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SOUHRN

Triterpeny jsou pro svou biologickou a cytotoxickou aktivitu intenzivné¢ studovanou skupinou
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prace. Ke stanoveni permeability derivati pfes membrany byly pouzity modely zaloZzené na bunécnych
liniich (Caco-2 a MDCK-MDRI) a um¢lé¢ membrany (nebunééna metoda PAMPA). V naSich
experimentech byla Caco-2 bunécna linie vyuzita jako in vitro model pro predikci absorpce studovanych
latek v gastrointestindlnim traktu a MDCK-MDRI1 bunééna linie jako in vitro model k posouzeni
penetrace sloucenin pres hematoencefalickou bariéru. Mimo jiné byly latky otestovany metodami
stanovujicimi chemickou, plazmatickou a mikrosomadlni stabilitu, a dale pak byla urena vazba

na plazmatické proteiny.
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SUMMARY

Triterpenes, a group of natural substances, are studied for their biological and cytotoxic activity.
The mechanism of action is very diverse, and the subgroups affect various processes in the cell, such
as altering protein expression, inducing cell death, or inhibiting important enzymes for replication, and
more. The present master thesis evaluates the pharmacokinetic properties of newly synthesized
triterpene derivatives as potential drugs, showing optimally better stability and bioavailability compared
to their natural analogs. In vitro methods characterizing ADME (absorption, distribution, metabolism,
and excretion) properties of studied compounds were used for testing. The study of permeability
(passive and active transport) was the main aim of the theoretical and practical part of the thesis. Cell
line-based models (Caco-2 and MDCK-MDRI1) and artificial membranes (non-cellular PAMPA
method) were used to determine the permeability of derivatives across membranes. In our experiments,
the Caco-2 cell line was used as an in vitro model to predict the absorption of studied substances
in the gastrointestinal tract and the MDCK-MDRI1 cell line was used as an in vitro model to assess
the penetration of compounds across the blood-brain barrier. The substances were tested, among other
things, by methods determining chemical, plasma, and microsomal stability, and subsequently,

the plasma protein binding was determined.
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1 UVOD

Preklinické hodnoceni novych chemickych sloucenin se stalo nezbytnou soucasti vyzkumu
a vyvoje novych 1éCiv. Cilem je pfedevs§im vyhodnotit jednotlivé faze osudu latek v Zivém organismu
a identifikovat tak eventudlni nezadouci ucinky na t€lo. Kvili nepfijatelnym farmakokinetickym
a toxickym vlastnostem selhava mnozstvi klinicky testovanych sloucenin. Je tedy velmi dilezité mit
z preklinického testovani spolehlivé vysledky s vysokou prediktivni hodnotou, aby bylo mozné vybrat
co nejvhodnéjsi kandidaty pro vyvoj novych I&¢iv. Proto vyhradné jen ty latky, které tspéSné projdou
vSemi fazemi preklinického studia, a vykazuji tak urcité vlastnosti a stabilitu, postupuji dale do faze
vlastniho klinického hodnoceni. Nakonec pouze mala ¢ast z nich je na zaklad¢ otestovaného
terapeutického potencialu vyuzita jako 1é¢iva pri 1é¢b€ riznych onemocnéni.

Farmakokinetika latek in vivo zavisi mimo jiné i na stupni propustnosti. Transport pfes bunééné
membrany je tak jednim z vyznamnych parametrii ovliviiujici ADME vlastnosti latek. Aby bylo lécivo
schopné docilit svého mista ucinku a nasledné se eliminovat z téla, musi pfekonat tuto pfirozenou
koncentracnim gradientem, jednak transportnimi mechanismy vyuzivajicimi specifické membranové
proteiny, a v neposledni fad¢ transcytézou.

Transportéry exprimované v membranach bunck polarizovanych tkanich svou funkéni aktivitou
ovliviiuji absorpci, distribuci a exkreci fady sloucenin, a to véetné klinicky dulezitych 1éc¢iv. Mezi vibec
nejvice studované zdstupce patii ABC efluxni transportéry (P-gp, MRP a BCRP) regulujici aktivni
transport latek z bun¢k do extracelularniho prostoru. Obycejné byvaji exprimovany jak v normalnich,
tak 1 v nadorovych burikach, kde pravdépodobné v dusledku své zvysené exprese prispivaji ke vzniku
mnohocetné 1ékové rezistence (MDR) vuci uéinkim cytostatickych 1é¢iv. Klinicky nejvyznamnéjsi
P- gp transportér exprimovany na apikalnim povrchu enterocytii omezuje peroralni absorpci mnoha
hydrofobnich a strukturn¢ nepfibuznych substratu. V membranach endotelialnich mozkovych bunék
pak tvoti dileZitou slozku hematoencefalické bariéry a brani tak vstupu potencialné nebezpecnych

sloucenin do CNS.



2 CILE PRACE

PredloZena diplomova prace je sloZena z teoretické a praktické ¢asti. V ramci teoretické casti
je vypracovany literarni piehled zaméfeny na studium farmakokinetickych vlastnosti latek
v preklinickém vyvoji 1é¢iv. V literarnim prehledu je pak probirana predev§im problematika
propustnosti latek pres membrany, pocitaje jejich pasivni i aktivn{ transportni mechanismy.

Cilem praktické ¢asti je hodnoceni ADME vlastnosti sady tfi nové syntetizovanych derivati
triterpenti majicich eventualng lepsi terapeutické ucinky, a naopak méné uéinki vedlejsich, oproti jejich
prirodnim analogim. Soucasti prace je aplikace in vitro metod stanovujicich stabilitu testovanych
derivatu ve fosfatovém pufru, lidské plazmé a v pfitomnosti jaternich mikrosomi. Je stanovena vazba
litek na bilkoviny plazmy. V neposledni fad¢ je prostiednictvim bunéénych linii, Caco-2
a MDCK-MDRI1, a nebunééné metody PAMPA testovana schopnost latek prochdzet uréitou vrstvou

(buné¢énou membranou).



3 LITERARNI PREHLED

31 Farmakologie

Farmakologie predstavuje védni obor zabyvajici se vyzkumem 1éCiv a chemickych slou¢enin
jakozto novych potencialnich terapeutik. Jejimz pfedmétem zajmu je jak studium ucinku latek na zivy
organismus, tak osud téchto latek v téle po jejich podani. Farmakologie je tak rozdélena do dvou
odlisSnych domén, samostatnych, ale interaktivnich domén dynamiky a kinetiky [Vrbanac a Slauter,
2013].

Farmakodynamika je studium vztahti mezi koncentraci xenobiotik v misté jejich ptisobeni, kde
se nachdzeji odpovidajici terapeutické cile (receptory, enzymy, transportéry), a farmakologické
odpovédi [Fan a De Lannoy, 2014]. Jak je uvedeno v publikaci Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics (2006): ,,Stejn¢ jako télo reaguje na I¢k, tak pusobi i dana latka
na télo. Jedna se o interakce, pro které je klicovy koncept vazby 1é¢iva na receptor, ktery je zodpovédny
za selektivitu Gcéinku lé¢iva a také za kvantitativni vztah mezi [é¢ivem a ucinkem. Tyto mechanismy
pusobeni léCiva na organismus jsou tedy procesy farmakodynamiky* [Goodman L. a kol., 2006].

Farmakokinetika je disciplina, ktera se naopak zabyva pusobenim organismu na lé¢ivo [Fan
aDe Lannoy, 2014]. Jakmile 1¢¢ivo vstoupi do téla, musi byt absorbovano z mista podani
do systémového ob¢hu. Nasledné poté je pomoci cév obéhového a lymfatického systému distribuovano
do tkani. Latka pfitom na cesté do svého cilového mista musi pfekonat mnozstvi biologickych bariér
a byt podrobena biotransformaci, tedy enzymatickému $t€peni 1é¢iva na metabolity, které jsou pak
vylouceny ztéla ven prostfednictvim moci a/nebo Zluci. Absorpce, distribuce, metabolismus
a vyluCovani (ADME) jsou zakladni procesy, které¢ ovliviiuji in vivo farmakokinetiku sloucenin [Lin
a kol., 2003].

Oba studijni obory kinetiky a dynamiky jsou dulezité pro studium farmakologické Géinnosti
chemickych sloucenin v téle a mohou byt ovlivnény jak experimentalnimi, tak i klinickymi podminkami

(napf. pohlavi, v€k, chorobny stav apod.) [Abdel-Rahman a Kauffman, 2004].

3.1.1 Farmakokinetika

Farmakokinetika v §ir§im slova smyslu zahrnuje kinetické vztahy koncentrace a Casu, kinetiku
chemické reakce a tvorbu novych chemickych struktur, tedy metaboliti 1é¢iv [Vrbanac a Slauter, 2013].
Farmakokinetick¢ metody pak vypracovavaji vhodné matematické modely pro vystihnuti ¢asové
zavislosti pohybu lé¢iva v Zivém organismu.

Ranna charakteristika farmakokinetickych vlastnosti studovanych latek se stala rutinni soucasti
aplikovaného vyzkumu v programu preklinického vyvoje [Lin a Lu, 1997]. Hlavnim cilem je vyhodnotit
vlastnosti a jednotlivé faze osudu nové studované latky v zivém organismu a identifikovat tak eventualni
nezadouci a toxické ucinky [Souckova a kol., 2015]. Kli¢ovymi atributy nové chemické entity, jakozto

slouceniny potencialniho zajmu, jsou dostatecna farmakologicka aktivita (ucinnost a selektivita)



a soucasné¢ dobré vlastnosti ADME i toxicity (ADMET) [Fan a De Lannoy, 2014]. Porozuménim
¢asového prabchu lé¢iva v téle se proto zvysuje pravdépodobnost 1écebného ucinku, a tedy i potencial
pro vlastni klinické wziti. K dosazeni téchto cilu bylo potfeba zna¢ného pokroku v metodich
pouzivanych pro preklinické hodnoceni ADME, diky nimz lze dnes uz mnohem snadnéji predvidat
chovani novych slou¢enin v biologickém systému [Smith a van de Waterbeemd, 1999]. Nedostate¢na
ucinnost in vivo lze naptiklad pficist nezadoucim farmakokinetickym vlastnostem, jako je Spatna
absorpce latky z mista podani a kratky biologicky poloc¢as. Toxicita potom muze byt dusledkem samotné

skodlivé molekuly nebo tvorby reaktivnich metabolitti [Lin a kol., 2003].

3.1.1.1 ADME

Akronymum ADME, tedy absorpce, distribuce, metabolismus a eliminace, vyjadifuje povahu
slou¢eniny v organismu (obr. 1). Jedna se o zcela odlisné, 1 kdyz v mnoha ohledech vzajemné souvisejici
procesy probihajici mezi podanim a vylouc¢enim slouceniny z t¢la [Lin a kol., 2003]. Pro dosaZeni
ucinku, at’ uz terapeutického nebo toxického, se tedy sloucenina ¢i jeji aktivni metabolity musi dostat
ke svému cilovému mistu pusobeni, a to zejména v dostatecné koncentraci. Koncentrace 1éCiva
v cilovém mist¢ vSak neni dana pouze samotnou davkou podani, ale predevSim zavisi na ADME
vlastnostech [Fan a De Lannoy, 2014]. Pokud tedy neni chemicka latka vhodné pfijata do tcla,
distribuovana do spravnych tkani a organu, metabolizovana vhodnym zpusobem, ktery okamzité
neodstrariuje jeji aktivitu, a nasledné vhodnym zpusobem eliminovana z t€la ven, nemuze byt ona latka

lI¢¢ivem bez ohledu na to, jak aktivni nebo specificka jeji ¢innost je [Hodgson, 2001].
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Obrazek 1: Zakladni farmakokinetické déje. R — receptor, D — depo, KB — krevni buiiky, B — bilkovina, L — 1éCivo, M —

matebolit, fu — volnd nevazand frakce [upraveno dle Martinkov4, 2007].



Jednotlivé ADME faze osudu latek v organismu byly podrobnéji popsany v mé bakalarské praci
,.Katefina Krupicova. (2020): Studium zakladnich farmakokinetickych vlastnosti novych Ié¢iv v rdmci
preklinického vyvoje™. V dalsich kapitolach literarniho prehledu bude rozebrana otazka schopnosti
latky prochazet urcitou vrstvou (bunéénou membranou), resp. jejich permeability, ¢emuz se vénuje

i zCasti experimentalni ¢ast této prace.

3.2 Studium permeability latek

Podani 1¢ku pacientovi lze hned n€kolika riiznymi zpusoby, av§ak v medicing je diky své snadné
aplikaci a neinvazivnosti nejvice pouzivana metoda peroralniho podavani Iéku. Aby sloucenina
spliiovala pozadavky peroralniho produktu, musi byt nejen farmakologicky aktivni, ale taktéZ by méla
byt schopna dosahnout svého cilového mista a vykazovat tak urcitou permeabilitu v gastrointestindlnim
traktu [Volpe, 2011]. V ramci preklinické faze objevovani novych 1€¢iv tak dochazi k paralelnimu
hodnoceni farmakologické u¢innosti a zakladnich farmakokinetickych vlastnosti novych kandidatnich
I¢¢iv a nabyté informace pak pfedpovidaji terapeuticky ucinek latek v zivém organismu [Carlson
a Fisher, 2008].

Ve farmakokinetice absorpce piedstavuje pfenos xenobiotika z mista jeho podani az do krve
[Rowland a Tozer, 1995]. Primarnim organem odpovédnym za vstiebavani zivin, a tedy 1 peroralné
uzivanych 1€Civ, je tenké stievo. Enterocyty, epitelialni bunky tenkého streva, vytvarejici fyzickou
a biologickou intestindlni bariéru produkuji mnozstvi enzymu a transportéri, jez mohou mit vyznamny
vliv na farmakokinetiku jimi pfenasenych l¢¢iv [van Breemen a Li, 2005].

Plazmaticka membrana enterocyti je organizovana do dvou odliSnych domén, apikalni
a bazolateralni, jez se lisi svou strukturou a transportnimi vlastnostmi. Takov¢ buriky jsou oznadovany
jako buiky polarizované [Dressman a kol., 2008]. UdrZeni bunécné polarity je nezbytné nejen
pro zachovani integrity epitelové bariéry. Apikalni ¢ast membrany polarizované bunky se nachazi
na povrchu a je specializovana zejména pro absorpci. Vybihaji z ni husté usporadané mikroklky
vytvarejici tzv. kartaCovy lem, jeZ mnohonasobné zvétsuji absorpéni povrch a slouzi tak jako difuzni
bariéra branici pfimému kontaktu cizich castic s apikdlnim epitelem. Do monovrstvy vstiecbané
molekuly nasledn¢ putuji k transportnim epitelialnim proteiniim umisténym v bazolateralni membrang.
Prostfednictvim transportéri jsou pak latky vylouceny ven, v pfipad¢ enterocyti tedy do krevniho ob&hu
[Snoeck a kol., 2005].

Rychlost a rozsah stfevni absorpce zavisi zejména na fyzikalné — chemickych vlastnostech
studované latky (rozpustnost, velikost, naboj), fyziologickych faktorech (vyprazdiovani zaludku,
permeabilita membrany) a biochemickych procesech (metabolismus). O absorpci neuvazujeme
v pfipad¢, Ze je latka podana intravendzné a je tak pfenasena pifimo do krevniho fecisté [Lin a kol.,

2003].



3.2.1 Typy transportu

Farmakokinetika xenobiotik v zivém organismu zavisi z velké ¢asti mimo jiné i na mife
transport pfes biologické membrany bun¢k. Aby 1é¢ivo bylo schopné dosahnout svého cilového mista
ucinku a nasledné se eliminovat z t€la ven, musi prekonat tuto pfirozenou bariéru. Intestinalni bariéra
se sklada z n¢kolika paralelnich transportnich procest. Konec¢na absorpce latek pfes membranu stieva
je tak komplexnim procesem a muze byt vysledkem kombinace jednoho ¢i vice ze Ctyf riznych typu
transporti, a to pasivniho paracelularniho a transcelularniho transportu, dale transportu

zprostiedkovaného nosi¢em a v neposledni fadé transcytdzy (obr. 2) [Artursson a kol., 2001].
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Obrazek 2: Schématické znazornéni stievniho epitelu. Sipky oznaduji &tyfi rizné transporty 1é¢iva: 1. pasivni transcelularni,
2. pasivni paraceluldrni, 3. aktivni transcelularni zprosttedkovany nosicem a za 4. transcytdza [ptevzato od Artursson a kol.,
2001].

3.2.1.1 Pasivni transport

K nejvice ¢astym mechanismim transportu 1€Civ patfi pasivni difuze pres stievni membranu,
jez je tizena koncentra¢nim gradientem. Tento samovolné probihajici proces, tedy bez dodani jakékoliv
energie do systému, vyuziva pouze kinetickou energii misicich se molekul. Nastava ve chvili, kdy
je vysoka koncentrace latky na jedné strané membrany, zatimco v porovnani na stran¢ druhé
je koncentrace nizka. Mnozstvi prestupujiciho 1éCiva je pfimo umérné koncentraci na druhé stran¢
membrany s vys$§i hodnotou. Pohyb I€Civa zpravidla pretrvava az do vyrovnani koncentraci [Tomlin
a Brown, 2010]. K pasivni absorpci dochazi budto pfes bunécné membrany (transcelularni cestou),
nebo pres tésné bunécné spoje enterocyti (paracelularni cestou) [Balimane a kol., 2006], jak lze vidét
na obrazku ¢. 2. Ackoliv se bunécné membrany lisi svym obsahem lipidi, tak jsou vSechny bez vyjimky
charakteristické pritomnosti fosfolipidové dvouvrstvy, a proto prave lipofilita slouéenin hraje hlavni roli
pfi pasivni difuzi latek. Zatimco vysoce lipofilni latky velmi dobfe difunduji do bunéénych membran

a jsou tak vyhradné pfenaseny prostfednictvim transcelularni difiize, hydrofilni latky pfes membrany



prestupuji velmi obtizné a vyuzivaji tak paracelulamiho transportu mezi jednotlivymi burikami [Volpe,

2011].

3.2.1.2 Transport zprostiedkovany pienasecem

V mnoha pripadech, kdy jsou latky natolik velké nebo malo lipofilni, Ze nepronikaji lipidovymi
membranami, je transmembranovy pfenos zajiSt€n membranovymi transportnimi proteiny. Ukazalo
se, ze transportéry exprimované v membranach bunék polarizovanych tkanich svou funkéni aktivitou
ovliviiuji absorpci, distribuci a exkreci fady substrat, véetné klinicky dulezitych 1€¢iv, a znacné
tak urcuji jejich farmakokinetické vlastnosti. Proto tedy, aby bylo mozné co nejlépe predpovédét
dispozici Ié¢iv in vivo, musi byt jak metabolismus, tak transport u fady latek zvazovany spolecné [Kim,
2002]. Kromé pasivni difiize se tak na absorpci latek podili aktivni ¢i pasivni transportni mechanismy
zprostfedkované specifickymi prenaseci — aktivni transport a usnadnéna (facilitovand) diftize. Permeace
fizena transportérem je d¢j inhibovatelny a saturovatelny [Balimane a kol., 2006].

Na rozdil od prosté diftize je s vyuzitim usnadnéné difuze nutna pfitomnost membranového
proteinu, jez zajisti pruchod hydrofilnéjSich latek membranou. Spolecnym rysem je vSak skutecnost,
ze latka prostupuje membranou po koncentraénim spadu, a to bez vynalozeni jakékoliv energie [Hacker
a kol., 2009].

Aktivni transportni mechanismus vyZaduje rovnéz jako facilitovana difize ucast specifického
transportniho proteinu umoziujictho prichod pomémé hydrofilnich sloucenin biologickymi
membranami. Tento proces vSak na rozdil od pasivniho transportu vyzaduje dodani energie do systému,
ktera je nasledn¢ vyuzita pti transportu latek proti sméru koncentracniho gradientu, tedy z mista s mensi
koncentraci latky do mist s koncentraci vyssi. Podle zdroje energie délime aktivni transport na primarni
a sekundarni [Giacomini a Sugiyama, 2011]. Primarni aktivni transport je sprazen s hydrolyzou ATP
avyuziva tak pfimo uvolnénou chemickou energii ze §tépeni této makromolekuly pro vyhradné
jednosmémy transport latky. Béhem tohoto procesu se substrat vaze na povrch transportniho proteinu.
Nasledn¢ po st€peni ATP dojde ke zméné konformace, ktera umozni uvolnéni latky do okolniho
prostfedi. V ramci sekundamniho aktivniho transportu pak prenaseci nevyuzivaji energii uvolnénou
z ATP, ale hnaci silou transportu je energie ziskana prenosem kosubstratu (obvykle iontu) pres
membranu, a to po jeho koncentracnim spadu. Takové spojeni transportu s rozpusténymi latkami
pres membranu se pak nazyva kotransport, ktery se nasledné podle vzajemného sméru prenasenych

Castic déli na symport (stejny smér) a antiport (opacny smér) [Klaassen a Aleksunes, 2010].

Transportéry se podle funkéni aktivity v membrané rozdéluji do dvou skupin. Ty, které reguluji
absorpci klicovych latek do buriky, fadime mezi tzv. ,up-take™ transportéry, a naopak na vystupu
potencialné nebezpeénych latek z buiiky se podileji tzv. ,.eflux* transportéry. Jednotlivy zastupci obou

skupin mohou byt lokalizovany jak na apikalni, tak na bazolateralni ¢asti membrany a jsou navic



pritomny v celém organismu. Nejvyznamnéjsi roli pii dispozici 1€€iv v organismu v§ak hraji transportni
proteiny exprimované v membran¢ jater, stfev a ledvin [Konig a kol., 2013]. Transportéry, umisténé
na n¢kterych dalSich vyznamnych tkanovych bariérach, pocitaje hematoencefalickou bariéru, pak chrani

tkan pred nezadoucimi ucinky nékterych latek.
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Obrazek 3: Subcelulami lokalizace vybranych uptake a eflux transportnich proteimi v enterocytech hlodavcu [pievzato od
Klaassen a Aleksunes, 2010].

V lidském genomu je anotovano vice nez 400 membranovych transportérd, které
se z farmakokinetického pohledu primameé fadi do dvou velkych transportnich nadrodin, jez se podileji
na transportu l&Civ pres bunééné membrany [Giacomini a Huang, 2013]. Prvni velkou skupinu
membranovych proteinii tvofi SLC (solute carrier) transportéry. Pro prfenos jak exogennich,
tak endogennich substrati vyuzivaji sekundarni ¢i terciarni transport a obvykle, avSak ne vzdy,
se povazuji za uptake transportéry [Klaassen a Aleksunes, 2010].

Druhou velmi strukturné i1 funkéné pestrou skupinu transportnich proteini predstavuji
ABC (ATP-binding cassette) transportéry typicky fungujici jako efluxni pumpy [Nies a kol., 2008].
ATP- vazajici kazetové transportéry jsou integralni proteiny, jez k Cerpani substratu pfes membrany
vyuzivaji aktivniho primarniho transportu [Klaassen a Aleksunes, 2010]. VSechny ve své struktufe
obsahuji jak dvé transmembranové domény (TMD), tak dvé domény vazajici nukleotidy (NBD).
NBD domény jsou vysoce konzervované proteiny s ATPazovou aktivitou slouzici jako pohonné
jednotky, které¢ vazi a nasledné¢ hydrolyzuji ATP na ADP. Uvolnéna energie je nasledné vyuzita
k translokaci riznych substrati. Dalsi dvé TMD domény pak tvofi vlastni kanal pro prichod samotného
substratu (obr. 4). Nachazeji se¢ u vSech organismu, od prokaryot az po eukaryota (vcetné Clovéka)

[Kubes a kol., 2016].
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Obrazek 4: Schématické znazornéni principu funkce ABC transportéri. Po navdzani vhodného substritu na transportni protein
dochdzi ke konforma¢ni zmén¢ a uzavieni substratu mezi ob¢ transmembranové domény. Nasledné navazani ATP na ob¢ dve

NBD domény a jeho hydrolyza zprostiedkuje odCerpani substratu z cytoplazmy bunck zpét do extraceluldrniho prostoru

a nasledn¢ se obnovi stabilni konformacni stav [upraveno dle Chen a kol., 2016].

V soucasn¢ dobé mezi nejvice studované zastupce ABC efluxnich transportéru patti P-gp
(P-glycoprotein), MRP (multidrug resistance-associated protein) a BCRP (breast cancer resistance
protein) (tab. 1). Ve fyziologickych tkanich se hojné¢ vyskytuji na apikalni casti cytoplazmatické
membrany [Tucker a kol., 2012]. Tyto ABC transportéry jsou bézné exprimovany jak v normélnich, tak
1 v nadorovych burikach, kde je o nich znamo, ze se v dusledku své zvysené exprese mohou podilet
na vzniku mnohocetné 1ékové rezistence vici rozdilnym protinadorovym lé¢ivim [Gottesman a kol.,
2002]. Nekteré latky mohou byt zaroven substratem a/nebo inhibitorem vice nez jednoho transportéru.
Down-regulace ¢i inhibice efluxnich ABC transportéri ve stfevé se vyuziva jako ucinna strategie

vedouci ke zvySeni biologické dostupnosti substratu [Shibayama a kol., 2011].

Obrazek 5: Schématicky znazornéna struktura vybranych ABC efluxnich transportéri v cytoplazmatické membrané¢ bun¢k

[ptevzato od Gottesman a kol., 2002].



Tabulka 1: Prehled efluxnich ABC transportéru identifikovanych ve stievé z pohledu jejich lokalizace,
substratov¢ specifity, substratu a inhibitoru [vypracovano dle Estudante a kol., 2013].

Transportér Kodujici Lokalizace Substritova specifita Substrity Inhibitory Polymorfizmus
gen v buiice
MDRI1/P-gp ABCBI Apikalni Siroka specifita substratu, Steroidni hormony, Verapamil, Tween 80, Ano
ptednost hydrofobnim nebo  Zlu€ové soli, cyklosporin,  PEG 400, cyklodextrin,
kationtovym molekuldm digoxin, flavonoidy, grepovy dzus
aldosteron, reserpin
BCRP/MXR ABCG2  Apikélni Siroka specifita substratu, Statiny, rifampicin, Estron, flavonoidy, Ano
kyseliny a konjugaty légiv fytoestrogeny, flavonoidy, ritonavir, tamoxifen,
porfyriny, topotekan cyklosporin
MRP1 ABCCI Bazalni Hydrofébni, konjugaty Vinca alkaloidy, Sulfinpyrazon, Ne
s glutathionem, kyselinou antracykliny, methrotrexat, benzbromaron,
glukuronovou nebo siranem  etoposid, mitoxantron probenecid, MK571,
LTC4
MRP2 ABCCI Apikalni Konjugaty s glutathionem, Konjugaty Zzlu¢ovych soli  Grepovy dzus, Ano
glukuronidem a téZkymi a tézkych kovu, ochratoxin probenecid,
kovy, nekonjugované A, flavonoidy, ampicilin, indometacin, MK571,
organické anionty konjugaty resveratrolu, LTCq4
epikatechin

Prvnim objevenym a dnes klinicky vibec nejvyznaméjsim efluxnim prenasSecem zprostiedkujici
transport latek z intraceluldrniho do extraceluldrniho prostoru je P-glykoprotein [Balimane a kol., 2006].
Byl identifikovan Julianem a Lingem jiz vroce 1976 jako 170 kDa membrianovy glykoprotein
pii vyzkumu rezistence nadorovych bunék na terapii [Juliano a Ling, 1976]. Lidsky P-gp je kédovany
n¢kolika geny MDR, v¢etné mdrl (ABCB1) a mdr3 (ABCB4), ackoliv se nejéastéji oznacuje jako
produkt genu ABCB1 [Klaassen a Aleksunes, 2010]. Oba lidské geny mdr1 i mdr3 jsou lokalizovany
na dlouhém raménku chromozomu 7 (oblast q36) [Noskova a kol., 2000].

Jedna se o vSudypritomny transportér, ktery je hojn¢ exprimovan zejména na apikalnim povrchu
enterocytu, dale na kanalikularni membrané hepatocytd, v ledvinach na luminalni strané epitelovych
bunék proximalniho tubulu, na apikalnim povrchu placenty a bun¢k mozkové membrany. P-gp tvori
dalezitou soucast hematoencefalické bariéry a vystupuje zde jako obranny mechanismus proti
proniknuti toxini a omezuje tak 1 vstup 1ékt do centralniho nervového syst¢ému (CNS) [Konig a kol.,
2013]. Cetné studie prokazaly, 7e P-gp ma Sirokou substratovou specifitu s preferenci pro hydrofobni,
amfipatické & kationtové molekuly [Estudante a kol., 2013]. Rada piirozené se vyskytujicich latek
a dulezitych klinickych Iéku jako substrati pro P-gp jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Diky své strategické
poloze na membranovych bariérach a Sirokému spektru substrati je P-gp dalezitym determinantem
farmakokinetiky a stejné tak duleZitym mediatorem 1ékovych interakci zprostfedkovanych transportéry
[Konig a kol., 2013]. Pro hodnoceni interakce P-gp se pouzivaji razné in vitro a in vivo modely

[Balimane a kol., 2006].
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Obrazek 6: Model sekunddrni struktury P-gp/ABCBI1 efluxniho transportéru. TMD - transmembrdnové domény,

NBD - doména vazajici nukleotidy [pfevzato od Chen a kol., 2016].

3.2.1.3 Transcytoza

Koneéné by v transportu latek mohla hrat roli také transcytoza, jez predstavuje prenos
makromolekularnich  latek napfi¢ buinkami prostfednictvim  receptorem-zprostiedkovaného
vezikularniho transportu. Nizka transportni kapacita vSak limituje tento mechanismus pro transport fady
1€¢iv, proto se vice méné vyuziva jen pro pfenos vysoce ucinnych latek, jako jsou peptidové antigeny,
které jsou kvuli své velikosti vylouceny z ostatnich transportnich cest [de Aizpurua a Russell-Jones,
1988]. Dalsi nevyhodou je, Ze k transportu latek dochazi v membranovych vezikulach, které obsahuji
velké mnozstvi proteolytickych enzymi. Vysledkem je zna¢na degradace vétSiny exogennich proteint
béhem transcytdzy jak in situ, tak v bunéénych monovrstvach. Nicméné transcytéza makromolekul, a
dokonce 1 menSich castic, je vice ucinnéjsi v M-burikach, specializovanych epitelialnich burikach
intestinalniho epitelu. Nizky pocet M-bunck ve stfevnim epitelu ale snizuje moznost vyuziti tohoto
bunécného typu snizsi proteolytickou aktivitou jako obecné cesty pro transport 1éCiva epitelem

[Artursson a kol., 2001].

3.2.2 Mnohocetna lékova rezistence (MDR; multidrug rezistance).

Jednim z nejvice Castych a relevantnich faktorti omezujicich uspésnost klasické protinadoroveé
terapie je rezistence nadorovych bunc¢k viuci ufinkum cytostatickych 1éCiv. V pripad€, Ze nadorove
bunky urcitého histopatologického typu maji schopnost odolavat ptisobeni cytostatik jiz hned pfi prvni
1¢¢bé, mluvime o primami (pfirozené) rezistenci bunék [Noskova a kol., 2000]. Vsak se stale
efektivnéjsi terapii se obecné stala béznou a mnohem castéjsi rezistence sekundarni (ziskana), tedy
vznikajici az béhem samotné cytostatické l¢cby [Gottesman, 2002].

Jak je znazornéno na obrazku ¢. 7, Iékova rezistence nadorovych bunék muze vznikat hned
nckolika raznymi bunéénymi mechanismy, které jsou komplexnéj§i povahy. Mezi nejcastéjsi
mechanismy vzniku rezistence patii predevs§im zvySeny eflux latky z buiiky a sniZeny influx latky
do buriky, aktivace koordinované regulovanych detoxikacnich systému v burce, inhibice apoptickych
drah, zvySena rychlost opravy poskozené¢ DNA lé¢ivem, zména specifického bunééného cile a koneéné

zmény ve slozeni lipidd v bunééné membrané [Gottesman a kol., 2002].
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Obrazek 7: Mozné buné¢né mechanismy vzniku rezistence v nadorovych buiikach [upraveno dle Gottesman a kol., 2002].

Mimoftadna pozomost je pak vénovana fenoménu, ktery je znamy jako mnohodetna I¢kova
rezistence (MDR), jez predstavuje problematicky priklad rezistence ziskané. MDR je charakterizovana
rezistenci pozménénych bunck vuci fadé¢ farmakologicky a strukturné nepfibuznym protinddorovym
I¢¢ivam soucasn¢ [Baguley, 2010]. Muze tak objasnovat pripady, kdy jsou nékteré nadory necitlivé
k alternativni 1€¢bé obsahujici nové, a v ptivodni 1€¢be jesté nepouzité, druhy cytostatik [Noskova a kol .,
2000].

Jednou z hlavnich pficin podilejici se na vyvoji mnohocetné 1€¢kové rezistence je predevsim
nadmérna exprese efluxnich ABC transportéri v membranach nadorovych buné¢k a taktéz detoxikacnich
enzymu [Chen a kol., 2016]. Zvyseny eflux ¢i biotransformace cytostatické latky v buiice vede pak
ke snizeni koncentrace dané latky pod jeji icinnou cytotoxickou koncentraci, coz vyznamné brzdi
uspéch farmakoterapie rakoviny. Vyvoj novych inhibitorti efluxnich transportérii by mohl prekonat

MDR a obnovit tak citlivost chemoterapie

33 Preklinicka studie permeability s vyuZitim in vitro modelua

Ke studiu permeability a mechanismu transportu velkého poctu latek pres epitelialni membrany
mame k dispozici celou fadu in vivo, in situ a in vitro experimentalnich modeld, jejichz kombinace
se v preklinickém vyzkumu rutinné vyuziva pfi hodnoceni. V soucasné dob¢ je vSak ve vyzkumnych
laboratorich ¢im dal tim vice popularni aplikace in vitro metod. Konkrétng se pak nejcastéji jako ndstroj
pro studium intestinalni permeability vyuzivaji modely zaloZzené na bunécnych liniich (Caco-2
¢i MDCK buiiky), nebo um¢lé membrany [Balimane a kol., 2006]. Takovym piikladem miZze byt
nebunééna metoda nazyvana PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay), jez pfedstavuje

in vitro model pasivni difize [Kerns a kol., 2004].
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3.3.1 Model pasivni difiize PAMPA

Protokol slouzi ke stanoveni priniku testované latky skrze umeéle vyrobené membrany, které
jsou potazené lipidovym roztokem v inertnim organickém rozpoustédle. Kansy a kol. jako prvni popsal
model sklddajici se z donorové (spodni) a akceptorové (horni) ¢asti porézni desky mezi nimiz je uméla
membrana (filtr) potaZena fosfolipidovym roztokem (10% lecitin v dodekanu) [Kansy a kol., 1998].
Takové usporadani 96-jamkovych desticek vytvari systém oznaCovany jako ,sendvi¢™ (obr. 8). Dalsi
modely PAMPA jsou v podstaté uz jen variacemi tohoto popsaného modelu pouZivajici alternativni

kombinace fosfolipidli [Dressman a kol., 2008].

Akceptor >

b

Donor ———F+——» \

Umela membrana

Obrazek 8: Schématické znazornéni uspotradani akceptorové a donorové Casti desky.

Vysoce permeabilni metoda PAMPA se uplatiiuje zejména pro primarni screening velkého
poctu sloucenin a poskytuje nam informace o vztahu mezi strukturou a vyslednou permeabilitou latek
pres selektivné propustné lipidové membrany napodobujici stievni epitel. Bylo prokazano, Zze rychlost
permeace pres membranovou bariéru znacné souvisi s rozsahem absorpce 1é¢iva u lidi, proto se tento
in vitro model pasivni difuze hojné vyuziva pii studiu transportu latek gastrointestinalnim traktem
a taktéz k predikci penetrace sloucenin pres hematoencefalickou bariéru [Balimane a kol., 2006].

PAMPA esej je mnohem mén¢ naro¢na na provedeni nez metody bunéénych kultur. Velkou
vyhodou je, Ze experimenty s jejim vyuzitim spotfebuji pouze malé mnozstvi vzorku a nevyzaduji zadné
biologické tkang, ¢imz se eliminuje mnoho zdroju variability méfeni. Také moznost prizptsobit lipidové
sloZzeni konkrétnim potfebam testu je jednou z velkych prednosti této metody, stejné tak jako jeji Casova
a financ¢ni tspora [Dressman a kol., 2008].

Jednim z hlavnich omezeni tohoto modelu je vSak absence transportérii v umélé membrang.
PAMPA tak hodnoti pouze transcelularni pasivni transport, tedy latky na zakladé jejich propustnych
vlastnosti, a absolutn¢ nezvazuje absorpci sloucenin prostifednictvim transportéru ¢i péru. U sloucenin,
jez jsou transportovany prostiednictvim vice nez jednoho mechanismu, poskytuji vysledky
podhodnocené informace o jejich celkové propustnosti [Dressman a kol., 2008]. S vyuzitim Caco-2
bunécného modelu se pak provadi podrobnéjsi mechanické studie, které definuji rizné cesty absorpce
a hodnoti potencidl interakce latky s P-gp transportérem. Modely se proto vrané fazi vyvoje 1éCiv

vyuzivaji ¢asto v kombinaci [Balimane a kol., 2006].
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Obrazek 9: Porovnani testi permeability s vyuzitim modelu Caco-2 bunééné linie (vlevo) a in vitro modelu PAMPA (vpravo).
Buné¢na linie Caco-2 se sestava z ruzné velkych kompartmentu od sebe oddélenych buné¢nou monovrstvou. Model PAMPA
je zalozeny na schopnosti pruchodu latky skrze polopropustnou umélou membranu mezi dvéma stejné velkymi ¢astmi porézni
desky [upraveno dle Ruell, 2003].

Vysledky experimenti dale zavisi i na zvoleném lipidu k pfipravé membrany a stejné tak na pH
pouzitého pufru. Volba pufru je omezena na zakladni fyziologické faktory procesu. Travici trakt
je charakteristicky pH gradientem, jez se se vzdalenosti od zaludku zvySuje. Pro ziskani vysledku

shodného s ucinkem in vivo je vhodné méfeni mezi pH 5 a 7,4 [Ruell, 2003].

3.3.2 Bunécné linie

V prubéhu poslednich nékolika let jsou bunééné linie Siroce vyuzivany jako in vitro modely
v ramci vyvoje novych Ié¢iv. Diplomova prace se zamétuje vyhradng na Caco-2 a MDCK bunécné linie.
Vybrané experimentalni bunééné modely se pouzivaji zejména pro transportni studie, jelikoz dobie
koreluji s transportem 1éCiva pres sliznici ¢lovéka a jsou tak uzitecné pro predikci absorpce studované
latky. Jejich prostfednictvim se pak hodnoti prfedev§im potencialni permeabilita mnoha sloucenin
pres biologické bariéry a také farmakokinetické 1€kové interakce. Pritomnost aktivniho transportniho
systému ve svych membranach znich proto ¢ini relevantni modely pro studium interakci mezi
studovanymi latkami a transportéry.

In vitro testy permeability pres epitelialni bariéru s vyuzitim bunécénych linii se obecné sestavaji
ze tfi po sob¢ jdoucich fazi, a to z faze bunééné kultury, transportniho experimentu a analyzy dat. Prvni
faze spociva zejména v péstovani adherentnich bunék v kultivaénich nadobach a kultivaci bunécné
monovrstvy na polopropustnych membranach. Druha faze predstavuje samotny experiment skuteéného

transport 1é¢iva pres vytvorené monovrstvy a koneéné, faze analyzy zahmuje méfeni koncentrace latky
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ve vzorcich po provedeni testu a vypocet relativni permeability latek skrze membranu (Papp) [Volpe,
2007].

Ob¢ studované bunécné linie se skladaji z heterogennich bunécnych subpopulaci [Volpe, 2011].
Vysledky transportnich studii se tedy mohou meénit predevsim v zavislosti na rozdilnych podminkach
kultivace bunéénych kultur a provadéného experimentu, coz vede k odlisSnym hodnotam Papp pro jednu
a tu stejnou testovanou latku. Proto je k udrzeni nezménéné bunééné linie nutné pravidelné hodnoceni
morfologie bun¢k a zakladnich funkcénich charakteristik vytvofené monovrstvy [Delie a Rubas, 1997].
Béhem experimentu se charakteristika transportu kultivovanych bun¢k muze lisit v souvislosti se starim
monovrstvy, hustotou oCkovani bunck, konfluenci bunck, rezimem krmeni, kultivacnim mediem,
pH transportniho pufiu, stupném diferenciace a dal§imi parametry. Pfi praci s bunéénymi liniemi je tedy
potieba dodrzovat obecné doporuéeni souvisejici s optimalnimi podminkami kultivace [Audus a kol.,

1990].

3.3.2.1 Caco-2 bunécna linie jako model gastrointestinalniho traktu

Caco-2 bun¢cna linie je ve vyzkumu vyuzivana jako in vitro model pro studium mechanismu
epitelidlntho transportu, a to zejména pro predikci absorpce [éCiv a jinych sloucenin
v gastrointestindlnim traktu [van Breemen a Li, 2005]. V disledku upfednostnéni peroralniho podani
1€¢iv u Cloveka, je transport latek pres bariéru intestinalnich epitelialnich bunék hlavnim determinantem
biologické dostupnosti in vivo. Propustnost studovanych latek v testech pres Caco-2 buriky vice ¢i méné
koreluje s in vivo absorpci u ¢loveka, a tak se tento bunécny model predikce absorpce stal nedilnou
soucasti vyvoje novych lé¢iv ve farmaceutickych vyvojovych laboratorich [Fossati a kol., 2018].

Bunécéna linie Caco-2 byla vyvinuta béhem vyzkumu provedeném Dr. J. Foghem a jeho
spolupracovniky v Sloan-Kettering institutu pro vyzkum rakoviny. Jedna se o epitelialni burky,
rakovinového pavodu, které jsou odvozené z lidského adenokarcinomu tlustého stieva [Fossati a kol.,
2018]. Tato linie bun¢k, charakteristicka svou silnou prilnavosti k plastu, se rutinné péstuje v médiu
v kultivacnich nadobach na semiporéznich filtracnich membranach. Za béznych kultiva¢nich podminek,
tedy v pritomnosti séra a glukozy, se Caco-2 buinky vyznacuji jedinecnou schopnosti spontanni
diferenciace. Diferenciaéni proces vede k formaci polarizované bunééné monovrstvy. Vznikla
monovrstva pak vykazuje nékteré typické morfologické a funk¢ni vlastnosti epitelialnich bun¢k tenkého
stieva [Volpe, 2007]. Stejné jako u lidskych enterocytii je plazmaticka membrana organizovana do dvou
odlisnych domén, apikalni a bazolateralni, jez se lisi svou strukturou a transportnimi vlastnostmi
[Dressman a kol., 2008].

Béhem kultivace Caco-2 vytvafeji tésné spoje mezi buikami, vyvijeji kartaCovy lem
s rozliSenymi pravidelnymi mikroklky a exprimuji fadu enzymiu podilejicich se na metabolické
transformaci 1éCiv, véetné enzymu cytochromu P450 [Fossati a kol., 2018]. Mimoto buriky obsahuji
ifadu transportnich proteini nachazejicich se v absorpénich stfevnich burikach. Jednim z nich

je napiiklad P-gp, a dalsi proteiny spojené s mnohocetnou Iékovou rezistenci [Karlsson a spol., 1993].
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Caco-2 bunky vytvareji riznorodé linie skladajici se ze subpopulaci s riznym stupném diferenciace
ovlivnénym kultiva¢nimi podminkami a dobou v kultufe [ Volpe, 2007].

T&sné spoje, tzv. , tight junction®, pfedstavuji tizce spojené oblasti membrany vzdy mezi dvéma
sousednimi burikami, jez vytvareji selektivn¢ permeabilni bariéru mezi nimi. Tyto spoje vznikaji
v mistech, kde kartaCovy lem apikalni membrany pfechazi v bazolaterdlni membranu. Jsou tedy
faktorem stanovujicim rychlost transportu v mezibunééném prostoru (paracelularni transport).
Vysledky studii poukazaly na skutecnost, ze se jedna o vysoce dynamické struktury, které v odezve

na mimobunééné podnéty maji schopnost ménit svou propustnost [Clayburgh a kol., 2004].

Obrazek 10: Vlevo — Transmisni elektronova mikrofotografie apikalni ¢asti dvou buné¢k Caco-2 (na obrazku je pomoci Sipek
znazornéna piitomnost t€snych spoji mezi builkkami a pismenem m vyzna¢ené mikroklky). Vpravo — Mikrofotografie

kryosekce monovrstvy intestindlnich epitelialnich bun€k [Artursson a kol., 2001].

Transportni studie se obvykle provadéji po 21 dnech kultivace, kdy exprese transportéru
dosahuje svého maxima [Braun a kol., 2000]. Obecné je s vyuzitim Caco-2 bun¢cnych monovrstev cilem
zjistit, zda je 1€Civo aktivné Ci pasivné transportovano pies intestinalni epitel, a pokud je transport
aktivni, ukolem je identifikovat typ pfislusného transportéru [Burton s kol., 1993]. Aplikaci slou¢eniny
nejprve napriklad na apikalni stranu v jedné sérii experimentti a na bazalni stranu v dals$i sérii je mozné
meftit rychlost transport latek pies monovrstvu bunék v obou smérech. Rozdil v rychlostech, tzv. efluxni

pomér, pak vypovida o distribuci transportéru pro aktivni transport v buitkach [Dressman a kol., 2008].
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Obrazek 11: Lokalizace P-gp transportéria v Caco-2 buiikach. Ob¢ mikrofotografie zachycené po 27 dnech kultivace pomoci
konfokalniho laserového skenovaciho mikroskopu (CLSM) piedstavuji optické fezy apikalnich oblasti buné¢né monovrstvy.
Fluorescen¢ni znaceni F- aktinu rhodamin-faliodinem odhaluje urcitou heterogenitu struktury apikalniho povrchu buné¢énych
vrstev (obr. a). Znaceni bun¢k prostiednictvim specifické protilatky anti-P-gp pak poukazuje na lokalizaci P-gp transportéru,

ne vSechny buiiky jsou vSak P-gp pozitivni (obr. b) [pievzato od Braun a kol., 2000].

I pres velkou miru vyuziti Caco-2 bunécné linie ma tento model hned n€kolik limitaci, jako
je napfiklad nedostate¢na exprese enzymu cytochromu P450, a to zejména absence enzymu CYP3A4,
jehoz hladina je ve stfevé vysoka, nebo také nepfitomnost hlenu [Balimane a kol., 2006]. Exprese vyssi
hladiny téchto enzymii muze byt v§ak indukovana Ié¢bou vitaminem D3. Ve srovnani s intestinalnim
epitelem se bunééna monovrstva sklada pouze a jen z bunc¢k absorpénich, zatimco stfevni tkan
Ize klasifikovat do nékolika typu bunék, a tedy absorpénich enterocytu tvoricich 80% vSech
epitelialnich bunék tenkého stieva, poharkovych bun¢k produkujicich hlen, bunék enteroendokrinnich
exportujicich hormony a M bun¢k specializovanych jako antigen prezentujici buriky schopné
fagocytozy, diky nimz jsou enterocyty soucasti stfevni imunologické bariéry a pifimo se tak podileji
na imunitnich procesech [Hilgendorf a kol., 2000].

DalsSim omezenim Cist¢tho bunécného systému Caco-2 je proménliva exprese nékterych
transportnich proteint, tedy urcita existence nedostateéné korelace pro permeabilitu zprostfedkovanou
transportnimi proteiny ve srovnani s lidskym stfevem [Volpe, 2011]. Zatimco transportéry, jako PEPT
¢i OAT, jsou v membranach Caco-2 bunécnych linii pfitomny v mensim mnozstvi, transportni P-gp
naopak vykazuje vysSi expresy v porovnani se situaci in vivo [Dressman a kol., 2008], ktera muze
zpusobit vysSi rychlost sekrece a nasledné niz§i propustnost v absorpcnim sméru. Permeabilita
sloucenin, jejichz transport je zprostiedkovan prostfednictvim nosice, proto byva v Caco-2 burnkach
nizsi nez ve skutecnosti v lidském tenkém strevé. Tuto skute¢nost pravdépodobné odrazi kolorektalni

puvod této bunééné linie [Hilgendort a kol., 2000].
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3.3.2.2 MDR1-MDCK bunéé¢na linie jako model hematoencefalické bariéry

Pouziti bunéénych kultur se zda byt zhlediska transportniho mechanismu nejvhodnéjsi
k predikci potencialu penetrace testovanych sloucenin pres hematoencefalickou bariéru (BBB,
blood-brain barrier). Optimalnimi in vitro modely pro studium BBB jsou endotelialni buriky izolované
z mozkovych kapilar skotu, prasat ¢i potkanu, avSak prace s nimi je velice ndkladnd a na provedeni
narofna. Z toho divodu se vétSina provadénych studiich zaméfila na epitelidlni bunééné linie
(napt. MDR1-MDCK, Caco-2) [Helinger a kol., 2012]. Cilem této literarni reserSe je charakterizace
MDR1-MDCK bunécné linie jako in vitro modelu pro predikci penetrace molekul pres BBB do mozku
a identifikaci potencialnich substrat efluxnich transportéru, s nejvétsi pravdépodobnosti P-gp.

V padesatych letech minulého stoleti panové Madin a Darby odvodili buné¢nou linii MDCK
(Madin-Darby Canine Kidney) ze psich epitelialnich bunék ledvin zdravé dospélé feny kokrSpanéla.
MDCK bunky vsak nejdfive byly pouzity ke studiu virové infekce [Dukes akol., 2011]. Dnes patii mezi
nejlépe prostudované epitelialni bunécné linie, a i pies sviij puvod, se velmi Casto pouzivaji ke studiu
transportu mnoha latek [Braun a kol., 2000]. Umoziuji mechanické hodnoceni permeability 1é¢iva, jako
je pasivni difiize a aktivni transport zprostfedkovany prenaseci. Ve svych membranach totiz bunky

MDCK exprimuji jak efluxni tak i uptake transportéry (tab. 2) [Volpe, 2011].

Apikalni strana

Bazolateralni strana

Obrazek 12: Subceluldrni lokalizace efluxnich ABC transportéru v polarizovanych burikach ledvin, jez odpovidaji modelové
buné¢né linii MDCK. Transportéry P-gp, MRP2, MRP4 a BCRP jsou lokalizovany na membran¢ apikdlni a MRP1, MRP3
a MRPS5 jsou naopak exprimovany na bazolaterdlni membran¢ ledvinnych epitelidlnich bunék. Tésné spoje (Sed¢ Srafované

kruhy) tvofti fyzickou bariéru mezi apikalni a bazolateralni plazmatickou membranou [pfevzato od Schinkel a Jonker, 2003].

Stejné jako Caco-2 bunécna linie béhem kultivace na polopropustnych membranach tvori
i MDCK buiiky polarizované monovrstvy s jasné definovanou apikalni a bazolateralni polaritou
bunécné membrany. Jednotlivé monovrstvy jsou pak spojeny siti té¢snych spoji pobliz apikalniho
povrchu bunék. Stacionarni faze rustu buiiky dosahnout po 7 dnech naockovani [Braun a kol., 2000].
Jistou prednosti MDCK epitelialni bunécné linie je predevS§im jeji rychla doba rastu a skutecnost,
ze v porovnani s Caco-2 vykazuje niz§i transepitelialni elektrickou rezistenci (TEER), ktera je vice

méné podobna s in vivo hodnotami TEER tenkého stfeva [Volpe, 2007]. Psi puvod je vSak urcitou
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limitaci tohoto bunééného modelu, protoze komeréné dostupné protilatky jsou Casto vytvareny proti

lidskym nebo mysim sekvencim a nemusi tak dobfe reagovat s psimi proteiny [Dukes a kol., 2011].

Tabulka 2: Srovnani charakteristik Caco-2 a MDCK bunéénych linii [vypracovéano dle Volpe, 2007;
Volpe, 2011].

Caco-2 MDCK

Zdroj bunék Lidsky adenokarcinom tlusté¢ho stieva  Psi ledviny

Morfologie bunék Intestindlni epitel Distalni tubuldrni epitel

Doba kultivace 14 — 28 dni 3 -7 dni

Enzymy Laktaza, amino-peptiddza N, Alkalicka fosfatdza,
alkalickd peptiddza, sulfotransferdza, glutathion
karboxylesterdza, glukuronyl- S-transferdza

transferdza, sulfotransferdza,
N-acetyltransferaza, glutathion
S-transferaza a dalsi.
Uptake transportéry OATP1B1, OATP1B3, OATP2BlI, Oct2, peptidy a
PepT1, OCT1, OCT2 a OCT3 monokarboxylové kyseliny

Efluxni transportéry P-gp (MDR1), MRP2, MRP4 a BCRP  Mdrl, Mrpl, Mrp2 a Mrp5

Epitelialni bunécnad linie MDCK byva, kvili své pomémé nizké metabolické aktivite,
a predevsim nizké expresy transportnich protein, mnohdy transfekovana jinymi geny transportért.
Buné¢na linie MDR1-MDCK predstavuje MDCK buiiky typu II transfekované lidskym genem MDR1
kédujicim efluxni P-glykoprotein. V dusledku transfekce pak buriky exprimuji velké mnozstvi klinicky
vyznamného P-gp transportéru lokalizovaného na apikalni strané polarizované monovrstvy [Braun
a kol., 2000]. Pro pochopeni vlivu transportnich mechanismu na penetraci BBB je velmi dulezita
charakterizace interakce studovanych sloucenin s P-gp, jakoZto determinantem klasifikace [Feng a kol.,
2019].

Monovrstvy MDRI1-MDCK Ize pak na zakladé koeficienti propustnosti (Papp) pouzit
ke klasifikaci slouc¢enin na CNS-pozitivni nebo CNS-negativni [Wang a kol., 2005]. I pres puvod
epitelialnich bunék pochazejicich z periferniho organu a odlisnému lipidovému sloZeni od mozkovych
kapilarnich endotelovych bunck, dosahuje model MDR1-MDCK vysoce srovnatelné korelace absorpce
BBB in vitro — in vivo [Helinger a kol., 2012].
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Obrazek 13: Schématické znazornéni transportnich mechanismiu BBB [upraveno dle Di a kol., 2003].

Hematoencefalickd bariéra predstavuje anatomickou strukturu kapilami sit¢ v mozku a vytvari
primarni rozhrani odd€lujici centralni nervovy systémem (CNS) a periferni ob&hovy systém. [Wang
a kol., 2005]. BBB je tvofena endotelialnimi buitkami mozkovych kapilar, které prostfednictvim exprese
transportéra prisné kontroluji molekularni pohyby mezi mozkem a periferii a chrani tak mozkovou tkan

pred invazi cizimi latkami [Helinger a kol., 2012].

.

Obrazek 14: Hematoencefalickd bariéra. Elektronova mikroskopie krevni kapilary frontalni kury krysy. Kruhovy prufez cévy
je obklopen nervovou tkani (Neu) slozenou z astrocytu a gliovych bunék. Kapilaru samotnou tvofi endotelidlni bunky (End),

které jsou obklopené bazalni membranou [pievzato od Bendayan a kol., 2002].

34 Triterpeny

Latky testované v ramci diplomové prace se fadi mezi derivaty triterpent. Jedna se o intenzivné
studovanou skupinu latek vykazujicich fadu biologickych aktivit. Cilem je stanovit farmakokinetické
vlastnosti novych derivati a zaméfit se predevs§im na studium propustnosti latek.

Triterpeny patii mezi terpeny, strukturné rozmanité organické latky bézné obsazené v rostlinach
¢i ovoci (napriklad smetanka I¢kafska, hruska, jablko, mango, brusinka atd.), houbach, mén¢ ¢asto jsou
pak metabolizovany bakteriemi nebo syntetizovany i zvifaty, a to predevsim v pripadé vyssich terpena

[Hajduch a kol., 2004]. Terpeny predstavuji nejrozSifenéjsi skupinu pro rostlinu nepostradatelnych
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sekundamich metabolitu a jako takové se netcastni hlavnich metabolickych drah. Namisto toho vsak
rostling poskytuji rizné obranné mechanismy proti napadeni Skudci, stresu a chorobam [Zhou a kol.,
2017]. Struktura terpenti je tvofena zakladnimi pétiuhlikatymi izoprenovymi jednotkami a podle poctu
jednotek izoprenu pfitomnych v molekule je pak lze rozdélit na mono-, seskvi-, di-, sester-, tri-, tetra-
a polyterpeny. Uhlikovy skelet triterpent se sklada ze Sesti izoprenovych jednotek, a tudiz celkové
ve své struktufe obsahuji 30 atomi uhliku. Cisty izopren se viak sam o sobé v piirods téméF nevyskytuje

[Ludwiczuk a kol., 2017].

=

Obrazek 15: Chemicka struktura izoprenu [pfevzato od Ludwiczuk a kol., 2017].

Triterpenoidni latky tvofi velmi pocéetnou skupinu pfirodnich sloucenin s mnozstvim
jedineénych a potencialné vyuzitelnych biologickych ucinkd. Jsou studovany zejména kvili své znaéné
cytotoxické aktivité, a dale pak v souvislosti s jejich biologickou aktivitou (chemoprotektivnimi,
virostatickymi,  antimikrobidlnimi, antimykotickymi, hepatoprotektivnimi, protizanétlivymi,
analgetickymi, anti-HIV a jinymi G¢inky) [Hajdich a kol., 2004]. Dosavadni vyzkum ukazuje, z¢ vlastni
mechanismus téinku latek je velmi riznorody a jednotlivé skupiny piisobi na rozli¢né procesy v buiice.
Prikladem muzou byt latky ménici expresi proteint, inhibujici enzymy dulezité pro replikaci virionu
¢i patogenitu bakterie, latky indukujici bunéénou smrt s pfimym pusobim na mitochondrie a dalsi
[DZubak a kol., 2004]. Obecné plati, ze triterpeny vykazuji pomémeé nizkou toxicitu, a to 1 pfi vysSich
hodnotdch koncentrace [Pokorny a kol., 2018].

34.1 Zastupci piirodnich triterpent

V poslednich letech se dostala do popfedi zajmu velka skupina cyklickych triterpend.
Mezi biologicky nejvyznamnéjsi a v prirod¢ nejvice zastoupené patii predevsim pentacyklicke derivaty

oleananu, ursanu a lupanu [Zhou a kol., 2017].

Obrazek 16: Chemicka struktura vybranych cyklickych triterpent studovanych z hlediska jejich protinddorovych vlastnosti:

kyselina betulinova (A), kyselina ursolova (B), kyselina oleanolova [pifevzato od Petronelli a kol., 2009].
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Kyselina ursolova (obr. 16) se vyskytuje predevsim ve vysSich rostlinach. Inhibuje bovinni
DNA polymerazu a a slabé i HIV reverzni transkriptazu a rostlinnou DNA polymerazu II. Vykazuje
také inhibi¢ni aktivitu vici savéi DNA polymeraze o a B a lidskych DNA topoizomeraz. V in vitro
studiich je cytotoxicka vuci fad¢ narodovych linii, jsou u ni popsany ucinky antiangiogenni aktivity
a inhibuje nadorovy rist na modelech mysi [Hajduch a kol., 2004].

Kyselina oleanolova (obr. 16) je ve vysokych koncentracich rozsifena v kofenech ZensSenu
a dale také ve vice nez 120 rostlinnych druzich. Podobné jako kyselina ursolova vykazuje mnozstvi
protinadorovych Gcinku a jsou u ni studovany jak antimutagenni vlastnosti, tak i antiangiogenni aktivita
v nddorech [Hajddch a kol., 2004].

Betulin a kyselina betulinova (obr. 16) patfi mezi dva nejvyznamnéjsi zastupce prirodnich
lupanovych triterpenu. Kyselina betulinova je prirodni pentacyklicky triterpen nachdzejici se v celé
rostlinné fisi. V Cist¢ form¢ se jevi jako krystalicky prasek bez chuti a zapachu a ve vodé témer
nerozpustny [Skarek a kol., 2011]. Piikladem volng dostupného zdroje je kiira biizy b&lokoré, ktera sice
obsahuje slouceninu betulin, ten vSak lze pomémé snadno oxidaci prevést na kyselinu betulinovou
[Patocka a Stiborova, 2004]. Kyselina betulinova vykazuje mimoradn¢ vysokou aktivitu vuci lidskému
melanomu [Skarek a kol., 2011] a byla jednim viibec z prvnich triterpenii s popsanou cytotoxickou
aktivitou, ktera byla dodnes prokazana proti fad¢ testovanych nadorovych bunécnych linii [Hajdidch
akol., 2004]. Vyhodou je, ze u normalnich zdravych bunck nevykazuje t¢éméf zadné toxické ucinky
a jako potencialni u¢inné cytostatikum indukuje apoptéozu u bun¢k rakovinnych. Cytotoxicka aktivita
je spojena predevsim s produkei reaktivnich forem kysliku a smrt buriky je pak zplisobena pfimym
ucinkem na membranu mitochondrii, ze kterych se do cytosolu uvolni apoptogenni faktory
(cytochrom C nebo ARF), kde aktivuji kaspazy ucastnici se procesu apoptozy [Raisova a kol., 2001].
Kyselina betulinova ma vsak celou fadu dalSich biologickych vlastnosti. Spolu s nékterymi jejimi
derivaty zvlasté pak prokazaly anti-HIV aktivitu a pfedstavuji novou skupinu 1é¢iv proti HIV.
Antivirovy uinek spociva predevsim ve schopnosti navodit fuzi virovych ¢astic vazbou na virovy
glykoprotein gp41. Rovnéz ma protinadorové ucinky a je studovana jako potencialni antimalarikum

[Patocka a Stiborova, 2004].

3.4.2 Derivaty triterpenii

I pfes znacné vyhody je klinické uZiti prirodnich triterpent vyrazné omezeno, a to zejména kviili
hor§im farmakokinetickym vlastnostem. Jednim z Castych a obecnych problému triterpenu je jejich
Spatnd rozpustnost ve vod¢. Slouceniny se tak Spatn¢ adsorbuji z gastrointestindlniho traktu,
coz omezuje jejich biologickou dostupnost. Vysoka lipofilita latek je povazovana za hlavni diivod, pro¢
slouCeniny s vysokou aktivitou a selektivitou proti nadorovym burikam casto selhavaji béhem
pokrocilého screeningu. Dal§i omezenim prirodnich triterpenu je fakt, Zze¢ v mnoha pripadech jsou uc¢inné

koncentrace matetské slouceniny pfili§ vysoké pro jejich nasledné terapeutické uziti. Triterpeny také
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predstavuji typicky priklad vicecilovych sloucenin, coz znamena, ze Casto interaguji s vice proteiny
v organismu a je obtizné najit in silico predikéni modely pro hodnoceni vztahu struktury a aktivity dané
latky. Na druhou stranu jsou n¢které urcité mechanismy triterpend zcela ojedinélé a lze je teoreticky
vyuzit k vyléceni nemoci ¢i piekonani rezistence [Pokorny a kol., 2018].

S pokrocilou analyzou pfirodnich triterpent jiz nckolik desetileti probiha i vyvoj jejich
synteticky modifikovanych derivati [Hajduch a kol., 2004]. Snahou je predevs§im zvysSit terapeuticky
ucinek triterpenoidi, syntetickych derivati terpend, a snizit naopak ucinky nezadouci oproti jejich
pfirodnim analogiim [DZubak a kol., 2004]. Chemicky upravena verze farmakologicky ucinné latky,
ktera vyvolava pozadovany ucinek v t¢le pomoci enzymatické a/nebo chemické transformace, se nazyva
prolécivo. Strategie proléciv prokazala svou efektivitu zejména pri zlepSovani fyzikalné-chemickych
a farmakokinetickych vlastnosti sloucenin, ¢imz optimalizuje kteroukoli z vlastnosti ADMET
pro potencidlni kandidity nového 1é¢iva [Zhou a kol., 2017]. Existuje cela fada prtistupi, jejichz
spole¢nym zajmem je zvySit aktivitu triterpena [Pokorny a kol., 2018].

Kuprikladu polosyntetické derivaty kyseliny betulinové jsou chemicky syntetizovany
s imyslem zvysit biologickou aktivitu pfi zachovani nizké toxicity sloucenin. Derivaty modifikované
v pozici C-3 kde se nachdzi hydroxylovd skupina, C-20 alken nebo C-28 skupina karboxylova,
a heterocyklické derivaty patii mezi nejbéznéjsi vubec [Kim a kol., 1998]. Polosyntetické triterpeny
obsahujici heterocykl v jejich molekule jsou navic Casto selektivné cytotoxické vi¢i rakovinovym
buiikam, coz z nich ¢ini slibn¢ kandidaty na 1é¢bu riznych novotvara [Borkova a kol., 2020]. Klinické
studie s kyselinou betulinovou doposud nebyly dokonéeny. V soucasné dobé probiha II. faze klinického
testovani hodnotici jeji lokalni aplikaci pii 16dbé dysplastického névu [Skarek a kol., 2011]. Kyselina
betulinova tedy predstavuje vhodné agens k potencialnimu terapeutickému vyuziti a ve farmaceutickém
pramysl je cennym zdrojem vyvoje novych farmakologicky ucinnych sloucenin [Patocka a Stiborova,

2004].

Obrazek 17: Vzorec kyseliny betulinové (kyselina 3B-hydroxy-lup-20 (29)-en-28-ova) a vyznacené C-3, C-20 a C-28 polohy
vhodné pro modifikace [pievzato od Pokorny a kol., 2018]
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3.5 Analyza vzorku s vyuzitim RF — MS/MS systému

Relativni koncentraca testovanych triterpenti byla po provedeni ADME experimentt stanovena
systémem RapidFire RF300 (Agilent Technologies, RF), ktery je spojeny s hmotnostnim spektrometrem
QTRAP 5500 (AB Sciex, MS) obsahujicim kvadrupélovy analyzétor. Zékladni podstatou RF — MS/MS
systému je online extrakce analyzované latky na pevné fdzi a jeji ndslednd detekce hmotnostni
tandemovou spektrometrii [Veach akol., 2017]. Jeho prednosti je pfedev§im nékolikanasobné urychleni
analyzy a zjednoduseni postupu oproti konvenénim metodam (,high — throughput screening)

RapidFire predstavuje automatizovan¢é extrakéni zafizeni, které podle publikovanych praci
[Danso a kol., 2015; Grote-Koska a kol., 2015; Korman a kol., 2015] nachazi uplatnéni pfedevsim
v toxikologii a ve farmakologii pfi monitorovani potencidlnich kandidata 1€Civ. S jeho vyuzitim lze
z biologickych vzorka stanovit Sirokou Skalu analytl, zejména pak exogennich latek pfitomnych
ve vzorcich v pom&mé vysokych koncentracich. Ceska republika v soudasné dobé vlastni prozatim
jeden takovy pfistroj, ktery se nachazi na odd&leni Farmakologie v Ustavu molekularni a translagni

mediciny v Olomouci.
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Obrazek 18: Schematicky znazomény princip RF — MS/MS systému — celkova doba jednoho cyklu se obvykle pohybuje okolo
15 sekund. Analyza vSech vzorkiu na zcela zaplnéné 96-jamkové destiCce pak netrva déle jako 30 minut [upraveno dle Veach

a kol., 2017].

Samotné analyze slou¢enin RF — MS/MS systémem predchazi rozpusténi lyofilizovanych
vzorkti ve vhodné mobilni fazi obsahujici vnitini standard [Borkova a kol., 2020]. Interni standard
predstavuje vhodné zvolenou slou¢eninu pridavanou v pfedem znamém mnozstvi ke vzorku, jejiz signal
se srovnava se signalem stanovovan¢ho analytu. Nasledn¢é se provede normalizace prostfednictvim
poméru signalu analytu a jeho interniho standardu, na némz je zaloZena analyticka odezva studované
slou¢eniny. Jako standardy jsou vyuzivany budto izotopicky znacené formy latek, které maji byt
kvantifikovany, nebo pak pouha strukturni analoga analyti, tedy latky s velmi podobnou strukturou v§ak

lisici se napriklad absenci ¢i pfitomnosti funkéni skupiny [Volny, 2020].
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Princip jednoho extrakéniho cyklu RapidFire (obr. 18) pak spociva v aspiraci rozpusténcho
vzorku pfimo z 96-jamkové desticky do smycky pro vzorek. Po naplnéni smycky dojde k vymyti vzorku
v proudu mobilni faze na stacionarni fazi SPE patrony (v naSem pfipad¢ kolonka s naplni C4).
Po extrakei je na patroné zadrZeny analyt eluovan s pouzitim druhé mobilni faze do spektrometru, kde
je nasledné deteckovan. Nezadané a na kolonce nezachycené latky jsou vymyvany do odpadu. Cely
cyklus uzavira posledni faze reekvilibrace, v niz se jest¢ pred nasatim druhého vzorku vrati systém
do vychoziho nastaveni.

Z duvodu, ze systém RapidFire pracuje v online rezimu, je tfeba brat v potaz i potencialné
vysoké riziko vzniku prenosového ,carry over” efektu. Ten nastava v pripadé, kdy analyt neni
dostate¢né€ eluovan z kolonky a jeho ¢ast je vyplavena az pfi vymyti vzorku dal$iho. Nasledkem toho
vSak dochazi k faleSnému zesileni intenzity analyzovaného vzorku. Zvolenim silngjsi elu¢ni mobilni
faze ¢i prodlouzenim ¢asti vymyvani vzorku lze pak prenosovému efektu predejit [ Vrobel a kol., 2018].

V ramci nascho testovani triterpenickych latek se hmotnostné spektrometricka detekce provadi
vmoédu pozitivnich iontd za ionizace elektrosprejem. Hmotnostni spektrometr je optimalizovan
na stanovované latky a probihd v reZimu monitorovani vybranych reakci (MRM — multiple reaction
monitoring) pro zajisténi dostateéné selektivity metody. Nahrazeni chromatografické separace v rutinné
vyuzivanych LC — MS/MS metodach onou extrakci na pevné fazi sebou totiz nese riziko interference
latek se stejnou hodnotou m/z [Jian a kol., 2011]. Takovymi latkami mohou byt napfiklad polohové
izomery nebo izobarické latky, jejichz interferenci pozorujeme jako signal ve vzorku, ve kterém vSak
krom¢ testované latky neni pfitomny zadny jiny analyt. S problematikou interference pak souvisi
i vhodné nastaveni iontového zdroje spektrometru. Zna¢ny vyznam ma pak vhodné zvoleni
deklastracniho potencialu u metod stanovujicich miru lé¢iva predevsim v biologickych vzorcich [Yan
a kol., 2003]. Nastaveni vysokého deklastracniho potencialu pfispiva k fragmentaci méné stabilnich
latek v iontovém zdroji, coz vede ke vzniku parentni molekuly. Pfi eventualné nadmémému vyskytu
téchto labilnich konjugati mize potom dochazet k chybnému zvyseni sledované intenzity dané latky.

Prili§ nizka hodnota pak muze vést ke sniZeni citlivosti metody.
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4.1

4.1.1

MATERIAL A METODY

Material
Biologicky material

Buné¢na linie Caco-2 (ATCC®, HTB-37™, USA)

Bunééna linie MDCK-MDRI1 ziskana darem od Dr. K. Verhoef z pracovisté Netherlands
Cancer Institute — Antoni van Leeuwenhoek, kde byl transfektant pfipraven

Lidska plazma (transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc, Ceska republika)

Lidské jaterni mikrosomy (HMMCPL, Thermo Fisher Scientific, USA)

Pouzité chemikalie

Acetonitril LC-MS ¢istoty (VWR; kat. ¢. BDH83640.100E)

Antibiotikum Penicilin-Streptomycin — 10 000 jednotek penicilinu, 10 mg streptomycinu/ml
(Sigma-Aldrich; kat. ¢. P4333

Dihydrogenfosforeénan draselny (Penta, kat. ¢. 12300-31000)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Penta; kat. ¢. 12330-31000)

Dimetylsulfoxid (EMSURE; kat. ¢. 1029521000)

DMEM - Dulbecco's modified eagle's medium — high glucose — 4 500 mg/L glukdzy,
L-glutamin a bikarbondat sodny, bez pyruvatu sodného (Sigma-Aldrich; kat. ¢. D5796)
Dodekan (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 8205430100)

Etanol (Penta, kat. ¢. 71250-11001)

Fetélni bovinni sérum (FBS) (Sigma-Aldrich; kat. ¢. S0615)

HBSS (1x) — Hanks' Balanced Salt Solution — vapnik, hoiCik, bez fenolové &erveni
(ThermoFisher Scientific™; kat. &. 14025-050)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekagydrat (Penta; kat. ¢. 15140-31000)

Hydroxid draselny (Penta, kat. ¢. 15520-31000)

Chlorid draselny (Penta; kat. ¢. 16200-31000)

Chlorid sodny (Penta; kat. ¢. 16610-31000)

Isocitrat dehydrogendza (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 12002)

Isocitrat (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 11252)

Kyselina chlorovodikova (Penta, kat. ¢. 19360-11000)

Kyselina mravenci (Fluka; kat. ¢. 94318)

Lecitin (Sigma-Aldrich; kat. ¢. P3782)

Luciferazova Zlut’ (Sigma-Aldrich; kat. ¢. L0144)

MEM roztok neesencidlnich kyselin (100x), bez L-glutaminu (Sigma-Aldrich; kat. ¢. M7145)
Metanol LC-MS cistoty (VWR; kat. ¢. 102775-450)
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4.1.3

Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (Sigma-Aldrich; kat. ¢ N0505)

2-Propranol pro HPLC (VWR; kat. ¢. BT211315)

Pyruviat sodny, 100 mM roztok (Sigma-Aldrich; kat. ¢.S8636)

Siran hofe¢naty (Sigma-Aldrich; kat. ¢. SAFA203726)

TrypLE™ Express Enzyme 1x, bez fenolové Cerveni (ThermoFisher Scientific™, kat.
¢. 12604013)

Trisodna sul kyseliny L isocitronové (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 1252)

Voda pro HPLC LC-MS ¢istoty (VWR, kat. ¢. BDH23595.400)

Pouzité roztoky

1x PBS pufr (pH 7,4): 8,01 g NaCl + 0,21 g KCl + 1,5 g NaH,PO4. 2H,0 + 3,6 g Na,HPO..
12H,0, rozpustit za stalého michani v 500 ml dH»O, upravit pomoci HCI na pozadované pH,
doplnit vodou do 1 000 ml

NADPH generujici systém: 0,44 mg NADP rozpustit v 71 pl 1x PBS pufru, 1,135 mg isocitratu
rozpustit v 71 pl 1x PBS pufru a oba roztoky smichat, ke vzniklému roztoku pfidat 14,3 pl
isocitrat dehydrogenazy a 56,25 ul MgSQOs4

100 mM dihydrogenfosfore¢nan draselny (pH 7.4): rozpustit 6,8 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného v 500 ml vody, hydroxidem draselnym upravit na pozadované pH

Mobilni faze +

A: objem 1 000 ml: smichat 950 ml H>O, 50 ml ACN a 1 ml kyseliny mraven¢i

B: objem 1 000 ml: smichat 950 ml ACN, 50 ml H,O a 1 ml kyseliny mravenci

Kultiva¢ni médium

450 ml DMEM + 50 ml FBS + 5 ml antibiotického roztoku

Pro Caco-2 bunky jsme odlili 250 ml kultiva¢niho média do nov¢ kultivaéni lahve a navic pridali

2,5 ml pyruvatu sodného a 2,5 ml roztoku neesencidlnich aminokyselin

Studované triterpeny byly syntetizovdny skupinou doc. RNDr. Milana Urbana, Ph.D., katedra organickd
chemie, UMTM, Olomouc.

4.14

Pouzité soupravy

Biirkerova komitrka (Blaubrand®)

Cerna 96-jamkovi deska s prahlednym dnem (Corning®; kat. &.CLS3922)

Deska pro PAMPU esej (Merck Millipore, donor — kat. ¢. MATRNPS550 a akceptor — kat.
¢. MAIPN4550)

HTS Transwell® 96-jamkov4 deska pro transportn{ studie s Caco-2 buiikami, velikost pori

0,4 um, polykarbonitovd membrana (Corning®; kat. &. CLS3391)
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4.1.5

4.2

4.2.1

HTS Transwell® 96-jamkovéa deska pro transportni studie s MDCK-MDRI1 burikami,
velikost pora 1,0 um, polykarbonatova membrana (Corning®; kat. ¢. CLS3392)
Rapid Equilibrium Dialysis Device Inserts (Life Technologies, kat. ¢. 90006)

Pouzité pristroje a zarizeni

Analytické vahy GR202 2202G (Schoeller Instruments s.r.0.)

Centrifuga 514R (Hanil), destickovy rotor S500 4B s drzaky na desticky S500T-4B TM96S
(ID 12 12) (Hanil)

Centrifuga Rotina 420R (Hettich® Zeutrifugen), rotor 4794

CO, inkubdtor Heracell™ 150i (ThermoFisher Scientific™)

Digestor Biohazard Thermo (Thermo Scientific)
Laminérni flowbox Herasafe KS (ThermoFisher Scientific™)

Lyofiliza¢ni systém — CoolSafe (ScanVac), vakuovd pumpa (Vacuubrand) a centrifuga
(Thermo Scientific)

Magneticka michacka s ohfevem MR Hei-Tec (Heidolph Instruments)

Mikroskop Primo Vert (Zeiss)

Multifunkéni Stecka mikrodesticek INFINITE® 200 PRO (TECAN)

pH metr pH 50 VioLab DHS s pH sondou 201T (VioLab)

Predvazky PS 1500/X (Radwag)

Trepaci inkubator TS-100C (BIOSAN)

Trepacka PSU-10i (Grant-bio Instruments)

Trepacka temperovana ES-20 (BIOSAN)

Vodni lazen WTB (Memmert)

Vortex Genius 3 (IKA)

Vortex MS 3 BASIC (IKA)

RapidFire 300 (Agilent) a hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 (AB SCIEX)

Pouzité experimentalni metody

MS/MS prechody studovanych latek a pouzita RF metoda

Koncentrace parentni slouceniny byla po provedeni jednotlivého ADME testu stanovena

pomoci systému RapidFire RF300 (Agilent Technologies) spojenym s hmotnostnim spektrometrem

QTRAP 5500 (AB Sciex) (RF — MS/MS). Prvnim krokem k pfipravé metody bylo naladéni studovanych

molekul na hmotnostnim spektrometru QTRAP 5500. Hmotnostni spektrometr byl optimalizovédn

na jednotlivé stanovovang triterpeny a pracoval v MRM modu. Hmotnostné spektrometricka detekce

testovanych triterpenti probihala v pozitivnim médu za ionizace turbosprejem. U studovanych sloucenin

byly identifikovany parametry jako nalezené prechody MS/MS, deklasterizacni potencial, kolizni
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energie a potencidl na vystupu kolizni cely. Naméfené hodnoty téchto parametri jsou ukazany
na prikladu latky LEM00023578 (tab. 3). Pro studované derivaty byly pouzity nasledujici nalezené
MS/MS prechody: LEMO00023578 (563.2/52.9) LEMO00023576 (561.2/81.3), LEMO00023566
(684.3/480.3).

Tabulka 3: Parametry nalezené pfi optimalizaci hmotnostné spektrometrické detekce latky
LEMO00023578.

Latka 23578 Ql1Mass Q3Mass DP CE CXP
(Da) (Da) (Volts)

563,178 81,3 226 91 14

52,9 26 127 10

4954 226 43 20

Druhym krokem bylo stanoveni vhodnych podminek extrakce na pevné fazi na RapidFire,
kdy jsme vychazeli jiz z bézné pouzivanych metod pro triterpeny na oddéleni Farmakologie.
Pred samotnou analyzou bylo klatkam pfidano 200 pl mobilni faze A (95% voda, 5% ACN,
0,1% kyselina mravenci) s internim standardem (IS). V nasem pfipadé byla pouzita extrakéni kolonka
s naplni C4 a extrak¢ni cyklus mél nasledujici prubéh: nasati vzorku — 600 ms (10 ul), nastiik vzorku
na kolonku — 3000 ms (mobilni faze A — 95% voda, 5% ACN, 0,1% kyselina mravenci), eluce —
7000 ms (mobilni faize B — 95% ACN, 5% voda, 0,1% kyselina mravenci) a reekvilibrace — 1500 ms.
Pratok na jednotlivych pumpéach RapidFire extraktoru byl nasledujici: pumpa 1 — 1,5 ml/min, pumpa
2 — 1,25 ml/min, pumpa 3 — 0,4 ml/min.

Vystupni data z RF — MS/MS byla vyhodnocena pomoci softwaru RapidFire Integrator, ktery
piimo pfevadi vystup z hmotnostniho spektrometru na datové soubory. Ziskana zintegrovana data pak

byla prevedena do programu Microsoft Office Excel a dale zpracovana.

4.2.2 Chemicka stabilita

Pii studiu chemické stability byly testované latky inkubovany ve fosfitovém pufru, ktery
v podstaté zastava pufrovany fyziologicky roztok. S vyuzitim této metody byla stanovena degradace
dané slouc¢eniny spontannimi neenzymatickymi procesy.

Zasobni roztoky studovanych derivatu triterpenu byly pfipraveny nasimi kolegy z chemické
knihovny UMTM, a to v koncentraci 10 mmol-1"! roztoku DMSO. Poté bylo do naleZité oznacené
12- jamkové desky napipetovdno 1349 ul 1x PBS pufru a 1 ul 10 mmol-1"! roztoku ldtky. Inkubace
latek probihala pfi 37 °C, 250 rpm v tfepacim inkubatoru TS-100C (BIOSAN) po celou dobu
experimentu. Stabilita latek v pufru byla nasledné sledovana v ¢asovych intervalech odbéru 0, 15, 30,
60 a 120 minut. V moment¢, kdy byly latky pfidany k pufru a resuspendovany, jednalo se o ¢as prvniho
odbéru (0 minut) a do 96-jamkové desky byl tedy co nejrychleji odebran triplikat 75 pl vzorku na jamku.
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Reakce byla ihned zastavena pfidanim 150 pl ledové vychlazeného metanolu ke kazdému vzorku.
Analogicky bylo postupovano i u v§ech dalSich odbérti. Mezi jednotlivymi odbéry byla deska se vzorky
ponechéna v chladu. Po poslednim odbéru, v ¢ase 120 minut, byly vzorky lyofilizovany na SpeedVacu.
Koncentrace latky ve vzorku byla po provedeni experimentu analyzovana prostfednictvim systému
RF - MS/MS.

Jest¢ pred samotnou analyzou bylo k latkdm pfidano 200 pul mobilni faze A s internim
standardem. Podstata pouziti interniho standardu v experimentu spoc¢iva pfedevs§im ve sledovani vykonu
RF — MS/MS systému a korigovani drobnych zmén v odezvé v pribéhu celého méreni analyzovaného
vzorku. Odezva testované slouceniny je totiz zaloZena na zakladé poméru ploch piki (plocha piku
testované slouceniny/ plocha piku interniho standardu). Relativni koncentrace ve vzorku v ¢ase 0 minut
byla ve vzorku stanovena jako 100% koncentrace testované latky a v prubéhu casu byl vzhledem
k tomuto vzorku méfen pokles jeji koncentrace. Uvedencho principu se vyuZziva pri testovani sloucenin

1 u dalSich nami pouzitych metod.

4.2.3 Plazmaticka stabilita

Inkubace latek v lidské 100% plazmé¢ byla dals$i nami pouzitou metodou pro charakterizaci
ADME vlastnosti derivati triterpent. Pfipadna plazmaticka nestabilita testované slouceniny by byla
zapri¢inéna predevsim pisobenim enzymu plazmy, zejména pak hydrolaz a esteraz, a méla by podstatny
vliv na rychlost eliminace a ucinek 1é¢iva vibec.

Studované litky byly ze zdsobniho 10 mmol-1! roztoku nafedény v 1x PBS pufru
na pozadovany 1 mmol-1" roztok. Nasledné bylo do 12-jamkové desky pipetovdno 1495 ul plazmy
a 4,95 ul 1 mmol-1! roztoku latky a po celou dobu experimentu byly latky pfi 38 °C inkubovany
v tfepacim inkubatoru, 250 rpm. Stabilita latek v lidské plazmé byla studovana v ¢asovych intervalech
odbéru 0, 15, 30, 60 a 120 minut. V moment¢, kdy byly latky pfidany k plazm¢ a resuspendovany,
jednalo se o ¢as prvniho odbéru (0 minut) a do 96 - jamkové desky byl co nejrychleji odebran triplikat
75 pl vzorku na jamku. Reakce byla zastavena pridanim 150 pl ACN:MeOH v poméru 2:1 ke kazdému
vzorku v jamce. Desticka byla prelepena parafilmem a uschovana v lednici. Zcela identickym zptisobem
byly v danych casech provedeny i ostatni odbéry. Po poslednim odbéru, v ¢ase 120 minut, se deska
se vzorky nechala pfes noc vymrazit na — 80 °C. Druhy den byly vzorky pii pokojové teploté pozvolna
rozmrazeny a na centrifuze 514R (Hanil) s desti¢kovym rotorem S500 4B (Hanil) stoceny pfi 4 °C,
4000 rpm podobu 9 minut. Poté bylo do druhé cist¢ 96-jamkové desky prepipetovano 120 pl
supernatantu. Vzorky byly lyofilizovany, rozpustény v mobilni fazi A s internim standardem a pomoci

systému RF — MS/MS byla méfena koncentrace parentni latky ve vzorku.

4.3.4 Vazba na plazmatické bilkoviny

Studium vazby testovanych derivati na bilkoviny plazmy bylo provedeno s vyuzitim RED testu

(Rapid Equilibrium Dialysis, Life Technologies). Metoda se zakladd na principu rovnovazné dialyzy,
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kdy pro oddéleni vazané a nevazané frakce vyuziva polopropustnou membranu. RED test se sklada
ze dvou komurek, R (red) a W (white), od sebe navzajem odd€lenych dialyza¢ni membranou. Stuperi
vazby na plazmatické proteiny ovliviiuje zpusob distribuce slouceniny do tkani, a tedy i jeji terapeuticky
ucinek. Za farmakologicky uc¢innou by v organismu byla zodpovédna pouze volna frakce slouceniny,
a nikoliv ta vdzan4.

Lidska plazma byla pfi pokojové teploté pozvolna rozmrazena. Poté byl smichanim 100%
krevni plazmy s 1x PBS pufrem zhotoven jeji 50% roztok. Komurkova zakladna (,,Teflon base plate®)
byla po dobu 10 minut perfundovana 20% etanolem. Etanol byl odstranén a zakladna dvakrat promyta
ultradistou vodou. Po vysudeni byly na zakladnu umistény R a W komirky. PoZadované¢ 10 mmol-1'!
roztoky studovanych latek v plazmé byly pfipraveny smichanim 1 ul 10 pmol-1"! roztoku latky a 999 pl
50% plazmy. Do ¢ervené komurky (R) bylo pipetovano 300 ul plazmy s latkou a do bilé komurky (W)
bylo aplikovano 500 ul 1x PBS pufru. Komurky se vzorky byly pfelepeny adhezni folii a za stalého
tfepani byly na temperované tfepacce ES-20 (BIOSAN) inkubovany po dobu 4 hodiny pii 37 °C
a 250 rpm. Poinkubaci bylo zcervené i1 bilé komurky odebrano 200 ul roztoku a pfeneseno
do 48- jamkové desky. K roztoku testované latky v plazm¢ bylo pfidano stejné mnozstvi pufru
a k roztoku pufru byla pridana plazma. Ke vSem roztokim bylo pfidano 400 ul srazeciho ¢inidla
ACN/MeOH v poméru 2:1. Takto pfipravena deska se vzorky byla pfes noc zamrazena na — 80 °C.
Na druhy den byly vzorky pfi pokojové teploté rozmrazeny a na centrifuze stoceny pfi 4 °C a 3 800 rpm
po dobu 10 minut. 200 ul supernatantu bylo prepipetovano do 96-jamkové desky a vzorky byly
lyofilizovany. Analyza studovanych latek byla po skonceni testu provedena pomoci systému
RF - MS/MS.

Na zaklad¢ rozdilnych koncentraci v jednotlivych komitrkach bylo podle nize uvedeného
vzorce vypocitano, jaké mnozstvi latky tvorfilo volnou frakei a kolik procent latky bylo navazano

na bilkoviny plazmy.

1 (PC — PF )

u=1—-(——

U PC

kde PC je koncentrace testované latky navdzané na bilkoviny plazmy (v Cervené komirce), PF je
koncentrace testované latky difundované pies membranu do PBS pufru (v bil¢ komurce) a fu je mnozZstvi
volné frakce. Pro vypocet nenavazané frakce testované latky byl pouzit vzorec prevzaty ze stranek

cyprotexu [URL 1].

4.3.5 Mikrosomalni stabilita

S vyuzitim lidskych jaternich mikrosomu byla studovana metabolicka stabilita latek. V prub¢hu
experimentu byly latky inkubovdny v pfitomnosti lidskych mikrosomi, NADPH kofaktoru enzymu

L. faze metabolismu a pufru. Mikrosomy jsou subceluldrni frakce endoplazmatického retikula jaternich
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bunck obsahujici oxidaéni enzymy cytochromu P450 aenzymy konjugacnich reakei. Tyto
biotransformacni enzymy se spolu podileji na celkovém metabolismu 1é¢iv. Metabolickou pfeménou
slouceniny tak dochazi ke snizeni jeji koncentrace v organismu a ke zvyseni rychlosti eliminace z t¢la
ven.

Studované latky byly ze zdsobniho 10 mmol-I"! roztoku nafedény v KH>PO4 pufru na pracovni
50 umol-1"! roztok latky. NADPH generujici systém, obsahujici isocitrdt degydrogendsu, isocitrat,
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat a siran hofe¢naty, byl podle protokolu pfipraven z vyse
uvedenych latek a v zavislosti na poctu latek testovanych. Nasledn¢ ve 12- jamkové desce byla
pro kazdou jednu latku pripravena sm¢s slozena z 913 ul dihydrogen fosforecnanu draselného, 28 pl
lidskych mikrosomu a 67,2 pl pfipraveného NADPH generujiciho systému. Deska se smési se ponechala
po dobu 5 minut preinkubovat pii teplot€¢ 38 °C v termobloku. Poté bylo ke smési do kazdé jamky
pfidano 127 ul 50 umol-1"! pfipraveného roztoku studované latky. V pribéhu celého experimentu byly
latky inkubovany pfi teploté 38 °C v tfepacim inkubatoru (250 rpm). Mikrosomalni stabilita latek byla
sledovédna v casovych intervalech odbéru 0, 15, 30 a 60 minut. V momenté pfidani latky ke smési
se jedna o ¢as 0, proto byl co nejrychleji do 96-jamkové desky odebran triplikat 75 pl vzorku na jamku.
Reakce byla zastavena pridanim 100 ul ACN:MeOH v poméru 2:1 ke kazdému vzorku. Deska
s odebranymi vzorky byla prelepena adhezni folii a ponechana v chladu. Stejny postup byl aplikovan
i u vSech nasledujicich odbéri v priabéhu experimentu. Po poslednim odbéru, v ¢ase 60 minut, se deska
se vzorky nechala na 10 minut v chladu. Poté byly vzorky centrifugovany pfi teploté 4 °C a 3 000 rpm
po dobu 6 minut. 120 ul supernatantu bylo piepipetovano do nové 96-jamkové desky. Vzorky byly
lyofilizovany, rozpustény v mobilni fazi A s internim standardem a pomoci systému RF — MS/MS byla
meétena koncentrace parentni slouceniny ve vzorku.

Ziskana data byla, krom¢ méreni poklesu koncentrace vychozi latky v zavislosti na ¢ase, navic

pouzita i pro vypocet vnitini clearance (CLiy). CLiy byla vypoctena podle nasledujiciho vzorce:

0,693

Clint =
Lint Vth/Z

kde V je objem inkubace (v jednotkach ul vztaZzenych na hmotnost mikrosomalniho proteinu v mg na
reakci) a  hodnoty  poloasu  rozpadu  (ti2) byly vypocteny  podle  rovnice
tiz = 0,693/ k, kde k je sklon primky zavislosti pfirozené¢ho logaritmu procenta zbyvajici slouceniny

na ¢ase. Vzorec pro vypocet vnitini clearance byl prevzat z internetového zdroje cyprotex [URL 1].

4.3.6 Model pasivni difize PAMPA

Metoda PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay) byla vyuzita ke studiu
relativni permeability testovanych latek pres uméle zhotovenou membranu. Metoda predstavuje in vitro

model pasivni difuze, ktery dovoluje hodnotit studované latky vyhradné podle jejich permeabilnich
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vlastnosti. Protokol je zaloZeny na principu penetrace latky z donorové (spodni) do akceptorové (vrchni)
casti desky skrze umélou membranu potazenou lipidovym roztokem. Ziskana data lze vyuzit
pro predikci absorpce latek in vivo.

Na pocatku experimentu byly nejprve pfipraveny dva pracovni roztoky, inicialni a equilibridlni.
Nafedénim zasobniho 10 mmol-1"! roztoku studované latky s 1x PBS pufrem byly do 12-jamkové desky
piipraveny 2 ml roztoku této latky o finalni koncentraci 20 umol-1" L. Vznikly roztok byl oznacen jako
inicidlni. Do jiné 12-jamkové desky bylo preneseno 450 pl tohoto inicialniho roztoku a k nému bylo
pfidano dalsich 225 pl 1x PBS pufru. Roztok byl oznaceny jako equilibridlni. Poté bylo na kazdou
jamku spodniho, donorového, plata aplikovano 300 ul roztoku inicialniho. V ultrazvukové lazni byl
pripraven 10% roztok lecitinu v dodekanu. Nasledné v digestofi byla 5 ul pripraveného 10% roztoku
lecitinu na jamku aktivovdna membrana horniho, akceptorového, plata. Membrana po aktivaci lecitinem
zpruhlednéla a nejpozd€ji do 10 minut bylo nutno do jamek akceptorové desky piidat 150 ul 1x PBS
pufru. Desky byly sestaveny umisténim plata akceptorového na donorové tak, aby spodni strana
membrany byla ve styku s inicialnim roztokem testované latky na donorovém platu, a pfikryty vrchnim
vikem. Takto zkompletované desky byly ve tmé na tfepacce PSU-10i (Grant-bio Instruments)
inkubovany pfi laboratorni teploté a 70 rpm po dobu 18 hodin. Po inkubaci bylo do 96-jamkové desky
preneseno 120 ul vzorku v nasledujicim pofadi: akceptorovy, equilibridlni, donorovy a inicidlni roztok.
Vzorky byly lyofilizovany a rozpustény v mobilni fazi A sinternim standardem. Prostfednictvim
systtmu RF - MS/MS byla po provedeni experimentu analyzovana koncentrace latky ve vSech
kompartmentech.

Nam¢érena data byla pouzita pro vypocet relativni permeability (Papp) studovanych latek skrze

umélou membranu. Relativni permeabilita (Papp) byla vypoctena podle nasledujiciho vzorce:

, el (1 [koncentrace akceptorového roztoku])
app = LXlIn [koncentrace equilibridlniho roztoku]

kde C= (V5o x Vp) / [(Vp + V,) X AXx T], Vp a Vajsou objemy donorového a akceptorového roztoku,
A je plocha membrény v cm? a T je ¢as inkubace v sekundédch. Equilibridlni koncentrace roztoku
je koncentrace testované slouceniny v celkovém objemu donorového i akceptorového kompartmentu.

Vzorec pro vypocet relativni permeability latek byl prevzat z internetovych stranek cyprotexu [URL 1].

4.3.7 Tests Caco-2 a MDCK-MDRI1 bunéénymi liniemi

S vyuzitim Caco-2 a MDCK-MDRI1 bunéénych linii byl studovan transport latek pres
biologické membrany. V naSich experimentech byla Caco-2 bunécna linie vyuzita jako in vitro model
pro predikci absorpce studovanych latek v gastrointestindlnim traktu a MDCK-MDRI bunécna linie
jako in vitro model k posouzeni penetrace sloucenin pres hematoencefalickou bariéru. Buriky totiz

ve svych membranich exprimuji specifické transportni proteiny ovlivilujici ADME vlastnosti latek.
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V ramci diplomové prace jsme testovali, zda byly naSe studované latky potencialnimi substraty
efluxnich transportéru. Samotny transportni experiment byl pak zalozen na vysevu bunck
na permeabilni inzerty, oSetfeni vytvofené bunééné monovrstvy studovanymi latkami a na hodnoceni

jejich transportu pres monovstvu v obou smérech, coz umoznilo stanovit efluxni pomer.

Kultivace bunék

Bunééné linie Caco-2 a MDCK-MDRI byly péstovany v 25 cm? kultivacnich lahvich
pro tkanové kultury, a to v kultivaénim médiu (DMEM) doplnéném 10% fetalnim bovinnim sérem,
pro zajisténi vyznamnych organickych latek, a s pfidavkem 1 % antibiotického roztoku obsahujiciho
penicilin a streptomycin, pro zabranéni kontaminace kultury. Kultivaéni médium pro Caco-2 buiiky bylo
jesté navic obohaceno o neesencidlni aminokyseliny a pyruvat sodny. Buiky byly kultivovany
standardnim zptisobem v CO; inkubatoru pfi 37 °C a ve zvlhéené atmosféte 5% oxidu uhlicité¢ho.

Buiiky byly pravidelné¢ 1 — 2x do tydne pasazovany, a to zpravidla pfi dosazeni cca 90 - 95%
bunécné konfluence, tedy pokryti povrchu kultiva¢ni nadoby souvislou vrstvou bunék. Tato mira byla
odhadnuta okometricky pozorovanim bunck pod mikroskopem Primo Vert (Zeiss). Nejprve bylo
z kultivaéni 1dhve odstranéno staré médium do odpadni nadoby a buiky byly dvakrat promyty 5 ml
1x PBS. Poté byl na buriky aplikovan 1ml roztoku TrypLE a rovnomérné rozprostien po celé kultivaéni
plose lahve. Buiky byly inkubovany po dobu 10 minut pii 37 °C v CO, inkubdtoru. Po inkubaci byla
lahev jemné poklepana, aby se usnadnilo uvolnéni bunc¢k z povrchu. K buiikam byly pfidany 4 ml
kultiva¢niho média a pomoci pipety byly buriky dukladng, ale opatmé resuspendovany. Nasledné bylo
malé¢ mnozstvi bunék (v pripadé Caco-2 1:20, v pfipadé MDCK-MDRI1 1:60) pfeneseno do noveé
kultiva¢ni nadoby s 5 ml média Cerstvého.

Samotné médium bylo burikdm ménéno dvakrat tydné. Jelikoz Caco-2 a MDCK-MDRI buriky
patii mezi adherentni kultury, médium bylo odstranéno odsatim a nasledné pak bylo k burikam doplnéno

5 ml média nového.
Nasazeni bunék na inserty

Pied zahajenim transportniho experimentu byly nejprve jak Caco-2 tak MDCK-MDRI1 buriky
vysety na polyesterové inserty se semipermeabilni membrdnou, které jsou spojené s 96-jamkovymi
destickami Transwell® (Corning) slouzicimi jako rezervoary. Velikost pori, ktera ucinné zabranuje
transmigraci bunck z apikalni na bazolateralni stranu ¢ini 0.4 um pro Caco-2 a 1 um pro MDCK-MDR1
buriky. Plocha jednotlivych jamek insertu pak je 0,143 cm?pro oba typy bunék.

Pied samotnym vysevem bunck byly desticky aktivovany, a to pfidanim 115 pl kultiva¢niho
média do kazd¢ jamky insertu a 250 pl do jamek reservoaru. Po zkompletovani pak byly desky po dobu
1 hodiny inkubovany pii 37 °C v CO: inkubatoru.
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Mezitim byly bunky pro vysev zpasazovany pomoci roztoku TrypLE a bylo k nim pfidano
médium. Bunééna suspenze byla z kultivacni lahve pfenesena do centrifugacni zkumavky typu Falcon
a centrifuze Rotina 420R (Hettich®) centrifugovana pfi 1 400 rpm po dobu 5 minut. Supernatant
byl odstranén a bunécny pelet byl resuspendovan v 5 ml nového média. S vyuzitim Biirkerovy komurky
pro pocitani bun¢k byl pod mikroskopem stanoven poéet bunék v suspenzi. Suspenze pak byla déle
zfedéna tak, aby hustota bunék na nasazeni cinila 112 000 bunck/ml pro Caco-2 buiky
a 30 000 bunck/ml pro MDCK-MDRI1 buiiky.

Po hodinové preinkubaci desek bylo z jamek insertu odsato médium a do kazdé jamky byla
nanesena bunééna suspenze v dané hustoté. Nasazené bunky pak byly inkubovany pii 37 °C v CO,
inkubatoru a po celou dobu kultivace jim bylo kazdy 2 — 3 den ménéno médium. Caco-2 buiky byly
pro vytvoreni konfluentni monovrstvy funkéné a morfologicky polarizovanych buné¢k takto kultivovany
po dobu 21 dnu. Oproti tomu buiiky MDCK-MDRI rostou rychle, a proto k vytvofeni monovrstvy

a diferenciaci bungk stacilo pouze 4-5 dnii inkubacni doby a bunky byly pfipraveny na experiment.

Transportni studie

Pro transportni studie byly pouzity Caco-2 a MDCK-MDRI diferencované monovrstvy
péstované v Transwell® 96-jamkovych destickach. Po dané¢ inkubaéni dob¢ bylo z desek odstranéno
médium. Buriky byly 3x promyty transportnim médiem HBSS (Gibco). Posledni proplach byl na n¢kolik
minut ponechan pti 37 °C v inkubatoru. Byly pfipraveny roztoky pro bazolateralni desku (roztok la
a HBSS) a apikdlni desku (roztok 1b a 2). Nésledujici kroky jsou popsdny pouze pro jednu studovanou
latku, a proto jednotlivd mnozstvi byla v experimentech individualné prizptsobena poctu testovanych

sloucenin a standardu.

A-B B-A
Al B Al B
Roztok 1b Roztok 2
HBSS Roztok 1a

Obrazek 19: Schéma distribuce jednotlivych roztoku v jamkéch pri transportni studii. A (apikélni) reprezentuje insert

se semipermeabilni membranou. B (bazolateralni) pfedstavuje akceptorovou jamku.

Ve 12-jamkové desti¢ce byl roztok la pfipraven jako 10 uM roztok testované slouceniny
ve 2 ml HBSS. Ve druhé 12-jamkové desticce byl pfipraven roztok 1b tak, Ze bylo do ni pfeneseno

750 pl roztoku la a byl zhotoven 100 uM roztok luciferazové Zluti slouzici jako marker integrity
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bunécné monovrstvy. Roztok 2 byl pak pfipraven smichanim 250 ul HBSS s luciferazovou Zluti
na konecénou koncentraci 100 pM.

Po odstranéni transportniho média bylo do kazdé¢ jamky obou desek napipetovano odpovidajici
mnozstvi pfipravenych roztoki. Osetfené bunky studovanou latkou byly inkubovany po dobu 1 hodiny
pro MDCK-MDRI1, respektive 2 hodin pro Caco-2 buiiky. Po inkubaci bylo do nové 96-jamkové desky
podle pipetovaciho protokolu odebrano 85 ul vzorku z kazdé jamky apikalni i bazolateralni casti desky.
Vzorky byly lyofilizovany. Nasledovné byly vzorky rozpustény v mobilni fazi A obsahujici vnitfni
standard a analyzovany pomoci systtmu RF — MS/MS. VSechny experimenty byly provedeny
v duplikétech.

Zdanlivy koeficient propustnosti Papp (cm/s) byl vypocten podle nasledujici rovnice:

Papp = i—? . COLA
kde dQ/dt je rychlost permeability latky pfes buiky (umol/s), Co je koncentrace v bazolateralni Casti
v ase nula (mmol/l) a A je plocha bun&éné monovrstvy (cm?). Cy se ziskalo z analyzy bazolaterdlniho
roztoku hned na zaCatku experimentu. Vzorec pro vypocet koeficientu propustnosti byl prevzat
z literatury Pokorny a kol., 2021.
Stanoveni transportu studovanych latek pres bunécnou monovrstvu v obou smérech pak

umoznilo urcit efluxni pomér (ER), ktery byl definovan podle nasledujici rovnice:

_ Papp (ga)
Papp (aB)

kde Pappga) a Papps) predstavuji koeficienty permeability testované slouceniny od bazalni k apikaln{
(B-A) a od apikalni k bazalni (A-B) strané¢ buné¢né monovrstvy. Pro vypocet efluxniho poméru byl
pouzit vzorec z literatury Pokorny a kol., 2021. Slouceniny s efluxnim pomérem ER > 2 jsou
povaZovany za potencialni substraty efluxnich transportéra a naopak efluxni pomér ER < 2 poukazuje
na zapojeni uptake transportéra v transportu dang¢ latky. Efluxni pomér ER kolem 1 naznacuje pasivni
difuzi latky pfes epitel.

Na konci kazdého experimentu byl pak podle nasledujici rovnice proveden vypocet navratnosti

slouc¢eniny, tzv. recovery hodnoty:

Celkové mnozstvi latky v akceptor. a donor. kompart. na konci experimentu (nmol) 100 [%]
. o

Recovery =
y Mnozstvi latky v donor. kompart. na za¢atku experimentu (nmol)

Vzorec pro vypocet recovery hodnoty byl pouzit z literatury Pokorny a kol., 2021. Stanoveni recovery

hodnoty nam bylo uZzite¢né zejména pfi interpretaci dat o permeabilit¢ sloucenin. Pro zajisténi presnosti
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a vysok¢ spolehlivosti ziskanych Papp hodnot, by se méla hodnota recovery pohybovat ve stanoveném
limitnim rozsahu (80-120 %). Pokud je vSak v experimentu recovery hodnota pfili§ nizka, muze
to znamenat Spatnou rozpustnost latky, vazbu slou¢eniny na hydrofobni povrch testovaci desky nebo
na membranu inzertu, dale také metabolickou degradaci burikami, nebo akumulaci slouceniny
v buné¢cné monovrstve.

Pii studiu bunécné permeability byly kromé toho vyuzity jesté referencni 1é¢iva jako standardy
Jiz se stanovenymi hodnotami Papp a efluxniho poméru. V experimentech s Caco-2 burikami byl jako
nizky Papp standard pouzit rhodamin, zatimco verapamil byl pouzit jako referencni latka s vysokou
bunéénou permeabilitou, ktera muze byt jak substratem, tak inhibitorem P-gp transportéru.
V MDCK-MDRI1 bunéénych testech pak byly jako standardy pouzity latky atenolol pro svou nizkou

hodnotu Papp a propranolol vykazujici naopak vysokou hodnotu Papp.

Méreni integrity bunécné monovrstvy

Pro zajisténi kvality provedeného experimentu byla ovéfena integrita bunééné monovrstvy
luciferazovym testem (Lucifer Yellow Rejection Assay). Luciferazova zlut' je sloucenina, ktera
vykazuje nizkou permeabilitu a je tak schopna prochazet bunéénou monovrstvou pouze prostiednictvim
pasivniho paracelularniho transportu. Pridava se do jamek inzertni desky, a pokud je monovrstva bunék
spravné narostla a vytvari tésné spoje, neméla by se luciferazova zlut’ na konci experimentu vibec
objevit v jamkach bazolateralni desky. Zbylé roztoky la a HBSS, po odebrani vzorkii pro méfeni
RF - MS/MS, zjamek bazolateralni desky byly pfeneseny do cerné 96-jamkové desky Corning
s pruhlednym dnem (roztoky pro méfeni relativni fluorescence basolateralni — RFUpss). Pro méfeni
relativni fluorescence apikalni (RFU i) byly pouzity roztoky 1b a 2 obsahujici luciferazu. Fluorescence
byla méfena na fluorescenénim readeru TECAN (Micro plate reader Infinite 200 PRO). Vinové délka
excitace byla 485 nm a emise 530 nm. Bylo vypocitano procento netransportované luciferazové Zluti

v apikalni ¢asti desky: % RFU = 100 x (1 - RFUpas/ RFUqp).
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5 VYSLEDKY

5.1 Chemicka stabilita

Chemicka stabilita studovanych triterpent byla testovana inkubaci latek ve fosfatovém pufru,
ktery v zasad¢ predstavuje pufrovany fyziologicky roztok. Stabilita latek v pfitomnosti pufru byla
sledovana v prib¢hu celych dvou hodin, kdy byly odebirany triplikiaty vzorku po 0, 15, 30, 60
a 120 minutach. Grafické znazornéni zavislosti chemické stability (%) latek na case je uvedeno

v obrazku ¢. 20.

Chemicka stabilita

110
105 I 3 S
100 4

95 J‘

90

0 15 30 60 120

Doba inkubace (min)

Relativni koncentrace triterpenu (%)

LEMO00023566 LEMO00023576 LEMO00023578

Obrazek 20: Graf zdvislosti relativni koncentrace (%) studovanych triterpenti na dob¢ inkubace (min) ve fosfatovém pufru.

V pripad¢ naSich studovanych triterpenti byla stanovena velice dobra chemicka stabilita, kdy
po dvou hodinach inkubace bylo u vSech slou¢enin pritomno vice jako 90 % puvodni koncentrace latky
v Case 0. Témer zanedbatelny ubytek koncentrace latek by mohl byt zapfi¢inény neenzymatickymi

reakcemi.

5.2 Plazmaticka stabilita a vazba na plazmatické proteiny

V pripad¢ testovani plazmatické stability byly studované triterpeny v prubéhu dvou hodin
inkubovany ve 100% lidské plazmé. Vzorky byly odebirany v casovych intervalech 0, 15, 30, 60
a 120 minut a byla sledovana jejich pripadna nestabilita. Grafické znazornéni zavislosti plazmatické

stability (%) latek na Case je shrnuto v obrazku ¢. 21.
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Obrazek 21: Graf zdvislosti relativni koncentrace (%) studovanych triterpeni na dob¢ inkubace (min) ve 100% lidské plazmg.

Vsechny studované latky vykazovaly v plazmé opét velmi dobrou stabilitu a bylo u nich po dvou
hodinéch inkubace stanoveno vice jako 90 % puvodniho mnozstvi latky v ¢ase 0. Urcita nestabilita latek
mohla byt zpusobena zejména ucinky plazmatickych enzymad.

Na prikladu plazmatické stability pro latku LEMO00023566 a jeji interni standard, jimZz byla
vhodn¢ zvolena latka LEMO00023576, je ukazano vyhodnoceni dat (tab. 4). V ramci testovani
plazmatické (chemické i mikrosomadlni) stability latek byl v kazdém casovém intervalu odebran triplikat
vzorku. Nasledn¢ byla s pomoci syst¢ému RapidFire stanovena plocha piku parentni slouceniny
a interniho standardu. Vystupni data z RF — MS/MS byla vyhodnocena pomoci softwaru RapidFire

Integrator a pfevedena do programu Microsoft Office Excel.

Tabulka 4: Kompletni data plazmatické stability pro latku LEM00023566.

Plazmaticka stabilita pro latku LEM00023566

Cas

[min] Latka 23566 (684.2/430.3) Prumér IS 23576 (561.2/81.3) Pramér

0 39625945 38433439 31197492 36418959 77252981 71883378 69281909 72806089
15 41570241 40823158 39427965 40607121 79855447 73530937 72797439 75394608
30 37375750 37576655 38922777 37958394 81186999 72705105 75995666 76629257
60 39452013 37143779 39975339 38857044 79584299 76161504 75668539 77138114
120 40416069 39131234 39676030 39741111 80310748 75725838 75187536 77074707

Studovana latka/IS Pramer Finalni [%] SD [%]
0,513 0,535 0,450 0,499 100 9
0,521 0,555 0,542 0,539 108 3
0,460 0,517 0,512 0,496 929 6
0,496 0,488 0,528 0,504 101 4
0,503 0,517 0,528 0,516 103 2
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Hodnoty relativni koncentrace jsou vypocitany na zakladé¢ poméru ploch pika a to testované
slouéeniny ku internimu standardu. Byl stanoven pramér tdchto hodnot a smérodatné odchylky. Cas
nula minut slouzi ke stanoveni 100% relativni koncetrace latky a v prub&hu ¢asu byl tedy méren pokles
koncentrace testované latky. Ve vyslednych grafech pak byla uvedena uz pouze procentudlni relativni
koncentrace zbylé slouceniny ve vzorku. Ve vysledcich je vzdy kontrolovano, aby smérodatné odchylky
pro jednotlivé Casy nepiesahovaly vice jak 10 %. Pokud vsSak pfesahuji, pfistupujeme k tomu tak,
ze vzorek znovu zméfime. V pripad€, ze odchylky stale presahuji stanovenou hranici, je zkontrolovana

samotna metoda RF-MS/MS, popfipadé¢ je experiment znovu zopakovan.
Daile byla s vyuzitim RED testu hodnocena vazba studovanych triterpenti na bilkoviny plazmy.
Podle vzorce (uvedeného v kapitole ¢. 4) bylo z namétfenych koncentraci v komurkach vypocitano, kolik

procent latky tvorilo volnou a kolik navazanou frakci na plazmatické proteiny (tab. 5).

Tabulka 5: Procento vazané frakce studovanych triterpenti na bilkoviny plazmy.

Vazba na proteiny plazmy
Studované latky
Rapid Equilibrium dialysis
vazana frakce (%)
LEMO00023566 99,35 £0,10
LEM00023576 89,56 £ 0,16
LEM00023578 99,38 +0,19

U vSech studovanych triterpenti byla stanovena vysoka vazba na plazmatické proteiny
(pravdépodobné¢ nejvice na sérovy albumin a a,i-acid glykoprotein). Ukazalo se, Ze latky LEM00023566
a LEMO00023578 vykazovaly az 99 % navazan¢ frakce na bilkoviny. Za farmakologicky ucinek je v§ak

v organismu odpovédna pouze volna frakce slouceniny, a nikoliv ta vazana.

5.3 Mikrosomalni stabilita

Mikrosomalni stabilita studovanych triterpent byla testovdna v pfitomnosti lidskych jaternich
mikrosomi a NADPH generujiciho systému. Stabilita latek byla sledovana v prub€hu jedné hodiny, kdy
byly odebirany triplikaty vzorka po 0, 15, 30 a 60 minutich. Grafické znazornéni zavislosti

mikrosomalni stability (%) latek na Case je zobrazeno v obrazku ¢. 22.
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Obrazek 22: Graf zdvislosti relativni koncentrace (%) studovanych triterpenti na dob¢ inkubace (min) v pfitomnosti jaternich

mikrosomu.

ADME testem mikrosomdlni stability bylo testovédno, do jaké miry jsou studované litky
metabolizovany prostfednictvim  biotransformaénich enzymi cytochromu P450. U vsech
tfi studovanych triterpenii byl v zavislosti na ¢ase pozorovan trend v poklesu koncentrace. Latka
LEMO00023576 vykazovala ze vSech nejniZzsi stabilitu a po hodinové inkubaci byl u ni stanoven ubytek
latky az na 32 % z pocatecni koncentrace.

Namérena data byla dale vyuZita pro vypocet vnitini clearance (CLin) (vzorec uvedeny
v kapitole ¢. 4) a podle tabelovanych hodnot byla provedena klasifikace nasich vysledka. Usuzujeme,
ze studované latky LEMO00023566 a LEMO00023578 nepodléhaji rychlému metabolismu
mikrosomalnimi enzymy a spadaji tak do kategorie s nizkou hodnotou vnitini clearance. Pomémé
vysokou metabolickou hodnotu vSak v prabéhu testovani vykazovala latka LEM00023576, ktera byla

dle klasifikace zarazena do kategorie latek se stiedné vysokou hodnotou vnitini clearance.

54 Model pasivni difiize PAMPA

K hodnoceni propustnosti studovanych triterpenti pies umélé polopropustné membrany byl
vyuzit in vitro model pasivni difize PAMPA. Permeabilita byla po zkompletovani desek pro PAMPU
esej testovana inkubaci latek v donorové casti desky. Po 18 hodinach inkubace latek ve tmé byla
z namétenych koncentraci ve vSech kompartmentech stanovena podle vzorce (kapitola ¢. 4) relativni

permeabilita l4tek (tab. 6).
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Tabulka 6: Relativni permeabilita a prislusné kategorie propustnosti studovanych triterpenu skrze

uméle vyrobenou membranu.

PAMPA
Studované latky

log Papp Kategorie
LEMO00023566 -7,644 £ 0,075 Nizka
LEMO00023576 -6,206 £ 0,126 Nizka
LEMO00023578 -8,217 £ 0,050 Nizka

V prubéhu inkubace vykazovaly vsechny studované latky relativné nizkou schopnost pronikat
skrze um€lou membranu prostfednictvim pasivni difuze, a proto byly na zaklad¢ vypocitanych hodnot
log Papp zafazeny do kategorie latek snizkou propustnosti. Kvili absenci transportéri v umélé
membrané jsme vSak s vyuzitim této nebunééné metody byli schopni zvazovat pouze podil

transceluldrniho pasivniho transportu latek.

5.5 Testy s Caco-2 a MDCK-MDRI1 bunéénymi liniemi

Ke studiu aktivniho transportu latek pres biologické membrany byly pouzity bunécné linie,
a to intestindlni in vitro model Caco-2 a hematoencefalicky in vitro model MDCK-MDR1. Buriky byly
osetfeny pripravenymi roztoky studovanych latek a inkubovany po dobu 1 hodiny pro MDCK-MDRI,
respektive 2 hodin pro Caco-2 buiiky. Na konci transportniho experimentu byl po odebrani vzorku
a méfeni RF-MS pro vSechny latky vypoditan zdanlivy koeficient propustnosti Papp a efluxni pomér
(tab. 7) podle rovnic uvedenych v kapitole ¢. 4. Dale byl proveden vypocet navratnosti slouceniny,

tzv. recovery hodnota, a luciferazovym testem byla ovéiena integrita bunééné monovrstvy.
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Tabulka 7: Zdanlivy koeficient propustnosti, prislu§na kategoric a efluxni pomér studovanych

triterpent testovanych v experimentech s Caco-2 a MDCK-MDRI buikami.

Caco-2 MDCK-MDR1

Studované lfltky . CNS negativni /
Kategorie S
positivni

Nizka CNS negativni

LEMO00023566

Papp (x10e-6): 0,042
Efluxni pomér: 13,05
Aktivni eflux: Ano
% recovery: 74,22

Papp (x10e-6): 0,337
Efluxni pomér: 3,88
Aktivni eflux: Ano
% recovery: 102,35

LEMO00023576

Nizka
Papp (x10e-6): 0,664
Efluxni pomér: 2,07
Aktivni eflux: Ano
% recovery: 54,47

CNS negativni
Papp (x10e-6): 1,25
Eflux ratio: 2,53
Aktivni eflux: Ano
% recovery: 52,88

LEMO00023578

Nizka
Papp (x10e-6): 0,0256
Efluxni pomér: 84,51
Aktivni eflux: Ano
% recovery: 20,46

CNS negativni
Papp (x10e-6): 0,0366
Efluxni pomér: 26,19
Aktivni eflux: Ano
% recovery: 61,89

Studované triterpeny nebyly v naSich experimentalnich podminkach dostatecné schopné

prochazet skrze vytvorenou Caco-2 bunéénou monovrstvu, a tak byly podle vyslednych hodnot Papp(as)
zatazeny do kategorie latek s nizkou propustnosti. V testech s MDCK-MDRI burikami se ukazalo,
ze latky opét vykazovali nizkou permeabilitou a byly tak oznaceny jako CNS negativni. Jak ndm indikuji
efluxni poméry E > 2, vobou bunécnych modelech byly latky efluxnimi transportéry aktivné
vypuzovany z bunck ven.

5.6 Statistické hodnoceni dat

Vsechna nase data byla statisticky vyhodnocena pomoci statistického programu Statistica.
Statistickd vyznamnost byla vypocitana s pouzitim neparametrického testu Man-Whitney U test.
Rozdily s korigovanymi hodnotami p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Chybové usecky
v grafech jsou smérodatné odchylky.
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6 DISKUSE

V oblasti vyzkumu se do popredi zajmu dostaly pfirodni triterpeny, které jsou studovany
predevsim pro svou biologickou a zna¢nou cytotoxickou aktivitu [Hajdich a kol., 2004]. Avsak i pfes
prokazané terapeutické ucéinky je kvuli nedostacujicim farmakokinetickym vlastnostem jejich klinické
uziti znaén¢ omezeno [Pokorny a kol., 2018]. Pravé znalost zakladnich ADME vlastnosti nové chemické
entity ziskana prostfednictvim preklinickych dat z in vitro modelovych systéma je kriticka v programu
objevovani 1¢¢iv [Chao a kol., 2010]. Cilem diplomové prace tak byla preklinicka studie sady tfi nové
syntetizovanych derivati triterpenu, jakozto moznych potencialnich lé¢iv vykazujicich eventualné lepsi
stabilitu a biologickou dostupnost oproti jejich pfirodnim analogiim.

V ramci testovani byly vyuZity in vitro metody charakterizujici ADME vlastnosti studovanych
latek, a pravé studium propustnosti (pasivni i aktivni transport) bylo hlavnim bodem praktické ¢asti
diplomové prace. Ke studiu metabolismu byly vyuzity metody stanovujici stabilitu testovanych derivatu
triterpenu ve fosfatovém pufru, lidské plazmé a taktéz v pfitomnosti jaternich mikrosomu. Vazba téchto
latek na bilkoviny plazmy byla testovana pomoci RED testu zaloZzeném na rovnovazné dialyze.
A koneén¢ ke stanoveni propustnosti latek pfes membrany byly vyuzity experimentalni Caco-2
a MDCK-MDRI1 bunééné linie a nebunééna metoda PAMPA.

Studované derivaty triterpenu byly syntetizovany skupinou doc. RNDr. Milana Urbana, Ph.D.,
Katedra organicka chemie, PfF, UPOL. Z duvodu, ze latky nejsou jesté doposud patentovany ani
opublikovany, v rdmci prace nesmi byt jejich chemicka struktura viibec zvefejnéna. Triterpeny jsou tak
uvedeny pouze pod svymi pfidélenymi LEM kody — LEM00023566, LEM00023576 a LEM00023578,
pfi¢emz se jedna o oficialni oznaceni nasi chemické knihovny UMTM.

Veskeré vysledky nové syntetizovanych derivatu triterpent ziskané v praktické casti prace

z jednotlivych ADME experimentt byly shrnuty do tabulky ¢. 8.
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Tabulka 8: Vyhodnoceni ADME vlastnosti nové syntetizovanych derivata triterpenti.

Vazba na
Metabolismus proteiny Permeabilita
plazmy
in vitro in vitro in vitro in vivo in vivo
Rapid
Chemick4 stabilita Plazmatick4 stabilita Mikrosomilni stabilita Equilibriu PAMPA MDCK-MDR1 Caco-2
m dialysis
van Zbyvajici Zbyvajici Zbyvajici Vnitini Navizani
St'::;(y ¢ Cas (min) slouE:rninlu (%) Cas (min) slouézninja (%) Cas (min) sloué:rnin]a (%) clearance frakee (%) log Papp Kategorie negativﬁsositivn[ Kategorie
0 100 0 100 0 100 CNS negativni Nizka
15 101 15 108 15 101 Papp (x10e-6): 0,337 |Papp (x10e-6): 0,042
LEMO00023566 30 104 30 99 30 97 Nizka 99,35 -7,644 Efluxni pomér: 3,88 | Efluxni pomér: 13,05
60 102 60 101 60 83 Aktivni eflux: Ano Aktivni eflux: Ano
120 94 120 103 Yerecovery: 102,35 Y% recovery: 74,22
0 100 0 100 0 100 CNS negativni Nizka
15 97 15 92 15 94 Papp (x10e-6): 1,25 Papp (x10e-6): 0,664
LEMO00023576 30 98 30 91 30 71 Stfedni 89,56 -6,206 Eflux ratio: 2,53 Efluxni pomér: 2,07
60 96 60 92 60 32 Aktivni eflux: Ano Aktivni eflux: Ano
120 97 120 90 %recovery: 52,88 Y%recovery: 54,47
0 100 0 100 0 100 CNS negativni Nizka
15 102 15 103 15 99 Papp (x10e-6): 0,0366 |Papp (x10e-6): 0,0256
LEMO00023578 30 101 30 100 30 93 Nizka 99,38 -8,217 Efluxni pomér: 26,19 |Efluxni pomér: 84,51
60 103 60 103 60 81 Aktivni eflux: Ano Aktivni eflux: Ano
120 104 120 92 Y% recovery: 61,89 Y recovery: 20,46
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Studované derivaty triterpenti byly nejprve podle validovanych protokolt testovany na jejich
stabilitu v daném prostfedi. VSechny slouceniny prokazaly pomémé vysokou jak chemickou
stabilitu v roztoku fosfatového pufru, tak plazmatickou stabilitu ve 100 % lidské plazmé, kdy bylo
po dvou hodinach inkubace u vSech sloucenin pfitomno vice jako 90 % puvodniho mnozstvi latky.
Jednotlivé vysledky experimentli plazmatické a chemické stability byly klasifikovany dle internich
norem Odd¢leni farmakologie a toxikologie na UMTM, pficemz byly zohlednény i nékteré faktory, jako
napriklad, zda se jedna o studium ADME vlastnosti 1éCiv ¢i jejich proléciv.

Pri tak vysokych hodnotach plazmatické stability byl o¢ekavan i vysoky stupen vazby téchto
latek na bilkoviny plazmy. Tato nase hypotéza pak byla potvrzena metodou rovnovazné dialyzy, ktera
pro oddé€leni vazané a nevazané frakce vyuziva polopropustné membrany. U dvou studovanych latek
(LEM00023566 a LEM00023578) se po provedeni experimentu ukazalo, Ze jejich vazba na plazmatické
bilkoviny vykazovala az 99 % navazané frakce. Takové slouceniny s vysokou vaznosti by mohli byt
zadrzeny v krevnim fecisti a jejich distribuce do tkani by byla vyrazné omezena [van Steeg a kol., 2009].
Za farmakologicky a toxicky ucinek tak v organismu neni zodpovédna celkova koncentrace léciva
v plazmé, ale pouze jeho volna frakce. Ta frakce, ktera je nejen schopna interagovat s terapeutickym
cilem, ale je rovnéz metabolizovana a eliminovana z téla ven [Sansom a Evans, 1995]. Proto ma zména
poméru vazané¢ a nevazan¢ frakce latek na plazmatické bilkoviny jisty vliv na jednotlivé
farmakokinetické parametry, jako jsou distribu¢ni objem, jaterni clearance a biologicka dostupnost latek
[Benet a Hoener, 2002]. Stupeni vazby léCiva in vivo je mimo jin¢ ovlivnén pfitomnosti dalSich
sloucenin, které jsou stejné tak schopny interagovat s plazmatickymi proteiny a soutézit tak s podanym
lécivem o vazbu na protein. V diisledku vysoké vaznosti jedné z latek muize dojit k vytésnéni latky druhé
z proteinu, ¢imz se v krvi zvysi koncentrace jeho volné frakce, ktera nasledné muize mit az toxické
ucinky na organismus [Sansom a Evans, 1995]. Hodnoceni miry vazby je proto relevantni zejména
pii tvorb¢ farmakokinetickych modelti pouzivanych v klinické praxi pro terapeutické monitorovani
léciv [Benet a Hoener, 2002]. Vazba latky LEM00023576 na bilkoviny plazmy byla taktéz relativné
vysoka, avSak jako jedina nepiesahla 90 % vazané frakce. Z uvedeného jsme usoudili, Ze by nemuselo
dojit k jejimu zachyceni v plazmatickém kompartmentu.
rozsah a dobu expozice 1éciva u clovéka [Chao a kol., 2010]. Testem mikrosomdlni stability bylo
stanoveno, do jaké miry jsou studované triterpeny metabolizovany prostfednictvim specifickych
biotransformac¢nich enzymi. Inkubace latek v pfitomnosti NADPH generujiciho systému a lidskych
jaternich mikrosoma, obsahujicich membranové vazané enzymy cytochromu P450, ndm umoznila
vyhodnotit I. f4zi metabolismu [McGinnity a kol., 2004]. Po provedeni ADME testu byl v z4vislosti
na case pozorovan trend v poklesu koncentrace hned u vsech tii sloucenin. Nejnizsi stabilitu vykazovala
latka uvedend pod ndzvem LEMO00023576, u které byl po hodinové inkubaci pozorovan tibytek l4tky

azna 32 % zpocatecni koncentrace. Hodnoceni metabolické stability s vyuzitim mikrosomalniho
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systému obvykle pfedpoklada, ze enzymatické reakce probihaji charakteristicky dle kinetiky prvniho
fadu zalozené na modelu Michaelise a Mentenové [Chao a kol., 2010].

Nameérfena data byla vyuzita pro vypocet vnitni jaterni clearance (CLin) nevazané frakce 1¢¢iva.
Nase vysledky byly porovnavany na zaklad¢ tabelovanych hodnot zpfistupnénych na strankach
cyprotexu (vyzkumné organizace zamétujici se na in vitro ADME testy). Nasledné byly jednotlivé
derivaty podle stupné (rychlosti), jakym by byly dané latky biotransformaci eliminovany z krevniho
ob¢hu za jednotku ¢asu, kategorizovany do jedné ze tii klasifikacnich tfid s nizkou, stfedni ¢i vysokou
hodnotou vnitini clearance. Studované latky LEM00023566 a LEM00023578 byly vyhodnoceny jako
pomémgé stabilni, potom co byl po ukonceni experimentu naméfen pokles jejich koncentrace na 83 %,
respektive 81 % z puvodnich 100 % v ¢ase nula. Tyto latky tak podle tabelovanych hodnot spadaji
do kategorie snizkou hodnotou vnitini clearance (CLix < 8,6) a nemusely by podléhat rychlému
metabolismu enzymy jaternich mikrosomii. Vys$§i metabolickou hodnotu pak v prubéhu testovani
vykazovala latka LEM00023576, ktera byla dle klasifikace zafazena do kategorie latek se stredné
vysokou hodnotou vnitini clearance (CLiy v rozmezi 8,6 — 47,0). Obecné plati, Ze by kandidatni latka
na léCivo neméla podl¢hat prili§ extenzivnimu metabolismu v hepatocytech, aby v procesu eliminace
nebyla vyloucena ztéla jest¢ pred tim, nez dosdhne systémové cirkulace v mnozstvi vykazujici
pozadovany terapeuticky ucinek [Tomlin a Brown, 2010]. Pomalu metabolizovana latka muaze mit
na organismu naopak az toxickée ucinky, pokud zustava v krvi prili§ dlouho.

Jak je uvedeno v pracich Chao a kol. (2010) a McGinnity a kol. (2004), krom& nami pouzitych
mikrozomadlnich frakci se ¢im dal castéji vyuzivaji i Cerstvé izolované hepatocyty (hlavné ze zvirecich
druhu - potkan, pes, opice) a kryokonzervované hepatocyty (Casto lidské) pro presnéjsi predikci in vivo
jaterni clearance. Publikovana data poukazala nejen na skuteCnost, ze vSechny xenobiotika
metabolizujici enzymy, tedy L. i II. faze metabolismu, jsou obsazeny v intaktni buiice a je kontinualné
produkovan redukc¢ni faktor (NADPH). Studie vSak také upozornily na kratkou zivotnost hepatocyti
v suspenzi a na kroky omezujici rychlost metabolismu nékterych sloucenin (vazba na plazmatické
proteiny a/nebo bunéény prijem latek prostfednictvim uptake transportérii) [Riley a kol., 2005]. Podle
Blanchard a kol. (2004) pak muZe pfitomnost plazmy v mikrosomalni smési vést ke spolehlivéjsimu
odhadu lidské hepatdlni clearance.

Jak jiz bylo zminéno, propustnost studovanych triterpent byla v rdmci diplomové prace
testovana hned na nékolika in vitro modelech. Prvné byla ke studiu permeability latek skrze uméle
vyrobené polopropustné membrany pouzita nebunécna metoda zvana PAMPA. Permeace latek pries
biologické membrany zna¢n¢ souvisi s rozsahem absorpce 1é¢iva u lidi, a proto je tento in vitro model
pasivni difize vyuzivan pti stanoveni transportu latek gastrointestinalnim traktem a k predikci penetrace
slou¢enin pres hematoencefalickou bariéru [Balimane a kol., 2006]. Nicmén¢ s vyuzitim této metody
jsme byli schopni hodnotit pouze podil transceluldrniho pasivniho transportu ldtek, a nikoliv jejich
transport zprostiedkovany transportnimi proteiny. Relativni permeabilita latek byla po skonceni

experimentu stanovena z naméfenych koncentraci ve vsech kompartmentech. Vysledky byly
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klasifikovany podle tabelovanych hodnot uvedenych na strankach cyprotexu. Jak muzeme ve vysledné
tabulce vidét, u studovanych latek byla vypocitana pomémé vysokd zaporna hodnota log Papp. Vsechny
latky tak v pribéhu inkubace vykazovaly relativné nizkou schopnost pronikat skrze umélou membranu
prostfednictvim pasivni difize, a proto byly zafazeny do kategorie s nizkou propustnosti
(log Papp < - 5,0). Cim vy3si stupeni propustnosti viak latka v testu vykazuje, tim je predpokladana vyssi
jeji biologicka dostupnost. I pfesto nebyla zadna sloucenina vyloucena z naSich dal§ich experimenti,
protoze existuji 1 jiné transportni mechanismy, kterymi mohou molekuly latky pronikat do bunck. Tato
teze byla potvrzena i ve studii Pokorny a kol. (2021), kdy jeden z kandidatnich derivati kyseliny
betulinové spadal v testu PAMPA do kategorie latek s nizkou permeabilitou a v testech bunécné
permeability pak latka vykazovala stfedni schopnost stfevni absorpce a schopnost prochazet
hematoencefalickou bariérou.

A koneéné ke studiu aktivniho transportu latek pres biologické membrany byly vyuzity bunécné
linie Caco-2 (buiky odvozené z lidského adenokarcinomu tlustého stfeva s transportnimi vlastnostmi
podobnymi enterocytim) a MDCK-MDRI1 (buiiky odvozené ze psich epitelialnich bunck ledvin
exprimujici lidsky efluxni transportér). In vitro testy permeability Caco-2 a MDCK-MDRI jsou
spolehlivymi zavedenymi modely stfevni a hematoencefalické bariéry, v daném potadi [Pokorny a kol.,
2021]. V ramci experimentdlni ¢asti jsme testovali potencial interakce naSich studovanych triterpent
s efluxnimi transportéry, které mohou ovliviiovat farmakokinetické vlastnosti latek. Nejprve byl
pro vsechny latky vypocitan zdanlivy koeficient propustnosti. V experimentech s Caco-2 buiikami jsou
latky podle schopnosti stfevni absorpce, tedy podle jejich vyslednych hodnot Papps), fazeny do tii
moznych kategorii (nizka, stfedni, vysoka). Vsechny tfi studované triterpeny vSak v naSich
experimentalnich podminkdch vykazovaly malou schopnost prochazet skrze vytvorfenou bunécnou
monovrstvu a byly tak zafazeny do kategorie latek s nizkou propustnosti (Papp apy < 5 . 10 cm/s).
Studie s MDCK-MDRI1 bunkami potom rozdéluji latky na zakladé potencialu prochazet
hematoencefalickou bariérou na CNS pozitivni ¢i CNS negativni. Nicméné 1 v téchto testech se opét
vSechny triterpeny vyznaCovaly nizkou permeabilitou a byly tak oznaceny jako CNS negativni
(Papp () < 10 . 10%cm/s). Caco-2 a MDRI-MCDK diferencované monovrstvy byly pouZity
pro transportni studie pouze v pripad€, Zze byly dostatecné intaktni, jak bylo potvrzeno luciferaizovym
testem.

Rychlost transportu latek pres MDCK-MDR1 a Caco-2 bunééné monovrstvy byla hodnocena
v obou smérech (od apikalni k bazolateralni (AB) a od bazolateralni k apikalni (BA)), coZ nam umoznilo
ur¢it efluxni pomér (ER), ktery nam ukazuje, zda sloucenina podléha aktivnimu efluxu z buiky
¢i nikoliv [Pokorny a kol., 2021]. Studované triterpeny byly v obou bunécnych modelech aktivné
exportovany z bunck ven, jak nam indikuji efluxni poméry E > 2. Je tieba si také uvédomit, Ze naptiklad
P-gp transportér vykazuje vyssi hladinu exprese v membranich Caco-2 bunééné linie v porovnani
se situaci in vivo [Dressman a kol., 2008], ktera mize zpusobit niz§i propustnost v absorpénim sméru.

Permeabilita latek, jejichz transport je umoznén pomoci tohoto nosice, proto Casto byva v Caco-2

48



buiikach nizsi nez ve skuteCnosti v lidském tenkém stievé. Exprese P-gp v podminkach bunéénych
kultur maze byt indukovana hned né¢kolika faktory, jakou jsou napriklad xenobiotika, stres prostiedi,
hormony a diferenciacni latky. Substratova specifita P-gp se navic kvili genetickému polymorfismu
muze lisit napfi¢ populacemi [Estudante a kol., 2013].

Studie Li a kol. (2008) naznacuje, ze bunécny pfijem latek zprostiedkovany pasivni difuzi
a/nebo bunéénymi transportéry muze byt krokem omezujicim rychlost metabolismu v jatrech. Obecné
slouceniny s nizkou permeabilitou membran tak mohou vykazovat nizkou clearance in vitro a mohou
mit taktéz potize s dosazenim svého intracelularniho cile [Li a kol., 2008]. V souladu s timto tvrzenim
muzeme poznamenat, ze nase dvé latky LEM00023566 a LEMO00023578, které v in vitro testech
permeability vykazovaly nizky stupen propustnosti, nepodléhaly ani rychlému metabolismu enzymy

jaternich mikrosomi.
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7  ZAVER

Zavérem lze fici, ze studované triterpeny v naSich experimentalnich podminkach vykazovaly
velice dobrou stabilitu jak ve fosfatovém pufru, tak v lidské plazmé. V prubéhu testovani tak latky
nepodléhaly degradaci vlivem neenzymatickych ani enzymatickych procesu. Proto by pravdépodobné
mohlo ve farmakologicky aktivni form¢ dosahnout systémové cirkulace relativné vysoké procento latky
z podané davky. V testech mikrosomdlni stability podléhala rychlému metabolismu pouze latka
LEMO00023576, ostatni dvé latky byly v pfitomnosti mikrosomalnich enzymu vyhodnoceny jako
pomémé stabilni. Obvykle pak kvili rychlé metabolizaci aktivni latky neni snadné dosdhnout
terapeuticky ucinné koncentrace v organismu, a je tak potfeba podavat vyssi nez bézné davky tohoto
lI¢¢iva. V neposledni fad¢ tfeba zminit, ze metodou rovnovazné dialyzy byl stanoven vysoky stuperi
vazby téchto latek na bilkoviny plazmy.

Studované latky vSak v Zzadnych nasich ADME testech nedosahly dobrych vysledku
permeability. V nebunééné metodé PAMPA latky vykazovaly relativné nizkou schopnost pronikat skrze
umélou membranu prostiednictvim pasivni difize. Stejn¢ tak latky nebyly dostatecné schopné
prostupovat skrze vytvorenou Caco-2 bunéénou monovrstvu. A v testech s MDCK-MDRI1 buikami
byly oznaceny jako CNS negativni. Podle vSeho byly v obou bunéénych modelech latky aktivné
vypuzovany zbunék ven efluxnimi transportéry, pravdépodobné P-gp, jak ndm poukazuji efluxni
poméry E > 2.

Zmeénou funkéni skupiny nebo jeji polohy ve struktuie vSak muze dojit ke zlepSeni vlastnosti
téchto latek, napt. permeability. Studiem vztahti mezi chemickou strukturou molekuly a jeji biologickou
aktivitou se zabyva tzv. SAR (structure aktivity relationship analysis) analyza, kterd umoziuje detekci
funkéni skupiny odpovédné za pozadovany farmakologicky a terapeuticky ucinek na organismus
[URL 2]. Modifikaci nasich studovanych latek, jejichz rizika jsou nam jiz znama, by mohlo dojit
ke zméng jejich biologickych uéinku a pripadné by se mohli stat vedoucimi kandidaty ve vyvoji novych

[éC1v.
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