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POVZETEK

Osteoporoza je bolezen skeleta, pri kateri pride do zmanjSanja mineralne kostne gostote s
prisotnimi spremembami v mikroarhitekturi kosti. Selektivni modulatorji estrogenskih
receptorjev so strukturno raznolika skupina u¢inkovin, ki delujejo na estrogenske
receptorje kot agonisti ali kot antagonisti. Predstavnika le-teh sta raloksifen in
bazedoksifen, ki se uporabljata v preventivi in zdravljenju osteoporoze. Obe u¢inkovini
imata zelo nizko bioloSko uporabnost. Raloksifen izkazuje med posamezniki velike razlike
v farmakokineti¢nih parametrih. Ker mu je bazedoksifen strukturno podoben, lahko tudi
pri njem pricakujemo podobne teZave. Nas cilj je bil identificirati prenaSalce, s katerimi se
raloksifen in bazedoksifen prenaSata v jetrne celice in iz njih in s tem poskuSati pojasniti
takSne raznolikosti v farmakokinetiki u¢inkovin. Poskuse smo izvajali na in vitro modelu
podganjih jetrnih rezin in HepG2 celi¢ni liniji, ugotavljali pa smo prenaSanje ucinkovin s
P-glikoproteinom (P-gp), MRP (ang. »multidrug resistance-associated protein«) prenasalci,
BCRP (ang. »breast cancer resistance protein«) prenasalcem in OATP (ang. »organic anion
transporting polypeptide«) prenasalci. Ugotavljali smo razlike v koncentracijah u¢inkovin
med poskusi z in brez inhibitorja doloCenega prenasalca. Iz rezultatov na jetrnih rezinah
lahko z veliko verjetnostjo sklepamo, da se raloksifen prenasa s P-gp, OATP in MRP
prenasalci, bazedoksifen pa z OATP prenaSalci. Rezultati na HepG2 celicah so za
raloksifen potrdili sklepe na jetrnih rezinah, rezultati za bazedoksifen pa so pokazali, da je
bazedoksifen substrat Se za P-gp in BCRP prenasalec in da po vsej verjetnosti ni substrat
MRP prenasalcev. 1z vseh poskusov zato lahko predvidevamo, da se raloksifen z veliko
verjetnostjo v hepatocite prenasa z OATP prenasSalci, iz hepatocita pa z P-gp prenasalcem
in MRP prenasalci. Pri bazedoksifenu lahko predvidevamo le izloCanje iz hepatocita s P-gp
in BCRP prenasalcema. Po vsej verjetnosti se bazedoksifen v hepatocite prenasa z OATP
prenasalci. Pri raloksifenu smo ugotovili, da mora obstajati Se nek drug privzemni
prenaSalec, za katerega je substrat, ki pa ga mi nismo identificirali. Ti rezultati kaZejo na
to, da so tudi prenasSalci v enterocitih in hepatocitih pomemben dejavnik, ki vpliva na
bioloSko uporabnost in farmakokineti¢ne parametre raloksifena in bazedoksifena.

PrenaSalci omogocajo u€inkovinama tudi enterohepati¢no cirkulacijo.



ABECEDNI SEZNAM OKRAJSAV

ABC ATP-vezavna domena (ang. »ATP-binding cassette«)

ADP adenozindifosfat

ATP adenozintrifosfat

BAZ bazedoksifen

BCRP resistenten protein izoliran pri raku na dojki (ang. »breast cancer
resistance protein« )

CYP 450 druZina citokromov P450

DIDS 4.,4'-diizotiocianostilben-2,2'-disulfonska kislina

DMSO dimetilsulfoksid

E-3-S estron-3-sulfat

EPHX epoksidne hidrolaze

ER estrogenski receptor

ERa oz. ERf estrogenski receptor alfa oz. beta

FLU fluorescein

GST glutation-S-transferaza

HDL lipoproteini visoke gostote (ang. »high density cholesterol«)

HNZ hormonsko nadomestno zdravljenje

HPLC tekocinska kromatografija z visokim pritiskom (ang. »high pressure
liquid chromatography«)

LC tekoc¢inska kromatografija (ang. »liquid chromatography«)

LC-MS/MS sklopljen sistem tekocCinske kromatografije in tandemskega
masnega spektrometra

LDL lipoproteini visoke gostote (ang. »low density cholesterol«)

M1 metabolit raloksifena — raloksifen-6-glukuronid

M2 metabolit raloksifena — raloksifen-4'-glukuronid

M3 metabolit raloksifena — raloksifen-6,4'-diglukuronid

M4 metabolit bazedoksifena — bazedoksifen-4'-glukuronid

M5 metabolit bazedoksifena — bazedoksifen-5-glukuronid

M6 metabolit bazedoksifena — bazedoksifen-5,4'-diglukuronid

min minuta (¢as)




MCEF-7

celic¢na linija ¢loveskega raka dojk (ang. »human breast tumor cell

line«)

MDR protein povezan z resistenco vec spojin (ang. »multidrug resistance
protein«)

MKG mineralna kostna gostota

MRP druZina proteinov povezanih z resistenco na vec spojin (ang.
»multidrug resistance-associated protein«)

MS masni spektrometer

MXR na mitoksantron resistenten protein (ang. »mitoxantrone
resistance«)

NAT N-acetiltransferaza

OATP polipeptidi, ki prenaSajo organske anione (ang. »organic anion
transporting polypeptide«)

PBS raztopina fosfatnega pufra (ang. »phosphate buffer solution«)

P-gp P-glikoprotein

RAL raloksifen

RANK receptor za aktivator jedrnega dejavnika kapa B

RANKL ligand receptorja za aktivator jedrnega dejavnika kapa B

Rho123 rodamin 123

SERM selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev (ang. »selective
estrogen receptor modulator«)

SLC21 ang. »solute carrier family 21«

SULT sulfoniltransferaza

UGT uridindifosfat glukuronil transferaza

UGT1A1 uridindifosfat glukuronil transferaza iz druzine 1, poddruzine A,

encim 1




UvVOD

1 UVOD

1.1 OSTEOPOROZA

Osteoporoza je nesimptomatska sistemska bolezen skeleta, pri kateri pride do zmanjSanja
kostne mase za ve¢ kot 2,5 standardnih deviacij glede na najvecjo kostno maso v odrasli
dobi s prisotnimi spremembami v mikroarhitekturi kosti. Te spremembe v kosti vodijo v
povecano tveganje za zlome kosti Ze ob najmanjSih poSkodbah, Se posebej za zlome
vretenc, kolka in zapestja. Je ena izmed najpogostejSih motenj v starejsi populaciji in

predstavlja pomemben javno zdravstveni problem [1, 2, 3].

V Sloveniji je prevalenca osteoporoze pri Zenskah po 50. letu 27,5 %, pri moskih po 60.
letu pa 14,6 % [2]. V ZDA so ugotovili, da je vsaj 90 % zlomov medenice in vretenc med
starejSimi belimi Zenskami in vec€ kot 70 % med starejSimi belimi moSkimi povezanih z
osteoporozo. Pojav osteoporoznih zlomov vodi v veliko smrtnost, obolevnost, zmanjSano
mobilnost in zmanjSano kvaliteto Zivljenja. To breme zdravstva je Ze zdaj veliko in Se raste

zaradi staranja prebivalstva [1].

Pomemben kazalec trdnosti kosti in tveganja za osteoporozni zlom je mineralna kostna
gostota (MKG), ki jo ocenjujejo z enoenergijsko absorpciometrijo (SXA), dvoenergijsko
absorpciometrijo (DXA), kvantitativno rac¢unalniSko tomografijo ter ultrazvo¢no
kvantitativno ultrasonografijo. Kostno gostoto merijo najpogosteje v podroc¢ju ledvenih
vretenc in kolka. Vse vec Studij pa kaZe, da tveganje za zlom raste hitreje kot lahko
opazimo zmanjSanje MKG. Na trdnost kosti ne vpliva le MKG, ampak tudi ve¢ drugih

dejavnikov kot sta velikost kosti in njena mikroarhitektura [1].

Razlogov za nastanek osteoporoze je vec. Izvirajo lahko Ze iz mladosti, ¢e se ljudje ne
gibljejo dovolj. Do petindvajsetega leta starosti ¢lovek doseze svojo najve¢jo MKG, na kar
lahko vpliva predvsem s prehrano, bogato s kalcijem in vitaminom D, in s ¢im vec telesne
dejavnosti. Sekundarno se osteoporoza lahko razvije zaradi revmatoidnega artritisa,
malabsorpcijskega sindroma, prevelike uporabe tiroksina, ciklosporina in
glukokortikoidov. Pri Zenskah se pojavi osteoporoza v najvecji meri po menopavzi, za kar
je odgovoren primanjkljaj estrogena (pomenopavzna osteoporoza). Delovanje estrogena na

kostno remodelacijo $e ni Cisto razjasnjeno, predvidevajo pa, da estrogen inhibira citokine,
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ki spodbudijo delovanje osteoklastov, zmanjSuje osteoklastogenezo, povzroca apoptozo
osteoklastov in nasprotuje resorpciji kostnine tako, da zmanjsa izplavljanje kalcija
posredovano s paratiroidnim hormonom. Pri starejSih moskih pride do zmanjSanja
nastajanja estrogena iz androgenskega predhodnika. Ker pride do tega pozneje kot pri

Zenskah, se pojavi osteoporoza pri moskih bolj pozno (senilna osteoporoza) [1, 4].

1.1.1 Zdravljenje osteoporoze

Kot osnovno terapijo pri preventivi in zdravljenju osteoporoze se priporoca ustrezno
jemanje kalcija in vitamina D ter njegovih metabolitov. Na dan se priporoc¢a 1000 — 1200
mg kalcija in 800 — 1000 E (okrog 25 pg) holekalciferola. Vitamin D je pomemben za

absorpcijo kalcija v Crevesju [4].

Ostala zdravila lahko razdelimo na zdravila, ki zmanjSujejo razgradnjo kosti (A), zdravila,
ki povecajo izgradnjo kosti (B) in zdravila, ki zmanjSujejo razgradnjo kosti in povecajo

njeno izgradnjo (C).

Bisfosfonati so encimsko odporni analogi pirofosfata, ki zavirajo resorpcijo kosti. Vezejo
se na kostne minerale v kostnem matriksu in se iz njih pocasi ali skoraj ne spros¢ajo zaradi
delovanja osteoklastov. Kljub temu, da se zelo slabo absorbirajo, pa je njihova
koncentracija v telesu velika, ker ostajajo v kosteh. Ob jemanju te uc¢inkovine lokalno
drazijo zelodec. Med bisfosfonate spadajo alendronat (in njegova kislina), zolendronska
kislina, risedronat, pamidronat in klodronat. Bisfosfonati spadajo v skupino zdravil A [4].
SploSna struktura bisfosfonatov je prikazana na sliki 1.

PIROFOSFORJEVA  BISFOSFONSKA
KISLINA KISLINA
OH

Slika 1 — Kemijska struktura pirofosforjeve Kisline in bisfosfonske kisline.

Hormonsko nadomestno zdravljenje (HNZ) pri Zenskah nadomesca pomanjkanje
estrogena. Estrogen povecuje izgradnjo in zmanjSuje razgradnjo kostnega tkiva (zdravila
C). A estrogen ne deluje le na kosti, ampak na vsa tkiva, s ¢imer so povezani nezZeleni

ucinki te terapije: zadrZzevanje vode, bole€ine v dojkah, ponovitev menstruacijskega cikla,

~7~
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razvije se lahko tudi rak dojk in endometrija maternice. Estrogen lahko dajemo peroralno
(konjugirani estrogeni, estradiol, estriol), vaginalno, s transdermalnimi obliZi ali

subkutanimi implantati [1, 4].

Selektivni modulator;ji estrogenskih receptorjev (SERM) spadajo v skupino A. So
strukturno raznolika skupina ucinkovin, ki se veZejo na estrogenski receptor (ER) in
izkazujejo meSano aktivnost na njem. Razvili so jih z namenom selektivnega delovanja na
estrogenske receptorje v razli¢nih tkivih, da bi se izognili neZelenim u¢inkom HNZ [5].
Imamo tri skupine u¢inkovin — trifeniletileni, benzotiofeni in indolski derivati [6]. Med
trifeniletilene spadata npr. ormeloksifen, tamoksifen. Ti imajo antagonistien ucinek na
dojke, a delujejo stimulativno na endometrij maternice, kar ni zazeleno. Uporabljajo se pri
estrogensko odvisnem raku dojk [7]. V benzotiofensko skupino spadata npr. raloksifen in
arzoksifen, ki imata agonisti¢no aktivnost na ER v kosteh, krvnem obtoku in v centralnem
Zivénem sistemu ter antagonisti¢no aktivnost na ER v dojkah in endometrij maternice [5,
6]. Uporabljata se v preventivi in zdravljenju osteoporoze. V indolsko skupino spada
bazedoksifen, ki deluje enako kot benzotiofenska skupina in se uporablja pri zdravljenju

osteoporoze [6].

Za vezavo SERM na ER je pomembna prisotnost fenolne skupine v molekuli [8]. Ko se
SERM veze na membransko vezan ER, spremeni njegovo konformacijo, kompleks se veze
na DNA in sproZi transkripcijo. ER je jedrni receptor in poznamo dva podtipa ER, alfa
(ERa) in beta (ERp). ERa se nahaja v dojkah in endometriju maternice, ERB pa v kosteh, v
srcu, v endoteliju in drugih tkivih [9]. Na u¢inek SERM v dolo¢enem tkivu vpliva razli¢no
izrazanje podtipov ER v tkivih, razli¢cne konformacije ER-ligand in razli¢ne vezave ER-

ligand-kompleksa na dele DNA za regulatorne proteine [5].

Paratiroidni hormon nima velike ucinkovitosti, a se je izkazalo, da hormon in njegovi
fragmenti stimulirajo aktivnost osteoblastov in povecajo izgradnjo kostnine. V ta namen se
uporablja teriparatid, peptidni fragment rekombinantnega paratiroidnega hormona [4].

Spada v skupino zdravil B.

Stroncijev ranelat hkrati poveca tvorbo kosti in zmanjSuje resorpcijo kosti in tako
povecuje kostno maso in trdnost kosti [4, 10]. Spojina je sestavljena iz dveh ionov
stabilnega izotopa stroncija in ene molekule ranelske kisline, organske dela, ki je

odgovoren za farmakokinetiko in prenaSanje zdravila [11]. Absorpcija iz

~8~
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gastrointestinalnega trakta je zelo slaba, poslabsa jo mleko. Mehanizem delovanja ni
povsem jasen. Stroncijevi ioni se adsorbirajo na hidroksiapatitne kristale in se s casom
zamenjajo za kalcij, a ostanejo dolgo Casa v kosteh [4]. Zaradi visoke cene ga predpisujejo
le bolnicam, pri katerih so bisfosfonati neucinkoviti ali jim povzrocajo neZelene ucinke

[12]. Spada v skupino zdravil C. Struktura stroncijevega ranelata je prikazana na sliki 2.

00 CN
/

S r2+ ‘
P y ot 7 coo

0oc” S *“"«*Tf

\%{ﬁ. -
COU

Slika 2 — Kemijska struktura stroncijevega ranelata (C;,HgN,OgSSr>).

Kalcitonin deluje kot zelo Sibek zaviralec kostne razgradnje (skupina zdravil A). Deluje
tako, da se veze na specificen receptor na osteoklastih in inhibira njihovo delovanje. V
ledvicah zmanjSa reabsorpcijo kalcija in fosfata v proksimalnih tubulih. Njegov glavni
ucinek je zmanjSanje plazemske koncentracije kalcija. V terapiji osteoporoze se uporablja

le redko [4].

Denosumab (protitelo proti ligandu receptorja za aktivator jedrnega dejavnika kapa B,
RANKL) je novo biolosko zdravilo (monoklonsko protitelo) za zdravljenje osteoporoze.
Uporablja se ga kot podkozni implantat in se ga injicira 60 mg dvakrat na leto. Deluje tako,
da se veze na RANKL. RANKL je telesu lastna spojina, ki se veZe na receptor za aktivator
jedrnega dejavnika kapa B (RANK) in pospesi razmnoZevanje osteoklastov in njihovo
aktivacijo. RANKL je mocan aktivator kostne razgradnje in ¢e ga inhibiramo, zaustavimo
kostno razgradnjo [13]. Ucinkovina je danes Ze v uporabi, zdravilo pa je registrirano tudi v

Sloveniji. Spada v skupino zdravil A.

1.2 RALOKSIFEN
Raloksifen (RAL) spada v benzotiofensko skupino SERM. Veze se na ER in z njim

interagira, deluje kot estrogenski agonist v kosteh in jetrih ter kot estrogenski antagonist v
tkivu dojk in maternice. Predstavlja alternativo HNZ pri Zenskah po menopavzi v
preventivi in zdravljenju osteoporoze ter sr¢no-Zilnih boleznih [14]. Raloksifen izkazuje

linearno farmakokinetiko z visoko variabilnostjo med osebami za vecino



UvVOD

farmakokineti¢nih parametrov [14]. VzdrZevanje ustrezne plazemske koncentracije je

dosezeno z odmernim intervalom enkrat na dan.

Absorpcija

Raloksifen se hitro absorbira po peroralni aplikaciji [ 14, 15], absorpcija je ocenjena na
okrog 60 % [14, 16]. Absolutna bioloSka uporabnost raloksifena je zaradi obseZnega
predsistemskega metabolizma le 2 % [14, 15, 16]. Maksimalne plazemske koncentracije
raloksifena in sekundarni vrhovi metabolitov raloksifena se tipi¢no pojavijo okrog 6 ur po
aplikaciji [14]. Hrana naj ne bi imela vpliva na absorpcijo [14, 15]. Navidezni logP za RAL
je okrog 5,5 [17].

Porazdelitev

Raloksifen se mo¢no porazdeli po telesu, po enem odmerku je navidezni volumen 2348
L/kg in ni odvisen od odmerka [14, 16]. Raloksifen in njegovi monoglukuronidni
metaboliti se mocno veZejo na plazemske proteine (ve€ kot 95 %), vklju¢no z albuminom

in a-1 kislim glikoproteinom, a ne na globuline, ki vezZejo steroide [14, 15].

Metabolizem

Raloksifen je podvrzen obsezni predsistemski glukuronidaciji, pri prvem prehodu skozi
jetra se v celoti metabolizira [16]. Z uridindifosfat glukuronil transferazami (UGT) se
pretvori v konjugate z glukuronsko kislino. Nastane raloksifen-4'-glukuronid (M1),
raloksifen-6-glukuronid (M2) in raloksifen-6,4'-diglukuronid (M3). Nekonjugiranega
raloksifena je v plazmi malo, manj kot 1 % [14, 18]. Struktura RAL in njegovih

metabolitov je prikazana v tabeli 1.

Izlocanje

Raloksifen se primarno izlo¢a z blatom in le malo s se¢em (manj kot 6 %) [16]. Po
intravenski aplikaciji je oCistek RAL enak pretoku skozi jetra, kar je mozno pripisati
izklju¢no metabolizmu. Peroralni ocistek je 44,1 L/(kg*h) [14]. Metaboliti raloksifena so
ponovno uporabljeni z reverzibilnim sistemskim metabolizmom in enterohepati¢no
cirkulacijo — vse to pa podaljSa plazemski razpolovni ¢as izloCanja na 27 ur po peroralni

aplikaciji [14, 15]. Pri kronicni terapiji je oCistek v obmocju med 40 do 60 L/(kg*h) [14].
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Tabela 1 — Tabela prikazuje kemijsko strukturo raloksifena in njegovih metabolitov.

RZ
raloksifen H H
raloksifen-4'-glukuronid (M1) H “"%
raloksifen-6-glukuronid (M2) o \ H
raloksifen-6,4'-diglukuronid A - A -
(M3) \o \o

Ucinek

RAL poveca MKG v ledvenih vretencih, v kolku in v vratu stegnenice [15]. RAL zniZa
vrednosti kazalcev kostne premene do enakih vrednosti kot jih imajo Zenske pred
menopavzo [15]. V 24 mesecih zniza serumsko koncentracijo celotnega holesterola in
LDL-holesterola [15]. Ze po 6 mesecih terapije s 60 mg in 120 mg RAL na dan so opazili
zniZanje serumskega LDL-holesterola za okrog 12 % v primerjavi s placebom [15].
Serumske vrednosti HDL-holesterola so ostale po terapiji z RAL nespremenjene. Na
podganah so ugotovili, da RAL minimalno u¢inkuje na maternico in ne povzroca
sprememb v debelini endometrija [15]. V primerjavi s placebom malo, a signifikantno,
povec€a mokro teZo maternice pri podganah [8]. Kot neZeleni ucinek so preiskovanke
navajale ve¢ vrocinskih navalov v primerjavi s placebom in opazili so tromboembolijske

dogodke [14, 15].
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1.3 BAZEDOKSIFEN

Bazedoksifen (BAZ) je predstavnik tretje generacije SERM in ima v strukturnem jedru
indol. Nima steroidne kemijske strukture kot estrogen, a je njegova terciarna struktura
taksna, da se z lahkoto veZe na ER [1, 19]. BAZ se veZe na ERa in ERp z visoko afiniteto
[8]. Za ERa (ICsp= 26 nM) ima okrog Stirikrat vecjo afiniteto kot za ERB (ICso= 99 nM)
[20]. V primerjavi z RAL in 17-B-estradiolom ima BAZ desetkrat niZjo afiniteto do ERa in
je manj selektiven za ERa kot RAL [8, 9]. BAZ izkazuje pozitivne uc¢inke na kosti, na

kazalce kostne premene in na lipidni profil brez stimulacije celic endometrija in raka dojk.

Absorpcija

BAZ se hitro absorbira, za dosego najvisje plazemske koncentracije po peroralni aplikaciji
je potreben Cas okrog 2 ur (tmax) [19, 20, 21]. BAZ izkazuje linearno zviSanje plazemskih
koncentracij pri enkratnih odmerkih od 0,5 mg do 120 mg in veckratnih odmerkih od 1 mg
do 80 mg [21]. Absolutna bioloska uporabnost BAZ je 6 %, bioloska uporabnost za tablete
in kapsule po peroralni aplikaciji pa je enaka [19, 20, 21]. Ker so na plazemskem profilu
opazili sekundarne vrhove, sklepajo na enterohepaticno cirkulacijo. BAZ se lahko aplicira
neodvisno od hrane [20, 21]. Na Caco-2 celicah so dolocili vrednosti navideznega
porazdelitvenega koeficienta med 0,71 in 1,33 x 10" cm/s (izradunan logP je med 6,1 in
5,8), kar nakazuje dobro pasivno permeabilnost BAZ in podpira teorijo o dobri absorpciji

[22].

Porazdelitev

Po intravenski aplikaciji tri miligramskega odmerka BAZ je porazdelitveni volumen 14,7 +
3,9 L/kg [20, 21]. BAZ se in vitro v veliki meri veZe na plazemske proteine (ve¢ kot 99 %)
[19, 20, 21, 23]. Pri poskusih na podganah je povrSina pod krivuljo koncentracije po ¢asu
po vecCkratnem odmerjanju vecja kot tista po enem odmerku, kar nakazuje, da se BAZ

akumulira v plazmi in tkivih po veckratnem odmerjanju [20].

Metabolizem

Po peroralni aplikaciji se BAZ intenzivno metabolizira. Velik del u¢inkovine zapade
metabolizmu prvega prehoda. NajpomembnejSa pot metabolizma je glukuronidacija z UGT
encimi, opazili pa so zelo malo ali skoraj ni¢ metabolitov, ki bi nastali z citokromom P450

[19, 20, 21]. Vecina BAZ v krvi je v obliki metabolitov, vec¢inoma (40 % - 95 %) v obliki



UvVOD

bazedoksifen-5-glukuronida (M5). V krvi se nahaja Se bazedoksifen-4'-glukuronid (M4, do
20 %) in nespremenjeni BAZ (0 — 13 %). Nastane lahko Se diglukuronid (M6) [19].

Struktura BAZ in njegovih metabolitov je prikazana v tabeli 2.

Tabela 2 — Kemijska struktura bazedoksifena in njegovih metabolitov.

R R'
bazedoksifen H H
bazedoksifen-4'-glukuronid > > H
(M4) Y
bazedoksifen-5-glukuronid (M5) H v \
bazedoksifen-5,4'-diglukuronid 2 o ° o
(M6) \ %

Izlocanje

Po peroralni aplikaciji radioaktivno oznacenega BAZ se v izlo¢kih v 10 dneh pojavi 85,6
% odmerka. NajpomembnejSa pot izloCanja je z blatom (84,7 %) in le majhen del
ucinkovine se izlo¢i z urinom (0,81 %) [19]. BAZ se izlo¢a s srednjim razpolovnim ¢asom
izlo€anja okrog 30 ur [19, 20], kar nakazuje poCasno izlo¢anje. Navidezni peroralni ocistek
BAZ je priblizno 4 do 5 L/(kg*h) [21]. Na podganah so ugotovili, da se tudi po intravenski
aplikaciji najve¢ BAZ nahaja v blatu, kar kaZe na mocno izloanje BAZ z Zol¢em [24]. V
vzorcih podganjega ZolCa so opazili najveC¢ M4 in M5, nespremenjen BAZ je v sledovih
[24]. V blatu podgan so ugotovili najve¢ nespremenjenega BAZ [24]. Tudi v blatu
pomenopavznih Zensk po peroralni aplikaciji BAZ so ugotovili najve¢ nespremenjenega

BAZ [19]. Nespremenjen BAZ v blatu razlagajo s tem, da je to manjsi delez
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neabsorbiranega BAZ ali pa je to z Zolem in iz enterocitov izloCen BAZ v obliki

glukuronidov, ki se je hidroliziral s pomo¢jo ¢revesnih bakterijskih encimov [19].

Udinki

Terapija z 20 mg in 40 mg BAZ Ze po 24 tednih signifikantno poveca MKG v ledvenih
vretencih v primerjavi s placebo skupino, kjer se MKG celo zniza. MKG se poveca tudi v
kolku in vratu stegnenice. Pri Zenskah po menopavzi z zelo visokim tveganjem za zlom
vretenc ima BAZ vecji ucinek, bolj zmanjsa tveganje za zlom, hkrati pa zmanjsa tudi
tveganje za nevretencne zlome. Po 12 tednih so opazili signifikantno zniZanje vrednosti
kazalcev kostne premene (serumskega C-terminalnega telopeptida, serumskega N-
terminalnega telopeptida, serumskega osteokalcina in urinskega N-terminalnega
telopeptida) v primerjavi s placebom [25]. BAZ ne stimulira proliferacije MCF-7 celic
(celicna linija ¢loveskega raka dojk), a inhibira s 17-B-estradiolom povzro¢eno
proliferacijo [8]. Pri poskusu na neodraslih podganah je BAZ zelo malo povecal mokro
maso maternice (35 %) v vseh odmerkih. Povecanje mase je zanemarljivo, ker je v skupini,
ki je dobivala etinilestradiol, to povecanje znasalo 406 %, v skupini, ki je dobivala RAL,
pa 80 % [8]. BAZ inhibira stimulacijo celic maternice, ki jo je povzrocil RAL [9]. BAZ je
v odmerku 20 mg in 40 mg signifikantno zniZal raven celokupnega holesterola v krvi v
primerjavi s placebom. Signifikantno je zmanjSal tudi raven LDL-holesterola, raven HDL-

holesterola pa se je v primerjavi s placebom zviSala, a povisanje ni bilo signifikantno [25].

1.4 IN VITRO MODELI ZA PROUCEVANJE TRANSPORTA

Raziskave absorpcije u¢inkovin lahko izvajamo na primernih Zivalskih modelih, bodisi in
vivo bodisi in situ, ali na izrezanih tkivih ¢loveka in Zivali ali na pripravljenih celi¢nih
linijah. Kljub temu, da so Studije na celi¢nih linijah in na Zivalskih tkivih cenejSe in
vzamejo manj ¢asa kot Studije na ljudeh, obstajajo razlike v izraZanju in substratnem
profilu za prenaSalce in metaboli¢ne encime. To lahko vodi v napacne zakljucke. V
nadaljevanju bomo na kratko predstavili in vitro modele, ki se uporabljajo za proucevanje
transporta u¢inkovin: Caco-2 celice, model Sweetana/Grass, vezikularne teste, podganje
jetrne rezine in HepG2 nesmrtno celi¢no linijo. Tekom nasega diplomskega dela smo

poskuse izvedli na podganjih jetrnih rezinah in HepG2 celi¢ni liniji.
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1.4.1 Caco-2 celi¢na linija

Med in vitro sistemi je celi¢na linija raka debelega Crevesa (ang. »colon carcinoma cell
line«, Caco-2) eden najSirSe uporabljenih modelov za napovedovanje absorpcije u€inkovin
iz ¢revesja [26]. Ce jih gojimo v monosloju, se diferencirajo in oblikujejo zelo tesne stike
med celicami, zaradi Cesar jih lahko uporabljamo kot model za paracelularni prehod
ucinkovin preko epitelija [27, 28]. Vendar pa ti tesni stiki predstavljajo oviro za hidrofilne
spojine, ki prehajajo preko epitelija ravno skozi te stike [28]. Caco-2 celice izrazajo na
svoji povrsini razliCne prenaSalce (P-gp in MRP2), izloCevalne proteine in metabolne
encime II. faze metabolizma [26, 27]. Ena izmed funkcionalnih razlik med normalnimi
celicami in Caco-2 celicami je pomanjkanje izraZanja izoencimov citokroma P450 v Caco-
2 celicah, zlasti CYP3A4, ki je v normalnem ¢loveskem crevesju dobro izrazen. Vendar
lahko izrazanje CYP3A4 spodbudimo z dodajanjem vitamina D3 [27]. Zaradi prisotnosti
metabolnih encimov in prenaSalcev se veckrat uporablja kot in vitro model za dolo¢anje
navideznega permeabilnostnega koeficienta in za oceno interakcij med uc¢inkovinami ali
med ucinkovinami in sestavinami hrane. Caco-2 celicne monosloje gojijo na

[27]. Na teh plosc¢ah celice tvorijo monosloj in lahko dolo¢imo njihovo apikalno in
bazolateralno stran, zaradi ¢esar lahko izracunamo navidezni permerabilnostni koeficient

[27].

1.4.2 Difuzijske celice Sweetana/Grass

Difuzijski sistem celic Sweetana/Grass omogoc¢a udobno in hitro in vitro merjenje
permeabilnosti u¢inkovin in ugotavljanje njihove stabilnosti tekom celotnega
gastrointestinalnega trakta [29]. Na nastavke se napne delcke ¢revesja, ki se jih nareZe na
okrog 2 cm dolge segmente in razreze po dolZini, in vgradi na difuzijsko celico [30].
Velikost celice in povrsina izpostavljenega tkiva je odvisna od proizvajalca (1-2 cm?), v
enem poskusu pa morajo biti vse celice enake [31, 32]. Celice se napolni s pufrom, ki
posnema fizioloSke pogoje, prepihuje s karbogenom, ki zagotavlja tudi meSanje raztopin,
in ohranja temperaturo na 37°C [29, 31]. Med poskusom se v doloCenih ¢asovnih intervalih
meri z Ag/AgCl elektrodo transepitelijski potencial tkiva, s Cimer se preverja vitalnost
tkiva [31]. Vitalnost tkiva se lahko preverja Se z merjenjem prenosa doloc¢enih spojin (npr.
glukoze), merjenjem spros$canja laktat dehidrogenaze in z merjenjem drugih elektri¢nih

parametrov [30]. Donorsko raztopino preiskovane spojine damo na mukozno ali serozno
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stran tkiva [29]. Dobra stran difuzijskih celic je odprtost sistema, zaradi ¢esar lahko
vzor¢imo na katerikoli strani sistema in kadarkoli med poskusom. Ker lahko ¢asovno
spremljamo spremembe koncentracij, lahko na ta nacin izraCunamo permeabilnostne
koeficiente spojin. S temi celicami lahko dolo¢imo mesto absorpcije spojine v ¢revesu,
dolo¢imo vpliv prenaSalcev na absorpcijo spojin in ugotavljamo metabolizem v steni
Crevesa [29, 32]. Vzorci, dobljeni s tem sistemom ne potrebujejo posebne priprave, preden
jih damo na HPLC analizo. Slabost sistema je zapletena priprava in namestitev tkiva pred

poskusom [30].

1.4.3 Vezikularni testi

Vezikli membran s prenasalci nam dajo podatke o interakcijah med prenasalcem in spojino
tako, da merimo kataliti¢no aktivnost prenasalca ali da merimo koli¢ino dejansko
prenesene spojine. Ti testi so relativno enostavni in omogoc¢ajo visoko permeabilnost.

Membrane je enostavno pripraviti in vzdrzZevati [33].

1) Merjenje ATP-azne aktivnosti

Prenos spojin z ABC prenasalci preko membrane potrebuje energijo, ki jo dobi s hidrolizo
ATP. ATP-azno aktivnost lahko ocenimo s kvantifikacijo porabe ATP, kvantifikacijo
sproscenega ADP ali kvantifikacijo sproS¢enega anorganskega fosfata. Za merjenje
aktivnosti ATP-aze so primerni membranski vezikli, ki jih pripravijo iz celic s povecanim
izraZanjem testiranega ABC prenasalca, npr. sesalske celice ali celice insektov. ATP-azni
poskusi so primerni za teste visoko permeabilnih spojin, za raziskovanje interakcij med
ucinkovinami in za dolocanje kineti¢nih parametrov interakcij med ABC prenaSalci in
spojinami. Slabost testa je, da je interpretacija teh rezultatov po navadi zapletena, ¢e

spojina v nizki koncentraciji ne vpliva ali celo inhibira bazalno aktivnost ATP-aze [33].

2) Vezikularni transport

Bolj direktno merjenje prehoda spojin je lahko doseZeno s kvantifikacijo v vezikle ujetih
spojin po poskusu. V testu se meri akumulacija testiranih spojin v membranskih veziklih,
ki so pripravljeni iz celic, ali v rekonstituiranih transportno-membranskih veziklih. V celici
je nukleotid-vezavna domena ABC prenasalca v intracelularnem prostoru, pri veziklih pa
je nukleotid-vezavna domena obrnjena h inkubacijskemu mediju, kjer ima dostop do ATP
in ostalih potrebnih snovi za delovanje. Spojine so aktivno prenesene v notranjost vezikla.

Vezikle loc€ijo iz inkubacijske raztopine s hitro filtracijo z uporabo filtrov s steklenimi
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vlakni ali nitroceluloznimi membranami. Koli¢ino prenesene spojine se nato dolo¢a na
filtru. Spojino, ki se je ne da oznagiti, se doloéi z visoko ob&utljivo analiti¢no metodo. Ce
pa je mozno spojino radioaktivno ali fluorescentno oznaciti, se lahko kvantificira
radioaktivnost ali fluorescenco, ki se zadrzi na filtru. Slabost metode je, da ni specifi¢na za
hidrofobne spojine, ker se veZejo na lipidne membrane in filtre, in da lahko spojine uhajajo

iz veziklov [33].

1.4.4 Jetrne rezine

Napovedne in vitro metode za raziskovanje metabolizma uc¢inkovin v ¢loveskem crevesju z
uporabo intaktnih tkiv so velikega pomena. Natan¢no odrezane jetrne rezine so Siroko
uporabljen in vitro model za raziskovanje toksi¢nosti spojin, metabolizma ksenobiotikov in
encimske indukcije [33]. Rezine tkiva se lahko odreZe s pomocjo avtomatskih aparatov za
rezanje ali ro¢no. Pred poskusom mora biti tkivo ves Cas v raztopini, ki je prepihana s
karbogenom (plin, sestavljen iz 95 % O, in 5 % CO,), da se zagotovi tkivu dovolj kisika, in
hlajena, da se zmanjSa celi¢ni metabolizem in nastajanje potencialno toksi¢nih kisikovih
spojin [34]. Poskus na rezinah poteka v ploscah za gojenje celic s 6 do 24 luknjicami, v
primernem mediju z virom energije ter ob neznem mesSanju plosce v inkubatorju. Do 1,5
ure dajejo poskusi na tkivnih rezinah primerljive rezultate tudi glede vitalnosti tkiva in

metabolizma ucinkovin [34].

Njihova prednost pred drugimi in vitro sistemi (kot so kulture hepatocitov) je normalna
tkivna arhitektura, celi¢na heterogenost in ohranjenost medceli¢nih stikov [33]. Za razliko
od ostalih in vitro modelov pri pripravi tkivnih rezin ni potrebna uporaba proteoliznih

encimov, ki lahko motijo interakcije med celicami in so lahko Skodljivi za celice [34].

Slabost jetrnih rezin je slaba penetracija u¢inkovin v notranje plasti celic rezine in izguba
metaboli¢ne kapacitete med poskusom, kljub temu da ostanejo metaboli¢no aktivne vec
period inkubacije. Pomembna je debelina rezine. Pri predebeli rezini niso vse celice rezine
v direktnem kontaktu z medijem, ki vsebuje preiskovane spojine [34]. Spojina mora tako
pripotovati v notranje plasti celic in metaboliti iz njih. Tudi penetracija kisika v notranje
plasti celic je slaba in celice mogode zaradi tega ne delujejo pravilno [35]. Ce pa so rezine
pretanke, imamo velik del poSkodovanih celic na povrSini rezine v primerjavi s Stevilom
zdravih celic v notranjosti rezine [34]. Spojine se lahko tudi nespecifi¢no vezZejo na rezine

in imamo izgube spojine (to lahko ugotovimo z izraCunom masne bilance spojine) [35].
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1.4.5 HepG2 nesmrtna celi¢na linija

Iz €loveka pridobljeno jetrno celi¢no linijo HepG?2 je leta 1979 izoliral Aden s sodelavci iz
primarnega jetrnega blastoma 11 let starega argentinskega decka [36]. To je nesmrtna
celi¢na linija [37]. Celice imajo morfologijo podobno jetrnim parenhimskim celicam in
sintetizirajo in izlocajo ve¢ plazemskih proteinov, ki so znacilni za normalne ¢loveske
jetrne celice [36]. Medtem ko so celice ohranile nekatere jetrno specificne funkcije, je
izraZanje in aktivnost citokromov P450 in encimov II. faze metabolizma nizko [37, 38].
HepG?2 celice izrazajo zelo malo genov za citokromske transkripcijske faktorje [39].
Izoobliki citokroma, ki sta prisotni pri plodu, CYP1A1 in CYP3A7, sta izrazeni v visokih
vrednostih, drugace pa HepG2 celice v primerjavi s krioprezerviranimi ¢loveskimi
hepatociti izrazajo veliko manj vseh ostalih citokromov in tudi encimov II. faze
metabolizma (UGT1A1 in CYP1A®6) [37]. Z izjemo UGT encimov imajo HepG2 celice
celoten komplet encimov 1II. faze metabolizma (sulfoniltransferaze — SULT, glutation-S-
transferaze — GST, N-acetiltransferaze — NAT in epoksidne hidrolaze — EPHX), njihovo
izraZanje pa je podobno kot v ¢loveskih hepatocitih [37, 38]. Koli¢ina SULT encimov se le
malo razlikuje od tistih v ¢loveskih krioprezerviranih primarnih hepatocitih, koli¢ina GST
encimov pa je enaka. Koli¢ina UGT encimov je veliko vecja v primarnih hepatocitih kot v
HepG2 celicah. Koli¢ina in aktivnost encimov je odvisna tudi od hrane in pogojev gojisc¢a

[38].

HepG2 celi¢ni monosloji se oblikujejo med celi¢no rastjo [39]. HepG2 celice je treba gojiti
v gojisénem mediju in te se Sirijo in poravnavajo dokler ne dosezZejo konfluentnosti. Tesni
stiki med njimi se vzpostavijo Sele pri visoki gostoti celic, ustvarjanje tesnih stikov pa je
pomembno za vzdrZevanje normalne celi¢ne polarnosti in celicnega komuniciranja [40].
HepG?2 celice imajo izrazen MRP2 prenaSalec [41]. mRNA vrednosti, ki dolo¢ajo
prenaSalce v HepG2 celicah, kazejo, da je izrazanje MRP2, P-glikoproteina in
monokarboksilnega kislinskega prenasalca 1 zadovoljivo, da lahko kvantitativno ocenimo
mozne interakcije. Kot in vitro model se lahko uporabljajo za ugotavljanje vpliva
prenaSalcev na permeabilnost spojin in za ugotavljanje interakcij med prehranskimi

dopolnili in u€inkovinami [39].
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1.5 PRENASALCI

Ucinkovitost mnogih zdravil je odvisna od sposobnosti za prehod celi¢nih membran. Ker
niso vse spojine sposobne preiti celice z difuzijo, je njihov prehod odvisen od prenasalcev
v membranah. Danes se veliko ve o prenasalcih in se jim zato pripisuje klju¢no vlogo v
procesih absorpcije u¢inkovin, njihove distribucije, metabolizma in izlocanja. Prenasalci
nadzorujejo dostop u€inkovin do metabolnih encimov in do poti izloCanja [42]. Ker se
nahajajo na razlicnih membranah celic in ker prenaSajo substrate v razli¢ne smeri, jih

delimo na privzemne in izloCevalne prenasalce.

Privzemni prenasalci so odgovorni in potrebni za absorpcijo nekaterih u¢inkovin. Mednje
spadata dve skupini prenaSalcev, SLC in SLCO naddruZina. Obe druZini prenaSata
organske anione, njuni prenasalci pa uporabljajo razlicen mehanizem prenosa (uniport,
simport ali antiport). Ti prenaSalci za svoje delovanje ne potrebujejo nobenega vira
energije, za prenos ionov je odgovoren le osmotski gradient. Med SLCO druzino spadajo

npr. OATP prenasalci [42].

Izlo¢evalni prenasalci se nahajajo na apikalni membrani enterocitov in na kanikularni
membrani hepatocitov. Vecinoma spadajo v ABC druzino proteinov. Mednje spadajo MRP
prenasalci, MDR1 prenasalec (imenovan tudi P-glikoprotein ali P-gp) in BCRP prenasalec.
Spojine prenasajo iz notranjosti enterocitov nazaj v lumen Crevesa in tako preprecujejo
absorpcijo spojin v kri ter iz hepatocita v Zol¢ni kanal, s Cimer se poveca izloCanje
ucinkovin. Za prenos spojin uporabljajo vir energije, ki jo dobijo iz hidrolize ATP. Taksen

nacin delovanja jim omogoca, da prenaSajo spojine proti koncentracijskem gradientu [42].

1.5.1 ABC druzina proteinov

Druzino ABC proteinov sestavljajo membranski prenaSalci, ionski kanali in receptorji,
skupaj jih je okrog 50 [41]. Med njimi obstajajo strukturne podobnosti. Najbolj znacilna
lastnost vseh ABC proteinov je ohranjena ATP-vezavna domena na citoplazemski strani
membrane iz 200 — 250 aminokislin, ker ti proteini potrebujejo za prenos substratov
energijo, ki jo po navadi dobijo iz hidrolize molekule ATP [33, 41]. SploSna struktura
ABC proteinov zajema 12 transmembranskih domen, ki so razdeljene na polovico, vsaka
polovica pa ima nukleotid-vezavno domeno na citoplazemski strani membrane [41]. Ta
razred vkljucuje 51 ¢loveskih genov in 7 poddruzin (A, B, C, D, E, F, G) [33, 43]. Med
prvimi ABC proteini so odkrili P-glikoprotein, ki spada v poddruzino MDR proteinov
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(ang. »multidrug resistance protein«), in je najbolj raziskan. Med pomembnejSe ABC
proteine pa spadajo Se MRP (ang. »multidrug resistance-associated protein«) prenasalci in

BCRP (ang. »breast cancer resistance protein«) prenasalec.

P-glikoprotein (P-gp, ABCBI)

P-gp je produkt gena MDR] pri ¢loveku, ki leZi na kromosomu 7q21.1 [43]. P-gp prenaSa
spojine raznolike kemijske strukture, ve¢inoma so to lipofilne, kationske spojine. Lista
njegovih substratov in inhibitorjev konstantno raste, nekateri inhibitorji in substrati so
prikazani v tabeli 3 [41, 44]. Ker je v zelo veliki meri izraZzen v tumorjih, ga povezujejo s

pojavom rezistence na protitumorne ucinkovine.

V veliki meri je izrazen v ledvicah in nadledvi¢ni Zlezi, v srednji meri v jetrih, tankem
¢revesu, kolonu in pljucih ter v nizki meri v prostati, kozi, vranici, srcu, skeletnih miSicah,
Zelodcu in jajénikih. Izrazen je tudi v mozganih in placenti. P-gp je del poti za
razstrupljanje in izlo¢anje. Nahaja se na apikalni membrani celic v ¢revesju, jetrih,
ledvicah in krvno-moZganski barieri, kar mu omogoc¢a, da izlo¢a ksenobiotike in toksine v
¢revesni lumen, Zol¢, urin in kri (njegovo nahajanje je prikazano na sliki 3) [41]. Vedno
prenasa substrate v nasprotni smeri koncentracijskega gradienta [43]. Zaradi izrazanja na
vseh teh mestih in zaradi strukturne raznolikosti njegovih substratov ima velik vpliv na

razporeditev u¢inkovin v telesu.

Crevesni P-gp se nahaja na $¢etkasti membrani enterocitov in je tako v neposredni bliZini
¢revesnega lumna, zato Se lazje omejuje absorpcijo u¢inkovin [41]. Njegovo izraZanje se
povecuje od Zelodca proti kolonu [43]. Odkrili so usklajeno izraZanje P-gp z metabolnimi
encimi . in II. faze metabolizma (citokrom P450 3A4 (CYP3A4), glutation-S-transferazo)
v enterocitih, s katerimi ima prekrivajoCo substratno specifi¢nost. Tudi v enterocitu se P-gp
in CYP3A4 nahajata zelo blizu skupaj — P-gp je na SCetkasti membrani enterocita,
CYP3A4 pa se nahaja v endoplazemskem retikulumu, ki je €isto zraven SCetkaste
membrane. Z metaboli¢nimi encimi lahko nastanejo metaboliti u¢inkovin, ki so Se boljsi

substrati za P-gp [41].

MRP (ang. »multidrug resistance associated protein«) prenasalci (ABCC)
MRP skupino proteinov sestavlja 13 proteinov, ki spadajo v ABCC podskupino ABC
proteinov. PrenaSalci MRP 1, 2, 3, 6 in 7 imajo posebno strukturo, ker imajo na N-

terminalnem delu 5 dodatnih transmembranskih domen, teh prenasalci MRP 4, 5, 8, 9
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nimajo. Vecinoma prenasSajo substrate iz celic nazaj v zunanje okolje. Nekaj substratov in
inhibitorjev teh prenaSalcev je prikazanih v tabeli 3, njihovo nahajanje na membranah

dolocenih celic pa je prikazano na sliki 3.

MRP1 prenasalec je bil kloniran iz celi¢ne linije cloveSkega raka pljué, ki ne izraza P-gp
[41, 46]. Nahaja se povsod po telesu, e posebej v Crevesju, moZganih, ledvicah, pljucih,
testisih in malo v jetrih. IzraZen je na bazolateralni membrani polariziranih epitelijskih
celic. PrenasSa glukuronidne, sulfatne in glutationske konjugate iz celic v kri. Vloga MRP1
je detoksifikacija endogenih metabolitov. Njegovo izrazanje se po kemoterapiji poveca

[41].

MRP2 prenasalec je strukturno podoben MRP1 in MRP3 prenasalcema. IzraZen je na
apikalni membrani enterocitov in epitelnih celic ledvic¢nih tubulov ter kanalikularni
(apikalni) membrani hepatocitov, kjer prenasa konjugirane in nekonjugirane anionske
spojine v Zol¢ni kanal (bilirubin, levkotrien Cg4, sulfatirane Zol¢ne kisine) [41, 46, 47].
MRP?2 prenasSa veliko amfifilnih organskih anionov, ksenobiotike in tudi nespremenjene
ucinkovine [41]. Spojine, ki so MRP2 substrati, so pogosto tudi substrati MRP1
prenasalca, veckrat tudi P-gp prenasalca. Ker izraZenost prenasalca v ¢revesju narasca od
kripte do vilusa in ker se nahaja na apikalni membrani enterocitov, MRP2 predstavlja
veliko oviro u¢inkovin za absorpcijo v krvni obtok. Pri pacientih z Dubin-Johnsonovim
sindromom je ta prenasalec odsoten, zato se pri njih povecajo koncentracije zgoraj nastetih

spojin v krvi [41, 46].

MRP3 prenasalec je najmocneje izraZen v jetrih in kolonu, izraZa pa se tudi v tankem
Crevesu, ledvicah, pljucih in trebusni slinavki [43, 46]. V Crevesju je bolj izraZzen v kolonu
in ileumu kot v duodenumu in jejunumu [41]. Nahaja se na bazolateralni membrani
enterocitov in sinusoidni (bazolateralni) membrani hepatocitov [43]. MRP3 prenasa vecino
Zol¢nih soli in bilirubin. Na Caco-2 celicah so potrdili, da se izrazanje MRP3 v enterocitih
poveca, Ce so te kulture prej izpostavljene Zolcnim solem [41]. Podobne razmere se
pojavijo pri bolnikih z Dubin-Johnsonovim sindromom, kjer MRP3 prenaSalec nato

prenasa zol¢ne soli nazaj v kri [46].

MRP4 prenasalec je v nizkih vrednostih izrazen povsod po telesu, tudi moZganih in
prostati. Najdemo ga na bazolateralni membrani enterocitov in hepatocitov, kjer prenasSa

spojine v kri, in na apikalni membrani epitelnih celic proksimalnih ledvi¢nih tubulov, kjer
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prenaSa substrate v urin [41, 42]. Struktura prenaSalca je bolj podobna P-gp kot ostalim
MRP prenaSalcem, ker mu manjka zacetnih 5 transmembranskih domen. Njegova

fizioloSka vloga je prenos zol¢nih kislin in sproS¢anje prostaglandina E [41].

MRPS5 prenasalec je strukturno podoben MRP4 in je izraZen povsod po telesu. Veliko

afiniteto ima do spojin z nukleotidno strukturo [41].

MRP6 prenasalec je mocno izraZen v ledvicah in jetrih, prenasa pa veliko naravnih

citotoksi¢nih spojin [41].

MRPS prenasalec je podoben MRP5 in ugotavljajo, da se v vec¢ji meri izraza v rakavih

celicah dojk. Odgovoren je za rezistenco na zdravila [41].

BCRP/MXR (ang. »breast cancer resistance protein/mitoxantrone

resistance«) prenaSalec (ABCG2)

BCRP je pomemben membranski prenaSalec za ksenobiotike, velik okrog 75 kDa [48].
Izolirali so ga iz ¢loveskih MCF-7 rakavih celic dojk in ¢loveSke placente [41]. Imenujejo
ga tudi polprenasalec (ang. »half-transporter«), ker lahko prenasa substrate Sele po
dimerizaciji oz. tetramerizaciji [41, 48]. Za prenos substratov potrebuje energijo, ki se
sprosti ob hidrolizi ATP [41, 48]. Visoko je izraZzen v posteljni¢nih trofoblastih in manj v
dojkah, jaj¢nikih, tankem crevesu, kolonu in jetrih. Opazili so ga tudi na mati¢nih celicah,
ki jih varuje pred ksenobiotiki [48]. Imunohistokemi¢no barvanje z uporabo monoklonskih
protiteles proti BCRP je pokazalo, da se BCRP nahaja na apikalni membrani epitelija
tankega Crevesa in kolona ter na kanalikularni membrani hepatocitov (prikazano na sliki
3). V tankem ¢revesu omejuje absorpcijo u€inkovin in njihovo razpoloZljivost [41]. BCRP
prenasa mnoge ksenobiotike in endogene lipidne substrate kot so steroidi in njihovi
konjugati. Nekateri substrati in inhibitorji so prikazani v tabeli 3. Pri nose¢nicah
posteljni¢éni BCRP zmanjSa izpostavljenost ploda toksi¢nim ksenobiotikom. Ugotavljajo,
da BCRP regulira prenos substratov v in iz posteljice, kar potrjuje domneve, da BCRP
varuje plod. A nove raziskave kaZejo, da BCRP koncentrira u¢inkovine in okoljske toksine
v mleku dojk [49]. BCRP ima velik vpliv na peroralno biolosko uporabnost protitumornih
ucinkovin. Ob socasni aplikaciji protitumorne u¢inkovine topotekana in inhibitorja BCRP

GF120918 so pazili zmanjSano izlo¢anje topotekana v Zol¢ in pove€an ponovni privzem v
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tankem cCrevesu [41]. Dodatna funkcija BCRP je varovanje celic pred hipoksijo in

vzdrZevanje potenciala za regeneracijo zarodnih celic [49].

1.5.2 Prenasalci organskih anionov: OATP (»organic anion transporting

polypeptide«)

OATP prenasalci spadajo v glede na gene v SLC21A (»solute carrier family 21A«)
poddruzino prenaSalcev organiskih anionov. Ker so posamezen prenasalec poimenovali ob
izolaciji, je med imeni v tej druzini velika zmeda. Vsak prenaSalec je poimenovan s tremi
razli¢nimi imeni — glede na genetiko, strukturo in funkcijo prenasalca [43]. Do zdaj so
pazili 11 genov pri ljudeh in 14 genov pri podganah. OATP prenasalci prenasajo vec
endogenih snovi kot ksenobiotikov. Med endogenimi spojinami prenaSajo Zol¢ne kisline,
S¢itni¢ne hormone, prostanoide in konjugirane steroide, med ksenobiotiki pa prenasajo
kardiotoni¢ne glikozide (digoksin), HMG-CoA reduktazne inhibitorje (pravastatin),
protitumorne ucinkovine (metotreksat), ACE inhibitorje (temokaprilat), antibiotike
(benzilpenicilin), razne nesteroidne protivnetne uc¢inkovine in nekatere peptide (opioidni
analgetiki) [44]. Nekateri njihovi substrati in inhibitorji so prikazani v tabeli 3,

razporeditev na membranah celic pa na sliki 3.

OATPI1BI1 prenasalec (ali OATP-C ali OATP2 ali LST- 1) se izraZa samo na
bazolateralni membrani normalnih jetrnih celic. Pomemben je za prenos albuminsko
vezanih organskih anionskih spojin. OATP1B1 je produkt gena SLCO1BI1, ki ima genski
lokus na kromosomu 12p12 [43, 44].

OATP1B3 prenasalec (ali OATPS ali LST-2) se ravno tako nahaja na bazolateralni
membrani hepatocita, a tudi v rakavih celicah prebavil kot sta rak debelega ¢revesa in rak

jeter [44]. Substrate prenasajo v hepatocite. OATP1B1 ima vecjo afiniteto za privzem

bilirubina kot OATP1B3 [50].

OATP2B1 prenasalec (OATP-B) je izraZzen v ve¢ organih kot so ¢revesje, vranica,
placenta, pljuca, ledvica, srce in jetra [44]. V enterocitu ga najdemo na apikalni membrani
[51]. OATP2B1 prenasa le sulfobromoftalein, estron-3-sulfat in dehidroepiandrosteron
sulfat, ne pa Zol¢nih kislin, ki so tipi¢ni substrati prenasalcev v jetrih. OATP2B1 ima
pomembno vlogo v absorpciji anionskih spojin preko apikalne membrane ¢loveskih

¢revesnih epitelnih celic in za njihov prenos v hepatocite [43, 44].
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OATP1A2 prenasalec (OATP-A) se mocno izraZza v moZganih in je pomemben za prenos

S¢itni¢nih hormonov [44]. Ugotovili so, da sok grenivke inhibira ¢revesni OATP1A2 [43].

OATP4A1 prenasalec (OATP-E) se izraza v perifernih organih, tudi v tankem ¢revesu.
OATP4A1, OATPIB1 in OATP1B3 so mogoce pomembni za enterohepati¢no cirkulacijo

zol¢nih kislin in $¢itni¢nih hormonov [44].

OATP3A1 prenasalci (OATP-D) so pri ¢loveku in podganah izraZeni v moZganih in
prenasajo prostanoide neodvisno od natrijevih ionov. Pri ¢loveku so OATP3A1 opazili Se v
hepatocitih, v srcu, v testisih, v Zilnem epiteliju in v ledvicah, povsod pa prenasSa

prostanoide [44].

OATP1C1 prenasalec (OATP-F) je izrazen v moZganih in testisih in prenasa $¢itni¢ne

hormone v centralni zivéni sistem [44].

Pri podganah so odkrili, da Oatpla4 in Oatp1laS prenasata $¢itni¢ne hormone v mreZnico
in Zivéne nevrone. Oatplal in Oatp2 sta izraZena na apikalni in bazolateralni strani
epitelija horoidnega pleksusa in prenaSata $¢itnicne hormone iz bazolateralne strani v
cerebrospinalno tekoc¢ino in mozgane. Qatp3 prenasalec je izrazen na apikalni membrani

enterocitov v jejunumu [44].
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Tabela 3 — Tabela prenasalcev ter njihovih substratov in inhibitorjev, ki smo jih zasledili v prebrani literaturi.

prenasSalec Substrati prenasalca Inhibitorji prenaSalca
P-gp MDRI1 digoksin, feksofenadin, indinavir, nelfinavir, ritonavir, verapamil, ciklosporin A,

(ABCB1) sakvinavir, adefovir, verapamil, vinkristin, kolhicin, GG918, amiodaron,
topotekan, paklitaksel, vinblastin, daunorubicin, diltiazem, lovastatin,
doksorubicin, etopozid, cisplatin, metotreksat, propranolol, kinidin,
celiprolol, talinolol, kinidin, ciprofloksacin, simvastatin, tamoksifen,
grepafloksacin, sparfloksacin, levofloksacin, ciprofloksacin, cisplatin,
eritromicin, estradiol-17-B-glukuronid, Zol¢ne soli, PSC833 [41, 42, 43, 53,
takrolimus, cimetidin, ranitidin, LTC,, Rho123, fluo-3, | 55]
feksofenadin, cetirizin, azasetron, antraciklini, gliburid,
imatinib, mitoksantron, prazosin, rosuvastatin [41, 42,

43,48, 52, 53, 54]
MRP MRP1 adenovir, indinavir, metotreksat, vinblastin, vinkristin, MK571, benzbromaron,

(ABCC1) daunorubicin, doksorubicin, etopozid, cisplatin, probenecid, indometacin,
mitoksantron, grepafloksacin, estron-3-sulfat, estradiol- | sulfinpirazon, vinblastin,
17-B-glukuronid, dehidroepiandrosteron sulfat, LTC,, cisplatin, indinavir,
Rho123, fluo-3 [41, 42, 43, 52] Rho123 [41, 42, 43, 56]

MRP2 dibromosulfoftalein, cefodizime, pravastatin, MKS571, ciklosporin,
temokaprilat, cikli¢ni anionski peptidi, levkotrien Cy, probenecid, glibenklamid,
indinavir, ritonavir, sakvinavir, adefovir, cisplatin, digoksin, ciprofloksacin
ciprofloksacin, grepafloksacin, furosemid, [42, 43]
indometacin, metotreksat, vinblastin, vinkristin,
doksorubicin, etopozid, digoksin, estron-3-sulfat,
dehidroepiandrosteron, estradiol-17-B-glukuronid,

Zol¢ne soli, glutationski, glukuronidni in sulfatni
konjugati, fluo-3, rosuvastatin [41, 42, 43, 52, 54, 57]

MRP3 etopozid, metotreksat, tenoposide, vinkristin, MK571, indometacin,
daunorubicin, doksorubicin, cisplatin, metotreksat, benzbromaron [42, 43]
indinavir, ritonavir, estradiol-17-B-glukuronid,
dehidroepiandrosteron, LTC, [41, 42, 52]

MRP4 topotekan, ceftizoksin, cefazolin, adefovir, zidovudin MKS571, probenecid,
monofosfat, naltrekson, etopozid, metotreksat [41, 42, sildenafil [42, 43]

43]

MRP5 cGMP, metotreksat, merkaptopurin, adefovir, Rho123, | MKS571, sildenafil,
mitoksantron [41, 42, 43] probenecid [42, 43]

MRP6 cisplatin, daunorubicin, vinkristin, doksorubicin, verapamil, indometacin,

etopozid, metotreksat, mitoksantron, topotekan, LTC,,

estradiol-17-B-glukuronid [41, 42]

benzbromaron, probenecid

[42, 43]
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BCRP (ABCG2) rosuvastatin, doksorubicin, sulfasalazin, topotekan, indinavir, sakinavir,
daunorubicin, vinkristin, etopozid, metotreksat, ciklosporin A, Ko143,
mitoksantron, indinavir, ritonavir, sakvinavir, estron-3- | FTC [42]
sulfat, Rho123, irinotecan, imatinib, gefitinib, prazosin,
gliburid, nitrofurantoin, dipiridamol, statini, cimetidin,
porfirini [41, 42, 48, 52, 54]

OATP OATP2B1 | estron-3-sulfat, atorvastatin, benzilpenicilin, rifampicin, DIDS*,
dehidroepiandrosteron, bromosulfoftalein, bromosulfoftalein, MK571
prostaglandin E2, pravastatin, feksofenadin, [42, 51, 58]
rosuvastatin [42, 43, 52, 54]

OATP1A2 | estron-3-sulfat, deltorfin II, feksofenadin, zZol¢ne soli, rifampicin,
organski anioni, organski kationi, T3 in T4 [42, 43, 52] | bromosulfoftalein,

eritromicin, indinavir,
lovastatin, sakvinavir
kinidin, ritonavir, [42, 43]

OATP3A1 | PGEI1, PGE2, BQ-123, vazopresin, estron-3-sulfat,
benzilpenicilin [42, 43, 52]

OATP4A1 | tauroholat, tritodotironin, tetraiodotironin,
prostaglandin, benzilpenicilin, estron-3-sulfat [42, 43,

52]

OATPIBI1 | rifampicin, rosuvastatin, metotreksat, pravastatin, rifampicin, ciklosporin,
tiroksin, Zol¢ne soli, organski anioni, bilirubinski gemfibrozil, montelukast,
konjugati, atorvastatin, estradiol-17-p-glukuronid, MKS571 [42, 43, 58]
estron-3-sulfat, PGE2, dehidroepiandrosteron sulfat,
benzilpenicilin, bromosulfoftalein [42, 43, 52, 54]

OATPIB3 | digoksin, rifampicin, metotreksat, Zolcne soli, organski | rifampicin, ciklosporin A,
anioni, T3, T4, estradiol-17-B-glukuronid, ouabain, MKJ571, silibinin
rifampicin, bromosulfoftalein, rosuvastatin, CCK-8, dihemisukcinat,
penicilin G, feksofenadin [42, 43, 52, 54, 58] antamanid, montelukast

[41, 58]

OATP2A1 | eikozanoidi, prostaglandini, tromboksan B2, iloprost furosemid [43]
[43, 52]

OATPI1C1 | tiroksin, rekombinantni triiodotironin, estron-3-sulfat,

bromosulfoftalein, estradiol-17-B-glukuronid [43, 52]

* DIDS je po vsej verjetnosti neselektiven za OATP prenasalce in vpliva na prenos vseh

OATP prenasalcev, a tega izrecno ni bilo nikjer napisanega.
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Slika 3 - Slika prikazuje, na kateri membrani se nekateri prenasalci nahajajo v enterocitih in hepatocitih.
Transcelularna absorpcija iz ¢revesja v kri zahteva privzem preko apikalne membrane enterocita, sledi transport
skozi citosol, kjer so prisotni metabolni encimi, in nato izhod preko bazolateralne membrane enterocita v portalno
kri. Da pride spojina v centralno veno, mora najprej preiti Se bazolateralno membrano hepatocita, preiti citosol
hepatocita, kjer so spet prisotni metabolni encimi in se lahko metabolizira, in se nato izlo¢iti preko membrane

hepatocita v kri [41, 42, 43, 54].
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2 NAMEN DELA

Raloksifen in bazedoksifen sta u¢inkovini za zdravljenje osteoporoze, vendar njuna
farmakokinetika Se ni v celoti raziskana. Med posamezniki so velike razlike v
koncentracijah raloksifena v plazmi, ki bi jih Zeleli pojasniti. Ker je novi bazedoksifen
strukturno zelo podoben raloksifenu, ki je Ze precej ¢asa na trgu, sklepamo, da bi tudi pri
bazedoksifenu lahko prislo do velike variabilnosti farmakokineti¢nih parametrov med
posamezniki. Ker na podrocju prenaSalcev zaradi prisotnosti razli¢nih moZnih
polimorfizmov v genih za prenasalce prihaja do spremenjene aktivnosti in substratne
specifi¢nosti prenaSalcev, sklepamo, da bi mogoce bili prenaSalci tisti, ki so odgovorni za
variabilnost farmakokineti¢nih parametrov. Ker sta raloksifen in bazedoksifen in njuni
metaboliti velike in nabite molekule pri fizioloSkem pH, potrebujejo za prehod membran
prenasalce. Cilj nase diplomske naloge je bil identificirati prenaSalce, ki so udelezeni pri
prenosu raloksifena, bazedoksifena in njunih metabolitov v jetrne celice in iz njih. Izbrali
bomo in vitro sistem, ki najbolje ponazarja pogoje v jetrih. Ker je seznam prenasalcev
dolg, smo si zadali, da bomo preverili, ¢e se raloksifen in bazedoksifen v jetrne celice in iz
njih prenasata s P-gp prenaSalcem, MRP prenasalci, BCRP prenaSalcem ali OATP
prenasalci. Za vsak prenaSalec bomo izbrali primeren inhibitor in nato izvedli poskus s
posamezno spojino z in brez inhibitorja. Rezultate bomo primerjali in ugotovili, ¢e

inhibitor vpliva na transport raloksifena, bazedoksifena in njunih metabolitov.
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 MATERIALI

Uporabljene spojine v poskusih:

bazedoksifen; sintetiziran in karakteriziran na Fakulteti za farmacijo, Ljubljana; stopnja
Cistosti: vec kot 97,5 %;

raloksifen, ekstrahiran z metanolom iz tablet Evista ® (Lilly & Co.), stopnja Cistosti:
vec kot 98,5 %;

estron-3-sulfat (E-3-S), Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

Ko143, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

DIDS (4,4'-diizotiociano-2,2'-stilbendisulfonska kislina), Sigma Aldrich Chemie,
Deisenhofen, Nemcija;

fluorescein (FLU), Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

rodamin 123 (Rho123), Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

PSCR833, Tocris;

verapamil, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

benzbromaron, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

MKS571, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija.

Druge snovi:

bidestilirana voda — mili-Q voda, pridobljena z aparatom Milli-Q Advantage A10
Ultrapure Water Purification System (Millipore, Bedford, ZDA) na Fakulteti za
farmacijo, Ljubljana;

DMSO - dimetilsulfoksid; 99%, Kemika, M = 78,13 g/mol, p = 1,099 - 1,101;
Albumin Avbunorm™ 200 g/L, humani albumin, Octapharma, Velika Britanija;
metanol, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

haloperidol, Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

mikrosomi — Human liver microsomes CMV negative pool, BD Biosciences Discovery
Labware, vsebnost proteinov 20 mg/mL v 250 mM sukrozi, ZDA;

UGT Reaction Mix, raztopina A (UDPGA kofaktor) in raztopina B (5X-UGT meSanica
pufra z alameticinom), BD Biosciences, GenTest, ZDA;

Dulbecco's PBS (PAA, the cell culture company), brez MgCl, in CaCl,, Sigma Aldrich

Chemie, Deisenhofen, Nemcija;
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William's E medij (z NaHCOs3, brez L-glutamina in fenolnega rdecega), Sigma Aldrich
Chemie, Deisenhofen, Nemcija;

raztopina insulina (10 mg/mL, pH 8,2), Sigma Aldrich Chemie, Deisenhofen, Nemcija;
albuminski standard s Pierce® BCA protein assay reagent A in BCA™ protein assay

reagent B.

Naprave:

pipete Eppendorf Research: 2 — 20 uL, 20 — 200 pL, 100 — 1000 pL, 1 — 10 pL;
multipeta Eppendorf Multipette®plus;

nastavki za multipeto, Combitips plus 0,1; 1,0; 5 mL;

veckanalne pipete Eppendorf: 0,5 — 10 uL, 30 — 300 uL;

termicni stresalnik, Tehtnica, Vortemp 56 EVC, Zelezniki, Slovenija;

ro¢no mesalo, Tehtnica, Vubromix 114, Zelezniki, Slovenija;

hladilno-grelna plosca, Cole-Parmer®, Chilling/Heating Block;

mikrofilterski ¢italec Tecan, GENios, Durham, ZDA;

ultrazvok Ultrasonic Homogenizer 4710 Series, Cole-Parmer Instrument Co., ZDA;
mikser Polytron PT 1600 E, dispersing and mixing tehnology by kinematica;
centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415 R, ZDA;

LC-MS/MS sistem je bil sestavljen iz UPLC (Agilent 1290 Infinity) in MS (Agilent
6460 MSD (Triple quad.), Agilent technologies;

mikrotiterske plosce, Agilent 96 PP 0,5 mL;

mikrotiterske plosce, TPP, 96, 0,5 mL;

polipropilenski 1,5 mL in 2,0 mL vsebniki (oz. Eppendorfove epruvete oz. epice);
britvice;

kovinske spatule in pincete;

steklovina.
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3.2 METODE

3.2.1 Izbira prenasalcev in njihovih substratov in inhibitorjev

Pri svojem delu smo se osredotocili na prenasalce MRP, P-pg, BCRP in OATP. Za
vsakega izmed prenaSalcev smo poiskali primeren inhibitor. Da smo lahko komentirali
rezultate, smo morali potrditi, da nasa metoda dobro deluje in da je inhibitor primeren za ta

poskus. To smo potrdili na poskusih pozitivnih kontrol.

Za MRP prenasalce smo uporabili substrat fluorescein (FLU) [45] in selektivni inhibitor
MKS571 ter inhibitor benzbromaron [45, 56]. Ta inhibitorja inhibirata skoraj vse MRP

prenasalce. Poskus z inhibitorjem benzbromaronom smo izvedli le na HepG2 celicah.

Za P-gp prenasalec smo uporabili substrat rodamin 123 (Rho123) [41] in inhibitorja
PSC833 [53] in verapamil [41, 55].

Za BCRP prenasalec smo uporabili inhibitor Ko143, ki je selektivni inhibitor tega
prenaSalca in skoraj ne inhibira prenaSalca P-gp in MRP1 [48, 49]. Glede na to, da
koncentracije Ko143 do 5 uM nimajo Skodljivega u¢inka na prezivetje celic, smo uporabili
to koncentracijo v poskusih. Kot tipi¢ni substrat BCRP prenasalca smo uporabili estron-3-

sulfat (E-3-S).

Za OATP prenasalce smo uporabili inhibitor DIDS (4,4'-diizotiocianostilben-2,2'-
disulfonska kislina), kot substrat prenasalca pa estron-3-sulfat (E-3-S) [51].

3.2.2 Izbira in vitro sistema

Izbrali smo dva in vitro sistema, podganje jetrne rezine in HepG?2 celice, ker se za tovrstne
raziskave pogosto uporabljata. Jetrne rezine imajo prisotne metabolicne encime, ohranjeno
citoarhitekturo in orientacijo hepatocitov, HepG2 celice pa so enostavnejs$i model in smo
lahko lo¢ili prenos uc¢inkovin od metabolizma, ker nimajo prisotnih UGT encimov. Hkrati
sta ta dva modela enostavna za ugotavljanje vpliva prenasalcev na prehod raloksifena in

bazedoksifena v hepatocite (jetrne celice).

Pri jetrnih rezinah smo naredili poskuse, ki smo jih prikazali v tabeli 4. Poskuse smo delali

v tem zaporedju. Inkubacija poskusa je vedno trajala 1,5 ure.



METODE

Tabela 4 - Zaporedje in nacrt poskusov, ki smo jih izvedli na jetrnih rezinah.

prenasSalec substrat inhibitor

1. MRP 10 uM FLU 50 uM MK571
2. MRP 10 uM FLU 100 uM MK571
3. P-gp 2 uM Rho123 10 uM PSC833
4. BCRP 10 uM E-3-S 5 uM Ko143
5. OATP 10 uM E-3-S 0,5 mM DIDS
6. MRP 15 uM RAL 50 uM MK571
7. MRP 15 uM RAL 100 uM MK571
8. P-gp 15 uM RAL 10 uM PSC833
9. BCRP 15 uM RAL 5 uM Ko143
10 OATP 15 uM RAL 0,5 mM DIDS
11 MRP 15 uM BAZ 50 uM MK571
12 MRP 15 uM BAZ 100 uM MK571
13 P-gp 15 uM BAZ 10 uM PSC833
14. BCRP 15 uM BAZ 5 uM Ko143
15. OATP 15 uM BAZ 0,5 mM DIDS

Pri poskusih na HepG2 celicah pa smo izvedli Se poskuse po shemi v tabeli 5. Pri teh
poskusih smo vzor¢ili trikrat, po 10, 30 in 60 minutah. Zaradi mozZnosti ploS¢e smo tu

naredili Stiri paralelke poskusa.
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Tabela 5 - Zaporedje in nacrt poskusov, ki smo jih izvedli na HepG2 celi¢ni liniji.

prenasalec substrat inhibitor

1 MRP 10 uM FLU 50 uM MK571

2. MRP 10 uM FLU 50 uM benzbromaron
3. P-gp 2 uM Rho 123 10 uM PSC833
4. P-gp 2 uM Rho 123 100 uM verapamil
5. BCRP 10 uM E-3-S 5 uM Ko143
6. OATP 10 uM E-3-S 0,5 mM DIDS
7. MRP 15 uM RAL 50 uM MK571
8. MRP 15 uM RAL 50 uM benzbromaron
9. P-gp 15 uM RAL 10 uM PSC833

10 P-gp 15 uM RAL 100 uM verapamil
11 BCRP 15 uM RAL 5 uM Ko143

12 OATP 15 uM RAL 0,5 mM DIDS

13 MRP 15 uM BAZ 50 uM MK571

14 MRP 15 uM BAZ 50 uM benzbromaron
15. P-gp 15 uM BAZ 10 uM PSC833
16. P-gp 15 uM BAZ 100 uM verapamil
17. BCRP 15 uM BAZ 5 uM Ko143

18. OATP 15 uM BAZ 0,5 mM DIDS

Ker imajo plosc€ice ve¢ lukenj, smo lahko nekatere poskuse zdruZili v eno plos¢o. Ko smo

potrdili, da kontrolni poskusi pravilno delujejo, samo lahko presli na poskuse z

raloksifenom in bazedoksifenom. Pri poskusih smo vedno hkrati naredili poskus brez

inhibitorja in poskus z inhibitorjem. Le tako smo lahko izlocili druge vplive na rezultate

kot so drugacni pogoji poskusa, razli¢ne raztopine in drugacen ¢as od poskusa do analize

vzorcev. Vedno pa smo delali $tiri paralelke identiCnega poskusa, da smo lahko iz njih

izraCunali standardno deviacijo in standardno napako.

3.2.3 Priprava raztopin

Priprava raztopine fosfatnega pufra (PBS, ang. »phosphate buffer solution«)

Za 100 mL pufra smo v valj odmerili 10 mL Dulbecco's PBS raztopine, jo prelili v 100 mL

bucko in z destilirano vodo dopolnili do 100 mL. Buc¢ko smo nato dobro premesali. Dobili

smo desetkrat red¢en PBS s pH od 6,7 do 7,0.
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Priprava metanolne raztopine haloperidola
V 1000 mL bucko smo zatehtali 0,50 mg haloperidola in dopolnili do oznake z metanolom.

Tako smo dobili metanolno raztopino haloperidola s koncentracijo 0,5 mg/L.

Priprava donorskih raztopin uporabljenih spojin

Za poskuse smo si pripravili raztopine posameznih inhibitorjev, substratov in preiskovanih
spojin. V epico smo natancno natehtali pribliZno maso spojine in preracunali, koliko
DMSO (dimetilsulfoksid) moramo dodati, da bomo dobili ustrezno koncentracijo spojine.
Da se je spojina raztopila v DMSO, smo si pomagali z ro¢nim meSalnikom. Pripravili smo
5,0 mM MK571, 10,0 mM MK571, 50 mM DIDS, 0,5 mM Ko143, 1 mM PSC833, | mM
E-3-S, 1 mM FLU, 0,2 mM Rho123, 5,0 mM benzbromaron, 10,0 mM verapamil, 1,5 mM
RAL in 1,5 mM BAZ.

3.2.4 Potek poskusa na mikrosomih

Priprava donorskih raztopin za poskus na mikrosomih
Pripravili smo 50 mL raztopine 1,5 % albumina z red¢enjem 20 % raztopine humanega
albumina. Uporabili smo donorske raztopine RAL, BAZ in inhibitorjev, ki smo si jih

pripravili Ze prej.

Potek poskusa na mikrosomih, vzorcenje in priprava vzorcev za LC-MS/MS
Najprej smo pripravili 12 epic za RAL in 12 enomililitrskih epic za BAZ, ker smo delali po

dve paralelki vsakega testa. Naredili smo kombinacije poskusov, ki so prikazane v tabeli 6.

Tabela 6 — Prikaz kombinacij poskusov, ki smo jih naredili v epicah pri poskusu na mikrosomih.

DMSO 50 uM 100 uM 0,5 mM 5 uM Ko143 | 10 uM

(kontrola) MK571 MK571 DIDS PSC833
RAL 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki
BAZ 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki 2 paralelki

Mikrosome in reakcijske raztopine za poskuse na mikrosomih smo vzeli tik pred poskusom
iz zamrzovalnika, kjer smo jih hranili na -80°C. Odtalili smo jih pod tekoco vodo in takoj
postavili na led. V posamezno epico smo pripravili zmes mikrosomov: k 9,52 uLL

mikrosomov smo dodali 95,2 pL raztopine B in 28,5 uL preciS¢ene vode. Zmes smo dobro

premesali na rocnem meSalu in postavili na led za 15 minut. V raztopini B je pufer z
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alameticinom, ki naluknja mikrosome, da lahko substrat pride do aktivnega mesta encima,

ki je v notranjosti mikrosoma.

Po 15 minutah smo k zmesi dodali 333,3 uL 22,5 uM donorske raztopine RAL oz. BAZ
ter 5 pulL ustreznega inhibitorja oz. DMSO in dobro premesali. Koncentracija testirane
ucinkovine v kon¢ni inkubacijski zmesi je bila 15 pM. Nato smo naredili predinkubacijo -
zmes smo postavili v inkubator za 10 min na temperaturo 37°C in hitrosti meSanja 65
obratov/minuto. Po 10 min smo vsako epico vzeli ven, ji dodali 33,3 uL raztopine A (ki
vsebuje uridindifosfatglukuronsko kislino, kosubstrat za glukuronidacijo, jo dobro
premesali, vzeli prvi vzorec 100 pL, pri O minutah, in postavili nazaj v inkubator na 37°C
in meSanje. To je bil zacetek poskusa. Po odvzemu vzorca smo le-tega prenesli v
mikrotitrsko plosco, v katero smo predhodno dodali po 300 pL. metanolne raztopine
haloperidola (0,5 mg/L) v vsako luknjo kot internim standardom. Vzorec smo premesali in

postavili na led.

Ob 10, 30 in 90 minutah smo iz vsake epice odpipetirali 100 uL inkubata v mikrotitrsko
plos¢o z metanolno raztopino haloperidola. Po koncanem poskusu pa smo dali mikrotitrsko

plos¢o za dva dni v zamrzovalnik na -20°C.

Cez dva dni smo mikrotitrsko plo§o centrifugirali 100 min pri 1300 x g in 4°C.

Supernatant smo prenesli v novo mikrotitrsko plosco in vzorce analizirali z LC-MS/MS.
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3.2.5 Potek poskusov na jetrnih rezinah

Priprava medija za transport in inkubacijo jetrnih rezin

Za pripravo 100 mL medija smo v 100 mL bucko odpipetirali 59,2 pL raztopine humanega
insulina ter dodali 29 mg L-glutamina, ki smo ga natehtali v epico in s spiranjem z
Williams-ovim E medijem kvantitativno prenesli v bu¢ko. Bucko smo do 100 mL dopolnili
z Williams-ovim E medijem in jo dobro premeSali. Nato smo priblizno 40 mL raztopine
prelili v steklenicko z navojem, postavili steklenicko na led in vanjo potopili kovinsko iglo,
skozi katero smo v raztopino uvajali karbogen (plin, sestavljen iz 95 % O, in 5 % CO,). Po
pol ure prepihovanja raztopine smo steklenicko zaprli, jo dali v zatesnjeno posodo z ledom
in vanjo spustili sveZe izolirana po podganja jetra. Medtem smo preostalo raztopino dali na

led in jo prepihovali s karbogenom do prihoda jeter.

Pridobivanje jeter in rezanje jeter na rezine

Dovoljenje za delo na tkivih Zrtvovanih Zivali je pridobila Fakulteta za farmacijo na
Veterinarski upravi Republike Slovenije. Jetrne rezine smo pridobili iz podganjih jeter.
Zivali so Zivele pod standardnimi pogoji (temperatura, svetloba, hrana). Jetra so bila
odstranjena takoj po Zrtvovanju Zivali in dana v pripravljen ledeno hladen transportni

medjij.

Po dostavi jeter na fakulteto smo jetra vzeli iz medija in jih na plutovinasti podlagi s
pomocjo britvice narezali na ¢im tanjSe rezine. Za en poskus smo se potrudili, da smo
vedno pridobili vse rezine iz jeter samo ene Zivali. Vsako jetrno rezino smo sproti potopili

v prepihan medij v kristalizirki na ledu.

Priprava donorskih raztopin za poskuse na jetrnih rezinah

Za poskuse z RAL smo uporabili donorsko raztopino 15 uM RAL. Ker smo uporabljali
plosc¢e z 12 luknjami in smo hkrati delali poskus na dveh ploscah, smo potrebovali 24-krat
po 1,5 mL donorske raztopine, kar je 36 mL. Da smo raztopino laZje pripravili, smo vzeli
50 mL bucko. V njo smo dodali toliko RAL iz pripravljene epice, da smo dobili kon¢no
raztopino s 15 pM RAL in bucko dopolnili s pripravljenim medijem, ki smo ga uporabili

tudi za transport jeter.

Enako smo pripravili donorsko raztopino 15 uM BAZ.
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Potek poskusa na jetrnih rezinah, vzorcenje in priprava vzorcev za LC-MS/MS in
mikrofilterski citalnik

Ko smo prejeli jetra, smo pripravljeno donorsko raztopino RAL/BAZ potopili v ¢aso s
toplo vodo, da se je pred poskusom ogrela na 37°C. Jetra smo vzeli iz transportnega medija
in narezali na rezine, ki smo jih dajali na led. Nato smo v posamezno luknjo na ploscici
odpipetirali 1,5 mL donorske raztopine RAL/BAZ. V luknje, kjer smo imeli samo
RAL/BAZ, brez inhibitorja, smo dodali 15 pL ¢istega DMSO, v nadaljnje luknje pa 15 pL
ustreznega inhibitorja (npr. za luknje s 50 pM MKS571 smo dodali v luknjo Se 15 pLL 5,0
mM MKS571). Cisti DMSO smo dodali v luknje brez inhibitorja zato, da smo imeli v vseh
luknjah enako koncentracijo DMSO. V vsako luknjo na plos¢i smo dali eno jetrno rezino,
ploSco pokrili in jo dali v termicni stresalnik. Termicni stresalnik je bil nastavljen na hitrost
stresanja 20 obratov/minuto, segret na 37°C in prepihan s karbogenom. Razporeditev

plosce je prikazana na sliki 4.

15 UM RAL/BAZ
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&
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15 M RAL/BAZ
+
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1
=)
=
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-
10 pM PSC833

=
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Slika 4 — Razporeditev ploSce pri poskusih na jetrnih rezinah z RAL oz. BAZ.

Pri poskusih pozitivnih kontrol, s katerimi smo preverjali delovanje nasega sistema, smo
plosce zastavili drugace. Za vsak prenasalec smo naredili poskus s samim substratom in Se

poskus s tipi¢nim inhibitorjem. Za te poskuse smo luknje na plos¢i napolnili le z 1,5 mL
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transportnega medija za jetra, substrate in ustrezne inhibitorje pa smo v luknje dodali
naknadno. V vsako luknjo smo dodali 15 pL ustrezne spojine iz pripravljenih donorskih
epic. Tudi tu smo v luknje, kjer nismo dodali inhibitorja, dodali 15 pL DMSO.
Razporeditev na ploscah se vidi na sliki 5.
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Slika 5 — Razporeditev ploSce pri pozitivnih kontrolah na jetrnih rezinah.

Med ¢akanjem na dokoncanje poskusa smo si pripravili po eno 1,5 mL epico za vsako
luknjo in nanjo napisali, kaj bomo dali vanjo. Pripravili smo si tudi 2 mL epice, ki smo jih
ravno tako oznacili. V te epice smo po poskusu dali rezine. V 50 mL ¢aso smo nalili
raztopino PBS in jo postavili na led. Pripravili smo Se papirnate brisace in kovinsko

pinceto.

Po uri in pol smo vzeli plosco iz stresalnika. PloS¢o smo odprli in iz vsake luknje v svojo
epico odpipetirali 100 pL zunanje raztopine. Vsak nastavek za pipeto smo najprej nasitili z
raztopino (smo enkrat odpipetirali nazaj v luknjo) in isti nastavek uporabili za vse
paralelke poskusa. Ko smo prenesli vse vzorce zunanje raztopine, smo vsako rezino
posebej s kovinsko pinceto vzeli iz luknje, jo sprali v ledeno hladni raztopini PBS, osusili
na papirnati brisaci in jo nato dali v 2 mL epico. Epice smo takoj zaprli in jih zamrznili v
posodi s teko¢im duSikom. V epice z zunanjo raztopino smo odpipetirali po 300 pL
metanolne raztopine haloperidola, jih zaprli in dali na led. Epice z rezinami smo pobrali iz
tekoCega dusika, jih osusili in v vsako epico z rezino dodali 300 pL ledeno hladne
raztopine PBS. Epice smo dali na led in homogenizirali s homogenizatorjem Polytron PT
1600 E. Homogenatu rezin smo dodali 900 pL. metanolne raztopine haloperidola. Vse

vzorce smo ¢ez no¢ pustili v zamrzovalniku.
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Naslednje jutro smo epice centrifugirali 15 min pri 15 000 x g in 4°C.

1z epic smo prenesli 100 pL supernatanta v mikrotitrsko ploSco. Pri tem smo pazili, da
nismo zajeli usedline. Mikrotitrsko plos¢o smo postavili do analize na LC-MS/MS nazaj v

zamrzovalnik.

Iz epic s FLU in Rho123 pa smo odpipetirali 100 pL supernatanta v ¢rno mikrotitrsko
plos¢o. Nato smo vzorce z FLU razred¢ili s 100 pL. 0,025 M NaOH, vzorce z Rho123 pa s
100 uLL 0,01 M HCI. Koncentracije FLU in Rho123 smo pomerili na mikrofilterskem

¢italcu Tecan, GENios.

3.2.6 Potek poskusov na HepG2 celicah

Gojenje HepG2 celic

Celice smo gojili v Dulbecco-vem spremenjenem Eagles-ovem mediju (ang. »Dulbecco's
modified Eagle's medium«, DMEM), oplemenitenem z 10 % fetalnega govejega seruma, 1
% L-glutamina (200x, 100 mmol/L) in 1 % antibiotikov (ampicilina in streptomicina).
Plosce s celicami so bile v inkubatorju na 37°C, na primerni vlaZnosti in prepihane s
karbogenom. Za poskus smo celice nacepili na nove gojisS¢ne plosce z 48 luknjami in jih
gojili do konfluentnosti (gostota celic okrog 150 000 celic na luknjo). Medij smo menjali

vsak dan.

Priprava donorskih raztopin za poskuse na HepG2 celicah

Uporabili smo osnovne donorske raztopine substratov in inhibitorjev, ki smo jih uporabili
Ze v prejSnjih poskusih. Na eni gojitveni plos¢i z 48 luknjami smo hkrati izvajali dva
poskusa. Za en poskus smo potrebovali eno bucko s substratom oz. RAL oz. BAZ in drugo
bucko substrata z ustreznim inhibitorjem. Ker smo imeli tri ¢asovne tocke s Stirimi
paralelkami, smo potrebovali 12-krat po 300 uL. donorske raztopine, kar je 3,6 mL. Za
lazjo pripravo smo uporabili 5 mL bucke. Tako smo na primer za RAL v eno bucko
odpipetirali 50 pL 1,5 mM raztopine RAL, dodali 50 pL ¢istega DMSO in dopolnili do
oznake z DMEM medijem, da smo dobili 15 uM raztopino RAL. V drugo bu¢ko smo
ravno tako odpipetirali 50 pL 1,5 mM raztopine RAL ter npr. 50 pLL 5,0 mM raztopine
MKS571, da smo dobili raztopino 15 uM RAL in 50 uM MKS571. Tudi to bu¢ko smo do
oznake dopolnili z DMEM medijem. Pri vsakem poskusu smo preracunali, koliko osnovne

donorske raztopine moramo dodati v bucko, da bomo dobili pravo koncentracijo.
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Potek poskusa na HepG2 celicah, vzorcenje in priprava vzorcev za LC-MS/MS ter
mikrofilterski citalnik

Najprej smo si pripravili donorske raztopine, oznacili epice s Stevilkami od 1 do 48,
prizgali hladilno/grelno plosco in jo nastavili na 37°C. Naredili smo 250 mL raztopine
PBS, jo nekaj natocili v malo ¢aSo, nato pa bucko in ¢aso postavili na led. Pripravili smo
male ¢aSe in 5 mL nastavke za multipeto. K pultu, kjer smo delali poskus, smo potegnili
sesalno iglo. Preden smo odsli po plos¢o s HepG2 celicami, smo donorske raztopine

potopili v toplo vodo, da so se ogrele na 37°C.

Ko smo prinesli plos¢o s celicami, smo jo takoj postavili na ogreto hladilno/grelno plosco.
Plosco smo razdelili na Stiri dele in oznacili, kateri poskus bomo kje izvajali. Razdelitev je
prikazana na sliki 6. Nato smo plosco odprli in najprej posesali medij iz prvih treh vrstic.

Prvi in drugi poskus smo malo zamaknili, ker smo porabili pri vzoréenju veliko Casa.

substrat
B
substrat Inkibitor
-f%_,_‘%g
» . = ?\vﬁ‘i) f”;* " ‘M‘% ﬁ“‘ ﬁé gf'ﬁ‘ ,
iy i : : ] & ¢ [ % w&k
Himin L é;ﬁ ’“‘w} LA "*«q«;ﬁ %
e R T T e T T
somin LI I R f” poskas
- aIaE e B =Era
somin |{_J|{_JL LI f:,} (P
e I P a Fa aa a Faa
waratn {34 _HE i) {fﬁ I (:3 K\:
. f‘fﬂ:‘“} £ fd;ﬂz FN T Y st %u G gyl
aomin | OO O|O|C] 2 posims
s | 7 | = = H‘,, S .
«min[O|O[OIO|O[CIOIC] /

Slika 6 — Razdelitev plosce pri poskusih na HepG2 celicah.

V nadaljevanju je opisan primer poskusa RAL z inhibitorjema MKS571 in PSC833. Najprej
smo iz tople vode vzeli eno donorsko raztopino RAL in donorsko raztopino RAL z
MKS571. Vsako raztopino smo prelili v svojo ¢aSo. Vzeli smo en 5 mL nastavek za
multipeto, ga vstavili v multipeto in multipeto nastavili na 300 pL. Najprej smo v 12 luken;j
levo zgoraj odpipetirali po 300 uL. donorske raztopine RAL, nato pa v 12 lukenj desno
zgoraj Se 300 puL donorske raztopine RAL z MK571. Ko smo napolnili luknje levo zgoraj
smo vkljucili Stoparico. Po 6 minutah smo iz tople vode vzeli Se drugo donorsko raztopino
RAL in donorsko raztopino RAL s PSC833. Tudi te smo prelili v novi ¢asi. Posesali smo
medij iz ostalih treh lukenj, vzeli nov nastavek za multipeto in ob sedmi minuti najpre;j
napolnili 12 lukenj levo spodaj s 300 pL. donorske raztopine RAL in nato Se 12 lukenj
desno spodaj s 300 uL. donorske raztopine RAL s PSC833 (slika 7).
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Slika 7 — Razporeditev ploSce v primeru poskusa na HepG2 celicah med RAL in inhibitorjema MKS571 in PSC833.
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Prvi¢ smo vzorcili po 10 minutah, drugi¢ po 30 minutah in tretji¢ po 60 minutah. Vzorc¢ili
smo po naslednjem zaporedju. Najprej smo posesali raztopino iz prve vrstice (pri
raloksifenu z modro barvo, 10 min). Takoj smo v vsako luknjo z multipeto odpipetirali 600
pL pripravljene ledeno hladne raztopine PBS in jo posesali ven. To smo ponovili Se
dvakrat. Po tem smo v vsako luknjo odpipetirali po 200 pL. PBS, ki smo ga pustili v luknji.
V vsako luknjico smo vstavili nastavek za pipeto in z njim praskali po dnu luknjice. Kako

smo praskali, je prikazano na sliki 8.

Slika 8 — Prikaz nacina praskanja celic iz lukenj.

S pomocjo pipete smo nato iz vsake luknjice vso raztopino PBS s celicami prenesli v epico
z doloceno Stevilko. Epice smo zaprli in jih dali takoj na led. Po 7 minutnem zamiku smo
posesali Se donorske raztopine iz Cetrte vrstice (pri raloksifenu z vijoli¢no barvo, 10 min)
in ponovili postopek opisan pri prvi vrstici. Enako smo postopali pri ostalih ¢asovnih
tockah. Po vsaki ¢asovni tocki smo nato epice z vzorci trikrat zamrznili in odmrznili v
tekocem dusiku, s ¢imer smo lizirali celice. Ko smo celoten poskus koncali, samo pocakali,
da se je vsebina epic odtalila. V nadaljevanju smo celice lizirali Se z ultrazvocno

sonifikacijo. Vse epice smo nato centrifugirali 10 minut pri 16 000 x g in 4°C.

1z epic smo nato previdno prenesli 100 pL supernatanta v mikrotitrsko ploSco.
Supernatantu smo dodali z veckanalno pipeto Se 300 pL. metanolne raztopine haloperidola.
Mikrotitrsko plos¢o smo 48 ur hranili v zamrzovalniku. Po 48 urah smo plosce
centrifugirali pri 15 000 x g in 4°C 10 minut in supernatant prenesli v mikrotitrske plosce

za merjenje na LC-MS/MS.



METODE

Tudi tu smo vzorce, ki so vsebovali FLU in Rho123, merili s mikrofilterskim ¢italnikom.
100 pL supernatanta smo previdno prenesli v ¢rno mikrotitrsko plos$€o in ga razredcili s
100 pLL 0,025 M NaOH v primeru FLU in s 100 puL. 0,01 M HCI v primeru Rho123 in

izmerili fluorescenco.

Priprava vzorcev za dolocitev kolicine proteinov po Bradfordovi metodi

Z namenom normiranja koncentracij RAL/BAZ v lizatih smo doloc¢ili koli¢ino proteinov v
vzorcih. Iz vzorcev po centrifugiranju, ki smo jih pripravili za dolocitev spojin, smo
prenesli po 20 pL supernatanta v prozorno mikrotitrsko plos¢o. V vsako luknjo smo z
multipeto dodali Se 20 pL destilirane vode in z veckanalno pipeto Se 160 pL. delovnega
reagenta za dolocanje proteinov. Delovni reagent za dolocitev proteinov smo pripravili z
mesanjem 50 delov Pierce® BCA reagenta A in 1 dela BCA™ reagenta B. Pripravljeno
mikrotitrsko plosc¢o smo dali na hladilno/grelno plos¢o na 37°C za pol ure, da se je
tekocina v luknjicah obarvala vijoli¢no. Nato smo izmerili absorbanco vzorcev na

mikrofilterskem ¢italniku pri 595 nm.

3.2.7 Analitika
Raloksifen oz. bazedoksifen in njune metabolite smo dolocili s pomocjo sklopljene tehnike
LC-MS/MS:

e UPLC: Agilent 1290 Infinity;

e MS: Agilent 6460 MSD (Triple quad.);

¢ kolona : Kinetex 2,6um C18 (50 x 2,10 mm); Phenomenex;

e predkolona: Phenomenex C18 (4 x 2 mm);

® mobilna faza: A (vodna: 0,1 % mravljicne kisline v bidestilirani vodi) in B

(organska: 0,1 % mravlji¢ne kisline v 98 % acetonitrilu);

e temperatura kolone: 50°C.

Raloksifen

Volumen injiciranja: 0,1 pL.

Cas analize na MS: 0,7 — 2 min.

Program gradientnega izpiranja na koloni po injiciranju vzorca je predstavljen v tabeli 7.

Kako smo identificirali RAL in njegove metabolite z LC-MS/MS, je predstavljeno v tabeli
8.



Tabela 7 — Program gradientnega izpiranja na koloni po injiciranju vzorca.

¢as od zacetka injiciranja (min) | % mobilne faze B | pretok (mL/min)
0,25 10 0,80
0,50 20 0,65
1,00 30 0,65
1,25 50 0,65
1,70 50 0,65
1,75 10 0,65

Tabela 8 — Identifikacija RAL in njegovih metabolitov z LC-MS/MS.

METODE

analit MRM prehod | fragmentor kolizijska Polarnost retencijski Cas
(m/z) energija [eV] [min]

RAL 4742 > 112 200 32 + 1,433

M1 650,2 > 474 200 28 + 1,073

M2 650,2 > 474 200 28 + 1,209

M3 826,2 > 474 200 40 + 0,906

HAL 376 >165 200 32 + 1,463

Bazedoksifen

Volumen injiciranja: 0,1 pL.

Cas detekcije na MS: 1,1 — 2 min.

Program gradientnega izpiranja na koloni po injiciranju vzorca je predstavljen v tabeli 9,

kako smo identificirali BAZ in njegove metabolite z LC-MS/MS pa je predstavljeno v

tabeli 10.

Tabela 9 — Program gradientnega izpiranja na koloni po injiciranju vzorca.

¢as od zacetka injiciranja (min) | % mobilne faze B | pretok (mL/min)
0,25 10 0,80
0,50 20 0,65
1,00 30 0,65
1,80 50 0,65
2,00 50 0,65
2,01 10 0,65
2,50 10 0,65




Tabela 10 — Identifikacija BAZ in njegovih metabolitov z LC-MS/MS.

METODE

analit MRM prehod | fragmentor kolizijska polarnost retencijski cas
(m/z) energija [eV] [min]

BAZ 471> 126 200 32 + 1,633

M4 647 > 471 200 28 + 1,296

HAL 376 >165 200 32 + 1,502

Fluorescein in rodamin 123

FLU in Rho123 smo merili z mikrofilterskim ¢italnikom Tecan, GENios. Ekscitacijska

svetloba je bila nastavljena na valovno dolZino 485 nm in emisijska svetloba na valovno

dolZino 535 nm. Aparat je meril po predhodno nastavljeni metodi.

Proteini

Z mikrofilterskim Citalnikom smo merili absorbanco pri valovni dolZini 595 nm. Aparat je

meril po predhodno nastavljeni metodi.




METODE

3.2.8 Obdelava rezultatov

Obdelava rezultatov pri jetrnih rezinah

S pomocjo LC-MS/MS in mikrofilterskega ¢italnika smo dobili podatke o koncentracijah
spojin v lizatih. Rezultate iz LC-MS/MS smo umerili na interni standard haloperidol, ki
smo ga dodali pri obarjanju vzorcev. V programu Microsoft Office Excel smo naredili t-
test s primerjavo kontrolnega lizata (brez inhibitorja) in testnega lizata (z inhibitorjem). Za
vsak poskus smo izracunali standardno deviacijo in standardno napako. Iz podatkov smo
narisali grafe koncentracije substratov in jih primerjali med seboj. Na grafih smo prikazali
standardne napake in stolpce oznacili z zvezdico, Ce je bila razlika do kontrolnega lizata

signifikantna (p < 0,05).

Obdelava rezultatov pri HepG?2 celicah

S pomocjo LC-MS/MS in mikrofilterskega ¢italnika smo dobili podatke o koncentracijah v
lizatih celic, te pa smo normirali na koncentracijo proteinov, ki je premosorazmerna s
Stevilom celic. V programu Microsoft Office Excel smo naredili t-test s primerjavo
kontrolnega lizata (brez inhibitorja) in testnega lizata (z inhibitorjem). Za vsak poskus smo
izraCunali standardno deviacijo in standardno napako. Iz podatkov smo narisali grafe
koncentracije substratov v odvisnosti od ¢asa. Na grafih smo prikazali standardne napake

in tocke s signifikantno razliko od kontrole oznacili z zvezdico (p < 0,05).
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 REZULTATI POSKUSA NA MIKROSOMIH

Z. izvedbo poskusov na mikrosomih smo ugotavljali vpliv inhibitorjev prenasalcev na

metabolizem RAL in BAZ.

Iz slik 9, 10 in 11 lahko vidimo, da prisotnost inhibitorjev prenasalcev 0,5 mM DIDS in
100 uM MKS571 sorazmerno mo¢no inhibira metabolizem RAL do M1 in M2. Prisotnost
inhibitorjev 50 uM MKS571, 5 uM Ko143 in 10 uM PSC833 pa le rahlo inhibira

metabolizem RAL do njegovih metabolitov.

Iz teh rezultatov lahko sklepamo, da DIDS in MKS571 pri uporabljenih koncentracijah
vplivata na kinetiko metabolizma RAL z UGT encimi in spremenita razmerje RAL in
njegovih metabolitov v celici. To ugotovitev je treba uposStevati predvsem pri razlagi
rezultatov poskusov na jetrnih rezinah, pri komentiranju poskusov na HepG2 celicah pa ne,

saj tam ne pride do nastanka metabolitov.
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Slika 9 - Poskus na mikrosomih: potek spreminjanja koncentracije RAL v odvisnosti od ¢asa ob uporabi razli¢nih
inhibitorjev prenasalcev.
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Slika 10 - Poskus na mikrosomih: potek spreminjanja koncentracije M1, metabolita RAL, v odvisnosti od ¢asa ob
uporabi razli¢nih inhibitorjev prenasalcev.
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Slika 11 - Poskus na mikrosomih: potek spreminjanja koncentracije M2, metabolita RAL, v odvisnosti od ¢asa ob
uporabi razli¢nih inhibitorjev prenasalcev.
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Na slikah 12 in 13 smo prikazali rezultate vpliva prisotnosti inhibitorjev prenasalcev na
metabolizem BAZ. In teh grafov vidimo, da DIDS v precejSnji meri inhibira nastanek
glukuronida M4. Poleg DIDS ima nekoliko vecji vpliv na glukuronidacijo BAZ Se MK571
(100 uM). Vpliv ostalih inhibitorjev je minimalen. Pri poskusih na jetrnih rezinah moramo
to upostevati. Enako kot v primeru RAL, HepG2 celice ne metabolizirajo BAZ, zato tam

upostevanje vpliva na metabolizem ni potrebno.
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Slika 12 - Poskus na mikrosomih: potek spreminjanja koncentracije BAZ v odvisnosti od ¢asa ob uporabi
razli¢nih inhibitorjev prenasalcev.
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Slika 13 - Poskus na mikrosomih: potek spreminjanja koncentracije M4, metabolita BAZ, v odvisnosti od ¢asa ob
prisotnosti razli¢nih inhibitorjev prenasalcev.
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4.2 REZULTATI POSKUSOV NA JETRNIH REZINAH

4.2.1 Rezultati pozitivnih kontrol na jetrnih rezinah

Pri pozitivni kontroli za P-gp na rezinah je bil substrat Rho123 in inhibitor 10 pM
PSC833. Ker P-gp prenasa spojine iz hepatocitov, naj bi se ob prisotnost njegovega
inhibitorja koncentracija njegovega substrata v hepatocitih povecala. Iz slike 14 vidimo, da
se je koncentracija Rho123 ob inhibitorju PSC833 res signifikantno povecala (t-test =
0,043), zato lahko re€emo, da je pozitivna kontrola za P-gp potrdila prisotnost P-gp.
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koncentracija Rho123 [umol/L]

0,005 -+

Rho123 Rho123 + PSC833

Slika 14 - Pozitivna kontrola na jetrnih rezinah za prenasalec P-gp; Rho123 je substrat, PSC833 je inhibitor
prenasalca. * pomeni signifikantno spremembo.

MRP prenasalci prenaSajo spojine iz hepatocitov, zato mora ob prisotnosti inhibitorja vec¢
substrata ostati v celici. Kot substrat smo uporabili FLU in kot inhibitor 50 uM MKS571.
Kot vidimo iz slike 15, se je koncentracija FLU ob MKS571 res signifikantno povecala (t-

test = 0,0092), zato lahko z gotovostjo reemo, da je pozitivna kontrola za MRP delovala.
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15

koncentracija FLU [umol/L]

0,5

FLU FLU+ 50 pM MK571

Slika 15 - Pozitivna kontrola na jetrnih rezinah za MRP prenasalce: FLU je substrat, MK571 je inhibitor.
* pomeni signifikantno spremembo.
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Slika 16 prikazuje rezultate pozitivne kontrole za prenasalca BCRP in OATP.

BCRP je izloevalni prenasalec in prenasa spojine iz hepatocita v Zoléni kanal. Ce ga
inhibiramo se zacnejo njegovi substrati kopiciti v hepatocitu. Iz slike 16 je razvidno, da se
je ob inhibitorju BCRP, 5 uM Ko143, koncentracija E-3-S v hepatocitu signifikantno
povecala (t-test = 0,0065). Zato lahko reCemo, da je pozitivna kontrola za BCRP delovala

in smo s tem potrdili ustreznost eksperimentalnih pogojev.

OATP prenasalci prenasajo spojine v hepatocit, zato se koncentracija njihovih substratov v
hepatocitih zmanjs$a, ¢e jih inhibiramo. Ob inhibitorju OATP, 0,5 mM DIDS, se

koncentracija E-3-S presenetljivo ni znacilno spremenila (t-test = 0,121).
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Slika 16 - Pozitivna kontrola na jetrnih rezinah za BCRP prenasalec (inhibitor K0143) in OATP prenasalce
(inhibitor DIDS): substrat za oba prenasalca je E-3-S. * pomeni signifikantno spremembo.

4.2.2 Rezultati poskusov na jetrnih rezinah z raloksifenom

P-gp je izraZen na kanalikularni membrani hepatocita in ¢e ga inhibiramo s PSC833, se
mora koncentracija njegovih substratov v hepatocitu povecati. Iz slike 17 je razvidno, da se
je koncentracija RAL ob prisotnosti PSC833 signifikantno povecala (t-test = 0,043), zato

lahko sklepamo, da je RAL substrat P-gp prenaSalca.

MKS571 inhibira MRP prenaSalce, ki so izloCevalni prenasSalci. 1z slike 17 lahko vidimo, da
se je koncentracija RAL ob uporabi obeh koncentracij MK571 signifikantno povecala (pri
50 uM MKS571 je t-test = 0,049, pri 100 uM MKS571 je t-test = 0,0011). Predvidevamo, da
se RAL z MRP prenasalci ni izlocal iz hepatocita in ga je zato vec ostalo v hepatocitu.
Hkrati se ga je verjetno tudi manj metaboliziralo. Sklepamo lahko, da je RAL substrat

MRP prenasalcev.
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BCRP je tudi izloCevalni prenasalec in ob prisotnosti njegovega inhibitorja se mora
koncentracija substratov BCRP v hepatocitu povecati. Ko143 je inhibitor BCRP. Kot je
razvidno iz slike 17, se je ob prisotnosti Ko143 koncentracija RAL v hepatocitu
signifikantno zmanjsala (t-test = 0,0077). Ta rezultat niti ne potrdi, da je RAL substrat za
BCRP, ker bi se morala njegova koncentracija signifikantno povecati, niti ne pove, da ni
substrat za BCRP, ker bi v tem primeru morala koncentracija RAL ostati enaka kot v

kontroli. Tega rezultata z naSim trenutnim znanjem ne znamo razloZiti.

OATP prenasalci prenaSajo substrate v hepatocite. Ob inhibitorju DIDS se mora zato
koncentracija substratov v hepatocitu zmanjSati. Kot je razvidno na sliki 17, se je
koncentracija RAL ob prisotnosti DIDS res signifikantno zmanjSala (t-test = 0,0345), kar
kaZe na to, da je RAL substrat za OATP prenasalce.
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Slika 17 - Poskus na jetrnih rezinah z RAL ob prisotnosti inhibitorjev prenasalcev, prikazana je koncentracija
RAL: DMSO za kontrolo, MK571 za MRP prenasalce, DIDS za OATP prenasalce, Ko143 za BCRP prenasalec in
PSC833 za P-gp prenasalec. * pomeni signifikantno spremembo.

Na slikah 18 in 19 smo prikazali rezultate poskusa RAL na jetrnih rezinah, s tem da smo
prikazali koncentracije njegovih metabolitov. Pri obeh metabolitih opazimo podobne
spremembe v koncentracijah glede na kontrolni poskus (z DMSO). Iz poskusov na
mikrosomih vemo, da inhibitorja MK571 in DIDS upocasnita metabolizem RAL (slika 9)
in da se spremeni koncentracija njegovih metabolitov (slika 10 in 11). Pri inhibitorjih
MKS571 in DIDS smo zato pri¢akovali manj metabolitov v hepatocitih, kar se je dejansko
zgodilo (sliki 18 in 19). ZniZanje koncentracij M1 in M2 je signifikantno. Ob prisotnosti
DIDS je v hepatocitu manj RAL (slika 17) in je Ze zato manj metabolitov, hkrati pa je
upocasnjen Se metabolizem. ZniZanje koncentracije obeh metabolitov lahko razloZimo tudi
s tem, da MKS571 inhibira Se privzemne prenasalce (OATP1B1, OATP2B1, OATPIB3 in

druge), ki ju privzemajo nazaj v hepatocite [58].
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Zakaj se zmanj$a koncentracija metabolitov RAL v prisotnosti Ko143 (sliki 18 in 19), s
svojim znanjem ne znamo razloZiti, kljub temu, da Ko143 ne vpliva na metabolizem in da
bi moralo biti v hepatocitu ve¢ metabolitov. Vendar glede na to, da je bilo v tem poskusu

manj RAL v hepatocitu in ne vec, tudi metabolitov ni moglo nastati vec.

Z inhibitorjem PSC833 je nastala enaka koli¢ina metabolitov RAL kot pri kontrolnem
poskusu (slika 18 in 19). Pri poskusu na mikrosomih (slika 10 in 11) vidimo, ob PSC833
nastalo ¢isto malo manj metabolitov kot pri kontrolnem poskusu, zato mogoce pri naSem

poskusu ne opazimo razlike, pa tudi razlika v koncentraciji RAL ni bila velika (slika 17).
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Slika 18 - Poskus na jetrnih rezinah z RAL ob prisotnosti inhibitorjev prenasalcev, prikazana je koncentracija
metabolita RAL, M1: DMSO za kontrolo, MK571 za MRP prenasalce, DIDS za OATP prenasalce, Ko143 za
BCRP prenasalec in PSC833 za P-gp prenasalec. * pomeni signifikantno spremembo.
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Slika 19 - Poskus na jetrnih rezinah z RAL ob prisotnosti inhibitorjev prenasalcev, prikazana je koncentracija
metabolita RAL, M2: DMSO za kontrolo, MK571 za MRP prenasalce, DIDS za OATP prenasalce, Ko143 za
BCRP prenasalec in PSC833 za P-gp prenasalec. * pomeni signifikantno spremembo.
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4.2.3 Rezultati poskusov na jetrnih rezinah z bazedoksifenom

Ob inhibitorju PSC833, ki je inhibitor P-gp prenasalca, na sliki 20 opazimo signifikantno
spremembo koncentracije BAZ. Koncentracija BAZ se je zmanjSala, kar je v nasprotju z
dejstvom, da naj bi se ob inhibiciji P-gp, ki je izloCevalni prenasalec, koncentracija
njegovega substrata povecala. Zato ne moremo sklepati, niti da je, niti da BAZ ni substrat

za P-gp.

MRP prenasalci prenaSajo spojine iz hepatocita, zato se koncentracija njihovih substratov
poveca, Ce jih inhibiramo. Na sliki 20 je razvidno, da se koncentracija BAZ ob prisotnosti
MKS571, ki je MRP inhibitor, ni spremenila. Na podlagi tega lahko sklepamo, da BAZ ni

substrat za MRP prenasSalec.

Z inhibitorjem Ko143, ki je inhibitor BCRP, na sliki 20 ni opaziti signifikantne
spremembe koncentracije BAZ, kar nakazuje na dejstvo, da BAZ najverjetneje ni substrat

za BCRP prenaSalec.

OATP prenasalci prenasajo spojine v hepatocite. Ko smo z DIDS inhibirali OATP
prenaSalce, naj bi se koncentracija njegovih substratov v hepatocitu zmanjsala. Kot je
razvidno na sliki 20, se je koncentracija BAZ signifikantno zmanjsala, zato lahko

sklepamo, da je BAZ substrat OATP prenasSalcev.
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Slika 20 - Poskus na jetrnih rezinah z BAZ ob prisotnosti inhibitorjev prenasalcev, prikazana je koncentracija
BAZ: DMSO za kontrolo, MK571 za MRP prenasalce, DIDS za OATP prenasalce, Ko143 za BCRP prenasalec in
PSC833 za P-gp prenasalec. * pomeni signifikantno spremembo.
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Spremembe koncentracije metabolita BAZ, M4, ob prisotnosti inhibitorjev prenasalcev so

prikazane na sliki 21.

Ob prisotnosti inhibitorja MKS71 se je koncentracija M4 signifikantno znizala. Iz poskusa
na mikrosomih nismo zaznali, da bi inhibitor MK571 vplival na metabolizem BAZ.
ZniZanje M4 lahko razlozimo s tem, da MKS571 inhibira tudi privzemni prenaSalec, ki M4

privzema nazaj v hepatocit [58].

Ob prisotnosti inhibitorja DIDS se je koncentracija M4 signifikantno zmanjSala. V
hepatocitu je manj BAZ, zato je nastalo tudi manj metabolitov, hkrati pa smo s poskusom
na mikrosomih ugotovili, da DIDS upoc¢asni metabolizem. Poleg tega je M4 lahko tudi
substrat za OATP, kar pomeni, da se ob prisotnosti DIDS koncentracija M4 v hepatocitu

zniZa. Tako da je niZja koncentracija M4 to vse samo Se potrdila.

Ob Ko143 se koncentracija M4 skoraj ni spremenila. Ker je Ko143 selektivni inhibitor
BCRP, lahko predvidevamo, da se je M4 iz hepatocita prenaSal z nekim drugim

prenasalcem. 1z poskusa na mikrosomih vemo, da Ko143 ne vpliva na metabolizem BAZ.

Tudi ob prisotnosti PSC833 se koncentracija M4 ni signifikantno spremenila. Tudi M4

najverjetneje ni substrat P-gp prenaSalca.
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Slika 21 - Poskus na jetrnih rezinah z BAZ ob prisotnosti inhibitorjev prenasalcev, prikazana je koncentracija
metabolita BAZ, M4: DMSO za kontrolo, MK571 za MRP prenasalce, DIDS za OATP prenasalce, Ko143 za
BCRP prenasalec in PSC833 za P-gp prenasalec. * pomeni signifikantno spremembo.
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4.3 REZULTATI POSKUSOV NA HepG2 CELICAH

4.3.1 Rezultati pozitivnih kontrol na HepG2 celicah

Da smo preverili, ¢e je nas sev HepG2 celic izrazal dolocen prenasalec, smo naredili

pozitivne kontrole.

Za prenasalec P-gp smo naredili poskus z Rho123 in inhibitorjema 10 uM PSC833 in 100
uM verapamilom. Ker P-gp prenasa spojine iz hepatocitov, se ob njegovi inhibiciji njegovi
substrati kopicijo v hepatocitu. Iz slike 22 je razvidno, da je bila koncentracija Rho123 ob
prisotnosti PSC833 signifikantno visja v primerjavi s kontrolo po 60 minutah poskusa. Na
sliki 23 je razvidno, da je bila tudi ob prisotnosti verapamila koncentracija Rho123
signifikantno vi§ja v primerjavi s kontrolo Ze po 30 minutah. Sklepamo lahko, da je na$ sev

HepG2 celic dovolj dobro izrazal P-gp.
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Slika 22 - Pozitivna kontrola na HepG2 celicah za prenasalec P-gp; Rho123 je substrat, PSC833 je inhibitor
prenasalca. * pomeni signifikantno spremembo.
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Slika 23 - Pozitivna kontrola na HepG2 celicah za prenasalec P-gp; Rho123 je substrat, verapamil je inhibitor
prenasalca. * pomeni signifikantno spremembo.
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Za prenaSalce MRP smo izvedli pozitivni kontroli s substratom FLU in inhibitorjema 50
uM MKS571 in 50 uM benzbromaronom. Rezultati so prikazani na slikah 24 in 25. Pri sliki
24 opazimo, da se je koncentracija FLU ob inhibitorju MK571 sicer signifikantno
povecala, a je s Casom padala. Tudi pri kontroli, kjer ni bilo inhibitorja, je koncentracija s
¢asom padala. Glede na to, da MRP prenasalci prenaSajo spojine iz hepatocitov, je ta
pozitivna kontrola delovala pravilno, saj je bilo ob inhibitorju ve¢ FLU v celici. Pri
poskusu FLU ob benzbromaronu je koncentracija FLU narasla, a ne signifikantno, v zadnji
casovni tocki pa je celo padla. Sklepamo lahko, da HepG2 celice imajo v zadostni meri

izrazene MRP prenaSalce.
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Slika 24 - Pozitivna kontrola na HepG2 celicah za prenasalce MRP; FLU je substrat, MK571 je inhibitor
prenasalca. * pomeni signifikantno spremembo.
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Slika 25 - Pozitivna kontrola na HepG2 celicah za prenasalce MRP; FLU je substrat, benzbromaron je inhibitor
prenasalca.
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Za prenasalec BCRP smo uporabili substrat E-3-S in inhibitor Ko143. BCRP prenasa
spojine iz hepatocita in ¢e ga inhibiramo, se koncentracija njegovih substratov v celici
poveca. Kot je razvidno iz slike 26, se je koncentracija E-3-S v HepG2 celicah po 60
minutah signifikantno povecala. Iz te pozitivne kontrole lahko sklepamo, da nas sev

HepG?2 celic izraza BCRP prenasalec.
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Slika 26 - Pozitivna kontrola na HepG2 celicah za prenasalec BCRP; E-3-S je substrat, Ko143 je inhibitor
prenasalca. * pomeni signifikantno spremembo.

Za OATP prenasalce, smo naredili pozitivno kontrolo s substratom E-3-S in inhibitorjem
0,5 mM DIDS (slika 27). Rezultati kazejo na to, da HepG2 celice ne izrazajo OATP

prenaSalcev ali pa je izraZanje teh prenaSalcev zelo Sibko.
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Slika 27 - Pozitivna kontrola na HepG2 celicah za prenasalce OATP; E-3-S je substrat, DIDS je inhibitor
prenasalca.
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4.3.2 Rezultati poskusov na HepG?2 celicah z raloksifenom

Ob inhibiranju P-gp prenaSalca se koncentracije njegovih substratov v celici povecajo. Na
sliki 28 smo prikazali odvisnost koncentracije RAL brez in z inhibitorjem PSC833 v
odvisnosti od ¢asa. Ob PSC833 je bila koncentracija RAL signifikantno visja Ze po 30
minutah. Iz tega lahko sklepamo, da je RAL substrat za P-gp. Slika 29 prikazuje
koncentracijo RAL v odvisnosti od ¢asa brez in z inhibitorjem verapamilom. Ob
prisotnosti verapamila je bila koncentracija RAL niZja v primerjavi s kontrolo, kar je ravno
obratno, kot smo pricakovali. S PSC833 smo Ze dokazali, da je RAL P-gp substrat. Ker je
verapamil manj selektiven inhibitor kot PSC833 za P-gp prenaSalec, najverjetneje
verapamil inhibira Se neidentificirane privzemne prenaSalce, kar lahko pripelje do nizjih

znotrajcelicnih koncentracij RAL v HepG2 celicah.
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Slika 28 - Poskus na HepG2 celicah z RAL ob prisotnosti inhibitorja PSC833 za P-gp prenasalec.
* pomeni signifikantno spremembo.
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Slika 29 - Poskus na HepG2 celicah z RAL ob prisotnosti inhibitorja verapamila za P-gp prenasalec.
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Za MRP prenaSalce smo izvedli poskus z inhibitorjema MKS571 in benzbromaronom. Na
sliki 30 je razvidno, da je bila koncentracija RAL ob prisotnosti MK571 signifikantno vi§ja
po 10 minutah in 60 minutah. Do signifikantne razlike pri casu 30 min zaradi velike
variabilnosti ni prislo. Kljub temu lahko recemo, da je MK571 inhibiral izlocanje RAL iz
celic, zato lahko sklepamo, da je RAL substrat MRP prenaSalcev. Ob inhibitorju
benzbromaronu pa smo dobili ravno nasprotne rezultate — ob inhibitorju se je koncentracija
RAL signifikantno zmanjSala. Vzrok za to je najverjetneje zopet v manjsi selektivnosti
benzbromarona kot inhibitorja MRP prenaSalcev. Verjetno benzbromaron inhibira tudi

privzemni prenaSalec, ki je odgovoren za privzem RAL v hepatocit.
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Slika 30 - Poskus na HepG2 celicah z RAL ob prisotnosti inhibitorja MK571 za MRP prenasalce.
* pomeni signifikantno spremembo.
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Slika 31 - Poskus na HepG2 celicah z RAL ob prisotnosti inhibitorja benzbromarona za MRP prenasalce.
* pomeni signifikantno spremembo.
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BCRP prenasalec prenasa substrate iz hepatocita, zato se ob inhibiranju prenasalca
koncentracija substrata v celici poveca. Na sliki 32 smo prikazali odvisnost koncentracije
RAL v odvisnosti od ¢asa brez in z inhibitorjem Ko143, ki inhibira BCRP. Na sliki je
razvidno, da je koncentracija RAL v vseh ¢asovnih tockah visja glede na kontrolo, a
razlika ni signifikantna. Ker smo tudi pri pozitivni kontroli signifikantno pove€anje opazili
Sele po 60 minutah, predvidevamo, da je poskus trajal prekratek ¢as, da bi lahko dokazali
signifikantnost. Menimo, da vseeno lahko re¢emo, da je RAL substrat za BCRP, tudi glede

na ostale rezultate nase raziskovalne skupine [59].
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Slika 32 - Poskus na HepG2 celicah z RAL ob prisotnosti inhibitorja Ko143 za BCRP prenasalec.
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Ce OATP prenasalce inhibiramo z DIDS, se bo njihovim substratom koncentracija v
hepatocitu zmanjSala. Na sliki 33 je razvidno, da se je koncentracija RAL ob DIDS-u
signifikantno zmanjSala, a ne v zadnji Casovni tocki. Ker je bila pozitivna kontrola za
OATP prenasalce negativna, smo na podlagi tega predvideli, da HepG2 celice ne izrazajo
OATP prenasalcev. Sklepamo lahko, da DIDS kot neselektivni inhibitor inhibira Se neki
drugi privzemni prenasalec, za katerega je RAL substrat. Za identifikacijo tega prenaSalca
pa bi bilo treba izvesti e veliko poskusov, kar pa bi bilo za okvir te diplomske naloge

preobsezno.
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Slika 33 - Poskus na HepG2 celicah z RAL ob prisotnosti inhibitorja DIDS za OATP prenasalce.
* pomeni signifikantno spremembo.



REZULTATI IN RAZPRAVA

4.3.3 Rezultati poskusov na HepG2 celicah z bazedoksifenom

Ce se BAZ prenasa iz hepatocita s prenasalcem P-gp, smo preverili s poskusom, pri

katerem smo ob BAZ uporabili inhibitorja PSC833 in verapamil. Ker je P-gp izloCevalni

prenasalec, se bo koncentracija njegovih substratov v hepatocitu povecala, ¢e ga

inhibiramo. Na sliki 34 so prikazani rezultati z inhibitorjem PSC833. Ob PSC833 se je

koncentracija BAZ signifikantno povecala. Ta poskus kaze, da je BAZ verjetno substrat za

P-gp. Tudi ob inhibitorju verapamilu se je koncentracija BAZ signifikantno povecala, kot

je razvidno na sliki 35, ¢eprav ob koncu tega poskusa ni bilo opaziti nobene razlike. 1z

obeh poskusov lahko z veliko verjetnostjo predvidimo, da je BAZ substrat za P-gp.
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Slika 34 - Poskus na HepG2 celicah z BAZ ob prisotnosti inhibitorja PSC833 za P-gp prenasalec.
* pomeni signifikantno spremembo.
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Slika 35 - Poskus na HepG2 celicah z BAZ ob prisotnosti inhibitorja verapamila za P-gp prenasalec.
* pomeni signifikantno spremembo.
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Da smo preverili, ¢e se BAZ prena3a iz hepatocita z MRP prenasalci, smo naredili poskuse
z MK571 in benzbromaronom. Pri poskusu z MKS571 na sliki 36 je razvidno, da razlika v
nobeni tocki ni bila signifikantna. Ker prisotnost inhibitorja MK571 ni vplivala na
koncentracijo BAZ, BAZ verjetno ni substrat MRP. Z benzbromaronom, kot je prikazano
na sliki 37, pa so bile koncentracije BAZ v vseh ¢asovnih tockah signifikantno nizje kot
brez inhibitorja. Benzbromaron verjetno ni inhibiral le MRP prenasalcev, ampak tudi

kaksne neidentificirane prenasalce privzema v hepatocit.
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Slika 36 - Poskus na HepG2 celicah z BAZ ob prisotnosti inhibitorja MK571 za MRP prenasSalce.
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Slika 37 - Poskus na HepG2 celicah z BAZ ob prisotnosti inhibitorja benzbromarona za MRP prenasalce.
* pomeni signifikantno spremembo.
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BCRP prenasalec prenasa substrate iz hepatocita, zato se koncentracija njegovih
substratov poveca, ¢e ga inhibiramo. V vseh €asovnih toCkah se je koncentracija BAZ v
prisotnosti inhibitorja Ko143 signifikantno povecala, kot je razvidno iz slike 38. Z veliko

verjetnostjo lahko sklepamo, da je BAZ substrat BCRP prenasalca.
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Slika 38 - Poskus na HepG2 celicah z BAZ ob prisotnosti inhibitorja Ko143 za BCRP prenasalec.
* pomeni signifikantno spremembo.

Z DIDS smo preverjali, ¢e se BAZ prenasa v hepatocite z OATP prenaSalci. Na sliki 39 so
prikazani rezultati z DIDS. Rezultati niso enoznacni, v prvi tocki se zdi koncentracija ob
DIDS niZja, vendar se v zadnji tocki (pri 60 minutah) koncentracija obrne. Glede na to, da
na HepG?2 celicah Ze pozitivna kontrola ni bila ustrezna, lahko reCemo, da HepG2 celice ne
izrazajo OATP prenasalcev in posledi¢no zaradi tega ni razlik med kontrolo in poskusom z

inhibitorjem.

0,03

0,025

0,02
&

0,015 i
# bazedoksifen

0,01 M bazedoksifen + DIDS

0,005

koncentracija bazedoksifena/mg
proteina [umol/Lmg]

0 T T T |
0 20 40 60 80

¢as [min]

Slika 39 - Poskus na HepG2 celicah z BAZ ob prisotnosti inhibitorja DIDS za OATP prenasalce.
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4.3.4 Drugi rezultati na HepG2 celicah

S primerjavo koncentracij samega RAL oz. samega BAZ v HepG2 celicah smo opazili
pomembno razliko v hitrosti prehajanja v HepG2 celice. Koncentracija BAZ je poCasneje
naraSc¢ala v HepG2 celicah kot koncentracija RAL, kot je razvidno iz slike 40. Vrednosti
logP za RAL in BAZ so zelo blizu (za RAL je logP 5,5 in za BAZ je logP 5,95). Razlika v
hitrosti v prehajanju v celice je zato posledica predvsem razli¢no hitrega transporta s
prenasalnimi proteini. Nasi rezultati kaZzejo na to, da se BAZ pocCasneje prenasa v celico.
Morda je to tudi eden izmed razlogov, da je bioloska uporabnost BAZ vecja, ker poCasneje

prehaja v hepatocite, kjer se glukuronizira in izloca v Zol¢.
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Slika 40 - Potek spreminjanja koncentracije RAL/BAZ v HepG2 celicah v odvisnosti od ¢asa.
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4.4 RAZPRAVA

Ker smo pri tem diplomskem delu uporabili dva in vitro modela in za posamezen
prenaSalec uporabili tudi razli¢ne inhibitorje, smo nasSe ugotovitve o tem, ali je posamezna
ucinkovina substrat dolo¢enega prenasSalca, zaradi preglednosti prikazali v tabeli 10.

Tabela 10 — Povzetek rezultatov. »ni izvedeno« pomeni, da poskusa med posamezno u¢inkovino in inhibitorjem na
dolo¢enem in vitro modelu nismo naredili, »da« pomeni, da predvidevamo, da u¢inkovina je substrat dolo¢enega

prenasalca, »ne« pomeni, da predvidevamo, da u¢inkovina ni substrat dolo¢enega prenasalca in »nejasno«
pomeni, da rezultati niso enoznacni oz. da jih z nasim znanjem ne znamo razloziti.

RAL BAZ
jetrne rezine HepG2 celice jetrne rezine HepG2 celice
PSC833 da da nejasno da
P-gp . — . —
verapamil ni izvedeno nejasno ni izvedeno da
MKS571 da da ne ne
MRP

benzbromaron | niizvedeno nejasno ni izvedeno nejasno

BCRP Ko143 nejasno nejasno ne da
OATP DIDS da nejasno da nejasno

4.4.1 Razprava rezultatov za raloksifen

Za P-gp prenasalec in RAL smo s pomocjo obeh in vitro modelov ugotovili, da je RAL
substrat za P-gp prenasSalec. Kljub temu, da so bili rezultati z verapamilom drugacni, kot
smo jih pric¢akovali, so bili rezultati s PSC833 vedno signifikantni. Ker je verapamil manj
selektiven kot PSC833 za P-gp prenasalec, lahko z veliko verjetnostjo sklepamo, da je
RAL substrat za P-gp.

Tudi za MRP prenaSalce smo s pomocjo in vitro modelov predvideli, da je RAL substrat
zanje. Z inhibitorjem MKS571 smo na obeh modelih dobili signifikantne rezultate, z

benzbromaronom pa so bili rezultati ravno obratni, verjetno zaradi inhibicije privzemnih
prenasalcev. Glede na rezultate lahko z veliko verjetnostjo sklepamo, da je RAL substrat

za MRP prenasalce.

Za BCRP prenaSalec smo dobili na rezinah ob inhibitorju Ko143 signifikantne rezultate, a
so bili ti rezultati v nasprotju s pricakovanimi. Zato s temi rezultati ne moremo nicesar
zakljuciti. Na HepG2 celicah se je koncentracija RAL ob inhibitorju v celicah povecala, a

povecanje ni bilo signifikantno. Pri teh rezultatih zato ne moremo z veliko verjetnostjo
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sklepati, da je RAL substrat za BCRP, predvidimo pa lahko. Za potrditev bi bilo potrebno

ponoviti poskus s HepG2 celicami in podaljSati dolZino poskusa.

Pri OATP prenasalcih smo z inhibitorjem DIDS na jetrnih rezinah pokazali, da bi RAL
lahko bil substrat za OATP prenasalce. Ker nas sev HepG2 celic nima OATP prenasalceyv,
rezultati nakazujejo na to, da je za znojtrajceli€ne koncentracije u€inkovine odgovoren Se

nek drug prenaSalec.

Tako smo pokazali, da je RAL substrat za P-gp prenasalec, MRP prenasalce in OATP
prenasalce. Rezultati so nakazali, da je za privzem v hepatocite odgovoren Se nek drug
prenaSalec, ki pa ga nismo raziskovali. P-gp prenaSalec in MRP2 prenaSalec sta prisotna na
apikalni membrani enterocitov in Ze tam zmanjSujeta absorpcijo RAL, OATP prenasSalci
omejujejo vstop RAL v hepatocite, ko pa u¢inkovina pride v hepatocit, je ali hitro
metabolizirana ali pa se zelo hitro izlo¢i s P-gp in MRP v Zol¢ni kanal. Te omejitve na poti
RAL v centralni krvni obtok so verjetno vzrok za nizko bioloSko uporabnost RAL (2 %) in
enterohepaticno cirkulacijo (sekundarni vrhovi na plazemskem profilu), ker se metaboliti
ali sam RAL lahko nato ponovno absorbira. Glede na to, da se najve¢ RAL izlo¢i z blatom
[16], sta P-gp in MRP2 prenasalca klju¢na za njegovo izloCanje, saj ga prenasata v Zol¢ni

kanal in nato naprej v ¢revo in z blatom iz telesa.

4.4.2 Razprava rezultatov za bazedoksifen

Na jetrnih rezinah smo z inhibitorjem PSC833 sicer dobili signifikantne rezultate, a so bile
koncentracije BAZ ob inhibitorju niZje namesto vi§je. Zato iz teh rezultatov ne moremo
nicesar sklepati. Za razliko od jetrnih rezin, pa smo na HepG2 celicah z obema
inhibitorjema, PSC833 in verapamilom, dobili signifikantne rezultate, ki kaZejo na to, da

naj bi BAZ bil substrat za P-gp.

Z inhibitorjem DIDS smo na jetrnih rezinah dobili signifikantne rezultate, ki v veliki meri
kaZejo na to, da je BAZ substrat za OATP. Z DIDS na HepG2 celicah nismo dobili
kaksnih razlik v koncentracijah v primerjavi s kontrolo. Ker HepG2 celice najverjetneje ne
izrazajo OATP prenasalcev, lahko na podlagi rezultatov jetrnih rezin sklepamo, da je BAZ

OATP substrat.

Na jetrnih rezinah in HepG2 celicah se v poskusih z MKS571 koncentracija BAZ ob

inhibitorju ni veliko spremenila glede na kontrolo. Ker smo v literaturi nasli podatek, da
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MKS571 inhibira tudi OATP1B3, OATP2B1 in OATP1B1 prenasalce [57] in ne samo
MRP prenasalce, lahko predvidevamo, da se koncentracije BAZ v poskusih na jetrnih
rezinah niso povecale, ko smo dodali inhibitor za MRP prenasalec, ker BAZ niti ni prehajal
v celice z OATP prenasalci. Z benzbromaronom pa smo na HepG2 celicah dobili
nasprotno signifikantne rezultate, ki pa nakazujejo verjetnost, da je Se neki drugi privzemni
prenasalec odgovoren za privzem BAZ v hepatocite, saj je benzbromaron nespecifi¢en
MRP inhibitor. O prenosu BAZ z MRP prenasalci tako ni¢esar ne moremo sklepati, morda

le to, da je slab substrat, ¢e sploh je.

Podobne rezultate na jetrnih rezinah, kot smo jih dobili pri RAL z inhibitorjem BCRP,
Ko143, smo dobili tudi pri BAZ. Tudi tu smo na jetrnih rezinah dobili niZje koncentracije
BAZ z inhibitorjem kot brez njega, a ne signifikantne, zato je zelo verjetno, da BAZ ni
substrat za BCRP. Na HepG2 celicah pa smo dobili signifikantne rezultate v vsaki ¢asovni
tocki, ki kaZejo na to, da je BAZ substrat za BCRP prenasalec. Ker so HepG2 celice bolj
enostaven sistem za preucevanje transporta so rezultati tega modela lazje razlozljivi in

lahko recemo, da BAZ je substrat za BCRP prenasalec.

Za BAZ lahko z veliko verjetnostjo predvidevamo, da se prenasa s P-gp in BCRP
prenaSalcema iz hepatocitov in enterocitov ter z OATP prenaSalci v hepatocite.
Omejevanje vstopa BAZ v hepatocite in njegovo izlo€anje iz hepatocita s prenasalcema
nekoliko pojasni nizko biolosko uporabnost (6 %). Tudi BAZ se z blatom verjetno izloc¢a v
tako veliki meri ravno zaradi izlocanja v Zol¢ni kanal s P-gp in BCRP. Taksna pot
izlo¢anja mu omogoca tudi enterohepati¢no cirkulacijo, ki podalj$a bioloSko razpolovno

dobo.

4.4.3 Primerjava rezultatov raloksifena in bazedoksifena

RAL se prenaSa s P-gp prenasalcem in MRP prenasalci, BAZ pa s P-gp in BCRP
prenasSalcema. Oba se v hepatocite prenasata z OATP prenaSalci. Ker sta substrata za P-gp
0oz. RAL Se za MRP in BAZ Se za BCRP, se lahko prenaSata v Zol¢ni kanal in se vkljuceta
v enterohepati¢no cirkulacijo, ki jima podaljsa biolosko razpolovno dobo. BAZ se je v
HepG2 celice prenasal pocasneje kot RAL. V in vivo pogojih bi se BAZ zato poCasneje

metaboliziral, kar je verjetno razlog, da ima vecjo bioloSko uporabnost.
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4.4.4 Razprava o metabolitih

Zaradi velikega prispevka tako metabolizma kot tudi transporta je tezko lociti med obema
procesoma in posledi¢no opredeliti katere prenasalce so metaboliti substrati. Ce bi Zeleli to
opredeliti, bi bilo treba same metabolite inkubirati z jetrnimi rezinami. Ker pa nismo imeli

na razpolago zadostne koli¢ine metabolitov, se za ta korak nismo odlocili.

4.4.5 Razprava o rezultatih na mikrosomih

S poskusi na mikrosomih smo pokazali, da inhibitorja DIDS in MK571 vplivata na
kinetiko metabolizma z UGT encimi. Ta vpliv je vec¢ji pri RAL kot pri BAZ, kjer MK571
nima tako velikega vpliva. Vendar pa MK571 v vecji meri vpliva na metabolizem le v

koncentraciji 100 pM.
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5 ZAKLJUCEK

Na in vitro modelih jetrnih rezin in HepG2 celic smo ugotavljali, kako se koncentracije
raloksifena in bazedoksifena spremenijo, ¢e v poskus vklju¢imo inhibitorje posameznega

prenasalca.

Za raloksifen lahko z veliko verjetnostjo predvidimo, da se iz hepatocita prenasa s P-gp
prenasalcem in MRP prenasalci. Pri bazedoksifenu lahko predvidimo izloCanje iz
hepatocita s P-gp in BCRP prenasalcem. Z MRP prenasalci se po vsej verjetnosti ne
prenasa. Se pa raloksifen in bazedoksifen po vsej verjetnosti v hepatocite prenasata Se z

nekim drugim privzemnim prenaSalcem, ne samo z OATP prenasSalci.

Glede na naSe predvidevanje o prenosu raloksifena in bazedoksifena z izlocevalnimi
prenasalci sta nizki bioloski uporabnosti raloksifena in bazedoksifena nekoliko bolj jasni.
Ker sta P-gp in MRP prenasalca prisotna Ze v enterocitih, predstavljata za ti dve ucinkovini
Ze v tankem Crevesju veliko oviro za absorpcijo. Prisotnost teh prenasalcev na
kanalikularni membrani pa jima omogoca enterohepati¢no cirkulacijo, ki so jo Ze dokazali,

in glavno pot izlo¢anja iz telesa.

Ker smo delali nase poskuse na dveh in vitro modelih, lahko sklenemo, da so HepG2 celice
bolj enostaven model za proucevanje prenosa v hepatocite, ker lahko z njimi proucujemo
samo prenasSalce, saj imajo metaboli¢ne encime nizko izraZene in ne motijo transporta
ucinkovin. Model jetrnih rezin pa bolje ponazarja resni¢no okolje v in vivo sistemih, ker
vkljucuje tako transport kot metabolizem in daje zato boljSe napovedi za ocistek in vivo.
Nasi rezultati so dokaz, da je smiselno v raziskavah uporabljati ve€ vrst in vitro modelov,
ki se razlikujejo po svoji kompleksnosti, ker na ta nacin lazje razjasnimo zapletene in

sklopljene procese, kot sta transport in metabolizem.
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