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FARMAKOLOSKI IN VITRO MODELI ZA PREDKLINICKO ISPITIVANJE
LEKOVA - PRIMER hSERT TRANSFICIRANIH HUMANIH EMBRIONALNIH

CELIJA BUBREGA

Mihajlo Jakovljevi¢® i Olivera Milovanovi®

Predklinicko testiranje lekova je vazan segment ispitivanja efikasnosti i
bezbednosti leka u pretpostavljenoj indikaciji. Njegova svrha je u prikupljanju
znacajnog kvantuma informacija o leku pre ulaska u klinicku fazu ispitivanja na
humanim subjektima. Pored ispitivanja na mikroorganizmima i animalnim modelima
poslednjih decenija je usvojena tehnologija rada sa kultivisanim celijskim linijama
humanog porekla. One pruzaju jedinstvenu mogucnost ispitivanja uticaja leka na
biohemijske transportne, signalizacione i anabolicke procese u pojednostavljenom
okruzenju sa drasticno umanjenim uticajem homeostatskih mehanizama. Humane
embrionalne celije bubreg su primer veoma zahvalne za kultivaciju i relativho otporne
celijske linije. Metodoloski rad koji je pred Vama iznosi detalje njihovog uzgajanja i
rasejavanja. Kao primer stvaranja in vitro modela za testiranje lekova navodimo
postupak transfekcije. On se odnosi na unosenje gena za membransku ekspresiju
humanog transportera za serotonin na HEK293 celijama. Opisan je standardni
metodoloski pristup merenja ekspresije pomenutog transportera, ucinka transfekcije.
Uloga i znacaj rada “serotoninske pumpe” su ve¢ dobro opisani u genezi poremecaja

raspolozenja.

Cilj ¢lanka je da ukaze na izvodljivost i prednosti rada sa humanim Celijskim
linijama umesto alternativnih prokariotskih i animalnih modela. Acta Medica Medianae

2012;51(2):34-38.
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Eksperimentalni modeli in vitro pret-
klinickog ispitivanja lekova

Svaka eksperimentalna supstanca sa zapa-
zenim terapeutskim potencijalom u nekom
humanom oboljenju ili poremecaju mora prodi
duge cikluse pretklinickog razvoja leka. Ovakva
praksa utemeljena je na dugoj svetskoj istoriji
farmakoviglance u prepoznavanju ozbiljnih neze-
ljenih dejstava lekova, prerano registrovanih na
trziStu i odobrenih za humanu upotrebu (1).
Takva jedinjenja su potom povucena iz upotrebe
sa ozbiljnim posledicama kako po zajednicu
pogodenu nezeljnim dogadajem tako i po
kompaniju koja je ulozila ogromno vreme i
resurse u razvoj novog leka (2, 3, 4).

Sre¢com po bolesnike, buran razvoj
primenjene organske hemije, fiziologije i bazi¢ne
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farmakologije u poslednjih vek i po, obezbedio
nam je animalne modele odredenih bolesti. Takvi
su primeri indukovanih malignih tumora, konvul-
zivnih poremecaja ili dijabeta kod glodara ili nizih
primata. Tako smo naucili da saznamo vise o
efikasnosti u posmatranoj indikaciji i bezbednosti
primene nekog leka pre prvih eksperimenata na
humanim subjektima. Iduéi korak dalje, ka
hijerarhijski niZim nivoima organizacije zivota, po
bioloskoj klasifikaciji po Lineu, usledili su in vitro
laboratorijski eksperimenti na kultivisanim
mikroorganizmima (5). Oni su mogli biti veoma
korisni kod ispitivanja mikrobicidnog dejstva i
rezistencije na antibiotike ili, znatno kasnije,
mutagenog potencijala raznih klasa lekova.

Ipak, potpuno novu fazu u pretklinickom
razvoju lekova postavila je moguénost vantelesne
kultivacije cCelija sisara u in vitro uslovima. Rani
zagovornici ovakvog razvoja uocili su prednosti
izolovanog posmatranja bioloskih procesa i
uticaja lekova u pojednostavljenom vestackom
okruzenju i odsustvu vedine ometajué¢ih homeo-
statskih mehanizama. Sam postupak kultivisanja
eukariotskih celija in vitro razvijen je u poslednjih
pola veka sa idejom da bi se, oponasajuci uslove
in vivo, mogle odrzavati Celije i ispitivati njihov
metabolizam i ponasanje u odnosu na razne
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spoljasnje uticaje (6). Metodologija uzgajanja i
razmnozavanja humanih Ccelijskih linija, koja je
kasnije prerasla u kultivisanje Ccitavih tkiva,
predstavlja danas jedan od osnovnih postulata
eksperimentalne biomedicine i korisno sredstvo u
razvoju novih dijagnostickih i terapeutskih proce-
dura. Danasnji standardi dobre Ilaboratorijske
prakse i relativha jednostavnost tehnike rada sa
celijskim kulturama in vitro, ishod su dugog
procesa usavrSavanja sastava medijuma za
njihov rast i uslova sterilnog rada (6-9).

Humana Ccelijska
bubrega 293

linija embrionalnog

Vecina animalnih celija pokazuje sposobnost
opstanka, proliferacije i ispoljavanja odredenog
nivoa diferencijacije fenotipa u kulturi kroz vise
generacija, ukoliko im se obezbede odgovarajuci
uslovi u smislu vlaznosti, temperature, prisustva
nutrijenata, oksigenacije, odgovaraju¢eg pH
sredine i odsustva mikroorganizama. Po nacinu
nastanka, celijske linije grubo mozemo podeliti u
primarne i kontinuirane. Prve su izvedene
mehanickom ekscizijom i enzimskom digestijom
direktno iz tkiva in vivo, imaju ograni¢en Zzivotni
vek i relativno ih je teSko odrzavati in vitro (6,
7). Kontinuirane linije, gde spada i HEK 293,
najéesée su populacije monoklonalnog porekla i
mada cesto slabije diferentovane od svojih
primarnih srodnika, mogu uspesno biti imorta-
lizovane onkogenim virusima i zapravo pret-
vorene u tumorske celije koje se mogu neogra-
ni¢eno propagirati i rasejavati u laboratorijskim
uslovima. Svojstvena im je izrazena sklonost
mutacijama i morfoloskim promenama fenotipa
(8-10).

HEK 293 celije makromorfoloski nalikuju
fibroblastima a tacno progenitorsko tkivo iz
struktura embrionalnog bubrega nije poznato.
Proucavajuci njihov genotip i prirodu i vrste vise
desetina proteina koje eksprimiraju u citosolu i
na membrani a koji su unikatno svojstveni
nervnom tkivu, Geri Sou postavlja hipotezu o
njihovom neuralnom poreklu koja, ipak, do danas
nije naisla na Siroki konsenzus strucnjaka (8, 9).
Mi smo odabrali pomenutu liniju kao pogodnu za
rad, zbog izvodljivog unosa gena za ciljnu
belanCevinu - prenosioca biogenih amina, Cije se
ponasanje moze in vitro posmatrati pod uticajem
ksenobiotskih liganda u uslovima jednostavnijim
od onih koji in vivo vladaju u nervnoj sinapsi.

Primer eksperimentalnog postupka
ugradnje gena za membranski serotonin
transporter

Kao izabrani primer metodologije in vitro
proucavanja mehanizma dejstva leka ekspresiju
membranskog transportera za serotonin. Na
¢elijama embrionalnog bubrega arteficijelno se
unosi gen koji kodira pomenuti protein
postupkom transfekcije. Transfekcija je wunos
stranog genetskog materijala koji najéesée kodira

ciljani protein a pomoc¢u plazmida ili viralnog
vektora (9,10,11). Pomenuti molekul je u
poslednjih 20 godina <¢vrsto povezan sa
patogenezom depresije, suicidalnim ponasanjem,
impulsivnom agresivnosc¢u i alkoholizmom (12-
18). Pretpostavka je da izmenjen nivo ekspresije
i/ili funkcije ovog molekula povecava verovatnocu
pojave odredenih dusevnih oboljenja (15,16,19).
Buduéi da je smesten na presinaptickoj membrani
neurona, vazan je jer vrSi naglo ponovno
preuzimanje serotonina oslobodenog egzocitozom
i time kontroliSe njegovu koncentraciju u
sinapti¢koj pukotini. Samim tim uti¢e na trajanje
i intenzitet signala prenesenog vezivanjem ovog
endogenog liganda za postasinapticke 5HT
receptore, kojih je za sada opisano 7 tipova (15,
16,19-23). Afinitet vezivanja lekova za SERT je
fokus mnogih molekularno bioloskih studija. Razlog
tome je Cinjenica da se mehanizam dejstava vise
kljucnih klasa lekova u neuronaukama zasniva na
farmakoloskom agonizmu ili antagonizmu prirodne
uloge biogenih amina. Osnovni kandidati u ovoj
grupi su antidepresivi klase selektivnih inhibitora
preuzimanja serotonina SSRI (escitalopram,
fluvoksamin), noviji antipsihotici (ziprasidon),
lekovi namenjeni terapiji gojaznosti (sibutramin),
migrene (rizatriptan, naratriptan), odredeni anti-
emetici i prokinetici (metoklopramid, ketanserin,
alosetron, ciproheptadin, tegaserod).

Metodologija uzgajanja, rasejavanja i
transfekcije na HEK293 ¢elijama

Posmatrajmo autenti¢nu, genotipski i mor-
foloski tipiziranu, kontinuiranu HEK 293 liniju u
duboko smrznutom stanju (-190 °C). Posebnost
te linije ogleda se u tome da ve¢ sadrzi unet i
eksprimiran gen na membrani za humani trans-
porter za serotonin (hSERT). Pomenutu kulturu je
mogucée komercijalno nabaviti iz neke od banki
humanih celijskih linija ili iz akademskih izvora,
poput Univerziteta Vanderbilt u Nesvilu, Tenesi,
SAD, koji vec niz godina ima iskustvo u tipizaciji i
radu sa pomenutom linijom, te je viSe puta
ustupao svoje linije drugim centrima u svrhu
daljih ispitivanja (12,15,19,24).

Postupak rada sastoji se u naglom
odmrzavanju linije do +37°C, ¢ime se sprecava
toksic¢nost kriokonzervansa blagovremenim pota-
panjem u hranljivi medijum. Pomenuta kultura je
adherentna, epitelnog tipa, zasejava se na
standardnim PVC, Petri Soljama povrSine 75cm?2
(Falcon) sa neophodnim presvlac¢enjem poli - D -
lizinom. Odrzava se na osnovnom DMEM
hranljivom medijumu sa dodatkom 10% fetalnog
govedeg seruma (FCS - GIBCO, Grand Island,
NY). Za pasazu i dalju propagaciju Celija tokom
rasta, dovoljno je isprati celije PBS puferom
(NaCl 0.14 mM, KCI 2.7mM, Na2HPO4 10mM,
KH2PO4 2mM, pH 7.4), odvojiti ih od podloge i
napraviti suspenziju pomocu komercijalnog
tripsina u trajanju od nekoliko minuta a zatim
promeniti medijum za odabranih 10 % celija na
svaka 72 sata. Ostali uslovi c¢uvanja u inku-
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batoru, u pogledu pH sredine, oksigenacije i
otpornosti na kontaminaciju mikrorganizmima, ne
razlikuju se bitno od ostalih humanih imorta-
lizovanih linija (5% CO2 , 37°C, pH 7.4).

Nakon wulaska u fazu stabilnog rasta,
potrebno je obezbediti poznate koncentracije
ispitivanih liganda za hSERT u rastvoru. Izla-
ganjem Ccelijske linije rastu¢im koncentracijama i
vremenu izlaganja posmatranom jedinjenju u
definisanim uslovima, mozemo izmeriti (uz
poznat nivo ekspresije) tempo rada serotoninske
~pumpe" pre i posle ove intervencije (13,14,16,

20,25).
Pre svakog eksperimenta potrebno je
vizuelno ispitati vitalnost linije i obezbediti

konfluentnost (gustinu) ve¢u od 75%. Proceduru
poc¢injemo uklanjanjem starog medijuma i
jednostrukim ispiranjem celija u Krebs-Ringer-
Hepes puferu (M; NaCl, 4.7 mM KCI, 10 mM
Hepes, 1.2 mM MgS04, 1.2 mM KH2P0O4, 5 mM
Tris, 2.2 mM CaCl2) na sobnoj temperaturi. U
svaku Petri Solju dodajemo 475 ul KRH pufera, sa
dodatkom 1.8 g/L glukoze (gKRH). Kada planiramo
da dodamo lek, celije ¢emo preinkubirati sa
zeljenim agensom tokom najmanje 20 minuta
(pri 22°C). Pre planirane intervencije, kao kontrolu,
proveravamo funkciju hSERT. Procedura se ne
razlikuje znacajno u prisustvu i odsustvu
eksperimentalnog faktora a merenje se sastoji u
sledec¢em:

e Pod pretpostavkom da je sinteza S5HT u
citosolu zanemarljiva u odsustvu esencijalne
aminokiseline triptofana u medijumu (kao
supstrata od kog nastaje pomenuti transmiter).

e Posmatramo unos ekstracelularno doda-
tog 5HT poznate koncentracije (10 pM 5HT po
populaciji brojnosti 3.5-6*105 celija na 24
komorni flask), kao jedini ili barem dominantni
izvor intracelularnog 5 HT.

e Pri tome je neophodno dodati 50 uM
pargilina i 50 pM askorbinske kiseline da bi se
sprecila intracelularna degradacija unetog sero-
tonina (5HT).

e Nakon raspolozivosti 5HT-ea ¢elijama u
trajanju od jednog minuta, potrebno je isprati
kulturu dva puta hladnim KRH puferom i zameniti
medijum novim kako bi se prekinuo dalji unos.

e Ovde se joS jednom sluzimo aproksi-
macijom, da bi pojednostavili model proucavanja
rada serotoninske pumpe i pretpostavlja se da je
njegovo kretanje priblizno jednosmernom influ-
ksu od spolja ka unutra, odnosno zanemarujemo
efluks biogenih amina van celija koji se “de facto”
dogada u izvesnom obimu.

e Nakon pomenute procedure, pristupa se
analizi brzine i obima neto preuzimanja 5HT
pomocu fluorescentnog eseja (Neurotransmitter
Transporter Uptake Assay Kit - R8174 , MDS).

e Dobijene rezultate mozemo ugraditi u
jednostavan matematicki model, koji nam
omogucuje da kvantitativno tumacimo uticaj
prisustva liganda na rad pumpe.
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Ocekivani odgovor pri
eksperimentu ove vrste

hipotetickom

Nakon izlaganja HEK 293 sa eksprimiranim
humanim SERT na membrani, jedinjenjima sa
dokazanim afinitetom vezivanja za pomenuti
transporter za biogene amine, pretpostavljeni su
slededi ishodi:

e da antidepresivni agensi iz grupe SSRI, u
skladu sa ranije potvrdenim osnovnim
mehanizmom njihovog delovanja u patogenezi
depresije, na nasem primeru znacajno (40%)
inhibiraju rad SERT i obaraju¢i tempo ponovnog
preuzimanja 5HT i time verovatno ostavljaju
znacajno vecéu koncentraciju ovog signalnog
molekula u zoni sinapticke pukotine u humanom
mozgu in vivo,

e da raznovrsni testirani antiemetici i
prokinetici sa hipotetickim osnovnim meha-
nizmom njihovog delovanja, posredstvom vise
tipova postsinaptickih 5HT receptora na
neuroendokrinim celijama digestivnog trakta, ne
ometaju u ve¢em obimu rad transportera za 5HT,
tako da to nije znacajan mehanizam njihovog
dejstva u indikacijama za koje su registrovani u
nekim zemljama, kako je vladajuée misljenje,

e da uticaj antimigrenoznih supstanci
novije generacije, potvrdene efikasnosti, takode
ne inhibira rad hSERT i shodno tome, pomenuta
jedinjenja traze drugacije teoretsko i eksperi-
mentalno fundiranje njihovog nedovoljno pozna-
tog mehanizma dejstva u genezi vaskularnih
glavobolja.

Projekcije metodologije kultivisanja u
buduénosti

Opisan je primer rutinske metodologije
rada sa jednom vrstom humanih celijskih linija i
transportera jednog endogenog liganda koji se
smatra klju¢nim u genezi mnogih neuroloskih
oboljenja. U vremenu rastuceg interesovanja za
mati¢ne Ccelijske linije ovo je samo jedan od
mnogih primera mogucnosti prakticne primene
jednostavnih modela u pretklinickom ispitivanju
lekova. Osnovna prednost ovakvog kultivisanja
celija i tkiva je njihovo humano poreklo u odnosu
na rad sa kompleksnim animalnim modelima.
Vrsna specificnost otezava uopstavanje i primenu
zapazenih rezultata na humanoj populaciji. Ostale
prednosti su bezbednost rane procene relativne
efikasnosti posmatranog agensa u datoj indikaciji
i blagovremeno uocavanje nekih obrazaca toksi-
¢nosti lekova, poput mutagenosti i citotoksi-
¢nosti, tj. indukcije apoptoze. Nedostaci ove
metodologije su drasti¢na pojednostavljenost u
odnosu na uslove in vivo i odsustvo homeo-
statskih mehanizama koji se suprotstavljaju
dejstvu leka. Ipak, na vremenu koje dolazi i
usavrSavanju kultivisanja citavih tkiva, mozda
jednog dana i samih organa, ostaje da pokaZzu
trajno mesto ove metodologije u razvoju lekova
za klinicku upotrebu.
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Farmakoloski in vitro modeli za predklinicko ispitivanje lekova... Mihajlo Jakovljevié i sar.

PHARMACOLOGICAL IN VITRO MODELS IN PRE-CLINICAL DRUG
TESTING - EXAMPLE OF hSERT TRANSFECTED HUMAN EMBRYONIC
KIDNEY CELLS

Mihajlo Jakovljevi¢ and Olivera Milovanovic

Preclinical drug testing should be considered an important stage during
examinations of its efficiency and safety in any likely indication observed. Purpose of the
process is acquisition of substantial amount of particular drug-related data before
approaching clinical trials in humans. Historical preclinical testing relied on available
testing in microbe cultures and animal models. During recent decades laboratory
techniques of human cell lines cultivation have been developed and improved. These
provide unique possibility of drug acting mechanism testing in a simplified environment
lacking basic homeostatic mechanisms. Some examples of these are measuring drug
impact to biochemical transport, signaling or anabolic processes. Humane cell lines of
embrional kidney 293 are an example of easy-to-grow and disseminate and quite
endurable cell line. This methodological article notices some of the details of HEK293
cells cultivation and breading. We took transfection as an example of in vitro model
creation for drug testing. Transfection refers to gene introduction into HEK293 cellular
genome in order to achieve membrane expression of coded protein. In our case it would
be human serotonin transporter. Article contains description of one particular
methodological approach in measuring human serotonin transporter expression. The role
and importance of serotonin pump in affective disorders genesis was already widely
recognized. Aim of the paper was to emphasize feasibility of cell cultivation and its
advantages in comparison with alternative traditional methods. Acta Medica Medianae
2012;51(2):34-38.

Key words: human cell lines, stem cells cultivation, HEK293, transfection, hSERT
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