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POVZETEK

Antiretrovirusna terapija z inhibitorji HIV-proteaz in drugimi inhibitorji encimov, pomembnih
za razvojni krog virusa, predstavlja zaradi finan¢nega bremena eno najhitreje razvijajocih se
farmacevtskih podroc¢ij. S HIV okuZeni pacienti se zdravijo s kombinacijo ve¢ zdravilnih
ucinkovin. Le-te povzrocajo mnoge stranske wucinke, kot so hiperholesterolemija,
hiperlipidemija, demenca, depresija ter stalnica pri teh pacientih, oslabljen imunski sistem.
Veliko pacientov okuzenih s HIV posledi¢no posega po izdelkih naravnega izvora, Ki
najveckrat vsebujejo ekstrakte Cesna, ginsenga, Sentjanzevke in ginka. Toda pogosto se ne
zavedajo, da lahko kombinacja omenjenih rastlinskih ekstraktov s HIV -proteaznimi inhibitorji
vodi v resne farmakokineti¢ne interakcije tako z modifikacijo ekspresije ali zaviranjem
citokromov P450, kot tudi sekretornih prenasalcev Pgp in MRP-2. V diplomski nalogi smo
ovrednotili do sedaj Se neraziskane mehanizme morebitnih interakcij omenjenih rastlinskih
ekstraktov (Cesena, ginsenga, Sentjanzevke in ginka) s sakvinavirjem (Saq) in darunavirjem
(Dar), in sicer na sekretornih prenasalcih Pgp in MRP-2 v hepatocitih. Uporabili smo model
celicne linije HepG2, gojen na enostavni plasticni podlagi, ki se uporablja za merjenje
privzema ucinkovin. Celice HepG2 izrazajo le sekretorne prenasalce. Spremljali smo
spremembe znotrajcelinih koncentracij obeh ucinkovin v prisotnosti vsakega izmed 4
ekstraktov. Pri preucevanju Dar smo opazili pospeseno sekrecijo u¢inkovine iz hepatocita v
prisotnosti kateregakoli od testiranih rastlinskih ekstraktov, kar je povzro¢ilo manjSo
znotrajcelicno koncentracijo uéinkovine. Podobno se je zmanjSala tudi koncentracija Saq v
hepatocitu, ¢e smo socasno aplicirali rastlinske ekstrakte. Edina izjema je bil ekstrakt Cesna,
Ki je sekrecijo inhibiral in posledi¢no povecal znotrajceli¢no koncentracijo Saq. Mehanizem
interakcij med rastlinskimi ekstrakti in Sag/Dar je zelo kompleksen. Razlozili smo ga s teorijo
0 pozitivni kooperativnosti vezavnih mest za ucinkovino in RE, o kompetitivni inhibiciji
vezavnega mesta ali s kombinacijo obeh.

Tocnost rezultatov, pridobljenih z modelom celi¢ne linije HepG2, smo potrdili z izvedbo
poskusov $e na drugem modelu. Na s kolagenom prevlecenih filtrih Transwell smo namre¢
vzpostavili monosloj celic HepG2, skozi katerega smo merili permeabilnost ucinkovin v
prisotnosti ekstrakta Cesna. Metoda se je izkazala za enako tofno in zanesljivo kot
uveljavljena metoda HepG2 celi¢ne linije. Poleg tega pa sta priprava vzorcev in sama izvedba
poskusa mnogo preproste;jsi ter cenovno bolj dostopni glede na izvedbo poskusov na modelu

HepG2 celi¢ne linije za merjenje privzema ucinkovine.
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ABSTRACT

Antiretroviral therapy with HIV protease inhibitors and other enzyme inhibitors affecting HIV
virus development represents one of the quickest developing fields in pharmacy due to the
great financial burden. HIV patients combine number of active substances during therapy
which leads to many side effects such as hypercholesterolemia, hyperlipdemia, dementia,
depression and as constantly present state, weak immune system. Consequently a lot of HIV
patients are additionally using natural medicine products mostly with garlic, St. John's Wort,
ginseng or ginkgo. However they are not aware that combination of mentioned herbal extracts
with HIV protease inhibitors might lead to serious pharmacokinetic interactions with
expression modification or inhibition of citochrom P450 as well as with Pgp and MRP-2
efflux transporters. In this work we evaluated possible interaction mechanisms between herbal
extracts (garlic, St. John's Wort, ginseng and ginkgo) and saquinavir (Saq) or darunavir (Dar).
We were observing these interactions on Pgp and MRP-2 transporters in hepatpcytes. The
model we used was HepG2 cell line grown on a simple plastic surface which is used for drugs
uptake measuring. HepG2 cells express only efflux transporters. We were detecting changes
in intracellular concentraction of both Sag and Dar in the presence of each herbal extract. Dar
efflux rate increased, when combined with any of four herbal extracts, which led to lower Dar
concentration in the cell. Similarly happens with Sag. It's concentration in the cell also falls
when combined with all mentioned extracts but garlic. Garlic extract inhibits efflux transport
and consequently Saq concentration in the cell increases. Interaction mechanism between
herbal extracts and Sag/Dar is extremely complexed. We explained it with the theory of
positive cooperation of binding sites for herbal extract and active substance, competitive
inhibition of binding site or combination of both.

Lastly we confirmed the accuracy of the results, obtained with the HepG2 cell line, by use of
another experiment model. We established a monolayer of HepG2 cells on collagen coated
Transwell filters so we could measure the permeability of both of the active substances in the
presence of garlic extract. The method proved to be as accurate and reliable as the established
cell line HepG2 method. Additionally sample preparation with this method was much easier,
faster and economically favourable, when compared with sample preparation for HepG2 cell

line model for drugs uptake measuring.
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1. SEZNAM KRATIC

AGE: staran Cesnov ekstrakt (Aged garlic extraxt)

AIDS: Acquired Immunodeficiancy Syndrome

AP-BL: apikalna-bazolateralna smer

AUC: povrsina pod krivuljo (Area under the curve)

BL-AP: bazolateralna-apikalna smer

CAM: komplementarna in alternativna medicina (Complementary and Alternative medicine)
Cmax. Maksimalna plazemska koncentracija (Maximal plasma concentration)

cp: plazemska koncentracija (Plasma concentration)

Dar: darunavir (Darunavir)

DMEM: Dullbecco-ov modificiran Eagle medij (Dulbecco’s modified Eagle medium)

FDA: Ameriski vladni urad za hrano in zdravila (Food and drug administration)
FITC-D4000: fluoroscein izotiocianat-dekstran 4000

FLU: fluorescein

HAART: visoko aktivna antiretrovirusna terapija (Highly active antiretroviral therapy)

HIV: virus ¢loveske imunske pomanjkljivosti (Human Immunodeficiancy Virus)

HIV-PI: HIV-proteazni inhibitor(ji) (HIV protease inhibitor)

MAO: monoaminska oksidaza

MRP-2: protein, povezan z rezistenco na ve¢ uc¢inkovin - 2 (Multi-drug resistance associated
protein - 2)

NBD: domena za vezavo nukleotida (Nucleotide binding domain)

Pgp: P-glikoprotein (P-glycoprotein)

RE: rastlinski ekstrakt(i)

Rho123: rodamin 123 (Rhodamine 123)

SAC: S-alil-cistein
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SD: standardna deviacija (Standard deviation)

Saq: sakvinavir (Saquinavir)

TEER: transepitelijska elektri¢na upornost (Transepithelial electrical resistance)
TMD: transmembranska domena (Transmembrane domain)

Ver: verapamil
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2. UVOD

2.1 AIDS (ACQUIRED IMMUNE DEFICIENCY SYNDROME)

Sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti (AIDS) je bil prvi¢ odkrit leta 1981, njegov
povzrocitelj retrovirus HIV pa je bil identificiran leta 1983. Virus HIV $e vedno mo¢no
ogroza javno zdravje, saj je z njim okuZenih med 30 in 40 milijonov ljudi po svetu (1). Znana
sta dva glavna podtipa virusa HIV: HIV-1 in HIV-2. Najbolj pogost in svetovno razsirjen je
HIV-1, ki se lazje prenasa kot HIV-2 in pri katerem je ¢as od infekcije do razvoja bolezni,
zaradi razli¢nih lastnosti virusne ovojnice, krajsi. Kljub tem razlikam pa okuzba s katerim koli
podtipom HIV virusa vodi v enako klini¢no sliko. Kadar govorimo o HIV-u na splosno, je
obicajno misljen podtip 1 (2, 3).

Nenehno naras¢ajoCe znanje 0 zivljenjskem ciklusu tega virusa je privedlo do sinteze
ucinkovin, ki preprecujejo delovanje virusnih encimov, pomembnih za njegovo
razmnozevanje in zorenje v okuzenih celicah (4, 5). Prva odkrita u¢inkovina je bila zidovudin
leta 1987, Ki je sicer omilila klini¢no sliko HIV okuzbe, bolniki pa so kljub temu ziveli le do
6 mesecev. Sele z uvedbo visoko aktivne antiretrovirusne terapije (HAART), ki temelji na
socasni aplikaciji ve¢ protivirusnih zdravilnih uéinkovin okuzenim pacientom, je prislo do
izrazitih izboljsanj na podroc¢ju zdravljenja (1). Z virusom HIV okuzeni, se glede na trenutno
veljavne smernice zdravijo so¢asno z vsaj tremi antiretrovirusnimi u¢inkovinami, kar mo¢no
izboljsa kvaliteto Zivljenja in stopnjo prezZivetja (6). HAART terapija je tipi¢no sestavljena iz
dveh inhibitorjev reverzne transkriptaze in enega inhibitorja HIV proteaze (7). Kljub
pozitivnim lastnostim pa ima taks$na terapija tudi nekaj slabosti. Dolgotrajna uporaba
kombinacije inhibitorjev HIV proteaz namre¢ povzro¢a metabolne in nevroloske spremembe,
kot so dislipidemija, hiperholesterolemija, inzulinska rezistenca, demenca, depresija itn.
HAART neposredno vpliva na metabolizem lipidov, celi¢no funkcijo adipocitov in endotelnih
celic, povzroca okvare mitohondrijev ter omogoca povefano sproscanje proinflamatornih
citokinov (8).

Vedno vec¢ z virusom HIV okuzenih zato posega po alternativni in komplementarni medicini
(CAM). Pacienti so slabo informirani glede varnosti in u¢inkovitosti so¢asne uporabe CAM
metod oz. prehranskih dopolnih skupaj s HAART, saj nemalokrat pride do farmakokineti¢nih
interakcij. Veliko pacientov pa ne glede na to posega po CAM v upanju, da bodo s tovrstnim

pristopom izboljsali delovanje imunskega sistema, zmanjsali oz. omilili nekatere izmed

3
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Stevilnih stranskih uc¢inkov HAART terapije ter s tem izboljsali kvaliteto Zivljenja (9).
Najpogosteje uporabljena CAM terapija vkljuCuje uporabo vitaminskih, mineralnih in
rastlinskih dodatkov, med katerimi so posebej omenjeni ekstrakti Sentjanzevke, ginka,

ginsenga, Cesna in kamilice (10).

2.1.1 RAZVOJINI KROG HIV RETROVIRUSA

Vstop HIV virusa v taréno celico limfocita predstavlja zapleten tristopenjski proces, Ki
vkljucuje vezavo virusa na membrano taréne celice, interakcije z receptorjem in koreceptorji
na membrani taréne celice ter zlitje virusne ovojnice s taréno celico (11).

HIV virus se na membrano limfocita T sprva adsorbira s pomo¢jo pozitivnho nabitega
glikoproteina gp120 v virusni ovojnici, ki interagira z negativno nabitimi heparin sulfatnimi
molekulami tarénih celic. Po stabilizaciji virusa na membrani gp120 virusni protein interagira
z receptorji (CD4 receptorji) in koreceptorji (kemokinska receptorja CXCR4 in CCR5) v
membrani taréne celice. Ker takSna interakcija med virusom in tar¢no celico povzroci
konformacijske spremembe virusne ovojnice, se lahko drug virusni protein vstavi v celi¢no
membrano in omogoca fuzijo virusne ovojnice z membrano celice ter vstop virusa v tar¢no
celico. Virus v celici iz svoje kapside sprosti virusno RNA, encim reverzno transkriptazo ter
virusno integrazo. S pomocjo obeh encimov, se virusni dedni material iz RNA prepise v DNA
molekulo ter vgradi v DNA gostitelja. Kadar se okuzena celica deli, se med transkripcijo
celinega genoma prepise tudi vanj integrirana virusna DNA. Produkt prepisovanja je virusna
MRNA ter polipeptid, iz katerega v citosolu nastajajo virusni proteini. 1z njih najprej nastane
virusni encim HIV proteaza, ki omogoca cepitev preostalih virusnih polipetidov v kapsido in
druge encime. Vse sestavine se nato sestavijo v nov virus in zapustijo celice (5, 11).

V odsotnosti terapije neprekinjeno razmnozevanje virusa v celicah omogo¢i hitro razsiritev
bolezni; stevilo limfocitov T se naglo zniza, kar privede do oslabljenega imunskega sistema,

zato se okuzeni ne more obraniti pred vsakdanjimi obi¢ajnimi okuzbami (11).
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2.2 INHIBITORJI HIV PROTEAZE

Encim HIV proteaza je klju¢nega pomena za razsiritev virusne infekcije, saj je prvi encim, Ki
nastane pri transkripciji in translaciji virusnih mRNA molekul ter omogoca pravilno zorenje
in zlaganje preostalih virusnih encimov (reverzna transkriptaza, integraza), nujnih za nastanek
virulentnega delca. Inhibicija HIV proteaz privede do neaktivnih, nezrelih virusov, ki niso
zmozni nadaljnje okuzbe (12).

Dostopnost vse vecjega Stevila inhibitorjev HIV proteaz je omogocila vidno podaljsanje
zivljenjske dobe in kvalitete zivljenja z virusom HIV okuzenih bolnikov. Velik problem pri
tej skupini zdravilnih uéinkovin predstavlja pojav rezistence, ki nastane zaradi hitrega
razmnozevanja virusa in posledi¢no visoke verjetnosti mutacij v genetskem zapisu, tako
reverzne transkriptaze, kot tudi HIV proteaze (5, 13). Kljub temu, da predstavlja odkritje HIV
proteaznih inhibitorjev enega najve¢jih dosezkov na podrocju zdravljenja oz. nadzorovanja
HIV okuzbe, pa pri terapiji lahko opazimo mnoge stranske ucinke. Najpogostejsi SO
gastrointestinalne motnje, ki vkljucujejo erozijo mukusa, disfunkcijo epitelne bariere in
diarejo. Stranski ucinki so intenzivnej$i z visanjem odmerka HIV proteaznih inhibitorjev (14).
Pri kombinaciji z drugimi antiretrovirusnimi u¢inkovinami, torej ko se pacient zdravi v skladu
s smernicami HAART terapije, pa se lahko izrazijo Se slabost, hiperglikemija, hiperlipidemija
hiperholesterolemija in demenca. Zaradi slednjih stranskih ucinkov (hiperglikemije,
hiperlipidemije), ki vodijo v t.i. metabolni sindrom, se okuzena populacija pogosto posluzuje
jemanja ¢esnovih pripravkov, ki ugodno vplivajo na plazemske profile glukoze in lipidov (15,
10). Poleg tega pogosto posegajo Se po ginku zaradi pojava demence, kar izboljsa predvsem
kognitivne funkcije. Med popularnimi rastlinskimi pripravki pri pacientih, okuzenimi s HIV,
pa so Se Sentjanzevka, ki ugodno vpliva na razpoloZenje in ima poleg tega Se rahel
protivirusni ucinek, ter ginseng, ki deluje imunomodulatorno in izboljSa splosno pocutje
pacientov (10).

Primeri proteaznih inhibitorjev: sakvinavir (Saq), nelfinavir (Nfv), indinavir (Idv), ritonavir
(Rito), darunavir (Dar) (12).
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2.2.1 SAKVINAVIR

Slika 1: Strukturna formula sakvinavirja

Sakvinavir je prvi ¢lan skupine proteaznih inhibitorjev. FDA ga je odobrila leta 1995 za
uporabo v kombinaciji z nukleozidnimi inhibitorji reverzne transkriptaze pri pacientih z ze
napredujoco HIV infekcijo. Molekula sakvinavirja je peptidomimetik (slika 1) (5).
Ucinkovina je zelo specifitna, saj ima 50.000-krat vejo afiniteto do HIV proteaze v
primerjavi z nekaterimi ¢loveskimi proteazami (metaloproteaze) (16).

Saq se je sprva uporabljal v obliki monoterapije, vendar je bilo kmalu jasno, da kombinacija z
drugimi ucinkovinami moc¢no izboljsa zdravljenje. Ucinkovitost monoterapije Saq je bila
preverjena v dveh naklju¢nih, dvojno slepih Studijah 1. in 2. faze klini¢nih testiranj, kjer so
uporabili 25 mg do 600 mg odmerke Saq. Za najbolj u¢inkovito se je izkazala najvi§ja doza,
tj. 600 mg, kjer je bil opazen najvecji padec koli¢ine HIV mRNA molekul, t.i. virusna
obremenitev. Ker monoterapija s Saq nezadovoljivo zniza virusno breme ter izzove hiter
nastop rezistence, moramo zdravljenje s Saq nujno dopolnjevati z drugimi antiretrovirusnimi
ucinkovinami. Najveckrat poleg sakvinavirja v terapijo uvedemo zidovudin, zalcitabin ali
ritonavir (4).

Dodatna tezava pri zdravljenju s Saq je njegova nizka bioloska uporabnost po peroralni
aplikaciji in visoka interindividualna variabilnost, ki je posledica slabe absorpcije in
obseznega metabolizma prvega prehoda, kar je rezultat usklajenega delovanja sekretornih
transporterjev Pgp in MRP-2 ter encimov CYP3A4. Metabolizem in sekrecija potekata tako v
jetrih kot tudi v tankem ¢revesu (17). Bioloska uporabnost enkratnega odmerka Saq (600 mg),

apliciranega s hrano, znasa le 4 -16 % (18).
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2.2.1.1 Znane interakcije z rastlinskimi ekstrakti

Saq je znan substrat za Pgp in MRP-2 sekretorne prenasalce ter encim CYP3A4, od koder
izhaja poglavitni razlog za interakcije s prehranskimi dopolnili 0z. zdravili, ki so so¢asno
bodisi substrati/inhibitorji teh encimov in/ali transporterjev bodisi vplivajo na izrazanje
omenjenih proteinov (19).

Cesnovi_pripravki: izsledki 3-tedenske $tudije na zdravih prostovoljcih, ki so socasno

prejemali Saq (600 mg 3-krat dnevno) in ¢esnov ekstrakt (3,6 mg), so pokazali, da sta najvisja
plazemska koncentracija (Cmax) Saq in povrsina pod krivuljo (AUC) v primerjavi z meritvami
istih parametrov pri pacientih, ki so prejemali le Saq v enakem odmerku, znacilno znizani.
Oba farmakokineticna parametra sta se ob socCasni administraciji Cesnovega ekstrakta
zmanj$ala za priblizno 50 %. Tako signifikantno znizani farmakokineti¢ni parametri so bili
najverjetneje posledica indukcije Pgp in MRP-2 sekretornih transporterjev v enterocitih, kar je
vodilo v znac¢ilno zniZano koli¢ino absorbiranega Saq po peroralni aplikaciji (19, 20).

Ginkovi_pripravki: sestavine ginkovih pripravkov (terpenoidi) so znani zaviralci CYP
encimov (CYP2C9, CYP1A2, CYP3A4), kar so pokazale in vitro Studije s standardiziranim

ekstraktom ginka. Po drugi strani pa so v in vivo Studijah ugotovili, da po nekaj dnevni
administraciji ekstrakta, ginkove sestavine inducirajo encime CYP. Kljub temu pa do
signifikantnih sprememb c, (digoksina, nifedipina itn.) ni prislo (21).

Pripravki Sentjanzevke: sestavine pripravkov Sentjanzevke (hiperforin) inducirajo CYP3A4

encim, kar lahko privede do 60 % zmanjSanja cmax Saq ze po dveh tednih socasne
administracije Saq in Sentjanzevke (19). Konstantno znizane plazemske koncentracije HIV-PI
lahko hitro vodijo v razvoj rezistence in v kon¢ni fazi do neuspesnega zdravljenja.

Pripravki ginsenga: in vitro Studije so pokazale velik in raznolik vpliv komponent ginsenga na
CYP izoencime. Ginsenozid Rd tako sibko inhibira CYP3A4 in nekatere druge CYP

izoencime, medtem ko ginsenozida Re in Rf inducirata CYP3A4. Ob so¢asni administraciji s

Saq bi se plazemska koncentracija slednjega zmanjsala, saj prevlada induktivni efekt ginsenga

na CYP3A4 pred inhibitornim u¢inkom (19).
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2.2.2 DARUNAVIR

Slika 2: Strukturna formula darunavirja

Darunavir (Dar) je predstavnik druge generacije HIV-Pl z visjo ucinkovitostjo proti
nemutirani obliki virusa in tudi proti nekaterim rezistentnim - mutiranim oblikam. U¢inkovina
zmanj$a virusno obremenitev vsaj 2-krat uéinkoviteje kot ostali znani HIV-PI, poleg tega pa
izrazito poveca tudi Stevilo limfocitov T (22). Dar se dobro absorbira z biolosko uprabnostjo
priblizno 37 %, Ki pa se poveca na priblizno 48 % pri zauzitju s hrano. U¢inkovina je substrat
in hkrati tudi inhibitor CYP3A4 encima, zato so z drugimi soasno zauzitimi substrati ali
inhibitorji istega encima mozne S$tevilne in nepredvidljive farmakokineti¢ne interakcije.
Dejstvo, da je Dar substrat CYP3A4, se s pridom izkori§¢a v terapiji pri s HIV okuzenimi
pacienti. Najpogosteje se Dar namre¢ aplicira v kombinaciji z nizkimi odmerki ritonavirja, Ki
je tudi inhibitor CYP3A4, to pa vodi v optimizacijo terapije. Ritonavir z inhibicijo CYP3A4
namre¢ povzro¢i pove€anje plazemske koncentracije Dar, kar posledi¢no vodi k zmanjSanju
potrebnega odmerka Dar v kombinaciji z ritonavirjem (23).

Dar je znan substrat in inhibitor tudi sekretornega transporterja Pgp, vendar pa klini¢no
pomembne interakcije z drugimi Pgp inhibitorji ali induktorji v literaturi niso opisane (24,
25).

Znanih je ve¢ interakcij Dar z drugimi ucinkovinami, med katerimi je za HIV paciente
najpomembnejsa in najbolje opisana farmakokineti¢na interakcija med Dar in Saq. Ob socasni
administraciji obeh HIV-PI pride do signifikantnega zmanj$anja plazemske koncentracije Dar,

zaradi Cesar se omenjena kombinacija u¢inkovin Vv terapiji ne uporablja (26).
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2.2.2.1 Znane interakcije z rastlinskimi ekstrakti

Darunavir je substrat za CYP3A4 encim ter za sekretorni transporter Pgp, zaradi Cesar je
poleg interakcij z drugimi u¢inkovinami podvrZen tudi nekaterim interakcijam z rastlinskimi
ekstrakti.

Cesnovi_pripravki: ker nekatere &esnove sestavine inducirajo Pgp in CYP encime, se s

soCasno administracijo ¢esnovih proizvodov ter Dar Cmax Dar lahko znacilno zniza. Cesnove
sestavine vplivajo tudi na farmakokinetiko ritonavirja, ki se obicajno aplicira skupaj z Dar pri
veéini terapij. Literatura poroc¢a 0 hudih gastrointestinalnih motnjah, ki so se pri pacientu, ki
je soCasno uzival ritonavir in Cesnove pripravke, najverjetneje izrazile kot posledica
inhibitornega ali induktivnega vpliva ritonavirja na metabolizem cesnovih sestavin. Ker je
ritonavir z indukcijo CYP3A4 encimov pospesil metabolizem ¢esnovih spojin, so novonastali
metaboliti ¢esnovih sestavin z dolgim razpolovnim ¢asom sami naprej inducirali svoj
metabolizem, preprecili metabolizem ritonavirja in povecali sekrecijo ritonavirja s Pgp nazaj
v lumen crevesja. Lokalne koncentracije ritonavirja v prebavilih so se zato znacilno povisale,
to pa je vodilo v hudo krvavitev iz prebavil (20).

Pripravki ginka: sestavine pripravkov ginka lahko inhibirajo razli¢ne izooblike CYP druzine

encimov, med njimi tudi CYP3A4. Plazemska koncentracija Dar lahko zato zmerno poraste.

Pripravki $entjanzevke: klini¢ne $tudije so pokazale, da dolgoro¢na terapija (ve¢ kot 12 dni) s

Sentjanzevkinimi pripravki lahko vodi do indukcije jetrnega in intestinalnega CYP3A4
encima ter Pgp sekretornega prenasalca. Delovanje Sentjanzevke lahko tako privede do
zmanjs$anih plazemskih koncentracij Dar (19).

Pripravki ginsenga: mnoge in vitro in in vivo S$tudije so pokazale induktiven ucinek

ginsengovih sestavin (ginsenozida Re in Rf) na CYP3A4 encim in Pgp transporter. Rastlinski
ekstrakt ima zatorej potencial, da zmanjSa plazemsko koncentracijo Dar, vendar je potrebnih

Se veliko $tudij za ovrednotenje kliniéne pomembnosti tega vpliva in vivo (27).
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2.3 1ZBRANE ZDRAVILNE RASTLINE

Zdravilne rastline oz. zdravila rastlinskega izvora so namenjena lajsanju blagih do zmernih
tezav. Na voljo so v razli¢nih farmacevtskih oblikah od c¢ajev, kapljic, sirupov, tablet ali
kapsul.

V naslednjih poglavjih so predstavljene zdravilne rastline, ki jih HIV pacienti najpogosteje
uporabljajo. Najveckrat pacienti poleg predpisane uradne terapije posegajo po prehranskih
dopolnilih in zdravilih rastlinskega izvora, s ciljem izboljsati kvaliteto zivljenja. Vecina
pacientov ni poucena in se ne zaveda moznih interakcij med sestavinimai zdravilnih rastlin in
ucinkovinami redne terapije. Posledica je nepredvidljiv izzid terapije, moZen razvoj rezistence
na dolo¢eno ucinkovino in v kon¢ni fazi tudi slabse pocutje pacienta v primeru, ko terapija
zaradi interakcij ne dosega predvidenih ciljev zdravljenja. Na podrocju interakcij zdravilnih
rastlin z uveljavljenimi uéinkovinami za zdravljenje pacientov, okuzenih z virusom HIV pa je

Se veliko potencialno pomembnih interakcij nejasnih oz. nepotrjenih.

2.3.1 CESEN (ALLIUM SATIVUM)

Cesen izhaja iz druzine Alliaceae, njemu bliZnji sorodniki pa so ¢ebula, drobnjak, zimski luk
ter por. Tekom zgodovine je bil ¢esen uporabljen v kulinari¢ne in medicinske namene.
Najpogosteje uporabljeni del rastline je ¢ebulica, ki vsebuje 84,1 % vode, 13,4 % organskih in
1,5 % anorganskih spojin (28).

Cesnove sestavine ter nekateri metaboliti njegovih fitokemikalij, ki nastanejo v telesu po
zauzitju, inducirajo CYP encime, predvsem CYP3A4, medtem ko do indukcije sekretornih
prenasalcev (Pgp, MRP-2) ne pride vedno. Ta je namre¢ odvisen od vrste zauzitega Cesnovega
pipravka (npr. oljni ali vodni ekstrakt). Sekretorni prenasalci imajo ve¢ vezavnih mest (Pgp —
4 vezavna mesta, MRP-2 — 2 vezavni mesti), zaradi Cesar je vpliv ¢esnovih sestavin odvisen
od njihove vezave na dolo¢eno mesto ob prisotnosti drugih substratov/ucinkovin za taisti

prenasalec (29).
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2.3.1.1 Sestava ¢esna

Cesnovo &ebulico gradijo tiosulfati in y-glutaminski prekurzorji okusa, ki predstavljajo zalogo
dusika in Zvepla. Zveplo vsebujoée spojine (S-alil-cistein SAC, S-alil merkaptocistein
SAMC, alicin, aliin, dialil polisulfidi) veljajo za glavne aktivne sestavine ¢esna (30).
Sestavine Cesna lahko razdelimo tudi na naslednji nacin:

- encimi: alinaza (razgradi aliin do alkilsulfenske kisline in ketamina, ki so odgovorne
za okus in vonj), peroksidaza, mirozinaza,

- zveplo-vsebujoce snovi: nehlapne substance (S-alil-cistein, y-glutamil peptidi, S-
substituirani cisteini, cikloaliin), hlapne substance (sekundarni produkti aliina, nastali
po encimski in neencimski poti: alil metil sulfid);

- druge snovi: voda, proteini, glutation, minerali, vitamini, lipidi, glikolipidi, mas¢obne

kisline, prostaglandini, flavonoidi, polisaharidi, saponini itd.

2.3.1.2 Cesnovi pripravki

Cesnovi pripravki se med seboj razlikujejo po metodi pridobivanja in po uporabi razliénih
delov ¢esnove droge oz. droge iz razli¢nih virov. Ker se ¢esnovi pripravki zaradi tega med
seboj razlikujejo po kemijski sestavi in kon¢ni koncentraciji posameznih sestavin v pripravku,
je zelo pomembno natanéno poznavanje sestave pripravka. Na trzis¢u lahko tako poleg
svezega Cesna zasledimo cesnove pripravke v obliki uprasenega ali tekoCega Cesnovega
ekstrakta, cesnov prasek in ¢esnovo olje (31).

Svez &esen je Siroko trzno dostopen in se lahko uziva surov ali kuhan. Ce ga uporabljamo za
kuhanje, ga je najbolje narezati in kratek Cas pustiti stati pred kuhanjem. S tem dopustimo
encimu alinazi, da iz aliina omogo¢i nastanek alicina, saj se sicer encim na vroc€ini denaturira.

Uprasen Cesnov_ekstrakt (v obliki zelatinastih kapsul) ima podobne ucinke kot svez Cesen.

Cesnov prasek je mozno dobiti v trgovinah z zdravo prehrano in drogerijah. Pripravek vsebuje
encim alinazo, ki ob sprostitvi vsebine kapsul v ¢revesju tvori alicin, zaradi Cesar je
pomembno, da so kapsule gastrorezistentne, da se encim alinaza v kislem Zelodénem pH ne
denaturira in s tem deaktivira. Kapsule pa Se dodatno preprecijo neprijeten draze¢ obcutek, ki
bi ga lahko povzrocile ¢esnove sestavine v zelodcu. UpraSen ekstrakt dobre kvalitete naj bi
vseboval vsaj 10 mg alicina.

Staran cesnov_ekstrakt (AGE) ima najdaljsi rok uporabe med vsemi Cesnovimi pripravki.

Pridobljen je s pomo¢jo namakanja celih ali narezanih ¢esnovih strokov v mesanici vode in

etanola. Ekstrakt vsebuje predvsem hidrofilne snovi (S-alil-cistein, S-alilmerkapto-cistein,

11
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saponine) in veliko manj lipofilnih, ki vecCinoma razpadejo med postopkom staranja.
Pripravek je standardiziran na vsebnost S-alil-cisteina (SAC). SAC se absorbira iz
gastrointestinalnega trakta v plazmo in je zato primeren marker pri standardizaciji ¢esnovih
pripravkov (32).

Cesnovo olje je pridobljeno z maceracijo in kot edino vsebuje veliko ajoena, ki je eden izmed
razpadnih produktov aliina (aliin z encimom alinaza razpade do nestabilnega alicina, ta pa
naprej spontano do razlicnih zveplovih spojin, med katere sodi tudi ajoen). Ostali oljni
Cesnovi pripravki (pridobljeni z druga¢nim postopkom) imajo zelo majhen medicinski pomen.
Cesnovo olje je dosegljivo v mehkih Zelatinastih kapsulah, ki morajo biti zaradi oksidacije

sestavin zrakotesne (31).

2.3.1.3 Farmakolo$ki uéinki ¢esna

1. Protiinfekcijsko delovanje: skozi zgodovino lahko opazimo Siroko uporabo ¢esna na

podro¢ju infekcij z bakterijami, virusi in paraziti. Poleg uporabe za zdravljenje milih infekcij
se uporablja tudi pri resnejsih okuzbah skupaj z antibiotiki. Predvsem je uporaben svez ¢esen
v kombinaciji z amfotericinom B. Uporabljajo ga tudi mnogi z virusom HIV okuzeni pacienti
zaradi antivirusnega delovanja. Laboratorijske raziskave so pokazale, da ajoen, sestavina
Cesnovega olja, preprecuje replikacijo virusa HIV.

2. Znizanje C, holesterola in trigliceridov: poviSane plazemske koncentracije lipidov in

holesterola vodijo v aterosklerozo in bolezni, povezane z njo. Stevilne $tudije so pokazale, da
¢esnovo olje, surov Cesen in staran Cesnov ekstrakt, signifikantno znizajo nivo celokupnega
holesterola, LDL, VLDL in zviSajo vrednosti HDL (33). Zaradi navedenega so ¢esnovi
pripravki pogosto uporabljeni med ljudmi s povisanim nivojem holesterola in trigliceridov ter
pri HIV okuzenih pacientih, pri katerih so ateroskleroti¢ni zapleti posledica HAART terapije.

3. Antitromboti¢no in fibrinoliti¢no: iz ¢esna in ¢esnovega olja so bili izolirani Stevilni

inhibitorji agregacije trombocitov (alicin, ajoen), ki so se izkazali za u¢inkovite v in vitro ter v
in vivo studijah (33).

4. Imunomodulatorno: ¢esnove sestavine (ni Se znano katere) stimulatorno vplivajo na

delovanje celic imunskega sistema. Poveca se aktivnost celic ubijalk, ki unicujejo tumorske
celice in celice, okuZene z virusi. Ker ¢esen poveca delovanje imunskega sistema, bi lahko
zmanjSal moznost nastanka raka in preprecil poslabsanje imunskega odgovora, ki se pojavi pri

z virusom HIV okuzenimi pacienti.
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2.3.2 SENTJANZEVKA (HYPERICUM PERFORATUM)

Sentjanzevka izhaja iz druzine Hypericaceae (krénikovke). Za zdravljenje uporabljamo
posuseno drogo, in sicer njeno zel. Zdravilna rastlina se ze leta uporablja kot pomirjevalo ob
depresiji, napadih anksioznosti, menopavzalnih nevrozah itd. Poleg tega pa se je v
tradicionalni medicini uporabljala topikalno za celjenje ran v obliki tinkture ali Sentjanzevega
olja. Danes se vse ve¢ uporablja v homeopatiji (34).

Sentjanzevka poveda aktivnost sistema citokromov P-450 v jetrih ter inducira Pgp. Posledice
so lahko resne interakcije z uéinkovinami, ki se metabolizirajo predvsem s CYP3A4,
CYP1A2 in CYP2C9 ter ucinkovinami, ki so substrati za Pgp prenasalec. Rezultat tak$nih
interakcij je zmanjSana plazemska koncentracija uc¢inkovine zaradi zmanjSane absorpcije ali

povecanega obsega metabolizma (35).

2.3.2.1 Sestava SentjanZevke

Glavne sestavine Sentjanzevke, ki so odgovorne za znacilni sedativni ucinek droge, SO
hipericin, hiperforin in flavonoidi. Hiperforinu literatura trenutno pripisuje najmocnejsi
antidepresivni ucinek, ostale sestavine pa delujejo sinergisti¢no (hipericin, flavonoidi).
Mehanizem delovanja glavnih sestavin je zapleten in $e vedno ne povsem pojasnjen (36). Po
sestavi lahko v pripravkih Sentjanzevke zasledimo:
- antrakinonske derivate: hipericin (inhibira MAO in s tem prepreci razgradnjo
monoaminov, tudi serotonina), psevdohipericin in izohipericin;
- flavonoide: kuercetin, luteolin, rutin, katehini;
- prenilirane floroglucinole: hiperforin (zavira ponovni privzem zivénih prenasalcev:
serotonin, NA, A, glutamat in GABA), adhiperforin;
- tanine: vrsta ni dolocena;
- ostale fenole: p-kumarinska kislina, kavna kislina, vanilna kislina;

- ostale sestavine: olja, kisline, karotenoidi, nikotinamid, alkoholi (36, 37).

2.3.2.2 Pripravki SentjanZevke

Najve¢ se uporabljajo etanolni in metanolni ekstrakti Sentjanzevke, ki vsebujejo 0,1-0,3 %
hipericina in do 6 % hiperforina. Ti ekstrakti so najpogosteje standardizirani na 0,3 %
hipericina. Odmerek takega ekstrakta (v obliki kapsul ali tablet) je 300 mg trikrat dnevno.

Posu8ena droga: priporo¢eni odmerek je 2-4 g droge v obliki infuza trikrat dnevno.

Tekoci ekstrakt: razmerje droge proti 25 % alkoholu (metanol ali etanol) je 1:1.
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Tinktura: razmerje droge proti 45 % alkoholu (etanol ali metanol) je 1:10 (36).

2.3.2.3 Farmakolos$ki u¢inki SentjanZevke

Ekstraktu Sentjanzevke je bilo pripisanih mnogo farmakoloskih aktivnosti kot so:
antidepresivni, protitumorni, antivirusni in antibakterijki ucinki, potrjeni s predklini¢nimi
Studijami. Klini¢ne $tudije pa so potrdile le mocan antidepresiven ucinek Sentjanzevkinih
pripravkov.

1. Antidepresivni udinek: uc¢inkovitost Sentjanzevke v terapiji blage ali zmerno hude depresije

je bila dokazana s Stevilnimi klini¢nimi Studijami. Izkazalo se je, da so uporabljeni pripravki
mnogo boljsi kot placebo ali celo tako u¢inkoviti kot sintezni antidepresivi. Kot pri sinteznih
antidepresivih se tudi pri Sentjanzevki uéinek pojavi Sele po 10 do 14 dneh neprestanega
jemanja. ToCen mehanizem delovanja Se ni povsem pojasnjen. Najverjetneje gre za
sinergisti¢ni u¢inek predvsem hipericina in hiperforina. Hipericin naj bi inhibiral encim
monoamino oksidazo A in B (MAO A in B), s ¢imer se poveca koncentracija monoaminov,
kot so serotonin, dopamin, adrenalin, noradrenalin v mozganih. Socasno k viSanju
koncentracij sproscenih monoaminov v centralnem Zzivénem sistemu pripomore tudi
sinergisti¢no delovanje hiperforina, Ki zavira ponovni privzem teh monoaminov -
nevrotransmiterjev nazaj v nevrone. Povecana koli¢ina monoaminov v sinapti¢nih $pranjah po
daljsem casu vpliva na ekspresijo receptorjev, kar naj bi bil glavni razlog za antidepresivno
delovanje Sentjanzevke (38).

2. Protitumorni ucinek: s §tudijo na misih so ugotovili signifikantno zmanjSanje Stevila

¢loveskih tumorskih celic, ki so bile aplicirane misim deset dni po zadetku aplikacije ekstrakta
Sentjanzevke. Po istem postopku je bila dokazana tudi zmanjsana sposobnost proliferacije
rakastih celic, zmanjsanje metastaznih sevov ter indukcija apoptoze tumorskih celic dolo¢enih
vrst raka (39).

3. Antibakterijski ucinek: glede na odkritja in vitro studij ima ekstrakt Sentjanzevke

antibakterijski uc¢inek na grampozitivnih bakterijah, predvsem na Bacillus subtilius in Bacillus
cereus (40).

4. Antivirusni u€inek: ve¢ posameznih sestavin ekstrakta Sentjanzevke izkazuje protivirusni

ucinek. Flavonoidi inhibirajo virus influence v 83-100 % primerih. Hipericin in

psevdohipericin pa sta in vitro inhibirala herpes simpleks virus tipa 1 in 2 ter virus HIV (35).
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2.3.3 GINKO (GINKGO BILOBA)

Ginko izhaja iz druzine Ginkgoaceae (ginkovke). Del rastline, ki se uporablja v zdravstvene
namene, je list dvokrpega ginka. List ginka se uporablja pri psihi¢nih motnjah ali za
izboljsanje funkcij centralnega Zivénega sistema. Poleg tega pa se na Kitajskem ze vrsto let
uporablja tudi seme ginka, kot antitusik, antiastmatik ter za ublazitev vnetij mehurja (41).
Ginko je znan inhibitor encima CYP3 A4, $e¢ mo¢neje pa inhibira sekretorni prenasalec Pgp
(42).

2.3.3.1 Sestava ginka

Farmakoloski ucinki ginkovih pripravkov so posledica sinergisti¢nega delovanje ve¢ njegovih
fitokemikalij, in sicer zlasti flavonoidov, ginkolidov in bilobalidov. Ostale pomembne

sestavine ginkovih pripravkov pa predstavljajo tudi:

aminokisline: metaboliti triptofana;

- flavonoidi: dimerni flavoni (npr. bilobetin), flavonoli (npr. kvercetin) in njihovi
glikozidi;

- terpenoidi: seskviterpeni (bilobalid), diterpeni (ginkolidi A, B, C, J, M) in triterpeni

(steroli);

- ostale sestavine: benzojska kislina, sladkorji, voski, peptid (35).

2.3.3.2 Pripravki ginka

Najpogosteje uporabljeni ginkov ekstrakt je standardiziran na vsebnost 24-26 % flavonoidov,
3 % ginkolidov in 3 % bilobalida. S tem ekstraktom je bilo izvedenih tudi najve¢ Studij. Na
trziS¢u obstajajo razlicna zdravila z ginkom, ki vsebujejo obogaten suhi ekstrakt s 24 %
flavonoidov in 6 % terpenoidov. Ekstrakt je lahko vgrajen v razli¢ne farmacevtske oblike, kot
so kapsule, tablete, peroralne raztopine. Priporoceni dnevni odmerek je od 40 do 80 mg

ekstrakta, 3- do 4-krat dnevno.

2.3.3.3 Farmakoloski uc¢inki ginka

Ginkovi pripravki blagodejno vplivajo na povecanje tolerance oseb za hipoksijo, zmanjSujejo
edeme, izboljsujejo sposobnosti pomnjenja in ucenja, izkazujejo antioksidativne in Se mnoge

druge ugodne ucinke.
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1. Vpliv_na kardiovaskularni sistem: kardioprotektivne ucinke ginka so potrdile mnoge in

vitro ter ex vivo Studije. Pretok skozi koronarke se poveca v primeru uporabe prasi¢jega srca
in standardiziranega ekstrakta ginka. Ginkovi pripravki zas¢itno delujejo tudi proti ishemi¢ni
miokardni poSkodbi. MoZen razlog za tovrstni ucinek je protektivno delovanje bilobalidov na
mitohondrijsko aktivnost. Nedvomno pa k ugodnemu ucinku na o0zilje prispeva tudi
antioksidativen u¢inek droge (43).

2. Zaviranje strjevanja krvi: po rezultatih zadnjih $tudij naj bi bili ginkolidi odgovorni za

omenjeni ucinek ekstrakta ginka. Ginkolidi namre¢ kompetitivno inhibirajo vezavo
aktivirajocega faktorja trombocitov (PAF) na pripadajo¢ membranski receptor in s tem
zavirajo agregacijo trombocitov (44).

3. Izboljsanje sposobnosti pomnjenja in zmanjSanje demence: prve S$tudije so pokazale

izboljSanje simptomov, ki so povezani s cerebralno insuficienco ob uporabi ekstrakta ginka.
Pokazalo se je vidno izboljsanje pri tezavah s spominom in koncentracijo, zmedenostjo,
vrtoglavico, prisluhi itd. Potrebno je poudariti, da rastlinski ekstrakt nima vidnega uc¢inka pri
zdravih ljudeh, temvec le pri tistih z blago ali srednje blago obliko cerebralne insuficience.
Zaradi tovrstnega ucinka po ekstraktu ginka posegajo tudi z virusom HIV okuzeni pacienti.
Ceprav je HAART zmanjSala pojavnost motenj pomnenja in koncentracije pri tej skupini

pacientov, pa se blage oblike teh motenj $e vedno pojavljajo v 30 % do 60 % vseh pacientov

(1).

2.3.4 GINSENG (PANAX GINSENG)

Sinonim za ginseng je Se pravi ginseng ali azijski ginseng. Spada v druzino brsljanovk
(Araliaceae). Rastlina raste v vzhodnem delu Azije, predvsem v Koreji, na Japonskem,
Kitajskem in tudi v Severni Ameriki. Kot drogo uporabljamo ocis¢eno in posuseno korenino
(Ginseng radix). Ginseng ima induktiven vpliv na CYP3A4 in Pgp, kar lahko vodi v $tevilne

interakcije z zdravilnimi u¢inkovinami.

2.3.4.1 Sestava ginsenga

Glavne sestavine, ki prispevajo k ucinku rastline so ginsenozidi. Preostale fitokemikalije, ki
lahko prav tako ugodno vplivajo ob njihovi stalni uporabi, pa so Se:

- terpenoidi: gre za kompleksno mesSanico ginsenozidov, ki so strukturno triterpenski

glikozidi (terpen + sladkor). Obstaja ve¢ nac¢inov poimenovanja ginsenozidov, med

katerimi je najbolj pogost: Ra, Ry, Re, Ry itd.;
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- ostale sestavine: hlapna olja (predvsem seskviterpeni), S$krob, B-amilaza, prosti

sladkorji, masc¢obe, minerali (35).

2.3.4.2 Pripravki ginsenga

Ekstrakti ginsenga naj bi vsebovali med 20-80 % ginsenozidov. V raziskovalne namene se
uporablja standardizirani ekstrakt korenine ginsenga, ki se oznacuje z G115. Dnevna doza
znasa med 100 do 400 mg ekstrakta dnevno. Priporoceno jemanje ekstrakta ginsenga je do 2
meseca, saj se lahko po dolgotrajni uporabi, kot posledica jemanja pojavijo hipertenzija,

diareja, vaginalne krvavitve in vnetje koze (35).

2.3.4.3 FarmakoloS$ki u¢inki ginsenga

Ekstrakt ginsenga deluje predvsem adaptogeno, kar pomeni, da zvecuje odpornost organizma
na stres. Sestavine ginsenga vodijo v adaptacijo oz. zaS€ito organizma pred Skodljivimi
ucinki, ki so posledica odziva na stres. Poleg tega je znano, da izboljSa fizi€ne in psihi¢ne
sposobnosti pri ¢loveku.

1. Adaptogeno delovanje: pomeni, da je delovanje droge usmerjeno k normalizaciji funkcij

organizma ne glede na to, v kaksnem stanju je. Slednje pomeni, da adaptogen pribliza dolo¢en
telesni parameter normalni vrednosti, ¢e je le-ta visok ali nizek. Ginseng deluje adaptogeno
preko dveh mehanizmov. Prvi poteka preko aktivacije hipotalamo-hipofizo suprarenalne osi,
ki vodi do povecane c, kortizola, s ¢imer se sprozi nespecifi¢ni obrambni mehanizem za stres.
Drugi mehanizem pa je imunostimulativni ucinek. Ginseng namre¢ vsebuje snovi, ki
inducirajo celi¢ni imunski sistem (povecana produkcija citokinov, povecana funkcija
makrofagov in celic ubijalk) (45).

2. Vpliv na fizi€ne sposobnosti: klini¢ne Studije so pokazale, da se pri obremenitvi na kolesu

in hkratnem jemanju ginsenga (Studija izvedena s produktom G115) zvisa maksimalni
privzem kisika, zniza nivo laktata v krvi ter zniza sréna frekvenca. Poleg tega so
dokumentirali signifikantno izboljSanje forsiranega ekspiratornega volumna, forsirane vitalne
kapacitete in srénega utripa pri maksimalni obremenitvi (45).

3. Hipoglikemicni ucinek: ekstrakt ginsenga zmanjsa nivo sladkorja v krvi tako pri diabetikih

kot pri nediabetikih. Ginsenozidi povzrocijo povecano sproscanje inzulina po mehanizmu, ki
je neodvisen od ekstracelularnega Ca* in glukoze (46).

4. Antivirusno delovanie: je bilo dokumentirano v poskusih na podganah (prav tako z G115

Pharmaton pripravkom). Sestavine ginsenga inducirajo sintezo interferonov in povecajo

17



Janja Klemencic¢ Diplomska naloga: junij, 2011

delovanje celic ubijalk. Antivirusno delovanje je najverjetneje posledica imunomodulatornega
delovanje ginsenga. Zaradi slednjega po njegovih pripravkih pogosto posegajo pacienti

okuzeni z virusom HIV (47).

2.4 SEKRETORNI PRENASALCI

Glavno mesto absorpcije peroralno apliciranih uéinkovin, sestavin zdravilnih rastlin in
sestavin hrane predstavlja tanko ¢revo, kjer enterociti oblikujejo selektivno absorpcijsko
bariero (48). Ze na tem mestu prihaja do prvih interakcij z uéinkovinami, ki lahko privedejo
do spremembe v absorpciji. Drugo mesto pojava vecjih interakcij pa so jetra, kjer so
skoncentrirani tako vsi metabolni encimi (zlasti encimi iz druzine citokromov) kot tudi
transmembranski prenasalci, ki skupaj dolocajo konc¢no bioloSko uporabnost posamezne
ucinkovine. Med transportne sisteme spadajo sekretorni prenasalci, kot sta Pgp in MRP-2.
Oba sodita v druzino ABC (ATP-binding cassette proteins) prenaSalcev. TO SO
transmembranski proteini, ki s pomocjo hidrolize ATP (uporaba energije) omogocajo
sekrecijo ksenobiotikov in endogenih spojin iz celic v zunanje okolje. Le-ti so udeleZeni v
transport razliénih endo- in eksogenih substratov (lipidi, proteini, steroli, zdravila) skozi
membrano in uravnavajo druge procese, Ki niso povezani s transportom; npr. s translacijo
RNA (12, 48).

- Struktura: ABC proteini so sestavljeni iz dveh razliénih domen; dveh
transmembranskih domen (TMD) in dveh domen za vezavo nukleotida (NBD). TMD
sestavlja a-heliks, ki 6-krat prehaja lipidni dvosloj. V tem delu se nahajajo tudi
vezavna mesta za substrate. Vezava substrata na vezavno mesto v TMD povzroci
konformacijske spremembe, ki po hidrolizi ATP omogoc¢ijo transport substratov v
zunanje okolje. Zaporedje aminokislin in 3D struktura TMD je mo¢no variabilna, kar
kaze na relativno visoko Stevilo substratov, ki jih lahko ABC proteini translocirajo.
NBD sta locirani v citoplazmi, kjer vezeta in hidrolizirata ATP. Slednje ABC
prenasalcu zagotavlja energijo, potrebno za transport substratov v nasprotni smeri
elektrokemi¢nega gradienta. Zaporedje aminokislin in struktura te domene nista
variabilni.

- Mehanizem: vsi ABC proteini delujejo enako. Sprva se na prosto vezavno mesto na
TMD domeni veze substrat prenasalca, cemur sledi vezava dveh molekul ATP na obe

NBD domeni. Po vezavi ATP molekule na NBD domeni, le-ti dimerizirata, kar
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omogoci spremembo konformacije TMD domene. V primeru sekretornega proteina je
TMD domena sprva obrnjena v notranjost celice, kjer veze substrat. Po vezavi ATP na

NBD pa se njena konformacija spremeni tako, da se obrne proti zunanjosti celice

(slika 3) in sprosti substrat (49).
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Slika 3: Mehanizem sekretornega ABC proteina (povzeto po literaturi $t. 68)

2.4.1 PGP PRENASALEC

P-glikoprotein (permeabilnostni glikoprotein) je ABC transporter iz MDR poddruzine, ki ga
kodira MDR1 gen. Predstavniki te poddruzine so odgovorni za zmanjSano akumulacijo
ucinkovin v celicah in za razvoj rezistence na zdravila, zlasti citostatike. P-glikoprotein (Pgp)
so prvi¢ odkrili v tumorskih celicah, izraza pa se tudi v jetrih, pankreasu, ledvicah, kolonu,
jejunumu ter hematoencefalni barieri.
pomembnih za absorpcijo, metabolizem in distribucijo ucinkovin,

zaznamuje predsistemski metabolizem ucinkovin in posledi¢no tudi njihovo biolosko

uporabnost ter terapevtsko ucinkovitost.

Struktura: Pgp je transmembranski glikoprotein z molsko maso 170 kDa, katerega
struktura ustreza zgornjemu opisu za ABC proteine. Sestavljajo ga torej 2 TMD, ena
dolga citoplazemska domena z dvema NBD, ki sta povezani s fleksibilno polipeptidno

verigo. Na N-terminalnem koncu je protein glikoziliran. Transmembranske domene

imajo na zunajceli¢ni strani Stiri vezavna mesta za substrate (slika 4) (50).
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Slika 4: Struktura P-glikoproteina (povzeto po literaturi §t. 68)

Funkcija: Pgp vpliva na metabolizem in distribucijo ucinkovin ter posledi¢no na
njihovo ucinkovitost in biolosko uporabnost. Iz celic omogoca odstranjevanje
toksi¢nih metabolitov in ksenobiotikov v urin, zol¢, gastrointestinalni lumen ali
plazmo. Glavni Pgp substrati so kemoterapevtiki, steroidi, lipidi, peptidi, bilirubin,
sréni glikozidi, imunosupresivi, glukokortikoidi in HIV proteazni inhibitorji (51).
Mehanizem: Pgp transport poteka v nasprotni smeri elektrokemic¢nega potenciala Pgp
substratov, je nasitljiv, odvisen od ATP in osmotsko obcutljiv. Prvi korak predstavlja
prepoznavanje substrata, njegova vezava na prenasalec ter vezava in hidroliza ATP.
Transporter ima 4 vezavna mesta, zaradi ¢esar se nanj lahko hkrati vezeta tudi dva
substrata. Tako pride do alosteri¢nih sprememb enega vezavnega mesta ter posledi¢no
do spremembe afinitete drugega vezavnega mesta do njegovega substrata. Pojav
imenujemo pozitivna kooperacija vezavnih mest.

Za transport vsake molekule se porabita 2 molekuli ATP; ena za transport substrata in
druga za konformacijske spremembe, ki pripravijo Pgp ¢rpalko za naslednji cikel (52).
Lokacija Pgp: nahaja se v apikalni membrani enterocitov (meji na lumen
gastrointestinalnega trakta), kanalikularni membrani hepatocitov (t.J. apikalna
membrana, ki meji na lumen zol¢nih kanalikulov), v apikalni membrani proksimalnih
tubulnih celic ledvic (meji na lumen nefrona), apikalni membrani endotelijskih celic
hematoencefalne bariere itd. (12, 48, 53).
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2.4.2 MRP-2 PRENASALEC

MRP-2 spada med ABC proteine in prenasa Sirok spekter organskih anionov kot so konjugati
ucinkovin z glutationom, glukuronidom in sulfatom, poleg tega pa je udelezen tudi v prenos
nekonjugiranih spojin (npr. vinkristin, doksorubicin, inhibitorji HIV proteaz, nukleozidni
fosfati, p-aminohipurna kislina in flourokinolonski antibiotiki). MRP-2 je znan tudi pod
imenom cMOAT (Kanalikularni Multispecifi¢ni Organski Anionski Transporter), z dvema
vezavnima mestoma v svoji strukturi (54).

- Funkcija: MRP-2 nasprotuje absorpciji spojin iz lumna gastrointestinalnega trakta ter
sodeluje pri njihovi distribuciji v jetrih, ledvicah in mozganski barieri (55). Odsotnost
funkcionalnega MRP-2 je povezana z zmanjSano hepatobiliarno eliminacijo organskih
anionov. Tipi¢ni primer odsotnosti aktivnih MRP-2 prenasalcev v jetrih je Dubin —
Johnsonov sindrom, katerega posledica je akumulacija bilirubin glukuronata in
nekonjugiranega bilirubina v plazmi, kar privede do hiperbilirubinemije in vnetja jeter
(48).

- Mehanizem: natanen mehanizem sekrecije spojin z MRP-2 Se ni popolnoma
pojasnjen. Transport MRP-2 substratov najverjetneje vkljuCuje vezavo in hidrolizo
ATP, ki inducira konformacijske spremembe tega prenasalca, to pa povzroc¢i sprostitev
vezanega substrata iz intracelularnega v ekstracelularni prostor. Sekretorni prenasalec
MRP-2 ima dve vezavni mesti, kar pomeni, da bi lahko tudi pri tem prenasalcu prislo
do pozitivne kooperacije vezavnih mest (56).

- Lokacija: MRP-2 se izraza na apikalni membrani polariziranih celic, kot so hepatociti,
renalne epitelne celice, enterociti tankega ¢revesa in hepatoencefalni barieri (57).

Ekspresija MRP-2 se spreminja glede na dolo¢ene patofizioloske situacije; ekspresija je nizka
pri jetrni holestazi ter poviSana pri rakastih obolenjih. Koli¢ina MRP-2 prenasalcev v
membrani hepatocitov in enterocitov je odvisna od znotrajceli¢nih signalnih poti, ki usmerjajo

vezikle z MRP-2 do apikalne membrane (58, 59).
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2.5 EKSPERIMENTALNI MODELI

Za in vitro preverjanje morebitnih interakcij na nivoju sekretornih prenasalcev so potrebni
ustrezni eksperimentalni modeli. V nadaljevanju je predstavljen model hepati¢ne celi¢ne
linije, ki ne izraza CYP encimov, temve¢ le sekretorne prenaSalce. Poleg tega pa je
predstavljen Se novejsi model istovrstnih celic, gojenih na filtrih Transwell, s katerim je
mogoce interakcije spremljati z merjenjem permeabilnosti u¢inkovin skozi monosloj na filtrih

Z gojenimi hepatociti.

2.5.1 HEPG2 CELICNA LINIJA

HepG2 jetrna celi¢na linija je bila pridobljena iz jetrnega tkiva 15-lethega Americ¢ana z
diferenciranim hepatocelularnim karcinomom. Celice HepG2 izrazajo vrsto jetrnospecifi¢nih
funkcij, saj sproscajo plazemske proteine, kot so: albumin, transferin, fibrinogen,
plazminogen in a-2-makroglobulin. Tekom rasti se HepG2 oprimejo podlage (so adherentne
celi¢ne kulture) in izkazujejo morfoloske lastnosti, podobne epiteliju. Celice tako rastejo v
obliki monosloja ter v obliki majhnih agregatov. HepG2 celi¢na linija ne izraza metabolnih
encimov CYP, ¢eprav imajo genetski zapis zanje, saj je le-ta zaradi karcinoma okvarjen.
Glede na rezultate nekaterih raziskav pa imajo v membrani izrazene membranske sekretorne
prenasalce, kot sta Pgp in MRP-2 (60).

Celice HepG2 so zaradi navedenih lastnosti primeren in vitro model za posnemanje funkcij
polariziranih humanih hepatocitov. S primernimi pogoji kultivacije lahko celice HepG2
izkazujejo ustrezne morfoloske lastnosti (celice HepG2 oblikujejo apikalno in bazolateralno
membrano) in diferenciranost. Tovrstne celice so zatorej primeren model za preucevanje
mehanizma transporta ucinkovin preko kanalikularne in sinusoidne membrane (meji na

arteriole v jetrih) (60).
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2.5.2 CELICE, GOJENE NA FILTRIH TRANSWELL

Na filtrih Transwell gojene celice predstavljajo priroCen in enostaven model za dolo¢anje
transporta in metabolizma uc¢inkovin in vitro. Prednost tega sistema je prost dostop gojiséa do
na filtrih gojenih celic z obeh strani. Ker je na voljo ve¢ vrst razliénih materialov, iz katerih so
filtri pripravljeni, to mo¢no poveca uporabnost Transwell modela.
- Standardni Transwell nastavki so na voljo v razli¢nih premerih in povrsinah, ki so na
voljo za rast celic. V tabeli | so podani premeri membran, njihova povrsina in $tevilo
filtrov na eni plosci (61).
Patentirana oblika Transwell nastavkov prepre¢uje mediju, da bi zaradi kapilarnega
tlaka prehajal skozi membrano ali ob stenah nastavka v zgornji prostor. Viseci
nastavek vzdrzuje Transwell membrano milimeter nad dnom. Odprtina ob strani

Transwell nastavka omogoca dostopanje do prostora pod membrano (slika 5) (61).

Premer nastavkov Stevilo nastavkov ali Povrsina za rast celic [cm’]
vsebnik

6,5 mm 24 0,33

12 mm 12 1,12

24 mm 6 4,67

75 mm 100 44

Tabela I: Lastnosti Transwell nastavkov (povzeto po literaturi t. 61)

Transwell insert

Zgornji del

& # # * *

*
=== —Hlikreporozna membrana

BN Spodnji ded

Slika 5: Prikaz Transwell nastavka (povzeto po literaturi $t. 61)

- Vrste membran: membrane za Transwell nastavke so narejene iz treh razlicnih
materialov. Polikarbonatne membrane so tanke, prosojne in imajo 6 razli¢nih velikosti

por (med 0,1pm do 12,0um), so sterilne in kompatibilne z vecino organskih spojin.
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Poliestrske membrane so mikroskopsko transparentne, celice na njih so dobro vidne
pod mikroskopom, mozna je ocena vitalnosti celic in formacija monosloja. S
kolagenom prevlecene politetrafluoroetilenske membrane spodbudijo pritrditev in
razrast celic. Ta tip membran je prevlecen z ekvimolarno mesanico kolagena tipa I in
I11, pridobljenega iz goveje placente. Kolagen, ki nastane, je biolosko stabilen in
prekrije celotni matriks filtra, kar zagotavlja poroznost membrane (61).

Velikost por: izbira pravilne velikosti por je zelo pomembna glede na to, kaksSen
poskus izvajamo. Za Studije transporta in permeabilnosti so v uporabi manjse velikosti
por (od 0,4 um do 3,0 um), ki ne dovoljujejo migracije celic. Studije celi¢ne invazije,
kemotakse in motilitete so izvedene na porah z velikostjo 3,0 um ali vec¢. Pred izvedbo
poskusa je potrebna izvedba kontrole, ki nam pove, katera velikost por najbolje

ustreza nasim eksperimentom (61).
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3. NAMEN DELA

V diplomski nalogi bomo preucevali aktivnost jetrnih sekretornih prenasalcev Pgp in MRP-2
ob prisotnosti izbranih rastlinskih ekstraktov (RE) s pomocjo in vitro modela HepG2 celi¢ne
linije. Zanimalo nas bo kako spremenjena aktivnost sekretornih prenasalcev zaradi prisotnosti

RE vpliva na distribucijo HIV proteaznih inhibitorjev (HIV-PI).

V prvem delu naloge bomo wuporabili HepG2 celicno linijjo, gojeno na obicajnih
polikarbonatnih plosc¢ah z 48 vzor¢nimi mesti.

Zdravilni uéinkovini, ki ju bomo preucevali ob socasni aplikaciji ekstrakta Sentjanzevke,
ginsenga, Cesna ali ginka, sta sakvinavir (Saq) in darunavir (Dar). Zanimalo nas bo predvsem,
katera ucinkovina ima najbolj spremenjen aktivni transport skozi kanalikularno membrano
hepatocita ob prisotnosti izbranega RE. Dodatno se bomo poglobili v razlago in razumevanje
mehanizma, Ki je odgovoren za spremembo distribucije HIV-PI ob prisotnosti vsakega izmed
dodanih RE. Nekoliko natan¢neje bomo detektirali le vpliv Cesnovega ekstrakta na
distribucijo obeh ucinkovin, saj gre za ekstrakt, ki ga HIV pacienti uporabljajo pogosteje kot
ostale tri (10).

Dar in Sag bomo s serijo poskusov in s pomocjo literaturnih podatkov sprva dolo¢ili ustrezno
donorsko koncentracijo (t.J. pripravljena koncentracija u¢inkovine, ki je aplicirana na zunanjo
stran celic HepG2), za katero Zelimo, da se ¢im bolj pribliza dejanskim vrednostim v
organizmu. Za uc¢inkovini bomo nato dolo¢ili oz. potrdili, ali sta substrata Pgp in/ali MRP-2
prenasSalcev v celicah HepG2. Nadalje bomo spremljali vpliv socasne aplikacije vsakega
izmed RE z Dar oz. Sag na privzem v celice HepG2. Doloc¢ili bomo, kateri izmed §tirih RE
ima najvecji vpliv na prerazporejanje preucevanih HIV-PI v hepatocite ter skusali sklepati na

spremembo bioloske uporabnosti u¢inkovine in vivo.

V drugem delu bomo prav tako uporabili celice HepG2, vendar gojene na filtrih Transwell,
kar bo mo¢no spremenilo potek poskusa. V tem sklopu bomo preucevali le vpliv ¢esnovega
ekstrakta na obe ucinkovini, saj je na$ primarni namen potrditev ustreznosti rezultatov,
pridobljenih na standardnem modelu HepG2 celi¢ne linije.

Ker je priprava vzorcev za dolo¢evanje znotrajceli¢nih koncentracij inhibitorjev HIV proteaz
dolgotrajen, vecstopenjski in zapleten proces, bomo celice HepG2 gojili na s kolagenom
prekrite filtre Transwell tako, da bodo celice med rastjo oblikovale monosloj. Ko bomo s

pomodjo mikroskopa potrdili, da so celice HepG2 oblikovale monosloj, bomo ob prisotnosti
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Cesnovega ekstrakta in inhibitorjev Pgp ter MRP-2 prenasalcev spremljali permeabilnost
inhibitorjev HIV proteaz. S spremljanjem permeabilnosti namesto privzema ucinkovine v
celice bomo z omenjenim modelom omogocili hitro in zanesljivo kvalitativno ugotavljanje
interakcij med socasno apliciranimi ucinkovinami oz. med ucinkovinami in sestavinami

prehrane.
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4. METODE IN MATERIALI

4.1 REAGENTI IN RAZTOPINE

- Dulbecco modificiran Eagle medij — DMEM: medij za kultiviranje celic HepG2 iz
Sigma Aldrich Chemie, Diesenhofen, Nem¢ija (mediju dodamo $e 10 % govejega
seruma - FBS, 1 % 100 mM L-glutamina in 1 % antibiotikov ampicilina ter

streptomicina).
- Dimetil sulfoksid — DMSQO: za raztapljanje u¢inkovin, zamrzovanje celic HepG2.

- Staran ekstrakt ¢esna — AGE: standardiziran na 1,27 g/l vsebnosti S-alilcisteina,

kupljen pri Wakanuga of America CO., Ltd.
- Ekstrakt SentjanZevke: izdelan po narocilu v Pleterju, Slovenija

- Ekstrakt ginka Tebonin: Tebonin forte 40 mg, proizvajalec Dr. Willmar Schwabe.
Iml tekoc¢ine vsebuje 40 mg suhega ekstrakta iz listov Ginko biloba. Kvantificiran na
8,8-10,8 mg flavonoidov, 1,04-1,28 mg bilabolidov, 2,0-2,8 mg terpenlahktonov od
tega 1,12-1,136 mg ginkolidov A, B, C.

- Ekstrakt ginsenga Ginsana G115: suh ekstrakt korenine ginsenga. Proizvajalec
Tentan Deutschland Gmbh.

- Sakvinavir: proteazni inhibitor Sequoia Research Products Ltd. Koncentrat
sakvinavirja pripravimo tako, da natan¢no zatehto raztopimo v 1 ml DMSO.
PreraCunamo volumen DMSO koncentrata Saq, potrebnega za pripravo ustreznih
donorskih koncentracij (2.5, 5, 10, 15 ali 20 uM koncentracijo Saq) in odpipetiramo v

donorski medij.

- Darunavir: proteazni inhibitor, pridobljen z etanolno ekstrakcijo iz Prezista® tablet
(300 mg) in evaporacijo etanola. Zatehto darunavirja raztopimo v DMSO. Cistost

ekstrahiranega Dar potrdimo s HPLC analizo pri 240 nm.

- Verapamil: inhibitor Pgp iz Sigma Aldrich Chemie, Diesenhofen, Nemcdija.

Pripravimo ustrezno koncentracijo v donorski raztopini po istem postopku kot pri Sag.
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- MK-571: inhibitor MRP-2 iz Sigma Aldrich Chemie, Diesenhofen, Nemcija.

Pripravimo ustrezno koncentracijo v donorski raztopini po istem postopku kot pri Sag.

- Rodamin 123: (Rhol23) Pgp substrat iz Sigma Aldrich Chemie, Diesenhofen,
Nemcija.
- Fluorescein: (FLU) MRP-2 substrat iz Sigma Aldrich Chemie, Diesenhofen, Nem¢ija.

- Fosfatni pufer — PBS (Phosphate buffer solution) za vzorcenje (sestava: NaCl, KClI,
Na,HPO,, KH,PO,4 pH 7.4) .

- Donorska raztopina: DMEM mediju z dodatki dodamo ucinkovino, ki jo

preiskujemo in/ali rastlinski ekstrakt.
- Acetonitril: za obarjanje proteinov.

- Vodna faza za HPLC: KH,PO4 raztopimo v bidestilirani vodi in na umerjenem pH
metru z ortofosforjevo kislino uravnamo pH pufra na 4,6. Pufer pred HPLC analizo

filtriramo.

- BCA™ Protein assay kit Lot # KC131027: komplet raztopin za pripravo medija in

umeritvene premice za merjenje proteinov v lizatih celic HepG2.

- Ringerjev pufer, pH = 7,4: v 2 L bucko do 80 % volumna napolnimo z ohlajeno
bidestilirano vodo in nato postopoma po predpisanem zaporedju dodajamo navedene
soli tako, da dodamo naslednjo Sele, ko se je predhodna popolnoma raztopila.
Potrebujemo 4,2 g NaHCOg3, 0,11 g NaH,PO,*H,0, 13,082 g NaCl, 0,746 g KClI,
0,352 g CaCl,*2H,0, 0,488 g MgCl,*6H,0, 0,569 g Na,HPO,*2H,0. Po dodatku
zadnje soli prepihamo s karbogenom (95 % O, 5 % CO,), s ¢imer v raztopino

uvedemo COg, znizamo pH in omogoc¢imo raztapljanje bazi¢nih soli.

- Fluorescin izotiocianat-dekstran 4000 (FITC-D4000): substanca, ki prehaja skozi

monosloj celic HepG2 le paracelularno.
- L-glutamin: 10 mM iz Sigma Aldrich Chemie.
- L-glukoza: 10 mM iz Sigma Aldrich Chemie.

- L-manitol: 10 mM iz Sigma Aldrich Chemie.
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- CellTitter-Glo® Luminiscent test celicne vitalnosti iz Promega-e: uporabimo za
dolocevanje koncentracije ATP v celicah HepG2, ki smo jih predhodno izpostavili
naraS¢ajo¢im koncentracijah Saq ali Dar. Z ATP meritvami ugotavljamo toksi¢ne
koncentracije obeh inhibitorjev HIV proteaz, ki znacilno zniZajo celi¢no vitalnost pod

95 %.

4.2 APARATURE

- HPLC sistem (tekocinski kromatograf visoke locljivosti): Hewelett Packard 1100
Series (¢rpalka, avtomatski vzorc¢evalnik, razplinjevalec, UV-detektor), fluorescentni
detektor (Shimadzu RF-535 Fluorescence HPLC monitor), kolona (Phenomenex Onyx
Monolythic C18 50 X 4,6 mm);

- tehtnica Mettler toledo AB54-S;

- tehtnica Mettler H54AR;

- termostatirana plos¢a Cole-Parmer Chilling/Heating Block;

- Ultrazvoc¢na sonda Ultrasonic Homogenizer 4710 series;

- centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R;

- centrifuga Sigma 3K30;

- Fluorescencni detektor Tecan GENious ;

- pH-meter Iskra-MA 5750;

- mikrotitrski €italec: Tecan GENios s pripadajo¢ima filtroma;

- LC/MS/MS: Varian 1200 L triple quadrupole LC-MS Varian (Palo Alto, CA, USA).
Masni spektrometer s ProStar 210 binarnimi ¢rpalkami, avtomatski vzoréevalnik

Varian 420 in Varian 510 kolonska pecica.
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4.3 METODE

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili 2 razli¢na in vitro modela:

- HepG2 celi¢no linijo, gojeno na obicajni plastiéni podlagi, kjer se celice v treh dneh
oprimejo podlage ter razmnozijo, pri ¢emer ni pomembno, ali tvorijo monosloj. Celice tako
niso polarizirane. Z modelom spremljamo privzem uc¢inkovin v celice tako, da merimo
njihove znotrajcelicne koncentracije, bodisi kadar je ucinkovina v mediju prisotna sama
bodisi da so v mediju prisotni inhibitorji prenasalcev oz. rastlinski ekstrakti;

- HepG?2 celi¢ni monosloj, gojen na s kolagenom prevlecenih Transwell insertih. Celice v tem
primeru tvorijo monosloj in izkazujejo polariziranost. Spremljali smo permeabilnost
uc¢inkovin iz apikalne proti bazolateralni (t.j. iz kanalikularne proti sinusoidalni strani) strani

in iz bazolateralne proti apikalni strani.

4.3.1 HEPG2 CELICNA LINIJA

S pomocjo HepG2 celi¢ne linije smo ovrednotili vpliv sekretornih ABC prenasalcev Pgp ter
MRP-2 na transport uc¢inkovin (sakvinavir in darunavir) ob prisotnosti izbranih rastlinskih
ekstraktov (RE): ¢esen, Sentjanzevka, ginko, ginseng.

Ker literatura navaja, da imajo omenjeni RE inhibitoren ali induktiven vpliv na sekretorne
prenasalce, smo to dejstvo poskusali potrditi s poskusi, ko smo aplicirali RE z znanimi
substrati Pgp in MRP-2. Vsakemu RE smo dodali rodamin (Pgp substrat) in nato Se
fluorescein (MRP-2 substrat) ter ovrednotili vpliv RE na Pgp ali MRP-2 glede na spremembo
znotrajcelicne koncentracije modelnih substanc (rodamin, fluorescein) v primerjavi z
referenco (66, 67). Modelni substanci smo izbrali, ker sta substrata prenasalcev ter zato ker
fluorescirata, zaradi Cesar je analiza hitra v primerjavi s HPLC metodo. Vpliv ¢esnovega
ekstrakta na omenjene transporterje smo Se dodatno ovrednotili tako, da smo fluoresceinu
dodali MK-571 (inhibitor MRP-2) in rodaminu verapamil (inhibitor Pgp). Prav tako smo
funkcionalno aktivnost Pgp in MRP-2 potrdili tudi za Saq in Dar z znanimi inhibitorji Pgp in
MRP-2. Na celice HepG2 smo aplicirali Saq skupaj z verapamilom in z MK-571, Dar pa z
verapamilom in ritonavirjem, Ki je znan inhibitor Pgp in MRP-2 sekretornega prenasalca.
Ucinkovini smo na podlagi spremembe znotrajceli¢ne koncentracije v primerjavi z referenco

opredelili kot substrata enega ali obeh prenasalcev.
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Po tem, ko smo opredelili RE kot inhibitorje oz. aktivatorje sekretornih prenasalcev,
ucinkovini pa kot substrata za iste prenasalce, smo poskuse nadaljevali v smeri interpretacije
morebitnih interakcij med RE in u€inkovinami.

V prvi fazi smo dolocili optimalno donorsko koncentracijo uc¢inkovin za ovrednotenje vpliva
RE na njihovo znotrajceli¢no koncentracijo. Saq smo zato posamicno aplicirali na HepG2
celi¢no linijo z vec razliénimi donorskimi koncentracijami: 2.5, 5, 10, 15 ali 20 uM. Casovne
tocke vzorcenja so bile bolj zgoScene v prvi fazi (tabela Il). Med zgoraj navedenimi
koncentracijami smo izbrali eno, s katero smo nadaljevali drugo fazo poskusov. Za Dar je bila
koncentracija doloc¢ena iz literaturnih virov (znasa nad 10 pM) in se je ujemala z dolo¢eno
optimalno koncentracijo Saq (62). Uc¢inkovini z dolo¢eno donorsko koncentracijo smo dodali
1 viv % RE in ovrednotili vpliv le-teh na spremembo znotrajceli¢ne koncentracije Saq oz.
Dar. Casovne tocke v drugi fazi poskusov so bile manj zgo$¢ene (tabela I11). Izjema je

nastopila le v primeru ¢esnovega ekstrakta, ko smo vzor¢ili pogosteje (tabela I1).

4.3.1.1 Gojenje celic HepG2

Celice HepG2 smo odmrznili in kultivirali v DMEM mediju, kateremu smo dodali serum, L-
glutamin in antibiotike. Ko so celice dosegle ustrezno gostoto na gojis¢u, smo jih odlepili s
pomocjo tripsina v EDTA ter nasadili na plos¢e z 48 vzorénimi mesti tako, da je gostota
sejanja 150.000 celic/vzoréno mesto. Celice na plos¢ah smo gojili se 3 dni, da so se celice
dobro oprijele podlage in da je bila gostota celic ustrezna. Celicam smo dnevno zamenjali

gojisce.

4.3.1.2 Privzem ucinkovin oz. modelnih substanc v celice HepG2

Na dan eksperimenta smo odstranili medij iz vseh vzorénih mest na plos¢ici, ki Smo jo ves ¢as
eksperimenta greli na termostatirani plos¢i, tako da je bila temperatura medija 37 °C. Dodali
smo 0.3 ml na 37 °C ogrete donorske raztopine z dolo¢eno koncentracijo u¢inkovin z 0z. brez
rastlinskih ekstraktov ali ustreznega inhibitorja. Vzoréenje (celotne koli¢ine dodane donorske
raztopine, torej 0.3 ml) je potekalo ob ustreznih ¢asovnih to¢kah v 4 paralelkah, kot je
prikazano v tabeli 111. Casovne todke za ovrednotenje referenénih koncentracij same

ucinkovine v hepatocitih, torej brez vpliva rastlinskih ekstraktov, pa so prikazane v tabeli I1.
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VZOREC 1 (Sag/Dar)

1 min 1 min 1 min 1 min 3 min 3 min 3 min 3 min
5 min 5 min 5 min 5 min 7 min 7 min 7 min 7 min
10 min | 10 min 10 min 10 min 12 min 12 min 12 min 12 min
15 min | 15 min 15 min 15 min 20 min 20 min 20 min 20 min
25 min | 25 min 25 min 25 min 30 min 30 min 30 min 30 min
35min | 35min 35 min 35 min 40 min 40 min 40 min 40 min
Tabela 1l: Pregled vzoréenja - ¢asovne tocke na ploséi s HepG2 celi¢no linijo v prvi fazi
poskusov
VZOREC 2 (Saq + rastl.ekstrakt) VZOREC 3 (Dar + rastl.ekstrakt)
5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
10 min | 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min
15 min | 15 min 15 min 15 min 15 min 15 min 15 min 15 min
20 min | 20 min 20 min 20 min 20 min 20 min 20 min 20 min
30 min | 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min 30 min
40 min | 40 min 40 min 40 min 40 min 40 min 40 min 40 min

Tabela 111: Pregled vzorcenja - asovne tocke na plosci s HepG2 celi¢no linijo v drugi fazi
poskusov

Ob casih vzorc¢enja smo najprej posrkali donorsko raztopino in dodali leden PBS, s katerim
smo 3-krat sprali vzoréna mesta. Nato smo dodali 0.2 ml PBS ter celice s pomo¢jo nastavkov
pipet odlepili od podlage. Celice smo skupaj s PBS posrkali s pipeto ter shranili na ledu do

liziranja.

4.3.1.3 Liziranje celic

Vsak vzorec smo zamrznili v teko¢em dusiku in ga zatem potopili v vro¢o vodo. Postopek
smo ponovili 3-krat. Po obdelavi s teko¢im dusikom smo vzorce lizirali $e z ultrazvocno
sondo, ki je dodatno prispevala k lizi celic ter znotrajcelicnih organelov. Lizat smo

centrifugirali na 16.000 obratih/min 10 min.
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4.3.1.4 Analiza modelnih substanc

Koncentraciji fluoresceina (FLU) in rodamina (Rhol123) smo izmerili s fluorescenénim
detektorjem Tecan GENios (Aex = 485nm, Aem = 535nm). 0.1 ml vzorca smo dodali 0.1 ml
0.025 M NaOH za merjenje FLU o0z. 0.1 ml 0.01 M HCI za merjenje Rho123. Rezultate smo
normirali na koncentracijo proteinov, tako da smo za rezultat uporabili razmerje med
koncentracijo FLU 0z. Rho123 in koncentracijo proteinov. Tak$ne koncentracije u¢inkovine
so tako med seboj primerljive, saj so proteini dober pokazatelj koli¢ine celic na vzoréno

mesto. Vsako vzoréno mesto namre¢ nima popolnoma enakega Stevila celic.

4.3.1.5 Priprava vzorcev in meritev znotrajceli¢ne koncentracije proteinov

Vzorec smo po liziranju in prvem centrifugiranju uporabili za merjenje koncentracije
znotrajceli¢nih proteinov. 0.01 ml vzorca smo odpipetirali na mikrotitrsko plos¢o in dodali
raztopino ustreznega barvila iz kompleta, BCA™ Protein assay Kit. Po 30 min meSanja pri 37
°C smo s fluorescen¢nim detektorjem pri ekscitatorni valovni dolzini 595 nm izmerili
absorbanco proteinov ter izracunali njihovo koncentracijo glede na umeritveno krivuljo, ki
smo jo pripravili iz prilozenega standarda albumina. Pripravljene vzorce smo analizirali Se isti

dan.

4.3.1.6 Priprava vzorcev za HPLC analizo u¢inkovin

S HPLC smo analizirali vzorce, ki so vsebovali samo uéinkovino brez dodanih RE. K 80 pL
lizata celic HepG2 smo dodali acetonitril v razmerju 1:1 in mo¢no premesali (Vortex) ter
pustili na ledu vsaj 10 min. Proteine, ki so se oborili, smo odstranili s centrifugiranjem pri
160.00 obratih/min 10 min. Supernatant smo napolnili v viale in analizirali s HPLC. Hitrost
pretoka mobilne faze je bila 2 ml/min, temperatura kolone 30 °C, retencijski ¢as pa 4.6 min za
sakvinavir in darunavir. Sakvinavir smo detektirali pri 240 nm, darunavir pa pri 266 nm.
Koncentracije u¢inkovin smo preracunali glede na umeritveno premico za vsako izmed
ucinkovin. Standardne raztopine u¢inkovin so bile pripravljene v koncentracijskem obmocju
od 0,02 % do 20 % glede na zacetne donorske koncentracije u¢inkovine (2.5, 5, 7.5, 10, 15 in
20 uM). Pripravljene vzorce smo $e isti dan analizirali, kadar pa to ni bilo izvedljivo, smo jih
zamrznili pri — 20 °C do naslednjega dne. Koncentracijo uéinkovin, dolo¢eno s HPLC, smo

normirali na koncentracijo proteinov. Glede na dobljene rezultate smo izbrali ustrezno
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koncentracijo ucinkovine (Dar in Saq) za vrednotenje vpliva rastlinskih ekstraktov na

distribucijo Saq in Dar v hepatocitih.

4.3.1.7 Priprava vzorcev za LC-MS analizo u¢inkovin

Vzorce, ki so poleg u¢inkovine imeli dodatek enega izmed rastlinskih ekstraktov, smo zaradi
preve¢ motenj pri detekciji, ki bi jih povzroCile mnoge sestavine RE (zmes veliko
fitokemikalij, ki onemogoca toc¢nost analize s HPLC), uporabili analizo z LC/MS/MS
sistemom. Vzorce smo pripravili na enak naéin kot za HPLC analizo do tocke, ko
odpipetiramo 80 uL lizata celic HepG2. Lizatu smo v primeru LC-MS analize, za oboritev
proteinov dodali acetonitril ki je vseboval 0,5 mg/L haloperidola. Slednji je sluzil kot interni
standard. Lizat celic in meSanico haloperidola + acetonitrila smo mesali v razmerju 1:3 (torej
80 uL vzorca in 240 pL acetonitril + 0,5mg/L haloperidol) na vortexu. VVzorce smo postavili
na led za vsaj 10 minut, ¢emur je sledilo centrifugiranje pri 16.000 obratih/min 10 min.
Supernatant smo odpipetirali v HPLC viale ter jih analizirali z LC/MS/MS.

Za kromatografsko separacijo smo uporabili C-18 kolono (Phenomenex Kinetex 50 X 2.0mm)
z delci premera 2,6 um za Dar in kolono C-18 (Phenomenex Gemini 150 X 2.0mm) z delci
premera 3,0 um za Saq. Volumen injiciranja je bil 10 pL in temperatura kolone 50 °C.
Mobilna faza je vsebovala vodo in acetonitril z 0,1 % mravlji¢ne Kisline. Za elucijo Dar smo
uporabili linerani gradient od 20 % do 65 % acetonitrila v 4 min s pretokom 0,4 mL/min.
Retencijski ¢as za Dar in interni standard (haloperidol) je bil 5.5 in 3.9 min. Pri analizi Saq
smo uporabili linearni gradient acetonitrila od 20 % do 36 % v 12 min s pretokom 0.5 mL/min
ter dobili retencijski ¢as za Saq 9.8 min in za interni standard (haloperidol) 3.1 min.

Pri masnem spektrometru smo za vir ionizacije uporabili negativno (nastanejo anioni) in
pozitivno (nastanejo kationi) ionizacijo z razprSevanjem raztopin v elektricnem polju (ESI).
Tlak razprsilnega plina pri analizi obeh ucinkovin je znasal 150 kPa, temperatura

desolvatacije pa je bila 400 °C.

4.3.1.8 Statistiéna obdelava rezultatov

Rezultate v tabelah in grafih smo predstavili kot aritmeti¢no sredino + SD S§tirih meritev.
Podatke smo obdelali statisticno s programom Microsoft Excel s pomoc¢jo paketa SPSS
Analiza podatkov. Testirali smo hipotezo o aritmeti¢ni sredini za dva neodvisna vzorca s
pomodjo Studentovega t-testa. Pri tem smo predhodno izvedli F-test, da smo ugotovili, ali sta

varianci obeh vzorcev enaki ali razli¢ni in na podlagi tega Smo nato izvedli ustrezen t-test.
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Fl
-

1 [xe' - '?)_

Z =

ST a1
(Enacba 1)
S varianca
Postavimo nicelno hipotezo Hg in njej nasprotno alternativno hipotezo Ha:
Ho:sé =,
Hi:sl # Sy2 (Enacba 2)

Nicelna hipoteza kaze, da se varianci dveh vzorcev ne razlikujeta signifikantno, alternativna

pa nasprotno, da se varianci signifikantno razlikujeta. F-test izvedemo po enacbi 3:

|
= b3

.
== b3

(Enacba 3)

Ce ugotovimo, da je Fexs < Frap (P > @), ni¢elne hipoteze ne zavrnemo in privzamemo, da sta
varianci dve vzorcev enaki. Za primerjavo aritmeti¢nih sredin vzorcev lahko uporabimo t-test

za enaki varianci.

X—v | mn
t: = |

s 11.' m+n
(Enacba 4)

D, U povprecna vrednost meritev v prvi skupini primerjalnih meritev
Yereraes povprecna vrednost meritev v drugi skupini primerjalnih meritev
Sereerenn. skupna standardna deviacija
M.......... Stevilo meritev v prvi skupini primerjalnih meritev
Nuoeeee. Stevilo meritev v drugi skupini primerjalnih meritev
Oaeereen. stopnja tveganja
o, stopnje prostosti (f=m+n—2)

Ce pa ugotovimo, da je Fexs > Fap ( p < a ), niCelno hipotezo zavrnemo in sprejmemo

alternativno. Zato uporabimo t-test, kjer upostevamo, da sta varianci vzorcev razli¢ni.
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__x-F
1=
sy 8§
[— 4+ —=
m n
(Enacba 5)
S . standardna deviacija v eni skupini primerjalnih meritev
S, standardna deviacija v drugi skupini primerjalnih meritev

Kadar je teks < twp (0,f) in s tem p < a, ozna¢imo razliko koncentracij dveh vzorcev kot

nesignifikantno (NS). Ce pa je teks > tap (0,f) in s tem p > a, potem je razlika signifikantna (S).

4.3.1.9 Primer izracuna znotrajceli¢ne koncentracije Saq

Primer izracuna je prikazan z vzorcem, ki je vseboval 10 uM Saq brez RE.
Izmerimo absorbance proteinov in jih preracunamo v koncentracijo s pomo¢jo umeritvene

premice za proteine.

Paralelke | 1 2 3 4
1min 0,3059 0,2647 0,2807 0,293
3min 0,2728 0,2983 0,301 0,3068
5min 0,2849 0,2903 0,2964 0,2833
7min 0,304 0,3075 0,3249 0,2963

10min 0,3235 0,2976 0,2976 0,3042
12min 0,2469 0,2727 0,2971 0,2984
15min 0,2824 0,2882 0,3143 0,2756
20min 0,3144 0,306 0,3006 0,2778
25min 0,2972 0,3253 0,3031 0,2928
30min 0,298 0,2842 0,2994 0,3004
35min 0,2865 0,2773 0,2843 0,2969
40min 0,2904 0,2793 0,2788 0,2788

Tabela I'V: Vrednosti absorbance proteinov, izmerjene za vse ¢asovne tocke v 4 paralelkah pri
valovni dolzini A = 595nm.
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SploSna enacba umeritvene premice:

y = x*k + n (k = naklon umeritvene premice, n = odsek na ordinatni osi, X = koncentracija,

y=absorbanca) (Enacba 6)
y = X *2,55*10™ + 0,12 (ena¢ba umeritvene premice za izraun intracelularne koncentracije
proteinov) s korelacijo R = 0,997. (Enacba 7)
x =konc (ug/ml) |y = A (595)

0 0,11585

25 0,1229

125 0,15555

250 0,18365

500 0,2543

750 0,30455

1000 0,3672

1500 0,47645

Tabela V: Koncentracije standardnih raztopin proteinov s pripadajo¢o izmerjeno absorbanco.
Vrednosti za pripravo umeritvene premice.

Umeritvena premica: y = X*0,000255 + 0,12

R =0,997
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Slika 6: Umeritvena premica standardnih koncentracij proteinov s pripadajoco absorbanco in
izracunano enacbo.
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Paralelka | 1 2 3 4

1 min 732,38 | 570,53 | 633,39 | 681,71
3 min 602,35 | 702,53 | 713,13 | 735,92
5 min 649,89 | 671,10 | 695,06 | 643,60
7 min 724,92 | 738,67 | 807,02 | 694,67
10 min 801,52 | 699,78 | 699,78 | 725,70
12 min 500,61 | 601,96 | 697,81 | 702,92
15 min 640,07 | 662,85 | 765,38 | 613,35
20 min 765,77 | 732,77 | 711,56 | 622,00
25 min 698,20 | 808,59 | 721,38 | 680,92
30 min 701,35 | 647,14 | 706,85 | 710,77
35 min 656,17 | 620,03 | 647,53 | 697,03
40 min 671,49 | 627,89 | 625,92 | 625,92

Diplomska naloga: junij, 2011

Tabela VI: Intracelularna koncentracija proteinov [ug/ml] v vseh c¢asovnih tockah v 4

paralelkah.

S HPLC izmerimo povrsino kromatografskega vrha vzorcev Sag po obarjanju proteinov ter s

pomoc¢jo umeritvene premice in pripadajoCe enaCbe premice, za to uéinkovino izraCunamo

znotrajceli¢ne koncentracije Sag.
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Paralelka | 1 2 3 4

1 min 7 8,6 10 8,8

3 min 249 | 241 | 31,7 23

5 min 358 345 |36 30,3
7 min 34,3 53,6 55,8 54,2
10 min 38,1 | 68,6 63,5 64
12 min 51,1 70 71,9 67,3
15 min 679 |88,2 90,9 66,3
20 min 118,1 | 112,2 | 98,7 95,3
25 min 110,6 | 1352 | 114 112
30 min 1446 | 120,2 | 136,2 | 117,8
35 min 97,8 |126,8 | 126,9 | 140,1
40 min 130,5 | 119,1 | 100,5 | 95,6

Tabela VII: Odzivi (povrSina kromatografskega vrha) Saq izmerjeni za vse ¢asovne tocke, v 4
paralelkah pri valovni dolzini A = 240 nm.

y =X * 87,9 — 24,4 (enacba umeritvene premice za izracun intracelularne koncentracije Saq) S

korelacijo R = 0,993

X = konc (uM) y = Odziv
0,1 8,1
0,3125 18,3

0,5 35,8
0,625 50

1 1111
1,25 121,6

2,5 316,6

5 804,6

(Enacba 8)

Tabela VIII: Koncentracije standardnih raztopin Saq s pripadajo¢imi izmerjenimi 0dzivi,
merjenimi pri valovni dolzini A = 240 nm. Vrednosti za izdelavo umeritvene premice.
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Umeritvena premica: y = X*87,9 - 24,4

R=0,993
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Slika 7: Umeritvena premica standardnih koncentracij Saq s pripadajoco absorbanco in
izraGunano enacho.

Paralelka | 1 2 3 4

1 min 0,3574 | 0,37567 | 0,391 | 0,3779
3 min 0,5612 | 0,5520 | 0,6385 | 0,5395
5 min 0,6852 | 0,67046 | 0,687 | 0,6226
7 min 0,6681 | 0,8878 | 0,9128 | 0,8946
10 min 0,7114 | 1,0585 | 1,000 | 1,0062
12 min 0,8594 | 1,0745 | 1,0961 | 1,0437
15 min 1,0506 | 1,28165 | 1,312 | 1,0324
20 min 1,6219 | 1,5548 | 1,4011 | 1,3624
25 min 1,5366 | 1,81659 | 1,575 | 1,5525
30 min 1,9235|1,6458 | 1,8279| 1,618
35 min 1,3909 | 1,72099 | 1,722 | 1,8723
40 min 1,7631 | 1,633 1,421 | 1,365

Tabela IX: Koncentracija Saq [uM] v vseh ¢asovnih tockah, kot so navedene v tabeli II.

Koncentracijo sakvinavrija delimo s koncentracijo znotrajceli¢nih proteinov (vrednosti v

tabeli IX delimo z vrednostmi v tabeli VI). Rezultati so prikazani v tabeli X.
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Paralelka | 1 2 3 4

1 min 0,0004 | 0,0007 | 0,0006 | 0,0005
3 min 0,0009 | 0,0007 | 0,0008 | 0,0007
5 min 0,0010 | 0,0009 | 0,0009 | 0,0009
7 min 0,0009 | 0,0012 | 0,0011 | 0,0012
10 min 0,0008 | 0,0015 | 0,001 | 0,0013
12 min 0,0017 | 0,0017 | 0,0015 | 0,0014
15 min 0,0016 | 0,0019 | 0,0017 | 0,0016
20 min 0,0021 | 0,0021 | 0,0019 | 0,0021
25 min 0,002 | 0,0022 | 0,0021 | 0,0022
30 min 0,0027 | 0,0025 | 0,0025 | 0,0022
35 min 0,002 | 0,0027 | 0,0026 | 0,0026
40 min 0,0026 | 0,0026 | 0,0022 | 0,0021

Tabela X: Koncentracije Saq [uM/(ug/ml)] normirane na vsebnost proteinov za vsako
casovno tocko v §tirih paralelkah.

4.3.2 CELICE, GOJENE NA FILTRIH TRANSWELL

V nadaljevanju smo celice HepG2 namesto na enostavni plastiéni podlagi gojili na s
kolagenom prevlecenih filtrin Transwell. S tem pristopom smo dosegli, da so celice med
rastjo oblikovale monosloj polariziranih celic, saj je znano, da sestavine zunajceli¢nega
matriksa (kot je kolagen) znatno pripomorejo k vzpostavitvi celi¢ne polarnosti (63). Monosloj
celic HepG2 nam je omogocal dolo¢evanje permeabilnosti u¢inkovin samih ali ob prisotnosti
snovi, ki vplivajo na delovanje prenasalcev. Spremljanje permeabilnosti namesto privzema
ucinkovine v celice predstavlja enostavnej$i in hitrej§i in vitro pristop za ugotavljanje
morebitnih interakcij med socasno apliciranimi u¢inkovinami oz. u¢inkovino in RE. Poleg
tega so vzorci, ki jih dobimo med poskusi spremljanja permeabilnosti, bolj cisti kot celi¢ni
lizati, saj ne vsebujejo znotrajceli¢nih sestavin celic HepG2, torej so postopki liziranja celic,
obarjanja proteinov in priprave vzorcev pred HPLC in LC-MS analizo nepotrebni. Na
Transwell sistemu smo testirali le vpliv AGE na spremembo prehoda Saq in Dar in primerjali
rezultate s tistimi pridobljenimi na HepG2 celi¢ni liniji ter tako ovrednotili ustreznost in
primernost tega in vitro sistema. Vsi koraki, potrebni za izvedbo poizkusov merjenja

permeabilnosti, so opisani v nadaljevanju.
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4.3.2.1 Nasajanje in gojenje celic HepG2 na s kolagenom prevle¢ene Transwell filtre

Celice HepG2 smo gojili na gojiscu, dokler niso dosegle ustrezne konfluence in hitrosti
delitve celic. Celice smo odlepili s tripsinom v EDTA ter jih nasadili na s kolagenom
prevlecene filtre Transwell z gostoto sejanja 200.000 celic/filter. Suspenzija celic, ki smo jo
nasajali, je bila kar se da enakomerna. Celicam smo dnevno menjali gojis¢e (DMEM s FBS,
L-glutaminom in antibiotiki), dokler s pomoc¢jo mikroskopa nismo potrdili, da so celice
oblikovale monosloj. Uporabljene celice HepG2 so v 3 dneh po nasajanju oblikovale

monosloj in bile tako pripravljene za izvedbo poizkusov.

4.3.2.2 Doloc¢anje in vitro permeabilnosti modelnih substanc in ué¢inkovin skozi monosloj

celic HepG2

Monosloj celic HepG2, gojenih na s kolagenom prevlecenih filtrih Transwell, e ni bil opisan
ali uporabljen za spremljanje permeabilnosti ué¢inkovin in potencialnih interakcij u¢inkovine z
RE zaradi moznosti spremembe aktivnosti sekretornih prenasalcev (Pgp, MRP-2). V prvem
koraku smo zato s pomo¢jo modelnih substanc ovrednotili, ali celice HepG2 v monosloju
izrazajo Pgp ter MRP-2 prenasalce v apikalni (kanalikularni) membrani v zadostni meri, da bi
lahko v nadaljevanju spremljali interakcije na omenjenih prenasalcih za Saq in Dar ob
prisotnosti AGE. Preverili smo tudi, ali sta aktivnosti obeh sekretornih prenasalcev obcutljivi
na prisotnost inhibitorjev. Monosloju smo izmerili TEER vrednosti in permeabilnost FITC-
D4000, s ¢imer smo opredelili paracelularno permeabilnost monosloja celic HepG2.

Ko smo potrdili, da monosloj celic HepG2 predstavlja ustrezen in primeren in vitro model za
spremljanje aktivnosti Pgp in MRP-2 prenaSalcev, smo doloCili permeabilnost obeh
preucevanih HIV-PI v dvofaznih poskusih. V prvi fazi smo eno uro (vzorenje na 15 min)
spremljali permeabilnost izbrane u¢inkovine v AP-BL in BL-AP smereh, nato pa smo v drugi
fazi dodali 1 v/v % AGE in spremljali permeabilnost Se dodatno uro z vzoréenjem na 15 min.
Poskuse smo izvajali v Ringerjevem pufru pH 7.4, kateremu smo dodali 10 mM L-glutamin
ter 10 mM glukozo na bazolateralno stran oz. 10 mM manitol na apikalno stran. Vse
raztopine, ki smo jih uporabili med poskusom, smo segreli na 37 °C ter prepihali s
karbogenom (CO; 95 %, O, 5 %).

Pred poskusom smo najprej odstranili gojis¢e in celice previdno sprali s segretim in s

karbogenom prepihanim Ringerjevim pufrom pH 7.4 tako, da nismo poskodovali monosloja
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celic HepG2. Nato smo dodali donorske in akceptorske raztopine ter celice postavili v
stresalnik z najnizjo hitrostjo mesSanja in s temperaturo vodne kopeli 40 °C (plosca celic je
bila namescena nad vodno kopeljo). Vzdrzevali smo atmosfero karbogena (95 % CO; in 5 %
0,). Na apikalno (tj. kanalikularna stran) stran monosloja celic HepG2 smo dodajali 0.5 ml
ustrezne raztopine, na bazolateralno (tj. sinusoidna stran) pa 1.5 ml. Ko smo spremljali prehod
spojin v AP-BL smeri, smo na apikalno (AP) stran monosloja dodali 0.5 ml donorske
raztopine (t.j. Ringerjev pufer pH 7.4 z 10 mM L-glutaminom in 10 mM manitolom ter
preuc¢evano spojino). V tem primeru smo vzoréili 100 pL akceptorske raztopine na
bazolateralni (BL) strani ter odvzet vzorec vsakokrat nadomestili z enakim volumnom
akceptorske raztopine (Ringerjev pufer pH 7.4 z 10 mM L-glutaminom in 10 mM glukozo).
Pri spremljanju permeabilnosti spojine v BL-AP smeri pa smo na BL stran dodali 1.5 ml
donorske raztopine in vzor¢ili na AP strani po 100 pL akceptorske raztopine (0,5ml) ter jo
nadomescali z ustrezno akceptorsko raztopino.

Vzor¢imo v mikrotitrsko plos¢ico in jo po poizkusu analiziramo s HPLC brez dodatnih

korakov, potrebnih za ¢iS€enje in pripravo vzorcev.

4.3.2.3 Izra¢un koeficienta permeabilnosti

Permeabilnostni koeficient smo izracunali po enacbi 9:

dc V
=——— Enacba 9

P dt c,A ‘ )
Kjer je dc/dt sprememba koncentracije preiskovane substance v akceptorskem prostoru na
enoto ¢asa v ravnoteznem stanju, V je volumen akceptorskega prostora (0.5 o0z. 1.5 ml), A
(1.13 cm?) je izpostavljena povr§ina in co zadetna koncentracija preiskovane substance v

donorski raztopini.
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4.3.2.4 Analiza vzorcev

Koncentracijo modelnih spojin Rho123, FLU in FITC-D4000 smo izmerili s flourescenénim
detektorjem (Lex = 485 nm; Aem = 535 nm), Saq in Dar pa smo dolocali s HPLC, kot Ze

opisano v poglavju 4.3.1.6

4.3.2.5 Statisti¢na analiza podatkov

Rezultati so predstavljeni kot srednje vrednosti = SD treh meritev. Podatki so bili obdelani
statisti¢no v programu Microsoft Excel s pomo¢jo paketa Analiza podatkov na isti nacin kot

predstavljeno v poglavju 4.3.1.8.
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5. REZULTATI

In vitro interakcije med inhibitorji HIVV-proteaz (Saq in Dar) in RE smo spremljali s pomocjo
dveh razli¢nih pristopov. Opazovali smo privzem obeh u¢inkovin v celicah HepG2, gojenih
na plasti¢ni podlagi. Celice HepG2 predstavljajo rakasto jetrno celi¢no linijo s popolno
odsotnostjo ekspresije citokromnih encimov in absorptivnih prenasalcev (60). Pri poskusih na
celicah HepG2 smo posebej izpostavili Cesen, saj gre za ekstrakt, ki ga pacienti, okuzeni z
virusom HIV, uporabljajo najpogosteje. Celice HepG2 smo nazadnje gojili se v obliki
monosloja na Transwell insertih, prevleCenih s kolagenom. Na HepG2 monosloju smo
ovrednotili le vpliv ¢esnovega ekstrakta na obe uc¢inkovini, saj smo hoteli samo potrditi oz.
ovreci ustreznost novejSega modela za preverjanje interakcij. Rezultate, pridobljene na obeh
modelih, smo primerjali in ugotavljali, ali je kvaliteta informacij o morebitnih interakcijah,

pridobljena z obema modeloma, primerljiva/ustrezna.

5.1 PRIVZEM MODELNIH SUBSTANC V CELICE HEPG2 OB
PRISOTNOSTI RASTLINSKIH EKSTRAKTOV

Kljub literaturnim podatkom o zadostni izrazenosti in aktivnosti Pgp in MRP-2 prenasalcev v
celicah HepG2 smo izvedli poskuse privzema Rhol23 (Pgp substrat) oz. FLU (MRP-2
substrat) v celice HepG2. Obema substancama smo dodali ustrezen inhibitor prenasalca, Cigar
substrat je spojina, ter tako z gotovostjo potrdili prisotnost in aktivnost obeh prenasalcev v
celicah HepG2. Z dodatkom RE k znanim substratom (Rho123, FLU) za oba prenasalca smo

dolo¢ili Se vpliv na Pgp in/ali MRP-2 za posamezne ekstrakte.

Na spodnjih slikah smo prikazali privzem Rhol123 in FLU v Celice HepG2. Na sliki 8 je
prikazan graf z referentno koncentracijo Rhol23 (znan substrat Pgp) v celicah HepG2 ter
sprememba te koncentracije, kadar privzem Rhol23 spremljamo ob prisotnosti staranega
Cesnovega ekstrakta (AGE) ali Ver (znan inhibitor Pgp). Na sliki 9 pa je prikazan graf z
referen¢no koncentracijo FLU (substrat MRP-2) ter sprememba znotrajceli¢nih koncentracij
FLU ob dodanem AGE ali MK-571 (znan inhibitor MRP-2). Vpliv AGE in inhibitorjev
prenasalcev na spremembo znotrajcelicne koncentracije modelnih substanc smo analizirali v
istem dnevu ter rezultate predstavili na istem grafu. Taka predstavitev rezultatov je
pomembna predvsem za lazjo predstavo o velikosti vpliva AGE na koncentracijo

FLU/Rho123 v celicah HepG2. Na ta nacin predvidimo, ali gre za relativno veliko/majhno
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spremembo koncentracije ob socasni aplikaciji AGE v primerjavi s spremembo, ki jo povzroci
znani inhibitor. Enako lahko predvidimo za socasno aplicirane ekstrakte Sentjanzevke, ginka
in ginsenga z modelnimi substancami, ko ne potrebujemo ponovno izvajati poskusa z
inhibitorji pod pogojem, da eksperimente izvajamo pod istimi pogoji.

Nadalje je na sliki 10 prikazan graf privzema Rhol123 v hepatocite ob prisotnosti ekstrakta
Sentjanzevke, ginsenga ali ginka. Sledi grafiéni prikaz spremembe znotrajceli¢ne
koncentracije FLU ob prisotnosti istih RE na sliki 11. Vzoréenje in meritve znotrajceli¢ne
koncentracije so potekale v ¢asovnih tockah, kot so prikazane v tabeli 111 in pod istimi pogoji

kot poskusi privzema modelnih substanc z AGE.

Privzem Rho123 v celice HepG2

6,00E-01 -
5,00E-01 -

4,00E-01 -

3,00E-01 -
\/./iNi

¢(Rho123)/c(protein) (mmol/g)

/

- —— AGE
1,00E-01 +
Ver

0,00E+00
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t (min)

35

Slika 8: Privzem 2uM Rho0123 v celice HepG2 (REF) ob prisotnosti 1 v/v% AGE in ob
prisotnosti Pgp inhibitorja Ver 20uM. Rezultati so predstavljeni kot povprecje 4 meritev s SD.
Intervali vzor€enja so bili: 5,7, 10, 15, 20 in 30 min.
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1,00E-04 Privzem Flu v celice HepG2

9,00E-05 o
/o

8,00E-05

o

3 7,00E_05 7 }

S

£ 6,00E-05

m

c

‘s 5,00E-05 - I l

2 &

£ 4,00E-05 A 1

=

3 3,00E-05 -

2 —A— REF
2,00E-05 - - AGE
1,00E-05 - M7
0,00E+00

0 5 10 15 20 25 30 3
time (min)

Slika 9: Privzem 10uM Flu v celice HepG2 (REF) ob prisotnosti 1 v/v% AGE in ob
prisotnosti MRP-2 inhibitorja MK-571 50uM. Rezultati so predstavljeni kot povprecje 4
meritev s SD. Intervali vzor¢enja so bili: 7, 15, 20, 25 in 30 min.

Znotrajceli¢ni koncentraciji tako Rho123 kot FLU sta se signifikantno povisali ob prisotnosti
inhibitorjev sekretornih prenasalcev Ver in MK-571 (sliki 8 in 9, rumena krivulja). Inhibitorni
vpliv Ver na Pgp prenasalec je postal signifikanten po sedmi minuti in je ostal znacilen do
konca eksperimenta (slika 8), medtem ko so bile znotrajceli¢ne koncentracije FLU znacilno
visje ob prisotnosti MK-571 glede na referen¢ne vrednosti celoten ¢as poizkusa (slika 9). Ob
prisotnosti 1 v/iv% ekstraktov Cesna, Sentjanzevke, ginsenga in ginka so bile znotrajceli¢ne
koncentracije Rhol123 signifikantno nizje (slika 8, 10). Vpliv rastlinskih ekstraktov na
koncentracijo Rho123 je ravno obraten kot vpliv inhibitorja Pgp prenasalca, Ver.

V nasprotju z vplivom ekstraktov na privzem Rhol23 pa privzem FLU ob prisotnosti RE
signifikantno zvisal glede na ustrezne referen¢ne vrednosti. Vpliv AGE na privzem FLU se
skoraj popolnoma ujema z delovanjem MK-571, MRP-2 inhibitorjem (slika 9). Ekstrakta
ginsenga in tudi Sentjanzevke (slednja signifikantno zmanjsa sekrecijo po 20. min) pa imata
celo vedji vpliv na povecanje znotrajceliéne koncentracije FLU v celicah HepG2 (slika 11).
Najmanjsi vpliv na povecanje FLU v celici ima ginko. Zmerno povecanje koncentracije FLU

se pojavi takoj, vendar popolnoma izgine po 30. minuti poskusa (slika 11).
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Privzem Rho123 v HepG2 celice v prisotnosti RE
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Slika 10: Privzem 2uM Rhol123 v celice HepG2 (REF) ob prisotnosti 1 v/v% ekstrakta
Sentjanzevke (SENT), ginka in ginsenga. Rezultati so predstavljeni kot povpregje 4 meritev s
SD.
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Slika 11: Privzem 10 uM FLU v celice HepG2 (REF) ob prisotnosti 1 v/v% ekstrakta
Sentjanzevke (SENT), ginka in ginsenga. Rezultati so predstavljeni kot povpregje 4 meritev s
SD.
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5.2 PRIVZEM SAQ IN DAR V CELICE HEPG2 OB PRISOTNOSTI
INHIBITORJEV PRENASALCEV

Saq in Dar sta substrata ali enega ali obeh sekretornih prenasalcev: Pgp in MRP-2 (17, 24). V
tem poglavju smo pred preverjanjem vpliva RE na transport obeh uéinkovin v celice HepG2
zeleli preveriti, ali se obe u¢inkovini prenasata z omenjenima prenasalcema. Prenos Sag in
Dar s Pgp infali MRP-2 prenasalcem smo preverili tako, da smo njun privzem v celice
spremljali ob prisotnosti inhibitorjev obeh prenasalcev (Ver za Pgp ter MK571 za MRP-2).
Tako pridobljene rezultate smo primerjali z referenénimi vrednostmi, t.j. z znotrajceli¢no
koncentracijo obeh u¢inkovin v celicah HepG2 ob istih ¢asovnih toc¢kah, ki smo jih dolo¢ili v
referen¢nih poskusih, izvedenih brez prisotnosti inhibitorjev ali RE.

Poleg tega smo hoteli dolociti, katere donorske koncentracije u¢inkovin so najprimernejse za

spremljanje farmakokineti¢nih interakeij.

1. Privzem Saq v celice HepG2 pri razli¢nih donorskih koncentracijah

Za nadaljevanje poskusov smo morali dolociti optimalno donorsko koncentracijo Saq, pri
kateri smo lahko opazovali sekretorni vpliv transporterjev, hkrati pa naj bi se priblizala
terapevtskim koli¢inam ucinkovine. Za Dar tovrstnih poskusov nismo izvajali, saj smo imeli

dovolj zanesljive literaturne podatke o koncentraciji u¢inkovine v organizmu (20).
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Slika 12: Privzem Saq v Celice HepG2 pri razli¢nih donorskih koncentracijah (2.5, 5, 7.5, 10, 15 in 20 uM). Rezultati so predstavljeni kot
povpreéje Stirih meritev s SD v ¢asovnih intervalih: 1, 5, 7, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35 in 40 min
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Privzem Saq v celice HepG2 smo ovrednotili pri razli¢nih donorskih koncentracijah (2.5, 5,
7.5, 10, 15 in 20 uM) in izmerjene znotrajceli¢ne koncentracije Saq normalizirali na vsebnost

znotrajceli¢nih proteinov (slika 12). Visje koncentracije Saq v donorski raztopini so vodile do

e

ey

koncentraciji Saq (20 uM) pa najvi§ja. Hitrost privzema uc¢inkovine v celice HepG2 je premo
sorazmerna s pasivno difuzijo ucinkovine skozi lipidno membrano v celico in obratno
sorazmerna z njeno sekrecijo iz celic s pomo¢jo sekretornih prenasalcev. Pri 2.5 uM bomo
torej teoreti¢no lahko opazili najvedji prispevek sekretornih prenasalcev (Pgp in MRP-2) na
privzem Saq. Zaradi tega bi bila ta koncentracija Saq teoreticno najprimernejsa za
ovrednotenje vpliva RE na aktivnost Pgp in MRP-2 prenasalcev v celicah HepG2.
Koncentracija 2.5 uM Saq pa ne odraza terapevtskih vrednosti v organizmu, zato bi bila
izvedba poskusov pri tej koncentraciji nesmiselna. Natanénih literaturnih podatkov o
koncentraciji Saq v hepatocitih ni na voljo, zato smo si pomagali s podatki o pribliznih
terapevtskih koncentracijah Dar v organizmu. Koncentracija Dar po absorpciji je v plazmi
vi§ja od 10 uM (20). Terapevtska doza Dar znasa vsaj 600 mg ucinkovine 2-krat dnevno,
medtem ko dnevna doza Saq znasa 1000 mg 2-krat dnevno (4, 64). Na podlagi teh podatkov

smo se odloc¢ili, da bomo za obe u¢inkovini uporabili donorsko koncentracijo 20 uM.

2. Privzem Saq in Dar ob prisotnosti znanih inhibitorjev prenasalcev, Pgp in MRP-2

Literatura navaja, da je Saq substrat za oba prenasalca (MRP-2 in Pgp), kar smo potrdili s
privzemom Saq ob socasni aplikaciji Ver (inhibira Pgp) in MK-571 (inhibira MRP-2). Na
sliki 13 je razvidno, da znotrajceli¢na koncentracija Saq znacilno poraste (opazimo lahko 3-
kratno zviSanje znotrajcelicnih koncentracij Saq), kadar inhibiramo sekretorni transporter
MRP-2 z MK-571. Podoben uc¢inek smo opazili tudi z uporabo inhibitorja Ver (Pgp inhibitor),

saj so se znotrajceli¢ne koncentracije Saq v celicah HepG2 znacdilno zvisale (slika 14).
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Vpliv MK-571 na privzem Saq v HepG2 celice
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Slika 13: Vpliv 100 uM MK-571 na privzem 20 uM Saq v celice HepG2. Privzem 20 pM
Saq, samega (Ref) in ob prisotnosti MK-571, v celice HepG2. Rezultati so podani kot
povprecje 4 meritev + SD.
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Slika 14: Vpliv 100 uM Ver na privzem 20 uM Saq v celice HepG2. Privzem 20 uM Saq,
samega (Ref) in ob prisotnosti verapamila (Ver), v celice HepG2. Rezultati so podani kot
povprecje 4 meritev = SD.
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Dar pa je glede na literaturo sicer znan Pgp in MRP-2 substrat, vendar je vpliv obeh
prenasalcev na farmakokinetiko Dar po dosedanjih podatkih majhen (24, 25). Na sliki 15 so
predstavljeni rezultati privzema Dar v celice HepG2 ob prisotnosti Ver. Znotrajceli¢na
koncentracija ucinkovine se, ob inhibiciji Pgp transporterja, signifikantno ne spreminja.
Koli¢ina Dar se rahlo poveca Sele po 30. minuti poskusa (slika 15). Ker Ver ni izzval
pricakovanega ucinka na znotrajceli¢ne koncentracije Dar v celicah HepG2, smo izvedli
poskus e z bolj specificnim in mo¢nejsih inhibitorjem prenasalcev, t.j. z ritonavirjem, Ki pa je
znan inhibitor tako Pgp kot tudi MRP-2 transporterja (18). Znotrajceli¢na koncentracija Dar

ob prisotnosti ritonavirja se je povecala kar 2-krat (slika 16).
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Slika 15: Vpliv 100 uM verapamila na privzem 20 uM Dar v celice HepG2. Privzem 20 uM
Dar samega (Ref) in ob prisotnosti verapamila (Ver) v celice HepG2. Rezultati so podani kot
povprecje 4 meritev = SD.
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Vpliv Rito na privzem Dar v HepG2 celice
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Slika 16: Vpliv 50 puM ritonavirja na privzem 20 uM Dar v celice HepG2. Rezultati
prikazujejo privzem 20 uM Dar v celice HepG2 (Ref) ter ob prisotnosti ritonavirja (Rito).
Rezultati so podani kot povprecje 4 meritev + SD.

5.3 PRIVZEM SAQ IN DAR V CELICE HEPG2 OB PRISOTNOSTI
RASTLINSKIH EKSTRAKTOV

V tem poglavju je predstavljen vpliv rastlinskih ekstraktov na spremembo znotrajceli¢ne
koncentracije Saq in Dar v celicah HepG2.

Sprva smo izvedli poskuse s soc¢asno apliciranim 1 v/v% ¢esnovim ekstraktom in uporabili
drugaéno Casovno shemo z ve¢ odvzemi vzorcev (tabela Il). Poskuse socasne aplikacije 1
v/v% ekstraktov ginsenga, Sentjanzevke ali ginka smo izvedli po manj zgoS¢eni ¢asovni shemi
(tabela I11), saj smo med poskusi z AGE ugotovili, da bi pridobili enako zanesljive in to¢ne
rezultate tudi z manj pogostim vzoréenjem. Na ta nacin smo postopek izvedli nekoliko hitreje,

saj je pridobivanje ve¢jega Stevila vzorcev za analizo zelo dolgotrajno.

Na grafu spodaj (slika 17) je prikazan privzem Saq v celice HepG2 posamic¢no (referencni
poizkus) ter ob prisotnosti AGE. Znotrajcelicna koncentracija uéinkovine se je znacilno
zvisala ob socasni aplikaciji ¢esnovega ekstrakta. Koncentracija je mo¢no porasla po 5. minuti
in ostala povisana za priblizno faktor 3 celoten ¢as poskusa. Slika 19 predstavlja graf, na

katerem so prikazane spremembe koncentracije Saq v celicah HepG2 ob prisotnosti ekstrakta
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Sentjanzevke, ginka in ginsenga. Vsak izmed nastetih je, za razliko od ekstrakta Cesna,
povzrocil padec znotrajcelicne koncentracije preucevane ucinkovine. Najbolj signifikanten
odklon od referencene vrednosti je povzroc¢il dodatek ekstrakta Sentjanzevke. Podobno je
zmanjsanje koncentracije povzrocila tudi so¢asna aplikacija ginka, medtem ko je imel ginseng
najmanjsi efekt na spremembe znotrajceli¢ne koncentracije Saq.

Socasna aplikacija vsakega izmed preucevanih RE z Dar je prikazana na slikah 18 in 20. Vsi
RE imajo enak ucinek na Dar, njegovo znotrajceli¢no koncentracijo namre¢ znizajo v
primerjavi z referenco. Ekstrakta Sentjanzevke in ginsenga med vsemi RE najbolj
signifikantno zmanjSata znotrajceli¢éno koncentracijo Dar in sicer za ve¢ kot polovico v
primerjavi z referenéno vrednostjo (slika 20). Cesnov ekstrakt zmanj$a koncentracijo
ucinkovine v celicah HepG2 Ze na zacetku priblizno za polovico in se do konca poskusa ne
spreminja (slika 18). Skorajda nesignifikanten vpliv na spremembo koncentracije Dar pa ima
ekstrakt ginka (slika 20).
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Slika 17: Vpliv 1 viv % AGE na privzem 20 uM Saq v celice HepG2. Graf prikazuje privzem
20 uM Saq v celice HepG2 brez dodatkov (Ref) ter ob prisotnosti AGE (AGE). Rezultati so
podani kot povprecje 4 meritev + SD.
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Slika 18: Vpliv 1 viv % AGE na privzem 20 uM Dar v celice HepG2. Graf prikazuje privzem
20 uM Dar v celice HepG2 brez dodatkov (Ref) ter ob prisotnosti AGE (AGE). Rezultati so
podani kot povprecje 4 meritev = SD.
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Vpliv ekstraktov sentjanzevke, ginsenga in ginka
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Slika 19: Vpliv 1 v/v % RE na privzem 20 uM Saq Vv celice HepG2. Graf prikazuje privzem
20 uM Saq v celice HepG2 samega (Ref) ter ob prisotnosti 1 v/v % $entjanzevke (SENT),
ginka in ginsenga. Rezultati so podani kot povpre¢je 4 meritev + SD.
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Slika 20: Vpliv 1 v/v % RE na privzem 20 uM Dar v celice HepG2. Graf prikazuje privzem
20 uM Dar v celice HepG2 samega (Ref) ter ob prisotnosti 1 v/v % $entjanzevke (SENT),
ginka in ginsenga. Rezultati so podani kot povpre¢je 4 meritev + SD.
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5.4 PERMEABILNOST UCINKOVIN IN MODELNIH SPOJIN SKOZI
MONOSLOJ CELIC HEPG2

Pri spremljanju privzema antiretrovirusnih uc¢inkovin v celice HepG2 smo ugotovili, da je
eksperimentalni protokol dolg, saj smo morali izvesti Stevilne Casovno zahteve postopke
(kvantitativna odstranitev celic s podlage, liziranje, merjenje znotrajceli¢nih koncentracij
proteinov, obarjanje proteinov, veckratno centrifugiranje) pred dejansko HPLC ali LC-MS
analizo znotrajceli¢nih koncentracij ué¢inkovin. Zato smo se odlo¢ili celice HepG2 gojiti na s
kolagenom prevlecenih filtrih Transwell, s ¢imer smo oblikovali monosloj celic HepG2 na
porozni membrani, kar je omogocalo spremljanje permeabilnosti u¢inkovin. Tako pridobljeni
vzorci pa so bili dovolj ¢isti, da smo jih brez predhodnega ¢iScenja lahko aplicirali neposredno
na HPLC oz. LC-MS. Monosloj celic HepG2 smo tudi ustrezno ovrednotili; dolocili smo, ali
so v tako gojenih celicah Pgp in MRP-2 prenasalci izrazeni v apikalni (kanalikularni)
membrani in, ali je njihova aktivnost ustrezna za nadaljnje preuéevanje interakcij med
antiretrovirusnimi u¢inkovinami in RE. Celice HepG2 smo gojili na filtrih, prevlecenih s
kolagenom, saj ima le-ta adhezivne lastnosti in tako pripomore k pravilni orientaciji celic na
filtru, ki se zato lahko polarizirajo. Rezultati doloCevanja permabilnosti ucinkovin in
modelnih spojin so prikazani v tabeli XI. Prehod skozi celice smo v referenénem poskusu
preucevali v obe smeri: z apikalne proti bazolateralni (AP-BL) in z bazolateralne proti
apikalni (BL-AP). Vpliv dodatka AGE ali Rito pa smo merili le skozi kanalikularno

membrano (BL-AP smer), saj smo potrdili, da se le tu nahajata Pgp in MRP-2 prenasalca.

58



Janja Klemencic¢

Diplomska naloga: junij, 2011

Papp (¥10°° cmi/s)
Ref AGE/Rito

Substanca | Substrat za |C (uM)| AP-BL BL-AP AP-BL BL-AP
FITC-D4000 - 5 29.4+2.2 32.5+34 AGE - 30.5+1.2
FLU MRP-2 1 33.6+£1.7 | 40.0+0.8* | AGE § 'g 37.842.3
Rho123 Pgp 2 | 345+09 | 42.6+1.9* | AGE &‘% fé G| 88250+
Saq  |Pgp, MRP-2| 20 | 15.5:1.0 | 40.1=2.1% | AGE g%{é 8 306"
Dar MRP-2 20 AGE é )g 110+14.9*%*
45.6+0.7 | 75.6+5.8* Rito 2. 62.8+6.4**

Tabela XI: Vrednosti permeabilnostnih koeficientov (Papp) modelnih spojin (Rhol23, FLU,
FITC-D4000) ter antiretrovirusnih ucinkovin (Saq, Dar), dolo¢ene skozi monosloj celic
HepG2 v AP-BL in BL-AP smereh.

V tabeli so podane preiskovane substance, sekretorni prenasalci, vpleteni v njihov transport,
donorske koncentracije substanc in vrednosti permeabilnostnih koeficientov (Papp), dolocene v
AP-BL (zol¢ni prenos s kanalikularne na sinusoidalno stran) in BL-AP (prenos s sinusoidalne
na kanalikularno stran) smereh (Ref). Papp smo dolodili tudi ob prisotnosti 1 v/iv % AGE za
Saq ter AGE in 50 uM ritonavirja (Rito) za Dar. Rezultati so podani kot povpre¢je treh
meritev = SD.

* - Papp vrednosti v BL-AP smeri so statisti¢no signifikantno visje kot tiste, dolo¢ene v AP-BL
smeri.

** - Papp Vrednosti ob prisotnosti AGE oz. Rito v BL-AP smeri so statisti¢no signifikantno

vi§je/nizje kot referencne BL-AP vrednosti (Ref).

S pomo¢jo modelnih substanc (FITC-D4000, Rhol23 in FLU) smo ovrednotili lastnosti
monosloja celic HepG2. Ugotovili smo, da so vrednosti Pap, paracelularnega markerja FITC-
D4000, ki prehaja izkljuéno skozi tesne stike, visoke glede na vrednosti Payp za preostale
ucinkovine ter modelne spojine. Prav tako smo monosloju pred izvedbo poskusa izmerili
TEER vrednosti, ki odrazajo tesnost monosloja. Ugotovili smo, da so povpre¢ne TEER

2 in se niso

vrednosti monosloja celic HepG2 pred poskusom znasale 6.6 £ 1.2 Qcm
spremenile signifikantno med poskusom (povpre¢ne TEER vrednosti na koncu poskusa 5.9 +
0.9 Qcm?). Iz podatkov o povpreénih TEER vrednostih in Pap, vrednostih FITC-D4000 smo

sklepali, da je oblikovan monosloj celic HepG2 izrazito netesen (ang. »leaky«), vendar pa se
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celice kljub temu med rastjo ustrezno polarizirajo, saj so bile BL-AP P,p, vrednosti Rho123 in
FLU, substratov za Pgp in MRP-2 prenasalce, statisti¢no signifikantno visje od pripadajocih
AP-BL Pgpp vrednosti (tabela XI). To pomeni, da so se Pgp in MRP-2 prenasalci izrazili v
apikalni (oz. kanalikularni) membrani in omogo¢ili vi§ji transport modelnih spojin iz BL v AP
(tj. iz sinusoidalnega v kanalikularni) prostor kot obratno. Obenem smo opazili, da dodatek 1
v/v % AGE k celicam povzroci signifikantno poviSanje permeabilnosti Rho123 in znizanje
permeabilnosti FLU. Vpliv AGE na aktivnost Pgp in MRP-2 prenasalcev je bil tako identi¢en
vplivu na oba prenasalca v celicah HepG2, ki smo jih gojili na enostavni podlagi in spremljali

privzem Rho123 in FLU vanje.

Tudi koeficient permeabilnosti Saq in Dar je bil signifikanto vi§ji v BL-AP kot AP-BL
smereh, kar potrjuje, da sta se obe ucinkovini zaradi aktivnosti Pgp in MRP-2 prenasalcev iz
BL v AP prostor prenasali hitreje kot v obratni smeri. Transport Dar smo signifikantno znizali
s Pgp in MRP-2 inhibitorjem ritonavirjem ter s tem nedvoumno potrdili, da so zna¢ilno visje
Papp vrednosti antiretrovirusnih ucinkovin v BL-AP smeri posledica aktivne sekrecije
uc¢inkovin s Pgp in MRP-2.

Ob prisotnosti 1 v/v % AGE smo opazili, da se je transport Saq v BL-AP smeri statisti¢no
signifikantno zniZal, transport Dar v isti smeri pa signifikantno poviSal. Znizanje Papp
vrednosti Saq ob prisotnosti AGE pomeni zniZzano aktivnost sekretornih prenasalcev, kar
ustreza vi§jim znotrajceli¢nim koncentracijam Sag, ki smo jih opazili ob prisotnosti AGE v
lizatih celic HepG2 (poglavje 5.3). ZviSanje P4, vrednosti za Dar ob prisotnosti 1 v/iv % AGE
pa pomeni, da so se aktivnosti sekretornih prenasalcev povecale, to pa Se ujema z nizjimi

koncentracijami Dar v lizatih celic HepG2.
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6. RAZPRAVA

Inhibitorji HIV proteaz predstavljajo pomembno terapevtsko skupino antiretrovirusnih
ucinkovin, Ki so podvrzeni obseznemu predsistemskemu metabolizmu v jetrih in ¢revesju. Ker
dolgotrajna terapija z inhibitorji HIV proteaz pri okuzenih vodi v nastanek t.i. metabolnega
sindroma, za katerega so znalilne ateroskleroticne spremembe, hiperlipidemija in drugi
stranski uc¢inki, kot je demenca, so rastlinski pripravki pogost spremljevalec antiretrovirusne
terapije. Kljub splosnemu prepricanju, da so prehranska dopolnila varna, pa mnoga, Ki
vsebujejo rastlinske ekstrakte (RE), lahko povzroc¢ijo pomembne farmakokineti¢ne interakcije
z u¢inkovino. V klini¢nih $tudijah in razli¢nih in vivo ter in vitro raziskavah so bile dokazane
spremenjene farmakokineti¢ne lastnosti u¢inkovin ob prisotnosti RE. Studija na zdravih
prostovoljcih je pokazala 50 % zamanjSanje cmax Sakvinavirja (Saq) ob socasni aplikaciji s
Cesnom, vandar so avtorji opazene interakcije pripisali le wvplivom ekstrakta na
transport/metabolizem v enterocitih in ne v hepatocitih. Podobno kot za ¢esnove pripravke so
bile izvedene $tudije vpliva tudi za Sentjanzevko, ginseng in ginko na farmakokinetiko Saq.
Potrjeno je, da omenjeni ekstrakti pomembo vplivajo na CYP encime, medtem ko vpliva vseh
preuc¢evanih RE na transport Saq, bodisi v ¢revesne bodisi v jetrne celice, omenjene $tudije ne
vrednotijo.

Studije, ki bi preverjale vpliv rastlinskih ekstraktov na transport darunavirja (Dar) pa navkljub
opozorilom v temeljnem povzetku znacilnosti za Dar 0 moznih farmakokinetskih interakcijah
z zeliS¢nimi pripravki Se niso bile izvedene.

Ker mehanizma interakcij na sekretornih prenasalcih med rastlinskimi ekstrakti in inhibitorji
HIV proteaz $e ne poznamo, Smo vpliv RE na distribucijo u¢inkovin v jetrih ovrednotili v tej
nalogi. V primeru znacilnih sprememb transporta uéinkovin v/iz hepatocitov, to pomeni
spremenjeno  izpostavljenost ucinkovine metabolnim encimom, spremenjen obseg
predsistemskega metabolizma wucinkovine in posledicno spremenjeno terapevtsko

ucinkovitost.
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1. PGP IN MRP-2 PRENASALCA STA PRISOTNA V HEPG2 CELICNI LINIJI
Pred spremljanjem vpliva RE na distribucijo ucinkovin v celicah HepG2 smo najprej s
pomoc¢jo modelnih substratov in inhibitorjev za Pgp (rodamin 123, verapamil) in MRP-2
(fluorescein, MK-571) preverili, ali sta ekspresija in aktivnost obeh prenasalcev v HepG2
celi¢ni liniji ustrezni in zadostni, da bi lahko v nadaljevanju ocenili vpliv RE na transport
preucevanih inhibitorjev HIV proteaz. Ugotovili smo, da sta tako ekspresija kot aktivnost Pgp
in MRP-2 prenasalcev primerni (slika 8 in 9), saj se je privzem obeh substratov (Rho123 in
FLU) ob prisotnosti inhibitorjev Pgp (Ver) in MRP-2 (MK-571) signifikantno povisal.
Sekrecija Rhol123 in FLU je bila zaradi inaktivacije transporterjev znizana, znotrajceli¢na

koncentracija pa posledi¢no povisana.

2. VSI RE IMAJO VPLIV NA DELOVANJE PGP IN MRP-2 PRENASALCEV

S pomocjo istih modelnih substratov (Rho123 in FLU) smo zatem preverili tudi vpliv RE na
oba prenasalca. Ugotovili smo, da vsi testirani ekstrakti znacilno znizajo znotrajceli¢no
koncentracijo Rho123 v celicah HepG2, medtem ko se znotrajceli¢ne koncentracije FLU
signifikantno zvisajo. Koncentracija Rho se je ob dodatku Sentjanzevke, ginsenga in ginka
zmanjS$ala za priblizno polovico, v primeru ¢esna pa za priblizno Cetrtino glede na referentno
koncentracijo. Najvecjo spremembo znotrajceli¢éne koncentracije FLU smo opazili ob soc¢asni
aplikaciji FLU z ekstrakti ginsenga oz. Sentjanzevke. Dodatek AGE ali ekstrakta ginka v
primerjavi s preostalima dvema ekstraktoma ni povzrocil signifikantnih sprememb
koncentracije FLU v celicah HepG2.

Ker imata oba preuc¢evana sekretorna prenasalca v svoji strukturi ve¢ vezavnih mest (Pgp ima
Stiri vezavna/regulatorna mesta, MRP-2 pa dve vezavni mesti), se soCasno na isti prenasalec
lahko veze veC substratov. Vezava substrata na izbrano mesto v prenasalcu povzroci
strukturne — alostericne spremembe. Taks$na vezava na prenaSalec sprozi spremembe V
njegovi strukturi, ki so nujne za aktivni transport substrata. Sofasno pa se omenjene
strukturne/alosteri¢ne spremembe na vezavnem mestu, ki ga je zasedel substrat, odrazijo tudi
na strukturi preostalih vezavnih mest istega prenasalca. Vezava substrata na eno izmed
vezavnih mest tako povzroci alostericne spremembe v strukturi preostalih vezavnih mest,
katerih afiniteta do drugih morebitnih substratov se poveca, kar pomeni, da se poveca
transport preostalih substratov z istim prenasalcem. Opisan pojav, znan pod imenom pozitivna
kooperativnost vezavnih mest, omogoca, da se transport dveh substratov, ki se vezeta na
razli¢ni mesti v istem prenasalcu, poveca. V primeru vseh obravnavanih rastlinskih ekstraktov

predvidevamo, da se sestavine vezejo na drugo vezavno mesto na Pgp transporterju kot
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Rho123, saj opazimo povecanje transporta Rhol23 s Pgp prenasalcem in tako znizane
znotrajcelicne koncentracije Rhol123. Najvedje alostericne spremembe najverjetneje
povzroéijo ekstrakti Sentjanzevke, ginka in tudi ginsenga, saj se po vezavi sestavin teh
ekstraktov na Pgp prenasalec afiniteta vezavnega mesta za Rhol23 bolj poveca kot ob
dodatku AGE (faktor spremembe koncentracije je manjsi). Vezavno mesto za sestavine
vsakega izmed §tirih ekstraktov in FLU na MRP-2 pa je najverjetneje isto. Tekmovanje med
dvema MRP-2 substratoma tako povzro¢i, da sestavine RE iz vezavnih mest na MRP-2
izpodrinejo FLU, kar opazimo kot inhibicijo MRP-2 oz. kot kopi¢enje FLU v celicah HepG2.
Glede na prikazane rezultate lahko sklepamo, da ima MRP-2 sekretorni prenasalec najvecjo
afiniteto do ekstrakta ginsenga in Sentjanzevke, saj sestavine le-teh povzroc¢ijo najvecjo
spremembo koncentracije FLU v celicah HepG2. Nekoliko manjso afiniteto do prenasalca
imajo sestavine AGE in najmanjSo sestavine ekstrakta ginka, ki je povzro€il najmanjse
spremembe znotrajceli¢ne koncentracije FLU (slika 11).

Glede na prikazane rezultate lahko trdimo, da se sestavine preucevanih ekstraktov vezejo na
Pgp in MRP-2 prenasalca in tako vplivajo na transport drugih substratov. V primeru
preucevanja ucinkovin (Saq in Dar) lahko, zaradi socasne vezave sestavin RE in u¢inkovine
na isti prenasalec, pri¢akujemo spremembo v transportu ucinkovine s sekretornim
prenasalcem. Socasna vezava lahko vodi v zvisanje ali v znizanje znotrajceli¢nih koncentracij
ucinkovine. Smer spremembe koncentracije uéinkovine (t.j. zviSanje oz. zniZanje) je tako
odvisna od vezavnih mest, ki jih zasede ucinkovina in sestavine RE. V primeru, da sta
vezavni mesti za oba substrata (uéinkovino in RE) razli¢ni, lahko v skladu s teorijo o pozitivni
kooperativnosti med vezavnimi mesti, pricakujemo povecan transport obeh substratov s
prenasalcem in posledicno znizane znotrajcelicne koncentracije ucinkovine. Kadar pa
ucinkovina in sestavine RE tekmujejo za isto vezavno mesto, bo med njimi prislo do
kompetitivne inhibicije ter posledicno do zmanjsane sekrecije ucinkovine. Ucinek
posameznega rastlinskega ekstrakta na aktivni transport u€inkovin v hepatocitih bo torej

odvisen od vezavnega mesta uc¢inkovin na sekretornih Pgp in MRP-2 prenasalcih.

3. SAQ IN DAR STA PGP IN MRP-2 SUBSTRATA
V nadaljevanju smo skusali potrditi oz. ovre¢i literaturne podatke, da sta Saq in Dar substrata
za oba sekretorna prenasalcev. S pomocjo inhibitorjev (Ver, MK571 in ritonavirjem) smo za
obe ucinkovini potrdili, da sta Pgp in MRP-2 prenasalca izredno pomembna pri njunem
transportu iz hepatocitov. Vpliv inhibitorjev Pgp in/ali MRP-2 prenaSalcev na privzem obeh

ucinkovin v celice HepG2 smo preucevali pri donorski koncentraciji, ki se najbolj pribliza

63



Janja Klemencic¢ Diplomska naloga: junij, 2011

terapevtskim vrednostim obeh ucinkovin v ¢loveski plazmi. Slika 12, ki prikazuje privzem
Saq v celice HepG2 pri razli¢nih donorskih koncentracijah prikazuje, da je vpliv sekretornih
prenasalcev na privzem ucéinkovine v celice najve¢ji pri nizjih donorskih koncentracijah, saj je
privzem substance v celice HepG2 premosorazmeren s pasivno difuzijo HIV-PI v celico in
obratno sorazmeren s prispevkom sekretornih prenasalcev. Ker je torej hitrost naras¢anja
koncentracije Saq v celicah HepG2 najniZja pri najniji donorski koncentraciji (4,1*107
mmol/g*min), je aktivnost in s tem vpliv prenasalcev Pgp in MRP-2 na privzem v celice pri
teh pogojih najvecji. Z visanjem donorskih koncentracij postaja prispevek pasivne difuzije
ucinkovine vecji, prispevek aktivnega transporta pa nizji vse do mejne koncentracije, ko se
prenasalci nasitijo in k prenosu spojine prispeva v nadaljevanju predvsem Se pasivna difuzija.
Ker smo zeleli vrednotiti farmakokinetske interakcije med HIV-PI u¢inkovinama in RE pri
relevantnih in vivo koncentracijah ucinkovin, smo si tako izbrali najvisje, 20 uM
koncentracije Saq ter Dar kot tiste merodajne koncentracije, pri katerih smo v nadaljevanju
vrednotili vpliv inhibitorjev (Ver, MK-571, Rito) ter RE na privzem Saqg in Dar. Z vi§jo
donorsko koncentracijo obeh inhibitorjev HIV proteaz (20 uM) smo se tako poskusali
priblizati resni¢nim in vivo Koncentracijam u¢inkovin v organizmu.

Pri opazovanju privzema HIV-PI v celice HepG2 smo tako potrdili, da z Ver, MK-571 in Rito
uspesno inhibiramo sekrecijo obeh ucinkovin iz celic. Zaznali smo signifikantno visjo
koncentracijo Saq tako ob prisotnosti MK-571 (inhibitor MRP-2) kot ob prisotnosti Ver
(inhibitor Pgp) (slika 13, 14). Distribucija Saq v hepatocitih je torej mo¢no odvisna od obeh
prenasalcev, saj se znotrajceli¢na koncentracija te u¢inkovine po inhibiciji vsakega od obeh
prenasalcev poveca kar za faktor 3. Koncentracija Dar v hepatocitih je bila ob prisotnosti Ver
zanemarljivo povisana, signifikantno povisanje znotrajcelicne koncentracije Dar pa smo
opazili Sele z uporabo bolj specifi¢nega in moc¢nejSega inhibitorja ritonavirja (inhibitor obeh
prenasalcev) (slika 15, 16). Na spremembo znotrajceli¢ne koncentracije Dar vpliva predvsem
MRP-2 prenasalec, saj se ob inhibiciji le-tega koncentracija ucinkovine v hepatocitu

signifikantno povisa (za ve¢ kot 100 %) (slika 16).
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4. RE VPLIVAJO NADISTRIBUCIJO SAQ IN DAR V HEPATOCITIH

Ko smo potrdili zadostno izrazenost in aktivnost prenasalcev na uporabljenem
eksperimentalnem modelu (celice HepG2) ter transport preuc¢evanih uéinkovin (Saq in Dar) s
Pgp in MRP-2 prenasalcema, smo v naslednjem koraku preverili vpliv RE na njun transport in
na ta nacin preverili potencial za nastanek farmakokineti¢nih interakcij med u¢inkovinama in
RE.

V primeru socasne aplikacije ekstraktov Sentjanzevke, ginsenga, Cesna in ginka z Dar smo
vsakokrat opazili zmanjSanje koncentracije ucinkovine v hepatocitu. Signifikantna
sprememba znotrajceli¢ne koncentracije Dar (zmanjSanje za ve¢ kot polovico) sSmo opazili ob
dodatku ekstrakta Sentjanzevke in ginsenga. AGE je tudi signifikantno vplival na
koncentracijo Dar (zmanjSanje za priblizno polovico) medtem ko je imel ginko najmanjsi
vpliv (slika 18, 20). Tudi pri opazovanju privzema Saq v celice HepG2 ob prisotnosti
ekstraktov Sentjanzevke, ginsenga in ginka je prislo do padca koncentracije v celicah. Ekstrakt
Cesna, apliciran skupaj s Saq, pa je povzrocil povisanje koncentracije u¢ink ovine v hepatocitu.
Najvecjo spremembo znotrajcelicne koncentracije Saq je povzro€il socasno aplicirani AGE
(povisanje za faktor 3), medtem ko je imel ekstrakt ginsenga najmanjsi vpliv na spremembo
znotrajceli¢ne koncentracije Saq.

Mehanizem interakcij med RE in uc¢inkovinama je dokaj kompleksen. Saq je namre¢ substrat
obeh sekretornih prenasalcev (Pgp in MRP-2), Dar pa je glede na rezultate le substrat MRP-2
prenasalca. Hkrati imajo sestavine RE vpliv na aktivnost obeh transporterjev. Upostevati
moramo $e, da ima lahko isti RE drugac¢en ucinek na enem prenasalcu kot na drugem, saj je
vsak RE zmes ve¢ spojin (t.i. fitokemikalij). Fitokemikalije dolo¢enega RE lahko na enem
prenasalcu vodijo v pozitivno kooperativnost, na drugem prenasalcu pa lahko ali te iste
fitokemikalije ali druge povzroc¢ijo kompetitivno inhibicijo. Natan¢no napoved mehanizma
interakcij onemogoca tudi dejstvo, da ni znano, na katero vezavno mesto na prenaSalcu se
veze uc¢inkovina in tudi ne na katero fitokemikalije. Zaradi vseh zgoraj navedenih faktorjev, Ki

vplivajo na interakcije med RE in Sag/Dar, je moZnosti za razlago mehanizma le-teh vec.

Predvideli smo, da na distribucijo Dar vpliva predvsem MRP-2 prenasalec, saj smo Sele z
dodatkom Rito spremenili znotrajceliéno koncentracijo ucinkovine. Fitokemikalije ekstrakta
ginsenga, ki najbolj spremenijo znotrajceli¢no koncentracijo Dar, se vezejo na drugo vezavno
mesto na MRP-2 prenasalcu (ima 2 vezavni mesti) kot Dar. Posledica je strukturna
sprememba vezavnih mest in s tem povecana aktivnost MRP-2 prenasalca. Sekrecija

ucinkovine se mocno poveca, koncentracija v celici pa posledicno zmanjsa. Po istem
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mehanizmu delujejo tudi fitokemikalije ekstrakta Sentjanzevke, aplicirane skupaj z Dar.
Sestavine ekstrakta Cesna in ginka se prav tako vezejo na drugo vezavno mesto na MRP-2
prenasalcu kot Dar, vendar pa povzrocijo veliko manjSe strukturne spremembe drugega
vezavnega mesta kot fitokemikalije Sentjanzevke ali ginsenga. Aktivnost MRP-2 prenasalca je
namre¢ povecana v manjsi meri, kar vodi do manjSega padca znotrajceli¢ne koncentracije Dar

ob prisotnosti AGE ali ekstrakta ginka (slika 18, 20).

Pri Saq je napoved mehanizma interakcij kompleksnejSa, saj pri distribuciji ucinkovine
sodelujeta tako Pgp kot MRP-2 prenasaleca (z dodatkom Ver in MK-571 smo spremenili
znotrajceli¢no koncentracijo Saq). Poleg tega pa ima Pgp prenasalec 4 vezavna mesta, kar
vodi v veliko ve¢ razlicnih kombinacij vezave fitokemikalij in u¢inkovine kot v primeru Dar
ter s tem v tezjo opredelitev samega mehanizma interakecij.

Sestavine AGE se veZzejo na Pgp in MRP-2 prenasSalcu na isto vezavno mesto kot Saq, s Cimer
povzro¢ijo kompetitivno inhibicijo obeh prenasalcev. Sekrecija ucinkovine se signifikantno
zmanj$a, kar se odraza na mo¢no povisani znotrajceli¢ni koncentraciji Sagq.

Fitokemikalije ginka in Sentjanzevke imajo primerljiv efekt na zmanjSanje znotrajceli¢ne
koncentracije Saq v hepatocitu, kar pa ne pomeni, da je tudi mehanizem interakcij primerljiv.
Predpostavimo, da se sestavine ekstrakta ginka veZejo le na Pgp prenasalec (ekstrakt ginka ni
imel vpliva na spremembo znotrajceli¢nih koncentracij MRP-2 substratov FLU in Dar (slika
11, 20)), in sicer na drugo vezavno mesto kot Sagq. V skladu s teorijo pozitivne
kooperativnosti vezavnih mest pride do povecane sekrecije ucinkovine oz. do manjse
koncentracije le-te v celici (slika 19).

Fitokemikalije ekstrakta Sentjanzevke pa se vezejo na oba sekretorna prenasalca (sprememba
znotrajceli¢ne koncentracije tako substrata Pgp kot tudi MRP-2 (slika 10, 11)). Sestavine
ekstrakta Sentjanzevke se na prenasalcih najverjetneje vezejo na drugo vezavno mesto kot
Saqg. Alostericne spremembe vezavnih mest vodijo v ve¢jo aktivnost obeh prenasalcev in s
tem povecano sekrecijo Saq iz celice. Najvecji padec koncentracije Saq je opazen ravno ob
soCasni aplikaciji ekstrakta Sentjanzevke, kar je posledica sofasne aktivacije obeh
prenasalcev.

Tudi sestavine ekstrakta ginsenga se vezejo na oba sekretorna prenaSalca (sprememba
znotrajceli¢ne koncentracije Rhol123 in Flu, substratov Pgp in MRP-2 (slika 10, 11)). Padec
koncentracije Saq ob soCasni aplikaciji ginsenga je najmanjsi. Ena izmed moznih razlag
mehanizma interakcije je hipoteza o kombiniran mehanizem delovanja na sekretorne

prenasalce. Predpostavimo, da se fitokemikalije ginsenga vezejo na enem izmed sekretornih
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prenasalcev na isto vezavno mesto kot Saq, na drugem prenasalcu pa na drugo vezavno mesto
kot u¢inkovina. Prenasalec, na katerem je priSlo do vezave na razli¢na vezavna mesta, se
aktivira in pospe$i sekrecijo Saq. Drugi prenaSalec pa je zaradi morebitne vezave
fitokemikalij in Saq na isto vezavno mesto (kompetitivna inhibicija prenaSalca) zmanjsal
sekrecijo Saq. Padec koncentracije Saq ob prisotnosti ekstrakta ginsenga ob upostevanju
predlagane hipeteze pomeni, da prevlada ucinek prenasalca, na katerem je prislo do vezave

fitokemikalij in Saq na razli¢éna vezavna mesta.

5. REZULTATI ENOSTAVNEJSEGA MODELA CELIC HEPG2 SO USTREZNI

Ker smo pri preucevanju interakcij med RE in antiretrovirusnima uc¢inkovinama opazili, da je
eksperimentalno delo dolgotrajno zlasti zaradi protokola priprave vzorcev (liziranje celic v
tekoCem duSiku ter nato s pomocjo ultrazvocne sonde, dolo¢evanje koncentracij
znotrajcelicnih proteinov za normalizacijo koncentracije vzorcev glede na Stevilo celic,
obarjanje proteinov in pipetiranje v HPLC viale), smo za namene hitrejSega in zanesljivega
potrjevanja sprememb aktivnosti sekretornih prenasalcev ob prisotnosti drugih substanc (t.j.
substanc, ki lahko inhibirajo/aktivirajo delovanje prenasalcev), celice HepG2 gojili na s
kolagenom prevlecenimi filtrin Transwell. Kolagen je sestavina zunajcelicnega matriksa in
interreagira s komponentami plazemske membrane celic ter tako pripomore k oblikovanju
polariziranega sloja celic (63). Hepatociti so namre¢ polarizirane celice, kar pomeni, da sta
sestavi kanalikularne in sinusoidalne membrane razli¢ni. Sekretorna Pgp in MRP-2 prenasalca
se izrazata le v kanalikularni membrani in tako omogocata enosmerni prenos ucinkovin oz.
njihovih metabolitov iz plazme v Zzol¢. Ker pri rasti celic na enostavni plastiéni podlagi o
polariziranosti celic ne moremo govoriti, smo predpostavili, da bi pri gojenju celic HepG2
lahko pripravili monosloj celic, ki bi imel sekretorne prenasalce izrazene izkljuéno v
apikalni/kanalikularni membrani. Z ustreznimi protokoli sejanja in dnevne menjave medija
smo s pomoc¢jo mikroskopa potrdili, da se monosloj celic HepG2 oblikuje v 3 dneh, nato pa
smo s tako oblikovanim monoslojem celic HepG2 v Ringerjevem mediju izvedli poskuse, Kjer
smo najprej spremljali permeabilnost modelnih substanc za MRP-2 (FLU) in Pgp (Rho123)
ter obeh ucinkovin (Sag, Dar). Preverili pa smo tudi integriteto tesnih stikov oz. tesnost
modela tako, da smo merili koeficient permeabilnosti paracelularnega markerja FITC-D4000
in monosloju izmerili transepitelijsko elektri¢no upornost (TEER).

Z meritvami TEER in koeficienta permeabilnosti FITC-D4000 smo ugotovili, da celice
HepG2 oblikujejo netesen monosloj, zaradi ¢esar bi bilo morda tezko zaznati prispevek

aktivnega prenosa substanc s Pgp in MRP-2 prenasalcema v smeri iz sinusoidalne proti
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kanalikularni strani (BL-AP smer). Pasivna difuzija v taks$nih netesnih celicah/celi¢nem
monosloju bi namre¢ lahko presegla prispevek aktivnega transporta, ki ga morda tudi z
ustreznim analitskim pristopom ne bi zaznali. Pri doloCevanju permeabilnosti (Papp)
obravnavanih spojin smo ugotovili, da so Py vrednosti le-teh, enakega velikostnega razreda
kot Pgpp vrednosti FITC-D4000. P,y vrednosti paracelularnin markerjev so obicajno nekaj
velikostnih razredov nizje od Papy vrednosti uc¢inkovin, ki prehajajo membrano transcelularno
(pasivno ali aktivno). Vendar pa smo s pomo¢jo primerjav Pap, vrednosti, ki smo jih dolo¢ili v
AP-BL in BL-AP smeri za Rhol23 in FLU potrdili, da kljub visoki paracelularni
permeabilnosti tesnih stikov monosloja celic HepG2 lahko opazimo signifikantne razlike v
Papp Vrednostih, dolocenih v obeh smereh. Torej lahko zaznamo prispevek aktivnega
transporta v tako gojenih celicah HepG2. Znatno visji transport v BL-AP smeri, torej
pomemben prispevek Pgp in MRP-2 prenasalcev smo opazili za obe antiretrovirusni
uc¢inkovini. V nadaljevanju smo zato preverili vpliv 1 v/v % AGE na delovanje prenasalcev in
odprtost tesnih stikov. Ugotovili smo, da se paracelularna permeabilnost celic HepG2 ne
spremeni (Papp Vrednosti za FITC-D4000 se niso spremenile), medtem Ko sta se sekreciji Saq
in FLU signifikantno znizali, Dar in Rhol123 pa signifikantno zvisali. Ob prisotnosti AGE
smo tako opazili enake spremembe kot pri poskusih, ko smo spremljali privzem obeh
ucinkovin in modelnih substanc v celice HepG2, le da je bilo spremljanje permeabilnosti

cenovno in ¢asovno manj zahtevno.

6. RE VPLIVAJO NA PLAZEMSKO KONCENTRACIJO SAQ IN DAR
Za napoved vpliva farmakokineti¢nih interakcij na spremembo plazemske koncentracije (Cp)
Saq in Dar ob prisotnosti RE, so potrebne informacije o vplivu sekretornih prenasalcev in
CYP encimov tako v hepatocitih kot tudi v eneterocitih. Enterociti so namre¢ prvo mesto, kjer
lahko pride do farmakokineti¢nih interakcij. Poleg tega pa so tu encimi CYP in prenasalci v
stiku z najvigjimi koncentracijami u¢inkovine in RE. Za ovrednotenje c, ucinkovin ob
prisotnosti RE si moramo zato pomagati z dosedaj znanimi literaturnimi podatki. Zal pa je
zelo malo znanega o vplivu RE na metabolizem Sag/Dar v enterocitih. Razne S$tudije
vec¢inoma vrednotijo vpliv RE na CYP metabolne encime v enterocitih in hepatocitih, le redko
vpliv na sekretorene prenasalce (65). Tako vemo, da ckstrakta Cesna in ginka inhibirata
dolocene CYP encime (predvsem CYP3A4), katerih substrata sta Saq in Dar (29, 42).
Ekstrakta Sentjanzevke in ginsenga pa povecata ekspresijo CYP3A4 encimov, s ¢imer lahko
povisata obseg metabolizma Saq in Dar, saj sta oba CYP3A4 substrata (35, 19). Podatki

vpliva RE na Pgp ali MRP-2 prenasalca v enterocitih so znani le za Sag ob prisotnosti
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Cesnovega ekstrakta. Sekrecija u¢inkovine v lumen ¢revesja se zaradi vpliva ekstrakta cesna
poveca in njena koncentracija v enterocitu posledi¢no zmanjsa (20).

Ekstrakt ¢esna, apliciran socasno s Saq, zmanjsa njegovo plazemsko koncentracijo (cp) (19),
kar pomeni da vpliv sekretornih prenasalcev v enterocitih (povecana sekrecija v lumen
¢revesja) prevlada nad vplivom teh prenasalcev v hepatocitih (zmanjSana sekrecija iz celice).
Za vse ostale kombinacije RE in preucevanih zdravilnih ucinkovin lahko govorimo le o
prispevku posameznih interakcij na spremembo c, Sag/Dar, saj nam manjkajo kljucne
informacije o interakcijah na prenaSalcih v enterocitih. Do sedaj znani vplivi ekstrakta
ginsenga in Sentjanzevke prispevajo k zmanjsanju c, tako Saq kot Dar, zaradi povecane
razgradnje ucinkovin s CYP encimi (enterociti in hepatociti) in povecane sekrecije u¢inkovin
v zol¢no izvodilo (kanalikule). Ekstrakt ginka bi lahko na podlagi interakcij v hepatocitih
prispeval k povecani c, Saq in Dar, v primeru da inhibitorni vpliv ginka na CYP sistem
preseze vpliv na povecanje sekrecije iz hepatocita. Konéne spremembe c, Saq in Dar ob
so¢asnem jemanju z ekstrakom ginka pa seveda ne moremo napovedati brez podatkov o

delovanju sekretornih prenasalcev v enterocitih.
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7. SKLEP

V nalogi smo ovrednotili vpliv rastlinskih ekstraktov (RE) Sentjanzevke, ginsenga, ¢esna in
ginka na distribucijo sakvinavirja (Saq) in darunavirja (Dar) v hepatocitih. S pomoc¢jo modela
HepG2 celi¢ne linije smo Saq oznadili kot substrat Pgp in MRP-2 prenasalcev, Dar pa le kot
substrat MRP-2 prenasalca. Z gotovostjo lahko trdimo, da imajo obravnavani RE
signifikanten in raznolik vpliv na spremembo distribucije obeh u¢inkovin. Ugotovili smo
namre¢, da vsi Stirje rastlinski ekstrakti signifikantno vplivajo na povecan transport obeh
ucinkovin v smeri iz hepatocita v kanalikule. Edina izjema med preuc¢evanimi ekstrakti je bil
Cesen, ki je povecal koncentracijo Saq v hepatocitu. S tako zbranimi podatki smo dolocili
mehanizme interakcij med RE in uéinkovinama. Smer interakcij (aktivacija/inhibicija) ob
prisotnosti RE je odvisna od dodane substance — substrat prenasalca, ki je hkrati prisotna v
celici. Glede na to, na katero vezavno mesto na prenasalcu se substrat veze, povzro¢i so¢asno
aplicirani RE ali aktivacijo ali inhibicijo istega prenaSalca. Na podroc¢ju farmakokineti¢nih
interakcij RE z ucinkovinami pa je do danes Se premalo odkritega, da bi lahko mehanizme
interakcij, obravnavane v tej nalogi, aplicirali na druge zdravilne ucinkovine oz. druge
substrate prenasalcev.

Zaradi potreb po hitrem in zanesljivem kvalitativnem potrjevanju interakcij med
ucinkovinami, sSmo v ta namen razvili nov model, tako da smo celice HepG2 gojili na s
kolagenom prevlecenih filtrih Transwell. S tem modelom smo preverjali potencialne
interakcije med antiretrovirusnimi uéinkovinami in sestavinami rastlinskih ekstraktov. Model,
na osnovi permeabilnosti u¢inkovin skozi monosloj celic HepG2, se je izkazal za enako
ucinkovitega kot uveljavljen model HepG2 celi¢ne linije, ki temelji na privzemu ucinkovine v
celice. Lahko trdimo, da je razviti model veliko bolj enostaven, z manj procesnimi koraki in

manj porabljenimi reagenti ter posledi¢no nizjimi stroski.
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