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Application of cell culture models in biopharmaceutical

research

Cell culture models imitating biological barriers

present in living organisms enable investigation of transport,
cytotoxicity and accumulation of xenobiotics in the cells which

allows for selection of compounds bearing desired biopharmaceutical
properties. This approach not only reduces considerable costs of
animal experiments, but is also ethically justified. The present paper
is a brief review of basic properties and applications of cell lines in

pharmaceutical sciences as well as describes basic procedures aiming

at establishment and maintenance of the cell cultures. Methods of
transport and uptake studies of the xenobiotics by cell monolayers
are presented as well as the influence of ABC transporters on drug
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Wstep

Hodowle komérkowe prowadzone w wyspe-
cjalizowanych laboratoriach badawczych staty sie
w ostatnim czasie rutynowym narzedziem wykorzy-
stywanym w biotechnologii, biofarmacji i toksyko-
logii. Komorki pozyskiwane z organizmoéw ludzkich
lub zwierzecych, hodowane i namnazane w odpo-
wiednich warunkach, umozliwiajg poznanie biologii
komorek, a takze wptywu na ich zywotnosc i funk-
cje enzymow, hormondw i lekéw. Powszechne sa
badania z uzyciem hodowli komérkowych w celu
przewidywania wtasciwosci toksycznych substan-
cji chemicznych. Hodowle komérkowe pozwalaja na
badania wchtaniania lekéw przez nabtonek przewo-
du pokarmowego, nabtonek oddechowy iinne bariery
zywego organizmu, co wykorzystywane jest w pra-
cach rozwojowych nad nowymi lekami, w ocenie ich
wiasciwosci biofarmaceutycznych i toksycznosci [1].
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Odpowiednio dobrana i wtasciwie prowadzona ho-
dowla komérkowa pozwala odpowiedzie¢ na szereg
zasadniczych pytan natury farmakologicznej, ale tak-
ze technologicznej, stawianych na etapie wstepnych
badan toksykologicznych, farmakokinetycznych i pre-
formulacyjnych. W hodowlach komérkowych in vitro
okresla sie mechanizm wchtaniania, minimalne steze-
nie toksyczne, interakcje z innymi lekami, jak réwniez
wptyw substancji pomocniczych na etap wchtaniania
przez bariery biologiczne.

Prowadzone w kontrolowanych warunkach ho-
dowle komérkowe pozwalaja na dokonywanie badan
przesiewowych (screening) grup nowo syntezowa-
nych zwiazkéw, znacznie ograniczajac ilos¢ wydat-
kowanych srodkéw na kosztowne i czasochtonne
badania in vivo na zwierzetach, ktére wymagatyby
ponadto etycznego uzasadnienia.

Szybki rozwéj biotechnologii umozliwit izolacje
i hodowle wielu rodzajow komarek, ktére wykazuja
rézny stopien podobiefistwa do rzeczywiscie obec-
nych w zywym organizmie. W ten sposob pozyskano
narzedzie umozliwiajace skrécenie czasu prowa-
dzenia eksperymentéw, pozwalajace na uzyskanie
wynikéw powtarzalnych i odtwarzalnych oraz zapew-
niajace wysoka korelacje z warunkami in vivo.

Nie do przecenienia jest duzy potencjat i szerokie
mozliwosci aplikacyjne hodowli komdrkowych w ba-
daniach naukowych w dziedzinie fizjologii, transplan-
tologii i genetyki.

Zastosowanie hodowli komoérkowych w biofar-
macji ma przede wszystkim na celu poznanie me-
chanizméw przenikania i wychwytu substancji
chemicznych przez komérki, co umozliwia wytypo-
wanie, z licznej niekiedy grupy zwiazkoéw, tych, kto-
rych wtasciwosci sa najkorzystniejsze pod wzgledem
biofarmaceutycznym. W odniesieniu do lekow juz sto-
sowanych prowadzi sie badania interakcji wystepuja-
ce na etapie wchtaniania, skutkujgcych obnizeniem
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lub zwiekszeniem efektu terapeutycznego, a nawet
zwiekszajacych toksycznosé [2].

Hodowle komorkowe

Prowadzenie badan z wykorzystaniem hodowli ko-
morkowych wymaga zaréwno odpowiednio wyszko-
lonej kadry, jak i dobrze wyposazonego laboratorium.
Prowadzone operacje wykonywane sg w warunkach
aseptycznych, co zapobiega zakazeniom hodowli.

Hodowle komdérkowe wyprowadza sie z mate-
riatu zwierzecego lub ludzkiego, np.: podczas za-
biegéw operacyjnych, porodu (komdrki srédbtonka
naczyn zyty pepowinowej), z tkanek prawidtowych
lub patologicznych (nowotworowych). Szerokie wy-
korzystywanie komérek nowotworowych wynika
z ich szybkiego wzrostu i intensywnie zachodzacych
procesow podziatu, przy zachowaniu podobienstwa
funkcjonalnego do komérek zdrowych.

Wybér typu komoérek do prowadzonej hodowli
uzalezniony jest od charakteru planowanych ekspe-
rymentéw. Banki komérek, np. Europejska Kolekcja
Hodowli Komérkowych (ECACC), dysponuja mate-
riatem pochodzacym z réznych narzadoéw i repre-
zentujacym odmienne wtasciwosci. W badaniach,
w ktérych hodowla stanowi¢ ma model komorek
zdrowych, wystepujacych w warunkach fizjologicz-
nych, w celu uzyskania wynikoéw wysoko skorelowa-
nych z otrzymywanymi w warunkach in vivo, nalezy
wybrac te, ktérej cechy geno- i fenotypowe sg mak-
symalnie zblizone do cech komdrek prawidtowych,
natomiast w przypadku badania aktywnosci lekéw
cytostatycznych, w pierwszej kolejnosci badania wy-
konuje sie w hodowlach komérek nowotworowych.
O wyborze odpowiedniej hodowli w znacznej mie-
rze decyduje jej pochodzenie. Przyktadowo, badajac
wchtanianie leku podawanego droga inhalacyjna,
korzysta sie z komérek pobranych z nabtonka odde-
chowego, ktérych hodowla w najwigkszym stopniu
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reprezentuje warunki charakterystyczne dla miejsca
wchtaniania.

O zbieznosci funkgji ,,barierowych” komérek ho-
dowlanych i wystepujgcych w prawidtowo funk-
cjonujacej tkance decyduje aktywnos¢ biatek
transportowych odpowiedzialnych za wchtanianie,
obecnos¢ scistych potaczeh miedzy komdrkami oraz
aktywnos¢ wydzielnicza prowadzaca do wytwarza-
nia produktéw specyficznych dla tkanki pochodze-

nia (np. sluzu).

Do czynnikéw wptywajacych na
wyboér hodowli zaliczy¢ mozna tak-
ze typ komoérek, szybkos¢ wzrostu,
wymagania hodowli oraz koszt jej
prowadzenia. W kazdym przypadku
preferuje sie hodowle dajace we wcze-
Sniej prowadzonych badaniach wyniki
powtarzalne i odtwarzalne, o potwier-
dzonej korelacji in vitro/in vivo. W ba-
daniach z zakresu farmacji korzysta sie
przede wszystkim z komérek pocho-
dzenia ludzkiego, lecz w sytuacjach,
kiedy uzyskanie takiego materia-
tu jest utrudnione, badania prowadzi
sie stosujac komaorki zwierzece. Krot-
ka charakterystyka najczesciej wyko-
rzystywanych modeli komdrkowych
przedstawiona jest w tabeli 1.

Rozpoczecie hodowli komérkowej
poprzedzone jest pobraniem z organi-
zmu odpowiedniej tkanki lub narzadu
(np. krwi, fragmentu aorty, napletka,
jelita, nabtonka oddechowego, tkanki
zmienionej nowotworowo). Pobrang
tkanke inkubuje sie w roztworze en-

O zbieznosci funkgji
»barierowych”

komérek hodowlanych

i wystepujacych

w prawidtowo
funkcjonujacej tkance
decyduje aktywnosé
biatek transportowych
odpowiedzialnych za
wchtanianie, obecnos¢
Scistych potaczeh miedzy
komérkami oraz aktywnosé
wydzielnicza prowadzgca
do wytwarzania produktéw
specyficznych dla tkanki
pochodzenia (np. $luzu).Do
czynnikéw wptywajacych
na wybér hodowli zaliczyé¢
mozna takze typ komérek,
szybkos¢ wzrostu,
wymagania hodowli oraz
koszt jej prowadzenia.

zymu (kolagenaza) w celu zniszczenia potaczen po-
miedzy komdérkami. Otrzymane komorki umieszcza
sie w naczyniu hodowlanym w pozywce zawierajgce]
zestaw niezbednych aminokwaséw, weglowodanow,

Tabela 1. Charakterystyka wybranych linii komérkowych [3]

Linia komérkowa

Pochodzenie Zastosowanie

Zalety

Ograniczenia

Caco-2 Ludzki gruczolakorak okreznicy ~ Badania wchtaniania przez Zachowanie funkcji enterocytéw, — Stacjonarna faza wzrostu
nabtonek jelitowy, okreslanie aktywnos¢ P-gp uzyskiwana dopiero po 20 dniach
cytotoksycznosci substancji

Calu-3 Komérki surowicze gruczotéw Badania wchtaniania przez Wykazywanie zdolnosci Trudnosci w uzyskaniu korelacji

podsluzéwkowych nabtonek oddechowy, badanie wydzielniczej i aktywnosci P-gp  in vitro/in vivo
cytotoksycznosci

16HBE140- Ludzki nabtonek oskrzelowy Badania transportu i wychwytu  Wykazywanie aktywnosci P-gp Brak produkcji $luzu

BBMECs Komérki srédbtonka naczyn Badania przenikania przez Tworzenie monowarstw, Odmienna aktywnos¢

moézgowych krowy barierg krew/moézg wykazywanie aktywnosci transporteréw w komérkach

PBMECs Komarki srédbtonka naczyn enzymow b§r|ery krew/}m}ozg, luctzkich

. - wykazywanie aktywnosci P-gp
mézgowych Swini

MDCK Komérki kanalika dystalnego Badanie reabsorpcji z kanalikéw — Wykazywanie wysokiej wartosci  Réznice funkcjonalne pomigdzy

nerki psa nerkowych TEER komérkami w zaleznosci od

LLC-PK1 Komérki kanalika proksymalnego pochodzenia

nerki swini

i@ Tom 66 - nr3 - 2010

229



Rycina 1. Obraz mikroskopowy mysich komérek szpiczaka w 1. 8. dniu po podziale hodowli [5]

witamin, soli, a takze bydleca surowice ptodowg i bar-
dzo czesto antybiotyki. W ten sposéb tworzy sie tzw.
hodowle pierwotna. Znajdujace sie w regularnie wy-
mienianej pozywce komorki dziela sie i réznicuja.
Procesy te prowadza do przerostu hodowli, a nastep-
nie jej obumierania, stad istotne jest dokonywanie
podziatéw hodowli (tzw. pasazowanie) polegajace
na przenoszeniu czesci hodowli do nowego naczy-
nia. Dokonanie pierwszego pasazu hodowli pierwot-

Nie kazda linia komérkowa
ma nieograniczong
zywotnos¢. Stad linie
komérkowe dzieli sie na
ciagte, ktére moga byé
teoretycznie prowadzone
bez ograniczen czasowych
oraz linie o ograniczonej
zywotnosci, ktérych
zmienno$¢ prowadzi do
stopniowego obumierania po
przekroczeniu pewnej liczby
pasazy. Aby nie dopusci¢
do utraty linii komérkowej,
niewykorzystywane
aktualnie komorki
przechowuje sie w stanie
zamrozonym.

230

nej prowadzi do utworzenia tzw. linii
komérkowej, ktéra, podobnie jak ho-
dowla pierwotna, wymaga regularnej
wymiany medium oraz okresowego
pasazowania.

Wzrost linii komérkowej dzieli sie

na trzy zasadnicze etapy:

1)

faze ,lag” (opdznienia), kiedy
umieszczone w naczyniu komorki
przystosowuja sie do srodowiska,
nie wykazujac aktywnosci podzia-
towej,
faze ,log” (wzrostu), w ktérej na-
stepuje szybki wzrost hodowli
oraz
faze stacjonarna, podczas ktorej
komérki tworzg konfluentng mo-
nowarstwe i roznicuja sie.

Za monowarstwe konfluentna

uwaza sie taka, ktérej komoérki two-
rza jednolita, pozbawiona wolnych

obszaréw warstwe, rownomiernie pokrywajaca dno
naczynia, i w ktérej pomiedzy poszczegdlnymi ko-
morkami istnieja Sciste potaczenia uniemozliwiajace
przechodzenie substancji bez pokonania bariery bton
komérkowych. Proces uzyskiwania konfluencji, zalez-
nie od typu prowadzonej linii komérkowej, trwa od
kilku do kilkudziesieciu dni, podczas ktérych koniecz-
na jest regularna wymiana pozywki oraz utrzymanie
optymalnych warunkéw srodowiskowych zapewnia-
jacych rozwdj hodowli (temperatura 37°C, 5% za-
wartos¢ CO, utrzymywane sg dzigki zastosowaniu
inkubatoréw). Funkcje odzywcze spetnia odpowied-
nia pozywka pozwalajgca na utrzymanie zywotnosci
komaérek poza organizmem.

Ostatnim etapem funkcjonowania linii komorko-
wej, do ktérego dochodzi w przypadku pozostawienia
bez pasazowania konfluentnej hodowli, jest stop-
niowe zmniejszanie ilosci zywych komérek i zamie-
ranie linii [1].

Intensywnos¢ podziatow komorek podczas fazy
wzrostu zalezy od specyficznych cech linii komdrko-
wej. Przyktadowe obrazy mikroskopowe wzrastajacej
hodowli przedstawione sg na rycinie 1.

Nie kazda linia komérkowa ma nieograniczong zy-
wotnos¢. Stad linie komérkowe dzieli sie na ciggte,
ktére moga byc¢ teoretycznie prowadzone bez ogra-
niczen czasowych oraz linie o ograniczonej zywot-
nosci, ktérych zmiennos¢ prowadzi do stopniowego
obumierania po przekroczeniu pewnej liczby pasa-
2y [1]. Aby nie dopusci¢ do utraty linii komérkowej,
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Rycina 2. Naczynia hodowlane: A — butelki plastikowe, B — ptytka wielodotkowa, C — ptytka do hodowli na filtrach membranowych

niewykorzystywane aktualnie komérki przechowu-
je sie w stanie zamrozonym. W tym celu komérki
umieszcza sie w roztworze zawierajgcym substancje
krioprotekcyjna (DMSO, glicerol), stopniowo zamra-
za, a nastepnie probéwke z zamrozonymi komérkami
przechowuje sie w ciektym azocie (—-80°C). W zasto-
sowanych warunkach zahamowane sg procesy wzro-
stuiréznicowania komaorek.

Do podstawowych operacji wykonywanych w la-
boratoriach hodowli komérkowych naleza: utrzymy-
wanie zakupionych hodowli, dokonywanie wymiany
pozywki, pasazowanie, czyli dzielenie hodowli, za-
mrazanie i przechowywanie komdrek oraz wyko-
nywanie wtasciwych eksperymentéw (np. badanie
toksycznosci, transportu i absorpcji substancji che-
micznych przez komorki).

Hodowle prowadzi sie, w zaleznosci od przezna-
czenia, w pojemnikach ptaskodennych z tworzywa
sztucznego, na ptytkach wielodotkowych lub na in-
sertach (rycina 2).

Przeprowadzenie pasazu wigze sie z konieczno-
Scia oderwania komdrek od powierzchni naczynia,
czego dokonuje sie wprowadzajac niewielka objetosé
roztworéw trypsyny, trypsyny z EDTA lub kolagena-
zy [1]. W ten sposéb uzyskuje sie zawiesine komorek.
Po obliczeniu stezenia komérek w zawiesinie, odpo-
wiednia jej czes$¢ przenosi sie do nowego naczynia
hodowlanego tak, aby uzyska¢ wymagang gestos¢
posiewu, np. dla komérek Calu-3 gestos¢ wynosi oko-
to 100 tys./cm? [4].

Eksperymenty dotyczace transportu substancji
przez utworzong z komdrek warstwe, bedaca mode-
lem bariery wchtaniania w zywym organizmie prowa-
dzi sie po uzyskaniu konfluencji hodowli. Wspomniana
wymiana pozywki ma najczesciej miejsce kilkukrotnie
w ciggu tygodnia i nalezy do najprostszych czynnosci
wykonywanych w laboratorium hodowli komérko-
wych. Operacja polega na usunieciu za pomoca pipety
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Rycina 3. Schemat hodowli komérkowej na insertach z filtrem, wykorzystywanej
w badaniu transportu transmembranowego

zuzytego medium oraz wprowadzeniu na jego miejsce
ogrzanej do temperatury 37°C Swiezej pozywki.

Zastosowanie hodowli komérkowych
w biofarmacji

Badania z zakresu biofarmacji dotyczy¢ moga
transportu substancji leczniczej przez monowar-
stwe komadrkowa lub wychwytu tej substancji przez
komérki. Badania prowadzi sie w stacjonarnej fazie
wzrostu, kiedy pomiedzy komérkami nie ma wolnych
przestrzeni, a wiec transport przez warstwe komérko-
wa zachodzi wytgcznie przez komorki lub przez Sciste
potaczenia miedzy nimi.

Badanie przenikania prowadzi sie z wykorzysta-
niem hodowli komérkowych reprezentujacych fizjo-
logiczne srodowisko wchtaniania badanych substancji
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Badania z zakresu
biofarmacji dotyczy¢

moga transportu

substancji leczniczej przez
monowarstwe komérkowa
lub wychwytu tej substancji
przez komérki. Badania
prowadzi sie w stacjonarnej
fazie wzrostu, kiedy
pomiedzy komérkami nie ma
wolnych przestrzeni, a wiec
transport przez warstwe
komérkowa zachodzi
wytacznie przez komorki
lub przez Sciste potaczenia
miedzy nimi. Dobér
wiasciwej linii komérkowej
stanowi kluczowy element
badania, wptywajacy na
stopien korelacji in vitro/in
vivo uzyskanych wynikéw.

leczniczych. Modelem dla lekéw po-
dawanych droga doustna moga by¢
komarki gruczolakoraka okreznicy li-
nii Caco-2. Linia ta zostata zaakcep-
towana przez instytucje rejestracyjne
jako wiarygodny model barier biolo-
gicznych wystepujacych w przewodzie
pokarmowym [9]. Dla lekéw podawa-
nych droga inhalacyjng odpowiednie
moga by¢ natomiast komoérki pod-
Sluzéwkowe gruczotéw ludzkich drog
oddechowych Calu-3 [3]. Dobér wtasci-
wej linii komérkowej stanowi kluczowy
element badania, wptywajacy na sto-
pien korelacji in vitro/in vivo uzyska-
nych wynikow.

Badanie transportu przezkomor-
kowego (przenikania) prowadzi sie
z uzyciem hodowli na filtrach oddziela-
jacych kompartment apikalny (gorny)
od bazolateralnego (dolnego). Dzieki
temu, pomiedzy kompartmentami po-

wstaje Scista warstwa filmu komérko-
wego, pokrywajaca powierzchnie filtra
(rycina 3). Uktad taki tworzy sie dzieki specjalnym
ptytkom wielodotkowym zawierajacym inserty z fil-
trami z poliestru (Srednica poréw 0,4 pm). Komor-
ki w formie zawiesiny umieszcza si¢ na powierzchni
filtra (kompartment apikalny), przestrzen zewnetrz-
na (kompartment bazolateralny) jest natomiast wy-
petniona pozywka umozliwiajaca wzrost hodowli
[6]. Wzrost komérek poprzedzony jest okresem ada-
ptacji, po ktérym rozpoczyna sie proces uzyskiwania
konfluencji. Proces ten obserwuje sie sledzac zmiany
wartosci oporu elektrycznego (Transepithelial Elec-
trical Resistance, TEER) pomiedzy kompartmentami.
Osiagniecie wysokich i niezmiennych wartosci TEER
Swiadczy o tym, ze hodowla znajduje sie w fazie sta-
cjonarnej [7], co jest momentem wtasciwym do rozpo-
czecia eksperymentu. Badanie transportu polega na
umieszczeniu w jednym z kompartmentéw (np. api-
kalnym) roztworu badanej substancji w pozywce lub
w odpowiednim buforze przy pozostawieniu w dru-
gim kompartmencie ptynu akceptorowego. Okreso-
wo pobiera sie probki ptynu akceptorowego i oznacza
stezenia substancji badanej z wykorzystaniem sto-
sownych metod analitycznych (np. HPLC, spektroflu-
orymetria).

llosciowo przenikanie przez pojedyncza warstwe
komorek opisuje tzw. wspoétczynnik przenikania
Ppp[cmxs:
M/t

W xS

gdzie: M —ilos¢ badanego zwigzku w ptynie akcep-
torowym po czasie t, ¢,— stezenie w ptynie donoro-
wym w czasie t, S — powierzchnia filtra [8].
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W spos6éb odmienny od opisanego powyzej prowa-
dzi sie badania wychwytu substancji przez komaorki.
W tym przypadku dokonuje sie pomiaru zawartosci
badanego leku nie po przeciwnej stronie monowar-
stwy komaérkowej, ale w warstwie komadrkowej. Wy-
korzystuje sie w tym wypadku hodowle komérkowe
na ptytkach, a nie na filtrach. Po uzyskaniu konfluent-
nej i zréznicowanej monowarstwy komorek, pozywke
zastepuje sie roztworem badanej substancji. Po okre-
Slonym czasie oznacza sie stezenie badanego zwigz-
ku w komérkach, po uprzednim zniszczeniu bton np.
przez inkubacje w roztworze zwigzku powierzchnio-
wo czynnego [10].

Badanie wychwytu pozwala na ocene kumulacji
badanej substancji in vivo, co jest istotne dla okre-
Slenia jej skutecznosci i toksycznosci. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw dokonuje sig selekgji tych
substancji, ktérych kumulacja w komérkach jest do-
stateczna dla wywotania pozadanego efektu tera-
peutycznego.

W ten sposéb, korzystajac z hodowli komérko-
wych na ptytkach, prowadzi sie takze badania cy-
totoksycznosci ksenobiotykéw. Do tego celu uzywa
sie gotowych zestawéw odczynnikéw, ktére pozwa-
laja na oznaczenie zywotnosci komoérek po inkubacji
z roztworami badanych substancji [11].

Badania mechanizmow transportu lekow
przez btony biologiczne

Przenikanie substancji przez btony biologiczne
odbywa sie na zasadzie dyfuzji biernej, dyfuzji uta-
twionej, transportu czynnego, pinocytozy, fagocyto-
zy lub persorpgcji.

Odbywajacy sie wbrew gradientowi stezen trans-
port aktywny wymaga udziatu nosnikéw, czyli bia-
tek umozliwiajacych transport ksenobiotyku, przy
zaistnieniu naktadu energetycznego. W przypadku
substancji leczniczych podawanych droga doustna,
ocena tego transportu mozliwa jest z zastosowa-
niem linii komoérkowych odpowiadajacych funkcjo-
nalnie ludzkim enterocytom. W tego typu komérkach
(podobnie jak w komérkach obecnych np. w watro-
bie, nerkach, scianach naczyn krwionosnych two-
rzacych bariere krew-mézg, komdrkach nabtonka
oddechowego), wazna role odgrywaja obecne w bto-
nie biatka transportowe klasy ABC (ATP-binding
cassette), ktérych zadaniem jest transport kseno-
biotykéw (w tym lekdw) na zewnatrz komérki. Trans-
port ksenobiotyku do komérki odbywa si¢ na drodze
dyfuzji biernej. Jednoczesnie nastepuje transport
w kierunku przeciwnym (z komoérki na zewnatrz),
dzieki aktywnosci biatek btonowych ABC (transport
aktywny). Istnienie transportu w kierunku ku $ro-
dowisku zewnetrznemu umozliwia wiec usuwanie
z wnetrza komorki substancji toksycznych, w tym
substancji leczniczych.
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Do grupy omawianych biatek transportowych na-
lezy glikoproteina P (P-gp, P170). Efektem dziatania
P-gp jest zmniejszenie stezenia leku w komérce. Sub-
stratami dla P-gp jest wiele substancji leczniczych jak
celiprolol, ranitydyna, erytromycyna, digoksyna, lo-
peramid, a takze niektore leki cytostatyczne (taksol,
doksorubicyna, winblastyna). Trudnosci w uzyska-
niu odpowiedniego stezenia leku w komdrkach no-
wotworowych wykazujacych aktywnosé P-gp moga
by¢ wtasnie wynikiem tej funkcji biatka transporto-
wego [3, 12].

Funkcja P-gp, podobnie jak innych biatek biora-
cych udziat w tym mechanizmie transportu, moze
by¢ ograniczona przez substancje hamujace, tzw. in-
hibitory P-gp (np. werapamil, diltiazem, cyklosporyna
A, chinidyna, rezerpina), a takze niektére substan-
cje pomocnicze np. polisorbat czy polietylenoglikol
[13]. Podanie leku, substratu P-gp wraz z inhibito-
rem moze w znaczacy sposob zwiekszy¢ jego bio-
dostepnos¢, czyli zwiekszy¢ osiggane stezenia we
krwi (rycina 4). Obserwowano np. znaczacy wzrost
stezenia digoksyny po doustnym podaniu inhibito-
ra P-gp — chinidyny [14]. Poszukiwanie wsréd lekdw
i substancji obecnych w zywnosci zwigzkéw oddzia-
tywujacych z biatkami transportowymi pozwala na
wyjasnienie réznic w osigganych we krwi stezeniach
substancji leczniczych oraz moze sie przyczyni¢ do
unikniecia niektérych niepozadanych efektéw farma-
koterapii. Wykorzystujac linie komérkowa wykazuja-
ca aktywnos¢ P-gp (np. Caco-2) mozna obserwowac
zjawisko opornosci wielolekowej, polegajace wtasnie
na zmniejszaniu sie stezenia substancji leczniczej
w komérkach na skutek dziatania biatka transpor-
towego.

Poniewaz P-gp znajduje sie jedynie w btonie api-
kalnej [16, 17], w opisanym wczeéniej uktadzie do
badania przenikania, ksenobiotyki bedace substra-
tami dla P-gp beda wypompowywane na zewnatrz
komorek, do kompartmentu apikalnego, co obser-
wowane bedzie jako zahamowany przyrost stezenia
badanej substancji w kompartmencie bazolateral-
nym. Umieszczajac natomiast na powierzchni komé-
rek (kompartment apikalny) roztwér ksenobiotyku
wraz z inhibitorem P-gp, mozna zaobserwowac, ze
zahamowanie transportu bedzie ograniczone w stop-
niu zaleznym od ilosci wysyconych inhibitorem cza-
steczek biatka transportowego. Przyktadowy wykres
obrazujacy wptyw inhibitora na przenikanie rodami-
ny-123, modelowego substratu dla P-gp, przedsta-
wiony jest na rycinie 5.

Korzystajac z wynikéw badan przenikania mozna
dokonac klasyfikacji substancji pod wzgledem wtasci-
wosci biofarmaceutycznych (Biopharmaceutics Clas-
sification System, BCS). Klasyfikacji tej dokonuje sie
biorac pod uwage rozpuszczalnos¢ oraz przenika-
nie przez bariery biologiczne [18]. O ile okreslenie
rozpuszczalnosci jest z reguty dos¢ proste, ocena
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Rycina 4. Schemat budowy P-gp oraz drogi usuwania z jej udziatem
ksenobiotykéw z komérki [15]
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Rycina 5. Zwiekszenie szybkosci transportu substratu P-glikoproteiny
przez komérki Caco-2 w obecnosci inhibitora (z kompartmentu apikalnego
do bazolateralnego)

przenikalnosci in vivo przez btony biologiczne jest
trudna, stad wykonuje sie badania na hodowlach ko-
morkowych. Istniejace r6zne mechanizmy transportu,
na podstawie budowy chemicznej, rozpuszczalnosci
w wodzie, wspotczynnika podziatu olej/woda oraz
masy czasteczkowej, pozwalaja tylko w sposéb przy-
blizony przewidzie¢, czy i w jakim stopniu dojdzie do
absorpcji ksenobiotyku. Wiedza na temat przynalez-
nosci danego leku do odpowiedniej klasy BCS umoz-
liwia natomiast opracowanie odpowiedniej dla niego
postaci farmaceutycznej. Wykorzystanie kultur komor-
kowych staje sie zatem powszechnym sposobem na
przeprowadzenie kwalifikacji w warunkach in vitro.
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Podsumowanie

Szereg linii komaérkowych, zaréwno pochodze-
nia ludzkiego, jak i zwierzecego, znalazto zasto-
sowanie w badaniach przenikania, kumulacji oraz
cytotoksycznosci ksenobiotykéw. Wykorzystywa-
ne linie komérkowe pozwalaja na przewidywanie
transportu zachodzacego w warunkach in vivo, tak-
ze z udziatem specyficznych biatek transportowych
oraz umozliwiajg prowadzenie prac nad poprawa
biodostepnosci lekéw. Dlatego tez badania z ich
wykorzystaniem staja sie coraz chetniej uzywanym
narzedziem oceny biofarmaceutycznej substancji
aktywnych.
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