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Epithelial cell cultures as a model system to study the transepithelial
transport

Summary

Epithelial cell lines are commonly accepted model systems to determine in-
testinal permeability and transepithelial transport. The application of Caco-2
human epithelial cell culture can be used to study bioavailability of drug and
food compounds. This culture grows on porous membranes and forms a mono-
layer of well differentiated cells joined by intracellular tight Junctions. This sys-
tem provides selective barrier to study passive and active transport of different
molecules. The Caco-2 cells posses some enzymes and transport systems similar
to intestinal epithelium in vivo, however, these proteins are expressed to a
lesser extent compared to normal enterocytes. In this paper, the advantages
and limitations of Caco-2 model are discussed.
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1. Biodostepno$¢ - definicje

Termin biodostepnos¢ jest definiowany jako szybko$¢ i za-
kres, w jakim dany skfadnik jest absorbowany z przewodu po-
karmowego i staje sie dostepny w organizmie w miejscu, w kto-
rym ma oddziatywaé (15,16). inaczej mdwiac, chodzi w pierw-
szym rzedzie o transfer substancji ze $wiatta przewodu pokar-
mowego do ukladu krazenia, a zatem do krwiobiegu, natomiast
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w przypadku lekarstw sytuacja jest bardziej ztozona, gdyz aktywny skladnik powi-
nien dotrze¢ do miejsca jego dziatania, a zatem do konkretnych narzadéw i tkanek
i dopiero woéwczas mozna mowic o jego biodostepnosci.

Rozpatrujagc biodostepnos¢ danego sktadnika po jego spozyciu droga pokar-
mowg (ang. oral bioavailability) nalezy bra¢ pod uwage trzy nastepujace po sobie
procesy:

- uwalnianie skiadnika z produktu spozywczego w przewodzie pokarmowym
(biodostepnosc),

- rozkfadu danego sktadnika w jelitach i transport przez $ciang jelit do organi-
zmu (wchfanianie),

- wprowadzenie niezmetabolizowanej czesci do centralnego krwiobiegu i jej
rozktad w watrobie (metabolizm).

Wiekszos$¢ produktéw spozywczych podawanych jest per os w stanie statym i po-
szczegOlne zwigzki chemiczne sg $cisle zwiazane z organiczng matryca. Ich dostep-
nos$¢ zalezy od rozmiar6w czastek matrycy, porowatosci i dostepnosci matrycy dla
rozpuszczalnikow, oraz takich cech sktadnika, jak sita interakcji z innymi sktadnika-
mi matrycy, hydrofobowosci/hydrofilnosci skiadnika, powinowactwa do rozpusz-
czalnika (zwykle do fazy wodnej), a takze stabilnosci w obecnosci enzymoéw. Wazna
role spetnia takze obrobka technologiczna matrycy w czasie proceséw przetwor-
czych oraz warunki panujgce w przewodzie pokarmowym. W przypadku lekéw skta-
dnik aktywny jest czesto zakapsutkowany lub zwigzany z nosnikiem, co wigze sie
z koniecznoscig rozpuszczenia kapsutki/nos$nika w zotgdku lub w jelitach. Dotych-
czasowa wiedza wskazuje, ze biodostepnos¢é danego sktadnika jest rézna w zalez-
nosci od rodzaju produktu, ktéry go zawiera, oraz sposobu obrébki technologicznej
i kulinarnej. Przyktadowo, biodostepnos$é P-karotenu z surowcdw roslinnych jest ni-
ska, zwykle nie przekracza kilkunastu procent, tymczasem po doprawieniu warzyw
sosem satatkowym zawierajagcym oleje roslinne, znacznie wzrasta. Absorpcji jelito-
wej moga podlegac tylko te skiadniki, ktére zostaty uwolnione (wyekstrahowane)
z matrycy. Sytuacje komplikuje niekiedy dodatkowo konkurencja w procesie wchia-
niania miedzy poszczegélnymi skfadnikami uwolnionymi z matrycy. Przyktadem mo-
ze by¢ konkurencja miedzy jonami metali.

Efektywno$¢ dziatania $rodkéw farmakologicznych i zywnosciowych zalezy
w duzym stopniu od ich biodostepnos$ci. Badania biodostepnosci sg jednak trudne,
gdyz nie ma mozliwosci bezposredniej obserwacji wnetrza jelit, a pobieranie pro-
bek do analiz w spos6b nieinwazyjny jest trudne i ograniczone. W wiekszosci przy-
padkdw stosuje sie pobieranie probek krwi, a sama analiza, z uwagi na mate steze-
nia badanych substancji, ich zanieczyszczenie innymi, czesto podobnymi zwigzkami
chemicznymi, i ich szybki metabolizm, jest bardzo utrudniona. W badaniach nad
biodostepnoscig najbardziej miarodajnym zrodtem informacji s dane uzyskane
w badaniach in vivo na cztowieku. Badania takie sg jednak powaznie ograniczone
wieloma czynnikami i wymagajg zgody komisji etycznych. Podobne ograniczenia
wystepujg rowniez w badaniach modelowych prowadzonych przy uzyciu zwierzat
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doswiadczalnych. Trudnosci pogtebia fakt, ze jak dotad brak jest gatunku zwierzat,
ktore mogtyby byé uznane jako petny, fizjologiczny odpowiednik cztowieka (1).
W zwigzku z tym poszukiwane sg uproszczone modele do badan in vitro, ktére moz-
liwie wiernie odtwarzajg warunki panujgce w przewodzie pokarmowym. Do najwiek-
szych osiagnie¢ nad modelowaniem wchianiania sktadnikéw zywno$ciowych i le-
karstw nalezy sztuczny przewod pokarmowy opracowany przez holenderskg Orga-
nizacje Stosowanych Badarn Naukowych (TNO; www.tno.nl), imitujacy perfekcyjnie
proces trawienia pokarméw. Aparatura ta potrafi odtworzy¢ sekrecje sokéw zo-
fadkowych i jelitowych, dozowanie wydzielin gruczotéw zwigzanych z przewodem
pokarmowym (sok trzustkowy, z6t¢), wchianianie strawionych skiadnikéw przez
Sciany jelit oraz ruchy perystaltyczne jelit. Model ten jest jednak bardzo drogi, stad
w licznych laboratoriach stosowane sg uproszczone wersje sztucznego przewodu
pokarmowego w formie reaktoréw do inkubacji produktéw spozywczych lub le-
karstw w roztworach enzymoéw i soli zétciowych, niekiedy zakoriczone fermentora-
mi zawierajgcymi mikroflore jelitowa, a nastepnie poddanych wchianianiu w warun-
kach in vitro. Aktualnie coraz wigkszg role w badaniach nad biodostepnoscia sub-
stancji chemicznych odgrywaja kultury komoérkowe. Opanowanie hodowli ludzkich
enterocytow in vitro pozwolito na szczegétowe studia nad ich fizjologig i doprowa-
dzito do zastosowania uzyskanych linii jako modeli w badaniach nad transportem
transnabtonkowym.

Popularnos$é nabtonkowych linii komérkowych w studiach nad transportem trans-
nabtonkowym wynika przede wszystkim z szybko uzyskiwanych i mozliwych do
uogdlnienia informacji uzyskiwanych przy zastosowaniu tego relatywnie prostego
modelu doswiadczalnego. Nalezy przy tym podkres$li¢, ze dane otrzymane w oparciu
na doswiadczeniach przeprowadzonych na modelu kultur komérkowych nabtonka
jelitowego in vitro pozwolity na uzyskanie informacji na temat mechanizméw aktyw-
nego i biernego transportu substancji chemicznych. Wiele danych wskazuje, ze ist-
nieje korelacja miedzy biernym transportem lekarstw przez nabtonek jelitowy in vitro
a transportem tych substancji przez $ciang jelit in vivo (2). W branzy farmaceutycz-
nej model kultur nabtonkowych in vitro zostat zautomatyzowany i jest szeroko wy-
korzystywany jako metoda badania szybkosci transportu réznych substancji che-
micznych do organizmu cztowieka.

Przedmiotem artykutu, jest aktualny stan wiedzy na temat modeli kultur tkanko-
wych nabtonka jelitowego stosowanych do badania wchtaniania sktadnikéw zywnosci
oraz lekarstw.

2. Podstawowe linie komdérek nabtonka jelitowego

Poczatek badan nad hodowlami komérek nabtonkowych siega lat siedemdzie-
sigtych, natomiast gtéwny rozw6j miat miejsce w latach 80-90. ubiegtego wieku.
W celu uzyskania ciagtych linii komdrkowych wykorzystano réznicowanie komérek
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ztodliwych nowotwordw jelita grubego w komorki zblizone morfologicznie i fizjolo-
gicznie do prawidtowych enterocytéw pod wptywem czynnikdw indukujacych rozni-
cowanie, jak maslan sodu, dimetylosulfotlenek lub galaktoza (3-7). Réznicowanie
komorek nowotworowych moze takze zachodzi¢ samorzutnie w dtugotrwatych ho-
dowlach (7). Komorki pobrane z guzdw jelit moga sie przeksztatca¢ do form o mor-
fologii identycznej z enterocytami. Posiadajg one dobrze wyksztatcony rabek szczo-
teczkowy oraz produkuja takie enzymy, jak alkaliczna fosfataza, sacharaza i amino-
peptydaza (8,9). Nalezy podkresli¢, ze wszystkie aktualnie stosowane linie komor-
kowe nabtonka jelitowego wywodzace sie z gruczolakorakow jelita grubego (adeno-
carcinoma). Zaliczane sg one pod wzgledem bezpieczenstwa biologicznego do klasy
Il i wymagajg odpowiednich procedur przy ich hodowli i przechowywaniu oraz od-
powiednio wyposazonych laboratoriéw, m. in. w komory laminarne kl. 11

W liniach komorkowych nabtonka jelitowego szybka proliferacja nastepuje po
krétkim, dwudobowym okresie fazy spoczynkowej i, przy inoculum na poziomie
10" komdrek/cm” butelki, uzyskuje sie po tygodniu petne pokrycie powierzchni bu-
telki hodowlanej, za$ miedzy pierwszym a drugim tygodniem kultura wchodzi w sta-
cjonarng faze wzrostu. Przy odpowiednio czestych wymianach pozywki mozna utrzy-
mac kulture enterocytdéw przez miesigc. Pod koniec hodowli monowarstwa komor-
kowa odczepia sie od podtoza gtéwnie przy krawedziach zajmowanej powierzchni.

Pierwszy etap tworzenia rgbka szczoteczkowego polega na uformowaniu mono-
warstwy spolaryzowanych komérek, miedzy ktdrymi tworza sie miedzykomorkowe
potaczenia. Réwnolegle tworza sie zageszczenia komorek, ktére pokrywajg sie mi-
krokosmkami. Te ostatnie zawierajg filamenty zbudowane z biatka aktyny (10).
U komorek enterocytopodobnych (np. linia Caco-2) mikrokosmki wystepuja w dwoch
postaciach morfologicznych: potowa komdrek ma kosmki roztozone réwnomiernie
w formie kobierca, natomiast druga potowa pokryta jest zbitkami kosmkéw ukta-
dajacych sie w formy przypominajgce kwiaty, w ktérych poszczegdlne kosmki, jak
sie wydaje, tacza sie w ich gornej czesci (7). W pierwszym okresie, w czasie pokry-
wania danej powierzchni przez kulture enterocytéw tworzone sg kopulaste zagesz-
czenia komérek siegajace nawet ponad 100 jednostek na kazdy cm”, a w pozZniej-
szych stadiach kultury zmniejszajace swa liczebno$¢ do potowy. Kopulastych za-
geszczen nie spotyka sie natomiast w kulturach, w ktérych obok enterocytéw znaj-
dujg sie komorki kubkowe, np. w linii HT-29. Komorki tej linii nie tworzg takze cha-
rakterystycznych kosmkdéw. Przypuszcza sig, ze wyjatkowa zdolno$¢ linii Caco-2 do
tworzenia rabka szczoteczkowego wigze sie z podobienstwem tych komérek nowo-
tworowych do komorek ptodowych. Diugotrwate prowadzenie kultur nabtonko-
wych ma réwniez swoje ograniczenia. W miare postepujacych pasazy hodowane ko-
morki coraz bardziej odbiegaja od wyjsciowego fenotypu. Widoczne sg duze zmia-
ny w morfologii i biochemii tych komorek.

Linie komorkowe wyprowadza sie réwniez z eksplantéw prawidtowych tkanek
pobranych z organizmu cztowieka. Wycinki jelit poddaje sie procesowi niszczenia
struktury tkankowej badz mechanicznie przez delikatng homogenizacje, badzZ enzy-
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matycznie przez hydrolize za pomoca trypsyny. Po oddzieleniu pojedynczych komé-
rek od resztek tkanki dodaje sie antybiotyki w celu zapobiezenia zakazeniom ho-
dowli. Pierwsze kolonie komérek tworza tzw. kulture pierwotng w formie warstwy
komérek przyczepionych do $cian naczynia hodowlanego. Kultura pierwotna prze-
ksztatca sie w kulture diploidalng po 2-3 pasazach na $wiezej pozywce. Charaktery-
zuje sie ona tym, ze ponad 75% komorek posiada identyczny kariotyp z komorkami
tego gatunku, z ktdérego sie wywodzga. Jednoczesnie komérki takie posiadaja diplo-
idalng liczbe chromosomoéw. Taka forma komorek jest uwazana za normalng. W ko-
lejnych pasazach linia diploidalna wykazuje staty, rdwnomierny wzrost. W pierw-
szych pasazach komdrki diploidalne zachowujg swoja pierwotng, nabtonkowa mor-
fologie, jednak po kolejnych pasazach tracag zdolno$¢ przyczepiania sie do powierzch-
ni, a ich wzrost jest hamowany przy duzych gestosciach komérek. Zwykle po kolej-
nych 50 generacjach (liczba Hayflicka) komorki diploidalne samoistnie ging lub ule-
gaja transformaciji nowotworowej i przeksztatcajg sie w kulture ciggty. Charaktery-
styczng cecha linii ciggtych (ustalonych) jest zdolno$¢ do nieustannego rozmnazania
sie w kolejnych pasazach. Za ustalong linie przyjmuje sie taka, kt6ra pasazowano
powyzej 70 razy. Nalezy podkresli¢, ze linie komorkowe stosowane w laboratoriach
majg charakterystyke zalezng od liczby pasazy. Zwykle linie pozyskane z renomowa-
nych kolekcji sg sprzedawane po 20-40 pasazach, jednak w badaniach stosowane sg
nawet takie linie, ktérych liczba pasazy znacznie przekracza 100. Do najbardziej
znanych linii ciggtych ludzkiego nabtonka jelitowego nalezg Caco-2 i HT-29 (tab.).

Tabela
Charaktet7styka linii ludzkich komérek nabtonkowych jelit
Nazwa
Iirz1‘il\il Pochodzenie Charakterystyka Kolekcja
! 2 3 4
Caco-2  gruczolakorak jelita grubego Wzrost adherentny. Dobrze zréznicowana. Wykorzy- ATCC (USA)
72-letniego mezczyzny stywana do badania adhezji bakterii jelitowych, trans- DSMZ (Niemcy)

portu transmembranowego, studiéw nad inwazjg pa- LGC (W. Brytania)
togenéw bakteryjnych

HT-29  gruczolakorak jelita grubego Wzrost adherentny. Nie tworzg rabka szczoteczkowe- ATCC (USA)

44-letniej kobiety go. Sktadnik sekrecyjny, antygen karcino-embriono- DSMZ (Niemcy)
wy. Wytwarzajg $luz jelitowy. Wykorzystywane gtéwnie
do badania adhezji bakterii jelitowych oraz mniej do
badania transportu

T84 gruczolakorak (adenocarcinoma) Morfologia podobna do komodrek krypt jelitowych. ATCC (USA)
Wizrost adherentny, 2-3 warstwowy, tworzg rabek
szczoteczkowy. Wykorzystywana do badania adhezji
biatek pokarmowych

MDCK  nabtonek psich nerek Wozrost adherentny. Niska ekspresja systemu wydalni- ATCC (USA)
czego. Systemy ekspresyjne dia biatek transporto- ECACC
wych. Stosowana do badania transportu lekow
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2 3 4

IEC-18 nabtonek jelita szczura, pochodzacy Wzrost adherentny. Stosowana szczegélnie do bada- ATCC (USA)
z krypt jelitowych nia transportu pasywnego substancji hydrofilowych.
Mniejsze zageszczenie komérek w monowarstwie.
Lepsza przepuszczalno$¢ niz Caco-2

2/4/Al  nabtonek jelita ptodu szczura Wozrost adherentny. Mniejsze zageszczenie komérek brak depozytu
w monowarstwie. Najlepiej imituje przepuszczalno$¢
jelita cztowieka

2.1. Caco-2

Od lat dziewiecdziesigtych XX w. najczesciej stosowang linig komérkowg w ba-
daniach nad transportem transnabtonkowym jest Caco-2. Zostata ona wyizolowana
z guza nowotworowego jelita grubego 72-letniego mezczyzny rasy kaukaskiej, jest
to ustalona linia gruczolakoraka jelita grubego. Wykazuje ona zdolno$¢ do wzrostu
adherentnego na powierzchniach statych i na mikroporowatych membranach.
W czasie hodowli przechodzi proces spontanicznego réznicowania sie. Po 2-3 tygo-
dniach hodowli tworzy monowarstwe wysoko spolaryzowanych komorek, o budo-
wie typowej dla enterocytéw, z jadrem umiejscowionym w czesci podstawnej, licz-
nymi mitochondriami i rgbkiem szczoteczkowym w czesci szczytowej. Dzieki tej bu-
dowie jest uzywana jako modelowa linia enterocytéw w kulturach in vitro. Komorki
Caco-2 wytwarzajg enzymy disacharydazy, peptydazy, izoenzymy CYP450, transfera-
ze-S-glutationowa, sulfotransferaze i glukuronidaze oraz biatka transportowe, wy-
twarzane przez komorki absorbujace nabtonka, biorgce udziat w transporcie cu-
kréw, aminokwasow, peptydéw i witamin. Wytwarza takze P-glikoproteine oraz
biatka opornosci wielolekowej, zwigzane z transportem lekdw. Ponadto komorki tej
linii produkujg na swej powierzchni od strony apikalnej niewielkie ilosci $luzu jeli-
towego. Linia ta jest przechowywana w amerykanskiej kolekcji ATCC-American Type
Culture Collection (http://www.atcc.org) pod numerem katalogowym HTB-37, w ko-
lekcji niemieckiej DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren GmbH, Braunschweig (http://www.dsmz.de) pod numerem: ACC, 169 oraz w ko-
lekcji europejskiej European Collection of Cell Cultures (ECACC) (http://www.ecacc.org)
pod numerem katalogowym 86010202. Z uwagi na swoje podobienstwo morfolo-
giczne i funkcjonalne jest uwazana za odpowiednik enterocytow jelita cienkiego
in vivo, stad jest gtéwng linig komoérkowg stosowang w badaniach biodostepnosci.
W zasadzie przyjmuje sie, ze do badar nad transportem transnabtonkowym stosuje
sie kultury 21-dniowe, ktére wykazujg petne zréznicowanie i petne pokrycie (konflu-
encje) powierzchni. Warto jednak podkresli¢, ze w literaturze mozna znalez¢ opisy kul-
tur o przyspieszonym wzroscie, nawet ponizej ! tygodnia (http://www.bd.com/labware)
(11-13).
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2.2. HT-29

Linia HT-29 zostata wyizolowana z gruczolakoraka jelita grubego 44-letnieJ ko-
biety. Mozna jg pozyskac z kolekcji ATCC (linia HBT-38) oraz DSMZ (linia ACC 299).
W kulturach in vitro wykazuje morfologie typowag dla komérek nabtonkowych, jed-
nak nie réznicuje sie do form tworzacych rabek szczoteczkowy. Duzg cze$¢ popu-
lacji komérek HT-29 stanowig komorki kubkowe, stad linia ta tworzy duze ilosci
$luzu jelitowego. Szczeg6lnie intensywng produkcjg $luzu odznacza sie mutant
HT-29 MTX. W ultrastrukturze komorkowej tej linii mozna wyrédzni¢ mikrokosmeki,
mikrofilamenty, mitochondria zawierajace ciemne granulacje, siateczke $rédpla-
zmatyczng z wolnymi rybosomami, krople ttuszczu i duzg liczbe lizosomow. Z u-
wagi na cechy morfologiczne i funkcjonalne linia ta moze by¢ uznana jako repre-
zentatywng dla nabtonka jelita grubego. Komdrki HT-29 wytwarzajg receptor dla
urokinazy i witaminy D, lecz nie majg receptora dla aktywatora plazminogenu. Za-
wierajg mutacje w genomie liczne onkogeny, jak MYC*, RAS'®, MTB+, FOS+ oraz
p53"*. W genie p53 stwierdzono mutacje G — A, co spowodowalo zamiane
w biatku argininy na histamine. Stwierdzono takze nadprodukcje antygenu p53. Li-
nia HT-29 posiada szereg izoenzyméw: Me-2,1; PGM3, 1-2; PGMI, 1-2; ES-D, I,
AK-1,1; GLO-1, 1-2 i G6PD, B (http://www.atcc.org), i wykazuje wrazliwos$¢ na wiru-
sy HIV i LAV.

2.3. MDCK i LLC PRI

Linie te zostaty wyizolowane z nabtonka psich nerek i odznaczajg sie niskg eks-
presja systemu wydalniczego, szczeg6lnie niskg endogenng ekspresjg biatek trans-
porterowych. Umozliwia to selekcje komorek produkujacych transportery ABC. Li-
nia ta jest wykorzystywana do badania transportu lekow.

2.4. |IEC-18

Linia IEC-18 jest linig nabtonkows, ktéra zostata wyprowadzona z krypt jelita
cienkiego szczura. W poréwnaniu z linig Caco-2 charakteryzuje sie stabszym zrézni-
cowaniem i luZzniejsza strukturg monowarstwy komdérkowej. Posiada znacznie
mniejszg warto$¢ transmembranowej opornosci elektrycznej (TEER, ang. transepithe-
lial electic resistance), przy czym TEER dla IEC-18 jest bardzo zblizony do TEER jelita
cienkiego szczura. Rosnie bardzo dobrze na porowatych membranach poliweglano-
wych (Mostar) w pozywce DMEM z 5% dodatkiem plodowej surowicy bydlecej, jest
bardzo dobrym modelem do badania transportu pasywnego substancji hydrofilo-
wych przez przestrzenie miedzykomaérkowe. Posiada takze mechanizmy dla trans-
portu aktywnego oraz system wydzielania zwigzany z glikoproteing P-gp oraz z ro-
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dzing biatek opornosci wielolekowej. Odznacza sie szybszym transportem znakowa-
nego mannitolu i PEG-4000 niz Caco-2.

2.5. 2/4/Al

Linia 2/4/Al, wyizolowana z jelit ptodu szczura, najlepiej z wszystkich linii ko-
morkowych imituje przepuszczalno$¢ ludzkiego nabtonka jelitowego, szczegdlnie
w zakresie trzykomdrkowego transportu pasywnego. Ma ona znacznie luzniejszg
strukture monowarstwy niz linia Caco-2. Maksymalna warto$¢ TEER, jaka osiaga doj-
rzata kultura, nie przekracza 50 Qcm”, a zatem pieciokrotnie mniej niz dla Caco-2.
Posiada ona typowa morfologie enterocytéw, z rgbkiem szczoteczkowym produ-
kujacym enzymy membranowe. Srednica por w monowarstwie komadrkowej wynosi
ok. 9 A, a zatem podobnie jak to ma miejsce u cztowieka. Szybkos¢ transportu man-
nitolu i kreatyniny jest identyczna jak w jelicie czczym czitowieka i okoto 300 razy
wieksza niz dla Caco-2.

3. Metody hodowli

Wszystkie linie nabtonkowe sg kulturami przyczepno-zaleznymi. Oznacza to, ze
ich wzrost odbywa sie na powierzchni ciatl statych, co wymaga stosowania odpo-
wiednich naczyn hodowlanych. Najczesciej wykorzystuje sie do tego celu ptaskie
butelki plastikowe (T-butelki) lub ptytki wielodotkowe. Do hodowli linii Caco-2 sto-
sowana jest minimalna pozywka Eagle’a w modyfikacji Dulbecco, z dodatkiem nie-
egzogennych aminokwaséw (MEM) i \0% ptodowej surowicy cielecej (14). Pozywka
ta zawiera czterokrotnie podwyzszong zawarto$¢ aminokwasow i witamin oraz wy-
sokie stezenie glukozy siegajace 4,5 g/L. W celu zabezpieczenia kultury przed zaka-
zeniem mikrobiologicznym dodawane sg antybiotyki (np. 0,1 mg/ml streptomycyny,
100 jednostek penicyliny). Dla hodowli komoérek HT-29 stosowana jest najczesciej
pozywka McCoy’a 5A (90%) i ptodowa surowica bydleca (10%). Nalezy pamietac, ze
do przygotowania wszystkich pozywek stosowanych w kulturach komoérkowych sto-
suje sie wylgcznie ultraczystg wode.

W ostatnich latach zostaly podjete préby zastosowania pozywek bezsurowi-
czych. Wiaze sie to z prébami obnizenia ceny pozywek, ktére stanowia wiekszos$¢
ogdlnych kosztéw hodowli, jedng z takich pozywek dostepnych komercyjnie jest
pozywka Ultroser C, IBF. Zwykle surowica jest zastepowana przez mieszaning hy-
drokortizonu, transferryny, insuliny, etanoloaminy, selenitu i innych aktywnych
skadnikow.

Hodowle komdrek nablonkowych przeprowadza sie w temperaturze 37°C w spe-
cjalnych inkubatorach z regulowang atmosferg gazéw tak, aby zawieraty one 5%
CO2, co imituje stezenie tego gazu we krwi. Inkubatory te sg podtgczone do butli
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z dwutlenkiem wegla. We wnetrzu komory inkubacyjnej utrzymywana jest wilgot-
no$¢ >95%, co zabezpiecza kultury przed wysychaniem. W nowoczesnych inkubato-
rach zainstalowane sg systemy autosterylizacji. Osiaga sie to badZ przez podgrzanie
wnetrza komory do ponad 90°C, badz przez zainstalowanie lampy UV sterylizujacej
cyrkulujace powietrze. Dodatkowym zabezpieczeniem jest wykonanie komory inku-
bacyjnej z blachy miedzianej. Praca z otwartymi naczyniami hodowlanymi powinna
byé prowadzona w komorach laminarnych z nawiewem pionowym, wyposazonych
w filtry HEPA. Komory powinny spetnia¢ wymogi bezpieczenstwa klasy 1. Do pipe-
towania ptyndw zawierajgcych kulture komorkowa nalezy stosowac pipety automa-
tyczne. Bezwzglednie nalezy unika¢ bezposredniego kontaktu z kultura.

Powaznym zagrozeniem kultur komorkowych sg mykoplazmy. Stanowig one
bezposrednie zagrozenie dla badacza. Z tego powodu kultury komérkowe i stoso-
wane do ich hodowli surowice powinny hy¢ systematycznie badane na obecnos¢
mykoplazm. Dodatkowym zabezpieczeniem powinno by¢ stosowanie surowic nie
zawierajacych czynnika wywotujgcego gabczastej encefalopatii bydia (BSE) i choro-
botwérczych wiruséw (specjalne atesty).

W celu pomiaru liczebnosci komérek i ich zywotnosci, konieczne jest odklejenie
monowarstwy od powierzchni hodowlanej oraz rozerwanie wzajemnych potgczen
miedzy komdrkami. W tym celu przeprowadza sie trypsynizacje. Polega ona na zla-
niu znad powierzchni monowarstwy zuzytej pozywki oraz wprowadzenie roztworu
trypsyny i kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA). Oba te sktadniki sg rozpusz-
czone w roztworze soli buforowanych buforem fosforowym (PBS, ang. phospha-
te-buffered saline). Pod wplywem proteazy nastepuje rozpuszczenie kolagenu i uwol-
nienie pojedynczych komorek.

Opracowanie metod kultur in vitro przyniosto wiele korzysci: mozliwe byto bar-
dziej szczegotowe badanie metabolizmu komoérkowego w warunkach kontrolowa-
nych, uzyskano szanse prowadzenia badan na tkankach ludzkich w $cisle kontrolo-
wanych warunkach bez zwierzat doswiadczalnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze ba-
dania kultur in vitro majg istotne wady. W miare postepujacych pasazy hodowane
komérki coraz bardziej odbiegajg od wyjsciowego fenotypu. Widoczne sg duze
zmiany w morfologii i biochemii tych komdrek.

4. Oznaczanie biodostepnosci

llosciowe oznaczanie biodostepnosci jest bardzo trudne. Wymaga ono w pierw-
szym rzedzie skutecznych metod ekstrakcji okreslonych sktadnikéw z matrycy w ce-
lu okreslenia ich zawarto$ci. Na wynik analizy ma duzy wptyw rodzaj uzytego roz-
puszczalnika. Do najczesciej stosowanych rozpuszczalnikéw nalezg bufory, roztwo-
ry kwasow organicznych i nieorganicznych, roztwory alkoholi, DMSO, aceton oraz
inne rozpuszczalniki. W warunkach naturalnych w jelicie cztowieka podstawowym
rozpuszczalnikiem jest woda wraz z rozpuszczonymi w niej solami nieorganiczny-
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mi, solami kwasow zétciowych i innymi zwigzkami chemicznymi, ktérych rodzaj
i stezenie zmienia sie dynamicznie w miare trawienia pokarmu. Badanie biodostep-
nosci poszczegoélnych sktadnikéw tylko w oparciu na ich rozpuszczalno$ci w ,,niefi-
zjologicznych” rozpuszczalnikach jest obarczona duzym bledem i wykazuje stabg
korelacje z pomiarami in vivo. Nalezy pamietac, ze ptyny jelitowe nie zawierajg roz-
puszczalnikdéw organicznych oraz majg okreslone pH, co determinuje rozpuszczal-
nos$¢ sktadnika. Stad istnieje duze zapotrzebowanie na szybkie, tatwe do standary-
zacji i tanie metody oznaczania biodostepnosci w warunkach in vitro, tym bardziej,
ze szczegblnie w odniesieniu do badania zywnosci, nie mozna przeprowadzic¢
wszystkich niezbednych testéw na zwierzetach doswiadczalnych i ludziach.

W literaturze naukowej mozna spotka¢ wiele publikacji, w ktérych opisano biodo-
stepnosc¢ sktadnikow zywnosci i lekdw podawanych per os. Tymczasem tylko niektore leki
i witaminy sg podawane w czystej formie. Cata zywnos$¢ w codziennej diecie jest wprowa-
dzana do przewodu pokarmowego w formie matrycy organicznej, o ztozonym skfadzie
chemicznym. Uwalnianie poszczegdlnych sktadnikéw z matrycy zalezy od takich czynni-
kéw, jak pH w poszczegblnych odcinkach przewodu pokarmowego, obecnos$¢ enzyméw
trawiennych i kwasow zdtciowych oraz mikroflory jelitowej. Wszystkie wymienione czyn-
niki maja decydujacy wptyw na uwalnianie sktadnikéw pokarmowych i ich dyfuzje do
ptynéw jelitowych, oraz na ich wchianianie przez Sciany jelit do organizmu.

W praktyce nie ma mozliwosci bezposredniego pomiaru stezenia danego sktad-
nika in vivo w réznych odcinkach jelit w okreslonej sekwencji czasowej, gdyz miej-
sca te sg praktycznie niedostepne dla badacza. Pozostaje pomiar wybranych punk-
tow koncowych, jak stezenie skfadnika w moczu, kale i krwi. Mozliwe tez jest wy-
branie pomiaréw, ktore zwigzane sg z procesami wchtaniania tylko posrednio, jak
np. zmiany masy ciata. Podobne ograniczenia wystepujg w badaniach na zwierze-
tach, cho¢ w tym przypadku mozliwe jest uSmiercenie zwierzecia i szybkie zmierze-
nie koncentracji sktadnika w tresci jelit i w ptynach ustrojowych. Tego typu ograni-
czenia nie wystepujg w badaniach modelowych in vitro. W tym przypadku mozliwy
jest doktadny pomiar w dowolnie wybranym czasie, a zatem istnieje mozliwos¢
znacznie doktadniejszego okres$lania biodostepnosci i badania tego procesu w ukla-
dzie dynamicznym. System Klasyfikacji Biofarmaceutycznej zaliczyt model komdrek
nabtonkowych Caco-2 in vitro do standardowych metod okreslania biodostepnosci
lekéw, w tym do okreslania bioréwnowaznosci lekéw (17).

Przed przystgpieniem do wihasciwych badan transportowych nalezy stwierdzic,
czy badana substancja nie wykazuje toksycznego dziatania na kulture enterocytow
in vitro oraz czy nie powoduje odklejenia monowarstwy enterocytéw od podtoza
statego. W tym celu przeprowadza sie badania toksykologiczne, okreSlajac przezy-
walno$¢ komorek w obecnosci danej substancji (np. test z bromkiem etydyny i oran-
zem akrydyny), integralnos$¢ btony cytoplazmatycznej (test z barwnikierp btekitu try-
panowego - trypan blue), aktywnos¢ mitochondriow (test MTT polegajacy na re-
dukcji bromku 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-dofenylotetrazolowego do purpurowe-
go formazanu) i inne parametry komorek.
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Rys. 1. Schemat naczynka hodowlanego z monowarstwag enterocytéw na powierzchni porowatej
membrany. A - komora apikalna. B - komora podstawna (basolateralna). C - pozywka. D - wkiadka
z membrana.

W przypadku stosowania T-butelek w badaniach nad cytotoksycznoscig spraw-
dza sie wizualnie sp6jnos¢ monowarstwy pod mikroskopem odwréconym obser-
wujac dno T-butelki pokryte komoérkami lub stosujac mikroskop fluoroscencyjny
oraz markery fluorescencyjne wybarwiajace jadra, biatko taczace komorki ZO-1
(czerwien streptavidin-Texas) lub aktyne (rodamina). Kultury w T-butelkach nie na-
dajg sie jednak do badania transportu transmembranowego.

W badaniach nad transportem transnablonkowym stosuje sie specjalne naczynia
hodowlane zbudowane w formie zamknietego, dwukomorowego pojemnika. Mig-
dzy gorng a dolng komorg umieszczona jest poziomo porowata membrana, na kto-
rej rozwija sie kultura komorek nabtonkowych (rys. 1). Zaréwno gérna (apikalna) ko-
mora, jak i dolna (podstawna; basolateralna) wypetnione sg pozywka hodowlana.
Potprzepuszczalne membrany stosowane jako nosnik do wzrostu przyczepno-zalez-
nych komorek sg wykonane z porowatych poliweglanéw, pochodnych celulozy, po-
listyrenu lub innych tworzyw sztucznych. W wielu przypadkach powierzchnie poli-
meréw pokrywa sie naturalnymi polimerami organicznymi, np. kolagenem 1, il i IV,
fibronektyng lub laminaryng. Najbardziej znanymi dostawcami naczyh hodowlanych
i membran sg firmy Corning Mostar, Millipore, NUNC i Beton Dickinson. Najpopular-
niejszymi naczyniami tego typu sa wielodotkowe ptytki Transwell firmy Costar oraz
Millicell firmy Millipore o porowato$ci membran 0,4 pm. Naczynka hodowlane, tzw.
dotki, majag $rednice 12-24 mm, a objeto$¢ pozywki nad i pod membrang wynosi
0,5-3 ml.

Dla zapoczatkowania wzrostu enterocytéw powierzchnie membrany umieszczo-
nej w naczyniu hodowlanym inokuluje sie komdrkami enterocytow o ilosci
1 A5x10~ em” i hoduje w pozywce DMEM, ktdra znajduje sie po obu stronach mem-
brany. Pozywka ta ma zwykle pH 7,4, cho¢ niektérzy badacze stosujg gradient pH,
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regulujac jego wartos¢ po stronie apikalnej na 6,5, a po stronie podstawnej na 7,4,
co lepiej symuluje warunki in vivo. Naczynie hodowlane umieszcza sie na wytrzasar-
ce dla réwnomiernego wymieszania pozywek w obu komorach naczynia hodowla-
nego.

Przy pomiarze szybkosci transportu transnablonkowego podstawowg role od-
grywa spojnos¢ monowarstwy. jakiekolwiek uszkodzenia i nieszczelnosci powodujg
»przeciek” miedzy czescig apikalng a podstawng i tym samym uniemozliwiajg pra-
widtowy pomiar transportu danej substancji, Do zagadnienia tego przyktada sie bar-
dzo duza wage i szczelno$¢ monowarstwy komdrek nabtonkowych jest badana
przed i po kazdym eksperymencie. Ocene spéjnosci monowarstwy komdrkowej
przeprowadza si¢ na podstawie pomiarow:

- zmian transmembranowej opornosci elektrycznej (TEER) pozywki miedzy ko-
morg nad membrang i pod membrang za pomoca specjalnej mikroelektrody (Milli-
cell ERS firmy Millipore lub EVOM firmy WPI),

- szybkosci transportu znakowanych radioaktywnie, niskoczasteczkowych, hy-
drofilnych substancji markerowych, jak lub “H-mannitol, ™/C-inulina, M*C-glikol
polietylenowy i "H-dextran, przez warstwe enterocytow.

Wartos¢ TEER wynosi zwykle powyzej 250 Dem?, jednak warto$é ta jest cechg
charakterystyczng dla danej linii komoérkowej. Wedtug Delie i Rubas (18) wartos¢
TEER dla komoérek nabtonka jelitowego moze wahac¢ sie od 62 do 1290 Qcm”, Cieka-
wych danych dostarczyty badania Walter i Kissel (19), w ktorych stosowano trzy r6z-
ne linie Caco-2, rdznigce sie miejscem, z ktdrego je pozyskano, liczbg pasazy oraz
nosnikiem, na ktorym byty hodowane. Wykazano, ze te same komdrki Caco-2 moga
wykazywac znaczgce roznice we wiasciwosciach, takich jak warto$¢ TEER, przepusz-
czalno$¢, kinetyka wzrostu, przezywalno$¢ i morfologia. Duzy wptyw na wartos¢
TEER ma takze liczba pasazy danej linii komorkowej. Przyktadowo TEER dla pasa-
26w 30-40 dla Caco-2 wynosi ok, 350 Qcm”, natomiast dla pasazéw 90-105 wynosi
200-250 Qcm” (2), TEER zalezy takze od temperatury i mozna dostrzec wyrazne
zmiany po przejsciu od temp, 37°C do temperatury pokojowej, Hildago i in, (8) ba-
dali transnabtonkowg oporno$¢ elektryczng membran pokrytych kolagenem i bez
kolagenu. Stwierdzili oni, ze wartos¢ opornosci w poprzek membrany poliweglano-
wej pokrytej kolagenem wynosi 30-60 Q, natomiast bez kolagenu 5-10 Q, co $wiad-
czy o matej opornosci warstwy kolagenowej.

Bardzo skutecznym sprawdzianem szczelno$ci monowarstwy i jej wiasciwosci
transportowych jest test ze znakowanym ’"~C-mannitolem, jako substancja hydrofi-
lowa nie przechodzi on przez fosfolipidowe btony komérkowe, lecz wytgcznie przez
potaczenia miedzykomdrkowe, jest to typowy przyktad transportu pasywnego, je-
zeli polaczenia miedzykomorkowe sa nieszczelne obserwuje sie szybki transport
mannitolu, W miare coraz lepszego pokrycia membrany komérkami szybkos¢ trans-
portu mannitolu wyraznie maleje. Przy dobrze uformowanej monowarstwie jego
transfer powinien wynosi¢ ok, 1-*-2 x 10" cm/s, Hildago i in, (8) badali transfer
z6kcieni lucyferazowej i inuliny. Autorzy ci stwierdzili, ze zmniejszenie transferu
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tych zwigzkéw miedzy pierwszym a dziesigtym dniem wyniosto odpowiednio 160
i 340 razy. Dane te $wiadcza o postepujacej integracji monowarstwy wynikajacej
Z zageszczenia i wzajemnych powigzan miedzy komdrkami enterocytow.

Do badania szczelnosci monowarstwy mozna takze wykorzysta¢ metody posred-
nie, np. mikroskopie fluorescencyjna. W tym przypadku komorki wybarwia sie mar-
kerem barwigcym jadra komoérkowe lub aktyne. Najczesciej stosowany jest preparat
faloidyny znakowany rodamina.

Stwierdzenie jakiejkolwiek nieszczelnosci eliminuje w praktyce dang kulture
z dalszych badan. Obowiazuje zasada, ze monowarstwa powinna by¢ spdjna bezpo-
Srednio przed wykonaniem eksperymentu transportowego oraz po jego zakoncze-
niu, stad pomiar TEER powinien by¢ wykonany co najmniej dwukrotnie: przed i po
pomiarze transportu (biodostepnosci), badz monitorowany w sposob ciagty. Po osiag-
nieciu petnej konfluencji przystepuje sie do whasciwych eksperymentéw transporto-
wych. W tym celu usuwa sie zuzytg pozywke hodowlana znad monowarstwy komor-
kowej i wprowadza w jej miejsce badang substancje rozpuszczong w zréwnowa-
zonym roztworze soli Hanka (HBSS, ang. Hank's Balanced Salt Solution; firmy Life
Technologies). Wijej sktad wchodzi mieszanina soli Hanka bez czerwieni fenolowej,
diweglan sodowy (Na2Co3) oraz bufor HEPES (10 mM; pH = 7,4; Sigma), jest to ty-
powe medium do badan nad transportem transnablonkowym z uzyciem monowar-
stwy enterocytéw. W ostatnich latach podjeto poszukiwania innych roztwordw sto-
sowanych do nanoszenia na powierzchnie monowarstwy badanych substancji.
Dressman i Reppas (20) zaproponowali nowe medium, w skiad ktérego weszty tau-
rocholan sodowy, lecytyna, kwasny fosforan jednosodowy, NaCl i NaOH (pH 6,5). In-
gels i in. (21) wykazali, ze medium to jest alternatywg dla roztworu Hanka jako
wypetnienie komory podawczej nad membrang pokrytg komérkami nabtonkowymi,
do ktérej wprowadzana jest badana substancja.

Transport badanych substancji przez monowarstwe enterocytéw moze sie odby-
wac przez wnikanie do wnetrza komérek bezposrednio lub za pomocg specjalnych
transporteréw, ktdre uczestnicza w tzw. aktywnym transporcie, wzglednie moze sie
dokonywac przez przestrzenie miedzykomdrkowe w formie transportu pasywnego
(rys. 2). Pewna cze$¢ wchtanianej substancji moze byé zaabsorbowana przez komor-
ki i kumulowana lub metabolizowana w warstwie nabtonkowej, zmniejszajgc tym
samym ilos¢ sktadnika przechodzacego do komory podstawnej.

Dla okreslenia czy dany transport jest aktywny czy pasywny prowadzi sie bada-
nie transportu w dwdch kierunkach A-B i B-A. Przy transporcie pasywnym wartos¢
wspotczynnika przenikalnosci pozornej (zdefiniowanego ponizej) jest niezalezna od
kierunku transportu. Waznych informacji dostarczaja eksperymenty, w ktérym sko-
kowo zwieksza sie stezenie sktadnika w komorze podawczej. W przypadku trans-
portu pasywnego zmiana stezenia nie ma wptywu na warto$¢ wspotczynnika przeni-
katnosci pozornej, podczas gdy w transporcie aktywnym nastepuje wyrazna zmiana
wartosci wspotczynnika po zmianie stezenia sktadnika. Innym sposobem na rozroz-
nienie charakteru transportu jest prowadzenie testu w réznych temperaturach, je-
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Rys. 2. Schemat transportu substancji przez warstwe komérek nabtonkowych in vitro. A - bezpo-
$redni transport transkomoérkowy. B - transport transkomdérkowy za pomoca nos$nika/transportera.
C - transport miedzykomérkowy. D - akumulacja sktadnika wewnatrz komoérki lub ragbka szczotecz-
kowego.

Zeli substancja przenika przez monowarstwe komoérkowa w temperaturze 4°C to
mamy do czynienia z transportem pasywnym, natomiast przenikanie w temperatu-
rze 37°C, przy jednoczesnym braku lub matym przenikaniu przy 4°C, $wiadczy
0 transporcie aktywnym. W tym ostatnim typie transportu biorg udziat biatka trans-
portowe odpowiedzialne za wchtanianie witamin, kwasow zotciowych, aminokwa-
sow, nukleozydéw i di/tripeptydéw. Transport aktywny zalezy wyraznie od tempe-
ratury, stezenia sktadnika i pH buforu transportowego HBSS. Dia potwierdzenia ak-
tywnego charakteru transportu mozna wykorzystywac takze testy opierajace sie na
inhibicji biatek transportowych lub inhibicji ogdélnego metabolizmu komorki (np.
przez dodanie azydku sodu i 2-deoksyglukozy). Badania te majg jednak wady, gdyz
brak jest specyficznych inhibitoréw hamujgcych wylgcznie pojedyncze biatka trans-
porterowe. W ostatnich tatach zintensyfikowano bardzo prace nad P-glikoproteing
(P-gp), petniaca podstawowa role w wydalaniu réznych substancji i wspétdziatajaca
z enzymem P-450 3A5. Aktualnie niektorzy dostawcy oferujg znakowane inhibitory,
przyktadowo glikozylsarkocyne dia transportera peptydéw Pep TI, verampil dla
transportowego biatka P-pg, i dipyridamol dla transportera nukleozyddw. Dostepne
sg tez inhibitory P-gp, np. LY335984. W przypadku stosowania inhibitoréw syste-
mow transportu lub wydalania dodaje sie je do obu komoér - podawczej (np. api-
kalnej) i odbiorczej, do ktdérej badana substancja przechodzi (np. podstawnej).
Podstawowg metodg pomiaru wchtaniania poszczeg6lnych substancji chemicz-
nych jest analiza chromatograficzna (chromatografii gazowej, wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej z detekcjg UV), niekiedy potgczona ze spektrometrig masowa,
niezbedna do identyfikacji pochodnych lub produktéw metabolizmu badanych sub-
stancji. Wazng role spetniajg takze techniki immunochemiczne i znakowanie radio-
aktywne. Szybko$¢ wchianiania ocenia sie na podstawie bilansu materiatowego
transferu substancji przez monowarstwe komoérkowa. W tym celu, w okreslonych
odstepach czasu, zwykle, co 10-30 min, pobiera sie probke z komory, do ktdrej

BIOTECHNOLOGIA 2 (73) 148-165 2006 161



Wiodzimierz Grajek, Anna Olejnik, Katarzyna Staniaszek

przemieszcza sie substancja i poddaje analizie. Warto pamietaé, ze sktadniki hydro-
filne wchianiane sg znacznie szybciej niz hydrofobowe, co powinno by¢ uwzglednio-
ne przy wyznaczaniu czestotliwosci pobierania prébek. W komorze, z ktérej pobra-
no prébke uzupetnia sie ptyn przez dodanie takiej samej objetosci $wiezego, ogrza-
nego roztworu HBSS.

Analiza ilosciowa moze by¢ utrudniona przez mate stezenia dyfundujacych sktad-
nikéw, szczegodlnie przy badaniu mikrosktadnikow zywnosci lub niektérych lekéw
podawanych w niskich stezeniach. Zadanie to jest czesto tym bardziej skompliko-
wane, ze wiele sktadnikéw, np. zwigzki mineralne, jest wchtaniane w formie zwigza-
nej z innymi sktadnikami, co maskuje ich bezposrednig obecnos¢ w roztworze.

Do charakterystyki procesu wchtaniania w modelach monowarstwy nabtonka je-
litowego wykorzystuje sie najczesciej okreslenie kinetyki transferu sktadnika w cig-
gu 120-360 minut i na tej podstawie oblicza wspotczynnik przepuszczalnosci pozor-
nej (22):

Pw = V/A Co dC/dt [cm sek’],

gdzie :

V - objeto$¢ pozywki po stronie, do ktoérej sktadnik przechodzi (cm?), A - po-
wierzchnia membrany (cm”®), Cq - poczatkowe stezenie skladnika po stronie, do
ktorej sktadnik wprowadzono (pg/cm”), dC/dt - wzrost stezenia w czasie po stro-
nie odbierajgcej sktadnik (pg sek™).

Wynik oznaczenia podaje sie jako Srednig, z co najmniej szesciu pomiaréw. Rdz-
nice w Pw miedzy kierunkami dyfuzji lub miedzy r6znymi sktadnikami szacuje sie na
podstawie testu t-Studenta przy poziomie istotnosci P< 0,05. Szeroki opis metody-
ki obliczania wspétczynnika przepuszczalnosci pozornej przedstawiaja w swojej
pracy Tavelin i in. (2). W badaniach nad transportem danej substancji uwzglednia sie
zwykle dyfuzje dwukierunkowg - od strony apikalnej do podstawnej (A”B) oraz
od strony podstawnej do apikalnej (B"A).

Jednym z podstawowych zagadnie zwigzanych z badaniem transportu lekow
jest ich staba rozpuszczalno$¢ w fizjologicznych buforach, w tym w HBSS. Ze wzgle-
dow analitycznych, dla lekéw szybko wchtanianych stezenie sktadnika powinno wy-
nosi¢ 0,1-1 mM, natomiast dla lekéw trudno wchianianych - 5-10 mM. Przy takich
stezeniach wykrycie aktywnego skifadnika w buforze nie nastrecza wiekszych trud-
nosci. W przypadku sktadnikéw hydrofobowych konieczne jest ich rozpuszczenie
w rozpuszczalnikach organicznych, zwykle w roztworze DMSO lub w etanolu. Oba
wymienione rozpuszczalniki w wiekszych stezeniach sg jednak toksyczne, stad ste-
zenie DMSO nie powinno przekracza¢ 0,\% (v/v), a etanolu 1% (v/v). Duzg liczbe da-
nych na temat rozpuszczalnikow stosowanych do badania transportu lekow przez
monowarstwe komorek Caco-2 dostarczyli Takahashi i in. (23). Autorzy ci zastoso-
wali 3- i 21-dniowa kulture komorek Caco-2. Wykazali, ze nawet przy matych steze-
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lliach, glikol propylenowy, hydroksypropylo-p-cyklodekstryna i glikol polietylenowy
400 hamujg wzrost 3-dniowej kultury, co wyklucza stosowanie tak mtodej hodowli
w testach nad biodostepnoscia. Uzycie 20% glikolu propylenowego, 5% Tweedu 80,
5%, PEG 400, 5% hydroksypropylo-P-cyklodekstryny i mieszaniny 5% Tweed 80 + 5%
PEG 400 nie miaty wptywu na 21-dniowa kulture komorek Caco-2, ani na wspotczyn-
nik przepuszczalnos$ci pozornej i w zwigzku z czym wszystkie wymienione rozpusz-
czalniki moga by¢ z powodzeniem wykorzystywane do rozpuszczania trudno roz-
puszczalnych w wodzie substancji. Dla sprawdzenia czy dany sktadnik jest toksycz-
ny zaleca sie takze przeprowadzenie badania nad transportem znakowanego manni-
tolu, stosujac pozywke bez dodatku sktadnika i z dodatkiem sktadnika. Tego typu
test jest czulszy niz badanie cytotoksycznosci przy uzyciu testu MTT lub dehydroge-
nazy mleczanowej.

Wazng role odgrywa takze powinowactwo badanej substancji do powierzchni
plastikowych naczyn hodowlanych i porowatej membrany. W praktyce zaleca sie
wprowadzenie dodatkowo 0,1 mM nieznakowanego skfadnika do sktadnika znako-
wanego, aby zrekompensowac straty wynikajace z adsorpcji na powierzchni naczy-
nia. Zakres adsorpcji sktadnika powinien by¢ uprzednio precyzyjnie oznaczony ilo-
Sciowo.

Dla zapewnienia wiasciwych warunkéw pomiaru nalezy takze pamieta¢ o zacho-
waniu odpowiednio duzego gradientu stezen miedzy komora, do ktérej podano lek,
a komorg, do ktorej lek przechodzi. Zwykle stezenie w komorze odbiorczej nie po-
winno byé wieksze niz 10% stezenia wprowadzonego do komory podawczej. Przy
zachowaniu tego warunku wykres wartosci wspotczynnika przenikalnosci pozornej
w funkcji czasu jest liniowy. Od tej zaleznosci moga by¢ jednak odstepstwa wyni-
kajace z wolniejszego lub szybszego transferu sktadnika w pierwszym okresie bada-
nia, wzglednie wskutek zmniejszenia integralnosci monowarstwy i zwiekszenia jej
przepuszczalnosSci w miare uptywu czasu.

5. Ograniczenia i wady modelu in vitro

Model komorek Caco-2, mimo powszechnego stosowania, ma szereg istotnych
wad (24). Linie komoérkowe nabtonka jelitowego zostaty wprowadzone gtéwnie jako
model do badania transportu pasywnego lekéw. Znacznie mniejsza ekspresja ge-
now dla biatek transportowych w komérkach Caco-2, w poréwnaniu z prawidtowym
nabtonkiem jelitowym, powoduje, ze przy badaniu transportu aktywnego wyniki
znacznie odbiegajg od rezultatéw uzyskanych w badaniach in vivo. Dodatkowym
utrudnieniem jest zmienna ekspresja biatek transportowych, ktére komorki Caco-2
normalnie produkuja.

Monowarstwa Caco-2 odznacza sie¢ takze znacznie wiekszym zageszczeniem
w poréwnaniu z nabtonkiem in vivo. Gesto$¢ monowarstwy jest przy tym cecha klo-
nalng, to znaczy jest r6zna w kulturach wyprowadzonych z poszczeg6lnych komo-
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rek nalezacych do tej samej linii Caco-2. Rdznice miedzy przepuszczalno$cig manni-
tolu miedzy poszczegdlnymi kulturami Caco-2, w zaleznosci od ich pochodzenia,
moga by¢ nawet 100-krotne. Réznice w zageszczeniu monowarstwy znajduja swoje
odbicie w warto$ciach TEER, ktore moga sie rézni¢ nawet 20-krotnie miedzy labora-
toriami.

Artursson i in. (25) w swoich badaniach wykazali, ze transport czastek przez war-
stwe Caco-2 jest 20-krotnie mniejszy niz przez jelito grube i okoto 100-krotnie
mniejszy niz przez ludzkie jelito cienkie. Nie przedstawiono, jak dotad, zadnej kul-
tury Caco-2, ktéra miatby wieksza przepuszczalno$¢ transmembranowa. RoOznice
w przepuszczalnosci miedzy monowarstwg Caco-2 a normalnym nabtonkiem jelito-
wym majg wiele przyczyn. Kultura in vitro nie podlega kontroli centralnego systemu
nerwowego, nie ma normalnego ukrwienia, nie jest pokryta odpowiednio grubg
warstwg mucyny i nie ma pofaldowan pionowych typu kosmki-krypty. Znacznie luz-
niejsza strukture maja obszary pokryte przez komorki kubkowe. Tego typu komor-
ki, obok walcowatych enterocytdw, posiada linia HT-29. Niestety brak jest, jak do-
tad, linii skfadajacych sie z samych komorek kubkowych.

Kolejng wadg modeli komérkowych jest ich niepetny metabolizm w poréwnaniu
zZ enterocytami in vivo. Szczego6lnie istotng réznica jest znacznie stabsza ekspresja
cytochromu P450, waznego enzymu oksydacyjnego. Duzym problemem przy niekto-
rych lekach jest ich adsorpcja na powierzchni komérek Caco-2, co utrudnia analize
ilosciowg transportu transnabtonkowego.

W przeprowadzonych szczeg6towych badaniach nad wchianianiem niskoczas-
teczkowych substancji hydrofilowych wykazano duze réznice pomiedzy komérkami
Caco-2 a prawidtowym nabtonkiem jelitowym. Warto$¢ modelu Caco-2 polega gtow-
nie na tym, ze mozna by¢ pewnym, iz substancje o dobrej przepuszczalnosci na mo-
delu in vitro sa na ogdt dobrze wchianiane in vivo. Ponadto jest to model, ktéry po-
zwala na szybkie testowanie ogromnej liczby substancji.

6. Przyszto$¢

jednym z gtéwnych czynnikéw wplywajacych na rozwdj zastosowan kultur na-
btonkowych bedzie skrécenie ich czasu, juz dzisiaj dysponujemy metodami, ktore
pozwalajg na skrocenie czasu hodowli do kilku dni. Oszczedza to czas badaczy, ob-
niza koszty badan i zmniejsza zagrozenie zakazeniami bakteryjnymi i wirusowymi.
Szybko rosnace kultury wymagaja jednak szerokich badan i standaryzacji procedur.
Mozna takze oczekiwaé dalszego postepu na drodze pozyskiwania nowych linii ko-
morkowych, o whasciwosciach coraz bardziej zblizonych do prawidtowego nabtonka
jelitowego. Duze nadzieje wigze sie z wprowadzeniem genow kodujacych brakujace
enzymy, niezbedne dla petnego metabolizmu komérkowego.

W przysztosci mozna takze oczekiwac automatyzacji i miniaturyzacji technik ho-
dowlanych oraz nowych naczyrh do badania transportu (np. powlekane ptytki BIO-
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COAT). W chwili obecnej zaczynaja by¢ wprowadzane 96-dotkowe phytki. Nalezy
jednak pamieta¢, ze mniejsze ptytki oznaczajg mniejsza ilos¢ materiatu do analiz
chemicznych, co bedzie czynnikiem ograniczajagcym miniaturyzacje. Duzg przysztos$¢
ma takze robotyzacja analiz (rozlew pozywek, inokulacja, pobieranie probek do
analiz). Konieczny jest takze postep w opracowaniu nowych i tanszych pozywek, le-
piej dostosowanych do tego typu badan.

Artykut przygotowano w ramach projektu zamawianego PBZ-KBN-094/P06/2003.
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