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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Helena ZaleSakova

Skolitel: PharmDr. Marie Voprsalova, CSc.

Nazev diplomové prace: In vitro metody pro predikci penetrace latek pires HEB

Tato diplomova prace se zabyva korelaci mezi dvéma in vitro modely simulujicimi
hematoencefalickou bariéru (HEB, z angl. hematoencephalic barrier) a jejich porovnanim
z hlediska praktického vyuziti. Jednd se o metodu PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) a metodu vyuzivajici MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) bunéénou
linii, coz jsou modely pro screening latek potencialné penetrujicich do centralniho nervového
systétmu (CNS, z angl. central nervous system). V ramci této prace byl zméfen set Sestnacti
standardnich 1é¢iv. Vlastni provedeni bylo podobné u obou metod s cilem ziskat informaci o
tom, jaké mnozstvi testovanych latek prostoupi pfes membranu z donorové Casti desticky
do akceptorové. Koncentrace v donorové casti byla zméfena pomoci UV-VIS
spektrofotometrie. Hlavni odli$nosti mezi metodami je membrana, pies kterou latky prostupuji.
V ptipadé PAMPA se pouziva fosfolipid, ktery byl izolovan z mozku vepte (PBL, z angl. polar
brain lipid). Tento lipid simuluje fosfolipidovou membranu endotelu mozkovych kapilar.
U MDCK modelu je membrana tvofena monovrstvou MDCK bunék, které jsou péstovany
na mikroporézni membrané¢ umisténé mezi donorovou a akceptorovou Ccasti systému.
Detekovana donorova koncentrace byla pfevedena na permeabilitni koeficienty a metody byly
porovnany mezi sebou a také s in vivo prostupnosti ziskanou z literatury. Bylo zjisténo, Ze
u tfinacti 1é¢iv vysledky z obou metod odpovidaji in vivo situaci a Ze nejlepsSi korelace je
u latek, které prostupuji pfes HEB pasivni difuzi. V PAMPA modelu byla zjiSténa chybna
predikce pro latky vyuzivajici aktivni transportni mechanismy, kterou model vyuzivajici
MDCK buné€nou linii z velké casti eliminoval. MDCK model sice obsahuje aktivni
transportéry, ale vSechny nemaji stejnou substratovou specifitu jako v HEB. Navic nékteré
transportéry ptitomné v HEB zde zcela chybi. Proto MDCK model chybné& urcuje prostup latek,
které podléhaji nékterym transportértim specifickym pro HEB. Metoda PAMPA je v porovnani
s MDCK modelem rychld, levna a vhodna pro screening vétSich setd latek. Dilc¢im cilem bylo
zjisténi vlivu dimethylsulfoxidu (DMSO) pouzitého jako kosolventu pii rozpousténi vzorki
s vysledkem, Ze v koncentracich pouzitych za timto ucelem spolehlivost metody PAMPA

neovliviiyje.

Kli¢ova slova: hematoencefalicka bariéra, in vitro, PAMPA, MDCK linie, DMSO



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové

Department of Pharmacology & Toxicology
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Supervisor: PharmDr. Marie Voprsalova, CSc.

Title of diploma thesis: In vitro Methods for the Prediction of Blood Brain Barrier Penetration

This thesis deals with the correlation between two in vitro models simulating the blood-
brain barrier (HEB, hematoencephalic barrier) and their comparison in terms of practical use.
These are the PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) method and
the MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) cell line, which are models for potential central
nervous system (CNS) penetration screening. Within this work, a set of sixteen standard drugs
were measured. The procedure was similar in both methods in order to obtain information
on the amount of test substances passing through the membrane from the donor portion of the
plate to the acceptor. The concentration in the donor portion was measured by UV-VIS
spectrophotometry. The main difference between these methods is the membrane through
which the substances penetrate. In the case of PAMPA, a lipid solution that has been isolated
from pig brain (PBL, polar brain lipid) is used. This lipid simulates the phospholipid membrane
of the brain capillary endothelium. In the MDCK model, the membrane is a monolayer
of MDCK cells that are grown on a microporous membrane located between the donor and
acceptor portions of the system. The detected donor concentration was converted
to permeability coefficients and the methods were compared with each other and also with
in vivo permeability. For thirteen drugs, the results from both methods corresponds to the
in vivo situation. It has been found that the best correlation is for substances that pass through
HEB by passive diffusion. In the PAMPA model, a wrong prediction was found for substances
using active transport mechanisms, which the MDCK model largely eliminated. Although the
MDCK model contains active transporters, they do not all have the same substrate specificity
as in the HEB. In addition, some transporters present in the HEB are missing. Therefore, the
MDCK model erroneously determines the transmission of substances that are subject
to transporters that are specific to HEB. The PAMPA method is fast, cheap and suitable for
screening larger sets of substances compared to the MDCK model. A partial goal was
to determine the effect of dimethylsulfoxide (DMSO), which was used as a co-solvent in sample
dissolution. The DMSO concentrations used were found not to affect the reliability of the
PAMPA method.

Key words: blood brain barrier, in vitro, PAMPA, MDCK cell, DMSO



1 UVOD

Stanoveni penetrace pies hematoencefalickou bariéru (HEB) je velmi vyznamny faktor
ve vyzkumu a vyvoji novych 1éCiv. Tyka se hlavné potencidlnich kandidat na 1éCiva s cilem
pusobeni v centralnim nervovém systému (CNS), u nichz penetrace zajistuje ucinek léciva.
Zjisténi prichodu do CNS je dilezité i u 1éCiv, jejichz tcelem je pusobit mimo CNS, tedy
na periferii. Zde mtze byt prinik do mozku pfic¢inou fady nezadoucich Gcinku.

Vyzkum HEB je velmi naro¢ny, ale objevuji se stale nové poznatky a pocet publikaci
neustale vzrista. Pro pochopeni funkce HEB je dulezité znat jeji anatomickou stavbu, ktera
zajistuje omezenou propustnost latek a rozumét transportnim mechanismim, které se v HEB
odehravaji. Ke studiu fyziologie i patologie HEB a ve farmaceutickém vyzkumu je k dispozici
fada in vitro modelt, kterymi se tato diplomova prace zabyva.

In vitro modely maji oproti in vivo metoddm mnoho vyhod. Jsou relativné levné
v porovnani s experimenty na zvifatech a jejich propustnost latek je vyrazné vyssi. Zajist'uji
tedy testovani vétSiho mnozstvi latek v krat§im ¢asovém intervalu a za jednodussich pracovnich
podminek. Diky témto vlastnostem mohou slouZzit v ranych stadiich vyzkumu a ptedchéazet
studiim na zvifatech a ¢lovéku. Je k dispozici fada in vitro modeli HEB od jednodussich,
ktery by plnohodnotné nahradil in vivo modely, coz je divod jejich neustalého vyvoje.

Rozhodli jsme se porovnat dva in vitro modely a posoudit jejich vhodnost pro testovani
permeability 1éCiv. Prvnim z nich je PAMPA metoda, kterd se fadi mezi nebunééné modely a
vynika v predikci pasivni difuze pfes HEB. Druhy model je zaloZen na p&stovani monokultury
zivych MDCK (Madin-Darby Canin Kidney) bun¢k, zahrnujici jiz nékteré aktivni mechanismy,

které se podileji na transportu 1€Civ pies tuto monovrstvu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Stavba hematoencefalické bariéry

Savéi mozek omezuje vstup iontd a solutl cirkulujicich v krevnim ob&hu dvéma
bunéénymi bariérami. Bariérou krve a mozku (HEB, z angl. hematoencephalic barrier) a
bariérou krve a mozkomisniho moku (CSF, z angl. cerebrospinal fluid) (Ueno 2007).

HEB je specialni strukturalni, biochemicka a vysoce selektivni polopropustna bariéra.
Reguluje vstup molekul z krve do mozkové tkan¢ a extracelularni tekutiny v centralni nervové
soustaveé (CNS, z angl. central nervous system) a udrzuje tim homeostazu mozku (Stamatovic
et al. 2008). Tato piesnad kontrola homeostazy CNS umoznuje spravnou funkci nervii a chrani
nervovou tkan pied toxiny a patogeny z vnéjSiho prostiedi. Zmény bariérovych vlastnosti a
naruSeni integrity HEB jsou diilezitou soucasti patologie a progrese riznych neurologickych
onemocnéni (Daneman and Prat 2015).

Mimo ochrany pfed Skodlivymi latkami HEB zéroven umoznuje vychytavani zivin a
hormont z krve, které jsou potfebné pro spravnou funkci mozku. Prostup zivin z krve umoznuji
transportéry (napfiklad pro glukézu, insulin, aminokyseliny ¢i neuroaminové prekurzory).
Vysokou metabolickou aktivitu HEB nutnou pro transportni funkce zajiStuje piitomnost
mitochondrii v endotelovych buiikdch mozkové mikrovaskulatury (BMECs, z angl. brain
microvascular endothelial cells) (Oldendorf et al. 1977; Ueno 2007; He et al. 2014).

Vyjimkou jsou cirkumventrikularni organy (CVOs, z angl. circumventricular organs).
Jedna se o vysoce vaskularizované oblasti, které se 1i$i od zbytku mozkového parenchymu tim,
ze nejsou obklopeny HEB. Dosud byly identifikovany tfi smyslové a Ctyfi sekre€ni CVOs
(Miyata 2015). Nachazi se kolem tfeti a Cctvrté mozkové komory a diky fenestrovanym
kapilaram umoziiuji, aby jejich neurony mély (na rozdil od HEB) pfimy kontakt s latkami
pfenaSenymi krvi. Tim je zajiSténa jejich klicova role v regulaci vétSiny autonomnich a
endokrinnich funkei (Sis6 et al. 2010). Ochrannou roli zde hraji mikroglia a neuronové
kmenové bunky (NSCs, z angl. neural stem cells), které reaguji na informace ziskané z krve a
signaly z CSF (Miyata 2015).

Teésné¢ bariérové vlastnosti HEB jsou pficitdany unikatnim paracelularnim a
intracelularnim transportnim vlastnostem BMECs. Tyto bunky jsou zde v mnohem tésnéjSim
usporadani nez buiiky endotelu na periferii (He et al. 2014). Dulezit4 je uzka interakce BMECs
s ostatnimi sloZkami neurovaskularni jednotky, do které se zapojuji také koncové vybézky

astrocytll, pericyty zakotvené v bazalni membrané a samotné neurony. Tato neurovaskularni



jednotka jako celek zajistuje spravnou funkci CNS a udrzuje vlastnosti HEB (viz Obrazek 1)

(Persidsky et al. 20006).

gap junction

= Endothelium

tight junction PEricyt

Obrdazek 1 Schematicky ndcrtek neurovaskularni jednotky. Na pricném rezu kapildarou HEB
[ze pozorovat endotel s tesnym spojenim, bazdlni membranou, pericytem a astrocyty. Dale
gap junction neboli vodivy spoj. Modifikovano dle: Ueno (2007).

Za vlastnosti HEB jsou primarné zodpovédné spojovaci komplexy BMECs, které
predstavuji tésné spoje (TJs, z angl. tight junctions) a adherentni spoje (AJ, z angl. adherens
junctions) (Stamatovic et al. 2008). Tyto mezibunécné spoje hraji kliCovou roli z hlediska
paracelularni permeability (Wilhelm et al. 2011). Spojovaci komplex se sklada
z transmembranovych proteini a dopliikkovych cytoplazmatickych proteinli umisténych
na apikdlni stran¢ endotelu (Stamatovic et al., 2008). Transmembranové proteiny interaguji
piimo uvniti spojovaciho komplexu. Zatimco cytoplazmatické proteiny slouzi jako kotva,
vazajici se na transmembranové proteiny s aktinovym cytoskeletem, ktery je potiebny pro
udrZovani strukturni a funk¢éni integrity endotelu (Petty and Lo 2002; Ueno 2007).

TJs jsou zodpoveédné za separaci apikélni a basolaterdlni membranové domény vedouci
k polarizaci buiiky a k omezeni paracelularni transportni drahy (Gonzalez-Mariscal et al. 2003).
Spojuji BMECs pomoci proteinti: claudin, okludin, adhezni molekuly (JAM, junctional
adhesion molecules) a pomoci fady cytoplazmatickych pomocnych proteint, véetné zonula
occludens (ZO-1, ZO-2, ZO-3), cingulinu a dal$ich (Ueno 2007).

Co se tyce struktury AJ, tak jejich transmembranovymi proteiny jsou kadheriny (hlavné
VE-kadherin), které je spojeny pies kateniny (alfa, beta a gama) s cytoskeletem (viz Obrazek
2) (Wilhelm et al. 2011). Spravna funkce Al je potifebna pro pevny spojovaci komplex (Schulze
and A Firth 1993). Navic TJs a AJ mohou byt strukturné propojeny, protoze byla prokazana
interakce mezi ZO-1, ZO-2 a alfa-kateninem (Itoh et al. 1999; Wilhelm et al. 2011).
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Obrazek 2 Schematické znazornéni interakce proteinii tvoricich tésné spoje v
hematoencefalické bariére. Je zndzornén claudin-5 (hlavni slozka TJs endotelialnich bunék
mozku), okludin a adhezivni molekuly spojeni (JAM), coz jsou transmembranové proteiny.
Z0-1, p120 cateniny, claudin a kadherin jsou cytoplazmatické proteiny. Modifikovano dle
(Ueno 2007).

Pericyty jsou bunky obklopujici ablumindlnim povrch endotelidlnich bun¢k v kapilarni
siti mozku. Hraji dilezitou roli v regulaci angiogeneze a infiltrace imunitnich bunék, depozici
extracelularni matrix, hojeni ran a regulaci toku krve v reakci na nervovou aktivitu. Kromeé toho
se ukazalo, Ze se tyto buniky ucastni vyvoje HEB a udrzuji jeji funkce v dospélosti a pfi starnuti
organismu (Daneman and Prat 2015). UdrZzuji tzv. plasticitu mozku.

Vybézky astrocytii tvoii komplexni sit’ obklopujici kapilary a toto blizké spojeni je
dilezité pii indukci a udrzovani bariérovych vlastnosti, kterych je dosazeno expresi TJs,
transportéri a polarizaci endotelu (Abbott et al. 2010; He et al. 2014). Zralé astrocyty tedy
moduluji, udrzuji bariéru (Abbott et al. 2010) a poskytuji bunécné spojeni mezi neuronalnimi
obvody a krevnimi cévami. Timto zplisobem je regulovan tok krve (Daneman and Prat 2015).

Bunky z monocytové linie, odvozené z kostni diené, vstupuji do mozku béhem
embryonalniho vyvoje a stavaji se rezidentnimi, imunokompetentnimi buikami CNS, tedy
mikrogliemi (Glezer et al. 2007). Mikroglie, pericyty a nervova zakonceni jsou izce spojeny
s endotelem a udrzuji jeho funkci (Abbott et al. 2010).

Permeabilita HEB miiZe byt regulovana uvoliiovanim vazoaktivnich peptidi a dalSich
mediatort z bunék, které jsou spojeny s endotelem (Abbott et al. 2010). Déle se na udrzovani

vaskularni permeability podili glykokalyx, coz je zaporné nabity povrh proteoglykant,
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glykosaminoglykanti a adsorbovanych plazmatickych proteini, lemujicich lumindlni povrch
endotelu. Poskozeni glykokalyxu posouva rovnovdhu smérem k pro-oxidacnimu stavu a
nasledné muze vést k zanétu a aterogenezi (Ueno 2007). Aby bylo dosazeno restriktivnéjsi
permeability, maji BMECs ve srovnani s perifernimi endotelovymi bunikami niz§i pocet
endocytickych vackl, ¢imz je omezen transcelularni transport (Tajes et al. 2014).

BMECs reguluji intracelularni dopravu dvéma hlavnimi mechanismy. Zatimco malé
lipofilni molekuly prochézi volné pies BMECs, hydrofilni molekuly jsou transportovany ptes

specifické transportéry a receptory (He et al. 2014).

2.2 Mechanismy transportu pres HEB

Pohyb rozpusténych latek pfes HEB je bud’ pasivni, pohanény koncentraénim gradientem
nebo mize byt usnadnén pasivnimi a aktivnimi transportéry v bunécnych membranach
endotelu. Pronikani Siroké Skaly rozpusSténych latek do CNS omezuji efluxni transportéry.

Hlavni transportni cesty jsou znazornény na Obrazek 3 (Abbott et al. 2010).

a) Pasivni b) ABC efluxni c) Specifické d) Transcytéza e) Migrace
difuze  transportéry  transportéry mononuklearnich

solutt bunék
RMT

Obrazek 3 Cesty transportu pres HEB. Modifikovano dle: Abbott et al. (2010)

2.2.1 Pasivni difuze

Siroka $kala molekul mize difundovat pfes HEB a vstupovat do mozku pasivné. Tento
proces podporuje vyssi lipofilita molekuly a n€kolik dalsich fyzikéalné-chemickych faktori.
Pasivni difuzi probiha napf. ptivadéni kysliku do mozku a odstraiiovani oxidu uhli¢itého, d&j je
zavisly na priutoku krve a jeho smér na koncentracnim gradientu (Abbott et al. 2010).

Naopak faktory jako vysoka polarita povrchu (PSA; z angl. polar surface area), vétsi nez

80 A2, tendence tvofit vice nez $est vodikovych vazeb (faktor, ktery vyrazné zvysuje potfebu



volné energie pro pohyb z vodné faze do lipidu bunécné membrany), pfitomnost rotacnich
vazeb v molekule, pfebytkovd molekulova hmotnost (nad 450 Da) a vysoka afinita vazby
k plazmatickym proteinim mohou snizit penetraci do CNS (Lipinski 2004).

Ovsem existuje mnoho piikladi centralné ucinnych 1é¢iv v klinické praxi, které nejsou
v souladu s témito obecnymi pravidly. Jedna se o latky a jejich metabolity, které jsou aktivné
vylucovany z mozku a kapildrniho endotelu tvoticiho HEB pomoci ABC transportért (z angl.
ATP Binding Cassette transporter), mezi néz patii napfiklad ncktera antidepresiva a
antiepileptika. Naopak exprese specifickych transportéra solutii (SLCs, z angl. solute carriers)
muze usnadnit pfijem 1€kil s nizkym prostupem pies membrany do CNS (Bodor and Buchwald
2003; Ueno 2007; Abbott et al. 2010; Kis et al. 2010). SLCs usnadnuji prostup do CNS
napftiklad antiepileptiku gabapentinu a antiparkinsoniku L-DOPA (Pardridge 2012).

Béaze, které nesou pozitivni naboj, 1épe penetruji skrz HEB neZz kyselé¢ latky.
Pravdépodobné diky jejich kationtové povaze a interakci s negativné nabitym glykokalyxem a

fosfolipidovou skupinou na vnéjsi stran¢ endotelové buniky (Abbott et al. 2010).

2.2.2 Transport solutii zprostiedkovany specifickymi prenaSeci

HEB obsahuje tadu specifickych transportérti rozpusSténych latek (SLCs). Jedna se
o transportéry pro dalezité slouceniny, jako jsou: glukdza, aminokyseliny, organické kationty a
anionty, aminy, monokarboxylové kyseliny, cholin a dal$i latky nezbytné pro metabolismus.
Né&které z téchto transportnich proteinli jsou vloZeny pouze do lumindlni nebo abluminélni
membrany, jiné jsou soucasti obou membran endotelovych bunék. Transport miiZze byt pasivni
(podle koncentra¢niho ¢i iontového gradientu) nebo miize probihat protismérna aktivni vymeéna

substratti (Abbott et al. 2010).

2.2.3 Efluxni transportéry

V HEB se nachéazeji ABC transportéry, jejichz vyznam spociva v zajiSténi efluxniho
transportu. Funguji jako aktivni vytokova cerpadla, kterd spotiebovavaji ATP a piepravuji
riznorodé slouceniny rozpustné v lipidech z endotelu mozkovych kapilar a CNS. Odstranuji
z mozku neurotoxické endogenni latky nebo xenobiotické molekuly a provadéji tedy vitalni
neuroprotektivni a detoxikacni funkce. Nejvyznamnégj$i pro exfluxni transport jsou P-
glykoprotein (P-gp, Multidrug Resistance Protein, ABCBI1), proteiny asociované s
multirezistenci (MRPs, z angl. multidrug resistance proteins, ABCC1, 2,4, 5 a také 3 a 6) a



protein rezistence k rakoviné prsu (BRCP, z angl. breast cancer resistence protein, symbol genu:
ABCG2) (Abbott et al. 2010).

Multisubstratovy efluxni transportér P-gp byl jako protein plazmatické membrany
nejprve demonstrovan v nddorovych buiikkach sniZzenim intracelularnich hladin
chemoterapeutickych 1€kt. Dale se ukazalo, ze P-gp je exprimovan v riznych tkanich, jako jsou
jatra, ledviny, stieva a mozek, kde slouzi k ochrané tkdné pied potencidlné toxickymi
exogennimi slou¢eninami. Substraty P-gp zahrnuji nejen Sirokou skalu antineoplastickych 1éku,
ale také mnoho dalSich hydrofobnich sloucenin, jako jsou imunosupresivni Cinidla, srdecni
glykosidy, opioidni analgetika, antibiotika, pesticidy, antiepileptika, antidepresiva a inhibitory
protedz viru lidské imunodeficience (Ueno 2007).

Vzhledem k jejich Siroké substratové specifit¢ mohou tyto efluxni systémy prispét
k opakované lékové rezistenci béhem farmakologického 1éceni poruch CNS, jako je napf.

epilepsie a nddor mozku (Naik and Cucullo 2012).

2.2.4 Transcytoza

Transcytéza makromolekul ptes HEB probihd prostfednictvim endocytotickych
mechanismi. Poskytuje hlavni cestu pro prostup hormont, peptidi a proteini do CNS
v nezméneéné podobeé (Abbott et al. 2010; Tajes et al. 2014).

Tyto vezikularni mechanismy zahrnuji receptory zprosttedkovanou transcytézu (RMT,
z angl. receptor-mediated transcytosis) nebo adsorptivné zprostiedkovanou transcytozu (AMT,
z angl. adsorptive-mediated transcytosis). Jejich hlavnim principem je endocytdza, poté
nasleduje transport skrz buiikku a nakonec je molekula exocytovana na druhé stran¢ bunky
(Abbott et al. 2010). V ptipadé RMT je transcyt6za zahajena vazbou ligandu na receptor, kdezto
u AMT je tieba kladny nédboj na molekule, diky némuz je zprostiedkovana interakce s negativné
nabitymi slozkami membrany BMECs (Tajes et al. 2014).

Pro uspéSnou transcytozu intaktniho proteinu nebo peptidu, je tieba se vyhnout
enzymatickému, lysozomalnimu kompartmentu uvnitf buinky. V HEB se endosom pii
transportu pfes buiiku tomuto rozkladnému, lysozomalnimu kompartmentu vyhyba, coz je jev,
ktery se nevyskytuje v mnoha tkanich. Pravdépodobné se jedna o specializovany rys HEB, kde
se intaktni transcyt6za vyznamného poc¢tu makromolekul stdva nutnosti (Nag and Begley

2005)(Nag a Begley 2005).



2.2.5 Migrace mononuklearnich bunék

Jak jiz bylo popsano vyse, buiitky monocytové linie odvozené z kostni dfené vstupuji
do bunék mozku béhem embryonalniho vyvoje a stdvaji se rezidentnimi imunologicky
kompetentnimi mikrogliemi (Glezer et al. 2007). OvSem mononuklearni leukocyty, monocyty
a makrofagy mohou byt rekrutovany do CNS za patologickych stavli. Poté zde hraji role
komplementarni k rolim rezidentnich mikroglii nebo se mohou transformovat na mikroglialni
fenotyp (Davoust et al. 2008; Abbott et al. 2010).

Leukocyty prochazeji pres HEB bud’ procesem diapedézy pies endotelové bunky (blizko
tésnych spojovacich oblasti) nebo ptes modifikovana t€sna spojeni. V pribcéhu zanétlivych
patologickych stavit CNS mohou byt TJs mezi endotelidlnimi buiikami otevieny v dasledku
pusobeni cytokinii a jinych cinidel a mononukledrni buniky pak mohou vstupovat jak
transcelularnimi, tak paracelularnimi cestami (Abbott et al. 2010).

Bylo zjisténo, ze BMECs vytvareji na svém luminalnim povrchu membranové vycnélky,
kterymi obklopi mononukledrni buniky a vytvofti struktury podobné salkiim. Nakonec dojde k
tvorb¢ poru, kterym bunka projde s tim, Ze lumindlni membrana se uzavira jesté pied tim, nez

se vytvoii otvor v abluminalni membrané (Wolburg et al. 2005; Abbott et al. 2010).

2.3 Aspekty ovliviiujici prostupnost latek pres HEB

2.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti latek

HEB zabranuje vychytavani vétsiny 1é¢iv mozkem. Transport pfes HEB je pfisné omezen
fyzickymi bariérami (TJs), metabolickymi bariérami (enzymy, efluxni transportni systémy) a
také funkcni polaritou mezi lumindlni a abluminalni c¢asti endotelu (Persidsky et al. 2006;
Pardridge 2012).
v chemickych toxikologickych studiich a pii designu 1€ka. Prostup pies HEB molekulou 1éku
zaméienou na receptor v mozku je nezbytnd pro dosazeni terapeutického ucinku. Na druhé
stran¢ u léciva, které neni zamétfeno na CNS, by permeabilita pfes HEB mohla zpiisobit
nezédouci vedlejsi ucinky. Rychlé vypocetni metody pro screening velkych chemickych
databazi jsou proto velmi zadouci pro predbézny vybér slibnych kandidatt 1é¢iv (Bujak et al.
2015).

V soucasné klinické praxi vétSina 1¢kt s cilem plsobeni v mozku vyhovuji dudlnim

kritériim pro volnou difuzi zprostfedkovanou lipidy HEB. Jedna se o (1) prahovou hodnotu



molekulové hmotnosti MW 400 Da a (2) vysokou rozpustnost v lipidech, coz je vlastnost
ekvivalentni nizké schopnosti molekuly tvofit vodikové vazby. V praxi jen velmi maélo
kandidatii na 1éky vyhovuje obéma kritériim. Na zakladé znalosti endogennich transportnich
systému v§ak mohou byt 1€ky upraveny pro transport pfes HEB (Pardridge 2012).

Rozdélovaci koeficient oktanol/voda (logP o/w) se stal vyhodnou standardni mirou
pouzivanych ve farmacii a medicinalni chemii. LogP ma jista omezeni v predikci poméru
koncentraci mozek/krev. V kombinaci s jinymi parametry vSak mize stale rozumné piedvidat
prostup pifes HEB (Bodor and Buchwald 2003). K predikci prostupnosti latek lze vyuzit
Lipinského pravidlo péti, které vedle logP popisuje dalsi parametry, které jsou popsany vyse v
kapitole Pasivni difuze.

Existuje obecna korelace mezi rychlosti, pfi které solut vstupuje do CNS a jeho
rozpustnosti v tucich, obvykle stanovena jako logD (distribu¢ni koeficient) neboli koeficient
oktanolu/pufru pti pH 7,4. Na rozdil od logP, ktery se tyka rozdéleni jedné formy slouceniny,
nejcastéji neutralni, logD obsahuje v feseni jak neutralni, tak i ionizované formy slouceniny
(Abbott et al. 2010). Pokud je zndm logP a pKa, muze byt logD odvozen pomoci
Henderson-Hasselbalchovy rovnice (Bickel 2005).

Schopnost slouceniny proniknout HEB muze byt odhadnuta méfenim jeji distribuce
krev/mozek, logBB, ktera je definovana jako logaritmus poméri koncentrace mozek/krev
v rovnovaze. Existuji rizné metody hodnoceni distribuce 1é¢iva v mozku: in silico, in vivo a
in vitro modely (Bujak et al. 2015).

Jednou z moznosti je sestavovani modeli kvantitativnich vztahi mezi strukturou a
aktivitou molekuly (QSAR) pro prostup pies HEB (Zhang et al. 2008). A¢koliv Zhang et al.
(2008) pro vyvoj modelu pouzili mnoho riznych typt deskriptorti, bylo zjiSténo, Ze v Sesti
typech pfijatelnych modelil jsou nejcastéji pouzivany nasledujici deskriptory: PSA, logP, pocet
donorti vodikovych vazeb a akceptorovych atomii.

PSA byla stanovena jako dulezitda vlastnost pro penetraci 1é¢iv skrz HEB.
Van de Waterbeemd et al. (1998) zjistili, Ze horni limit pro PSA v molekule, u které se ocekava,
7e pronikne do mozku, je kolem 90 A% Hodnoty PSA lze vypocitat z chemické struktury a
vysoce koreluji s vodikovou vazebnou kapacitou. Kromé toho je znamo, Ze relativng lipofilni
1é¢iva mohou prochazet HEB pasivni difuzi, ktera je také ovlivnéna jejich vodikovou vazebnou
kapacitou. Polarnim molekulam prinik ptes HEB usnadiiuji aktivni transportéry. Vazebnou

afinitu mezi membranovymi transportéry a organickymi slouc¢eninami mohou ovlivitovat pocty



donorti a akceptori v molekule. Proto se jedna o dulezité faktory ovliviujici permeabilitu
(Bickel 2005; Zhang et al. 2008).

Bylo vSak zjisténo, ze i dalsi deskriptory molekul, jako jsou indexy elektrostatické¢ho
stavu a deskriptory VSA (van der Waals surface area), jsou statisticky vyznamnymi faktory a

mohly by pfispét k predikci pasivni difuze a efluxniho transportu. (Zhang et al. 2008).

2.3.2 Patologické stavy

Mnoho onemocnéni CNS, vcetné riznych zanétlivych onemocnéni, diabetu, rakoviny a
mikrobidlnich infekci, zptisobuje naruseni HEB. Dysfunkce miize zahrnovat zmény v mnoha
riznych vlastnostech HEB, vcetné ovlivnéni TJs, transportérl, transcytézy a exprese
leukocytarnich adheznich molekul (LAM, z angl. leukocyte adhesion molecule). Tato porucha
muze vést k edému, naruSeni iontové homeostazy, zmén¢ signalizace a imunitni infiltraci, kterd
vede k neuronalni dysregulaci a nakonec i degeneraci. (Stamatovic et al. 2008; Daneman and
Prat 2015).

Poruchy HEB na trovni neurovaskuldrni jednotky mohou mit neurodegenerativni
charakter (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba) nebo se jednd o poruchu se
zangtlivym podkladem (infekce, mrtvice, vaskularni demence a roztrouSend sklerdza)
(Persidsky et al. 2006). OvSem 1 u neurodegenerativnich onemocnéni je poruSeni HEB spojeno
s pfechodnou sekreci zanétlivych mediatorti (Stamatovic et al. 2008).

Ve zdravém CNS je nizkd Groven imunitniho dozoru s velmi malym poctem neutrofild a
lymfocytlh v parenchymu. Vstup leukocyti z krve do tkané je vicestupniovy proces, ktery
zahrnuje adhezi a extravazaci, coZz vyzaduje fadu riznych adhezivnich molekul, vcetné
selektinti (E-selektin, P-selektin) a imunoglobuliny. Exprese téchto adhezivnich molekul se
zvySuje béhem neurozanétlivych onemocnéni jako je mrtvice a roztrouSend sklerdza. Jsou
pozorovany ruzné¢ podskupiny zanétlivych bunék, které infiltruji CNS u jednotlivych
onemocnéni. Naptiklad u roztrouSené skler6zy dochazi k infiltraci T buné€k, B bunék, neutrofilti
a makrofagii v mistech aktivnich 1ézi. Zatimco u mrtvice ptfevazuji infiltraty neutrofill a
makrofagl, lymfocyty jsou z velké ¢asti nepfitomny (Daneman and Prat 2015).

Mozkové ischemie vede k naruSeni prutoku krve, zvysi se permeabilita HEB a dochazi
k rychlému vy€erpani zékladnich Zivin a kysliku (Persidsky et al. 2006). Pouzitim in vitro
modeltt HEB Mark a Davis (2002) ukazali, Ze hypoxie a reoxygenace zvySily permeabilitu HEB

a byly spojeny se znehodnocenim TJs.
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S fadou neurologickych poruch souvisi zména exprese transportnich systémt, kterd by
mohla hrat roli v jejich patogenezi. Ukazalo se, ze exprese P-gp inverzné koreluje s ukladanim
B-amyloidu u Alzheimerovy choroby. Nadmérna exprese transportéri v HEB je popséna
u epilepsie. P-gp je také up-regulovan po fokalni cerebralni ischémii. Naopak ke snizeni aktivity
P-gp dochézi u Parkinsonovy choroby (Persidsky et al. 2006).

Dalsi dulezité dopravni systémy, napiiklad GLUT1 (transportér pro glukoézu 1)
zodpoveédny za dodavku glukézy do mozku, jsou také ovlivnény riznymi chorobnymi stavy,
jako je trauma mozku, epilepsie, ischemie a Alzheimerova choroba (Guo et al. 2005).

Je ztejmé, ze naruSeni HEB se u mnoha onemocnéni jevi jako multimodélni. Roste
vezikularni transport, dochazi k poskozeni Uzkych spojovacich fetézcli, ke zménam
endotelialniho transportu a metabolickych procest. Zlstava ovSem nejasné, jak tyto procesy

interaguji navzdjem (Daneman and Prat 2015).

2.4 Metody pro predikci prostupnosti latek pres
HEB

2.4.1 In vivo metody

Mira, do jaké latka z krevniho obéhu ziskava ptistup k CNS, musi byt stanovena
pro potencialni neurofarmaka i pro kandidaty na lé€iva s primarnimi cili na periferii (Helms et
al. 2016).

I kdyz techniky in vivo, jako je perfuze mozku, patii k nejpfesnéj$im metodam
pro hodnoceni permeability potencidlnich kandidati na léCiva ptes HEB, pfimé testovani
in vivo neni vzdy nejlepsi moznosti v casnych fazich vyzkumu. V €asné tazi je neziidka Zadouci
screening kombina¢nich knihoven slou€enin. Nevyhodou jsou také mezidruhové rozdily mezi
lidmi a laboratornimi zvifaty, napt. hlodavci, kteti jsou béZné€ uzivani v preklinickém testovani
(Banerjee et al. 2016).

Omezeny translacni vyznam, vysoké ndklady a pracnost pii vyvoji vhodného modelu
(napft. transgennich nebo inbrednich kmenil), jsou dalsi faktory, které vedou k upfednostnéni

paralelnich in vitro ptistupi alesponl v prvotnich fazich vyzkumu (Naik and Cucullo 2012).
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2.4.2 In vitro metody

Reprodukce fyziologickych charakteristik in vitro predstavuje kriticky biotechnologicky
pralom. In vitro modely zalozené na primarnich nebo imortalizovanych bunéénych kulturach
pomahaji védcim pochopit mechanismy, které se podileji na cerebrovaskularni odezve na fadu
fyziologickych a patologickych podnéti a slouzi také pro in vitro studie transportu 1éCiv.
Ziskané poznatky poskytuji moznosti k urychleni vyvoje novych alternativnich a u¢innéjsich
strategii zamétenych na cile CNS (Naik and Cucullo 2012; Helms et al. 2016).

In vitro modely HEB maji fadu vyhod: (1) ndkladové efektivita — jsou relativné levné
v porovnani s experimenty na zvifatech, s vyrazn¢ vys§im vykonem pro testovani permeability
1écivych latek (kvalita nejzaddanéjsi ve farmaceutickém primyslu); (2) zjednoduSené pracovni
prosttedi — umélé prostiedi poskytované témito in vitro modely umoziuje studovat a
manipulovat s HEB bez dalSich proménnych, které¢ je tfeba vyfeSit pii praci s celym
organismem; (3) vSestrannost — moznost vyuziti Siroké Skdly podminek/stimulii tézko
proveditelnych in vivo (Naik and Cucullo 2012).

Existuje tada zavaznych nedostatkii spojenych s pouzitim in vitro systémi. Buiky
kultivované ex situ podléhaji dediferenciaci kvuli nedostate¢nému vystaveni fyziologickym
faktorim. To mulZe ovlivnit expresi relevantnich bunécnych biologickych znakil (napf.
transportért, ligandd, enzymi apod.). Tim se potencidlné méni fyziologie in vitro HEB, stejné
jako jeji reakce na endogenni a exogenni stimuly. Z tohoto diivodu je nezbytné ovéfit zjisténi
in vitro v podminkach in vivo. 1 kdyz je stdle nad naSimi schopnostmi reprodukovat v§echny
slozité¢ funkce HEB, existuje n€kolik zasadnich poZadavki, které by mél spliovat idedlni

in vitro model (viz Tabulka 1) (Naik and Cucullo 2012).

12



Tabulka 1 Funk¢ni a strukturdlni pozadavky na idealni in vitro model k napodobeni in vivo

situace v HEB. Ptevzato z: (Naik and Cucullo 2012).

= tésnych a adherentnich spojeni

= enzymii

e Exprese , -
p = efluxnich systémii

= transportéri

e Zanedbatelna paracelularni difuze

e Selektivni a asymetrickd permeabilita pro ionty

e Laminarni smykové napéti

e Prfitomnost glii, pericytl a jinych bunék

e Mezibunééna komunikace

e Reprodukovatelnost Sirokého spektra podnéta

o Skalovatelnost a nakladova efektivita

2.4.2.1 Izolované mikrokapilary

Izolované mozkové mikrokapilary byly Gsp&$né pouZity k identifikaci mechanismi a
biochemickych signall, které hraji roli pfi regulaci funkci HEB jak ve fyziologickych,
tak v patologickych stavech (Palmiotti et al. 2014).

Hlavni vyhodou jejich pouziti je zachovani strukturdlnich a bunécnych charakteristik
v experimentu ex vivo. Mezi dal§i vyhody patii dostupnost a rozsdhly pocet dobie
zdokumentovanych metod k ziskani purifikovanych mozkovych kapilar. Naopak existuje fada
nevyhod, které¢ je tfeba vzit v uvahu: (1) izolaéni postupy jsou pomérné obtizné a narocné
na pracovni silu a navzdory pokroku v purifikac¢nich technikdch je potencidlni piitomnost
neuronll a/nebo jinych necistot nezanedbatelnd; (2) omezend zivotaschopnost vaskularniho
endotelu zplisobend metabolickymi nedostatky b&hem izolace cévy. Vhledem k témto
omezenim byly vyvijeny rizné pfistupy vyzkumu zalozené na vypocetnich modelech, umélych

membranach a systémech bunécné kultury in vitro (Naik and Cucullo 2012).

2.4.2.2 Zkouska paralelniho umélého membranového pronikani (PAMPA)
Zkousky paralelniho umélého membranového pronikani (PAMPA, zangl. Parallel

Artificial Membrane Permeation Assay) se staly uzite¢nym a vSestrannym in vitro nastrojem

pro ptedpovidani prostupnosti 1éCiv pies specifické fyziologické membrany in vivo (Di et al.

2003; Naik and Cucullo 2012). PAMPA byla poprvé zavedena Kansy et al. (1998) jako vysoce
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vykonny permeacni test pro predikci peroralni absorpce. Dale byly PAMPA testy modifikovany
pro predikci priniku pies HEB pouzitim membrany tvoiené lipidem z mozku prasete (PBL,
z angl. porcine Polar brain lipid) (Palmiotti et al. 2014).

PAMPA zkousky jsou zalozeny na pasivni difuzi, coz je jeden z mechanismil prostupu
latek pres membranu. Pasivni difuze je dulezitd cesta v absorpci 1€kt napii¢ vétSinou
fyziologickych membran. Proto se PAMPA povazuje za vhodnou alternativu
vyuzivajici napt. bunécné kultury (Naik and Cucullo 2012).

Principem zkousky je méfeni permeability (permeacniho koeficientu, Pe) slouc¢eniny pies
specidlné konstruovanou membranu. Ta je tvofena PBL a vytvaii rozhrani mezi donorovym a
akceptorovym oddilem. Do donorovych c¢asti s takto pripravenou membranou jsou pipetovany
roztoky testovanych latek. V akceptorovém oddilu je na zacatku experimentu pouze pufr
ve stejném objemu jako testovand latka v donoru (Di et al. 2003). Jedna se o takzvané
,,sendvi¢ové™ usporadani. V pribéhu inkubace mohou latky volné difundovat pfes membranu
z donorové ¢asti systému do akceptorové. Koncentrace testované latky v obou kompartmentech
je po inkubaci méfena v urcitych ¢asovych intervalech (viz Obrazek 4). Koncentrace se stanovi
spektrofotometricky, pfipadné pomoci ultra u¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostné
spektrometrickou (UHPLC-MS) detekci. Z udajii jednotlivych koncentraci se pocitd Pe
testovanych sloucenin (D1 et al. 2003; Naik and Cucullo 2012).

Systém lze upravit k posouzeni vlivu Sirokého rozmezi pH na prostup testovaného 1éc¢iva.
Je tedy moZné testovat Uc¢inek fyziologického pH nebo pH gradientu, kterym je vystaven
specificky orgdn/membrana in vivo (Velicky et al. 2010).

Vyhodou PAMPA metody je reprodukovatelnost, rychlost a nenaro¢nost metody spolu
s finan¢ni ptivétivosti a malou spotfebou vzorku. Hlavnim omezenim systému PAMPA oproti
modelim zaloZenym na bunikdch a studiim in vivo je vSak jejich neschopnost reprodukovat
aktivni transportni mechanismy (influx a/nebo efflux) nebo metabolické transformace.
To mize vyznamné ovlivnit predvidatelnost biologické dostupnosti 1é¢iva v cilovém misté, a
proto by pouziti samotné PAMPA metody bylo nedostate¢cné. PAMPA zahrnuje pouze
zakonitosti prostupu zavislé na fyzikalné-chemickych vlastnostech. Kombinace PAMPA

vvvvvv

nad skenovaci nastroj rané¢ho stupné vyzkumu (Di et al. 2003; Naik and Cucullo 2012).
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Obrdazek 4 Znazornéni PAMPA systému.

2.4.2.3 Bunécné modely

Tato prace popisuje nejpouzivanéjsi in vitro modely HEB, vcetné nové vyvinutych
mikrofluidnich modeld a analyzuje jejich vyhody a nevyhody. Na zaklad¢ toho, zda na bunky
plsobi smykové napéti (SS, z angl. shear stress), jsou tyto modely rozdéleny na statické a
dynamické. Vzhledem k tomu, Ze Zadny z nich pln€ nenapodobuje podminky in vivo, neexistuje

dokonaly in vitro model HEB (He et al. 2014).

Statické modely
Statické modely nereplikuji smykové napéti vyvolané proudem krve v podminkach
in vivo. Podle poctu zahrnutych bunécnych typi se statické modely HEB dale kategorizuji

na modely vyuZivajici monovrstvu nebo kokultivni modely (He et al. 2014).

Monovrstvé modely:

Jedna se o nejbeznéjsi a nejvice pouzivané modely. Modely jsou tvofeny monovrstvou
bunék, ktera je péstovana ve vlozce Transwellu (Naik and Cucullo 2012).

Transwell (napf. Corning, Lowell, MA) je vertikdlni oboustrann¢é difuzni systém
(vicetroviiova desticka), ktery vede pfes mikroporézni (0,4um) semipermeabilni membranu,
kterd umoziuje volny prichod zivin a ristovych faktori mezi luminalni a ablumindlni ¢asti.
Insert napodobuje krevni (luminalni) stranu, zatimco jamka, ve které insert sedi, napodobuje
parenchymalni (abluminalni) stranu (viz Obrazek 5). Mezi nejbéznéji pouzivanou monovrstvu
patii BMECs (z riznych zdroji: hovézi, hlodav¢i, praseci, primat a ¢lovék). Bunky se péstuji
az do dosazeni konfluence na hornim (luminalnim) povrchu membrany, ponotfené

do specifickych rastovych médii (Naik and Cucullo 2012; He et al. 2014).
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Obrazek 5 Zndzorneéni Transwell apardtu.

Vyhody kultivovaného endotelu zahrnuji potencial pouziti populaci ¢istych bunék stejné
jako jejich relativni Zivotaschopnost ve srovnani s izolovanymi arteriolami ex sifu (Naik and
Cucullo 2012). Vzhledem ke své vnitini jednoduchosti tento model umoziiuje vysoce vykonné
testovani permeability 1éCiv a métfeni vazebné afinity mezi receptorem a ligandem (Berezowski
et al. 2004).

Shromazdéné dikazy ukazuji, Ze si BMECs zachovavaji mnoho biochemickych a
morfologickych vlastnosti, které charakterizuji HEB in vivo, jako je pfitomnost TJs a
polarizovana exprese transportért, receptorti a enzymu (Cecchelli et al. 2007). Nicmén¢ se stale
jedna o pomérn¢ zjednodusenou rekonstrukci HEB, ktera postrada fadu kritickych vlastnosti,
které jsou nezbytné pro vyvoj skuteCnych vlastnosti HEB in vitro. Absence pfirozenych
fyziologickych podnétli, jako je interakce bun€k s perivaskuldarnimi astrocyty a jinymi
parenchymalnimi bunikami (napf. neurony), ¢i nevystaveni intraluminalnimu SS a obé&hu
krevnich buné€k (Hamm et al. 2004; Naik and Cucullo 2012). Kromé toho tento nefyziologicky
kultiva¢ni stav mize urychlovat endotelidlni dediferenciaci a zvySovat ztratu charakteristik
HEB sériovou pasazi bunék (Betz and Goldstein 1978).

Endotelové bunky (ECs, z angl. endothelial cells) péstované v systému Transwell maji
tendenci ziskavat nepravidelné vzory bunécné adheze, coz vyvolava takzvany ,,okrajovy efekt".
Ten se projevuje jako neschopnost vytvéret spravné TJs mezi sousednimi buiikami a mezi
endotelem po obvodu membrany a vnitini st€énou lumindlni komory, coz vede k artefaktalni
paracelularni difuzi, ktera ovliviiuje spolehlivost méteni propustnosti napfi¢ endotelialni
monovrstvou. Toto je zvlasté dulezité pii testovani vysoce hydrofilnich sloucenin, které
omezené prostupuji pres dvojvrstvé lipidové membrany bunék pasivni difuzi (Naik and Cucullo

2012).
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Modely kokultu:

Pro divéryhodnéjsi napodobeni anatomické struktury HEB in vivo se BMECs kultivuji s
dal$imi bunkami, které pifimo ptispivaji k bariérovym vlastnostem HEB. Jedna se o gliové

bunky, pericyty a dokonce 1 neurony (viz Obrazek 6) (He et al. 2014).

AN
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Luminalni strana Endotelové @ Rsg ¥ s
buriky s T

-
J== mes ==  Semipermeabilni membrana

Astrocyty
Abluminaini strana

Obrdazek 6 Priklad modelu kokultu. Kultivace endotelovych bunék s astrocyty. Modifikovano
dle: (Palmiotti et al. 2014).

Kokultury endotelovych bunék s astrocyty

BMEC:s jsou kultivovany s astrocyty pro zlepseni jejich bariérovych vlastnosti. Interakce
mezi BMECs a astrocyty zvySuje expresi transportérii (napi. GLUT-1, P-gp), pfispiva
k pevnosti TJs, indukuje tvorbu bunééné polarity v BMECs a podporuje fenotyp, ktery blize
napodobuje HEB in vivo (Naik and Cucullo 2012; He et al. 2014). Tento in vitro model byl
aplikovan ke zkoumani endotelidlni patofyziologie, propustnosti endotelidlni bariéry a
mezibunééné komunikace. Dale je mozZno sledovat U¢inek volnych radikali béhem mrtvice
imitaci sniZenych hladin kysliku a gluk6zy (Yang et al. 2012; Szoleczky et al. 2012).

BMECs jsou naockovany do vlozky Transwellu a astrocyty se péstuji bud’ na spodni
stran¢ vlozky Transwellu, nebo na dn¢ jamky, ve které je vloZzka umisténa (He et al. 2014).

Transendotelialni elektricky odpor (TEER, z angl. transendothelial electrical resistance),
ktery méti iontovou vodivost pfes HEB, je typicky vysS$i v systémech kokultur nez
v monokulturach. Vys§i hodnoty znamenaji vytvotreni piisnéjSiho a selektivnéjsiho modelu
cévni vrstvy (Naik and Cucullo 2012). OvSem hodnoty TEER ziskané z modelu kokultivace
BMECs-astrocyttli jsou nizsi, nez hodnoty v podminkéch in vivo, coZ naznacuje, Ze i dalsi buiiky

pfispivaji k celistvosti HEB (Gumbleton and Audus 2001).
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Kokultury endotelovych bunék s pericyty

Bylo prokazano, ze kokultura BMECs s pericyty zvySuje TEER u potkanich modela a
ukazalo se, ze pericyty indukuji expresi MRP6 v endotelovych bunkach (Wilhelm et al. 2011).
Také indukuji sekreci matrixové metaloproteinazy (MMP) v endotelovych buikach (Zozulya
et al. 2008). Pericyty produkuji TGF-b, ktery indukuje bariérovou tésnost a
up-regulovanou aktivitu P-gp v endotelové bunécné linii mySiho mozku (MBEC4)

kokultivované s krysimi pericyty (Banerjee et al. 2016).

Kokultury endotelovych bunék s astrocyty a pericyty

V navaznosti na dvojkultury byl charakterizovan trojity model kultivace zahrnujici
endotelové buiky, astrocyty a pericyty, jenz vykazoval vysokou TEER a nizkou propustnost
(Wilhelm et al. 2011). Pfestoze pfima komunikace mezi astrocyty a BMECs/pericyty chybi,
model zahrnuje nepfimy ucinek astrocytti na regulaci HEB prostiednictvim sekretovanych
rozpustnych faktori. Jak bylo o¢ekavano, tento trojity model kokultury ma vyrazné vyssi TEER
a niz81 permeabilitu, coZ naznacuje, ze pericyty i astrocyty ptispivaji k celistvosti HEB. Model
reperfuzni model pro patofyziologické studie nebo rozsahly screening potencidlnich kandidatt

na léCiva (He et al. 2014).

Kokultury endotelovych bunék s neurony

K vyse uvedenym bunéénym typiim se jiz také neurony a dal$i bunécné typy kultivovaly
s BMECs. Neurony udrzuji iizké spojeni s astrocyty. Mohou tak nepfimo regulovat permeabilitu
HEB modulaci vlastnosti BMECs prostiednictvim astrocyti. Model také prokazal zvySenou
expresi P-gp a ZO-1. Bylo prokazano, ze neurony v HEB indukuji expresi enzymu a okludinu
a také vyznamné snizuji Unik sachardézy v modelu kokultivace BMECs-astrocytli. Makrofagy
v kokulturdich s BMECs vyznamné zvySily TEER. Buné¢né smési odvozené z neurdlnich
progenitorovych bunék, v¢etné neuront, astrocyti, oligodendrocyti a proliferujicich nervovych
progenitoru také ukazaly, ze indukuji fenotyp HEB u BMECs potkanti (He et al. 2014; Banerjee
et al. 2016).

Modely kokultury 1épe odrazeji anatomickou strukturu HEB in vivo. Vytvéateji piisnéjsi
bariéru a jsou idedlni pro studie permeability, vzdjemné interakce bun€k a vyvoj novych léciv.
Hlavnim nedostatkem kokultur je nepfitomnost SS, které hraje kritickou roli

v indukci a udrzeni fenotypu HEB (Siddharthan et al. 2007; Tarbell 2010).
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Dynamické modely

Smykové napéti generované proudem krve ve fyziologickych podminkach ovliviiuje
expresi transportérti, TJs a tim padem i funkci endotelidlni bariéry. Bylo prokazéano, ze
zaClenéni pratoku do modelti vyznamné zvysuje expresi ZO-1 a snizuje propustnost lidské
BMECs monovrstvy. Proto byly vyvinuty dynamické modely HEB, které zahrnuji SS. Existuji
3 hlavni typy dynamickych modeld HEB: Cone-Plate Apparatus, dynamicky

in vitro model a mikrofluidni in vitro model (He et al. 2014).

Cone—Plate Apparatus

Pouziti kuzelového a destickového viskozimetru bylo prvnim pokusem, jak vystavit
model endotelialni vrstvy priitoku tekutiny in vitro. V tomto modelu rotujici kuZel generuje SS,
které se prenasi na endotelidlni monovrstvu pies médium (viz Obrazek 7). Uhlova rychlost a
uhel kuzele urcuji troven vygenerované¢ho SS. Vzhledem k tomu, Ze SS neni rovnomérné
rozlozeno podél poloméru desek, endotelovda monovrstva piijima odlisné SS
v zavislosti na svém umisténi v deskach (He et al. 2014). Zatizeni s kuZelovymi destickami
ptedstavuje prvni pokus o zavedeni lamindrniho nebo turbulentniho toku in vitro ke studiu jeho
vlivu na fyziologiit HEB (Naik and Cucullo 2012).

Laminarni SS hraje hlavni roli v endotelidlni fyziologii HEB, jako je podpora tésnosti
bun¢k, exprese mechanismi rezistence vuc¢i lékiim, iontovych kanali a dalSich
specializovanych transportnich systémtl. SS mtze modulovat i bioenergetické chovani endotelu
(Cucullo et al. 2011). Pfedchozi studie rovnéz ukazaly, Ze SS indukuje tvorbu vazoaktivnich
latek (Ando and Kamiya 1996).

Pii zkoumani vlivu turbulentniho SS bylo zji§t€éno, Ze ma zcela odliSny ucinek
na endotelidlni fyziologii HEB. V¢etné zvySené proliferace bunék, ztraty tésnosti HEB a
zvysené transendotelidlni propustnosti (Naik and Cucullo 2012).

Tento systém vSak sdm o sob¢ nebyl navrzen tak, aby reprodukoval tok a prostiedi, které
se nachazi ve vaskuldrnim endotelu in vivo, jelikoZ do tohoto modelu nejsou zahrnuty jiné
bunééné komponenty HEB, jako jsou astrocyty a pericyty, coz zapficifiuje omezeni plné
diferenciace bunck. Tim paddem se sniZuje spolehlivost a vyznam dat, které generuje. Kvili
témto nedostatkiim vedl vyzkum k vyvoji novych generaci dynamickych in vitro systémii (Naik

and Cucullo 2012; He et al. 2014).
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Obrazek 7 Cone-plate apparatus. Endotelova monovrstva miize byt vystavena
kvazi/uniformnimu lamindarnimu nebo pulznimu smykovému napéti (SS). i je viskozita, v je
kinematicka viskozita, w je uhlova rychlost a o je uhel kuzele. Kuzelovy uhel a uhlova rychlost
urcuji hladinu SS, kterému je endotel vystaven. Modifikovano dle (Naik and Cucullo 2012).

3D Dynamické in vitro modely hematoencefalické bariéry

V 3D dynamickém in vitro modelu HEB (DIV-BBB, z angl. Dynamic in vitro blood-
brain barrier model) se cerebralni endotelové bunky kultivuji na vnitini (luminalni) i vnéjsi
(ablumindlni) strané¢ polypropylenovych mikroporéznich dutych vldken pokrytych
fibronektinem v pfitomnosti astrocytii. Svazek téchto dutych vlédken je umistén do uzaviené
komory opatiené elektrodami pro pribézné monitorovani TEER. Bunky jsou pod expozici
kvazi-fyziologického pulsatilniho laminarniho SS. To umoziuje tvorbu modelu HEB, ktery se
podobd in situ jak funkcné, tak anatomicky. Lze pouZit primarni (komeréné dostupné nebo
cerstve izolované) nebo imortalizované bunécné linie. Do modelu 1ze zaradit dalsi relevantni
bunécné typy, dokonce 1 pericyty a neurony (Naik and Cucullo 2012; He et al. 2014; Banerjee
et al. 2016).

Pouziti téchto 3D umélych dutych vldken piedstavujicich kapilarni geometrii poskytlo
veétsi povrchovou plochu pro komunikaci mezi buiikami a zlepsilo prostiedi pro piisobeni SS.
Tento typ modelu byl ptivodné vyvinut a rozsahle studovan Cucullo et al. (2002).

Kultivaéni médium se pumpuje do systému pomoci ¢erpadla s proménlivou rychlosti, aby
bylo dosaZeno SS srovnateln¢ho s tim, které se projevuje ve fyziologickych podminkach
in vivo. Pro udrZeni stabilniho mikroprostiedi je potrubni systém pfipojujici kapilary k nadrzi
s médiem propustny pro plyn a umoziiuje vyménu Oz a CO;. Porty umisténé na obou stranach
modelu umoziuji ptistup k luminalnim a abluminalnim oddé€lenim (viz Obrazek §). DIV-BBB
umoziuje reprodukci vice funkénich vlastnosti a fyziologickych reakei pozorovanych v HEB
in situ. Jedna se o nizkou permeabilitu pro intralumindlni draselné a polarni molekuly (napf.

sacharozu a dal$i paracelularni markery), vysokou TEER, zanedbatelnou extravazaci bilkovin,
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expresi specializovanych transportérti, iontovych kanall a efluxnich systémi (napi. GLUT-1 a
P-gp) (Naik and Cucullo 2012).

Tento dynamicky in vitro model HEB umoziuje soubézny obeh krevnich bunék, ktery je
mozno pouzit pro studium patofyziologie riznych onemocnéni CNS souvisejicich
s reologickymi poruchami, zanétem, ¢i hypoperfuzi. Nedavno revidované syst¢émy DIV-BBB
umoziuji pfenos bunck pres tuto umélou HEB, coz dale rozsifuje pouzitelnost modelu
ke studiu a charakterizaci role HEB v patogenezi neuroinflama¢nich onemocnéni (napf.
meningitida, roztrouSena skler6za, Alzheimerova choroba atd.). Stejny pocitacoveé fizeny
cerpaci mechanismus lze vyuzit pro reprodukci reologickych ryst i v jinych vaskuldrnich
oblastech, naptiklad v zilach a velkych tepnach (Naik and Cucullo 2012).

Vzhledem k nedavnym trendiim ve farmaceutické oblasti a klinickym z4jmtim o studium
CNS existuje fada omezeni u tohoto modelu HEB. Presnéji feCeno, jeho konstrukce
neumoziuje ptimou vizualizaci endotelidlni morfologie v luminalnim oddé€leni. I kdyz buiky
mohou byt charakterizovany po oSetieni trypsinem, mize proces sbéru zménit morfologii a
fyziologické vlastnosti bunék. Na rozdil od béznych statickych modelt (napt. Transwell), toto
zafizeni neni navrzeno pro vysoce vykonnou farmaceutickou studii. Technicka naro¢nost a ¢as
potfebny k vytvoreni systému jsou u dynamickych modelll podstatné vys$si nez u statickych.
Kromeé toho je poc¢atecni pozadavek na pocet bunc€k pro sestaveni modelu pomérné vyznamny
(>1x10° buné&k), zejména pokud se maji pouzivat primarni kultury. Navic doba, nez se ustali
TEER miiZe byt 9-12 dni. Tento model v§ak mlZe byt uzitecny pfi validaci/optimalizaci ,,lead

compound* ve vyzkumu a vyvoji novych 1é¢iv (Naik and Cucullo 2012; He et al. 2014).
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Obrazek 8 Dynamicky in vitro model HEB. Modifikovano dle (Cucullo et al. 2002).
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3D extracelularni in vitro modely zaloZené na matrix a modely sféroidalni

V téchto modelech se bunky péstuji v gelovych matricich umoznujicich jejich volnou
migraci a kompletaci. BMECs v gelovych matricich obsahujicich proteiny extraceluldrni
matrice (ECM, z angl. extracellular matrix) vytvareji trubkovité konstrukce (,,leSeni®), které
jsou obklopené pericyty a astrocyty. Ve sféroidnich modelech jsou buiikky schopné se
samovoln¢ sestavit bez ,,leSeni‘‘ a tvoii kulovité celularni agregaty, ve kterych jsou pericyty a
astrocyty obklopeny vrstvou BMECs (Ruck et al. 2015).

Tyto in vitro modely poskytuji alternativu k pouziti umélych kapilarnich strukturnich
nosicll (napf. DIV-BBB). Trojrozmérmé systémy kultivace na bazi ECM umoznuji tzkou
interakci mezi butikami a tvorbu biochemické expozice podobné jako in vivo. Na bunky zde
pusobi také ptislusné trofické a diferenciacni faktory. Skrz tyto faktory je zajisténa komunikace
mezi buinkami. S neddvnym pokrokem ve vyvoji mikrofluidnich systémi je nyni mozné
sledovat migraci bun¢k ve 3D prostfedi s pfimou aplikaci na metastdzy rakoviny a studie
angiogeneze (Naik and Cucullo 2012).

Jejich nevyhodou je vysoka cena, obtiznost nastaveni/ovladani a nedokonalé napodobeni
matricové architektury in vivo. Nékteré aspekty fyziologie HEB, jako jsou buné¢nd migrace a
fizené transportni mechanismy, potiebuji jesté sofistikovanéjsi techniky a zatizeni. Napiiklad

3D mikrofluidni systémy (Naik and Cucullo 2012; Ruck et al. 2015).

3D mikrofluidni modely HEB

Bunky byly trojrozmérné imobilizovany v mikrofluidnim kanalu pomoci dynamického
ockovani pres mikropilarni pole. Imobilizované buiiky v mikrofluidnim kandlu se pak
stabilizuji a podepiraji 3D matricemi, které jsou vytvoreny lamindrni proudovou koacervacni
reakci polyelektrolytti (Ruck et al. 2015).

Ve srovnani s relativné podobnym modelem DIV-BBB maji tyto mikrofluidni in vitro
modely mnoho vyhod. Ten¢i membrany umoziiuji studie transportu ve stavu, ktery lépe
napodobuje strukturu HEB in vivo. Dal$i vyhodou je moznost nedestruktivni mikroskopie diky
prihlednosti materidlti a pokrocilym zobrazovacim technikdm. Navic k dosazeni ustaleného
stavu TEER je zapotiebi tfikrat az ¢tyfikrat méné Casu (3-4 dny) nez v DIV-BBB modelech.
Tyto modely pro sestaveni vyZaduji pouze malé¢ mnozstvi bunék a jsou méné narocné
na technické dovednosti. Na druhé strané maji také urcité nedostatky. Napiiklad hodnota TEER
neni u téchto modelt dostate¢né vysoka, coz miize byt kvtili kratké dobé inkubace v kultufe (3-
4 dny). Vliv inkuba¢ni doby na TEER je zatim pfedmétem vyzkumu (Booth and Kim 2011,
2012).
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Dynamické modely shrnuti

Z4dny ze soudasné dostupnych modelti nelze celkové hodnotit jako idealni. Idealni model
by mél poskytnout fyziologickou expresi a organizaci TJs tak, aby byla vyznamné omezena
paracelularni difuze. BMECs by mély byt polarizovany vlastnostmi luminalnich a
abluminalnich transportnich systému in vivo. Nachazely by se zde funkéni efluxni, metabolické
a katalytické mechanismy. Idedlni model ma reprodukovat in vivo bariérové vlastnosti, jako je
TEER a koeficienty permeability podle hydrofilnich vlastnosti a velikosti molekul.
Transmigracni procesy by byly pfisn¢ regulovany a zavislé na vzajemnych interakcich mezi
buitkami. Model by mél predstavovat dynamicky systém reagujici na hemodynamické, nutri¢ni,
zanétlivé a farmakologické podnéty. 3D modelovani HEB a modulace laminarniho SS by mély
byt soucasti vyvoje idealniho modelu. V neposledni fadé€ se ocekéava, ze model bude uzivatelsky

privétivy a ndkladove efektivni (He et al. 2014).

2.5 Tabulka pro zhodnoceni bunéénych linii

Tabulka 2 Zhodnoceni vyhod a nevyhod vybranych bunéénych monokultur jako modelit HEB

Vyhody

Nevyhody

MDCK snadna a rychla kultivace rozdilna exprese transportérii
moznost genetické modifikace lidskym v porovnani s HEB
genem napft. na linit MDCK-MDRI1 niZ8i korelace v pripadé
s vyznamnym efluxem méfeni pasivni difuze
vysoké hodnoty TEER epitelidlni bunky
exprese transportérll pro organické psi gen Mdrl
kationty (OCT2), peptidy a
monokarboxylové kyseliny
proteiny MRp1, Mrp2 a 5
hBMEC modely fady neurologickych etiologii, narocna izolace z mozkové

které nelze provadét s zZivociSnymi
bunkami

fyziologicky podobné s HEB buiikami
pfitomnost TJs, transportért a

efluxnich mechanismu

tkané
starnuti bunék po nékolika
malo cyklech déleni

vysoké naklady
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hCMEC / D3 v

dostupnost a nizka variabilita mezi

izolovanymi Sarzemi

snizend exprese klaudinu-5

nizké hodnoty TEER

v exprese SLCs, MRP-4, BCRP, P-gp
v' lidsky pivod
Caco-2 v moznost modifikovat na buiky necerebralni ptivod
s vysoce aktivnimi P-gp (VB-Caco-2) rozdily v TJs a expresi
v’ efluxni transportéry véetné P-gp transportérti oproti HEB
v’ exprese SLCs kultivace 14 az 28 dni
v’ pfitomnost c-glutamyltranspeptidaza a nizka a variabilni aktivita
alkalické fosfatazy P-gp oproti HEB
nadorova bunécna linie
BBMEC ¥ exprese claudinu-5, ZO-1 a okludinu narocna izolace, vysoké
v vysoké TEER naklady
v’ exprese P-gp a genli pro Mrp 4,5a 6 rozdily mezi jednotlivymi
liniemi
obtizna reprodukovatelnost
RBE4 v’ exprese kationtovych, karnitinovych, down-regulovand exprese
serotoninovych transportért fady ABC transportéra,
v P-gp véetné P-gp, BCRP
v'exprese claudinu-5, okludinu and ZO-1 nizké hodnoty TEER

snizena exprese
y-glutamyltransportéru-1 a

alkalické fosfatazy

Vysvetlivky: MDCK: Madin—Darby Canine Kidney cells, MDCK-MDR1: Madin—Darby
Canine Kidney cells transfected with human MDR1 gene, hCMEC / D3: Human Cerebral
Microvascular Endothelial Cell Line, hBMEC: Human Brain Microvascular Endothelial
cells, Caco-2: human colon carcinoma cell line, BBMEC: Bovine Brain Microvascular
Endothelial Cells, RBE4: immortalized cell line of rat cerebral capillary endothelial cells.
Cerpdno z: (Banerjee et al. 2016; Dubey et al. 2019; Hellinger et al. 2012; Helms et al. 2016;
Friedrich et al. 2003; Volpe 2011; Wilhelm et al. 2011)
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3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjisténi korelace mezi dvéma in vitro metodami
pro hodnoceni prostupu pies HEB na zakladé testovani setu standardnich 1éCiv. Jedna se o
metodu PAMPA a metodu vyuzivajici MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) bunécnou linii.
Dale porovnani metod pfedevsim z hlediska praktického vyuziti. Partikularnim cilem bylo urcit
vliv koncentrace DMSO (dimethylsulfoxid) na prostup latek lipidovou membranou, kterou

vyuziva PAMPA.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material

4.1.1 Pristroje a pomtcky:
Centrifuga Universal 320 R Hettich Schoeller
Multidetek¢ni reader Synergy HT, BioTek
Analytické vahy CPA22S5, Sartorius Stedim Biotech
Ultrazvukova lazen, Bandelin Sonorex
Vodni lazein, PolyScience
Automatické pipety Research plus, Eppendorf
Vortex Mixer Wizard, Velp Scientifica
UV permeabilni titra¢ni desky Merck Millipore, MAIPN 4550
Eppendorf Tubes 2.0 ml, Eppendorf AG
Eppendorf Tips 50-1000 pl, Eppendorf AG
Centrifuge Tubes 50 ml, TPP
Transwell o vel.port 0,4 um, Sigma-Aldrich (3402)

4.1.2 Chemikalie:

Dimethyl Sulfoxide for Molecular Biology, Sigma-Aldrich

Dodecane, Sigma-Aldrich

Polar Brain Lipid Extract, Avanti Polar Lipids

Fosfatovy pufr Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline pH = 7.4, Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle medium, Sigma-Aldrich; D6429

Opti-MEM I (1X), Gibco

Trypsin-EDTA (0, 25%), Sigma-Aldrich

FITC-dextran, Sigma-Aldrich

4.1.3 Standardni latky
Atenolol, Sigma-Aldrich

Cefuroxim, Sigma-Aldrich
Kofein, Sigma-Aldrich
Desipramin, Sigma-Aldrich
Donepezil, Sigma-Aldrich
Estradiol, Sigma-Aldrich

26



Chlorpromazin, Sigma-Aldrich
Imipramin, Sigma-Aldrich
Piroxikam, Sigma-Aldrich
Rivastigmin, Sigma-Aldrich
Takrin, Sigma-Aldrich
Theofylin, Sigma-Aldrich
Testosteron, Sigma-Aldrich
Ranitidin, Sigma-Aldrich
Sulfasalazin, Sigma-Aldrich
Chlorothiazid, Sigma-Aldrich
Furosemid, Sigma-Aldrich

4.2 Pracovni postup

4.2.1 Protokol PAMPA zkousky

1.

2.

[99)

Vypoctem pomoci molekulové hmotnosti latky, pozadované koncentrace a
poZadovaného objemu zasobniho roztoku zjistime mnozstvi latky, které si navazime.
Dobfe rozpustné hydrofilni slouceniny rozpustime rovnou ve fosfatovém pufru.
V piipad¢€ nedostatecné rozpustnosti v PBS pouZijeme piidavek DMSO a po té vzorek
nafedime na pozadovanou koncentraci do PBS (primérni roztok).

Promichame a vlozime na nékolik minut do ultrazvuku ¢i vodni 14zné€ vyhtaté na 37 °C.
Natedime si roztoky pro vytvoreni kalibra¢ni $kaly. Zvolime minimalné 3 body (pokud
je maximalni koncentrace 100 uM, napt. 25, 50, 75 apod.). Spektrofotometrem zmétime
absorp¢ni spektrum latky v roztoku v oblasti 200-700 nm.

Odecteme vinovou délku absorpéniho maxima a absorbanci pfi maximalni koncentraci
(prvni kontrolni bod pro sledovani zmény koncentrace).

Poté prométime pii absorpénim maximu absorbanci vSech koncentraci pro sestaveni
kalibracni ktivky.

Primérni roztok nechame minimalné 12 hodin stat pfi laboratorni teploté.

Nasledujici den promichdme roztok a zkontrolujeme, jestli se latka z roztoku
nevysrazela. Pokud ano, zcentrifugujeme (teplota na 25 °C, rychlost otacek 50000t/min,
5 min). Je diilezité odebrat nasyceny roztok bez obsahu nerozpusténych krystalti.
Inkubujeme za vyuziti ,,sendvicového* uskupeni dvou mikrotitra¢nich desticek (viz
Obrazek 9), skladajici se z horni donorové c¢asti s membranou na dné a spodni
akceptorové C€asti. Na membranu v kazdé jamce napipetujeme 4 pl roztoku PBL
v dodekanu o ¢ =20 mg/ml. Do akceptorové ¢asti pfiddme 300 pul PBS. Do donorové
¢asti napipetujeme 300 ul primarniho roztoku testované latky, pro kazdy casovy bod (4
casové body) do 4 jamek (kvadruplikat).
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Obrazek 9 ,,Sendvicové *“ usporadani mikrotitracnich desticek. Spodni akceptorova cast

10.

11.

12.

13.

14.

15.

obsahuje pufr PBS. V donorové casti jsou napipetovany vzorky standardii léciv.

Titra¢ni destiCku s roztoky testovanych latek inkubujeme 3 hodiny ve tme¢ za laboratorni
teploty.

Po 3. hodin€ inkubace odebereme z prvniho ¢asového bodu objem 250 pl pro donorovou
1 akceptorovou ¢€ast, napipetujeme na novou titraéni desticku a zmétime absorbanci
ve spektrofotometru.

Postup opakujeme po kazdé dal$i hodin€. Celkem 4 casové body az do 6. hodiny
inkubace. Inkubace probiha opét za tmy a laboratorni teploty.

Koncentrace roztokii je poté vypocitana z hodnot zjiSténé absorbance dle pfislusné
kalibra¢ni ptimky.

V pribéhu celého pokusu (24 hodin, 4 ¢asové body) sledujeme zménu absorbance
zmeétenim triplikatd primérniho roztoku v objemu 250 pl za i¢elem monitorovani zmén
jeho koncentrace. V idealnim piipad€ by méla byt koncentrace v jednotlivych ¢asech
podobna pii vSech métenich. Pokud vyrazné klesa, znamena to, Ze je latka Spatné
rozpustna a je pro nas hiife detekovatelna, kdyz se vysrazi.

Mimo to si pfipravime roztok teoretické koncentrace slou€enin, simulujici rovnovazny
stav, pokud by byla membrdna idealn¢ propustna, tzv. equilibrium. Koncentrace
sloucenin v jamce donoru a akceptoru a rovnovazna koncentrace byly vypocteny
ze standardni kiivky a vyjadieny jako permeabilita (Pe) (podle rovnice v kapitole
Vypocet koeficientu permeability Pe, PAMPA). Roztok pfipravime smichanim
zéasobniho roztoku latky a PBS v poméru 1:1 a zmétime v triplikatu.

4.2.2 Postup méreni na spektrofotometru:

1.

2.
3.

Zapneme Multidetek¢éni Reader Synergy HT, BioTek a poté pocitac s nainstalovanym
programem Synergy HT.

Do detektoru vlozime titracni desku a uzavieme.

Na zacatku potfebujeme zjistit vinovou délku absorpcniho maxima, ktera se prométuje
z maximaln¢ koncentrovaného vzorku roztoku. Po otevieni programu zvolime v tabulce
pole s umisténym vzorkem a proméfime absorpéni maximum.

Odecteme ptislusnou vlnovou délku, kterd nam bude slouzit jako vychozi hodnota, pfi
niz se nasledn¢ proméii ostatni vzorky kalibra¢ni fady véetné pufru.

Zjisténou vinovou délku pouzijeme pro meéfeni kontrol koncentraci a koncentraci
v akceptoru a donoru v urcitych Casovych bodech nastavenim modu meéfeni jedné
vlnové délky (End Point).
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4.2.3 Protokol metody vyuzivajici MDCK bunécnou linii

1.

10.
11.

12

13.

14.

15.

16.

Bunécna linie MDCK je péstovana v DMEM médiu s ptidavkem FBS (Fetal Bovine
Serum) 10 %. Po dosazeni 90 % konfluence buné¢éné kultury v kultivacni ldhvi mizeme
bunky nasadit na Transwell.

Vytdhneme kultivaéni lahev s bunikami z inkubatoru a déale pracujeme v laminarnim
boxu. Odstranime cely objem média a proplachneme buiiky 7 ml PBS. Po celou dobu
pracujeme opatrné, abychom se nedotkly Spickou vrstvy bunék.

Nasledn¢ k buitkam napipetujeme 2 ml trypsinu a opét inkubujeme pii 37 °C piiblizné
15 minut. Béhem inkubace pozorujeme postupné uvolnéni bunék z povrchu kultivaéni
lahve.

Poté k bunikam v lamindrnim boxu ptiddme 4 ml DMEM a timto zpiisobem zastavime
proces trypsinizace.

Spocitime mnozstvi bunck, do zkumavky pipetujeme 8 ml média a 0,2 ml média
s bunkami.

Poté ze zkumavky odebereme 10 pl smési a preneseme do Biichnerovy komurky,
ve které spocitame mnozstvi bun¢k pomoci mikroskopu.

Dle mnozstvi bunék vypocitame mnozstvi roztokd, které pouzijeme pro aplikaci
do Transwellu. Do 12-ti jamkového Transwellu pipetujeme do donorovych ¢asti buiiky
v poctu 0,5 mil./jamku v objemu 0,5 ml media. Do akceptorové casti pipetujeme
medium v objemu 1,5 ml.

Po dvou dnech inkubace provedeme vyménu média. Nejprve odsajeme roztok
z akceptorové Casti a zkontrolujeme, zda vrstva neprotékd. Poté ddme nové médium
dolti do akceptorové ¢asti. Vyménu provedeme i v donorové ¢asti. Postupujeme opatrné,
abychom neposkodili rostouci vrstvu bun¢k. Opét vlozime do inkubatoru.

Nasledujici den natfedime roztoky testovanych latek v Opti-MEMu na poZadovanou
koncentraci. Dale si proméfime kalibra¢ni $kdlu stejnym zplsobem jako v metodé
PAMPA.

V laminarnim boxu proplachneme 750 ul PBS akceptorovou i donorovou ¢ast.

Do akceptorové i donorové ¢asti destiCky napipetujeme Opti-MEM 750 pl a inkubujeme
15 minut, pfi 37 °C (ekvilibrace monovrstvy).

. Odsajeme Opti-MEM z donoru a napipetujeme 750 pl testované latky. Kazdou latku

v triplikatu.

Vlozime desticku do inkubétoru a inkubujeme pii 37 °C a po 1., 2., 4. a 6. hodin¢
odebirame jiZ mimo laminarni box vzorky o objemu 100 pl, které pipetujeme
do mikrotitracni destiCky. Nasleduje stejny postup méteni koncentrace v jednotlivych
kompartmentech pouzitim spektrofotometru jako u metody PAMPA.

Na konci experimentu po poslednim odbéru odsajeme vSechny zbylé roztoky,
proplachneme PBS a provedeme kontrolu integrity bunétné vrstvy pomoci
fluorescenéné znaceného dextranu (FITC-dextran).

Do akceptoru pipetujeme Cisty Opti-MEM 750 pul, do donorového kompartmentu FITC-
dextran 750 pl v koncentraci 0,4 mg/ml.

Po hodinové inkubaci zméfime fluorescenci pii vinovych délkach: A1=485 nm, A> = 528
nm. Objem 100 pl zakceptorové casti pipetujeme do mikrotitraéni desticky a
ve spektrofotometru si nastavime ptislusné hodnoty vinovych délek, pro kazdou jamku
méiime triplikat, dale PBS a zasobni roztok FITC-dextranu.
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4.2.4 Vliv koncentrace DMSO na lipidovou vrstvu u PAMPA
metody

Jelikoz jsme pro sloueniny méné rozpustné v PBS pouzili jako kosolvent DMSO, bylo
tieba ovéfit, zda zvySeni jeho koncentrace neovlivni kvalitu PAMPA testu. Otestovali jsme

koncentracni Skalu ptidavku DMSO v rozmezi od 0 % do 10 %.

4.3 Analyza dat a statistické zhodnoceni

4.3.1 Vypocet koeficientu permeability Pe, PAMPA

Prvni den méfeni se stanovilo absorpéni spektrum pomoci spektrofotometru.
Z absorp¢niho spektra se odecetla vinova délka absorpéniho maxima, tj. vinova délka, pii které
absorbance dosahuje nejvyssich hodnot. VSechny vzorky z koncentra¢ni fady, v¢etné pufru, se
proméftili pii zjisténé vinové délce a naméfené hodnoty se zaznamenaly do excelové tabulky.
Poté se vytvofila kalibra¢ni ptimka.

Nasledujici den byl vytvofen kvadruplikat koncentraci pro 4 Casové intervaly. Prvni
meéfeni absorbance roztoku v donorové a akceptorové ¢asti systému probé&hlo po tiech hodinach
inkubace a pak se opakovalo kazdou dalsi hodinu. Celkem ve ¢tyfech ¢asovych bodech (po 3.,
4.,5. a 6. hoding).

Koncentrace roztoku v donorové a akceptorové Casti systému se vypocitala pomoci
kalibracni pfimky a absorbance. Z aritmetického priméru kvadruplikatu byl vypocitan

koeficient permeability Pe pro kazdy ¢asovy bod, dle rovnice:

[drug] acceptor (Vp X V)
—— where C = -
druglequilibrium (Vp x V) Area x Time

logP, = {C X ln<1—[

kde

Log Pe — logaritmus koeficientu permeability

[drug]acceptor— mMnoZzstvi latky v akceptorové Casti systému
[drug]equitibrium— teoretické mnozstvi latky simulujici rovnovazny stav
Vp— objem v donorové ¢asti systému (0,3 ml)

Va—objem v akceptorové Casti systému (0,3 ml)

Area — plocha (0,28 cm?)

Time — Cas (4 ¢asov¢ intervaly: 10800 s, 14400 s, 18000 s, 21600 s)
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Ptevzato z (Sandhya et al. 2008).

Za kazdy casovy bod byly ziskany celkem 4 hodnoty Pe, které byly nasledné
zpramérovany v jednotlivych méfenich. Z 3-8 nezavislych méteni se ziskala vysledna hodnota

Pe a hodnota SEM pro kazdou testovanou latku.

4.3.2 Vypocet aparentniho permeac¢niho koeficientu Papp, MDCK

model

Zméti se absorpéni maximum a vytvoii kalibracni kiivka stejnym zpiisobem, jako
v metodé PAMPA.

Pro kazdou latku byl zméfen triplikat. Méfeni absorbance roztoku v donorové a
akceptorové cCasti systému probéhlo po 1., 2., 4. a 6. hodin¢. V kazdém cCasovém bodu se
odebiraly roztoky ze vSech vzorki zkousenych latek. To znamené vzorky ze tfech donorovych
a tfech akceptorovych ¢asti pro jednu latku.

Koncentrace roztoku v donorové a akceptorové casti systému se vypocitala pomoci
kalibra¢ni piimky a absorbance. Z linearni ¢asti prubéhu zmény koncentrace v donorové ¢asti

byl vypocitan aparentni permeacni koeficient Papp dle rovnice:

o= () o
= ([—) ¥ ————
avr = \qr) ™ A x Cy)

kde

Area/A .... plocha jamky/bunééné monovrstvy

dC/dt ...... kumulativni mnoZzstvi latky v akceptorovém kompartmentu v ¢ase
Vr.o......... objem akceptorového kompartmentu

Coueuvnnnn. pocatecni koncentrace latky

Modifikovano dle (Sandhya et al. 2008).

Z 3-4 nezavislych méteni se ziskala primérna hodnota Papp a hodnota SEM pro kazdou

testovanou latku.
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4.3.3 Kontrola integrity MDCK monovrstvy

Na konci experimentu bylo tfeba ovétit, zda nedoslo k poskozeni bunééné monovrstvy.
Studie permeability byly provadény za pouziti FITC-dextranu jako markeru paracelularni
permeability.

Po hodinové¢ inkubaci FITC-dextranu v donorové ¢asti Transwell byly odebrany triplikaty
vzorkli pro kazdou jamku a obsah FITC-dextranu byl kvantifikovan fluorescencni
spektrofotometrii. Zaroven se zméfila fluorescence Cistého FITC-dextranu v PBS, pro kazdy
z téchto roztokd kvadruplikat. Od priméru fluorescence FITC-dextranu byl odeéten primeér
PBS. Koncentrace FITC dextranu v akceptoru by neméla piesdhnout 5 % ptvodni koncentrace

(Lechanteur et al. 2017).
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S5 Vysledky

5.1 Stanoveni prostupu pomoci PAMPA metody

Jako ptiklad byl vybran donepezil, coz je sloucenina, ktera po rozpusténi dobie pronika

ptes vrstvu PBL v PAMPA modelu a prostupuje do CNS v in vivo podminkéch.

68

66

Koncentrace (uM)
(=) =
5] +
L]

=)
=]
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2,5 3 3,5 4 4,5
Cas (h)

Obrazek 10 Graf zavislosti koncentrace donepezilu v donorové cdsti na case v priitbéhu
inkubace. Zobrazeny 4 hodnoty koncentrace, jez byly ziskany z kvadruplikatu a
zprumeérovany: 67,28 uM; 63,64 uM; 62,28 uM a 58,10 uM ve 4 casovych intervalech: 3.,4.,5.
a 6. hod. Koncentrace vzorku s pribyvajicim casem klesa.
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Obrdazek 11 Graf zobrazujici zavislost koncentrace donepezilu v akceptorové casti na case v
pribéhu inkubace. Lze videt 4 hodnoty koncentrace, jez byly ziskany z kvadruplikatu a
zprumeérovany: 18,07 uM; 23,46 uM; 25,10 uM; a 28,46 uM. Naméreny byly ve 4 casovych
bodech: 3., 4., 5. a 6. hod. Koncentrace vzorku s postupem casu stoupd.
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5.2 Stanoveni prostupu pomoci metody vyuzivajici

MDCK model

Jako priklad pro toto stanoveni byl vybran teofylin, coz je sloucenina, ktera po rozpusténi

dobie pronika ptes vrstvu MDCK bun¢k a prostupuje do CNS v podminkach in vivo.
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Obrazek 12 Graf zobrazujici zavislost koncentrace teofylinu v akceptorové casti na case v
pribéhu inkubace. Lze videt 4 hodnoty koncentrace, jez byly ziskany z triplikatu a poté
zprumerovany: 10,51 uM; 21,30 uM; 36,54 uM; a 43,21 uM. Naméreny byly ve 4 casovych
bodech: 1., 2., 4. a 6. hod. Koncentrace vzorku s pribyvajicim casem stoupd.
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5.3 Vysledky méreni metodou PAMPA a MDCK

modelem

Tabulka 3 Vysledky métfeni prostupu standardnich latek metodou PAMPA, metodou

vyuzivajici MDCK buné¢nou linii a porovnani s realnym in vivo prostupem.

Latka PAMPA + SEM MDCK + SEM In vivo
(n=3-8) (n=3-4) CNS+/CNS-
(Pe * 107 cm/s) (Papp * 10 cm/s)
Atenolol 12,92 =+ 4,29 8,85 + 2,30 -
Cefuroxim 0,63 + 0,16 0,09 + 0,08 -
Kofein 2,80 =+ 0,43 27,00 + 3,54 +
Desipramin 1496 =+ 3,48 25,60 + 7,46 +
Donepezil 21,93 =+ 2,06 20,70 £ 3,37 +
Chlorpromazin 9,56 + 1,61 20,30 + 2,58 +
Imipramin 20,50 <+ 1,93 25,20 + 1,40 +
Piroxicam 530 + 1,13 22,60 + 2,80 +
Rivastigmin 20,04 =+ 2,07 47,90 + 2,64 +
Takrin 596  + 0,58 2440 + 221 +
Teofylin 1,35 + 0,59 13,10 + 2,71 +
Testosteron 22,73 £ 4,29 17,40 + 395 +
Ranitidin 0,35 + 0,31 2,10 + 0,83 -
Sulfasalazin 0,52 + 0,43 0,10 + 0,08 -
Chlorothiazid 1,15 + 0,54 1,50 + 1,39 -
Furosemid 0,19 + 0,07 2,60 + 0,79 -

Pe - permeacni koeficient, Papp - aparentni permeacni koeficient, SEM-standartni chyba
priimeéru, n-pocet méreni. V tabulce Ize vidét hodnoty Pe a Papp standardnich latek
s hodnotami SEM a udaje o in vivo prostupu do CNS: + latka prochazi, - latka neprochazi.
Udaje byly ziskany vypoctem pomoci vzorcii pro koeficienty Pe a Papp, jez jsou uvedeny
v casti Analyza dat a statistické zhodnoceni.

Udaje o prostupu do CNS in vivo ziskany z: (Traykov et al. 1999; Di et al. 2003; Boyce et al.
2012; Bicker et al. 2016, Hosmann et al. 2018, Shah et al. 2018; Sigaroudi et al. 2018; Gabr
and Abdel-Razig 2018)
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Obrazek 13 Graf znazornujici korelaci hodnot Pe a Papp pro standardni latky uvedené
v Tabulka 3. Cervené jsou oznaceny léciva, kterda neprochdzi skrz HEB, oranzove léciva
prochdazejici a zelené lécCiva, jejichz vysledky nekoreluji s in vivo situaci.

5.4 Vyuziti DMSO jako kosolventu v PAMPA

metodé

Neéktera 1éCiva ze zkousSeného setu vykazovala nizkou rozpustnost v PBS nebo se latka
rozpustila, ale po ¢ase dochazelo ke zpétné precipitaci v roztoku. Tento jev ovliviluje stanoveni
propustnosti pies fosfolipidovou membranu, jelikoz méteni probihd ve 4 casovych bodech.
Metoda UV/VIS ma relativné nizky prah detekce pro niz$i koncentrace, tim padem miize
dochazet 1 k velkym chybam méfeni.

Proto jsme pouzili jako kosolvent DMSO, pro dosazeni koncentraci testovanych latek
meéfitelnych pomoci UV/VIS metody a k zajiSténi vysSi stability zasobniho roztoku.
K experimentu byly vybrany Ctyii 1éCiva. Dva zastupci prostupujici do CNS: donepezil a takrin
a dva neprostupujici: obidoxim a ranitidin. Tato 1éCiva jsme vybrali proto, Ze jsou dobie

rozpustna i bez ptidavku DMSO a jejich vysledky z pfedchozich méteni byly konzistentni.
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Obrazek 14 Graf znazornujici zavislost permeability donepezilu a takrinu na koncentraci
pouzitého DMSO. Jednotlivé body udavaji priimerné hodnoty Pe pro jednotliva léciva (n = 2).
Udaje byly ziskany vypoctem pomoci vzorce pro koeficient Pe v ¢dsti Vypocet koeficientu
permeability Pe, PAMPA. Dochazi k mirnému poklesu permeability od 1% koncentrace

DMSO.
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Obrazek 15 Graf znazornujici zavislost permeability ranitidinu a obidoximu na koncentraci
pouziteho DMSO. Jednotlivé body udavaji priumérné hodnoty Pe pro jednotliva léciva (n = 2).
Udaje byly ziskany vypoctem pomoci vzorce pro koeficient Pe v ¢dsti Vypocet koeficientu
permeability Pe, PAMPA. Permeabilita ranitidinu nejprve klesa a od 5% koncentrace DMSO
zacind stoupat. V pripadé obidoximu mirné klesa od 5% koncentrace DMSO.
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5.5 Vysledky kontroly integrity MDCK monovrstvy

V naSich experimentech se namétfené hodnoty kontroly integrity MDCK monovrstvy
pohybovaly v rozmezi 0,01-2,28 % koncentrace FITC-dextranu v akceptorové Casti. Jedna se
tedy o hodnoty méné nez 5 %, coz znac¢i neporusenou integritu monovrstvy bunék (Lechanteur

et al. 2017).
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6 DISKUZE

V experimentech stanoveni prostupu latek do CNS pomoci metody PAMPA a modelu
vyuzivajiciho MDCK bunécnou linii, jsme pouzili set Sestnacti standardnich 1€¢iv. Jedna se
o sadu 1é¢iv s rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, s rozlicnou farmakodynamikou a
raznymi cili ptisobent.

Dle literatury jsme v PAMPA experimentech pouzili PBL o koncentraci 20 mg PBL/1 ml
dodekanu a o objemu 4 pl na jamku, coz zajistuje optimalni podminky pro rozdé€leni 1é¢iv
na CNS+ a CNS-, dle hodnot Pe. CNS+ latky prostupuji do mozku a jejich Pe je vice, nez
4.0x10° cm/s. CNS- skupina zahrnuje latky s nizkou predikci vstupu do CNS. Pe CNS- latek
se pohybuje pod hranici Pe 2,0x10° cm/s. Latky, které nevyhovuji Pe ani jedné skupiny,
tzn. Pe 2,010 cm/s — 4,0x10° cm/s, se fadi mezi 1é¢iva, jimz lze predikovat nejistou penetraci
do CNS.

Léciva, ktera svymi hodnotami Pe spadaji do jiné skupiny, nez in vivo, jsou zndmy tim,
ze jsou ovliviiovany aktivnimi transportnimi procesy (influx, eflux) nebo metabolismem (Di et
al. 2003). Napfiiklad Pe hodnoty kofeinu, jak miZeme vidét na Obrazek 13, kofein zafazuji mezi
latky s omezenym prostupem do CNS. Je znamo, Ze kofein vstupuje do mozku jak pasivni
difuzi, tak pomoci aktivniho transportu, a to konkrétné adenosinovym transportérem (McCall
etal. 1982; Wilkinson and Pollard 1993), ktery vrstva PBL postrada. V tomto ptipadé¢ byl kofein
faleSn¢ zatazen mezi latky s omezenym prostupem do CNS. Stejny jev pozorujeme u teofylinu.

Dalsi latkou, kterd ma rozporuplné vysledky prostupu je atenolol, jak mizeme vidét
v Tabulka 3. Chen et al. (2017) systematicky hodnotili rozsah distribuce S-atenololu
(enantiomer zodpovédny za farmakologicky u€inek) do mozku pomoci mikrodialyzy. Studie
naznacuji, Ze na transport atenololu, ktery probihé pasivni difuzi ma vliv eflux zprostfedkovany
transportérem. Ackoli v soucasné dob¢ neni jasné, ktery transportér (nebo transportéry) je
zodpovédny za efluxni transport atenololu v HEB, neni vhodné pouzivat atenolol jako
modelovy 1€k pro paracelularni transport nebo pasivni difuzi, coz se ndm potvrdilo (Chen et al.
2017). V naSem experimentu atenolol dobie prochéazi pires MDCK monovrstvu pravdépodobné
diky nepfitomnosti danych efluxnich transportérii, kter¢ MDCK model na rozdil od HEB
postrada. Atenolol je relativné mald molekula a odpovida Lipinskému pravidlu péti, takze
teoreticky muZe prochéazet pfes PBL membranu. To odpovida 1 nas§im vysledkiim (viz Tabulka
3). Ovsem, jak jiz bylo fe€eno, in vivo atenolol penetruje pres HEB minimaln¢, coz naznacuje

nedokonalost syst¢ému PAMPA opét hlavné z dlivodu neptitomnosti efluxnich tranportért.
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Za nasich experimentalnich podminek maji slouceniny s Papp >3x107° cm/s potencial
vstupu do CNS; kdezto sloudeniny s Papp <1x107% cm/s nejsou schopny proniknout HEB
(Wang et al. 2005).

Miizeme vidét v Tabulka 3, ze MDCK model na rozdil od PAMPA modelu spravné
vyhodnotil prostup teofylinu i kofeinu do CNS v porovnani s in vivo situaci, jelikoz zahrnuje 1
aktivni transport. Tento buné¢ny model je mozno geneticky modifikovat lidskym genem MDR1
pro expresi P-gp. Tim Ize jesté zlepsit predikci aktivniho transportu, konkrétné efluxu, jak
popisuje Volpe (2011).

Korelace mezi MDCK a PAMPA modelem ma hodnotu R? = 0,4023, coz zna&i stfedni
linearni korelaci. Obecné dobrou korelaci mezi metodami pozorujeme u latek, které prochazi
ptes HEB primérné pasivni difuzi (Di et al. 2009).

Nase zjisténi potvrzuji schopnost PAMPA metody predikovat pouze transport latek
zprosttedkovany pasivni difuzi, protoze PBL membréana neobsahuje Zadné aktivni mechanismy
transportu. Na druhou stranu je metoda PAMPA nendkladnd, snadno reprodukovatelna, rychla
a vhodna pro screening vétsiho mnozstvi latek. Dle Di et al. (2009) se jedna o relevantnéjsi a
ptesnéjsi model pasivni permeability nez MDCK monovrstva. MDCK model idajn€ davad méné
ptesné vysledky pasivni difuze neZ PAMPA, protoze PBL membrana v PAMPA je oproti
MDCK monovrstvé méné tekuta, pevnéjsi a zajiStuje omezengjsi permeabilitu podobné jako
in vivo HEB (Di et al. 2009).

Pro rozpusténi latek byl pouZivan jako kosolvent roztok DMSO. V lipidovych
membrandch mohou byt vytvafeny pory pfidanim urcitych chemikalii, mezi které patii pravé
také DMSO (Fernandez and Reigada 2014). Tyto vodni pory tvofi moZnou cestu pro zvyseni
pronikani molekul 1é¢iva prosttednictvim lipidovych membran (Notman et al. 2006). Proto je
klicovou otdzkou ziskéani informace o vlivu pfitomnosti DMSO na vysledky PAMPA, coz je
jeden z cilu této diplomové prace.

Ov¢tili jsme ve dvou métenich se Ctyimi 1€Civy (dve 1éCiva pasivné prostupujici a dve
neprostupujici), zda ptitomnost DMSO néjakym zplsobem neovliviiuje permeabilitu.
V métenich Pe a Papp standardnich 1é¢iv koncentrace DMSO nikdy nepievySovala 1 %.
Nejvyssi zkouSenou koncentraci v experimentu s DMSO byla koncentrace 10 %. Zjistili jsme,
ze koncentrace nad 1 % DMSO a vyse mirné ovliviiuji vyslednou permeabilitu, coz miizeme
vidét v grafech (viz. Obrazek 14 a Obrazek 15). Pro tyto experimenty je tedy zadouci
nepiekrocit 1 % koncentraci DMSO.
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Pouziti UV/VIS spektroskopie miize byt limitujicim faktorem piesnosti ziskanych
HPLC/UV nebo LC-MS (Miiller et al. 2015).

PAMPA model je tedy vhodny pouze pro predikci pasivni difuze. Na druhou stranu ma
spoustu vyhod. Je levny, rychly, jednoduchy, snadno reprodukovatelny a vhodny pro orientacni
screening vétsiho mnozstvi latek.

Vyhoda MDCK monovstvy bunék spociva v pfitomnosti jistého aktivniho transportu,
takze je vhodna pro latky, u kterych aktivni transport predpoklddame. Limitaci je rozdilna
exprese transportért (kvalitativni i kvantitativni) oproti HEB. JelikoZ se jedna o buné¢ny model,

tak je citlivéjsi na toxické latky nez PAMPA.
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7 ZAVER

Korelace mezi MDCK a PAMPA modelem ma hodnotu R?= 0,4023. Jedna se o stiedni
hodnotu korelace. Nejlépe byly korelovany latky, které jsou transportovany pies HEB pasivni
difuzi. Naopak lé¢iva podléhajici aktivnimu transportu (kofein, teofylin) hodnotu korelace
snizuji. To je dano pfitomnosti aktivniho transportu v MDCK linii bunék, ktery PAMPA model
postrada.

PAMPA metoda vynikd svou jednoduchosti, rychlosti, nendkladnosti. Je snadno
reprodukovatelna a vhodna pro hodnoceni pasivni difuze. Také miiZe zajistit screening vétSiho
mnozstvi latek. Jejim limitem je absence aktivnich procest ptfitomnych in vivo. LéCiva
podléhajici aktivnimu transportu maji v PAMPA metod¢ faleSné pozitivni (substraty efluxnich
transportérl) nebo fale$Sné negativni (substraty aktivnich transportért) vysledky permeability.

Naopak MDCK model je vhodny pro testovani latek, u nichz se predpoklada transport
pomoci aktivnich mechanismil, zejména transport zprosttedkovany SLCs. Jedna se o bunky,
které se snadno a rychle kultivuji. Dle Di et al. (2009) MDCK linie odhaduje transport pasivni
difuzi méné presné nez PAMPA. Tento rozdil je dan sloZenim lipidii v membranéch téchto
modeli. Limitaci MDCK buné¢né linie je rozdilna exprese transportérii v porovnani s lidskou
HEB.

Na zékladé vysledka z experimentu zkoumajiciho vliv koncentrace DMSO a pribézné
kontroly koncentrace béhem jednotlivych méfeni pomoci UV/VIS spektroskopie jsme dospéli
k zavéru, Ze pfidavek DMSO do fosfatového pufru (PBS) ndm miiZe zajistit potfebné rozpusténi
testovanych latek. Pfi dodrZzeni maximalni koncentrace 1 % DMSO v celkovém objemu

nedochdzi k soucasnému ovlivnéni hodnot permeability latek pfes membranu.
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