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Modeli za ispitivanje permeabilnosti i
predvidanje bioraspolozivosti lijeka u oku

IVAN PEPIC, ANITA HAFNER, JASMINA LOVRIC, JELENA FILIPOVIC-GRCIC

Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu

UvoD

Genericki lijek mora sadrzavati istu ljekovitu tvar u istoj dozi i ljekovitom obliku
koja se primjenjuje istim nac¢inom primjene kao i originalni lijek. BioraspoloZivosti
generickog i originalnog lijeka moraju biti slicne, odnosno mora se osigurati slican
profil ovisnosti koncentracije lijeka u krvi o vremenu ¢ime se postize jednaki terapijski
u¢inak. Oftalmi¢kim pripravcima dosta ¢imbenika odreduje bioraspoloZivost lijeka u
oku, akoncentracijalijeka u krvi u pravilu ne govori dovoljno o njegovoj intraokularnoj
koncentraciji i terapijskom u¢inku. S obzirom da se generickom pripravku ne zahti-
jevaju jednake pomo¢ne tvari u usporedbi s originalnim pripravkom, takvi se pripravci
Cesto od originalnih pripravaka razlikuju u vrsti i udjelu pomo¢nih ljekovitih tvari.
Utinak je pomo¢nih tvari &esto presudan za bioraspoloZivost lijeka iz oftalmickog
pripravka, jer se pripravak primjenjuje izravno na povr$inu oka preko koje se lijek
apsorbira do mjesta terapijskog ucinka.

BioraspoloZivost lijeka nakon oftalmicke primjene usko je povezana s njegovim
biofarmaceutskim svojstvima (npr. topljivost u teku¢inama oka i prekornealnog pod-
ru¢ja, permeabilnost kroz bioloske barijere oka, metabolicka stabilnost). Svojstva per-
meabilnosti lijeka kriti¢na su za predvidanje njegove apsorpcije i bioraspolozivosti
nakon oftalmicke primjene. Poznavanje permeabilnosti lijeka osobito je vazno za gene-
ricke oftalmicke pripravke, jer druge i/ili pomoéne tvari promijenjenog udjela u gene-
rickom pripravku utje¢u na permeabilnost lijeka. lzotoni¢nost, konzervansi, pH,
indeks refrakcije, povrsinska napetost i viskoznost generi¢kog proizvoda znaajno
utje¢u na permeabilnost oftalmika. Dobra podnosljivost pripravka na povrsini oka
takoder utjee na bioraspolozivost lijeka. Pripravci koji su neugodni pri primjeni
poti¢u suzenje i treptanje zbog ¢ega se lijek uklanja s mjesta apsorpcije ¢ime se sma-
njuje vrijeme permeacije preko barijera oka. Neprimjerena toni¢nost oftalmickog
pripravka na povrini oka stvara osmotski gradijent zbog cega se epitelne stanice
spojnice dehidriraju $to mijenja svojstva permeabilnosti barijere oka. Udjel kon-
zervansa (npr. benzalkonijevog klorida) u pripravku znadajno mijenja permeabilnost
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lijeka, a moguée utjece i na sigurnost primjene pripravka. Optimalan je pH oftalmi-
¢kog pripravka 7,2. U slu¢ajevima kada se pH mora podrediti drugim farmaceutsko-
tehnoloskim zahtjevima (npr. topljivost lijeka) puferski kapacitet suzne tekuéine rela-
tivno dobro odrzava pH unutar fizioloskih vrijednosti pa se pripravci Sirokog pH
raspona (npr. nepuferirani proizvodi pH < 4,0 ili pH > 8,0) relativno dobro podnose
na povrsini oka. Indeks refrakcije pripravka treba biti $to sli¢niji indeksu refrakcije
suzne tekuéine i roznice (1,34-1,36) da pripravak pri primjeni ne ometa vid. Pripravci
povr$inske napetosti nize od povriinske napetosti suznc tekudine (40-50 mN/m)
dobro se rasprostiru po roznici i mijesaju s prekornealnim suznim filmom $to pobolj-
$ava dodir pripravka i povr$ine oka, odnosno permeabilnost lijcka. Oblici relativno
niskih viskoznosti poput oftalmickih otopina (naj¢e$é¢e 20 mPa s) dobro se podnose i
istodobno brzo uklanjaju s povrSine oka $to rezultira loSom bioraspolozivo$¢u lijeka
(1). Optimalno poboljsanje bioraspolozZivosti osiguravaju pseudoplasti¢ni oblici s vis-
kozno$¢u do 150 mPas. Oblici vece viskoznosti zamuéuju vid i pruzaju otpor gibanju
vjeda pri treptanju te su manje ucinkoviti u smanjivanju nazolakrimalne drenaze i
stabiliziranju suznog filma (2).

Neklinicka probirna (screening) ispitivanja permeabilnost lijeka omoguéuju pred-
vidanje bioraspoloZivosti lijeka u ranim fazama razvoja oftalmickog pripravka. Pri
probirnim ispitivanjima permeabilnosti rabe se razli¢iti in vitro i ex vivo modeli bio-
loskih barijera oka. Probirnaispitivanja permeabilnosti oftalmickog pripravka trebaju
biti: (2) velikog kapaciteta s obzirom na broj ispitivanih uzoraka (high-throughput
assay), (ii) ekonomicni i isplativi i (777) relativno visoke sigurnosti predvidanja bio-
raspoloZivosti lijeka nakon oftalmicke primjene.

U ovom su radu pregledno prikazani modeli in vitro i ex vivo bioloskih barijera
oka te ispitivanja farmakokinetike u oku na animalnim modelima 7z vivo. S obzirom
da je trziste oftalmickih lijekova usmjereno na proizvode u obliku kapi koji se pri-
mjenjuju na povrsinu prednjeg dijela oka, modeli barijera prednjeg dijela oka nagla-
Seni su ovim radom. Zasigurno niti jedan od opisanih modela barijera oka ne udovo-
ljava u potpunosti zahtjevima farmaceutske industrije pa su svakom modelu istaknuti
prednosti i nedostaci.

BIOLOSKE BARIJERE OKA

Roznica {(cornee)

Nakon lokalne primjenc pripravka na povr$inu oka veéina se terapijski znacajnih
oftalmika (uglavnom male lipofilne molekule) apsorbiraju u oko preko roznice (trans-
kornealna apsorpcija). Povrsina je roznice relativno mala (1,04 cm?). Apsorpcija je
lijeka preko roznice ograni¢ena trima barijerama: vanjski lipofini epitel, sredi$nja
hidrofilna stroma i unutrasnji lipofilni endotel (slika 1.). Epitel roznice ogranicavajuci
je ¢imbenik intraokularne apsorpcije vecine terapijski znacajnih oftalmika (4).
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Slika 1. BioloSke barijere oka (3).

Epitel rognice

Vanjski lipofilni epitel roznice (debljina: 50-100 pim) viseslojan je (5-6 slojeva
u sredini; 8-10 slojeva prema periferiji) i graden od tijesno priljubljenih skvamoznih
stanica. Epitel nije oroznjen, a izmedu epitelnih stanica granaju se ogranci cilijarnih
zivaca pa je roznica osobito osjetljiva na bol. Epitel se roznice regenerira i zato se pri
ozljedi epitela ne stvaraju oziljci niti roZnica gubi providnost. Prosje¢na je izmjena
(turnover) epitela priblizno 1 sloj stanica dnevno. Ovaj sloj ¢ini znacajnu biolosku
prepreku (zatitu) oka od vanjskih utjecaja. Cvrste veze medu stanicama reguliraju
prijenos hidrofilnih i/ili makromolekulskih tvari paracelularnim putem i ¢&ine selek-
tivnu prepreku hidrofobnim molekulama. Lipofilni stani¢ni slojevi prepreka su ion-
skom prijenosu (4).

Prijenos tvari kroz epitel roznice odvija se pasivno i aktivno (slika 2.). Pasivni
prijenos ukljucuje difuziju tvari niz koncentracijski gradijent (trancelularno ili para-
celularno bez posredovanja proteina) ili olak$anu difuziju (posredovanjem proteina
nosaca ili kanalnih proteina). Aktivni prijenos tvari suprotno koncentracijskom gra
dijentu posredovan je proteinima nosac¢ima ili uklju¢uje aktivni prijenos tvari posre-
dovan efluksnom crpkom. S obzirom na prijenos lijekova kroz epitel roznice najées¢e
se razmatraju procesi pasivnog prijenosa (slika 2.). Paracelularni prijenos primarni je
put pasivne difuzije iona. Odreden je dimenzijama pora paracelularnog puta (3—5
nm) i fizikalno-kemijskim svojstvima lijeka (molekulska masa, molekulski oblik;
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Slika 2. Mehanizmi prijenosa tvari kroz epitel roznice (5).

molekulske dimenzije i fleksibilnost proteinske molekule). Cvrste veze medu stani-
cama (zonula occludens — tight junctions) ogranicavajudi su ¢imbenik prijenosa para-
celularnim putem, dok druge strukture paracelularnog puta (zonula adberens, gap
Junction, dezmosomi) nisu prepreka prijenosu lijekova ovim putem. Paracelularni put
daje prednost prijenosu hidrofilnih i/ili makromolekulskih lijekova. Za paracelularni
se put takoder natjecu ioni suzne tekuéine kojima je izloZena povrsina oka (5-7).
Pasivna difuzija niz koncentracijski
hidrofilne pore

M e .. . .. paracelulamog
sana dlfuzqa prijenosnim proteinima (pro- puta

tein nosa¢ima ili kanalnim proteinima)

gradijent transcelularnim putem ili olak-

primarno daje prednost hidrofobnim lije-
kovima (5-7).

Osnovna svojstva koja odreduju pri-
jenos lijeka kroz epitel roZnice procesima

pasivnog prijenosa su: () stupanj ioniza-

cije koji odreduje molekulski oblik lijeka

¢viste veze
medu stanicama

(ionizirani ili neionizirani) u pH podru-
gu suzne tekudine (7,3-7,7), (i7) lipo-
filnost lijeka koja se ogleda u koeficijentu

X . . . . transcelularni  paracelularni
razdiobe i (i77) naboj, oblik i veli¢ina pat put

molekula lijeka. Primjerice, paracelularni Slika 3. Gviste veze medu stanicama (tight
prijenos pozitivno nabijenih hidrofilnih  junctions) i hidrofine pore paracelularnog puta (8).
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tvari je veéi u usporedbi sa sliénim tvarima suprotnog naboja jer jc povtsina roznice
negativno nabijena pri fizioloskom pH suzne teku¢ine (5-7). Prijenos je elekericki
neutralnih hidrofilnih tvari pretezno odreden veli¢inom molekule koje mogu difun-
dirati kroz pore paracelularnog puta (slika 3). Prosje¢ni je polumjer pora paracelularnog
puta epitela roznice 2 nm (9).

U posljednje se vrijeme sve vise ispituje prijenos lijekova posredovan efluksnom
crpkom. Naime, na membranama stanica epitela roznice i spojnice pronadeni su
razli¢iti efluksni transmembranski proteini (MDR1 P-glikoprotein, protein-2 viSe-
struke otpornosti na lijekove — MDR2, protein otpornosti karcinoma dojke na lije-
kove — BCRP). Takvi efluksni proteini sprje¢avaju prijenos odredenih tvari kroz epitel
roznice i spojnice i na taj nacin osiguravaju zastitu oka. Istodobno, efluksni proteini
sprjcavaju prijenos lijekova koji su im supstrati. Primjerice, eritromicin je supstrat
MDR2 i MDRI1 P-glikoproteina zbog ¢ega mu je relativno ogranicen prijenos kroz
epitel roznice. Istodobnom primjenom eritromicina sa 6a.-metil-prednizolonom (inhi-
bitor MDR2 i MDR1 P-glikoproteina) zna¢ajno se povec¢ava koncentracija eritromi-
cina u o¢noj vodici (10, 11).

Stroma roZnice

Sredi$nja hidrofilna stroma roznice (debljina: 300-500 pum; 90 % debljine roz-
nice) sastoji se od vlakana kolagena (kolagen tip VII usidruje stromu, a kolageni tipa
I, III, V i VI sloZen jc u listove) te stanica (fibrocita, keratinocita) bez kontinuirane
strukture. Vlakna su kolagena slozena u priblizno 200 listova paralelne orijentacije
poput listova papira u knjizi. Debljina je svakog lista 1,5-2,5 pm. Kolagen slozen u
listove pruza ¢vrstocu i opticku providnost. Stroma roznice sadrzi priblizno 85 Y%
vode §to je ¢ini izrazito hidrofilnom. Ovaj je dio roZznice relativno propusna struk-
tura, koja u normalnim uvjetima dopusta difuziju hidrofilnih tvari (4-06).

Endotel rognice

Unutrasnji lipofilni endotel (debljina: 5 m) graden je od jednog reda skva-
moznih ili kubi¢nih stanica bogatih mitohondrijima koje su odgovorne za regulaciju
protoka tekudine i hranjivih tvari izmedu o¢ne vodice i strome roznice. Pojam »endo-
tel« se u ovome slucaju ne upotrebljava pravilno jer endotel roznice grani¢i s o¢cnom
vodicom za razliku od endotela krvnih Zila koji grani¢i s kevlju ili limfom. Endotel
roznice ima drugaciju funkciju, porijeklo i izgled naspram endotela krvnih Zila. U
slucaju veceg ostecenja funkcije endotela roznice, stroma se prekomjerno hidratizira
(edem strome) i gubi se njezina transparentnost (4, 5).

Transkornealna apsorpcija

Opéenito su konstante brzine transkornealne apsorpcije lijekova relativno male
(0,001-0,005 min™"). S obzirom da se ro#nica sastoj od hidrofilnog (stroma) i lipo-
filnih (epitel, endotel) slojeva, selektivna je barijera apsorpciji i lipofilnih i hidrofilnih
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lijekova (slika 4.). Transkornealnu apsorpciju lijeka otezava vezanje ili zadrzavanje
lijeka u slojevima roznice. Hidrofilnim je lijekovima epitel roZnice ogranicavajuéi
¢imbenik apsorpcije, a stroma i endotel samo djelomi¢no usporavju njihovu perme-
aciju. U skladu s time stroma roznice lipofilnim lijekovima pruza otpor pri apsorpciji.
Za ucinkovitu transkornealnu apsorpciju lijek bi trebao imati i lipofilne i hidrofilne
karakteristike te dovoljno malu veli¢inu molekula (7-12).

transkonjunktivaina/
transkieraina
apsorpcija

apsorpcija

transkornealna :> \

leca

roZnica uvealni trakt
palpebralna bjeloocnica yreznica
spojnica

bulbarna
spojnica

mjesto na kojem
palpebralna spojnica
prelazi u bulbarnu

Slika 4. Shematski prikaz transkornealne i transkonjunktivalne/transkleralne apsarpcije lijekova (9).

Optimalne vrijednosti transkornealne apsorpcije imaju umjereno lipofilni oftal-
mici (log P = 2 — 3), dok se lipofilniji oftalmici (log 2 > 3) ne apsorbiraju bolje kroz
roznicu. Naime, brza apsorpcija lipofilnih oftalmika (log P > 3) u lipofini epitel roz-
nice nakon cega slijedi mali koncentracijski gradijent kroz hidrofilnu stromu mogucée
je objasnjenje prethodnog opazanja. Molekulski oblik lijeka u pripravku utjeée na
transkornealnu apsorpciju. Optimiranjem pH pripravka moguée je povecati udjel
neioniziranog oblika lijeka u pripravku $to znacajno utjece na poboljsanje transkor-
nealne apsorpcije (4-0).

Spojnica (tunica conjunctiva)

Nakon primjene napovrsinu oka lijek se intraokularno apsorbira transkornealnim
(preko roznice) i/ili nekornealnim (preko spojnice i bjeloo¢nice) putem (slika 4).
Spojnica je vaznaza intraokularnu i/ili sistemsku apsorpciju lijeka. Spojnica je gradena
od epitela i strome (substantia propria). Epitel je viseslojan (5-15 slojeva stanica) i
cilindri¢an te prekriven mikrovilima. Za razliku od epitela roznice, epitel spojnice je
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deblji i ima vréaste stanice koje izlu¢uju sluz (mucus). Epitelne stanice apikalnog sloja
povezane su ¢vrstim medustani¢nim vezama (tight junctions). Stroma spojnice sadrzi
krvne i limfue Zile, Zivee, Zlijezde i njihove izvodne kanale, te stanice (brojne melano-
cite, fibroblaste, makrofage, mastocite, plazma-stanice ilimfocite). Spojnica pridonosi
stvaranju prekornealnog suznog filma izlu¢ivanjem elektrolita, tekudine i sluzi (9).
Epitel je spojnice ogranicavajuci ¢imbenik apsorpcije lijekova preko spojnice. Epitel
spojnice ima 2 x vece pore paracclularnog puta i 16 x vecu gustoéu takvih pora u
odnosu na epitel roznice (13). Ukupna je povrsina paracelularnih pora spojnice pri-
blizno 230 x veéa u odnosu na takvu povrsinu na roznici (9).

Bjeloo¢nica (sclera)

Bjeloo¢nica je gradena od gustih kolagenskih (- 28,8 %) i pojedinih elasti¢nih
(- 1-2 %) vlakana, proteoglikana (- 0,9 %), proteina, stanica (- 3 %) i vode (68 %)
(4). Glavni je mehanizam permeacije lijeka kroz bjeloo¢nicu pasivna difuzija kroz
hidrofilne pore (kanale) unutar bjcloo¢nice, sli¢no permeaciji tvari kroz strukturno
sli¢nu stromu roznice (slika 4). Obim zavojitosti pora (kanala) bjeloo¢nice znacajno
utje¢e na obim permeacije lijeka (13).

Bjeloo¢nica je relativno dobro permeabilna za makromolekulske lijekove (14).
Permeabilnost je hidrofilnih polietilenglikola razli¢ite molekulske mase (PEG 200,
PEG 400, PEG 600, PEG 1000) kroz bjeloo¢nicu ¥2 x manja u odnosu na permea-
bilnost kroz spojnicu i 10 x ve¢a u odnosu na permeabilnost kroz roznicu (13).

Nakon permeacije kroz bjeloo¢nicu (transkleralna permeacija) daljnji put lijeka
ovisi o dijelu oka. U prednjem dijelu oka lijek difundira preko zrakastog tijela do
straznje o¢ne sobice (staklastog tijela). U straznjem dijelu oka lijek permeira preko
zilnice, pigmentnog epitela mreznice i neuralne mreznice do staklastog tijela (14).

Barijera krv-o¢na vodica

Raspodjela lijeka (male molekule) difuzijom iz sistemske cirkulacije u prednju
o¢nu sobicu ogranidena je barijerom krv-o¢na vodica koja je smjeStena u prednjem
dijelu oka. Barijeru krv-o¢na vodica ¢ini endotel krvnih Zila Sarenice i nepigmentni
epitel zrakastog tijela. Stani¢ni su slojevi obje barijere povezane ¢vrstim medustanic-
nim vezama (tight junctions) (15).

Vanjska barijera krv-mreZnica

Pigmentni je epitel mreznice monosloj visoko specijaliziranih kubi¢nih stanica
smjeStenih izmedu neuralne mreZnice i Zilnice. Njegove su biokemijske funkcije
klju¢ne u procesu vida (fagocitoza vanjskih dijelova fotoreceptora, prijenos tvari
izmedu fotoreceptora i kapilara zilnice, konverzija retinoida). Cvrste veze medu epi-
telnim stanicama uéinkovito sprjecavaju permeaciju tvari ovisno o veli¢ini molekule i
lipofilnosti. Pigmentni epitel mreznice sprjecava permeaciju lijeka iz Zilnice u mrez-
nicu i ¢ini vanjsku barijeru krvmreznica (slika 5) (15, 16).
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Slika 5. Shematski prikaz barijere krv-mreznica; vanjsku barijeru krv-mreZnica Cini pigmentni epitel mreinice,
unutrasnju barijeru krvmreznica cini endotel krvnih zila mreznice {15).

Unutrasnja barijera krv-mreZnica

Unutra$nju barijeru krv-mreZnica ¢ini endotel krvnih Zila mreznice (slika 5).
Stanice cndotela oblazu lumen kapilara mreznice i povezane su ¢vrstim medustanic¢-
nim vezama (tight junctions) koje ogranicavaju paracelularni prijenos. Unutrasnja je
barijera krv-mreznica vrlo sli¢na krvno-mozdanoj barijeri. Barijera je smjestena u
straznjem dijelu oka i razdvaja tkivo mreznice od krvi iz sistemske cirkulacije. Pri
sistemskoj primjeni lijeka ogranic¢ava prolaz lijeka u ekstravaskularni prostor mreznice
i staklastog tijela. Primjerice, koncentracija je lijeka u staklastom tijelu svega 1-2 %
njegove koncentracije u sistemskoj cirkulaciji nakon sistemske primjene. Unutra$nja
barijera krv-mreZnica ogranicava prijenos proteina i malih hidrofilnih molekula, dok
lipofilne tvari relativno dobro permeiraju preko endotelnih stanica (15).

MreZnica

Barijeru ¢ini slojevita grada neuralne mreznice (intraretinalna barijera) koja je
prepreka transretinalnoj difuziji makromolekula. Sloj glikozaminoglikana i proteina
(interfotoreceptorski sloj) razdvaja neuralnu mreznicu od pigmentnog epitela mrez-
nice. Taj sloj oblaze vanjske i unutrasnje dijelove fotoreceptora. Unutrasnje dijelove
fotoreceptora i apikalne dijelove Millerovih ganglijskih stanica poput remena okru-
zuju i povezuju pri¢vrsni spojevi proteinske grade (zonula adberens, ZA, adberens
Jjunctions) — vanjska grani¢na membrana. Znacajan otpor difuziji tvari kroz neuralnu
mreznicu pruZaju vanjska grani¢na membrana te vanjski i unutra$nji mrezasti sloj
(17).

Poznavanje procesa difuzije tvari i/ili zadrzavanja tvari unutar slojeva neuralne
mreznice vazno je za rasvjetljavanje patofiziologije bolesti mreznice i poboljsanje
ciljane primjene lijeka u straznji dio oka. Razli¢ite bolesti mreznice (dijabeticka reti-
nopatija, hipertenzivna retinopatija) karakterizirane su pove¢anim otporom transre-
tinalne difuzije tvari (npr. proteina) zbog ¢ega se takve tvari drugacije raspodjeljuju i
produljeno zadrzavaju unutar slojeva neuralne mreznice. Edem mreznice nastaje zbog
osmotskog ucinka takvih tvari u slojevima neuralne mreznice ili zbog poveéanja
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permeabilnosti krvnih Zila mreZnice i/ili o$tecenja vanjske barijere krv-mreznica.
Intraretinalna barijera utje¢e na farmakokinetiku nakon intravitrealne primjene lijeka
(npr. difuziju lijeka do vanjske barijere kev-mreZnica i subretinalnog prostora, elimi-
naciju lijeka). Intravitrealna primjena lijeka ionoforezom ili osmotskim crpkama
uklju¢uje procese transretinalne difuzije tvari.

ISPITIVANJA IN VITRO

Ispitivanja na stani¢nim modelima iz vitro najées¢e su metoda izbora u farma-
ceutskoj industriji za primarna probirna (primary screening) ispitivanja permeabilnosti
i/ili citotoksi¢nosti/citokompatibilnosti lijeka. Stani¢ni su iz vitro modeli velikog
kapaciteta s obzirom na broj ispitivanih uzoraka u jedinici veemena (highthroughput
models), dok istodobno ne omogucuju dobro predvidanje bioraspolozivosti lijeka u
ljudi (less predictive models). Koristenjem in vitro modela obavlja se primarni probir
tvari i/ili oblika pozeljnih farmakokinetickih svojstava te kvantitativno ispituju odnosi
apsorpcije i metabolizma lijeka ovisno o njegovoj molekulskoj strukturi. Stani¢ni
modeli barijera oka pruzaju uvid u gradu i regulaciju pojedinih barijera te mehanizme
prijenosa tvari (pasivni, aktivni prijenos lijekova ili endogenih tvari) preko barijera
oka. Kori$tenjem takvih modela proucava se fiziologija, metabolizam i ekspresija pro-
teina u pojedinim stanicama oka. Rezultati ispitivanja korisni su pri razvoju novih
terapijskih sustava, posebno s uklopljenim lijekovima koji se temelje na nukleinskim
kiselinama, (npr. kodiraju¢om DNA, protusmislenim nukleotidima, aptamerima, siRNA
i microRNA) i ispitivanju njihove citotoksi¢nosti/citokompatibilnosti.

Stani¢ni su modeli relativno dobro definirani sustavi s mogu¢nos¢u relativno
lakog prilagodavanja uvjeta ispitivanja. Rezultati su ispitivanja koritenjem i vitro
modela reproducibilniji u odnosu na ispitivanja na ex vivo i in vivo modelima (9, 15).

jazica zaispitivanje permeabilnosti

_ primarna kuttwura ili staniéna linija barijere oka

matriks (npr. kolagen ili laminin)

mikroporozna membrana za ispitivanje permeabilnosti

. «§ - srecstvo za ispitivanje permeabilnosti

Slika 6. Shematski prikaz sustava za in vitro ispitivanje permeabilnosti na staniénim modelima hioloskih
barijera oka {15).

Roznica

Stani¢ni modeli roznice pretezno su razvijani za ispitivanja citotoksi¢nosti i
vitro kao alternativa ispitivanjima toksi¢nosti na animalnim modelima in vivo (Draize
test), a vtlo su korisni pri ispitivanjima transkornealne permeacije tvari. Pri ispitiva-
njima se koriste razli¢ite kulture primarnih stanica i stani¢ne linije epitelnih stanica
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roznice razli¢itog podrijetla (kuni¢, $takor, hréak, covjek) [npr. HCE-kulture primar-
nih epitelnih stanica roznice, HCEC-netransformirane stanice humanog epitela roz-
nice (18); SIRC-stani¢na linija epitela roznice kunica (19, 20); HCE-T'stani¢na linija
humanog epitela roznice transformirana s pRSV-T (21); THCE-rekombinantnim
SV40 adenovirusnim vektorom imortalizirana stani¢na linija humanog epitela roznice
(22)] (slika 6). Specifi¢ni uvjeti uzgoja stani¢nih linija s ciljem $to veceg priblizavanja
uvjetima 7z vivo detaljno su opisani drugdje (15). Postizanje primjerenih vrijednosti
transepitclnog elektri¢nog otpora (TEER) pri uzgoju stanica vazno je za ispitivanje
permeabilnosti hidrofilnih tvari paracelularnim putem, dok su TEER vrijednosti
manje vazne pri ispitivanju permeacije lipofilnih tvari transcelularnim putem. Od
svih modela za in vitro ispitivanja permeabilnosti lijekova, najbolje je opisana THCE
stani¢na linija. Imortalizirane se THCE stanice kontinuirano dijele kroz vise od 400
generacija, morfoloski su sli¢ne normalnim epitelnim stanicama roZnice, stvaraju
primjerenu in vitro barijeru (TEER 400-800 Q cm?), u kulturi stvaraju 5-8 slojeva
stanica s ¢vrstim medustani¢nim vezama, dezmosomima, i mikrovilima. Polumjer je
pora paracelularnog puta 0,7-1,6 nm, dok im je poroznost 1,3-2,8 x 10 7 (15, 22=
24). Takav stani¢ni modcl koristi se za ispitivanje pasivne permeacije tvari. Primje-
nom tog modela opaZen je vrlo sli¢an prividni koeficijent permeabilnosti hidrofilnog
modelnog lijeka atenolola in vitro (P,y, atenolol = 1,24 x 10 cm/s) s prividnim
koeficijentom permeabilnosti ex vivo na izoliranoj roznici kunica (P, atenolol =
1,10 x 107 cm/s) (15), dok su prividni koeficijenti permeabilnosti modelnih lipofil-
nih lijekova in vitro priblizno u pola manji.

Ekvivalenti roznice in wvitro izraduju se tehnikom slojevitog uzgoja stanica pri
¢emu se po uzoru na roznicu stvaraju slojevi epitela, strome i endotela. Tehnika slo-
jevitog uzgoja stanica ukljuéuje sljedeée korake: (i) uzgoj endotelnih stanica roznice
na poroznim sintetskim membranama, (77) prekrivanje endotelnih stanica disperzijom
kolagena koja sadrzi stanice strome roznice i (i) uzgoj epitelnih stanica roznice na
sloju kolagena. Uzgoj epitelnih stanica na povrsini otopina/zrak osigurava stvaranje
¢vrstih medustanic¢nih veza (25). Trzisno dostupni trodimenzionalni modeli epitela
roznicc proizvedeni su koriStenjem imortaliziranih humanih epitelnih stanica roznice
(HCE, SkinEthic Laboratories) ili normalnih humanih keratinocita (EpiOcular,
MatTek Corporation), a sluze za ispitivanja okularne toksi¢nosti (HCE, EpoOcular)
i/ili transkornealne permeabilnosti (HCE) in vitro.

Spojnica

Nekornealnim se putem lijek apsorbira u oko preko bulbarne spojnice, a njezina
permeabilnost ovisi o veli¢ini i polarnosti molekule lijeka. Barijerna svojstva in vitro
modela epitela spojnice sluze za predvidanje intraokularne i sistemske apsorpcije
lijeka. /n vitro modeli epitelnih stanica spojnice koriste se za ispitivanja permeacije
lijeka preko spojnice, vrednovanje razlicitih terapijskih sustava i za toksikoloska ispi-
tivanja. Kulture primarnih epitelnih stanica spojnice kuniéa najéesée se koriste za
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ispitivanja permcabilnosti, dok su kulture primarnih epitelnih stanica spojnice
goveda koriStene 7a toksikoloska ispitivanja (15). U novije su vrijeme razvijene i
karakterizirane imortalizirane stani¢ne linije humanog epitela spojnice; IOBA-NHC
stani¢na linija (26, 27), HCJE stani¢na linija (28). Pri ispitivanju permeabilnosti i
procjeni barijerne uloge modela vazno je postidi sli¢na bioelektricna svojstva in vitro
modela i svjeze izolirane spojnice ex vivo. Tehnikom uzgoja stanica na povrsini oto-
pina/zrak postizu se bolja barijerna svojstva in vitro modela. Primarne kulture epi-
telnih stanica spojnice kuni¢a (RCEC) uzgajane na povrini otopina/zrak postizu
TEER vrijednosti u podrudju 1,1-1,9 kQ cm?, a koja su sli¢na TEER vrijednostima
svjeze izolirane spojnice kunica (1,3 kQ cm?). Uzgoj relativno homogenih RCEC
linija prednost je u usporedbi s bioloski varijabilnim svjeze izoliranim spojnicama.
Morfoloska su svojstva RCEC modela sli¢na svojstvima svjeze izolirane spojnice (npr.
mikrovili na apikalnoj povrsini, mali udjel vréastih stanica koje proizvode sluz).
Koeficijenati permeabilnosti lipofilnih B-blokatora (P, iy viro propranolol = 0,98 x
107 cm/s) koristenjem RCEC modela korcliraju s koeficijentima permeabilnosti
(Papp, ex vivo Propranolol = 0,79 x 107 cm/s) uporabom ex vivo modela. Istodobno,
RCEC in vitro model 100 x je manje permeabilan za hidrofilne B-blokatore (npr.
atenolol, sotalol) u usporedbi s ex vivo modelom moguée zbog ucinka proteina nosaca
aktivnog prijenosa u svjeze izoliranom tkivu. Takoder su opazeni sli¢ni koehcijenti

permeabilnosti hidrofilnih neutralnih tvari pri in vitro (P, manitol = 2,18 x

pp; #n vitro
1077 cm/s) i ex vivo (Papp, ex vive manitol = 2,77 x 10~ cm/s) ispitivanjima. Moguce
zbog vecih pora paracelularnog puta iz vitro modela (8 nm) u odnosu na pore svjeze
izolirane spojnice (5,5 nm) permcabilnost je makromolekulskih hidrofilnih tvari
(FD20, FD70) 2 x veca pri in vitro ispitivanjima (15).

Pored mehanizama pasivne permeacije lijeka preko spojnice, u buduénosti je

potrebno rasvijetliti ulogu aktivnog prijenosa (npr. P-glikoproteinskih nosaca) pri

Barijera krv-o¢na vodica

Naspram relativno dobro ispitanim stani¢nih modela barijere krv-mreZnica, sta-
ni¢ni modeli barijere krv-o¢na vodica relativno su neispitani. Razvijane su kulture
primarnih stanica nepigmentnog epitela zrakastog tijela, ali in vitro barijerna svojstva
stani¢nog sloja (TEER 20-30 Q cm”®) neprikladna su za ispitivanja permeabilnosti.
Stani¢ni modeli kojima bi se ispitivala barijerna svojstva endotela krvnih Zila $arenice
nisu razvijani (15).

Vanjska barijera krv-mreZnica

Stanice pigmentnog epitela mreznice (RPE) i vitro su modeli vanjske barijere
krv-mreznica. Kulture primarnih RPE stanica razli¢itog podrijetla (Zaba, Stakor,
pile, govedo, ¢ovjek) koriste se za ispitivanja permeacije tvari i/ili nanosustava s
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uklopljenim protusmislenim oligonukleotidima, ekspresije proteina te za ispitivanja
citotoksi¢nosti. Proliferacija RPE stanica iz vitro ovisi o brojnim ¢imbenicima (npr.
podrijetlo, starost donatora, trajanje izolacije, uvjeti uzgoja) jer je proliferacija in vivo
vezana iskljucivo za patoloska stanja. Uvjeti uzgoja moguce mijenjaju morfoloske i
funkcionalne znacajke stanica in vitro. Imortalizirane stani¢ne linije pigmentnog
epitela mreznice razlic¢itog podrijetla (Stakor, ¢ovjek) razvijene su s ciljem poboljsanja
modela pri ispitivanjima citotoksi¢nosti i metabolizma mreznicc (RPE-] stanice,
D407 stanice), produljena Zivotnog vijeka stanica (W'TERT-RPE stanice), regulacije
ekspresije gena, citotoksi¢nosti, permeabilnosti i prijenosnih mehanizama (ARPE-19
stanice) (19).

S obzirom na brojne specifi¢nosti RPE stanica, in vitro model primjerenih svoj-
stava vanjske barijere krv-mreZnica jo$ uvijek nije razvijen. Nedostaci su navedenih
modela dugo vrijeme uzgoja (za odredene stani¢ne linije i do 2 mjeseca), gubitak
specificnih obiljezja izvornog tkiva pri uzgoju, slaba barijerna svojstva s obzirom na
relativno niske TEER vrijednosti (30-50 © cm?) u odnosu na TEER vrijednosti
svjete izolirane membrane pigmentnog epitela mresnice (148-206 Q cm?), ograni-
¢ena dostupnost tkiva humanog podrijetla, relativno neispitani mehanizmi prijenosa
tvari #z vivo u smislu koreliranja in vitro i in vivo ispitivanja (15).

Unutra$nja barijera krv-mreZnica

Endotelne stanice krvnih Zila mreZnice in vitro su modeli unutrasnje barijere
krv-mreznica. Kulture primarnih endotelnih stanica krvnih Zila mreinice goveda
(BRCEC) koriste se za ispitivanja permeacije tvari preko unutrasnje barijere krv-
mreznica. Pokusaj poboljsanja barijernih svojstava modela u smislu pove¢anja TEER
vrijednosti BRCEC stanica njihovim ko-kultiviranjem s Millerovim stanicama rela-
tivno je neuspjesan. Daljnje je poboljsanje tog modela razvoj imortalizirane linije
endotelnih stanica krvnih Zila mreZnice $takora (TR-iBRB). Uzgojem TR-iBRB sta-
ni¢ne linije na membranama obloZenim fibronektinom postignuta je morfoloska
sli¢nost sa stanicama primarne kulture. Ipak, TEER vrijednosti sli¢ne su stanicama
primarne kulture (38 ©Q c¢m?) te stoga barijerna svojstva TR-iBRB stani¢nom linijom
nisu unaprijedena (15).

ISPITIVANJA EX VIVO

Ispitivanja permeabilnosti ex vivo uporabom svjeze izoliranih animalnih i/ili
humanih tkiva oka pruzaju vaine informacije o barijernoj ulozi takvih tkiva pri
apsorpciji lijeka u oko. To su modeli relativno malog kapaciteta s obzirom na broj
uzoraka koje je mogude ispitati u odredenom vremenu (low-throughpt models), dok
istodobno omoguéuju dobro predvidanje intraokularne apsorpcije i bioraspolozivosti

lijeka u ljudi (more predictive models).
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Roznica

Humana je roznica jajolika oblika s horizontalnim promjerom od 11 do 12 mm
i vertikalnim od 10 do 11 mm. Na roznici se razlikuju vrh, rub te vanjska i unutarnja
strana. Zone se prelaska roznice u bjeloo¢nicu i bjeloo¢nice u spojnicu nazivaju lim-
bus. Roznica nije jednako debela u svim dijelovima. Humana je roznica na rubu naj-
deblja (0,8-1,5 mm), a u podru¢ju vrha najtanja (0,5-1 mm). Povriina je humane
ro#nice 1,04 cm?. Roz#nica je domacih zivotinja tanja od 1 mm. U psa i goveda roznica
je centralno tanja u odnosu na limbalni dio, dok je u macke i konja obrnuto (29).
Roznica je providna, glatka, sjajna i vlazna membrana. Obje su strane roznice slo-
bodne. Prednju stranu oblaze prekornealnisuzni film, a straznju stranu oplakuje o¢na
vodica koja ispunja prednju oénu sobicu. U svom tkivu roznica nema krvnih Zila.
Hranjive tvari i kisik prima iz rubne mreze krvnih Zila. Preostali dio kisika prima iz
atmosfere, pa ako je sprijeCena ta izmjena, aktivira se anaerobni metabolizam i tako
povecava intrakornealna koncentracija mlije¢ne kiseline. Tako se razvija edem roZnice
i gubitak njezine providnosti (4, 30).

Tt glavna ¢imbenika odreduju ucinkovitost transkornealne permeacije: (2) struk-
tura i integritet roznice, (77) fizicko-kemijska svojstva lijeka, (77z) ljekoviti oblik i
pomo¢ne tvari pripravka (31).

S ciljem pribliZzavanja uvjetima iz vivo, a pri razvoju ex vivo modela zbivanja u
prekornealnom podrudju i prednjoj oénoj sobici potrebno je u $to vecoj mjeri uzeti
u obzir. Ispitivanja permeabilnosti ex vivo preko roznice (transkornealna permeabil-
nost) provode se u proto¢nim difuzijskim ¢elijama (npr. horizontalne difuzijske ¢éelije,
Franzova difuzijska ¢elija). Proto¢ne su difuzijske ¢elije sastavljene od donorskog i
receptorskog odjeljka izmedu kojih se smjesta roznica. Donorski odjeljak predstavlja
prekornealno podrugje, dok receptorski odjeljak predstavlja prednju e¢nu sobicu. Za
ispitivanja permeabilnosti najcesce se koristi svjeze izolirana roznica kunica (32).

Anatomski i hzioloski parametri prednjeg dijela humanog oka prikazani su tab-
licom 1. (33). U prekornealno podrugje obi¢no se primjenjuje 25-50 pL pripravka
koji se mijesa i razrjeduje sa suznom teku¢inom volumena 7 pL. Normalni je volumen
izmjene suzne tekuéine 0,5-2,2 pL/min. pH suzne tekuéine je 7,3-7,7. Prosje¢no
25 96 suzne tekudine isparava s povrSine oka zbog ¢ega je temperatura povrsine oka
34 °C, odnosno niza od normalne tjelesne temperature povrsine koze ili sluznica.
Umjetna suzna tekuéina (pH 7,4; ionska jakost 0,188) sastoji se od natrijeva klorida
(0,670 g), natrijeva hidrogenkarbonata (0,200 g), kalcijeva klorid dihidrata (0,008 g)
i proci¢ene vode (do 100 g) (5, 34, 35).

Volumen o¢ne vodice u prednjoj o¢noj sobici je 261-310 pL. Normalni volu-
men izmjene o¢ne vodice je 2-3 plL/min. Umjetna o¢na vodica sastavljena je od dva
puferska sustava: KH,PO4 — H3PO4 i NaHCO; — plinoviti CO, sljedeceg sadrzaja
elektrolita: Na* (148 mM), K* (4 mM), Ca** (2 mM), CI” (134 mM), HCO;™ (20
mM), L-askorbinska kiselina (1,0 mM). pH umjetne o¢ne vodice je 7,4 (306).
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Tahlica 1. Anatomski i fizioloski parametri presinjeg dijela humanog oka (33).

parametar jedinica vrijednost
volumen suzne tekudéine (V1) [nL] 7,0
brzina izlucivanja suzne tekuéine (§) [nL/min] 1,2
konstanta brzine drenaZe otopine s povrsine oka (Ky) [min '] 1,45
povrsina roznice (A.) [cm?] 1,04
povrsina spojnice (A;) [cm?] 17,65
povriina palpebralne spojnice (4;) [cm?] 2,82
povriina bulbarne spojnice (Ay,) [cm’] 7,78
debljina roznice (L) [mm)] 0,52
volumen o¢ne vodice u prednjoj o¢noj sobici (V) [nL] 261-310
brzina izlu¢ivanja o¢ne vodice izrazena kao % V, [%/min] 1-2
volumen distribucije u prednjoj o¢noj sobici (V) [uL] 150-3000
klirens u prednjoj o¢noj sobici (C/,) [w]/min] 1-30

Permeabilnost se ispituje najée$¢e 4—6 sati zbog ogranicene vijabilnosti roznice
nakon izoliranja i relativno kratkog dodira pripravka s povr§inom oka u uvjetima in
vivo. Svjeze izolirana animalna roZnica smjesta se izmedu donorskog i receptorskog
odjeljka tako da je epitelna povr$ina roznice usmjerena prema donorskom odjeljku.
Uputno je zapoceti ispitivanje permeabilnosti priblizno ¥ do 1 h nakon izolacije roz-
nice. Donorski i receptorski odjeljak pune se GBR puferom s dodatkom glutationa
(pH = 7,6). GBR pufer s dodatkom glutationa pripravlja sc mijesanjem istih udjela
puferal (223 mM NaCl; 9,64 mM KCl; 1,57 mM NaH,POyg; 2,08 mM CaCly; 1,56
mM MgCl,) i pufera II (58,42 mM NaHCOj3; 10,0 mM glukoza; 0,3 mM gluta-
tion). Pripravljeni GBR pufer s dodatkom glutationa uravnotezujc se smjesom O,/
CO; (95/5%) tijekom 15 min (37). Ispitivanje se provodi pri 34 °C uz mijeSanje
sredstva u receptorskom odjeljku pomo¢u magnetskog mjesaca. U odredenim vre-
menskim intervalima (npr. 40, 80, 120, 160, 200 i 240 min) iz receptorskog odjeljka
uzimaju se uzorci odredenog volumena, a uzeti volumen nadomjesta se pufcrom, da
bi se osigurao stalni volumen sredstva u receptorskom odjeljku. U uzorcima se ana-
litickim metodama odreduje koncentracija lijeka i izra¢unava prividni koeficijent
permeabilnosti (P,,,) (cm s™') prema jednadzbi:

AQ
Fae = AtxCyx A x 60
(]

PP

1/

gdjc je A@/Ar (ug min~') brzina permeabilnosti lijeka u receptorski odjeljale, Gy (uig
ml™) podetna koncentracija lijeka u donorskom odjeljku, A (cm?) povriina roZnice
raspoloziva za difuziju (npr. povriina roZnice novozelandskog bijelog kunic¢a teZine
2,5-3,0 kg pri ispitivanju permeabilnosti koriStenjem Franzove difuzijske ¢elije je
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0,70 cm?), 60 je faktor konverzije jedinica vremena iz minuta u sekunde (32). Rezul-
tati ispitivanja transkornealne permeabilnosti lijeka predstavljaju raspoloZivost lijeka
u oku ex vivo ili apsorpcijski potencijal lijeka.

Gravimetrijskim odredivanjem obima hidratacije ro#nice rutinski se provjerava
vijabilnost roZnice nakon ispitivanja permeabilnosti. Obim hidratacije roznice (HR %)
izratunava sc prema jednadzbi:

)
HR%=|1—| > ||x100 12/
W,
gdje je W, (g) masa svjeze izolirane roznice, W, (g) masa roznice koja je nakon ispi-
tivanja permeabilnosti su$ena 6 h pri 100°C (32).

Svjeze izolirana roznica ¢uva se kratkoro¢noili relativno dugoro¢no. Kratkoro¢no
se roznica ¢uva u GBR puferu s dodatkom glutationa unutar nekoliko sati (npr. 6 h)
nakon zrtvovanja Zivotinje. Bugoro¢no se roznica ¢uva u specijalnim otopinama za
kulturu tkiva u inkubatoru pri 31°C do 30 dana ili u specijalnim otopinama u
hipotermi¢kim uvjetima pri +2 do +8 °C u vremenskom razdoblju ovisnom o vrsti
koristene otopine.

Nedostatak kratkoro¢nog ¢uvanja je ogranicena vijabilnost roznice na priblizno
6 sati od Zrtvovanja zivotinje i izrazeni utjecaj vremena ispitivanja na rezultate per-
meabilnosti. Ostecenje metabolickih enzima i prijenosnih proteina u ovisnosti o vre-
menu ograni¢ava ispitivanja transkornealne permeabilnosti samo na pasivnu difuziju
lijeka niz koncentracijski gradijent. Metaboli¢ki enzimi i prijenosni proteini razlikuju
se medu vrstama $to djelomic¢no otezava predvidanje transkornealne permeabilnost u
ljudi. Modeli ex vivo obi¢no ne uzimaju u obzir dinamiku suzne tekuéine i o¢ne
vodice te druge fizioloske mehanizme uklanjanja pripravka s povrsine oka (mehani¢ko
uklanjanje treptanjem, potaknuto suzenije, sistemska apsorpcija).

Ispitivanja permeabilnosti ex vivo s ciljem sekundarnog probira potencijalnih
oftalmika osiguravaju odredene prednosti. Iako su ex vivo probirna ispitivanja manjeg
kapaciteta (low-throughput models) u odnosu na in vitro ispitivanja, primarnim se in
vitro ispitivanjima bitno smanji broj oftalmika koje je potrebno ukljuciti u sekundarni
probir. Istodobno, ex vivo modelom moguce je bolje predvidjeti bioraspolozivost
oftalmika iz vivo (more predictive models). Na taj se nadin bitno smanjuje broj oftal-
mika koje je potrebno ispitati 7 vivo. Primarnim i sekundarnim probirom smanjujc
se broj Zivotinja pri in vivo ispitivanjima, $to je sukladno eti¢kim nacelima obavljanja
pokusa na Zivotinjama. Probirnim se ispitivanjima ubrzava postupak i poboljsava
ekonomic¢nost razvoja oftalmika. Posebna prednost tih ispitivanja je moguénost
prikupljanja svjezih animalnih roZnica (govedo, svinja, kuni¢i) iz obliznjih klaonica.
Svjeze roznice su svakodnevno dostupne, prikupljanje je relativno jednostavno i eko-
nomic¢no, a Zivotinja se ne Zrtvuje radi izoliranja roznice, nego je ona otpad pri
preradi.
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Spojnica

Spojnica je tanka sluznica prozeta krvnim Zilama koja oblaze unutarnju stranu
vjeda (palpebralna spojnica) i prednji dio bjeloo¢nice do ruba roznice (bulbarna spoj-
nica). Oba dijela spojnice prelaze jedan u drugi u svodu (forinx) koji se nalazi na
gornjoj i donjoj vjedi. U ljudi je povrsina spojnice 17 x ve¢a od povrsine roznice, dok
je u kunica povrsina spojnice 9 x ve¢a od povrsine roznice. Prednji je dio bjeloo¢nice
spojen rijetkim vezivnim tkivom s o¢nom spojnicom. Zone se prelaska roznice u bje-
loo¢nicu i bjeloo¢nice u spojnicu nazivaju limbus (9, 29).

Brojna in vivo ispitivanja intraokularne apsorpcije lijekova na animalnom
modelu (npr. kunica, $takora) najées¢e ne pruzaju uvid u prijenosne mehanizme
apsorpcije lijeka u oko. U usporedbi s ex vivo ispitivanjima permeabilnosti lijekova
preko roznice, permeabilnost je lijekova preko spojnice manje ispitana (13, 38-40).
Istodobno, ispitani su razli¢iti mehanizmi prijenosa tvari (iona, glukoze, aminokiselina,
nukleozida, peptida) preko epitela spojnice in vitro i ex vivo. Na apikalnoj povrsini
epitelnih stanicama spojnice prisutni su razliciti prijenosni proteini (PepT 1, PepT2,
P-glikoproteini, prijenosnici aminokiselina) koji mogu biti klju¢ni pri prijenosu lije-
kova kroz spojnicu (9).

U provedenim je ispitivanjima pretezno koriStena svjeze izolirana spojnica
kunica. Ispitivanja permeabilnosti ex vivo na spojnici slicna su ispitivanjima perme-
abilnosti ex vivo na roznici. Ispitivanja se provode u proto¢nim difuzijskim ¢elijama
(npr. Ussingov tip difizijskih ¢elija). S ciljem provjere vijabilnosti i barijernih svojstava
odreduju se bioelektricki parametri spojnice (razlika transepitelnog elektri¢énog poten-
cijala i transepitelni elektri¢ni otpor). Dizajn ispitivanja i obrada rezultata sli¢na je
prethodno opisanim ispitivanjima, a specifi¢nosti su ispitivanja opisane drugdje (13,
40, 41).

Ex vivo ispitivanja permeabilnosti hidrofilnih lijekova pokazuju da njihova
intraokularna apsorpcija preko spojnice ovisi o njihovoj molekulskoj masi. Para-
celularni je prijenos hidrofilnih tvari (hidrofilni lijekovi, ioni, voda) ograni¢en ¢vrstim
vezama medu stanicama epitela spojnice i pretezno ovisi o velic¢ini hidrofilne molekule.
Prividni se koeficijenti permeabilnosti (7,,,) modelnih hidrofilnih lijekova smanjuju
s pove¢anjem velicine molekule, odnosno s pove¢anjem molekulske mase: D-manitol
(182 Da) > 6-karboksifluorescein (376 Da) > dekstrani obiljeZeni fluorescein izo-
tiocijanatom FD4 (4400 Da) > FD10 (9400 Da) > FD20 (21300 Da) > FD40
(38600 Da). Dimenzije pora paracelularnog puta odreduju pasivnu difuziju hidro-
filnih molekula. Prosje¢ni je polumjer pora paracelularnog puta epitela svjeze izolirane
spojnice je 5,5 nm, dok je njihova prosje¢na gustoéa 1,9 x 10® pora/cm?®. Polumjer
pora paracelularnog puta epitela palpebralne spojnice je 4,9 nm, dok bulbarne iznosi
3,0 nm. Molekulski je polumjer hidrofilnih lijekova molekulske mase < 550 Da manji
od 2 nm, dok FD20 ima molekulski polumjer od 4,9 nm. Stoga kroz spojnicu
relativno dobro permeiraju hidrofilne tvari molekulske mase < 20000 Da, dok kroz
roznicu ne mogu permeirati primjerice inulin (- 5000 Da) ili FD20 (9).
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Transepitelni je elektri¢ni otpor (TEER) tkiva dobar pokazatelj njegovih bari-
jernih svojstava. TEER svjeze izolirane spojnice je - 1,3 kQ c¢m? i znatno je nizi u
usporedbi s TEER svjeze izolirane roznice (7-9 kQ cm?). Spojnica je manja prepreka
permeabilnosti hidrofilnih tvari u usporedbi s roznicom. Medutim, znatno je veéa
povr§ina spojnice u odnosu na roznicu presudan ¢imbenik bolje intraokularne
apsorpcije hidrofilnih lijekova preko spojnice (9). Spojnica je priblizno 15-25 x
permeabilnija za hidrofilne tvari u odnosu na roznicu.

U ispitivanjima in vivo na animalnom modelu hidrofobni se lijekovi apsorbiraju
vedinom preko roznice. Primjerice koli¢ina lijeka apsorbiranog preko roznice prema
koli¢ini lijeka apsorbiranog preko spojnice iznosi 70:1 za hidrokortizon, 12:1 za
timolol i 5:1 za pilokarpin.

Bjeloo¢nica

Bjeloo¢nica je sastavljena od 3 sloja: episclera, stroma (sclera propria) i lamina
fusca. Episclera je izrazito vaskulariziran sloj graden od gustog kolagena koji uz scleru
¢vrsto veze Tenonovu kapsulu. Uz kolagen episcleria sadrzi fibroblaste, proteoglikane
i ne$to melanocita. Kolagen koji gradi stromu bjeloo¢nice znatno je guséi od kolagena
roznice. Uz kolagen su u stromi prisutni i fibroblasti. Lamina fusca je prelazni sloj
prema vanjskom dijelu srednje o¢ne ovojnice. U bjeloo¢nici se nalaze brojni kanali¢i
za prolaz krvnih Zila i Zivaca. Duge cilijarne arterije i Zivci prolaze kroz bjeloo¢nicu do
zrakastog tijela. U prednjem dijelu bjeloo¢nice smjesten je intraskleralni venski splet
putem kojeg o¢na vodica odlazi u koroidni venski pleksus (29, 42). Ve¢ iz same grade
i hidrofilne prirode bjeloo¢nice (70 % vode) moguce je pretpostaviti relativno dobru
transkleralu difuziju hidrofilnih tvari. PovrSina je humane bjeloo¢nice 16,3-17,0
cm?. Prosje¢na je debljina bjeloo¢nice 0,90 mm u podrudju optitkog #ivca, 0,53 mm
u podru¢ju korneoskleralnog limbusa, 0,39 mm u podru¢ju ekvatora oéne jabudice
(43). Transkleralna permeabilnost lijeka znacajno ovisi o debljini bjeloo¢nice i pov =
$ini raspolozivoj za difuziju pa je u slucaju lokalne invazivne primjene pripravak
uputno aplicirati u podruéje s najmanjom debljinom bjeloo¢nice. Nadalje, bjeloo¢-
nica osigurava znacajno ve¢u povrsinu raspolozivu za difuziju lijeka prema relativno
maloj povrsini roznice (-1 cm?) (42).

U ispitivanjima se pretezno koristi svjeze izolirana bjeloo¢nica ljudi (43—45) i
kuni¢a (13, 46). Ispitivanja ex vivo na bjelooénici sli¢na su ispitivanjima ex vivo na
roznici i spojnici. Ispitivanja se provode u vertikalnim proto¢nim ¢elijama (npr.
Ussingov tip difuzijskih éelija) ili horizontalnim proto¢nim éelijama da bi se sma-
njio u¢inak transkleralnog tlaka na permeabilnost lijeka (42). S ciljem provjere vija-
bilnosti i barijernih svojstava odreduju se bioelektri¢ki parametri bjeloo¢nice (razlika
transepitelnog elektri¢nog potencijala i transepitelni elcktri¢ni otpor). Dizajn ispi-
tivanja i obrada rezultata vrlo je sli¢na ispitivanjima na svjeze izoliranoj roznici i
spojnici, a specifi¢nosti su ispitivanja opisane drugdje (13, 44). Na osnovu rezultata
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ispitivanja izracunava se prividni kocficijent pcrmeabilnosti (,,,) (cm s7) kao poka-
zatelj ravnoteznog fluksa lijeka niz koncentracijski gradijent prema jednadzbi:
(Co—C)xV
Pappm—— sl 13/
% C,XtXxS

gdje je C,, koncentracija lijeka u receptorskom odjeljku u vremenu 0, C,, koncentra-
cija lijeka u receptorskom odjeljku u vremenu t, C, pocetna koncentracija lijeka u
donorskom odjeljku, V' je volumen pojedinog odjeljka, #je vrijeme izrazeno u sekun-
dama, S je povriina tkiva (44). Permeabilnost bjeloo¢nice za hidrofilnc polietilen-
glikole razli¢ite molekulske mase (PEG 200, PEG 400, PEG 600, PEG 1000)%: x je
manja u odnosu na permeabilnost spojnice i 10 x je ve¢a u odnosu na permeabilnost
roznice (13).

Pigmentni epitel mreznice

Svjeie izolirani pigmentni epitel mreznice koristi se pri ex vivo ispitivanju pasiv-
ne difuzije (16, 47) i aktivnog prijenosa tvari te funkcije efluksnih crpki (48, 49).
[spitivanja se provode u vertikalnim proto¢nim ¢elijama s donorskim i receptorskim
odjeljkom izmedu kojeg se smjesta svjeze izolirano tkivo. Tijekom ispitivanja u difu-
zijsko sredstvo donorskog i receptorskog odjeljka uvodi se smjesa plinova (5% CO»,
10% O,, 85% N,). Uvodenje CO, omogucuje odrzavanje pH pri 7,4-7,5 tijekom
ispitivanja, dok niski udjel O, uz glutation iz difuzijskog sredstva sprjecava ostecenja
tkiva i produljuje vijabilnosti pigmentnog epitela mreznice. Difuzijsko sredstvo (BSS
Plus®, Alcon) uz glutation sadrzi glukozu, bikarbonate i elektrolite.

S ciljem pracenja vijabilnosti i barijernih svojstava odreduju se bioelektricki
parametri pigmentnog epitele mreznice (razlika transepitelnog elektri¢nog potencijala
i transepitelni elektri¢ni otpor).

Prividni su koeficijenti permeabilnosti uporabom svjeze izoliranog pigmentnog
epitela mreznice svinje za slabo permeabilne tvari (npr. hidrofilni atenolol) reda
veli¢ine 10~ ¢m/s, a za dobro permeabilne tvari (npr. memaniti nikotin) reda veli¢ine
10~ cm/s. Prividni koeficijent permeabilnosti natrijevog fluoresceina (1,81 x 107
cm/s) odreden na takvom modelu sli¢an je prividnom koeficijnetu permeabilnosti
odredenom pri ispitivanjima iz vive (15, 16).

Utjecaj je veli¢ine molekule i lipofilnosti na permeabilnost preko svjeze izoliranog
pigmentnog epitela mreznice ispitan koriStenjem karboksifluoresceina (376 Da), dek-
strana obiljezenih fluorescein izotiocijanatom (FITC-dekstrani) (4-80 kDa) i -blo-
katora razlicite lipofilnosti (atenolol, nadolol, pindolol, timolol, metoprolol, beta-
ksolol). Permeabilnost se tvari smanjuje s pove¢anjem njihove molckulske mase;
karboksifluorescein ima 35 x ve¢u permeabilnost u usporedbi s FITCGdekstranom
(80 kDa). Permeabilnost je lipofilnih f-blokatora 8-20 x vec¢a u usporedbi s hidro-
filnim atenololom i karboksifluoresceinom. Usporedbom s objavljenim permeabilno-
stima hidrofilnih i makromolekulskih tvari ex vivo preko bjeloo¢nice, permeabilnost
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je pigmentnog epitela mreznice 10-100 x manja. Permeabilnosti su lipofilnih tvari
slicne za bjeloo¢nicu i pigmentni epitel mreznice. Pigmentni je epitel mreznice jaka
barijera apsorpciji hidrofilnih i makromolekulskih tvari, dok je lipofilnim tvarima
jednaka barijera kao i bjeloo¢nica (16).

Pored opisanih fizicko-kemijskih ¢imbenika molekule lijcka (molekulska masa,
lipofilnost, naboj) na permeabilnost preko pigmentnog epitela mreznice znacajno
utjcCe afinitet vezanja lijeka za proteine aktivnog prijenosa. Takvi proteini mogu
povecati ili smanjiti permeabilnost lijeka ovisno o tipu prijenosnika (influksni ili
efluksni) i/ili njihovom smjestaju (vitrealna ili krvna strana). Vezanje lipofilnih lije-
kova za melanin pigmentnog epitela mreZnice takoder utjede na permeabilnost. Pig-
mentni epitel mreZznice i Zilnica u ljudi sadrzavaju prosje¢no 6-8 mg melanina. Lijek
vezan za melanin ne moZe permeirati, a samo je kemijski potencijal nevezanog lijeka
odgovoran za pasivnu difuziju lijeka niz koncentracijski gradijent (14).

Neuralna mreznica

Transretinalna difuzija ispitana je koriStenjem svjeze izolirane neuralne mreznice
goveda, svinje, kunica i ljudi. Permeabilnost se ispituje sli¢no prethodno opisanim ex
vivo ispitivanjima, a specifi¢nosti su ispitivanja opisane drugdje (17, 50).

Pasivni prijenos tvari preko neuralne mreznice odreden je velicinom molekule,
stoga se Cesto odreduje grani¢na molekulska masa pri transretinalnoj difuziji (50).
Polumjer pora vanjske grani¢ne membrane neuralne mreznice je 0,30-0,36 nm.
Proteinske molekule hidrodinamickog polumjera < 0,30 nm permeiraju difuzijom
preko barijere neuralne mreznice, dok proteinske molekule hidrodinamickog polu-
mjera > 0,36 nm ne difundiraju transretinalno (17). Nadalje, unutrasnji i vanjski
mreZasti sloj neuralne mreznice pruza znacajan otpor transretinalnoj difuziji makro-
molekula. Grani¢ne molekulske mase transretinalne difuzije makromolekula preko
ovih slojeva su 60 kDa u svinje, 78,5 kDa u goveda, 86 kDa u kuni¢a i 76,5 kDa u
ljudi. S obzirom na sli¢ne vrijednosti grani¢nih molekulskih masa, animalni modeli
ex vivo prikladni su za ispitivanje transretinalne permeabilnosti (50).

ISPITIVAN]JA IN VIVO

Bioloska sc ispitivanja farmakokinetike ili iritacije oka najée$¢e provode na
kuni¢ima (npr. novozelandski bijeli kuni¢), iako se ponekad koriste i druge Zivotinjske
vrste; primjerice psi (51, 52), macke (53), majmuni (54). Eticki i znanstveno oprav-
dane pokuse na Zivotinjama obavljaju pravne osobe registrirane u RH za obavljanje
navedene djelatnosti u skladu s pozitivnim propisima RH (55). Kuniéi se najéesce
drze u individualnim kavezima s dostupnom hranom i vodom ad libitum, u nastambi
kontrolirane temperature (20-22 °C) i relativne vlaznosti (70-80 %) te zasti¢enoj od
akustickih i optickih nadrazaja. Cirkadijani ritam izmjene dana i no¢i kontrolira se
umjetnom svjetlo§¢u (12 sati dan / 12 sati no¢). Kuniéi se prilagodavaju uvjetima
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nastambe odredeno vrijeme (npr. 72 sata) prije pocetka pokusa. U pokusu se koristi
najmanji potreban broj kuni¢a za dobivanje statisticki znacajnih rezultata. Protokol
pokusa mora biti izraden s ciljem $to manje patnje kunica pri ispitivanju.

Op¢enito se ispitivanje farmakokinetike u oku obavlja postupkom koji ¢esto
zahtijevaju Zrtvovanje jedne skupine kuni¢a (npr. 4-6 kuni¢a u skupini) za svaki
vremenski interval uzimanja uzorka. Tako je za konstruiranje 10 toc¢aka na krivulji
ovisnosti koncentracije lijeka o vremenu pri ispitivanju samo jednog oblika potrebno
#rtvovati 50 kuniéa (10 skupina sa po 5 kuniéa u skupini) (51-54).

Pri obradi i interpretaciji rezultata ispitivanja potrebno je voditi ra¢una o raz-
licitim ¢imbenicima koji utjecu na farmakokinetiku lijeka u oku: (2) volumen odjeljka
u koji se lijek raspodjcljuje (naj¢es¢e u prednji dio oka — o¢na vodica, Sarenica, zra-
kasto tijelo) (i) vezanje lijeka za proteine o¢ne vodice ili o¢nog tkiva (Sarenica, zra-
kasto tijelo), (#7i) izmjena (twrnover) oéne vodice, (iv) u¢inak lijeka na poticanje ili
sprjeavanje stvaranje i/ili izmjene o¢ne vodice, (v) ravnotez.no ponasanje lijeka izmedu
o¢ne vodice i o¢nog tkiva i (vi) moguénost metaboli¢ke razgradnje lijeka u o¢nim
tekuc¢inama ili tkivima. Opéenito, ako se pretpostavi da je koncentracija lijeka u suz-
noj teku¢ini maksimalna nakon primjene, tada je koncentracija u roznici 1000 x
manja, koncentracija u o¢noj vodici 10 000 x manja, a koncentracija u staklastom
tijelu 100 000 x manja od maksimalne koncentracije u suznoj tekuéini (4-6).

Iz prednjeg se dijela oka u sistemsku cirkulaciju lijek/metabolit lijeka climinira
izmjenom oéne vodice (o¢na se vodica prednje otne sobice ulijeva u venski sinus
bjeloo¢nice i zatim u venski krvotok sistemske cirkulacije) i/ili venskim sustavom
srednje o¢ne ovojnice. Iz straznjeg se dijela oka lijek/metabolit lijeka eliminira nave-
denim putovima eliminacije prednjeg dijela oka i/ili krvno-mrezni¢nim sustavom

(4-0).

Ispitivanje farmakokinetike u oku analizom suzne tekuéine

U odredenim bolestima potrebno je posti¢i i odrzati terapijsku koncentraciju
lijeka u prekornealnom podrudju s ciljem njegovog povrsinskog ucinka (npr. bakte-
rijski konjunktivitis). Istodobno za povr$inski u¢inak lijeka vazno je njegovo zadr
zavanje u prekornealnom podrudju (resident time). U takvim slu¢ajevima bitno je
odrediti koncentraciju lijeka (npr. antibiotika) u suznoj tckuéini. Ispitivani uzorak
primjenjuje se na povrsina oka. U odredenim vremenskim intervalima uzimaju se
uzorci suzne tekudine pomoc¢u staklenih mikrokapilara ili umetanjem filter papira (2
mm x 5 mm) u donju konjunktivalnu vredicu odredeno vrijeme (npr. 10 s). U uzor-
cima se analitickim metodama odreduje koncentracija lijeka i konstruira krivulja
ovisnost koncentracije lijeka u suznoj tekudini o vremenu na osnovu koje se izra-
Cunavaju karakreristi¢ni farmakokineti¢ki parametri: maksimalna koncentracijalijeka
u suznoj tekudini (C,,,,), vrijeme potrebno za postizanje C,,, (7T,.), povrsina ispod
krivulje (AUC) ovisnosti koncentracije lijeka u suznoj teku¢ini (C) o vremenu (z).
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Opisane ispitivanje ne zahtijeva Zrtvovanje kuniéa. Na svakoj se skupini kuni¢a moze
ispitivati vise razlicitih oblika nakon potpunog uklanjanja lijeka iz organizma (washout
period), a $to ovisi o lijeku/obliku i obi¢no je nekoliko dana (56-60).

Ispitivanje farmakokinetike u oku analizom oéne vodice

Ispitivani uzorak primjenjuje se na povrsinu oka. Prije invazivnog postupka uzi-
manja uzorka o¢ne vodice kuniéi se najéesce zrtvuju. Uzorak ofne vodice uzima se
uvodenjem igle u prednju o¢nu sobicu. Igla se najéesée uvodi kroz mjesto spajanja
roznice i spojnice. U uzorcima se analitickim metodama odreduju koncentracije
lijeka. Na osnovu krivulje ovisnosti koncentracije lijeka u o¢noj vodici o vremenu
izratunavaju se karakteristi¢ni farmakokinetic¢ki parametri: maksimalna koncentracija
lijeka u o¢noj vodici (C,,,..0), vrijeme potrebno za postizanje C, ., (7,,), povrsina
ispod krivulje (AUC) ovisnosti koncentracije lijeka u o¢noj vodici (C) o vremenu (z)

(1,58, 61, 62).

Ispitivanje farmakokinetike u oku analizom tkiva oka

Ispitivani uzorak primjenjuje se na povrsinu oka. U odredenim vremenskim
intervalima nakon primjene uzorka Zrtvuju se odredene skupine kuni¢a i uzorkuju
odabrana tkiva oka. Lijek se iz tkiva oka ekstrahira prikladnim otapalom nakon ¢ega
mu se odreduje koncentracija razli¢itim analitickim metodama. Rezultati ispitivanja
prikazuju se krivuljom ovisnosti koncentracije lijeka u tkivu (npr. roznici, spojnici)
prema vremenu na osnovu koje se odreduju karakteristi¢ni farmakokineticki para-

metri (63).

Ispitivanje farmakokinetike u oku odredivanjem ucinka lijeka

Ispitivani uzorak primjenjuje se na povrsinu oka. Razli¢itim se metodama odre-
duje farmakoloski uéinak lijeka u odredenim vremenskim intervalima. Primjerice,
odreduju se: (7) promjene promjera zjenice nakon primjene miotika (npr. pilokarpin)
(64, 65) ili midrijatika (npr. tropikamid) (66), smanjenje intraokularnog tlaka (timo-
lol, puerarin, epinefrin, acetazolamid, pilokarpin) (57, 67-69). Na temelju rezultata
konstruira se krivulja ovisnosti farmakoloskog uc¢inka o vremenu i izracunaju se
karakteristi¢ni farmakokineticki parametri. S obzirom da se tom metodom nc mjeri
izravno koncentracija lijeka u teku¢inama ili tkivima oka, nego se posredno preko
farmakoloskog ucinka zakljucuje o koncentraciji lijeka na mjestu njegovog ucinka,
ispitivanje je neizravna (posredna) mijera bioraspolozivosti lijeka. Odredivanje pro-
mjera zjenice i mjerenje intraokularnog tlaka obavlja se rutinskim ncinvazivnim
postupcima za koje nije potrebno Zrtvovati Zivotinje.

Ispitivanje farmakokinetike u oku odredivanjem nuspojave lijeka
Ispitivanje je vrlo sli¢no prethodnom ispitivanju, osim $to se umjesto terapijskog
ucinka odreduje nuspojava lijeka. Na osnovu odredivanja nuspojave lijeka (npr.
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povecanje intraokularnog tlaka uc¢inkom kortikosteroida) neizravno se zakljucuje o
bioraspolozivosti lijeka. Na temelju rezultata ispitivanja odreduju se karakteristi¢ni
farmakokineticki parametri. Primjerice na temelju poveéanja intraokularnog tlaka
(IOT) kao nuspojave deksametazona odreduju se sljede¢i farmakokineticki parametri:
(i) vrijeme potrebno za postizanje maksimalnog poveéanja IOT (¢,,,,); (i) trajanje
povecanja IOT (4¢7), tj. vremenski interval potreban za uspostavljanje bazi¢nih
vrijednosti IOT prije ispitivanja; (iii) povrsina ispod krivulje (AUC) ovisnosti
poveéanja IOT (IOT%) o vremenu (¢), (iv) prividna konstanta eliminacije (kcl,app)
koja se izracunava iz nagiba pravaca log [A IO T%]/ Az (70, 71).

Ispitivanje farmakokinetike w oku mjerenjem radioaktivnosti

Ispitivanje ukljucuje mjerenje radioaktivnosti lijeka obiljezenog radioaktivnim
izotopom. Nakon primjene takvog lijeka na povr$inu oka mjerenjem je radioaktivnosti
mogucée odrediti razli¢ite farmakokineticke parametre: konstante brzine apsorpcije
(K) lijeka u tkiva oka, obim apsorpcije lijeka u sistemsku cirkulaciju, raspodjelu lijcka
intra- (npr. roZnica, le¢a, $arenica, zrakasto tijelo) i periokularno (npr. suzne Zlijezdc),
maksimalne koncentracije lijeka (C,,,,,) u tkivima oka (npr. spojnica, roznica), vrijeme
potrebno za postizanje C,y (Zmax) (51).

Ispitivanje iritacije oka

Ispitivanje se iritacije obavlja na oku kuni¢a pomoéu skale Draize testa (72). U
literaturi se Cesto koriste razliciti prilagodeni oblici ispitivanja u skladu s Draize testom
(56, 63, 67, 70, 73, 74) (tablica 2.). Unilateralno se na povrsinu roznice oka kuni¢a
primjenjuje ispitivani uzorak, a kontralateralno oko sluzi kao kontrola. Uzorak se pri-
mjenjuje jednokratno ili vi$ekratno tijekom odredenog vremena ovisno o tome ispi-
tuje li se akutna ili kroni¢na iritacija oka. U odredenim se vremenskim intervalima
nakon primjene ispitivanog uzorka biljeze klini¢ki znakovi iritacije i boduju u skladu
sa skalom Draize testa (tablica 2.). Iritacija se oka svakog kunica izra¢una zbraja-
njem bodova opazenih za iritaciju roZnice, $arenice i spojnice. Zbrajanjem iritacijskih
bodova opazenih za svakog kunica i dijeljenjem s ukupnim brojem kunica izracuna se
ukupna iritacija ispitivanog uzorka. Stupnjevi iritacije su: ne iritira (0-3), blago iritira
(4-8), umjereno iritira (9—12) i jako iritira (13-16).

Razlike oka kuni¢a i ljudskog oka (morfoloske, biokemijske, osjetljivost, obnav-
ljanje epitela) te cijena mogudi su nedostaci opisanog ispitivanja. Istodobno, kuniéi se
lako pribavljaju, ispitivanja su relativno jednostavna i rezultati pokusa dobro pred-
vidaju iritacije oka u ljudi.
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I. Pepi¢, A. Hafner. J. Lowri¢, J. Filipovi¢-Gréi¢:

Tablica 2. Skale bodovanja prema Draize za evaluaciju iritacije oka (72).

Procjena

Bodavi

Roznica

a) Zamudenost

b) Zahvaceno

podrugje

Zahvacenost
Sarenice

Spojnica

a) Crvenilo
palpebralne
spojnice

b) Oteklina

¢) Iscjedak

Odsutna

Rasprsena ili difuzna podrugja; detalji grade $arenice jasno
vidljivi

Lako primjetna poluprovidna podrugja; dijelovi $arenice
blago mutni

Opalescentna podruéja; detalji grade $arenice nevidljivi,
veli¢ina zjenice jedva primjetna

Neprovidna; nevidljiva 3arenica

Odsutno

Do &etvrtine ili manje

Vise od &etvrtine, ali manje od polovine

Vise od polovine, ali manje od tri Cetvrtine

Od tri Eetvrtine do ukupnog podrugja

Odsutna

Nabranost veé¢a od normalne, kongestija, oteklina #/ili
cirkumokornealno ubrizgavanje; $arenica jo§ reagira na svjetlo

Reakeija na svjetlo odsutna, krvarenija i/ili velika o3teéenja

Normalne krvne Zile

Krvne zile vidljive vise od normalnog

Difuzno crvenilo, individualne krvne Zile teko primjetne
Jako izrazeno difuzno crvenilo

Odsutna

Svaka otcklina ve¢a od normalne (ukljucujudi treci kapak)
Izrazena oteklina s djelomi¢nim preokretanjem vijeda
Oteklina s viedama na pola zatvorenim

Oteklina s viedama od na pola do potpuno zatvorenim
Odsutan

Svaka koli¢ina ve¢a od normalne

Iscjedak s vlazenjem vieda i dlake priljubljene uz viede

Iscjedak s vlazenjem vjeda i znacajnog podruéja oko oka

- @® W N = C AN
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ZAKLJUCAK

Neklini¢ki modeli predvidanja bioraspolozivosti lijeka u oku ukljucuju in vitro
i ex vivo ispitivanja permeabilnosti lijeka te in vivo ispitivanja farmakokinetike na
animalnom modelu. Ispitivanja na animalnom modelu predmet su estih kritika jav-
nosti i znanstvene zajednice zbog etickih i ekonomskih razloga. Stoga je potrebno
razvijati in vitro i ex vivo modele za ispitivanje permeabilnosti s ciljem predvidanja
bioraspoloZivosti lijeka u oku. Stani¢ni modeli barijera oka 7z vitro velikog su kapa-
citeta s obzirom na broj ispitivanih uzoraka u jedinici vremena, ali dosta ogranicene
predvidljivosti permeabilnosti lijeka. Takvi su modeli prikladni za primarna probirna
ispitivanja permeabilnost lijeka. Tkivni modeli barijera oka ex vivo malog su kapaciteta
s obzirom na broj ispitivanih uzoraka u jedinici vremena, ali relativno dobre pred-
vidljivosti permeabilnosti lijeka. Modeli svjeze izoliranih tkiva oka prikladni su za
sekundarna probirna ispitivanja permeabilnosti lijeka.

Models for the ocular drug permeability testing
and bioavailability prediction

by L. Pepic¢, A. Hafner, J. Lovri¢, J. Filipovi¢-Grcic

Abstract

Ocular barriers effectively protect the eye from pharmaceuticals. The develop-
ment of strategics to overcome these barriers in order to improve ocular drug delivery
remains a major challenge for pharmaceutical sciences. The aim of the present work
is to describe the current models of the ocular barriers (corneal, conjunctival, scleral,
blood-aqueous barrier, blood-retinal barrier).

In vitro cell culture models have been used to study passive drug permeation and
active drug transport across different ocular barriers as well as for toxicological screen-
ing of compounds as alternative to in vivo toxicity tests. Primary cell cultures and
immortalized cell lines as iz vitro models of ocular barriers are reviewed herein.
Primary cell cultures (e.g. corneal, conjunctival, retinal) of different origin (e.g.
human, rabbit, rat, bovine, porcine) are described. Immortalized cell lines derived
from corneal epithelial, conjunctival epithelial and retinal pigment epithelial cells
have some advantages (the tissue isolation and cell purification is not required,
growing after a large number of passages, revive after storage in liquid nitrogen) as
well as disadvantages (potential abnormal characteristics, difterent gene expression
profile) over primary cells. However, much work still nceds to be done in order to
develop cell-based permeability models of the ocular barriers for large scale screening
of pharmaceutical compounds and formulations.

Ex vivo tissue models have been used to study drug permeation across freshly
excised biological ocular barriers such as cornea, conjunctiva, sclera, retinal pigment
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epithelium, neural retina. The results of drug permeability experiments with excised
animal tissue are often less reproducible (species related applicability problems) in
comparison to cell-based permeability experiments. Although the tissue based models
represent low-throughput assay, this model provides a better prediction of iz vivo
ocular drug bioavailability in comparison to ccll-based models.

In vivo animal experiments have been used for pharmacokinetic studies and
ocular tolerance evaluations. The experiments are usually conducted on rabbits as
commonly used animal model. In most cases rabbits have to be sacrificed at each
time-point to collect samples in ocular pharmacokinetic studies. Therefore, animal
experiments are of ten criticized for ethical and economical reasons. In this paper the
different modifications of the classical pharmacokinetic studies are presented. The
ocular pharmacokinetics can be studied by analyzing the drug concentrations into
tear fluid, aqueous humor and different ocular tissues. Furthermore, the pharma-
cological or side effect can be determined as indirect measure of the ocular drug
bioavailability. The commonly used Draize test for the ocular tolerance evaluation is

briefly described.
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