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1 POVZETEK

V diplomski nalogi smo raziskovali vpliv lastnosgfiutationskih konjugatov, ki naj bi bili
dobri substrati za apikalni prenasalec MRP2. Zedefio ugotoviti, kateri substrati so
primerni ozné&evalci za MRP2 prenaSalce. Pri tem smo uporalzlid@e metode dela, od
in silico primerjav fizikalno-kemijskih lastnosti z uporab@unalniskih programov dn
vitro permeabilnostnih poskusov na podganjem jejunumuvée do opisa primerjav
preiskovanih spojin glede na postavljene zahteve.

Izbrali smo nekaj substratov, ki bi lahko bili wstni ozndevalci za MRP2. Po Zatnih
»presejalnih testih« smo lahko na podlagi ugotowlieneustreznih fizikalno-kemijskih
lastnosti ter neugodnih kriterijev, zahtevanih zaaevalce, izklj&ili kar nekaj spojin. 1z
prvotnega nabora (prekurzorji, estri in konjugalutgtiona) smo za permeabilnostne
poskuse, ki smo jih izvajali v difuzijskih celicala podganjem jejunumu, na koncu
uporabili za nas najbolj primerne Stiri.

Ugotovili smo, da mora oztiavalec ustrezati mnogim kriterijem. Pomembno jejmda
ugodno lipofilnost za prehod skozi membrano enie@o®adalje je potrebno, da zadosti
kriterijem pravila petic (pravilo Lipinskega) teodatnim dejavnikom, ki so povezani s
strukturnimi lastnostmi spojine (polarna povrSinalekule, Stevilo rotacijskih vezi,
volumen molekule). Zagotoviti je treba tudi, daspjina, ki prehaja v celico, dobro topna,
stabilna in da ni tok&ha. Navsezadnje ni nepomembno, da je pripravaafizanizbranih
spojin¢im bolj preprosta in ekonorma.

Po vseh opravljenih raziskavah lahko zakljo, da je med izbranimi spojinami
(prekurzorji, konjugati in estri glutationa) najpoliporaben prekurzor 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen. Le-ta je v ustreznih mejaltime postavljenih kriterijev, prav tako pa sam
prehod skozi enterocit kaze, da naj bi bil povezddRP2 prenaSalcem, saj v veliki meri

prehaja s serozne na mukozno stran.



2 SEZNAM OKRAIJSAV

ABC .......... ATP veze@a skupina (angl. ATP binding cassette)

ATP ... adenozin trifosfat

CDNB .......... kloro-2,4-dinitrobenzen

CFPN .......... cefcapen (peroralni antibiotik, cefalaspp

CcMOAT .......... kanalikularni multispeciéni organski anionski prenaSalec (angl.

canalicular multispecific organic anion transporter
cMRP .......... kanalikularni protein, povezan z rezisteproti v& ucinkovinam

(angl. canalicular MRP)

D ... distribucijski oziroma navidezni porazdeétv koeficient
DNP-SG .......... 2,4-dinitrofenil-S-glutation

EA etakrinska kislina

EA-SG .......... konjugat etakrinske kisline z glutatiomo

et-DNP-SG ... etilni ester 2,4-dinitrofenilgBitationa

et-GSH .......... etilni ester glutationa

et-NEM-SG ... etilni ester N-etil maleimid tgtiona

EV ... uporabimo t-test z enakima variancama

GGT .......... y-glutamil transferaza

GIT ... gastro-intestinalni trakt

GLU .......... glukoza

GSH .......... glutation (tiolna molekula, prisotna veghih tkivih => G-SH)
GSSG  .......... oksidiran glutation

GST  .......... glutation-S-transferaza

HPLC .......... tek@inska kromatografija visoke dtjivosti (angl. high performance

liquid chromatography)

Isc ... kratkostini tok

J pretok (angl. flux)

MAN .......... manitol

MDR .......... protein rezistence na &euwcinkovin (angl. multidrug resistance
protein)

MRP  .......... protein, povezan z rezistenco na wginkovin (angl. multidrug

resistance associated protein)



PEG  .........

P-gp  ..........
PSA ...
RSD ..........
RV ..

S-M
TER ...

VCC MC8

prehod v smeri z mukozne na serozno stran
N-etil maleimid

N-etil maleimid glutation
statisttno neznéilna sprememba (ni signifikantno)
N-(1-pirenil) maleimid

N-(1-pirenil) maleimid glutation
pravi porazdelitveni koeficient

navidezni permeabilnostni koeficient

elektrdni potencial

polietilenglikol

P-glikoprotein

skupna polarna povrSina molekule (anglpsurface area)
relativna standardna deviacija
uporabimo t-test z raZhima variancama
statistino zn&ilna sprememba (signifikantno)
prehod s serozne na mukozno stran

transtkivna elekttha upornost (angl. transtissue electrical
resistance)

osemkanalni napetostni vir (amgltage clamp)



3 UVOD

Permeabilnost je zelo pomemben parameter v fazicpvanja dinkovin, saj je to tisti
parameter, ki je skupaj s topnostjo bistvenega manza absorpcijo. Absorpcij&inkovin

iz prebavnega trakta pa je poleg presnove najpomejdibdejavnik, ki dolda biolosko
uporabnost ¢inkovin po peroralni aplikaciji (1).

Pri napovedovanju absorpcije iz lumér@vesa v krvni obtrok ¥loveSkem organizmu se
zaradi ettnih razlogov pogosto posluzujemo ranih modelov, na primer cehih kultur,
tkivnih kultur ali zivalskih modelov. V razinih Studijah absorpcije na zivalih raziskovalci
uporabljajo misi, podgane, pse ali druge eksperiaiea Zivali oziroma njihove organe. V
diplomskem delu smo raziskovali absorpcijo na raplem segmentu tankegaevesa

podgane.

3.1 TANKO CREVO

Tanko ¢revo ¢loveka je sestavljeno iz treh odsekov: duodenuejanpyma in ileuma. V
kratek dvanajstnik vstopajo izvodila iz jeter irliusne slinavke. Jejunum in ileum sta
daljSa odseka; jejunum je SirSi in nekoliko kragsit ileum ter ima debelejSo steno. V
tankemcrevesu sokovi trebusne slinavke, &oin ¢revesni sokovi razgrajujejo hrano na
osnovne gradnike (monosaharide, aminokisline, digep monogliceride in proste
magobne kisline), ki poleg vode in vitaminov prehajajdrvni obtok in od tam v tkiva.
UcinkovitejSo absorpcijo omogovelika povrSina sluznice, ki jo ustvarijo sluzne gube,
resice in mikroresice (slika 1). PovrSina tankégevesa tako pri odrasletioveku doseze
okoli 200 nf (2).

1 - seroza

2 - vzdolZna misi¢na plast

3 - kroZna misi¢na plast

4 - mukoza

5, 6 - krvne in limfne kapilare
7 - Ziveni kongigi

8 - sluzniéna guba

9 - resica

Slika 1: Sestava stene tankegavesa (4)



Glavni funkciji tankegacrevesa sta razgradnja zauzitih snovi v lumnu tesogizija
elektrolitov, vode in hranilnih snovi skozi sluzaic Sekundarna, vendar prav tako
pomembna vloga, je iztanje Skodljivih snovi in njihovih metabolitov izlésa. V veliki
meri se izléajo ksenobiotiki, ki se obajno predhodno metabolizirajo (3). Tank@vo je
tudi najpomembnejSe mesto za absorpatjokovin v gastro-intestinalnem traktu (GIT).

Pri prowevanju absorpcije pogosto opravljamo poskuse nggah ali drugih poskusnih
Zivalih. Rezultate nato ekstrapoliramo ®kbveka. Za pravilno napoved parametrov
moramo zato pazljivo obravnavati vsako vrsto posebH c¢loveka in podgane sta si na
mikroskopskem podtgu morfolosko zelo podobna, vendar so prisotneikazRelativha
absorpcijska povrSina ptiloveku je veéja ter zmozna hitrejSe absorpcije in v¢je
obsegu kot pri podgani. Razlika je tudi v najdat)Sedseku, kjer se vrSi absorpcija. Pri

¢loveku je to ileum, medtem ko pri podgani najdadi8i predstavlja jejunum (2).

3.1.1 ENTEROCIT

Epitelij tankegacrevesa je sestavljen iz ene plasti celic, ki joivema tvorijo érevesne
celice oziroma enterociti. To so specializiranaceglki so hamenjene absorpciji hranilnih
snovi in prav tako &inkovin iz tankegarevesa. Vsaka celica vsebuje priblizno 3000 do
7000 gubic, imenovanih mikroresice, ki dajejo emtéu izgled krtée. Ta del celice zato
imenujemo &etkasti obrobek. Med enterociti najdemo razsejéesaste celice. Slednje
izlo¢ajo mukus (sluz), ki ima vlogo varovalnega ptager deluje kot lubrikant (4).
Crevesna celica je usmerjena. Obdajata jo apikaladuminalni strani) ter bazolateralna
(na serozni strani) membrana, ki se med seboj pragékujeta. Apikalna membrana je
nagubana, saj jo sestavljajo mikroresice, ki vnaSmerijo priblizno 1 um, kar pova
povrSino za okoli 20-krat. Na tej membrani se najoajprebavni encimi kot so
disaharidaze in peptidaze. Apikalna membrana pa&oe izraza transportne sisteme za
absorpcijo monosaharidov, di/tripeptidov, amindkisimagobnih kislin ter ionov. Na
drugi strani je bazolateralna membrana brez gulysebuje prebavnih encimov, izraza pa
transportne sisteme, ki vkjujejo Na-K ATPazo, glikoziltransferaze in adenitaklazo
(5).

Enterocit lezi na bazalni membrani, pod njo je lenpropria, ki ima viogo strukturne
opore epiteliju ter je zelo bogata s krvnimi in fimmi kapilarami, Zi¥nimi korgici,
gladko-misénimi celicami ter ostalimi celicami, kot so limféicin makrofagi (slika 2).

Molekule, ki prehajajo epitelijski monosloj, prejdes kri in limfne Zzile, ki se nahajajo v



lamini proprii. Pod lamino proprio je tanek slojagkega misja, imenovan muscularis
mucosae. Ta plast sodeluje pri ritmém gibanjucrevesnih resic. S kenjem in z
meSanjem lahko muscularis mucosae spremeni debekmoeSajtega vodnega sloja
¢revesnih izlgkov in vsebine iz lumné&revesa na povrsSini sluznice, ki bi drdgdahko
ustvaril difuzijsko bariero pri absorpciji snovi,§. Tako vpliva na absorpcijo lipofilnih

molekul in s tem pomaga izprazniti vsebino lumieaksebine iz kript.
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Slika 2: Strukturarevesne resice (2)

Muscularis mukosae zakljuje sluznico (mukozo), ki se nadaljuje v podsluanic

(submukozo), kjer se nahajajocje krvne in limfne zile. Sledita ji Se dve plastadkega

Koordinirane ritméne kontrakcije teh dveh m&iih plasti omogdajo temeljito meSanje
hrane in gibanje tankegaevesa v smeri proti debelentwevesu,éemur pravimo tudi

peristaltika (6, 7).

3.1.2 NACINI PREHODA

Ko je dolaiena snov na voljo z&revesno absorpcijo, sledi prehod le-te skiyavesni

epitelij. Winkovine prehajajo skozi monosloj celirevesne sluznice (enterocite) na
razlicne n&ine. Osnova je pasiven prehod bodisi preko estadijcelice (transcelularen
prehod) bodisi med njimi (paracelularen prehod).tidascelularno pot je na voljo okoli

99,9% celotne povrsine (enterociti z mikroresicamgto veéina snovi prehaja po tej poti

8).



Razlicne poti prehoda so opisane in prikazane spod&p(8h:

apikalna membrana
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bazolateralna membrana

Slika 3: Na&ini prehoda snovi skozi enterocit (8); A-paracelntadifuzija, B-paracelularna difuzija skozi
tesne stike, C-transcelularna pasivna difuzijaji@*acelularni metabolizem, D-transcelularni presos

prenasSalci, E-transcelularna difuzija z efluksngrenasSalci, F-transcelularna transcitoza

A. in B. PARACELULARNA DIFUZIJA SKOZI TESNE STIKE
Gastrointestinalni trakt ima dve poglavitni funkclla eni strani je to dinkovita povrSina
za absorpcijo, na drugi pa deluje kot selektivnaeoa med zunanjim in notranjim okoljem
za zasito pred potencialno Skodljivimi snovmi. Ena od &h@osti epitelijev so tesni stiki
med celicami, ki omejujejo absorpcijo skozi paratahi prostor (9).
Tesni stiki tvorijo hidrofilne povezave med entatioclTransport preko te poti je mozen,
ampak je omejen s pasnostjo in majhno relativnho povrSino. Tesni spkedstavljajo le
0,1% celotne povrsSine, ki je na voljo za prehodk&sB - pot A in B). Epitelijski stiki
postajajo v smeri od dvanajstnika proti kolonu ppsima manj prepustni, kar zmanjSuje
permeabilnost polarnih substanc vzdolz tankégavesa. Prehod skozi tesne stike je
omoga&en manjSim hidrofilnim molekulam (ionom), zacjee molekule (>400Da) tesni
stiki pomenijo transportno oviro, za makromolekpéeso popolnoma neprepustni (10).

C. TRANSCELULARNA PASIVNA DIFUZIJA
Transport snovi, ki se absorbirajo s pasivno djfyzpoteka v smeri od viSje proti nizji
koncentraciji in izkazuje od odmerka neodvisno kkweabsorpcije. Transport poteka po
korakih, ki vkljutujejo difuzijo skozi nemeSatovodni sloj, raztapljanje v membrani in na
koncu prehod na drugo stran membrane. Molekulgréikajo apikalno in bazolateralno
membrano s pasivno difuzijo (slika 3 - pot C), imanpailne fizikalno-kemijske lastnosti.
Lastnosti lahko razdelimo na strukturne (polarnargioa molekule (PSA, angl. polar

surface area), Stevilo rotacijskih vezi, Stevilotpn donorjev/akceptorjev, molekulska



masa), réunsko predvidene (lipofilnost) ali izmerjene (pietpermeabilnost). V Studiji so
dokazali, da ena sama lastnost (npr. lipofilnospisana v naslednjem poglavju) priblizno
korelira s pasivnim transportom vzdolz ¢ak membrane. Za absorpcijo so zelo ugodne
neionizirane lipofilne snovi, medtem ko imajo zélidrofilne ali zelo lipofilne substance
manjSo permeabilnost. Neionizirane lipofilne sn(mavidezni porazdelitveni koeficient v
dvofaznem sistemu oktanol/pufer s pH 7,4 ima vretltmgD,y; 7 2~0) se hitro absorbirajo
v lipidni dvosloj, saj se zaradi svoje strukturenjem topijo (11,12). Zelo hidrofilne
molekule (logBk:7+<-1) niso topne v lipidni dvoplasti in tako ne morgreko cekne
membrane. Zelo lipofilne substance (legR ~4) pa so lahko slabSe topne v neme&ajo
vodnem sloju in se zato zadrzijo v membrani, karaz®a samo permeabilnost (11).
Permeabilnost teh substanc secnmpoveéa ob vkljw&itvi Zol¢nih soli (13). V sploSnem so
transcelularno prehodnost predvidele so sledili »pravilu petick, ki ga je podrobneje
opisal Lipinski. Pravilo petic pravi, da je biol@kazpolozljivost peroralno aktivnih
ucinkovin ugodna, ko ima molekula naslednje lastnasdjve 5 donorjev vodikove vezi
(OH in NH skupine), najwe10 akceptorjev vodika pri tvorbi vodikove veziggti dusik
ali kisik v molekuli), molekulska masa pod 500 ogP pod 5. Izjeme pri tem pravilu so
naravni produkti in substrati za absorptivne praiws(14).

D. TRANSCELULARNI TRANSPORT S PRENASALNIMI PROTEINI
Hidrofilne snovi (logQRk:74<0) ne prehajajo dobro preko lipidnega dvoslojdatajihovo
transcelularno absorpcijo omaggo substratno spedaifii prenaSalci ali aktiven transport s
proteini (slika 3 - pot D). Ta pot je pomembna zaniine snovi, kot so monosaharidi,
aminokisline, di/tripeptidi. Pomembna je Se za apsigo elektrolitov in Zatnih soli ter za
nekatere specifne razrede dinkovin. Na primer, L-dopa in D-cikloserin se aldsioata s
sistemom za transport aminokislin, medtem ko smrnaéri cefalosporini in antagonisti
renina substrati za intestinalni oligopeptidni @&alec (15). Tako absorpcija s prenasalci
kot z aktivnim transportom, sta nasitljivi in ju iepje nelinearna kinetika absorpcije
(Michaelis-Mentenova kinetika). Absorpcija s prealaslahko poteka v smeri proti nizji
koncentraciji (facilitirana difuzija) oziroma aktie od nizje proti viSji koncentraciji.
Aktivni transport uporablja energijo, ki jo pridobihidrolizo iz ATP (primarni izvor) ali s
sklopljenim transportom, okajno Nd ali H" (sekundarni izvor energije). Glukoza tako
recimo prehaja skozi apikalno membrano entero@teekundarnim aktivnim transportom
s pomgjo ko-prena3alca za Nan D-glukozo, imenovanega SGLT1, ter s facilitivan

difuzijo s pomgjo prenasalca GLUT2 (16).



E. TRANSCELULARNA DIFUZIJA PREKO EFLUKSNIH PRENASALCEV

Snovi, ki se prenaSajo s pasivno transcelularnoorpbgo, so lahko substrati za
intracelularni metabolizem v enterocitu (slika 3pet C*) in za apikalni efluksni

mehanizem (slika 3 - pot E). Na tej poti igteevesni epitelij poleg metabolizma in
sekrecije pomembno viogo tudi pri ZdBtelesa pred zauzitimi ksenobiotiki (8).

Za razliko od absorpcijskin prenasSalcev, ki pmyejo permeabilnost skozi intestinalni
epitelij, imajo apikalni efluksni prenaSalci sposobt aktivhegarpanja snovi iz celic v

intestinalni lumen, kar zmanjSa permeabilnost slkemzkalno membrano enterocitov (17).
Med najpomembnejSe apikalne efluksne prenaSaldea (d), ki se nahajajo v tankem
¢revesu, uvi&mo: P-glikoprotein (MDR1), MRP2 in MRP4 ter BCREngI. breast cancer
resistance protein) (18). Poleg apikalnih prenaSake v tankengrevesu nahajajo tudi

bazolateralni efluksni prenaSalci MRP1, MRP3 in MBRRendar njihova vioga pri

absorpciji ¢inkovin Se ni natatno razjasnjena (19).

Apikalno

Bazolateralno

Slika 4: Nahajali&a efluksnih prenaSalcev na membranah (18)

F. TRANSCELULARNA TRANSCITOZA
Makromolekule, kot so peptidi in proteini, se tnaodirajo s specifino receptorsko ali
nespeciftno endocitozo (slika 3 - pot F), saj nimajo lastpienaSalcev in so hkrati
prevelike za transcelularni prehod. SpecializiraneM-celice v Peyerjevih plé@ah, imajo
manj mikroresic in izkazujejo ¥@ endocitotsko aktivnost kot enterociti, pri kater
poteka endocitoza v manjSem obsegu. Pat&onendocitozi se vezikel v celici zlije z

lizosomom, ki je pomemben pri prebavi zajete vselfir0).



3.2 VREDNOTENJE HITROSTI ABSORPCIJE

Za napovedovanje absorpcijénkovine v telesu so izredno pomembne fizikalno-kske
lastnosti le-te. Na vrsto farmakokingtih parametrov vpliva predvsem topnosinkovine
ter njeno porazdeljevanje v hidrofilnih in lipofimpodrajih.
Porazdelitveni koeficient (P) je ravnotezno raze&gke dginkovine v dvofaznem sistemu
organsko topilo-voda. Praviloma kot organsko fazgvetkrat uporabljamo oktanol.
Razmerje je opisano z eitm 1, kjer je G koncentracija topljenca v organski fazi ip C
koncentracija topljenca v vodni fazi.

P = GCJ/C, (ena&bal)
Za merilo lipofilnosti uporabljamo iztanan logaritem P (logP). logP je aditivha
termodinamska kalina, ki je ugodna za napovedovanje korelacij medloBko
uporabnostjo ter lipofilnostjo dinkovin. Vrednost logP v izbranih topilih (alajno
oktanol/voda) v glavnem dalamo eksperimentalno s porazdelitveno metodo.
Porazdelitveni koeficient ionizirajth snovi pa je odvisen Se od pH vodne faze in zato
lipofilnost teh &inkovin vetkrat podajamo v obliki logaritemske vrednosti n@zdega
porazdelitvenega koeficienta logD. Ta ponazarjaapaelitev dinkovine med oktanolom

in pufrom z doléeno pH vrednostjo, najekrat kar pri 7,4 (20, 21).

3.3 MRP

Proteini, ki so povezani z rezistenco n& uéinkovin ali MRP (angl. multidrug resistance
associated proteins), so efluksni 0z. sekretorangsalci, ki spadajo v naddruzino ATP
vezaih skupin prenaSalcev (angl. ATP binding cassetasporters ali na kratko ABC
prenaSalcev), saj izrabljajo energijo z razgraddjd®. PrenaSajo lahko substrate preko
bioloSkih membran tudi proti velikemu koncentragmu gradientu (22).

Povezujejo jih tudi z metabolizmom. Ena najpomenhenalog metabolizma je seveda
odstranjevanje Skodljivih snovi iz telesa. Delimo\gdve fazi. Prva se aiajno nanasa na
oksidacijo spojine, ki poteka s citokromi P450. Brugi fazi pa se spojina konjugira z
razlicnimi encimi ali encimskimi sistemi (glutation-S+#isferazo (GST) ali UDP-
glukuronoziltransferazo, ki na spojino pripnetatgtion (GSH) ali glukuronsko kislino).
ABC prenaSalci pripomorejo k za8 organizma z odstranjevanjem toksinov, zato jih
vedno veé raziskovalcev omenja v procesu metabolizma. Naa@n dobimo dodatno,
»tretjo fazo metabolizmax, kjer prenaSalci odsti@p konjugate, ter »#io fazo«, kjer
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odstranjujejo Se nespremenjene toksine (slika 8). (Icasih se zgodi, da je Ze oksidiran
metabolit prve faze substrat ABC prenaSalcev. Pox@zanetabolizma z njimi potrjuje Se
tkivna koekspresija encimov druge faze metaboliztd®P-glukuronoziltransferaze in

GST) z MRP2 v tankertrevesu (13).

ABC LEGENDA:
sekretorni ABC prenasalec
egT L@ e spojina
l T m metabolit 1. faze
encimi encimi .
1. faze @ metabolit 2. faze
S, -

Slika 5: Metabolizem toksinov in pomen sekretorABIC prenasalcev

Glavna vloga teh prenaSalcev naj bi bilac#aScelice pred reaktivnimi substancami
oziroma prepréevanje absorpcije potencialnih ksenobiotikov izbaranega trakta, npr.
toksinov, ki jih proizvajajo bakterije v prebavndmaktu ali toksinov iz hrane, ki reagirajo
Z glutationom (23). ABC prenasalci imajo veliko gtopri izlaianju omenjenih snovi v
lumencrevesja, ledvine tubule in enterohepati obtok. Posledno vplivajo na izlganje
ucinkovin in njihovih metabolitov iz organizma tergpre&ujejo prehod le-teh iz krvi v
moZzgane, testise in placento. Prav tako so pomeprbizidravljenju rakavih obolenj, saj
izlo¢ajo vetino winkovin, ki jih uporabljamo pri zdravljenju rakavdbolenj (24).

Skupina efluksnih prenaSalcev je zelo raznolikavsebuje poleg prenaSalcev, ki lahko
izlocajo klinicno pomembne spojine, tudi prenasSalce in proteingeknimajo nataino
opredeljene funkcije. Med slednje spadajo intestinefluksni prenasalci, ki so odgovorni
za rezistenco proti razhim winkovinam, mednje med drugim vkfujemo tudi MRP2

prenasalce (23).

3.3.1 EFLUKSNI SISTEMI

Noben efluksni sistem sam zase ne pojasnjuje daoaaholikosti snovi, izldenih skozi
sluznicocrevesa, toda naj¢@ pozornost je namenjena vlogi P-glikoproteinag(y-(8).
Vloga P-gp kot transportnega proteina, ki je praddBOR1 gena, je bila sprva raziskana v

kancerogenih celicah. P-gp je membranski glikopnoteden od ABC-prenaSalcev, ki
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eliminira razltne hidrofobne protirakavecinkovine iz tumorskih celic. Préloveku so
odkrili dvamdr gena, toda le MDR1 gen ustreza P-gp efluksnemmagedcu. Drugi MDR
gen vcloveku, MDR3, je substratno spec¢d#n za izldanje ter je odgovoren za transport
holesterola in fosfatidilholina v zbl(25). V normalnih razmerah se MDR1 P-gp izraza v
mnogih razlénih organih, vkljgno z jetri, ledvicami in epitelijem intestinalnetrakta. V
slednjem je P-gp lokaliziran ngetkastem obrobku (angl. brush border) zrelih ecitre
(26). Lokalizacija P-gp ¥revesu je v skladu z opazenim i&mjem njegovih substratov in
dokazano je, da P-gp omejuje bioloSko uporabnaétrah winkovin (8). Ve&ji vpogled v
funkcijo P-gp wrevesu ter posredno v farmakokinetiko je pridobleposkusov na misih.
Glodalci imajo trimdr gene, med katerimi mdrla in mdrlb izkazujeta lagttnpodobne
¢loveSkemu MDR1. Odsotnost mdrl v misih ima velikiwma tkivno distribucijo ter na
jetrni in intestinalni distek hidrofobnih kationskihdinkovin (25). Pri miSih so dokazali,
da je P-gp v krvno-mozganski barieri pomemben peppgevanju akumulacije razinih
ucinkovin v mozganih. Nadalje so ugotovili, da imagp-vidno vlogo pri prenasanju
posameznih &inkovin iz krvi v lumenc¢revesa in pri preptevanju ponovnega vstopa
(angl. re-entering) dinkovin v lumen iz krvnega obtoka (27).

Temeljni ¢lan skupine efluksnin MRP je MRP1, ki so ga ideaitiéli kot odgovorni
prenasalec za razvoj rezistence na raznolik sp&ktaoterapevtskihdinkovin proti raku

in na ksenobiotike v tumorskih celicah, ki nisoaizali P-glikoproteina. MRP1 spremeni
transport organskih anionov endo- in eksogenegarazvki se konjugirajo z GSH,
glukuronsko kislino in sulfatom, vkljmo z levkotrienom & 2,4-dinitrofenil-S-
glutationom (DNP-SG) in estradiol-g-glukuronidom (E17G). Omenjene konjugate so
identificirali kot substrate za ATP-ve&otransport v jetrnih kanalikularnih membranah
(apikalna membrana hepatocita, ki meji naibkanal), vendar je bila ekspresija MRP1
prenizka, da bi lahko bila razlog za viSjo transporaktivnost jetrnih celic (22).

MRP 3 so klonirali kot homolog MRP1 in MRP2 ter otlkda ima pod holestathimi in
hiperbilirubineménimi  pogoji zelo pové&ano aktivhost na bazolateralni membrani
podganjih in¢loveskih jeter. V analizi so ugotovili, da je MRBBukturno zelo podoben
MRPL1. Za razliko od ostalih MRP, MRP3 prenaSa #adno kislino tauroholat. Nadalje
so videli, da MRP3 uspesSno prenasa samo konjudakergnida in sulfata, v nasprotju z
MRP2, ki prenasa tudi GSH konjugate (22).

Ostali MRP prenaSalci, ki se nahajajo v tanké&mvesu, so manj raziskani tako glede

natargne lokacije kot tudi njihove funkcije (18).
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3.3.2 MRP2

MRP2 ima v sploSnem iztevalno in za&tno vlogo. Izrazen je na apikalni membrani
hepatocitov, enterocitov jejunuma ter proksimall@tvicnih tubularnih celic kot tudi v
mozganih in placenti. Aktivnost MRP2 uravnavajoliraa procesi, kot je popravljanje
membrane ter gensko prepisovanje in prevajanjenaBeelahko konjugate, ki zajemajo
kemoterapevtike, urikosurike, antibiotike, levketre, GSH, toksine in tezke kovine.
MRP2 prenaSalci vplivajo na farmakokinetiko mnogiinkovin, njihova ekspresija in
aktivnost pa se pod vplivom daélenih w&inkovin ali patolosSkih stanj spreminjata (22). V
literaturi najdemo opis dveh vrst misi z mutacija MRP2 genu. To mutacijo dajno
povezujemo z Dubin-Johnsonovim sindromom (zlaterkcaastane zaradi velike koine
nekonjugiranega bilirubina v krvi) (28). MRP2 jerazen v tankentrevesu normalnih
podgan in ga ni pri mutiranih. Najverjetneje pdgeprenasalec odgovoren za intestinalno
sekrecijo organskih anionov in konjugacijo bilirnai (29). MRP2, imenovan tudi
kanalikularni MRP (cMRP) ali kanalikularni multisg@&cni  anionski transporter
(cMOAT), prenasa konjugate z GSH, glukuronsko kislin sulfatom (15). Uviamo ga
med glavne efluksne prenaSalce ksenobiotikov,kivijaSam@er 0s saj je v jejunumu
koncentracija MRP2 najvisSja med vsemi ABC prenaddl6,17). V ¢revesu se MRP2 v
veliki meri nahaja na vrhérevesnih resic (apikalna membrana) in ga je rapjejunumu,
manj pa v ileumu tankegaevesa. Ta razporeditev je podobna razporeditvjugatijskinh
encimov (UDP — glukuronil transferaze in GST), karskladno z vlogo presnove in
sekrecije pri preptevanju absorpcije toksiih snovi in zdravilnih &inkovin. MRP2
substrati so v glavnem organski anioni, ki so n@kgirani (npr. ampicilin) ali pa
prenasa tudi nekatere nevtralne ali Sibko drezispojine v nespremenjeni obliki, ampak v

tem primeru gre za ko-transport z GSH (22).

3.3.3 SUBSTRATI MRP2

Pri transportu substanc z MRP prenasSalci ima GSlkhgmobno vlogo. Fiziolosko
pomembni substrati tega prenaSalca kljgjo glutation-S-konjugate, kot je levkotrien, C
kakor tudi glukuronid bilirubina, I#glukuronizil estradiol in oksidiran GSH (30).

Pri transportu kationskih in hidrofobnil€inkovin je GSH nujno potreben. V teh primerih
lahko deluje kot aktivator ali kosubstrat. Na MRRemasalcih so dokazali raznolike

substratne interakcije, kar nekateri razlagajost@bm dveh transportnih mest (31).
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Za MRP2 prenaSalec predpostavljamo, da ima tratrgpanesto z visoko afiniteto do
GSH, ki se imenuje S, ter modularno mesto z niZkotato do GSH, ki ga imenujemo M.
Kadar substanca zasede obe mesti (S in M), se labkeportira sama (slika 6 — levo).
Nekatere substance za vezavo na mesto S potrelpujsnost GSH kot kosubstrata. V
primeru, da dodamo neko drugo substanco, ki se egefanS ne veze, na M mesto pa se

veze bolje od prve substance, bo to pospeSilogmanprve (slika 6 — desno) (32).

YaN

_all Calld

O\ substratza MRP2 O alosteriéni modulator

Slika 6: Shema alostérie regulacije

3.4 PRESNOVNA SPOSOBNOST SLUZNICE

V sluznici ¢revesa so prisotni razhi encimi, ki pomagajo pri presnavljanju. Prav tako
imajo vpliv na njeno delovanje in transport prekemiran. V doldeni meri je v¢revesu

prisoten tudi GSH, ki v okviru metabolizma omdégd&konjugacijo raztinin zauzitih snovi.

3.4.1 GLUTATION - STRUKTURA IN DELOVANJE

GSH (1) oziroma y-glutamil-cisteinil-glicin je naravni tripeptid, kje prisoten v vseh
telesnih celicah. Sestavljajo ga tri aminokislirghicin, glutaminska kislina in cistein.
Slednji je glavni dejavnik wgne pozitivnih @&inkov samega GSH, ki v veliki meri

odstranjuje toksne snovi (33).

CO0- | 0

|

| K

. NH )\1
H3N J\/\HJ/ &L |r'lHﬂCOD-

1
[:I: _| glicinski del
I S

Y-glutaminski del

cisteinski del

Spojinal: Glutation (GSH), ki ga sestavljajo trije amindkiski deli
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GSH je vpleten v mnoge pomembne bioloSke procesodeluje pri regulaciji celnih
funkcij (kot so npr. genska ekspresija, proteingiateza, cetina proliferacija ...).
Pomemben je kot antioksidant, v metabolizmu ksestidaiv pa sodeluje tako, da z njimi
tvori konjugate. Pomanjkanje GSH vodi v oksidatisties (33, 35).

V celicah je GSH prevladujonizko molekularni tiol. Vsebujejo ga od 0,5-10 nifho
Vegina (85-90%) se ga nahaja v citosolu.&Zgh lahko vsebuje ¥eod 10 mmol/L, ostale
ekstracelularne koncentracije pa so nizje (2-20 I{Lmo plazmi). V tankocrevo pride
GSH iz Zota, ki nastaja v jetrih. Dostava GSH v &gloteka s specifnim transportnim
sistemom preko kanalikularne membrane. GSH lahkondo tudi iz hrane, recimo sveze
sadje in zelenjava nas oskrbuje s povpee viSjimi koncentracijami GSH. Direktne
meritve GSH v jejunumu podgane so pokazale, daojedéntracijsko obmie od 60 do
200 pM pri stradanih podganah ter od 120 do 300 privhranjenih (34, 35). GSH, ki
varuje lumen tankegairevesa, se lahko tja transportira preko "-Ndvisnega ali
neodvisnega mehanizma. Hitrost transporta je gnblienaka hitrosti sinteze, kadar je
vrednost luminalnega GSH 200 ubg& pa je koncentracija viSja, transport presegadstitr
sinteze (34). Sinteza GSH je katalizirana z dven@neoma {-glutamilcistein sintetazo in
GSH sintetazo). Po tej poti nastaja v vseh celigalt,vodilni organ nastanka GSH pa
prevladujejo jetra. Po¥an vnos cisteina ali njegovih prekurzorjev (cistiacetilcistein)
povea sintezo GSH in prepfeje pomanjkanje le-tega. V zdravem odraskdaveku je
uporabna vrednost GSH 25 pumol/kg*h, kar naj bimae 65% celotnega pretoka cisteina
v celicah. To nakazuje, da je GSH prevladajtransportna oblika cisteina v telesu (35).
GSH obstaja v dveh oblikah, v reducirani ali oksidi (2). Zaradi cisteinskega preostanka
se GSH z elektrofilnimi substancami lahko neencinsksidira do glutation disulfida
(GSSG). GSH/GSSG je prevladujeedoks par, ki doka antioksidativno kapaciteto celic

in ima vlogo pri regulaciji poti, ki so pomembnelmmeostazo organizma (35).

coo- o)
NH
H3N+J\/\’/ NH coo-
o)
s
|
s
o)
.
HaN NH _COO-
3 MNH 1
coo- o)

Spojina2: Oksidiran glutation oziroma glutation disulfid §5G)
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3.4.2 GLUTATION-S-TRANSFERAZA

Glutation-S-transferaza (GST) sodi v druzino encimo so udelezeni pri detoksifikaciji
genotoksinih elektrofilnih snovi. GST katalizira konjugacijdcSH z razknimi
ksenobiotiki ali endogenimi elektrofilnimi spojinangslika 7). Ta encim doka tudi
pomembnejSe detoksifikacijske mehanizme v biolo&ks#temih in je odgovoren tako za
razvoj rezistence pri kemoterapiji raka kakor tadirezistenco insekticidov ter pesticidov

v kmetijstvu (36).

ON. N0z ggp OoN s NO2
P —>» |
Cl =

S
|
klorodinitrobenzen /Cys
Glu  "Gly

dinitrofenil-5-glutation

Slika 7: Kataliza konjugacije GSH in klorodinitralmena s pomijo encima glutation-S-transferaze

GST v tankenmxrevesu katalizira detoksifikacijo elektrofilnih gpg ki jih zauzijemo s
hrano, prehranskimi dopolnili ali peroralno danimtiravilnimi winkovinami. Cloveska
prehrana vsebuje raztie rastlinske in zivalske produkte, ki vsebujejaktea/ne skupine.
Le-te se v celici lahko veZejo na vitalne struktimejih je treba zaradi zage celic
detoksificirati. Tudi kinoni in njihovi fenolni pkaurzorji ter 4-hidroksi-2-alkenali, produkti
lipidne peroksidacije, se nahajajo v mnogih preskdn pripravkih in jih lahko
detoksificiramo s pomgo GST. Meritve so pokazale, da mnogi prehranskieliz
vsebujejo veé kot 10 uM sestavin, ki reagirajo z GSH. Mnoge zdng winkovine so
prav tako elektrofiine (npr. produkt biotransfornpac acetaminofena: N-acetil-p-
benzokinon) in kadar jih damo peroralno, se refatiwvelike koncentracije odplavijo v
lumen tankegérevesa (34).

V enterocitih se sintetizira GSH, a se sinteza ma&imie GST aktivnosti ter privzema
luminalnega GSH le stezka primerja. GST aktivhostamkem ¢revesu je okoli 1,65
umol/1@ celic na uro, kar je Wwekot 100-krat v& od sinteze GSH (1,32 nmolf0
enterocitov na uro) ali privzema GSH (8,4 nmol/&dhterocitov na uro). Intestinalne
epitelijske celice vsebujejo GST, ki katalizira kego GSH =z elektrofilnimi
komponentami. Kadar je aktivnost GST¢peekot sinteza GSH, na primer takrat ko celica

odstranjuje elektrofil, lahko izpraznitev zalog G8étli celo v celino smrt (34).
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3.4.3 ESTERAZE

Vecina winkovin v GIT se absorbira s pasivnim transport@bseg absorpcije je ¥)g ¢e

je snov neionizirana in v bolj lipofilni obliki. Bdzdravila v obliki estra so pogosto
uporabljene oblike za pospeSevanje permeabilnostkovin, ki imajo kislinsko strukturo.
V Studiji so opazovali absorpcijo predzdravil v iblestrov na Caco-2 celicah in
podganjemcrevesu. Za merjenje esterazne aktivnosti v obehefitodo kot substrat
uporabili p-nitrofenil acetat. Po dodatku le-tegaijl nivo izmerjene esterazne aktivnosti v
primeru Caco-2 celic manjSi kot v jejunumu podgaRermeabilnost so raziskovaliin
vitro sistemu, ki ponazarja fizioloSke pogoje v GIT. Kabdelni spojini za preskuSanje so
izbrali pivampicilin in CFPN-PI (angl. cefcapenevgxil hydrochlorid), estra peroralnih
antibiotikov. Po dodatku estra na apikalno stragese obeh primerih vsa hidroliza estra
koncala, preden je spojina preSla bazolateralno membraanosloja. Na bazolateralni
strani so tako v veliki meri zaznali le na¥most hidroliziranih estrov. Kalini ampicilina

in cefcapena (CFPN) sta zaradi hidrolize predztinaatasli Ze v celici, saj so produkti
predzdravila ostali nakog@ni v njej. Na drugi strani so po dajanju samegaieiima ali
CFPN le majhne katine teh ginkovin presle bazolateralno membrano, hkrati pailu
zaznati intracelularne akumulacije. Glede na idgdethhko te preiskave prenasamo na
vrednotenje predzdravil v obliki estrov, ki se nietlizirajo tekom permeacije preko
intestinalnega epitelija (37).

Opazovanja so Se pokazala, da im#gweski, podganji in misji epitelij prisotno aktigat

nespeciftnih esteraz, vendar jih zagotovo vsebuje sadloeeska lamina propria (38).

3.5 KONJUGATI GLUTATIONA

V organizmu poteka presnova r&nih snovi, ki jih vnaSamo. Kadar jih organizem ne
more prebaviti samih po sebi, pride do konjugazigolaienimi snovmi, ki se nahajajo v
telesu. Ena izmed teh je GSH. Pri vezavi neke sao@SH nastanejo konjugati, ki so

primerni tudi kot substrati za MRP2 prenaSalec.

3.5.1 ZAHTEVE ZA OZNACEVALCE

Substrat MRP2 prenasSalcev je lahko @aavalec le-teh¢e izpolnjuje nekatere pogoje, ki

S0 navedeni v nadaljevanju:
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a) Specifenost in selektivnost za MRP2
MRP2 substrati so v glavhem organski anioni, kibedisi nekonjugirani (npr. metotreksat,
pravastatin, ampicilin), bodisi nastanejo s kongigaucinkovin z glukuronsko kislino ali
GSH (22). Raziskave kazejo, da ima MRP2 vlogo mtestinalni sekreciji GSH
konjugatov in da so le-ti tipni substrati za ta prenaSalec (29).

b) Ustrezna dostava do apikalnega efluksnega premastaknscelularna pot
Prehod skozi membrano naj bi bil hiter idinkovit. Pasivnho prehajanje v celico je
zazeljeno, ker je neodvisno od vplivov ostalih p&aicev. Vendar bi v primeru
paracelularnega pasivnega prehoda substrat ob$eb,ceato Zelimo transcelularen
prehod.

c) Ustrezna dostava do prenaSalca — hidroliza alidgagija
Konjugacija ali hidroliza estra, ki se @¢hjno vrSita v celici, sta ovira za dostavo do
prenaSalca, saj predstavljata dodaten proces. Romworamo biti tudi na lipofilnost
molekule, kajti molekula z ugodnimi lipofilnimi lagostmi lazje prehaja membrano, ki je
po svoji naravi lipiden dvosloj.

d) Odsotnost cetne toksénosti
Spojine, ki so potencialno citotokse je potrebno aplicirati v nizkih koncentracijdtri
permeabilnostnih poskusih se aplicirane spojinereamadrzujejo v enterocitih (lahko se
tam tudi kopéijo) in tako povzréajo Skodo. V primeru predzdravila (npr. estra) doda
substituent, ki po hidrolizi ne ogroZza organizmalj@a je npr. etilna kot metilna veriga, pri
kateri lahko nastane metanol, ki je citotaksi).
Pomembno je tudi, da snov ne kelira®Cali Mg®* ionov. Le-ti lahko odprejo tesne stike
ali spremenijo permeabilnost preko lipidne dvoplastrevesu. Hkrati so ti ioni tok&ni za
celico.

e) Topnost (pred izvedbo poskuisesituv Ringerju)
Topnost je izrednega pomena za izvedbo poskusaskaelimo, da bi bila v uporabljenem
Ringerjevem pufru dovolj visoka. Pomembno je, dazbeana spojina topi ze med samo
pripravo ter nam tako omogonadaljnje delo. Najuikrat pri pripravi poskusnih raztopin
kot glavno topilo uporabljamo Ringerjev pufer. leeetlobro ponazarja pogoje v organizmu
(osmolarnost, pH, prisotnost ionov ...). Preiskovaudstance morajo zato biti dobro
topne v Ringerjevi raztopini. Mozna je kombinaajanekaterimi organskimi topili (npr.
etanol, metanol, acetonitri, DMSO), vendar soddahko prisotna le v izredno nizkih

kolicinah (najve 5 vol.%), sicer tokgho vplivajo na celico.
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f) Stabilnost
Pri obiajnih pogojih priprave in uporabe (atmosferski Kkiskarbogen, pH 7,4 in
temperatura 37°C) so GSH substrattelama stabilni. Omeniti je potrebno predvsem
mozno nestabilnost zaradi oksidacije, ki pogostigrauje @inkovine. Do oksidacije v
tekatih farmacevtskih oblikah (kamor uw@mo tudi raztopine) lahko pride zaradi
atmosferskega kisika, izpostavljanja svetlobi aliadi prisotnosti kovinskih ionov (39).
Za stabilizacijo substrata znotraj celice ozirorjegavo ohranitev v obliki GSH konjugata
(in ne njegovih produktov) dodajamo acivicin, umeamalog glutamina. Acivicin je
ireverzibilni in speciféni inhibitor y-glutamil transferaze (GGT), encima, ki je potrelzan
katalizo reakcije z GSH. Ta encim je dejaven leap&alni/luminalni strani enterocitov
(40, 42).

g) Enostavnost analize
Analitika nam omogéa dola@anje preiskovanih snovi ter potrdi ali zavrze nagetovitve.
Zaradi tega je poglavitno, da nam da informacijesk zanesljive in naténe, hkrati pa
nam ne vzamejo prev€asa. Glede na dostopnost za analizo v naSem labiprato nam
ponujene moznosti UV spektrofotometrije, HPLC z @lV/fluorescentnim detektorjem ter
fluorescentna detekcija na mikrotitrski ptas.

h) Enostavna priprava
NaSi substrati se glede priprave razlikujejo po talmsosti reagentov in po reakciji
pripravljanja. Nekatere od njih lahko celo kupimaiporabni obliki (CDNB*, EA*) in jih
le damo v enterocit, kjer pate konjugacija. Drugi izbrani substrati za priprame
potrebujejo velikocasa in dela, saj nastanejo z enostavno predhiodsibu sintezo (npr.
NEM-SG*, et-NEM-SG* ter NPM-SG*). Pridemo lahko iudio nekoliko bolj zapletenih
kemijskih sintez, ko je potrebno estrenj&cenje in ustrezni pogoji za nastanek Zelenega
konjugata (DNP-SG* in et-DNP-SG*). Mozna je encimglriprava z GSTn situ (EA-
SG*), ki pa zahteva spectine pogoje (inkubacija, ustrezna topila ...), dirgametode
dela, to pa celotno sintezo kar nekajkrat podrazi.
*kratice so zaradi preglednosti podrobneje opisanaslednjem poglavju

i) Ekonomtnost
Raziskave so vselej povezane z delami strosSki. Zato je potrebno tudi preudarno abr

snovi, s katerimi bomo delali, ter jih med Studijm bolj koristno (u)porabiti.
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3.5.2 PREISKOVANE SPOJINE

1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) in 2,4-dinitrofés8-glutation (DNP-SG)
CDNB pogosto uporabljamo za raziskave v zvezi z GEBNB je prekurzor, ki se v

telesu spoji z GSH, tako da nastane konjugat. Ndiki® aromatsko substitucijo med
GSH in CDNB lahko katalizira tudi GST, s tem da —Skupino GSH prevede v bolj
nukleofilen glutationski anion GS_e-ta potem napade ogljik, ki je nosilec klor&€ DNB

in tako nastane Meisenheimerjev kompleks. Realggj&kora, ko kloridni ion zapusti
Spojino.

Po reakciji dobimo DNP-S@&3J. Ta je bolj vodotopen kot sam prekurzor in jetaaain
pripravljen za izléanje iz celic preko membranskega ATP-odvisnggalnega sistema za
GSH konjugate (36).

COO- (0]
NH
H3N+W j/LNH/\COO
(6]
S
NO,
NO,

Spojina3: N5-(2-[(karboksimetil)amino]-1-{[(2,4-dinitrofenil)d]metil}-2-oksoetil)glutamin(DNP-SG)

Etil 2,4-dinitrofenil-S-{-glutamil-cisteinil) glicinat (et-DNP-SGYJ
Ester nastane iz konjugata DNP-SG z reakcijo é&iaeije, ki je kislinsko katalizirana. Za

estrenje je najbolje uporabiti Zzveplovo (VI) kiglinv etanolu. Po reakciji je produkt
potrebno ¢istiti, pri ¢emer najboljSe rezultate daje preparativha revéazna

kromatografija (42).

Ccoo- o)
NH O._ _CH
H3N+J\/\’( NH N~
o) o
s
NO,

NO,

Spojinad: Ns-(1-{[(2,4-dinitrofenil)tio]metil}-2-{[2-(etiloksi)-2-oksoetillamino}-2-oksoetil)glutamifet-DNP-
SG)
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N-etil maleimid glutation (NEM-SG(5)
Reakcija med GSH in NEM poteka z adicijo na dvoyea na NEM (43). Tiolna skupina

cisteina iz GSH napade dvojno vez v imidnem ¢brio na NEM se pripne GSH struktura.

S tem dobimo Zeleno spojino.

N
HaC—/ Ny
Spojina5: Ns-(2-[(karboksimetil)amino]-1-{[(1-etil-2,5-diokso-Birolidinil)tio]metil}-2-oksoetil)glutamin
(NEM-SG)

Etilni ester N-etil maleimid glutationa (et-NEM-S(®)
Reakcija poteka podobno kot v primeru NEM-SG, s tlantukaj uporabimo monoetilni
ester GSH +f-L-glutamil-L-cisteinil (etil glicinat)]. Tega pridbivajo s Kkislinsko

W W

katalizirano esterifikacijo. Poglavitno je, da j&B monoester @S¢en do visoke stopnje

¢istoce, tako da ne vsebuje soli in rezidualnega GSH jeeustrezen za biolosko
vrednotenje. Nekatera paita celo navajajo, da so GSH estri taksj kar naj bi
omejevalo terapevtsko uporabo. Toda t&kgst je v veliki meri povezana s kontaminacijo

z dietil estrom (42).
COO- o}
NH O. _CH
H3N+W KLNH ~CHs
o} o}
s
o

(o

CHg
Spojina6: Ns-(1-{[(1-etil-2,5-diokso-3-pirolidinil)tio]metil}-2-{[2-(etiloksi)-2-oksoetillamino}-2-
oksoetil)glutamin(et-NEM-SG)
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N-(1-pirenil) maleimid glutation (NPM-SGQY)
NPM relativno hitro reagira z organskimi spojinarki,vsebujejo sulfihidrilno skupino.

Spojine zaznamo s porastom fluorescence, saj welpirenski kromofor. Kljub temu da

pirenski kromofori dobro fluorescirajo, NPM ne zammo v vodnih spojinah (44). Te

molekule so zelo slabo topne v vodi (npr. topnagina je 0,135 mg/L). Slabost teh spojin
je tudi hitra oksidacija, do katere pride na pikem obr@u (45).

coo- 0
NH
H3N+W N coo-
o)
s
/o
N

0
SpojinaZ: Ns-(1-({[1-(4,8-dihidro-1-pirenil)-2,5-diokso-3-pirainil]tio}metil)-2-{[2-(etiloksi)-2-
oksoetillamino}-2-oksoetil)glutamigNPM-SG)

Etakrinska kislina (EA)8)
Etakrinska kislina je podobno kot CDNB prekurzorokganizmu pride do konjugacije z
GSH, ki je obtajno encimska (z GST) (46).

-00C

ﬁ

O

‘ CHg
cl ‘

Cl (6]

Spojina8: 2-{[2,3-dikloro-4-(2-etilakriloil)fenilJoksi}ocetnakislina (EA)
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4 NAMEN DELA

MRP2 prenaSalci vplivajo na farmakokinetiko mnogitinkovin, njihova ekspresija in
aktivnost pa se pod vplivom da@kenih winkovin ali patoloskih stanj spreminjata (22). Ti
prenasalci imajo pomembno viogo pri absorpciji ikaeh winkovin, ki so substrati za
MRP2. Sekretorni prenaSalci, kot so MRP2, lahka tgolajo winkovine v smeri iz krvi v
lumen jejunuma ter tako zmanjsujejo njihovo koncaeijo v telesu.

Zanimalo nas bo, kateri od znanih substratov bi hdjprimernejSi ozngevalci. Pri
transportu substanc z MRP2 prenaSalci ima glutgtmmembno vlogo (31). Med MRP2
substrate tako priStevamo glutationske konjugatgh lbbomo v razlénih oblikah uporabili

v diplomskem delu. Praili bomo nekaj spojin, ki so bodisi glutationskirhagati (DNP-
SG, NEM-SG, NPM-SG), estri le-teh (et-DNP-SG, etNNEG) ali njihovi prekurzoriji
(CDNB, EA).

Nekatere spojine bomo uporabili Ze pripravljene () et-DNP-SG), druge (NEM-SG,
et-NEM-SG) bomo najprej pripravili s preprostimntzami in nato z njimi opravili
poskuse permeabilnosti. Prav tako bomo spremlja@iol konjugatov (DNP-SG, NEM-
SG) v S-M in M-S smeri, ki bodo po aplikaciji prekarja (CDNB) ali estra (et-DNP-SG,
et-NEM-SG) na mukozno ali serozno stran nastajaliemterocitih med poskusi
permeabilnosti. Pri teh poskusih bomo uporablgjufjum podgane. Ta nanmired vseh
ABC prenaSalcev v naje¢g kolic¢ini vsebuje MRP2. Poskuse bomo izvedli s pomo
difuzijskih celic, v katere bomo vstavili segmempiedganjega jejunuma. Opazovali bomo
prehod pretevanih substanc skoZrevesno steno podgane. Na mukozno stravesa
bomo dodali acivicin. Le-ta je inhibitor encimeglutamil transferaze, ki je aktiven le na
apikalni strani enterocitov in brez inhibicije pog&a hidrolizoy-glutaminske kisline na
GSH. Poskuse bomo izvajali tudi z zamenjavo maaitoylukozo na mukozni strani tkiva.
Glukoza naj bi namtespremenila razmerje permeabilnosti aawalca v S-M in M-S
smeri. Med vzarenjem bomo merili elektrofizioloSke parametre zadwotenje Zivosti
tkiva, odvzete vzorce pa bomo analizirali s t@keko kromatografijo visoke tdjivosti.
Na ta ndin in s pomgjo predhodne obravnave ostalih dejavnikov, oifihth za
uporabnost konjugatov, bomo poskusali oceniti, kakastnosti imajo izbrani substrati in

kako uspesni so kot oztevalci za MRP2 prenaSalce.
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5 MATERIALI IN METODE

5.1 REAGENTI IN TOPILA

5.1.1 Za sintezo in analizo konjugatov

» L-glutation> 99%, Sigma

> etilni ester L-glutationa 93%, Sigma

» 2,4-dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG), sintetiziraya katedri za BF

» etil 2,4-dinitrofenil-S-¢-glutamil-cisteinil) glicinat (et-DNP-SG), sintelian na
katedri za BF

» N-etil maleimid, Aldrich

» 1-kloro-2,4-dinitrobenzen, Aldrich

» acetonitril (za kromatografijo), Merck

» N-(1-pirenil) maleimid> 99%, Fluka

5.1.2 Za pripravo in shranjevanje elektrod

» agar-agar v prahu, Reidel de Haén ag seelze

Y

kalijev klorid, p.a.

5.1.3 Za permeabilnostne poskuse

natrijev klorid, p.a.

kalijev klorid, p.a.

magnezijev klorid x 6 kD, p.a.
kalcijev klorid x 2 HO, p.a.

natrijev dihidrogenfosfat x D, p.a.
dinatrijev hidrogenfosfat x 2 40, p.a.
natrijev hidrogenkarbonat, p.a.
glukoza 96%, Kemika

manitol, Fluka

vV V V V V V V V V V

acivicin, Sigma
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5.2 RAZTOPINE

5.2.1 Raztopine za sintezo in analizo
konjugatov

» fosfatni pufer za HPLC analizo: zatehtamo 13,61HpRO, v 2| pr&iscene vode
ter nakisamo s #P0O, do pH 3,5 ali pH 2,0 (v primeru NEM)

5.2.2 Osnovne raztopine

» za elektrode (3M raztopina KCI): 55,9 g KCI raztopi v 250 ml bdki in
dopolnimo do oznake

» Ringerjev pufer (305 mOsm, pH = 7,4): V 2ldounalijemo cca. 1,5 pt&cene
vode. Dodamo meSalo. Nato v zaporedju raztopim@®3.@ NaHCQ, 0.110 g
NaH,PO, x H,O, 13.080 g NaCl, 0.746 g KCI, 0.352 g Ca®l2H,0, 0.488 g
MgCl, x 6H,0 in 0.570 g NaHP©Ox 2H,0O in dopolnimo z destilirano vodo do
oznake. Med poskusom, ko se pufer prepihava z germm (5% CQ 95% Q),
ima pufer pH vrednost 7,4.

» 625 mM raztopina glukoze: 2,815 g glukoze raztopin@®5 ml buki in z
Ringerjevim pufrom dopolnimo do oznake

» 625 mM raztopina manitola: 2,850 g manitola raztapiv 25 ml bdki ter z
Ringerjevim pufrom dopolnimo do oznake

» 10 mM raztopina glukoze za transport tkiva: 0,93Flukoze raztopimo v 500 ml

bucki in z Ringerjevim pufrom dopolnimo do oznake

5.2.3 Akceptorske raztopine

Pripravili smo jih iz osnovnih raztopin. Na serozstran smo v primeru poskusa
MAN/GLU vedno dodajali 10 mM glukozo (800 pl 625 miglukozne raztopine

dopolnimo s 50 ml Ringerjevega pufra), na mukozad @ mM raztopino manitola (800 pl
625 mM raztopine manitola dopolnimo s 50 ml Ringegga pufra), ki smo ji dodali

priblizno natatino 5,00 mg acivicina. V vseh raztopinah smo kotowsnza raztapljanje

vzeli Ringerjev pufer. V primeru, da smo opravljgloskus GLU/GLU, smo dodali

raztopino glukoze na obeh straneh, s tem da smaukazno stran dodali Se acivicin.
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5.2.4 Donorske raztopine

» poskusa s CDNB (MAN/GLU in GLU/GLU):
Natartno smo zatehtali priblizno 20,26 mg CDNB ter gaopiti v 10 ml etanola (10 mM
raztopina). Uporabili smo 1% raztopino, tako da sB@® pl pripravljene raztopine
dopolnili do 20 ml z akceptorsko raztopino.

» poskus z et-DNP-SG (MAN/GLU):
Natartno smo zatehtali priblizno 4,41 mg et-DNP-SG inaopi z 11 ml akceptorske
raztopine (1mM raztopina).

» poskusa z NEM-SG (MAN/GLU in GLU/GLU):
Natartno smo zatehtali priblizno 6,35 mg NEM in 15,94 @§H ter ju skupaj raztopili v
50 ml akceptorske raztopine (1mM raztopina).

» poskusa z et-NEM-SG (MAN/GLU in GLU/GLU):
Natartno smo zatehtali priblizno 5,0 mg NEM in 13,4 mga&H ter ju raztopili v 50 ml

akceptorske raztopine (1mM raztopina).

5.3 APARATURE
5.3.1 Pri sintezah

> tehtnici: Mettler Toledo AB54-S in Mettler H54AR
» pH meter: MA 5750 Iskra

5.3.2 Pri permeabilnostnih poskusih

» termostatirana vodna kopel: M3 LAUDA

Y

digitalni termometer: DT02 Dalmacija
» difuzijske celice Easy Mount z elektrodami in oskeamalnim napetostno tokovnim
virom (VCC MCS8), Physiologic Instruments Inc., ZDA

5.3.3 Za analizo

» HPLC: Hewlett Packard Series 1100 Chem Station zitUfuorescentnim diode

array detektorjem
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5.4 METODE

5.4.1 Uporaba racunalniskih programov

Pri raziskovanju substratov smo si pomagali s mogmea Pallas in Molinspiration. Oba
nam na podlagi strukture preiskovanih substanc taupgodatke o fizikalno-kemijskih

lastnostih teh spojin.

5.4.2 1Izracun porazdelitvenega koeficienta

Pravi porazdelitveni koeficient (P) je razmerje nk@thcentracijama neioniziranih spojin v
dvofaznem sistemu, kjer je ena od raztopin hidmé&fbtajno n-oktanol) in druga vodna

(obi¢ajno voda):

topliene
okt/vod = [ pJ dOkt 2
[topljenedneionvod
Logaritem tega razmerja ozfimo z logP in ga izkunamo:
topliene
0gP = log [ plj de enha3
[topljeneéneionvod

Navidezni porazdelitveni koeficient (D) je razmengsot koncentracij ionizirane in
neionizirane oblike spojine v dvofaznem sistemujekobtajno sestavljen iz oktanola in

pufra z doléenim pH:

[topliened,,

D = engba4
erfves [topljenedion.vod + [topljenedneionvod
Logaritem navedenega razmerja dobimo z¢iznam:
topljene
109 Dyi/vod [ P dOkt ébas

) log [topljenedion.vod + [topljenedneionvod

Oba parametra lahko s potjm porazdelitvene metode délmo eksperimentalno.

5.4.3 Priprava in vzdrzevanje elektrod

Elektrode pripravimo tako, da primerno oblikovarstaaek za pipeto (spodaj odrezan pod
dolo¢enim kotom) napolnimo z raztopino agarja (3-4%)W BCI. Stik med nastavkom in
elektrodo dobro zatesnimo s parafilmom.

Pripravljene elektrode priklimo na osemkanalni napetostni vir (VCC MC8) in
preverimo njihovo delovanje. Napetostne elektroderajo izkazovati nizko asimetrijo

(pod 10 mV) in imeti doleeno stabilnost v roku priblizno treh ur, kolikéasa traja
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poskus. Vrednost toka, ki ga preverjamo tokovnigkgbdam, mora biti nad 60 in do 68
HA.

Elektrode vedno potopimo v 3M KCI in s parafilmorokpte hranimo v hladilniku, da
ohranijo zahtevane lastnosti. En dan pred poskugomoramo vzeti iz hladilnika ter

pustiti, da se segrejejo na sobni temperaturi.

5.4.4 Priprava Easy Mount difuzijskih celic in
VCC MCS8

» Dan pred poskusom prizgemo aparaturo. Na aparaearpotenciometre nastavimo
na 0,0 in celice s praznimi Easy Mount nastavkierpa v stojalo. Ugasnemo.

* Naslednji dan vklopimo VCC MC8 in termostatiranaino kopel in pdakamo, da
se sistem segreje.

» Elektrode vstavimo v celice, potem ko jih sperem@rsiis¢eno vodo.Crne
elektrode so napetostne in jih damo v odprtinojélibele so tokovne in jih
vstavimo dlje od nastavka za tkivo. Pozorni smo,sdaelektrode s konicami
vzporedne nastavku za tkivo. Izhoda za V1 in [1atebiti na eni, izhoda V2 in 12
pa na drugi strani nastavka.

* Celice napolnimo z Ringerjevim pufrom.

* Namestimo dotok karbogena.

* Na VCC MC8 nastavimo »function« na OPEN in »meteix VOLTAGE.
Izmerjeno napetost moramo nastaviti ng saj je posledica asimetrije elektrod. V
primeru, da je negativna, nastavimo »offset« na&etje pozitivna, pa na — Z
»offset« potenciometrom nastavljamo napetost nazOydtenjem gumba. Nato
nastavimo »meter« na CURRENT in pritisnemo gumb RUBO ADJUST.
Prikazani tok mora imeti vrednost med 60 in 68 gider elektrodi zamenjamo.

* Nastavimo »meter« na VOLTAGE in pritisnemo gumb PIUBD ADJUST. Tako
odcitamo upornost pufra, ki jo iz&imo s tem, da med drzanjem gumba PUSH TO
ADJUST vrtimo potenciometer FLUID RES COMPENSATI@HN vrednosti 0,0.

* Na koncu nastavimo »function« na ZERO.
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5.4.5 Priprava tkiva

Pripravimo 10 mM glukozo za transport tkiva, kigeepihamo s karbogenom ter ohladimo
na ledu do fC.

Zrtvujemo podgano in ji odvzamemoevo od Zelodca do cekuma. Tkivo shranimo v
pripravljeno raztopino glukoze.

Odstranimo tkivo priblizno 20 cm od cekuma protiozieu.

Speremo z Ringerjevim pufrom, da odstranimo ostanke

Proti zelodcu rezemo segmente dolzine 2-3 cm,épmer se izogibamo Payerjevim
plo&am, ki so vidne kot bele lise.

Odrezan del tkiva prerezemo po mezenteriéiii

5.4.6 Protokol poskusa

* Pripravimo tkivo po zgoraj opisanem postopku.

« Vescas poskusa kontroliramo temperaturo, ki mora Hitlioc37°C.

* |z celic s pomgjo injekcijske igle posrkamo pufer.

* lzvlecemo nastavek za tkivo.

» Tkivo speremo s pufrom in ga nataknemo na nastéalal da je mukozna stran
obrnjena navzdol proti iglicam.

* Nastavek s tkivom pomazemo z mastjo ter ga vstavimelico.

* Dodamo 2500 pL ustrezne raztopine (raztopina mianéb glukoze na mukozno,
glukoze pa na serozno stran), ki jo predhodno gEgena 37C.

* Patakamo priblizno 20 minut, da se sistem stabilizira.

e Izpraznimo donorske strani in dodamo 2500 pL ddwonsaztopine, ki smo jo
segreli na 37C.

* Nastavimo »function« na OPEN in »meter« na VOLTAGEozi celoten poskus
(razen pri merjenju napetosti in toka) moramo INEZIC MC8 na teh nastavitvah.
Vrednosti morajo biti 0,0, da izimo vpliv razlike napetosti na serozni in mukozni
strani.

e Zatnemo meritias poskusa.

e Nastavimo »function« na OPEN in »meter« na VOLTAGRISe se nam vrednost

napetosti, ki jo o¢itamo.
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* Nastavimo »function« na CLAMP in »meter« na CURRENZpiSe se nam
vrednost kratkosthega toka.

» Nastavimo »function« nazaj na OPEN in »meter« nd WAGE ter nadaljujemo s
poskusom.

* Pri et-DNP-SG: Vsakih 25 minut jemljemo vzorce @ 21L z akceptorske strani
in vracamo enake katine akceptorskih raztopin. Na donorski strani jemip
vsaki po 50 pL vzorca in raztopine ne vamo. Oditavamo elektiine parametre,
kakor je opisano zgoraj.

Pri CDNB in et-NEM-SG: Vsakih 25 minut jemljemo vze po 250 uL z
akceptorske in donorske strani terdamao enake katine ustreznih raztopin.

Pri NEM-SG: Vsakih 25 minut jemljemo vzorce po 350 z akceptorske strani ter
vratamo enake katine akceptorskih raztopin.

e V primeru poskusov z manitolom po zadnjentitalanju dodamo na mukozno
stran glukozo ter ponovno &ithmo napetost.

e Po koncu poskusa izpraznimo celice. Nastavimo stfone na ZERO in
odstranimo elektrode.

» Elektrode potopimo v Ringerjev pufer in izmerimanastrijo napetostnih elektrod.

« Nastavimo »function« na OPEN in »meter« na VOLTAGRISe se nham vrednost
napetosti, ki je posledica asimetrije elektrod,read elektrodama ni tkiva oziroma
kakega drugega vira napetosti.

» Elektrode speremo in pregledamo. Shranimo jih dggoe v 3M KCI na hladnem.

* Iz nastavkov odstranimo tkivo.

* Celice in nastavkedstimo v ultrazveéni kadicki, speremo s ptgsceno vodo in

posusimo.

5.4.7 Ocenjevanje vitalnosti tkiva

Vitalnost tkiva ovrednotimo z elektrofizioloSkimiapametri. V primeru poskodbe,
odmrlosti ali slabe vitalnosti tkiva, dobimo nizjabsolutno vrednost elekiriega
potenciala ter nizjo transtkivho elekino upornost (TER naj bi bila nad 2Q) in
kratkosteni tok v primerjavi z istimi parametri tkiv v ostialcelicah, kjer je tkivo vitalno.
Dodaten kriterij Zivosti je odziv potenciala tkivea dodatek glukoze na mukozno stran.
APd po dodatku glukoze naj bi bil visji od 1,0 mV.
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Tkivo, ki je odmrlo ze v z&etku poskusa, smo zamenjali z novim. Kadar smo @ind
tkiva opazili med poskusom, smo za tara permeabilnostnega koeficienta ali pretoka

uporabili vrednosti predasom odmiranja tkiva oziroma smo vrednost izpustili

5.4.8 Analiza preiskovanih spojin
CDNB

Med pripravljanjem raztopin za poskus smo dagmo pripravili standardne raztopine za

umeritveno krivuljo. Te so bile v obmyjo med 0,05% in 5% donorske raztopine.
Analiza je potekala na HPLC aparaturi pri tempeatatQ°C. Volumen injiciranja je bil 100
ul. Uporabili smo reverznofazno kolono PhenomenayxCMonolithic C18 (100x3,0mm)
z ustrezno predkolono. Za mobilno fazo smo uporabdSanico acetonitrila (5%-45% v
¢asu od 0 do 3 minut) in pufra s pH 3,5. Pretok inebfaze je bil 4 ml/min. Detekcija
CDNB je potekala pri valovni dolzini 280 nm. Retgski ¢as je bil 2,63 min. Detekcija
DNP-SG je potekala pri 335 nm, retencijgés je bil 1,45 min.

et-DNP-SG

Med pripravljanjem raztopin za poskus smo dagmo pripravili standardne raztopine za
umeritveno krivuljo. Te so bile v obmyjo med 0,05% in 5% donorske raztopine.
Analiza je potekala na HPLC aparaturi pri tempata&b°C. Volumen injiciranja je bil 100
ul. Uporabili smo reverznofazno kolono PhenomenayxOMonolithic C18 (100x3,0mm)
z ustrezno predkolono. Za mobilno fazo smo uporat@Sanico acetonitrila in pufra s pH
3,5 (preglednica I).

Preglednica I: uporabljena mobilna faza na HPL(ppskusu z et-DNP-SG

¢as (min) % acetonitrila  Po pufras pH 3,5
0 10 90
0:30 10 90
2:00 30 70
2:30 30 70
2:31 — 10 90

Pretok mobilne faze je bil 3 ml/min. Detekcija jetgkala pri valovni dolzini 335 nm.
Retencijskicas je bil 1,15 min za et-DNP-SG ter 2,24 min za EBE.

NEM-SG

Med pripravljanjem raztopin za poskus smo dagmo pripravili standardne raztopine za

umeritveno krivuljo. Te so bile v obmjo med 0,05% in 5% donorske raztopine.
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Analiza je potekala na HPLC aparaturi pri tempara&t°C. Volumen injiciranja je bil 100
pl. Uporabili smo reverznofazno kolono Gemini 3um8C(50x4,60mm) z ustrezno
predkolono. Za mobilno fazo smo uporabili meSariiéd acetonitrila in 95% pufra s pH
2,0. Pretok mobilne faze je bil 3 ml/min. Detekggapotekala pri valovni dolzini 200 nm.
Retencijski¢as vrhov je bil 0,82 min ter 0,94 min.

et-NEM-SG

Med pripravljanjem raztopin za poskus smo dagmo pripravili standardne raztopine za
umeritveno krivuljo. Te so bile v obmjo med 0,05% in 5% donorske raztopine.

Analiza je potekala na HPLC aparaturi pri temperapu temperaturi 35°C. Volumen
injiciranja je bil 100 pl. Uporabili smo reverznafao kolono Gemini 3um C18
(50x4,60mm) z ustrezno predkolono. Za mobilno faroo uporabili meSanico 5%
acetonitrila in 95% pufra s pH 2,0. Pretok mobifage je bil 3 ml/min. Detekcija je
potekala pri valovni dolzini 200 nm. Retencijslas obeh vrhov je bil 4,12 min ter 5,05

min.

5.4.9 Izracun permeabilnostnega koeficienta in
pretoka (fluksa)

Izratun permeabilnostnega koeficienta oziromadaraza pretok uporabimo ob zakiku

vrednotenjan vitro poskusa

Mnozino snovi, ki preide preko membrane v deloeméasu, izrdunamo na sledenain:
N-1

Q =Y (C ¥ )+C IV, enabab
i=1

Q: ... mnozina snovi, ki je preSla membranéasu t [mol]

C...

Vy ... volumen vzorca [L]

koncentracija snovi v prejSnjih vzorcih [mol/L]

C; ... koncentracija snovi v vzorcucasu t [mol/L]

V¢ ... volumen celice [L]

Hitrost difuzije% [mol/h] lahko izrazimo kot:
Z—? =k(C, -C,) enaba?
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kjer je:
k ... konstanta difuzije [L/h]
Cp ... donorska koncentracija [mol/L]

Ca ... akceptorska koncentracija [mol/L]

Pri poskusu velja £>> Ca, zato upoStevamo poenostavitev:
% =k[IC, =k, ena&bas8

kp ... nova konstanta difuzije [mol/h]

Integracija enébe9,

Q t
j dQ=Kk, j dt enaba9
0 0
da rezultat:
Q =k, d+n enaball

Pretok J [mol/hcH] izrasunamo:

= ko = i engball
A tLA
A ... povrsina, skozi katero snov difundira [gm
Permeabilnostni koeficientf[cm/s] pa dobimo z ertho 12
Pap = o eng&bal?
C:D

5.4.10 Statistiche metode

Za statistino analizo rezultatov smo uporabili program Micfogexcel, kjer smo izbirali
med metodami, ki jih ta program omago ElektrofizioloSke parametre in pretok oziroma
permeabilnost konjugatov smo ovrednotili z upordbostranskega Studentovega t-testa.
Postavili smo riielno (H) in alternativno (H) hipotezo.

Ho: Parametri se ne razlikujejo.

Ha: Parametri se razlikujejo.
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PoskuSali smo zawe nicelno hipotezo, da se parametri pod @i pogoji ne
razlikujejo in s tem dokazati, da so parametrizlitaih pogojih drugani.

Izbrali smo dovoljeno napaka)(z vrednostjo 0,05 (5%). Iztanali smo vrednost F-testa,
da smo ugotovili, ali imata parametra enake>(®,05) ali razkéne variance (P < 0,05) in
potem uporabili primeren dvovaon t-test. Izrgunana »p« vrednost je napaka, ki jo lahko
naredimo,ée zavrzemo ®elno hipotezo. Signifikantnost (S) pri stopnji ne@ar smo
zaznali,ce je bila vrednost p manjSa ad Takrat smo rdielno hipotezo zavrgli in sprejeli
alternativno hipotezoCe je bila vrednost p ¥@ od o, nicelne hipoteze nismo mogli

zavrei.
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6 REZULTATI IN RAZPRAVA

Ugotovitve in rezultate naSega dela smo predstawbliki preglednic in slik. Najprej smo
opisali fizikalno-kemijske lastnosti izbranih spojis pomdjo uporabe réunalniskih
programov Pallas in Molinspiration. Nato smo nahiza@ézultate permeabilnostnih
poskusov ter z dodanimi shemami ponazorili dogajamj prehodu skozi podganieevo.
Pri permeabilnostnih poskusih smo opazovali trarispoeko sekretornih prenaSalnih
proteinov (MRP2). Le-ti so nam&ni na apikalni membrani, kjer prepoznavajo in
prenasajo substrate, med katere spadajo tudi remane spojine. Transport s tem
prenasSalcem pova permeabilnost v S-M smeri.

Na koncu smo dodali Se preglednico z zahtevami regsipvane spojine ter opisom
(ne)ustreznih dejavnikov. Zahteve smo ovrednolddg na opisana teoré&tia dognanja in
glede na izvedeno eksperimentalne delo.
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6.1 IN SILICO PREDVIDEVANJA FIZIKALNO-
KEMIJSKIH LASTNOSTI MOZNIH
OZNACEVALCEV

BioloSka uporabnost je pogosto najpomembnejSa openaazvoju bioloSko aktivnih
molekul, ki so kasneje uporabne kot zdravildakovine. Obdelavadinkovin in spojin v
razvoju, kot jo opisuje Lipinski, je bila prvi voiknza korelacijo s fizikalno-kemijskimi
lastnostmi za napovedovanje ugodne absorpcije @4, Lipinski je na podlagi
porazdelitve izr&unanih lastnosti za veliko populacijo zdravilnilginkovin postavil
dolocene kriterije. Mejne vrednosti teh kiterijev se Igijo okoli Stevila pet oziroma
veckratnika tega Stevila, zato so ga poimenovali tyiavilo petic« in se nanasa na logP,
proton donorje/akceptorje ter molekulsko maso (14).

Nekateri drugi avtorji zagovarjajo tezo, da lipp@kt (izr&unana s pomgo logP) ter
molekulska masa sama po sebi nista zadostna fak#ajopis strukturno-spedifiih
lastnosti, ki vplivajo na bioloSko uporabnost. Ndbe od teh enostavnih dejavnikov
namre& ne razlaga posledic ciklizacije in intramolekularmeakcij, ceprav le-te lahko
omejujejo molekularno fleksibilnost, ki vpliva namo absorpcijo. Poskusali so odkriti
pravila za optimizacijo bioloSke uporabnosti z tastmi, neodvisnimi od molekulske
mase, ki se lahko tekom strukturne modifikacijeespeni. Veber in sodelavci so v poskusu
na podganah kriterijem dodali Stevilo rotacijskizvin ugotovili, da je precej uporabno
(47). Nadalje so opazovali skupno polarno povr$malekule (PSA), ki je prav tako dala
ucinkovite predpostavke o biolosSki uporabnosti. Rijg&o vez so definirali kot katerokoli
enojno vez, ki ni v obru ali neprotonsko mimo vez, ki ni kowna. Zaradi visoke
rotacijske energijske bariere so izKijuamidno C-N vez. PSA so iztanali po atomsko-
osnovani metodi. Iztgunana povrSina je bila v tesni povezavi z vsotdagralonorjev in
akceptorjev. Iz opazovanj so ugotovili, da v primese je Stevilo rotacijskih vezi manjSe
od 10 ter PSA enaka ali niZja od 148 &li vsota proton donorjev in akceptorjev 12 ali
man;j), obstaja velika verjetnost za dobro bioloskmrabnost spojine pri podganah (47).
viSji logP ali logD. Prednost teh novo definirangnavil je v tem, da lahko z njimi
opazujemo tudi substance z visjo molekulsko magd ¢d 500, kot predlaga Lipinski),

kar je bilo do sedaj manj raziskano (47, 48, 49).
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6.1.1 Vrednotenje logD

Program Pallas na podlagi struktuire silico predvideva fizikalno-kemijske lastnosti
spojin, kot so pKa, logP in logD. Program temelja rireh razlinih sistemih
napovedovanja. Ti sistemi spojino razgradijo narmante in podajo vrednost logP kot
vsoto ustreznih fragmentnih konstant.

Z njim smo vrednotili porazdelitveni koeficient prazlicnih pH vrednostih. Navidezni
porazdelitveni koeficient logD govori o lipofilnaspri razlicnih pH, hkrati pa z njim
napovedujemo sposobnost transcelularne permeatilRasnerjali smo logD uporabljenih
konjugatov, ki nam jih je podal program. V nasprog logP, kjer je vkljgena le ena
(obi¢ajno nevtralna) komponenta, program pri émau logD upoSteva vse komponente te
spojine. Na podlagi tanov smo narisali grafe primerjav med izbranimi js@oni. V
dvofaznem sistemu oktanol in pufer s pH 7,4 logpreabi presegal vrednosti 4,15 (47),

sicer je spojina prevdipofilna ter se zato zae koptiti v membrani.

Spodnja slika (slika 8) nam kaze vrednosti logD&tiih izbranih reagentih. V obniju
okoli pH 7,4, so vrednosti regentov v okviru presdpv vseh primerih (CDNB, NEM, EA),
razen pri NPM, ki to vrednost presega (logD~4,5).

logD

-10

pH

CDNB NPM

Slika 8: LogD, izrégunan s programom Pallas, pri Stirih preiskovandgentih

Na sliki 9 vidimo prikazan graf za konjugate z GSkhzberemo lahko, da je pri pH 7,4
tokrat na vrhu zopet NPM-SG (logD~-5). Po vrednosti sledita DNP-SG ter NEM-SG.
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Svojevrstno krivuljo zaradi dodatne kislinske obliredstavlja EA-SG, ki pa je po
vrednosti logD na repu opisanih. Navkljub vsemu anow zaklj@iti, da glede na
programske izr&une nobeden od konjugatov ni dovolj primeren zahqde preko

membrane, saj so predpisane vrednosti za logDnpengenem pH nekje med -1,5 in 4,15.

logD

‘—NEM—SG —DNP-SG NPM-SG e=======EA-SG - - - - - pH 7,4 ‘

Slika 9: LogD, izréunan s programom Pallas, za Stiri izbrane konjugate

Naslednja slika (slika 10) nam podaja vrednostDiag estre konjugatov, ki so pri pH 7,4
prav tako bolj ali manj neustrezne. Izjema je v fmmeru et-NPM-SG, katerega vrednost
se nahaja v obntu okoli -1. Po vrsti mu sledijo et-DNP-SG (logD}-&t-NEM-SG ter
svojevrsten primer krivulje et-EA-SG (logD~-6).

logD
FiN

-10

-12

pH

—=ET-NEM-SG e======ET.DNP-SG ET-NPM-SG em======ET-EA-SG - - - - - pH 7,4

Slika 10: LogD, izréunan s programom Pallas, za izbrane estre
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Primerjali smo Se logD za najbolj obetavno spof@ioNB, konjugat DNP-SG ter ester et-
DNP-SG. Iz slike 11 vidimo, da sam prekurzor ustr@zedpisani vrednosti (do 4,15),
medtem ko konjugata, tako estrski (logD~-3) kottafionski (logD~-9), zahtevi ne
zadostita.

Vsi skupaj v celico prehajajo pasivho. Vemo pa, jdaDNP-SG v primerjavi s

prekurzorjem precej hidrofilen ter zaradi tega eégajehaja (tako v celico kot tudi iz nje).
Prednost prekurzorja je, da zlahka preide v cekger, se konjugira do DNP-SG. V taki
obliki pasivno sicer spet tezje prehaja na druganstvendar pa prehaja aktivno s p@joo

prenaSalca, kar je v naSem primeru zazeleno.

logD

pH

| CDNB GSH DNP-SG ==ET.DNP-SG - - - - - pPH 7,4 |

Slika 11: LogD, izréunan s programom Pallas, za CDNB in njegove konguga

6.1.2 Vrednotenje nekaterih drugih fizikalno-

kemijskih lastnosti, ki vplivajo na prehod

Primerjali smo posamezne dejavnike, ki imajo vpiax prehod obravnavanih substratov
skozi membrano enterocitov in zbrali rezultate @pednica II). Molinspiration je
racunalnisSki program, ki nam je na podlagi narisaneikstre izrg&unal predvidene
fizikalno-kemijske lastnosti molekul (logP, PSA tals kriteriji pravila petic ...). lzrauni

temeljijo na metodi, ki zajema vsoto fragmentov ekole in korekcijske faktorje.
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Preglednica Il: Primerjava nekaterih fizikalno-kgskih lastnosti izbranih molekul, dalenih s

pomajo programa Molinspiration

molekula logP | PSA St. atom | Mw NON |nOHNH |nROTb [volumen
GSH -5,0 158,817 |20 307 |9 6 9 259,2
GSH* -4,8 166,094 |20 305 |9 5 9 270,5
et-GSH -3,7 |147,823 |22 335 |9 5 11 293,6
et-GSH* -4,3 (152,271 |22 334 |9 5 11 307,6
DNP-SG -4,1 250,465 |32 473 15 6 13 377,8
DNP-SG* -3,6 [257,742 |32 472 15 5 13 392,6
et-DNP-SG  |-2,2 239,471 |34 501 15 5 15 412,1
et-DNP-SG* |-2,8 [243,919 |34 501 15 5 15 429,7
NEM-SG -5,2 196,197 |28 418 12 6 11 349,8
NEM-SG* -5,0 1203,474 |29 431 12 5 12 381,4
et-NEM-SG  |-4,3 |185,203 |30 446 12 5 13 384,1
et-NEM-SG* |-4,7 |189,651 |30 446 12 5 13 401,7
NPM-SG -2,5 196,197 |43 605 12 6 12 509,2
NPM-SG* -2,0 |1203,474 |43 604 |12 5 12 524,0
et-NPM-SG |-0,6 |185,203 |45 633 12 5 14 543,5
et-NPM-SG* |-1,2 |189,651 |45 633 12 5 14 561,1
EA 3,4 [63,604 [19 303 |4 1 6 243,9
EA* 0,6 [66,433 [19 302 |4 0 6 241,2
EA-SG -2,5 205,350 |36 568 12 7 17 461,1
EA-SG* -1,9 |215,456 |36 566 12 5 17 473,2
et-EA-SG -0,6 |194,356 |38 596 12 6 19 495,5
et-EA-SG* -1,0 [201,633 |38 595 12 5 19 510,3

[T oznaka ob molekuli pomeni, da je le-ta vimranem stanju (pH =7,4)

PSA.......... polarna povrsina molekule (angl. total polarface area) v A

Mw............. molekulska masa v g/mol

nON........... Stevilo proton akceptorjev

NOHNH....... Stevilo proton donorjev

nROTh....... Stevilo rotacijskih vezi

Za dobro biolosko uporabnost smo pri teh dejavnikirali upoStevati, da je logP med -1
in pet, PSA pod 140 A ugodna molekulska masa je manj$a od 500 g/meljl&tproton
akceptorjev manjSe od 10 in proton donorjev mamj%atevilo rotacijskih vezi mora biti
prav tako nizje od 10. Kriterija za omejitev Stavdtomov in sam volumen molekul nismo
zasledili, vendar smo predvidevali, da mora tako leot drugo biticim nizje, saj je oboje
povezano z molekulsko maso.

Iz preglednice razberemo, da med izbranimi spojinastopa CDNB. Glede na vse zgoraj

naStete kriterije smatramo, da je najbolj uporaligsirezen je v vseh pogledih, tako z
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vidika logP kot tudi PSA, molekulske mase ter 3teyiroton donorjev, akceptorjev in
rotacijskih vezi. Tudi po Stevilu atomov in volumjeubil dal& pred ostalimi. EA je glede
na navedene lastnosti precej ustrezna, vendar rgdizdrugih pomanjkljivosti (slabSa
permeabilnost, nestandardna sinteza) v eksperiinenteel nismo vkljg&ili. Ostali
konjugati se ujemajo zgolj v nekaterih lastnoskdg ali Mr). Odl@ili smo se, da vsaj en
pozitiven dejavnik ze zaddd za praktino izvedbo poskusa. V eksperimentalni del smo
tako vkljwili Se DNP-SG, NEM-SG in za primerjavo estrsko r&eb obeh, medtem ko

NPM-SG zaradi neustreznosti dejavnikonwitro poskusih nismo uporabili.

6.1.3 Primerjava logD glede na obe in silico
metodi

Z uporabljenima programoma Pallas in Molinspiratsono primerjali izrdunan navidezni
porazdelitveni koeficient preiskovanih spojin. Ugati smo, da so pri vseh rezultatih
odstopanja, ki pa so v nekaterih primerih res elfreglednica Ill). Nekateri avtorji
navajajo, da so dotene vrednosti logP za isto spojino sprejemljise,se razlikujejo za
manj kot od 0,3 logaritemske enote, kar v nelogargki skali pomeni dvakratno vrednost
(log2=0,3) (50). V tem primeru bi bilo ¥mo navedenih spojin potrebno drdga
ovrednotiti, saj lahko iz razpredelnice razberedefemu kriteriju ustrezata le dve spojini
(CDNB in et-DNP-SG).

Preglednica lll: Primerjava navideznega porazdetiga koeficienta izbranih spojin med

racunalniSkima programoma

preiskovana logD logD razlika
spojina (Molinspiration) (Pallas)
CDNB 2,5 2,3 0,2
DNP-SG -3,6 -6,4 2,8
et-DNP-SG -2.8 -2,6 0,2
NEM-SG -5,0 -8,1 31
et-NEM-SG -4.7 -4,4 0,3
NPM-SG -2,0 -5,0 3,0
et-NPM-SG -1,2 -0,8 0,4
EA 0,6 0,1 0,5
EA-SG -19 -9,0 7,1
et-EA-SG -1,0 -51 4,1

Zgoraj navedeni rezultati so najverjetneje izreditab priblizek realnih vrednosti. Po
opisani Studiji (50) lahko predvidevamo, da so usisilico modeli v primerjavi z

eksperimentalno pridobljenimi podatki slabSi za oagglovanje logD. Raunski modeli
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namre& temeljijo na vsoti prispevkov posamezne molekléetem pa dodajajo razne
konstante za boljSi priblizek. Dobljena vrednost megosto ne ujema z vrednostjo,
pridobljeno na podlagi porazdelitvene metode (830).silico modeli nam sicer delo
olajSajo, saj omog@jo predvidevanja dotenih dejavnikov, vendar so ti rezultati v

sploSnem manj zanesljivi.
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6.2 IN VITRO POSKUSI V DVOPROSTORNIH
DIFUZIJSKIH CELICAH S CDNB IN ET-DNP-
SG

Konjugat DNP-SG smo obravnavali kot nekakSen idegiemer ozné&valca za MRP2.
Na sliki 12 vidimo prehod konjugata v enterocitiznnjega. V enterocitu se nahaja encim
GGT, ki je dejaven samo na apikalni strani. Na G&idjugatu bi priSlo do hidrolize-
glutaminske kisline. Vendar zaradi prisotnosti agna, ireverzibilnega GGT inhibitorja,
ki smo ga dodali v raztopino na mukozno stran, elyatne pride in skozi celice prehaja
celoten konjugatCe konjugat dodamo na mukozni strani (donorska strgre le-ta v
vecini skozi membrano v celico (slika 12 —¢ka 1 zgoraj), kjer ostaja konjugiran. Na
drugi strani celice prehaja skozi bazolateralno framo na serozno (akceptorsko) stran
(slika 12 — téka 3). Mozno je, da konjugat v manjSi meri preh@aserozno stran tudi po
paracelularni poti (skozi tesne stike), ki jo siobravnavamo kot stransko pot (slika 12 —
tocka 2 levo).

Ko je donorska stran serozna, konjugat prehajalicac@reko bazolateralne membrane
(slika 12 — téka 1 spodaj) in na drugi strani izstopa skozi dpi&kamembrano v lumen
crevesa (slika 12 — ¢a 4). Tudi v tem primeru je mozna kolateralna prako tesnih
stikov (slika 12 — tdka 2 desno), ki se izogne sami celici in konjug&ige na mukozno
stran. Ta vrsta poti je v primerjavi s transcelntabolj ali manj zanemarljiva. Hitrost
paracelularnega prehoda je nathemaka v obeh smereh, kar reSimo z uporabo S-M/M-S

razmerja, medtem ko je transcelularna pot dteagasnovana.

® DNPSGs =~ DNPSGue

®

DNPSG. = DNPSG:

el WU

e
DNPSGac = DNPSGeen

Slika 12: Prehod DNP-SG skozi enterocit
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Spodnja slika je podobna prej opisani, vendar jeotlgena z umestitvijo prenaSalcev na
apikalni in bazolateralni membrani. Na apikalni nfigami se nahaja MRP2 prenasSalec, na
bazolateralni pa MRP1 in/ali MRP3. PrenaSalci imejiv na hitrost transcelularnega
prehoda. Procese torej delimo na pasivne, ko kamhjsgmostojno prehaja membrano
(slika 13 — tgka 1) ali pa na aktivne, ko prehod poteka s prdoafdika 13 — téka 3 in

4). Prehod skozi tesne stike je, kot Zze omenjebmlmega pomena (slika 13 <ka 2).

Kadar imamo preiskovano spojino na mukozni stragiikd 13 — levo), velik
koncentracijski gradient povzip da je transport z MRP2 obrobnega pomena in tako
izstopa pasivni transport. Na drugi strani, kjebgzolateralna membrana, sta verjetna dva
procesa: konjugat gre skozi membrano brez porfstika 13 — téka 1 levo spodaj) ali pa
se konjugat na drugo stran prenese aktivno s ponRP1 ali MRP3 (slika 13 — ta 4
levo).

Na drugi strani imamo drugan potek pri serozni donorski strani. Tam je prehod
konjugata preko bazolateralne membrane zopet pgsmedtem ko je na apikalni strani
lahko tako pasiven (slika 13 —¢t@ 1 desno zgoraj) kot tudi aktiven, omogon z MRP2
prenasSalcem (slika 13 —da 3 desno). Izstopanje konjugata nazaj na donosslem s
poma:jo prenasalcev je v obeh primerih manj verjetnikésl3 — téka 4 desno spodaj in
tocka 3 levo zgoraj).

° DNPSG:  DNPSGuc

Slika 13: prehod DNP-SG skozi enterocit s prenasSalc
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Preglednica IV: Statistha obdelava izkunanih pretokov DNP-SG skozi enterocit pri poskusu

6.2.1

Poskus CDNB manitol/glukoza

CDNB MAN/GLU

J[mol/(h*cm2)]

Izratunali smo pretoke DNP-SG skozi segment podganjggaesa, ki nastanejo po
dodatku 100 uM CDNB v difuzijske celice. Po prinaeijpretokov v S-M in M-S smeri
smo opazili znélne razlike. Po izréunu F-testa, smo uporabili t-test z enakima
variancama in dobili vrednost p = 0,002, kar jgenidd postavljene dovoljene napake
0,05. S tem smo lahko ovrgli gelno hipotezo in sprejeli alternativho, ki govori o
razlicnosti parametrov. Prehod z mukozne na serozno jgtrigihnamre priblizno dvakrat

vi§ji, kar razberemo tudi s spodnjega grafa. Skiegrao, da se v ta proces vidjujejo

prenasalci na bazolateralni membrani (MRP1/3).

Elektricni parametri so bili vegas poskusa v dovoljenih mejah. Po &amem poskusu

smo dodali 625 mM raztopino glukoze na mukoznansimaPd se je v povpégl spremenil

1,0E-08
9,0E-09 -
8,0E-09 -
7,0E-09 -
6,0E-09 -
5,0E-09 -
4,0E-09 A

J (mol/h*cm?2)

3,0E-09 -
2,0E-09 -
1,0E-09

0,0E+00 -

Bs-m
BM-S

celica 1 2 3 4 5 6 7 8

S-M 3,7E-09 | 4,6E-09 | 3,1E-09 | 5,3E-09 | 4,6E-09 | 4,0E-09 | 3,1E-09 | 1,7E-09

M-S 5,7E-09 | 4,4E-09 | 1,2E-08 | 1,0E-08 | 1,1E-08 | 1,0E-08 | 6,2E-09 | 6,8E-09
povpre éje | RSD [%] | F-test T-test razmerje

S-M 3,76E-09 30,4 0,03 0,002 0,46

M-S 8,22E-09 33,5 EV S

Slika 14: Primerjava pretokov pri poskusu s CDNBMNIGLU v razli¢nih smereh

iz 1,8 na 2,9 mV, kar ustreza predpisani zahteviRd, ki naj bi bila vsaj 1,0 mV.
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6.2.2 Poskus CDNB glukoza/glukoza

Preglednica V: Statistha obdelava izgunanih pretokov DNP-SG skozi enterocit pri poskusu
CDNB GLU/GLU

J[mol/(h*cm2)]

celica 1 2 3 4 5 6 7 8

S-M 6,4E-09 | 6,3E-09 | 5,6E-09 | 6,2E-09 | 5,5E-09 | 5,9E-09 | 5,3E-09 | 5,1E-09
M-S 6,3E-09 | 7,6E-09 | 5,2E-09 | 7,2E-09 | 6,5E-09 | 5,8E-09 | 5,7E-09 | 4,9E-09
povpre ¢je |RSD [%] | F-test |T-test [razmerje
S-M 5,78E-09 8,5 0,10 0,34 0,93
M-S 6,16E-09 15,6 RV NS

Pri in vitro poskusu z glukozo na obeh straneh, kjer smo 100QDMIB dodali tako na
serozno kot mukozno stran, nismo opazili st&msti zndilnih razlik pri opazovanju
prehoda konjugata DNP-SG v smeri S-M in M-S. darean t-test je dal vrednost p, ki je
bila viSja od postavljene napakein zato ne moremo govoriti 0 neenakosti parametrov
Tudi samo razmerje pretoka v S-M in M-S smeri je bkoli ena, kar dokazuje, da gre pri

tem poskusu za enak transport v obeh smereh.

7,0E-09

6,0E-09

5,0E-09 -

4,0E-09 - s

BM-S

3,0E-09

J (mol/h*cm?2)

2,0E-09

1,0E-09 A

0,0E+00 -

Slika 15: Primerjava pretokov pri poskusu s CONBUAGLU v razlicnih smereh

Elektricni parametri so bili vegas poskusa v dovoljenih mejah (TER od 50 da&X0Okar

je dokaz za prezivetje tkiva.

V navedenih poskusih (6.2.1 in 6.2.2) smo vzorceaje tako z akceptorske kot tudi z
donorske strani, saj se je konjugat (DNP-SG) twordnterocitihn med poskusom in nato
pasivho ali s prenaSalci prehajal na mukozno irdafiozno stran. Z vzégnjem z obeh
strani smo opazovali potek prehajanja konjugatnierocitov.
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Po primerjavi obeh poskusov smo ugotovili, da sanexji S-M/M-S med poskusoma z
manitolom oziroma glukozo razlikujeta za faktom2sta statistino signifikantno razéni.

Na osnovi tega smo v primeru prisotnosti glukozemmakozni strani zaklgili, da je
najverjetneje pov&n transport v S-M smeri. Sklepali smo, da soocgs prehoda v tem
primeru vkljuteni apikalni MRP2 prenasalci, ki spojine usmerjajomencrevesa. Mozno

je sicer, da pride do inhibicije prenaSalcev naoksteralni membrani, vendar je po
dostopnih literaturnih virih verjetnejSa aktivachNiRP2.

Z veliko verjetnostjo sklepamo, da se prekurzor KB intracelularno konjugira z GSH.
Nastane konjugat DNP-SG (slika 16 €ka 1 in 4). Pri konjugaciji naj bi sodeloval encim
GST. Konjugat lahko preide skozi membrano na serazran (slika 16 - ttka 5) ali pa se
vrne na isto (mukozno) stran (slika 16 éka 6). Glede na domnevno prisotnost GSH tudi
ekstracelularno, se lahko konjugat tvori tudi zuceljce (slika 16 - ttka 7). Ta proces se
dogaja na mukozni in, kadar skozi celice ne prekamgugat, ampak kar prekurzor, tudi na
serozni strani (slika 16 -&ka 3 in 7). Ena od verjetnih poti je Se pot skeane stike, po
kateri prekurzor prehaja na drugo stran ter s taje thoZznost za ekstracelularno tvorbo
konjugata na serozni strani (slika 16 éka 2 in 7). Procesa prehoda po paracelularni poti
sta sicer obstranskega pomena, saj se prekurzgrabomanj v celoti konjugira v
notranjosti enterocita. Zaradi svoje lipofiine narapasivno transcelularno prehaja
membrano in tvori konjugat, ki je za samo celicwidika tokstnosti sprejemljivejSa
oblika. Prehod CDNB po paracelularni poti je tongnimalen. Tvorba konjugata zunaj
celice je malo verjetna tudi zaradi nahajanja ekstiularnega GSH, ki ga je mnogo man;
kot v samem enterocitu. Zunaj naj ne bi bilo pnegfa niti encima (GST), kar Se dodatno
upcatasni potencialno mozno konjugacijo.

Opisani procesi veljajo za poskus, kjer je donorsgkan mukozna in akceptorska serozna.

V obratnem primeru je obrnjena tudi slika (primegapisa pri sliki 12).
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@  CDNB: "™ DpNPSG.
@
I 0 ®

+ GSHic
CDNB. ———> DNPSG:

@

_ \®¢ @¢ ),

CDNB« DNPSG:
@

Slika 16: Prehod CDNB skozi enterocit
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6.2.3 Poskus et-DNP-SG manitol/glukoza

Pretoke za estrski konjugat smo primerjali s padagkkonjugat DNP-SG. Ugotovili smo
(slika 17), da skozi enterocit preide le malo edieazultati nam nakazujejo, da se ester v

veliki meri hidrolizira do konjugata ze v notranjoselice.

1,2E-09

1,0E-09

8,0E-10

BDNP-SG
B et-DNP-SG

6,0E-10

4,0E-10

pretok (mol/h*cm2)

2,0E-10

0,0E+00
1 3 5 7 2 4 6 8

difuzijska celica

Slika 17: Primerjava pretokov DNP-SG in et-DNP-3@z enterocit

Vzorce smo jemali tako z akceptorske kot tudi zakeke strani, saj je konjugat nastajal
tekom prehoda skozi enterocit, potem ko so ga hnir@le esteraze in prehajal na obe
strani. Skozi eno ali drugo membrano (v S-M ali Ms8eri) je torej v&inoma prehajal
hidroliziran DNP-SG, kar smo potrdili tudi z iztanom odstotka hidrolize estra. Le-ta je v
obeh primerih, tako pri dodatku estra na mukozraide C1, C3, C5, C7) kot tudi na
serozno stran (celice C2, C4, C6, C8), dosegali OK8b ali ve& (preglednica VI).

Preglednica VI: I1zréun hidrolize estra pri prehodu skozi enterocit pegmmeznih celicah

J[mol/(h*cm2)]
dodatek estra mukozna stran serozna stran
Cl* C3* C5* C7* C2* C4* C6* C8*

et-DNPSG (1) |1,40E-10]|1,39E-10|1,02E-10| 1,07E-10| 1,27E-10| 1,01E-10| 7,11E-11 | 7,77E-11
DNPSGys(2) |6,58E-10| 7,72E-10| 8,73E-10| 9,02E-10| 7,31E-10| 8,31E-10| 8,65E-10 | 8,60E-10
DNPSGs.y(3) |2,93E-09 | 8,45E-09 | 1,66E-08 | 1,88E-08 | 1,07E-09 | 2,58E-11 | 2,97E-09 | 1,80E-09
skupaj (1+2+3) | 3,73E-09 | 9,36E-09 | 1,76E-08 | 1,98E-08 | 1,93E-09 | 9,58E-10 | 3,91E-09 | 2,74E-09
hidroliza [%]** 96,3 98,5 99,4 99,5 93,4 89,4 98,2 97,2

*C in dodana Stevilka je oznaka za difuzijsko aelic
**izracun % = 100X(dnp-scset Jonp-semul/Jskupaj

V sploSnem je prehod konjugata DNP-SG v smeri S-djivne glede na to, kam
6,58*10°, Ju.s = 8,11*10%). V proces so
najverjetneje vkljgeni MRP2, ki omogéajo prenos spojin v S-M smeri.

dodajamo ester (povpmei pretok .
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Pri prehodu estrskih konjugatov se v proces interi vkljucujejo esteraze, Ki
hidrolizirajo ester. Do hidrolize najbolj verjetrride intracelularno. Zaestren konjugat
prehaja z donorske strani, ki je na navedeni stikikozna, skozi apikalno bariero v
notranjost celice (slika 18 —dka 1). V celici se lahko zgodi dvoje: ali konjugaeide
celico, nato pa se skozi bazolateralno membramgiizl enaki obliki (slika 18 - t¢ka 2)
ali pa se v celici zaradi vpliva esteraz hidrobz(slika 18 - toka 3) in preide na serozno
stran kot v veliki veéini hidroliziran ester (slika 18 - #&a 4 spodaj). Sam konjugat lahko
preide tudi nazaj na mukozno stran (slika 18¢k&o4 zgoraj). Na zunaniji strani celice
(tako na mukozni kot serozni) je delovanje estekazahko hidrolizirajo ester in s tem
tvorijo konjugat Ze v zunanjosti, malo verjetnakal18 - taka 5). Svojevrstna ovira so Se
tesni stiki, skozi katere lahko prehaja tako zaeskonjugat kot hidroliziran ester (slika 18
- tocki 6 in 7).

Opisani procesi veljajo tedaj, ko je donorska strarkozna, sicer je slika obrnjena.

®
—et-DNPSG; DNPSGs

et-DNPSGi—> DNPSGw:

@

@ @

J\ |

N ®
et-DNPS G DNPSG.

NG

Slika 18: Prehod et-DNP-SG skozi enterocit

Na podlagi lipofilnosti (ki je v&8a v primeru estra), lahko ¢emo, da et-DNP-SG vstopa v
celico hitreje kot konjugat DNP-SG. Hkrati pa vicelpride do hidrolize estra in iz
rezultatov razberemo (slika 17), da je zaradi @gdatnega procesa realna intracelularna
koncentracija et-DNP-SG, ki je na voljo za transpoizja kot pri DNP-SG. Posletto je
povpre&ni pretok et-DNP-SG v eno in drugo smer nizji (paépi pretok Jione-sc=
1,1*10%%2,6*10", povpreni pretok dnp.sc= 8,1*10°%+8,4*101Y).
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6.3 IN VITRO POSKUSI V DVOPROSTORNIH
DIFUZIJSKIH CELICAH Z NEM-SG IN ET-
NEM-SG

Reakcija med GSH in NEM poteka z adicijo tiolne [gke iz GSH na dvojno vez na
NEM. Ker pri tem nastane nov stereogeni centekaigapa ni stereospeaifia, dobimo
dva diastereocizomera NEM-SG (slika 19). Pri HPLGalam zato na kromatogramu
zaznamo dva enaka vrhova, ki nam predstavljatazdp&apisano reakcijo.

V literaturi je opisan podoben produkt reakcije noegteinom in NEM, kjer so prav tako
dobili dva diastereoizomera. Spojini socilp po dveh urah segrevanja na 50°C in pri pH
3,2 pa so ju ponovno nanesli in zopet dobili dyaova, izéesar so sklepali, da pride tudi

do delne racemizacije vsakega posameznega diagterema (43).

COO- o / =0
. NH A %\/j\ N
H3N W NH COO- + 0 N o) \,——CH3
‘s (
S
Chy COO-

Slika 19: Tvorba diastereoizomer NEM-SG

V nasSem primeru smo za poskuse v difuzijskih caligporabili NEM-SG in et-NEM-SG,
Pripravili smo ju po zgoraj opisanem postopkusitu v Ringerjevem pufru, po HPLC
analizi pa smo dobili dva enaka vrhova. Rezultabehoposkusov smo ovrednotili in

medsebojno primerjali.
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Poskusa MAN/GLU in GLU/GLU med estrom et-NEM-SG NMEM-SG smo primerjal
(slika 20) ter ugotovili, da se tekom prehoda skerierocit ester hidrolizira le v manjsi
meri. Ester smo dodali tako na serozno kot mukostnan, nato pa opazovali prehod v
obeh smereh (M-S in S-M). Sam prehod je bil baljjirimeru poskusa z glukozo, kjer
ester et-NEM-SG prehaja hitreje (poviEe pretok Wawew = 1,23*10%+3,55*10°,
JoLucLu = 3,38*10°+1,58*10°). Pri poskusu z manitolom pa je bil powea pretok
NEM-SG v eni ali drugi smeri ¥, kar v tem primeru nakazuje &e hidrolizo estra
(JuanveLu = 5,33*10%+1,46%10°, JsLuieLu = 3,68*10°+1,43*10°).

2,5E-08 8,0E-08
- 7,0E-08
6,0E-08
5,0E-08 ONEM-SG

4.0E-08 1 B et-NEM-SG

2,0E-08 -

1,56-08 1 ONEM-SG

L0E-08 | B et-NEM-SG

3,0E-08
2,0E-08

508091 1,0E-08 rl
0,0E+00

+
0,0E+00 €1 c3 C5 C7 C2 C4 C6 C8

J (mol/h*cm2)
J (mol/h*cm2)

€l C3 C5 C7 C2 C4 Cé6 cC8

difuzijska celica difuzijska celica

Slika 20: Primerjava pretokov NEM-SG in et-NEM-S@ moskusu MAN/GLU (levo) ter GLU/GLU (desno)

Vseeno smo lahko domnevali, da je oblika et-NEMa&@ko bolj stabilna kot predhodno
opisana spojina et-DNP-SG, pri kateri &yeneri pride do hidrolize. Za to je najverjetneje
odgovorna raztina dovzetnost teh spojin za interakcijo z esterkizje, v primeru et-NEM-
SG nizja.
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6.3.1 Poskus NEM-SG manitol/glukoza

Preglednica VII: Statistha obdelava izkunov za B,, pri poskusu NEM-SG MAN/GLU

M-S S-M
Parameter |C2 C4 C6 C8 C1l C3 C5 Cc7
Papp [cm/s] [ 3,13E-09 | 4,43E-09 | 4,19E-09 | 2,22E-09 | 5,18E-09 | 6,00E-09 | 4,31E-09 | 4,12E-09
povpre ¢je | 3,49E-09 4,90E-09
SD 1,02E-09 8,65E-10
RSD [%] 29,3 17,6
F TEST 0,79 RV
T TEST 0,08 NS
RAZMERJE | 1,40

Pri tem poskusu smo opazovali permeabilnost 1 mNVINEES le v eni smeri. Po dodatku
na serozno stran, smo opazovali prehod v S-M smauri dodatku na mukozno v M-S
smeri. Permeabilnost M-S ali S-M je bila pri tenskosu statistno enaka v obeh smereh.
Po izr&unu F-testa smo uporabili t-test z rémlma variancama, ki nam je podal p
vrednost visjo od dovoljene napakeZato smo zavrnili alternativno hipotezo in splieje
nicelno, ki govori o enakosti parametrov. Iz rezulatako ne moremo sklepati na

prehajanje, ki bi bilo zridno usmerjeno.

7E-09

6E-09 -

5E-09 -

4E-09 B M-S

m S-M

3E-09 -

Papp (cm/s)

2E-09

1E-09 -

0E+00 -

Slika 21: Primerjava permeabilnostnih koeficienitostandardne deviacije pri poskusu NEM-SG
MAN/GLU v razliénih smereh

Elektricni parametri so bili vegas poskusa v dovoljenih mejah. TER se je gibal @d&

20 Q. Po koganem poskusu smo dodali raztopino glukoze na mukean in Pd se je v

povpr&ju spremenil iz 1,9 na 3,8 mV, kar je v predpisanigjah zaAPd.
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6.3.2 Poskus NEM-SG glukoza/glukoza

Preglednica VIII: Statistha obdelava izkunov za By, pri poskusu NEM-SG GLU/GLU

M-S S-M
Parameter |C1 C3 C5 C7 Cc2 C4 C6 C8
Papp [cM/S] 2,56E-09 | 2,52E-09 | 2,79E-09 | 6,15E-09 | 6,45E-09 | 7,28E-09 | 7,21E-09
povpre ¢je | 2,62E-09 6,77E-09
SD 1,48E-10 5,63E-10
RSD [%)] 5,6 8,3
F TEST 0,13 RV
T TEST 0,0001 S
RAZMERJE (2,58

Pri navedenem poskusu smo prav tako opazovali @ginest 1 mM NEM-SG le v eni
smeri. Po tem, ko smo dodali glukozo na obe strsmip izrg&unali statisitno zn&ilno
razlicno stopnjo permeabilnosti za S-M smer. Vrednost fzpcunu t-testa je bila mnogo
nizja od dovoljene napaker, zato smo lahko sprejeli hipotezo o neenakosti.
Permeabilnostni koeficient je bil priblizno 2,5-ksasji v primeru S-M kot v primeru M-S
prehoda. Rezultati nakazujejo, da dodatek glukoderta mukozno stran poitge aktivni

transport s prenasalci v luma&revesa.

8,0E-09

7,0E-09

6,0E-09

5,0E-09

| M-S
m S-M

4,0E-09

3,0E-09

Papp (cm/s)

2,0E-09

1,0E-09

0,0E+00 -

Slika 22: Primerjava permeabilnostnih koeficienitowstandardne deviacije pri poskusu z NEM-SG
GLU/GLU v razlicnih smereh

Ce smo poskusa primerjali med seboj, smo dobili mostl razmerij okoli 3:5 v korist
poskusa GLU/GLU. To pomeni, da dodatek glukoze rde#ja povéa transport v S-M
smeri, kar lahko povezujemo z vkignostjo MRP2 prenasSalcev v proces permeabilnosti.
Elektricni parametri so bili ve&as poskusa v dovoljenih mejah.
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6.3.3 Poskus et-NEM-SG manitol/glukoza

Preglednica IX: Statistha obdelava iz&unov za pretok pri poskusu et-NEM-SG MAN/GLU

M-S S-M
Parameter C1 C3 C5 C7 C2 C4 C6 C8
J[mol/(h*cm2)] |1,13E-08 |9,76E-09 | 8,28E-09 | 1,52E-08 | 9,19E-09 | 1,88E-08 | 1,4E-08 | 1,14E-08
povpre cje 3,99E-08 5,15E-08
SD 9,49E-09 1,52E-08
RSD [%] 23,8 29,4
F TEST 0,46 RV
TTEST 0,24 NS
RAZMERJE 1,29

Po dodatku 1mM raztopine et-NEM-SG na eno ali draggan, smo opazovali prehod v
obe smeri.

Izratun pretoka pri poskusu z manitolom in glukozo namdg statistino nepomemben
rezultat glede na M-S ali S-M prehod. Tukaj je pdnost viSja od dovoljene napake
Rezultati torej povedo, da smer pretoka ni odvisdaega, na katero stran v difuzijskih

celicah dodajamo izbran ester.

8,0E-08

7,0E-08

6,0E-08

5,0E-08

| M-S
B S-M

4,0E-08

3,0E-08
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Slika 23: Primerjava pretokov in standardne dejeggii poskusu et-NEM-SG MAN/GLU v razhih

smereh

Elektricni parametri so bili vegas poskusa v dovoljenih mejah. Po &mmem poskusu
smo dodali raztopino glukoze na mukozno stran isé&g v povprgu spremenil iz 1,6 na

3,6 mV, kar je v skladu s predpisano mejo 1,0 m\ARd.
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6.3.4 Poskus et-NEM-SG glukoza/glukoza

Preglednica X: Statistha obdelava izkunov za pretok pri poskusu et-NEM-SG GLU/GLU

M-S S-M
Parameter C1l C3 C5 C7 C2 C4 C6 C8
J[mol/(h*cm2)] | 4,34E-08 | 2,66E-08 2,21E-08|3,85E—08 2,73E-08|6,61E—08 1,47E-08 | 3,14E-08
povpre ¢je 3,26E-08 3,49E-08
SD 9,94E-09 2,20E-08
RSD [%] 30,5 63,1
F TEST 0,23 RV
TTEST 0,86 NS
RAZMERJE 1,07

Po dodatku 1mM raztopine et-NEM-SG na serozno alkamno stran, smo opazovali
prehod v obe smeri.

Navedeni poskus z glukozo na obeh straneh namrgauizh ne da statistho pomembnih
rezultatov. Vrednost p je previsoka glede na devalj napakoo (0,86>> 0,05), kar
nazorno kaze, da parametra nista &azi 1z grafa lahko razberemo tudi, da je razmerje S
M ali M-S priblizno enako ena ter s tem potrdima, @ zn&ilnega vpliva glede na smer

prehajanja tega estra.

6,0E-08

5,0E-08

4,0E-08

BM-S
BS-M

3,0E-08

J (mol/h*cm2)

2,0E-08

1,0E-08

0,0E+00

Slika 24: Primerjava pretokov in standardne dejaggii poskusu et-NEM-SG GLU/GLU v ragtih smereh

Primerjava teh dveh poskusov (6.3.3 in 6.3.4) navkape, da dodatek glukoze na
mukozno stran nima posebneganka pri poskusih z et-NEM-SG. Pri teh poskusih smo
vzorili z obeh strani, saj je hidroliziran produkt (NE®S) Sele nastajal.

Elektricni parametri so bili ve&as poskusa v dovoljenih mejah.
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V primerjavah poskusov z manitolom in glukozo (natbemanitola) na mukozni strani se
je pokazala razlika v primeru poskusov s CDNB t&EM-SG. Estrske oblike sicer hitro
prehajajo skozi membrano v enterocit, a so v celaverjetneje podvrzene dodatnemu
procesu hidrolize z esterazami, kar sam prehodi gkderocit updasni, na drugo stran pa
nato prehaja hidroliziran ester. Rezultati so pakazla se et-DNP-SG v primerjavi z et-
NEM-SG v celici bolje hidrolizira, saj skozi baztdealno membrano prehajadvprodukta
DNP-SG kot NEM-SG. Vzrok za to je najverjetnejelikazv afinitetah estrov do esteraz.
Glede na rezultate vseh opravljenih poskusovitro lahko r&éemo, da dobimo najboljsi
odziv na glukozo pri uporabi prekurzorja CDNB, ki ¢ celici konjugira v DNP-SG. Na
osnovi tega smo sklepali, da so v tem primeru vcgsodejansko vklgeni MRP2

prenasalci, medtem ko za ostale substrate tegaonemo trditi.

57



6.4 PRIMERJAVA SUBSTRATOV

Prouevali smo raztine GSH konjugate, ki so substrati za MRP2 prenaS#&tceverjali
smo njihove lastnosti, s tem da smo tedretiin eksperimentalno ugotavljali ustreznost

glede na navedene zahteve (preglednica XI).

Preglednica XI: Primerjava preiskovanih spojin gle@d navedene zahteve

preiskovana

et-DNP-SG**
et-NEM-SG**

. 0] Q O
Spojina o | @ P ? 0
zahteva AEEEAHEETP
o |5 z Z| 0|
a) Specifi €nost in selektivnost za MRP2 DA DA |DA|DA|DA|DA|DA |DA
b) Ustrezna dostava do transporterja — it D+ lat 4 s |+ loasl +

transcelularna pot
¢) Ustrezna dostava do transporterja —
cepitev ali konjugacija

DA [NE |DA|NE|DA|NE|DA |NE

d) Odsotnost citotoksi €nosti DA [DA|DA|DA|DA|DA| ? |DA
e) Topnost v Ringerjevem pufru delno| DA |DA | DA | DA | NE | DA | DA
f) Stabilnost DA |DA|DA|DA|DA|NE| DA |DA
g) Analiza s HPLC DA |DA|DA|DA|DA|DA| DA |DA
h) Enostavna priprava DA |DA|NE|DA|DA|DA|DA |NE
i) Ekonomi €énost DA DA |DA|DA|DA|DA|DA |DA

* CDNB in EA sta pravzaprav prekurzorja in ne kaggta GSH, vendar se v enterocitu konjugirata z GSH,
zato smo ju uvrstili v naso obravnavo

** astrski obliki preideta v konjugat Sele v orgamiu, ko ju esteraze hidrolizirajo

+ pomeni lipofilnost (vé&je kot je Stevilo plusov, boljSe je prehajanje)

? ni znano, kolikSen je dejanski vpliv na citot@ksist

a) Specifénost in selektivnost za MRP2

Vse izbrane spojine so substrati za MRP2 preng3edege nujno potrebno. Po navedenem
kriteriju lahko r&éemo, da so spectni, ne pa selektivni. MRP2 jih nantrespeciftno
prepozna, vendar je mozen prenos tudi preko dnuigihasalcev (neselektivno). Za prenos
GSH konjugatov je odkritin wetransporterjev (drugi MRP, RLIP76), vendar ostatio

bili toliko predmet naSega raziskovanja.

Ker so si MRP prenasSalci med seboj zelo podobnizatgeve za substrate v maesn
ujemajo. Na primer z6he soli so substrati za MRP2, vendar so kompagbtlidi z
ostalimi MRP prenaSalci in tako niso selektivhedenavedenega. MRP2 torej tudi ni edini
prenasalec, ki prenaSa GSH konjugate. Odkrili stPR&, ATPazno delujoprotein, ki je

alternativen prenaSalec komh produktov detoksifikacije. Omenjeni protein ogoda
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transport fizioloskih ligandov, kot so levkotrien, L TC,), konjugati 4-hidroksinonenala
(ki na C=C dvojni vezi reagira z GSH) in konjug@isH.

CH

CH
EONHEHCO0H

A

x’“‘*v’““mf’J\m,ff"'“ﬁf
MHCO[CH b CHCOOH

Slika 25: Levkotrien ¢(levo) in 4-hidroksinonenal (desno)

Studije dokazujejo, da ima transport organskih ¥oamionov in kationov) preko RLIP76
fizioloSko ter toksikoloSko pomembnost. Na tatingje pomemben tudi v mehanizmu
rezistence in deluje paralelno z ABC prenasalci).(84si prenaSalci MRP1-3 lahko
prenasajo konjugate z GSH, vendar je hitrost premos MRP3 tako nizka, da dostikrat
sploh ne govorimo o sposobnosti transporta. Za MiPAn&ilno, da prenasSa LTLz
veliko winkovitostjo (18).

b) Ustrezna dostava do transporterja — transcelujaoha
V primeru nastetih spojin po tej poti v veliki mgniehajata CDNB in EA kot prekurzorja.
Mozna pot preko tesnih stikov (paracelularno) fem primeru Se najmanj méte Ostale
spojine imajo bolj izrazito dodatno paracelularrat, (ki vpliva na dogajanje v samem
enterocitu. Na razmerje transcelularna/paracelalawt namre vpliva lipofilnost spojin.
Hitrost prehajanja v celico lahko razlozimo tuditepa vidika. NajviSja je pri najbolj
lipofilnih spojinah. V naSem primeru so to prekujz¢gCDNB, EA), ki v celici tvorijo
konjugat, sledijo ji estri, kjer konjugat nastankidrolizo etilnega estra v celici in na repu
po hitrosti prehajanja so sami konjugati.

c) Ustrezna dostava do transporterja — hidroliza edtieonjugacija
Ta stolpec oznauje prisotnost dodatnega procesa, ki je potrebetvado substrata. V
primeru prekurzorja ali estra opazimo en ali drogeps, medtem ko pri samih konjugatih
tega ni. Tak proces na eni strani om&gdazji prehod spojin v celico (lipofilnost!), na
drugi strani pa se lahko spojina po procesu v cedidrzuje dljetasa.

d) Odsotnost citotok&nosti
Vecinoma smo naStete spojine glede na ta parametedwetili kot primerne, saj so bile
njihove intracelularne koncentracije dovolj nizkka niso povzréale Skode, ki bi jo sicer

lahko. Prekurzorja (CDNB, EA) sta v tem sklopu peobaticna, ker po vstopu v celico
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povzraiata znizanje intracelularne koncentracije GSH vicgekar posredno deluje
citotoksino. Etakrinska kislina lahko poleg tega povzmksidativen stres ter s tem zviSa
koncentracijo C& v celici, kar zopet vodi v okvaro celice (52). Zme oksidacija Ze vodi
v apoptozo (programirana a@ia smrt), medtem ko wentenzivnih stresov pripelje do
nekroze (cetina smrt).
Glede na to, da konkretnih poskusov z EA nismodiiy@e moremo zagotovo trditi, da
gre za citotoksinost. Pri permeabilnostnem poskusu s CDNB pa smpaxali ugodne
elektrofizioloSke parametre, ki so zagotavljali @sv tkiva in s tem odsotnost
citotoksenosti.

e) Topnost
Preiskovane spojine so v dmi topne v Ringerjevem pufru. Izjemi sta le CDNB,za
ustrezno topnost potrebuje dodatek etanola ter NRiMga je potrebno raztopiti v
acetonitrilu. Etanol, ki ga dodamo CDNB (da dobih®0 pM koncentracijo), je v
ustreznih mejah (1% raztopina). 1z spodnjega gfafika 26) pa lahko vidimo, da za
dosego potrebne koncentracije NPM (@lpmo 100 pM) acetonitril mimo presega 5 vol.%
(cca. 50 vol.%), kar je za naSe potrebe &adlboprev€é. Naveden razlog nam povza
probleme tudi na nivoju priprave konjugata NPM-%Gga bi sicer pri permeabilnostnem
poskusu uporabili za aplikacijo na tkivo.

N
N
S

nas. koncentracija (uM)
n B (2]

.
[N}
o

=
Q
o

80 /AI

% MeCN

Slika 26: Odvisnost koncentracije NPM od odstotkaila

f) Stabilnost
Navedene spojine so bile v izpostavljenih pogogtmosferski kisik, sobna temperatura)
stabilne. pH tekom poskusov je bil z Ringerjevinfrpm uravnan na 7,4, kar je dovolj
ugodno. V bolj bazinih pogojih spojine ne bi bile obstojne. Atmosferaelici je bila

sestavljena iz karbogena (95% kisika in 5% ogljgga dioksida), temperatura pa je bila
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vzdrzevana na 37°C. Oboje je omoglo prezivetje vstavljenemu tkivu, spojine pa so v
teh pogojih prav tako ohranile svoje karakteristiReseben primer (ne)stabilnosti je bil
NPM-SG, pri katerem smo opravili poskus stabilnesprisotnosti tkiva. Po primerjavi
kromatogramov (sliki 27 in 28) smo po poskusu wdki zaznali vé neidentificiranih

spojin. Sklepali smo, da je najverjetneje priSlooisidacije na pirenskem olga

(AT

100 -
a0

60—

20

T T T T T T
o 0.5 1 15 2 25 3

Slika 27: Kromatogram NPM-SG v &tku

T T T T T T
[z} 0.5 1 15 2 24 3

Slika 28: Kromatogram NPM-SG po poskusu s tkivom

Med samimi permeabilnostnimi poskusi smo spojinelatioo stabilizirali z dodatkom
acivicina na mukozni strani, da ni prislo do hidrel tripeptida v enterocitu. Acivicin,
inhibitor GGT (encima, ki deluje na apikalni sthgrje namré v celoti ohranil peptidne
vezi (ni priSlo do hidrolizg-glutaminske kisline) in s tem GSH.
g) Analiza

Za konjugate je najbolj uporabna reverznofazna HPLL/ spektrofotometrija je
problemattna zaradi motenj razhih snovi, ki se nahajajo vrevesu in predstavljajo
necistote. Fluorescentna detekcija na mikrotitrskispic bi bila uporabna le za NPM.

Pri vetini navedenih spojin smo uporabili reverznofaznoLBRanalizo. V primeru NPM
smo se zaradi navZoosti pirenskega obéa, ki je fluorofor, posluzili HPLC s
fluorescenim detektorjem. Na kromatogramu smo zaznali meidentificiranih vrhov

(najbrz zaradi oksidacije). Iz tega razloga nismo uporabili fluoresc&ne metode na
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mikrotitrski ploici, ki bi bila dodatna moznost. Pri ostalih spajinsmo delali na HPLC
analizatorju z UV detektorjem. Analiza cca. 130 n¢av je bila ohiajno korgana v najve
15 urah.

h) Enostavna priprava
Izbrani konjugati so v veliki meri ustrezali temuit&riju, kajti glede na zapletenost
struktur je bila njihova sinteza v Ringerjevem pufitra in preprosta. Najmanj ugodna
kemijska reakcija je sinteza et-DNP-SG, kjer jer@iono produkt na koncucistiti s
preparativno reverznofazno kromatografijo, vendawo sv naSem primeru uporabili Ze
pripravlijen produkt. Pri pripravi EA-SG je najpo¢eie uporabna encimska sinteza, ki
zahteva specifne pogoje (priprava in vklfitev encima) ter pozorno tidovanje dela. 1z
tega razloga je taka sinteza zahtevnejSa.

i) Ekonomtnost
Izbrani konjugati GSH so le eden od moznih subsiraa MRP2 prenaSalec, vendar so v
primerjavi z ostalimi cenejSi (preglednica Xll). beden od naStetih konjugatov ni
presegal vrednosti 2 EUR na poskus (za en poskaspsmabili priblizno 5 mg reagenta),

kar je glede na ostale primerjalne reagente izregyoano.

Preglednica XII: Primerjava cen konjugatov (virg@ia-Aldrich)

konjugat (gll\:lnvgl) EUR/1g EUI?é%)gs)kus
DNP-SG 473 2 0,01
NEM-SG 432 28 0,14

EA 303 37,5 0,19
NPM-SG 604 182 0,91
et-GSH 335 326,5 1,63
bim-SG 497 4000 20,00
SBD-SG 522 10000 50,00
LTC,* 626 ni podatka | cca.31000,00

*v primeru tega reagenta sam poskus poteka preaggtk kot pri ostalih, tako da je realna cena za poskus
nizja, a Se vseeno precej visoka

Ugotovili smo, da navedenim zahtevam od a) donpjeji meri ustreza CDNB. Sam je
sicer slabSe topen v Ringerjevem pufru, ampak atkotn etanola smo topnost dvignili na
zadovoljivo raven (uporabili smo 1% raztopino etanm s tem zadostili zahtevi po
netoksénosti). Pri tem reagentu se sicer Se vedno poatapljaSanje, v koliki meri vpliva
na znizanje GSH v celicah, kar je potencialno oksino. Kljub temu smo se odiii za
izvajanje permeabilnostnega poskusa, kjer so senpari Zivosti pokazali kot ustrezni.
Poleg tega smo permeabilnostne poskuse izvedlieteDNP-SG, ki smo ga primerjali z
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DNP-SG ter NEM-SG in et-NEM-SG, ki smo ju prav talgimerjali. Najve&je
pomanjkljivosti smo opazili pri NPM, ki je imel nstezno topnost in ni bil stabilen. EA bi
bila dokaj primeren kandidat za obravnavo, venddsila pri njej najv&a ovira iz naSega

vidika neobajna sinteza.
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7 SKLEP

Preiskovane spojine smo vrednotili na r&zé n&ine. Kot neprimerne smo jih oztik
zaradi njihovega neustreznega transporta, pomgajkatabilnosti, citotokghosti,
neobtajne sinteze ali zaradi ostalih nezelenih lastnfmtevisok/prenizek logP, preve
proton donorjev/akceptorjev, neustrezna PSA, prieareholekulska masa...).

Med izbranimi substrati smo kot manj uporabne onotiti predvsem EA zaradi potrebne
encimske sinteze ter NPM-SG zaradi nestabilnostinjggat DNP-SG smo obdelali v
primerjavi z et-DNP-SG, sam poskus pa smo izvagalednjim. Za CDNB, NEM-SG in
njegov etilni ester smo prav tako izvedli permeadstne poskuse. Na koncu smo
izracunali pretoke ali permeabilnostne koeficiente tarpodlagi teh sklepali, kaj se je v
enterocitu dogajalo.

Rezultati poskusov so pokazali, da estri v primerzanjihovimi konjugati prehajajo hitro
skozi membrano v celico, a v celotigasneje skozi njo, za kar so najverjetneje odgovorne
esteraze (dodaten proces hidrolize v celici). Nadaimo ugotovili, da et-DNP-SG v
primerjavi z et-NEM-SG v celici hidrolizira v ¢g meri. Sklepali smo, da je slabSa
hidroliza et-NEM-SG najbrz posledica ¢e stabilnosti oziroma manjSe afinitete do
esteraz.

Statisttno pomembne razlike pri prehodu membran v primerskpsov s samo glukozo
(GLU/GLU) glede na poskuse z manitolom (MAN/GLU) se pokazale pri NEM-SG in
CDNB. Navsezadnje smo prekurzor CDNB opredelili kmdjboljSi med izbranimi
spojinami, saj je bila po dodatku glukoze pri nj&razita sprememba v razmerju med
permeabilnostjo v smeri S-M in M-S. Sklepali sm@, €b v proces verjetno vkéeni
MRP2 prenasalci.

V nadaljnjih raziskavah MRP2 prenaSalcev bi bilois@imo uporabiti Se drug izbran
prekurzor (EA). EA sicer zahteva svojevrstne pog@eintezo (encimska sinteza), vendar
bi s poskusom moge dobili dobre rezultate permeabilnosti oziromatgka skozi

apikalno membrano, kjer se v proces aktivnho wkljgjo MRP2 prenaSalci.
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