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ZKRATKY 

2/4/A1 - intestinální buněčná linie   

5-ASA - 5-aminosalicylová kyselina 

ABC - “ATP-binding cassette“ - skupina transportérů vázajících ATP 

AP - apikální 

AP-BL - apikálně-basolaterální (absorpční) 

ATC - anatomicko-terapeuticko-chemická klasifikace 

ATCC - Americké databáze typových kultur 

ATP - adenosintrifosfát 

AUC - plocha pod křivkou plazmatické koncentrace v závislosti na čase 

BCRP -“breast cancer resistance protein“ transportér 

BCS - biofarmaceutický klasifikační systém  

Biowaiver - náhrada za bioekvivalenční studii  

BL - basolaterální 

BL-AP - basolaterálně-apikální (sekreční) 

Ca
2+

 - vápník 

Caco-2 - buněčná linie odvozená z nádoru tlustého střeva  

CAS - „Chemical Abstracts Service“ registrační číslo 

cDNA - komplementární DNA 

CHMP - výbor pro léčivé přípravky pro humánní použití 

CHO-K1 - buněčná linie ovariálních buněk čínských křečků  

CO2 - oxid uhličitý 

CYP3A4 - cytochrom P450 3A4   

DBAA - dibromoantranilová kyselina  

DHTQ - 6,8-dibromo-3-(trans-4-hydroxycyclo-hexyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinazolin  

DMEM - „Dulbecco´s modified Eagle´s medium“ - kultivační médium 

DMSO - dimetyl sulfoxid 

DPBS - „Dulbecco´s phosphate buffered salt solutions“ - fosfátový pufr 

ECACC - „European Collection of Cell Cultures“ - Evropská sbírka buněčných kultur 

EDTA - etylenediaminotetraoctová kyselina 

Eflux - transport z Caco-2 buněk 

EMEA - dřívější zkratka pro Evropskou lékovou agenturu (EMA) 

ER - „efflux ratio“ - efluxní poměr 

FBS - fetální bovinní sérum 
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FDA - „Food and Drug Administration“ 

HBSS - „Hanks´ balanced salt solution“ - transportní médium 

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

hOAT - „human organic anion transporter“ - lidský transportér organických aniontů  

hOCT - „human organic cation transporter“ - lidský transportér organických kationtů 

HPLC - vysoce účinná kapalinová chromatografie  

HT29 - buněčná linie odvozená z nádoru tlustého střeva 

IEC-18 - buněčná linie odvozená z potkaního ilea  

J - rychlost prostupu (nmol/min/cm
2
) 

MDCK - buněčná linie psích ledvinných buněk Madin-Darby 

MDR1gene- „multidrug resistance 1“ gen 

MES - 2-morfolinoetansulfonová kyselina 

Mg
2+

 - hořčík 

MRP - „multidrug resistance associated proteins“ 

MH - molekulární hmotnost 

N-ac-5-ASA - N-acetyl-5-aminosalicylová kyselina 

OAT - „organic anion transporters“ - transportéry organických aniontů  

OATP - „organic anion transporting polypeptide“ - polypeptidy transportující organické 

anionty  

OCT - „organic cation transporter“ - transportéry organických kationtů  

PAMPA - „parallel artificial membrane permeability assay“  

Papp - koeficient permeability (cm/s) 

PEPT - peptidový transportér 

P-gp - P-glykoprotein  

R
2
 - koeficient determinace 

SD - směrodatná odchylka 

SLC - „solute carrier“ - rodina transportních proteinů 

SLCO - „solute carrier organic anion transporter family“ - rodina transportních proteinů 

TEER - transepiteliální elektrická rezistence   

Uptake - transport do Caco-2 buněk 

WHO - „World Health Organization“ - Světová zdravotnická organizace 
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1. CÍL  
 

Využít in vitro model Caco-2 buněčné monovrstvy pro: 

 

1) rozlišení transportních mechanismů (lipofilní difúze, paracelulární transport, nosičem 

zprostředkovaný transport) cíleně volených xenobiotik (reprezentantů jednotlivých typů 

transportních mechanismů), a přispět tak k validitě a využitelnosti této in vitro metody, 

 

2) využití výsledků z ad 1) Caco-2 studií pro kompletaci jednoho z parametrů biofarma- 

ceutického klasifikačního systému (BCS) - „permeability“, která je oproti exaktnímu 

parametru „rozpustnosti“ xenobiotik obtížněji predikovatelná.  
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2. ÚVOD 

Nejfyziologičtějším přívodem léků do organismu je perorální podání (Delie a Rubas 

1997), přičemž mechanismy absorpce složek lékové formy jsou ovlivňovány řadou 

faktorů. Vedle jejich rozpustnosti disolucí z lékových forem jde o podíl prosté 

transmembránové difúze a aktivního transportu a v některých případech i o vliv pre-

systémového metabolismu (Artursson a Tavelin 2003). Má-li být léčivo absorbováno, musí 

prostupovat přes řadu samostatných bariér, mezi které patří (ze strany sliznice): vrstva 

hlenu, střevní epiteliální buňky, lamina propria a endotel kapilár, přičemž střevní epitel má 

fundamentální podíl (Artursson a Karlsson 1991). Z tohoto důvodu je monovrstva 

střevních epiteliálních buněk metodicky využívána jako model pro studium absorbce 

xenobiotik a mezilékových interakcí. 

Jedním z buněčných modelů tohoto typu jsou Caco-2 buněčné monovrstvy, které se 

vyznačují vysokou mírou spontánní diferenciace v běžném kultivačním médiu obsahujícím 

sérum. Tento model je jedním z populárních buněčných modelů pro studium epiteliálního 

transportu (Hidalgo a spol. 1989), a to jak k predikci absorbce léčiv u lidí, tak k identi- 

fikaci substrátů nebo inhibitorů transportérů (Artursson a Karlsson 1991). 

Kromě výše zmíněných faktorů ovlivňují transintestinální absorpci další proměnné: 

luminální pH, obsah střeva a případná účast kotransportérů (Doherty a Charman 2002). 

Byla prokázána dobrá korelace mezi permeabilitou přes Caco-2 buňky, rozpustností látek  

a biologickou dostupností u lidí (Ungell a Karlsson 2003). Amidon a spol. (1995) popsali 

základní parametry kontrolující rychlost a rozsah absorpce látek po perorálním podání  

a navrhli biofarmaceutický klasifikační systém (BCS), který rozděluje látky do čtyř tříd 

podle jejich rozpustnosti a permeability, přičemž cílem BCS je predikce in vivo farma- 

kokinetiky látek (Amidon a spol. 1995). 
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2.1. Typy transportů 

Výsledná absorpce xenobiotik přes střevní membránu je kombinací jednoho nebo více 

typů transportů: pasivního transcelulárního a paracelulárního transportu, transportu 

zprostředkovaného nosičem/transportérem a transcytózy (Artursson a spol. 2001). Model 

Caco-2 buněčné monovrstvy lze použít k oddiferencování těchto jednotlivých transport- 

ních mechanismů. 

 

Pasivní transcelulární a paracelulární transport  

Pasivní difúze je řízena koncentračním gradientem a probíhá cestou transcelulární 

(přes buněčné membrány enterocytů) nebo paracelulárně (přes těsné spoje mezi 

enterocyty) (obr. 1). Lipofilní sloučeniny mohou rychle přecházet z luminální tekutiny  

do buněčných membrán střevního epitelu a jsou převážně transportovány transcelulární 

cestou. Přítomnost vysoce specializované struktury (těsných spojů) v mezibuněčném 

prostoru omezuje volný průchod sloučenin procházejících paracelulárně. Proto pouze 

hydrofilní sloučeniny s nízkou molekulární hmotností (např. manitol), které špatně difun- 

dují do buněčných membrán, přecházejí střevní epitel paracelulární cestou (Lee a Thakker 

1999). Paracelulární transport, zahrnující pasivní difúzi hydrofilních látek ve vodném 

roztoku, je méně účinný než transcelulární proces vzhledem k mnohem menší ploše, která 

je k dispozici pro látky vstupující do mezibuněčných prostorů střevní stěny (Balimane  

a spol. 2006). 

 

 

 

Obr. 1. Typy střevní absorpce: (1) pasivní, transcelulární, (2) aktivní, transportérem 

zprostředkovaná, (3) pasivní, nosičem zprostředkovaná (usnadněná neboli facilitovaná difúze), (4) 

pasivní, paracelulární, (5) efluxní transportéry, (6) střevní metabolismus následovaný absorpcí 

mateřské látky a metabolitu, a (7) receptory zprostředkovaná transcytóza (z Balimane a spol. 2006). 
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Transport zprostředkovaný nosičem/transportérem 

Vedle pasivní difúze se na transportu živin, vitamínů a jejich strukturálních analogů 

včetně řady xenobiotik podílí aktivní nebo pasivní (usnadněná/facilitovaná difúze) 

transport (obr. 1) prostřednictvím specifických nosičů/transportérů přítomných ve střevním 

epitelu (obr. 2). U facilitované difúze látka prostupuje přes membránu podle 

koncentračního spádu (transport oběma směry a energeticky méně náročný), zatímco 

aktivní transport je jednosměrný a energeticky náročnější. 

Transportéry se obvykle rozdělují do dvou hlavních skupin (obr. 1): „uptake“ 

(vychytávání do buňky) a „eflux“ (výstup z buňky) transportéry. Ve střevě jsou 

lokalizovány, jak na apikální, tak na basolaterální membráně.  

Tyto „uptake“ a „eflux“ transportéry patří do dvou transportních superrodin: ATP-

vázající transportéry (ABC) a „solute carrier“ rodiny transportních proteinů (SLC  

a SLCO). Významné „uptake“ transportéry patří do SLC a SLCO superrodin (např. pepti- 

dové transportéry - PEPT, transportéry organických aniontů - OAT, transportní poly- 

peptidy organických aniontů - OATP, transportéry organických kationtů - OCT), přičemž 

tyto transportéry nevyužívají energii z ATP a transportují látky v závislosti na jejich kon- 

centračním gradientu, tj. oběma směry. Mezi efluxní transportéry přítomné ve střevě  

(obr. 1) patří P-glycoprotein (P-gp), „multidrug resistance associated proteins“ (MRP 1-6), 

a „breast cancer resistance protein“ (BCRP). Tyto efluxní transportéry patří mezi ATP-

vázající trasportéry (ABC), které využívají ATP jako zdroj energie, což jim umožňuje 

čerpat substráty proti koncentračnímu gradientu (Ho a Kim 2005, Oostendorp a spol. 2009, 

Shugarts a Benet 2009) z cytoplazmy střevních buněk zpět do lumen střeva nebo do krve. 

P-glykoprotein, produkt MDR1 („multidrug resistance 1“) genu, je nejvíce studovaným 

členem apikálních efluxních transportérů a bylo prokázáno, že snižuje intestinální absorpci 

velkého množství léčiv. 

Exprese jednotlivých transportérů v Caco-2 buňkách je intenzivně studována a je 

ovlivněna mnoha faktory, jako jsou: původ buněk, počet pasáží, kultivační podmínky  

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

 

 

Transcytóza  

Některé vysoce účinné makromolekulární látky jsou transportovány pomocí 

receptorem-zprostředkovaného vezikulárního transportu, tj. transcytózou (obr. 1). Nízká 
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transportní kapacita a přítomnost proteolytických enzymů v membránových váčcích 

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

 

 

 

Obr. 2. Efluxní (modré) a „uptake“ (zelené) transportéry ve střevě (z Shugarts a Benet 2009), a to 

jak na apikální straně (lumen), tak na basolaterální membráně (krevní řečiště). 

 

 

Transport je často zprostředkován částečně transportérem a částečně pasivním 

prostupem. Vzhledem k tomu, že nosičem zprostředkovaný transport je saturabilní, se při- 

spění pasivního transportu zvyšuje se zvyšující se dávkou. Pokud má látka nízkou pasivní 

permeabilitu, saturace nosiče vede ke snížení absorbované frakce (Yu a Zeng 2007). 

Obecně platí, že pasivní difúze je hlavním mechanismem pro vstřebávání lipofilních 

sloučenin, přičemž nosičem zprostředkovaný proces určuje absorpci látek, které jsou 

substráty daných transportérů. 

 

 

  



   

13 

2.2. Možné metodické postupy  

Současné technologické úrovně umožňují studovat transbariérové transporty xeno- 

biotik (včetně gastrointestinální absorpce) na modelech in vitro, in situ a in vivo. In vitro 

modely jsou jednodušší a mají méně proměnných než odpovídající modely in vivo (Briske-

Anderson a spol. 1997), jejich vypovídací hodnota je ovšem omezena. In situ a in vivo 

přístupy umožňují navíc posoudit zpětné vazby na orgánové nebo celoorganismové úrovni. 

V ideálním případě by experimentální metoda měla být vysoce prediktivní, rychlá, 

reprodukovatelná, spolehlivá, nákladově efektivní a měla by vyžadovat malé množství 

látky. Přes výrazné technické a bioanalytické pokroky neexistuje metodický přístup, který 

by splňoval všechny tyto požadavky. Každý model má své výhody a nevýhody (Miret  

a spol. 2004). Konkrétně ke studiu střevní absorpce jsou k dispozici: in vivo zvířecí 

modely, in situ modely střevní perfúze, in vitro modely využívající buď buněčné linie 

(např. Caco-2, MDCK, 2/4/A1 buňky) nebo tkáně („Ussing“ komora nebo technika 

evertovaného střeva), dále umělé membrány (např. stanovení permeability pomocí 

paralelní umělé membrány - PAMPA) a počítačově programované přístupy. 

V případě in vivo zvířecích modelů je důležitý výběr druhu k dosažení co nejlepší 

korelace s absorbovanou frakcí u lidí (Dressman a spol. 2008). U sloučenin bez diso- 

lučních problémů vykazují potkani a opice na rozdíl od psů dobré korelace s lidskými 

údaji. Avšak s ohledem na biologickou dostupnost, potkani a opice nejsou dobrým 

modelem vzhledem k jejich odlišnému metabolismu (Dressman a spol. 2008). Výhodou  

in vivo zvířecích modelů při podání léčiva do trávicího traktu a stanovení krevních hladin 

léčiva v čase je zahrnutí nejen absorpce, ale také biotransformačních a bioeliminačních 

faktorů. 

In situ model střevní perfúze používaný pro regionální absorpční studie je nejbližším 

modelem k in vivo modelům zejména proto, že krevní zásobení, inervace a eliminační 

schopnosti zvířete zůstanou nedotčeny (Barthe a spol. 1999, Lennernäs 2000, Balimane  

a spol. 2000, Chaturvedi a spol. 2001). U tohoto modelu jsou segmenty střeva zvířete 

kanylovány a perfundovány roztokem studovaného léčiva a stanovuje se množství látky, 

které je vychytáváno z perfuzátu (Barthe a spol. 1999, Balimane a spol. 2000). Avšak 

perfúzní systémy neposkytují žádné informace o dějích na buněčné nebo membránové 

úrovni. Měření míry poklesu koncentrace léčiva v perfuzátu vždy nereprezentuje míru 

prostupu léčiva do cév, zejména v případě, že látka podléhá presystémovému nebo 

intracelulárnímu metabolismu. Tento problém může být překonán, pokud je tato technika 
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použita v kombinaci s měřením koncentrace léčiva v portální žíle.  Byly studovány i další 

modifikace perfúzní techniky: „single pass perfusion“, recirkulační perfúze, a „closed loop 

method“, tj. metoda uzavřené smyčky (Balimane a spol. 2000). Studie jsou hlavně prová- 

děny na anestezovaných malých laboratorních zvířatech, ale mohou být také použita i větší 

laboratorní zvířata. Je však nutné také vzít v úvahu, že byl prokázán vliv anestézie a chirur- 

gická manipulace na absorpci některých sloučenin, tj. mohou snížit střevní průchod a také 

může dojít ke změně průtoku krve střevy, což vede ke snížení intestinální absorpce (Barthe 

a spol. 1999). Mezi další limitace tohoto modelu ve srovnání s rychlými in vitro modely 

patří technická obtížnost, omezená viabilita tkáně a potřebné větší množství látky pro hod- 

nocení (Barthe a spol. 1999, Chaturvedi a spol. 2001). Kromě toho je rychlost intestinální 

perfúze často vyšší než jak je tomu v podmínkách in vivo a v důsledku toho je in situ střevo 

plně distendované a zvyšuje se luminální hydrostatický tlak, který může mít vliv na střevní 

propustnost (Barthe a spol. 1999). 

Alternativou k in vivo a in situ modelům jsou in vitro modely využívající buď buněčné 

linie (např. Caco-2, MDCK, 2/4/A1 buňky) nebo tkáně („Ussing“ komora nebo technika 

evertovaného střeva). 

Caco-2 buněčná linie je buněčná linie lidských epiteliálních buněk kolorektálního 

adenokarcinomu (viz 2.3.). 

MDCK buněčná linie („Madin-Darby Canine Kidney“ - buněčná linie psích 

ledvinných buněk Madin-Darby) se často používá ke sledování střevního transportu látek, 

navzdory svému původu z psích ledvin. Hlavní výhodou MDCK buněk je tvorba těsných 

spojů („tight junctions“) a vytváření monovrstvy polarizovaných buněk s konfluencí 

dosaženou po 3 až 5 dnech (Braun a spol. 2000, Ungell a Karlsson 2003, Miret a spol. 

2004, Volpe 2008). MDCK buňky mají nižší transepiteliální elektrickou rezistenci 

(TEER), která je srovnatelná s hodnotami TEER tenkého střeva in vivo (Volpe 2008). 

Vzhledem k nízké úrovni exprese transportérů a nízké metabolické aktivitě jsou MDCK 

buňky často transfekovány geny různých transportérů (např. MDCK-MDR1 pro studium 

P-glykoproteinu) (Braun a spol. 2000, Ungell a Karlsson 2003). 

Také 2/4/A1 buňky (střevní buněčná linie získaná z plodů potkanů) se používají  

pro studium střevního transportu látek. Je to buněčná linie s propustnější monovrstvou, 

chudou morfologickou diferenciací (diferencuje 2 - 10 dnů) a nedostatkem enzymů a trans- 

portérů ve srovnání s Caco-2 buňkami. 2/4/A1 buněčná linie je užitečná pouze pro stano- 

vení pasivního transportu bez přispění aktivního transportního mechanismu. Navíc 
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kultivační podmínky jsou velmi specifické a náročnější než u Caco-2 a MDCK buněk 

(Ungell a Karlsson 2003, Matsson a spol. 2005). 

„Ussing“ komora je populární in vitro model, kde jsou malé části střevní sliznice 

sevřeny mezi dvěma komorami obsahujícími pufr, přičemž je možné měřit transport 

molekul přes tkáň a mezi komorami. Tento model je vhodný pro měření transportu na kon- 

krétních místech střeva, slabinou však je použití jednoduchých pufrů často po dlouhou 

dobu, což vede k nejisté viabilitě tkání (Barthe a spol. 1999, Boudry 2005). 

Technika evertovaného střeva je jednoduchým, užitečným in vitro modelem pro stu- 

dium transportu látek, screening „enhancerů“, posouzení toxicity „enhancerů“ a pro stu- 

dium metabolismu léčiv střevní sliznicí (Barthe a spol. 1999). Tento model má však stejné 

výhody a nevýhody jako „Ussing“ komora - transport na specifických místech střeva avšak 

s nejistou viabilitou střeva. Použití média pro tkáňové kultury (Barthe a spol. 1998b) však 

dramaticky zlepšuje viabilitu střevních buněk a zachování strukturální integrity 

evertovaného střeva. Evertovaného střevo je vytvořeno jemným otočením čerstvě 

vyjmutého tenkého střeva potkana, které je naplněno okysličeným médiem pro tkáňové 

kultury při 37°C a rozděleno na přibližně 2,5 cm dlouhé úseky (Barthe a spol. 1998a, 

Barthe a spol. 1999) 

K dokončení přehledu metod pro studium transportu je nutné zmínit umělé membrány 

(např. stanovení permeability pomocí paralelní umělé membrány - PAMPA) a také  

in silico simulace. 

PAMPA systém (stanovení permeability pomocí paralelní umělé membrány) má své 

výhody v jednoduchosti bez nutnosti biologické tkáně, čímž se eliminuje mnoho zdrojů 

variability v měření. Tento model se skládá z hydrofobního materiálu potaženého směsí 

lecitinu/fosfolipidů rozpuštěných v inertním organickém rozpouštědle, jako je dodekan,  

a tak vytváří umělou lipidovou membránu, která napodobuje střevní epitel. Avšak výhody 

jsou vyváženy jeho omezením na stanovení transportu pouze transcelulární pasivní difúzí 

(Balimane a spol. 2006, Dressmen a spol. 2008). 

V současné době je také možné analyzovat a předvídat farmakokinetické vlastnosti 

(včetně absorpce) léčiva pomocí in silico simulací na základě modelů, které kombinují 

inženýrství, fyziologické a farmakokinetické principy s pomocí pokročilého softwaru, 

např. GastroPlus
TM

 or PK-Sim
 

(Dressman a spol. 2008).  
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2.3. Caco-2 buňky 

 Na základě zvážení benefitů a limitů jednotlivých dostupných technik byl pro realizaci 

vygenerovaného výzkumného cíle zvolen model Caco-2 buněčné monovrstvy. 

 

Caco-2 buňky - původ a morfologie  

Caco-2 buněčná linie je buněčná linie lidských epiteliálních buněk kolorektálního 

adenokarcinomu vyvinutá při výzkumu prováděném Jorgenem Foghem v Sloan-Kettering 

institutu pro výzkum rakoviny (Fossati a spol. 2008). Přestože je rakovinného původu, 

Caco-2 buňky jsou jedinečné ve své schopnosti zahájit spontánní diferenciaci po dosažení 

konfluence, a to za normálních kultivačních podmínek (tj. v přítomnosti glukózy a séra). 

Následně pak během 20 - 30 dnů v postkonfluentní kultuře tyto buňky postupně vykazují 

morfologickou polaritu a hladiny hydroláz v kartáčovém lemu, které jsou srovnatelné  

s vyzrálými střevními absorpčními buňkami. Po dosažení konfluence se kartáčový lem 

vyvíjí postupně. Od 5 do 20 dnů od dosažení konfluence je pozorováno postupné 

zmenšování povrchu obsazeného jednotlivou buňkou, stejně jako vznik intimnějších 

mezibuněčných spojů. A v této době se také zvětšuje délka a hustota mikroklků (obr. 3).  

Po 30 dnech je povrch buněk minimální a buňky mají typickou morfologii podobnou 

enterocytu. Když je dosaženo kompletní strukturální polarizace (30 dní), většina buněk má 

plně vyvinutý kartáčový lem s vysokými a pravidelnými mikroklky (Vachon a Beaulieu 

1992). Morfologické a ultrastrukturální charakteristiky Caco-2 buněk vykazují významnou 

heterogenitu v celé monovrstvě, přičemž Caco-2 buněčná monovrstva prochází třemi 

typickými stadii: homogenně nediferencovaná (při subkonfluenci), heterogenně 

diferencované (0 - 20 dnů postkonfluence) a homogenně polarizované a diferencované  

(> 30 dní) (Vachon a Beaulieu 1992). Po 21 dnech kultivace, Caco-2 buňky tvoří dobře 

vyvinuté „tight junctions“  - těsné spoje. „Tight junctions“ (obr. 3) jsou regiony membrány 

mezi sousedními epitelovými buňkami v luminálním aspektu apikálního spojovacího 

komplexu, které tvoří selektivně propustnou bariéru a jsou faktorem limitujícím rychlost 

paracelulárního transportu. Ačkoli dřívější modely „tight junctions“ uvažovaly tyto spoje 

jako statické struktury, novější výzkumy ukázaly, že se jedná o dynamické struktury  

se schopností změnit svou prostupnost v reakci na extracelulární podněty (Clayburgh  

a spol. 2004). 
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Obr. 3. Elektronmikroskopický obraz Caco-2 buněčné linie (vlevo) se zvětšením apikální 

membrány (vpravo). Přítomnost „tight junctions“ - těsných spojů (TJ) a mikroklků (M) (Shah  

a spol. 2006). 

 

 

Caco-2 buňky - růst a kultivace  

Caco-2 buňky mohou být získány z Americké databáze typových kultur (ATCC) nebo 

z Evropské sbírky buněčných kultur (ECACC). Obecně jsou pěstovány v kultivačních 

nádobách (láhvích, Petriho miskách apod.) v kultivačním médiu obsahujícím sérum 

(DMEM). Zvláštností Caco-2 buněk je jejich silná přilnavost k plastu kultivačních nádob 

(Artursson a spol. 1996). Pro transportní studie jsou buňky vysety na permeabilní inserty  

s průměrem pórů (0,4 µm), který zabraňuje transmigraci Caco-2 buněk z apikální na baso- 

laterální stranu (obr. 4, 5). 

 

  

Obr. 4. Transwell inserty se semipermeabilní membránou a destičky pro transportní studie. 
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Obr. 5. Schematické znázornění buněčné linie pěstované na semipermeabilní membráně (Shah  

a spol. 2006) 

 

 

Hustota výsevu určuje dobu nutnou pro dosažení konfluence a následné diferenciace. 

Bylo prokázáno, že hustota výsevu ovlivňuje morfologii Caco-2 buněčné monovrstvy 

stejně jako expresi některých transportérů (Hayeshi a spol. 2008). Rovněž počet pasáží  

a kultivační podmínky mohou mít vliv na expresi transportérů (Kamiyama a spol. 2009). 

Konvenční kultivační doba Caco-2 buněk pro studium transportu je 21 dní, vzhledem 

k adekvátní dosažené integritě membrány, která je stanovována měřením (i) transepiteliální 

elektrické rezistence (TEER), (ii) permeability hydrofilních paracelulárních markerů (např. 

manitolu), (iii) permeability fenolové červeně nebo luciferové žluti.  
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Využitelnost modelu Caco-2 buněčné monovrstvy  

Model Caco-2 buněčné monovrstvy je považován za spolehlivý „high-throughput“  

in vitro model, který je využíván jak v základním výzkumu, tak ve farmaceutických 

vývojových laboratořích a i uznáván regulačními orgány jako standardní metoda pro pre- 

dikci střevní permeability a absorbované frakce po perorálním podání u člověka. 

Permeabilita látek přes Caco-2 buněčnou monovrstvu relativně koreluje s in vivo absorpcí 

u člověka (Artursson a spol. 2001, Yamashita a spol. 2000, Artursson a Karlsson 1991, 

Shah a spol. 2006). 

V následujícím přehledu lze shrnout spektrum využitelnosti Caco-2 buněčné 

monovrstvy. 

 Transportní studie - stanovení permeability látek a studium transportních mechanismů, 

jako je pasivní transcelulární a paracelulární transport, transport zprostředkovaný 

„uptake“ a efluxními mechanismy (Ungell a Karlsson 2003, Artursson a Tavelin 2003, 

Shah a spol. 2006). Caco-2 buněčné monovrstvy jsou také rutinně používány při hod- 

nocení vlivu pomocných látek používaných v lékových přípravcích ke zvýšení 

biologické dostupnosti a dále pro studium vlivu enhancerů na absorpci léčiva (Shah  

a spol. 2006, Volpe 2008). 

 Inhibiční studie - detailní studium nosičem zprostředkovaného transportu xenobiotika  

s využitím různých substrátů/inhibitorů „uptake“ nebo efluxních transportérů nebo 

studium látkových interakcí a interakcí léčiva s pomocnými látkami (Shah a spol. 

2006). 

 Kumulativní a uptake/efluxní studie - určení vychytávání (uptake) xenobiotika střevní 

buňkou, intracelulární kumulace a oboustranného efluxu látek z buněk s využitím  

Caco-2 buněčné monovrstvy pěstované na Transwell insertu nebo Petriho misce. 

 Presystémové studie metabolismu xenobiotik - posouzení presystémového metabolismu 

látek během jejich transportu střevním epitelem, protože diferencované Caco-2 buňky 

exprimují různé izoformy cytochromu P450 a i biotransformační enzymy 2. fáze (Shah 

a spol 2006). 

 Cytotoxikologické studie - určení cytotoxicity látek.  
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Limitace Caco-2 buněčného modelu 

I přes užitečnost Caco-2 modelu má tento metodický přístup i některé nedostatky, 

např. absence hlenu, nedostatek enzymů cytochromu P450, variabilní exprese transportérů, 

těsnost epitelu, nemožnost studovat regionální střevní rozdíly v perorální absorpci atd. 

(Ingels a Augustijns 2003, Hilgendorf a spol. 2000, Shah a spol. 2006, Balimane a spol. 

2006, Dressmen a spol. 2008). Interpretační limity výsledků získaných technikou Caco-2 

buněčné monovrstvy jsou shrnuty v tab. 1, zároveň jsou zde uvedeny alternativní postupy  

k překonání těchto nedostatků. 

 

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

Limitace Alternativa 

Absence hlenu Buněčné linie produkující hlen, kokultivace 

Celulární homogenita Kokultivace 

Nepřítomnost CYP3A4 Upregulace, transfekce 

Variabilní exprese metabolických 

enzymů 
 

Variabilní exprese transportérů Transfekce 

Těsnost epitelu Propustnější buněčné linie  

Tloušťka nehybné vodní vrstvy Třepání 

Nemožnost studovat regionální rozdíly 
„Ussing“ komora, perfúze intestinálních 

segmentů 

Mezilaboratorní variabilita  Validace Caco-2 modelu 

 

Caco-2 model je tvořen pouze absorpčními buňkami, zatímco střevní epitel je 

konglomerátem absorpčních enterocytů a jiných buněk, jako jsou pohárkové buňky 

vylučující hlen, endokrinní buňky a M buňky, přičemž pohárkové buňky vylučující hlen 

představují druhý nejčastější typ střevních buněk (Hilgendorf a spol. 2000). K překonání 

tohoto nedostatku Caco-2 modelu bylo z lidských střevních buněk HT29 vyvinuto několik 

hlen produkující sublinií pohárkových buněk (např. HT29-H) nebo kokultur (např.  

Caco-2/HT29-MTX)(Hilgendorf a spol. 2000, Ingels a Augustijns 2003). Studium 

společné kultivace absorpčních a pohárkových buněk, které mohou být pěstovány v mono- 

vrstvách a mohou být použity pro studium transportu látek, ukázalo, že oba typy buněk 

tvoří monovrstvy s těsnými spoji i pokud rostou společně (Hilgendorf a spol. 2000). 

Výhoda tohoto kombinovaného přístupu je oslabena pracností a reprodukční variabilitou. 
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K paralelnímu studiu transportu a biotransformace látek byly vyvinuty modely s vyšší 

expresí CYP3A4, včetně transfekovaných Caco-2 buněk a buněk, u nichž je exprese 

CYP3A4 upregulována přidáním 1α,25-dihydroxy vitaminu-D3 ke kultivačnímu médiu. 

Hlavním nedostatkem spojeným s použitím transfekovaných buněk je však nestabilita 

vektoru (poločas asi 4 týdny), při použití upregulovaných Caco-2 buněk pak jejich 

nákladnost (induktor a potažené inserty) a vysoká variabilita v úrovni exprese CYP3A4. 

Hladiny enzymů získané těmito metodami však ne vždy dosáhnou aktivity pozorované  

in vivo (Ingels a Augustijns 2003). 

Další nevýhodou Caco-2 buněk je odlišný poměr mezi různými transportními 

mechanismy ve srovnání se skutečnou situací ve střevě. To se týká a) aktivních 

transportérů, jejichž exprese je v Caco-2 buňkách obvykle nižší, b) P-glykoproteinu, který 

je obvykle v Caco-2 buňkách exprimován více, c) „tight junctions“, které jsou daleko méně 

propustné u Caco-2 buněčné linie než v tenkém střevě (Dressmen a spol. 2008, Hilgendorf 

a spol. 2000, Shah a spol. 2006, Balimane a spol. 2006), d) unifikovaná morfologie  

na rozdíl od morfologické variability různých střevních segmentů. 

ad a) Významné transportéry (např. PEPT, OAT, OCT) jsou přítomné v membránách 

Caco-2 buněk v menší míře ve srovnání s in vivo situací (Shah a spol. 2006, 

Balimane a spol. 2006), což pravděpodobně odráží kolorektální původ Caco-2 buněk 

(Hilgendorf a spol. 2000). Funkční exprese transportérů v Caco-2 buňkách může být 

také ovlivněna číslem pasáže a i malými změnami kultivačních podmínek. Proto je 

permeabilita látek, u kterých se transportu účastní transportér, v Caco-2 buněčném 

systému nižší v porovnání s lidským tenkým střevem (Hilgendorf a spol. 2000). 

Alternativou mohou být transfekované buněčné linie se selektivní  expresí 

požadovaného transportéru umožňující interakční studie s konkrétním izolovaným 

transportérem. Obousměrné studie provedené u těchto buněčných linií (s nadměrnou 

expresí pouze jednoho transportéru) pak specificky prokazuje účast jednoho 

transportéru bez souhry s dalšími transportéry (Balimane a spol. 2006). 

ad b) Další limitací využitelnosti Caco-2 buněk je často diskutovaná potenciální nadměrná 

exprese P-glykoproteinu, který může vést k vyššímu sekrečnímu transportu a násled- 

ně nižší permeabilitě v absorpčním směru (Hilgendorf a spol. 2000, Shah a spol. 

2006, Balimane a spol. 2006). Braun a spol. (2000) však uvádějí také možnost, že ne 

u všech Caco-2 buněk je dostatečná exprese P-gp, což by mohlo vysvětlovat, proč  

v některých studiích s obousměrným transportem na Caco-2 buňkách jsou rozdíly 

mezi oběma směry transportu menší, než by se očekávalo. 
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ad c) Těsnost Caco-2 monovrstvy se více podobá tlustému než tenkému střevu, což vede  

k nižší permeabilitě hydrofilních sloučenin přecházejících epitel prostřednictvím 

paracelulárního transportu (Hilgendorf a spol. 2000, Balimane a spol. 2006, Shah  

a spol. 2006). Ke snížení kvantitativního rozdílu mezi paracelulární prostupností 

látky v Caco-2 buněčné monovrstvě a střevní absorpcí in vivo lze použít několik 

alternativních buněčných modelů s „děravějšími“ paracelulárními prostory jako 

MDCK, 2/4/A1, IEC-18 (Shah a spol. 2006, Balimane a spol. 2006, Ungell  

a Karlsson 2003). 

ad d) Další limitace Caco-2 buněčného modelu  - nemožnost studia regionálních střevních 

rozdílů v perorální absorpci - může být překonána použitím jiných technik, jako jsou 

„Ussing“ komory nebo model perfúze střevních segmentů. Tyto techniky umožňují 

studium závislosti absorpce a/nebo metabolismu léčiv v různých střevních 

segmentech (Ingels a Augustijns 2003). 

Mimo výše uvedeného může být problémem, který omezuje vypovídací hodnotu 

výsledků, nespecifická vazba některých látek na plast testovacího systému a Caco-2 buňky 

během transportní studie (Balimane a spol. 2006). „Cacofilicita“ nebo „membránová 

retence“ se používají k popisu vazby látek na Caco-2 buněčnou monovrstvu, přičemž 

výrazná vazba může mít za následek neúplnou návratnost (recovery) látky. Možným 

přístupem k překonání neúplné návratnosti je přidání sérových proteinů (např. hovězího 

sérového albuminu) do akceptorového kompartmentu k minimalizaci nespecifické vazby,  

a tím ke zlepšení návratnosti a celkové předvídatelnosti modelu (Balimane a spol. 2006). 

Mezi další faktory, které vedou ke snížení permeability látek přes Caco-2 buněčnou 

monovrstvu ve srovnání se střevním epitelem in vivo, patří absence kontroly centrálním 

nervovým systémem, absence systémového krevního průtoku, nižší obměna buněk (Shah  

a spol. 2006). 

Dressmen a spol. (2008) uvádějí jako faktor, vymezující limitaci Caco-2 modelu, 

mezilaboratorní variabilitu v generovaných výsledcích (absolutních číslech). Proto se 

doporučuje validovat tento model pomocí látek se známou absorbovanou frakcí a výsledky 

mohou být porovnávány pomocí relativních, nikoliv absolutních číslech. 

Za „pracovní“ nevýhodu Caco-2 metody může být považována dlouhá kultivační doba 

(21 dnů) a tím odpovídající náročná péče o buňky v průběhu této doby (Masungi a spol. 

2004, Miret a spol. 2004). Avšak výsledky Mireta a spol. (2004) ukazují, že zrychlená  

3-denní metoda není dostačující pro predikci lidské absorpce, protože rychlý růst Caco-2 

buněk podmíněný změnou podpůrných filtrů, potažení filtrů a kultivačního média není 
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adekvátní pro plnou diferenciaci a funkčnost buněk (Miret a spol. 2004). Dlouhá doba 

potřebná pro diferenciaci Caco-2 buněk vedla k hledání alternativních epiteliálních 

buněčných linií, např. MDCK linie diferencuje do cylindrických epiteliálních buněk  

s tvorbou těsných spojů během 3 dnů, zatímco fetální potkaní střevní buněčná linie 

(2/4/A1) diferencuje v období 2 až 10 dnů (Masungi a spol. 2004). 
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2.4. Biofarmaceutický klasifikační systém   

Biofarmaceutický klasifikační systém   

V případě perorálního podání léku je účinnost jeho složek závislá na biologické 

dostupnosti, která je primárně závislá na rozsahu absorpce. Ta je pak závislá na solubili- 

zaci a permeabilitě léčiva ve střevě. Množství léčiva, které přejde do rozpustné fáze 

v lumen střeva, je ovlivněno řadou faktorů jako je objem, pH, teplota a rozdělovací 

koeficient oktanol/voda. Množství léčiva, které prochází membránou je pak ovlivněno 

koncentrací, teplotou, časem, plochou povrchu střeva, viskozitou, afinitou k membráno- 

vým transportérům (Custodio a spol. 2008). Přesto byla prokázána relativní korelace mezi 

permeabilitou látek přes Caco-2 buněčnou monovrstvu a jejich rozpustností na jedné straně 

a biologickou dostupností u lidí na straně druhé (Ungell a Karlsson 2003). 

Amidon a spol. (1995) rozpoznali základní parametry kontrolující rychlost a rozsah 

absorpce látek po perorálním podání a navrhli biofarmaceutický klasifikační systém 

(BCS), který rozděluje látky do čtyř tříd podle jejich rozpustnosti a permeability (obr. 6; 

Amidon a spol. 1995, Custodio a spol. 2008). Úkolem BCS je predikce in vivo 

farmakokinetiky látek na základě stanovení uvedených dvou parametrů: permeability  

a rozpustnosti (Amidon a spol. 1995). 

BCS je určen pro pevné lékové formy, ale aby mohl být aplikován, je třeba použít 

látkových modelů bez přísad pomocných látek tabletových lékových forem. 

Léčivá látka je považována za „vysoce rozpustnou“, jestliže nejvyšší síla léku je 

rozpustná ve 250 ml vodného média v rozsahu pH 1 - 6,8 při 37°C (EMEA 2010, WHO 

2006). Léčivá látka je považována za „vysoce permeabilní“, jestliže je rozsah absorpce  

u člověka větší nebo roven 85 % podané dávky (EMEA 2010, WHO 2006). Podle této 

klasifikace látky 1. třídy mají vysokou rozpustnost a permeabilitu, zatímco látky 4. třídy 

mají nízkou rozpustnost a permeabilitu, 2. třída jsou vysoce permeabilní a špatně rozpustné 

látky, zatímco látky 3. třídy mají opačné vlastnosti - špatnou permeabilitu a vysokou 

rozpustnost. 
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Obr. 6. Biofarmaceutický klasifikační systém (BCS) definovaný Amidonem a spol. (1995). 

 

 

Na BCS založený „biowaiver“ přístup 

Koncepce BCS (Amidon a spol. 1995) byla inkorporována do řady směrnic: 

- 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 návrhu Světové 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 založený „biowaiver“ přístup by měl vést ke snížení počtu prováděných  

in vivo bioekvivalenčních studií, tzn. mohl by představovat částečnou alternativní náhradu 

za in vivo studie bioekvivalence. Termín „biowaiver“ je Světovou zdravotnickou 

organizací definován jako „schvalování generických perorálních pevných lékových 

přípravků s aktivní farmaceutickou ingrediencí na základě přesně definovaných 

disolučních kritérií jako náhrada za in vivo studie bioekvivalence“. 

Tyto principy mohou být použity jako určité podklady ke stanovení bioekvivalence  

u žádostí pro generické léčivé přípravky, u modifikovaných inovativních produktů,  

u změn, které vyžadují bioekvivalenční studie, a ke stanovení bioekvivalence mezi 

produktem v rané fázi klinického hodnocení a referenčním produktem, který je již na trhu 
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(EMEA 2010). Tento přístup by mohl snížit náklady a čas v procesu vývoje nových léčiv  

a jejich lékových forem a také snížit zbytečné expozice zdravých probandů lékem v bio- 

ekvivalenčních studiích. 

Na BCS založený „biowaiver“ přístup je ovšem vymezen pouze pro perorální 

přípravky s okamžitým uvolňováním, které jsou absorbovány v průběhu celého trávicího 

traktu (Lennernäs a Abrahamsson 2005). Aby mohl být považován takový přípravek  

za bioekvivalentní podle „biowaiver“ postupu: měl by obsahovat látku 1. třídy BCS; měl 

by se rychle rozpouštět ( 85 % do 15 minut v pH 1,2 - 6,8); neměl by obsahovat pomocné 

látky, které by mohly ovlivňovat absorpci účinné látky; nesmí obsahovat látku s úzkým 

terapeutickým indexem; a není určen ke vstřebávání z dutiny ústní (EMEA 2010). Pokyny 

Evropské medicínské agentury (EMEA 2010) a Světové zdravotnické organizace (WHO 

2006) umožňují využití „biowaiver“ u léčiv z 1. třídy BCS, ale také u léčivých přípravků  

z 3. třídy BCS (vysoká rozpustnost, nízká permeabilita). Světové zdravotnické organizace 

dokonce otevírá určitou vymezenou možnost využití „biowaiver“ i u některých látek  

z BCS 2. třídy (nízká rozpustnost, vysoká permeabilita).  

Alt a spol. (2004) publikovali údaje předložené k první úspěšné žádosti na základě 

BCS v Německu (pro sotalol-hydrochlorid).  
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2.5. Výběr testovaných látek 

Výběr látkových modelů byl podřízen záměru nalézt zástupce jednotlivých tříd 

biofarmaceutického klasifikačního systému, a to vždy jednoho zástupce s aktivním  

a jednoho s pasivním mechanismem transportu (pokud je to možné). Při výběru látek bylo 

také nutné vzít v úvahu i zdroje, které má pracoviště (Ústav experimentální biofarmacie, 

společné pracoviště AV ČR a PRO.MED.CS Praha a.s.) k dispozici, a i bioanalytické 

spektrum metodik, a to nejen kvalitativně, ale i kvantitativně (během Caco-2 transportních 

studií je generováno velké množství vzorků se širokým rozsahem použitých a analyzo- 

vaných koncentrací a s velkým množstvím vzorků s velmi nízkou koncentrací). 

 

 

Vybraná xenobiotika podle BCS tříd: 

• třída I -  ambroxol, 

      kofein,  

• třída II - gliklazid, 

      indapamid, 

• třída III - atenolol,  

      metformin, 

• třída IV - 5-aminosalicylová 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. Používá se v léčbě respiračních poruch 

s produktivním kašlem. Hlavními farmakodynamickými účinky ambroxolu jsou stimulace 

tvorby surfaktantu, mukokinetické a sekretolytické účinky (Püschmann a Engelhorn 1978, 

Disse 1987, Malerba a Ragnoli 2008). Kromě mukolytické aktivity má ambroxol také 

antioxidační a protizánětlivé vlastnosti (Štětinová a spol. 2004). 

 

Chemická struktura 

   CAS - 23828-92-4 

MH - 414,4           ATC - R05CB06 

 

Farmakokinetika 

Ambroxol je po perorálním podání rychle a téměř úplně absorbován. Maximální 

koncentrace v plazmě je dosaženo asi za 2 hodiny, s rozmezím 1 až 4 h (Vergin a spol. 

1985, Botterblom a spol. 1987, Rojpibulstit a spol. 2003, Villacampa a spol. 2003, Lee  

a spol. 2004). V důsledku first-pass metabolismu v játrech se biologická dostupnost 

pohybuje v rozmezí 70 až 80 % (Vergin a spol. 1985, Hammer a spol. 1978). 

Ambroxol je rychle distribuován do tkání, jako jsou plíce, ledviny a gastrointestinální 

trakt (Kriška 1991). Ve srovnání se sérovými koncentracemi je ambroxol nalezen v plicích 

až v 16krát vyšší koncentraci (Mezzetti a spol. 1990, Seifart a spol. 2005). Ambroxol také 

proniká do červených krvinek stejně jako do těžko přístupných kompartmentů jako jsou 

centrální nervový systém a oko. Ambroxol prochází fetoplacentární bariérou a je 

vylučován do mateřského mléka (Kriška 1991). Zdánlivý distribuční objem ambroxolu je 

1,52 l/kg (Vergin a spol. 1985). Vazba na plazmatické bílkoviny je vysoká, přibližně 90 % 

(Kriška 1991, Oosterhuis a spol. 1993). 

Metabolity (biologicky neaktivní) stejně jako mateřská látka jsou převedeny na kon- 

jugáty, převážně glukuronidy, a vyloučeny žlučí s enterohepatální recirkulací (Jauch a spol. 

1978). 

Renální exkrece je hlavní cestou eliminace (70 - 80 %). Ambroxol je vylučován  

do moči jako glukuronid nezměněného léčiva (50 %), jako glukuronid oxidovaného 
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metabolitu DBAA (10 %), v nezměněné formě (5,8 %) a jako minoritní DHTQ produkt 

(Seki a spol. 1977, Hammer a spol. 1978, Couet a spol. 1989, Ishiguro a spol. 2000). Méně 

než 10 % podaného ambroxolu je vyloučeno stolicí během 96 hodin (Hammer a spol. 

1978). 

Celková plazmatická clearance (Cl) referovaná Verginem a spol. (1985) byla  

565 ± 230 ml/min. Plazmatický eliminační poločas je uváděn 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-aminosalicylová kyselina (5-ASA) 

5-ASA (mesalazin, 5-amino-2-hydroxy-1-karboxylová kyselina) je léčivo používané  

k léčbě zánětlivých střevních onemocnění: k léčbě akutních záchvatů nebo k udržení remi- 

se ulcerózní kolitidy a Crohnovy nemoci (Bergman a Parkes 2006, Prakash a Markham 

1999). 

Přesný mechanismus účinku 5-ASA je doposud nejasný, ale zdá se, že působí lokálně 

uvnitř střevní sliznice tím, že moduluje širokou škálu zánětlivých procesů a působí jako 

silný antioxidant a scavenger volných radikálů (Rousseaux a spol. 2005, Bantel a spol. 

2000, Fernandez-Becker a Moss 2008). Acetylace 5-ASA pravděpodobně představuje 

inaktivaci látky. Pokusy o terapeutické použití N-ac-5-ASA u pacientů s aktivní ulcerózní 

kolitidou přinesly rozporuplné výsledky. 

  

Chemická struktura 

      CAS - 89-57-6 

MH - 153,14        ATC - A07EC02 

 

Farmakokinetika 

Pokud je 5-ASA podána perorálně ve formě konvenční tablety nebo instilována přímo 

do proximální části tenkého střeva, rychle a téměř úplně se absorbuje. Avšak jen malé 

množství látky se dostane do požadovaného místa účinku v distální části tenkého střeva  

a do tlustého střeva (Nielsen a Bondesen 1983, Myers a spol. 1987, Brogden a Sorkin 

1989). Studie, v nichž byla 5-ASA přímo instilována do pravé nebo levé části tlustého 

střeva nebo do tenkého střeva, ukázaly, že absorpce z tlustého střeva je menší než  

z tenkého střeva (Bondesen a spol. 1988, Brogden a Sorkin 1989). 5-ASA perorální 

přípravky jsou proto obecně vyvinuty k uvolnění léčiva v terminálním ileu a tlustém střevě, 

kde se předpokládá jejich lokální účinek (De Vos a spol. 1992, Clementt a Markham 2000, 

Martindale 2005). Biologická dostupnost 5-ASA je přibližně 75 % (Myers a spol. 1987). 

Při absorpci 5-ASA střevní sliznicí dochází k její acetylaci N-acetyltransferázou-1 

(NAT-1) na její hlavní metabolit (N-ac-5-ASA). N-ac-5-ASA se pak vstřebává do krve 

nebo je vylučována zpět do střeva. Přibližně 43 % absorbované 5-ASA se váže na plazma- 

tické bílkoviny, nevázaná část je v játrech metabolizována N-acetyltransferázou-1  

na acetylované metabolity (N-ac-5-ASA) (Hu a Peppercorn 2008). Acetylace 5-ASA není 
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ovlivněna fenotypem acetylátora a zdá se být nevratná (Brogden a Sorkin 1989).  

N-ac-5-ASA je z 78 % vázána na plazmatické proteiny (Brogden a Sorkin 1989). 

Distribuční objem (Vd) 5-ASA a N-ac-5-ASA byly vypočteny na 25 a 18 l po perorálním 

podání 5-ASA (Myers a spol. 1987). 5-ASA a také N-ac-5-ASA (vyšší koncentrace než  

5-ASA) byly nalezeny v plazmě matky, plodové vodě a pupečníkové plazmě. V mateřském 

mléce byly koncentrace acetylovaného metabolitu také vyšší než koncentrace 5-ASA 

(Brogden a Sorkin 1989). 

5-ASA je do značné míry eliminována jako acetylovaný metabolit: N-ac-5-ASA 

vytvořená v játrech se vylučuje převážně močí (Brogden a Sorkin 1989) a N-ac-5-ASA, 

která se tvoří ve střevním epitelu (pokud není absorbována do krevního systému a následně 

vyloučena močí), je sekretována zpět do střevního lumen a vylučuje se stolicí. Dochází 

také k omezené exkreci volné 5-ASA tlustým střevem a ledvinami (Hu a Peppercorn 

2008). Ve studii Myerse a spol. (1987) téměř všechna 5-ASA (po perorálním podání) byla 

vyloučena močí během 4 hodin (59 % v acetylové formě). Celkové množství 5-ASA  

s N-ac-5-ASA nalezené v moči během 48 hodin bylo 52 % podané dávky (Myers a spol. 

1987). 

Renální clearance N-ac-5-ASA byla dvojnásobek až trojnásobek glomerulární filtrace, 

ukazující na převládající renální tubulární sekreci. Plazmatická clearance 5-ASA  

a N-ac-5-ASA po perorálním podání byla 16 a 7 l/h (Myers a spol. 1987). Klotz a Maier 

(1987) ukázali rychlou eliminaci 5-ASA (t1/2 = 0,4 - 2,4 h) a pomalejší vylučování  

N-ac-5-ASA (t1/2 = 6 - 9 h, renální clearance = 200 - 300 ml/min). Ve studii Myerse a spol. 

(1987) byl poločas eliminace 5-ASA asi poloviční než N-ac-5-ASA (0,9 a 1,8 h). 

 

  



   

32 

2.5.3. Atenolol 

Atenolol (4-(2-hydroxy-3-isopopylaminopropoxy)fenylacetamid) je kardioselektivní 

beta-blokátor bez vnitřní sympatomimetické aktivity a bez účinku na stabilizaci membrán 

(Martindale 2005). 

 

Chemická struktura 

     CAS - 29122-68-7 

MH - 266,3              ATC - C07AB03 

 

Farmakokinetika 

Atenolol se rychle, ale neúplně vstřebává z gastrointestinálního traktu s perorální 

biologickou dostupnost 50 - 60 % (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch a Gorg 1982, 

Hebert a spol. 2005). Atenolol dosahuje maximální koncentrace v plazmě za 2 - 4 h (Wan  

a spol. 1979, Wu a spol. 2003, Hebert a spol. 2005), přičemž potrava výrazně zkracuje čas 

potřebný k dosažení maximální koncentrace (2,7 h vs. 1,5 h) a výrazně snižuje (o 20 %) 

plochu pod křivkou plazmatických koncentrací (AUC) (Melander a spol. 1976). 

Po perorálním podání 50 mg racemického atenololu (Mehvar a spol. 1990), AUC byly 

téměř podobné pro S(-) - a R(+)-enantiomery. Malý rozdíl v AUC byl odrazem mírného, 

ale statisticky významného rozdílu v renální clearance enantiomerů (129 ml/min, S(-) vs. 

120 ml/min, R(+)). S(-)- a R(+)-enantiomery se však navzájem nelišily, pokud jde o distri- 

buční objem (0,8 - 0,9 l/kg) nebo o terminální eliminační rychlostní konstantu (0,1 h
-1

). 

Atenolol je distribuován do celého těla, ale jen malá část podané dávky se dostává  

do mozku. U zdravých jedinců je zdánlivý distribuční objem asi 50 - 75 l (Heel a spol. 

1979, Hebert a spol. 2005). Atenolol není výrazně vázán na plazmatické bílkoviny - méně 

než 5 % atenololu je vázáno na proteiny (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch a Gorg 

1982, Hebert a spol. 2005). V těhotenství atenolol pravděpodobně snadno prochází 

placentou (Heel a spol. 1979). 

Většina absorbovaného atenololu se vylučuje močí v nezměněné formě, jen asi  

5 - 10 % atenololu je metabolizováno v játrech (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch 

a Gorg 1982). V moči bylo nalezeno jen velmi malé množství hydroxylovaného atenololu 

a glukuronidu atenololu. Přibližně 10 % intravenózní dávky a 50 % podané perorální 

dávky je vyloučeno stolicí (Thompson 1977, Hebert a spol. 2005). 
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 U pacientů s normální funkcí ledvin je eliminační poločas 6 - 9 h a celková tělesná 

clearance asi 6 l/h/1,73 m
2
 (Thompson 1977, Heel a spol. 1979, Kirch a Gorg 1982, Wu  

a spol. 2003, Hebert a spol. 2005). Při selhávání a těžkém poškození ledvin se může 

poločas atenololu prodloužit až na 48 hodin (Thompson 1977). U mladých zdravých 

dobrovolníků (mužů) byla perorální clearance atenololu 15,2 l/h/1,73 m
2
 (Hebert a spol. 

2005). Eliminační poločas je ovlivněn příjmem potravy (Melander a spol. 1976). 
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2.5.4. Kofein 

Za mechanismus účinku kofeinu (1,2,3-trimetylxantin) je pokládána blokáda 

metylxantin-citlivých adenosinových receptorů (Sawynok 1995). Kofein je nejvíce 

užívanou psychoaktivní látkou ve světě (Nehlig a spol. 1992, Magkos a Kavouras 2005). 

Jeho bronchodilatační a diuretické účinky jsou slabší než u dimetylxantinů, jeho stimulační 

účinek na vazomotorické centrum a jeho pozitivní inotropní účinek na myokard jsou 

kompenzovány jeho periferním vazodilatačním účinkem na arterioly (Martindale 2005). 

Kofein se používá k léčbě migrény a jako adjuvantní analgetikum (Waldvogel 2003). 

Kofein může být použit samostatně jako somnolytikum, k léčbě různých bolestí hlavy, 

respirační deprese u novorozenců, postprandiální hypotenze, obezity, k prodloužení trvání 

křečového stavu u elektrokonvulzivní terapie a k navození úbytku tělesné hmotnosti  

u obézního pacienta. 

 

Chemická struktura 

      CAS - 58-08-2 

MH - 194,2       ATC - N06BC01 

 

Farmakokinetika  

Kofein se po perorálním podání vstřebává rychle a téměř úplně (Blanchard  

a Sawers 1983a, b, Newton a spol. 1981). Newton a spol. (1981) a Blanchard a Sawers 

(1983a,b) uvádějí průměrnou absolutní biologickou dostupnost 91 až 108 %. 

Hydrofobní vlastnosti kofeinu dovolují jeho rychlý průchod všemi biologickými 

membránami (Fredholm a spol. 1999) a širokou distribuci po celém těle. Kofein 

přechází rychle do centrálního nervového systému a do slin (Fredholm a spol. 1999, 

Martindale 2009). Nízké koncentrace kofeinu jsou také přítomny v mateřském mléce  

a kofein také prochází placentou (Martindale 2009). Kofein není významně vázán  

na plazmatické proteiny (přibližně 35 %) a albumin je pravděpodobně hlavní vazebná 

plazmatické bílkovina kofeinu (Blanchard 1982). Distribuční objem (Vd) kofeinu je 

0,71 ± 0,15 l/kg (Banditt a spol. 1983). 

Kofein je téměř úplně metabolizován v játrech (Fredholm a spol. 1999, Martindale 

2009), metabolismus kofeinu je komplexní a u člověka bylo identifikováno nejméně  
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25 metabolitů. Do metabolismu kofeinu je zapojen jaterní cytochrom P450 izoenzym 

CYP1A2 (Martindale 2009). 

Kofein je vylučován do moči, přičemž jen asi 1 - 2 % v nezměněné podobě 

(Newton a spol. 1981, Blanchard a Sawers 1983c, Martindale 2009). Asi 86 % kofeinu 

je objevuje v moči jako metabolit během 48 h (Bonati a spol. 1982). Biologický poločas 

(t1/2) po perorálním podání 50 - 750 mg kofeinu byl 3,9 až 7,5 h (Newton a spol. 1981, 

Blanchard a Sawers 1983a,b, Banditt a spol. 1983, Collomp a spol. 1991, Kamimori  

a spol. 2002). Celková clearance kofeinu po jednorázovém perorálním podání  

(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). 

Jelikož je kofein rozsáhle metabolizován prostřednictvím cytochromu P450 CYP 

1A2, dochází k mnoha interakcím s jinými látkami (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 derivátů sulfonylurey (druhá generace) a používá se k léčbě non-inzulin 

dependentního diabetu mellitu (typ II) (McGavin a spol. 2002). Gliklazid stimuluje 

vylučování inzulinu z β-buněk slinivky břišní inhibicí ATP-citlivých kanálů draslíku 

(KATP) s vysokou afinitou a selektivitou (Gribble a Ashcroft 1999). Gliklazid je in vitro 

scavengerem hydroxylových a peroxidových radikálů (Noda a spol. 2000) a zdá se, může 

zvrátit endoteliální dysfunkci spojenou s diabetem mellitem (Vallejo a spol. 2000). 

 

Chemická struktura 

     CAS - 21187-98-4 

MH - 323,4            ATC - A10BB09 

 

Farmakokinetika 

Po perorálním podání gliklazidu jsou maximální plazmatické koncentrace dosaženy 

během 2 - 4 h (Oida a spol. 1985, Najib a spol. 2002, Kim a spol. 2003). Biologická 

dostupnost gliklazidu je 80 - 100 % (Campbell a spol. 1991, Najib a spol. 2002, Tornio  

a spol. 2012), přičemž efekt potravy je klinicky nevýznamný (Campbell a spol. 1991, 

Najib a spol. 2002). 

Gliklazid je z 85 - 99 % vázán na plazmatické bílkoviny, a to především na plazma- 

tický albumin. Distribuční objem gliklazidu je 13 - 24 l (Kobayashi a spol. 1981, 

Kobayashi a spol. 1984, Najib a spol. 2002). 

Játra jsou hlavním místem metabolismu gliklazidu, a prostřednictvím hydroxylace, 

oxidace a glukuronidace je gliklazid metabolizován na nejméně 8 identifikovaných 

metabolitů, přičemž většina z nich je aktivní (Campbell a spol. 1991, Oida a spol. 1985, 

Najib a spol. 2002). Gliklazid je vylučován převážně ve formě metabolitů. Množství 

nezměněného gliklazidu vyloučeného močí se pohybuje mezi 51 a 20 %; 60 - 70 % 

gliklazidových metabolitů a konjugátů je primárně vylučováno ledvinami a 10 až 20 % 

stolicí. Clearance gliklazidu (CL/F) je 1,26 ± 0,35 l/h (Kim a spol. 2003). Eliminační 

poločas je 8 - 12 h; a prodlužuje se u starších pacientů (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 historií používání jako 

efektivní antihypertenzivum s dobrou snášenlivostí (Robinson a Wellington 2006). 

Terapeutické dávky indapamidu mají pouze mírné diuretické účinky, hlavní 

antihypertenzní účinek nízkých dávek indapamidu se zdá být vyvolán přímým vaso- 

dilatačním účinkem. Existuje také důkaz, že indapamid má protektivní účinek na kardio- 

vaskulární systém a snižuje ukazatele end-orgánového poškození - mikroalbuminurii 

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

 

Chemická struktura 

     CAS - 26807-65-8 

MH - 365,8             ATC - nenalezeno 

 

Farmakokinetika 

Indapamid je rychle a kompletně absorbován z gastrointestinálního traktu (Caruso  

a spol. 1983, Martindale 2005, Robinson a Wellington 2006). Maximální koncentrace je 

dosaženo přibližně 0,5 až 2 hodiny po perorálním podání indapamidu a tato hladina 

zůstává relativně konstantní až 8 h (Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984, 

Martindale 2005). Biologická dostupnost indapamidu u zdravých dobrovolníků po dávce  

5 mg byla stanovena na 93 % (Chaffman a spol. 1984). Současné podávání indapamidu  

s jídlem nebo antacidem nesnižuje biologickou dostupnost (Caruso a spol. 1983). 

Indapamid je široce distribuován a zdánlivý distribuční objem je 25 litrů. Vazba  

na proteiny je 76 až 79 %. Indapamid se dobře váže na červené krvinky (80 %), a to 

konkrétně na karboanhydrázu (98 %) (Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984, 

Beermann a Grind 1987, Robinson a Wellington 2006), činnost tohoto enzymu však 

zůstává nedotčena (Chaffman a spol. 1984). 

Indapamid je rozsáhle metabolizován a byla popsána řada metabolitů (až 19 meta- 

bolitů zjištěných v moči), z nichž hlavní metabolit je farmakologicky aktivní (Caruso  

a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984, Beermann a Grind 1987). Pouze 5 - 7 % podané 

dávky je vylučováno do moči v nezměněné formě (Caruso a spol. 1983, Robinson  

a Wellington 2006). 
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Eliminace indapamidu z krve je bifázická s průměrným terminálním poločasem  

15 - 24 h (Grebow a spol. 1982, Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984, Beermann  

a Grind 1987, Robinson a Wellington 2006). Indapamid má nízkou rychlost clearance  

a nebylo prokázáno, že podléhá first-pass efektu (Grebow a spol. 1982). Studie  

se 
14

C značeným indapamidem u lidí prokázaly, že 70 % radioaktivity se vylučuje v moči  

a 16 až 23 % stolicí (Caruso a spol. 1983, Chaffman a spol. 1984). 
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2.5.7. Metformin 

Metformin (1,1-dimetylbiguanid) je perorální antidiabetikum používané v léčbě non-

inzulin dependentního diabetu mellitu (typ II). Metformin snižuje hladinu glukózy v krvi,  

a to převážně zlepšením periferní citlivosti tkání na inzulin, snížením gastrointestinální 

absorpce glukózy a snížením produkce glukózy v játrech bez vlivu na sekreci inzulinu 

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

 

Chemická struktura 

        CAS - 1115-70-4 

MH - 165,6            ATC - A10BA02 

 

Farmakokinetika 

Gastrointestinální absorpce metforminu je neúplná, 20 - 30 % perorální dávky  

se objevuje ve stolici (Tucker a spol. 1981, Scheen 1996). Vzhledem k tomu, že rychlost 

perorální absorpce metforminu je pomalejší než eliminace z plazmy po intravenózní 

injekci, poločas eliminace (t1/2β) po perorálním podání metforminu spíše odráží rychlost 

absorpce než skutečnou eliminaci látky (tj. pomalá absorpce metforminu je rychlost 

limitujícím faktorem)(Scheen 1996). Metformin v dávce 0,5 - 1,5 g má absolutní perorální 

biologickou dostupnost 40 - 60 % (Tucker a spol. 1981, Scheen 1996). V rozmezí těchto 

dávek byl pozorován inverzní vztah mezi požitou dávkou a relativní absorpcí, což by 

mohlo podle Tuckera a spol. (1981) a Scheena (1996) naznačovat zapojení aktivního 

saturovatelného absorpčního procesu. 

Metformin je rychle distribuován. Neváže se na plazmatické bílkoviny, ale bylo 

pozorováno zvýšení poměru krev:plasma koncentrace metforminu v průběhu 24 hodin, což 

naznačuje pomalou asociaci metforminu s krevními buňkami. Průměrný zdánlivý 

distribuční objem (Vd) se pohybuje v rozmezí 63 až 276 l (Tucker a spol. 1981, Scheen 

1996). U člověka nebyly identifikovány žádné metabolity nebo konjugáty metforminu. 

Metformin podléhá rychlé renální exkreci s plazmatickým poločasem eliminace (t1/2β)  

v rozmezí 2,0 až 6,0 hodin po perorálním podání u zdravých dobrovolníků. Renální 

clearance a celková clearance metforminu jsou 20 - 37 a 27 - 42 l/h, což naznačuje i aktivní 

tubulární sekreci metforminu (Scheen 1996).  
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2.6. Inhibitory transportérů  

Význam inhibitorů je teoretický, ale i prakticky aplikovatelný, protože snížením 

aktivního transportu přes membránu se významným způsobem mění farmakokinetika 

daného substrátu. Stanovení specificity inhibitoru příslušného transportéru je předmětem 

recentních intenzivních výzkumů, a proto predikční výběr pro konkrétní studii je obtížně 

predikovatelný. 

Pro studium možného zapojení některého transportéru v transintestinálním transportu 

vybraných látek jsme použili následující inhibitory: 

 

Indometacin 

Indometacin (nesteroidní antirevmatikum) je známým inhibitorem MRP rodiny 

transportérů (Liang a spol. 2000, Prime-Chapman a spol. 2004, Wang a spol. 2009, He  

a spol. 2010), včetně MRP2 (Dahan a Amidon 2009b, Dahan a spol. 2009, Dahan  

a Amidon 2010) a MRP3 (Zelcer a spol. 2001). Khamdang a spol. (2002) naznačil také 

možnost, že by indometacin mohl být i OCT a OAT inhibitorem, protože indometacin 

výrazně inhiboval hOCT1- a hOCT2-zprostředkované vychytávání tetraetylamonia (TEA) 

v koncentraci 500 a 2000 µmol/l a v závislosti na dávce inhiboval vychytávání 

organických aniontů zprostředkovávané hOAT1-4. Avšak na rozdíl od hOATs (hOAT1  

a hOAT3), hOCT1 a hOCT2 nezprostředkovaly transport indometacinu (Khamdang a spol. 

2002). Indometacin (pokud je použit jako inhibitor) se obvykle používá v koncentracích: 

10 - 100 µmol/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 µmol/l (Prime-Chapman  

a spol. 2004). 

 

Omeprazol  

Omeprazol (inhibitor protonové pumpy) je substrát/inhibitor P-glykoproteinu  

(Pauli-Magnus a spol. 2001, Takahata a spol. 2004, Collett a spol. 2005, Takano a spol. 

2006) a je také označován za specifický inhibitor BCRP (Matsson a spol. 2009). 

 

Probenecid 

Probenecid je nespecifickým inhibitorem MRP rodiny transportérů (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). Existují také informace o inhibici OAT transportérů (Liang a spol. 

2000, Ho a Kim 2005, Hunter a Hirst 1997) a OATP (Crowe a Lemaire 1998). Probenecid 

se obvykle používá v koncentraci 10 - 200 µmol/l (Liang a spol. 2000, Taub a spol. 2005, 

Cao a spol. 2007, Nait Chabane a spol. 2009, Dahan a spol. 2009), ale jsou používány  

i vyšší koncentrace, tj. 1000 µmol/l (Prime-Chapman a spol. 2004, Namkoong a spol. 

2007), 2000 µmol/l (Liang a spol. 2000, Prime-Chapman a spol. 2004, He a spol. 2010)  

a 5000 µmol/l (Honda a spol. 2004, Chanteux a spol. 2005, Namkoong a spol. 2007). 

 

Verapamil  

Verapamil, blokátor kalciových kanálů, je jak substrátem, tak inhibitorem P-gp. Patří 

do první generace kompetitivních substrátů, který prokázal schopnost inhibovat P-gp 

(Achira a spol. 1999, Honda a spol. 2004, Dahan a Amidon 2009b, Kannan a spol. 2009). 

Verapamil se obvykle používá v koncentračním rozmezí 10 - 100 µmol/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 označen za modulátora MRP1 (Kannan a spol 

2009) a inhibitora MRP2 (0,1 - 200 µmol/l, Taub a spol. 2005). Verapamil však inhibuje 

MRP v menší míře než P-gp (Hunter a Hirst 1997). 

  



   

42 

3. CHRONOLOGICKÝ DESIGN STUDIÍ 
 

Fáze I  

Fáze I byla zaměřena na zavedení metod pro testování možného vlivu látek na Caco-2 

buňky a pro posouzení „baseline“ kvality Caco-2 monovrstvy a dále na rozšíření Caco-2 

transportních studií o možnost studovat uptake a kumulaci látek: 

1) zavedení testu viability buněk, 

2) zavedení metodiky na stanovení integrity monovrstvy pomocí stanovení permeability 

netoxické fenolové červeně - vedle stanovení integrity monovrstvy pomocí permeability 

14
C manitolu, 

3) zavedení metody kumulativních studií. 

  

Fáze II  

Tato fáze byla zaměřena na charakterizaci mechanismu transepiteliálního transportu 

(transport přes střevní bariéru) vybraných látek a jejich klasifikaci podle BCS. 

 

Cílem této etapy bylo: 

1) určit, zda transport látky přes Caco-2 buněčnou monovrstvu zahrnuje aktivní nebo 

pasivní mechanismus, 

2) zhodnotit transcelulární a paracelulární cestu zapojenou do transportu látky, 

3) stanovit účinky pH na transport látek, 

4) klasifikovat látky podle jejich rozpustnosti (údaje z odborné literatury) a podle námi 

stanovené permeability (naše výsledky z transportních studií) do jedné ze čtyř tříd BCS. 
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4. MATERIÁL A METODY 
 

4.1.  Buněčná linie  

Byla použita standardní Caco-2 buněčná linie komerčně dostupná z ECACC,  

Sigma-Aldrich (Česká republika).  

 

Rozmražení buněk 

Originální vialka (z ECACC) se zmraženými buňkami (1 - 2 ml suspenze v lahvičce - 

1,8 x 10
6
 buněk/ml) byla dodána na suchém ledu (-196

o
C). 

Po převzetí byla vialka ponechána při pokojové teplotě po dobu jedné minuty a poté 

byla přesunuta do vodní lázně o teplotě 37
o
C a ponechána až do úplného rozmrazení 

(přibližně 20 minut). Pak byla vialka vložena do bioboxu (sterilní) a buněčná suspenze 

byla pomalu po kapkách nakapána do 10 ml dodaného originálního média („Eagle´s 

Minimum Essentials Medium“ (EMEM), Sigma Aldrich). Uzavřená sterilní zkumavka pak 

byla centrifugována při 1000 g (T54 centrifuga) po dobu 10 min k oddělení buněk od za- 

mražovacího roztoku. Po odpipetování supernatantu byly odstředěné buňky resuspen- 

dovány kultivačním médiem DMEM („Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium“, PAA 

Laboratories, BioTech, Česká republika) a inokulum bylo přeneseno opatrně do kultivační 

láhve T25 cm
2
 (TPP AG, Švýcarsko) a láhev byla doplněna dodaným kultivačním médiem 

do objemu 15 ml. Během následujících dnů byla denně kontrolována kvalita buněk  

a v případě velkého množství mrtvých buněk bylo vyměněno médium (pokud to bylo 

nutné i denně do prvního pasážování).  

V případě rozmražování buněk zmrazených v naší laboratoři byla kryozkumavka  

s buňkami dána ihned do vodní lázně (37
o
C). Obsah kryozkumavky byl přepipetován  

do sterilní zkumavky plastovou Pasteurovou pipetou a za stálého míchání bylo po kapkách 

přidáno studené kultivační médium. Další kroky byly stejné, jak je popsáno při rozmražo- 

vání originální vialky od ECACC. 

 

 

Zamražení buněk 

Den před zamražováním bylo v kultivační lahvi vyměněno kultivační médium. V den 

zamražování byly buňky trypsinizovány směsí 0,05% trypsin-0,02% EDTA (1:250, PAA 

Laboratories, Biotech, Česká republika) a byla připravena suspenze buněk se známým 
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množstvím buněk (nejméně 4 x 10
6
 buněk). Buněčná suspenze pak byla centrifugována  

a supernatant byl odstraněn. Následně byly buňky resuspendovány zamražovacím médiem 

na konečnou koncentraci 1 x 10
6
 buněk/ml. Zamražovací médium obsahovalo kultivační 

médium s fetálním hovězím sérem „Gold“ (FBS - Gibco Invitrogen, KRD, Česká 

republika; 10%) a sterilní DMSO (dimethyl sulfoxid, 7%). Resuspendované buňky byly 

napipetovány do kryozkumavek (á 1 ml) a zamraženy.
 

 

Kultivace buněk 

Caco-2 buňky byly rutinně pěstovány (Bourdet a Thakker 2006, Štětinová a spol. 

2009) v plastových lahvích pro tkáňové kultury (25 nebo 75 cm
2
, TPP AG, Švýcarsko)  

v kultivačním médiu (DMEM) obsahující 25 mmol/l glukózy a doplněné 

L-glutaminem (4 mmol/l), 1 % neesenciálních aminokyselin, s přídavkem antibioticko- 

antimykotického roztoku (PAA Laboratories, BioTech, Česká republika), obsahujícího  

100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu a 0,25 µg amfotericinu, a s přídavkem FBS 

„Gold“ do konečné koncentrace 9 % (Ungell a Karlsson 2003). 

Caco-2 buněčná linie (adherentní kultura) byla kultivována standardním způsobem 

(Bourdet a Thakker 2006, Štětinová a spol. 2009) při 37
o
C v atmosféře s 5% CO2 a 90% 

relativní vlhkostí v CO2 inkubátoru se „safecell“ UV systémem (MCO -18AIC, Sanyo). 

Buňky byly pasážovány (oddělení a přenos malého počtu buněk do nové nádoby) při asi  

60 - 80% (optimálně 80%) konfluenci. Buňky musely být nejprve uvolněny pomocí směsi 

0,25% trypsin-EDTA v DPBS („Dulbecco´s phosphate buffered salt solutions“, PAA 

Laboratories, BioTech, Česká republika) bez vápníku a hořčíku (Yee 1997, Saha a Kou 

2000, Polli a Ginski 1998).  

Médium bylo měněno třikrát týdně (Hidalgo a spol. 1989, Makhey a spol. 1998, Saha 

a Kou 2000) - médium bylo odstraněno aspirací (Caco-2 buňky - adherentní kultura)  

a následně bylo doplněno nové médium. 

 

Inkubace Caco-2 buněk na insertech  

Pro transportní pokusy byly Caco-2 buňky vysety na inserty s polykarbonátovou 

membránou (Transwell inserty; rozměr 11x13 mm, plocha pro růst 0,5 cm
2
, průměr pórů 

0,4 µm) vkládané do desek pro tkáňové kultury, které obsahují 24 jamek (TPP AG, 

Švýcarsko). 
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Caco-2 buňky byly vysety do insertů v rozmezí pasáží: ambroxol 

67 - 77, 5-ASA 79 - 85, atenolol 72 - 74, kofein 75 - 78, gliklazid 70 - 87, indapamid 73, 

metformin 65 - 73. 

Před výsevem bylo do desek a insertů přidáno kultivační médium (apikálně 500 µl, 

basolaterálně 650 µl) a ty pak byly inkubovány po dobu 1 hodiny v CO2 inkubátoru. 

Buňky pro výsev byly připraveny následovně: buňky byly nejprve uvolněny z nádob směsí 

0,05% trypsinu-0,02% EDTA (1:250) v DPBS bez Ca
2+

 a Mg
2+

. Počet buněk v suspenzi 

byl spočítán v invertním mikroskopu (Olympus CKX 41) při 200krát zvětšením vždy  

v 5 velkých čtvercích Bürkerovy komůrky. Suspenze se potom obvykle zředila na finální 

koncentraci 2,5 x 10
5
 buněk/ml. Po jednohodinové preinkubaci bylo médium odsáto z api- 

kálního kompartmentu insertu a buněčná suspenze (500 µl) byla aplikována do apikálního 

kompartmentu v hustotě 2,5 x 10
5
 cells/cm

2
. 

Kultivační médium bylo měněno třikrát týdně pro dobu 21 až 25 dní a denně během 

poslední 3 až 5 dnů (500 µl do apikálního kompartmentu, tj. do insertu, a 650 µl  

do basolaterálního kompartmentu, tj. do jamky destičky). Caco-2 buňky byly pěstovány  

po dobu nejméně 21 dnů k vytvoření fyziologicky a morfologicky (polarizace, 

diferenciace) vyvinuté konfluentní (souvislé) buněčné monovrstvy před zahájením 

transportních studií (Hidalgo a spol. 1989, Vachon a Beaulieu 1992, Walle a Walle 1998). 
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4.2. Stanovení viability buněk 

Ke kontrole možného vlivu testovaných látek na Caco-2 buňky bylo před transport- 

ními studiemi provedeno stanovení viability buněk.  

Viabilita buněk byla stanovována pomocí barvení trypanovou modří - metoda 

založená na schopnosti buněk vylučovat barvivo (Lu a spol. 2005, Nadová a spol. 2008, 

Smetanová a spol. 2009). Caco-2 buňky byly vysety do Petriho misky (průměr 40 mm, 

plocha 9.2 cm
2
) v hustotě 2 x 10

5
 buněk/cm

2
 (tj. 8,4 x 10

5
 buněk/Petriho misku ve 2 ml)  

a inkubovány po dobu 24 hodin. Po 24-hodinové inkubaci v CO2 inkubátoru byly buňky 

opatrně (aby se zabránilo mechanickému poškození vrstvy) omyty DPBS (přibližně 2 ml)  

a následně byl přidán na Petriho misku (nejméně 3 misky pro každou testovanou látku  

ve zvolené koncentraci) roztok testované látky v transportním médiu (HBSS - „Hanks´ 

balanced salt solutions“, PAA Laboratories, BioTech, Česká republika) v nejvyšší 

koncentraci plánované pro použití v transportní studii (v objemu 2 ml). Jako negativní 

kontrola bylo použito samotné transportní médium (HBSS) a jako pozitivní kontrola 10% 

etanol. Petriho misky byly inkubovány další 2 hodiny v CO2 inkubátoru. 

Po 2-hodinové inkubaci byl roztok testované látky nebo kontrol odstraněn a bez omytí 

bylo zahájeno uvolňování buněk z misek přidáním 650 µl trypsinu, po 30 s bylo 

odstraněno 300 µl trypsinu a Petriho misky byly vloženy do inkubátoru na další 4 minuty. 

Po této inkubaci bylo do každé Petriho misky přidáno transportní médium (700 - 900 µl). 

100 µl buněčné suspenze pak bylo přepipetováno do připravené zkumavky s 100 µl  

0,4% trypanové modři (faktor ředění = 2) a vše opatrně promícháno. Po 5 minutách bylo 

přibližně 5 - 10 µl této suspenze naplněno do obou částí Bürkerovy komůrky a byl spočítán 

počet živých (světlých) a neživých (modře zbarvených) buněk ve světelném mikroskopu 

(Olympus CKX 41) vždy v 5 velkých čtvercích komůrky. Pro zvýšení přesnosti bylo vždy 

počítáno více než 100 buněk. Viabilita byla vypočtena následovně:  

Viabilita (%) = (počet živých buněk/celkový počet buněk) x 100, 

kde počet živých/neživých buněk je celkový počet živých/neživých buněk vynásobený 

faktorem ředění a celkový počet buněk je součtem všech živých a neživých buněk.   

Za netoxické jsou považovány látky s viabilitou buněk více než 90 % (Shah a spol. 

2008, Menez a spol. 2006). 
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4.3. Stanovení integrity monovrstvy 

4.3.1. Stanovení integrity monovrstvy pomocí fenolové červeně 

Dva nebo tři dny před zahájením transportních experimentů byla ověřena integrita 

monovrstvy alespoň dvou insertů z každé desky pomocí stanovení permeability 500 µmol/l 

fenolové červeně (Fleet a Wood 1999, García-Casal a spol. 2000, Smetanová a spol. 2008). 

Nejprve bylo kultivační médium odstraněno z insertů (monovrstvy připravené pro trans- 

portní studie, 19. - 28. den po výsevu). Inserty byly dvakrát propláchnuty předehřátým 

transportním médiem (HBSS - „Hanks´ balanced salt solutions“, PAA Laboratories, 

BioTech, Česká republika; pH 7,4 - 500 µl do apikálního a 650 µl do basolaterálního 

kompartmentu) s následnou inkubací s předehřátým HBSS při 37
o
C po dobu 30 minut  

před zahájením stanovení permeability fenolové červeně. 

Těsně před začátkem experimentu byl odebrán vzorek 50 µl ze zásobního roztoku 

fenolové červeně ke spektrofotometrické (558 nm) kontrole jeho koncentrace. 

V čase 0 bylo odstraněno transportní médium z apikálního kompartmentu a 550 µl 

roztoku fenolové červeně (500 µmol/l) bylo aplikováno do vyprázdněného apikálního 

kompartmentu (ke stanovení apikálně-basolaterální (AP-BL) permeability fenolové 

červeně). Ihned byl z apikálního kompartmentu odebrán vzorek 50 µl do plastové 

zkumavky s připraveným nesterilním transportním médiem (1950 µl transportního média, 

které je nutné k ředění vzorků pro jejich následné měření). Po 1-hodinové inkubaci 

fenolové červeně v apikálním kompartmentu byl vzorek (600 µl) odebrán z basolaterálního 

kompartmentu insertu a dán do připravené eppendorfky (s 600 µl nesterilního 

transportního média; nutné ředění). Kvůli omezení možného toxického účinku fenolové 

červeně na Caco-2 buňky byl zvolen pouze 1-hodinový interval. Naředěné vzorky byly 

měřeny spektrofotometricky při 558 nm (Spekol 11, Carl Zeiss Jena). 

Na konci tohoto testu byly zbytky roztoku fenolové červeně (AP) a transportního 

média (BL) odstraněny z použitých insertů. Inserty byly dvakrát propláchnuty předehřátým 

kultivačním médiem a následně bylo kultivační médium aplikováno do apikálního i baso- 

laterálního kompartmentu (500 a 650 µl).  

Koncentrace fenolové červeně (c) v každém vzorku byla vypočtena podle vzorce: 

c = (A / k) x D, 

kde A je naměřená absorbance vzorku, k je sklon kalibrační křivky a D je použité ředění. 
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Vypočtená koncentrace pak byla použita ke stanovení permeability fenolové červeně. 

Koeficient permeability - Papp (cm/s) byl vypočítán podle vzorce (Artursson a Karlsson 

1991): 

Papp = (dQ/dt) x (1/(A x C0)),  

kde dQ/dt je rychlost permeability, tj. množství látky objevující se v akceptorovém 

kompartmentu v závislosti na čase (nmol/s), C0 je počáteční koncentrace v donorovém 

kompartmentu (nmol/ml) a A je plocha monovrstvy (cm
2
). 

Caco-2 monovrstvy byly akceptovány jako vhodné pro další použití v našich 

transportních pokusech, pokud permeabilita fenolové červeně v testovaných insertech 

nepřesáhla 1,5 x 10
-6

 cm/s a procento kumulativního transportu nepřesáhlo 0,5 %  

za 1 hodinu. V opačném případě nemohla být deska pro transportní studie použita. 

 

4.3.2. Stanovení integrity monovrstvy pomocí 
14

C manitolu 

Integrita monovrstvy v průběhu transportních studiích byla potvrzena současně 

provedeným stanovením permeability 
14

C manitolu (Artursson a spol. 1996, Baird  

a Prosser 1998). 

Hydrofilní D-Manitol, [1-
14

C]-: specifická aktivita 50 - 60 mCi (1,85 - 2,22 GBq)/ 

mmol, ve formě originálního roztoku etanol:voda (9:1), 100 μCi/ml, „Moravek 

Biochemicals and Radiochemicals“, MGP Zlín, Česká republika. 

Nejprve bylo odstraněno médium z insertů (alespoň tři monovrstvy připravené  

pro transportní studie, 19. - 28. den po výsevu) a inserty byly dvakrát propláchnuty 

předehřátým transportním médiem pH 7,4 (500 µl do apikálního a 650 µl do baso- 

laterálního kompartmentu) a ponechány k ekvilibraci s předehřátým HBSS při 37
o
C  

po dobu 30 minut před zahájením hodnocení
 
permeability 

14
C manitolu. Těsně před začát- 

kem experimentu byl odebrán vzorek 50 µl ze zásobního roztoku 
14

C manitolu  

(0,5 μCi/ml) ke kontrole radioaktivity roztoku. 

V čase 0 bylo odstraněno transportní médium z apikálního kompartmentu a do vy- 

prázdněného apikálního kompartmentu (ke stanovení AP-BL permeability) bylo apliko- 

váno 550 µl roztoku 
14

C manitolu (0,5 μCi/ml) a ihned byl odebrán vzorek 50 µl z tohoto 

kompartmentu ke stanovení počáteční aktivity 
14

C manitolu. 

Během experimentu (obvykle ve 30., 60., 90. a 120. minutě) byly odebrány vzorky  

z basolaterálního kompartmentu (500 µl). Inserty byly ponechávány v jamkách. Vzhledem 

k tomu, že v basolaterálním kompartmentu bylo 650 µl média a jen 500 µl bylo odebráno 
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pro analýzu, 150 µl transportního média s proniklým manitolem vždy zůstalo v baso- 

laterálním kompartmentu. To muselo být zohledněno při výpočtu transportovaného 

množství manitolu v každém intervalu. Toto množství muselo být odečteno při stanovení 

prostupu manitolu v dalším intervalu. Stanovené množství manitolu v odebraných vzorcích 

z basolaterálního kompartmentu (500 µl) muselo být převedeno na celkový basolaterální 

objem (650 µl). A z tohoto množství manitolu muselo být odečteno množství ve 150 µl 

prošlého v předchozím intervalu.  

V posledním intervalu (obvykle 120. minuta) byl odebrán vzorek 50 µl z apikálního 

kompartmentu ke stanovení návratnosti (recovery) 
14

C manitolu. 

 

Účinek testovaných látek a inhibitorů na integritu monovrstvy  

Možný účinek testovaných látek a inhibitorů na integritu monovrstvy byl testován 

pomocí stanovení permeability 
14

C manitolu. Pro tyto experimenty byl manitol smíchán 

s danou testovanou látkou nebo inhibitorem a byla stanovována permeabilita 
14

C manitolu 

(AP-BL transport) stejným způsobem, jak bylo popsáno výše.  

Pro testování vlivu látek na integritu monovrstvy byly použity jednak nejčastěji 

používané koncentrace (tj. koncentrace látky pro hodnocení vlivu pH-gradientu a pro hod- 

nocení paracelulárního transportu) a jednak také nejvyšší koncentrace dané látky použitá  

v transportních experimentech: 

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

5-ASA (300 a 1000 µmol/l) - Sigma Aldrich, Česká republika, 

Atenolol (300 a 1000 µmol/l) - Sigma Aldrich, Česká republika, 

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

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

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

Metformin (300 a 10000 µmol/l) hydrochlorid - Sigma Aldrich, Česká republika. 

 

Pro testování účinku inhibitorů transportérů na integritu monovrstvy byly použity 

nejvyšší koncentrace inhibitoru používané v transportních experimentech: 

Indometacin 500 µmol/l - Sigma Aldrich, Česká republika,  

Omeprazol 100 µmol/l - PRO.MED.CS Praha a.s., Česká republika,  

Probenecid 2000 µmol/l - Sigma Aldrich, Česká republika,  

Verapamil 100 µmol/l - Sigma Aldrich, Česká republika.  
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4.4. Transportní studie 

Transportní experimenty byly provedeny podle literárních údajů (Walle a Walle 1998, 

Ingels a Augustijns 2003).  

Pro transportní pokusy bylo použito transportní médium (HBSS) s Ca
2+

 a Mg
2+

,  

bez fenolové červeně a s přidáním glukózy do konečné koncentrace 25 mmol/l (4,5 g/l), 

které bylo pufrováno buď 25 mmol/l HEPES (4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-etansulfonová 

kyselina) na pH 7,4 (upraveno 10% NaOH) nebo 20 mmol/l MES (2-morfolino- 

etansulfonová kyselina) na pH 6,0 (stanovení pH-metrem Microprocesor WTW pH 96 A). 

Případné změny v pH po přidání testované látky byly upraveny pro dosažení pH 7,4 nebo 

pH 6,0.  

HBSS bez Ca
2+

 (pH 7,4) bylo použito ke studiu paracelulárního transportu látek. 

Všechny použité roztoky a transportní média byly sterilně přefiltrovány těsně před zahá- 

jením experimentu. Všechny experimenty byly prováděny za „sink“ podmínek, které 

zaručují, že koncentrace látky v akceptorovém kompartmentu nepřekročí 10 % z apliko- 

vané dávky v donorovém kompartmentu. 

 

Testované látky: 

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

5-ASA: Sigma Aldrich, Česká republika,  

Atenolol, ring-
3
H-: specifická aktivita 5 - 25 Ci (185 - 925 GBq)/mmol, originalní 

metanolový roztok (1.0 mCi/ml), „Moravek Biochemicals and Radiochemicals“, 

MGP Zlín, Česká republika, 

Atenolol*: Sigma Aldrich, Česká republika, 

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

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

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

Metformin hydrochlorid, biguanidine-
14

C-: specifická aktivita 25 - 100 mCi  

(0,925 - 3,7 GBq)/mmol, „Moravek Biochemicals and Radiochemicals“, MGP 

Zlín, Česká republika, 

Metformin hydrochlorid*: Sigma Aldrich, Česká republika. 

 

*Roztoky atenololu a metforminu byly připraveny smícháním značených  

(
3
H atenololu nebo 

14
C metforminu) roztoků s roztoky neznačené látky (atenolol nebo 
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metformin). Množství značené látky bylo vypočítáno v závislosti na konkrétní 

radioaktivitě látky tak, aby výsledná radioaktivita byla přibližně 7 - 10 x 10
5
 dpm/50 μl,  

tj. 7 - 10 x 10
6
 dpm/500 μl v donorovém kompartmentu na začátku pokusu. Toto množství 

(vždy stejné pro danou látku) bylo přidáno do připravených neradioaktivních roztoků látek 

v transportním médiu, tak aby bylo dosaženo požadované konečné koncentrace látky  

v roztoku. 

 

Použité koncentrace testovaných látek v transportním médiu (HBSS):  

Ambroxol hydrochlorid (100, 300 a 1000 µmol/l),  

5-ASA (10, 100, 300 a 1000 µmol/l),  

Atenolol (10, 100, 300 a 1000 µmol/l),  

Kofein (100, 300, 1000 a 10000 µmol/l), 

Gliklazid (10, 100, 300 a 1000 µmol/l), 

Indapamid (100, 300 a 1000 µmol/l), 

Metformin hydrochlorid (10, 100, 300, 1000 a 10000 µmol/l). 

 

Před začátkem transportních studií bylo z připravených insertů (19. - 28. den  

po výsevu) odstraněno kultivační médium a inserty byly dvakrát propláchnuty předehřátým 

transportním médiem (500 µl do AP a 650 µl do BL kompartmentu) a ekvilibrovány  

s předehřátým transportním médiem při 37
o
C po dobu 30 minut. Těsně před začátkem 

experimentu byl odebrán vzorek 50 µl ze zásobního roztoku testované látky ke kontrole 

jeho koncentrace. Během odběru vzorků byla 24-jamková Transwell destička umístěna  

na vyhřívané desce (37
o
C). Mezi odběry byly buňky uchovávány v inkubátoru při 37

o
C  

a 5% CO2. 

 

Design transportních studií  

V transportních studiích byly testovány různé koncentrace látek v AB-BL a BL-AP 

směru za iso-pH podmínek (pH 7,4/7,4 v obou kompartmentech) nebo při pH-gradientu 

(pH 6 apikálně/pH 7,4 basolaterálně). Vždy byly použity nejméně 3 inserty pro danou 

koncentraci a směr (obr. 7): 

 AP-BL transport - absorpční směr  

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

 BL-AP transport - sekreční směr  

(pH 7,4/7,4 v obou kompartmentech) 
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 AP-BL transport - absorpční směr s pH-gradientem  

(pH 6 apikálně/pH 7,4 basolaterálně) 

 AP-BL transport - absorpční směr s transportním médiem bez Ca
2+

 

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

 BL-AP transport - sekreční směr s transportním médiem bez Ca
2+

 

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

 

 

Obr. 7. Schéma transportních studií.  

 

4.4.1. AP-BL transport 

Transportní experimenty v apikálně-basolaterálním směru (AP-BL) byly zahájeny 

výměnou transportního média připraveným roztokem látky v transportním médiu (550 µl) 

do apikálního kompartmentu. Okamžitě byl odebrán vzorek 50 µl z tohoto kompartmentu 

ke stanovení počáteční koncentrace testované látky v každém insertu. Vzorky 500 µl byly 

odebírány z basolaterální kompartmentu insertů ve 30., 60., 90. a 120. minutě a dány  

na HPLC analýzu (ambroxol, 5-ASA, kofein, gliklazid a indapamid) nebo k měření 

radioaktivity - kapalinovou scintilační spektrometrií (
3
H atenolol, 

14
C metformin). Stejný 

objem předehřátého transportního média byl okamžitě přidán do daného basolaterálního 

kompartmentu. 

Vzorky z basolaterálního kompartmentu (500 µl) byly odebírány ve 30., 60., 90. a 120. 

minutě. Inserty byly po odběru ponechávány v jamkách, tj. nebyly přendávány na jinou 

desku. Vzhledem k objemu basolaterálního kompartmentu (650 µl) a odběru 500 µl  

pro analýzu, zůstalo vždy 150 µl transportního média s prošlou testovanou látkou 

v basolaterálním kompartmentu. To muselo být zohledněno při výpočtu transportovaného 
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množství testované látky v každém intervalu (podrobně popsáno v sekci Stanovení 

integrity monovrstvy pomocí 
14

C manitolu - 4.3.2). V posledním intervalu (120. minuta) 

byl odebrán vzorek 50 µl z každého apikálního kompartmentu ke stanovení návratnosti 

(recovery) testované látky (viz 4.8.). 

 

4.4.2. BL-AP transport 

Při studiu basolaterálně-apikálního transportu byla látka aplikována do basolaterálního 

kompartmentu (650 µl) a vzorky 300 µl byly odebírány z akceptorového (AP) 

kompartmentu ve stejných intervalech jako u AP-BL transportních pokusů (viz 4.4.1.).  

BL-AP transportní pokusy byly prováděny analogicky jako AP-BL studie. Na začátku 

pokusu bylo transportní médium na basolaterální straně nahrazeno roztokem látky v trans- 

portním médiu (700 µl) a ihned byl odebrán vzorek 50 µl z basolaterálního kompartmentu 

ke stanovení počáteční koncentrace testované látky v každém insertu. Vzorky 300 µl byly 

z apikálního kompartmentu odebrány ve 30., 60., 90. a 120. minutě pro HPLC analýzu 

(ambroxol, 5-ASA, kofein, gliklazid, a indapamid) nebo pro měření radioaktivity - 

kapalinovou scintilační spektrometrií (
3
H atenolol, 

14
C metformin) a do apikálního 

kompartmentu byl přidán stejný objem předehřátého transportního média. Inserty byly 

ponechávány v jamkách, tj. nebyly přendávány na jinou desku. Výpočet prošlého množství 

testované látky byl proveden pro každý interval, jak bylo popsáno výše (4.3.2.).  

V posledním intervalu (120. minuta) byl z každého basolaterálního kompartmentu odebrán 

vzorek 50 µl ke stanovení úbytku testované látky a k výpočtu návratnosti látky (viz 4.8.). 

 

4.4.3. Paracelulární transport 

Ke stanovení paracelulární složky transportu v Caco-2 buňkách bylo pro otevření 

těsných spojů („tight junctions“) použito transportní médium bez Ca
2+

 (Delie a Rubas 

1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005).  

Roztok testované látky byl připraven s použitím transportního média bez Ca
2+

 (HBSS 

bez Ca
2+

 a Mg
2+

, pH 7,4).  Transportní médium bez Ca
2+

 bylo použito pro promytí  

a 30-minutovou preinkubaci insertů a také pro doplňování média po odběru vzorků během 

transportní studie. 

Pro tento typ experimentů byla použita pouze jedna koncentrace testované látky:  

300 µmol/l. Transport byl studován v obou směrech, tj. AP-BL a BL-AP, s jedinou 

výjimkou - 5-ASA byla stanovována pouze v AP-BL směru. 
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4.4.4. Vliv pH-gradientu 

Podle Koljonena a spol. (2006) by měl být transport látky studován jak za iso-pH (pH 

7,4 AP/7,4 BL) podmínek pro zamezení možného vlivu ionizace látek na permeabilitu 

(Dahan a spol. 2009), tak za použití pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL), který více odráží 

podmínky pro transport látek in vivo (Yamashita a spol. 2000). 

Proto byl vliv pH-gradientu (pH 6 AP/pH 7,4 BL) studován také v našich pokusech, 

ale pouze u jedné koncentrace testované látky (100 µmol/l u gliklazidu a 300 µmol/l u 

ostatních testovaných látek) a pouze v AP-BL směru. Transportní médium (HBSS, pH 6) 

bylo použito pro promytí a 30-minutovou preinkubaci apikálního kompartmentu insertů a 

k přípravě roztoků testovaných látek (po přidání látky pH dotitrováno na pH 6). V průběhu 

studie bylo pro doplňování média do basolaterálního kompartmentu použito transportní 

médium pH 7,4. 
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4.5. Transportní inhibiční studie  

Ve snaze identifikovat aktivní transportéry odpovědné za transport gliklazidu a 5-ASA 

byla studována permeability těchto látek přes Caco-2 buněčnou monovrstvu v přítomnosti 

některých inhibitorů buněčných efluxních pump a transportérů. 

 

Gliklazid 

Ke studiu vlivu inhibitorů na transport gliklazidu byly provedeny inhibiční transportní 

studie, a to analogicky k transportním studiím (viz 4.4.1. a 4.4.2). Na začátku pokusu byl 

přidán inhibitor pouze do donorového kompartmentu insertu, tj. na AP stranu při AP-BL 

experimentech nebo na BL stranu u BL-AP experimentů. Byl aplikován společně  

s gliklazidem, tj. bez preinkubace insertů s inhibitorem (Dahan a Amidon 2009b, Jeong  

a Choi 2007, Nishimura a spol. 2004). Během studie bylo přidáváno do akceptorového 

kompartmentu transportní médium bez inhibitoru. 

Gliklazid (100 µmol/l) AP-BL a BL-AP transport:  

+ inhibitor:  verapamil (100 µmol/l), 

     probenecid (500 µmol/l, 2000 µmol/l), 

      indometacin (100 µmol/l, 500 µmol/l), 

     omeprazol (10 µmol/l, 100 µmol/l). 

 

 

5-ASA 

Ke studiu vlivu inhibitorů na 5-ASA transport byly provedeny transportní inhibiční 

studie obdobně jako transportní studie (viz 4.4.1. a 4.4.2.). Před začátkem studií však byly 

inserty (určené pro studium vlivu inhibitorů) dvakrát promyty transportním médiem  

s inhibitorem. Na začátku studie byla 5-ASA v roztoku s jedním inhibitorem přidána 

apikálně nebo basolaterálně podle studovaného směru transportu (Walle a Walle 1998, 

Bourdet a Thakker 2006, Cao a spol. 2007, Nait Chabane a spol. 2.009, He a spol. 2010). 

Během studie bylo do akceptorového kompartmentu doplňováno transportní médium  

s inhibitorem. 

5-ASA (10 µmol/l) AP-BL a BL-AP transport: 

+ inhibitor: indometacin 100 µmol/l. 

5-ASA (300 µmol/l) AP-BL a BL-AP transport: 

+ inhibitor: indometacin 100 µmol/l, 

       probenecid 2000 µmol/l.  
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4.6. Kumulativní studie 

Na konci 5-ASA inhibičních transportních studií bylo provedeno stanovení kumulace 

5-ASA a jeho metabolitu (N-ac-5-ASA) v buněčné monovrstvě podle Varmy a spol. (2009) 

a Wanga a spol. (2010). 

Monovrstvy byly třikrát omyty ledovým fosfátovým pufrem (DPBS, pH 7,4; apikálně 

500 l, basolaterálně 650 l) k zastavení další kumulace. Pak byly buňky seškrábnuty 

z insertů do mikrozkumavek (eppendorfky). Tyto buňky v DPBS byly zamrazeny  

a skladovány při -20°C před provedením lýzy buněk a stanovení obsahu bílkovin. 

K navození lýzy buněk bylo k buňkám přidáno 200 l 3M NaOH a buňky byly 

inkubovány ve 37
o
C vodní lázni po dobu 10 minut (Yamaguchi a spol. 2000, Lim a spol. 

2007) a následně důkladně promíchány. Buněčný lyzát byl neutralizován 180 l 3M HCl  

a 0,3M HCl (přibližně 50 - 65 l) (Itagaki a spol. 2004, Kimoto a spol. 2007). 

Neutralizovaný buněčný lyzát byl opět důkladně promíchán a 100 l lyzátu bylo použito 

pro stanovení obsahu bílkovin. Zbývající buněčný lyzát byl zcentrifugován (10000 g  

po dobu 5 min) a odebraný supernatant byl skladován při -20°C do HPLC analýzy. 
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4.7. Analýza vzorků 

Vzorky z experimentů byly analyzovány buď vysokoúčinnou kapalinovou chromato- 

grafií (HPLC) nebo scintilační spektrometrií. HPLC analýzy byly provedeny kolegy  

z bioanalytického oddělení Ústavu experimentální biofarmacie, spol. prac. PRO.MED.CS 

Praha a.s. a AV ČR. 

 

 

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

HPLC analýza ambroxolu  

Za bioanalytickou detekci ambroxolu zodpovídala Mgr. Dagmar Kholová. Pro stano- 

vení ambroxolu byla použita modifikovaná metoda Su a spol. (2007). Detekce a kvanti- 

fikace byla provedena HPLC s UV detekcí při 242 nm (ambroxol) a 280 nm (dextro- 

methorphane) (Štětinová a spol. 2009). 

 

HPLC analýza 5-ASA  

Za bioanalytickou detekci 5-ASA zodpovídali Mgr. Dagmar Kholová a doc. PharmDr. 

Milan Nobilis, CSc. Kvantifikace 5-ASA byla provedena pomocí HPLC s elučním gra- 

dientem. Byla použita modifikovaná metoda Nobilise a spol. (2006). V odebraných 

vzorcích byla stanovována 5-ASA a N-ac-5-ASA.  

 

HPLC analýza kofeinu  

Za bioanalytickou detekci kofeinu zodpovídala Mgr. Dagmar Kholová. Kvantifikace 

kofeinu byla provedena metodou podle Pastery a spol. (1999) s mírnými úpravami. Byla 

použita HPLC s gradientovou elucí a UV detekcí při vlnové délce 275 nm (Smetanová  

a spol. 2010). 

 

HPLC analýza gliklazidu 

Za bioanalytickou detekci gliklazidu zodpovídala Mgr. Dagmar Kholová. Obsah 

gliklazidu ve vzorcích byl stanoven pomocí HPLC s isokratickou elucí (Štětinová a spol. 

2007). Gliklazid byl stanoven v transportním médiu pomocí UV detekce při 229 nm.  
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HPLC analýza indapamidu  

Za bioanalytickou detekci indapamidu zodpovídal Mgr. Pavel Kubant. Kvantifikace 

indapamidu byla provedena HPLC s UV detekcí (=240 nm). Jako vnitřní standard byl 

použit tolbutamid. 

 

 

 

2. Měření radioaktivity  (
14

C manitol, 
3
H atenolol, 

14
C metformin) 

Měření radioaktivity bylo provedeno v radioizotopové laboratoři Ústavu 

experimentální biofarmacie za spolupráce s PharmDr. Zbyňkem Svobodou, Ph.D.  

a laborantkou Hankou Machovou.  

Na konci pokusu bylo ke každému vzorku přidáno 10 ml scintilačního roztoku 

(univerzální LSC koktejl pro vodné vzorky, Sigma-Aldrich, Česká republika), vzorky byly 

lehce protřepány a narovnány do scintilačního spektrometru (Beckman LS 5000TD).  

Po 24-hodinovém stání byly vzorky proměřeny, a to po dobu 1 minuty (manitol  

a metformin) nebo 5 minut (atenolol). 

Naměřená aktivita vzorků byla udávána v DPM (desintegrace za minutu), pro další 

výpočty byla aktivita přepočítána na becquerely (Bq) podle vzorce: 1 Bq = DPM/60. 

Specifická aktivita dodané radioaktivní látky (Ci/mol) byla použita pro stanovení 

koncentrace (mol) látky v daném objemu analyzovaného vzorku (1μCi = 37 kBq). 

Koncentrace látky ve vzorku vypočtená z naměřené radioaktivity pak byla použita  

pro výpočet permeability látky (Papp, viz 4.8.). 
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4.8. Analýza dat  

Kumulativní transport testované látky (nmol) 

Vypočtené kumulativní množství testované látky bylo vyneseno proti času. 

 

Procentuální kumulativní transport testované látky (%) 

Procentuální transport byl vypočítáván jako poměr kumulativní koncentrace v akcep- 

torovém kompartmentu a koncentrace v donorovém kompartmentu vynásobený 100. 

Procentuální transport byl vynesen proti času. 

 

Výpočet zdánlivého koeficientu permeability – Papp (cm/s) 

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

Papp = (dQ/dt) x (1/(A x C0)),  

kde dQ/dt je rychlost permeability, tj. kumulativní množství látky objevující se v akcep- 

torovém kompartmentu vynesené jako funkce času (nmol/s), C0 je počáteční koncentrace  

v donorovém kompartmentu (nmol/ml) a A je plocha monovrstvy (cm
2
). 

 

Hodnocení efluxního poměru („efflux ratio“) 

Stanovení transportu látky přes monovrstvu v obou směrech umožňuje vypočítat 

efluxní poměr („efflux ratio“, ER) podle následující 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 látky v BL-AP směru a Papp AP-BL je 

koeficient permeability látky v AP-BL směru. 

Efluxní poměr kolem 1 (obdobné Papp v obou směrech) ukazuje na pasivní difúzi jako 

molekulární mechanismus transportu látky přes střevní epitel. Rozdíl mezi hodnotami Papp 

lze vysvětlit buď facilitovaným nebo aktivní transportním mechanismem uskutečňovaným 

membránovými transportéry, tj. ER < 2 (Papp AP-BL  Papp BL-AP) znamená zapojení 

„uptake“ transportérů a Papp AP-BL < Papp BL-AP (ER > 2) ukazuje naopak na účast efluxu 

v transportu látky (Yazdanian a spol. 2004, Nait Chabane a spol. 2009), vztaženo  

na apikální membránu monovrstvy. 
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Rychlost prostupu - J (nmol/min/cm
2
) 

Hodnoty rychlosti prostupu látky byly stanoveny ze sklonu přímky kumulativního 

transportovaného množství látky vyneseného oproti času pomocí lineární regresní analýzy. 

Získané hodnoty rychlosti prostupu byly vyneseny proti použitým koncentracím látky, což 

umožňuje hodnotit, zda rychlost prostupu je závislá nebo nezávislá na koncentraci 

(Koljonen a spol. 2006). 

 

Výpočet návratnosti (recovery)(%) 

Na konci každého experimentu byl odebrán vzorek také z donorového kompartmentu 

pro výpočet návratnosti podle následující rovnice: 

návratnost (%) = [(Mr-120 + Md-120) / Md-0] x 100,  

kde Mr-120 je kumulativní množství látky transportované do akceptorového kompartmentu 

na konci pokusu, Md-120 je množství látky, které zůstalo na konci experimentu v dono- 

rovém kompartmentu, Md-0 je množství látky v donorovém kompartmentu na začátku 

pokusu (Ungell a Karlsson 2003). 

Dosažené hodnoty návratnosti by se měly pohybovat v malém rozmezí (80 - 120 %) 

k zajištění vysoké kvality a přesnosti Papp získaných hodnot (Ungell a Karlsson 2003). 

Návratnost  90 % v experimentu potvrzuje, že nedošlo k degradaci, metabolismu nebo 

vazbě testované látky na buňky (Artursson a spol. 1996, Khan a spol. 2004), ani k vazbě  

na membránu insertu a/nebo na plastové povrchy testovacího systému (Artursson a spol. 

1996, Ungell a Karlsson 2003). Návratnost poskytuje také informaci o možném odpařování 

vody ze systému (Artursson a spol. 1996). V případě, že hodnoty návratnosti jsou jasně 

mimo nastavené limity, nemohou být hodnoty Papp vypočítány nebo uváděny s vysokou 

mírou jistoty a je nutné hledat možné příčiny. Avšak pokud je návratnost nízká a naměřená 

hodnota Papp vysoká, je pravděpodobné, že hodnota Papp je nižší než by měla ve skutečnosti 

být, a proto interpretace vysoké permeability zůstává stále validní (Ungell a Karlsson 

2003). 
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4.9. Statistická analýza  

Stanovení viability buněk 

K porovnání účinku látky oproti negativní kontrole (transportní médium) byl použit 

Studentův t-test pro nepárová data (počítačový program Microsoft Excel). Každá látka byla 

testována nejméně třikrát a data jsou vyjádřena jako průměr ± SD. Rozdíly byly 

považovány za signifikantní při p<0,05. 

 

Stanovení integrity monovrstvy 

K analyzování možného vlivu testovaných látek a použitých inhibitorů na integritu 

monovrstvy (tj. Papp manitolu) byl použit Studentův t-test pro nepárovaná data (Microsoft 

Excel). Vždy byly hodnoceny nejméně tři inserty a data jsou vyjádřeny jako průměr ± SD. 

Rozdíly byly považovány za signifikantní při p<0,05. 

 

Transportní studie 

Všechna hodnocení byla provedena minimálně na třech insertech. Všechny hodnoty 

jsou vyjádřeny jako průměr ± SD. Byly použity analýza rozptylu (ANOVA) s post hoc 

testem (Sheffe´s post hoc test nebo Mann-Whitney U post hoc test) nebo Studentův t-test. 

Rozdíly byly považovány za signifikantní při p<0,05. Pro statistickou analýzu byly použity 

statistický program NCSS (pro ANOVA) a počítačový program Microsoft Excel  

(pro t-test). V grafech (Vliv přítomnosti (+ Ca
2+

) nebo absence (- Ca
2+

) v transportním 

médiu na permeabilitu látky) a v grafech (Vliv koncentrace látky na permeabilitu) jsou 

vyznačeny pouze významné rozdíly (p<0,05) a podrobně popsány v legendě. 

K porovnání permeability látky s a bez inhibitoru v transportních inhibičních studiích 

byl použit Studentův t-test. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1. Stanovení viability buněk 

Výsledky stanovení viability buněk provedené před začátkem transportních studií  

ke zjištění případného vlivu nejvyšší koncentrace látky plánované pro transportní studie 

jsou uvedeny v tab. 2. Viabilita buněk ovlivněných standardním HBSS transportním 

médiem (negativní kontrola) byla 98,6 ± 0,5 %. 10% etanol (pozitivní kontrola) významně 

snížil viabilitu Caco-2 buněk (42,2 ± 5,0 %), tj. významně zvýšil počet mrtvých buněk. 

Ačkoli ambroxol a metformin způsobily statisticky významný pokles viability buněk, 

neměl tento pokles žádný biologický význam vzhledem k tomu, že je požadována viabilita 

buněk vyšší než 90 % (Shah a spol. 2008, Menez a spol. 2006). Atenolol způsobil mírný 

pokles viability buněk avšak bez statistické a biologické významnosti. V případě 

ambroxolu, atenololu a metforminu byly také otestovány nižší koncentrace (použité  

v transportních studiích) a žádná z těchto látek v této nižší koncentraci nesnížila viabilitu 

buněk. 

 

Tabulka 2. Vliv testovaných látek na viabilitu Caco-2 buněk (%).  

Testovaná látka Viabilita (%) 

Negativní kontrola   (transportní médium) 98,6 ± 0,5 

Pozitivní kontrola                 (10% etanol) 42,2 ± 5,0
*
 

Ambroxol                              1000 µmol/l 93,9 ± 1,5
*
 

Ambroxol                                300 µmol/l 98,2 ± 1,0 

5-ASA                                   1000 µmol/l 98,0 ± 0,7 

Atenolol                                 1000 µmol/l 93,2 ± 2,8 

Atenolol                                   300 µmol/l 98,5 ± 0,6 

Kofein                                  10000 µmol/l 98,0 ± 0,3 

Gliklazid                                1000 µmol/l 99,1 ± 0,2 

Indapamid                              1000 µmol/l 98,9 ± 0,5 

Metformin                            10000 µmol/l 95,4 ± 1,0
*
 

Metformin                              1000 µmol/l 98,4 ± 0,5 

Data jsou vyjádřena jako průměr ± SD. *p<0,05 vs. negativní kontrola (transportní médium). 
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5.2. Stanovení integrity monovrstvy  

Výsledky stanovení permeability fenolové červeně a 
14

C manitolu jsou detailně 

popsány v kapitolách týkajících se transportu jednotlivých testovaných látek. 

Průměrná hodnota koeficientu permeability fenolové červeně (Papp) byla  

0,83 ± 0,40 x 10
-6

 cm/s po 1 hodině inkubace a průměrná hodnota permeability manitolu 

(Papp) byla 1,71 ± 0,55 x 10
-6

 cm/s po 2 hodinách (vypočteno z hodnot všech experimentů). 

Vliv testovaných látek na integritu monovrstvy byl testován hodnocením permeability 

14
C manitolu. Testované látky neovlivnily integritu monovrstvy, tj. nebyl nalezen 

statisticky významný vliv testovaných látek na Papp 
14

C manitolu (graf 1). 

 

 
Graf 1. Vliv testovaných látek (v nejčastěji a nejvyšší použité koncentraci v transportních studiích) 

na transport 
14

C manitolu přes Caco-2 monovrstvu v apikálně-basolaterálním směru po 2 h. 

Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměrná procentuální permeabilita 
14

C manitolu ± SD (kontrolní 

skupina bez ovlivnění = 100 % a odpovídá průměrnému Papp manitolu 0,51 - 2,01 x 10
-6

 cm/s;  

n = 21). *p<0,05 vs. kontrola. 

 

Dále byl také testován vliv inhibitorů na integritu monovrstvy (s použitím 
14

C manito-

lu) před provedením transportních inhibičních studií. Verapamil, indometacin a omeprazol 

neovlivnily integritu monovrstvy (graf 2). Probenecid však mírně, ale statisticky 

nevýznamně, zvýšil permeabilitu manitolu, tj. zvýšil paracelulární transport manitolu  

přes Caco-2 monovrstvu, což by mohlo být považováno za vliv probenecidu na těsnost 

těsných spojů mezi Caco-2 buňkami. 
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Graf 2. Vliv inhibitorů na transport 

14
C manitolu přes Caco-2 monovrstvu po 2 h v apikálně- 

basolaterálním směru. Hodnoty jsou vyjádřeny jako průměrné procento permeability 
14

C manitolu 

v nepřítomnosti inhibitorů ± SD (kontrolní skupina = 100 % a odpovídá průměrnému Papp manitolu 

1,36 ± 0,24 x 10
-6

 cm/s; n = 11). *p<0,05 vs. kontrola. 

 

 

DISKUZE 

Briske-Anderson a spol. (1997) uvádějí, že difúze fenolové červeně pozitivně koreluje 

s difúzí 
14

C manitolu a konstatují, že prostup fenolové červeně přes monovrstvu přesně 

predikuje integritu monovrstvy. 

Také v našich dřívějších experimentech (Smetanová a spol. 2008; data nejsou 

uvedena) jsme prokázali, že fenolová červeň je vhodnou metodou pro předběžné posouzení 

integrity monovrstvy před transportními studiemi. V těchto experimentech byl Papp 

fenolové červeně 0,82 ± 0,28 cm/s (n = 64) a procentuální transport 0,23 ± 0,08 %. Papp 

manitolu (testováno 2 dny po fenolové červeni; n = 11) byl 2,26 ± 0,62 cm/s a procentuální 

transport 1,63 ± 0,44 %. Monolayery s vysokým Papp fenolové červeně také ukázaly 

vysoký Papp 
14

C manitolu. K omezení vlivu fenolové červeně na buňky byla navržena 

pouze 1-hodinová inkubace (dostatečný čas na posouzení integrity). Inkubace buněk 

s manitolem je odvozená od trvání transportních studií, tj. obvykle 2 h. 

Pokud hodnota permeability fenolové červeně testovaných insertů nepřesáhla  

1,5 x 10
-6

 cm/s a procentuální kumulativní transport nebyl vyšší než 0,5 % za 1 hodinu, 

byly Caco-2 monovrstvy považovány za vhodné pro další použití v transportních studiích. 
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Podle Arturssona a Tavelina (2003) kolektivní zkušenost s Caco-2 buňkami ukazuje 

na rozdíly v jejich chování mezi laboratořemi. Různé výsledky získané na Caco-2 buňkách 

jsou ovlivněny číslem pasáže, při kterém byly buňky studovány. Je proto důležité definovat 

omezený počet pasáží, které mohou být použity pro experimenty. Caco-2 buňky z ECACC 

jsou obvykle v pasáži 20 - 40. V naší laboratoři jsme v souladu s literárními údaji (Yee 

1997, Walgren et al. 1998, Yu and Zeng 2007, Kobayashi et al. 2008) trvale využívali 

Caco-2 buňky s číslem pasáže 60 - 90. 

Pokud jde o výsledky permeability 
14

C manitolu, Artursson a Tavelin (2003) uvádějí 

velké rozmezí permeability manitolu na Caco-2 buňkách v literatuře (0,18 - 22,1 x 10
-6

 

cm/s). Nicméně permeabilita manitolu se v jejich laboratoři neměnila o více než dvoj- 

násobek. 

Artursson a spol. (1996) zmiňují Papp 
14

C manitolu nižší než 1 x 10
-6

 cm/s, ale může 

být i více než desetinásobně nižší v závislosti na čísle pasáže, kultivačních podmínkách 

atd. V literatuře lze však nalézt i další hodnoty Papp 
14

C manitolu: 0,1 - 2,0 x 10
-6

 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
-6

 cm/s (Rubas a spol. 1993 v Lentz  

a spol. 2000), ačkoli může také být vysoká až 5,5 x 10
-6

 cm/s (Surrendran a spol. 1995  

v Lentz a spol. 2000). 

Yu a spol. (1997) zjistili, že Papp 
14

C manitolu přes Caco-2 monovrstvy označené jako 

„vysoká“ pasáž (pasáž číslo 93 - 108) byl nižší než při „nízkých“ pasážích buněk (pasáž 

číslo 28 - 36), a to o 36 %, tj. přibližně 2,0 vs. 3,5 x 10
-6

 cm/s. Stejný trend byl pozorován  

i v našich předběžných experimentech (data nejsou uvedena). 

Markowska a spol. (2001) uvádějí vliv velikosti použitých insertů (4,7, 1,0 a 0,33 cm
2
) 

na permeabilitu 
14

C manitolu v Caco-2 buňkách (0,9 - 1,4 cm/s). Permeabilita manitolu  

se značně lišila mezi buněčnými pasážemi ve studiích provedených Grandvuinetem  

a Steffansenem (2011), kteří si dokonce stanovili limit pro permeabilitu manitolu až  

5 x 10
-6

 cm/s. Dale a spol. (2006) uvedli hodnotu permeability manitolu  4 x 10
-6

 cm/s 

jako známku, že experimenty byly prováděny za vhodných podmínek. 

Vzhledem k tomu může být naše průměrná hodnota Papp manitolu ze všech 

experimentů (1,71 ± 0,55 x 10
-6

 cm/s) považována za srovnatelnou s obvyklými hodnotami 

Papp manitolu uváděnými v literatuře. Pro naše experimenty byly Caco-2 monovrstvy 

považovány za neporušené při Papp manitolu nižším než 2,5 x 10
-6

 cm/s.  
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5.3. Ambroxol 

VÝSLEDKY 

Viabilita buněk 

Ambroxol 1000 µmol/l mírně, ale statisticky významně, snížil viabilitu buněk  

(93,9 ± 1,5 %), avšak viabilita buněk byla stále více než 90 % (požadovaná viabilita). 

Rovněž byla otestována nižší koncentrace ambroxolu (300 µmol/l), která viabilitu buněk 

neovlivňovala (viz tab. 2 v 5.1.). 

 

Stanovení integrity monovrstvy 

Hodnota permeability fenolové červeně (Papp) po 1 h byla 0,82 ± 0,08 x 10
-6

 cm/s  

a procentuální kumulativní transport dosáhl 0,23 ± 0,08 %. 

Papp 
14

C manitolu (po 2 h) byl 2,26 ± 0,62 x 10
-6

 cm/s a procentuální kumulativní 

transport 1,63 ± 0,44 %. Návratnost
 14

C manitolu dosáhla 107 ± 2 %. Nebyl zaznamenán 

žádný vliv ambroxolu na Papp 
14

C manitolu (viz graf 1 v 5.2.). 

 

Transportní studie 

Kumulativní transport ambroxolu (nmol)  

Kumulativní transport ambroxolu (nmol) byl lineární do 2 h ve všech použitých 

koncentracích (graf 3) a byl závislý na dávce.  

 

 

Graf 3. Kumulativní transport ambroxolu v apikálně-basolaterálním (AP-BL, plná čára)  

a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH podmínek (pH 7,4/7,4 

AP/BL). Data jsou vyjádřena jako průměr ± SD. 
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Procentuální kumulativní transport ambroxolu (%) 

Procentuální kumulativní transport ambroxolu (100, 300 a 1000 µmol/l při pH 7,4; 

vyjádřený jako procento látky aplikované do donorového kompartmentu) dosahoval 

hodnot 19 - 33 % (graf 4). Procentuální transport byl o něco nižší v BL-AP směru  

ve srovnání s AP-BL transportem.  

 

 
Graf 4. Procentuální kumulativní transport ambroxolu za iso-pH (pH 7,4 AP/7,4 BL) podmínek. 

Data jsou vyjádřena jako průměr ± SD. 

 

Při použití pH-gradientu (pH 6 apikálně) se množství transportovaného ambroxolu 

(300 µmol/l) signifikantně snížilo a procentuální transport dosáhl pouze 3,7 ± 0,4 % vs. 

31,0 ± 2,7 % (pH-gradient vs. iso-pH podmínky). 

 

Koeficient permeability (Papp) a efluxní poměry (ER) 

Papp ambroxolu (graf 5) byl nezávislý na koncentraci v celém rozsahu testovaných 

koncentrací (100 - 1000 µmol/l) a dosahovala hodnot 43,1 - 45,9 x 10
-6

 cm/s pro koncent- 

race 300 a 1000 µmol/l a byl mírně nižší v koncentraci 100 µmol/l (37,7 x 10
-6

 cm/s). 

Nebyly zjištěny žádné rozdíly mezi Papp ambroxolu v obou směrech v dávkách 100, 300, 

1000 µmol/l a výpočtené efluxní poměry se pohybovaly kolem 1. Při pH 6 v donorovém 

apikálním kompartmentu se hodnota Papp ambroxolu snížila přibližně 8krát,  

tj. na 5,1 x 10
-6

 cm/s (graf 5). 
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Graf 5. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxní poměry (ER) ambroxolu za iso-pH podmínek 

(pH 7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na Papp ambroxolu. Každý sloupec 

reprezentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp). p < 0,05 vs. ambroxol 300 mol/l  

AP-BL, #p < 0,05 vs. ambroxol 300 mol/l BL-AP. Efflux ratio (ER) = Papp (BL-AP)/Papp (AP-BL).  
 

 

Rychlost prostupu (J) 

AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu byly téměř obdobné (2,6 a 2,3 nmol/min/cm
2
  

pro 1000 µmol/l). Rychlosti prostupu byly prostou lineární funkcí koncentrací ambroxolu, 

což naznačuje pasivní difúzi (graf 6). 

 

 
Graf 6. AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace ambroxolu.  
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Hodnocení paracelulárního transportu 

Paracelulární transport 
14

C manitolu (paracelulární marker) byl významně zvýšen 

(16krát) při použití HBSS bez Ca
2+

 (27,7 x 10
-6

 cm/s) ve srovnání s transportním médiem  

s Ca
2+

. Papp ambroxolu se však v obou směrech nezměnil (graf 7) a pohyboval se kolem 

43,0 x 10
-6

 cm/s.  

 

 
Graf 7. Vliv přítomnosti (+ Ca

2+
) nebo absence (- Ca

2+
) v transportním médiu na permeabilitu 

ambroxolu 300 mol/l (AP-BL a BL-AP) a 
14

C manitolu (AP-BL). Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  p < 0,05 vs. manitol + Ca
2+

, # p < 0,05 vs.  

manitol - Ca
2+

. 

 

Návratnost (%) 

Návratnost ambroxolu oscilovala kolem 90 - 95% pro oba směry transportu. 
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DISKUZE 

I přes dobře zdokumentované účinky a farmakokinetiku ambroxolu po perorálním 

podání existuje jen málo publikovaných údajů o transportních mechanismech ambroxolu. 

V našich Caco-2 transportních studiích byl transport ambroxolu sledován po dobu  

2 hodin (což odpovídá tmax ambroxolu u lidí; Vergin a spol. 1985) v AP-BL (absorpční), 

stejně jako v BL-AP (sekreční) směru, přičemž nebyl pozorován rozdíl v transportu v obou 

směrech. Kumulativní transport v závislosti na čase ukázal, že transport je lineární v čase  

v obou směrech, závislý na koncentraci a pH. Také obdobný kumulativní procentuální 

transport ve všech testovaných koncentracích ambroxolu (100 µmol/l, 300 µmol/l a 1000 

µmol/l) a v obou směrech transportu signalizoval pasivní, nesaturovatelný proces. 

Pozorované malé rozdíly (mírně nižší procentuální transport z BL než z AP kompartmentu) 

mohou být důsledkem rozdílných velikostí ploch AP a BL části monovrstvy a rozdílných 

objemů těchto kompartmentů. 

Naše výsledky obdobných hodnot Papp a ER (0,9 - 1) pro koncentrace ambroxolu  

(100 - 1000 µmol/l) společně se zjištěním obdobných rychlostí prostupu v obou sledo- 

vaných směrech naznačují pasivní difuzní mechanismus transportu ambroxolu přes Caco-2 

monovrstvu. 

Jelikož byl použit „hydrofilní“ ambroxol hydrochlorid, byla předpokládána možnost 

paracelulárního transportu. Avšak molekulová hmotnost ambroxolu hydrochloridu 414,6 je 

limitujícím faktorem pro tento typ transportu. Za hraniční molekulovou hmotnost  

pro Caco-2 monovrstvu se považuje 300 g/mol (Ungell a Karlsson 2003). Také vysoká 

hodnota Papp ambroxolu (45 x 10
-6

 cm/s) ukazovala na transcelulární transport. Obecně 

platí, že sloučeniny transportované pouze paracelulárně nejsou efektivně vstřebávány  

přes Caco-2 monovrstvu vzhledem k malé dostupné absorpční ploše a omezení 

způsobenému těsnými spoji (Ungell a Karlsson 2003). 

Stanovení paracelulární složky transportu v Caco-2 buňkách může být provedeno 

pomocí otevření těsných spojů za použití transportního média bez Ca
2+

 (Delie a Rubas 

1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Při použití tohoto média bez Ca
2+ 

došlo k významnému zvýšení Papp 
14

C manitolu (pozitivní kontrola pro paracelulární 

transport), ale Papp ambroxolu nebyl zvýšen. Vzhledem k tomuto faktu lze vyvodit závěr, 

že neexistuje žádný důkaz pro paracelulární mechanismus transportu ambroxolu. 

V našich pokusech jsme také studovali vliv pH na transport ambroxolu. Proměnné pH, 

jako jednoho z důležitých faktorů ovlivňující absorpci ionizovatelných látek v gastro- 

intestinálním traktu, se projevuje dvěma hlavními účinky na látky: 1) vliv na stupeň 
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disociace slabých elektrolytů, a tím ovlivnění pasivního prostupu látek, 2) vliv  

na vytvoření protonového gradientu jako hnací síly pro některé transportéry (Ungell  

a Karlsson 2003). Pasivní difúze ambroxolu (pKa=8,2) jako slabé báze byla výrazně 

snížena při pH 6 (snížení pH apikálně zvyšuje disociaci slabých bází). 

Získané výsledky z transportních studií tak ukazují na transcelulární transport 

ambroxolu, zprostředkovaný pasivní difúzí. 

Pokud jde o rozpustnost ambroxolu, rovnovážná rozpustnost ambroxolu (definovaná 

Yazdanianem a spol. 2004) byla 452 μg/ml (1085 μmol/l) v HBSS transportním médiu (pH 

7,4). Naše výsledky rozpustnosti závislé na dávce (definováno Yazdanianem a spol. 2004) 

stanovené podle FDA (Food and Drug Administration) pokynů týkajících se BCS zařadily 

ambroxol mezi vysoce rozpustné látky (Polli a spol. 2004), protože nejvyšší síla (60 mg) je 

rozpustná v 250 ml vody v rozsahu pH 1 - 7,5. 

Stanovená vysoká permeabilita ambroxolu společně s vysokou rozpustností umožňují 

klasifikovat ambroxol do I. třídy BCS.  

Část výsledků transportních studií s ambroxolem byla publikována (Štětinová a spol. 

2009; uvedeno v seznamu publikací). 
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5.4. 5-aminosalicylová kyselina (5-ASA) 

VÝSLEDKY 

Viabilita buněk 

5-aminosalicylová kyselina (5-ASA, 1000 µmol/l) neovlivnila viabilitu Caco-2 buněk 

ve srovnání s viabilitou buněk inkubovaných s transportním médiem (98,0 ± 0,7% vs.  

98,6 ± 0,5%, bez statistické významnosti) (tab. 2 v 5.1.). 

 

Stanovení integrity monovrstvy 

Hodnota Papp fenolové červeně po 1 h byla 0,64 ± 0,22 x 10
-6

 cm/s a procentuální 

kumulativní transport dosáhl 0,18 ± 0,06 %. 

Papp 
14

C manitolu po 2 hodinách byl 1,93 ± 0,10 x 10
-6

 cm/s a odpovídal procentuál- 

nímu kumulativnímu transportu 1,46 ± 0,01 %. 5-ASA 300 µmol/l a 1000 µmol/l 

neovlivňovala Papp 
14

C manitolu, tj. integritu monovrstvy (viz graf 1 v 5.2.). Pokud jde  

o inhibitory, pouze probenecid způsobil mírné nesignifikantní zhoršení integrity 

monovrstvy s vyšším transportem manitolu přes monovrstvu (viz graf 2 v 5.2.). 

 

A. Transportní studie  

Aa) Hodnocení transportu celkového množství 5-ASA (součet 5-ASA a intracelulárně 

tvořeného N-ac-5-ASA) 

 

Kumulativní transport celkového množství 5-ASA (nmol) 

Kumulativní transport celkového množství 5-ASA (nmol; graf 8) byl lineární  

do 120. min pro všechny testované koncentrace v obou směrech (AP-BL a BL-AP)  

s výjimkou AP-BL transportu v dávce 1000 µmol/l, kde byl transport lineární pouze  

do 90. min. BL-AP transport byl vyšší než AP-BL v koncentracích 300 a 1000 µmol/l a byl 

skoro stejný v koncentracích 10 a 100 µmol/l. 
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Graf 8. Kumulativní transport (nmol) 5-ASA (transport parentní látky (5-ASA) plus intracelulárně 

tvořeného metabolitu N-ac-5-ASA) v apikálně-basolaterálním (AP-BL, souvislá čára)  

a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH podmínek (pH 7,4/7,4). 

Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 monovrstvu. 

 
 

Procentuální kumulativní transport celkového množství 5-ASA (%) 

Transportované kumulativní množství 5-ASA (vyjádřeno jako procento z množství 

přidaného do donorového kompartmentu) bylo signifikantně vyšší v dávce 10 µmol/l  

v obou směrech (AP-BL a BL-AP), 2,10 ± 0,06 a 2,75 ± 1,04 % (graf 9). Procentuální 

transport 5-ASA 100 - 1000 µmol/l byl v rozmezí 0,48 - 0,93 % bez rozdílu mezi oběma 

směry. 

 

 
Graf 9. Procentuální kumulativní transport 5-ASA (transport parentní látky (5-ASA) plus 

intracelulárně tvořeného metabolitu N-ac-5-ASA) v apikálně-basolaterálním (AP-BL, souvislá 

čára) a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH podmínek (pH 

7,4/7,4). Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 monovrstvu. 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

0 30 60 90 120

K
u

m
u

la
ti

v
n

í 
tr

a
n

sp
o

rt
 (

n
m

o
l)

 

Čas (min) 

10 µmol/l AP-BL

100 µmol/l AP-BL

300 µmol/l AP-BL

1000 µmol/l AP-BL

10 µmol/l BL-AP

100 µmol/l BL-AP

300 µmol/l BL-AP

1000 µmol/l BL-AP

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

0 30 60 90 120

K
u

m
u

la
ti

v
n

í 
tr

a
n

sp
o

rt
 (

%
) 

Čas (min) 

10 µmol/l AP-BL

100 µmol/l AP-BL

300 µmol/l AP-BL

1000 µmol/l AP-BL

10 µmol/l BL-AP

100 µmol/l BL-AP

300 µmol/l BL-AP

1000 µmol/l BL-AP



   

74 

Koeficient permeability (Papp) a efluxní poměry (ER) 

Hodnoty Papp 5-ASA (graf 10) dosahovaly vyšších hodnot v BL-AP než v AP-BL 

směru ve všech použitých koncentracích (10, 100, 300 a 1000 µmol/l), ale rozdíly 

v transportu (AP-BL vs. BL-AP) byly statisticky významné pouze v dávce 10 µmol/l  

(2,87 vs. 4,97 x 10
-6

 cm/s). V dávce 100, 300 a 1000 µmol/l byly hodnoty Papp  

1,20 - 0,66 x 10
-6

 cm/s pro AP-BL transport a 1,32 - 1,04 x 10
-6

 cm/s v BL-AP směru, 

přičemž se hodnoty Papp snižovaly se zvyšující se dávkou 5-ASA. Papp byly výrazně nižší  

v dávkách 100, 300 a 1000 µmol/l ve srovnání s permeabilitou 5-ASA v dávce 10 µmol/l,  

a to jak v AP-BL, tak v BL-AP směru. Efluxní poměry (graf 10) byly téměř stejné pro dáv- 

ky 10, 300 a 1000 µmol/l (asi 1,7) a byly nejnižší v dávce 100 µmol/l (1,2). Papp 5-ASA 

(300 µmol/l, AP-BL) se mírně snížil na 0,6 x 10
-6

 cm/s při pH-gradientu (pH 6/7,4 AP/BL) 

vs. 1,0 x 10
-6

 cm/s za iso-pH podmínek (pH 7,4/7,4 AP/BL) (graf 10). 

 

 
Graf 10. Vliv koncentrace 5-ASA na permeabilitu a efluxní poměry (ER) za iso-pH podmínek  

(pH 7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na Papp 5-ASA. Každý sloupec repre- 

zentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp). p < 0,05 vs. 10 mol/l AP-BL, # p < 0,05 

vs. 10 mol/l BL-AP. Efflux ratio (ER) = Papp (BL-AP)/Papp (AP-BL). 

 

 

Rychlost prostupu (J) 

AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) 5-ASA byly vyneseny oproti 5-ASA 

koncentracím (graf 11). AP-BL rychlosti prostupu byly nižší než BL-AP rychlosti prostupu 

a nebyly jednoduchou lineární funkcí 5-ASA koncentrací, ale polynomickou funkcí 

koncentrací, což naznačuje saturovatelnost 5-ASA transportu (graf 11). 
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Graf 11. AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace 5-ASA. 

 

 

Hodnocení paracelulárního transportu 

Transport 
14

C manitolu (paracelulárního markeru) a také transport 5-ASA (AP-BL, 

300 µmol/l) byly signifikantně zvýšeny (8,73 a 46,8krát) při použití transportního média 

bez Ca
2+

 ve srovnání s použitím transportního média s Ca
2+

. Statisticky významný rozdíl 

byl dále pozorován mezi Papp 5-ASA a Papp 
14

C manitolu při použití transportního média 

bez Ca
2+ 

(graf 12). 

 

 
Graf 12. Vliv přítomnosti (+ Ca

2+
) nebo absence (- Ca

2+
) v transportním médiu na AP-BL 

permeabilitu 5-ASA (300 mol/l; transport parentní látky (5-ASA) plus intracelulárně vytvořeného 

metabolitu N-ac-5-ASA) a na AP-BL permeabilitu 
14

C manitolu (paracelulární marker). Každý 

sloupec reprezentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  p < 0,05 vs. manitol + Ca
2+

,  

# p < 0,05 vs. manitol - Ca
2+

, ‡p < 0,05 vs. 5-ASA AP-BL + Ca
2+

. 
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Návratnost (%) 

Návratnost 5-ASA definovaná jako naměřené množství 5-ASA (parentní látka 5-ASA 

a její metabolit N-ac-5-ASA) v apikálním a basolaterálním kompartmentu na konci pokusu 

vztažené k počátečnímu aplikovanému množství 5-ASA se značně lišila a průměrná 

hodnota návratnosti 5-ASA byla 109 ± 20 % pro oba směry transportu. 

 

 

Ab) Hodnocení transportu zvlášť 5-ASA a zvlášť intracelulárně tvořeného meta-

bolitu N-ac-5-ASA 

Procentuální kumulativní transport zvlášť parentní látky (5-ASA) a zvlášť jejího 

intracelulárně tvořeného metabolitu (N-ac-5-ASA) v obou směrech (AP-BL a BL-AP) 

shrnuje graf 13 (statistická analýza byla provedena pouze pro hodnoty na konci pokusu).  

 

  
Graf 13. Procentuální transport zvlášť 5-ASA a zvlášť intracelulárně tvořeného metabolitu  

N-ac-5-ASA, ve všech použitých koncentracích 5-ASA (10 - 1000 mol/l). AP-BL (apikálně-

basolaterální), BL-AP (basolaterálně-apikální) transport. Každý sloupec reprezentuje průměr ± 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 směru 

Transport 5-ASA byl vyšší v AP-BL vs. BL-AP směru ve všech použitých dávkách 

(10 - 1000 µmol/l; nesignifikantně), přičemž nejvyšší byl v dávce 10 µmol/l (přibližně  

2 %) a se zvyšující dávkou se transport snižoval až na přibližně 0,38 % (nejvyšší dávka,  

tj. 1000 µmol/l).  

 

Transport intracelulárně tvořeného metabolitu v AP-BL vs. BL-AP směru 

Transport metabolitu byl vyšší v BL-AP vs. AP-BL směru (0,21 - 1,00 % vs.  

0,04 - 0,10 %) se statistickou významností v dávce 10 a 300 µmol/l. Transport metabolitu 

v BL-AP směru byl nejvyšší v dávce 10 µmol/l (1,00 %) a nejnižší v dávce 1000 µmol/l 

(0,21 %). 

BL-AP transport metabolitu v dávce 10 µmol/l se statisticky významně lišil od BL-AP 

transportů metabolitu v ostatních dávkách (100, 300 a 1000 µmol/l; pro přehlednost není 

významnost v grafu 13 vyznačena), ale mezi BL-AP transporty metabolitu v dávkách  

(100, 300 a 1000 µmol/l) nebyl statisticky významný rozdíl. Zároveň se statisticky 

významně nelišily AP-BL transporty metabolitu ve všech použitých dávkách.  

 

Srovnání transportu 5-ASA a N-ac-5-ASA 

Procentuální kumulativní transport 5-ASA (parentní látka) byl signifikantně vyšší než 

transport metabolitu N-ac-5-ASA v AP-BL směru v dávkách 10 - 300 µmol/l  

a nesignifikantně v dávce 1000 µmol/l. Také v BL-AP směru byl kumulativní transport  

5-ASA vyšší než transport metabolitu N-ac-5-ASA se statistickou významností pouze 

v dávce 10 µmol/l. 

 

 

Ac) Hodnocení stanoveného množství metabolitu (N-ac-5-ASA) v donorovém a akcep-

torovém kompartmentu 

Naměřené hodnoty intracelulárně tvořeného metabolitu 5-ASA (N-ac-5-ASA)  

v donorovém a akceptorovém kompartmentu na konci experimentu (120. minuta)  

po podání 5-ASA (10 - 1000 µmol/l) do donorového kompartmentu jsou shrnuty v tab. 3.  

 

AP-BL transportní studie 5-ASA 

Při studiu AP-BL transportu 5-ASA (podání 5-ASA do apikálního (donorového) 

kompartmentu) byly zjištěny vyšší koncentrace N-ac-5-ASA v donorovém kompartmentu 
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ve srovnání s akceptorovým (basolaterálním) kompartmentem v koncentracích  

100 - 1000 µmol/l (tab. 3). V dávce 10 µmol/l nebyl metabolit stanoven ani v donorovém, 

ani v akceptorovém kompartmentu.  

 

BL-AP transportní studie 5-ASA 

Při studiu BL-AP transportu (podání 5-ASA do basolaterálního (donorového) 

kompartmentu) byly stanoveny vyšší koncentrace N-ac-5-ASA v donorovém 

kompartmentu (obdobně jako u AP-BL transportu) ve srovnání s akceptorovým 

(apikálním) kompartmentem v koncentracích 10 - 1000 µmol/l s jedinou výjimkou:  

v dávce 300 µmol/l byla koncentrace metabolitu vyšší v akceptorovém kompartmentu  

(tab. 3).  

 

Srovnání AP-BL vs. BL-AP transportů 

Při porovnání AP-BL a BL-AP transportů (z pohledu donorových a akceptorových 

kompartmentů) byly koncentrace metabolitu vyšší v donorových kompartmentech AP-BL 

vs. BL-AP směru (s výjimkou 10 µmol/l) a v akceptorových kompartmentech BL-AP 

směru ve srovnání s AP-BL transportem (tab. 3). 

 

 

Tabulka 3. Intracelulárně tvořený metabolit N-ac-5-ASA v donorovém a akceptorovém 

kompartmentu na konci AP-BL a BL-AP transportních studií (120. minuta) po aplikaci  

5-ASA (10 - 1000 µmol/l) do donorového kompartmentu. 

Transport 5-ASA AP-BL BL-AP 

N-ac-5-ASA - 120. min (µmol/l) D (AP) A (BL) D (BL) A (AP) 

10 µmol/l 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,01 0,13 ± 0,04 0,11 ± 0,08 

100 µmol/l 1,44 ± 0,12 0,06 ± 0,00 0,81 ± 0,26 0,37 ± 0,02 

300 µmol/l  1,88 ± 0,44 0,15 ± 0,01 0,18 ± 0,32 1,66 ± 0,11 

1000 µmol/l 4,57 ± 0,31 0,58 ± 0,06 3,26 ± 0,43 2,14 ± 0,14 
AP... apikální, BL... basolaterální, D... donorový kompartment, A... akceptorový kompartment. 

  



   

79 

B.  Transportní inhibiční studie 

V 5-ASA transportní inhibiční studii byl testován účinek 500 µmol/l indometacinu 

(MRP inhibitor) a 2000 µmol/l probenecidu (MRP a OATP inhibitor) k ověření možné 

účasti transportérů v 5-ASA transportu (OATP v „uptake“ transportu vlastní 5-ASA  

a MRP transportérů v efluxu N-ac-5-ASA). 

 

Ba) Vliv inhibitorů na transport celkového množství 5-ASA (součet parentní látky 

plus intracelulárně tvořeného metabolitu N-ac-5-ASA) 

Indometacin snižoval transport 5-ASA v obou směrech a pokles byl vyšší v nižší 

koncentraci 5-ASA (10 µmol/l), a to o asi 45 % u AP-BL a o 54 % u BL-AP transportu  

ve srovnání s 5-ASA (300 µmol/l) transportem s 15 - 20% poklesem v obou směrech  

(graf 14). Změny nebyly statisticky signifikantní a nebyly vyvolány působením 

indometacinu na integritu monovrstvy, protože indometacin nevyvolal změny v těsnosti 

„tight junctions“ (graf 2 v 5.2.). Probenecid způsobil signifikantní zvýšení AP-BL 

transportu 5-ASA (300 µmol/l), ale nevyvolal změny v BL-AP transportu 5-ASA (graf 14). 

Probenecid však slabě zvýšil transport manitolu (statisticky nesignifikantně) při studiu jeho 

účinku na integritu monovrstvy (graf 2 v 5.2.). 

 

 
Graf 14. Vliv inhibitorů transportérů (500 µmol/l indometacin a 2000 µmol/l probenecid) na  

5-ASA (10 a 300 µmol/l) permeabilitu (AP-BL a BL-AP) za iso-pH (pH 7,4/7,4 AP/BL) podmínek. 

Každý sloupec reprezentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp) vyjádřené jako procento 

Papp kontroly. * p < 0,05 vs. kontrola (5-ASA 10 nebo 300 µmol/l). 
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Bb) Vliv inhibitorů na procentuální transport zvlášť 5-ASA a zvlášť intracelulárně 

tvořeného N-ac-5-ASA  

Procentuální kumulativní transport zvlášť parentní látky 5-ASA a zvlášť jejího 

intracelulárně tvořeného metabolitu N-ac-5-ASA po podání inhibitoru do odpovídajícího 

donorového kompartmentu v AP-BL a BL-AP transportní studii je zobrazen v grafu 15, 16.  

Bohužel po podání 5-ASA (10 µmol/l) bez nebo s inhibitorem jak v AP-BL, tak  

BL-AP transportní studii nebyly naměřeny žádné hladiny N-ac-5-ASA (graf 15). V této 

koncentraci 5-ASA však indometacin snížil AP-BL a zvýšil BL-AP transport parentní 

látky. 

V dávce 300 µmol/l 5-ASA, indometacin neovlivnil AP-BL a BL-AP procentuální 

transport parentní látky (5-ASA), jak je ukázáno v grafu 15, avšak došlo ke snížení 

transportu intracelulárně tvořeného N-ac-5-ASA v obou směrech transportu. A také 

probenecid snížil transport N-ac-5-ASA v obou směrech po podání 5-ASA (300 µmol/l) 

(graf 16). 

 

  
Graf 15. Vliv indometacinu 500 µmol/l na procentuální kumulativní transport 5-ASA  

a N-ac-5-ASA po podání 5-ASA (10 a 300 µmol/l). 
 

 
Graf 16. Vliv probenecidu 2000 µmol/l na procentuální kumulativní transport 5-ASA  

a N-ac-5-ASA po podání 5-ASA (300 µmol/l). 
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Bc) Vliv inhibitorů na stanovený N-ac-5-ASA v donorovém a akceptorovém 

kompartmentu 

Stanovené hodnoty intracelulárně tvořeného metabolitu (N-ac-5-ASA) v donorovém  

a akceptorovém kompartmentu na konci experimentů (120. minuta) po podání 5-ASA  

ve dvou koncentracích (10 a 300 µmol/l) do donorového kompartmentu jsou znázorněny 

v tab. 4. Bohužel po podání 5-ASA 10 µmol/l nebyly naměřeny žádné hodnoty metabolitu 

(N-ac-5-ASA) v žádném kompartmentu (ani donorovém, ani akceptorovém) na konci  

AP-BL a BL-AP transportu 5-ASA. Také po přidání indometacinu k 300 µmol/l 5-ASA 

v obou směrech transportu, nebyl metabolit naměřen v žádném kompartmentu. Avšak 

probenecid snížil N-ac-5-ASA v donorovém a akceptorovém kompartmentu v obou 

transportních směrech (tab. 4). 

 

Tabulka 4. Vliv inhibitorů na N-ac-5-ASA stanovený v donorovém a akceptorovém 

kompartmentu po podání 5-ASA do donorového kompartmentu pro oba směry transportu 

(AP-BL a BL-AP). 

Transport 5-ASA AP-BL BL-AP 

N-ac-5-ASA ve 120. min 

(µmol/l) D (AP) A (BL) D (BL) A (AP) 

10 µmol/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 µmol/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... apikální, BL... basolaterální, D... donorový kompartment, A... akceptorový kompartment. 

 

 

C. Kumulativní studie 

Ke studiu vlivu inhibitorů na kumulaci 5-ASA v Caco-2 buňkách byla na konci 

transportních experimentů (120. minuta) provedena kumulativní studie. V Caco-2 buňkách 

však nebyla naměřena 5-ASA na konci žádné transportní studie (jak 10, tak 300 µmol/l)  

a také nebyl v buňkách naměřen N-ac-5-ASA po podání 5-ASA 10 µmol/l.   

Jak je znázorněno v tab. 5, indometacin a také probenecid způsobily kumulaci  

N-ac-5-ASA v buňkách. Buněčná kumulace N-ac-5-ASA byla vyšší po indometacinu vs. 
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probenecidu a byla vyšší v BL-AP vs. AP-BL transportu 5-ASA jak po podání 

indometacinu, tak probenecidu. 

 

Tabulka 5. Vliv inhibitorů na buněčnou kumulaci intracelulárně tvořeného N-ac-5-ASA  

v Caco-2 buňkách na konci 5-ASA transportních (AP-BL a BL-AP) studií - 120. minuta. 

N-ac-5-ASA  

(nmol/mg proteinu) AP-BL BL-AP 

300 µmol/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 Papp 5-ASA kolem 1 x 10
-6

 cm/s (100 - 1000 µmol/l) ukazují na nízkou 

permeabilitu 5-ASA. Rozpustnost 5-ASA bylo stanovena Tugcu-Demirözem a spol. (2004) 

a byla 9,37 ± 0,02 mg/ml vody při pH 7,4. Vzhledem k těmto hodnotám rozpustnosti,  

5-ASA může být považována za mírně rozpustnou podle semikvantitativního rozmezí 

rozpustnosti (Lipinski 2003). Vzhledem k nízké permeabilitě a nízké rozpustnosti by měla 

být 5-ASA zařazena do třídy IV BCS. 

Jelikož dosud byly publikovány rozporuplné výsledky in vitro pokusů studujících 

transport 5-ASA přes Caco-2 monovrstvu, cílem naší 5-ASA studie bylo přispět k určení  

5-ASA transportních mechanismů. Transport 5-ASA byl studován v širokém rozsahu 

koncentrací (10 - 1000 mol/l) v AP-BL a BL-AP směru po dobu 120 minut.  

Kumulativní transport celkové 5-ASA (stanovené jako transport parentní látky  

(5-ASA) a intracelulárně tvořeného N-acetyl metabolitu) byl lineární v čase (až do 120. 

minuty) v obou směrech, závislý na koncentraci a směru transportu s vyšším BL-AP než 

AP-BL transportem ve všech použitých koncentracích. Rychlosti prostupu (J) ukazovaly 

saturovatelnost 5-ASA transportu. Procentuální transport celkové 5-ASA byl nejvyšší  

v dávce 10 mol/l (více než 2 % v obou směrech) a byl vyšší v BL-AP než v AP-BL 

směru. V dávkách 100, 300 a 1000 mol/l procento transportu dosáhlo 0,5 - 1 %. Také 

Zhou a spol. (1999) ukázali rozdíl v procentuálním transportu v nízkých vs. ve vyšších 

dávkách, 10 - 20 % vs. 2 - 5 %. Naopak Xin a spol. (2006) referovali procentuální 

transport nezávislý na koncentraci 5-ASA (téměř stejné procento transportu v rozsahu 
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koncentrace (50 - 500 mol/l) s vyšším 5-ASA procentuálním transportem ve srovnání 

s našimi výsledky. Relativně prioritním výsledkem našich studií je potvrzující průkaz, že 

v námi použité Caco-2 monovrstvě dochází k metabolizaci 5-ASA na N-ac-5-ASA. 

Analýza procentuálního transportu zvlášť parentní látky 5-ASA a zvlášť jejího 

intracelulárně tvořeného metabolitu N-ac-5-ASA ukázala, že skutečný transport parentní 

látky je vyšší v AP-BL vs. BL-AP směru a závisí na koncentraci (nejvyšší transport 

v dávce 10 mol/l) v rozporu s větším BL-AP transportem celkové 5-ASA (jako součet 

transportu parentní látky plus metabolitu). To bylo způsobeno podstatně vyšším 

transportem N-ac-5-ASA v BL-AP vs. AP-BL směru, což naznačuje účast efluxních 

transportérů v transportu metabolitu z buňky do apikálního kompartmentu. V práci 

Yoshimury a spol. (2009) byl N-ac-5-ASA po apikálním podání 5-ASA (200 mol/l) 

transportován 5,3, 7,1, a 8,1krát více na apikální stranu než do basolaterálního 

kompartmentu během 1, 2, a 4-hodinové inkubace v Caco-2 buňkách pěstovaných 

v Transwell insertech. Tito autoři také ukázali, že apikální eflux N-ac-5-ASA je snížen 

inhibicí MRP transportérů umístěných na apikální membráně Caco-2 buněk, protože byl 

pozorován pokles N-ac-5-ASA apikálního efluxu a zvýšení N-ac-5-ASA buněčné 

kumulace po působení MK571 a indometacinu (inhibitory MRP), ale ne po působení 

chinidinu, cyklosporinu (inhibitory P-glykoproteinu) a mitoxantronu (substrát BCRP). 

Také v našem experimentu byl N-ac-5-ASA transportován ve větším rozsahu do apikálního 

než do basolaterálního kompartmentu, a to 24, 15 a 8krát pro dávky 100, 300 a 1000 

mol/l v AP-BL transportní studii (2-hodinová inkubace), což naznačuje saturaci 

apikálního efluxu nebo saturaci tvorby metabolitu. Na rozdíl od Zhou a spol. (1999) jsme 

stanovili N-ac-5-ASA také v basolaterálním kompartmentu po podání 5-ASA buď  

do apikálního nebo basolaterálního kompartmentu při studiu AP-BL a BL-AP transportu. 

Také Yoshimura a spol. (2009) naměřili N-ac-5-ASA jak v apikálním, tak basolaterálním 

kompartmentu na konci AP-BL transportní studie, což by mohlo být způsobeno citlivostí 

analytické metody. 

Pokud jde o permeabilitu celkové 5-ASA byly nejvyšší hodnoty Papp dosaženy v dávce 

10 mol/l se statisticky významně vyšším BL-AP vs. AP-BL transportem (5,0 vs.  

2,9 x 10
-6

 cm/s. Kdežto ve vyšších koncentracích (100 - 1000 mol/l) byly Papp nižší (asi 

1,2 x 10
-6

 cm/s) bez statisticky významného rozdílu mezi oběma směry. Efluxní poměry 

(ER; poměr stanovující potenciální interakci látky s buněčným efluxním transportérem) 

kolem 1,7 jsou však hraniční pro definici zapojení aktivního efluxu (Yazdanian a spol. 
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2004, Yu a Zeng 2007). Analogická hodnota efluxního poměru 5-ASA (100 mol/l) byla 

zaznamenána Liangem a spol. (2000), kteří uvádějí, že 5-ASA není substrátem efluxních 

transportérů. A také Xin a spol. (2006) uvedli, že střevní sekrece 5-ASA pozorovaná  

in vivo není pravděpodobně zprostředkována efluxními transportéry P-gp nebo MRP2. 

Avšak naše pokusy ve shodě s Yoshimurou a spol. (2009) také naznačují eflux  

N-ac-5-ASA (prostřednictvím MRP2, které by mohly být molekulárním mechanismem 

sekrece N-ac-5-ASA do střevního lumen). Také některé klinické studie ukázaly, že tento 

metabolit je vylučován zpět z enterocytů do střevního lumen (Goebell a spol. 1993, Layer  

a spol. 1995). 

Po detailní analýze procentuálního transportu samotné 5-ASA vs. N-Ac-5-ASA je 

zřejmé, že transport parentní látky klesá se stoupající dávkou a v dávce 10 - 100 mol/l je 

AP-BL procentuální transport vyšší (vs. BL-AP), což může naznačovat transepiteliální 

transport vlastní 5-ASA zprostředkovaný transportérem. König a spol. (2011) ukázali, že 

intracelulární kumulace 5-ASA (20 mol/l), kterou studovali pomocí lidských 

embryonálních ledvinových buněk stabilně exprimujících „uptake“ transportéry z rodiny 

OATP (polypeptidy transportující organické anionty), je těmito transportéry 

zprostředkována. Převaha pasivního transportu ve vyšších dávkách je pravděpodobná 

vzhledem k tomu, že procentuální transport vlastní 5-ASA byl téměř stejný v AP-BL a  

BL-AP směru. S ohledem na fyzikálně-chemické vlastnosti 5-ASA (Zhou a spol. 1999) se 

zdá být pasivní transepiteliální transport přes vodné paracelulární prostory více 

pravděpodobný než přes lipidovou membránu. 

Ke zhodnocení potenciální paracelulární složky transportu 5-ASA v Caco-2 buňkách 

bylo pro otevření těsných spojů použito transportní médium bez Ca
2+

 (Delie a Rubas 1997, 

Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Při použití tohoto média, Papp  

14
C manitolu (pozitivní kontrola pro paracelulární transport) byl významně zvýšen a také 

Papp 5-ASA (300 mol/l) byl významně zvýšen, což je důkazem paracelulární komponenty 

5-ASA transportu. 

Ke studiu vlivu pH byla provedena transportní studie s 5-ASA (300 µmol/l) za iso-pH 

(7,4/7,4) podmínek a při pH-gradientu (6,0/7,4) v AP-BL směru. Transport 5-ASA se 

vlivem pH-gradientu mírně snížil, ale výsledky mohou být nejednoznačné, protože 5-ASA 

je zwitterion (obojetný iont) a patří mezi tzv. amfolyty (amfoterní elektrolyty, které se 

mohou chovat jako kyselina nebo jako zásada) za fyziologického pH s pKa1 = 2,3,  

pKa2 = 5,4, pKa3 = 13,6. A proto predikce konečného efektu pH-gradientu je obtížná, 
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neboť výsledný efekt je ovlivněn stupněm disociace podle pH a pKa a případné dominance 

příslušné chemické skupiny 5-ASA. 

Shrneme-li výše uvedené výsledky a interpretace: transport celkového množství  

5-ASA (parentní látka a intracelulárně tvořený N-acetyl metabolit) byl lineární v čase, 

závislý na koncentraci a směru transportu. Vyšší BL-AP (sekreční) transport byl způsoben 

především vyšším transportem metabolitu (což naznačuje efluxní transport metabolitu). 

Transport vlastní 5-ASA (parentní látka) je saturabilní (transepiteliální zprostředkovaný 

transportérem) při nízkých dávkách, který je převážen pasivním paracelulárním procesem 

ve vyšších dávkách, což bylo potvrzeno zvýšeným transportem 5-ASA pomocí 

transportního média bez Ca
2+

. To znamená, že transport 5-ASA je koordinací několika 

procesů, které jdou ve stejném nebo v opačném směru a jsou závislé na koncentraci  

5-ASA, a jsou dále komplikovány intracelulární tvorbou metabolitu a jeho transportem. 

Pro studium možné účasti transportérů v transportu 5-ASA (OATP v „uptake“ 

transportu vlastní 5-ASA a MRP transportérů při efluxu N-ac-5-ASA) byly použity  

500 µmol/l indometacin (inhibitor MRP) a 2000 µmol/l probenecid (MRP a OATP 

inhibitor) v inhibiční transportní studii s 5-ASA (10 a 300 µmol/l). Koncentrace 5-ASA 

pro transportní inhibiční studie byly vybrány na základě provedených transportních studií,  

i přesto však nebyly v odebraných vzorcích u těchto inhibičních studií detekovatelné 

hladiny metabolitu N-ac-5-ASA v dávce 5-ASA 10 µmol/l (v transportní studii s 10 µmol/l 

5-ASA byl metabolit ve vzorcích naměřen). Existují dvě možná vysvětlení: vysoká 

variabilita chování 5-ASA známá také z bioekvivalenčních studií nebo variabilita  

v analytické části studie. Proto v této dávce i přes naše očekávání nebylo možné ukázat 

inhibiční účinek indometacinu na eflux metabolitu z Caco-2 buněk, tj. snížení BL-AP 

transportu buď samostatně nebo i se snížení transportu celkové 5-ASA, a tím zvýšení 

kumulace metabolitu v buňkách.  

Avšak v případě 5-ASA 300 µmol/l indometacin vyvolal snížení transportu celkové  

5-ASA o 15 - 20 % v obou směrech (nesignifikantně) a probenecid způsobil výrazný nárůst 

AP-BL transportu 5-ASA, ale žádnou změnu v BL-AP transportu. Vzhledem k tomu, že 

bylo pozorováno mírné nesignifikantní zvýšení transportu manitolu při hodnocení vlivu 

probenecidu na integritu monovrstvy, může zvýšení 5-ASA transportu reflektovat zvýšení 

paracelulárního prostupu. Vzhledem k tomu, že se BL membrána udává jako více citlivá 

k různým vlivům (Balimane a spol. 2006), bychom však očekávali i nárůst BL-AP 

transportu působením probenecidu, což se ovšem nestalo. 
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Kromě zvýšení AP-BL transportu 5-ASA způsobeného probenecidem, pozorované 

změny neměly žádný jednoznačný trend, také proto, že transport 5-ASA je výsledkem řady 

dějů: vychytávání (uptake) parentní látky, efluxu metabolitu N-ac-5-ASA a možného vlivu 

inhibitorů na 5-ASA metabolismus se změnami v tvorbě N-ac-5-ASA. Výrazný nárůst  

AP-BL transportu 5-ASA způsobený probenecidem byl v rozporu s naším očekáváním, 

které vycházelo z předpokladu, že probenecid blokuje OATP zprostředkovaný uptake  

5-ASA (Crowe a Lemaire 1998), a tím v konečném důsledku vede ke snížení celkového 

AP-BL transportu 5-ASA. Musíme vzít ale také v úvahu blokádu MRP transportérů  

a snížení efluxu metabolitu na apikální membráně. Blokáda MRP pravděpodobně 

převážila, a proto bylo pozorováno zvýšení AP-BL transportu také s ohledem na vyšší 

MRP než OATP expresi v Caco-2 buňkách (Hayeshi a spol. 2008). Ale se snížením efluxu 

metabolitu byl očekáván nárůst BL-AP transportu 5-ASA, k čemuž však v našich 

experimentech nedošlo. 

K objasnění účinku inhibitorů na apikální uptake 5-ASA (OATP) a apikální nebo 

basolaterální eflux metabolitu (MRP) byla provedena detailní analýza procentuálního 

kumulativního transportu zvlášť 5-ASA (300 µmol) a zvlášť intracelulárně tvořeného  

N-ac-5-ASA. Podle očekávání indometacin nezměnil transport parentní látky v obou 

směrech a v souladu s naším přepokladem došlo ke snížení transportu N-ac-5-ASA v  

BL-AP směru. Avšak i přes očekávaný nárůst N-ac-5-ASA transportu v AP-BL směru, 

došlo k poklesu transportu N-ac-5-ASA v tomto směru, což by mohlo být způsobeno 

inhibicí MRP transportérů na basolaterální membráně (MRP 2,4 na apikální membráně vs. 

MRP 1,3,4,5 na basolaterální membráně Caco-2 buněk; Pang 2003, Ho a Kim 2005, 

Takano a spol. 2006, Nakamura a spol. 2008, Shugarts a Benet 2009, Oostendorp a spol. 

2009). Také probenecid snížil N-ac-5-ASA transport v obou směrech a mírně zvýšil  

5-ASA transport v AP-BL směr, který korespondoval se zvýšením Papp celkové 5-ASA  

v AP-BL směru (viz výše). Pro vysvětlení snížení AP-BL transportu N-ac-5-ASA  

po působení probenecidu lze použít stejné argumenty jako v případě indometacinu (MRP 

inhibice na basolaterální membráně). 

Jediná publikovaná studie (Yoshimura a spol. 2009) týkající se efluxu intracelulárně 

tvořeného N-ac-5-ASA po inkubaci Caco-2 buněk s 5-ASA (200 µmol/l) přidané do api- 

kálního kompartmentu ukázala pokles apikální efluxu N-ac-5-ASA a zvýšení 

basolaterálního efluxu N-ac-5-ASA v přítomnosti MK571 (inhibitor MRP) spolu se 

snížením poměru apikálního a basolaterálního efluxu N-ac-5-ASA (z 7,07 na 1,50  

v přítomnosti inhibitoru). V našich experimentech jsme pozorovali snížení apikálního 
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efluxu N-ac-5-ASA, avšak bez zvýšení basolaterálního efluxu N-ac-5-ASA a konečný 

poměr apikálního a basolaterálního efluxu byl také snížen v přítomnosti probenecidu 

(MRP inhibitor). V případě indometacinu N-ac-5-ASA nebyl naměřen ani v donorovém, 

ani v akceptorovém kompartmentu u AP-BL a BL-AP transportu. 

Podobně ve studii provedené Prime-Chapmanem a spol. (2004) byla probenecidem 

(1000 µmol/l) vyvolána inhibice jak apikálního, tak basolaterálního efluxu kalceinu 

(fluorescenční sonda pro stanovení MRP efluxní činnosti v Caco-2 buňkách).  

U indometacinu (500 µmol/l) byl však apikální eflux kalceinu snížen bez významného 

snížení basolaterálního efluxu kalceinu. Avšak jak indometacin, tak probenecid vedly  

ke zvýšení retence kalceinu buňkami. To by mohlo souviset s rozdílnou expresí MRP 

transportérů (MRP1-6) na apikální nebo basolaterální membráně a také s jejich různou 

expresí v Caco-2 buňkách - exprese podle studie Prime-Chapmana a spol. (2004) 

MRP2MRP6>MRP4MRP3>MRP1=MRP5. 

Také v našich pokusech stanovený pokles efluxu N-ac-5-ASA z buněk v přítomnosti 

inhibitorů odpovídal zvýšené kumulaci metabolitů v buňkách (indometacin dokonce více 

než probenecid). Tyto výsledky kumulace jsou tak v souladu s našimi předpoklady: 

1) AP-BL transport: 

a) probenecid (MRP a OATP inhibitor) by mohl mít vliv na kumulaci N-ac-5-ASA  

v buňkách dvěma možnými způsoby: i) pravděpodobněji zvýšením jeho hromadění 

inhibicí MRP zprostředkovaného AP a BL efluxu N-ac-5-ASA z buněk, ale je třeba 

vzít v úvahu také opačný efekt, tj. ii) snížený uptake buňkami (inhibice OATP 

vychytávání 5-ASA, které však nebylo potvrzeno v 5-ASA inhibiční studii, jak bylo 

diskutováno výše) s následným snížením intracelulární tvorby N-ac-5-ASA (tj. snížená 

kumulace). 

b) V případě indometacinu přichází v úvahu pouze inhibice MRP zprostředkovaného AP 

a BL efluxu N-ac-5-ASA (tj. zvýšení kumulace). 

2) BL-AP transport: 

a) očekával se stejný účinek obou inhibitorů (probenecidu a indometacinu) se zvýšením 

kumulace N-ac-5-ASA (inhibice MRPs zprostředkovaného efluxu na AP a BL 

membráně). 

Stejný účinek indometacinu na buněčnou kumulaci (na koncentraci závislé zvýšení) 

bylo prokázáno Yoshimurou a spol. (2009). Na rozdíl od této studie (Yoshimura a spol. 

2009) s 6,3 % N-ac-5-ASA kumulovaného uvnitř buněk po 2-hodinové inkubaci s 5-ASA 

bez inhibitorů, v našem experimentu nebyl N-ac-5-ASA v nepřítomnosti inhibitorů 
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v buňkách naměřen. Tento rozdíl by mohl být způsoben rozdíly v použité metodě, protože 

Yoshimura a spol. (2009) použili 35 mm misky pro tkáňové kultury na rozdíl od Transwell 

insertů 11 mm (průměr) použitých v našich experimentech. 

Zdá se tedy, že naše výsledky potvrdily hypotézu, že intracelulárně tvořený metabolit 

(N-ac-5-ASA) je čerpán z Caco-2 buněk MRP transportéry, přitom však OATP 

zprostředkovaný uptake 5-ASA nebyl potvrzen. Z toho vyplývá, že jsou potřebné další 

studie se specifičtějšími inhibitory nebo s kombinací inhibitorů aplikovaných zároveň. 

Dále by měl být nižší detekční limit analytické metody (HPLC) nebo by mělo být zváženo 

použití HPLC-MS (kapalinová chromatografie-hmotnostní spektrometrie), aby mohla být 

v dalších studiích použita i koncentrace 5-ASA 10 µmol/l, vzhledem k tomu, že u této 

koncentrace byl v transportních studiích viděn rozdíl v AP-BL a BL-AP transportu 

parentní látky (OATP uptake) a výraznější rozdíl v celkovém AP-BL vs. BL-AP 

transportu, vyšší % transportované 5-ASA v této dávce. Pro kumulativní studie by bylo 

lepší použít vyšší dávky 5-ASA a zvážit oddělení kumulačních experimentů od trans- 

portních studií k dosažení vyšší koncentrace v buňkách a také pro možnost stanovení 

parentní látky a metabolitu v médiu jako ve studii Yoshimury a spol. (2009). 

Část výsledků transportních studií s 5-ASA byla přijata k opublikování (Smetanová  

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

VÝSLEDKY 

Viabilita buněk 

Atenolol v dávce 1000 µmol/l snižoval viabilitu buněk (93,2 ± 2,8 %), ale tento pokles 

nebyl signifikantní a viabilita buněk nebyla nižší než požadovaných 90 %. Následně byla 

testována i nižší koncentrace atenololu (300 µmol/l) a tato dávka neovlivnila viabilitu 

Caco-2 buněk (tab. 2 v 5.1.). 

 

Stanovení integrity monovrstvy 

Hodnota Papp fenolové červeně po 1 h byla 0,52 ± 0,25 x 10
-6

 cm/s a procentuální 

kumulativní transport dosáhl 0,14 ± 0,07 %.  

Papp 
14

C manitolu po 2 h byl 1,32 ± 0,36 x 10
-6

 cm/s a korespondoval s procentuálním 

kumulativním transportem 0,95 ± 0,26 %. Návratnost 
14

C manitolu byla 101 ± 4 %. 

Atenolol neměl vliv na Papp 
14

C manitolu (viz graf 1 v 5.2.). 

 

Transportní studie 

Kumulativní transport atenololu (nmol) 

Kumulativní transport atenololu (graf 17) byl lineární až do 120. min ve všech 

studovaných koncentracích (10 - 1000 µmol/l) v obou směrech (AP-BL a BL-AP), přičemž 

AP-BL transport byl o něco vyšší než BL-AP transport ve všech použitých koncentracích. 

 

 
Graf 17. Kumulativní transport (nmol) atenololu v apikálně-basolaterálním (AP-BL, souvislá čára) 

a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH (pH 7,4/7,4) podmínek. 

Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 monovrstvu. 
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Procentuální kumulativní transport atenololu (%) 

Transportované kumulativní množství atenololu (10, 100, 300 a 1000 µmol/l; 

vyjádřené jako procento množství aplikovaného do donorového kompartmentu) 

dosahovalo 0,47 - 0,88 % (graf 18). Procentuální transport v BL-AP směru byl o něco nižší 

než AP-BL transport, a to ve všech použitých koncentracích. Procentuální transport se 

snižoval s rostoucí koncentrací atenololu v obou směrech. Použití pH-gradientu (pH 6/7,4 

AP/BL) nezměnilo transportované množství atenololu a procentuální transport dosáhl  

0,65 %. 

 

 
Graf 18. Procentuální kumulativní transport atenololu v apikálně-basolaterálním (AP-BL, souvislá 

čára) a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH (pH 7,4/7,4) 

podmínek. Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 

monovrstvu. 

 

 

Koeficient permeability (Papp) a efluxní poměry (ER) 

Hodnoty permeability atenololu (graf 19) dosahovaly hodnot kolem 1 x 10
-6

 cm/s  

ve všech použitých dávkách a obou směrech transportu (AP-BL a BL-AP). Papp byly o něco 

vyšší v AP-BL vs. BL-AP směru ve všech použitých koncentracích (10, 100, 300 a 1000 

µmol/l) bez statistické významnosti. Nejnižší Papp byly nalezeny v dávce 10 µmol/l, a to 

0,77 ± 0,12 x 10
-6

 cm/s a 0,65 ± 0,03 x 10
-6

 cm/s pro AP-BL a BL-AP směr, ve srovnání 

s 1,16 a 1,22 x 10
-6 

cm/s v dávce 300 a 1000 µmol/l pro AP-BL transport a Papp kolem  

0,90 x 10
-6 

cm/s pro tyto dávky u BL-AP transportu. Efluxní poměry (graf 19) byly skoro 

stejné pro všechny použité dávky 10, 100, 300 a 1000 µmol/l (0,86, 1,00, 0,85 a 1,09),  
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tj. oscilovaly kolem 1,0. Při pH-gradientu (pH 6 apikálně) se Papp atenololu (300 µmol/l) 

snížil (nesignifikantně) na 0,90 ± 0,08 vs. 1,16 ± 0,34 x 10
-6 

cm/s (za iso-pH podmínek). 

 

 
Graf 19. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxní poměry (ER) atenololu za iso-pH (pH 7,4/7,4 

AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na Papp atenololu. Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp). Efflux ratio (ER) = Papp (BL-AP)/Papp (AP-BL).  

 

 

Rychlost prostupu (J) 

BL-AP rychlosti prostupu atenololu byly nižší než AP-BL rychlosti prostupu a byly 

jednoduchou lineární funkcí koncentrace atenololu (graf 20).  

 

 
Graf 20. Rychlost prostupu (J) vs. koncentrace atenololu. AP-BL (apikálně-basolaterální); BL-AP 

(basolaterálně-apikální).  
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Hodnocení paracelulárního transportu 

Transport 
14

C manitolu (paracelulární marker) byl signifikantně zvýšen (13krát) při 

použití transportního média bez Ca
2+

 (na 20,3 x 10
-6

 cm/s) ve srovnání s transportním 

médiem s Ca
2+ 

(1,6 x 10
-6

 cm/s). Také Papp atenololu (300 mol/l) byl statisticky 

signifikantně zvýšen v nepřítomnosti Ca
2+

 v obou směrech transportu (graf 21). V AP-BL 

směru se Papp atenololu zvýšil 19krát (1,1 vs. 20,4 x 10
-6

 cm/s) a v BL-AP směru bylo 

zaznamenáno 14násobné zvýšení Papp atenololu (1,7 vs. 24,1 x 10
-6

 cm/s) při použití 

transportního média s Ca
2+ 

vs. bez Ca
2+

. V nepřítomnosti Ca
2+ 

byl pozorován statisticky 

významný rozdíl v transportu atenololu v AP-BL vs. BL-AP směru. 

 

 
Graf 21. Vliv přítomnosti (+ Ca

2+
) nebo absence (- Ca

2+
) v transportním médiu na permeabilitu 

atenololu 300 mol/l (AP-BL a BL-AP) a 
14

C manitolu (AP-BL). Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  p < 0,05 vs. manitol + Ca
2+

, ‡ p < 0,05 vs. atenolol  

AP-BL + Ca
2+

, § p < 0,05 vs. atenolol BL-AP + Ca
2+

, ¶ p < 0,05 vs. atenolol AP-BL - Ca
2+

. 

 

 

Návratnost (%) 

Návratnost atenololu byla 97 - 111 % pro oba směry transportu.  
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DISKUZE 

Kumulativní transport atenololu byl lineární v čase a nezávislý na koncentraci a směru 

transportu. Stanovený procentuální kumulativní transport atenololu (0,47 - 0,88 %) byl 

mírně nižší v BL-AP než AP-BL směru ve všech použitých koncentracích. Tyto malé 

pozorované rozdíly mohou být důsledkem rozdílů v povrchových oblastech apikální  

a basolaterální strany monovrstvy a objemových rozdílů donorových kompartmentů. 

Hodnoty kumulativního a kumulativního procentuálního transportu atenololu společně  

s lineárním průběhem rychlosti prostupu (J) naznačují pasivní mechanismus transportu, 

přičemž hodnoty obou transportů byly výrazně nižší ve srovnání s transportem látek  

s pasivním transcelulárním prostupem, např. ambroxol a kofein. 

Atenolol je považován za látku s nízkou permeabilitou (Knipp a spol. 1997, Rege  

a spol. 2001, Yazdanian a spol. 2004, Masungi a spol. 2004), jak bylo rovněž potvrzeno  

v našich experimentech s koeficientem permeability (Papp) atenololu kolem  

1,0 (0,65 - 1,22 ) x 10
-6

 cm/s pro všechny použité koncentrace (10 - 1000 µmol/l) v obou 

směrech. V literatuře lze najít poměrně široký rozsah koeficientů permeability atenololu  

v AP-BL směru, a to od 0,2 x 10
-6

 cm/s (Artursson 1990, Hilgendorf a spol. 2000), přes  

0,4 x 10
-6

 cm/s (Yamashita a spol. 2000), 0,6 x 10
-6

 cm/s (Lennernäs 1998, Rege a spol. 

2001), 0,8 ± 0,3 x 10
-6

 cm/s (Catalioto a spol. 2008), 1,67 ± 0,16 x 10
-6

 cm/s (Knipp a spol. 

1997) po 3,3 ± 0,4 x 10
-6

 cm/s (Irvine a spol. 1999). Yazdanian a spol. (2004) stanovili 

koeficient permeability atenololu v obou AP-BL i BL-AP směrech, a to 1,57 ± 0,25  

a 1,90 ± 0,30 x 10
-6

 cm/s. Na rozdíl od našich výsledků však naměřili vyšší BL-AP než 

AP-BL transport. 

Vypočítané efluxní poměry se pohybovaly kolem 1,0 a jsou dalším potvrzením, že 

v transportu atenololu se neúčastní buněčné efluxní pumpy, tj. že nejsou zapojeny aktivní 

mechanismy transportu. Naše výsledky efluxních poměrů jsou ve shodě s Yazdanian  

a spol. (2004), kteří vyloučili afinitu atenololu k buněčným efluxním pumpám (ER = 1,2). 

Nízká permeabilita atenololu je v souladu s uváděnou perorální absorpcí cca 50 % 

(Lennernäs 1998, Vogelpoel a spol. 2004). 

K potvrzení předpokládaného paracelulárního mechanismu v transportu atenololu přes 

Caco-2 buňky bylo využito transportního média bez Ca
2+

 s otevřením „tight junctions“ 

(Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Při použití tohoto 

média došlo k výraznému zvýšení Papp 
14

C manitolu (pozitivní kontrola pro paracelulární 

transport), a to 13krát, a Papp atenololu (300 mol/l) se také významně zvýšil 19 a 14krát  

v AP-BL a BL-AP směru, což představuje důkaz paracelulárního transportu. Podle 
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Vogelpoela a spol. (2004) rozdíly v extracelulárních koncentracích Ca
2+

 mohou vést  

ke změně integrity buněčných struktur, což způsobuje změnu v paracelulární permeabilitě 

atenololu. Artursson a Magnusson (1990) uvedli 7násobné zvýšení permeability atenololu 

při snížení koncentrace (volného) extracelulárního Ca
2+

. Jejich závěrem bylo, že atenolol je 

hydrofilní látka, která je transportována přes paracelulární prostory s těsnými spoji. 

Spolu s manitolem je atenolol často používán jako paracelulární marker v Caco-2 

experimentech (Hilgendorf a spol. 2000, Catalioto a spol. 2008). Rege a spol. (2001) 

uvedli téměř stejné hodnoty Papp manitolu a atenololu 0,67 ± 0,03 a 0,59 ± 0,04 x 10
-6

 cm/s. 

Také Hilgendorf a spol. (2000) stanovili obdobné hodnoty Papp jak pro manitol, tak pro 

atenolol (0,10 ± 0,01 vs. 0,19 ± 0,02 x 10
-6

 cm/s). Knipp a spol. (1997) však stanovili lehce 

rozdílné Papp atenololu (400 µmol/l) 1,67 ± 0,16 vs. Papp manitolu 0,24 ± 0,01 x 10
-6

 cm/s. 

Stejně jako Knipp a spol. (1997) také Yazdanianem a spol. (2004) uvedli rozdíl mezi 

permeabilitou atenololu a manitolu téměř o jeden řád, 1,57 vs. 0,18 x 10
-6

 cm/s pro AP-BL 

směr a 1,90 vs. 0,16 x 10
-6

 cm/s pro BL-AP směr. 

V našich pokusech byl také studován vliv pH jako faktoru ovlivňujícího absorpci 

ionizovatelných látek v gastrointestinálním traktu. Transportované množství atenololu  

(300 µmol/l), slabé báze (Rege a spol. 2001, Neuhoff a spol. 2003), mírně pokleslo. 

Procentuální transport dosáhl 0,65 % vs. 0,83 % a Papp atenololu byl 0,90 a 1,16 x 10
-6

 

cm/s při pH-gradientu (pH 6/7,4 AP/BL) vs. za iso-pH (pH 7,4/7,4 AP/BL) podmínek. 

Tento pokles byl však velmi nízký a nesignifikantní na rozdíl od transportu slabých bází 

prostupujících pasivní transcelulární difuzí, např. ambroxolu, kde došlo k enormnímu 

snížení transportovaného množství při pH 6 (snížení pH apikálně zvyšuje disociaci slabých 

bází). Obdobné výsledky uvádějí Yamashita a spol. (2000), kteří zařadili atenolol jako 

látku typu 2 (vyšší permeabilita při stejném pH), protože Papp atenololu (100 µmol/l) byl 

0,19 ± 0,02 vs. 0,40 ± 0,01 x 10
-6

 cm/s při pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL) vs. iso-pH 

podmínky (pH 7,4 AP/7,4 BL). Analogické výsledky byly rovněž publikovány Adsonem  

a spol. (1995) s permeabilitou atenololu 1,1 vs. 1,3 x 10
-6

 cm/s při pH 6,5 vs. pH 7,4 api- 

kálně (basolaterálně 7,4). Neuhoff a spol. (2003) studovali permeabilitu atenololu v zá- 

vislosti na pH, přičemž transport atenololu poklesl z 2,31 ± 0,09 na 0,30 ± 0,08 x 10
-6

 cm/s 

v AP-BL směru a transport v BL-AP směru nebyl ovlivněn při snížení apikálního pH z pH 

8,0 na 5,0. 

Pokud jde o rozpustnost atenololu, vzhledem k hodnotě pKa atenololu 9,6 lze očekávat 

dostatečnou rozpustnost atenololu za neutrálních podmínek. Vogelpoel a spol. (2004) 

uvedli, že nejvyšší síla lékového přípravku se rozpustila v asi 25 ml vody při pH 7,4, 
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přičemž podle pokynů FDA (2000) je „vysoce rozpustný“ definováno jako nejvyšší dávka 

rozpustná v 250 ml nebo méně. I přes omezené informace s ohledem na rozpustnost 

atenololu při různých pH lze předpokládat, že rozpustnost atenololu není omezujícím 

faktorem při vstřebávání atenololu z gastrointestinálního traktu (Vogelpoel a spol. 2004). 

Vzhledem k získaným údajům lze atenolol s vysokou rozpustností a nízkou 

permeabilitou zařadit do BCS třídy III. 
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5.6. Kofein 

VÝSLEDKY 

Viabilita buněk 

Kofein v koncentraci 10000 µmol/l neovlivnil viabilitu Caco-2 buněk ve srovnání 

s viabilitou buněk inkubovaných s transportním médiem (98,0 ± 0,3 % vs. 98,6 ± 0,5 %, 

tab. 2 v 5.1.).  

 

Stanovení integrity monovrstvy 

Hodnota permeability (Papp) fenolové červeně byla 1,3 ± 0,7 x 10
-6

 cm/s a procentuální 

kumulativní transport fenolové červeně dosáhl 0,4 ± 0,2 % po 1-hodinové inkubaci. 

Integrity monovrstvy byla zkontrolována; Papp 
14

C manitolu a transportované množství 

manitolu bylo 1,5 ± 0,1 x 10
-6

 cm/s a 1,1 ± 0,1 %. Kofein neměl vliv na Papp 
14

C manitolu, 

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

 

Transportní studie 

Kumulativní transport kofeinu (nmol) 

Kumulativní transport kofeinu byl lineární po dobu 2 h v celém rozmezí použitých 

koncentrací (graf 22A, B) a závislý na koncentraci. 
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Graf 22. A) Kumulativní transport kofeinu (100 - 10000 µmol/l) v apikálně-basolaterálním  

(AP-BL, souvislá čára) a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH  

(pH 7,4/7,4 AP/BL) podmínek. B) Kumulativní transport kofeinu (100 - 1000 µmol/l) v detailu. 

Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 monovrstvu. 

 

 

Procentuální kumulativní transport kofeinu (%) 

Procentuální transport kofeinu dosahoval kolem 30 % (graf 23) a v BL-AP směru byl 

nižší než v AP-BL směru. Dále byly pozorovány rozdíly v procentuálním AP-BL 

transportu v koncentracích 1000 a 10000 µmol/l vs. 100 µmol/l a 300 µmol/l. Při využití 

pH-gradientu se transportované množství kofeinu nezměnilo. 

 

 
Graf 23. Procentuální kumulativní transport kofeinu za iso-pH podmínek. Každý bod reprezentuje 

průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 monovrstvu. 
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Koeficient permeability (Papp) a efluxní poměry (ER) 

Papp kofeinu byl nezávislý na koncentraci v celém rozsahu použitých koncentrací  

(100 - 10000 µmol/l) a dosáhl hodnot 46,3 - 53,5 x 10
-6

 cm/s v AP-BL a  

45,6 - 49,4 x 10
-6

 cm/s v BL-AP směru pro všechny použité koncentrace (graf 24). 

Vypočítané efluxní poměry („efflux ratio“) oscilovaly kolem 1. Při použití pH-gradientu se 

Papp kofeinu nezměnil (graf 24).  

 

 
Graf 24. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxní poměry (ER) kofeinu za iso-pH podmínek  

(pH 7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL) na Papp kofeinu. Každý sloupec repre-

zentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp). Efflux ratio (ER)=Papp(BL-AP)/Papp(AP-BL).  

 

 

Rychlost prostupu (J) 

Lineární průběh AP-BL a BL-AP rychlostí prostupu (vyneseno vs. koncentrace 

kofeinu) a stejný průběh v obou směrech ukazují na pasivní difúzi (graf 25).  
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Graf 25. Rychlost prostupu (J) vs. koncentrace kofeinu. AP-BL (apikálně-basolaterální); BL-AP 

(basolaterálně-apikální).  

 

 

Hodnocení paracelulárního transportu 

Transport 
14

C manitolu (paracelulárního markeru) byl signifikantně zvýšen (6,7krát) 

při použití transportního média bez Ca
2+

 ve srovnání s použitím transportního média  

s Ca
2+

. Papp kofeinu (300 µmol/l) však nebyl změněn v žádném směru transportu (graf 26) 

a kolísal kolem 50 x 10
-6

 cm/s. 

 

 

Graf 26. Vliv přítomnosti (+ Ca
2+

) nebo absence (- Ca
2+

) v transportním médiu na permeabilitu 

kofeinu 300 mol/l (AP-BL a BL-AP) a 
14

C manitolu (AP-BL). Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  p < 0,05 vs. manitol + Ca
2+

, # p < 0.05 vs. 

manitol - Ca
2+
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Návratnost (%) 

Návratnost (%) kofeinu dosáhla 94 - 107 % pro oba směry transportu. 

 

 

DISKUZE 

Prvním cílem našich transportních studií s kofeinem bylo zjistit, zda jsou v transportu 

kofeinu přes střevní epitel zapojeny aktivní nebo pasivní mechanismy. Získané údaje 

prokázaly, že kumulativní transport kofeinu (100 - 10000 µmol/l) přes Caco-2 monovrstvu 

byl lineární v čase bez jakékoliv saturace, závislý na koncentraci a nezávislý na směru 

transportu. Transport kofeinu v absorpčním (AP-BL) a sekrečním (BL-AP) směru se 

významně nelišil vzhledem k obdobným Papp v obou směrech transportu a efluxním 

poměrům kolem 1 pro všechny použité koncentrace. Také AP-BL a BL-AP rychlosti 

prostupu (J) s lineárním průběhem stejným v obou směrech ukazují na pasivní difúzi. 

Mírná preference byla patrná v procentuálním AP-BL transportu (mírně vyšší procentuální 

transport z apikálního než z basolaterálního kompartmentu), což může být vysvětleno 

rozdíly v povrchových oblastech apikální a basolaterální strany monovrstvy a objemovými 

rozdíly v  donorových kompartmentech. Rozdíly pozorované v % transportu u koncentrace 

1000 a 10000 µmol/l ve srovnání s 100 a 300 µmol/l by mohly být způsobeny tím, že  

100 a 300 µmol/l nebyly provedeny na stejné desce jako koncentrace 1000 a 10000 µmol/l. 

Vysoké koeficienty permeability v obou směrech Papp (AP-BL) = 46,3 - 53,5 x 10
-6

 cm/s  

a Papp (BL-AP) = 45,6 - 49,4 x 10
-6

 cm/s ukazovaly na pasivní transcelulární transport.  

K dalšímu studiu absorpčního mechanismu kofeinu byl dále sledován vliv pH na transport 

kofeinu. Rozdílné pH v apikálním a basolaterálním kompartmentu (6/7,4, tj. pH-gradient) 

nemělo vliv na transport kofeinu ve srovnání s iso-pH (7,4/7,4) podmínkami. 

Dalším cílem bylo posoudit, zda pasivní transepiteliální transport kofeinu představuje 

paracelulární nebo transcelulární transport. K odlišení těchto dvou způsobů transportu bylo 

využito transportního média bez Ca
2+

 (Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003, 

McMillan a spol. 2005).
 
Transport 

14
C manitolu jako paracelulárního markeru byl zvýšen 

(6,7krát) za těchto podmínek, transport kofeinu však zůstal nezměněn. To je jasný důkaz, 

že paracelulární transport nehraje důležitou roli v mechanismu transportu kofeinu. 

Paracelulární transport se tak účastní jen v malé míře transportu kofeinu. 

Pokud jde o rozpustnost kofeinu, v souladu se semikvantitativním rozmezím 

rozpustnosti (Lipinski 2003) je kofein s rozpustností 21,7 mg/ml vody (údaje z literatury - 

Merck Index 2001) považován za látku rozpustnou. 
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Vzhledem k našim získaným hodnotám Papp kofeinu kolem 50 x 10
-6

 cm/s lze kofein 

považovat za látku s vysokou permeabilitou a takto vysoká hodnota Papp řadí kofein mezi 

dobře absorbované látky (Yee 1997). Toto konstatování je v dobré shodě s publikovanými 

údaji udávajícími po perorálním podání rychlou a kompletní absorpci kofeinu z gastro- 

intestinálního traktu (Carrillo a Benitez 2000) s biologickou dostupností 100 % u lidí (Yee 

1997). 

Kofein jako vysoce rozpustná a vysoce permeabilní látka může být zařazen mezi látky 

třídy I BCS.  

Část výsledků transportních studií s kofeinem byla publikována (Smetanová a spol. 

2009; uvedeno v seznamu publikací). 
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5.7. Gliklazid 

VÝSLEDKY 

Viabilita buněk 

Viabilita Caco-2 buněk nebyla ovlivněna gliklazidem 1000 µmol/l a dosáhla  

99,1 ± 0,2 % ve srovnání s viabilitou buněk ovlivněných pouze transportním médiem  

(98,6 ± 0,5 %, tab. 2 v 5.1.). 

 

Stanovení integrity monovrstvy 

Papp fenolové červeně za 1 h byl 0,52 ± 0,12 x 10
-6

 cm/s a procentuální kumulativní 

transport fenolové červeně dosáhl 0,14 ± 0,03 %. Integrita monovrstvy byla hodnocena 

pomocí stanovení permeability
 14

C manitolu, které prokázalo vhodnou integritu 

monovrstvy, jelikož Papp manitolu byl 1,78 ± 0,38 x 10
-6

 cm/s a transportované množství 

1,28 ± 0,27 %. Návratnost manitolu byla 103 ± 5 %. Gliklazid neměl vliv na integritu 

monovrstvy (viz graf 1 v 5.2.). Pokud jde o inhibitory, pouze probenecid vyvolal mírné 

nesignifikantní snížení integrity monovrstvy (viz graf 2 v 5.2.).  

 

 

A. Transportní studie 

Kumulativní transport gliklazidu (nmol) 

Kumulativní transport gliklazidu (graf 27) byl stanovován po dobu 120 min  

a vykazoval lineární průběh ve všech použitých koncentracích (10, 100, 300 a 1000 

µmol/l) po celou dobu experimentu. Kumulativní transport gliklazidu byl závislý na kon- 

centraci s mírně vyšším BL-AP než AP-BL transportem ve všech koncentracích. 
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Graf 27. Kumulativní transport (nmol) gliklazidu v apikálně-basolaterálním (AP-BL, souvislá čára) 

a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH (pH 7,4/7,4) podmínek. 

Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 monovrstvu. 

 

 

Procentuální transport gliklazidu (%) 

Transportované kumulativní množství gliklazidu (vyjádřené jako procento množství 

aplikovaného do donorového kompartmentu) dosáhlo kolem 10 % pro koncentrace 100, 

300 a 1000 µmol/l pro oba směry transportu (graf 28). Avšak nejnižší a nejvyšší procento 

transportu bylo zaznamenáno v koncentraci 10 µmol/l v AP-BL a BL-AP směru, a to 7,2 % 

a 13,8 %, tj. transportované množství v BL-AP směru bylo dvakrát větší než v AP-BL 

směru.  

 

 
Graf 28. Procentuální kumulativní transport gliklazidu za iso-pH podmínek. 
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Koeficient permeability (Papp) a efluxní poměry (ER) 

Hodnoty Papp gliklazidu (graf 29) kolísaly kolem 17,5 x 10
-6

 cm/s  pro koncentrace  

100 - 1000 µmol/l v obou směrech transportu s mírně vyššími Papp v BL-AP vs. AP-BL 

směru. V koncentraci 10 µmol/l gliklazidu se permeabilita gliklazidu statisticky významně 

lišila v AP-BL a BL-AP směru, 10,0 a 24,9 x 10
-6

 cm/s s dosaženou hodnotou ER 2,68. 

Hodnota permeability gliklazidu (10 µmol/l) se také statisticky významně lišila od hodnot 

Papp pro koncentrace 300 a 1000 µmol/l v AP-BL směru. Statisticky významný rozdíl byl 

také zaznamenán mezi transportem gliklazidu 10 a 100 µmol/l v BL-AP směru. Avšak 

hodnoty ER pro koncentrace 100, 300 a 1000 µmol/l byly 1,1 - 1,3. 

Papp gliklazidu (100 µmol/l) se signifikantně zvýšil z 14,1 na 78,6 x 10
-6

 cm/s,  

tj. (5,6krát) za podmínek pH-gradientu (pH 6 v donorovém, tj. apikálním kompartmentu) 

ve srovnání s iso-pH podmínkami (graf 29). 

 

 
Graf 29. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxní poměry (ER) gliklazidu za iso-pH (pH 7,4/7,4 

AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na Papp gliklazidu. Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  p < 0,05 vs. gliklazid 10 mol/l AP-BL,  

# p < 0,05 vs. gliklazid 100 mol/l AP-BL, § p < 0,05 vs. gliklazid 10 µmol/l BL-AP.  

Efflux ratio (ER) = Papp (BL-AP)/Papp (AP-BL). 

 

 

Rychlost prostupu (J) 

Rychlosti prostupu (J) gliklazidu vynesené oproti koncentracím jsou znázorněny  

v grafu 30. Rychlosti prostupu byly mírně vyšší v BL-AP než AP-BL směru a křivky 

nebyly jednoduchou lineární funkcí gliklazidových koncentrací (10 - 1000 µmol/l), ale 

polynomickou funkcí naznačující saturovatelnost transportu (graf 30).  
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Graf 30. Rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace gliklazidu. AP-BL (apikálně-basolaterální); BL-AP 

(basolaterálně-apikální).  

 

 

Hodnocení paracelulárního transportu 

Transport manitolu (paracelulárního markeru) se signifikantně (9,1krát) zvýšil  

z 2,0 (při použití normálně používané transportní médium s Ca
2+

) na 18,4 x 10
-6

 cm/s  

(s transportním médiem bez Ca
2+

), tj. po otevření „tight junctions“. V přítomnosti Ca
2+  

v transportním médiu byl Papp gliklazidu (300 µmol/l) statisticky významně vyšší než Papp 

manitolu (u obou AP-BL transport), a to 18,0 vs. 2,0 x 10
-6

 cm/s. Totéž bylo patrné  

při absenci Ca
2+ 

v transportním médiu (28,3 vs. 18,4 x 10
-6

 cm/s). Při použití transportního 

média bez Ca
2+ 

se
 
Papp gliklazidu signifikantně zvýšilo jak v AP-BL, tak v BL-AP směru 

(1,6 a 1,4krát). Jak AP-BL, tak BL-AP transporty gliklazidu se signifikantně lišily 

v přítomnosti a nepřítomnosti Ca
2+

 v transportním médiu (graf 31).  
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Graf 31. Vliv přítomnosti (+ Ca

2+
) nebo absence (- Ca

2+
) v transportním médiu na permeabilitu 

gliklazidu 300 mol/l (AP-BL a BL-AP) a 
14

C manitolu (AP-BL). Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp). p < 0,05 vs. manitol + Ca
2+

, # p < 0,05 vs.  

manitol - Ca
2+

, ‡ p < 0,05 vs. gliklazid AP-BL + Ca
2+

, § p < 0,05 vs. gliklazid BL-AP + Ca
2+

. 

 

 

Návratnost (%) 

Návratnost gliklazidu dosáhla 99 ± 7 % (87 - 111 %) pro oba směry transportu 

s výjimkou transportu gliklazidu (10 µmol/l) v AP-BL směru s průměrnou návratností 

pouze 59 ± 10 %. Možným vysvětlením pro nízkou návratnost může být degradace, 

metabolismus nebo vazba látky na buňky (Khan a spol. 2004).  

 

 

B. Transportní inhibiční studie 

K objasnění předpokládaného nosičem zprostředkovaného efluxního transportu glikla- 

zidu bylo v inhibičních studiích na Caco-2 buňkách použito několik inhibitorů (graf 32, 

33): verapamil (P-gp a MRP inhibitor; µmol/l), indometacin (MRP inhibitor;  

100 a 500 µmol/l), probenecid (MRP a OATP inhibitor; 500 a 2000 µmol/l) a omeprazol 

(P-gp a BCRP inhibitor; 10 a 100 µmol/l). Jak je znázorněno v grafu 32, v přítomnosti 

probenecidu a indometacinu byl patrný trend zvyšování AP-BL transportu gliklazidu. 

Probenecid zvyšoval transport gliklazidu v závislosti na koncentraci, a to o přibližně 14  

a 32 % v koncentracích 500 a 2000 µmol/l, a indometacin o 14 % v obou jeho použitých 

koncentracích, což by spolu s mírným poklesem v BL-AP transportu gliklazidu vyvolaném 

probenecidem (bez koncentrační závislosti) a koncentračně závislém snížení způsobeném 

indometacinem (statisticky významné snížení asi o 20 % ve vyšší použité koncentraci, tj. 
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500 µmol/l; graf 33), mohlo naznačovat účast MRP efluxních transportérů v transportu 

gliklazidu přes Caco-2 buňky. Je však třeba vzít v úvahu i výsledky ze stanovení integrity 

monovrstvy, kde probenecid vyvolal mírné nesignifikantní zvýšení transportu manitolu 

(paracelulárního markeru) (viz graf 2 v 5.2.), což může být i důvod pro zvýšení transportu 

gliklazidu po přidání probenecidu (zvýšený paracelulární transport). Ale v tomto případě 

by se také očekávalo zvýšení BL-AP transportu gliklazidu, protože BL membrána je 

považována za více citlivou k různým vlivům (Balimane a spol. 2006).  Nárůst transportu 

gliklazidu v BL-AP směru (s probenecidem) však pozorován nebyl. Proto se tato možnost 

zdá být méně pravděpodobná. 

Verapamil a omeprazol mírně snížily transport gliklazidu proti očekávání v obou 

směrech (graf 32, 33). V BL-AP směru v přítomnosti verapamilu a omeprazolu došlo 

k poklesu přibližně o 18 %. 

 

 
Graf 32. Vliv inhibitorů na AP-BL permeabilitu gliklazidu (100 µmol/l) za iso-pH (pH 7,4/7,4 

AP/BL) podmínek. Každý sloupec reprezentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  

* p < 0,05 vs. kontrola (gliklazid 100 µmol/l AP-BL). 
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Graf 33. Vliv inhibitorů na BL-AP permeabilitu gliklazidu (100 µmol/l) za iso-pH (pH 7,4/7,4 

AP/BL) podmínek. Každý sloupec reprezentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  

* p < 0,05 vs. kontrola (gliklazid 100 µmol/l AP-BL).  

 

 

 

DISKUZE 

Vzhledem k stanovenému vysokému koeficientu permeability gliklazidu (průměrné 

hodnoty Papp 14,4 a 20,4 x 10
-6

 cm/s pro AP-BL a BL-AP transport) v Caco-2 transportních 

studiích je možné gliklazid zařadit mezi látky s vysokou permeabilitou podobně jako je 

uváděno v literatuře pro srovnatelné látky (např. Yazdanian a spol. 2004). 

Pokud jde o rozpustnost, gliklazid vykazuje pH-dependentní rozpustnost v rozmezí 

gastrointestinálního pH (Grbic a spol. 2011), tj. gliklazid je prakticky nerozpustný  

v kyselém prostředí a jeho rozpustnost se zvyšuje s tím, jak se pH stává více alkalickým 

(Demirtürk a Oner 2004). Rozpustnost 80 mg gliklazidu (nejvyšší síla) v 250 ml pufru 

(37
o
C) bylo: 46,4 %, 30,2 %, 24,1 %, 2,4 %, 14,0 %, 76,4 % a 98,9 % při pH 1,5, pH 2,5, 

pH 3,5, pH 4,5, pH 5,5, pH 6,5 a pH 7,5 (Demirtürk a Oner 2004). Biswal a spol. (2009) 

uvedli rozpustnost gliklazidu 0,81 mg/ml 0,1M kyseliny chlorovodíkové (pH 1,2) ve 37
o
C 

a Alkhamis a spol. (2003) uvedli rozpustnost gliklazidu 55 µg/ml vody při 37
o
C, což řadí 

gliklazid mezi velmi slabě nebo prakticky nerozpustné látky podle Takagi a spol. (2006). 

Vzhledem k nízké rozpustnosti a vysoké permeabilitě může být gliklazid zařazen mezi 

látky třídy II BCS. Papp gliklazidu > 10 x 10
-6

 cm/s ho řadí mezi látky s dobrou absorpcí 

(70 - 100 %; Yee 1997, Artursson a Karlsson 1991, Artursson a spol. 2001), což odpovídá 

literárním údajům o absorpci gliklazidu (Campbell a spol. 1991, Tornio a spol. 2012). 
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Stanovené hodnoty Papp gliklazidu byly vyšší v BL-AP vs. AP-BL směru pro kon- 

centrace 100 - 1000 µmol/l (nesignifikantně) a pro gliklazid 10 µmol/l (signifikantně) 

s efluxními poměry 1,1 - 1,3 a 2,68. Nebyla však zřejmá koncentrační závislost Papp, 

nejvyšší permeabilita však byla pozorována u 10 µmol/l gliklazidu v obou směrech. Je 

však důležité vzít v úvahu sníženou návratnost u AP-BL transportu gliklazidu 10 µmol/l, 

kdy se po přepočtení s ohledem na návratnost (podle Neuhoff a spol. 2005) koeficient 

permeability sice zvýšil z 10,0 ± 3,1 na 16,6 ± 2,1 x 10
-6

 cm/s ale rozdíl oproti BL-AP 

transportu zůstal zachován. Efluxní poměr se však snížil na 1,51. Interpretace tohoto jevu 

(pokles návratnosti pouze v jedné dávce, té nejnižší, a jednom směru) je bez dalších 

metodických přístupů obtížná. Také kumulativní transporty gliklazidu byly mírně vyšší  

u BL-AP než u AP-BL směru a vykazovaly lineární průběh v čase a závislost na kon- 

centraci. Procentuální kumulativní transport gliklazidu dosáhl kolem 10 %. 7,2 % 

gliklazidu (u koncentrace 10 µmol/l) transportovaného v AP-BL směru může také souviset 

s nízkou návratností u této koncentrace. Vyšší BL-AP vs. AP-BL rychlosti prostupu 

ukazovaly na vyšší transport gliklazidu v BL-AP a nelineární průběh rychlostí prostupu  

(10 - 1000 µmol/l) naznačoval saturabilní transport. Vysoké hodnoty Papp gliklazidu 

ukazují sice hlavně na pasivní transport (transcelulární pasivní difúzi případně s para- 

celulární složkou), avšak rozdíly v AP-BL vs. BL-AP transport (ER 2,68) v koncentraci  

10 µmol/l naznačují účast transportérem zprostředkovaného transportu, a to efluxního 

charakteru. 

K objasnění, zda se paracelulární transport také podílí na transportu gliklazidu, bylo 

použito transportní médium bez Ca
2+

 s otevřením těsných spojů (Delie a Rubas 1997, 

Ungell a Karlsson 2003, McMillan a spol. 2005). Koeficient permeability (Papp) pozitivní 

kontroly pro paracelulární transport (manitolu) výrazně vzrostl a nárůst byl také viděn  

u Papp gliklazidu v nepřítomnosti Ca
2+

 v obou směrech transportu, což dokazuje, že  

u gliklazidu se uplatňuje i paracelulární složka transportu. Avšak vzhledem k dobré 

lipofilitě gliklazidu (Demirtürk a Oner 2004), k vysokým koeficientům permeability  

a k jeho relativně vysoké molekulové hmotnosti (MH 323) je paracelulární složka zřejmě 

pouze minoritním mechanismem transportu gliklazidu. 

Pokud jde o pH-závislost transportu gliklazidu, AP-BL Papp gliklazidu (100 µmol/l) se 

významně zvýšil, pokud byly buňky vystaveny apikálnímu pH-gradientu napodobujícímu 

fyziologické kyselé mikroklima (apikální pH 6,0, basolaterální pH 7,4). Toto zjištění 

zvýšeného transportu za podmínek pH-gradientu je v souladu s předpokládaným vlivem 

pH na transport látek s odkazem na Henderson-Hasselbachovu rovnici, podle které 
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transport závisí na druhu látky (kyselina nebo báze), na pKa látky a na pH v obou 

kompartmentech (Preusch 2007). V případě gliklazidu, jako slabé kyseliny s pKa 5,8 

(Biswall a spol. 2008, Alkhamis a spol. 2003), platí, že pokud poklesne pH v donorovém 

kompartmentu, nedisociovaný podíl látky se zvýší, což zvýší hnací sílu pro transcelulární 

transport nedisociovaného látky (Neuhoff a spol. 2005). 

K objasnění možného transportérem zprostředkovaného transportu gliklazidu jsme 

studovali transport gliklazidu v přítomnosti čtyř běžně používaných inhibitorů transportérů. 

V dostupných literárních zdrojích nebyly dosud publikovány žádné transportní ani 

inhibiční studie s gliklazidem provedené na Caco-2 buňkách. Ve vztahu k mechanismu 

transportu byly studovány pouze strukturálně podobné deriváty sulfonylurey (např. 

glibenklamid, glipizid). Petzinger a spol. (1992) uvedli, že jaterní vychytávání dvou 

derivátů sulfonylurey (glisoxepid a glibenklamid) je zprostředkováno transportérem. 

Avšak proces vychytávání byl nápadně odlišný pro oba deriváty sulfonylurey, což 

naznačuje heterogenitu transportérů sulfonylurey. Gram a spol. (2009) na Caco-2 buňkách 

ukázali, že vychytávání glipizidu se děje pasivní difúzí, proti které však mohou působit 

efluxní transportéry v apikální membráně (snížení vychytávání), a naznačili i vychytávání 

glipizidu prostřednictvím OSTα/β („organic solute transporter“ α/β) na basolaterální 

membráně. Glibenklamid je ale uváděn jako substrát 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 používán jako nespecifický inhibitor MRP transportérů (Zhu a spol. 

2011, Al-Salami a spol. 2008). 

Pouze Al-Salami a spol. (2008) studovali transport gliklazidu in vitro (ileální prostup 

pomocí „Ussing“ komory). Na rozdíl od našich výsledků našli AP-BL transport gliklazidu 

mírně vyšší než BL-AP a předpokládali účast efluxních transportérů (které však nejsou 

blíže definovány, ale pravděpodobně uvažovali eflux z buněk na basolaterální membráně, 

nicméně v literatuře pokud není uvedeno jinak, je termín „eflux“ obyčejně spojen  

s efluxem na apikální membráně). Naše výsledky ukazovaly na eflux na apikální 

membráně (BL-AP transport vyšší než AP-BL). Tento rozpor mezi oběma studiemi by 

mohl být připsán pravděpodobně rozdílné expresi transportérů u obou použitých modelů  

in vitro (potkaní ileum vs. Caco-2 buňky). Yokooji a spol. (2007) ukázali s použitím 

Western blot analýzy MRP2 a MRP3 exprese, že hustota MRP3 je v potkaním ileu vyšší 

než MRP2 a zároveň vyšší než v Caco-2 buňkách, kde byly MRP2 a MRP3 také 

stanoveny. To by mohlo vést k dominanci efluxu (MRP3) na basolaterální membráně  
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ve studii Al-Salami a spol. (2008). Exprese transportérů však bohužel nebyla stanovována 

ani ve studii Al-Salami a spol. (2008), ani v naší studii. 

Bez ohledu na rozdíly v dominanci různých efluxních transportérů (viz výše), 

výsledky Al-Salami a spol. (2008) stejně jako naše výsledky ukazovaly mírný pokles 

transportu gliklazidu navozený verapamilem a omeprazolem v AP-BL i BL-AP směru, což 

však bylo v rozporu s očekávaným nárůstem AP-BL a snížením 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 případě inhibice efluxních transportérů na apikální membráně nebo s žádnou 

změnou v transportu v případě neúčasti efluxních mechanismů (He a spol. 2010).  

V literatuře je dokumentován podobný neočekávaný účinek, např. s verapamilem (Störmer 

a spol. 2001) a probenecidem (Namkoong a spol. 2007). Ze studie Störmera a spol. (2001) 

vyplynulo, že verapamil snížil BL-AP transport rhodaminu 123, ale jeho AP-BL transport 

nebyl zvýšen, v případě jiného látkového modelu metadonu došlo dokonce k opačnému 

účinku. Uvádějí však, že tato zjištění, i když statisticky významná, neodrážejí konzistentní 

biologický účinek. Namkoong a spol. (2007) popsali stejný pokles vyvolaný probenecidem 

a navrhli, že by belotecan a probenecid mohly sdílet stejné absorpční transportéry v Caco-2 

buňkách. V literatuře se však objevuje i řada prací hodnotících vliv P-gp na transport látek 

pouze v BL-AP směru, aniž by bylo uvažováno chování v AP-BL směru (Karlsson a spol. 

1993, Taub a spol. 2005), a proto je i zde možno vzít v úvahu účinek verapamilu  

a omeprazolu pouze v BL-AP směru, tj. v našich experimentech statisticky významný 

pokles. 

Stále však zůstává otázka kvantitativního rozsahu inhibice, který by měl být 

považován za biologicky důležitý na rozdíl od statistické významnosti. V našich 

experimentech byl pokles BL-AP transportu gliklazidu o 20 % po přidání verapamilu nebo 

omeprazolu statisticky významný. V literatuře se však uvádí inhibice efluxu v širokém 

rozmezí od asi 20 do 90 % (Karlsson a spol. 1993, Taub a spol. 2005). Takže vyvstává 

otázka, zda naše výsledky naznačovaly trend v inhibici efluxních transportérů nebo by 

měly být považovány za negativní. Hodnocení výsledků je dále komplikováno skutečností, 

že ani jeden z inhibitorů není naprosto specifický, a dokonce i verapamil je v literatuře 

zmiňován jako inhibitor P-gp a v menší míře MRP modulátor/inhibitor (Hunter a Hirst 

1997, Taub a spol. 2005, Kannan a spol. 2009). Proto možný eflux P-glykoproteinem by 

mohl být potlačen případným MRP efluxem. 
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Ke studiu možného MRP efluxu zapojeného v transportu gliklazidu jsme testovali 

inhibiční účinek probenecidu (MRP a OATP inhibitor) a indometacinu (nespecifický MRP 

inhibitor). Oba inhibitory zvýšily AP-BL a snížily BL-AP transport gliklazidu, což 

podporuje předpoklad zapojení MRP efluxních transportérů (s převahou efluxních 

transportérů na apikální membráně) v transportu gliklazidu. Al-Salami a spol. (2008) 

uvedli pokles způsobený glibenklamidem (MRP2 a MRP3 inhibitor) a rifampicinem 

(MRP2 inhibitor) v AP-BL a BL-AP ileálním transportu gliklazidu a došli k závěru, že 

uptake gliklazidu enterocyty je výrazně kontrolován efluxními transportéry MRP2  

a MRP3. Vzhledem k lokalizaci MRP transportérů jak na apikální (MRP2 a MRP4), tak  

na basolaterální membráně (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 rozdílnou expresi transportérů, konečný inhibiční efekt nespecifických 

inhibitorů je výsledkem inhibice transportérů působících ve stejném, ale také v opačném 

směru. To může být důvod rozdílu našich výsledků oproti výsledkům uváděným Al-Salami 

a spol. (2008) a důvod pro pouze inhibiční trend v našich studiích. 

Pokud jde o expresi transportérů, v literatuře je popisována její velká variabilita  

v lidském střevě, Caco-2 buňkách a potkaním střevě (Stephens a spol. 2001, Yokooji  

a spol. 2007, Hayeshi a spol. 2008, Englund a spol. 2006). Porovnání genové exprese 

transportérů a jejich funkčnosti v Caco-2 buňkách současně v 10 různých laboratořích 

potvrdilo, že Caco-2 buňky z různých laboratoří mohou generovat různé výsledky  

i při použití standardních protokolů pro transportní studie, a že dokonce i malé rozdíly  

v kultivačních podmínkách mají vliv na genovou expresi, i když celkově byla exprese 

obdobná (Hayeshi a spol. 2008). Příkladem mohou být P-gp a MRP transportéry v Caco-2 

buňkách studované ve všech 10 laboratořích (Hayeshi a spol. 2008), kdy jejich exprese 

může být shrnuta následovně: MRP2>MRP3>P-gp>MRP6>MRP4>MRP1=MRP5 

(Hayeshi a spol. 2008). Trochu odlišná exprese v Caco-2 buňkách byla ukázána ve studii 

provedené Prime-Chapmanem a spol. (2004): MRP2MRP6MRP4MRP3>MRP1 

=MRP5. Také Englund a spol. (2006) studovali expresi transportérů v Caco-2 buňkách  

a v lidském střevě a uvedli, že exprese transportérů může být ovlivněna původem Caco-2 

buněk, kultivačními podmínkami a dobou kultivace. Také podle Kamiyama a spol. (2009) 

jsou změny funkce a exprese „ATP-binding cassette“ transportérů v Caco-2 buňkách 

závislé na době kultivace. 

Na závěr lze tedy konstatovat, že gliklazid je transportován především pasivní 

transcelulární difúzí. Paracelulární prostup se na transportu gliklazidu podílí, avšak 
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vzhledem k fyzikálně-chemickým vlastnostem gliklazidu pouze v omezené míře. V nižších 

koncentracích je transport gliklazidu ovlivněn možným efluxem pravděpodobně 

zprostředkovaným MRP transportéry (inhibiční účinek probenecidu a indometacinu) 

a/nebo zprostředkovaným P-gp nebo BCRP efluxními transportéry (vliv verapamilu  

a omeprazolu). Stephens a spol. (2001) ve své práci také popsali účast P-gp a MRP 

efluxních transportérů na transportu stejné látky (digoxinu). 

Tyto hypotézy je však třeba dále studovat a potvrdit s použitím nižší koncentrace 

gliklazidu (tj. 10 µmol/l, u které byl pozorován nejvyšší efluxní poměr) a s použitím 

specifičtějších inhibitorů nebo kombinace dvou inhibitorů podaných současně. Možnou 

cestou by mohlo být také zesílení účinku inhibitorů provedením změn v designu inhibiční 

studie, tj. preinkubace buněk s inhibitory před zahájením experimentů a/nebo přidávání 

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

VÝSLEDKY 

Viabilita buněk 

Indapamid 1000 µmol/l neovlivnil viabilitu Caco-2 buněk (98,9 ± 0,5 % vs.  

98,6 ± 0,5 % kontroly, tab. 2 v 5.1.). 

 

Stanovení integrity monovrstvy 

Papp fenolové červeně za 1 h byl 1,24 ± 0,19 x 10
-6

 cm/s a procentuální kumulativní 

transport fenolové červeně dosáhl 0,34 ± 0,05 %. Integrita monovrstvy byla hodnocena 

pomocí stanovení permeability
 14

C manitolu. Papp a transportované množství 
14

C manitolu 

byly 0,71 ± 0,19 x 10
-6

 cm/s a 0,51 ± 0,14 % a ukazují vyhovující integrity mpnovrstvy. 

Návratnost manitolu byla 106 ± 2 %. Indapamid neměl vliv na integritu monovrstvy  

(viz graf 1 v 5.2.). 

 

Transportní studie 

Kumulativní transport indapamidu (nmol) 

Kumulativní transport indapamidu byl lineární do 120 min ve všech použitých 

koncentracích (100, 300 a 1000 µmol/l) a byl závislý na koncentraci (graf 34).  

 

 
Graf 34. Kumulativní transport indapamidu v apikálně-basolaterálním (AP-BL, souvislá čára)  

a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru za iso-pH (pH 7,4/7,4 AP/BL) 

podmínek. Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 mono-

vrstvu. 
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Procentuální kumulativní transport indapamidu (%) 

Procentuální kumulativní transport (graf 35) dosahoval hodnot od 7 do 12 % a byl 

lehce nižší v BL-AP vs. AP-BL směru ve všech koncentracích. Nejvyšší procentuální 

transport byl zjištěn v nejnižší použité dávce (100 µmol/l) v AP-BL směru a se zvyšující se 

dávkou transport klesal, a to jak v AP-BL, tak v BL-AP směru. 

 

 
Graf 35. Procentuální kumulativní transport indapamidu za iso-pH podmínek. 

 

 

Koeficient permeability (Papp) a efluxní poměry (ER) 

Papp indapamidu (graf 36) se pohybovaly v rozmezí 11,8 - 17,9 x 10
-6

 cm/s  

pro všechny použité koncentrace (100 - 1000 µmol/l) v obou směrech. Nejvyšší hodnoty 

Papp byly v nejnižší dávce a snižovaly se s rostoucí koncentrací, a to v obou směrech 

transportu. U AP-BL transportu byly dokonce pozorovány statistické rozdíly mezi hod- 

notami Papp indapamidu v jednotlivých použitých koncentracích. U BL-AP směru byl 

nejnižší Papp indapamidu v koncentraci 1000 µmol/l a statisticky se lišil od Papp indapamidu 

100 a 300 µmol/l). Ale porovnání AP-BL vs. BL-AP koeficientu Papp vždy v dané dávce 

(100, 300 a 1000 µmol/l) ukázalo signifikantní rozdíl mezi oběma směry pouze v dávce 

300 µmol/l. Efluxní poměry kolísaly kolem 1 (0,9 - 1,2) pro všechny použité koncentrace. 

Při pH 6 v apikálním donorovém kompartmentu (pH-gradient) se Papp indapamidu mírně, 

ale signifikantně zvýšil na 18,1 vs. 14,8 x 10
-6

 cm/s za iso-pH podmínek (graf 36).  
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Graf 36. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxní poměry (ER) indapamidu za iso-pH (pH 

7,4/7,4 AP/BL). Vliv pH-gradientu (pH 6,0/7,4 AP/BL) na Papp indapamidu. Každý sloupec 

reprezentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp). p < 0,05 vs. indapamid 300 mol/l  

AP-BL,  p < 0,05 vs. indapamid 1000 mol/l AP-BL, § p < 0,05 vs. indapamid 1000 mol/l  

BL-AP. Efflux ratio (ER) = Papp (BL-AP)/Papp (AP-BL). 

 

 

Rychlost prostupu (J) 

AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) indapamidu stanovené ze sklonu přímky 

kumulativního transportovaného množství indapamidu vyneseného oproti času pomocí 

lineární regresní analýzy jsou znázorněny v grafu 37 (rychlosti prostupu vyneseny oproti 

koncentracím indapamidu). Rychlosti prostupu byly o něco vyšší u BL-AP transportu než 

u AP-BL a křivky nebyly jednoduchou lineární funkcí koncentrací indapamidu, ale 

polynomickou funkcí ukazující na saturabilitu transportu indapamidu (graf 37).  

 

 
Graf 37. AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace indapamidu. 
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Hodnocení paracelulárního transportu 

Papp indapamidu (300 µmol/l) vs. manitolu (oba v AP-BL směru) a také hodnoty Papp 

indapamidu v obou směrech (AP-BL vs. BL-AP) se v přítomnosti Ca
2+ 

v transportním mé- 

diu významně lišily. Transport manitolu (paracelulárního markeru) se signifikantně zvýšil 

(18krát) při použití transportního média bez Ca
2+

 (otevření „tight junctions“) ve srovnání 

s normálně používaným transportním médiem s Ca
2+

 (17,7 vs. 0,95 x 10
-6

 cm/s). Při použití 

transportního média bez Ca
2+

 byl také signifikantně zvýšen Papp indapamidu (přibližně 

dvakrát), a to jak u AP-BL, tak u BL-AP směru transportu (graf 38), a také byl 

zaznamenán statisticky významný rozdíl mezi Papp indapamidu u BL-AP transport vs.  

AP-BL transport (30,3 ± 3,5 vs. 27,2 ± 0,4 x 10
-6

 cm/s).  

 

 
Graf 38. Vliv přítomnosti (+ Ca

2+
) nebo absence (- Ca

2+
) v transportním médiu na permeabilitu 

indapamidu 300 mol/l (AP-BL a BL-AP) a 
14

C manitolu (AP-BL). Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  p < 0,05 vs. manitol + Ca
2+

, # p < 0,05 vs.  

manitol - Ca
2+

, ‡ p < 0,05 vs. indapamid AP-BL + Ca
2+

, § p < 0,05 vs. indapamid BL-AP + Ca
2+

,  

¶ p < 0,05 vs. indapamid AP-BL - Ca
2+

. 

 

 

  

Návratnost (%) 

Návratnost indapamidu dosáhla 92 - 107 % pro oba směry transportu.   
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DISKUZE 

V dostupné literatuře zatím nebyly publikovány údaje popisující přesný mechanismus 

transportu indapamidu v gastrointestinálním traktu, a to i přesto, že farmakologie 

indapamidu je v literatuře relativně dobře popsána. 

V našich pokusech byl transport indapamidu studován po dobu 120 minut v AP-BL, 

stejně jako v BL-AP směru. Kumulativní transport indapamidu byl lineární v čase, závislý 

na koncentraci a směru transportu (BL-AP kumulativní transport mírně vyšší než AP-BL 

transport). Procentuální kumulativní transport se snižoval se zvyšující se dávkou,  

tj. procentuální transport byl nejvyšší v nejnižší testované dávce (100 µmol/l) a v této 

dávce byl také největší rozdíl mezi oběma směry transportu. Transport indapamidu však 

byl mírně vyšší u AP-BL směru v každé testované koncentraci a hodnoty procentuálního 

transportu se pohybovaly mezi 7 až 12 %. 

Porovnání hodnot Papp indapamidu v rozmezí 12 - 18 x 10
-6

 cm/s s literárními údaji 

vedlo k zařazení indapamidu mezi vysoce permeabilní látky, jelikož i například Hilgendorf 

a spol. (2000) zařadili látky (např. metoprolol) s Papp 18 x 10
-6

 cm/s mezi vysoce 

permeabilní látky s transcelulárním transportem. V souladu s výše uvedenými 

pozorováními bylo zjištěno, že permeabilita indapamidu přes Caco-2 monovrstvu je 

závislá na koncentraci (snížení Papp s nárůstem koncentrace) a směru transportu (mírně 

vyšší v BL-AP směru). Tyto výsledky naznačují, že v transportu indapamidu se mohou 

uplatňovat i jiné procesy než jen jednoduchá pasivní difúze, protože pokud je pasivní 

difúze jediným transportním mechanismem měly by Papp zůstat konstantní v celém rozsahu 

koncentrací (Lee a Thakker 1999). 

Vzhledem k tomu by mohl v transportu indapamidu hrát roli i transport zprostřed- 

kovaný transportérem. Hodnoty efluxních poměrů však nebyly vyšší než 1,5, pohybovaly 

se kolem 1,0, což naznačuje neúčast efluxních transportérů (ve smyslu efluxu na apikální 

membráně). A protože i „uptake ratio“, což je reciproká hodnota ER, je také kolem 1, ani 

uplatnění „uptake“ transportérů není pravděpodobné. Custodio a spol. (2008) však ve svém 

článku o BCS zmínili, že vysoká permeabilita látek třídy II (odůvodnění zařazení 

indapamidu do třídy II viz níže) jim umožňuje snadný prostup do střevní membrány, čímž 

se obecně střevní „uptake“ transportéry stávají nedůležitými vzhledem k rychlému 

pronikání molekul látky do enterocytů. To znamená, že absorpce látek třídy II je především 

pasivní a je funkcí jejich lipofility. Nicméně, nízká rozpustnost těchto látek v hydrofilním 

prostředí omezuje koncentrace přecházející do enterocytů, čímž brání saturaci efluxních 

transportérů. Následně se tak efluxní transportéry mohou účastnit transportu (tj. vyšší  
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BL-AP transport) a mohou mít vliv na rozsah biologické dostupnosti a rychlost absorpce 

látek třídy II (Custodio a spol. 2008). Indapamid vykazuje špatnou absolutní biologickou 

dostupnost 30 - 40% (Sanam a spol. 2012). 

Podle Lee a Thakker (1999) pro lepší představu o transportních procesech látek by 

měly být rychlosti prostupu (J) vyneseny oproti koncentraci v donorovém kompartmentu. 

Za „sink“ podmínek pokud je látka transportována pasivní difúzí, by se rychlost prostupu 

(J) měla zvyšovat lineárně jako funkce koncentrace v donorovém kompartmentu. Avšak 

v našich pokusech s indapamidem se rychlost prostupu zvyšovala nelineárně s kon- 

centracemi v obou směrech a tyto výsledky ukazují, že AP-BL a BL-AP transport 

indapamidu má jak saturabilní, tak i nesaturabilní složku. Pro detailní studium účasti 

transportérů by však bylo vhodné použít i nižších koncentrací indapamidu. Zamýšlené 

testování koncentrace 10 µmol/l indapamidu v našich experimentech nebylo však možné 

kvůli detekčnímu limitu HPLC (vyšší detekční limit než transportované množství 

indapamidu v této koncentraci). K objasnění pravděpodobné účasti transportérů v trans- 

portu indapamidu by bylo také vhodné provést pokusy i s inhibitory transportérů (Neuhoff 

a spol. 2005). V literatuře lze však najít pouze jeden odkaz, ve kterém byl indapamid 

zmíněn v souvislosti s transportéry. Chu a spol. (2007) uvedli, že indapamid inhiboval 

hOAT3-zprostředkované vychytávání sitagliptinu v CHO-K1 stabilně transfekovaných 

hOAT3 cDNA, a to stejným způsobem jako například probenecid (inhibitor OAT), a to 

přestože indapamid není uváděn jako hOAT3 substrát nebo inhibitor. 

Pro rozlišení komponent pasivního transportu (transcelulární a paracelulární složky) 

bylo použito transportní médium bez Ca
2+ 

(Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003, 

McMillan a spol. 2005). Při použití transportního média bez Ca
2+

, Papp manitolu (pozitivní 

kontroly pro paracelulární transport) byl významně zvýšen (18krát) a také Papp indapamidu 

byl významně zvýšen (přibližně dvakrát) v nepřítomnosti Ca
2+

 v obou (AP-BL a BL-AP) 

směrech transportu, což dokazuje, že indapamid také přechází přes paracelulární prostory 

(alespoň částečně). Důvod vyššího BL-AP transportu s Ca
2+

 HBSS zůstává nejasný, ale 

nárůst nebyl způsoben vlivem indapamidu na integritu Caco-2 monovrstvy (viz graf 1 

v 5.2.).  

Analogická kombinace pasivního a aktivního transepiteliálního transportu byla 

popsána například Flanaganem a spol. (2002), a to u transportu furosemidu na Caco-2 

buňkách, tj. saturabilní aktivní transport a lineární pasivní difúze s významnou 

paracelulární komponentou. 
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Závislost transepiteliálního transportu indapamidu na pH byla studována pomocí 

změny pH v apikálním kompartmentu, tj. za iso-pH podmínek (7,4/7,4) a při pH-gradientu 

(6/7,4). Transport (pasivní difúze) indapamidu jako slabé kyseliny (Tushar a spol. 2009) 

byl mírně, ale významně zvýšen při pH 6 apikálně. Závislost transportu indapamidu na pH 

lze vysvětlit v souladu s teorií o vlivu pH na obou stranách membrány, jelikož 

transcelulární difúzí přechází pouze nedisociovaná (neionizovaná) látka, přičemž poměr 

mezi disociovaným a nedisociovaným podílem je závislý na pH prostředí a pKa látky 

(Nishimura a spol. 2004, Poquet a spol. 2008). To vysvětluje, proč indapamid s pKa 8,8 je 

transportován více při pH 6 než při pH 7,4 (snížení pH apikálně snižuje disociaci slabých 

kyselin). 

Závěrem lze tedy shrnout, že s ohledem na vysoké Papp je transepiteliální transport 

indapamidu zprostředkován hlavně pasivním transportem (s účastí transcelulární a také 

paracelulární složky), i když naše výsledky naznačují i transportérem zprostředkovaný 

transport indapamidu (aktivní transport nebo facilitovaná difúze, jelikož jeho transport byl 

saturovatelný, závislý na koncentraci a směru transportu). 

Pokud jde o rozpustnost, indapamid je prakticky nerozpustný ve vodě (0,75 mg/l; 

Sanam a spol 2012, Martindale 2005). Velmi nízká rozpustnost indapamidu ve vodě 

naznačuje, že jeho absorpce je limitována rychlostí disoluce, což může vést k nepravidelné 

a opožděné absorpci (Sanam a spol. 2012). 

Indapamid s nízkou rozpustností a vysokou permeabilitou může být klasifikován jako 

látka třídy II BCS. 
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5.9. Metformin 

VÝSLEDKY 

Viabilita buněk 

Metformin 10000 µmol/l snižoval slabě, ale signifikantně viabilitu buněk  

(95,4 ± 1,0 %), nižší koncentrace metforminu použitá v transportních studiích  

(1000 µmol/l) viabilitu neovlivnila (98,4 ± 0,5; tab. 2 v 5.1.). Ačkoliv metformin způsobil 

statisticky významný pokles buněčné viability, nešlo o biologicky významný pokles, 

jelikož viabilita byla vyšší než požadovaných 90 % (Shah a spol. 2008, Menez a spol. 

2006). 

 

Stanovení integrity monovrstvy 

Papp fenolové červeně za 1 h byl 0,84 ± 0,2 x 10
-6

 cm/s a procentuální kumulativní 

transport fenolové červeně dosáhl 0,23 ± 0,07 %. Stanovení integrity monovrstvy 

(permeability manitolu) ukázalo vyhovující integritu, jelikož Papp manitolu a trans- 

portované množství byly 1,14 ± 0,07 x 10
-6

 cm/s a 0,82 ± 0,05 %. Návratnost manitolu 

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

 

Transportní studie 

Kumulativní transport metforminu (nmol) 

Kumulativní transport metforminu byl lineární až do 120. minuty ve všech použitých 

koncentracích (10, 100, 300, 1000 a 10000 µmol/l) a byl závislý na koncentraci (graf 39A, 

B) a nezávislý na směru transportu (obdobný AP-BL a BL-AP transport).  
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Graf 39. A) Kumulativní transport (nmol) metforminu (10 - 10000 µmol/l) v apikálně-

basolaterálním (AP-BL, souvislá čára) a basolaterálně-apikálním (BL-AP, přerušovaná čára) směru 

za iso-pH (pH 7,4/7,4) podmínek. B) Kumulativní transport metforminu (10 - 1000 µmol/l)  

v detailu. Každý bod reprezentuje průměr ± SD kumulativního transportu přes Caco-2 monovrstvu. 

 

 

 

Procentuální transport metforminu (%) 

Procentuální kumulativní transport metforminu (graf 40) dosáhl hodnoty kolem 1 % 

ve všech použitých koncentracích (10, 100, 300, 1000 a 10000 µmol/l).  

 

 
Graf 40. Procentuální kumulativní transport metforminu (10 - 10000 µmol/l) za iso-pH podmínek. 

Každý bod reprezentuje průměr ± SD. 
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Koeficient permeability (Papp) a efluxní poměry (ER) 

Hodnoty Papp metforminu pro široké rozmezí koncentrací (10 - 10000 µmol/l) neuká- 

zaly rozdíly mezi koeficienty permeability ve všech použitých koncentracích (graf 41). 

AP-BL transport byl mírně, ale nesignifikantně vyšší než BL-AP transport (průměrné 

hodnoty Papp 1,5 vs. 1,3 x 10
-6

 cm/s pro AP-BL vs. BL-AP transport). Efluxní poměry byly 

v rozmezí 0,89 - 1,15 (graf 41). Za podmínek pH-gradientu (pH 6/7,4) koeficient 

permeability metforminu nesignifikantně klesl. 

 

 
Graf 41. Vliv koncentrace na permeabilitu a efluxní poměry (ER, efflux ratio) metforminu za iso-

pH podmínek (pH 7,4 AP/7,4 BL). Vliv pH-gradientu (pH 6 AP/7,4 BL) na Papp metforminu. Každý 

sloupec reprezentuje průměr ± SD koeficientu permeability (Papp). ER = Papp (BL-AP)/Papp (AP-BL). 

 

 

Rychlost prostupu (J)  

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

koncentracím metforminu. Lineární průběh bez rodílu v obou směrech transportu ukazuje 

na pasivní transepiteliální transport (graf 42).  
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Graf 42. Rychlosti prostupu (J) vs. koncentrace metforminu (10 - 10000 µmol/l). AP-BL (apikálně-

basolaterálním); BL-AP (basolaterální-apikální).   

 

 

Hodnocení paracelulárního transportu 

K rozlišení mezi paracelulární a transcelulární komponentou transportu metforminu 

bylo použito transportní médium bez Ca
2+

 (otevření těsných spojů). Transport manitolu 

(paracelulárního markeru) a také transport metforminu (AP-BL; 300 µmol/l) byly při pou- 

žití tohoto média (bez Ca
2+

) signifikantně zvýšeny (13,9 a 14,5krát). AP-BL transport ma- 

nitolu a metforminu se nelišily při použití transportního média s Ca
2+

 a i bez Ca
2+ 

(graf 43). 

BL-AP transport metforminu se zvýšil signifikantně (18,4krát) při použití transportního 

média bez Ca
2+

 a také se významně lišily AP-BL a BL-AP transport metforminu  

při absence Ca
2+ 

v transportním médiu. 
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Graf 43. Vliv přítomnosti (+ Ca

2+
) nebo absence (- Ca

2+
) v transportním médiu na permeabilitu 

metforminu 300 mol/l (AP-BL a BL-AP) a 
14

C manitolu (AP-BL). Každý sloupec reprezentuje 

průměr ± SD koeficientu permeability (Papp).  p < 0,05 vs. manitol + Ca
2+

, ‡ p < 0,05  

vs. metformin AP-BL + Ca
2+

, § p < 0,05 vs. metformin BL-AP + Ca
2+

, ¶ p < 0,05 vs. metformin 

AP-BL - Ca
2+

. 

 

 

Návratnost (%) 

Návratnost metforminu během transportních studií byla 101 ± 4 %. 

 

 

 

DISKUZE 

Metformin (hydrochlorid), hydrofilní organický kationt (Saitoh a spol. 2004, Tzvetkov 

a spol. 2009, Proctor a spol. 2008), je snadno rozpustný s rozpustností vyšší než 100 mg/ml 

v Milli-Q vodě, v 0,1M kyselině chlorovodíkové a ve fosfátovém pufru pH 4,5, pH 6,8  

a pH 9,5. Nejvyšší síla metforminových tablet (1000 mg) je rozpustná ve 250 ml vodného 

média v jakémkoliv pH od 1 do 7,5 (Cheng a spol. 2004, Blok a spol. 2008). Vzhledem  

k hodnotám koeficientu permeability (průměrné hodnoty Papp 1,3 - 1,6 x 10
-6

 cm/s pro oba 

(AP-BL a BL-AP) směry transportu) v Caco-2 transportních studiích lze metformin označit 

jako látku s nízkou permeabilitou, podobně jako je v literatuře uváděno pro obdobné látky 

(např. atenolol s Papp 1,57 a 1,90 x 10
-6

 cm/s pro AP-BL a BL-AP transport uvádějí 

Yazdanian a spol. (2004) jako látku s nízkou permeabilitou). Vzhledem k vysoké 

rozpustnosti a nízké permeabilitě může být metformin zařazen mezi látky třídy III BCS. 

Podle Yee (1997) Papp metforminu kolem 1,5 x 10
-6

 cm/s ho řadí mezi látky s mírnou 

absorpcí (20 - 70 %) u lidí, což je ve shodě s údaji získanými ve farmakokinetických 
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studiích s metforminem ukazujících bioavalabilitu 40 - 60 % (Pentikäinen a spol. 1979, 

Tucker a spol. 1981, Sambol a spol. 1996, Scheen 1996). Tucker a spol. (1981) popsali  

u lidí absorpci metforminu jako neúplnou a saturovatelnou, jelikož zvýšení dávky bylo 

doprovázeno poklesem absorpce metforminu, tj. nižší množství stanovené v moči 

(metformin je primárně vylučován v nezměněné formě močí se zanedbatelným 

metabolismem) a vyšší množství nezměněného metforminu ve stolici po podání dávky  

1,5 g ve srovnání s dávkou 0,5 g (Tucker a spol. 1981, Scheen 1996). Saturovatelnost 

absorpce metforminu byla také pozorována při jednoprůchodové perfúzi střev u potkanů 

(Song a spol. 2006). Na druhou stranu Choi a spol. (2006) saturovatelný transport  

u potkanů nepotvrdili. 

Pro studium intestinální absorpce a transportních mechanismů metforminu byla 

testována široká škála koncentrací metforminu (10 - 10000 µmol/l) po dobu 120 minut  

na Caco-2 buňkách. Transport metforminu byl lineární až do 120. minuty s trans- 

portovaným množstvím kolem 1 % ve všech koncentracích, což je ve shodě s hodnotami 

uvedenými Proctorem a spol. (2008). Ale ve studii Nicklina a spol. (1996) přešlo 

z apikálního do basolaterálního kompartmentu za 1 h přibližně 19 % roztoku metforminu 

(1000 µmol/l). Kumulativní transport metforminu (nmol) v našich studiích byl lineární  

v čase a závislý na koncentraci, bez jakýchkoliv rozdílů mezi oběma směry pro všechny 

použité koncentrace. Proctor a spol. (2008) stanovili kumulativní AP-BL transport 

metforminu jako lineární v čase pro koncentrace 50 - 10000 µmol/l, avšak závislost  

na dávce ukázali pouze v dávce 50 - 500 µmol/l s nelineárním zvýšením transportovaného 

množství v 10000 µmol/l. Studovali však pouze absorpční transport (AP-BL) metforminu, 

tj. BL-AP transport nebyl hodnocen. Na rozdíl od našich výsledků také uvedli snižování 

AP-BL Papp metforminu s rostoucí koncentrací (0,47 ± 0,02 při 10 µmol/l  

a 0,21 ± 0,03 x 10
-6

 cm/s při 5000 µmol/l), nebylo však provedeno statistické vyhodnocení. 

Pokles hodnot Papp uvádějí jako důkaz saturovatelného transportu metforminu přes Caco-2 

buňky. Naše výsledky však ukázaly nesignifikantní rozdíl v AP-BL vs. BL-AP transport 

(vyšší průměrná hodnotu Papp 1,5 x 10
-6

 cm/s pro AP-BL vs. 1,3 x 10
-6

 cm/s pro BL-AP 

transport) bez snižování Papp v závislosti na koncentraci. V experimentu Nicklina a spol. 

(1996) dosáhl Papp metforminu (1000 µmol během 30 minut) hodnoty 5,5 x 10
-6

 cm/s 

v AP-BL i BL-AP směru. Nicméně, hodnota Papp stanovená Nicklinem a spol. (1996) je 

výjimkou, protože ostatní literární údaje s AP-BL Papp metforminu kolem 1 x 10
-6

 cm/s 

(Saitoh a spol. 2004, Balimane a spol. 2006) korespondují s našimi hodnotami Papp. 
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Lze tedy shrnout, že naše získané hodnoty kumulativního transportu a Papp společně  

s lineárním průběhem rychlostí prostupu v AP-BL a BL-AP směru poskytují důkazy  

pro pasivní nesaturovatelný transport metforminu přes monovrstvu Caco-2 buněk, což je 

dále podporováno pozorováním, že metformin prochází přes monovrstvu lineárně  

bez rozdílu mezi oběma směry transportu (efluxní poměry kolem 1) s permeabilitou (Papp) 

nezávislou na koncentraci. Vzhledem k velikosti molekuly (molekulová hmotnost 165,6)  

a hydrofilitě metforminu předurčujících paracelulární transport, koeficient permeability 

kolem 1,5 x 10 
-6

 cm/s (korespondující s Papp manitolu a atenololu - paracelulární markery - 

viz 5.2. a 5.5.) a také téměř stejný AP-BL a BL-AP transport (odpovídající stejnému 

transportu atenololu v obou směrech - viz 5.5.) ukazují na pasivní paracelulární transport. 

K potvrzení paracelulární cesty podílející se na transportu metforminu bylo použito 

transportní médium bez Ca
2+

 (Delie a Rubas 1997, Ungell a Karlsson 2003, McMillan  

a spol. 2005). Při použití tohoto média (bez Ca
2+

) došlo k významnému zvýšení (přibližně 

14krát) Papp manitolu (paracelulárního markeru) a Papp metforminu (300 µmol/l) v AP-BL 

směru, což svědčí pro paracelulární prostup metforminu. BL-AP transport metforminu byl 

také významně zvýšen (18krát) při použití transportního média bez Ca
2+

.
 
AP-BL a BL-AP 

transport metforminu se statisticky významně lišily v nepřítomnosti Ca
2+

, přičemž důvod 

vyššího BL-AP transportu zůstává nejasný, zvýšení však nebylo způsobeno vlivem 

metforminu na integritu Caco-2 monovrstvu (viz graf 1 v 5.2.). 

Proctorem a spol. (2008) byla také diskutována saturabilita predominantně 

paracelulárního transportu metforminu nalezená v jejich experimentech na Caco-2 buňkách 

- permeabilita metforminu byla závislá na koncentraci (tj. saturovatelný transport). Pokles 

paracelulární permeability je podle nich zřejmě způsoben saturovatelnými interakcemi 

mezi metforminem a makromolekulami, pravděpodobně bílkovinami, v paracelulárních 

prostorách monovrstvy Caco-2 buněk, a nikoli hrubými změnami v paracelulárním 

prostoru nebo v „tight junctions“. V literatuře je také uváděno, že saturabilní paracelulární 

mechanismus může být způsoben interakcemi mezi náboji v paracelulárním prostoru (Lee 

a Thakker 1999, Bourdet a spol. 2006). Bylo by tedy potřebné provést další studie, které by 

vedly k upřesnění mechanismů tohoto navrženého saturovatelného paracelulárního 

transportního mechanismu. 

Vzhledem k fyzikálně-chemickým vlastnostem metforminu jako organického kationtu 

a slabé báze, který je pozitivně nabitý při fyziologickém pH, přichází v úvahu také účast 

OCT transportérů v transportu metforminu (Koepsell a spol. 2007). Metformin je dobře 

známým substrátem transportérů organických kationtů (OCT1-3) patřících do rodiny 
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transportních proteinů SLC22A (Wang a spol. 2002, Song a spol. 2008, Klatt a spol. 2011, 

Horie a spol. 2011), které jsou hlavně exprimovány v eliminačních orgánech, ale  

i v lidském střevě (Müller a spol. 2005, Koepsell a spol. 2007). V Caco-2 buňkách byla 

detekována mRNA všech tří hOCT, ale mnohem méně ve srovnání s expresí P-gp: 

MDR1>>OCT3 (10 % MDR1)>OCT1,2 (Müller a spol. 2005, Horie a spol. 2011). 

V námi použitých experimentálních podmínkách však transportérem zprostředkovaný 

transport prokázán nebyl, rovněž s ohledem na skutečnost, že poměr paracelulárního  

a transcelulárního transportu metforminu byl stanoven na 90-95 : 5-10% (Proctor a spol. 

2008) nebo 88:12 % podle Saitoha a spol. (2004). Dále by mohla hrát úlohu skutečnost, že 

transcelulární transport metforminu je souhra řady transportních procesů ve stejném jako  

i v opačném směru přes apikální jako i přes basolaterální membránu. V experimentech 

provedených Proctorem a spol. (2008) metformin vykazoval 7násobně vyšší AP eflux než 

BL eflux, což naznačuje, že eflux přes AP membránu je zprostředkován efluxním 

transportérem a že BL prostup se děje pasivní difúzí a je neefektivní (Proctor a spol. 2008). 

AP eflux nebyl inhibován inhibitorem P-gp, což vylučuje roli P-gp v AP efluxu 

metforminu (Song a spol. 2.006, Proctor a spol. 2008). AP eflux byl však významně 

inhibován chinidinem (selektivní inhibitor kationtů), což ukazovalo na OCT-

zprostředkovaný transport (Proctor a spol. 2008). Také AP uptake metforminu byl 14krát 

větší než BL uptake, což naznačovalo účast specifického transportu na apikální membráně. 

Vzhledem k tomu, že byl AP uptake metforminu inhibován různými kationtovými 

sloučeninami, lze předpokládat, že apikální vychytávání metforminu v Caco-2 buňkách je 

alespoň částečně zprostředkováno OCT (Horie a spol. 2011). Z rozdílu hodnot AP uptake  

a BL efluxu vyplynulo, že BL membrána je limitujícím faktorem v transcelulárním 

transportu metforminu (Proctor a spol. 2008). 

Lze tedy konstatovat, že není zcela znám přesný mechanismus, jakým metformin 

prochází přes střevní stěnu. Je však zřejmé, že transport metforminu se musí dít převážně 

paracelulární cestou, ale do jisté míry může být zapojen také transcelulární transport. 
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6. SOUHRN VÝSLEDKŮ PERMEABILITY TESTOVANÝCH 

LÁTEK A JEJICH APLIKACE DO BCS 
 

6.1. Souhrn výsledků permeability testovaných látek 

Ambroxol  

Kumulativní množství transportovaného ambroxolu v čase ukázalo lineární transport 

ambroxolu v obou směrech se závislostí na koncentraci a pH. Obdobný procentuální 

kumulativní transport vynesený oproti času pro všechny testované ambroxolové 

koncentrace a pro oba směry transportu (AP-BL a BL-AP) rovněž neukázal převahu 

transportu v žádném směru, což signalizuje pasivní, nesaturovatelný proces. Podobné 

hodnoty Papp a efluxních poměrů (0,9 - 1) v celém rozsahu koncentrací ambroxolu  

(100 - 1000 µmol/l) bez pozorovaného rozdílu mezi rychlostmi prostupu v obou sledo- 

vaných směrech ukazují rovněž na pasivní difuzní mechanismus transportu ambroxolu přes 

Caco-2 monovrstvu. 

Vysoké hodnoty Papp ambroxolu (45 x 10
-6

 cm/s) svědčí pro transcelulární transport. 

Vzhledem k nezměněným hodnotám Papp ambroxolu po otevření těsných spojů pomocí 

transportního média bez Ca
2+

 lze konstatovat, že neexistuje žádný důkaz pro paracelulární 

mechanismus jeho transportu. Pasivní difúze ambroxolu jako slabá báze byla enormně 

snížena při pH 6 (snížení pH apikálně zvyšuje disociaci slabých bází). 

V daných experimentálních podmínkách převažuje tedy transcelulární transport 

ambroxolu zprostředkovaný pasivní difúzí. 

 

5-ASA 

Transport celkového množství 5-ASA (parentní látka plus intracelulárně tvořený  

N-acetyl metabolit) byl lineární v čase, závislý na koncentraci a směru transportu. Vyšší 

BL-AP (sekreční) transport byl způsoben především vyšším transportem metabolitu (což 

naznačuje eflux metabolitu). Transport samotné 5-ASA (parentní látka) je saturovatelný 

(transepiteliální zprostředkovaný nosičem) při nízkých dávkách, který je však převážen 

pasivním, paracelulárním procesem ve vyšších dávkách, což bylo potvrzeno zvýšeným 

transportem 5-ASA při použití transportního média bez Ca
2+

. Transport 5-ASA je tedy 

souhrou několika procesů, které působí ve stejném nebo opačném směru podle koncentrace 

5-ASA a které jsou dále komplikovány intracelulární tvorbou metabolitu a jeho 

transportem. Vzhledem k našim výsledkům se zdá, že intracelulárně tvořený metabolit  
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(N-ac-5-ASA) je „pumpován“ z Caco-2 buněk MRP transportéry, ale bohužel 

předpokládaný OATP zprostředkovaný uptake 5-ASA se nepodařilo prokázat.  

 

Atenolol 

Kumulativní transport atenololu byl lineární v čase a nezávislý na koncentraci a směru 

transportu. Procentuální kumulativní transport atenololu byl nízký (pod 1 %). Hodnoty 

kumulativního a procentuálního kumulativního transportu atenololu společně s lineárním 

průběhem rychlostí prostupu atenololu naznačují pasivní mechanismus transportu. 

Hodnoty kumulativního a procentuálního kumulativního transportu atenololu byly výrazně 

nižší ve srovnání s transportem např. ambroxolu a kofeinu, látek transportovaných pasivní 

transcelulární difúzí. Stanovený koeficient permeability atenololu kolem 1 x 10
-6

 cm/s  

pro všechny použité koncentrace v obou směrech transportu řadí atenolol mezi látky  

s nízkou permeabilitou. Efluxní poměry se pohybovaly kolem 1 a jsou dalším potvrzením, 

že transportu atenololu se neúčastní buněčné efluxní pumpy, tj. v transportu atenololu není 

zapojena aktivní složka. Papp atenololu (300 mol/l) byl významně zvýšen v AP-BL  

a BL-AP směru při použití transportního média bez Ca
2+ 

(otevření těsných spojů), což 

dokazuje paracelulární transport atenololu.  

Atenolol je hydrofilní látka transportovaná pasivně paracelulární cestou. 

 

Kofein 

Kumulativní transport kofeinu na Caco-2 buněčné monovrstvě byl lineární v čase  

bez jakékoliv saturace, závislý na koncentraci a nezávislý na směru transportu. Transport 

kofeinu v absorpčním (AP-BL) a sekrečním (BL-AP) směru se významně nelišil, jak 

ukázaly podobné hodnoty Papp v obou směrech a Papp efluxní poměry kolem 1 pro všechny 

použité koncentrace. Také AP-BL a BL-AP rychlosti prostupu (J) s lineárním průběhem 

bez rozdílu mezi oběma směry společně s vysokými koeficienty permeability (Papp  

45,6 - 53,5 x 10
-6

 cm/s) v obou (AP-BL a BL-AP) směrech ukazovaly na pasivní 

transcelulární difúzi. Rozdílné pH v apikálním a basolaterálním kompartmentu (6/7,4, tj. 

pH-gradient) nemělo vliv na transport kofeinu ve srovnání s iso-pH (7,4/7,4) podmínkami. 

Při použití transportního média bez Ca
2+

 zůstal transport kofeinu beze změny, což je jasný 

důkaz, že paracelulární transport nehraje důležitou roli v mechanismu transportu kofeinu.  

Transport kofeinu je tedy zprostředkován pasivní transcelulární difúzí a paracelulární 

cesta se účastní jen minoritně. 
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Gliklazid 

Kumulativní transport gliklazidu ukázal lineární průběh v čase a závislost na 

koncentraci. Procentuální transportované kumulativní množství gliklazidu dosáhlo 

přibližně 10 %. Permeabilita gliklazidu byla vyšší v BL-AP vs. AP-BL směru pro 

koncentrace 100 - 1000 µmol/l (nesignifikantně) a pro 10 µmol/l gliklazidu (signifikantně) 

s efluxními poměry kolem 1,2 (100 - 1000 µmol/l) a 2,68 (10 µmol/l), avšak bez jasné 

závislosti Papp na koncentraci v obou směrech transportu. Vysoké Papp gliklazidu (kolem  

18 x 10
-6

 cm/s) vypovídají hlavně pro pasivní transport gliklazidu (transcelulární pasivní 

difúze případně spolu s paracelulárním transportem). Avšak rozdíly v AP-BL vs. BL-AP 

transport v koncentraci 10 µmol/l (efluxní poměr 2,68) naznačují možnou účast 

transportérem zprostředkovaného (efluxního) transportu.  

Při použití transportního média bez Ca
2+

 došlo ke zvýšení Papp gliklazidu v obou 

směrech (AP-BL a BL-AP) transportu, což dokazuje paracelulární prostup gliklazidu. 

Avšak vzhledem k dobré lipofilitě gliklazidu, vysokým koeficientům permeability a jeho 

relativně vysoké molekulové hmotnosti (MH 323) se paracelulární transport účastní 

prostupu gliklazidu pouze částečně. Transport gliklazidu jako slabé kyseliny byl zvýšen  

za podmínek pH-gradientu. 

Gliklazid je tedy transportován především pasivní transcelulární difúzí, ale částečně  

i paracelulární cestou. V nižších koncentracích je transport gliklazidu ovlivněn možným 

efluxem pravděpodobně prostřednictvím MRP (inhibiční účinek probenecidu a indo-

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

 

Indapamid 

Kumulativní transport indapamidu byl lineární v čase, závislý na koncentraci a směru 

transportu. Procentuální kumulativní transport se snižoval se zvyšující se dávkou, tj. byl 

nejvyšší v nejnižší testované dávce (100 µmol/l) a v této dávce byl také největší rozdíl 

mezi oběma směry transportu. Transport však byl mírně vyšší u AP-BL směru v každé 

testované koncentraci a pohyboval se mezi 7 - 12 %. Dle hodnoty Papp indapamidu  

v rozmezí 12 - 18 x 10
-6

 cm/s lze indapamid považovat za vysoce permeabilní látku. 

Permeabilita indapamidu přes Caco-2 monovrstvu byla závislá na koncentraci (snížení Papp 

se zvyšující se koncentrací) a na směru transportu (mírně vyšší v BL-AP směru). Tyto 

výsledky naznačují, že indapamid je transportován i jinou cestou než jen pasivní difúzí.  

V úvahu přichází transepiteliální transport indapamidu prostřednictvím transportérů.  

Na účast efluxních transportérů však neukazují efluxní poměry (kolem 1), tj. ne vyšší než 
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1,5. Na druhé straně se rychlosti prostupu indapamidu zvyšovaly nelineárně s kon- 

centracemi v obou směrech, což naznačuje, že AP-BL a BL-AP transport indapamidu by 

mohl být zprostředkován jak saturabilním, tak nesaturabilním procesem. 

K rozlišení komponent pasivního transportu (transcelulárního a paracelulárního) bylo 

použito transportní médium bez Ca
2+

 pro otevření těsných spojů, přičemž Papp indapamidu 

se výrazně zvýšil (důkaz paracelulárního transportu). Transport (pasivní difúze) 

indapamidu jako slabé kyseliny se mírně, ale statisticky významně zvýšil při pH 6 

apikálně. 

Vzhledem k vysokým hodnotám Papp se transepiteliální transport indapamidu zdá být 

zprostředkován hlavně pasivním transportem (jak transcelulárně pasivní difúzí, tak 

paracelulárně). Naše výsledky naznačily i nosičem zprostředkovaný transport indapamidu 

(aktivní transport nebo facilitovaná difúze, jelikož jeho transport byl saturovatelný, závislý 

na koncentraci a směru transportu). 

 

Metformin 

Hodnoty kumulativního transportu a Papp spolu s lineárním průběhem rychlostí 

prostupu v AP-BL a BL-AP směru svědčí pro pasivní nesaturabilní transport metforminu 

přes Caco-2 monovrstvu, což je podpořeno zjištěním, že metformin přechází přes mono- 

vrstvu lineárně bez rozdílu mezi oběma směry transportu (efluxní poměr kolem 1) a jeho 

permeabilita (Papp) je nezávislá na koncentraci. S ohledem na molekulovou hmotnost  

(MH 165,6) a hydrofilitu metforminu, které předurčují metformin k paracelulárnímu 

transportu (koeficient permeability kolem 1,5 x 10
-6

 cm/s, což odpovídá Papp atenololu  

a manitolu - paracelulárním markerům) a i s ohledem na téměř stejný AP-BL a BL-AP 

transport, jde především o pasivní paracelulární transport. Pro potvrzení paracelulární 

složky v transportu metforminu bylo použito transportní médium bez Ca
2+

 (otevření 

těsných spojů). Při použití tohoto média (bez Ca
2+

) došlo k výraznému zvýšení Papp 

metforminu, což svědčí pro paracelulární transport metforminu. Vzhledem k fyzikálně-

chemickým vlastnostem metforminu jako organického kationtu a slabé zásady, který je 

pozitivně nabit za fyziologického pH, přichází v úvahu i účast OCT transportérů v jeho 

transportu. V námi použitých experimentálních podmínkách transportérem zprostředko- 

vaný transport prokázán nebyl.  

Transport metforminu se tedy uskutečňuje přednostně paracelulární cestou, i když je 

možná i účast transportu transcelulárního.  
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6.2. Aplikace výsledků permeability z transportních Caco-2 

studií do BCS  

 

Výsledky „permeability“ vybraných látkových modelů na Caco-2 buněčné monovrstvě 

byly využity pro predikci jejich kategorizace v čtyřtřídním systému BCS (obr. 8). 

 

BCS třída I 

Ambroxol: vysoká permeabilita ambroxolu a vysoká solubilita umožnily klasifikovat 

ambroxol jako látku třídy I BCS.  

Kofein: vysoce rozpustná a vysoce permeabilní látka, může být zařazen do třídy I BCS.  

 

BCS třída II: 

Gliklazid: s ohledem na nízkou solubilitu a vysokou permeabilitu může být klasifikován 

jako látka třídy II BCS.  

Indapamid: nízká solubilita a vysoká permeabilita svědčí pro zařazení do třídy II BCS.  

 

BCS třída III: 

Atenolol: vzhledem k vysoké rozpustnosti a nízké permeabilitě je zařaditelný jako látka 

třídy III BCS.  

Metformin: vysoká solubilita a nízká permeabilita svědčí pro zařazení mezi látky třídy III 

BCS. 

 

BCS třída IV: 

5-ASA: s ohledem na nízkou permeabilitu a nízkou solubilitu může být kategorizována 

jako látka třídy IV BCS. 

 

 

 

  



   

134 

a)                         b) 

 

Obr. 8. a) Biofarmaceutický klasifikační systém (BCS) definovaný Amidonem a spol. (1995), b) 

Klasifikace testovaných xenobiotik podle BCS.  
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7. ZÁVĚR 

Získané výsledky ukázaly model Caco-2 monovrstvy jako relativně dobře použitelný 

model pro studium transportu látek, pokud jde o transintestinální transport různými cestami 

a odhad permeability látek jako nezbytného parametru pro zařazení látek do BCS. Model 

Caco-2 monovrstvy lze považovat za aplikovatelně nejvalidnější u látek transportovaných 

transcelulárně pasivní difúzí s vysokou permeabilitou. U některých látek s vysokou 

permeabilitou a vysokou rozpustností vyvstává možnost na BCS-založeného „biowaiver“ 

přístupu. 
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Současné technologické úrovně umožňují studovat transbariérové transporty xeno- 

biotik (včetně gastrointestinální absorpce) na modelech in vitro, in situ a in vivo. In situ  

a in vivo modely umožňují posoudit zpětné vazby na orgánové nebo celoorganismové 

úrovni, in vitro modely eliminují extrabariérové faktory a jsou tak cíleny na mechanismy 

transportních dějů. Mezi in vitro modely zaměřené na studium mechanismu transportu 

střevní stěnou patří modely využívající buď buněčné linie (např. Caco-2, MDCK a 2/4/A1 

buňky) nebo intestinální tkáň (např. „Ussing“ komora). Jedním z relativně nejčastěji 

používaných in vitro modelů je model Caco-2 buněčné monovrstvy.  

Caco-2 buňky jsou buněčnou linií odvozenou z kolorektálního adenokarcinomu. Jejich 

charakteristickým znakem je spontánní diferenciace s vytvořením monovrstvy s plně 

diferencovanými a polarizovanými buňkami s typickým kartáčovým lemem a těsnými 

spoji, a to za normálních kultivačních podmínek. Škála jejich využitelnosti: a) transportní 

studie - pasivní transcelulární a paracelulární transport, transport zprostředkovaný „uptake“ 

a efluxními mechanismy, b) inhibiční studie - účast transportérů na transportu xenobiotik  

a látkových interakcích, c) kumulativní a uptake/efluxní studie - intracelulární kumulace 

látky, buněčný uptake a eflux xenobiotik, d) studie metabolismu xenobiotik, e) cyto- 

toxikologické studie.  

Význam Caco-2 modelu je nejen v základním výzkumu, ale i ve výzkumu 

aplikovaném (přijímán regulačními orgány jako standardní metoda pro predikci střevní 

permeability a absorbované frakce při vývoji nových léčiv). Faktor „permeabilita“  

(= transbariérový transport) je pak využitelný pro kompletaci jednoho z parametrů 

biofarmaceutického klasifikačního systému (BCS), který rozděluje látky do čtyř tříd podle 

jejich rozpustnosti a permeability (Amidon a spol. 1995). Látka je definována jako „vysoce 

rozpustná“, pokud je nejvyšší síla léku rozpustná v 250 ml pufru při pH 1 - 6,8 při 37°C,  

a jako „vysoce permeabilní“, pokud je rozsah absorpce u člověka  85 % podané dávky 
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(EMEA směrnice 2010). Do I. třídy BCS patří látky vysoce rozpustné a permeabilní,  

do II. třídy vysoce permeabilní se špatnou rozpustností, do III. třídy látky s nízkou 

permeabilitou a vysokou rozpustností a látky IV. třídy mají nízkou rozpustnost  

a permeabilitu. Parametr rozpustnosti je stanovitelný fyzikálně-chemickými technikami, 

parametr „permeability“ se bez biologického experimentu neobejde.  

Relativně novým přístupem v procesu schvalování léčivých přípravků je na BCS 

založený „biowaiver“ přístup, který znamená vzdání se provedení bioekvivalenční studie 

při splnění určitých přesně definovaných podmínek. Na BCS založený „biowaiver“ přístup 

je doporučen pro perorální přípravky s okamžitým uvolňováním obsahující léčivo I. třídy 

BCS při doložení rychlé disoluce srovnatelné s referenčním přípravkem (EMEA směrnice 

2010). EMEA a WHO směrnice rozšiřují možnost biowaiveru i na léčiva III. třídy BCS  

a WHO směrnice dokonce i na některé látky z BCS II. třídy.  

Cílem prezentované práce bylo využít in vitro model Caco-2 buněčné monovrstvy  

pro studium transcelulárních transportních mechanismů cíleně vybraných modelových 

látek a pro aplikaci výsledků do predikce BCS systému. V prvé fázi studií jsme zavedli 

doplňkové metody testování viability buněk, stanovení integrity monovrstvy pomocí 

netoxické fenolové červeně a stanovení buněčné kumulace. Během druhé fáze jsme takto 

validovaný model Caco-2 buněčné monovrstvy využili pro studium sedmi vybraných 

xenobiotik (ambroxol, 5-aminosalicylová kyselina (5-ASA), atenolol, kofein, gliklazid, 

indapamid a metformin) s ohledem na jejich permeabilitu a mechanismus jejich 

transintestinálního transportu. Získané výsledky (parametr „permeabilita“) z transportních 

studií jsme spolu s hydrofilní rozpustností vybraných látek (data z literatury) použili  

k zařazení těchto látek do jedné ze 4 tříd BCS: 

BCS třída I 

Ambroxol: vysoká permeabilita ambroxolu a vysoká solubilita umožnily klasifikovat 

ambroxol jako látku třídy I BCS.  

Kofein: vysoce rozpustná a vysoce permeabilní látka, může být zařazen do třídy I BCS.  

BCS třída II 

Gliklazid: s ohledem na nízkou solubilitu a vysokou permeabilitu může být klasifikován 

jako látka třídy II BCS.  

Indapamid: nízká solubilita a vysoká permeabilita svědčí pro zařazení do třídy II BCS.  

BCS třída III: 

Atenolol: vzhledem k vysoké rozpustnosti a nízké permeabilitě je zařaditelný jako látka 

třídy III BCS.  
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Metformin: vysoká solubilita a nízká permeabilita svědčí pro zařazení mezi látky třídy III 

BCS. 

BCS třída IV: 

5-ASA: s ohledem na nízkou permeabilitu a nízkou solubilitu může být kategorizována 

jako látka třídy IV BCS. 

 

Výsledky transportních studií ambroxolu a kofeinu byly publikovány v časopisech  

s impakt faktorem, výsledky 5-ASA byly přijaty k opublikování v časopise 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/A1 

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, c) 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 I - highly 

soluble and permeable substance, class II - highly permeable with low solubility, class III - 

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 I drug with rapid dissolution equivalent to the reference product (EMEA-guideline 

2010). EMEA- and WHO-guidelines extend the possibility of biowaiver to BCS class III 

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 I 

Ambroxol: determined high permeability and high solubility enable to classify 

ambroxol as class I of the BCS.  

Caffeine: as highly soluble and highly permeable drug can be categorized into the 

class I of the BCS.  

BCS class II 

Gliclazide: with respect of low solubility and high permeability, gliclazide can be 

categorized as class II of the BCS.  

Indapamide: with low solubility and high permeability can be categorized as class II 

of the BCS.  
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BCS class III 

Atenolol: with high solubility and low permeability is indicated as BCS class III 

substance.  

Metformin: with high solubility and low permeability can be ranked among class III 

compounds of the BCS. 

BCS class IV 

5-ASA: according to low permeability and low solubility, 5-ASA can be classified as 

class IV 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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