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POVZETEK

V c¢loveskem crevesju obstajajo razli¢ni pasivni in aktivni mehanizmi absorpcije peroralno

apliciranih u¢inkovin. Pasivna transcelularna difuzija je prevladujo¢ mehanizem privzema
mnogih lipofilnih substanc, aktivni privzem s specifi¢nimi prenaSalnimi proteini pa je
pomemben le za spojine, ki so njihovi substrati. Prenasalci s Siroko substratno
specificnostjo delujejo predvsem Vv eliminatorni smeri in lahko zmanjSajo biolosko
uporabnost ucinkovin. Pasivna paracelularna difuzija oziroma prehod pa je lahko pot
absorpcije za majhne hidrofilne substance. K privzemu dolo¢ene ucinkovine lahko
istoCasno prispeva ve¢ razlicnih mehanizmov absorbcije (1). Poleg tega je transport
uéinkovin skozi steno gastrointestinalnega trakta (GIT) odvisen od fizikalnokemijskih
lastnosti uéinkovin in fizioloSkih lastnosti intestinalne membrane ter lumna prebavnega
trakta.

V diplomski nalogi smo v dveh smereh (absorptivni in eliminatorni) ovrednotili navidezne
permeabilnostne koeficiente modelnih ucinkovin (FITC-dekstrana, rodamina 123 in
enalaprilata) v razli¢nih delih izoliranega ¢revesja podgane in vitro z metodo dvostranskih
Sweetana-Grass difuzijskih celic. Dodatno smo testirali tudi od pH odvisno permeabilnost
substanc s PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) modelom, s ¢imer
smo ocenili doprinos pasivne transcelularne difuzije k celokupni permeabilnosti modelnih

ucinkovin.

Zaradi manjSe absorptivne povrSine kolona v primerjavi s tankim ¢revesjem smo tako v
absorptivni kot tudi v eliminacijski smeri doloc¢ili nizje vrednosti permeabilnostnih
koeficientov za vse tri modelne ucinkovine. Poleg transcelularne je tudi paracelularna
pasivna difuzija v kolonu znatno omejena zaradi vecje tesnosti tesnih stikov, kar smo
potrdili z znacilno visjimi vrednostmi transcelularne elektri¢éne upornosti (TEER) v kolonu

glede na druge dele podganjega Crevesja.

Pri FITC-dekstranu, oznacevalcu integritete tesnih stikov, Smo v vseh delih Crevesja
dolo¢ili primerljiv proces transporta v obeh smereh, absorptivni (M — S) in eliminatorni
(S — M), iz Cesar lahko sklepamo, da absorpcija FITC-dekstrana ni odraz delovanja
transportnih prenasalcev. Opazili smo nizje vrednosti permeabilnosti v debelem ¢érevesju v

primerjavi s tankim. Zelo nizke vrednosti pasivne transcelularne difuzije in nekoliko visji

v
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rezultati regionalne permeabilnosti na izoliranem podganjem Crevesju Se ujemajo s
predhodno predlaganim mehanizmom absorpcije FITC-dekstrana z endocitozo. Zakljucek

se ujema tudi iz regionalnega vidika, saj sta jejunum in ileum endocitotsko najbolj aktivna.

Pri rodaminul23 se privzem vzdolZ tankega Crevesja bistveno ne spreminja, izloCanje v
lumen pa v distalni smeri vztrajno raste in doseze najvisjo vrednost v ileumu, kar tudi kaze
na aktiven mehanizem izlo¢anja rodaminal23 v GIT. Kolon ima od vseh delov ¢revesja
najvisjo vrednost efluksnega razmerja. Kljub temu, da je rodamin 123 substrat vecih
prenasalcev, je njegovo izloCanje vezano predvsem na P-gp. Tudi nara$canje vrednosti
navideznih permeabilnostnih koeficientov rodaminal23 v eliminatorni smeri vdolz GIT se
ujema z naraSujoCo ekspresijo omenjenega prenaSalca. Z uporabo inhibitorja P-gp
verapamila smo v ileumu in kolonu dosegli znatno zniZanje permeabilnostnega koeficienta

rodaminal23 v smeri eliminacije.

Ker enalaprilat spada v BCS razred Ill, ocenjujemo, da je bila njegova in vitro
permeabilnost v vseh delih podganjega ¢revesja nekoliko visja od pri¢akovanih vrednosti;
blizu navideznih permeabilnostnih koeficientov visoko permeabilnih uéinkovin. S
poskusom pri znizani temperaturi smo dokazali, da so visoke vrednosti izklju¢no prispevek
pasivne difuzije. Na osnovi nizkih vrednosti permeabilnostnih koeficientov v PAMPA
sistemu pa smo sklepali, da pomemben prispevek k absorpciji enalaprilata najverjetneje

predstavlja paracelularna difuzija.
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ABSTRACT

In human organism there are different active and passive absorption mechanisms for orally

administered drugs. Passive transcellular diffusion plays an important role in the uptake of
lipophilic substances, whereas absorption via specific active transporters is important only
for their substrates. Transporters with broad substrate specificity may also drive
compounds in the eliminatory direction from inside the epithelial cells back into the
intestinal lumen, limiting their bioavailability. Small hydrophilic substances can be
absorbed also by passive paracellular diffusion. In some cases drugs are transported
through several different paths. Besides, transport of drugs across intestinal membrane
depends on the interplay between physicochemical properties of the substance and the

function of the intestinal membrane in different regions.

We measured the bidirectional apparent permeability coefficients of model substances
(FITC-dextran, rhodamin 123 and enalaprilate) in different regions of isolated rat intestine
in vitro using two-sided Sweetana-Grass diffusion chambers. We also measured the pH-
dependent permeability with PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay),

which revealed the contribution of passive transcellular diffusion.

All three model substances showed lower permeabiliy coefficients in both, absorptive and
eliminatory direction in the colon due to its smaller absorption surface area. Passive
paracellular diffusion there is also limited by tightness of the epithelium, for colon has
significantly higher transepithelial electric resistance (TEER) compared to the regions of
the small intestine.

We observed similar transport of FITC-dextran in both directions, M — S and S — M,
which tells us that FITC-dextran is not absorbed via transporting proteins. Taken together,
both, PAMPA data and results we obtained with excised rat intestine with Sweetana-Grass
diffusion chambers, we concluded that FITC-dextran could also be transported via
endocytosis. This is also in accordance with the fact that endocytosis is most active in

jejunum and ileum.

The uptake of rhodamin 123 did not change along small intestinal regions, whereas the
permeability coefficients in the eliminatory direction increase towards distal parts of

gastrointestinal tract (GIT) and are highest in the ileum. Colon had the highest efflux ratio
VI
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(ER) value compared to other intestinal regions. Despite the fact that rhodamin 123 is a
substrate of several transporters, its transport in the eliminatory direction is mostly
mediated by P-gp; rhodamin 123 permeability values along GIT correlate well with the
expression of P-gp transporter. After P-gp inhibition with verapamil significant decrease of

rhodamin123 active efflux in ileum and colon was observed.

Our third tested substance was ACE inhibitor — enalaprilate. Considering the fact
enalaprilate is in BCS class Ill, the results in all regions of the rat intestine exceeded the
expected values and were close to permeability of highly permeable drugs. Modified test
under lower temperature, which inhibited active transport processes, showed that high
permeability values are exclusively the contribution of passive diffusion mechanisms.
Furthermore, the relatively low permeability coefficients of enalaprilate we obtained by
PAMPA measurements indicated that the paracellular diffusion may be very important for

enalaprilate absorption.

VIl
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SEZNAM OKRAJSAV

ABC ang.: ATP-Binding Cassette

API ang.: Active Pharmaceutical Ingredient

ATP ang.: adenozin trifosfat

AUC ang.: Area Under the Curve = povrs$ina pod krivuljo

BCRP ang.: Breast Cancer Resistance Protein = protein odpornosti na rak dojke
BCS ang.: Biopharmaceutical Classification System = biofarmacevtski

klasifikacijski  sistem

Caco-2 ang.: Human Colorectal Adenocarcinoma Cells = ¢loveske celice

kolorektalnega raka

CYP ang.: Cytochrome P = citokrom P

dPe sprememba elektri¢nega potenciala

EMA ang.: European Medicine Agency = evropska agencija za zdravila

ER ang.: efflux ratio = efluksno razmerje

F bioloska uporabnost

Fa frakcija absorbirane doze

Fq frakcija, ki se izogne metabolizmu v ¢revesni steni

Fn frakcija, ki se izogne metabolizmu v jetrih

FDA ang.: Food and Drug Administration = Uprava za prehrano in zdravila

FITC-dekstran fluoresceinizotiocianat-dekstran

GIT gastrointestinalni trakt

IVIVC ang.: In Vitro In Vivo Correlation = in vitro in vivo korelacija

MCT ang.: Monocarboxilic Transporter = Prenasalec monokarboksilnih kislin
MDR ang.: Multi-Drug Resistance Proteins = proteini za odpornost na ve¢ zdravil

Vil
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MRP

ang.: Multi-Drug Resistance Proteins of group ABC = proteini za odpornost

na vec zdravil skupine ABC

M—S

OAT

OATP

prehod spojine iz mukozne na serozno stran tkiva
ang.: Organic Anion Transporter = organski anionski transporter

ang.: Organic Anion-Transporting Polypeptide = polipeptid, ki prenasa

organske anione

OCT

P

Papp
koeficient

Peff

koeficient
P-gp
PAMPA
SEM

SLC
S—M

TEER

upornost

UPLC

ang.: Organic Cation Transporter = organski kationski transporter
permeabilnostni koeficient

ang.: apparent permeability coefficient = navidezni permeabilnostni

ang.: effective permeability coefficient = efektivni permeabilnostni

P-glikoprotein

ang.: Parallel Artificial Membrane Permeability Assay

ang.: Standard Error of Mean = standardna napaka aritmeti¢ne sredine
ang.: Solute Carrier = prenaSalec topljencev

ang.: prehod spojine iz serozne na mukozno stran tkiva

ang.: Transepithelial Electric Resistance = transepitelijska elektricna

ang.: Ultra Performance Liquid Chromatography = zelo visoko zmogljiva

tekocCinska kromatografija

WHO

ang.: World Health Organisation = Svetovna zdravstvena organizacija
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1 UVOD

1.1 PREBAVNI TRAKT

Peroralne farmacevtske oblike po zauzitju potujejo v prebavni trakt. Sledi spro$canje
u¢inkovine iz farmacevtske oblike in raztapljanje, vendar ne nujno v tem vrstnem redu (1).
Raztopljena ucinkovina se absorbira skozi sluznico prebavil v krvni obtok. Hitrost
raztapljanja in permeabilnost uc¢inkovin, ki sta osnova biofarmacevtskega klasifikacijskega
sistema (BCS), se zaradi spreminjanja pogojev vzdolz delov prebavnega trakta razlikujeta
(2). V nadaljevanju bomo predstavili anatomske in fizioloske lastnosti posameznih delov

prebavnega trakta in opisali pot u¢inkovin skozi prebavni trakt.

GASTROINTESTINALNE SISTEM Zgornji del prebavnega trakta zajemajo usta, zrelo,
poziralnik in zelodec. Hrano zauzijemo skozi usta, jo
prezve¢imo, nato potuje Skozi zrelo in poziralnik do

zelodca. Spodnji del prebavnega trakta sestavljajo tanko

pomor A == debelo &revo ter zadnjik (3).
kolon ) - - jejunum

;&:Eﬂﬂé’!‘.ml descendentai

olon

cemeismssse Slika 1: Shema gastrointestinalnega trakta. Povzeto po
- rektum

referenci (3).

1.1.1 Zelodec

Mejo Zelodca definirata ezofagealni sfinkter in pilorus. Osnovni deli Zelodca so: antrum,
corpus in fundus (3). Iz vidika absorpcije zdravilnih u¢inkovin je pomen Zelodca zaradi
majhne epitelijske povrsine zanemarljiv, pomemben je lahko le za absorpcijo neioniziranih
lipofilnih molekul zmerne velikost. Npr. kar 50 % visokopermeabilnega antipirina se
absorbira v zelodcu (4; 5). Zelo pomembno vlogo pa ima Zelodec pri raztapljanju, kadar je
to odvisno predvsem od pH. Na tesce je pH mocno kisel (od 1 do 3), po obroku se dvigne
na 5-6; odvisno od vrste in koli¢ine hrane (2). Topnost u¢inkovin je odvisna tudi od ¢asa
zadrzevanja v Zelodcu, ki je definirano s hitrostjo zelod¢nega praznjenja (odvisno od
kontrakcij muskulature polnega in praznega zelodca) ter od Zelod¢ne vsebine. Slednja

vsebuje vodo, klorovodikovo Kislino, soli, pepsine in mukus, ki obvaruje Zelod¢no sluznico
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pred skodljivimi vplivi sestavin Zelodénega soka. Poleg vpliva na topnost, lahko kislo

okolje bistveno zmanjsa stabilnost acidolabilnih u¢inkovin (2).

1.1.2 Tanko ¢revo

Tanko c¢revo je specializiran del prebavnega trakta za absorpcijo snovi iz lumna.
Epitelijske celice, ki gradijo viluse so Se dodatno prekrite s Stevilnimi mikrovilusi.
Omenjena zgradba in struktura poveca absorptivno povrsino tankega Crevesja za 600-krat
(2; 6). Zahvaljujo¢ znacilni zgradbi, se 90 % vse absorpcije iz gastrointestinalnega trakta
zgodi prav v njem (2; 6). V tankem ¢érevesju poteka prebava in privzem hranil (ogljikovih
hidratov, beljakovin, mas¢ob, elektrolitov) ter absorbcija zdravilnih ucinkovin  (6).

Razdeljeno je na 3 odseke:

- Duodenum ali dvanajstnik
- Jejunum ali tesce Crevo

- Ileum ali vito ¢revo

1.1.2.1 Duodenum

Dvanajstnik je dobil ime po svoji dolzini, ki zajema pri ¢loveku 12 palcev, kar znasa okoli
24 cm. Prehod snovi skozi duodenum je glede na druge dele Crevesja hiter. Pomembna
vloga je nevtralizacija kisle zelodéne vsebine na obmoc¢je pH med 5 in 7 (2). 1z vidika
absorpcije u¢inkovin iz FO je duodenum zaradi majhne povrsine in hitrega prehoda manj

pomemben (7).

V duodenum se skupaj izlo¢ata Zol¢ in pankreatiéni sok. Zoléne soli solubilizirajo slabo
topne ucinkovine, s ¢imer lahko povecajo koli¢ino raztopljene uc¢inkovine, ki je na voljo za
absorpcijo. V dolocenih primerih pa lahko celo poslabsajo absorpcijo s tvorbo netopnih
kompleksov (8). Skupaj z Zolcem se v duodenum izlo¢ajo tudi metaboliti iz jeter, ki se
lahko izlo€ajo iz organizma s fecesom, ali pa se spet absorbirajo iz prebavnega trakta in
vstopijo v enterohepati¢no cirkulacijo. Pankreati¢ni sok se izlo¢a kontinuirano, neodvisno
od hrane. Vsebuje hidrogenkarbonatne ione, ki nevtralizirajo kislo Zzelod¢no kaSo, in
encime, ki so potrebni za prebavo vseh treh komponent hrane: mas¢ob, polisaharidov in

proteinov (2).
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1.1.2.2 Jejunum

Jejunum je srednji in najdaljsi od treh odsekov tankega ¢revesja. Lezi med dvanajstnikom
in vitim ¢revesom. MeSanje in prehajanje vsebine naprej poteka s pomocjo razli¢nih vrst
kontrakcij. Gibanje praznega zelodca se za¢ne v zelodcu, nadaljuje vzdolz GIT, prisoten je
tudi v tankem ¢revesu. Primarna funkcija jejunuma je absorpcija snovi, kar neposredno
vpliva na bioloSko uporabnost zauzite ucinkovine, zato je poznavanje procesov v tem delu
¢revesja kljuéno pri nacrtovanju zdravil. Za uspesno absorpcijo je potrebna zelo velika
povrsing, zato je notranja povrsina pove€ana z gubami, vilusi in mikrovilusi. Absorpcijo
pospesuje Se mreza krvnih kapilar pod bazalno membrano ter odprte limfne kapilare, ki se
slepo koncujejo v sredini resic. Pretok krvi skozi jejunum znasa v fazi absorpcije do 1500

ml/min, kar je skoraj 10-krat ve¢ kot v Zelodcu (2; 3).

1.1.2.3 lleum

Vito ¢revo ali ileum je kon¢ni odsek tankega Crevesa; od slepega Crevesa ga loCuje
ileocekalna guba. Od jejunuma se anatomsko ne lo¢i, obstajajo pa Stevilne razlike med
njima, kar je razvidno iz Preglednice I. Okolje v ileumu je rahlo alkalno, njegova povrsina
pa sorazmerno velika. Tudi tu stene tvorijo viluse, ki so nadalje razvejani v mikroviluse,
vendar v manj$i meri kot pri jejunumu. V steni ileuma najdemo Peyerjeve plosce, zdruzene

limfati¢ne folikle, in druge celice imunskega sistema (2; 3).

1.1.3 Sestava stene tankega ¢revesja

Prebavna cev je zgrajena iz:

- Sluznice (mucosa)
- Podsluznice (submucosa)
- MiSi¢ne plasti (muscularis mucosa)

- Zunajne plasti (serosa)

Sluznica je sestavljena iz epiteljske plasti, rahlega veziva s krvnimi in limfnimi zilami in
limfaticnega tkiva ter miSi¢ne plasti iz gladkih celic. Enterociti so povrSinske absorpcijske
celice, pokrite s Scetkastim obrobkom. To so mikroresice, ki se nahajajo na apikalni
membrani in povecujejo povrsino za absorpcijo za 20-krat. Povr§ino dodatno $e 10-krat
povecajo Crevesne resice. V vsako resico sega krvna in limfna zilica. Nazadnje, dodatno 3-

krat povrsino povecajo tudi krozne gube, ki jih tvori sluznica in podsluznica. S tem olajsajo

3
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vsrkavanje hranilnih snovi, saj se

Crevesnasesica hranilna vsebina v ¢revesju razlije
Limfa .
Epiteli po zelo veliki povrsini (2; 3).
Kapilara

7 7 T
“l|||IllllIll!llgl,,,"“”'”.|.‘|\\

Slika 1: Morfoloska sestava

Bazalna saert® %o's 3
membrana :'—-/\ *4441)| Mukoza
Arteryj X ‘ ¢ irej
e \/_:- | Submukoza Crevesne stene. Prirejeno po
Lamina |  Krozna plast gladkeza .
s 1’ it referenci (3).
Vzdolzna plast
Seroza gladkeza mididja
1.1.4 Debelo ¢revo

Deli debelega ¢revesa so: slepo ¢revo (cekum), slepi¢ (appendix), kolon, ki ga delimo na
ascendentni, transverzalni, descendentni in sigmoidni del, ter zadnji del debelega Crevesa,
rektum, in analni kanal. V debelem ¢revesju se vsebina dobro premesSa. S pasivnim
procesom osmoze (paracelularno) in s transcelularnim privzemom prek apikalnih
prenasalcev akvaporinov, se absorbira vsa preostala voda; na dan se z blatom izlo¢i le 100
ml vode (2). Tako kot vzdolz tankega ¢Erevesja, se tudi v kolonu pH zviSuje v distalni
smeri. Poleg tega je v steni veliko limfati¢nega tkiva, luminalna vsebina debelega ¢revesja
pa je bogata z bakterijsko mikrofloro. Bakterije s procesi hidrolize, deaminacije,
hidroksilacije, dekarboksilacije in redukcije azidnih skupin metabolizirajo ksenobiotike
(9). Omejitev pri absorpciji zdravil v kolonu je slaba permeabilnost, feces je tako viskozen,
da ucinkovina ne more difundirati do sluznice. Za absorpcijo oralno apliciranih zdravil sta
primerna le ascendentni in transverzalni del kolona, in Se to ob uposStevanju bistveno
manjSe absorptivne povrSine zaradi odsotnosti vilusne in mikrovilusne strukture
(Preglednica 1) (2; 3). Ker pa $tevilne $tudije na podganah kljub drasticnemu zmanj$anju
absorptivne povrsine v kolonu, beleZijo nesorazmerno manjSe znizanje permeabilnosti v
tem delu Crevesja kot bi sklepali (pri antipirinu in atenololu le za 1,4-krat), neznacilne
spremembe, oziroma se permeabilnost u¢inkovin v distalni smeri celo visa (naproksen,
griseofulvin), absorptivna povrSina ni glavni oziroma edini faktor, ki povzroca regionalne
razlike v permeabilnosti ué¢inkovin (4). Posebej to velja za dobro permeabilne substance, ki

imajo v nekaterih primerih vi§jo permeabilnost v kolonu. Razlogi za to Se niso popolnoma
4
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pojasnjeni. Eden od moznih je tudi vpliv mukusa, saj je njegova debelina pri tes¢i podgani
veCja v zgornjih plasteh v primerjavi s spodnjimi plastmi in kolonom, in omejuje

permeabilnost dobro permeabilnih u¢inkovin v zgornjih plasteh (4).

Poleg manjse efektivne povrSine dodaten omejitveni dejavnik za transcelularno
permeabilnost predstavlja tudi pove¢ana ¢vrstost epitelija v primerjavi s tankim ¢revesjem
(5). Zaradi vseh omenjenih lastnosti kolon ne velja za glavno mesto absorpcije, je pa lahko

pomemben za absorpcijo farmacevtskih oblik s podalj$sanim spros¢anjem (4).

Preglednica I: Lastnosti tankega in debelega Crevesja pri ¢loveku in razmerje absorptivnih

povrsin pri podgani®.

Duodenum Jejunum lleum Kolon
Tanko ¢revo
Clovek
pH 5-7 6,2-6,6 \ 7,5 55-65-7
Cas prehajanja nekaj min 3-4h 12-36h
Dolzina cca 6,80 m 1,1-1,6 m
24 cm \ 4-5m \ 1,5-2m
Povrsina cca 200 m? 0,35 m?
Podgana
Razmerje povrsin / 1 0,453 0,221
Radij por tesnih / 6,19 5,31 6,23
stikov [A]

1.1.5 Podganje ¢revo

Anatomija in fiziologija prebavne cevi se med zZivalskimi vrstami in ¢lovekom razlikujeta.
Tanko €revo podgane je dolgo 125 cm in predstavlja 83 % celotne dolzine Crevesnega
trakta, ostalo je kolon. Jejunum obsega 90 % tankega Crevesja, kar je precej vecji deleZ kot
pri ¢loveku, kjer jejunum predstavlja le 31 % tankega Crevesja. Druga velika razlika je
delez cekuma, kjer se vrsi bakterijska razgradnja. Ta predstavlja pri podgani 26 %
debelega ¢revesja, pri ¢loveku pa le 5 %. Poleg tega podgane nimajo sigmoidnega kolona.
Lumen podganjega crevesja je prekrit z resicami in mikroresicami in za razliko od
Cloveskega tankega Crevesja nima ¢revesnih gub sluznice. To je tudi vzrok za kar 200-krat
manj$o absorpcijsko povr§ino v primerjavi s ¢lovekom, Ceprav je dolzina Crevesja pri

podgani le 5-krat manjsa (10).

! Vrednosti med viri se zaradi razli¢nih metod merjenja in razlik med posamezniki lahko nekoliko
razlikujejo.
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Kljub nekaterim razlikam, so podgane najpogosteje uporabljena eksperimentalna zival za

Studij absorpcije uc¢inkovin in dobro napovejo permeabilnost pri ¢loveku (11; 12; 13).

1.1.6 Primerjava lastnosti ¢loveSkega gastrointestinalnega trakta s podganjim

Pri primerjavi permeabilnosti med ¢loveskim jejunumom in vivo in jejunomom podgane in
vitro, so bile narejene korelacije med Py, podgane ter Pes in frakcijo absorbirane doze (Fz)
pri ¢loveku. Model izoliranega podganjega jejunuma je kljub nekaterim razlikam izkazal

visoko napovedno mo¢ za napoved obsega absorpcije pri ¢loveku (11).

Pri primerjavi ekspresije genov pri podgani, ki kodirajo pomembnejSe prenaSalce
ucinkovin (prenasalci superdruzin ABC in SLC) z nivojem ekspresije ¢loveskih genov, je
bilo 65 % prenasalcev (17 od 26) podobno izrazenih v jejunumu podgane in ¢loveka. Pri
genih, ki niso izkazovali enake izrazenosti (MDR1 in MRP1-3), se je ekspresija razlikovala
za en velikostni razred (11). Pri drugi Studiji primerjave permeabilnosti razli¢nih u¢inkovin
prek Crevesne stene duodenuma in kolona pri podgani in ¢loveku prek mehanizma pasivne
difuzije in aktivnega transporta, je bila korelacija r* = 0,80. Korelacija med ekspresijo
prenadalcev je bila zmerna (r> = 0,56). Pri primerjavi ekspresije metabolnih encimov
(CYP1Al, CYP3A4/3A9, UDPG) v enterocitih obeh vrst, pa so ugotovili zanemarljivo
korelacijo. Zaklju¢imo lahko, da je z modelom crevesja podgane (Papp) mogoce z
zadovoljivo to¢nostjo predvideti mehanizem transporta in s tem frakcijo absorbirane doze
(Fa) pri ¢loveku, ne pa tudi metabolizma ucinkovin (Fg in Fp) niti celokupne bioloske

uporabnosti pri ¢loveku (F) (1; 11).

1.2 BIOLOSKA UPORABNOST

Izmed $tevilnih razli¢nih poti administracije u¢inkovin velja peroralni nacin aplikacije za
najbolj enostavnega in pogosto uporabljenega. Ve¢ kot 60 % vseh zdravil na trgu je v

obliki peroralnih formulacij (4).

Bioloska uporabnost (BU, F) peroralno apliciranih ucinkovin je odvisna od treh
dejavnikov: frakcije absorbirane doze (F,); frakcije ucinkovine, ki se izogne metabolizmu
v steni Crevesja (Fy) in frakcije u¢inkovine, ki se izogne hepaticnemu metabolizmu (F).
Izracun je prikazan v Enacbi 1. Iz tega sledi, da je bioloSka uporabnost peroralno

apliciranih uc€inkovin ve¢inoma funkcija efektivne permeabilnosti (Petf) skozi crevesno
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sluznico, topnostnih karakteristik v gastrointestinalnem okolju in metaboli¢ne stabilnosti
(14, 15; 16).

F=F X F;xF, [%] Enacba 1:

EMA biolosko uporabnost po dodatku ‘Note for guidance on the investigation of
bioavailability and bioequivalence’ definira kot hitrost in obseg, s katero aktivna
ucinkovina prispe iz farmacevtske oblike v sistemski krvni obtok. S to dopolnjeno
definicijo razlikuje med absorpcijo, ki se nanasa na prehod substance skozi ¢revesno
sluznico gastrointestinalnega trakta (F3), in sistemsko razpoloZljivostjo (F), ki pomeni

koli¢ino substance, ki vstopi v sistemski obtok in uposSteva tudi ocistek in metabolizem
(16).

Slaba bioloska uporabnost je tako lahko posledica nizke permeabilnosti u¢inkovine prek
¢revesne sluznice ali pa obseznega metabolizma prve stopnje v enterocitih in hepatocitih.
Poleg tega lahko tako v ¢revesju kot v jetrih k slabi BU prispeva tudi aktivni transport s

prenasalci v eliminatorni smeri, med katerimi je najbolj znan P-gp prenasalec.

Na hitrost in obseg absorpcije u¢inkovin iz GIT vpliva ve¢ razli¢nih faktorjev. Tri glavne

kategorije so (11):

- fizioloski pogoji na mestu absorpcije,
- fizikalnokemijske lastnosti u¢inkovine in

- biofarmacevtske lastnosti kon¢nega produkta.

1.3 BCS KLASIFIKACIJA

Biofarmacevtski sistem klasifikacije (BCS) je pomembno prognosti¢no orodje, ki postavlja
standarde bioekvivalence za odobritev aktivne uc¢inkovine. Oblikovano je bilo z namenom
raz§iritve pogojev za opustitev bioekvivalen¢nih $tudij in vivo; smernice BCS podajajo
EMA, WHO in FDA (14; 15). Dolga pot aktivnih u¢inkovin na trzi$¢e je v veliko primerih
odvisna od skladnosti z bioekvivalenénimi zahtevami; biofarmacevtskimi lastnostmi in
kvaliteto (16). S pomoc¢jo podatkov o topnosti in permeabilnosti, ki sluZijo kot osnovne
spremenljivke, s katerimi opiSemo masni tok Skozi membrano (Enacba 2), aktivno
ucinkovino uvrstimo v enega od Stirih biofarmacevtskih razredov (Preglednica I1).

Uveljavitev BCS smernic pomeni pomemben korak naprej v dolo¢itvi biofarmacevtskih
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lastnosti u¢inkovin, saj z njihovo pomoc¢jo postavimo standarde za raztapljanje u¢inkovin z
namenom ugotavljanja potenciala za IVIV korelacijo ter zmanj$anja obsega testiranj in
vivo (16). V Preglednici Il smo prikazali biofarmacevtski klasifikacijski sistem. Za
visokopermeabilne po standardih EMA-e sodijo u¢inkovine s frakcijo absorbirane doze
(Fa) 85 % in ve¢ (17). Spodnje meje navideznih permeabilnostnih koeficientv (Papp) se

razlikujejo, v Lekovem laboratoriju znaga 11 x 10 cm/s (11).
Enacba 2: Fick-ov prvi zakon (16):

dm 1
]W=PWX CW:EXX

Enacba 2
Jw -... masni transport prek stene ¢revesja

P, .... efektivna permeabilnost

Cy ... koncentracija u¢inkovine ob membrani

dm .... sprememba mase

A ... stiCna povrSina

Preglednica II: BCS Klasifikacija (16):

BCS Razred Topnost Permeabilnost
I Visoka Visoka

I Nizka Visoka

i Visoka Nizka

v Nizka Nizka

1.4 TRANSPORT SNOVI SKOZI EPITELIJ

Transport u¢inkovin skozi steno GIT je odvisen od fizikalnokemijskih lastnosti u¢inkovin

in fizioloskih faktorjev intestinalne membrane ter lumna prebavnega trakta (2).
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Preglednica Ill: Dejavniki, ki vplivajo na permeabilnost/absorpcijo ucinkovin prek

¢revesne membrane (5).

Fizikalnokemijske lastnosti u¢inkovine

Fizioloski faktorji intestinalne membrane

Porazdelitveni koeficient (logD)
Konstanta ionizacije (pKa)
Molska masa (M)

Sposobnost tvorbe vodikovih vezi

Odstotek polarne povrsine (PSA)

Celokupna lipidna povrSina
Upornost tesnih stikov
Celokupna povrsina tesnih stikov
Koli¢ina prenasalcev

Kapaciteta prenasalcev

Vodni fluks
gradient Na* in/ali H*

Fleksibilnost molekule
Molekularni volumen

Metabolni encimi
Nemesajoce vodne plasti

Kapilarni tok
Lipidna sestava (razmerje

holesterol/fosfolipidi)

S poznavanjem obeh skupin spremenljivk in procesov prehajanja skozi Erevesno
membrano lahko predvidevamo spreminjanje permeabilnosti uc¢inkovin glede na razli¢ne
regije GIT in primernost izbire doloene ucinkovine za vgrajevanje v formulacije S
podaljSanim spros¢anjem. Poznavanje je bistveno za napoved regionalne absorpcije pri
¢loveku (5). Slika 3 prikazuje razlicne mehanizme transporta ucinkovin skozi epitelij

tankega Crevesja ter procese, ki lahko vplivajo na prehod uéinkovine.

LUMEM

Apikalna stran » LT ] .

Enterocit

» h‘*ﬂ
A
v v
. . - . O
Bazolsteraina stran 0
Al |B||c| D D| |E E F
KRl ALILIMEA

Slika 3: Poti u¢inkovin skozi epitelij tankega ¢revesja. Prirejeno po referenci (18).
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Al Pasivna difuzija u€inkovine po transcelularni poti skozi celicni membrani in lumen
celice;

B] Pasivna difuzija uc¢inkovine po paracelularni poti skozi tesne stike;
C] Transcelularni transport z absorpcijskimi prenasalnimi proteini;

D] Transcelularna difuzija, zmanj$ana zaradi sekrecije prek apikalnih sekretornih
prenasalcev;

D’] S sekrecijo prek apikalnih sekretornih prenasalcev se lahko izlo¢a v lumen tudi
ucinkovina, ki je Ze bila v krvi (proces eliminacije);

E] Znotrajcelicni encimi v enterocitih lahko pretvorijo u¢inkovino Se pred vstopom v
kri ali limfo;

E’]  Metaboliti u¢inkovine, ki nastanejo v enterocitih, so lahko substrati za apikalne
sekretorne prenasalce;

F] Transcelularna endocitoza.

U¢inkovitost mnogih u¢inkovin je moc¢no odvisna od sposobnosti prehajanja bioloskih
membran na poti do tarCnega mesta. Prva pomembna ovira je intestinalni epitelij, saj
predstavlja glavno absorpcijsko mesto za vneSena hranila, terapevtske ucinkovine in

toksine (19).

Ozkospecifi¢ni apikalni prenasalci, ki delujejo v absorptivni smeri, so lahko razlog za
dobro biolosko uporabnost uc¢inkovin, ki so njihovi substrati in na pasiven nacin slabo
prehajajo bioloske membrane. Lipofilne u¢inkovine lahko prehajajo bioloske bariere tudi
samo z difuzijo, v smeri od visje proti niZji koncentraciji brez specializiranih transportnih
sistemov (18; 20). Kriti¢ni za biolosko uporabnost mnogih peroralno apliciranih u¢inkovin,
ki na pasiven nacin tezko ali srednje dobro prehajajo bioloSko membrano, so predvsem

Sirokospecifi¢ni apikalni prenasalci, ki delujejo v eliminatorni smeri (18).

Hidrofilne in nabite molekule pogosto prehajajo apikalno membrano s pomo¢jo olajSane
difuzije ali aktivnega transporta s specificnim transportnim mehanizmom za celularni
privzem (18). Prek apikalne membrane, ki zaradi manjSega kapilarnega pretoka velja za
vecjo omejitev intestinalne absorpcije kot bazolateralna membrana, prehajajo skozi citosol
in izhajajo prek bazolateralne membrane v kri, vse do tarénega mesta (21). U¢inkovine v
citosolu so nato lahko substrati za efluksne prenasalce (12), ki le-te transportirajo preko
apikalne membrane nazaj v Crevesni lumen, ali pa se s prenaSalci na bazolateralni strani

prenasajo preko bazolateralne membrane v kri. Te iste ucinkovine so lahko socasno
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substrati citokrom P450 encimskih sistemov in so tako podvrzene intracelularnemu
metabolizmu v enterocitih. Nastali metaboliti se lahko skupaj z aplicirano uc¢inkovino
absorbirajo v plazmo ali pa so tudi sami substrati sekretornih prenasalcev, ki jih izlo¢ijo
nazaj v lumen. Delez aplicirane ucinkovine, ki preide to prvo intestinalno bariero, nato s
krvjo preko portalnega sistema preide v jetra, kjer poteka metabolizem in sekrecija s
podobnimi encimi in ABC prenasalci kot v ¢revesju, vendar z druga¢no ravnijo ekspresije,

saj niso koordinirano regulirani (18).

Celotna bioloska uporabnost u¢inkovin je tako vezana na sposobnost pasivnega prehoda,
aktivnosti apikalnih in bazolateralnih sistemov, ki omogocajo privzem in/ali eliminacijo

u¢inkovin iz organizma, ter intracelularnega metabolizma, tako v jetrih kot v ¢revesju (18).

1.4.1 Paracelularni transport

Paracelularna pot absorpcije poteka pasivno med epitelijskimi celicami preko negativno
nabitih tesnih stikov (7). Odvisna je tako od velikosti kot od naboja molekul. Sluzi za
transport ioniziranih nizko molekularnih substanc, ki se zaradi hidrofilnosti in slabSega
porazdeljevanja v lipidno fazo membrane po transcelularni poti slabo absorbirajo.
Intercelularni tesni stiki omejujejo prosto gibanje med celicami ter preprecujejo vracanje
Ze absorbiranih hranil iz bazalne strani nazaj v ¢revesni lumen. Prispevek paracelularne
poti privzema k celokupni absorpciji je ponavadi majhen (6), ve¢ji pomen ima pri
hidrofilih substancah z molsko maso do 400 g/mol (5). Nekatere $tudije omenjajo kot
substrate paracelularnega transporta kationske molekule (7). Za Studije paracelularnega
transporta uporabljamo paracelularne oznacevalce: manitol, lucifer rumeno, ranitidin,

se¢nino, fluorescein in FITC-dekstran (4; 7).

Tesni stiki predstavljajo od 0,01 do 0,1 % celokupne povrSine tankega Crevesja (7).
Vrednosti radija por v razlicnih delih tankega in debelega Crevesja so dokaj podobne,
prikazane so v Preglednici | (4). Bistveno pa se razli¢ni deli tankega in debelega Crevesja
razlikujejo v Stevilu tesnih stikov na enoto dolzine. Z manjSo nagubanostjo in absorptivno

povrsino se manjsa tudi absorptivna povrSina paracelularne poti absorpcije v kolonu (6; 4).

11
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1.4.2 Transcelularni transport

1.4.2.1 Pasivni transport

Absorpcija u¢inkovin s pasivno difuzijo je odvisna od porazdeljevanja v lipidno fazo
epitelijske celicne membrane, koncentracijskega gradienta in povrsine (7). Za dobro
pasivno permeabilne substance so se v vseh delih GIT izkazale neionizirane u¢inkovine z
nizko molsko maso in vrednostjo logD med 0,0 in 2,5. Permeabilnost slednjih se je visala v
distalni smeri in je dosegla najvi§jo vrednost v kolonu, medtem ko nasprotno velja za
pasivno nizko permeabilne uc¢inkovine. Te dosezejo najvisjo permeabilnost v proksimalnih
delih GIT, kjer je anatomska povrSina veéja, S tem pa je tudi vilov, najve¢ (5). Sicer so si
mnenja v literaturi deljena. Nekateri viri navajajo, da se dobro pasivno permeabilne
ucinkovine ve¢inoma absorbirajo v proksimalnih delih ¢revesja, kar bi lahko razlozili tudi
z njihovo zelo hitro absorpcijo (4). Na razlike v intestinalni pasivni permeabilnosti slabo

permeabilnih u¢inkovin v razliénih delih GIT ima pomemben vpliv tudi luminalni pH (4).

1.4.2.2 Aktivni transport

Aktivni transport ucinkovin poteka skozi bioloske membrane iz obmocja z nizjo
koncentracijo v obmocje z vi§jo koncentracijo. Za to so odgovorne Stevilne skupine
prenaSalcev. PrenaSajo visokomolekularne hidrofilne substance, ki se le v majhni meri
absorbirajo pasivno (razlicne vodotopne vitamine, monokarboksilne Kisline, fosfate,
karbonate, mas¢obne Kkisline, sladkorje). Pomembni sta predvsem SLC (solute carrier

family of proteins) in ABC (ATP-binding cassette proteins) superdruzini (11).

Med aktivne procese sodi tudi transcelularna endocitoza; poteka prek tvorbe veziklov,
prevlecenih s klaretinom in kaveolinom (22). Pomembno prispeva k privzemu mnogih
endogenih in eksogenih makromolekularnih substanc v centralno-zivénem sistemu,
ledvicah in ¢revesju. Odvisna je od aktinskega citoskeleta in fosfolipidnega dvosloja. V
¢revesju poteka tako iz apikalne kot iz bazolateralne smeri, najvecji pomen naj bi imela v

jejunumu in kolonu (23).

1.4.2.2.1 Prenasalci, ki delujejo v absorptivni smeri
Permeabilnost aktivno absorbiranih substanc se praviloma veca z vecjo ekspresijo
prenasalca, katerega substrat je u¢inkovina. Kot posledica zmanjSane absorptivne povrSine

se Stevilo prenasalnih proteinov navadno zmanjSuje vzdolz GIT, vendar ne nujno. Pap,
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vrednosti u€inkovin, ki so vezane na transport s prenaSalci, so ponavadi primerljive Pgpp

visoko pasivno permeabilnih substanc (7).

SLC druzina prenasalcev za topljence (solute carrier family of proteins) je najvecja

superdruzina prenaSalcev za privzem, ki kodira kar 225 razli¢nih prenaSalcev. To so

prenasalci, ki omogocajo transport, sklopljen z ioni, lahko pa delujejo kot izmenjevalci ali

prenasalci in omogocajo olajsano difuzijo. V Preglednici IV smo razvrstili pomembnejse

prenasalce gastrointestinalnega trakta, ki delujejo v absorptivni smeri iz vidika organizma.

Preglednica IV: PomembnejSi prenasalci gastrointestinalnega trakta druzine SLC, Ki

delujejo v absorptivni smeri, njihovo nahajali$¢e na membrani in substratna specifiénost?.

CLOVEK PODGANA EKSPRESIJA SUBSTRATI INHIBITORJI
Ime Mesto Ime Mesto
prenasal- | prenaSalcana | prena- prenasalca na
ca érevesni Salca ¢revesni
membrani membrani
OATP apikalno Oatp apikalno pada vzdolz GIT zol¢ne soli, bilirubin, | monokarboksilne
(organic (11 glukuronidi (pravastatin,
anion razli¢nih bilirubina, digoksin, benzojska kislina,
trans- oblik) metotreksat, statini, nikotinska
porter, 9 imatinib kislina),
razli¢nih dikarboksilne
oblik) kisline (ftalna
kislina), DIDS
PEPT1 apikalno PepT1 apikalno pada vzdolz GIT dipeptidi in tripeptidi
(oligo- (ekspresija v (B-laktamski
peptide duodenumu antibiotiki, inhibitorji
trans- podgane je 24-krat | renina, ACE
porter) vecja od ekspresije | inhibitorji,
v kolonu, kjer je protitumorne in
ekspresija antivirusne
zanemarljiva) ucinkovine, inhibitorji
trombina, antagonisti
dopaminskega
receptorja)
MCT1 apikalno Mctl apikalno naraséa vzdolz GIT | nesteroidni CHC (ciano-4-
(monocar antirevmatiki, hidroksicinamat),
boxilic salicilna, nikotinska in | floretin in
trans- benzojska kislina, pCMB
porter) piruvat, L-laktat, B- (parakloro-
acetoacetat merkuribenzoat)
OCT1-3° | bazolateralno | Octl bazolateralno Sibke heterocikli¢ne prazosin (OCT1
(organic baze (dopamin, norad- | in 2), prokainamid
cation renalin, holin) (0CT2),
trans- kortikosteron
porter) (OCT3)

2 v . . " . . . . . . . v
Prenasalci so izrazeni tudi v drugih organih; na tem mestu omenjamo le intestinalne prenasalce.
® Prenasalci OCT1-3 so vedinoma prisotni v jetrih.
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1.4.2.2.2 Prenasalci, ki delujejo v eliminatorni smeri

Poleg ozkospecifi¢nih prenasalnih proteinov, ki delujejo v absorptivni smeri in pomembno
povecujejo bioloSko uporabnost vecjih polarnih molekul, poznamo tudi Sirokospecifi¢ne
prenasalce, ki delujejo v eliminatorni smeri iz vidika enterocita. Ti apikalni izlo¢evalni
celi¢ni transportni mehanizmi ze absorbirane substrate ¢rpajo nazaj v intestinalni lumen in
s tem bistveno zmanj$ajo neto absorpcijo, bazolateralno locirani pa v kri (7). Sposobnost
akumulacije ucinkovine in ostalih snovi znotraj tkiva je pogosto bolj omejena zaradi
tendence po aktivni sekreciji preko ABC (ATP-binding cassette proteins) — prenasalnih

proteinov, kot po zmanjSani sposobnosti privzema v celico (18).

ABC proteini niso omejeni na visje razvite organizme, saj so bili najprej okarakterizirani v
bakterijah (18). FizioloS§ko so prisotni v Stevilnih tkivih, ve¢ja ekspresija je predvsem v
organih z eliminacijsko funkcijo; v jetrih, tankem crevesju in ledvicah. V tkivih teh
organov omejujejo absorpcijo in pospesujejo eliminacijo ksenobiotikov in potencialno
toksi¢nih snovi za organizem. Poveéana ekspresija prenasalcev, ki delujejo v eliminatorni
smeri je posebno problemati¢na v tumorskih celicah. PrenaSalci P-gp, druzina MRP
prenasalcev ter drugi, kliniéno pomembno zmanjsujejo privzem protitumornih u¢inkovin in
posledi¢no pozrocajo rezistenco na citostati¢no terapijo. Za ABC prenaSalce, Se posebej to
velja za P-gp in MRP2, je znaCilen genski polimorfizem; obstajajo interindividualne
razlike v farmakokinetiki in ekspresiji v tankem ¢revesu in jetrih. Prenasalni proteini, Ki
delujejo v eliminatorni smeri so, kot ze omenjeno, velikokrat sklopljeni z metabolnimi
encimi 1. in 2. faze; procesa delujeta sinergisti¢no na eliminacijske procese (18). Glede na
funkcijo, ki jo opravljajo, jih delimo na membranske prenaSalce, receptorje in ionske
kanale (18; 20). V Preglednici V smo razvrstili pomembnejSe prenasalce

gastrointestinalnega trakta, ki delujejo v eliminatorni smeri iz vidika enterocitov.

Apikalno locirani P-gp, MRP2, MRP4 ter BCRP delujejo v eliminatorni smeri glede na
celoten organizem in iz vidika celice. Prenasalca MRP1 in MRP3 pa iz vidika epitelijske
celice sodita med prenaSalce za izloCanje, saj zmanjSujeta celino akumulacijo u¢inkovin
in drugih substratov. Glede na celoten organizem pa delujeta v absorptivni smeri (18; 20).
Lokalizacija omenjenih apikalnih in bazolateralnih membranskih prenasalcev druzine ABC

v enterocitih je prikazana na Sliki 4.
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P-gp

MRP2,4 BCRP

MRP1, 3

LUMEN

KRI, LIMFA

Slika 4: Lokalizacija membranskih prenaSalcev v enterocitih. Povzeto po referenci (18).

Preglednica V: Pomembnejsi prenasalci gastrointestinalnega trakta druzine ABC, Ki

delujejo v eliminatorni smeri iz vidika enterocita, njihovo nahajalis¢e na membrani in

ey 4
substratna specifi¢nost".

CLOVEK PODGANA EKSPRESIJA SUBSTRATI INHIBITORJI
Ime Mesto Ime Mesto
prenasal- | prenaSalcana | prenasal- | prenaSalca na
ca érevesni ca érevesni
membrani membrani
MDR1 apikalno Mdrla/b apikalno nara$¢a vzdolz protitumorne verapamil,
(multi- GIT udinkovine, HIV nikardipin,
drug proteazni inhibitorji, ciklosporin A,
resistance B-blokerji, elacridar,
protein, diagnosti¢na barvila pantoprazol,
P-gp) (rodamin 123) PSC833
kardiotoni¢ni
glikozidi
imunosupresivi,
antibiotiki idr.
BCRP apikalno Berp apikalno najvecja v antraciklini, GF120918,
(breast jejunumu mitoksanton, prazosin,
cancer topotekan, aktivni fumitremorgin C
resistance metaboliti
protein) irinotekana,
azitromicin,
lamivudin in
poliglutaminska
oblika metotreksata
MRP1 bazolateralno | Mrpl bazolateralno | bolj ali manj metotreksat, ciklosporin A,
(multi- konstantna vzdolz | glukuronid estradiola, | probenicid,
drug GIT, a vedno GSH, doksorubicin, indometacin
resistance nizja od ekspresije | vinkristin
associate P-gp in BCRP
d protein)
MRP2 apikalno Mrp2 apikalno upada v distalni metotreksat, furosemid,
smeri vinblastin, vinkristin indometacin,
benzbromaron

4 . v . . “ . . . . . . . “
Nekateri prenasalci so izrazeni tudi v drugih organih; na tem mestu omenjamo le intestinalne prenasalce.
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MRP3 bazolateralno | Mrp3 bazolateralno metotreksat, vinkristin

MRP4 apikalno Mrp4 apikalno glukuronid estradiola, | dipiridamol,
GSH, cikli¢ni probenicid
nukleotidi, holati

MRPS bazolateralno | Mrp5 bazolateralno GSH, cikli¢ni probenicid,

nukleotidi, tezke

sulfinpirazon,

kovine, sildenafil
6-merkaptopurin

e P-glikoprotein (P-gp)
P-glikoprotein je najpomembnejsi in prvi odkrit efluksni protein; doloc¢ili so ga v
tumorskih celicah, odpornih na citostatike. Najpomembnejsa spojina za karakterizacijo
njegovega delovanja je diagnosticno barvilo rodamin 123. P-gp je mo¢no izrazen v
rakastih celicah in predstavlja glavni razlog za razvoj rezistence na citostaticno terapijo
(13). Poleg tega je P-gp v organizmu konstitutiven, najdemo ga predvsem v Crevesju,
jetrih, ledvicah in mozganski barieri, prisoten pa je tudi v drugih organih (20).

APIKALNA STRAN ‘

ekstracelularni ksenobiotik

oo JQQJ
OO
@ P Ei\{ N

citoplazemska ¢
membrana

2 ADP
+2Pi ‘

BAZOLATERALNA STRAN 2 ATP
Slika 5: P-glikoprotein (24).

Njegova ekspresija v gastrointestinalnem traktu naras¢a distalno, v smeri od Zelodca proti
debelem Crevesju; v kolonu podgane je ekspresija gena MDR1, ki kodira P-gp, kar 7-krat
vecja od duodenalne (1). Nahaja se na apikalni strani ¢revesnega epitelija, pretezno na vrhu
resic enterocita, in tako zavzema idealno pozicijo za omejevanje absorpcije in bioloske
uporabnosti mnogih klinicno pomembnih peroralno apliciranih zdravil; predstavlja
nemetabolicno bariero intestinalne absorpcije (18). P-gp ima Siroko substratno
specificnost, s tendenco predvsem za lipofilne kationske, povecini nekonjugirane substrate,

z molekulsko maso 300-2000 kDa (20). Pomembno vlogo ima tudi pri farmakokineti¢nih
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procesih zdravilnih u¢inovin v jetrih, kjer je sklopljen z metabolizmom s citokromi. V
Crevesni steni je sklopitev z najpomembnejSim metabolicnem encimom v enterocitih
CYP3A4 veliko manjsa, saj se ekspresija encima, vV nasprotju s P-gp, v distalni smeri

manj$a, in je v kolonu odsotna (18).

Pri ¢loveku sta normalno prisotni dve izoformi P-gp, in sicer MDR1 in MDR2. Imata
razlicno tkivno distribucijo, kodirata ju dva razlicna gena. V tumorskih celicah je
prekomerno izrazena le MDR1 izooblika. Podgane imajo dve izoobliki MDR1 gena,
MDR1a in MDR1b, ki skupaj delujeta enako kot ¢loveska MDR1 izooblika (18; 20).

1.5 EKSPERIMENTALNI MODELI PERMEABILNOSTI

V primerjavi z visoko zmogljivimi permeabilnostnimi modeli, kot sta PAMPA in Caco-2
celice, je podganje Crevesje fiziolosko bolj relevantno, saj izkazuje podobno zgradbo stene
in plasti mukusa. Poleg tega, model izoliranega podganjega cCrevesja omogoca

mehanisti¢no Studijo regionalno odvisne permeabilnosti, to je permeabilnosti v razlicnih

delih GIT (11).

Model podganjega Crevesja je v uporabi tudi za klasifikacijo permeabilnosti glede na BCS
in posledi¢no za potrebe BCS biowaiver postopkov. Tako za izolirano podganje ¢revo kot
za vse druge modele velja, da morajo biti za potrebe BCS v vsakem laboratoriju, kjer bodo

v rutinski uporabi, ustrezno validirani (11).

1.6 PREISKOVANE SUBSTANCE
1.6.1 FITC-dekstran

Fluoresceinizotiocianat-dekstran  (FITC-dekstran) je visokomolekularno hidrofilno
fluorescentno oznaceno barvilo. Privzem v celice poteka z endocitozo in pasivno
paracelularno pri zmanjSani barierni funkciji ¢revesnega epitelija (22; 25). Je biolosko
inerten, sluzi kot nizko permeabilni marker paracelularnega transporta in je dober indikator
integritete Crevesne stene, saj se pri zmanjSani barierni funkciji Crevesnega epitelija
transportira tudi pasivno paracelularno, kar znatno povisa permeabilnost (11; 22). Oblike
se razlikujejo glede na molske mase (3-5000, 10000 in 20000 g/mol). Nekatere druge
lastnosti so prikazane v Preglednici V1.
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1.6.2 Rodamin 123

Rodamin 123 (Rho123) je zaradi svojih ugodnih lastnosti (komercialna dostopnost,
enostavna detekcija z merjenjem fluorescence in nevmeSavanje v metabolne procese)
najbolj uporabljen predstavnik znotraj rodaminske druzine fluronskih barvil. Privzem
rodamina 123 v celice pri koncentracijah pod 2 uM poteka aktivno s prenasalcem
OATPI1A2 (pri podgani Oatplad), pri vi§jih koncentracijah pa zaradi njegove lipofilne
narave s pasivno difuzijo. Uporablja se kot oznacevalec membranskega transporta in vitro.
Je znan substrat prenaSalcev P-gp, MRP1 in BCRP, in se¢ ga najve¢ uporablja za
oznacevanje aktivnosti P-gp, ki ga kodira gen MDR1 (18; 26). Podrobnejse lastnosti
rodaminal23 so prikazane v Preglednici VI.

1.6.3 Enalaprilat

Enalaprilat je peptidomometik, sestavljen iz aminokislinskih ostankov alanina in prolina.
Je dikarboksilna kislina in aktivna oblika inhibitorja angiotenzin konvertaznega encima.
Moc¢no inhibira encim in ima dober klini¢ni uéinek po intravenski aplikaciji, ne pa tudi po
peroralni. Neugodna kombinacija strukturnih lastnosti enalaprilata (umescenost
sekundarnega amina med dve karboksilatni skupini) in tvorba zwitteriona v lumnu tankega
Crevesja, je odgovorna za celokupno slabo biolosko uporabnost po peroralni aplikaciji;
tako za slabo pasivno difuzijo zaradi nizke lipofilnosti kot tudi za nizko afiniteto do
prenasalca PepT1 (14; 27).

Slabo se absorbira iz GIT po peroralni aplikacji, ima nizek Pes in posledi¢no nizek F, (3%)
pri ¢loveku (10). Pri obravnavi enalaprilata je neizogibna primerjava z njegovim analogom
— enalaprilom. Po esterifikaciji enalaprilata do preducinkovine enalaprila, ki se ponovno
pretvori v aktivno obliko z biotransformacijo v jetrih (metabolizem v enterocitih je
zanemarljiv) (14; 27; 28), dobimo ucinkovino z boljSimi lastnostmi, saj je enalapril
nekoliko bolj lipofilen in manj ioniziran pri fizioloSkem pH. Pess enalaprila je v primerjavi
z enaprilatom pri ¢loveku 8x visji, medtem ko je F, po peroralni aplikaciji 20 x vecja (60
%) (10). Mnenja so sicer deljena, vendar vecina $tudij povecanje Pesr pri enalaprilu
pripisuje predvsem povecanemu aktivnemu transportu zaradi vecje afinitete estra
enalaprila do prenasalca PepT1 v primerjavi z dikarboksilno kislino enalaprilatom, in ne
povecanemu prispevku pasivne difuzije. Tako sklepajo zaradi fizikalnokemijskih lastnosti

enalaprila in drugih primerljivih substanc. Ta je kljub esterifikaciji preve¢ hidrofilen za
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pasivno difuzijo. Poleg tega, nizke vrednosti Pt pri Caco-2, permeabilnostnim modelom z
zanemarljivo ekspresijo PepT1, v primerjavi z znatno vi§jimi Pes rezultati in vivo, kazejo
na prevladujo¢ mehanizem absorpcije enalaprila prek PepT1 (28; 27). Podobno kaZejo tudi
Studije koncentracijske odvisnosti, pri katerih je prislo do znatnega znizanja P,p, enalaprila
pri 1,00M v primerjavi z 0,01 mM, in nespremenjene permeabilnosti enalaprilata pri visji
koncentraciji. To kaze na nasitljiv mehanizem absorpcije enalaprila in nenasitljivo, od
koncentracije neodvisno, absorpcijo enalaprilata; prva je znacilna za aktivni, druga pa za
pasivni transport (27; 28). Nekatere druge lastnosti enalaprilata so prikazane v Preglednici
VI.

Preglednica VI: Lastnosti preiskovanih substanc.

Preiskovana substanca M pKa logD Predviden Intestinalni | BCS
[g/mol] (pri mehanizem | prenaSalci
pH transporta
7,4)
FITC-dekstran 3000- endocitoza / NA

gt 5000

Rodamin 123 380,83 1,5 privzem Oatpla4, NA
Ha aktivno in P-gp
2 pasivno z Bcrp,
difuzijo, Mrpl
aktivno
izloCanje
Enalaprilat 348,40 pKal=1,60 -1,5 privzem s mozen 11
pKa2=3,10 pasivno PepT1
pKa3=8,02 difuzijo in
(120) morebiten
aktiven
CHs privzem
HO N
N
o} H o]
Ho" ©
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2 NAMEN DELA

Namen tega diplomskega dela je preuciti mehanizme absorpcije v razli¢nih delih ¢revesja

treh preucevanih substanc: FITC-dekstrana, rodamina 123 in inhibitorja angiotenzinskega

konvertaznega encima enalaprilata.

Izvajali bomo in vitro permeabilnostne poskuse na PAMPA modelu in na izoliranem tkivu
podganjega ¢revesja z dvostranskimi Sweetana-Grass difuzijskimi celicami. Z metodama
dolocamo navidezne permeabilnostne koeficiente (apparent permeability coefficient =
Papp) ucinkovin, Kar sluzi kot dobro orodje za kvantitativno vrednotenje absorpcije in vitro.
S PAMPA modelom dolo¢imo le prispevek pasivne transcelularne difuzije, z modelom
podganjega Crevesja pa tako pasiven kot aktiven transport. Slednji je v uporabi tudi za
potrebe BCS biowaiver postopkov.

Ocenili bomo prehajanje oznacevalcev FITC-dekstrana in rodamina 123 ter ucinkovine
enalaprilata v absorptivni smeri iz mukozne na serozno stran (M — S) in v eliminatorni
smeri iz serozne na mukozno stran (S — M) v ¢revesni lumen in sklepali na mehanizem
absorpcije. Zanimalo nas bo, ali obstajajo statisticno znacilne razlike v navideznih
permeabilnostnih koeficientih (Pap) v razli¢nih delih podganjega ¢revesja; od duodenuma
do kolona. Iz dobljenih rezultatov bomo sklepali na vpliv spreminjajoce absorptivne
povrsine ter tesnih stikov in ekspresije eliminatornih prenasalcev na absorpcijo u¢inkovin v
razli¢nih delih vzdolZz tankega in debelega Crevesja ter sklepali na pasivne in aktivne
mehanizme absorpcije. S pomo¢jo PAMPA modela bomo ovrednotili doprinos pasivne

transcelularne difuzije k celokupni absorbciji proucevanih substanc.

V primeru rodamina 123 nas bo poleg pomena fizioloskih parametrov zanimal tudi vpliv
znizane temperature ter aplikacije inhibitorja P-gp efluksnega prenasalca, verapamila, na
procese absorpcije. V vseh primerih bomo izracunali efluksno razmerje (ER), in tako
videli, kako se spremeni razmerje med permeabilnostnima koeficientoma, izmerjenima v
obeh smereh. Posebno pozornost bomo posvetili enalaprilatu, ki po biofarmacevtski
klasifikaciji (BCS) sodi med slabo permeabilne ucinkovine in je bil v terapiji zamenjan z
esterificirano obliko, enalaprilom. Zanimala nas bo primerjava mehanizma absorbcije
enaprilata z do zdaj objavljenimi mehanizmi absorbcije za enalapril. Regionalno odvisno
permeabilnost vseh substanc bomo ob zadostnem Stevilu ponovitev Se statisti¢no

ovrednotili in dobljene rezultate primerjali z literaturnimi viri.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 REAGENTI

- D-glukoza

- manitol

- dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat: stopnja Cistosti: PA; Sigma Aldrich, Nemcija

- kalcijev klorid dihidrat: stopnja Cistosti: PA; Sigma Aldrich, Nemc¢ija

- kalijev klorid: stopnja Cistosti: PA; Sigma Aldrich, Nemcija

- magnezijev klorid heksahidrat: stopnja cistosti: PA; Sigma Aldrich, Nemcija

- natrijev dihidrogenfosfat monohidrat: stopnja Cistosti: PA; Sigma Aldrich, Nemcija

- natrijev hidrogenkarbonat: stopnja Cistosti: PA; Sigma Aldrich, Nemc¢ija

- natrijev klorid: stopnja Cistosti: PA; Sigma Aldrich, Nem¢ija

- verapamil hidroklorid: stopnja ¢istosti: reagent grade; Sigma Aldrich, Nemcija

- rodamin 123 (Rho123): stopnja Cistosti: reagent grade; Sigma Aldrich, Nem¢ija

- FITC-dekstran (3000 - 5000): stopnja Cistosti: reagent grade; Sigma Aldrich,
Nemcija

- enalaprilat: stopnja Cistosti: reagent grade; USP Rockville

3.2 RAZTOPINE

3.2.1 Osnovne raztopine

Za pripravo osnovnih raztopin smo uporabili raztopine Ringerjevih pufrov z razli¢nimi
vrednostmi pH; 7,45 oziroma 7,85. Raztopino smo pripravili tako, da smo dvolitrsko buco
napolnili z bidestilirano vodo skoraj do znacke, jo opremili z magnetnim meSalom in
postopoma po predpisanem zaporedju dodajali navedene soli. VVsako naslednjo smo dodali
Sele, ko se je predhodna popolnoma raztopila. Ves €as raztapljanja soli je potekalo meSanje

na primerni hitrosti.
- Ringerjev pufer; pH je 7,45

Sestava za 2L: 1,26 g NaHCOs3; 0,11 g NaH,PO4xH,0; 15,125 g NaCl; 0,746 g KCI; 0,352
g CaCl,x2H,0; 0,488 MgCl,x6H,0; 0,570 g Na;HPO,4x2H,0.
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- Ringerjev pufer; pH je 7,85

Sestava: 4,2 g NaHCOs; 0,11 g NaH,PO4xH,0; 13,08 g NaCl; 0,746 g KCI; 0,352 g
CaC|2><2Hzo; 0,488 MgC|2><6H20; 0,570 g Na,HPO4*x2H,0.

3.2.2 Raztopine za pripravo donorskih in akceptorskih raztopin

- 625 mM raztopina glukoze: v 50 mL bucko natehtamo 5,63 g glukoze in jo
s prej pripravljeno raztopino Ringerjevega pufra s pH 7,85 dopolnimo do
znacke. MeSamo, dokler ne dobimo bistre raztopine.

- 625 mM raztopina manitola: v 50 mL bucko natehtamo 5,69 g manitola in
Jo s prej pripravljeno raztopino Ringerjevega pufra s pH 7,45 dopolnimo do
znaCke. MeSamo, dokler ne dobimo bistre raztopine.

- 10 mM raztopina glukoze: 800 uL 625 mM raztopine glukoze odpipetiramo
v 50 mL bucko in jo dopolnimo z Ringerjevim pufrom s pH 7,85 do znacke.

- 10 mM raztopina manitola: 800 pL 625 mM raztopine manitola
odpipetiramo v 50 mL bucko in jo dopolnimo z Ringerjevim pufrom s pH
7,45 do znacke.

- 10 mM raztopina glukoze za prenos: 4 mL 625 mM glukoze red¢imo z
Ringerjevim pufrom pH 7,85 do 250 mL.

- akceptorska raztopina: to je 10 mM raztopina glukoze v Ringerjevem pufru
pH 7,85. Pripravimo jo med poskusom tako da v komoro po vstavitvi tkiva
na serozno stran odpipetiramo 2460 pL Ringerjevega pufra pH 7,85 in 40
puL 625 mM raztopine glukoze.

Pripravili smo tudi raztopini dveh oznacevalcev; FITC-dekstrana in rodamina 123,
inhibitorja prenasalcev P-gp in BCRP verapamila ter API enalaprilata z naslednjimi

koncentracijami:
- Oznacevalca:

0,2 mg/mL raztopina FITC-dekstrana: 5 mg FITC-dekstrana raztopimo v Ringerjevem
pufru pH 7,45 oz. pH 7,85 v 25 mL bucki.

10 uM raztopina rodamina 123 (Rho123): najprej pripravimo 100 puM raztopino
koncentrata, tako da 1,904 mg rodaminal23 raztopimo v Ringerjevem pufru pH 7,45 v 50

mL bucki. Iz koncentrirane raztopine pripravimo 10-krat redfeno raztopino tako, da
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odpipetiramo dvakrat po 1,5 mL in dopolnimo z Ringerjevim pufrom pH 7,45 oz. pH 7,85

do oznake v 15 mL bugki.
- APl

162,6 uM raztopina enalaprilata: najprej pripravimo 5,664 mg/mL raztopino koncentrata,
tako da 1,415 mg enalaprilata raztopimo v 250 pL DMSO. Pripravljeno raztopino 10-krat

redéimo.

Po stabilizaciji tkiva odpipetiramo 2460 uL tako pripravljene raztopine in 40 uL 625 mM
raztopine manitola, ¢e je donorska stran mukozna, oziroma 40 uL 625 mM raztopino

glukoze, e je donorska stran serozna.
- Inhibitor:

100 uM raztopina verapamila: 2,456 mg verapamila raztopimo v 50 mL bucki v
Ringerjevem pufru pH 7,45, ker je donorska raztopina v primeru inhibitorja vedno na

mukozni strani.

3.2.3 Raztopine za pripravo elektrod

- 3 M raztopina KCI: 111,8 g KCI raztopimo v 500 mL demineralizirane
vode.

- 3-4 % raztopina agarja v 3 M KCI: 100 mL 3 M KCI segrevamo v
erlenmajerici na vodni kopeli, dodamo 3,5 g agarja in pocCasi meSamo, da ne

vmesSamo mehurcékov zraka.

3.3 APARATURE

- Difuzijske celice Easy mount® s pripadajo¢imi elektrodami in naprava za
merjenje elektriénih parametrov (voltage-current clamp) z racunalniskim
pretvornikom signala, Physiologic Instruments, Inc.,

- Osebni racunalnik s programsko opremo »Clamp«,

- PAMPA (Pre-coated PAMPA Plate System), BD Gentest,

- Termostatirana vodna kopel, Lauda,

- Termostatirana vodna kopel, GFL,
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- Analitska tehtnica, Mettler Toledo,

- Precizna tehtnica, Mettler Toledo,

- pH meter, Mettler Toledo,

- Vodoodporni digitalni termometer z vbodno sondo, Dostmann,
- Pipete, Biohit,

- Citalec mikrotitrskih plo§¢ic, Tecan Safire,

- UPLC sistem, Waters Acquity,

- MS sistem, Waters quattro Micro API

3.4 POTEK POSKUSA IN UPORABLJENE METODE

3.4.1 PAMPA

PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) je hiter in enostaven in vitro test
merjenja pasivne transcelularne permeabilnosti u¢inkovin. Uporabili smo PAMPA model,
kjer je PVDF filter prevlecen s tri-slojno lipidno/oljno/lipidno umetno membrano, prikazan
je na Sliki 6 (29). Zanimala nas je od pH-odvisna permeabilnost. Na donorsko plos¢o smo
v jamice dodali raztopine FITC-dekstrana, rodaminal23 oziroma enalaprilata; po 6 replik
za vsak pH pogoj. Pripravili smo jih z raztapljanjem v DMSO in red¢enjem z ustreznim
pufrom, tako da kon¢na koncentracija DMSO ni presegla 1 %. V jamice akceptorske
plosce smo dodali pufer z ustreznim pH. Akceptorsko plos¢o smo previdno poveznili nad
donorsko, inkubirali 3 ure pri 37 °C in iz vsake jamice akceptorske plosce vzor¢ili 6 replik
po 150 uL. Nekateri drugi parametri poskusa so prikazani v Preglednici VII. Kot standard
visoko permeabilne u¢inkovine smo uporabili ketoprofen; z donorskim pufrom pri pH 6,2

in akceptorskim pri pH 7,4.
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Slika 6: PAMPA model.

Preglednica VI1I: Parametri poskusa s PAMPA-o.

FITC- Rodamin 123 Enalaprilat Ketoprofen
dekstran
0,2 mg/mL 10 uM 0,16 mM 0,80 mM
200
280
55 6,2 6,8 7,4 55 6,2 6,8
7,4 7,4 7.4 7.4 55 6,2 6,8

Izra¢un navideznih permeabilnostnih koeficientov z metodo PAMPA poteka po Enacbi 3:

Py = Enacba 3
= ()

Pypp -.- permeabilnost v [cm/s]

A ... efektivna filtrska povrSina

Vp ... volumen donorske jamice

V, ... volumen akceptorske jamice
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t ... Cas inkubacije
Ca(p) --- koncentracija substance v akceptorski jamici v Casu t
Cp(v) --- koncentracija substance v donorski jamici v Casu t

Ceq -.- ravnotezna koncentracija

3.4.2 Dvoprostorne difuzijske celice

Permeabilnosti na izoliranem ¢revesju podgane smo vrednotili na modificiranih
dvoprostornih difuzijskih celicah Sweetana-Grass; Easy mount®. Uporabljali smo sistem
z osmimi celicami z inkubacijskim medijem v donorskem in akceptorskem prostoru.
Vertikalno se med obema prostoroma nahaja tkivo, skozi katerega poteka transport
preucevane spojine. PovrSina tkiva znasa 1cm?, volumen komore difuzijske celice pa po
2,5 ml (Slika 7). Sistem difuzijskih celic je dodatno opremljen tudi s po dvema tokovnima
(za spuscanje toka skozi tkivo) in napetostnima (za merjenje razlike v potencialu preko
epitelija) Ag-AgCl elektrodama na vsaki celici (Slika 6), kar nam omogoca spremljanje
elektrofizioloSkih parametrov na uporabljenem tkivu med poskusom. Tako imamo ves ¢as

poskusa vpogled v vitalnost tkiva (30).
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komori

celica

cevka za napetostna elektroda
]c:otgk tokowmael ckiroda nastavek za tkivo
arbogena

Slika 7: Difuzijske celice Easy mount®, Physiologic Instruments, Inc.

3.4.2.1 Priprava in vzdrZevanje elektrod

Za merjenje kratkosti¢nega toka in spremembe elektricnega potenciala med poskusom smo
uporabljali Ag/AgCl elektrode. Elektrolitski klju¢ je bil 3-4 % raztopina agarja v 3 M
raztopini KClI, s katero je bila elektroda v stiku. Pripravili smo ga tako, da smo v plasti¢no
ohigje elektrolitskega kljuc¢a (modificiran pipetni nastavek, s konico odrezano pod kotom) s
pipeto potegnili priblizno 110 pL 3-4 % agarja v KCI, pri ¢emer smo morali paziti, da v
nastavek nismo dobili zra¢nih mehurc¢kov. Konico nastavka smo odistili, nastavek pa do
vrha napolnili s 3 M raztopino KCl in vstavili elektrodo. Stik med ohi§jem in elektrodo
smo zatesnili s parafilmom. Elektrode smo shranili v hladilniku, tako da so bile konice
potopljene v 3 M raztopino KCI. Pred poskusom smo elektrode testirali. Uporabili smo

elektrode, ki so izkazovale stabilno asimetrijo napetosti < 10 mV.

3.4.2.2 Priprava difuzijskih celic
- Vklju¢imo obe termostatirani vodni kopeli in racunalniski vmesnik.
- Ringerjev pufer pH = 7,85 damo segrevati v vodno kopel in hkrati za¢nemo

prepihovati s karbogenom.
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- Zazenemo programsko opremo »Clamp«. V zavihku »Options« obkljukamo
COMT 1. Kliknemo ikono »Chamber definition« in obkljukamo prvih Sest
celic. Se enkrat zaZenemo programsko opremo »Clamp« in v zavihku
»Options« obkljukamo COMT 2. Kliknemo ikono »Chamber definition« in
obkljukamo prvi dve celici (celici 7 in 8).

- Elektrode speremo z demineralizirano vodo in jih vstavimo v ustrezne
odprtine v komorah. Crne, napetostne elektrode, vstavimo v odprtine blizje
tkivu. Bele, tokovne elektrode pa vstavimo v odprtine ob straneh.

-V vsako celico odpipetiramo 5000 pL prepihanega Ringerjevega pufra pH =
7,85 in priklju¢imo dotok karbogena.

-V programski opremi »Clamp« pritisnemo na ikono Rf/dPe. Pokazejo se
vrednosti upornosti pufra in razlike potenciala, ki ga elektrode izkazujejo v
pufru. Upornost pufra mora biti med 30 in 60 Q.

- Pritisnemo na zeleni gumb. Na ta nac¢in kompenziramo asimetrijo elektrod
in upornost pufra. Zacne se kontinuirano merjenje razlike potencialov,

kratkosti¢nega toka in upornosti.

3.4.2.3 Zivali

Pri delu smo uporabljali Sprague Dawley podganje samice (180 — 270 g; Lek
Pharmaceuticals d.d. Ljubljana, Slovenija). Pred usmrtitvijo so bile podgane gojene v
skupini od tri do pet na kletko. Sobna temperatura je znasala 23 + 1°C, vlaznost pa 40 % —
70 %. Za zagotavljanje cirkadialnega ritma so bile podganje samice izpostavljene 12 —
urnemu ciklu svetlobe in teme. Hrana in voda je bila na voljo ad libitum. Vse zivali so bile
tretirane v skladu z evropsko konvencijo o zas¢iti zivali in zakonodajo RS, poskuse je

priglasilo pristojno ministrstvo (11).

3.4.2.4 Priprava tkiva

Poskuse smo opravljali na izoliranem podganjem tankem in debelem c¢revesju. Pred
usmrtitvijo Zzivali 18 ur niso imele na voljo hrane, vodo pa so imele ad libitum, kar je
pospesilo spiranje tankega Crevesja in vzpostavilo stanje »na teS¢e«. Po dekapitaciji in
laparotomiji, je bilo celotno ¢revesje nemudoma odrezano in shranjeno v 10 mM raztopini
glukoze v ledeno hladem Ringerjevem pufru, s stalnim dovodom zmesi karbogena (95:5
0,/CO;y) (11). Taksna sestava pufra je dokazano omogocila vitalnost podganjega crevesja

skozi celoten poskus (31). Podganje tanko ¢revo nismo zadrzali ve¢ kot 30 minut. Nato
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smo ga sprali s hladnim Ringerjevim pufrom, da bi odstranili luminalno vsebino, ga
razrezali na 2 cm dolge segmente brez vidnih Peyerjevih plos¢ ter odprli vzdolz
mezenterija. Odrezali smo tiste segmente tankega in debelega ¢revesja, preko katerih smo
proucevali permeabilnost, ter ga pazljivo vpeli med dve akrilni plos¢ici Sweetana-Grass
difuzijske celice. Mukozno oz. apikalno stran tankega ¢revesja smo obrnili proti levi strani,
serozno oz. bazolateralno stran pa proti desni. V obeh primerih smo kot inkubacijski medij
uporabili Ringerjev pufer. Na mukozni strani smo Ringerjevemu pufru s pH 7,45 dodali
manitol do konéne koncentracije 10 mM, na serozni strani pa je bila raztopina glukoze iste
koncentracije v Ringerjevem pufru s pH 7,85. Med poskusom smo bili ves ¢as pozorni na
vzdrzevanje fizioloskih pogojev in s tem zagotavljanje Zivosti tkiva. Temperaturo cca 37°C
smo vzdrzevali s pomocjo termostata, povezanega s celicami. Z dovodom plinske
mesanice karbogena (5% CO, in 95% O,) pa smo vzdrzevali pH vrednost bikarbonatnega
pufra, poskrbeli za ustrezno meSanje raztopin in predvsem za oksigenacijo tkiva v
difuzijskih celicah. Preden smo zaceli s poskusom, smo vedno poskrbeli, da je bil

inkubacijski medij primerno termostatiran ter prepihan s karbogenom (30).

3.4.2.5 Potek poskusa pri zniZani temperaturi

Opravili smo tudi poskus permeabilnost rodamina pri T = 7 °C, kjer so zaradi nizke
temperature inhibirani vsi aktivni celi¢ni procesi in s tem seveda vsaka oblika aktivnega
transporta. K permeabilnosti prispeva le pasivna difuzija. Tudi slednja se zaradi vpliva
temperature na fluidnost membrane lahko nekoliko zniza, zaradi Cesar je vCasih potrebno
nekaj previdnosti pri interpretaciji rezultatov. Elektrofizioloskih parametrov, ki so

posledica aktivnega ¢rpanja ionov, pri znizani temperaturi ni smiselno spremljati (30).

3.5 ELEKTROFIZIOLOSKI PARAMETRI IN VITALNOST TKIVA

Tekom poskusa smo sproti (ob vstavitvi tkiva, zacetku poskusa, po dodatku preiskovane
substance, ob koncu poskusa in po dodatku glukoze) belezili elektriéni potencial (dPe v
mV) in transepitelijski elektri¢ni upor tkiva (TEER v mQ), s ¢imer smo dobili podatek o
delovanju Na/K-¢rpalke in tako okarakterizirali vitalnost oz. Zivost tkiva v ¢asu trajanja
poskusa (17). S pomocjo aplikacije 100 pl glukoze (625 pM) pa smo glede na dvig dPe in
TEER ugotovili sposobnost tkiva za kotransport glukoze z natrijevimi ioni na koncu

poskusa in s tem Se enkrat potrdili vitalnost in integriteto tkiva do konca poskusa (30).
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Izraz vitalnost (ang. viability; slo. lahko tudi Zivost (32)) izoliranega tkiva v difuzijskih
celicah je uporabljen dokaj pogosto, vendar ni nikjer tocno definiran (33; 34). Obicajno se
nanaSa na normalno delovanje izoliranega tkiva v in vitro pogojih o0z. na sposobnost tkiva,
da bo normalno delovanje v in vitro pogojih vzdrzalo Se nekaj ¢asa oz. do konca poskusa
(34). Poskodovanost tkiva in vitro pa lahko na celi¢nem nivoju razdelimo v tri skupine —
odstopanje od normalne morfologije celic, oslabitev normalnega delovanja celic in
povecanje permeabilnosti citoplazemske membrane (35). Izraz integriteta (ang. integrity)
epitelijskega tkiva lahko glede na kontekst nosi razlicen pomen. Tako slaba (zmanjSana)
integriteta segmenta tankega crevesa v difuzijskih celicah lahko pomeni fizi¢ne poskodbe
tkiva, zaradi katerih le-to ne deluje kot enovita bariera, kar lahko opazimo kot pove¢ano
permeabilnost nekaterih oznacevalcev (34). ZmanjSanje integritete lahko razumemo tudi
kot poslabsanje kakovosti izoliranega epitelija zaradi zmanjSane vitalnosti (odmiranja)

tkiva ali pa le kot odprtje tesnih stikov (32; 36).

Omeniti je potrebno, da smo v obdelovanje podatkov vkljucili in za interpretacijo
rezultatov uporabili le meritve pridobljene na segmentih tkiva, ki so glede na omenjene
elektrofizioloske parametre, nakazovali na vitalno tkivo, primerne integritete. VV primeru
padca potenciala (dPe) nad -1 mV, kar kaZe na zmanj$ano vitalnost tkiva, rezultatov nismo
upostevali. Ce smo to opazili na za¢etku poskusa, smo zamenjali vpeto tkivo. Ce pa je do
zmanjSanja vitalnosti pri§lo med poskusom, podatkov od tega tkiva nismo upostevali.
Ravno tako nismo upoStevali rezultatov, ki so po koncu poskusa po dodatku glukoze,

izkazovali slabo vitalnost.

Moznost spremljanja elektrofizioloskih pogojev je pomembna lastnost modificiranih
Sweetana-Grass difuzijskih celic, saj se tako izognemo lazno visoki permeabilnosti zaradi

zmanjSane vitalnosti in/ali poskodb tkiva (30).

3.6 PRIPRAVA VZORCEV, VZORCENJE TER DOLOCANIJE P,

Preucevana oznacevalca (FITC-dekstran in rodamin 123) sta dobro topna, zato smo ju
pripravili z raztapljanjem v Ringerjevem pufru, bodisi v pH 7,45, ¢e je bila donorska

mukozna stran, bodisi v pH 7,85, Ce je bila donorska stran serozna.
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Osnovno raztopino enalaprilata smo zaradi zagotavljanja boljSe topnosti pripravili v
DMSO. Koncentracija DMSO konéne raztopine v celicah ni presegla 1% ter s tem ni

vplivala na vitalnost in na permeabilnostne lastnosti tkiva.

V Sweetana-Grass difuzijsko celico smo odpipetirali 2460 pL raztopine preuCevane
substance ter 40 uL 625 mM raztopine manitola, ko smo substanco aplicirali na mukozno
stran oziroma 40 pL 625 mM raztopine glukoze, ko smo substanco aplicirali na serozno

stran.

Ko smo proucevali vpliv dodatka inhibitorja prenasalca P-gp verapamila na permeabilnost
rodamina 123, smo pripravljeno raztopino dodali 30 minut pred dodatkom merjene

substance.

Vpeto tkivo je med poskusom na eni strani v stiku z donorsko raztopino, ki poleg vseh
sestavin za vzdrzevanje vitalnosti tkiva, vsebuje $e naso preiskovano uc¢inkovino v znani
koncentraciji, na nasprotni strani pa je v stiku z akceptorsko raztopino. Akceptorska
raztopina na zaCetku poskusa ne vsebuje preiskovane spojine. Donorska raztopina je lahko

na mukozni ali na serozni strani tkiva.

Pri ugotavljanju permeabilnosti, smo dali znano koncentracjo substance enkrat na
mukozno, drugi¢ na serozno stran, saj nas je zanimal transport v obeh smereh - tako iz
apikalne v smeri bazolateralne strani (M — S), kot obratno (S — M). Posamezen poskus je
trajal 180 minut. Vzor¢ili smo tako iz akceptorske kot tudi iz donorske celice. S tem, da
smo iz akceptorske celice vzor¢ili vsakih 30 min, vklju¢no z akceptorskim nultim vzorcem,
iz donorske strani pa le na zacetku poskusa ob ¢asu 0, na sredini (90. minuta) in na koncu
(180. minuta), s ¢imer smo ugotavljali vpliv adsorpcije substanc na tkivo in/ali povr$ino

celic.

Permeabilnostni koeficient (Pap) smo dolocili na osnovi naras¢anja mnozine preiskovane
spojine na akceptorski strani difuzijske celice v odvisnosti od ¢asa. Py je 0d koncentracije
neodvisen parameter, ki omogoca primerjavo permeabilnosti ne glede na uporabljene

razli¢ne donorske koncentracije substanc (7; 30).

Na akceptorski strani smo jemali vzorce z znanim volumnom V, in jih shranili. Po poskusu
smo dolocili koncentracijo preiskovane substance v vzorcih (C;). V primeru fluorescentnih

oznacevalcev FITC-dekstrana in rodamina 123 smo vzorce analizirali z merjenjem
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fluorescence, v primeru ucinkovine enalaprilata pa smo merili vsebnost s sistemom UPLC-

MS. Analitski parametri so navedeni v Preglednici VIII.

Preglednica VI1II: Analitski parametri dolocanja substanc.

SUBSTANCA Metoda Aparatura Pogoji meritve Mikrotitrska
plosca
FITC-dekstran Spektrofotometri¢éno, Reader Aex = 495 nm 96-well plosce,
merjenje Infinite1000, Aem = 515 nm flat bottom,
fluorescence Tecan black
polystyrene,
Corning
Rodamin 123 Spektrofotometriéno, Reader Aex = 505 nm 96-well plosce,
merjenje Infinite1000, Aem = 525 nm flat bottom,
fluorescence Tecan black
polystyrene,
Corning
Enalaprilat kromatografsko, UPLC MF = MFA’, 96-well ploile,
dologanje AUC MFB® filtrske:

SF = BEH C18 MSGVN22,
(50 mm x 2,1 mm Milipore
x 1,7 mm)
® = 0,30 mL/min
Vinjiciranja =5uL
Tyotone = 60 °C
MS (detekcija) m/z =349
¢as mirovanja =
0,8's; 0-1,5 min

Koncentracije substanc Ci smo doloéili iz predhodno pripravljene umeritvene krivulje.
Znanim koncentracijam smo pomerili odziv. Dobili smo premico z dolo¢enim R, nadalje
smo glede na odziv vzorca s pomocjo ekstrapolacije dobili koncentracijo proucevane
substance v vzorcu. Za obdelavo podatkov smo uporabljali program Microsoft Office
Excel 2007.

V akceptorsko stran celice smo po vsakem vzorcenju vracali enak volumen akceptorske
raztopine brez u¢inkovine, torej 10 mM raztopino bodisi glukoze bodisi manitola. Mnozino

ucinkovine, ki preide skozi tkivo v dolo¢enem casu (n;), smo dolocili s pomocjo Enacbe 4:

> MFA: 5 % acetonitril, 95 % pufer (priprava pufra: razredéimo NNDHA do C = 10 mM in po kapljicah
dodamo HCOOH do pH =5,0)
® MFB: 60 % acetonitril, 40 % pufer (priprava pufra je opisana v zgornji sprotni opombi)

32



Petra Senica Diplomska naloga

ne = N1V, X C) + C XV, Enacba 4

n; ... mnozina spojine, ki je difundirala v ¢asu t [mol]

¥, ... volumen vzorca [L]

C; ... koncentracija substance na akceptorski strani v predhodnih vzorcih [mol/L]

C; ... koncentracija substance na akceptorski strani v ¢asu t, ko odvzamemo vzorec [mol/L]

V. ... volumen tekocine na akceptorski strani celice [L]

Hitrost difuzije opredeljuje Enacba 5:

dan

i kx(Cy—C,) Enacba 5
dn . ip s
prr hitrost difuzije [mol/h]

C, ... koncentracija spojine na donorski strani [mol/L]

C, ... koncentracija spojine na akceptorski strani [mol/L]

Med poskusom je ves ¢as C, < Cy; tako se ¢len (Cy; — C,) zanemarljivo spreminja in ga
lahko vklju¢imo v konstanto difuzije - k;, ki doloca hitrost narascanja koncentracije

ucinkovine na akceptorski strani.

dn_k

de ¢

n(t) t

J dn=kd><jdt

0 0

ng=kgXt+n Enacba 6
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n, izratunamo s pomocjo Enacbe 6. Z linearno regresijo dobimo konstanto difuzije.

Hitrost prehoda J [

nmol - . v e v .
- _sz] izra¢unamo s pomocjo Enacbe 7:

J == Enacbe 7

A ... povrsina tkiva, skozi katero difundira spojina.

Donorsko koncentracijo in povrsino tkiva poznamo, zato lahko permeabilnostni koeficient

izratunamo s pomocjo Enacbe 8:

J _ ka

Papp = o T Ixe Enacba 8

C,4 ... povprecna koncentracija spojine na donorski strani [mol/L]

3.7 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Razli¢nost navideznih permeabilnostnih koeficientov izmerjenih v obeh smereh smo
preverili s testiranjem hipoteze o aritmeti¢ni sredini za dva neodvisna vzorca s pomocjo
Studentovega t-testa. Pri tem smo morali predhodno izvesti F-test, da smo ugotovili, ali sta

varianci obeh vzorcev enaki ali razliéni.

2 _ IR D)

n-—1

S Enacba 9

N

s“... varianca vzorca
X; ... p0samezna meritev znotraj vzorca
X ... srednja vrednost meritev

n ... Stevilo meritev
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Postavimo nicelno in alternativno hipotezo.
Hy:S% = SJ%
Hy:S2 # 5'32,

NicCelna hipoteza pravi, da se varianci dveh vzorcev ne razlikujeta, alternativha pa

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

S% «
F== Enacba 10
Sy
F,s ... eksperimentalna vrednost F

Fiqp ... tabelaricna vrednost F

Ce ugotovimo, da je Foxs < Frqp; (p > a), ni¢elne hipoteze ne zavrnemo in privzamemo,
da sta varianci obeh vzorcev enaki. V tem primeru za primerjavo aritmeti¢nih sredin

uporabimo t-test za enake variance:

xR

t =22 | Enacba 11

N m+

S

Ce ugotovimo, da je Fexs > Fuap; (P < o), nicelno hipotezo zavrnemo in sprejmemo

alternativno. Zato uporabimo t-test, kjer upostevamo, da sta varianci vzorcev razli¢ni:

t =22 Enacba 12

Kadar je tors < tigp IN S tem p > a, oznacimo razliko permeabilnostnih koeficientov v
smeri M — S in smeri S — M kot neznacilno (nz). Ce je tops > teqp IN'Stem p < a, potem

je razlika znacilna (z).

Rezultati v vseh grafih (in preglednicah) so predstavljeni kot aritmeti¢na sredina +

standardna napaka (SEM) najmanj treh meritev.
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Za statisticno analizo vpliva vecih faktorjev na vrednost navideznega permeabilnostnega
koeficienta smo uporabili dvo-stransko ANOVO, saj primerjamo Pa,p glede na dva
parametra (del ¢revesja in smer transporta). Za ugotavljanje morebitne signifikantnosti

med skupinami znotraj proucevanega faktorja smo uporabili Bonferronijev »post-hoc« test.

Statisti¢no analizo smo opravili v programu GraphPad Prism.
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4 REZULTATI

Rezultate smo razdelili na ve¢ sklopov. Najprej smo testirali od pH odvisno permeabilnost

substanc s PAMPA-0. Vse naslednje poskuse smo opravili na izoliranem Cc¢revesju

podgane.

Prvi sklop poskusov na Sweetana-Grass difuzijskih celicah je namenjen predstavitvi

meritev elektrofizioloskih parametrov razlicnih delov tankega in debelega crevesja

podgane. V naslednjih treh sklopih so zbrani rezultati permeabilnosti treh preucevanih

substanc; FITC-dekstrana, rodamina 123 in enalaprilata. V vsakem posameznem sklopu

nas je zanimala razlika v permeabilnosti izbrane substance glede na razli¢ne dele tankega

in debelega crevesja in, ali se vrednosti Payp v sSmeren M — S in S — M razlikujeta. Pri

posamezni substanci smo predstavili Se vpliv spremembe pogoja meritve pri nizji

temperaturi (pri rodaminu 123 in enalaprilatu) in/ali dodatka inhibitorja prenasalnega

proteina (pri rodaminu 123) na vrednost permeabilnosti.

4.1 Rezultati PAMPA modela

V preglednici IX in na Sliki 8 je prikazana navidezna permeabilnost prouc¢evanih substanc

pri razli¢nih pH. Levo je podana vrednost pH donorske celice, desno pa akceptorske.

Rezultate P, PAMPA-e lahko primerjamo le znotraj same metode, ne moremo pa jih

primerjati z rezultati, pridobljenimi z metodo difuzijskih celic.

Preglednica 1X: Permeabilnost prou¢evanih substanc s PAMPA-o pri razli¢nih vrednostih

pH; n=6.
FITC-dekstran Rodamin 123 Enalaprilat Ketoprofen
Paop | Papp X 107 | SEM X [ Pypy x 107 [ SEM x| Py x 107 [ SEM x| Py x 107 | SEM x 107
pH [c/s] 107 [cm/s] 10”7 [cm/s] 107 "[em/s] | "[emis]
[cm/s] [cm/s] [cm/s]
5,5/7,4 3,35 0,88 16,8 3,83 8,62 2,71
6,2/7,4 1,38 0,23 22,3 4,76 8,70 3,54 269 20,0
6,8/7,4 1,82 0,49 16,5 3,52 6,28 3,55
7,417,4 0,35 0,85 14,9 1,85 2,65 1,45
5,5/5,5 0,45 0,22 7,1 1,44 4,92 6,37
6,2/6,2 0,22 0,98 11,3 2,41 1,25 4,92
6,8/6,8 0,37 0,16 10,9 1,10 2,13 1,05
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Slika 8: Permeabilnost prou¢evanih substanc s PAMPA-o pri razli¢nih vrednostih pH.

4.2 Poskusi elektrofizioloSkih parametrov

Pred zacetkom testiranja navideznih permeabilnostnih koeficientov izbranih treh substanc,
smo v preliminarnih poskusih merili dPe (sprememba potenciala tkiva) in TEER
(transcelularna elektri¢na upornost) v razli¢nih delih tankega in v debelem Crevesju. S tem
smo okarakterizirali lastnosti tkiva, uporabljenega v nadaljnih poskusih. Rezultati so
prikazani na Slikah 9 in 10.

¢as [min) TEER
° 140
© 100 10 = KOLON 120
o ~ ILEUM &=
s % _J - JEJUNUM g w
E f_,i_,. T + DUODENUM P
& “=-I-~—“"\ ¢ &
|
5 ©
T - o - 2
.12] 1 11
ATl
5 0 50 00 1%

Slika 9: Casovni potek dPe in TEER v razli¢nih delih ¢revesja podgane. Vstavitev tkiva:
ob Casu 0; zaetek poskusa: 25. minuta; konec poskusa: 90. minuta; pred dodatkom
glukoze: 120. minuta; po dodatku glukoze: 140. minuta.

" Ker je Papp ketoprofena veliko visji od Py, ostalih treh substanc, smo za vecjo razvidnost graficnega
prikaza, navidezno permeabilnost ketoprofena prikazali na desni y-osi.

38



Petra Senica Diplomska naloga

Primerjava AUC dPe Primerjava AUC TEER
2500~ 20000+
2000 15000~ d
9 15004 S 10000-
< <
10004
5000 —
5004
o T em & 0- =
T T T T v ¥ T T
N & & P S > S &
> 3 » Y S N & N
> > & ™ & N > o
3
o\§>° © € &S ©
segment crevesja segment ¢revesja

Slika 10: Regionalna odvisnost vrednosti dPe in TEER.

4.3 Poskusi s FITC-dekstranom

4.3.1 Regionalna odvisnost

Vrednotili smo regionalno odvisnost permeabilnost FITC-dekstrana. Ker nas je zanimalo
tudi, ali FITC-dekstran v enaki meri prehaja iz mukozne strani na serozno kot iz serozne na
mukozno stran, smo poskus zasnovali tako, da smo donorsko raztopino aplicirali tako na
mukozno kot na serozno stran in vzor¢ili akceptorsko raztopino na obeh straneh. Razlika v
permeabilnosti v razliénih delih podganjega Crevesja nas je zanimala tako v primeru

privzema kot eliminacije FITC-dekstrana.
Donorska raztopina je bila:

- na mukozni strani - 10 mM raztopina manitola in raztopina FITC-dekstrana
z y=0,2 mg/mL v Ringerjevem pufru pH = 7,45
- na serozni strani - 10 mM raztopina glukoze in raztopina FITC-dekstrana z

v = 0,2 mg/mL v Ringerjevem pufru pH = 7,85

8 %% ge nanaga na znagilno razliko med skupinama, p < 0,01
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Akceptorska raztopina:

- na mukozni strani - 10 mM raztopina manitola

- naserozni strani - 10 mM raztopina glukoze

Navidezne permeabilnostne koeficiente (Papp) smo v obliki povprecnih vrednosti in
njihovih standardnih napak (SEM) prikazali v Preglednici X in na Sliki 11. Na Sliki 12

smo prikazali razliko med privzemom in eliminacijo FITC-dekstrana.

Preglednica X: Zdruzeni rezultati regionalne permeabilnosti v obeh smereh za FITC-

dekstran.
SUBSTANCA FITC-dekstran
DEL DUODENUM JEJUNUM ILEUM KOLON
CREVESJA
SMER M—-S|S- M| M-S |S-> M| M-S |S—>M| M-S |S—>M
Pap X 10 [cm/s] 3,66 2,32 2,81 3,38 3,47 4,24 0,92 1,01
SEM x107° [cm/s] 0,22 0,51 0,11 0,55 0,52 1,10 0,26 0,77
n 3 3 3 3 3 4 3 3
ER’ 0,63 1,20 1,22 2,09
ANOVA in z nz nz nz nz nz z nz
Bonferroni-jev
»post hoc” test™
(0=0,05)
t-test™ (0=0,05) nz nz nz nz

° ER se nanasa na »efflux ratio«. Pomeni kvocient med Papp S = M inPgy M — S,

% ANOVA primerja razlike med skupinami, Bonferronijev »post hoc« test pa znotraj skupin.
! t-test se nanasa na ugotavljanje statisti¢no (ne)zna&ilnega vpliva smeri na P.pp ZNOtraj posameznega dela

Crevesja.
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Slika 11: Stolpi¢ni grafikon povpreénih vrednosti navideznih permeabilnostnih

koeficientov FITC-dekstrana v posameznih delih podganjega Crevesja.

AP FITC-dekstran

app
ILEUM + }
JEJUNUM - —
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Slika 12: Razlike med Pap M — S in S — M FITC-dekstrana v razli¢nih delih ¢revesja.

Dvo-stranska ANOVA je pokazala znacilno razliko vrednosti navideznih permeabilnostnih
koeficientov v razli¢nih delih Crevesja (p < 0,05), z Bonferronijevim »post-hoc« testom pa

smo pokazali, da so omenjene znalilne razlike le v absorptivni smeri (M — S) pri
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primerjavi med duodenumom in kolonom. Razlike med Pgy, v razlicnih smereh so tako
najverjetneje nastale le zaradi vpliva interindividualne razlike med testiranimi tkivi, saj so

bili rezultati pridobljeni iz tkiv vecih razli¢nih podgan.

4.4 Poskusi z rodaminom 123

4.4.1 Regionalna odvisnost

Pri ugotavljanju navidezne permeabilnosti P-gp substrata rodamina 123 so nas ravno tako
najprej zanimale vrednosti Pap, Samega rodamina 123 tako v smeri M — S kot v smeri S —

M v vseh delih izoliranega ¢revesja podgane.

Izvedba serije poskusov je bila enaka kot pri FITC-dekstranu; enkrat je bila akceptorska

mukozna stran, drugi¢ serozna.

Donorska raztopina je bila:

- na mukozni strani - 10 mM raztopina manitola in raztopina rodamina 123 s
C =10 uM** v Ringerjevem pufru pH = 7,45
- naserozni strani - 10 mM raztopina glukoze in raztopina rodamina 123 s C

=10 uM v Ringerjevem pufru pH = 7,85
Akceptorska raztopina:

- na mukozni strani - 10 mM raztopina manitola

- naserozni strani - 10 mM raztopina glukoze

Navidezne permeabilnostne koeficiente (Pap) smo v obliki povprecnih vrednosti in

njihovih standardnih napak (SEM) prikazali v Preglednici XI in na Sliki 13.

12 Koncentracija rodamina 123, pri kateri se izognemo vplivu aktivnih influksnih transportnih mehanizmov in
potekata le privzem s pasivno difuzijo in efluks s P-gp ter $e ni negativnega vpliva na vitalnost tkiva (26).
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Preglednica XI: Zdruzeni rezultati regionalne permeabilnosti rodamina 123 v obeh smereh.

SUBSTANCA Rodamin 123
DEL DUODENUM JEJUNUM ILEUM KOLON
CREVESJA
SMER M— S S—>M M— S S—>M M— S S—>M M— S S—>M
Papp <107 [cm/s] 2,75 2,56 3,12 5,83 2,94 15,3 0,92 5,38
SEM x10° [cm/s] 0,22 0,56 0,29 1,35 0,26 2,15 0,19 1,33
n 3 3 3 4 3 3 3 3
ER 0,93 1,87 5,20 5,85
ANOVA in znacilna razlika med skupinami tako glede na del ¢revesja kot glede na smer
Bonferroni-jev
»post hoc” test nz z nz nz nz z nz nz
(0=0,05)
t-test (0=0,05) nz nz Z yA
Rodamin123
2.0x105+ **
| | BB M-S
— 1.5x10°5- 1 0O s-M
0
£
S 1.0x10°5+
Q.
Q.
Ly
& 5.0410%-
0 -
0\) deli ¢revesja

13

Slika 13: Stolpi¢ni grafikon povprecnih vrednosti navideznih permeabilnostnih

koeficientov rodamina 123 v posameznih delih podganjega ¢revesja.

Na Sliki 14 smo prikazali razliko med privzemom in eliminacijo rodamina 123 v razli¢nih

delih podganjega Crevesja.

1 » ) . .
% * 5e nanaga na zna¢ilno razliko med skupinama, p < 0,05
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Slika 14: Razlike med Pz, M — S in S — M rodamina 123 v razli¢nih delih ¢revesja.

Dvo-stranska ANOVA je pokazala znadilno razliko navideznih permeabilnostnih
koeficientov med analiziranimi skupinami (p < 0,05); tako v razli¢nih delih ¢revesja kot v
obeh smereh. Z Bonferronijevim »post-hoc« testom smo znacilne razlike v P,p, dokazali le

v eliminatorni smeri (S — M) pri primerjavi med duodenumom in ileumom.

4.4.2 Pypp rodamina 123 pri T =7 °C

V drugem sklopu poskusov smo na ileumu, ki je od vseh delov ¢revesja izkazoval najvisjo
vrednost navidezne permeabilnosti rodamina 123 v obeh smereh, tako M — S kot S — M,
in znaten ER, testirali vpliv znizane temperature na transportne procese rodamina 123. Te

vrednosti smo primerjali z osnovnimi Py, ileuma pri 37 °C.

Poskus je potekal podobno kot pri zacetnem poskusu z rodaminom 123, le da smo tu pred
zacCetkom poskusa nastavili termostat na 0 °C in zaceli z meritvijo po dosegu 7 °C, najnizje
mozne doseZene temperature z omenjenim rezimom poskusa. Podroben opis poskusa je v

poglavju Materiali in metode. Rezultati so prikazani v Preglednici X1I in Sliki 15.
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Preglednica XII: Primerjava rezultatov permeabilnosti za rodamin 123 v obeh smereh pri

razli¢nih temperaturah.

SUBSTANCA Rodamin 123 pri 37 °C Rodamin 123 pri 7 °C
DEL ILEUM ILEUM
CREVESJA
SMER M—S S—>M M—S S—>M
Papp X 10 [cm/s] 2,94 15,3 0,91 1,08
SEM x10° [cm/s] 0,26 2,15 0,076 0,11
n 3 3 4 4
ER 5,20 1,19
t-test (0=0,05) z nz
Rodamin123 ILEUM; 37 °C /7 °C
5a
2.0x10 o _|_ x 3 M S
—_ 1.5x10-54 ‘ I cOs—-M
v
£
. 1.0x105-
Q.
&

Q@ 5.0x10%-

0- e [

00 00
A A
Temperatura

14

Slika 15: Primerjava rezultatov permeabilnosti za rodamin 123 v ileumu v obeh smereh pri

razli¢nih temperaturah.

4.4.3 P4y, rodamina 123 s so¢asno aplikacijo verapamila

V tretjem sklopu poskusov smo vrednotili vpliv verapamila, inhibitorja P-gp in BCRP, na

vrednost navidezne permeabilnosti rodamina 123. Raztopino inhibitorja smo vedno dali na

mukozno stran, saj se P-gp sekretorni prenaSalec, ki smo ga hoteli inhibirati, nahaja

apikalno. Aplicirali smo ga pol ure pred dodatkom rodamina 123, tako da je bil P-gp

14 » v, . .
*#* se nanaSa na znacilno razliko med skupinama, p < 0,001
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uspesno inhibiran. Tako kot v prej omenjenem poskusu, smo rodamin 123 aplicirali enkrat

na mukozno, drugi¢ na serozno stran. Kljub temu, da smo znacilne spremembe pricakovali

v smeri S — M, smo na ta nacin dosegli dodatno selektivnost inhibitorja in dobili vpogled

v morebitne druge vplive verapamila, ki nas v danem poskusu zanimajo manj, recimo

inhibicija prenasalcev za privzem spojin v celice (30). Navidezni permeabilnostni

koeficienti so v obliki povpre¢nih vrednosti in standardnih napak predstavljeni v
Preglednici XIII in na Sliki 16.

Preglednica XIII: Primerjava rezultatov permeabilnosti rodamina 123 v obeh smereh na

ileumu in kolonu brez in s socasno aplikacijo verapamila.

SUBSTANCA

Rodamin 123

Rodamin 123 + 100 uM verapamil na M

DEL CREVESJA

ILEUM

KOLON

ILEUM

KOLON

SMER

M—S

S—>M

M-S

S—>M

M-S

S—>M

M-—S

S—>M

P.op 10 [cmi/s]

2,94

15,3

0,92

5,38

3,60

4,87

1,58

1,32

SEM x10°° [cm/s]

0,26

2,15

0,19

1,33

0,60

0,25

0,44

0,61

n

3

3

3

3

3

3

3

3

ER

5,20

5,85

1,35

0,84

t-test (0=0,05)

M-S vs M-S +
verapamil in S—M
Vs S—-M +
verapamil

nz
p=0,38

z
p =
0,0085

*%*

nz
p=0,24

nz

p=0,38

0

zZ
p =
,0085

**

nz

p=0,24

zZ
p =
0,049

t-test (0=0,05)
znotraj istega pogoja
in dela Crevesja

nz

nz

46




Petra Senica

Diplomska naloga
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Slika 16: Stolpi¢ni grafikon primerjave povpreénih vrednosti navideznih permeabilnostnih

koeficientov skupaj s standardno napako za rodamin 123 v ileumu in v kolonu, z in brez

dodatka verapamila.

Na Sliki 17 smo prikazali primerjavo razlike med privzemom in eliminacijo v ileumu in v

kolonu brez in z dodatkom verapamila ter v ileumu pri T =7 °C
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Slika 17: Razlike med Pap M — S in S — M rodamina 123 v ileumu in v kolonu brez in z

dodatkom verapamila ter v ileumu pri T =7 °C

4.5 Poskusi z enalaprilatom

4.5.1 Regionalna odvisnost

Zadnji sklop poskusov smo opravili na u€inkovini enalaprilatu. Tudi tu so nas zanimale
vrednosti navideznih permeabilnosti enalaprilata tako v smeri M — S kot v smeri S — M

v vseh delih izoliranega ¢revesja podgane.

Izvedba serije poskusov je bila enaka kot pri FITC-dekstranu in rodaminu 123; enkrat je

bila akceptorska mukozna stran, drugi¢ serozna.
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Donorska raztopina je bila:

- na mukozni strani - 10 mM raztopina manitola in raztopina enalaprilata s C
=163 uM® v Ringerjevem pufru pH = 7,45
- na serozni strani - 10 mM raztopina glukoze in raztopina enalaprilata s C =

163 uM v Ringerjevem pufru pH = 7,85
Akceptorska raztopina:

- na mukozni strani - 10 mM raztopina manitola

- naserozni strani - 10 mM raztopina glukoze

Navidezne permeabilnostne koeficiente (Pap) smo v obliki povpreénih vrednosti in
njihovih standardnih napak (SEM) prikazali v Preglednici XIV in na Sliki 18.

Preglednica X1V: Zdruzeni rezultati regionalne permeabilnosti enalaprilata v obeh smereh.

SUBSTANCA Enalaprilat

DEL DUODENUM JEJUNUM ILEUM KOLON
CREVESJA

SMER M-S | S-> M| M>S| S>> M| M-S |S>M| M>S | S—>M
Panp X107 [cmi/s] 3,25 4,82 7,71 6,64 5,00 8,62 1,42 3,63
SEM x10° [cm/s] 0,54 1,08 1,91 0,59 0,93 1,09 0,33 0,57
n 3 3 3 4 3 4 4 3
ER 1,48 0,86 1,72 2,56
ANOVA in znacilna razlika med skupinami tako glede na del ¢revesja kot na smer
Bonferroni-jev

»post hoc” test z nz z nz nz nz nz nz
(0=0,05)

t-test (0=0,05) nz nz nz z

Dvo-stranska ANOVA je pokazala znalilno razliko navideznih permeabilnostnih
koeficientov v razlicnih delih ¢revesja med analiziranimi skupinami (p < 0,05). Vendar

smo nato z Bonferronijevim »post-hoc« testom znacilne razlike v Py, dokazali le v

absorptivni smeri (M — S) pri primerjavi med duodenumom in jejunumom.

1> Koncentracija v donorski celici je preradunana glede na maksimalno dnevno dozo, raztopljeno v 250 ml
medija. Vec koncentratov smo si pripravili vnaprej v DMSO. Kon¢na koncentracija DMSO v celici ni
presegala 1 %, kar je priporo¢ena zgornja meja DMSO, ki $e ne vpliva na vitalnost tkiva in lastnosti
membrane.
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Slika 18: Stolpi¢ni grafikon povpre¢nih vrednosti

navideznih permeabilnostnih

koeficientov enalaprilata v posameznih delih podganjega ¢revesja in v jejunumu pri T =7

°C.

Na Sliki 19 je prikazana razlika med privzemom in eliminacijo enalaprilata v razli¢nih

delih podganjega Crevesja in v jejunumu pri T =7 °C.

AP, p enalaprilat

JEJUNUM pri 7 °C+

KOLONH

ILEUM 4

.

JEJUNUM 4

DUODENUM 4

A Papp [cm/s]

E3 DUODENUM

O JEJUNUM

8 ILEuM

BB KOLON
JEJUNUM pri 7 °C

Slika 19: Razlike med Pyp M — S in S — M enalaprilata v razlicnih delih crevesja

podgane in v jejunumu pri T =7 °C.
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4.5.2 P,pp enalaprilata pri T =7 °C

V drugem sklopu poskusov smo na jeunumu, ki je od vseh delov ¢revesja izkazoval
najvi§jo vrednost navidezne permeabilnosti v absorptivni smeri (M — S), testirali vpliv
znizane temperature na transportne procese enalaprilata. Te vrednosti smo primerjali s Papp

jejunuma pri 37 °C.

Poskus je potekal podobno kot pri zaCetnem poskusu z enalaprilatom, le da smo tu pred
zacCetkom poskusa nastavili termostat na 0 °C in zaceli z meritvijo po dosegu 7 °C, najnizje
mozne dosezene temperature z omenjenim rezimom poskusa. Podroben opis poskusa je v
poglavju Materiali in metode. Rezultati so prikazani v Preglednici XV in na Sliki 18. Na
Sliki 19 je prikazana razlika med privzemom in eliminacijo enalaprilata v jejunumu pri 7
°C.

Preglednica XV: Primerjava rezultatov permeabilnosti enalaprilata v obeh smereh pri

razli¢nih temperaturah.

SUBSTANCA Enalaprilat pri 37°C Enalaprilat pri 7°C
DEL CREVESJA JEJUNUM JEJUNUM
SMER M—S S—M M—S S—>M
Panp ¥ 10° [cmi/s] 7,71 6,64 5,83 6,69
SEM x107° [cm/s] 1,91 0,59 0,58 0,76
n 3 4 3 3
ER 0,86 1,15

t-test (0=0,05) nz nz
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5> RAZPRAVA

Permeabilnostne Studije v razlicnih delih GIT so bistvene pri ugotavljanju mehanizmov
absorpcije u¢inkovin, ¢ posebej, ko sumimo aktivno absorpcijo in/ali eliminacijo, pri

naértovanju formulacij s podaljSanim spro$¢anjem ter pri vpeljevanju metod in vitro (5).

Pri opisovanju privzema in/ali izlo¢anja substanc, vezanega na aktivne procese, bomo
govorili o prenasalcih, ki delujejo v absorptivni smeri in prenasalcih, ki delujejo v

eliminatorni smeri glede na organizem.

5.1 PAMPA

Najprej smo testirali od pH odvisno permeabilnost substanc s PAMPA-0. S to metodo
dolo¢imo le vpliv pasivne transcelularne difuzije na celotno vrednost navidezne
permeabilnosti. 1z stolpi¢nega grafikona na Sliki 8 je dobro razvidna nizka permeabilnost
vseh preiskovanih substanc v primerjavi s ketoprofenom, ki sluzi kot standard visoko
permeabilne u¢inkovine. Pri FITC-dekstranu smo zabelezili e posebej nizke vrednosti; to

je dokaz zanemarljive pasivne transcelularne permeabilnosti.

Nizke vrednosti smo dobili tudi v primeru enalaprilata. Zaradi nekoliko kislega znac¢aja in
posledi¢no vecjega deleza neionizirane oblike pri nizjih pH, je Papp enalaprilata vecji v bolj
kislinh donorskih medijih, kjer je pasivna difuzija neionizirane oblike vecja. Nizji rezultati
pri poskusih z enakima pH donorskega in akceptorskega medija pa potrjujejo, da
transcelularna difuzija enalaprilata poteka v nasprotni smeri koncentracijskega gradienta

(od visje proti nizji koncentraciji), vezanega na od pH odvisen fluks.

5.2 ElektrofizioloSki parametri

Med poskusi na izoliranem podganjem Crevesju na Sweetana-Grass difuzijskih celicah smo
belezili spremembo potenciala (dPe) in transepitelijsko upornost tkiva (TEER). Na koncu
poskusa smo dodali 100 uL 625 mM glukoze. Z absolutno vrednostjo sicer negativnega
potenciala nad -1mV in upornostjo nad 12 mQ, smo potrdili vitalnost in integriteto tkiva do
konca poskusa. Sprememba potenciala je bolj pomemben podatek za vitalnost, saj kaze na
sposobnost aktivnega prehajanja Na™ ionov skozi apikalno membrano ¢revesnega epitelija.
Upornost pa kaze predvsem barierno funkcijo membrane oziroma njeno integriteto (32;

36).
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Eno-stranska ANOVA je pokazala statisticno znacilno razliko v vrednosti TEER v
razli¢nih delih podganjega crevesja (p = 0,0019). Pri dPe tega zaradi visoke vrednosti SEM
nismo dokazali. Tako dPe kot TEER sta primerljiva in dobro ponovljiva v razli¢nih regijah
tankega Crevesja in dosegata najvi§je vrednosti v kolonu. Pogosto je bila opaZena slaba
vitalnost kolona, torej prenizka vrednost dPe. V primerih vitalnega tkiva je bila vrednost
dPe zelo visoka; to pripisujemo simportu Na® ionov z molekulami vode, saj je kolon

glavno mesto reabsorpcije vode v GIT.

Visoke vrednosti TEER v kolonu so potrditev znatne transcelularne upornosti kolona in
sposobnost omejevanja transcelularnega prehoda. To nakazuje na veliko tesnost epitelija in
manjSo fluidnost membrane v primerjavi s tankim ¢revesjem, delom GIT, ki je fiziolosko
namenjen absorpciji. Glede manj$e fluidnosti apikalnih membran sluznice kolona si

literaturni viri niso enotni (4).

5.3 FITC-dekstran

Pri permeabilnosti FITC-dekstrana se navidezni permeabilnostni koeficienti v absorptivni
(M — S) v primerjavi z eliminatorno smerjo (S — M) niso statisti¢no znacilno razlikovali,
niti med skupinami (dvo-stranska ANOVA), niti znotraj posameznega dela Crevesja (t-
test). Slednje kaze na primerljiv proces transporta paracelularnega oznacevalca FITC-

dekstrana v obeh smereh, M — S in S — M, ne glede na del ¢revesja.

Iz regionalnega vidika smo opazili zmanj$an transport v kolonu v primerjavi s tankim
¢revesjem (Slika 11). Statisti¢no znacilne razlike smo dokazali le pri primerjavi Pap, med
duodenumom in kolonom v absorptivni smeri (M — S). Slednja ugotovitev je posledica
histoloskih in fizioloskih razlik med obema deloma crevesja, ki se kaze predvsem v
zmanjSanju absorptivne povrsine. To je tudi v skladu z naSimi predhodnimi meritvami
elektrofizioloskih lastnosti razli¢nih delov podganjega crevesja (Slika 9, 10); te so
pokazale znatno vi§je vrednosti tako TEER kot dPe v kolonu, v primerjavi s tankim

Crevesjem.

Trend gibanja vrednosti Py, FITC-dekstrana v razli¢nih delih ¢revesja je primerljiv z
literaturnimi podatki (7). Razlika je le v vrednostih Py, Saj SMo Vv vseh delih ¢revesja, Se
posebej v duodenumu, zabelezili nekoliko visje vrednosti od 3,0 x 10 cmfs, orientacijske
vrednosti, ki kaze na dobro funkcijo tesnih stikov (11). Menimo, da gre za normalne

razlike v rezultatih med razli¢nimi laboratoriji, ko gre za delo na Zivem tkivu. Vrednosti
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permeabilnosti FITC-dekstrana ob elektrofizioloskih parametrih, ki so nakazovali na
nevitalno tkivo, so bile nekoliko visje, predvsem pa bolj variabilne v primerjavi S tistimi,
dobljenimi na vitalnem tkivu. Ugotovitev se tudi ujema z namenom uporabe tega
oznacevalca, Saj se pri nevitalnem tkivu in tkivu s poslab$ano barierno funkcijo, FITC-

dekstran absorbira tudi paracelularno, zato je permeabilnost visja.

S PAMPO smo dokazali zelo majhen prispevek pasivne transcelularne difuzije na
celokupno navidezno permeabilnost FITC-dekstrana. Zaradi visoke molske mase (in
neposkodovane strukture tesnih stikov) pa ni moZen pasivni paracelularni prehod. Ta bi bil
mogo¢ pri mrtvem tkivu, ki ima poruseno strukturo tesnih stikov, vendar smo vse poskuse
na ¢revesju opravili na zivem tkivu. Za prevladujo¢ mehanizem absorpcije predlagamo
transcelularno endocitozo. Gre za aktiven proces, ki poteka v obeh smereh in je vezan na
absorpcijsko povrsino (23). To se tudi ujema z nasimi rezultati, saj je Pap, FITC-dekstrana,
tako kot povrsina absorpcije, ki je na voljo, statisti¢éno znacilno nizja v kolonu glede na

tanko ¢revo. Tudi sicer tanko ¢revo velja za endocitotsko bolj aktivno.
5.4 Rodamin 123

5.4.1 Regionalna odvisnost

Pri permeabilnosti rodamina 123 smo z dvo-stransko ANOVO ugotovili tako statisticno
znacilen vpliv razli¢nih delov podganjega Crevesja kot smer prehoda (M — S in S — M)
na vrednost navideznih pereabilnostnih koeficientov. V primerjavi posameznih dveh delov
podganjega ¢revesja z Bonferroni-jevim »post-hoc« testom smo statisti¢no znacilno razliko
dokazali le med P, dveh skrajnih delov tankega crevesja, duodenumom in ileumom, v
eliminatorni smeri. Slednje je v skladu z literaturnimi podatki, saj ti navajajo dvakratno

razliko v ekspresiji P-gp med duodenumom in ileumom, v prid ileumu (1).

Pri primerjavi Papp po delih crevesja vidimo, da je privzem v razlicnih delih tankega
¢revesja nizek in da se bistveno ne spreminja, eliminacija pa v distalni smeri vztrajno raste
in doseze najvi§jo vrednost v ileumu (Slika 13). To je razvidno tudi iz efluksnih razmerij,
ki znasajo 0,93 v duodenumu, 1,87 v jejunumu in 5,20 v ileumu. S tem smo dokazali
funkcionalnost P-gp (ER > 1,9) v vseh delih ¢revesja razen v duodenumu, ki je edini del
Crevesja, ki ni kazal statisticno znalilne razlike v vrednostih Py, rodamina 123 v

absorptivni smeri glede na eliminatorno. Glede na to, da trend transporta rodamina 123 od
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duodenuma do kolona sovpada z narascujoCo ekspresijo P-gp, sklepamo, da je izloCanje

rodamina 123 vezano predvsem na prenasalec P-gp.

v

ey e

faktor 3,2, v eliminatorni smeri pa za faktor 2,8. Slednje je najverjetneje povezano z
manj$0 nagubanostjo in manjSim Stevilom resic ter posledicno manjSo efektivno
absorptivno povrsino, kar vpliva tako na pasivne kot na aktivne procese, vezane na
membranske prenaSalce. Poleg tega ima kolon bolj tesen epitelij, kar smo dokazali v
zacetnih testiranjih elektrofizioloskih parametrov (visok TEER) (Slika 9, 10). Opazimo
tudi vecje zmanjSanje privzema prek pasivne difuzije kot eliminacije prek P-gp, kar se kaze
tudi v ER, ki je v kolonu visji kot v ileumu (5,85 oziroma 5,20). Visje absolutne vrednosti
Papp v illeumu v S — M smeri kazejo na vecje Stevilo efluksnih prenaSalcev v primerjavi s
kolonom, ki pa relativno izkazuje vecje izloanje - visji ER. Razlogov za to je lahko vec:
mozno, da zmanjSanje povrsine bolj vpliva na pasivne procese kot na aktivne, saj pasivna
difuzija poteka preko celotne membrane, aktivno izlo¢anje prek P-gp pa le na dvrhu
mikroresic. Mozno je tudi, da se ekspresija P-gp v kolonu povisa. Literaturni podatki so v

primerjavi ekspresije P-gp med ileumom in kolonom nekonsistentni (1; 14).

5.4.2 P,pp rodamina 123 pri T =7 °C

V drugem sklopu poskusov smo na ileumu, ki je izkazoval najvi§jo vrednost navidezne
permeabilnosti v obeh smereh, in statistiéno znacilno eliminacijo z ER = 5,20, testirali
vpliv znizane temperature na transportne procese rodamina 123 v obeh smereh. Nas glavni
cilj poskusa pri 7 °C je bil ovrednotiti vlogo aktivnega transporta, predvsem na P-gp

vezano izlo¢anje, na permeabilnost rodamina 123.

Dobljena vrednost navideznega permeabilnostnega koeficienta rodamina 123 v smeri M —
S ni bila bistveno druga¢na od vrednosti navideznega permeabilnostnega koeficienta pri
normalnih pogojih; Py se je znizal iz 2,94 x 10 cm/s na 9,11 x 107" cm/s. Menimo, da je
omenjeno znizanje Papp, prispevek zmanjSane fluidnosti membrane pri 7 °C, kar lahko
nekoliko zniza permeabilnost. S tem smo potrdili, da privzem rodamina 123 pri
koncentraciji 10 uM ne poteka aktivno, temve¢ s transcelularno pasivno difuzijo. To je tudi

v skladu z literaturnimi podatki, ki kot odgovornega za absorpcijo rodamina 123 pri
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koncentracijah < 2 uM navaja prenasalec OATP1. Pri vi§jih koncentracijah substrata naj bi

prislo do nasiCenosti omenjenega prenasalca, mehanizem transporta pa pasivna difuzija

(26).

Dobljena vrednost navideznega permeabilnostnega koeficienta rodamina 123 v smeri S —
M pri 7 °C je znagala 1,08 x 10°® cm/s, Kar je znagilno (15-krat) niZja vrednost v primerjavi
z izloCanjem pri standardnih pogojih (Slika 15). S poskusom smo dokazali pomemben
prispevek aktivnega transporta k eliminaciji rodamina 123 in funkcionalnost P-gp. Dober
pokazatelj inhibicije vsakrSnega aktivnega transporta je padec efluksnega razmerja (ER). V
nasem primeru pade iz 5,20 na 1,19, torej se permeabilnostna koeficienta, izmerjena v

razliénih smereh, prakti¢no izenacita.

Dodaten razlog padca Pap, bi lahko bila adsorpcija na stene celic in tkivo, vendar je ta vpliv

zaradi upostevanja tako donorske kot akceptorske koncentracije pri izratunu, iznicen.

5.4.3 Py, rodamina 123 s socasno aplikacijo verapamila

V tretjem sklopu poskusov z rodaminom 123 smo na ileumu in kolonu, deloma podganjega

ey

P-gp in BCRP inhibitorja verapamila s koncentracijo100 uM.

V absorptivni smeri se je Payp rodamina 123 po dodatku verapamila tako v ileumu kot v
kolonu nekoliko povecal, vendar statisticno neznacilno v primerjavi s Py, brez dodatka
inhibitorja (p = 0,38 0z. p = 0,24). Sklepamo, da je to povecanje le posledica nekoliko visje
intracelularne koncentracije rodamina 123 =zaradi zmanjSanega izloCanja o0ziroma

interindividualne razlike med testiranimi tkivi.

V eliminatorni smeri je dodatek 100 uM verapamila tako v ileumu kot v kolonu statisti¢no
znagilno znizal Py, rodamina 123, v ileumu za trikrat, iz 15,3 x 10 cm/s na 4,87 x 107
cm/s (p = 0,0085), v kolonu pa za §tirikrat iz 5,38 x 10 cm/s na 1,32 x 10° cm/s (p =
0,0497). V obeh proucevanih distalnih delih podganjega crevesja se je Payp S — M skoraj
izenacil s Pyp M — S (Slika 16), kar dodatno dokazuje velik pomen P-gp v uravnavanju

permeabilnosti slabo permeabilnih substanc, ki so substrati P-gp.

Iz rezultatov je seveda razvidno, da je verapamil ucinkovit inhibitor P-gp. Dobili smo
podobne rezultate kot pri poskusu inhibicije aktivnega transporta z znizano temperaturo.

To nakazuje tudi znaten padec vrednosti efluksnega razmerja; pri ileumu se je znizal iz
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5,20 na 1,35, pri kolonu pa iz 5,85 na 0,83. Zdruzeni rezultati ER pri razli¢nih pogojih so
prikazani v Preglednici XVI. Tako kot pri ER kolona brez uporabe verapamila kot
inhibitorja tudi tu sklepamo na povisano ekspresijo ali pa vsaj povisano aktivnost P-gp v
kolonu glede na ileum, saj se je P Vv Kkolonu v eliminatorni smeri ob inhibiciji z

verapamilom znizal bolj Kot Pap, v ileumu.

Pomembno je, da smo za dokaz P-gp eliminacije uporabili rodamin 123, ki je nizko
permeabilen substrat in bi ga glede na vrednosti Pap, lahko uvrstili v BCS 1lI, sgj
prenasalec na izloCanje visoko permeabilnih spojin zaradi hitrega nasi¢enja skorajda nima
vpliva (14). Rodamin 123 je tudi substrat apikalno lociranega BCRP in bazolateralno
lociranega MRP1 (18), vendar se je njun vpliv izkazal za zanemarljivega. Glede na
lokacijo in funkcijo prenaSalca MRP1, bi opazili porast Pspp v smeri M — S, glede na
BCRP pa pove€ano izloCanje v jejunumu, vendar ne moremo potrditi ne prvega ne
drugega. To potrjujejo tudi nekatere druge raziskave. Pri inhibiciji s selektivnim
inhibitorjem P-gp PSC833, se je eliminacija spojin, ki so tako P-gp kot BCRP substrati,

zmanjsala podobno kot pri inhibiciji z verapamilom, kar kaze na prevladujo¢ prispevek P-

gp (30).

Preglednica XVI: Primerjava vrednosti efluksnih razmerij (ER) rodamina 123 v razli¢nih

delih podganjega Crevesja brez in z inhibitorjem P-gp 100 uM verapamilom ter pri 7 °C.

DUODENUM JEJUNUM ILEUM KOLON
ERrodamin 123 0,932 1,865 5,204 5,847
ERrodamin 123 pri / / 1,190 /
7°C
ERrodamin 123 + / / 1,352 0,833
100 uM verapamil na
M strani

5.5 Enalaprilat

Doloc¢anje navidezne permeabilnosti enalaprilata je bilo poleg tezav z vitalnostjo tkiva, ki
smo mu bili prica pri testiranju vseh substanc, teZavno in ¢asovno zamudno tudi zaradi
neugodnih fizikalno-kemijskih lastnosti enalaprilata, ki so otezevale analitski postopek z
UPLC-MS metodo.
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5.5.1 Regionalna odvisnost

Pri permeabilnosti enalaprilata smo z dvo-stransko ANOVO in z nadaljno obravnavo z
Bonferonnijevim »post-hoc« testom dokazali znacilno razliko med Pay, duodenuma in
jejunuma v absorptivni smeri, z vi§jo vrednostjo v jejunumu. Slednje se ujema s splosno
sprejetim dejstvom, da je absorpcija ucinkovin, Se posebej slabSe permeabilnih z
mehanizmom pasivne difuzije, najvi§ja v jejunumu. V nobenem delu tankega crevesja
privzem enalaprilata ni bil znatno vis§ji od eliminacije, e najbolj se je temu priblizal
jejunum; Pap, vV smeri M — S je tu znaSal 7,71 x 10 cm/s, ER pa 0,84 (Slika 18). V drugih
delih ¢revesja je bil ER nekoliko nad 1, v kolonu pa kar 2,75, kar nakazuje na prevladujo¢o
eliminacijo enalaprilata v tem delu ¢revesja. Ker je ER vecji od 1,9, lahko sklepamo, da je
za eliminacijo testirane spojine, tokrat enalaprilata, v kolonu odgovoren membranski

prenasalec.

Tudi pri primerjavi vrednosti P,,, med eliminatorno in absorptivno smerjo v razli¢nih delih
¢revesja z dvostranskim t-testom (o = 0,05), smo ugotovili statisti¢no znacilno razliko le v

kolonu, v drugih delih sta primerljivi.

Glede na to, da je enalaprilat nizko permeabilna u¢inkovina in spada v BCS razred l1ll, so
bili rezultati permeabilnosti v vseh delih podganjega ¢revesja morda visji od pri¢akovanih
in blizu visoko permeabilnim uéinkovinam, vendar $e vedno v obmocju nizko
permeabilnih ucinkovin; Papp V jejunumu v smeri M — S je znasal 7,71 x 10 cm/s. V
laboratoriju, kjer je delo potekalo, spadajo med visoko permeabilne substance, ué¢inkovine
s Papp > 11 x 10°® cm/s (11).

5.5.2 Pypp enalaprilata pri T =7 °C

Ker smo pri testiranju Py, enalaprilata v razliénih delih podganjega crevesja dobili dokaj
visoke vrednosti, smo se na jejunumu, delu ¢revesja z najvisjo izkazano vrednostjo Papp Vv
M — S smeri odlocili testirati vpliv zniZane temperature na transportne procese
enalaprilata v obeh smereh. Podobno kot pri rodaminu 123 je bil nas cilj primerjati
vrednosti Pap, pri 7 °C, temperaturi, pri kateri aktivni procesi ne potekajo, s Papp, merjeni
pri telesni temperaturi (T = 37 °C), in ovrednotiti vlogo aktivnega transporta na celoten

transport enalaprilata.
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Ugotovili smo zelo primerljive vrednosti v obeh smereh. Tako razlika v absorptivni (p =
0,40) kot v eliminatorni smeri (p = 0,96) v jejunumu pri T =37 °C v primerjavis T =7 °C
je bila statistiéno neznacilna. S tem poskusom smo dokon¢no potrdili, da so relativno
visoke vrednosti P,y enalaprilata izkljuéno prispevek pasivnih procesov in ne aktivnega
privzema s prenasalci ali endocitozo. Glede na dokaj visoke vrednosti P,p,, dobljene na
poskusih na ¢revih in nizke vrednosti, dobljene s PAMPO, ki prikaze le prispevek
transcelularne difuzije, pri enalaprilatu sklepamo na prevladujoco paracelularno difuzijo.

Prisotna je tudi od pH odvisna transcelularna difuzija, vendar v veliko manjsi meri.
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6 ZAKLJUCEK

Pri meritvah elektrofizioloskih parametrov Smo ugotovili znacilno visje vrednosti
transepitelijske elektriéne upornosti (TEER) v kolonu glede na druge dele podganjega
Crevesja. S tem smo potrdili znatno transcelularno upornost kolona in sposobnost
omejevanja transcelularnega prehoda. To nakazuje na veliko tesnost epitelija in manjSo
fluidnost celicnih membran epitelija kolona. Pri dPe tega zaradi visoke vrednosti
standardne napake nismo dokazali. Pogosto je bila opaZena slaba vitalnost kolona, torej

prenizka vrednost dPe.

Dokazali smo primerljiv proces transporta FITC-dekstrana v obeh smereh, M — S in S —
M, v vseh delih ¢revesja. 1z regionalnega vidika so vrednosti navideznih permeabilnostnih
koeficientov primerljive vzdolz tankega Crevesja in visje od Payp v kolonu. V vseh delih
Crevesja, Se posebej v duodenumu smo zabelezili nekoliko vi§je vrednosti od 3,0 x 10°
cm/s, orientacijske vrednosti permeabilnosti, ki kaze na dobro funkcijo tesnih stikov. Glede
na to, da smo poskuse opravljali na primerno vitalnem tkivu, to pripisujemo variabilnosti,
ko gre za delo na zivem tkivu in ne prispevku paracelularnega prehoda zaradi oslabljene
funkcije tesnih stikov. Zaradi zelo nizkih vrednosti permeabilnosti, dobljenih z metodo
PAMPA, kar kaze na zanemarljiv doprinos pasivne transcelularne difuzije k celotni
permeabilnosti, in ob upostevanju dejstva, da gre pri FITC-dekstranu za veliko molekulo,
sklepamo na aktiven mehanizem absorpcije s transcelularno endocitozo. To se ujema tudi
iz regionalnega vidika, saj smo pri poskusih na ¢reveh v jejunumu in ileumu, deloma
¢revesja z najviSjo endocitotsko aktivnostjo, dobili visoke vrednosti Pap,. MoZnost
nadaljnih raziskav je v inhibiciji endocitoze pri znizani temperaturi. S tem bi zanesljiveje
opredelili mehanizem transporta FITC-dekstrana in dolocili prispevek endocitoze na

celokupno permeabilnost.

Pri primerjavi Payp rodamina 123 v razli¢nih delih ¢revesja vidimo, da se privzem vzdolz
tankega Crevesja bistveno ne spreminja, v kolonu se zniza, izlo¢anje pa v distalni smeri
vrednostmi Py, v 0beh smereh, kolon pa ima od vseh delov ¢revesja najvecjo vrednost ER;
parameter, ki ravno tako raste v distalni smeri. Tako v ileumu kot v kolonu je privzem
statisti¢no znacilno razli¢en od eliminacije (t-test). Dokazali smo funkcionalnost P-gp (ER

> 1,9) v vseh delih ¢revesja razen v duodenumu, kar je v skladu z ravnijo ekspresije P-gp.
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S poskusoma pri znizani temperaturi in ob prisotnosti P-gp inhibitorja verapamila, smo v
obeh proucevanih distalnih delih podganjega ¢revesja opazili, da se je prej visoka vrednost
Papp V' S — M smeri znizala za ve¢ kot faktor 10 in se skoraj izenacila s Pgpp v M — S
smeri. S tem smo dokazali aktiven mehanizem izlocanja rodamina 123 v ¢revesni lumen.
Tako s poskusom z metodo PAMPA kot na ¢reveh smo dokazali, da privzem poteka prek
mehanizma transcelularne pasivne difuzije in da je permeabilnost dokaj nizka. Ce bi ga
Klasificirali po BCS, bi ga uvrstili med nizko permeabilne spojine. Kljub temu, da je
rodamin 123 substrat vec¢ih prenasalcev, menimo, da je njegovo izlo¢anje vezano predvsem
na P-gp, saj se vrednosti navideznih permeabilnostnih koeficientov rodamina 123 vzdolz
GIT ujemajo z narasCujo¢o ekspresijo omenjenega prenasalca. Aktiven mehanizem
izloCanja prek P-gp tako regulira celoten transport rodamina 123. Da bi dokon¢no
opredelili tudi prispevek drugih prenasalcev, bi bilo smiselno selektivno inhibirati

prenasalec P-gp ali BCRP.

Pri enalaprilatu je bil le v jejunumu privzem nekoliko visji od eliminacije. Ugotovili pa
smo znacilno vecji transport v smeri S — M v kolonu, iz ¢esar lahko sklepamo na aktivno

eliminacijo v tem delu ¢revesja.

Glede na to, da je enalaprilat nizko permeabilna substanca in spada v BCS razred Ill, so
bili rezultati permeabilnosti v vseh delih podganjega ¢revesja visji od pricakovanih, saj so
blizu visoko permeabilnim ucinkovinam. Ker so bili relativno visoki rezultati Payp
enalaprilata pri normalni temperaturi primerljivi rezultatom pri 7 °C, lahko zaklju¢imo, da
so visoke vrednosti izklju¢no prispevek pasivnih procesov. Glede na nizke rezultate
PAMPE in razmeroma visoke vrednosti Payp na Crevesju, pri enalaprilatu sklepamo na
prevladujo¢ mehanizem absorpcije s paracelularno pasivno difuzijo. Prispevek
transcelularne difuzije je majhen, a visje vrednosti Pap, enalaprilata v donorskih medijih z
niZjim pH nakazujejo, da je difuzija od pH odvisna in da je ve¢ja pri nizjih pH, kjer je tudi

delez enalaprilata v neionizirani obliki vecji.
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