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ROLE PER,MEA(VjNiC,H TESTU IN VITRO V PREKLINICKEM VYZKUMU
POTENCIALNICH LECIV
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Testy membranové permeability patii spole¢né s testy metabolické stability a stanovenim rozpustnosti mezi zakladni
pilife casnych fazi vyvoje novych léciv. Pro vétSinu terapeutickych indikaci je potieba, aby latka na své cesté k cilové tkani,
receptoru, enzymu piekonala i n€kolik biologickych bariér, aniz by se pfitom extenzivné biotransformovala. K vySetfovani
permeability je k dispozici fada nastrojd, své nezastupitelné misto zde maji bunééné testy. Nejcastéji se pouzivaji zjedno-
dusené dvoukompartmentové systémy, tzv. ,,Transwelly®, kde je na pomezi obou oddilii nosi¢ s umélou lipidovou dvou-
vrstvou nebo monovrstvou tésné priléhajicich bunek. K dispozici jsou i mnohem sofistikovanéjsi nastroje, kokultury vice
bunéénych typi, pfipadné¢ 3D dynamické modely na Cipu, jejich SirSimu pouZziti vSak brani ¢asova i finanéni narocnost.
V zakladnich testovacich cyklech, kde se pracuje s velkym mnozstvim latek, se proto nejcastéji uplatituje Caco-2 nebo
MDCK test.

Klicova slova: ADME, permeabilita, absorpce, biologicka dostupnost, Caco-2, hematoencefalicka bariéra, MDCK

Obsah vani s vysokou propustnosti (High-Throughput Screening,

HTS)'. To, co byvalo doménou velkych farmaceutickych
1. Uvod firem, je dnes mozné realizovat na fad¢ akademickych
2. Vypocetni piistupy k predikci permeability pracovist. V kombinaci se snadnou dostupnosti knihoven
3. PAMPA — indikétor pasivniho transportu latek — at’ uZ mensSich knihoven originalnich latek, jakou je
4. Caco-2 — predikce peroralni biodostupnosti napt. UOCHB knihovna ¢itajici k dneSnimu dni okolo
5. Modely permeace pres hematoencefalickou bariéru deviti tisic latek nebo fadove vétSich komerénich kniho-
6. Zavér ven — dochézi pribézné k identifikaci velkého mnozstvi

latek, které vykazuji vysokou aktivitu vici zvolenému
zdsahovému mistu s cilem ovlivnit patofyziologické pro-

1. Uvod cesy v organismu. Vznikéa tak potfeba vybrané molekuly
dale filtrovat. Druhym krokem ve vyvoji je obvykle ovéte-

V poslednich desetiletich jsme byli svédky vyznam- ni biologické aktivity nezavislou, tzv. ortogonalni meto-
ného rozSifeni miniaturizace a automatizace v procesu dou, optimalné bunéénou (pokud nebyl bunéény test pri-
systematického vyhledavani bioaktivnich latek, tzv. testo- marni metodou). Vyrazny pokles aktivity pfi ptechodu na
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celobunéénou Uroven muze upozornit na latky
s potencialnim problémem, jakym je napf. extenzivni bio-
transformace nebo obtizny prostup latky pfes membrany.
Rozklicovani téchto mechanismi pouze na zakladé biolo-
gické aktivity neni pfimocaré a pro syntetické optimaliza-
ce struktury je nedostacujici. Proto se do zakladniho testo-
vaciho cyklu projektt 1ékového vyzkumu (obr. 1) zatazuje
baterie testi definujicich chovani latky v organismu,
tj. Absorpci — Distribuci — Metabolismus — Eliminaci,
zkracené ADME (cit.%). Tyto metody zahrnuji predevsim
metabolickou stabilitu, membranovou permeabilitu a roz-
pustnost, a to na Urovni in vitro. Pouziti experimentalnich
zvifat ma byt striktné vyhrazeno pro jednotky latek, které
uspésné prosly vSemi piedem stanovenymi testy ,,ve zku-
mavce®. Soubor jednotlivych parametrd a jejich hrani¢ni
hodnoty jsou projektové specifické s ohledem na zamysle-
ny zpusob podani, misto ucinku, nutnost bioaktivace pfi-
padnych proléciv apod. Obvykle jsou shrnuty v dokumen-
tu oznacovaného jako CDTP (Candidate Drug Target Pro-
file), kde je zohlednéna nejen vlastni aktivita molekuly
vuéi zdsahovému mistu v primarnim a sekundarnim scree-
ningu, ale také soubor zadanych vlastnosti ADME
s ohledem na zamysleny zplsob podani (peroralné c¢i
parenteraln¢).

Absorpci latek podminuji predevs§im vlastnosti defi-
nované v tzv. biofarmaceutickém klasifika¢nim systému
(BCS)?, ktery t¥idi latky na zakladé rozpustnosti a permea-
bility, ptipadné také disoluce (uvolnovani z 1é¢ivého pfi-
pravku) do ctyr tiid (I-IV), obr. 2. Tento systém slouzi
k predikci peroralni biodostupnosti a umoziuje za podmi-
nek definovanych v evropské normé ICH M9 (cit.*) vyne-
chat bioekvivalencni studie in vivo za predpokladu, Ze
existuji robustni in vitro data dokladajici vySe uvedené
vlastnosti substance. Optimalni biologickou dostupnost
a dobrou korelaci in vitro a in vivo ucinku (IVIVC) lze

Vazebnost na
plazmatické
proteiny

Inhibice CYP450
hERG

Mikrosomalni a

Permeabilita
Caco-2/MDCK
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ocekavat u latek zatazenych ve tfidé I, naproti tomu tiida
IV bude vykazovat nejmensi korelaci IVIVC. U tfid II-IV
je mozné zlepSeni vlastnosti pomoci vhodné technologické
formulace 1éCiva (napf. liposomalni enkapsulace, disper-
gace apod.).

Metabolickou stabilitu a rozpustnost je mozné vyset-
fovat pomérné rychle a s nizkymi naklady, coz je pro dy-
namické projekty lékového vyzkumu naprosto zasadni.
Rozpustnost ve vodnych roztocich se v drtivé vétsSing pii-
padd stanovuje tzv. kinetickou metodou (ze zasobniho
DMSO roztoku), ktera ma proti fyziologicky relevantnéjsi
termodynamické rozpustnosti (z prasku) tu vyhodu, Ze
kromé rychlosti provedeni spotfebovava vyznamné mensi
mnoZstvi testované latky’. Metabolicka stabilita je charak-
terizovana predevsim stabilitou latky v jaternich mikroso-
mech a v plasmé&®’. Diky dostupnosti kvalitnich komeré-
nich enzymovych preparatd odpadd diive béZzna nutnost
zdlouhavé izolace preparatl z zivocisnych tkani — pte-
vazné laboratornich mysi a potkanti — a zvysSuje se vypo-
védni hodnota testll. Déle k ni pfispiva i spojovani vzorkd
z desitek jedinct (tzv. pooling), kdy vysledny smésny
vzorek mnohem Iépe reprezentuje redlnou populaci. Spe-
cializované firmy vyznamné zvysily Sirokou dostupnost
dfive vzécného materidlu — dnes neni problém za rozum-
nou cenu sehnat i lidské, opi¢i nebo psi mikrosomy,
z jaterni, ale i stfevni nebo ledvinové tkanég, pficemz testo-
vani na minimaln¢ jednom nehlodavéim modelu je dnes
bézné vyzadovano jiz v ranych fazich vyvoje. Podobné
principy jsou uplatiiovany i pfi hodnoceni stability latek
v plasmé. Je znamo, Ze napt. mysi plasma ma vyssi hydro-
lasovou aktivitu proti jinym species®.

V dal$im textu bych se rada soustiedila pfedevsim na
testy slouzici k hodnoceni schopnosti latek prochazet pres
biologické bariéry. Paleta permeacnich testli je velice Siro-
ka v zavislosti na tom, zda sledujeme primarné absorpci
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Obr. 1. Typizované schéma projektu lékového vyzkumu v ¢asné fazi, jehoz zaklad tvoii opakovani (iterace) nékolika zakladnich

testd
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Obr. 2. Cty¥i téidy biofarmaceutického Klasifikaéniho systé-
mu zaloZené na kombinaci rozpustnosti a permeability latek

latek ve stfevé, prostup pies hematoencefalickou bariéru
mozku nebo piechod ptes kiizi (transdermalni terapeutické
systémy). Drtiva vétSina téchto testl zahrnuje bunécné
modely, mnohdy vyZadujici 1 né€kolikatydenni pfipravu.
Jedna se tedy o pokrocilejsi, materidlové i Casoveé naroc-
néjsi testy. Jejich hodnota je vSak natolik vysoka, Ze byvaji
v n¢které své formé zatazovany jiz do velmi ranych fazi
testovani potencialnich 1é¢iv.

2. Vypocetni pristupy k predikci permeability

Podobné jako pro fadu dalsich parametrd, i pro vyset-
fovani permeability byly vyvinuty riizné vypocetni pfistu-
py, znichz vétSina vyuzivd kvantitativni vztahy mezi
strukturou a permeabilitou (QSPR)’. Zasadnim faktorem
v téchto studiich je lipofilita, charakterizovana rozdélova-
cim koeficientem oktanol-voda — logP. Prediktivni hodno-
ta téchto modell je vyznamné zavisla na struktufe kon-
krétni latky, coz mirné sniZuje jejich hodnotu pro praxi.
Presngjsi, ale vypocetn€ narocnéjsi in silico techniky vyu-
Zivaji molekularni dynamiku', kdy umozituji vérné od-
hadnout pasivni permeacéni profil latek a obecné dobie
koreluji s empirickymi testy typu PAMPA (viz nize). Po-
pis aktivnich transportnich mechanismti sice vypocetni
aplikace umoziuji také, ale v praxi byvaji ¢asto v rozporu
s realitou pozorovanou experimentdlné'' a opatrnost pii
interpretaci  softwarem generovanych dat zbunécnych
testll je rozhodné namisté. S dal§im rozvojem umélé inteli-
gence budou bezpochyby in silico modely postupné dale
vylepSovany.
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3. PAMPA - indikator pasivniho transportu

Nejjednodussi in vitro permeacni test je zaloZzeny na
pasivni difuzi latky skrze uméle pfipravenou membranu
usazenou na poréznim filtru. PAMPA (Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay) piedstavuje dvoukompart-
mentovy systém, zasazeny obvykle do 96jamkové destic-
ky, kdy se testovana latka aplikuje do spodni donorové
Casti a membrana s akceptorem se umisti pies ni a spolec-
n¢ vytvoii tzv. sendvi¢. Inkubace mlize nebo nemusi zahr-
novat michani, to nicméné zabranuje tvorbé nefyziologic-
kych koncentracnich gradientii. PAMPA test ve své nej-
jednodussi podobé je tvofen kompartmenty o stejném pH
a je oddélen jednoduchou membranou napi. na bazi hexa-
dekanu (bez pfitomnosti fosfolipidi) nebo dodekanu,
vnémZ je rozpustén dioleylfosfatidylcholin'?. Postupem
Casu doznal i PAMPA test fady zmén, at uz jde
o sofistikovangjsi sloZeni lipidové vrstvy (negativni naboj)
nebo pouziti pufriit o rizném pH v jednotlivych kompart-
mentech, coz 1épe vystihuje situaci v organismu. Kombi-
nace specifickych podminek lipidového slozeni a pH dala
vzniknout modifikacim, jako jsou PAMPA-GIT, PAMPA-
HEB nebo skin-PAMPA, napodobujici prostup ptes stiev-
ni, hematoencefalickou, resp. kozni bariéru. Vysokou re-
produkovatelnosti mezi experimenty se vyznacuji komerc-
ni predpfipravené zamrazené desticky (napt. Corning®
Gentest™ Pre-coated PAMPA Plate System), které jsou
po ekvilibraci pfi laboratorni teploté pfipraveny rovnou
k pouziti, coz Setii ¢as a umoziuje vé&tsi flexibilitu
v planovani experimentt.

Nespornou vyhodou PAMPA proti bunéénym testim
je vysoka propustnost (throughput). Dale je to vyssi odol-
nost vi€i rozpoustédlim, coZ umoziuje testovani vyssich
koncentraci latek. To je obzvlast vyhodné v piipadech,
klad mlzeme uvést mnohé latky steroidniho charakteru,
které typicky $patné ionizuji pii pouziti elektrospreje',
ktery je v soucasnych hmotnostnich spektrometrech nej-
Castéji vyuzivanym iontovym zdrojem. Pfi pouZiti testova-
cich koncentraci obvyklych v buné¢nych testech (jednotky
uM), se v disledku nedostatecné ionizace latek v akcep-
torovém kompartmentu snadno dostaneme pod detekéni
limit analytické metody.

Vzhledem k absenci proteinovych transportéri ve
vSech téchto modelech neumoziiuyje PAMPA posouzeni
aktivniho transportu, ktery mize byt v nékterych pfipa-
dech prevazujicim zptsobem vstupu latek do buiniky. Mno-
hé latky mohou byt naopak proteinovymi pfenaseci aktiv-
né vypuzovany proti sméru koncentra¢niho gradientu ven
z bunky. Pfes to vSechno pfedstavuje PAMPA uzitecny
test v pfipadech, kdy je potieba rychle a s nizkymi nakla-
dy otestovat velké série latek.
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4. Caco-2 test — predikce peroralni
biodostupnosti

Zlatym standardem v oblasti hodnoceni membranové
permeability zlstdva Caco-2 test, ktery je hojné vyuzivany
i ve firemnim farmaceutickém vyzkumu. Uspofadéani ex-
perimentu je ve své podstaté podobné jako v piipadé
PAMPA testu. Na rozdil od ng neni donorova
a akceptorova ¢ast systému oddélena umélou membranou,
ale permeabilnim nosi¢em oznacovanym téz jako kultivac-
ni vlozka (insert). Na ni je nanesena suspenze epitelialnich
sttevnich bun¢k odvozenych od adenokarcinomové bunéc-
né linie Caco-2, jez za urcitych podminek vytvofi souvis-
lou monovrstvu s charakteristickymi vlastnostmi'*. Teprve
pak je tento tzv. , Transwell“ (obr. 3) kompletni. Pouziti
neomezené se délici bunééné linie umoziuje snadnou pro-
pagaci buné¢k v potfebném mnozstvi, chybi ji vSak fenotyp
terminalné¢ diferencovanych enterocytli. Po naneseni na
nosi¢ je proto nutné bunky volbou vnéjsich podminek
pfimét k diferenciaci. Diferencovana buiika se polarizuje,
tzn. lze rozlisit jeji apikalni ¢ast (A, fyziologicky smérem
do stfevniho lumen) a bazolateralni cast (B, fyziologicky
smérem do krevniho fecist¢). Unikatni vlastnosti obou
bunéénych polt pak umoziuji sledovat transport latek
v jednom i druhém sméru (A-B, B-A). Pokud je transport
ve sméru B-A vyznamné véts$i nez A-B, signalizuje to, ze
testovana latka je substratem tzv. efluxnich pump", coZ je
jedna z Castych pficin nizké biodostupnosti latek po pero-
ralnim podani.

Diferenciaéni protokoly

Caco-2 bunky lIze diferencovat né€kolika zplisoby.
Pokud buiiky ponechame dortist do konfluence (tj. stavu,
kdy je porostla cela plocha kultivacni nadoby), pak zhruba
po 21 dnech diferencuji spontanné. Nevyhodou tohoto
pfistupu je nutnost pravidelné vymény zivného média
v obou kompartmentech systému (3x do tydne). To s se-
bou nese kromé ¢asové a finan¢ni zatéze 1 zvySené riziko
kontaminace. Takto utvofena monovrstva je ale vysoce
kvalitni a navzdory nepfiznivému casovému hledisku je
vyuzivana i vétsinou komerc¢nich firem. Aby se takto pfi-

Apikalni
kompartment

Bazolateralni
kompartment
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pravené buiiky vyuZzily na maximum, byly publikovany
i snahy o recyklaci monovrstev po vymyti testovanych
latek a jejich opétovné vyuziti pro navazny experiment'®.
Jelikoz je pfiprava bun€k pro Caco-2 transportni experi-
ment opravdu zdlouhavd, byly vyvinuty i uzivatelsky pfi-
jemnéjsi, zkracené protokoly. Komeréné dostupnym feSe-
nim je napf. souprava BioCoat® HTS 1.0 um Caco-2
Assay System od firmy Corning. Kromé potfebného plas-
tiku dostane uzivatel i sadu médii vhodnych pro nasazeni
bunék na inserty a pro naslednou diferenciaci. Diky pouZi-
ti suplementu MITO+ patentovaného slozeni je dosazeno
diferenciace bunc¢k do 3 dnd. Piestoze existuji publikace
poukazujici na srovnatelné vysledky 3denni zrychlené
a2ldenni spontanni diferenciace'’, fada laboratofi dava
prednost standardnimu protokolu s odkazem na vyrovna-
n&jsi vysledky takto provedenych testd. Nevyhodou ko-
mercni soupravy je, ze po pridani suplementu do diferen-
cia¢niho média ma toto kompletni médium garantovanou
stabilitu pouze 3 tydny. Pro mensi laboratofe s nizsi pro-
pustnosti je obtizné médium béhem této doby spotiebovat.
Postupné klesajici mnozstvi rustovych faktordt v médiu
muze byt jednou z pficin variability.

Dalsi moznosti zrychlené diferenciace je inkubace
Caco-2 bunék snizkou (submikromolarni) koncentraci
puromycinu. Tento protokol byl popsan v roce 2013 Sevi-
nem'® a diferenciace zde trva 6-7 dnd, coZ je stale velmi
pfizniva doba proti standardnimu postupu. Na rozdil od
komer¢nich souprav uvedenych vyse je puromycinova
diferenciace dostupnéjsi. Limitujicim faktorem pak ztista-
va uz jen cena plastiku, ktera ovSem také neni zanedbatel-
na — castecné i diky omezenému poctu vyrobell na trhu.
Navzdory své jednoduchosti a rychlosti se puromycinova
varianta protokolu pfili§ nerozsitila, i kdyz minimalné
jedna z evropskych firem komer¢né dodavajicich ADME
data, jej adoptovala.

Kvantitativni hodnoceni permeace latek
Vlastni transportni experiment trva zpravidla dvé
nebo tfi hodiny (n€kdy se provadi i Casova zavislost). Za-

¢ind aplikaci roztoku latky o definované koncentraci do
apikalniho  (donorového)  kompartmentu,  pficemz

Vloika (insert)

Monovrstva bunék nebo
umeéla lipidova dvojvrstva

Mikroporézni membrana

Moiné umisténidalsich bunéénych typi v kokulturach

Obr. 3. Obecné schéma Transwellového permeacniho systému
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v bazolateralnim (akceptorovém) kompartmentu je Cisty
transportni pufr. V ¢ase 0 se z donoru ihned odebere vzo-
rek pro pozdéjsi stanoveni poc¢atecni koncentrace latky Co.
Na konci inkubace se odebere vzorek z obou kompartmen-
th. Ve vSech vzorcich se stanovi koncentrace parentni
latky, nejcastéji metodou LC/MS. Vypocet permeacniho
koeficientu P,y je pak definovén rovnici:

Puyp = (dQ/d1)/Cy * A

kde dQ/dt vyjadiuje rychlost priniku latky ptes bunky, C
je koncentrace v donorovém kompartmentu v ¢ase 0 a A4 je
plocha filtru (monovrstvy). Efluxni index je pak vyjadien
pomérem (P, B-A) / (Papp A-B). Soucasti vystupu kaz-
dého permeacniho testu je obvykle i informace o vyt&z-
nosti (%). Ta je definovana jako pomér celkové koncentra-
ce latky na konci pokusu (v donoru i akceptoru) a pocatec-
ni koncentrace latky do pokusu vlozené. Pokud je vytéz-
nost velmi nizka, mtize to signalizovat nizkou rozpustnost
latek, jejich metabolizaci pifi pruichodu bunéénou mono-
vrstvou nebo adsorpci na plastik. Tyto procesy je mozné
dale vysetiovat specifickymi postupy, ale s vyjimkou roz-
pustnosti se to rutinné nedéld. K vytéznosti je ale dobré
piihlédnout pfi interpretaci dat, kdy vyrazné nizka hodnota
ponékud oslabuje vypoveédni hodnotu testu.

Kontrola kvality

V piipad¢ bunécnych permeacnich testli je mnohem
vic nez u jinych ADME testli dileZitd kontrola kvality.
Obvykle je vicestupnova, jelikoz i drobna nedokonalost
bunééné monovrstvy bude mit zasadni vliv na hodnotu
permeacniho koeficientu (Py,). Dobrou laboratorni praxi
je pouzivat buiiky v rozmezi urditych pasazi'® — hranice
neni jasn¢ dand, nekteré laboratofe pouzivaji niz§i pasaze,
jiné vyssi, ale vzdy plati, ze pro konzistentni vysledky je
dobré se drzet pravidla, ze zhruba po 20 pasadzich se buiiky
obméni.

Po probéhlé diferenciaci Caco-2 bunék se zpravidla
hodnoti transepitelialni odpor (tzv. TEER) v kazdé jednot-
livé jamce. K tomuto ucéelu slouzi specialni elektrody,
znichz jedna je zanofena do kapaliny v apikalni Casti
a druhd v bazolateralni Casti. Neposkozena monovrstva se
spravné vytvorenymi tésnymi spoji (tight junctions) ma
vysoky odpor, tedy nizkou konduktivitu. Hodnota TEER
zohlednuje také velikost plochy, na které bunky rostou,
mezni hodnoty pro kvalifikaci jamky se v literatufe lisi,
pfipadné nejsou uvedeny vibec, vyrobci souprav uvadéji
jako minimum hodnoty 250-350 Qcm?. Dal§im marke-
rem integrity monovrstvy je mira permeace fluorescencni
sondy typu Lucifer Yellow (LY), kterd za normalnich
okolnosti pfes Caco-2 bunky neprochézi. Pokud ano, je to
znamka paracelularniho transportu, tedy priichodu mezi-
bun&énym prostorem mezi buitkami®. Tento test se nej-
Castéji provadi ex post po prob&hlém transportnim experi-
mentu a zachyti tak i pfipadné toxické ucinky latek na
bunky, které hodnoty permeacniho koeficientu kompromi-
tuji. Vyhodou je, Ze prostup LY je mozné rychle a poho-
dln¢ méfit béznymi destiCkovymi CteCkami. Nekteré
protokoly ptfidavaji LY pfimo do transportniho experi-
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mentu spolu s testovanymi latkami, ¢imz se Setfi Cas
a ptipadné problémy se okamzité vizualizuji, na druhou
stranu nelze zcela vyloucit interferenci s transpor-
tovanymi latkami. Poslednim krokem v kontrole kvality
je zarazeni alespon dvou (Iépe tii) referencnich latek,
unichz je permeacni koeficient zndm a naméfené hod-
noty lze porovnat s tabelarnimi hodnotami. Obvykle
se voli latka s nizkou propustnosti (napf. atenolol,
Py <1 10° cm s™') a latka s vysokou propustnosti (napf.
propranolol, P> 10- 10° cm s7™). V piipadg, vySetiovani
obousmérného transportu se pak pridavaji referencni latky
srizné vysokymi hodnotami efluxniho indexu (napf.
chinidin, digoxin)"?.

Navzdory obecnym pokrokiim v automatizaci a mini-
aturizaci, Caco-2 test ve svém nejobvyklejsim formatu je
ve vEtsin€ laboratofi stale provadén ve 24jamkovém for-
matu. Z velké Casti je to dano tim, Ze 24jamkovy format
umoziuje manudlni méteni TEER pomoci malého a ceno-
ve€ dostupného laboratorniho ohmmetru. Métfeni v mensich
jamkach uz vyzaduje specidlni a nakladné&jsi pfistrojové
vybaveni (EVOM™ Auto, ECIS® TEER96). Vyhodou je,
ze tyto systémy umoznuji méteni TEER v redlném case.
Obecné byvaji data z vétsich jamek robustnéjsi, mimo jiné
i diky tomu, Ze maji mensi tendenci k okrajovym efektim.
Ne kazda laboratof zabyvajici se ADME profilovanim ma
také k dispozici robotické dispenzacni systémy, které eli-
minuji lidsky faktor pfi praci s vicejamkovymi destiC¢kami
(zaména vzorkd, poskozeni monovrstvy $pickou).

Navzdory snaham o standardizaci protokold, Caco-2
test je pfiznacny zna¢nou variabilitou mezi jednotlivymi
pracovisti’!, coZ je dano predevdim rozdily v kultivatnich
podminkach (Cislo pasaze, pouzitd média a suplementy...)
a riznymi zdroji bunék.

5. Modely permeace pi‘es hematoencefalickou
bariéru

Mezi nejcastéj$i feSené problémy pii vyvoji 1éCiv
patii i otazka jejich prostupu pies hematoencefalickou
bariéru (HEB). At uz jde o efekt zadouci, pro centralné
pusobici IéCiva nebo naopak nezadouct, v ptipade sedativ-
nich u¢inkt 1é¢iv cilenych na periferii (typicky napf. anti-
histaminika 1. generace). HEB tvoii vysoce selektivni
bariéru mezi kapilarni vaskulaturou a mozkovou tkani.
Jejim  zakladem je vrstva endotelidlnich bunék
v kapilarnim lumen, jez se odliSuji od endotelidlnich bu-
n€k na periferii tim, ze k sob¢ tésné pfiléhaji a postradaji
transcelularni poéry, tzv. fenestrace. Endotelidlni bunky
jsou obklopeny vrstvou pericytl, kontraktilnich bunék
v kapilarni bazalni membrané a z mozkové strany jsou
k bazalni membrané pfipojeny vyb&zky astrocytil. Cely
tento komplex tvofi tzv. neurovaskularni jednotku. Z vyse
uvedeného popisu je zjevné, ze jakykoli in vitro model
HEB jen obtizn¢ vystihne komplexitu bariéry in vivo, pfi-
¢emz kokultury vice bunéénych typl, a predevSim pak
dynamické modely typu organy na Cipu se situaci in vivo
priblizuji nejvice. Jde v8ak o modely komplikované, fi-
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nancné, Casoveé i technicky naro¢né, proto si své misto
v akademickém i primyslovém Iékovém vyzkumu drzi
i podstatné jednodussi metody evaluace prostupu pies
HEB. Limitace jednotlivych modell je zapotiebi mit vzdy
na zfeteli pii interpretaci dat.

MDCK test

Oblibenym modelem je dalsi =z modifikaci
Transwellového systému, technicky velmi podobného
Caco-2 testu. Namisto monovrstvy stfevnich epitelidlnich
buné€k jsou vSak pouZity psi ledvinové epitelidlni buiky
(MDCK) — bud'to ve variant¢ MCDK I pochézejici z nizké
pasaze nebo MDCK 11 z vysoké pasaze (lisi se hodnotou
TEER, ktera je vyrazné vyssi u MDCK I)*2. Navzdory
svému puvodu se linie stala standardem ve screeningu
latek (ne)prostupujicich ptes HEB. Nejcastéji se pouziva
jeji caste¢né¢ humanizovand modifikace MDCK-MDR1
(cit.”*), kde je genetickou modifikaci psi P-glykoprotein
(P-gp) nahrazen jeho lidskou variantou. Vyssi urovenl ex-
prese P-gp je jednim zhlavnich rozdili mezi Caco-2
a MDCK-MDRI, dal§im rozdilem je tésnost bariéry (na
niz usuzujeme z relativné vyssich hodnot P, v Caco-2
modelu proti MDCK modelu). Jakykoli in vitro model je
vSak tfadové propustnéjsi nez HEB in vivo. Existuji studie
poukazujici na identické fazeni latek dle permeability
v modelech MDCK, Caco-2 i mozkovych endotelidlnich
bun&k**. Pokud je tedy primarnim cilem porovnani latek
mezi sebou a nikoli absolutni hodnota P,,, nehraje volba
konkrétniho modelu velkou roli. Je obtizné najit
v literatufe védecké opodstatnéni masového rozsifeni
MDCK testu jako optimalniho modelu permeace pies
HEB. Muzeme hypotetizovat, ze za tim stoji predev§im
fakt, Ze stouto linii se dobfe pracuje — diferenciace je
rychlejsi nez v piipadé Caco-2 bunék (5 vs. 21 dni), bunky
nevyzaduji specialni média, a proto jde o metodu vhodnou
pro screeningova pracovisté, kterymi prochazi velké
mnozstvi latek, pro jejich ramcové roziazeni do jednotli-
vych permeacnich kategorii.

Endotelialni bunky a jejich kokultury

Fyziologicky relevantnéj§im in vitro modelem HEB
jsou bud’to primarni endotelialni bunky izolované z mozku
laboratornich hlodavcti nebo jest¢ 1épe lidské mozkové
mikrovaskularni buiiky (1BMEC)®. Jejich nevyhodou je
omezena moznost propagace in vitro a z toho vyplyvajici
vysoka cena. Z tohoto diivodu byla vytvofena fada imorta-
lizovanych endotelidlnich bunéénych linii (lidskych i zvi-
fecich), jez si do zna¢né miry ponechdvaji vlastnosti pri-
marnich kultur (markery tésnych spojl, exprese prenase-
¢l). Jejich nevyhodou je, ze proti primokulturdm jsou
piece jen propustngjsi’’. Jelikoz endotelialni buiiky tvoii
pouze jednu (byt klicovou) soucast HEB, vys§i hodnotu
témto modeliim ptidava kokultivace s dal§imi bunéénymi
typy (astrocyty, pericyty). Ty mohou byt umistény bud’to
na spodni strané insertu nebo na dn¢ akceptorové komurky
(obr. 3). Prislibem do budoucna je také mozné Sirsi vyuziti
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diferencovanych indukovanych pluripotentnich bunék
(iPSC)*, které mohou byt diferencovany jak do endoteli-
alni, tak do astrocytdrni linie. Patrn¢ 1 vzhledem
k vysokym nakladiim zatim neni dostatek studii, které by
(ko)kultury bun¢k odvozenych od iPSC dostate¢né valido-
valy.

Mikrofluidni ¢ipy (,,HEB na ¢ipu*)

Doposud popsané modely reprezentuji statické 2D
systémy. V poslednich letech dochéazi k dramatickému
rozvoji dynamickych tfidimenzionalnich (3D) modelt
typu mikrofluidnich &ipt*®. V mikrokapilarach &ipa je
mimikovan tok krve a ptisobeni smykovych sil na bariéru,
kterd timto upeviluje t€sné spoje. Endotelidlni buiiky na
¢ipech navic mohou tvofit tubularni struktury kolem vniti-
niho povrchu kanalku. Do dnesni doby byla vyvinuta fada
modifikaci HEB na ¢ipu a tyto jsou k dostani i komer¢né.
Pro rutinni testovani permeace latek pres HEB tyto pokro-
¢ilé modely nejsou piili§ vhodné, jejich hlavni vyuziti je
a do budoucna zfejmé ibude v zédkladnim vyzkumu riiz-
nych patologii CNS (napt. Alzheimerova choroba, poru-
chy angiogeneze)?’, piipadn& pouze pro ovéfeni permeabi-
lity pfes HEB pro uzkou skupinu latek v navaznosti na
diive provedené jednodussi testy.

Lékovy vyzkum je zavodem o to, kdo bude prvni
v cili, v ranych fazich tedy potfebuje predevs§im nastroje,
které 1ze snadno zaclenit do screenovaci kaskady a urych-
lit tak proces identifikace ,,lead compound* neboli mole-
kuly s optimalnimi vlastnostmi dle vytyéeného CDTP.
A to i za cenu znaéného zjednoduseni ptirozené kompliko-
vaného modelu.

6. Zavér

Vseobecné rozsiteni in vitro permeacnich testl, jakoz
i dalsich ADME charakteristik a jejich zatazeni do Cas-
nych fazi vyvoje 1é¢iv vyznamné snizilo spotiebu labora-
tornich zvifat, jez byla v minulosti jedinym relevantnim
modelem pro hodnoceni biologické dostupnosti latek. Ani
sebelepsi in vitro test vSak nedokaze plné¢ nahradit kom-
plexitu celého organismu. Slouzi pouze jako jakysi pied-
filtr, ktery ma z testti na zvitatech vyloucit latky, u nichz
se da predpokladat, ze by in vivo selhaly. Teprve u latek,
které prosly stanovenymi in vitro testy s dobrym vysled-
kem, lze uvazovat o prvnim podéni zvifeti. Neni vyjim-
kou, Ze i takovato nadé¢jna latka ve farmakokinetickych,
distribu¢nich a/nebo toxicitnich studiich in vivo selze, nasi
povinnosti vSak je témto situacim v co moznad nejvetsi
mife aktivné pfredchazet a nepouzivat laboratorni zvirata
pfedcasné a bezmyslenkovité.

Seznam zkratek
BMEC endotelialni butiky mozkovych kapilar

Caco-2 bunécéna linie odvozena od kolorektalniho
adenokarcinomu (epitelialni bunky)
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CDTP  cilovy profil kandidatniho 1é¢iva, soubor

predem vytyCenych vlastnosti 1é¢iva, kterych

chceme dosahnout a rozhodovacich kritérii

CNS centralni nervovy systém

CYP450 cytochrom P450, hlavni enzymovy systém
podilejici se na metabolismu 1é¢iv

DMSO  dimethylsulfoxid

iPSC indukované pluripotentni kmenové buiky;

dediferencované bunky ze somatickych bun¢k

schopné volbou podminek diferencovat

na riizné bunécné typy

draslikovy iontovy kanal, Casty cil kardio-

toxicky pisobicich 1é€iv

LY Lucifer Yellow, fluorescenéni sonda

MDCK (Madin-Darby) psi ledvinové epitelialni bunky

MDR mnohocetna 1ékova rezistence, resp. membranové

pfenasece, jejichz aktivita k ni vede

transepitelidlni elektricky odpor, parametr

tésnosti bunécné monovrstvy

hERG

TEER
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H. Mertlikova-Kaiserova (Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, CAS, Prague, Czech Repub-
lic): The Role of Permeation Assays in Preclinical Drug
Discovery

Membrane permeability assays — together with meta-
bolic stability and solubility assays — belong to the essen-
tial tools of early drug discovery process. In most thera-
peutic indications, a drug needs to pass several biological
barriers to exert its desired effect to a target tissue, recep-
tor, enzyme, without significant decay. There are numer-
ous models available allowing us to evaluate compounds
permeability, with cellular assays being particularly use-
ful. Most frequently, these assays are based on
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a ,,Transwell” system, where two compartments are sepa-
rated by a filter bearing either artificial membrane or
a monolayer of tightly connecting cells. More sophisticat-
ed permeability assays have been developed during the
last decade, e.g., co-cultures of relevant cell types or 3D
microfluidics on a chip. However, their high costs and
time-consuming preparation prevent their widespread use.
In basic drug development screening cycles Caco-2 and
MDCK assays remain the gold standard.

Keywords: ADME, permeability, absorption, bio-
availability, Caco-2, blood-brain barrier, MDCK
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