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UVvVOD

1. UVOD

U ranom procesu istrazivanja novih lijekova uobicajeno se paralelno karakteriziraju
bioloska aktivnost, toksi¢nost te svojstva apsorpcije, distribucije, metabolizma i ekskrecije
(ADME) u razli¢itim in vitro sustavima, a s ciljem progresije supstancija s najboljim
svojstvima u kasnije faze istrazivanja. Optimalna ADME svojstva podrazumijevaju da lijek
uspjesno prelazi crijevnu barijeru (apsorpcija), te preko sistemske cirkulacije dospijeva do
ciljnog mjesta djelovanja (distribucija) i da se u konacnici eliminira iz tijela
biotransformacijom (metabolizam) ili u nepromijenjenom obliku (ekskrecija). Za lijekove
s oralnom primjenom proces apsorpcije je jedan od kljuénih ADME parametara,
a membranska permeabilnost, uz fizikalno-kemijska svojstva, klju¢no svojstvo.
Istrazivacki pristupi odredivanja permeabilnosti ukljucuju razlicite in silico, in vitro, in situ,
te in vivo metode, dok je za rani probir u farmaceutskoj industriji najéesc¢e koristena metoda
dvosmjernog transporta na staniénom modelu. Stani¢ni modeli permeabilnosti dobro
koreliraju s in vivo apsorpcijom (1), te tako nude dobar omjer prediktivnosti i protocnosti
(engl. high-throughput) u ranoj fazi istrazivanja lijekova kad se ne zna puno o testiranim
spojevima i kada su dostupne male koli€ine testiranog spoja. S obzirom na razlicitost
stani¢nih modela u odnosu na zivi organizam, primjerice varijabilna izraZenost transportnih
proteina, stani¢ni modeli i eksperimentalni uvjeti kontinuirano se razvijaju kako bi se
prediktivnost uvecala.

In vitro metode permeabilnosti obuhvacaju umjetne membranske sustave
(PAMPA), te stani¢ne sustave tipa Caco-2 (besmrtna stani¢na linija ljudskih stanica
kolorektalnog adenokarcinoma, engl. Caucasian colorectal adenocarcinoma) i MDCK
(epitelne stanice izolirane iz pseceg bubrega engl. Madin-Darby canine kidney cells).
Nestani¢ni model PAMPA s jedne strane nudi jednostavnost i brzinu izvodenja, dok je s
druge strane umjetna membrana, koja se sastoji od proizvoljno odabranih lipida u
organskom otapalu, daleko od in vivo uvjeta. Suprotno od umjetnih membranskih sustava,
stanice Caco-2 kolorektalnog humanog porijekla, s fino diferenciranim mikrovilima na
jednoj strani monosloja stanica medusobno povezanih ¢vrstim vezama, posve nalikuju
enterocitima u epitelu tankog crijeva. Nazalost prakti¢an nedostatak Caco-2 modela lezi u
dugotrajnom i zahtjevnom uzgoju monoslojeva, pa su za testiranje permeabilnosti uvedene

dodatne stani¢ne linije poput MDCK. Upravo je klon stanica MDCK koji ima prekomjerno
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izrazen P-glikoprotein humanog porijekla, a kodiran genom mdrl, postao stani¢na linija od
izbora za prouCavanje dvosmjernog transporta molekula, evaluacije utjecaja
P-glikoproteina kao najznacajnijeg efluks transportera, te predikcije crijevne apsorpcije.
Medutim, kako stanice MDCK nisu ljudskog porijekla, endogeni pseci transporteri mogu
interferirati s mjerenjem pasivne permeabilnosti bilo u divljega tipa stanicama MDCK
(MDCK-WT) ili u onima s izrazenim humanim P-glikoproteinom (MDCKII-MDR1).
Kako bi se u stanicama MDCKII-MDRI §to viSe umanjio utjecaj endogenih transportera,
preporuca se istovremeno testiranje i u divljega tipa stanicama MDCK kako bi se mogla
izraCunati tzv. razlika omjera permeabilnosti (engl. net flux ratio). Ipak, takav pristup zbog
razli¢ite izraZzenosti endogenog P-glikoproteina moze rezultirati lazno pozitivnim, odnosno
laZzno negativnim rezultatima. Stoga su napori unutar farmaceutske industrije usmjereni na
izolaciju posebnog klona stanica MDCK u kojima bi se postigla niska izraZenost gena koji
kodira pseci P-glikoprotein (tzv. MDCK-LE; engl. MDCK low efflux) (2), a kojim bi se
mogla posti¢i bolja predikcija i bolje profiliranje spojeva za koje je poznat izostanak in
vitro - in vivo korelacije. Izolacija takvih stanica koja je opisana u literaturi ukljucuje
metode koje cesto nisu dostupne u ADME laboratorijima, poput sortiranja stanica
fluorescentnom aktivacijom na protonom citometru, uredivanja genoma koriStenjem
ZFN nukleaza (engl. zinc-finger nucleases), te primjenu CRISP-Cas9 tehnologije.
Alternativan nacin izolacije ovih stanica, a koji bi bio u skladu s ADME laboratorijskom
opremom, jo$ nije literaturno opisan. Takoder, tek nedavno su stanice MDCK s
inaktiviranim endogenim genom mdrl (engl. gene knock-out, KO) postale komercijalno
dostupne.

Velik broj spojeva koje karakterizira izostanak in vitro-in vivo korelacije opisan je
u literaturi, a jedna takva skupina su i makrociklicki spojevi. Makrocikli¢ki spojevi se isti¢u
strukturnom raznolikos¢u 1 jedinstvenoscu, te svojim potencijalom vezanja za bioloske
mete koje nisu dostupne malim, plosnim lijekovima. Medutim, izostanak korelacije
permeabilnosti i apsorpcije otezava rani probir najboljih novih molekula. Pokazano je da
makrolidi, skupina makrocikli¢kih spojeva koji su uglavnom razvijeni kao antibiotici,
posjeduju velik volumen distribucije i dobru bioraspolozivost in vivo, dok in vitro
vrijednosti permeabilnosti makrolide gotovo redovito klasificiraju kao nisko ili nisko do
srednje permeabilne spojeve. Pri tom cinjenica da su makrolidi gotovo uvijek in vitro
supstrati P-glikoproteina, ukazuje na vaznost promisljenog odabira stanicnog modela

permeabilnosti.
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Stanice MDCK s niskom razinom P-glikoproteina predstavljaju poboljsanu verziju
stanica MDCK u odredivanju pasivne permeabilnosti. IstraZzivanje primjene opisanih
stanica. MDCK na makrocikli¢ke spojeve doprinijelo bi razumijevanju permeabilnosti i
potencijalno in vivo apsorpcije ovih molekula. Ujedno, takav bi pristup u procesu
istrazivanja novih lijekova omogucio pouzdaniji i kvalitetniji probir najboljih novih

molekula za daljnja testiranja.
1.1 Cilj istrazivanja

Stanice MDCK s niskom izraZzeno$¢u endogenog gena mdrl za P-glikoprotein nisu
komercijalno dostupne, dok je komercijalno dostupna MDCK linija s inaktiviranim
endogenim genom mdrl pod optere¢enjem licence. Uz to, kako nema sustavnog
proucavanja permeabilnosti nepredvidivih makrociklickih spojeva u razli¢itim stanicnim

sustavima permeabilnosti, za ovu disertaciju postavljeni su sljedeci ciljevi:

e izolirati klon divljega tipa stanica MDCK s niskom izrazeno$¢u endogenog
gena mdrl:
o metodom velikog razrjedivanja izolirati pojedinacne stanice,
o sortirati dobivene klonove metodom dvosmjernog transporta prema
razini efluksa amprenavira,
o karakterizirati izolirani klon stanica MDCK kvantitativnim PCR-om i
western blot analizom;

e uspostaviti optimalan proces izolacije prilagoden rutinskoj primjeni;

e odrediti permeabilnost za odabrani set makrociklickih spojeva na klonu MDCK
s niskom izrazenos$¢u P-glikoproteina;

e analizirati 1 usporediti dobivene rezultate permeabilnosti s divljega tipa
stanicama MDCK, stanicama MDCK s visokom izrazenos¢u humanog gena
mdrl (MDCKII-MDRU1), kao i stanicama Caco-2;

e multivarijjantnim statistickim metodama razviti mehanisticke modele koji ¢e
doprinjeti razumijevanju ¢imbenika koji utjeCu na permeabilnost i in vivo
bioraspolozivost makrolida, te u tu svrhu ispitati:

o permeabilnost makrolida pri duzem vremenu inkubacije,
o nakupljanje i zadrzavanje makrolida u stanici,

o metaboli¢ku stabilnost makrolida.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1 ADME u istrazivanju i razvoju lijekova

Lijek je spoj koji aktivno djeluje u organizmu na specificnu biolosku metu te time
farmakoloski djeluje na tijek bolesti. Pri tom bioloske mete mogu biti proteini ili nukleinske
kiseline, koji su kljuéni za mehanizme i procese, odnosno patogenezu bolesti, a mogu se
nalaziti u razli¢itim tkivima posvuda u tijelu. Medutim, bez obzira na aktivni mehanizam
djelovanja i ciljno mjesto, svaki lijek mora posjedovati odredena ADME svojstva kako bi
opstao u organizmu i terapijski djelovao. Naime Zivi organizam aktivno djeluje na lijek
brojnim za$titnim mehanizmima koji mogu onemoguditi i sprijeciti farmakolosku
ucinkovitost lijeka. Pri tom poZeljna ADME svojstva ukljucuju:

- uspjesan prolazak lijeka do sistemske cirkulacije (apsorpcija),
- dolazak do ciljnog mjesta djelovanja (distribucija),

- odgovarajuéu enzimsku transformaciju lijeka (metabolizam),
- pravovremeno izluc¢ivanje iz tijela (eliminacija).

Istrazivacki put do novog lijeka moze se podijeliti u tri velike faze — istrazivacka
faza, koja obuhvaca pronalazenje supstance koja djeluje na metu te pokazuje povoljna
farmakoloska i farmaceutska svojstva za daljnji razvoj, pretklinicka faza, koja obuhvaca
toksikoloSka i1 daljna farmakokineticka ispitivanja te klinicka faza, koja se izvodi na
zdravim doborovoljcima i pacijentima kako bi se potvrdila sigurnost i u¢inkovitost lijeka.
Od vise desetaka tisuca supstanci s kojima se ulazi u istrazivanje, tek nekolicina dospije u
klini¢ke studije. Nadalje samo jedna od deset supstanci, takozvani kandidati, u klini¢kim
studijama dospije kao odobreni lijek na trziste (3,4). Analiza uzroka odbacivanja kandidata
pokazuje da u najvecem broju slucajeva razlog lezi u toksi¢nosti (¢ak 40%). Iduci znacajan
uzrok lezi u strateskim odlukama kompanije (20%), dok samo 16% spojeva propada zbog
neodgovaraju¢ih farmakokineti¢kih svojstava (5). Do nedavno je neodgovarajuca
farmakokinetika bila glavni razlog propadanja tijekom razvoja lijeka (6). Pokazano je da
rano adresiranje ADME svojstava znacajno smanjuje odbacivanje klinickih kandidata zbog
neodgovarajuée farmakokinetike (5,7). In silico 1 in vitro testovima visoke protoc¢nosti
uspjesno se mogu predvidjeti kljuéni ADME procesi (Slika 1) (8):

e Apsorpcija — put ulaska lijeka u tijelo. Od cetiri glavne rute primjene lijeka (kroz
probavni trakt, inhalacijom kroz disni sustav, dermalno kroz kozu te injekcijom),

jedino injekcijom lijek dospijeva direktno u krvotok, dok za ostale puteve lijek treba
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pro¢i sustav membrana kako bi dospio u krvotok. Nacini prolaska lijeka kroz
membranu detaljnije su opisani u poglavlju 2.4. Vazni parametri za apsorpciju su
permeabilnost, topljivost i lipofilnost.

e Distribucija — kako se lijek putem krvotoka rasporeduje po tijelu. Gdje ¢e se lijek
zadrzati u tijelu ovisi o faktorima kao Sto su protok krvi, vezanje za tkiva i veli¢ina
molekule, a opisuje se parametrima kao $to su lipofilnost, vezanje za proteine plazme,
te stabilnost u plazmi.

e Metabolizam — biotransformacija lijeka pomoc¢u enzima u hidrofilnije metabolite
kako bi se ubrzala eliminacija lijeka iz organizma. Metabolicka stabilnost i ispitivanje
metabolita vazni su s jedne strane za ucinak lijeka, a s druge strane za predvidanje
neskodljivosti lijeka.

e Eliminacija — proces izlucivanja lijeka, odnosno njegovih metabolita iz tijela,
a najcesce se radi o renalnom izlucivanju (urin) i izlu€ivanju putem zuéi (feces).

Eliminacija je rezultat svojstava iz prethodno navedenih tocaka.

Primjena lijeka

A
Apsorpcija Distribucija
Transport L e Intravaskularni prostor
Metabolizam Ekstravaskularni prostor
' 1 : I_r— Vezanje proteina

Metabolizam
Jetreni transport
Metabolizam faza |
Metabolizam faza Il

A I .
Bilijarna Intestinalna Renalna
ekskrecija ekskrecija ekskrecija
Efluks transport T : e Efluks transport
- v\

Slika 1. Dispozicija lijeka u organizmu. Slika je preuzeta od (9) i prilagodena.
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2.2 Intestinalna apsorpcija lijeka

Apsorpcija je prelazak nepromijenjenog lijeka s mjesta primjene u sistemsku
cirkulaciju. Izmedu razli¢itih sistemskih primjena, npr. subkutane ili intravenozne,
peroralna primjena je opCenito prihvacena kao najpozeljniji put administracije lijeka zbog
jednostavnosti primjene te nizih troSkova proizvodnje. Medutim, fiziologija probavnog
trakta postavlja niz ogranicenja i1 uvjeta za apsorpciju lijeka. Pritom dodatan faktor
predstavlja utjecaj hrane i istovremena primjena nekoliko razlicitih lijekova. Bez obzira na
navedena ogranicenja, peroralna primjena je u pravilu primaran odabir zbog pragmati¢nih
razloga. Kako je za postizanje terapeutskog ucinka lijeka nuzno postizanje terapeutske
koncentracije u krvi, predvidanje crijevne apsorpcije jedan je od kljuénih trenutaka u
dizajnu novoga lijeka (10). Danas se u istrazivanju lijekova crijevna apsorpcija predvida in
silico simulacijama (npr. QSAR = quantitative structure-activity relationships,
PBPK = physiologically based pharmacokinetics), in vitro metodama na stani¢nim ili
tkivnim modelima, te in situ crijevnom perfuzijom i in vivo metodama, dok se nadalje
razvijaju tehnologije organoida koje bi premostile prijelaz izmedu dvodimenzionalnih
stani¢nih struktura i zivotinjskih modela (11,12).

Intestinalna apsorpcija lijekova odvija se kroz membrane epitelnih stanica cijelom
duzinom probavnog trakta. Pri tom na opseg apsorpcije utjecu razli¢it pH uzduZz probavnog
trakta, prokrvljenost, odnos apsorpcijske povr§ine prema volumenu crijevnog sadrzaja,
nazocnost zu€i i sluzi, brzina prolaska te priroda epitelnih membrana. Ipak, najveci dio
apsorpcije lijeka dogada se u tankom crijevu zbog njegove iznimno velike povrSine epitela
i dobre prokrvljenosti. Zahvaljujuéi specifi¢noj gradi tankog crijeva koja se sastoji iz
kruznih nabora, crijevnih resica te mikrovila na enterocitima, apsorpcijska povrSina
znacajno je uvecana (13). Velika dodirna ploha nadoknaduje kraée zadrzavanje u prosjeku
od oko 2 sata u tom dijelu probavnog trakta (14,15).

Uspjesnost peroralne administracije lijeka ovisi ponajprije o topljivosti i
permeabilnosti, ali i o metaboli¢koj stabilnosti i afinitetu za proteine transportere. Tako
lijek mora biti dovoljno topljiv u sokovima Zeluca i crijeva jer samo otopljene molekule
imaju mogucénost prolaska kroz membranu, nadalje mora biti kemijski stabilan u rasponu
pH izmedu 1.5 i 6.5, otporan na enzimsku degradaciju u lumenu i na metabolicku
razgradnju u epitelnim stanicama probavnog trakta i jetri, te mora mo¢i prolaziti kroz
stanicne membrane, odnosno biti permeabilan (16). Permeabilnost je uobicajen nacin

usporedivanja potencijala razli¢itih spojeva da produ kroz stanicnu membranu,
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a predstavlja brzinu kojom spoj prolazi, odnosno transportira se kroz stanicnu membranu
neovisno o nacinu transporta.

U ranim fazama istrazivanja koriste se visoko proto¢ne automatizirane metode
topljivosti 1 permeabilnosti kako bi se testirao velik broj novih molekula (17-20). Da bi
in vitro metode i racunalni modeli imali svrhu, potrebno je ustanoviti postojanje korelacije
s in vivo sustavima i snagu predvidanja oralne raspolozivosti lijeka. Jedna od najpoznatijih
i najceS¢e koriStenih alata je biofarmaceutski klasifikacijski sustav  (BSC,
Biopharmaceutics Classification System) koji omogucuje predvidanje in vivo
farmakokinetskog ucinka na temelju rezultata permeabilnosti i topljivosti (21). Prema
ovom sustavu lijekovi se klasificiraju u Cetiri razreda prema topljivosti i permeabilnosti:
spojeve klase I karakterizira visoka permeabilnost i visoka topljivost; u klasi II su spojevi
visoke permeabilnosti i niske topljivosti; dok su u klasi III spojevi niske permeablnosti i
visoke topljivosti. Na kraju u klasi IV nalaze se spojevi niske permeabilnosti i niske
topljivosti. S obzirom da se za klasu I lijekova ocekuje visoka in vitro-in vivo korelacija,
regulatorne agencije dozvoljavaju za klasu I, na osnovi BSC sustava, skraceni postupak za
studije in vivo bioraspolozivosti i/ili bioekvivalencije. BDDSC (Biopharmaceutics Drug
Disposition Classification System) sustav je dalje razraden za predvidanje vise razlicitih
aspekata in vivo distribucije lijeka (22). Tako izmedu ostaloga predvida da je klincki utjecaj
transportera na spojeve klase I minimalan ili zanemariv. Nadalje za spojeve klase II
odlucujucu ¢e ulogu u distribuciji igrati efluks transporteri, dok ¢e za spojeve klase I1I to
biti influks transporteri.

Ukupnu uspjeSnost peroralne administracije lijeka opisuje farmakokineticki
parametar bioraspoloZivost lijeka. Bioraspolozivost (F, engl. bioavailability) predstavlja
frakciju, odnosno dio oralne doze lijeka, koja dospije u sistemsku cirkulaciju u
nepromijenjenom obliku. Oralna bioraspolozZivost izracunava se usporedbom ukupne
koli¢ine nepromijenjeng lijeka u sistemskoj cirkulaciji nakon oralnog doziranja lijeka i
ukupne koli¢ine nepromijenjeng lijeka u sistemskoj cirkulaciji nakon intravenskog
doziranja lijeka, uz korekciju za primjenjene doze. Bioraspolozivost je produkt tri serijska
procesa: frakcije primjenjene doze koja se apsorbira u probavnom traktu, frakcije
apsorbirane doze koja izbjegne metabolicku razgradnju u enterocitima, te frakcije doze koja
dospije u portalnu venu te potom izbjegne metabolicku razgradnju u jetri. Naime, sve
apsorbirano iz crijeva, prije ulaska u sistemsku cirkulaciju i raspodjele po organizmu,

portalnom venom prvo prode kroz jetru, gdje dio lijeka moZe biti uklonjen metabolizmom
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ili transportom u zu¢. Ovaj proces naziva se efekt prvog prolaza kroz jetru (engl. first-pass

effect).

2.3 Metabolizam lijekova

Oralno primjenjeni lijekovi nakon apsorpcije podlijezu metaboli¢kim procesima.
Metaboli¢ki procesi, odnosno biotransformacija, obuhvaca razliCite ireverzibilne
biokemijske transformacije u jetri ili u nekom drugom organu ili tkivu koje kataliziraju
enzimi. Produkti biotransformacija — metaboliti, razlikuju se po kemijskoj strukturi od
polaznog spoja, a uslijed nastalih promjena razli¢ita su im i fizikalno-kemijska i bioloska
svojstva. Fizikalno-kemijska svojstva mijenjaju se u smjeru povecanja topljivosti u vodi u
odnosu na pocetni spoj, a time i povecanje izluCivosti. BioloSka svojstva mogu se
biotransformacijom mijenjati u razli¢itim smjerovima — tako nastali metabolit moZze biti
neaktivan, aktivniji ili toksican.

Mnogobrojni mogu¢i putevi biotransformacije ukljucuju jednu ili viSe istovremenih
enzimski kataliziranih reakcija, a mogu se podijeliti u dvije faze. Faza I obuhvaca reakcije
oksidacije, redukcije i1 hidrolize, na koje se nastavljaju reakcije faze II — konjugacija s
endogenim supstratom. Najznacajniji enzimi faze I su citokromi P450 na celu s
najzastupljenijim citokromom 3 A4, koji je dodatno znatno prisutan u enterocitima.

S obzirom na vaznost jetre u bioraspolozivosti lijeka, razvijeni su razliciti in vitro
testovi kako na subcelularnim frakcijama stanica jetre (mikrosomima) tako i na intaktnim
stanicama jetre (hepatocitima), a kojima se prouc¢ava metabolicka stabilnost spojeva i mjeri
njihov metabolicki intrinzi¢ni klirens. Pri tom su jetreni mikrosomi glavni nosioci ovih
ispitivanja jer sadrze sve enzime endoplazmatskog retikuluma kao §to su citokromi P450
(CYP) 1 UDP-glukuronil transferaza (UGT), a koji su odgovorni za 95% metabolicke
razgradnje lijekova. Iz in vitro metabolickog intrinzicnog klirensa, korekcijama i
modeliranjem izracunava se predvideni hepaticki klirens in vivo (23). Hepaticki klirens
(CLn) brojcano prikazuje ireverzibilnu eliminaciju lijeka iz tijela putem trajne promjene
molekule metabolizmom. Ako se lijek znacajno metabolizira u jetri, njegov hepaticki

klirens je visok $to rezultira smanjenom bioraspolozivosti.
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2.4 Membranska permeabilnost i transport lijekova

Sposobnost prolaska kroz staniénu membranu utjece na ulazak i raspodjelu lijeka u
ljudskom tijelu. Kretanje lijeka u tijelu ukljucuje permeabilnost kroz razli¢ite membrane
tijekom procesa apsorpcije, distribucije 1 eliminacije, oblikuju¢i tako njegov
farmakokineticki profil. Na permeabilnost lijeka utjecu fizikalno-kemijske karakteristike
kao §to su lipofilnost (opisana particijskim koeficijentom 10gPokianolivoda 1 distribucijskim
koeficijentom logDoktanolvoda), VeliGina (MW, molekulska masa), naboj (pKa), sposobnost
stvaranja vodikovih veza te polarna povrSina molekula (engl. polar surface area, PSA).

Prema poznatom pravilu broja pet (engl. rule of 5, Ro5) koje je uveo Lipinski i sur.,
moze se ocekivati dobra permeabilnost spoja ako mu je: (a) molekulska masa manja od
500 Da, (b) izracunati logP manji od 5, (¢) broj donora vodikovih veza (HBD) manji od 5,
te (d) broj akceptora vodikovih veza (HBA) manji od 10 (24). Pokazano je da ovo pravilo
predstavlja uspjeSnu strategiju u istrazivanju lijekova. Medutim, posljednjih godina sve se
vise lijekova moze na¢i u podruc¢ju molekularnih karakteristika izvan Lipinski pravila (25).
Pritom je ciklosporin, kao oralni lijek s molekulskom masom od 1203 Da, najpoznatiji
predstavnik takvih lijekova (26).

Nadalje, ustanovljena je dobra korelacija izmedu polarne povrSine molekula (PSA)
i permeabilnosti (27). PSA je definirana kao zbroj povrsina svih polarnih atoma u molekuli,
prvenstveno kisika i dusika, a za molekule koje posjeduju PSA iznad 140 A2 moze se
oc¢ekivati slaba permeabilnost (28).

Tri glavna nacina prolaska lijeka kroz stani¢nu membranu su transcelularna
difuzija, paracelularna difuzija i transport pomo¢u membranskih transportnih proteina,

odnosno transportera (Slika 2).

Transport

Transcelularna posredovanjem Paracelularna Efluks
difuzija transportera difuzija . .
Lumen }
crijeva .
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Slika 2. Nacini transporta kroz stani¢ni monosloj.
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2.4.1 Jednostavna ili pasivna transcelularna difuzija

Jednostavna difuzija je prolazak spoja direktno kroz fosfolipidni dvosloj niz
koncentracijski gradijent. Takav prolazak ovisi o sposobnosti spoja da difundira prvo kroz
apikalnu, a potom kroz bazolateralnu membranu crijevnog epitela. Stani¢na membrana,
amfipatske prirode organizirani u dvosloj u kojem su uklopljeni razli¢iti proteini
(glikoproteini, transporteri, 1ionski kanali, receptori). U razliitim sastavima
glicerofosfolipidi, sfingolipidi i1 kolesterol ¢ine dinami¢nu fluidnu strukturu debljine oko
5-10 nm (29). Selektivna permeabilnost glavno je obiljezje bioloskih membrana na koje
utjecu sastav lipidnog dvosloja i proteinskih transportera. Epitelna stanica ima dodatno
obiljezje, a to je polariziranost, §to zna¢i da se apikalna membrana razlikuje od
bazolateralne po sastavu proteina i lipida (11).

Proces transcelularne difuzije pojednostavljeno ukljucuje tri koraka: raspodjelu
spoja u membranu, difuziju kroz membranu, te otpustanje spoja u citosol (30). S obzirom
na lipidnu prirodu stani¢nih membrana, ograni¢ena je slobodna difuzija iona i hidrofilnih
molekula te su za transmembransku difuziju dva najvaznija parametra polarnost
(lipofilnost) i veli¢ina (31). U slucaju vrlo lipofilnog spoja, lateralna difuzija kroz

membranu moze biti favorizirana pred difuzijom kroz citoplazmu.

2.4.2 Paracelularna difuzija

Stanice intestinalnog epitela medusobno su povezane proteinskim strukturama koje
se nazivaju Gvrste veze (engl. tight junctions). Cvrste veze koje apikalno medusobno
povezuju stanice ¢ine fizicku prepreku velikim molekulama i patogenima. Medutim, male
pore ispunjene vodom unutar ¢vrstih veza ¢ine paracelularni put i omogucuju prolazak
malih hidrofilnih molekula s molekularnom masom manjom od 350 Da i1 niskom
lipofilnosti (logD7.4 < 0) (16). Veli¢ina pora (radijus) ovisi o lokaciji unutar GI trakta, pa
su tako u jejunumu pore veli¢ine 6-8 A, u ileumu 2.9-3.8 A, te u kolonu manje od 2.3 A
(32). Prednosti paracelularnog puta kod apsorpcije lijekova su da lipofilnost nije nuzna i da
se zaobilazi unutarstani¢na metabolicka razgradnja, no s druge strane veliko je ogranicenje
ovog puta da veli¢ina molekula mora biti manja od 15 A (33). Atenolol, furosemid,
cimetidin, ranitidin i famotidin primjeri su hidrofilnih, malih (Mr 200-270) molekula koje

se apsorbiraju paracelularnim putem, a karakterizira ih niska permeabilnost jer je u
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konacnici ukupan udio povrsine paracelularnih pora iznimno malen u usporedbi s ukupnom

intestinalnom povrSinom (33).

2.4.3 Membranski transport posredovanjem transportera

Osim jednostavne difuzije, prolazak lijekova kroz lipidni dvosloj moze se odvijati
1 pomocu transportera — membranskih proteina koji omogucuju protok molekula u stanicu
1 van stanice (34). Ovisno o smjeru prolaska supstrata transportere dijelimo na influks
(transport supstrata u stanicu) i efluks (izbacivanje supstrata iz stanice) transportere. Prema
mehanizmu transporta poznajemo:

- pasivne transportere koji omogucuju olakSani prolazak supstrata kroz
membranu niz njegov elektrokemijski gradijent;

- primarno aktivne transportere koji koriste energiju hidrolize adenozin
trifosfata (ATP) za premjestanje supstrata nasuprot njegovog elektrokemijskog
gradijenta;

- sekundarno aktivne transportere koji premjeStanje supstrata suprotno
njegovom elektrokemijskom gradijentu povezuju kretanjem drugog supstrata niz
njegov elektrokemijski gradijent, a koji je nastao primarno aktivnim transportom
drugog supstrata.

Fizioloska funkcija ovih proteina unos je hranjivih tvari i zaStita od toksina (35). Ve¢ina
transportera moZze se svrstati u jednu od dviju velikih obitelji transportera:

- ABC transporteri (engl. ATP binding cassette) preuzimaju energiju proizvedenu
ATP hidrolizom i djeluju kao efluks transporteri;

- SLC nosaci (engl. solute carrier) koriste iskljucivo pasivni ili sekundarno
aktivni mehanizam transporta za influks malih molekula u stanicu.

Predstavnici ABC i SLC transportera znacajni za intestinalnu apsorpciju prikazani su na

Slici 3.
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Slika 3. Transporteri u tankom crijevu ¢ovjeka.
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Luminalna membrana intestinalnog epitela posjeduje razne influks transportere kao
Sto su OATP (engl. organic anion transporting polypeptide), PEPT1 (engl. peptide
transporter 1), MCT1 (engl. monocarboxylic acid transporter 1) te ASBT (engl. apical
sodium-dependent bile acid transporter) (34). OATP1A2 (OATP-A; gen SLCOIA2) i
OATP2B1 (OATP-B; gen SLCO2BI) su farmakoloski vazni influks transporteri znac¢ajno
zastupljeni u tankom crijevu, a podlozni su inhibiciji flavonoidima iz soka grejpa $to
rezultira smanjenom apsorpcijom nekih lijekova (npr. feksofenadina) (36). PEPTI je
sljedeci znacajan transporter specifican za crijeva koji fizioloski transportira di- i tripeptide.
PEPT1 se koristi u strategiji za poboljSavanje bioraspolozivosti lijekova, na na¢in da se
lijek koji se loSe apsorbira kemijski modificira u PEPT1 supstrat koji se dalje u organizmu
enzimski razgradi na aktivni lijek. Primjeri lijek / prolijek za PEPTI su aciklovir /
valaciklovir (37), ganciklovir / valganciklovir (38) i LY243740 / talaglumetad (39).

Efluks transporteri prisutni na luminalnoj membrani enterocita su P-glikoprotein
(P-gp, ABCBI), protein 2 viSestruke rezistencije na lijekove (MRP2, ABCC2,
engl. multidrug resistance protein 2) te protein rezistencije raka dojke (BCRP, ABCG?2,
engl. breast cancer resistance protein) (40,41). Sva tri proteina otkrivena su kroz
rezistenciju na kemoterapiju te je daljnjim istrazivanjima ustanovljena njihova prisutnost u
raznim tkivima, medu ostalim u probavnom traktu gdje je P-glikoprotein najzastupljeniji.
Sve spomenute transportere karakterizira Siroka specificnost supstrata te se supstrati cesto
preklapaju izmedu transportera. Za velik broj lijekova koji se koriste u terapiji ustanovljeno
je da su supstrati efluks pumpi. Stoga je rana identifikacija supstrata efluks transportera od

velike vaznosti, a u cilju izbjegavanja nezeljenih interakcija lijek-lijek.
2.5 P-glikoprotein (P-gp, MDR1, ABCB1)

Najbolje proucen transporter zbog svoje zastupljenosti u tkivima i uloge
ogranicavanja prolaska spojeva je efluks pumpa P-glikoprotein. Kodiran je genom mdr! i
pripada superobitelji ABC transportera (engl. ATP binding cassette). Prvotno otkriven kao
membranski glikoprotein koji smanjuje permeabilnost strukturno razlicitih citostatika u
epitelnoj stani¢noj liniji jajnika kineskog hr¢ka, CHO (42), ubrzo je prepoznat i kao glavni
faktor pojave visestruke rezistencije na lijekove - MDR (engl. multiple drug resistance) u
terapiji karcinoma.

P-glikoprotein je protein od 170 kDa, eksprimiran u svim tkivima. Medutim,

najznacajniji utjecaj ima u funkciji krvno-mozdane barijere, fetalno-majcinske barijere u
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placenti, u ograni¢avanju oralne bioraspolozivosti lijekova i toksina tijekom prolaska kroz
crijevni epitel, te direktnoj intestinalnoj ekskreciji putem zuci. Njegova fizioloska uloga je
zaStitna jer izbacuje neZeljene i nepoznate tvari iz tkiva/organizma, zbog cega utjece na
raspolozivost lijeka u organu/organizmu (43).

P-glikoprotein, prema nomenklaturi ABCBI1 protein, pripada superobitelji ABC
transportera (engl. ATP binding cassette) koji koriste energiju hidrolize ATP-a (adenozin
3-fosfata) za jednosmjerni transport supstrata kroz stanicnu membranu u smjeru suprotnom
od koncentracijskog gradijenta. Gen mdrl koji kodira P-glikoprotein prilicno je
konzerviran kroz razlicite vrste. Naime P-glikoprotein izmedu sisavaca posjeduje 69-94%
homologije primarne strukture (44). Tako je sekvenca aminokiselina Stakorskog Mdrl
transportera 80% homologna humanoj, dok dvije misje varijante P-glikoproteina - Mdrla i
Mdrl1b posjeduju 87%, odnosno 80% homologije aminokiselina humanog P-glikoproteina
(45). Usporedbom mRNA sekvence P-glikoproteina ¢ovjeka sa zivotinjskim vrstama koje
se uobicajeno koriste u pretklinickom ispitivanju, softverskim alatom BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, dostupan na linku http://blast.ncbi.nlm.nih.gov, National Center
for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA) moze se uociti visok stupanj

homologije Sto je prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Homologija izmedu humane mRNA sekvence P-glikoproteina (NM_000927.5) i mRNA

sekvence P-glikoproteina predklinickih vrsta.

Pristupni broj za % homologije s
Protein
GeneBank NM_000927.5

P-gp (Mdrl), pas DQO068953.1 90
Mdrla, Stakor NM 133401.2 84
Mdrlb, stakor NM 012623.3 84
Mdrla, mi$ NM 011076.3 83
Mdrlb, mis NM 011075.2 83

Struktura  P-glikoproteina ~ sadrzi  dvije  transmembranske =~ domene
(engl. transmembrane domains, TMD) od kojih se svaka sastoji iz 6 a-heliksa koji zajedno
¢ine supstrat-vezujuéu domenu (engl. drug binding domain, DBD). Dvije nukleotid-

vezujuée domene (engl. nucleodite binding domain, NBD) nalaze se u citoplazmi 1
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odgovorne su za hidrolizu ATP-a. Zajedno ¢ine topologiju TMD1-NBD1-TMD2-NBD2
(Slika 4). Kristalna struktura misjeg P-glikoproteina pokazala je da TMD ¢ine jako veliku
Supljinu unutar membrane u koju istovremeno stanu dva supstrata (46) Sto objaSnjava
polispecifi¢nu prirodu P-glikoproteina. Kristalne strukture eukariotskog P-glikoproteina
odredene su samo u konformaciji P-glikoproteina otvorenog prema citosolu, ¢ime je
otkriveno da P-glikoprotein ima dva otvora, prema citosolu i prema unutrasnjosti
membrane (47). Nestabilnost konformacije prema vanstani¢nom prostoru stoji na putu
prema konac¢nom rasvjetljavanju mehanizma rada pumpe (48—50). Medutim, s obzirom na
veci afinitet prema hidrofobnim supstratima, smatra se da se supstrati izravno iz membrane
vezu na P-glikoprotein koji ih izbacuje izvan stanice (43). Pumpa S§titi stanicu od
potencijalno toksi¢nih ucinaka jer supstrat topljiv u lipidima, koji bi inace neometano

difundirao, presretne prije nego dospije u citosol.

lzvan stanice

Membrana

Citoplazma
N

Slika 4. Topoloski prikaz P-glikoproteina. NBD = nukleotid vezuju¢a domena, N = N-terminalni
kraj, C = C-terminalni kraj.

Supstrati P-glikoproteina strukturno su nepovezani, te velikog raspona molekulskih
masa od 200 do 1900 Da. Medu njegovim supstratima nalaze se prirodni spojevi
(flavonoidi, kolhicin), citostatici (doksorubicin), steroidi (aldosteron, deksametazon),
linearni i ciklicki peptidi (leupeptin, beauvericin), fluorescentne boje (rodamin 123,
kalcein AN) 1 ionofori (gramicidin A). Jedini zajedni¢ki nazivnik supstratima
P-glikoproteina je njihova amfipati¢ka priroda, Sto je uvjet za ulazak molekule u stani¢nu
membranu. Cesto, ali ne nuzno, su supstrati hidrofobni, s aromatskim prstenom i pozitivno
nabijenim atomom dusika (40).

Aktivnost P-glikoproteina moze biti promijenjena pod utjecajem inhibitora $to je
prepoznato kao terapeutski pristup u lije¢enju raka i neuroloskih bolesti. Naime, inhibitori

onemogucuju efluks aktivnost P-glikoproteina tako da lijek ulazi u stanicu, te postize
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terapeutsku dozu. Inhibicija se dogada na vise nacina, bilo kompetitivnim putem pri ¢emu
je inhibitor ujedno i supstrat (ciklosporin A), ili ¢vrstim vezanjem na mjesto vezanja lijeka
(zosukvidar, elakridar). Osim toga neki inhibitori dodatno djeluju na nivou regulacije
izrazenosti P-glikoproteina. Medutim, klinicka primjena inhibitora nije linearna, te je ¢esto
povezana s toksi¢nim efektima bilo inhibitora bilo lijeka. Danas se koriStenjem ra¢unalnih
pretraga i trodimenzionalnih modela P-glikoproteina pokuSava ciljano do¢i do nove
generacije inhibitora koji bi se specifi¢no vezali na NBD, te tako izbjegli probleme ranijih
generacija inhibitora (51).

P-glikoprotein, osim §to moze utjecati na apsorpciju i raspolozivost lijeka u tijelu,
Sto se posebno odnosi na lijekove koji za terapeutski u€inak trebaju pro¢i krvno-mozdanu
barijeru, moze izazvati nezeljene interakcije kao posljedica istovremene primjene dva
lijeka ili kombinacije lijeka i sastojka hrane (biljni flavonoidi). Stoga su rana testiranja i

predvidanja interakcije potencijalnog lijeka s P-glikoproteinom danas postala neophodna.

2.6 Stani¢ni model permeabilnosti i transporta

In vitro stani¢ni modeli permeabilnosti nezaobilazni su u istrazivanju lijekova te
predstavljaju alat za procjenjivanje apsorbirane frakcije in vivo ili ispitivanje razlicitih
mehanizama permeabilnosti (52). Stani¢ni pokusi permeabilnosti i transporta su relativno
jeftiniji, brzi i ve€eg protoka testiranih spojeva u usporedbi s in vivo metodama odredivanja
crijevne apsorpcije 1 ukljuCenosti transportera u cijeli proces (53). Odredivanje
permeabilnosti pomaze u ranim fazama istrazivanja u odabiru molekula sa $to je moguce
povoljnijim svojstvima. Ponekad nije moguce posti¢i zeljenu permeabilnost, pa u takvim
slu¢ajevima rezultati permeabilnosti iz stanicnog modela pomazu planiranju dodatnih
pokusa u pretklini¢koj i klinickoj fazi razvoja lijeka.

Princip stanicnog modela permeabilnosti (Slika 5) je sljedeci: sadenjem stanice
adheriraju za polupropusnu plasticnu podlogu — membranu te nakon postizanja
konfluentnosti pocinju spontano diferencirati u nepropusni polarizirani monosloj koji
predstavlja model crijevnog epitela. Pritom, strana monosloja koja je prihvaéena za
podlogu predstavlja bazolateralnu ili krvnu stranu, a suprotna strana slobodna prema
mediju predstavlja apikalnu ili luminalnu stranu. Tako se pokusi permeabilnosti na
monosloju stanica mogu izvoditi u dva smjera: apikalno u bazolateralno (smjer apsorpcije),
1 bazolateralno u apikalno (smjer ekskrecije). Pri tome je potrebno odrzavati takozvane

,»Sink conditions*, §to znaci da ¢e tijekom pokusa manje od 10% spoja prije¢i iz donorskog
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u akceptorski odjeljak. Time se utjecaj difuzije u povratnom smjeru iz akceptorskog u

donorski odjeljak svodi na minimum (54).

N

Apikalna strana

ﬁ!’!l!i!!’!j

Stani¢ni monolsoj

Filter

Bazolateralna strana

Slika 5. Prikaz stanicnog modela permeabilnosti.

Koncentracija organskog otapala je ogranicena na 1% (v/v) ili manje (52).
Uobicajeno se koristi DMSO, a mogu se koristiti i acetonitril i metanol. Pokus transporta
potrebno je osim toga izvoditi uz stalno mijesanje kako bi se minimizirao nepokretan sloj
vode (engl. un-stirred water layer) uz monosloj (55).

Parametri kontrole kvalitete pokusa ukljucuju procjenu kvalitete monosloja
pra¢enjem: (a) integriteta monosloja, (b) balansa mase, te (c) funkcionalnosti transportera.

Integritet monosloja (a) kvantitativno se procjenjuje izvodenjem transportnog
pokusa s hidrofilnim paracelularnim markerom kao §to je Se¢erni alkohol manitol, Secerni
polimer dekstran, polisaharid inulin ili fluorescentna proba Lucifer yellow paralelno uz
testirani spoj (56). Niska permeabilnost paracelularnog markera ukazuje na intaktnu fizicku
barijeru monosloja. Drugi nac¢in procjene integriteta monosloja je mjerenje transepitelnog
elektricnog otpora (TEER, engl. transepitheilal electrical resistance) neposredno prije
pocetka te na kraju pokusa.

Balans mase (b) je zbroj dobivene koli¢ine spoja u akceptorskom odjeljku na kraju
pokusa 1 koli¢ine spoja koja je ostala na kraju pokusa u donorskom odjeljku, podijeljen
pocetnom koli¢inom spoja u donorskom odjeljku. Idealno iznosi 100%, $to znaci da se sva
koli¢ina spoja koja je usla u pokus rasporedila po odjeljcima. Balans mase od 90% daje
10% greske izraCunatom koeficijentu permeabilnosti. Treba imati na umu da postoje
odredena ograniCenja stani¢nog testa permeabilnosti koji se najces¢e odrazavaju kroz lo$
balans masa. Spojevi s jako niskom topljivosti, uz ograni¢enu koli¢inu organskog otapala,
imat ¢e jako nizak balans mase $to rezultira nepouzdanim koeficijentom permeabilnosti.

Takoder izuzetno lipofilni spojevi mogu se vezati na plastiku u kojoj se pokus izvodi. Osim

16



LITERATURNI PREGLED

toga, lo§ balans mase moze biti rezultat zadrzavanja spoja u stanicama i/ili razgradnje
metabolickim enzimima u monosloju (npr. citokromima). Pritom je zanimljivo da su
spojevi koji su supstrati citokroma (CYP) 3A4 vrlo Cesto i1 supstrati P-glikoproteina.
Stovise, ustanovljena je koregulacija proteina 3A4 i P-glikoproteina, te ta dva proteina
zajedno funkcionalno djeluju kao intestinalna barijera za ksenobiotike (57).
Funkcionalnost transportera (c) odreduje se kontrolnim testnim spojevima kao Sto
je amprenavir. Amprenavir je robustan supstrat P-glikoproteina, jer njegov transport preko

monosloja stanica MDCK-MDRI1 ovisi samo o pasivnoj propusnosti i P-glikoproteinu (58).

2.7 Stanicne linije u pokusima permeabilnosti i transporta

Za proucavanje transporta lijekova kroz epitel na raspolaganju su stani¢ne linije
razlicitih tkiva i vrsta. Najcesce epitelne stani¢ne linije koje se koriste za transportne studije
navedene su u Tablici 2. Dvije linije koriStene u izradi ovog rada MDCK i Caco-2, dalje

su u tekstu detaljnije opisane.

Tablica 2. Porijeklo i karakteristike stani¢nih linija koje se koriste u pokusima permeabilnosti (59).

St oV
. zﬁncna Porijeklo Karakteristike
linija
Humani - spontana diferencijacija u enterocit nakon 21 dan
Caco-2 adenokarcinom | - raznolikost transportnih proteina
kolona - male paracelularne pore
. - 1j lul li¢ini
Tanko  crijevo prépgfn}Je paracelulame  pore po ve
2/4/A1 y najsli¢nije humanom tankom crijevu
fetusa Stakora . o .
- brza diferencijacija ovisna o temperaturi
. - brza diferencijacija
LLC PK; Bubreg svinje .Z ) Jach . .
- niska razina endogenih efluks proteina
T brza dif .
MDCK Bubreg psa .rza ! efencu acla . .
- niska razina endogenih efluks proteina

2.7.1 Caco-2 stani¢na linija

Caco-2 stani¢na linija je humanog porijekla, izolirana iz adenokarcinoma debelog
crijeva (engl. Caucasian colorectal adenocarcinoma). Redovitim odrzavanjem u kulturi
Caco-2 zive u nediferenciranom obliku. Medutim, rastom na filter membrani u post-
konfluentnoj kulturi tijekom perioda od 21 dan, spontano diferenciraju oblikujuci

polarizirani monosloj s mikrovilima na apikalnoj povrSini i ¢vrstim vezama medu
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stanicama. Tako morfoloski nalikuju enterocitima tankog crijeva, ali i funkcionalno,
eksprimiraju¢i metabolicke enzime kao $to su laktaza, aminopeptidaza N, sukraza-
izomaltaza, dok jacina Cvrstih veza odrazava njihovo porijeklo iz debelog crijeva, gdje su
cvrste veze nepropusnije u odnosu na tanko crijevo (60).

Caco-2 je prva stani¢na linija evaluirana za permeabilnost lijekova $to se moze
pripisati njenom visokom stupnju diferencijacije pri standardnim uvjetima odrZavanja
stani¢ne kulture (54,56). Postoji velik broj literaturnih podataka na ovoj liniji te se vrlo
Cesto, zbog prije navedenih karakteristika, uzima kao zlatni standard. Medutim,
primijecena je velika varijabilnost rezultata permeabilnosti Sto zbog heterogenosti
populacije, a Sto zbog razlicitih uvjeta odrzavanja kulture i razlike u broju pasaza izmedu
laboratorija (61). Kako bi se postigla bolja uniformiranost protokola, objavljene su detaljne
procedure rada s Caco-2 linijom i izvodenja pokusa transporta na stanicama Caco-2 (52).
Dakle u pazljivo kontroliranim uvjetima stanice Caco-2 mogu kontinuirano kroz dug
vremenski period postizati dosljedne rezultate. Pri tom je dobra kontrola kvalitete kljucna
kako bi se uocile promjene u funkcioniranju uzrokovane nestabilnom poliklonalnom
prirodom Caco-2.

Dva najveca nedostatka stanica Caco-2 su dugotrajni uzgoj i variranje izrazenosti
P-glikoproteina tijekom vremena, odnosno pasaza. Osim toga Cesto se spominje i manja
veli¢ina paracelularnih pora u ¢vrstim vezama unutar Caco-2 monosloja, odnosno jace i
kompaktnije ¢vrste veze izmedu diferenciranih stanica Caco-2. 1z pozicije istraZivanja
novih lijekova, pozeljno je da je stanicni model §to kraceg trajanja i visokog kapaciteta
protoka ispitivanih spojeva, isplativ, prediktivan, te robustan. Kako bi se Caco-2 model
priblizio takvom zahtjevu razvijeni su modificirani protokoli ubrzanog uzgoja Caco-2
monosloja. Oni ukljucuju sadenje vece koncentracije stanica Caco-2 na membranu
oblozenu kolagenom, koji ubrzava razvoj polariziranog i nepropusnog Caco-2 monosloja.
Osim toga, u medij se dodaju suplementi poput natrijevog butirata ili puromicina koji
modificiraju diferencijaciju i rast stani¢ne linije (62-63). Naime, Caco-2 monosloj mora
biti konfluentan i do kraja diferenciran da bi se mogao koristiti za ispitivanje permeabilnosti
spojeva. Ovim modifikacijama uvjeta, nakon 4 do 7 dana rasta, monoslojevi su pokazali
integritet 1 nepropusnost za Lucifer yellow ili manitol, polariziranost asimetricnim
transportom supstrata P-glikoproteina i1 aktivnoSéu enzima poput alkalne fosfataze

smjeStene na apikalnoj membrani. Nadalje, 4-7 dnevni Caco-2 model je ostvario dobru

18



LITERATURNI PREGLED

korelaciju s rezulatima standardnog 21-dnevnog modela i oralne apsorpcije in vivo (62—
64).

Drugi nacin poboljSanja Caco-2 modela je primjena kokulture - na¢in uzgoja dvije
ili viSe razlicitih stani¢nih linija zajedno kako bi se postigao model koji $to vjernije nalikuje
in vivo tkivu (65). Naime, crijevna stjenka nije monokultura, ve¢ se sastoji iz konglomerata
apsorpcijskih stanica, vréastih stanica, endokrinih stanica i M-stanica. Najzastupljenije su
apsorpcijske stanice odnosno enterociti. Druge po zastupljenosti su vréaste stanice Cija je
glavna uloga proizvodnja mucina (kiselih glikoproteina), koji hidrirani i medusobno
povezani ¢ine sluz. Vr¢aste stanice in vitro moze oponasati stani¢na linija HT29-MTX (66).
Stoga kokultura Caco-2 i HT29-MTX koje proizvode mukus te zajedno medusobno
formiraju monosloj sa slabijim ¢vrstim vezama, vjernije oponasa in vivo situaciju (67).
Zbog slabije povezanosti medustani¢nih ¢vrstih veza u kokulturi Caco-2 1 HT29-MTX,
paracelularna permebilnost hidrofilnih molekula vec¢a je u odnosu na monokulturu Caco-2,
te time prediktivnija. Medutim, modeli kokulture nose svoje izazove kroz optimizaciju
uvjeta istodobnog rasta i diferencijacije dviju razli¢itih stani¢nih linija, te odrzavanje
kvalitete kroz reproducibilne rezultate (68). Vjerojatno stoga kokulture nisu postale dio

ranog istrazivanja lijekova.

2.7.2 MDCK stani¢na linija

MDCK (engl. Madin-Darby canine kidney) su stanice bubreznog epitela psa
izolirane 1958. godine. Vrlo rano primije¢ena je heterogenost linije koja je bila ocita ¢ak
na morfoloSkom nivou te je doslo do spontanih izdvajanja varijantnih MDCK linija (69).
NajceS¢a varijanta stanica MDCK u transportnim studijama je MDCKII, koju
karakteriziraju propusnije c¢vrste veze Sto je vidljivo po manjem transepitelnom
elektri¢nom otporu (TEER, engl. transepithelial electrical resistance) (70). Medutim, neke
kompanije iz povijesnih razloga koriste MDCKI (71).

Usporedbom s Caco-2, na stanicama MDCK dobiveni su sli¢ni rezultati
permeabilnosti (72), dok su istovremeno stanice MDCK imale veliku prednost jer im je
potrebno samo 3-5 dana da diferenciraju u nepropusni polarizirani monosloj u odnosu na
21 dan za Caco-2. Daljnja usporedba na velikom setu podataka je potvrdila MDCK liniju
kao model za procjenu membranske permeabilnosti u ranim fazama istrazivanja novih
lijekova (73,74). Unato¢ porijeklu iz razli¢itih vrsta, postoji ¢vrsta korelacija izmedu
Caco-2 i MDCK permeabilnosti (1). Jednostavnost rukovanja MDCK modelom smanjuje

mogucénost kontaminacije u radu sa stanicama, te omogucava profiliranje veéeg broja
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spojeva u kra¢em vremenskom razdoblju. Isto tako, stanice MDCK karakterizira relativno
niska izrazenost metabolickih enzima, ali i endogenih transportera (75), zbog Cega su
pogodne za ispitivanje pasivhe permeabilnosti spojeva, a pogodne su i za transfekciju
genima koji kodiraju razliite transportere, te omogucavaju njihovu pojacanu izraZzenost
(npr. MDR1). Zbog svega navedenog, MDCK model je ¢esto koriSten u farmaceutskim

kompanijama i to ponajvise njegova transfecirana linijja MDCK-MDRI1.

2.7.3 MDCK-MDRI stani¢na linija

Stabilna transfekcija humanim genom mdr! rezultirala je novom stani¢nom linijom
MDCK-MDRI1 koja ima prekomjerno izrazen P-glikoprotein humanog porijekla.
MDCK-MDRI1 postala je u farmaceutskoj industriji stanicna linija od izbora za
prouCavanje dvosmjernog transporta molekula, evaluacije da 1i je spoj supstrat
P-glikoproteina, te predikcije crijevne apsorpcije ili predikcije prolaska krvno-mozdane
barijere (76-78). S obzirom na svoju lokalizaciju u epitelu krvnih Zzila u mozgu,
P-glikoprotein igra odlucuju¢u ulogu u prelasku lijeka iz krvi do mjesta djelovanja kroz
krvno-mozdanu barijeru. Stoga je MDCK-MDRI stani¢na linija postala klju¢ni dio
istrazivanja lijekova za lijeCenje bolesti srediSnjeg ziv€anog sustava.

Stanice MDCK izuzetno su podatne, robusne i jednostavne za rukovanje, a jedini
im je pravi nedostatak njihovo psece porijeklo. Tijekom vremena, primije¢eno je da
prisutna pozadinska aktivnost endogenog pseceg P-glikoproteina moze utjecati na rezultate
permeabilnosti. Spoj moze biti supstrat pseceg, a da nije supstrat humanog P-glikoproteina
S$to dovodi do lazno pozitivnih rezultata (79). Kako bi se ponistio u¢inak endogenog efluks
transporta, americka agencija za lijekove (FDA) preporucila je odredivanje neto omjera
efluksa, odnosno omjer efluksa u transfeciranim stanicama MDCK-MDRI1 podijeljen s
omjerom efluksa u nativnim divljega tipa stanicama MDCK (MDCK-WT) (80). Analizom
neto omjera efluksa na velikom broju podataka uoceni su lazno negativni rezultati kod
spojeva kao eritromicin, koji pokazuju velik omjer efluksa u MDCK-WT (2,71). Razlog
tome moze biti razlika u izraZenosti endogenog pseceg P-glikoproteina u MDCK-MDRI u
odnosu na MDCK-WT stani¢nu liniju (81). Naime, u stanicama MDCK-MDRI1 je
izrazenost, ne samo mMRNA za mdrl nego 1 za mdr2, bila znaajno niZza u odnosu na
MDCK-WT.

Kako bi se dokazalo da je testirana supstanca doista supstrat za P-glikoprotein,
dodatno se radi jo§ jedan MDCK-MDRI transportni test koji se izvodi u prisustvu
P-glikoprotein inhibitora. Elakridar, u pocetku poznat kao GF120918, specificno je
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razvijen kao inhibitor P-glikoproteina te je znaCajno potentniji od do tada uobicajeno
koriStenog inhibitora, verapamila (82). U studiji je demonstriran inhibitorni ucinak
elakridara kroz ponovno uspostavljanje osjetljivosti prvotno MDR rezistentnog tumora na
kemoterapeutik doksorubicin. I danas se ispituje moguénost upotrebe elakridara uz
antitumorske lijekove u tretmanu tumora mozga (83). Istovremeno, elakridar je naSao i

rutinsku upotrebu u istrazivanju lijekova.

2.7.4 Subpopulacije MDCK stanic¢ne linije

Pokazano je da je MDCK linija heterogena te sadrzi subpopulacije stanica s
razlicitim svojstvima propusnosti i transporta (84). Nekoliko pokusaja je napravljeno kako
bi se izolirala homogena stani¢na linija s niskom izrazenoS¢u P-glikoproteina iz pocetne
poliklonalne MDCK linije. Kako bi se izolirale pojedinacne stanice s Zeljenim fenotipom,
stanice  MDCK sortirane su na proto¢nom citometru prema sposobnosti efluksa
fluorescentnog kalceina (2,85). Izolirani klon nazvan je MDCK-LE (engl. low efflux) za
koji je pokazana znacajno niza izraZzenost endogenog gena za P-glikoprotein, a ¢ime je
postignuta zanemariva efluks aktivnost za veéinu spojeva osim za jake P-glikoprotein
supstrate (2). Gartzke 1 Fricker su otisli korak dalje te su dodatno izolirali subpopulaciju
MDCK-MDRI s znacajno viSom izrazenos¢u humanog P-glikoproteina, a istovremeno
podjednakom izrazeno$¢u endogenog P-glikoproteina. Koriste¢i spomenute subklonove
MDCK i MDCK-MDRI1 postignuta je bolja tocnost, te umanjen broj lazno negativnih
rezultata neto omjera efluksa.

Izolacija pojedinacnih stanica se, osim proto¢nom citometrijom, moze izvesti i
nizom drugih tehnika kao Sto su mikrokapilarana aspiracija, upotrebom lasera ili
mikrofluida (86). Sve te tehnike zahtijevaju specifi¢nu ekspertizu i opremu. Jednostavniji
1 fleksibilniji pristup bio bi subkloniranje velikim razrjedivanjem, metodom u kojoj se
stani¢na suspenzija jako razrijedi, te se za izrasle kolonije smatra da potjecu od jedne

stanice (87).

2.7.5 ,Knock-out*“ MDCK linije

Tehnike suvremene molekularne biologije omogucuju manipuliranje genetickim
materijalom, te medu ostalim omogucuju selektivno inaktiviranje gena (engl. gene
knock-out) za endogene transportere, prvenstveno najdominantnije efluks pumpe,
P-glikoproteina. Prva upotrjebljena tehnika na stanicama MDCK bila je genomsko

editiranje koriStenjem ZFN nukleaza (engl. zinc-finger nucleases) (88). Njome je
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postignuto znacajno inaktiviranje Mdrl, medutim ostatna aktivnost pumpe bez obzira
koliko mala upucuje na nepotpunu inaktivaciju. Nakon toga, klon sa stabilnom 1 potpuno
eliminiranom izrazeno$¢u endogenog P-glikoprotein dobiven je upotrebom CRISPR-Cas9
tehnologije (89). Odabrani klon imao je homozigotnu deleciju Cetiri nukleotida u egzonu 4
pseceg Abcbl gena koja uzrokuje pomak Citanja i tri uzastopna stop kodona u egzonu 4 te
tako rezultira krnjim, nefukcionalnim proteinom (89). S obzirom da je sustav
CRISPR/Cas9 (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/
CRISPR-Associated Protein 9) superiorniji prema svim postoje¢im tehnikama zbog
specificnosti, Sirine upotrebe i1 brzine, a isto tako razmjerno jednostavan za koriStenje,
postoji entuzijazam oko koriStenja ove tehnike u ADME studijama (90).

Chen i sur. je koriste¢i CRISPR-Cas9 dizajnirala klon stanica MDCKI s delecijom
jednog nukleotida na poziciji 11 u egzonu 3, §to je rezultiralo ranim prekidom translacije
na poziciji 66 u peptidu (71). U toj studiji su nadalje potvrdili hipotezu da je Mdr1 primarno
odgovoran za endogeni efluks u stanicama MDCK. Usporedbom permeabilnosti velikog
seta spojeva na stanicama ,.knock-out® MDCK i MDCK WT, pokazano je da od 35%
spojeva koji su imali asimetri¢ni transport u MDCK WT liniji, niti jedan spoj nije imao
efluks u ,,knock-out* liniji.

Osim toga ,.knock-out* linije su se pokazale pogodnima za transfekciju humanim
genom mdrl Cime je dobivena linija za identifikaciju supstrata specificno humanog

P-glikoproteina (71,91).
2.8 Matematicki izvod formule za permeabilnost

Pasivna difuzija glavni je apsorpcijski proces za vec¢inu lijekova, a dogada se zbog
veée koncentracije lijeka u lumenu crijeva u odnosu na krv, odnosno donorske i
akceptorske otopine u eksperimentalnom modelu. Brzina transfera molekula preko
membrane naziva se fluks i direktno je proporcionalan koncentracijskom gradijentu $to je
opisano prvim Fickovim zakonom (16,59). Zakon kaze da je brzina difuzije (koli¢ina tvari
dMa koja u vrlo kratkom vremenu dt prode kroz presjek A) proporcionalna gradijentu
koncentracije dC/dx (1). Koeficijent difuzije D, je koli¢ina lijeka koja u jedinici vremena
prijede kroz jedini¢ni presjek membrane kada je koncentracijski gradijent jedan (dC/dx=1).

dM, 1 b dc )
dt A dx M

22



LITERATURNI PREGLED

Koncentracija na donorskoj strani zapravo je jednaka K x Cp, a na akceptorskoj strani
K x Ca, pri ¢emu je K koeficijent distribucije izmedu membrane i vodene otopine, a Cp 1
Ca koncentracije donorske i1 akceptorske otopine. U tom slu¢aju gradijent (dC/dx) jednak
je K x (Ca — Cp)/h, pri ¢emu je h debljina membrane. Kad to uklju¢imo u jednadzbu (1)

dobivamo:

M, 1 C,—Cp

dt A b=

=

dMu(t) K-D
dt ~  h

A (Cp—C) (2)

Debljina membrane je konstantna za odredeno mjesto apsorpcije. Zbog toga Sto su D, K i h
konstante u uobiCajenim uvjetima apsorpcije moze se definirati nova konstanta —
koeficijent permeabilnosti P, koji opisuje brzinu prolaska spoja kroz barijeru. S obzirom da
1 K1 D ovise o kemijskim svojstvima spoja i barijere, koeficijent permeabilnosti isto ovisi,
osim o debljini membrane, 1 0 kemijskim svojstvima spoja i barijere.

Uobicajena i najjednostavnija aproksimacija ove jednadzbe pretpostavlja da se pri niskoj
brzini transporta znacajno ne mijenja koncentracija ni u donorskom niti u akceptorskom
odjeljku te se moze pretpostaviti da su konstantne: Cp = C,, C4 = 0. Ova aproksimacija
ipak nadalje uvjetuje izvodenje eksperimenta u takozvanim ,,sink““ uvjetima, $to znaci da
je koncentracija u akceptorskoj otopini manja od 10% koncentracije u donorskoj otopini na
kraju pokusa. Ukoliko se ekspriment provodi u drugacijim uvjetima, jednadzba 3 ne moze

se primijeniti za odredivanje permeabilnosti.

K-D
P:T 'CD>>CAICDzCOI CAzO =
M) 1 1
p= S (3
a ac ©

Daljnjim integriranjem se dobiva:

My ()

=P-A-t+ t
CO cons

M4(0) =0 = const=0

My 11

T @

P —
t A C
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Koeficijent permeabilnosti je brzina kojom spoj prolazi membranu bez obzira na
mehanizme transporta koje koristi za prolaz i ima dimenziju brzine [cm/s]. Papp (engl.
apparent permeability) je empirijska veli¢ina koja se odreduje mjerenjem spoja koji je
prosao kroz sloj stanica (jednadzba 5).

4 AV . 6 -6 ili
app . AT 10° [107°cm/sili 10nm/s] (5)

Pri ¢emu je Va je volumen akceptorske otopine, Ca je izmjerena koncentracija spoja u
akceptorskoj otopini, t vrijeme inkubacije, A povrsina monosloja stanica, a Co je izmjerena

koncentracija donorske otopine u vremenu 0.

2.9 Omjer efluksa

U takozvanim dvosmjernim pokusima permeabilnosti odreduje se brzina prolaska
spoja (Papp) u oba smjera: iz apikalnog u bazolateralni, tj. apikalno-bazolateralni smjer
apsorpcije, te iz bazolateralnog u apikalni, tj. bazolateralno-apikalni smjer izluc¢ivanja.
Omjer permeabilnosti ova dva smjera naziva se omjer efluksa (ER) te predstavlja
neposredan pristup u identifikaciji supstrata za efluks transportere. U slucaju kad spoj
prolazi dominanto transcelularnom difuzijom kroz monosloj stanica, brzine ¢e biti
podjednake u oba smjera jer nema ukljucenosti transportera u taj proces. Suprotno tome,
ako je spoj supstrat P-glikoproteina, prolazak u bazolateralno-apikalnom smjeru bit ¢e veci
od apikalno-bazolateralnog, jer P-glikoprotein izbacuje spoj u bazolateralno-apikalnom
smjeru te tako povecava bazolateralno-apikalnu, a smanjuje apikalno-bazolateralnu brzinu.
U tom slucaju omjer efluksa je veci od 2 §to upucuje na ukljucenost efluks transportera. Za
potvrdu se provodi dvosmjerni pokus s inhibitorima efluks transportera (P-gp, BCRP 1
MRP2), koji onda demonstrira smanjenje omjera efluksa na ispod 2. Pri tom treba voditi
racuna o koncentraciji spoja koja se testira kako ne bi doslo do zasi¢enosti transportera
¢ime model gubi na funkciji identifikacije supstrata transportera, te se mogu dobiti lazno

negativni rezultati.
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2.10 Makrociklicki lijekovi

Makrociklicki lijekovi su raznolika grupa kemijskih spojeva koje obiljezava
karakteristi¢na struktura velikog prstena. Prvi makrocikli otkriveni su u prirodi, a zbog
svojih farmakoloskih svojstava razvijeni su u lijekove. Specificna podskupina
makrociklickih spojeva s antibiotskim djelovanjem — makrolidi, brzo i ucinkovito
sprjecavaju rast i uniStavaju Siroki spektar bakterijskih patogena. Dodatno zbog moguénosti
oralne primjene i neSkodljivosti, makrolidni antibiotici zauzimaju vazno mjesto u lijecenju
zaraznih bolesti (92).

Makrolide karakterizira viSestruko supstituirana prstenasta struktura, tzv.
makrolaktonski prsten, s vezanim jednostavnim Secernim skupinama. Molekulska masa i
prsten dva su obiljezja koja ih ¢ine jedinstvenima medu lijekovima te im osigurava posebne
znacajke. Primjerice makrolaktonski prsten omogucuje molekuli odredenu fleksibilnost
¢ime njena trodimenzionalna struktura olakSava interakciju s mjestom vezanja (93,94).
Molekularne karakteristike makrolida ne slijede Lipinski pravilo broja pet za predvidanje
oralne bioraspolozivosti lijeka (24), no oni ipak postizu uspjesnu kombinaciju fizikalno-
kemijskih 1 farmakokinetickih svojstava poput topljivosti, lipofilnosti, metabolicke
stabilnosti i bioraspolozivosti.

Makrolidi se mogu svrstati u dvije velike grupe prema primarnom djelovanju:
antibiotici 1 imunosupresivi, dok je za mnoge ¢lanove iz obje grupe utvrdeno dodatno
protuupalno i imunomodulatorno djelovanje. Prema sturkturi se mogu nadalje podijeliti u
eritronoide, C€iji strukturni prototip je eritromicin, leukomicine s predstavnikom

leukomicinom, rapamicine, te askomicinsku podklasu (Tablica 3 i 4).

2.10.1 Makrolidni antibiotici

2.10.1.1 Mehanizam djelovanja

Prvi makrolidni antibiotik, eritromicin A, izolirali su 1952. godine Mc Guire i sur.
(95) iz Eli Lilly kompanije. Eritromicin je prirodni organski spoj kojeg sintetizira
Saccharopolyspora erythraea, iz porodice aktinomiceta. Ubrzo su otkriveni i drugi prirodni
makrolidni antibiotici poput josamicina (96) i spiramicina (97). lako cijelu klasu odlikuje
izvanredna antibakterijska aktivnost (98), zbog nepredvidljive farmakokinetike i
nestabilnosti u kiselom pH Zeluca nastavljen je njihov daljnji razvoj. Ishod tog procesa bila
je druga generacija makrolida — derivirani polusintetski spojevi prve generacije. U

znacajnije polusintetske derivate eritromicina ubrajaju se klaritromicin, roksitromicin te
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azitromicin, koji dijele zajednicke strukturne karatkeristike, poput hidroksilne skupine
laktonskog prstena koje su glikozidnom vezom vezane za dvije molekule Secera: kladinoza
na poziciji 3 i desozamin na poziciji 5. Miokamicin i rokitamicin su jedini 16-¢lani spojevi
druge generacije koji su razvijeni za ljudsku upotrebu. Klasifikacija makrolida prikazana
je u Tablici 3.

Druga generacija makrolida poboljsala je navedene poteskoce prve generacije,
medutim rastu¢i problem antibiotske rezistencije traZio je punu paznju i nova rjeSenja.
Stoga je zadatak trece generacije bio poboljSati sve vecu i opasniju antibiotsku rezistenciju,
Sto se postiglo novom klasom ketolida deriviranoj iz eritromicina, koja je ime dobila po
keto skupini na poziciji 3 uvedenoj umjesto Secera kladinoze. Ketolidi su zadrzali
izvanrednu antibakterijsku aktivnost, dok pritom iznimno rijetko dovode do pojave
rezistencije (99). Unato¢ pozitivnim aspektima, jedini ketolid koji je bio na trzistu,
telitromicin, uzrokuje, nasuprot ranijim makrolidima koji se smatraju neskodljivima, niz
nuspojava, medu ostalim hepatotoksicnost, koje se pripisuju piridinu na kraju postrani¢nog
lanca (100,101). Nova nada ketolida je solitromicin na kojem je piridin zamijenjen
aminofenilom, a na prsten je dodan fluor koji osigurava aktivnost prema rezistentnim

bakterijskim sojevima (102).

Tablica 3. Klasifikacija makrolidnih antibiotika prema sturkturi makrociklickog prstena u

eritronolide 1 leukomicine.

14 — ¢lani 15 — ¢lani 16 — ¢lani
/ N
LT B -
, - ;
;—jﬁ ﬁ 1 \%
N\
\)ﬁ*r(\
(eritromicin) (azitromicin) (leukomicin)
Leukomcin
1. generacija Oleandomicin Josamicin
(prirodni) Eritromicin Spiramicin
Midekamicin
. Klaritromicin . ..
2. generacija . .. . .. Rokitamicin
. . Roksitromicin Azitromicin . . .
(polusintetski) .. .. Miokamicin
Diritromicin
Telitromicin A ! (_
3. generacija Solitromicin /\/\/:"
(ketolidi) Cetromicin A wivomicin
. . elitromicin
Moditromcin
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Svi makrolidni antibiotici ostvaruju antibiotsko djelovanje vezanjem na veliku
ribosomalnu podjedinicu bakterijskog ribosoma (50S), ¢ime onemogucéuju uspjesnu sintezu
bakterijskih proteina (103). Za izdvojiti je kako je jedan od mehanizama rezistencije
bakterija efluks makrolida posredovanjem membranskih transportnih proteina,
prvenstveno obiteljima Mef i Msr koje posjeduju ATP vezajuéu domenu i homologiju s
ABC transporterima (104). Osim antibiotskog djelovanja vrijedi napomenuti da makrolidni
antibiotici imaju imunomodulatorna i protuupalna svojstva koja se ocituju u njihovoj
djelotvornosti u lijecenju kroni¢nih upalnih bolesti poput difuznog panbronhiolitisa i
cisticne fibroze (92).

2.10.1.2 Farmakokinetika

Farmakokineticka svojstva makrolida ovise o njihovoj kemijskoj strukturi, te su se
poboljsavala razvojem novih makrolida (105). Tako eritromicin ima nisku
bioraspolozivost, kratko vrijeme poluzivota (ti2) i umjereni volumen distribucije (106).
Njegovoj niskoj bioraspolozivosti pridonosi ¢injenica da je nestabilan pri niskom, odnosno
kiselom pH, te prilikom oralne primjene dolazi do degradacije u Zelucu. Pri tome je produkt
degradacije neaktivan, a meduprodukt raspada povezuje se s gastrointestinalnim
nuspojavama (107). S druge strane, klaritromicin, njegov metilirani analog, stabilniji je u
kiselom pH, te ima umjerenu bioraspolozivost i umjereno vrijeme poluzivota. Nadalje,
azitromicin, tercijarni amino derivat eritromicina, jo$ je stabilniji pri niskom pH, a
jedinstven je po dugom ti» (108—110). Tako je oralna bioraspolozivost eritromicina svega
25%, klaritromicina 55%, a azitromicina 37%, dok je ti» eritromicina 2-3h, klaritromicina
3-5h, te azitromicina 40-68h (111). Ketolid telitromicin stabilan je pri kiselom pH, dok mu
je oralna bioraspolozivost 57% 1 ti2 iznosi 7-13h (111,112). Dugo vrijeme poluzivota
omogucuje doziranje azitromicina i telitromicina jednom dnevno (112).

Makrolidi su velike molekule u rasponu 700 — 1000 Da, ali su i lipofilne, pa se
uspjesno oralno primijenjuju (113) (Tablica 4). Shodno tome, odli¢no se distribuiraju u
stanicama 1 tkivima, gdje koncentracije viSestruko premasuju niske koncentracije u krvnoj
plazmi. Tako se alveolarni makrofagi isticu medu tkivima po nakupljanju makrolida s
400 puta vecom koncentracijom klaritromicina u odnosu na serum, te 800 puta veCom
koncentracijom azitromicina (111). Ispitivanjem stani¢ne farmakokinetike eritronolida na

razli¢itim stanicnim linijama, pokazano je da se makrolidi razlikuju po nakupljanju 1
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ispiranju iz stanica. Tako se dibazi¢ni azitromicin istice po brzom i konstanto rastu¢em
nakupljanju uz dugo zadrzavanje, Sto je izrazenije u fagocitnim stanicama (114,115).

S druge strane, eritromicin i klaritromicin se ponasSaju drugadije — manjim
intenzitetom nakupljanja koje k tome pokazuje saturabilnu kinetiku, bez specifi¢nosti za
pojedine stanicne linije, uz kratko zadrzavanje (118). Konacno, ketolidi imaju kombinaciju
karakteristika: odlicno i saturabilno nakupljanje uz brzi izlazak, odnosno kratko

zadrZavanje u stanicama (118,119).

Tablica 4. Klasifikacija makrolida i bioraspolozivost (F) u ljudi.

Makrolidi mfklrajﬁ da MOﬁE:;Ska F (%) F klasa Referenca
Azitromicin Eritronolid 749 37 Srednja (113)
Klaritromicin Eritronolid 748 55 Srednja (113)
Eritromicin Eritronolid 734 25 Niska (113)
Roksitromicin Eritronolid 837 78 Visoka (113)
Telitromicin Eritronolid 812 57 Srednja (113)
Solitromicin* Eritronolid 831 62 Srednja (113)
Josamicin Leukomicin 828 95 Visoka (113)
Midekamicin* Leukomicin 814 70 Visoka (116)
Spiramicin Leukomicin 843 35 Srednja (113)
Takrolimus Askomicin 804 15 Niska (113)
Imunomicin* Askomicin 792 15 Niska (117)
Rapamicin Rapamicin 914 15 Niska (113)

(*) u eksperimentalnoj ili klin¢koj fazi ispitivanja

Nadalje, zbog svoje visoke lipofilnosti, makrolidi su vrlo suspektni na metabolicke
reakcije koje se mogu odvijati (a) presistemski u endotelnim stanicama gastrointestinalnog
trakta tijekom apsorpcije ili netom nakon apsorpcije prilikom prvog prolaska kroz jetru; ili
(b) sistemski, tijekom boravka lijeka u sistemskoj cirkulaciji (23). Pri tom CYP3A4, kao
najzastupljeniji enzim u enterocitima i jetri te s posebnim afinitetom za velike i lipofilne
molekule, igra dominantu ulogu u metabolizmu makrolida. Tako se u jetri putem
citotokroma CYP3A4, eritromicin inaktivira reakcijom demetilacije, dok se klaritromicin
metabolizira u aktivni 14-hidroksi i neaktivni N-demetil oblik (120,121). Cak 70% doze
telitromicina metabolizira se najve¢im dijelom citokromima P450 u jetri, pri c¢emu je glavni
metabolicki put hidroliza arilne grupe postrani¢nog lanca (99). Osim toga, eritromicin 1

klaritromicin inhibiraju CYP3A4 tako Sto njihovi reaktivni meduprodukti stvaraju
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nekovalentne komplekse s enzimom, $to je poseban tip inhibicije zvan MBI (engl.
mechanism based inhibition). Za MBI je karakteristi¢na nelinearna, ireverzibilna i o dozi
ovisna inhibicija CYP3A4 (122). Stoga, MBI uzrokovan klaritromicinom dovodi do
inhibicije vlastitog metabolizma Sto se ocituje nelinearnim farmakokineti¢kim profilom
klaritromicina (123). Osim toga, upravo zbog inhibicije CYP3A4 i OATIB transportera,
eritromicin, klaritromicin 1 telitromicin uzrokuju povecano izlaganje statinima,
rezultirajuci nezeljenim lijek-lijek interakcijama (124). Suprotno navedenom, azitromicin
nema interakcije s citokromima, te se izlucuje primarno fecesom, odnosno hepatobilijarnim
putem kao nepromijenjeni lijek (105,125,126).

S obzirom na izniman komercijalni uspjeh azitromicina (127), uslijedila su daljnja
istrazivanja njegovih strukturnih analoga, a u cilju identifikacije molekule s jo§ boljim
farmakokinetskim 1 farmakodinamskim svojstvima. Upravo je u tim istrazivanjima
pokazano da in vitro sustavi permeabilnosti nisu u moguénosti predvidjeti rezultate in vivo
istrazivanja na Zivotinjama, $to otezava probir najboljih makrolidnih molekula (128,129).
Tocnije, iako je bioraspolozivost razli¢itih strukturnih analoga u rasponu od niske preko
srednje do visoke, to se ne bi moglo zakljuciti na osnovu in vitro vrijednosti permeabilnosti
koja ove spojeve gotovo redovito klasificira kao nisko ili nisko do srednje permeabilne

spojeve i gotovo uvijek kao supstrate P-glikoproteina (130,131).
2.10.1.3 Transport

Dva glavna nacina prolaska makrolidnih lijekova kroz stani¢cnu membranu smatraju
se jednostavna difuzija i transport putem transportera (detaljnije opisano u poglavlju 2.4).
Paracelularni nacin transporta nije mogu¢ za makrolide s obzirom na njihovu veli¢inu
(> 700 Da). In vitro metode koje se ucestalo koriste za ocjenu sposobnosti makrolida za
prolazak kroz stani¢ni sloj su nestani¢ni test PAMPA (engl. parallel artificial membrane
permeation assay) 1 stanicni testovi permeabilnosti (poglavlje 2.6 1 2.7).

PAMPA daje informaciju o sposobnosti jednostavne difuzije spoja kroz umjetnu
fosfolipidnu membranu, pa su tako eritromicin i azitromicin nisko permeabilni, dok su
klaritromicin 1 roksitromicin znacajnije permeabilni u PAMPA sustavu (130). Za
razumijevanje ovog rezultata niske PAMPA permeabilnosti treba uzeti u obzir da su ovi
makrolidi slabe baze s protoniranim aminom na dezozaminu pri pH 7.4, dok azitromicin
ima jo§ dodatan protonirani dusik u samom makrolidnom prstenu.

U Caco-2 modelu makrolidi eritromicin, klaritromicin, roksitromicin, azitromicin i

telitromicin postizu nizu permeabilnosti u AB smjeru (iz apikalnog u bazolateralni) u
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odnosu na BA smjer prolaska (iz bazolateralnog u apikalni) Sto ukazuje na ukljucenost
aktivnog transporta, tocnije receno efluksa (poglavlje 2.9) (132-134). To je nadalje
pokazano i na MDCK-MDRI1 stani¢noj liniji (130). Primjenom inhibitora P-glikoproteina
— verapamila i GF120918A, omjer efluksa znacajno se smanjio $to sugerira da su ovi
makrolidi supstrati P-glikoproteina. Ovaj in vitro rezultat potvrden je 1 u in vivo studijama
na Stakorima. Istovremenim tretmanom ciklosporina (inhibitor P-glikoproteina) znacajno
je smanjena eliminacija azitromicina i telitromicina putem zuéi (135,136). U istim
studijama otisli su korak dalje te ispitali moguci utjecaj jo§ jednog ABC transportera.
Naime, probenecid (Mrp2 inhibitor) je uz ciklosporin dodatno smanjio bilijarnu eliminaciju
azitromicina. Kona¢na potvrda ukljucenosti Mrp2 transportera u transport azitromicina i
telitromicina demonstirana je na Eisai hiperbilirubinemi¢nim Stakorima s urodenim
nedostatakom Mrp2, koji su imali smanjenu eliminaciju makrolida putem Zu¢i.

Od intestinalnih influks transportera proucen je utjecaj OATP-1A2 i OATP-2B1 na
transport makrolida. /n vitro studija na stanicama s izraZzenim OATP transporterima
pokazala je da azitromicin i klaritromicin nisu supstrati humanih OATP-1A2 i OATP-2Bl1,
kao ni Stakorskih Oatpla5S i Oatp2bl (137). Osim toga, nisu supstrati niti OATP
transportera na hepatocitima, medutim imaju inhibitorni potencijal ¢ime bi mogli utjecati

na metabolizam ko-administriranih lijekova (138,139).

2.10.2 Makrolidi imunosupresivi

Makrolidi koji se u terapiji koriste kao imunosupresivi kod transplatacija organa,
sprjeCavaju nezeljenu imunolosku aktivnost koja bi mogla dovesi do odbacivanja
transplatata.

Takrolimus (FK506) i njegov C21-etilni analog imunomicin (askomicin) prirodni
su makrolidi s 23-¢lanim laktonskim prstenom koji smanjivanjem aktivacije T limfocita i
proizvodnje citokina ostvaruju ucinkovito imunosupresivno djelovanje (140). Naime,
vezanjem makrolida za specifi¢ni proteinski receptor (imunofilin) u citoplazmi T limfocita,
stvara se kompleks koji blokira djelovanje kalcineurina, ¢ime se prekida put prijenosa
signala posredovan ovom fosfatazom ovisnom o kalciju (141). Medutim, istim tim
mehanizmom uzrokuju se i ozbiljne nuspojave poput nefrotoksicnosti (117). Takrolimus
ima u prosjeku nisku oralnu bioraspolozivost, medutim izmjerene su velike individualne
varijacije (142). Tome doprinosi znacajan metabolizam putem CYP34 u enterocitima, te
transport P-glikoproteinom (143). Poluzivot takrolimusa iznosi 8-9 sati, a dominantno se

eliminira putem zuci (144).
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Sirolimus (rapamicin) je prirodni makrolid s 31-¢lanim makrolaktonskim prstenom
koji svoje imunosupresivno djelovanje ostvaruje inhibicijom specifi¢ne serin/treonin
protein kinaze nazvane TOR (engl. farget of rapamycin), §to za posljedicu ima
nemogucnost odgovora T limfocita na limfokine IL-2 i IL-4 koji promicu proliferaciju
(145). Sirolimus je prvi predstavnik klase lijekova nazvane TOR inhibitori, a njegovi
aktivni analozi medu ostalim ukljucuju everolimus, temsirolimus, zotarolimus (113).
Permeabilnost sirolimusa u stanicama Caco-2 bila je vise od 20 puta ve¢a u BA smjeru u
odnosu na obrnut smjer, $to ukazuje na aktivni efluks transport (146). Primjenom
specificnog P-glikoprotein inhibitora zoskvidara u modelu Caco-2 s eksprimiraju¢im
CYP3A4, sirolimus je potvrden kao supstrat P-glikoproteina i citokroma 3A4 (147).
Sirolimus u prosjeku ima nisku oralnu bioraspolozivost s velikim individualnim

varijacijama, te dugo vrijeme poluzivota (62 h) (148).
2.11 Ostali pristupi u predvidanju permeabilnosti velikih molekula

Posljednjih godina u istrazivanju lijekova velike molekule poput makrocikla dobile
su na vaznosti ne samo zbog njihove strukturne raznolikosti nego i zbog sposobnosti da
moduliraju protein-protein interakcije ¢ime mogu djelovati na zahtjevne terapijske mete,
za razliku od malih molekula koje slijede Lipinski pravilo broja pet (113). Pri tome,
razumijevanje i mjerenje permeabilnosti makrocikla u literaturi navodi se kao velik izazov.
Proucavanjem utjecaja oblika molekule na koeficijent difuzije usporedbom -ciklickih
spojeva i njihovih linearnih analoga na molekulskoj skali od 300 do 730 Da, pokazano je
oko 5% povecanje koeficijenata difuzije za ciklicke spojeve (Slika 6) (149). Medutim
dodatno je bio evidentan pad brzine difuzije porastom veli¢ine molekule, budu¢i da brzina
difuzije ovisi o obliku molekule, odnosno o veli¢ini i molekulskoj masi. To nadalje znaci
da vece molekule imaju manju brzinu difuzije, a upravo je brzina difuzije ono §to se mjeri
u pokusima permeabilnosti i transporta. Dodatno, testovi permeabilnosti optimirani su za
krace vrijeme mjerenja na manjim molekulama zbog vece ucinkovitosti, te stoga nisu

optimalni za veée molekule poput makrolida.
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Slika 6. Odnos difuzijkog koeficijenta i molekulske mase za strukturne parove makrociklickih i

linearnih molekula (slika preuzeta od (149)).

S druge strane, razvijeni su testovi i modeli koji se oslanjaju na mjeru raspodjele
spoja, odnosno izrazavaju rezultat kroz koli¢inu spoja koja je prosla stani¢nu membranu.
Jedan primjer takvog testa permeabilnosti je nedavno razvijena NanoClick metoda koja
mjeri nakupljanje makrocikla ili peptida u citosolu stanice sisavaca tijekom vremena (150).
Princip testa je mjerenje koncentracije makrocikla u citosolu transfeciranih stanica HeLa
(humane stanice raka grlica maternice), kovalentim vezanjem na izraZeni i oznaceni
proteinski konstrukt koji nakon dodatka susptrata oslobada BRET signal.

Drugi primjer testa koji se bavi prolaskom spoja kroz stanicnu membranu je
mjerenje nakupljanja (akumulacije), te zadrzavanja (retencije) spoja u lizatima stanicama
nakon 3 sata inkubacije (118). Takoder su razvijeni in silico modeli nakupljanja i
zadrZavanja makrolida u stanici na osnovi eksperimentalno odredenih fizikalno-kemijskih
parametara lipofilnosti (ChromlogD i CHI IAM), kojima se dizajn i sinteza novih
makrolida usmjerava prema postizanju boljih in vivo PK svojstava (151). Pri tome su se
nakupljanje i zadrzavanje u NCI-H292 stani¢noj liniji pluénog karcinoma pokazali dobrim
parametrima za makrolide, obzirom da rezultira viSim intracelularnim koncentracijama u
odnosu na in vitro testove permeabilnosti koji ih gotovo uvijek klasificiraju kao nisko

permeabilne.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Ispitivani spojevi

U radu su ispitivani sljedeéi spojevi:

Eritromicin (USP, CAS 114-07-8)

Azitromicin (USP, CAS 83905-01-5)

Klaritromicin (USP, CAS 81103-11-9)

Roksitromicin (Sigma-Aldrich, CAS 80214-83-1)
Midekamicin (Santa Cruz, CAS 35457-80-8)
Imunomicin (Santa Cruz, CAS 104987-12-4)
Rapamicin (Santa Cruz, CAS 53123-88-9)
Telitromicin (Santa Cruz, CAS 191114-48-4)
Spiramicin (Santa Cruz, CAS 8025-81-8)

Josamicin (Fluka, CAS 16846-24-5)

Takrolimus (Ontario Chemicals, CAS 104987-11-3)
Solitromicin (AdooQ BioScience, CAS 760981-83-7)
Acebutolol (Sigma-Aldrich, CAS 37517-30-9)
Amprenavir (Moravek Biochemicals, CAS 161814-49-9)
Atenolol (Sigma-Aldrich, CAS 29122-68-7)
Diklofenak (Sigma-Aldrich, CAS 15307-86-5)
Digoksin (Sigma-Aldrich, CAS 20830-75-5)
Feksofenadin (TCI EUROPE NV, CAS 153439-40-8)
Prazosin (Sigma-Aldrich, CAS 19216-56-9)
Propranolol (Sigma-Aldrich, CAS 525-66-6)

Kinidin (Sigma-Aldrich, CAS 56-54-2)

Ranitidin (USP, CAS 66357-35-5)

Ritonavir (Sigma-Aldrich, CAS 155213-67-5)
Rupintrivir (International Laboratory USA, CAS 223537-30-2)
Teofilin (TCI EUROPE NV, CAS 58-55-9)
Topotekan (Sigma-Aldrich, CAS 123948-87-8)
Vinblastin (Santa Cruz, CAS 865-21-4)

Vinorelbin (Tocris, CAS 71486-22-1)
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3.2 Kemikalije

Kemikalije upotrebljene za otapanje spojeva, pripremanje radnih otopina, te za analizu su:

34

dimetilsulfoksid, DMSO (Sigma-Aldrich)

EDTA, dinatrijeva sol (Sigma-Aldrich)

0.05% Tripsin-EDTA (Invitrogen)

Dulbecco modificirani Eagle medij, DMEM (Sigma-Aldrich)

RPMI 1640 medij (Invitrogen)

fetalni govedi serum, FBS (engl. fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich)

smjesa antibiotika-antimikotika, penicilin (10,000 U/mL) — streptomicin
(10 mg/mL) — amfotericin B (25 pg/mL) (Sigma-Aldrich)

glutamax-100 (Sigma-Aldrich)

otopina neesencijalnih aminokiselina, NEAA (Sigma-Aldrich)

natrijev piruvat (Invitrogen)

Dulbecco fosfatni pufer, D-PBS (Invitrogen)

Lucifer yellow (Sigma-Aldrich)

0.9%-tna otopina natrijevog klorida (Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu)
magnezijev klorid (Sigma-Aldrich)

B-NADP (Sigma-Aldrich)

glukoza-6-fosfat (Sigma-Aldrich)

glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (Sigma-Aldrich)

testosterone (Steraloids)

kafein (Sigma-Aldrich)

fosfatne puferske soli u tabletama (Sigma-Aldrich)

acetonitril, LC-MS ¢istoce (Merck)

metanol, p.a. (Merck)

mravlja kiselina ¢isto¢e 98-100% (Merck)

varfarin (Sigma-Aldrich, CAS 81-81-2)

TritonX-100 (Sigma-Aldrich)

voda (deionizirana, otpor manji od 18 MQ pri 25 °C i ukupna koli¢ina organskog
ugljika manja od 5 pg/L (Milli-Q, Milipore)

B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)

RLT puffer (Qiagen)
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RNeasy Mini kita (Qiagen)

High-Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems)
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

otopina za liziranje: 10 mL RIPA pufer, 1x (Thermo Scientific) + 1 tableta
PhosSTOP (Roche) + 1 tableta cOmplete (Roche)

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)

Immulon Microtiter™ plo¢ice (Thermo Scientific)

Wes 12-230 kDa Master Kit (ProteinSimple)

P-glikoprotein, mAB (019) (Enzo)

3.3 Oprema

Za izvedbu pokusa odnosno pripremu uzoraka koristeni su:

analiticka vaga Mettler Toledo AX205 (Mettler Toledo)
digitalni pH metar PHM250 (Radiometer)

milliQ (Millipore)

laminar KTB-NS I (Klimaoprema)

centrifuga Megafuge 1.OR Heraeus (Thermo Scientific)
mikroskop Axiovert 135 (Zeiss)

inkubator/tresilica, Inkubator/Titramax 1000 (Heidolph Instruments
GmbH & Co0.KG)

magnetska mjeSalica IKA-MS2 (Labortechnik)

vibracijska mjesalica IKA-MS1 minishaker (Labortechnik)
CO2 inkubator (Jouan)

inkubator/tresilica 1000 (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG)
fluorescentni Cita¢ Infinite F500 (Tecan)
automatski sustavi za pipetiranje:
o JANUS Integrator Platform, 8 kanala (Perkin Elmer)
o Freedom EVO 200 (Tecan)
hematoloski analizator XT-2000i (Sysmex)
Mastercycler gradient, Eppendorf
RT PCR System 7300 (Applied Biosystems)
SpectraMax 13 ¢ita¢ plocica (Molecular Devices)

Wes uredaj (ProteinSimple)
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e UHPLC Nexera X2 (Shimadzu)
o spektrometri mase API4000 i API4500 (AB Sciex)

3.4 Priprema otopina, pufera i medija

Stani¢ni DMEM medij:
e DMEM medij dopunjen s 10% FBS (inaktiviran na 56 °C, 30 min),
1% Glutamax-100 otopine, 1% smjese antibiotika-antimikotika i 1% otopine
NEAA
e Pripremljeni medij cuvan je na +4°C i koristen tijekom mjesec dana
Stani¢ni RPMI medij (samo za NCI-H292 liniju):
e RPMI 1640 medij dopunjen s 10% FBS (inaktiviran na 56 °C, 30 min),
1% Glutamax-100 otopine i 1% otopine natrijevog piruvata
EDTA otopina:
e fizioloSka otopina s 0.38 g/L dinatrijeve EDTA
e sterilno filitrirana kroz Stericup (Millipore)
50 mM puferirana otopina fosfatnih soli (PBS):
e jedna tableta fosfatnih puferskih soli otopljena u 40 mL vode
e puferirana na pH 7.4
,»,Stop* otopina:
e otopina acetonitrila i metanola u volumnom omjeru 2:1, s 10 ng/mL varfarina

ili 100 ng/mL diklofenaka (interni standard)

3.5 Bioloski materijal

U izradi doktorskog rada koristen je slijedec¢i bioloski materijal:
e MDCKII-WT (Solvo Biotechnology)
e MDCKII-MDRI1 (Solvo Biotechnology)
e C(Caco-2 (ECACC)
e MDCK cMdrl knock-out (KO) linija (Sigma-Aldrich)
e humani jetreni mikrosomi (BD Biosciences)

e NCI-H292 (ATCC)
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3.6 Stani¢na kultura

Sve koriStene stanicne kulture uzgajane su u stanicnom DMEM mediju, osim
NCI-H292 koje su uzgajane u RPMI mediju. Za odvajanje stanica od podloge, stanice su
prvotno isprane EDTA otopinom, nakon ¢ega su inkubirane 5-10 min u 0.05% otopini
tripsina-EDTA. Djelovanje tripsina zaustavlja dodatak medija s 10% FBS-a.

Stanice su uzgajane do postizanja konfluentnosti od 85-90%. Svaki trec¢i, odnosno
Cetvrti dan stanice MDCK presadene su u svjezi medij u koncentraciji
0.5-10° stanica/75cm?, odnosno 0.25-10975cm?, dok su stanice Caco-2 sadene u
koncentraciji 1.5-10° stanica/75¢cm?, odnosno 0.75-10° stanica/75c¢m?.

Za pokuse dvosmjerne permeabilnosti stanice MDCK su sadene na membrane
(PET, veli¢ina pora lum) plo¢ica (MilliporeSigma) i to u koncentraciji 0.25-10%/mL
(75 pL/jazici) za plocicu od 96 jazica, odnosno 0.3-10%/mL (400 uL/jazici) za plo¢icu od
24 jazica. Stanice Caco-2 sadene su na ploCicu od 24 jazice u koncentraciji 0.5-10%mL
(400 pL/jjazici). Dan nakon sadenja na membrane, stanicama je zamijenjen medij, a
3-4 dana (MDCK), odnosno 21 dan (Caco-2) nakon sadenja stani¢ni monoslojevi koristeni
su u transportnim pokusima.

Sve stanice uzgajane su u CO; inkubatoru (IG650, Jouan) pri 37 °C, 5% CO2195%

relativne vlaznosti zraka.

3.7 Izolacija MDCK klona

Izolacija klonova divljega tipa MDCKII (MDCK-WT) napravljena je postupkom
velikog razrjedivanja (engl. [limiting dilution). Stanice MDCK-WT posadene su u
koncentraciji 0.3 stanice/jazici u mikrotitarskoj plo€ici ravnog dna s 96 jazica (Greiner).
Deset inkubacijskih plo€ica pripremljeno je serijskim razrjedivanjem kako je prikazano na
Slici 7. Nakon 14 dana inkubacije u uvjetima stani¢ne kulture, jaZice s klonovima locirane
su mikroskopski (Axiovert 135, Zeiss). Oko sto klonova preneseno je u nove ploc¢ice od
24 jazice u uvjetima stani¢ne kulture. Nakon 6 dana, klonovi su prebaceni u plocice sa
6 jazica. Nakon 4 dana rasta u plo¢icama sa 6 jazica, klonovi su pojedina¢no odvojeni od
podloge, a stanice izbrojane na hematoloSkom analizatoru XT-2000i (Sysmex). Dobivene
stanice podijeljene su u tri dijela: (1) uzorak za RT-qPCR, (2) smrzavanje
(krioprezervacija) stanica i (3) sadenje na plocice Millicell-96 (MilliporeSigma) za
testiranje permeabilnosti amprenavira. Na Slici 8 sumirana je procedura izolacije klonova

po koracima.
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Serija razrjedenja
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Slika 7. Izolacija klonova: plan master i inkubacijskih plocica.

Sadenje u koncentraciji 0.3 stanice/jazici u mikrotitarskoj plocici s 96 jazica

14 dana @

Transfer klonova u plocice s 24- jazice

7 dana J\ /l

Transfer klonova u plocice s 6-jazica

4 dana @

Sadenje Millicell-96 Uzorkovanje za PCR Krioprezervacija
@ 4 dana _\| I/-
Test permeabilnosti qRT-PCR
Analiza podataka —|

Slika 8. Shema procedure izolacije klonova.
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3.8 Metoda dvosmjernog transporta

Neposredno prije pokusa isprani su monoslojevi stanica i1 uravnotezeni u
transportnom mediju (D-PBS s 1% DMSO, v/v) tijekom 30 min pri uvjetima stanicne
kulture. Otopine ispitivanih spojeva pripremljene su u koncentraciji od 10 ili 1 pM u
D-PBS-u (1% DMSO, v/v) koji je sadrzavao 100 uM fluorescentnog markera Lucifer
yellow. Iznimka je amprenavir, koji je testiran u koncentraciji 0.5 pM.

Za pocetak pokusa otopina ispitivanog spoja dodana je u donorski odjeljak, dok je
transportni medij dodan u akceptorski odjeljak. To znaci da je za testiranje transporta u
apikalno-bazolateralnom smjeru, 400 pL otopine ispitivanog spoja naneseno u gornji,
apikalni odjeljak plocice od 24 jaZice, dok je 800 uL transportnog pufera naneseno u donji,
bazlolateralni odjeljak. Nadalje, za testiranje transporta u bazolateralno-apikalnom smjeru,
800 pL otopine ispitivanog spoja naneseno je u donji, bazolateralni odjeljak plocice od
24 jazice, dok je 400 pL transportnog pufera naneseno na jednostruki sloj stanica u
gornjem, apikalnom odjeljku. Za ploc¢ice od 96 jazica koristeno je 75 pL za apikalni
odjeljak te 250 pL za bazolateralni odjeljak. KoriSteni volumeni preuzeti su od proizvodaca
MilliporeSigma. Plocice su inkubirane pri 37 °C tijekom 60 minuta uz blago protresanje
(200 rpm). Nakon zavrSene inkubacije uzeti su uzorci iz donorskih i akceptorskih odjeljaka.
Za odredivanje pocetne koncentracije spoja, otopine ispitivanog spoja dodatno su
uzorkovane na pocetku pokusa. Koncentracije ispitivanih spojeva odredene su LC-MS/MS
tehnikom kako je opisano u poglavlju 3.9. Svaki ispitivani spoj testiran je u duplikatu ili
triplikatu, u oba smjera, u dva ili tri nezavisna pokusa.

Fluorescentni marker za paracelularni put, Lucifer yellow, koristen je kao kontrola
integriteta jednostrukog sloja stanica. Za odredivanje transporta Lucifera yellow uzet je
dodatni alikvot iz svih akceptorskih odjeljaka. Kvantifikacija se izvodila fluorescentnim
¢itacem (Tecan Infinte F500), pri ¢emu se fluorescencija mjerila pri 485 nm (ekscitacijska

valna duljina) 1 530 nm (emisijska valna duljina).

3.8.1 Izracun koeficijenta permeabilnosti i parametara kontrole kvalitete
Koeficijent permeabilnosti Pap, izracunat je prema jednadzbi (5) u literaturnom

pregledu i ima dimenziju brzine [10%cm/s]:

awp g A C,
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pri ¢emu je Va je volumen akceptorske otopine, Ca je izmjerena koncentracija spoja u
akceptorskoj otopini, t vrijeme inkubacije, A povrSina monosloja stanica (npr. A=0.11 cm?
za plo€icu s 96 jazica i A = 0.7 cm? za plocicu s 24 jazice), a Co je izmjerena koncentracija
donorske otopine u vremenu 0. Koncentraciju spoja predstavlja izmjereni omjer povrsine
pika spoja i pika internog standarda.

Za svaki stani¢ni sloj racunat je Papp za Lucifer yellow te su slojevi odnosno jazice
prihvaceni za daljnju analizu ako im je Papp bio manji od 3-10%cm/s. Preveliki transport
Lucifera yellow ukazuje na nekvalitetni stani¢ni monosloj.

Kvaliteta svake Papp vrijednosti procijenjena je pomocu balansa mase (MB, engl.
mass balance). MB je ukupna koli€ina ispitivanog spoja na kraju pokusa u odnosu na
pocetnu koli¢inu spoja:

_ Mp k) + M kraj

MB -100%  (6)

mD,poéetak
pri ¢emu je m koli¢ina spoja u odjeljku, odnosno umnozak izmjerene koncentracije (omjer
povrsine pika spoja i pika internog standarda) spoja u odjeljku i volumena odjeljka, dok
D oznaCava donorski, a A akceptorski odjeljak. Prihva¢ene su bile Papp vrijednosti s
MB-om izmedu 70-130%.

Za izracun omjera efluksa (ER, engl. efflux ratio) koristena je jednadzba:

Papp, bazolateralno-apikalni

ER=

(7)

Papp, apikalno-bazolateralni

Prema uobicajenoj klasifikaciji, Papp vrijednosti , manje od 2 x 10 cm/s smatraju
se niskom, izmedu 2 i 10 x 10% cm/s umjerenom, te veée od 10 x 10°° cm/s visokom
permeabilnoséu. Omjer efluksa veéi od dva ukazuje na ukljucenost P-glikoproteina u

transport.

3.9 LC-MS/MS analiza uzoraka

Uzorci iz stani¢nih pokusa pripremljeni su za LC-MS/MS analizu precipitacijom proteina
dodatkom tri volumena ,,Stop* otopine. Nadalje, uzorci su centrifugirani na 2000 g tijekom
20 min pri 4 °C, a supernatanti injektirani za analizu.

Sustav spregnute tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) i
tandemske spektrometrije masa (MS/MS) (152) sastojao se od UHPLC Nexera X2

(Shimadzu) s integriranim sustavom za automatsko injektiranje uzoraka te spektrometra

40



MATERIJALI I METODE

mase API4000 ili API4500 (AB Sciex). Kromatografsko odjeljivanje provedeno je na
nekoliko razli¢itih kolona i gradijentnih uvjeta ovisno o ispitivanom spoju, a kvantifikacija
je izvedena metodom praéenja viSestrukih reakcija tzv. MRM metoda (engl. multiple
reaction monitoring) pri specifiénim masenim prijelazima za svaki spoj navedenima u
Tablici 5. Koriseni kromatografski uvijeti opisani su u poglavlju 3.9.1. Izvor iona bio je
turbo sprej zagrijan na 550°C. PovrSina pika analita odredena je uporabom programa
Analyst 1.6 1 DiscoveryQuant 3.0 (Applied Biosystems). Kona¢na kvantifikacija

provedena je raCunanjem omjera povrsine pika analita i pika internog standarda.

3.9.1 Kromatografski uvjeti LC metoda

Za sve LC metode vrijedilo je:

Temperatura kolone: 50°C
Protok: 0.7 ml/min
Volumen injektiranja: 1 pl
LC metoda 1:
LC kolona: Halo2 2 pm C18, 20 x 2.1 mm (Advanced Materials

Technology)

Mobilna faza A: 0.1% mravlje kiseline u vodi
Mobilna faza B: 0.1% mravlje kiseline u 90% acetonitrila i 10% vode
Gradijent:
t [min] 0 0.02 08 081 1
%B 5 70 70 5 5
LC metoda 2:
LC kolona: Halo2 2 pm C18, 20 x 2.1 mm (Advanced Materials
Technology)
Mobilna faza A: 10mM amonijev bikarbonat u 95% vode i1 5% metanola
Mobilna faza B: 100% acetonitril
Gradijent:
t [min] 0 002 08 081 1
%B 5 70 70 5 5
LC metoda 3:
LC kolona: Acquity UPLC 1.7 um BEH C18, 50 x 2.1 mm (Waters)
Mobilna faza A: 0.1% mravlje kiseline u vodi
Mobilna faza B: 0.1% mravlje kiseline u 90% acetonitrila i 10% vode
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Gradijent:
t [min]
%B

0 025 03 1.5 1.51 2
2 2 85 85 2 2

LC metoda 4:
LC kolona:
Mobilna faza A:
Mobilna faza B:
Gradijent:
t [min]
%B

Luna Omega 1.6 pm Polar C18, 30 x 2.1 mm (Phenomenex)
0.1% mravlje kiseline u vodi
0.1% mravlje kiseline u 90% acetonitrila i 10% vode

0 0.15 0.7 1.1 .11 1.5
2 2 95 95 2 2

LC metoda 5:
LC kolona:
Mobilna faza A:
Mobilna faza B:
Gradijent:
t [min]
%B

Acquity UPLC 1.7 pum BEH C18, 50 x 2.1 mm (Waters)
0.1% mravlje kiseline u vodi
0.1% mravlje kiseline u 90% acetonitrila i 10% vode

0 02 03 1 1.01 1.5
2 2 90 90 2 2

LC metoda 6:
LC kolona:
Mobilna faza A:
Mobilna faza B:
Gradijent:
t [min]
%B

Luna Omega 1.6 pm Polar C18, 30 x 2.1 mm (Phenomenex)
0.1% mravlje kiseline u vodi
0.1% mravlje kiseline u 90% acetonitrila i 10% vode

0 02 03 1 1.01 1.5
2 2 90 90 2 2

Tablica 5. Specificni MRM prijelazi i kromatografska metoda ispitivanih spojeva. (-) oznacava

negativni mod.

Spoj
Azitromicin
Klaritromicin
Eritromicin
Roksitromicin

Midekamicin

42

MRM prijelaz LC metoda

749.5 — 591.2
748.4 — 158.1
734.5 — 158.1
837.6 — 158.1
814.5 — 174.1
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Tablica 5. — nastavak
Spoj
Josamicin
Takrolimus
Spiramicin
Solitromicin
Telitromicin
Imunomicin
Rapamicin
Acebutolol
Amprenavir
Atenolol
Diklofenak
Digoksin
Feksofenadin
Prazosin
Propranolol
Kinidin
Ranitidin
Ritonavir
Rupintrivir
Teofilin
Topotekan
Vinblastin
Vinorelbin
Varfarin

Varfarin

MRM prijelaz
828.5 — 109.0

802.5 — 560.5 (-)

843.7 — 174.2
845.5 — 670.3
812.5 — 655.3

790.6 — 490.4 (-)
912.6 — 321.2 (-)

337.2 —116.2
506.2 — 2454
267.2 — 190.1
296.1 — 213.7
798.5 — 651.5
502.3 — 466.3
384.1 — 95.1
260.1 — 182.8
325.1 —» 172.1
315.2 —176.0
721.3 —296.1
599.2 —345.2
181.0 — 124.3
4223 — 377.1
406.3 — 376.2
779.4 — 658.3
309.2 — 163.2

307.0 — 160.8 (-)

LC metoda

AN = N = =N == = N = N = = RN DR W R WA

6
1,2,3,4,5,6
1,2,3,4,5,6

3.10 Analiza genske izraZenosti kvantitativnim PCR-om

3.10.1 Izolacija i pro¢is¢avanje ukupne RNA

Ukupna RNA je izolirana i proc¢is¢ena metodom ekstrakcije na krutoj fazi pomocu

RNeasy Mini kita (Qiagen) prema uputi proizvodaca. Ukratko, oko 300000 stanica

smrznuto je u RLT puferu koji je sadrzavao 1% B-merkaptoetanola. RLT pufer sadrzi,

medu ostalim, denaturiraju¢i agens gvanidin-tiocijanat, ¢ime je osigurano uspjesno

liziranje stanica. Nakon odmrzavanja, liziranim uzorcima dodan je jednaki volumen

70%-tnog etanola, koji omoguéava uvjete pri kojima se RNA veze na silika kolonu.
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Centrifugiranjem pri 13000 g, 1 min, uzorak se protiskuje kroz silika kolonu, gdje se zbog
povoljnih ionskih uvjeta, RNA veze na silika membranu, dok ostatak otopine prolazi.
Kolone su potom, uz centrifugiranje pri istim uvjetima, isprane s po 700 uL RW1 pufera i
potom dva puta s po 500 pL. RPE pufera, pri ¢emu je zadnje centrifugiranje trajalo 2 min.
RW1 i RPE puferi sluze ispiranju vezanih soli i drugih kontaminacija s kolone, tako $to
imaju rastu¢i udio etanola (RPE ima 80% etanola v/v). Uzorci su zatim centrifugirani
,na suho pri 18000 g, 1 min, kako bi se u potpunosti uklonili ostaci etanola i pufera.
Hidrofilna RNA isprana je potom s kolone dodatkom 50 pL vode, uz centrifugiranje pri
13000 g, 1 min. RNA je izolirana pri sobnoj temperaturi, te potom ¢uvana na -20°C do

daljnje analize.

3.10.2 Sinteza cDNA

Sinteza lanca ¢cDNA napravljena je pomocu kita High-Capacity cDNA Reverse
Transcriptase Kit (Applied Biosystems) prema uputi proizvodaca. Konacna reakcijska
smjesa sadrzavala je 5 uL ukupne RNA te medu ostalim 4 mM smjese dNTP-a i 2.5 U/uL
reverzne transkriptaze MultiScribe™ u ukupnom volumenu od 20 pL. Uzorci su inkubirani
10 min pri 25 °C, zatim 120 min pri 37°C i na kraju jo§ 5 min na 85°C (Mastercycler
gradient, Eppendorf) kako bi se reakcija okoncala. cDNA je razrijedena pet puta s vodom,

te pohranjena na -20°C.

3.10.3 PCR u stvarnom vremenu

Izrazenost gena za Mdrl transporter u stanicama MDCK analizirana je
kvantitativnom lancanom reakcijom polimeraze (kvantitativni PCR, engl. quantitative
polymerase chain reaction) na instrumentu 7300 Real-Time PCR system (Applied
Biosystems), uz koriStenje TagMan metode, s gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazom
(Gapdh) kao kontrolnim genom. TagMan proba hibridizira s unutarnjom regijom PCR
produkta, te tijekom PCR reakcije 5' egzonukleazna aktivnost polimeraze cijepa probu te
oslobada fluorescencijski signal. Budu¢i da je koli¢ina emitirane fluorescencije
proporcionalna koli¢ini PCR produkta, mjerenjem fluorescencije mjeri se koli¢ina nastale
DNA. Grani¢ni ciklus, CT (engl. treshold cycle), definira se kao ciklus u kojem je
detektirana fluorescencija porasla iznad pozadinske, te nam govori o pocetnoj koli€ini
cDNA u uzorku, odnosno koli¢ini mRNA u stanicama. CT se koristi za relativou

kvanitifikaciju, tj. usporedbu koli¢ine izrazenosti odredenog gena izmedu uzoraka.
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Pocetnice i probe dizajnirane su u ratunalnom programu Primer Express, te potom
sintetizirane (Microsynth). Koristene pocetnice i njihove koncentracije navedene su u
Tablici 6. Pocetnice za gen mdrl nisu specifi¢ne za vrstu, odnosno obuhvacaju dio gena
P-glikoproteina koji je homologan s humanim genom za P-glikoprotein. Konacne
reakcijske smjese za kvantitativni PCR otpipetirane su u plocicu s 96 jaZica za kvantitativni
PCR (Applied Biosystems), a svaki uzorak se sastojao od 15 pL reagensa TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems; sadrzi: AmpliTaq Gold®
DNA-polimerazu, dNTP s dUTP u puferu), 'forward' (engl. naprijed) i 'reverse' (engl.
obratno, unatrag) pocetnice te Tagman probu za odabrani gen u odgovarajué¢im
koncentracijama, 5 uL cDNA i sterilne deionizirane vode do ukupnog volumena od 25 pL.
PCR se odvijao u sljede¢im uvjetima: 2 min na 50°C, zatim 10 min na 95°C (aktivacija
DNA- polimeraze) i potom 40 ciklusa od po 15 s na 95°C (denaturacija dvolan¢ane DNA)
i po 1 min na 60°C (sparivanje lanaca i sinteza DNA). Svaki uzorak na kvantitativnom
PCR-u raden je u duplikatu.

Optimizacija koncentracija pocetnica i njihova validacija za koristenje s reagensom
TagMan Universal PCR Master Mix obavljena je prethodno prema protokolu proizvodaca.

U svrhu procjene jacine izrazenosti gena mdrl u razliCitim klonovima, koristena je
AACT metoda relativne kvantifikacije prema uputi proizvodaca (Applied Biosystems).
CT vrijednosti dobivene za Mdr1 transporter normalizirane su na vrijednosti dobivene za
kontrolni gen gapdh u istom uzorku cDNA na nacin da je broj dva potenciran na razliku
vrijednosti CT Mdr1 transportera i Gapdh. Pritom je dobivena relativna vrijednost koja
govori koliko je puta izrazenost gapdh veca od izrazenosti testiranog gena. Usporedbom
dobivenih relativnih vrijednosti za isti gen u razli¢itim uzorcima dobiva se stvarna razlika
u intenzitetu njihove izrazenosti. Zato je uzorak s najnizom izrazeno$¢u uzet kao kalibrator,

te je prema kalibratoru izrazen red veli¢ine razlike u izraZenosti svih uzoraka klonova.

Tablica 6. Odabrane pocetnice i njihove koncentracije za kvantitativni PCR u realnom vremenu.

Vrsta Gen Protein Sekvenca Koncentracija
pas abcbl cMdrl F: 5'-CCACCACGATAGCTGAAAACATT-3' 100 nM
(mdrlI) R:5-CTTCCTTAACAGCTTTCTCAATCTCAT-3' 100 nM

P: 5'-CTATGGCCGCGAAAATGTCACCATG-3' 100nM

pas gapdh cGapdh F: 5'-TGTCCCCACCCCCAATG-3' 100 nM
R: 5-TCGTCATATTTGGCAGCTTTCTC-3' 100 nM
P: 5'-CAGTTGTGGATCTGACCTGCCGCC-3' 100 nM
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3.11 Western blot analiza

3.11.1 Izolacija membrana

Nakon centrifugiranja suspenzije 1x10° stanica MDCK supernatant je odvojen
dekantiranjem. Preostali talog stanica ispran je dva puta D-PBS otopinom (pH 7.4) nakon
¢ega je inkubiran u otopini za liziranje (100 pL) pripremljenoj neposredno prije pokusa.
Nakon snaznog protresanja uzorci su drzani na ledu 30 minuta uz povremeno protresanje,
a zatim su centrifugirani pri 14000 g tijekom 10 minuta pri 4 °C. Dobiveni supernatant

pohranjen je na -20 °C do daljnje analize.

3.11.2 Odredivanje koncentracije proteina u lizatima stanica

Koncentracija proteina u lizatima stanica odredena je metodom BCA (engl.
bicinchoninic acid) koja se zasniva na Biuret reakciji redukcije Cu** u Cu'*, te selektivnoj
kolorimetrijskoj detekciji kompleksa Cu!* kationa i dvije molekule BCA koji apsorbira pri
562 nm.

Uzorci su razrijedeni pet puta u RIPA puferu. Ukupna koncentracija proteina u
uzorcima odredena je prema uputama proizvodaca u mikrotitarskim plocicama od
96 jazica. Plocice su inkubirane 30 minuta pri 37 °C, te je zatim izmjerena apsorpcija pri
562 nm na SpectraMax i3 ¢itacu plocica (Molecular Devices). Koncentracija proteina u
uzorku izracunata je interpolacijom iz BSA bazdarne krivulje pomoc¢u programa Microsoft

Excel (Microsoft).

3.11.3 Kapilarna Western analiza

Kapilarna Western blot analiza napravljena je na Wes uredaju (ProteinSimple)
koriste¢i kit ProteinSimple Wes Master Kit prema uputama proizvodaca. Ukratko, uzorci
dobiveni postupkom iz 3.9.1, razrijedeni su puferom iz kita te obiljeZeni fluorescentnom
mjeSavinom, koja sadrzi tri fluorescentna proteina. Oni sluze za normalizaciju udaljenosti
u svakoj kapilari zato Sto se molekularna ljestvica nalazi samo na prvoj kapilari, a svaka
kapilara je sustav za sebe. Proteini u uzorku denaturirani su zagrijavanjem na 95 °C, 5 min.
Denaturirani uzorci, zajedno s primarnim antitijelom, HRP-konjugiranim sekundarnim
antitijelom i kemiluminiscentnim supstratom, naneseni su na testnu plocicu. Po uzorku je
naneseno 0.5 mg/mL ukupnih proteina. Primarno antitijelo je bilo razrijedeno 1:10.

Postavljanjem testne ploCice u uredaj, separacija elektroforezom te imunodetekcija odvija
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se u potpuno automatiziranom kapilarnom sistemu. Western blot rezultati analizirani su

pomoc¢u Compass 2.7.1 programa.

3.12 Metabolicka stabilnost u jetrenim mikrosomima

Metabolicka stabilnost makrolida odredena je u mikrosomima jetre covjeka.
Razrjedivanjem pocetne otopine mikrosoma jetre, koncentracije proteina 20 mg/mL,
priredene su inkubacijske otopine koncentracije mikrosomalnih proteina od 0.5 mg/mL i
makrolida koncentracije 1 uM s 0.03% DMSO v/v, u 50 mM PBS otopine (pH=7.4).

Reakecija pri 37°C zapoceta je dodavanjem NADPH regeneracijskog sustava, koji
se sastojao od  NADP, glukoze-6-fosfata, = magnezijevog  klorida i
glukoze-6-P-dehidrogenaze u kona¢nim koncentracijama 5 mM, 50 mM, SmM i 15 U/mL
navedenim redoslijedom. Uzorci od 40 pL uzimani su u vremenskim tockama 0, 10, 20,
30, 45 1 60 minuta, a zatim su dodani hladnoj otopini za zaustavljanje reakcije - ,,Stop*
otopini. Uzorci za LC-MS/MS analizu pripremljeni su kao Sto je opisano u poglavlju 3.9.
Svaki spoj testiran je u duplikatu. Metabolicka aktivnost mikrosoma potvrdena je
pracenjem kontrolnih spojeva testosterona, propranolola i kofeina unutar navedenog
inkubacijskog vremena.

Metabolicka stabilnost markolida odredena je pracenjem smanjenja njihove
pocetne koncentracije u smjesi jetrenih mikrosoma nakon inkubacije od jednog sata.
Smanjenje koncentracije testirane supstance izrazava se relativno u odnosu na omjer
povrsine ispod krivulje analita i povrSine ispod krivulje unutrasnjeg standarda u prvoj tocki
mjerenja (t=0 min) proglaSenoj kao 100% vrijednosti analita. Vrijeme poluzivota in vitro
(t») raCunato je nelineranom regresijom iz odnosa postotka metabolicke stabilnosti,
odnosno, preostalog analiziranog spoja i vremena inkubacije. Prilikom racuna koriSten je
GraphPad Prism program.

Hepaticki mikrosomalni intrinzicni klirens in vitro (CLint, mL/min/mg), izracunat
je iz vremena poluzivota in vitro, uz normalizaciju na koli¢inu proteina u inkubacijskoj

smjesi te je izrazen po gramu jetre prema jednadzbi:

In2 mlL inkubacijske smjese
CLiTlt = t - . (8)
1/2 mg proteina

Predvideni hepati¢ki klirens in vivo izraCunat je prema sljedeoj jednadzbi,

pretpostavljajuci 52.5 mg proteina po gramu jetre:
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CLin: " LBF - LW /BW mg proteina
LBF + CLjp - LW /BW g jetre

in vivo CL;, = [mL/min/kg] (9)

in vivo CLy,

. 0, 10
BF 100 [% LBF] (10)

invivo CL, =

pri cemu LBF, odnosno hepaticki protok krvi (engl. liver blood flow), iznosi 21 mL/min/kg,
a LW/BW, odnosno omjer tezine jetre i tijela (engl. liver weight/body weight) iznosi
25.7 g/kg za Covjeka. Prema % LBF, spojevi se klasificiraju na one niskog klirensa kada je
% LBF < 30, viskog klirensa za % LBF > 70, te umjerenog klirensa za % LBF izmedu
30170.

3.13 Pokus nakupljanja i zadrZavanja u stanicama

Pokus stani¢nog nakupljanja (akumulacije) te zadrzavanja (retencije) makrolida
izveden je na stanicnoj liniji pluénog karcinoma NCI-H292. Odabir stani¢ne linije temeljio
se na zakljuccima rada Stepani¢ i sur. (151), prema kojima je NCI-H292 linija, od Sest
testiranih, odgovaraju¢a za ovu skupinu spojeva. Dan prije izvodenja pokusa, stanice
NCI-H292 posadene su u plo€ice s 12 jazica u koli¢ini 0.4-10° stanica u volumenu 1.2 mL
po jazici. Unos 10 uM makrolida izmjeren je nakon 3 sata inkubacije (37°C, 5% COa,
95% vlage), tako $to su stanice prvo tri puta isprane s 2 mL hladnog PBS pufera, te potom
lizirane s 300 pL 0.5% otopinom tritona u vodi. Za mjerenje retencije makrolida, stanice
su nakon 3 sata inkubacije s 10 uM makrolida isprane na isti nacin, te je nastavljena
inkubacija 3 sata s Cistim RPMI medijem. Po zavrSetku inkubacije, stanice su isprane s
2 mL hladnog PBS pufera, te potom lizirane s 300 uL 0.5% otopinom tritona u vodi.
Standardi za kalibracijsku krivulju pripremljeni su liziranjem netretiranih stanica s 300 pL
0.5% otopine tritona sa serijskim razrjedenjima makrolida (10, 5, 2.5, 1, 0.25 uM).
Naposljetku su svi lizati stanica smrznuti, otopljeni i centrifugirani na 14000 rpm, 10 min,
pri 4 °C. Supernatanti su skupljeni i pohranjeni na -20 °C do LC-MS/MS analize. Uzorci
za LC-MS/MS analizu pripremljeni su kao $to je opisano u poglavlju 3.9.

Izmjerene koncentracije nakupljenih makrolida izrazene su kao postotni udio od
nakupljenog azitromicina, ¢ija je vrijednost postavljena na 100%. Retencija makrolida u
stanicama nakon 3 sata izraZzena je kao postotni udio od inicijalno nakupljene koli¢ine tog
makrolida. Svaki spoj testiran je u triplikatu, a kona¢ni rezultat izrazen je kao srednja

vrijednost.
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3.14 Pokus permeabilnosti pri duZem vremenu inkubacije

Makrolidi su inkubirani 1, 6 i 24 sata u MDCK-KO modelu permeabilnosti koji je
opisan u poglavlju 3.8. S obzirom na produzeno vrijeme pokusa, umjesto transportnog
pufera koriSten je stani¢ni medij kako bi stanice bile opskrbljene nutrijentima. Budu¢i da
stani¢ni medij sadrzi fenolno crvenilo nije bilo moguce koristiti Lucifer yellow tijekom
inkubacije. Zato je na kraju pokusa izveden test integriteta. Stani¢ni monoslojevi isprani su
transportnim medijem, nakon ¢ega je Lucifer yellow inkubiran sat vremena na MDCK-KO
jednostrukim slojevima ¢ime se utvrdio integritet i nepropusnost membrane. Budu¢i da
,,Sink* uvijeti nisu ocuvani u ovom eksperimentalnom dizajnu, nije bilo moguce koristiti
formulu za koeficijent permeabilnosti (poglavlje 2.8). Stoga su rezultati izrazeni kao omjer
raspodjele koncentracije spoja izmedu bazolaterlanog i apikalnog odjeljka (Ru/a mpck)
opisujuci razdjeljenje izmedu faza umjesto brzine prolaska analogno metodi koju su opisali

Peier i sur. (150) i pokusu nakupljanja u stanicama.

3.15 Analiza podataka i statistika

3.15.1 Analiza krivulja osjetljivosti

Krivulja osjetljivosti, tzv. ROC krivulja (engl. receiver operating charactristic,
ROC curve) tehnika je vizualizacije i analize eksperimentalnog postupka prema njegovoj
sposobnosti da pravilno klasificira rezultate (153). Odreduje se temeljem osjetljivosti
(senzitivnosti) i specificnosti nekog testa (154).

Kako bi se procijenila dijagnosticka vrijednost PCR testa u detekciji MDCK
klonova s niskom izrazeno$¢u gena mdrl, transportni test uzet je kao zlatni standard.
Rezultati PCR testa rangirani su binarom klasifikacijom prema rezultatu transportnog testa
uz kriterijski prediktor - omjer efluksa manji od 2.4, te su u MS Excel programu izraCunate
senzitivnost (stvarno pozitivna stopa) i lazno pozitivna stopa (1-specifi¢nost), kao i
povrsina ispod ROC krivulje (engl. area under the curve, 4UC), koja ukazuje na uspjesnost

eksperimentalnog postupka.

3.15.2 Toplinske mape matrica korelacije

Toplinske mape matrica korelacije izradene su kroz programski jezik Python, a
pomocu programskih biblioteka Matplotlib i Seaborn (155,156).
Matrica korelacije nastaje utvrdivanjem korelacije svih parova promatranih

varijabli. Redovi i stupci matrice predstavljaju promatrane varijable, a podatak na presjeku
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odredenog retka 1 stupca predstavlja koeficijent korelacije izmedu varijabli u
odgovaraju¢em retku i stupcu. Toplinska mapa matrice vizualno predstavlja ove
koeficijente. Ova vizualizacija omoguéava lagano uocavanje medusobne ovisnosti
varijabli. Pozitivna korelacija ukazuje na jaku ovisnost, dok negativna korelacija ukazuje

na jaku inverznu ovisnost. Koeficijent korelacije blizu nule ukazuje na slabu ovisnost.

3.15.3 Izgradnja modela pomoc¢u PLS analize

PLS metoda (engl. partial least squares) statisticki je pristup Siroko koriSten u
kemometriji, posebno u slucaju kada je broj nezavisnih varijabli veéi od broja toCaka
podataka (157). PLS metoda je regresijska inaCica metode glavnih komponenata (PCA,
engl. principal component analysis) koja se temelji na projekciji viSedimenzionalnog
prostora u dvodimenzionalni ili trodimenzionalni prostor opisan medusobno ortogonalnim
glavnim komponentama (engl. principal components).

Metoda parcijalnih projekcija najmanjih kvadrata (PLS) metoda je za izgradnju
prediktivnih modela kad postoji mnogo faktora (deskriptora) koji mogu biti medusobno
kolinearni. Osim predvidanja zavisnih varijabli, iz PLS modela mogu se zakljuciti i odnosi
izmedu nezavisnih varijabli te njihov doprinos veli¢ini/procesu koji se modelira. Time je
moguce razviti 1 mehanisticki model, tj. statistickim pristupom istraziti jednostavnije
faktore koji utjecu na sloZeniju zavisnu varijablu.

Djelomic¢na analiza najmanjeg kvadrata, odnosno PLS analiza koriStena je za
izgradnju statisti¢kih modela za:

a) predvidanje permeabilnosti makrolida pomocu eksperimentalno odredenih
parametara stanicnog nakupljanja, stani¢nog zadrzavanja i omjera efluksa, te izracunatih
fizikalno-kemijskih i strukturnih parametara kao nezavisnih varijabli;

b) predvidanje bioraspolozivosti makrolida u ljudi pomocu eksperimentalno
odredenih parametara stani¢nog nakupljanja i zadrzavanja, Rva mpck nakon 1, 6 i 24 sata,
omyjera efluksa i metabolicke stabilnosti u humanim mikrosomima, te izracunatih fizikalno-
kemijskih i strukturnih parametara kao nezavisnih varijabli.

Strukturni 1 fizikalno-kemijski deskriptori pKa, logP, logD, topoloske polarne
povrsine (TPSA), broj donora vodikovih veza (HBD), broj pozitivnih naboja i broj Secernih
skupina izracunati su ACD/Percepta programom (Advanced Chemistry Development,
Inc.).

Za provedbu PLS analize koriSten je Simca racunalni program (Simca-P+ 11.5.

Umetrics, Sartorius AG). Za ocjenu modela koristeni su statisticki parametri R? koeficijent
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i Q? koeficijent. R? mjeri kvalitetu slaganja izmedu vrijednosti izracunatih modelom i
izmjerenih vrijednosti (engl. goodness of fif), dok Q? mijeri kvalitetu predvidanja
(engl. goodness of prediction). Modeli visoke statisticke zna¢ajnosti imaju vrijednost R?
veéu od 0.8 1 Q?veci od 0.6 (158).

Vizualni prikazi modela izradeni su programom DataWarrior 5.5

(openmolecules.org).
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4. REZULTATI

Rezultati su podijeljeni u dvije cjeline koje proizlaze iz ciljeva ovog istrazivanja.
Prvi dio opisuje dobivanje klona MDCK s niskom izrazeno$éu P-glikoproteina, te
obuhvaca postupak izolacije i daljnju karakterizaciju klona. U drugom dijelu istrazena je
permeabilnost makrolida u razli¢itim staniénim sustavima. Dobiveni rezultati
permeabilnosti makrolida objedinjeni su i usporedeni s dostupnim podacima lipofilnosti,
nakupljanja unutar stanice i in vivo bioraspolozivosti u ¢ovjeku i miSu. Radi daljnjeg
razumijevanja dobivenih rezultata dodatno je istrazena permeabilnost makrolida uz

produljenu vremensku komponentu.

4.1 Dobivanje klona MDCK s niskom izraZzenoS¢u gena mdrl

4.1.1 Izolacija klonova

U svrhu izolacije klonova MDCK-WT koriSten je postupak velikog razrjedivanja
(engl. limiting dilution), tako $to su stanice posadene u koncentraciji 0.3 stanice/jazici u
mikrotitarskoj plocici ravnog dna s 96 jazica. S obzirom na nisku koncentraciju sadenja,
bilo je potrebno 14 dana inkubacije kako bi jazice s klonovima postigle 70-80%
konfluencije (Slika 9). Nakon toga su klonovi dalje propagirani u stani¢nu kulturu, prvo u
plocice formata 24 jazice, a nakon toga u plocice formata 6 jazica. Odabir ovih formata
plocica (Tablica 7) omogucio je optimalno vrijeme postizanja konfluencije i to 7 dana rasta
u plo¢icama od 24 jazice, te 4 dana rasta u plo¢icama od 6 jazica.

Bududi da je prinos stanica u plo¢ici od 6 jazica bio oko 1.2x10° stanica za svaki
pojedini klon, dobivene stanice bile su podijeljene u tri dijela:

(1) sadenje na polupropusnu membranu za testiranje efulksa amprenavira,

(2) uzorak za kvantitativnu PCR analizu i

(3) smrzavanje stanica kako bi se sacuvale za daljnje studije.
Izolirano je ukupno 102 klona MDCK divljeg tipa koji su paralelno testirani na izraZenost

mRNA za P-glikoprotein i na efluks amprenavira.

52



REZULTATI

Slika 9. Inkubacijska ploc¢ica nakon 14 dana.

Tablica 7. Usporedba oc¢ekivanih prinosa stanica u ploCicama razli¢itog broja jazica (159).

Broj jazica Povrsina jazice | Sadenje (broj stanica Prinos stanica kod
na plocici (cm?) x10° / jazici) konfuentnosti (x10° / jaZici)
6 9.6 0.3 1.2
12 3.5 0.1 0.5
24 1.9 0.05 0.24
48 1.1 0.03 0.12
96 0.32 0.01 0.04

4.1.2 Odabir klona s niskim efluksom

Za proucavanje funkcije P-glikoproteina, monoslojevi izoliranih klonova
inkubirani su 60 min na 37°C sa supstratom P-glikoproteina, amprenavirom. Potom je
amprenavir izmjeren u apikalnom i bazolateralnom odjeljku te je izracunat omjer efluksa
(ER). Nadalje, za sve klonove pracena je izraZzenost P-glikoproteina na nivou glasnicke
RNA (mRNA) kvantitativnim PCR-om.

Rezultati analize klonova prikazani su histogramom na Slici 10. Izmjereni omjeri
efluksa amprenavira kretali su se u rasponu od 1.6 do 19.3 pri ¢emu je MDCK-WT imao
ER = 6.8. Najvise klonova imalo je vrijednosti efluksa u rasponu 3.2 — 4.8, dok su
vrijednosti iznad 12.9 bile rijetke. Nadalje, kvanititativni PCR izoliranih klonova pokazao
je raspon relativne mRNA izraZenosti od 0.19 do 3.67 pri ¢emu je MDCK-WT imao
vrijednost 1. Najvise klonova nalazilo se u rasponu 0.51 — 0.82, dok su vrijednosti iznad
2.09 bile rijetkost. Oba histograma asimetri¢nog su oblika s nagibom na lijevo prema nizim

vrijednostima.
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Slika 10. Histogrami omjera efluksa amprenavira (a) i relativne mRNA izrazenosti (b) izoliranih

klonova.
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Slika 11. Odnos omjera efluksa amprenavira i izrazenosti P-glikoproteina za 102 izolirana MDCK

klona. Graf je podijeljen u kvadrante prema vrijednostima dobivenima za MDCK-WT.
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Na Slici 11 prikazan je odnos omjera efluksa i kvantitativnog PCR-a za svaki
izolirani klon. S obzirom na slabu linearnu korelaciju (R? = 0.46), napravljena jer ROC
analiza kako bi se provjerila prediktivnost PCR-a. Pri tom, klonovi koji su imali vrijednost
omjera efluksa manji ili jednak 2.3, smatrani su pozitivnim ishodom. Granica za odluku
stavljena je na 2.3, s obzirom da je samo jedan klon postigao omjer efluksa manji od dva.

Prema ROC krivulji prikazanoj na Slici 12, PCR je umjereno prediktivan s
povrsinom ispod ROC krivulje (AUC) od 0.789. Nadalje, vidljivo je da visoka specificnost
odnosno niska proporcija lazno pozitivnih rezultata, dolazi s relativno niskom osjetljivoscu,
1 obratno. Stoga, kako bi se postigla maksimalna specifi¢nost, grani¢na vrijednost
kvantitativnog PCR-a bila bi 0.4, kod koje se postize 33% osjetljivosti odnosno proporcija

stvarno pozitivnih rezultata.
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Slika 12. ROC krivulja detekcije MDCK klonova s niskim efluksom kvantitativnim PCR testom.
Tanka diagonalna linija predstavlja potpuno neinformativni test s povrsinom ispod krivulje (AUC)

od 0.5. Povrsina ispod ROC krivulje (deblja linija) bila je 0.789.
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4.1.3 Funkcionalna karakterizacija transportera

Da bi se provjerio moguci utjecaj drugih efluks transportera na funkcionalnoj razini,
izvedena je inkubacija s razliitim supstratima transportera. Pored najbolje rangiranog
klona 79, za daljnju procjenu odabrano je nekoliko dodatnih klonova umjerenog ranga (69,
38, 1, 72, 50) i jedan klon (90) s najnizim rangom.

Testirano je ukupno 7 klonova na aktivnost efluks transportera: MDR1, BCRP,
MRP-2. Iz rezultata prikazanih u Tablici 8, u svim klonovima vidljiv je omjer efluksa manji
od dva za prazosin i valsartan, $to ukazuje na izostanak aktivnog transporta. Prazosin je
supstrat BCRP 1 P-glikoproteina, dok je valsartan MRP-2 supstrat. Nadalje, topotekan,
poznati BCRP, ali istovremeno i supstrat P-glikoproteina, te amprenavir, koji je
P-glikoprotein supstrat, pokazali su slicne omjere efluksa ¢ime je omoguceno rangiranje

Na temelju ovih rezultata, za naredne pokuse odabran je klon 79, koji je pokazao
najmanji omjer efluksa amprenavira i1 topotekana, kao i nisku izrazenost mRNA

P-glikoproteina.

Tablica 8. Omjeri efluksa amprenavira, prazosina, topotecana i valsartana u MDCK klonovima.

g_ll:lllj(zz Prazosin | Valsartan | Topotekan | Amprenavir qPCR
WT 1.3 0.5 4.0 6.8 1
Klon 79 1.0 0.5 1.6 1.6 0.33
Klon 69 1.1 0.4 2.5 3.0 0.43
Klon 38 1.2 0.4 3.5 3.8 0.65
Klon 1 1.3 0.4 2.1 4.1 0.78
Klon 72 1.1 0.4 2.9 3.6 0.79
Klon 50 1.3 0.4 2.1 3.0 0.91
Klon 90 1.4 0.4 52 15.8 1.40
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4.1.4 Karakterizacija klona 79 kroz pasaze

Da bi se provjerilo koliko je nizak efluks stabilan tijekom vremena, klon 79 je u
razli¢itim vremenima boravka u kulturi tzv. pasazama, ispitan na permeabilnost i efluks
amprenavira.

Kako je prikazano u Tablici 9, permeabilnost amprenavira pracena je u klonu 79 u
pasazama 4, 8 i 10. PasaZa 4 predstavlja 4. pasazu nakon odmrzavanja klona, te je pokazala
nesto nizi koeficijent permeabilnosti u smjeru iz apikalnog u bazolateralni odjeljak u
odnosu na pasaze 8 i 10, koje su pokazale sli¢ne vrijednosti koeficijenata permeabilnosti u
smjeru iz A u B kao i omjera efluksa. 1z prikazanog se moze zakljuciti da je nizak efluks

klona 79 stabilan do 10. pasaze.

Tablica 9. Izmjereni koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa amprenavira za klon 79 u razli¢im

pasaZama.

Broj pasaze Faro ([a Ilngaén CO r:;jzso]l werin) | Forp (le gaé:z:; S-?lpikalni) Omjer efluksa
4 10.6 30.7 3.0
8 12.4 25.4 2.1
10 12.5 28.8 2.3

U daljnjem pokusu dodatno je ispitana vremenska komponenta. Klon 79 je u
produzenom vremenskom intervalu od dva mjeseca testiran s amprenavirom te dodatno s
topotekanom. 1z rezultata prikazanih u Tablici 10. vidljivo je da je nizak efluks klona 79
bio stabilan do 22. pasaze. Isto kao u ranijem pokusu, 4. pasaza je pokazala nesto visi
efluks. Prilicno neocekivano visok omjer efluksa dobiven je za pasazu broj 12. Medutim
permeabilnost amprenavira je ostala visoka u svim pasazama. Detaljnim pregledom svih
rezultata amprenavira na klonu 79 utvrdeno je da se za 17 mjerenja, raspon vrijednosti

omjera efluksa kretao u 2.0 — 3.3 (Slika 13).
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Tablica 10. Izmjereni koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa amprenavira i topotekana za klon

79 u pasazama kroz vremenski interval od 2 mjeseca.

Papp (apikalno- Papp (bazolateralno-
Spoj Broj pasaze bazolateralni) apikalni) Omjer efluksa
[10°6 cm/s] [10°6 cm/s]
4 10.1 30.2 3.0
) 8 13.8 35.5 2.6
Amprenavir
12 11.1 40.7 3.7
22 13.3 31.6 2.6
4 2.0 6.4 3.2
8 2.3 5.4 2.4
Topotekan
12 2.1 6.2 2.9
22 2.4 5.9 2.5
5.0
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4.0 1
€331 P
2304 o o ® .
% 2.5 = ) e h
5} ® ¢ °
‘2 2.0 4 o ®
T
1.0 1
0.5 4
O-O T T 1
0 10 15 20
Broj pokusa

Slika 13. Prikaz omjera efluksa amprenavira u klonu 79 u 17 razlic¢itih pokusa. Puna linija

predstavlja srednju vrijednost, a isprekidane linije srednju vrijednost + dvije standardne devijacije.
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4.1.5 Analiza izraZenosti P-glikoproteina na razini proteina

Kako bi se provjerilo je li izrazenost P-glikoproteina odredena transportnim testom
1 kvanititativnom PCR-om ocuvana i na proteinskoj razini, napravljena je Western blot
analiza membranske frakcije stanica klonova 79 1 90, te divljeg tipa.

Na Slici 14 vidljivo je da je P-glikoprotein, koji se prema literaturi nalazi
izmedu140-170 kDa, izaSao kasnije na otprilike 230 kDa, §to je za oCekivati na kapilarnom
automatskom sustavu. Na proteinskoj razini ne vidi se razlika izmedu najboljeg klona 79 1
MDCK-WT, dok klon 90 ima jasno izrazeniji P-glikoprotein §to je u skladu s rezultatima

dobivenim kvantitativnom PCR-om i transportnim pokusom.

&
&F: O 2
Z S

N-

D

- P
kba € & ¢

230 |
180

116 .

Slika 14. Western blot analiza membranskih frakcija stanica MDCK-WT te klonova 79 i 90 za
P-glikoprotein (230 kDa). 0.5 ng ukupnih proteina po jazici.
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4.1.6 Dvosmjerni transport standardnih spojeva

U svrhu daljnje karakterizacije klona 79, napravljeno je niz pokusa dvosmjernog
transporta na klonu 79 sa standardnim, komercijalnim spojevima. Usporedno, isti su
spojevi testirani na MDCK stani¢nim linijama divljeg tipa (MDCK-WT) i cMdr1 knock-out
(MDCK-KO) stani¢noj liniji. Set standardnih spojeva obuhvatio je visoko i nisko
permeabilne spojeve, kao 1 ne-MDR1 i MDRI1 supstrate sa Sirokim rasponom omjera
efluksa u divljega tipa stanicama. Set je sadrzavao sljedece spojeve:

(a) atenolol koji je nisko permeabilan i nije supstrat P-glikoproteina,

(b) propranolol, teofilin i diklofenak — visoko permeabilni spojevi koji nisu

supstrati P-glikoproteina,

(c) feksofenadin, ranitidin, acebutolol, topotekan, eritromicin, klaritromicin,
azitromicin, digoksin, ritonavir, rupintrivir, vinblastin, i vinorelbin — spojevi
niske permeabilnosti i supstrati P-glikoproteina,

(d) prazosin, kinidin, amprenavir — umjereno do visoko permeabilni spojevi i

supstrati P-glikoproteina.
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Rezultati dvosmjernog transporta na MDCK-WT, klonu 79 i MDCK-KO prikazani

su sumarno u Tablici 11. Za cetiri spoja koji nisu supstrati P-glikoproteina, atenolol,

propranolol, teofilin i diklofenak, dobiveni rezultati permeabilnosti i omjera efluksa nisu

se razlikovali izmedu testiranih stani¢nih linija. Tako se atenolol u sve tri stani¢ne linije

pokazao kao nisko permeabilan, dok su propranolol, teofilin i diklofenak bili visoko

permeabilni. Sva Cetiri spoja imala su omjer efluksa < 2 u sve tri testirane stanicne linije.

Tablica 11. Vrijednosti koeficijenata permeabilnosti (Papp) i omjera efluksa u MDCK-WT,
MDCK-79 i MDKC-KO.

Papp (apikalno-bazolateralni) Papp (bazolateralno-apikalni)
Omjer efluksa
[10-5cm/s] [10-5cm/s]

MDCK WT 79 KO WT 79 KO WT 79 KO

Feksofenadin | 0.8+0.2 | 0.7+0.3 | 0.9+0.2 | 1.2+0.2 | 1.440.5 | 0.9+0.1 1.6+03 | 1.9+04 | 1.1+0.2
Atenolol 1.2+04 | 0.9+0.3 | 09+0.2 | 1.1+0.5 | 1.0+0.2 | 0.8+0.2 | 0.9+0.2 | 1.1+0.2 | 0.9+0.5
Ranitidin 1.6+0.3 | 14408 | 1.0£0.1 | 2.0+0.1 | 1.7+0.5 | 1.4+03 | 1.2+£02 | 1.4+0.5 | 1.3+0.3
Propranolol 113424 102423 | 19.7434 | 125+£1.0| 6.7+1.3 | 17.1+2.1 | 1.1+0.2 | 0.7+0.2 | 0.9+0.1
Prazosin 10.2£1.8| 10.0£2.5| 12.64+2.7 | 20.3£1.5| 13.1£1.5| 14.0+£23 | 2.0+04 | 1.4+0.5 | 1.1+0.1
Teofilin 26.8+£6.6| 20+39 | 22.743.8| 23.4+£22| 18.5+1.7| 22.0+2.0| 09+0.2 | 1.0+0.2 | 1.0+0.1
Diklofenak 273458 34.84+4.1| 42.3+3.6 | 26.8+3.0| 25.1+1.9| 33.6+3.5| 1.0+0.1 | 0.7+0.1 1.0 +0.1
Kinidin 9.5+0.2 | 8.7+1.3 | 13.9+43.0| 24.14+63 | 12.9+1.6| 13.0£1.9| 2.5+0.8 | 1.5+0.2 | 1.0+0.1
Acebutolol 14+03 | 1.5+03 | 1.4+02 | 49+0.7 | 3.4+03 | 1.6+03 | 3.8+1.0 | 2.5+0.5 | 1.1+0.2
Topotekan 1.2+0.3 | 1.9404 | 1.9+0.1 | 59+1.2 | 41405 | 23402 | 5.14£1.0 | 22404 | 1.2+40.2
Eritromicin 09+0.2 | 0.6+0.2 | 1.2+03 | 52+0.7 | 3.7+1.1 | 1.9+04 | 6.0+0.9 | 56+0.8 | 1.7+0.5
Klaritromicin | 2.7+1.0 | 1.8+0.4 | 5.9+1.1 | 178433 | 6.9=+1.1 | 7.0+1.3 | 7.5+29 | 4.0+0.8 | 1.2+0.2
Amprenavir 4.7+13 | 10.6+1.8 | 22.4+1.2| 29.643.4| 27.6+4.5| 22.0+1.0 | 6.8+1.8 | 2.7+0.6 | 1.0+0.0
Azitromicin 04+0.1 | 1.1+0.8 | 1.2+04 | 3.3+0.7 | 3.4+0.1 | 1.4+03 | 8.6+1.7 | 42428 | 1.3+0.3
Digoksin 0.9+0.1 | 1.9+0.8 2.7+1 11.3+1 | 8.0+1.0 | 4.6+1.0 | 12.1+2.1| 42+1.3 | 1.8+05
Ritonavir 6.742.0 | 11.1429| 11.0+2.6 | 26.8+7.2| 19.5424| 173439 | 43£19 | 1.9+0.8 | 1.6+0.1
Rupintrivir 1.0£0.2 | 1.6+0.4 | 3.7+03 | 285+2.1|21.1+23]10.7+03| 29.5+7 | 13.6+3.3| 2.9+0.3
Vinblastin 0.6+0.1 | 0.8+0.1 | 0.3+0.1 | 9.1+43 | 3.1£1.2 | 1.4+02 | 16.1+6.6| 3.9+1.9 | 4.5=+1.0
Vinorelbin 0.3+0.2 | 05402 | 04+0.1 | 19.9430| 7.4+09 | 1.3+£03 | 53.9+1.7| 16.6+6.6 | 3.2+1.3
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Na Slici 15 prikazan je efluks poznatih supstrata P-glikoproteina na tri stani¢ne
linije. Literaturni supstrati feksofenadin i prazosin nisu pokazali efluks niti na jednoj
stani¢noj liniji. Omjer efluksa u klonu 79, za preostale supstrate P-glikoproteina, bio je u
prosjeku 2.4 puta nizi u usporedbi s MDCK-WT, a vrijednosti omjera efluksa kretale su se
u rasponu od 1.5 za kinidin do 17 za vinorelbin, pri ¢emu su vrijednosti efluksa na
MDCK-WT bile 2.5 za kinidin 1 53 za vinorelbin. Unato¢ tome, veéina spojeva bi prema
rezultatima u klonu 79 bila interpretirana kao supstrati P-glikoproteina, buduci da je omjer
efluksa bio iznad 2, $to ukazuje na rezidualnu aktivnost P-glikoproteina u klonu 79. Od
spojeva koji su imali omjer efluksa iznad 2 u MDCK-WT, jedino eritromicin nije pokazao
vidljivo smanjenje omjera efluksa u klonu 79.

S druge strane, ,,.knock-out linija pokazala je simetri¢an efluks kod svih supstrata

P-glikoproteina uz iznimke rupintrivir, vinblastin i vinorelbin.
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Slika 15. Efluks supstrata P-glikoproteina u stani¢nim linijama MDCK-WT, izoliranom klonu 79 i
MDCK-KO. Iscrtkana linija oznacava grani¢nu vrijednost 2. Omjer efluksa ve¢i od 2 upucuje na

ukljucenost aktivnog transporta.
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Usporedba koeficijenata permeabilnosti (Papp, apikalno-bazolateraini) 1zmedu klona 79,
MDCK-WT i MDCK-KO na Slici 16, pokazala je da se klasifikacija na testiranim
staniénim linijjama podudara za veéinu spojeva, ukljuCujuci feksofenadin, atenolol,
ranitidin, propranolol, prazosin, teofilin, diklofenak, acebutolol, topotekan, eritromicin,
azitromicin, vinblastin, vinorelbin. Za Sest supstrata P-glikoproteina (kinidin, klaritromicin,
amprenavir, digoksin, ritonavir i rupintrivir), permeabilnost je bila nesto veca u stanicama
MDCK-KO u odnosu na klon 79, §to je posljedi¢no utjecalo na promjenu klasifikacije. Za
ovu skupinu spojeva aktivnost P-glikoproteina utjeCe na koeficijent permeabilnosti, uz
izuzetak kinidina 1 klaritromicina. Nadalje, Papp, apikalno-bazolateralni Vrijednosti klona 79
pokazale su bolju korelaciju s ,,knock-out* stani¢nom linijom (R? = 0.93) u odnosu na WT

(R? = 0.89).
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Slika 16. Koeficijenti permeabilnosti u smjeru iz apikalnog u bazolateralni, Papp(apikalno-
bazolateralni), na stancnim linijama MDCK-WT, izoliranom klonu 79 i MDCK-KO. Iscrtkane
linije postavljene su na grani¢ne vrijednosti 2 te 10 x10°cm/s. Spojevi s vrijednostima Py, ispod
donje grani¢ne vrijednosti smatraju se nisko permeabilnima, a spojevi iznad gornje granicne

vrijednosti smatraju se visoko permeabilnima.
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4.2 Permeabilnost i transport makrolida u razliitim stani¢nim sustavima

Za proucavanje in vitro permeabilnosti i transporta makrolidi su ispitani u studijama

dvosmjernog transporta na sljede¢im stani¢nim sustavima:

1)
2)

3)
4)
5)

humana intestinalna stani¢na linija Caco-2,

pse¢a, bubrezna stanicna linijja s dodatno izrazenim humanim
P-glikoproteinom, MDCK-MDRI,

divlji tip stanica MDCK, MDCK-WT,

izoliranom klonu MDCK 79, i

cMdr1 knock-out stani¢na linija, MDCK-KO.

Koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa odredeni su bez i uz prisustvo inhibitora

P-glikoproteina elakridara (GF120918).

Za daljnju analizu dobivenih rezultata, testirani makrolidi, ¢ije su strukture

prikazane na Slici 17, podjeljeni su u 4 podgrupe:

64

Y
2)
3)

eritronolidi: azitromicin, klaritromicin, eritromicin i roksitromicin
ketolidi: telitromicin 1 solitromicin
leukomicini: josamicin, midekamicin i spiramicin

4) imunosupresivi: takrolimus, rapamicin i imunomicin
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Takrolimus
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Slika 17. Strukture istrazivanih makrolida.
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4.2.1 Permeabilnost makrolida na stanicama Caco-2

Rezultati pokusa dvosmjernog transporta na Caco-2 stanicnom monosloju prikazani
su u Tablici 12. Eritronolidi su pokazali nisku permeabilnost u apikalno-bazolateralnom
smjeru, dok je dodatak inhibitora utjecao na povecanje permeabilnosti samo za
klaritromicin 1 roksitromicin. Nadalje, omjer Caco-2 efluksa s inhibiranim
P-glikoproteinom bio je znatno nizi nego bez inhibicije.

Za ketolide i1 leukomicine koeficijent permeabilnosti u apikalno-bazolateralnom
smjeru s inhibicijom P-glikoproteina nije bio izmjeren, medutim s obzirom da se
permeabilnost u bazolateralno-apikalnom smjeru smanjila uz dodatak elakridara, moze se
indirektno zakljuciti da P-glikoprotein donekle igra ulogu u transportu ovih spojeva.

Imunosupresivi su pokazali dobru permeabilnost, dok se omjer efluksa nije

znacajno smanjio.

Tablica 12. Koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa makrolida u Caco-2 stani¢nom sustavu,

bez i s inhibicijom P-glikoproteina elakridarom.

P-glikoprotein aktivan inhibiran
Papp [10°cm/s] Papp [10°cm/s]
Spoj apikalno- | bazolateralno- ER apikalno- | bazolateralno- ER
bazolateralni apikalni bazolateralni apikalni
Azitromicin 0.3+0.1 6.4+0.5 25.9+4.8 03+0 04+0 1.2+0.1
Klaritromicin 1.2+0.1 16.0+0.1 124+0.1] 5.1+0.7 7.8 1.6+0.2
Eritromicin 03=+0.1 9.0+£0.8 32.8+7.7 0.8+0 09=+0.1 1.1+£0.1
Roksitromicin | 0.6 +0.1 125+1.1 19.7442 | 3.9+0.2 4.1+0.4 1+£0.2
Telitromicin 0.9+0.1 93+1.2 99+14 N/A 3.9+0.7 N/A
Solitromicin 3.6+0 11.3+1.4 29+03 N/A 7.5 N/A
Josamicin 43+0.7 379+ 1.6 9.0+1.1 N/A 23.4 N/A
Midekamicin 24+0.8 343+1.0 15.0 +4.4 N/A 14.9 N/A
Spiramicin 0.9+0.1 13.2+1.2 149424 | 0.8+0.1 05+0 0.7+0.1
Takrolimus 6.4+0.9 14.8+4 23+04 | 54+05 8.4+2.1 1.3£0
Rapamicin 34+0.7 6.2+14 1.9+0.6 N/A 3.8+£0.9 N/A
Imunomicin 11.1£23 17.6 £1.1 1.6£02 | 7.3+2.7 11.5+0.4 1.7+0.7

N/A = nema rezultata zbog prevelike permeabilnosti Lucifer yellow
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4.2.2 Permeabilnost makrolida na stanicama MDCK-MDR1

Rezultati pokusa dvosmjernog transporta na stanicama MDCK-MDR1 prikazani su
u Tablici 13. Kao kod Caco-2 rezultata, eritronolidi su pokazali nisku permeabilnost u
apikalno-bazolateralnom smjeru, dok je dodatak inhibitora utjecao na povecanje
permeabilnosti samo za klaritromicin i roksitromicin. Omjer MDCK-MDRI1 efluksa s
inhibiranim P-glikoproteinom znatno se smanjio nego bez inhibicije, iz ¢ega se moze
zakljuciti da su azitromicin, klaritromicin i roksitromicin supstrati P-glikoproteina, dok za
eritromicin taj zakljucak nije tako jasan.

Ketolidi i leukomicini bili su nisko permeabilni kod aktivnog P-glikoproteina, a
njegovom inhibicijom permeabilnost se povecala. Iznimka je bio spiramicin koji je 1 uz
inhibiciju P-glikoproteina ostao nisko permeabilan. Usporeduju¢i omjere efluksa pri
aktivnom 1 inhibiranom P-glikoproteinu, moze se zakljuciti da su ovi spojevi supstrati
P-glikoproteina.

Imunosupresivi pokazali su dobru permeabilnost. Nadalje, omjer efluksa znacajno
se smanjio kad je P-glikoprotein bio inhibiran Sto ukazuje na to da su testirani

imunosupresivi supstrati P-glikoproteina.

Tablica 13. Koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa makrolida u MDCK-MDRI1 stani¢cnom
sustavu, bez i s inhibicijom P-glikoproteina elakridarom.

P-glikoprotein aktivan inhibiran
Papp [1 0'6cm/s] ER Papp [1 0'6cm/s] ER
Spoj apikalno- bazolateralno- apikalno- bazolateralno-
bazolateralni |apikalni bazolateralni| apikalni

Azitromicin 0.5+0.2 29+0.6 7.0+3.4 0.5+0.2 09+03 21+04

Klaritromicin 04+0.2 23.2+£3.0 56.4+£19.5| 6.5+1.0 9.7+14 1.6+0.3

Eritromicin 1.0+0.6 43+1.5 48+1.1 09+03 23+05 25+03

Roksitromicin | 0.8 +£0.6 143+1.4 19.6 £9.9 24+1.0 44+09 2.1+£1.0

Telitromicin 0.4+0.1 9.0+1.7 26.7£6.2 32+1.0 54+£05 1.8+0.5

Solitromicin 04+0.2 17.9+£2.1 47.7+16.2] 3.9+0.9 7.6+0.7 20+05

Josamicin 0.6 +0.1 23.7+£24 | 40.6 6.9 9.0+2.6 13.6+1.2 1.7+0.5
Midekamicin 0.6 +0.1 14.8+£6.3 322499 44+15 6.8+2.0 1.5+0.6
Spiramicin 14+1.0 22402 29+0.6 1.9+0.8 2.8+£0.8 1.6+0.5
Takrolimus 43+1.2 343+£6.5 9.1+£3.6 182+£2.7 242+1.6 1.3+0.1
Rapamicin 3.8+£3.3 23.0+£3.8 10.4 +4.4 6.7+1.38 103 +£1.2 1.3+£0.2

Imunomicin 1.8+0.6 40.1£69 | 27.7+£203| 22.4+4.6 29.0+1.9 1.4+0.2

67



REZULTATI

4.2.3 Permeabilnost makrolida na stanicama MDCK-WT

Kao §to je vidljivo iz Tablice 14 s rezultatima na divljem tipu stanica MDCK,
eritronolidi, osim klaritromicina, pokazali su nisku permeabilnost u apikalno-
bazolateralnom smjeru, dok je dodatak inhibitora utjecao na povecanje permeabilnosti
samo za klaritromicin i roksitromicin. Omjer MDCK-WT efluksa s inhibiranim
P-glikoproteinom znacajno se smanjio nego li bez inhibicije, iz ¢ega se moze zakljuciti da
su testirani eritronolidi supstrati endogenog pseceg P-glikoproteina.

Ketolidi i leukomicini, osim solitromicina i josamicina, bili su nisko permeabilni
uz aktivan P-glikoprotein, no njegovom inhibicijom permeabilnost se povecala. Pri tom,
iznimka su bili telitromicin i spiramicin, koji su 1 uz inhibiciju P-glikoproteina ostali nisko
permeabilni. Usporedujuc¢i omjere efluksa pri aktivhom i inhibiranom P-glikoproteinu,
moze se zakljuciti da su ovi spojevi supstrati endogenog P-glikoproteina.

Nadalje, imunosupresivi su pokazali podjednako visoku permeabilnost bez i s
inhibicijom P-glikoproteina. Stovise, omjer efluksa nije se promijenio kad je P-glikoprotein
bio inhibiran $to ukazuje na to da testirani imunosupresivi nisu supstrati endogenog

P-glikoproteina.

Tablica 14. Koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa makrolida u MDCK-WT stani¢cnom

sustavu, bez i s inhibicijom P-glikoproteina elakridarom.

P-glikoprotein aktivan inhibiran
Papp [10°cm/s] Papp [10°cm/s]
Spoj apikalno- bazolateralno- ER apikalno- bazolateralno- ER

bazolateralni |apikalni bazolateralni| apikalni
Azitromicin 0.4=+0.1 33+0.7 8617 | 0.5+0.1 0.7+0.2 1.5+0.4
Klaritromicin | 2.7+ 1.0 17.8£3.3 75+29 | 5.6+0.7 5.7+£0.9 1.0£0.1
Eritromicin 0.9+0.2 52+0.7 6.0+0.9 1.2+0.2 1.8+ 1.0 1.4+0.7
Roksitromicin| 0.8 £0.1 10.4+£0.9 13.0£1.6 | 2.0£0.5 24+09 1.2+0.2
Telitromicin 09+04 6.0+1.2 7.1+23 1.3+0.4 1.5+0.6 1.3+0.3
Solitromicin 22+04 56+1.2 2709 | 50=x4.0 39+0.9 1.0£0.3
Josamicin 29+0.9 19.6 £2.7 71+15 | 7.0+£1.7 85+1.7 1.3+0.2
Midekamicin 1.7+0.7 15.5+£3.9 11.0£50 | 40=+1.0 42+09 1.1+£0.1
Spiramicin 1.4+0.7 3.1+04 2.6+0.9 1.2+0.3 1.1+0.2 0.8+0.5
Takrolimus 15.1+4.1 19.5+5.9 14+04 | 16.2+2.2 22.4+5.6 1.4+0.3
Rapamicin 7.7+£43 10.8 £2.8 1.9+1.2 | 10.6+1.8 10.5+£3.8 1.5+0
Imunomicin 15.7+4.0 22.8+5.5 1.5+0.3 | 203+£2.38 23.2+6.0 1.1+0.2
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4.2.4 Permeabilnost makrolida na klonu 79

U Tablici 15 prikazani su rezultati pokusa dvosmjernog transporta na izoliranom
klonu MDCK 79. Eritronolidi su pokazali nisku permeabilnost u apikalno-bazolateralnom
smjeru, dok je dodatak inhibitora utjecao na povecanje permeabilnosti samo za
klaritromicin. Pri tom, omjer efluksa s inhibiranim P-glikoproteinom znatno se smanjio u
usporedbi s omjerom efluksa bez inhibicije, iz ega se moze zakljuciti da je za testirane
eritronolide vidljiv utjecaj endogenog P-glikoproteina.
ketolidi

P-glikoproteina, a njegovom inhibicijom permeabilnost se uglavnom nije znatno povecala.

Svi i leukomicini bili su umjereno permeabilni kod aktivnog
Usporedujuc¢i omjere efluksa pri aktivhom i inhibiranom P-glikoproteinu, za ketolide
utjecaj transportera nije bio vidljiv, dok se za leukomicine moze zakljuciti da su supstrati
endogenog P-glikoproteina.

Nadalje, imunosupresivi su pokazali podjednako visoku permeabilnost bez i s
inhibicijom P-glikoproteina. Omjer efluksa bio je manji od 2 i nije se promijenio kad je
P-glikoprotein bio inhibiran iz ¢ega nije vidljiv utjecaj transportera na transprot testiranih

imunosupresiva.

Tablica 15. Koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa makrolida u MDCK 79 stani¢nom sustavu,

bez i s inhibicijom P-glikoproteina elakridarom.

P-glikoprotein aktivan inhibiran
Papp [10°cm/s] Papp [10°cm/s]
Spoj apikalno- bazolateralno- ER apikalno- bazolateralno ER
bazolateralni |apikalni bazolateralni | -apikalni

Azitromicin 1.1£0.8 34+0.1 42+2.8 0.9+0.2 1.1+0.5 1.2+0.3
Klaritromicin 1.8+0.4 69=+1.1 4.0+0.8 2.8+ 1.1 4.7+0.5 1.8+0.9
Eritromicin 0.6+0.2 3.7+ 1.1 5.6+0.8 0.9+0.2 1.0+0.2 1.1+0.3
Roksitromicin| 0.9 +0.2 42+1.3 45+1.2 1.3+0.5 1.9+0.3 1.6+ 0.6
Telitromicin 39+33 49+0.3 1.8+0.8 33+1.0 4.0+0.6 1.3+0.2
Solitromicin 34+1.0 54+1.2 1.7+0.4 4.8+0.7 54+0.5 1.2+0.2
Josamicin 4.6+0.7 10.2+£3.9 22+0.8 72+1.2 10.1+1.2 | 1.4+0.2
Midekamicin 2.7+0.5 95+22 3.6+ 1.0 53+0.6 6.5+1.2 1.3+0.4
Spiramicin 23+1.4 49+2.0 24+0.7 27+14 28+1.9 1.0+0.3
Takrolimus 10.4+1.7 11.1+£2.2 1.2+0.1 11.7+£2.4 104+£1.5 | 09=+0.3
Rapamicin 6.0+ 1.8 6.6 +0.8 1.2+0.3 59+39 6.0+1.0 2.5
Imunomicin 16.1 £4.2 159+1.2 1.1£0.3 10.4+2.5 140+£42 | 1.7+04
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4.2.5 Permeabilnost makrolida na stanicama MDCK-KO

Rezultati pokusa dvosmjernog transporta na stanicama MDCK-KO bez aktivnog
P-glikoproteina prikazani su u Tablici 16. Eritronolidi su, osim klaritromicina, pokazali
nisku permeabilnost u apikalno-bazolateralnom smjeru bez efluks aktivnosti.

Ketolidi i leukomicini bili su umjereno permeabilni, s iznimkom spiramicina koji
je bio nisko permeabilan, dok je omjer efluksa bio manji ili jednak 2.

Imunosupresivi su pokazali dobru permeabilnost bez efluksa.

Tablica 16. Koeficijenti permeabilnosti i omjeri efluksa makrolida u MDCK-KO stani¢nom

sustavu, bez i s inhibicijom P-glikoproteina elakridarom.

Spoj Papp (apikah-léo— Pal?p (b.azola‘fralno— ER
bazolateralni) [10°cm/s] apikalni) [10”cm/s]

Azitromicin 1.2+0.4 1.4+£0.3 1.3+£0.3
Klaritromicin 59+1.1 7.0+1.3 1.2+0.2
Eritromicin 1.2+0.3 1.9+04 1.7+£0.5
Roksitromicin 1.9+0.3 28+1.0 1.5+04
Telitromicin 24+04 41+1.0 1.8+0.3
Solitromicin 53+0.5 81+1.6 1.5+0.2
Josamicin 82+2.4 12.6 £3.6 1.6 £ 0.1
Midekamicin 3.6+1.1 6.9+2.7 2.0+0.5
Spiramicin 1.8+0.5 1.8+0.4 1.0+04
Takrolimus 20.1+2.9 254+35 1.3+£0.3
Rapamicin 83+3.5 11.0+3.6 1.7+0.4
Imunomicin 23.4+£3.7 26.2+3.1 1.1+£0.2
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4.2.6 Analiza permeabilnosti makrolida

U svrhu daljnje analize permeabilnosti makrolida napravljena je usporedba
rezultata permeabilnosti u apikalno-bazolateralnom smjeru i omjera efluksa u razli¢itim
stani¢nim linijama. Na Slici 18 prikazana je permeabilnost u apikalno-bazolateralnom
smjeru za devet makrolidnih antibiotika na pet razli¢itih stani¢nih linija. Za nisko
permeabilne makrolide (Papp < 2x10%cm/s) azitromicin, eritromicin, roksitromicin,
telitromicin i spiramicin nema znatnih razlika u koeficijentu permeabilnosti izmedu
razli¢itih stani¢nih modela. Za klaritromicin, solitromicin, josamicin i midekamicin
koeficijenti permeabilnosti se razlikuju izmedu razli¢itih stanica od niske permeabilnosti u
MDCK-MDRI1 do umjereno visoke permeabilnosti u MDCK-KO. Pri tom, niti jedan spoj
nije bio visoko permeabilan (Papp > 10x10-°cm/s).

Nadalje, iz prikaza omjera efluksa makrolidnih antibiotika u razli¢itim stani¢nim
modelima na Slici 19, vidljivo je da su vrijednosti efluksa razlicito distribuirane po
stani¢nim vrstama i spojevima. Zanimljivo je da omjer efluksa u stanicama MDCK-MDR1
s prekomjerno izrazenim P-glikoproteinom nije u svim spojevima najve¢i. Naime, za
azitromicin, eritromicin, spiramicin te djelomicno za roksitromicin, najve¢i omjer efluksa
bio je u stanicama Caco-2. To je moguce objasniti utjecajem drugih transportera koji su

prisutni u humanoj intestinalnoj Caco-2 stanicnoj liniji, dok ih nema u MDCK.
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Slika 18. Koeficijent permeabilnosti makrolidnih antibiotika na razli¢itim stani¢nim linijama bez
inhibicije P-glikoproteina. Slika prikazuje srednju vrijednost jednog eksperimenta. Za MDCK-79,
MDCK-KO, MDCK-MDR1 i MDCK-WR broj eksperimentata je bio tri, dok je za Caco-2 jedan
eksperiment.
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Slika 19. Omyjer efluksa makrolidnih antibiotika na razli¢itim stani¢nim linijama bez inhibicije P-
glikoproteina. Slika prikazuje srednju vrijednost jednog eksperimenta. Za MDCK-79, MDCK-KO,
MDCK-MDR1 i MDCK-WR broj eksperimenata je bio tri, dok je za Caco-2 jedan eksperiment.

Na Slici 20 prikazana je usporedba rezultata koeficijenta permeabilnosti i omjera
efluksa za makrolidne imunosupresive u razli¢itim stani¢nim linijama iz ¢ega je vidljivo da
je permeabilnost najniza u MDCK-MDRI1, dok je u drugim linijama razli¢ito distribuirana
u porastu. S druge strane, efluks imunosupresiva je izostao u svim testiranim stani¢nim
linijama izuzev MDCK-MDRI. Stovise, ni Caco-2 model nije pokazao znac¢ajan efluks

makrolidnih imunosupresiva.
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Slika 20. Koeficijent permeabilnosti i omjer efluksa makrolidnih imunosupresiva na razli¢itim
stanicnim linijjama bez inhibicije P-glikoproteina. Slika prikazuje srednju vrijednost jednog
eksperimenta. Za MDCK-79, MDCK-KO, MDCK-MDR1 i MDCK-WR broj eksperimentata je bio
tri, dok je za Caco-2 jedan eksperiment.

72



REZULTATI

Clone79-A2B 1 € 5 L 4 E 095 095 . 093 | 066 0.61 096

Clone79-B2A ML) . 9 L . 093 093 L 082 0389 m 0.92
Clone79-ER RURER 11 E E 2 L E -0.61 065 0. -0.57M 066 -0.67

KO-A2B KL 4 3 . 9 . L 098 0.77 0589

KO-B2A JUALS . I ¥ . 93 098 099 5 0.96 . -0.56

KO-ER --0.32 0. . L : L L 2 036 031 | -0.38 -0. 039

MDR1-A2B - 1U=k) § . . L -} 057 O. 05 kp

MDR1-B2A JULE]

MDR1-ER --0.029

- 00
MDR1-A28+ JOKH I ] . ) . 72 096
MDR1-82A+ JOEERMEER "} ! . . . 0.95 0.83
MDR1-ER+ Rt r AN ! . i a5 05 [} } } 1 O.GGE 0.6
wt-228 JEEREA 0 ! ) ! B¥bY 096 095 [0 068 062 09 — 04
M.YI® 066 089 E 077 0. . . ! Y 066 0. 1 m 0.72
wit-ER o.slﬂ 066 -0.59 ﬂo.szm 1 058
[T PFVLR 096 092 067 095 094 ) - 0.88 094 095 [06| 09 072 058 1
-0.8

Caco-2-B2A - 0.08 -0.04 0 . . L 0.32 022 023 -0.26 0.0016 vy m 1

Caco-2-ER JEUNARETHE]

=4
=]
Pt

3 -0.68 EiPIA -0.64 -0.68 0.68 -0.59 B 073 0.7 EilV] 1

&
¥

wt-A2B
wt-B2A -

.
8 8§ §

i O
¢ ¢ %

Clone79-A2B
Clone79-B2A
Clone79-ER
MDR1-A2B
MDR1-B2A
MDR1-ER -
MDR1-A2B+
MDR1-B2A+
MDR1-ER+
Caco-2-A2B
Caco-2-B2A -
Caco-2-ER

Slika 21. Korelacija parametara permeabilnosti prikazana toplinskom mapom.

Kako bi se proucio odnos izracunatih parametara permeabilnosti izradena je
toplinska mapa korelacije prikazana na Slici 21. Na toplinskoj mapi koristen je intenzitet
boje kako bi se izrazila vrijednost korelacija na skali od -1 (crveno) do 1 (plavo).
Permeabilnost u apikalno-bazolateralnom smjeru u klonu 79 korelira s permeabilnosti u
apikalno-bazolateralnom smjeru u svim ostalim testiranim stanicnim linijjama osim
MDCK-MDRI1 s aktivnim P-glikoproteinom (oznaka ,MDRI1-A2B“). U slucaju
inhibiranog P-glikoproteina u MDCK-MDR1 (oznaka ,MDR1-A2B+“) korelacija
permeabilnosti s ostalim stani¢nim linijama je dobra. S druge strane, omjeri efluksa u vec€ini
slucajeva negativno koreliraliraju s koeficijentima permeabilnosti. Podjednak transport u
oba smjera u ,knock-out“ stanicama te stanicama MDCK-MDRI1 s inhibiranim
P-glikoproteinom vidljiv je kao potpuna korelacija koeficijenata permeabilnosti u apikalno-

bazolateralnom i bazolateralno-apikalnom smjeru: usporedba ,,KO-A2B*“ i ,,KO-B2A*, te
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usporedba ,,MDRI1-A2B+* i ,MDRI1-B2A+“. Zanimljiva je i dobra korelacija

permeabilnosti, kao i omjera efluksa izmedu klona 79 i stanica Caco-2.

4.2.7 Identifikacija supstrata P-glikoproteina

Kako bi se uklonio moguéi utjecaj pse¢eg P-glikoproteina na omjer efluksa u
stanicama MDCK-MDRI1, dobiveni efluks u stanicama s pretjerano izraZzenim humanim
P-glikoproteinom normaliziran je efluksom dobivenim u divljega tipa stanicama, $to se
naziva razlika omjera permeabilnosti (engl. net flux ratio, NER). U Tablici 17 usporedeni
su rezultiraju¢i omjeri efluksa nakon normalizacije s divljim tipom i s klonom 79. Takoder,
usporedbom omjera efluksa bez i uz prisustvo inhibitora P-glikoproteina elakridara, na
drugaciji nacin su identificirani supstrati P-glikoproteina.

Svi makrolidi su se pokazali in vitro supstratima P-glikoproteina osim spiramicina.
Azitromicin, eritromicin 1 roksitromicin su lazno negativno kategorizirani nakon
normalizacije s divljim tipom, dok su normalizacijom s klonom 79 azitromicin i eritromicin

ostali lazno negativni, a roksitromicin je odreden kao supstrat P-glikoproteina.

Tablica 17. Usporedba razlicitih pristupa u utvrdivanju P-glikoprotein supstrata.

MDCK MDR1/WT MDCK MDR1/79 MDCK-MDR1

Spoj

NER NER +/- elakridar

Azitromicin 0.8 | nije P-gp supstrat | 1.7 | nije P-gp supstrat P-gp supstrat

Klaritromicin | 7.5 P-gp supstrat 14.2 P-gp supstrat P-gp supstrat

Eritromicin 1.0 | nije P-gp supstrat | 0.8 | nije P-gp supstrat granican

Roksitromicin | 1.9 | nije P-gp supstrat | 5.4 P-gp supstrat P-gp supstrat

Telitromicin 3.5 P-gp supstrat 13.9 P-gp supstrat P-gp supstrat
Solitromicin | 18.0 P-gp supstrat 28.9 P-gp supstrat P-gp supstrat
Josamicin 6.4 P-gp supstrat 20.5 P-gp supstrat P-gp supstrat

Midekamicin | 3.1 P-gp supstrat 8.8 P-gp supstrat P-gp supstrat

Spiramicin 1.1 | nije P-gp supstrat | 1.2 | nije P-gp supstrat nije P-gp supstrat
Takrolimus 6.9 P-gp supstrat 7.9 P-gp supstrat P-gp supstrat
Rapamicin 4.9 P-gp supstrat 8.6 P-gp supstrat P-gp supstrat
Imunomicin 18.0 P-gp supstrat 243 P-gp supstrat P-gp supstrat
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4.2.8 Permeabilnost i bioraspoloZivost makrolida

Dobiveni rezultati permeabilnosti makrolida analizirani su uz literaturno dostupne
podatke in vivo bioraspolozivosti u covjeku, te izracunate fizikalno-kemijske i strukturne
parametre kao S§to su logP, HBD, TPSA i molekulska masa (vidi Tablicu 18). Za
permeabilnost je koriStena vrijednost Papp u apikalno-bazolateralnom smjeru u klonu 79,
budu¢i da je dobro korelirala s rezultatima permeabilnosti u ostalim stani¢nim linijama
(Slika 21). Iz toplinske mape korelacija na Slici 22 vidljivo je odsustvo direktne korelacije
za veéinu parametara na ovom setu makrolida, Sto ukazuje na potrebu daljnje

multiparametrijske analize.

F%_human
- 08

LogP —
- 04
HBD =

=00

TPSA —

- -0.4

MW =

MDCK-79_A2B — -0.48 0.47 -0.43 -0.46 015

| ! | | |
F%_human LogP HBD TPSA Mw MDCK-79_A2B

Slika 22. Korelacija bioraspoloZzivosti u ¢ovjeku (F% human), izracunatog logP, molekulskih
deskritpora HBD, TPSA i MW, te permeabilnosti u klonu 79 (MDCK-79 A2B) prikazana

toplinskom mapom.

4.3 Utjecaj na permeabilnost i bioraspoloZivost makrolida

Budu¢i da analiza permeabilnosti makrolida u razli¢itim stani¢nim sustavima nije
pokazala direktnu korelaciju s bioraspolozivos¢u, provedena je multivarijantna analiza

prikupljenih podataka. Kako bi se kompleksni procesi permeabilnosti i bioraspoloZzivosti
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Sto bolje opisali i istrazili razli€iti utjecaji, dodatno je ispitana metaboli¢ka stabilnost u
mikrosomima, nakupljanje i zadrzavanje makrolida u stanicama, te permeabilnost u
MDCK-KO sustavu tijekom 24 sata. Osim toga, izraCunati su strukturni i fizikalno-
kemijski deskriptori pKa, logP, logD, topoloske polarne povrsine (TPSA), broj donora
vodikovih veza (HBD), broj pozitivnih naboja i broj Se¢ernih skupina (Tablica 18).

Tablica 18. Strukturni i fizikalno-kemijski deskriptori izracunati ACD/Percepta programom.

Broj Broj

Spoj LogP LogD pKa TPSA HBD pozitivnih | Seéernih

naboja skupina
Azitromicin 3.27 1.36 8.59 180.08 5 2 2
Klaritromicin 3.11 2.37 8.16 182.91 4 1 2
Roksitromicin 3.48 2.8 8.16 216.89 5 1 2
Telitromicin 4.16 3.62 8.13 171.85 1 1 1
Solitromicin 3.78 29 8.13 197.87 3 1 1
Josamicin 2.85 2.86 7.4 206.05 3 1 2
Midekamicin 2.66 2.64 7.4 206.05 3 1 2
Spiramicin 1.46 0.45 8.61 195.38 4 2 3
Takrolimus 4.32 4.1 -2.38 178.36 3 0 1
Rapamicin 5.13 4.21 -2.15 195.43 3 0 1
Imunomicin 4.1 3.92 -2.42 178.36 3 0 1

4.3.1 Metabolicka stabilnost makrolida u mikrosomima

Metabolicka stabilnost makrolida odredena je pracenjem smanjenja njihove
pocetne koncentracije od 1 uM u suspenziji humanih jetrenih mikrosoma tijekom
60 minuta. Iz krivulja raspada izraCunati su parametri metaboli¢ke stabilnosti koji su
prikazani u Tablici 19. 1z rezultata je vidljivo da su azitromicin i spiramicin stabilni u
humanim jetrenim mikrosomima, te nakon 60 minuta i dalje ostaje viSe od 90%
neizmijenjenog spoja. Klaritromicin i roksitromicin imaju nesto izraZeniji metabolizam, te
na kraju inkubacije ostaje 67%, odnosno 55% neizmijenjenog spoja. Telitromicin i
solitromicin imaju podjednake metabolicke profile visokog klirensa s oko 33%
neizmijenjenog spoja nakon sat vremena. Svi ostali spojevi, josamicin, midekamicin,

rapamicin, takrolimus 1 Imunomicin potpuno se metaboliziraju tijekom 60 minuta

76



REZULTATI

inkubacije. Midekamicin se k tome, gotovo potpuno raspao u inkubacijskoj smjesi koja je
sadrzavala mikrosome, ali ne 1 kofaktore, Sto ukazuje na mogucu nestabilnosti u puferu ili

metabolizam neovisan o sustavu kofaktora NADPH.

Tablica 19. Izmjerene vrijednosti % pocetne koncentracije makrolida u 60 minuti, te izraCunati

parametri metabolicke stabilnosti.

Spoj (ﬁ(ﬂ:}cé_e;g : t12 [min] CIfint Prlel(eipi lgl:ivo Klas.iﬁkacija k:{(r)lf_():; t:l?n
min [nV/min/me] o pp) Kirensa |\ 2 NADPH
Azitromicin 111.8 > 60 <6.6 <30 nizak 106
Klaritromicin 67.4 108.0 13.0 45 umjeren 96
Roksitromicin 55.1 75.5 18.4 54 umjeren 101
Telitromicin 33.2 36.3 38.3 71 visok 106
Solitromicin 32.0 31.5 44.6 74 visok 95
Josamicin 0.2 3.2 431.8 97 visok 108
Midekamicin 1.2 9.2 151.1 91 visok 7
Spiramicin 111.3 > 60 <6.6 <30 nizak 123
Takrolimus 0.0 2.2 620.6 98 visok 93
Rapamicin 0.0 3.1 452.2 97 visok 54
Imunomicin 0.0 2.3 596.4 97 visok 95

4.3.2 Nakupljanje i zadrZzavanje makrolida u stanicama

U Tablici 20 prikazani su rezultati nakupljanja makrolida iz 10 puM otopine u
stanicama NCI-H292 tijekom tri sata. Takoder, prikazani su rezultati zadrzavanja u
navedenim stanicama nakon daljnja tri sata. Po nakupljanju se istiu azitromicin i
solitromicin, dok svi ostali imaju znacajno nize nakupljanje u stanicama.

Azitromicin se nadalje istiCe, zajedno sa spiramicinom, po zadrzavanju u stanicama.
Tako je nakon tri sata u stanicama NCI-H292 ostalo 75% nakupljenog azitromicina,
odnosno 62% od nakupljenog spiramicina. Josamicina i midekamicina ostalo je zadrzano
oko 30% od nakupljene koli¢ine, dok su ostali makrolidi bili su prisutni ispod 15% u

stanicama na kraju pokusa.
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Tablica 20. Nakupljanje i zadrzavanje makrolida u stanicama NCI-H292.

Spoj Nalfuplj gn.o Zadria.no
[% azitromicina] [% nakupljenog]
Azitromicin 100 75
Klaritromicin 35 1.2
Roksitromicin 25
Telitromicin 40
Solitromicin 119 14
Josamicin 31 31
Midekamicin 17 29
Spiramicin 12 62
Takrolimus 21 13
Rapamicin 16 12
Imunomicin 17 9

4.3.3 Utjecaj vremena inkubacije na permeabilnost makrolida

U svrhu daljnjeg razumijevanja permeabilnosti makrolida istrazen je utjecaj
komponente vremena. Naime, makrolidi s molekulskim masama izmedu 700 i 1000 imaju
sporiju brzinu difuzije u odnosu na manje molekule, kao Sto je opisano u literaturnom
pregledu. Stoga su makrolidi inkubirani 1, 6 1 24 sata u MDCK-KO modelu permeabilnosti.
,Knock-out* stanice odabrane su zbog potpunog odsustva aktivnog transporta putem
P-glikoproteina. Rezultati su izraZeni kao omjer raspodjele koncentracije spoja izmedu
bazolaterlanog i apikalnog odjeljka (Rb/a_mpck).

Iz rezultata na Slici 23 vidljivo je da duZa inkubacija rezultira ve¢im prolaskom svih
makrolida kroz jednostani¢ni sloj iz apikalnog u bazolateralni odjeljak. Takoder postoji
ovisnost o veliini spoja. Ako se detaljnije pogleda veli¢ina promjene Ry mpck kroz
vrijeme kako je prikazano na Slici 24, primjecuje se da prolazak kroz staniénu membranu
nije linearan. Odnosno ako se Rya Mmpck nakon 1 sata i nakon 24 sata usporedi s Papp kao
Sto je prikazano na Slici 25, vidljivo je da je nakon 24 sata doslo do povecanja Ry/a Mpck
za spojeve koji imaju jednu ionizablinu skupinu i lipofilnost izmedu 2.5 1 3.5. Osim toga,
spojevi koji imaju dvije ionizabline skupine imaju i znac¢ajno veée zadrZzavanje u stanicama

1 zbog toga smanjen prolaz kroz membranu. Dodatno, visoko lipofilni spojevi koji nisu

78



REZULTATI

imali ionizablinih skupina nisu pokazali znacajnu razliku izmedu 1 i 24 sata (rapamicin,

telitromicin, imunomicin).

Rb/a_mbck
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Slika 23. Prikaz prolaska makrolida kroz stani¢ni monosloj opisan Rpa mpck, u razliCitim

vremenskim tockama 1, 6 1 24 h.

80
) ®1lh
70 ® ®6h
®24h
60 o
[ ]
£
=,50 ®
5 °
[~
~ 40 )
=
ol
20 o o
[ ] [ ] ° [
@
oo ° ) . ® ® ® .
0 [ ) [ ) [ ) [ ) [ ] [ ] [ ] [ ] ] ] ] [ )
'\él\o '\é'\o '\é-‘\(\ \é\ '\&\ ‘\‘-'\o -\i}(\ ‘\é‘\e '\OQ " (&\& \OQ '\(.‘\Q
S & &S F &S S S & Q'§
& ™ 2 & RN & & o R N 2
& I O CUT AR A

Slika 24. Prikaz veli¢ine promjene prolaska makrolida kroz stani¢ni monosloj u odnosu na 1 sat

inkubacije.
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Slika 25. Prikaz odnosa permeabilnosti Papp 1 Roa Mpck nakon (a) 1 sat i nakon (b) 24 sata.

Budu¢i da je korelacijska analiza podataka ukazala na multivarijantni problem, da
bi se dodatno istrazili glavni ¢imbenici koji utje€u na Ry mpck makrolida, provedena je
analiza parcijalne linearne regresije (PLS) za izgradnju statistickog modela. U izgradnji
modela koriSteni su izracunati deskriptori iz Tablice 18, te eksperimentalne vrijednosti
staniénog nakupljanja, stani¢nog zadrzavanja, Rya 24 1 omjera efluksa kao neovisne
varijable. PLS model za predvidanje Ry 24 prikazan je na Slici 26. Dobiven je model s
parametrima R? = 0.90 i Q% = 0.63, §to ukazuje na statisticki znacajnu korelaciju i dobru
prediktivnu mo¢.

Koristene eksperimentalne vrijednosti, izraCunati parametri i predvidene vrijednosti
Ru/a 24 navedene su u tablici u Prilogu 1. Razvijeni model opisuje raspodjelu makrolida
kroz stanicni monosloj nakon 24 sata pomocu stani¢nog nakupljanja, zadrzavanja u
stanicama, lipofilno$¢u, brojem donora vodikovih veza (HBD), omjera efluksa, pKa i
molekulskom masom. Pri tom stani¢no nakupljanje i lipofilnost djeluju pozitivno, odnosno
povecavaju raspodjelu spoja, dok zadrzavanje u stanicama, HBD, omjer efluksa, pKa i
molekulska masa smanjuju raspodjelu, $to je u skladu s dosada$njim istrazivanjima te

mehanisti¢ki potvrduje razvijeni model.
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Slika 26. PLS analiza permeabilnosti makrolida.

4.3.4 Modeliranje predvidanja bioraspoloZivosti makrolida

S obzirom da je bioraspolozivost slozen proces i da u slucaju makrolidne klase
spojeva direktno ne korelira s in vitro permeabilnosti bez obzira na stani¢ni model,
provedeno je multivarijantno statisticko modeliranje. Vizualnom analizom prikupljenih
podataka, prikazanih na Slici 27, potvrdena je ovisnost bioraspolozivosti o klirensu i o
omjeru raspodjele spoja izmedu apikalnog i bazolateralnog odjeljka nakon 24 sata. Takoder
broj ionizabilnih skupina dobro prati ovu raspodjelu i grupiranje spojeva prema

bioraspolozivosti, dok za lipofilnost utjecaj nije direktno jasan.
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Slika 27. Prikaz razli¢itih parametara koji mogu utjecati na bioraspolozivosti makrolida. Na apcisi

se nalazi in vitro intrinzicki klirens, a na ordinati logaritam omjera raspodjele izmedu dva odjeljka.

U svrhu izgradnje modela za predikciju bioraspolozivosti makrolida, provedena je
analiza parcijalne linearne regresije (PLS) koriStenjem strukturnih deskriptora iz
Tablice 18 kao neovisnih varijabli. Literaturne vrijednosti oralne bioraspolozivosti u ljudi
(Tablica 4) koriStene su kao zavisna varijabla, dok su kao nezavisne varijable koriStene
eksperimentalne vrijednosti stani¢nog nakupljanja, permeabilnosti na 24 sata (R 24,
omjer efluksa — ER) i metabolicke stabilnosti u humanim mikrosomima. PLS model
bioraspoloZivosti prikazan je na Slici 28. Dobiven je model s parametrima R? = 0.85 i
Q? = 0.65, $to ukazuje na statisticki znacajnu korelaciju i dobru mo¢ predvidanja.

Eksperimentalne vrijednosti, izracunati parametri i1 predvidene vrijednosti
bioraspolozivosti navedeni su u tablici Prilogu 2. PLS model oralne bioraspolozivosti
ukazuje na statisticki znacajan kvantitativni odnos izmedu bioraspoloZzivosti i stanicnog
nakupljanja, metabolickog klirensa, Ry 24, lipofilnosti, pKa, broja donora vodikovih veza,

te polarne povrsine molekule.
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Slika 28. PLS analiza oralne bioraspoloZivosti makrolida.
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U ovom doktorskom radu istrazena je izolacija i karakterizacija klona divljega tipa
stanica MDCK s niskom izrazenoS¢u endogenog gena mdrl koji kodira pseci
P-glikoprotein. Osim toga, sustavno je proucena in vitro permeabilnost makrolida u
razli¢itim stani¢nim transportnim stani¢nim modelima, te je napravljena multivarijantna
statistiCka analiza permeabilnosti 1 bioraspolozivosti makrolida.

Karakterizacija farmakokinetskih svojstava za nove kemijske spojeve u ranom
istrazivanju lijekova kroz razli¢ite ADME metode klju¢na je za odabir onog novog
kemijskog subjekta koji ¢e biti uspjeSan kandidat u daljnjem razvoju terapeutskog
pripravka. U tom procesu, upravo in vitro metode omogucuju probir velikog broja
kemijskih spojeva, dok se kontinuiranom optimizacijom ovih metoda povecava kapacitet,
robusnost 1 prediktivnost. Tako se razliCite in vitro metode odredivanja permeabilnosti
koriste za procjenu apsorpcije. S obzirom da je apsorpcija kompleksan proces ne postoji
idealna in vitro metoda. Stani¢ni modeli pokazali su se kao najbolji odabir za testiranje
razlicitih strukturnih spojeva s obzirom na dobar balans izmedu kompleksnosti izvodenja i
kvalitete povratne informacije, i u tu svrhu koriste se Caco-2, odnosno stanice MDCK.
U ovom radu istrazen je i opisan MDCK model permeabilnosti. Unato¢ ne-humanom i ne-
intestinalnom porijeklu, stanice MDCK ¢esto se koriste u staniénim modelima
permeabilnosti u istrazivanju lijekova kao pouzdan, a jednostavniji model. Razlog tome
stoji u €injenici da stanice MDCK ne samo da imaju znatno krace vrijeme diferencijacije u
odnosu na Caco-2, zbog Cega je model robusniji i veéeg je protoka, nego imaju i
zadovoljavaju¢u prediktivnost apsorpcije. Premda stanice MDCK imaju nisku razinu
izrazenosti endogenih transportera, pokazano je da endogeni P-glikoprotein moze imati
utjecaj na mjerenje permeabilnosti zbog ¢ega su poduzeti napori kako bi se MDCK model
permeabilnosti poboljsao. S obzirom na heterogenost MDCK linije, jedan od pristupa je
izolacija subpopulacije s nisko izrazenim endogenim P-glikoproteinom. Tehnike koje se
mogu koristiti za izolaciju pojedina¢nih stanica ukljuuju mikrokapilaranu aspiraciju,
upotrebu lasera ili mikrofluida, protocnu citrometriju te subkloniranje velikim
razrjedivanjem.

S ciljem izolacije subklonova MDCK-WT koriSten je postupak velikog
razrjedivanja (engl. limiting dilution), metoda u kojoj se stani¢na suspenzija jako razrijedi,
a za izrasle se kolonije smatra da potjecu od jedne stanice. Sadenjem MDCK-WT u

koncentraciji 0.3 stanice/jazici u deset mikrotitarskih plocica izolirano je ukupno 102
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klona. Izolirani klonovi testirani su na efluks amprenavira, s obzirom da transport
amprenavira preko monosloja stanica ovisi isklju¢ivo o pasivnoj propusnosti i P-
glikoproteinu. Nadalje, za sve klonove odredena je izrazenost P-glikoproteina na nivou
glasnicke RNA (mRNA) kvantitativnim PCR-om. Ustanovljeno je da je linearna korelacija
izmedu efluksa amprenavira i izraZenosti P-glikoproteina slaba (R?= 0.46), zbog Cega je
napravljena daljnja analiza osjetljivosti i specifi¢nosti kvantitativnog PCR-a kod odabira
klona s niskim efluksom. Iako je povrsina ispod ROC krivulje (Slika 12) karakterizira PCR
kao umjereno prediktivan, iz same ROC krivulje vidljivo je da su kod visoke osjetljivosti
testa, svi klonovi s niskim efluksom otkriveni, ali uz puno lazno pozitivnih rezultata
odnosno nisku specificnost. Stoga, kako bi se postigla maksimalna specificnost, grani¢na
vrijednost kvantitativnog PCR-a bila bi 0.4, Sto je otprilike 3-puta nize u usporedbi s
MDCK-WT stani¢nom linijom. Dvije studije koje su koristile proto¢nu citometriju za
izolaciju MDCK klona s niskim efluksom objavile su bitno razli¢ite rezultate razine mRNA
izrazenosti P-glikoproteina odredene RT-qPCR-om. Tako su Di i sur. (2) prikazali 200 puta
nizu izrazenost P-glikoproteina u klonu s niskim efluksom u odnosu na MDCK-WT, dok
su Gartzke i Fricker (85) dobili razliku od tri puta §to je u skladu s rezultatima dobivenima
u ovom radu. Naime klon s najnizim efluksom amprenavira, klon 79, imao je tri puta manju
izrazenost mRNA P-glikoproteina PCR-om u odnosu na MDCK-WT.

Dodatan uvid u distribuciju efluksa i izrazenosti P-glikoproteina u izoliranim
klonovima dan je histogramskom prikazom na Slici 10. Oba histograma asimetri¢nog su
oblika s nagibom prema nizim vrijednostima efluksa i izraZzenosti P-glikoproteina, $to je u
skladu s histogramom u radu Di i sur. (2). U navedenom radu se za identifikaciju efluksa
koristio fluorescentni supstrat P-glikoproteina kalcein-AM, te je dobivena distribucija
fluorescencije kalceina u stanicama MDCK s nagibom prema vi§im vrijednostima $to
ukazuje na nizu efluks aktivnost.

Da bi se proucio moguci utjecaj drugih efluks transportera poput MRP-2 i BCRP,
usporedeni su efluksi specificnih supstrata na 7 razli¢itth klonova (Tablica 8).
Ustanovljeno je da najbolje rangiran klon 79, nekoliko dodatnih klonova umjerenog ranga
(69, 38, 1, 72, 50) i jedan klon (90) s najnizim rangom nisu imali razlike u efluksu
valsartana (MRP-2 supstrat) i prazosina (BCRP supstrat) te da omjer efluksa ukazivao na
izostanak aktivnog transporta. S druge strane, topotekan koji je poznat supstrat BCRP ali i

MDRI1 transportera, reflektirao je efluks amprenavira, odnosno P-glikoproteina. Medutim,
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s obzirom da je raspon omjera efluksa topotekana bio manji u odnosu na amprenavir, moze
ga se smatrati manje osjetljivim markerom aktivnosti P-glikoproteina od amprenavira.

Na temelju ovih rezultata, klon 79, koji je pokazao najmanji omjer efluksa
amprenavira i topotekana, kao i tri puta manju izraZzenost mRNA u odnosu na MDCK-WT,
odabran je kao klon MDCK s niskim efluksom za daljnje istraZivanje. Sto se ti¢e uspostave
optimalnog procesa izolacije prilagodenog rutinskoj primjeni, zakljucak je da obzirom na
nizu osjetljivost PCR-a, kao i na njegovu sloZenost izvodenja, ovaj test nije potrebno
ukljuciti u selekciju klona s niskim efluksom. S druge strane, dvosmjerni transportni test
amprenavira omogucuje puno brzi i laksi probir klonova. Shema cijelog procesa izolacije

prikazana je na Slici 29.

Sadenje u

[ Sadenje Analiza podataka
konc@nt}'g N .0‘3 Transfer klonova Transfer klonova Millicel{-()é Test p
stanicejazici u| 14y u plocice s 24- 7d u plocice s 6- 4d 4d permeabilnosti !
m1kr9t1¥arsk0] jazice jazica _ amprenavira odabir klona s
plocici s 96 Krioprezervacija niskim efluksom

jazica

Slika 29. Prijedlog optimalnog procesa izolacije MDCK klona s niskom izrazenoscéu

P-glikoproteina.

Za Caco-2 i MDCK-MDRI1 stani¢ne linije poznato je kako je izrazenost
P-glikoproteina promjenjiva obzirom na vrstu stanica i redni broj pasaze. Toc¢nije, ne samo
da izrazenost P-glikoproteina tijekom vremena opada, nego je i na po€etku kulture potrebno
vrijeme da se izrazenost P-glikoproteina uspostavi i stabilizira. Slijedom toga je za odabrani
klon 79 potvrdena njegova efluks aktivnost tijekom vremena (Tablice 9 1 10). U dva pokusa
ustanovljen je stabilan omjer efluksa amprenavira i topotekana u vremenskom okviru od
dva mjeseca. Ipak, za pojedine pasaze primjecena je varijacija, te je ustanovljena varijacija
omjera efluksa u rasponu od 2.0 do 3.3.

Analizom izrazenosti P-glikoproteina na razini proteina, Western blotom
membranskih frakcija stanica, ustanovljeno je da se razlika izmedu najboljeg klona 79 i
MDCK-WT ne vidi, iako bi se ocekivala razlika s obzirom na rezultate dobivene
kvanititativnim PCR-om 1 transportnim pokusom. S duge strane, klon 90 koji ima visok
efluks amprenvira i visoku izraZzenost pokazao je takoder na proteinskom nivou tu razliku.

Za kona¢nu karakterizaciju, klon 79 ispitan je dvosmjernim transportom
standardnih spojeva usporedno s divljega tipa stanicama MDCK i cMdrl knockout

(Tablica 11). Da bi se proucio utjecaj P-glikoproteina na permeabilnost u klonu 79,
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odabrani su visoko i nisko permeabilni spojevi, spojevi na €iji transport P-glikoprotein
nema utjecaj, kao i supstrati P-glikoproteina sa Sirokim rasponom omjera efluksa u divljega
tipa stanicama.

Ustanovljeno je da je permeabilnost u divljega tipa stanicama MDCK =za
16 testiranih  spojeva ocekivana, odnosno u skladu s literaturom, s izuzetkom
feksofenadina, prazosina i ranitidina. Pokazano je da je hidrofilan ranitidin u oba smjera
nisko permeabilan, Sto je u skladu sa slicnim studijama (2), dok je rezultiraju¢i omjer
efluksa manji od 2, §to nadalje ukazuje da u transport nije ukljuc¢en P-glikoprotein, iako je
ranitidin potvrden supstrat P-glikoproteina (91). Medutim, sli¢an izostanak efluksa
ranitidina na stanicama Caco-2 opisali su Lentz i sur., objasnjavajuci uoceni efekt niskom
unutarstanicnom koncentracijom ranitidina kao in vitro ogranicavaju¢im faktorom efluksa
(160). Ovo je istrazivanje nadalje zakljucilo da je potrebna umjerena pasivna permeabilnost
kako bi P-glikoprotein ostvario utjecaj na apikalno-bazolateralnu brzinu prolaska kroz
stanicni monosloj. Nadalje, rezultati za feksofenadin pokazuju nisku dvosmjernu
permeabilnost i nizak omjer efluksa (1.6), iako je literaturno opisano da P-glikoprotein
sudjeluje u transportu feksofenadina (161,162). Razlog ovom rezultatu moze biti
eksperimentalno odstupanje.

Suprotno tome, prazosin je primjer visoko permeabilnog supstrata P-glikoproteina
gdje je omjer efluksa izostao u MDCK-WT, §to je u skladu s literaturom (89,163). Omjer
efluksa prazosina prikriven je vrlo velikom propusno$éu u apikalno-bazolateralnom te
bazolateralno-apikalnom smjeru u standardnom eksperimentalnom okruzenju.

Odnedavno komercijalno dostupna stani¢na linija cMDRI1 knockout pokazala je
simetrian transport kroz stanicni monosloj za sve P-glikoprotein supstrate, osim
vinblastina, vinorelbina i rupintrivira. Simoff i sur. izvijestio je o slicnom rezultatu za
vinblastin koji pokazuje efluks iznad 2 i u divljem tipu i u stanicama cMDR1 KO CL2 (89).
Autori su pretpostavili da bi se opazeni u¢inak mogao pripisati transportu drugim
endogenim transporterima poput cMrp2 s obzirom da ,.knock-out* stanice ne posjeduju
aktivan P-glikoprotein.

Izolirani MDCK klon 79 s nizim efluksom amprenavira, pokazao je prosjecno 2.3
puta nizi omjer efluksa za dvosmjerni transport supstrata P-glikoproteina u usporedbi sa
stanicama divljeg tipa. Pad efluksa za neke spojeve poput azitromicina, digoksina ili

vinorelbina je evidentan (Slika 15). Unato¢ smanjenom efluksu, veéina spojeva ipak je
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karakterizirana kao supstrat P-glikoproteina s omjerom efluksa ve¢im od dva, §to ukazuje
na rezidualnu aktivnost P-glikoproteina u klonu 79.

Zanimljivo je da u klonu 79 jedino eritromicin nije pokazao smanjenje omjera
efluksa u odnosu na stanice divljeg tipa, Sto ukazuje na to da omjer efluksa i u¢inak koji
P-glikoprotein moze imati u transportu nisu uvijek u potpunosti linearno povezani s
njegovom izrazenoS¢u (2). Uz to, inhibitor P-glikoproteina GF120918 smanjuje omjer
efluksa eritromicina u klonu 79 na jedinicu, ¢ime se iskljuCuje transport putem nekog
drugog transportera.

Usporedbom brzine protoka u apikalno-bazolateralnom smjeru izmedu klona 79,
MDCK-WT i MDCK-KO stani¢ne linije, ustanovljen je sli¢an trend odnosno sli¢cna
klasifikacija spojeva (Slika 16). Stovise, pokazana je visoka korelacija permeabilnosti
klona 79 s divljim tipom (R? = 0.89) i s ,.,knock-out* linijom (R? = 0.93). Spojevi koji su
imali omjer efluksa manji od dva u stani¢noj liniji divljeg tipa, nisu pokazali razlike u brzini
apikalno-bazolateralnog protoka izmedu testiranih stanica. Ovi rezultati sugeriraju kako
znacajke klona 79, ali 1 ,,knock-out* stanica ne utjeCu na svojstvo pasivne permeabilnosti
stanica MDCK, kao S$to su uocili i Di i sur. (2). Zanimljivo je da za spojeve za Ciji je
transport u MDCK-WT pokazan utjecaj aktivnog transporta, s obzirom da je omjer efluksa
ve¢i od dva, atenuacija P-glikoproteina ima pozitivan utjecaj na brzinu apikalno-
bazolateralnog protoka. Tako se uocava trend permeabilnosti od najmanje prema najvecoj:
Papp(MDCK-WT) < Papp(MDCK-79) < Papp(MDCK-KO), koji nije kod svih spojeva
znatan.

U usporedbi s objavljenim podacima u MDCK stani¢noj liniji niskog efluksa (2)
dobra podudarnost za vrijednost permeabilnosti s klonom 79 postoji za atenolol
(1.31 £ 0.42 literaturno u odnosu na 0.9 £ 0.3 klona 79), ranitidin (1.02 &+ 0.04 literaturno
naspram 1.4 + 0.8 klona 79), propranolol (6.96 & 0.31 literaturno naspram 10 + 2 klona 79),
teofilin (23.1 £ 1.6 literaturno naspram 20 + 4 klona 79), prazosin (10.9 + 2.2 literaturno
nasuprot 10 £ 3 klona 79) 1 kinidin (12.6 + 2.7 literaturno naspram 9 + 1 klon 79), iako
postoji znacajna razlika u izraZenosti pseceg P-gp. Tocnije, na temelju PCR-a, Di i sur.
izvijestili su o 200 puta nizoj izrazenosti mRNA u MDCK stani¢noj liniji niskog efluksa
dobivenoj sortiranjem stanica protocnim citometrom u usporedbi s divljega tipa stanicama
MDCK (2). S druge strane, klon 79 imao je 3 puta niZzu izrazenost i usporediv je s
rezultatima izrazenosti koje su predstavili Gartzke i1 Fricker, koji su kao i1 Di 1 sur. koristili

metodologiju sortiranja stanica proto¢nom citometrijom (2,85).
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Nadalje, dobiveni je klon 79, usporedno sa stani¢nim linijama Caco-2,
MDCK-MDRI1, MDCK-WT i MDCK-KO koristen u svrhu ispitivanja permeabilnosti
makrolida. Makrolidi su strukturno iznimno raznoliki spojevi, karakterizirani
makrocikli¢kim prstenom sa Secernim supstituentima. Unato¢ velikom potencijalu, njihov
razvoj do trziSta je spor, $to zbog zahtjevnih kemijskih sintetskih postupaka, §to zbog
neadekvatnih postojecih istrazivackih metoda koje su prilagodene za manje molekule. U
ranom istrazivanju lijekova predvidanje prolaska lijeka kroz staniénu membranu ima vaznu
ulogu jer se vecina bioloSkih meta nalazi unutar stanice, zbog ¢ega je za biolosku aktivnost
klju€an prolazak kroz membranu i ulazak u stanicu. Dodatno, rana optimizacija
farmakokineti¢kih svojstava, medu ostalim i apsorpcija, pokazala se klju¢nom za
uspjesnost kandidata u klinickim ispitivanjima. Medutim, iako se makrolidi in vivo
uspjesno apsorbiraju, to se iz in vitro testiranja permeabilnosti ne bi moglo zakljuditi.
StoviSe, rangiranje spojeva prema rezultatima in vitro permeabilnosti ne odgovara
rangiranju prema izmjerenim vrijednostima bioraspoloZzivosti (129).

Da bi se proucila permeabilnost makrociklickih lijekova, komercijalno dostupni
makrolidni spojevi iz klase eritronoida, leukomicina, ketolida i imunomicina testirani su u
cetiri MDCK stani¢ne vrste s razli¢itom izrazeno$¢u P-glikoproteina i Caco-2 stani¢noj
liniji.

Azitromicin, eritromicin, klaritromicin i roksitromicin su testirani eritronoidi, a svi
su pokazali prisutnost aktivnog transporta u stanicama Caco-2 i MDCK-MDRI1
usporeduju¢i omjere efluksa bez i s inhibitorom elakridarom. Zanimljivo je da se omjer
efluksa azitromicina uz inhibitor elakridar u Caco-2 modelu smanji s 26 bez elakridara, na
ispod 1.2, iako Caco-2 stani¢na linija posjeduju veci broj razli¢itih efluks pumpi poput
BCRP i MRP-2. Time se namece zakljucak da se eksperimentalno vidljiv aktivni transport
moze vecinom pripisati P-glikoproteinu, iako je azitromicin potvrden supstrat MRP-2
pumpe. Inhibicijom P-glikoproteina u Caco-2 i MDCK-MDRI1 povecala se permeabilnosti
za klaritromicin i roksitromicin, dok su azitromicini i eritromicin ostali nisko permeabilni
(<1 x 10 cm/s). Ovi rezultati su u skladu s objavljenim rezultatima iz rada NoZini¢ i sur.
(130). Za eritronoide, osim klaritromicina, klon 79 postigao je slican rezultat kao u divljem
tipu: sva tri spoja bila su nisko permeabilna s brzim transportom u bazolateralno-apikalnom
smjeru, dok se u ,,knock-out” modelu permeabilnost poboljsala samo za klaritromicin.

S druge strane kod testiranih ketolida telitromicina i solitromicina vidljiva je razlika

izmedu klona 79 1 WT. U klonu 79 su oba ketolida bila umjereno permeabilna s omjerom
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efluksa manjim od 2, dok suu WT bili nisko permeabilni s efluksom ve¢im od 2. U slucaju
ova dva spoja se rezultati klona 79 bolje podudaraju s ,.knock-out* linijjom.

Od leukomicina odabrani su prirodni spojevi josamicin, midekamicin i spiramicin
koji su takoder imali bolju permeabilnost u klonu 79 u odnosu na divlji tip. Sva tri spoja su
bila umjereno permeabilna, s tim da je spiramicin imao najnizu vrijednost §to odgovara
rangiranju spojeva prema bioraspolozivosti. Iako su sva tri leukomicina susptrati
P-glikoproteina u stanicama Caco-2, to nije slu¢aj u MDCK-MDR1 modelu, gdje je
spiramicin pokazao vrlo nizak omjer efluksa (ER = 2.9).

Ustanovljeno je da imunomicini takrolimus, rapamicin i imunomicin pokazuju
varijabilne rezultate u testiranim stani¢nim linijjama. Tako s jedne strane u stanicama
Caco-2 nema utjecaja aktivnog transporta, osim granicno za takrolimus (ER = 2.3), dok su
s druge strane na MDCK-MDRI modelu jednozna¢no identificirani kao supstrati
P-glikoproteina, §to je u skladu s literaturom. Permeabilnost imunomicina je u MDCK 79,
KO i WT liniji bila jednaka: takrolimus i imunomicin su visoko permeabilni, dok je
rapamicin umjereno permeabilan. Nasuprot toga, deset puta niza permeabilnost
imunomicina u MDCK-MDR1 modelu sugerira da P-glikoprotein ogranicava sistemsku
apsporciju, te zbog toga moze do¢i do povecane intestinalne biotransformacije CYP3A4 i
CYP3AS enzimima, $to rezultira smanjenom oralnom bioraspoloZivosti.

Iako je pokazano da su azitromicin i telitromicin supstrati Mrp2 (135,136), to nije
vidljivo iz ovdje prikazanih rezultata. Naime, u stanicama MDCK-KO, te ostalim MDCK
linijama uz inhibitor P-glikoproteina elakridar, omjer efluks ne pokazuje prisutnost
aktivnog transporta. Za MDCK je ovakav rezultat oCekivan s obzirom da pojedini autori
navode nedostatak Mrp2 transportera u stanicama MDCK. Medutim, ni na stanicama
Caco-2 koje posjedjuju ovaj transporter nije vidljiv aktivan transport nakon inhibicije
P-glikoproteina.

Promatrajuci rezultate permeabilnosti u apikalno-bazolateralnom smjeru za sve
testirane makrolide (Slika 18 i 20), MDCK stani¢ne linije su se prema permeabilnosti
poredale kako slijedi: MDCK-KO > MDCK-79 > MDCK-WT > MDCK-MDRI1. Poredak
za omjer efluksa je jednak samo u obrnutom smjeru (Slika 19 1 20):
MDCK-KO <MDCK-79 < MDCK-WT < MDCK-MDRI. Moze se uociti da poredak
odgovara razlici u koli¢ini P-glikoproteina. Pri tom su razlike izmedu stani¢nih modela za

nisko permeabilne makrolide azitromicin, eritromicin i roksitromicin neznatne.
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Usporedbom svih navedenih rezultata vidljiva je direktna korelacija permeabilnosti
u apikalno-bazolateralnom smjeru klona 79 s , knock-out®, divljim tipom, MDCK-MDRI1
uz elakridar, te Caco-2 (Slika 21). Sto se ti¢e omjera efluksa korelacije su manije,
a zanimljivo je da je jedina dobra korelacija ustanovljena izmedu efluksa klona 79 i Caco-
2. Moze se dakle zakljuciti da nema znacajnih razlika, odnosno da nema poboljSanja
permeabilnosti makrolida u modelima s niskom ili bez izraZenosti P-glikoproteina. Ipak
prednost ovih modela je u izravnom i jednostavnijem mjerenju parametara permeabilnosti.

Jedan od pristupa odredivanja supstrata P-glikoproteina u stanicama MDCK je
racunanje razlike omjera permeabilnosti (engl. net flux ratio, NER) izmedu stanica MDCK
s pretjerano izrazenim humanim P-glikoproteinom i endogeno izrazenim psecim
P-glikoproteinom te divljega tipa stanica MDCK sa samo endogeno izrazenim pseéim
P-glikoproteinom. Ovim pristupom uklanja se utjecaj endogenih transportera u postupku
identifikacije supstrata P-glikoproteina. Medutim razli¢ita izraZenost endogenog
P-glikoproteina izmedu dviju MDCK stani¢nih linija, moZe rezultirati lazno pozitivnim,
odnosno lazno negativnim rezultatima. Zato je identifikacija supstrata P-glikoproteina
proucena dvjema metodama: racunanjem razlike omjera permeabilnosti i usporedbom
omyjera efluksa bez i uz prisustvo inhibitora P-glikoproteina elakridara (Tablici 17). Prema
drugoj metodi inhibicije P-glikoproteina, svi testirani makrolidi izuzev spiramicina su
identificirani kao in vitro supstrati P-glikoproteina. Spiramicin je prema literaturi takoder
supstrat P-glikoproteina, Sto je potvrdeno rezultatima u Caco-2 modelu. Metodom razlike
omjera permeabilnosti MDCK-MDRI1/(WT ili klon 79), azitromicin, eritromicin i
roksitromicin negativno su kategorizirani nakon normalizacije s divljim tipom. Nadalje,
normalizacijom s klonom 79 azitromicin i eritromicin takoder su negativni, dok je
roksitromicin identificiran kao supstrat P-glikoproteina. LaZzno negativan rezultat za
eritromicin ve¢ je poznat iz literature (2). Iznenadujuce je relativno usporediv efluks
azitromicina (7 i 8.6) i eritromicina (4.8 1 6) u stanicama MDCK-MDR1 i u MDCK-WT,
ako se uzme u obzir znacajno razli€ita razina ukupnog P-glikoproteina. Klon 79, iako
znatno nizeg efluksa u odnosu na divlji tip, jedino je kod roksitromicina ostvario promjenu
klasifikacije supstrata.

Kako bi se dobio uvid u odnos permeabilnosti i bioraspolozivosti makrolida,
napravljena je analiza dobivenih rezultata permeabilnosti uz literaturno dostupne podatke
in vivo bioraspolozivosti u ¢ovjeku. Dodatno su koriSteni izracunati parametri lipofilnosti,

broja donora vodikovih veza (HBD), topoloske polarne povrSine (TPSA) i molekularne
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mase. Usporedbom svih navedenih podataka vidljivo je odsustvo direktne korelacije
(Slika 22) za veéinu parametara na ovom setu makrolida $to je u skladu s dosadasnjom
literaturom, te je stoga provedena multiparametrijska analize koriste¢i ve¢ navedene
izraCunate fizikalno-kemijske i strukturne parametre (Tablica 18), te eksperimentalno
odredena metabolicka stabilnost, nakupljanje 1 zadrZavanje spoja u stanici, te
permeabilnost pri duZzem inkubacijskom vremenu.

S obzirom da nakon apsorpcije spoj prije ulaska u centralni krvotok prvo prolazi
kroz jetru, metabolicka stabilnost spoja igra veliku ulogu u njegovoj bioraspolozivosti.
Stoga je ispitana metabolicka stabilnost makrolida u humanim mikrosomima (Tablica 19)
1 izraCunat je in vitro klirens i predvideni in vivo hepaticki klirens, prema ¢emu veca
vrijednost klirensa ukazuje na brzi metabolizam slobodnog spoja. Tako su spojevi
klasificirani u stabilne (azitromicin i spiramicin), umjerenog klirensa (klaritromicin i
roksitromicin) i visokog klirensa (svi ostali). Dobiveni rezultati metabolicke stabilnosti bili
su u skladu s literaturom.

Nadalje, permeabilnost kroz stanicne membrane sastoji se iz dva razlicita procesa,
ulazak 1 izlazak iz stanice, koji se mogu opisati nakupljanjem (akumulacija) i zadrzavanjem
(retencija) spoja u stanicama. Ovi procesi odreduju se inkubacijom stanica s visokom
koncentracijom spoja, te nakon tri sata uzorkovanjem stani¢nih lizata u kojima se onda
mjeri koncentracija nakupljenog, odnosno zadrzanog spoja. Na sli¢nom principu djeluju 1
novo razvijeni testovi permeabilnosti za velike molekule, makrocikle i peptide, s obzirom
da je za ovakve molekule postizanje dovoljne membranske permeabilnosti kljuc¢an izazov
pri identifikaciji klini¢kih kandidata (150). U skladu s literaturnim podacima, azitromicin
se istice 1 po nakupljanju, i po zadrzavanju u stanicama. Uz azitromicin, znaajno se
nakuplja solitromicin, dok se spiramicin znatno zadrzava. Ostali testirani makrolidi manje
se nakupljaju i zadrZavaju u stanicama.

Dodatni uvid u nedostatak in vitro - in vivo korelacije permeabilnosti makrolida
dobiven je proucavanjem utjecaja vremenske komponente. Naime, makrolidi s
molekulskim masama izmedu 700 i 1000 imaju manju brzinu difuzije u odnosu na manje
molekule (149), a upravo je brzina difuzije ono §to se mjeri u pokusima permeabilnosti i
transporta. Rezultati nakon 1, 6 1 24 sata inkubacije izraZzeni su kao omjer raspodjele
koncentracije spoja izmedu bazolaterlanog i1 apikalnog odjeljka (Roa mpck) opisujuci
razdjeljenje izmedu faza umjesto brzine prolaska analogno metodi koju su opisali Peier i

sur. (150). Ocekivano je izmjereno vece nakupljanje u bazolateralnom odjeljku, odnosno
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veci prolazak spojeva iz apikalnog u bazolateralni odjeljak pri duzem inkubacijskom
vremenu. Medutim taj prolazak nije bio linearan (Slika 24, Slika 25), ve¢ je za spojeve
koji imaju jednu ionizablinu skupinu i lipofilnost izmedu 2.5 i1 3.5 (eritromicin,
roksitromicin, klaritromicin, telitromicin, solitromicin, josamicin, midekamicin) doslo do
povecanja Ry Mpck. Za azitromicin je takoder doslo do povecanja raspodjele koja zbog
niskih koncentracija nije vizualno vidljiva. Iz ove analize takoder se moze naslutiti vaznost
razli¢itih parametara u procesu permeabilnosti §to je statisticki prouceno izradom modela
pomoc¢u PLS analize. Razvijeni model (Slika 26) ukazuje da je za raspodjelu makrolida
nakon 24 sata znacajno stani¢no nakupljanje i zadrzavanje, lipofilnost, omjer efluksa, pKa
i broj donora vodikovih veza. To je u skladu s dosadasnjim razumijevanjem procesa
permeabilnosti, te mehanisticki potvrduje razvijeni model, dok je za makrocikle dodatno
vazan odnos nakupljanja i zadrzavanja u stanicama. Poznato je da lipofilniji spojevi imaju
vecu permeabilnost (164,165), $to je u modelu vidljivo kroz pozitivan utjecaj logD.
U razvijenom modelu broj vodikovih veza negativno utjece na raspodjelu makrolida, §to
odgovara pravilu broja pet Lipinskog, koje opisuje da je povecanjem broja donora
vodikovih veza, manja permeabilnost kroz membranu. Vece molekule sporije prolaze kroz
stani¢nu membranu, $to je u modelu indicirano negativnim utjecajem molekulske mase na
permeabilnost. Omjer efluksa takoder negativno djeluje na permeabilnost jer Sto je veci
efluks spoja, manji je njegov prolazak. Naposljetku, bazicnost izrazena kao pKa ima
negativan utjecaj u modelu jer se spojevi duze zadrzavaju u stanicama (166).

U svrhu izgradnje mehanistickog modela bioraspolozivosti, a kako bi se dobio uvid
u glavne ¢imbenike koji utjeCu na bioraspolozivost makrolida, provedena je statisticka
analiza svih prikupljenih podataka. Preliminarno su izradeni modeli koriste¢i Rya mMpck na
1, 6 1 24 sata, medutim modeli na 1 i 6 sati bili su statisticki slabiji. Stoga je za konacan
model koristena raspodjela na stanicama MDCK-KO nakon 24 sata, u skladu s pocetnom
pretpostavkom da je premeabilnost makrolida potrebno mjeriti na drugacijoj vremenskoj
skali u odnosu na male molekule, te da je osnovni proces razdjeljenje, a ne brzina prolaska.
Razvijeni model (Slika 28) ukazuje da je za bioraspolozivost makrolida zna¢ajno stani¢no
nakupljanje, klirens, Rua mMpck 24n, lipofilnost, pKa i topoloska polarna povrSina. Razvijen
model bioraspolozivosti primjenjiv je u istrazivanju novih bioloski aktivnih makrolidnih
spojeva, za filtriranje 1 odredivanje prioriteta za sintezu novih ciljnih (target) molekula, te

omogucava bolje razumijevanje farmakokinetike makrolidnih spojeva.
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6. ZAKLJUCAK

. Metodom velikog razrjedivanja uspjesno su izolirani klonovi divljega tipa stanica

MDCK, te nadalje uspjeSno sortirani metodom dvosmjernog transporta
amprenavira prema efluks aktivnosti, na osnovu ¢ega je uspostavljen optimalan

proces izolacije stanica s niskim efluksom.

. Klon 79, koji je pokazao najmanji omjer efluksa amprenavira i topotekana, kao 1 tri

puta manju izrazenost mRNA u odnosu na MDCK-WT, odabran je kao klon MDCK

s niskim efluksom za daljnje istrazivanje.

. Na standardnom setu spojeva klon 79 pokazao je bolje znacajke od divljeg tipa,

iako je kod nekih spojeva i dalje vidljiva ostatna aktivnost P-glikoproteina.

. Utvrden je trend permeabilnosti na standardnom setu: Pa,p(MDCK-WT) <

Papp(MDCK-79) < Papp(MDCK-KO), koji nije kod svih spojeva znatan.

. Nije uoceno znacajno poboljsanje (>2 puta) permeabilnosti makrolida u stani¢nim

modelima s niskom (MDCK-79) ili nikakvom (MDCK-KO) izrazenosti
P-glikoproteina u odnosu na MDCK-MDR1 i MDCK-WT stani¢ni model.

. Prednost modela s niskom (MDCK-79) ili nikakvom (MDCK-KO) izrazenosti P-

glikoproteina je u izravnom i jednostavnijem mjerenju parametara permeabilnosti
u odnosu na MDCK-MDRI1 stani¢nu liniju koja se mora dodatno inkubirati s
inhibitorom P-glikoproteina elakridarom kako bi se izmjerila pasivna

permeabilnost.

. Produzavanjem vremena inkubacije, te izrazavanjem permeabilnosti putem omjera

koncentracija umjesto brzine difuzije u MDCK modelu permeabilnosti, nakon
24 sata, doslo je do povecanja Rya Mpck za spojeve koji su imali jednu ionizablinu
skupinu 1 lipofilnosti izmedu 2.5 i1 3.5. Ovako definiran parametar novi je nacin za

opisivanje permeabilnosti makrolida u in vitro sustavima.

. Uspjesno je razvijen multivarijantni statisticki model za omjer raspodjele makrolida

izmedu bazolateralnog i apikalnog odjeljka kroz MDCK monosloj nakon 24 sata.
Razvijeni model ukazuje da je za raspodjelu makrolida nakon 24 sata znacajno

stani¢no nakupljanje i zadrzavanje, lipofilnost, pKa i broj donora vodikovih veza.

. Uspjesno je razvijen multivarijantni statisticki model za oralnu bioraspoloZivost

koji je pokazao da su stani¢no nakupljanje, klirens, Ry/a_mpck 24n, lipofilnost, pKa i

topoloska polarna povrsSina klju¢ni ¢imbenici u ovom slozenom procesu.
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AB
ABC
ABCBI1
Abcbl
ADME
ATP
AUC

BA
BBB
BCRP

BCS
Caco-2

cDNA
CL
CYP
DMEM

DMSO
DNA
dNTP
DPBS

ECACC

EDTA
Em
Ex

F

FBS
HBD
HPLC

HPLC-MS

kDa

108

apikalno; strana membrane crijeva okrenuta prema lumenu crijeva

smjer transporta supstanci apikalno-bazolateralno

ATP-vezuju¢i sklop (engl. ATP binding cassette)

MDRI1, P-glikoprotein, P-gp (humani)

Mdrl, P-glikoprotein, P-gp (Zivotinjski)

apsorpcija, distribucija, metabolizam, eliminacija

adenozin-3-fosfat

povrsina ispod krivulje (engl. area under curve)

bazolateralno; strana membrane crijeva okrenuta prema krvotoku

smjer transporta supstanci bazolateralno-apikalno

krvno-mozdana barijera (engl. blood-brain barier)

protein rezistencije raka dojke, ABCG2 (engl. breast cancer resistance
protein)

biopharmaceutics classification system

stanic¢na linija humanog adenokarcinoma debelog crijeva (engl. caucasian
colorectal adenocarcinoma)

komplementarna DNA

klirens

citokrom P450 (engl. cytochrome P450)

Eagle hranjiva podloga preinatena prema uputi Dulbecco (engl.
Dulbecco's modified Eagle medium)

dimetilsulfoksid

deoksiribonukleinska kiselina

deoksiribonukleotid-trifosfat

Dulbeccova puferirana otopina fosfatnih soli (engl. Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline)

Europska kolekcija stani¢nih kultura (engl. European Collection of Cell
Cultures)

etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
emisija (engl. emission)

ekscitacija (engl. excitation)

bioraspolozivost (engl. bioavailability)

fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

broj donora vodikovih veza

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance
liquid chromatography)

spregnuta tehnika tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti i
spektrometrije mase

kilodalton
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KO
LC-MS/MS

MDCK
MDR
MDRI1
Mdrl
MRM
MRP
MS
NBD
NEAA
OATP

Papp
PBS

PCA
P-gp
PLS
PO

Rb/a_ Mpck

RNA
RT-qPCR
SD
TEER
TMD
TPSA

genetskom modifikacijom iskljuceni geni (engl. knock-out)

tekucinska kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (eng.
liquid chromatography-mass spectrometry)

stanic¢na linija epitela bubrega psa (engl. Madin-Darby canine kidney)
viSestruka otpornost na lijekove (engl. multidrug resistance)

ABCBI, P-glikoprotein, P-gp (humani)

Abcbl, P-glikoprotein, P-gp (Zivotinjski)

pracenje visestrukih reakcija (engl. multiple reaction monitroring)
multidrug resistance associated protein

spektrometrija mase

domena za vezanje nukleotida (engl. nucleotide binding domain)
neesencijalne aminokiseline (engl. non-essential amino acid)

polipeptid prenositelj organskig aniona (engl. organic anion transporting
polypeptide)

koeficijent permeabilnosti (engl. apparent permeability coefficient)
puferirana otopina fosfatnih soli (engl. phosphate buffered saline)

engl. principal component analysis

P-glikoprotein

djelomic¢na analiza najmanjih kvadrata (engl. partial least square)

per os, peroralno

omjer raspodjele koncentracije spoja izmedu bazolaterlanog i apikalnog
odjeljka

ribonukleinska kiselina

PCR u stvarnom vremenu, kvantitativni PCR

standardna deviacija

transepitelni elektricni otpor (engl. transepithelial electric resistance)
transmembranska domena

topoloske polarne povrsine
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10.ZIVOTOPIS

Ana Bokulié¢ rodena je u Sibeniku 12. kolovoza 1979. Osnovnu i srednju $kolu
pohadala je u Zagrebu. 1997. godine upisala je studij biokemije na Farmaceutsko-
biokemijskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Diplomski rad pod naslovom ,,Optimiranje
testa citotoksi¢nosti 1 prijenos metode na robotsku jedinicu TECAN Gensis 150 izradila
je u Odjelu za biolosko ispitivanje spojeva Istrazivackog instituta PLIVA d.d. u Zagrebu,
pod stru¢nim vodstvom dr. Karmen Brajsa i komentorstvom prof. Dubravke Jureti¢. Nakon
steCenog zvanja diplomirani inzenjer medicinske biokemije 2003. godine, zapocela je s
radom u Istrazivackom institutu PLIVA kao istraziva¢ toksikolog, te upisuje sveucili$ni
poslijediplomski magistarski studij prirodnih znanosti na Prirodoslovno-matemati¢kom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu iz podrucja genetske toksikologije. Naziv magistre znanosti
stekla je 2010. godine obranom rada pod naslovom ,,U¢inak apigenina na genotoksi¢nost
ciklofosfamida i doksorubicina u uvjetima in vitro i in vivo*, izradenim pod vodstvom prof.
Verice Garaj-Vrhovac i dr. Darka Markovi¢.

Od 2007. godine do danas radi kao istraziva¢ na podrucju in vitro farmakokinetike
1 metabolizma lijekova u razli¢itim kompanijama (2007. — 2010. GlaxoSmithKline
istrazivacki centar Zagreb, 2010. — 2013. Galapagos istrazivacki centar d.o.o., 2013. —
2019. Fidelta d.o.o., od 2021. NUVISAN, GmbH).

Dio znanstvenoistrazivackog rada u kojem je aktivno sudjelovala objavljen je u
osam znanstvenih radova indeksiranih u Current Contents. Clanica je Hrvatskog drustva za

biokemiju i molekularnu biologiju.
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