je doporucen pro peroralni piipravky s okamzitym uvolnovanim obsahujici 1é¢ivo 1. tfidy
BCS pii dolozeni rychlé disoluce srovnatelné s referencnim pripravkem (EMEA smérnice
a WHO smérnice dokonce 1 na nékteré latky z BCS II. tfidy.

Cilem prezentované prace bylo vyuzit in vitro model Caco-2 bunécné monovrstvy
pro studium transceluldrnich transportnich mechanismi cilené vybranych modelovych
latek a pro aplikaci vysledkt do predikce BCS systému. V prvé fazi studii jsme zavedli
doplitkové metody testovani viability buné€k, stanoveni integrity monovrstvy pomoci
netoxické fenolové Cervené a stanoveni bunécné 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
transintestinalniho 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 trida I

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

Kofein: vysoce rozpustna a vysoce permeabilni latka, mize byt zafazen do tiidy [ BCS.
BCS trida II

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

Indapamid: nizka solubilita a vysoka permeabilita svéd¢i pro zafazeni do t¥idy 11 BCS.
BCS tiida III:

Atenolol: vzhledem k vysoké rozpustnosti a nizké permeabilité¢ je zaraditelny jako latka

tiidy III BCS.
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Metformin: vysoka solubilita a nizka permeabilita svéd¢i pro zarfazeni mezi latky tiidy 111
BCS.

BCS trida IV:

5-ASA: sohledem na nizkou permeabilitu a nizkou solubilitu maze byt kategorizovana
jako latka tfidy IV BCS.

Vysledky transportnich studii ambroxolu a kofeinu byly publikovany v ¢asopisech

s impakt faktorem, vysledky 5-ASA byly pfijaty k opublikovani v Casopise s impakt

faktorem.
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Current technological levels enable to study transbarrier transports of xenobiotics
(including gastrointestinal absorption) on in vitro, in situ and in vivo models. In situ
and in vivo approaches enable to assess feedbacks at the organ or whole body level,
in in vitro models extrabarier factors are eliminated and the models are aimed at the
mechanisms of transport processes. In vitro models for studying of transport mechanisms
through the intestinal wall are derived either from cell lines (e.g., Caco-2, MDCK, 2/4/Al
cells) or intestinal tissues (e.g., Ussing chamber). The Caco-2 cell monolayer model is one
of the relatively most frequently used in vitro models.

Caco-2 cells are a cell line derived from colorectal adenocarcinoma. The main
characteristic is their spontaneous differentiation with the creation of a monolayer of fully
differentiated and polarized cells showing typical brush border and tight junctions under
normal culture conditions. Usefulness of the Caco-2 model: a) transport studies - passive
transcellular and paracellular transport, transport mediated by "uptake™ and drug efflux
mechanisms, b) inhibitory studies - the involvement of transporters in the drug transport
and drug interactions, ¢) cumulative and uptake/efflux studies - intracellular accumulation
of substances and substance uptake and efflux by intestinal cells, d) drug metabolism
studies, and e) cytotoxicological studies.

The importance of Caco-2 model is not only in basic research but also in applied
research (accepted by regulatory authorities as a standard method for the prediction of
intestinal permeability and fraction absorbed in the new drug development). Factor
"permeability” (= transbarrier transport) is then exploitable for completion of one of the
parameters of the Biopharmaceutics Classification System (BCS), which sorts substances
into four classes according to their solubility and permeability (Amidon et al. 1995).
A substance is defined as “highly soluble” when the highest marketed dose strength is
soluble in 250 ml of aqueous media over a pH range of 1 - 6.8 at 37°C and ‘“highly
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permeable” when the extent of absorption in humans is > 85 % of an administered dose
(EMEA-guideline 2010). Drug categorization according to the BCS: class | - highly
soluble and permeable substance, class Il - highly permeable with low solubility, class I11 -
substances with low permeability and high solubility, and class IV - low solubility and
permeability. Solubility parameter is determinable by physico-chemical techniques,
however, parameter "permeability” requires biological experiments.

A relatively new approach in the approval process of new drug products is the BCS-
based “biowaiver” approach, which means waiver of the bioequivalence study under
certain well-defined conditions described in detail in regulatory directives. The BCS-based
biowaiver approach is recommended for oral immediate-release products containing BCS
class | drug with rapid dissolution equivalent to the reference product (EMEA-guideline
2010). EMEA- and WHO-guidelines extend the possibility of biowaiver to BCS class Il
drugs and WHO-guideline even to some substances from BCS class II.

The aim of the presented work was to use the in vitro Caco-2 cell method for studying
of transcellular transport mechanisms of intentionally selected model drugs and for
application of the results into the BCS. During the first phase, we introduced additional
methods - cell viability assay, determination of the monolayer integrity using nontoxic
phenol red, and cell accumulation. During the second phase, we used the validated Caco-2
cell monolayer model for studying of seven selected xenobiotics (ambroxol,
5-aminosalicylic acid (5-ASA), atenolol, caffeine, gliclazide, indapamide, and metformin)
in respect to their permeability and mechanism of their transintestinal transport. The
obtained results (parameter "permeability™) of transport studies together with hydrophilic
solubility of the selected compounds (data from literature) were used for the classification
of the substances into one of four classes of BCS:

BCS class |

Ambroxol: determined high permeability and high solubility enable to classify
ambroxol as class | of the BCS.

Caffeine: as highly soluble and highly permeable drug can be categorized into the
class | of the BCS.

BCS class 11

Gliclazide: with respect of low solubility and high permeability, gliclazide can be
categorized as class Il of the BCS.

Indapamide: with low solubility and high permeability can be categorized as class Il
of the BCS.
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BCS class 111

Atenolol: with high solubility and low permeability is indicated as BCS class Il
substance.

Metformin: with high solubility and low permeability can be ranked among class IlI
compounds of the BCS.
BCS class IV

5-ASA: according to low permeability and low solubility, 5-ASA can be classified as
class 1V of the BCS.

The results of the transport studies of ambroxol and caffeine were published in

scientific journals with impact factor, the results of 5-ASA transport studies have been

accepted for publication in a scientific journal with impact factor.
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