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Obiettivi della
capitalizzazione

Cilji kapitalizacije

L'attivita sperimentale del WP2.4 é tesa a
valorizzare i risultati ottenuti nel precedente
progetto Agrotur Il e pubblicati nell'articolo
scientifico intitolato “Cyanidin 3-glucoside targets
a hepatic bilirubin transporter in rats” (1),
prodotto in collaborazione con il Lead Partner, e
pubblicato in una rivista ad alto impatto
scientifico (94% percentile nella categoria
“Pharmacology”). In questo lavoro abbiamo
dimostrato che uno dei pigmenti rossi dell'uva
agisce sul trasporto della bilirubina dal sangue al
fegato.

Importanza per il tema Vino
& Salute

Questo risultato € molto importante perché
questa e l'unica molecola finora nota in grado di
rallentare I'entrata della bilirubina nel sangue e,
potenzialmente, di indurre un lieve aumento dei
livelli di bilirubina nel sangue. Questa condizione,
che si osserva tipicamente nella cosiddetta
iperbilirubinemia congenita familiare o sindrome
di Gilbert (circa 10% della popolazione europea),
& associata a riduzione del rischio di malattie
cardiovascolari e di morte (2). Percio la ricerca
scientifica nel campo della medicina preventiva
sta cercando se esistano interventi nutrizionali
che inducano lieve iperbilirubinemia nei soggetti
normali. | nostri risultati fanno ipotizzare che
almeno alcuni pigmenti dell'uva possano causare
lieve e benefica iperbilirubinemia. L'obiettivo
scientifico nel WP2.4 & verificare questa ipotesi,

Eksperimentalna aktivnost WP2.4 si prizadeva
izbolj3ati rezultate, pridobljene v prejSnjem
projektu Agrotur Il in objavljene v znanstvenem
¢lanku z naslovom »Cianidin 3-glukozid cilja na
jetrni transporter bilirubina pri podganah« (1), ki
je bil napisan v sodelovanju z vodilnim
partnerjem in objavljen v reviji z visokim
znanstvenim vplivom (94 % percentil v kategoriji
»Farmakologija«). V tem delu smo pokazali, da
eden od rdecih pigmentov grozdja deluje na
transport bilirubina iz krvi v jetra.

Pomen za temo Vino in
zdravje

Ta rezultat je zelo pomemben, ker je edina doslej
znana molekula, ki lahko upocasni vstop
bilirubina v kri in potencialno povzroci rahlo
zviSanje ravni bilirubina v krvi. To stanje, ki ga
obicajno opazimo pri tako imenovani druzinski
prirojeni hiperbilirubinemiji ali Gilbertovem
sindromu (priblizno 10 % evropske populacije), je
povezano z zmanjsanim tveganjem za sréno-zilne
bolezni in smrt (2). Zato znanstvene raziskave na
podrocju preventivne medicine iS¢ejo prehranske
posege, ki bi pri zdravih osebah povzrocili blago
hiperbilirubinemijo. Nasi rezultati kazejo, da
lahko vsaj nekateri pigmenti grozdja povzrocijo
blago in koristno hiperbilirubinemijo. Znanstveni
cilj v WP2.4 je preveriti to hipotezo in s tem
prispevati k znanju na podrocju VINA IN
ZDRAVJA.
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cosi contribuendo alle conoscenze nel campo
VINO & SALUTE.

Questioni scientifiche

Znanstvena vprasanja

Da 2002 in poi, utilizzando diversi modelli
sperimentali e facendo leva su sinergie
scientifiche con il Lead Partner abbiamo
accumulato evidenze scientifiche che almeno
alcuni pigmenti dell'uva (detti antociani) possano
causare un leggero aumento dei livelli ematici
della bilirubina (3) (4)(5)(6) (7), agendo
principalmente sul fegato, senza pero
danneggiarlo. Al contrario, un lieve aumento dei
livelli di bilirubina nel sangue riduce il rischio di
malattie cardiovascolari, di moralita, di malattie
metaboliche, rivoluzionando la visione che la
bilirubina sia uno scarto metabolico, mentre
invece esercita plurime azioni protettive
(antinfiammatoria, antiossidante) con impatti
benefici sulla salute (8).

In questo progetto, abbiamo esaminato se
I'antociano puro cianidina 3-glucoside pud
modulare i livelli di bilirubinemia nell'animale in
vivo. Per motivi metodologici, quest'obiettivo
generale é stato suddiviso in tre obiettivi
specifici, che si possono descrivere formulando
tre diverse domande scientifiche, da affrontare
con altrettanti distinti approcci sperimentali. In
guesto modo abbiamo puntato ad ottenere dati
originali, solidi dal punto di vista metodologico
ed utili a rafforzare le conoscenze sugli effetti
benefici degli antociani.

Od leta 2002 smo z uporabo razlicnih
eksperimentalnih modelov in izkoriS€¢anjem
znanstvenih sinergij z vodilnim partnerjem zbrali
znanstvene dokaze, da lahko vsaj nekateri
pigmenti grozdja (imenovani antocianini)
povzrocijo rahlo zviSanje ravni bilirubina v krvi (3)
(4) (5) (6) (7), pri cemer delujejo predvsem na
jetra, ne da bi jih pri tem poSkodovali. Nasprotno
pa rahlo zviSanje ravni bilirubina v krvi zmanjsa
tveganje za sréno-zilne bolezni, bolezni srca in
presnovne bolezni, kar je revolucionarno
spremenilo staliSce, da je bilirubin presnovni
odpadni produkt. Namesto tega ima vec
zascitnih ucinkov (protivnetno, antioksidativno) z
ugodnimi ucinki na zdravje (8).

V tem projektu smo preucili, ali lahko Cisti
antocianin cianidin 3-glukozid in vivo modulira
raven bilirubina pri Zivalih. Iz metodoloskih
razlogov je bil ta splo3ni cilj razdeljen na tri
specifi¢ne cilje, ki jih je mogoce opisati z
oblikovanjem treh razli¢nih znanstvenih vprasanj,
ki jih je treba obravnavati s tremi razlicnimi
eksperimentalnimi pristopi. Na ta nacin smo
Zeleli pridobiti izvirne, metodoloSko utemeljene
podatke, ki bi okrepili naSe razumevanje
koristnih u¢inkov antocianinov.

Le tre specifiche questioni sono:

Tri konkretna vprasanja so:
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1. Gli antociani modificano i livelli basali
della bilirubina in vivo? Se la presenza
di antociani nel sangue influenzasse il
trasferimento della bilirubina dal sangue
al fegato, allora si osserverebbe che i
livelli di bilirubina nel sangue oscillerebbe
dopo somministrazione di antociani puri
nel ratto in vivo, simulando quanto
avviene dopo il consumo di alimenti e
bevande ricche di antociani. Questa
questione é stata affrontata utilizzando il
modello in vivo del ratto sotto anestesia
profonda, in cui & stata somministrata
una dose di antociano puro, secondo il
protocollo degli studi di farmacocinetica.

2. Gli antociani modificano I'escrezione
epatica della bilirubina? Dopo il
consumo di alimenti e bevande ricche di
antociani, questi sono assorbiti dallo
stomaco e dall'intestino e raggiungono il
fegato che li elimina nella bile. Qui essi
potrebbero inibire il riassorbimento della
bilirubina nel sangue e facilitare cosi la
sua escrezione nella bile ed aumentare il
flusso biliare. D'altra parte, gli antociani
nella bile potrebbero essere anch'essi
riassorbiti nel sangue, aumentando cosi
la loro biodisponibilita. Questa questione
é stata affrontata utilizzando il modello in
vivo del ratto sotto anestesia profonda, in
cui é stata indotta una breve colestasi
(interruzione del flusso biliare, mediante
ostruzione del dotto epatico).

3. Gli antociani modificano il
riassorbimento intestinale della
bilirubina? La bile prodotta nel fegato ed
escreta nellintestino contiene sia
bilirubina che sali biliari. Una quota
importante di bilirubina e di sali biliari
viene riassorbita dall'intestino e ritorna al
fegato, realizzando un circolo entero-
epatico di queste due classi di molecole,
che possono attraversare le cellule
attraverso comuni trasportatori di
membrana. Non € noto se gli antociani
utilizzano i meccanismi di trasporto
trans-cellulare della bilirubina. Se cosi
fosse, si potrebbero avere delle
ripercussioni sulla eliminazione di

1. Ali antocianini in vivo spreminjajo raven
bazalnega bilirubina? Ce prisotnost
antocianinov v krvi vpliva na prenos bilirubina iz
krvi v jetra, potem bi raven bilirubina v krvi nihala
po dajanju Cistih antocianinov podganam in vivo,
kar simulira dogajanje po zauzitju hrane in pijace,
bogate z antocianini. To vprasanje je bilo
obravnavano z uporabo in vivo modela podgane
pod globoko anestezijo, pri kateri je bil odmerek
Cistega antocianina dan v skladu s protokolom za
farmakokineti¢ne Studije.

2. Ali antocianini spreminjajo izlo€anje
bilirubina v jetrih? Po zauzitju hrane in pijace,
bogate z antocianini, se ti absorbirajo v Zelodcu
in Crevesju ter dosezejo jetra, kjer se izlocijo z
zol¢em. Tam bi lahko zavirali reabsorpcijo
bilirubina v kri in tako olajSali njegovo izloCanje z
Zolcem ter povecali pretok Zolca. Po drugi strani
pa bi se lahko antocianini v Zol€u tudi
reabsorbirali v kri, kar bi povecalo njihovo
bioloSko uporabnost. To vprasanje je bilo
obravnavano z uporabo in vivo podganjega
modela pod globoko anestezijo, pri katerem je
bila povzrocena kratkotrajna holestaza
(prekinitev pretoka Zol¢a zaradi obstrukcije
jetrnega kanala).

3. Ali antocianini spreminjajo reabsorpcijo
érevesnega bilirubina? Zol¢, ki nastane v jetrih
in se izloCi v Crevesje, vsebuje tako bilirubin kot
zol¢ne soli. Pomemben del bilirubina in Zol¢nih
soli se reabsorbira iz ¢revesja in vrne v jetra, kar
povzroci enterohepati¢no cirkulacijo teh dveh
razredov molekul, ki lahko preckajo celice prek
skupnih membranskih prenasalcev. Ni znano, ali
antocianini uporabljajo transcelularne
mehanizme transporta bilirubina. Ce je tako, bi
to lahko imelo posledice za izlo€anje zol¢nih
komponent v ¢revesju. Ce bi antocianini zavirali
enterohepaticno cirkulacijo zol¢nih soli (skupaj z
bilirubinom), bi se te izlocale v vegjih koli¢inah.
Da bi nadomestili to izgubo, bi se povecala jetrna
sinteza zol¢nih soli iz holesterola in s tem ugoden
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componenti della bile nell'intestino. Se gli
antociani inibissero il circolo entero-
epatico dei sali biliari (insieme a quello
della bilirubina), questi sarebbero
eliminati in maggiore quantita. Per
compensare questa perdita ci sarebbe un
aumento della sintesi epatica di sali biliari
a partire dal colesterolo, e percid un
effetto favorevole di abbassamento dei
livelli di colesterolo nel sangue. Una
metanalisi di 21 studi clinici ha indicato
che integrare la dieta con antociani
riduce il rischio di sindrome metabolica
ed abbassa i livelli ematici di LDL-
colesterolo (il colesterolo “cattivo”) (9). Le
interazioni tra trasporto di antociani e
bilirubina nell'epitelio intestinale sono
state esaminate usando colture cellulari
in vitro.

ucinek znizanja ravni holesterola v krvi.
Metaanaliza 21 klini¢nih Studij je pokazala, da
dopolnjevanje prehrane z antocianini zmanjsuje
tveganje za metabolni sindrom in zniZuje raven
LDL-holesterola (»slabega« holesterola) v krvi (9).
Interakcije med transportom antocianinov in
bilirubinom v Erevesnem epiteliju so bile
preucene z uporabo celi¢nih kultur in vitro.

Approcci sperimentali

Eksperimentalni pristopi

Per dare risposta a queste tre questioni,
abbiamo utilizzato tre diversi approcci
sperimentali, che si descrivono sotto nell'ordine
della loro complessita metodologica. Il primo e
stato realizzato su un modello cellulare in vitro. |l
secondo e terzo sono stati realizzati nel ratto
anestetizzato, un modello animale in vivo.
Questo progetto e stato autorizzato dalle
autorita bioetiche competenti (Ministero della
Salute, aut. n° 166/2022-PR; codice interno
all'Universita di Trieste 269PAS22). Nel novembre
2024 abbiamo ottenuto l'autorizzazione a
continuare la sperimentazione, dopo la
valutazione intermedia dei risultati del progetto
(Prot. 0033372-13/11/2024-DGSAF-MDS-P).

Za odgovor na ta tri vprasanja smo uporabili tri
razlicne eksperimentalne pristope, ki so
opisani spodaj po vrstnem redu njihove
metodoloSke zahtevnosti. Prvi je bil izveden na
celicnem modelu in vitro. Drugi in tretji sta bila
izvedena na anesteziranih podganah, zZivalskem
modelu in vivo. Ta projekt so odobrili pristojni
bioeti¢ni organi (Ministrstvo za zdravje, 5t.
dovoljenja 166/2022-PR; interna koda Univerze v
Trstu 269PAS22). Novembra 2024 smo po vmesni
oceni rezultatov projekta pridobili dovoljenje za
nadaljevanje preskuSanja (Prot. 0033372-
13/11/2024-DGSAF-MDS-P).

1. Colture cellulari in vitro

1. Celicne kulture in vitro

Per capire se gli antociani modificano il
riassorbimento intestinale della bilirubina sia
influenzato dagli antociani, abbiamo utilizzato il
modello sperimentale delle cellule Caco-2 (cellule
intestinali umane immortalizzate) fatte crescere
su c.d. TRANSWELL, un dispositivo con due

Da bi razumeli, ali antocianini vplivajo na
reabsorpcijo bilirubina v ¢revesju, smo uporabili
eksperimentalni model celic Caco-2
(imortaliziranih ¢loveskih ¢revesnih celic),
vzgojenih na tako imenovanem TRANSWELL-u,
napravi z dvema predelkoma, loCenima s
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compartimenti separati da un setto poroso su cui
crescono e maturano le cellule Caco-2. Inun
compartimento, che simula I'ambiente interno
dell'intestino (lume intestinale), si mette una
soluzione contenente bilirubina, con o senza
antociani puri. Nell'altro compartimento, che
simula il sangue, si mette una soluzione
semplice. La bilirubina diffonde attraverso lo
stato cellulare e si pud misurare la sua comparsa
nel compartimento ricevente prelevandone dei
campioni per le analisi.

porozno pregrado, na kateri rastejo in
dozorevajo celice Caco-2. V enem predelku, ki
simulira notranje okolje Crevesja (Crevesni
lumen), je namescena raztopina, ki vsebuje
bilirubin, s Cistimi antocianini ali brez njih. V
drugem predelku, ki simulira kri, je namescena
preprosta raztopina. Bilirubin difundira skozi
celi¢no plast, njegov pojav v prejemnem predelku
pa je mogoce izmeriti z odvzemom vzorcev za
analizo.

Figura 1. Schema del dispositivo TRANSWELL.

Slika 1. Shema naprave TRANSWELL. Rumena: raztopina bilirubina. Celi¢na plast Caco-2 na filtru. Svetlo
modra: raztopina za analizo

2. Effetto dell'iniezione intravenosa di
cianidina 3-glucoside sulla funzione epatica

2. Vpliv intravenske injekcije cianidin 3-
glukozida na delovanje jeter

Per capire se gli antociani interferiscono con il
trasporto epatico della bilirubina abbiamo usato
una classica prova di farmacocinetica
intravenosa, con cui si inietta una dose di
farmaco o sostanza naturale (cianidina 3-
glucoside) e si verifica la concentrazione ematica
del farmaco o suoi metaboliti.

Da bi razumeli, ali antocianini vplivajo na
transport bilirubina v jetrih, smo uporabili
klasi¢ni intravenski farmakokineticni test, pri
katerem se injicira odmerek zdravila ali naravne
snovi (cianidin 3-glukozid) in preveri
koncentracija zdravila ali njegovih presnovkov v
krvi.
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3. Effetto dell'iniezione intrabiliare di
cianidina 3-glucoside sulla funzione epatica

3. Ucinek intrabiliarne injekcije cianidin 3-
glukozida na delovanje jeter

Per capire se ci sia interferenza reciproca tra
assorbimento biliare degli antociani e della
bilirubina, abbiamo iniettato nel dotto epatico
della bile che contiene le due specie di bilirubina,
quella libera e quella coniugata, insieme con la
ciandina 3-glucoside. Contemporaneamente,
abbiamo misurato la bilirubina frazionata (le due
specie di bilirubina) in microcampioni di sangue.
Aliguote sono state predisposte per le analisi di
cianidina 3-glucoside a cura del Lead partner.
Abbiamo fatto numerosi controlli, per la
caratterizzazione del modello sperimentale e la
corretta interpretazione dei dati. | risultati
ottenuti con questo approccio sperimentale
possono essere confrontati con quelli ottenuti
usando le colture cellulari sul dispositivo
transwell.

Da bi ugotovili, ali obstaja recipro¢na
interferenca med absorpcijo antocianinov in
bilirubina v Zol€u, smo v jetrni vod injicirali Zolg,
ki je vseboval tako proste kot konjugirane vrste
bilirubina, skupaj s cianidin 3-glukozidom. Hkrati
smo v mikrovzorcih krvi merili frakcionirani
bilirubin (obe vrsti bilirubina). Vodilni partner je
pripravil alikvote za analizo cianidin 3-glukozida.
lzvedli smo Stevilne kontrole za karakterizacijo
eksperimentalnega modela in zagotovitev
pravilne interpretacije podatkov. Rezultate,
pridobljene s tem eksperimentalnim pristopom,
je mogoce primerjati s tistimi, pridobljenimi z
uporabo celi¢nih kultur na napravi Transwell.

Tecniche analitiche

Analitiéne tehnike

Le tecniche analitiche che consentono di
raggiungere |'obiettivo del progetto di
sperimentazione animale sono: a) micro-analisi
fluorimetrica della bilirubinemia frazionata; b)
analisi HPLC-MS degli antociani nel sangue. Per
quest'ultima é necessaria la collaborazione con il
LP.

Analiticne tehnike, ki nam omogocajo doseganje
cilja projekta testiranja na zivalih, so: a)
fluorimetri¢na mikroanaliza frakcioniranega
bilirubina; b) HPLC-MS analiza antocianinov v
krvi. Za slednje je potrebno sodelovanje z LP.

Microanalisi della bilirubinemia

Mikroanaliza bilirubinemije

Questo metodo analitico molto efficiente e stato
sviluppato ed usato nel progetto Agrotur Il (1) e
in seguito e stato standardizzato (10). Esso si
basa sulla produzione nel nostro gruppo di
lavoro di un polipeptide, chiamato HUG (11), che
lega solo la bilirubina ed emette un segnale
misurabile di fluorescenza. In questo progetto e
nellambito del WP2.4 abbiamo standardizzato
sia la produzione di HUG (12) che la
preparazione di soluzioni di bilirubina pura, da
utilizzare come riferimento per la calibrazione
delle misure (13)

Ta zelo ucinkovita analitska metoda je bila razvita
in uporabljena v projektu Agrotur Il (1) ter nato
standardizirana (10). Temelji na proizvodniji
polipeptida, imenovanega HUG (11), v nasi
delovni skupini, ki veZze samo bilirubin in oddaja
merljiv fluorescencni signal. V tem projektu in v
okviru WP2.4 smo standardizirali tako
proizvodnjo HUG (12) kot tudi pripravo Cistih
raztopin bilirubina, ki se uporabljajo kot
referenca za kalibracijo meritev (13).

To specifi¢no delo je izkoristilo predhodno
pridobljene rezultate in deluje v sinergiji s
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Questo specifico lavoro ha capitalizzato risultati
ottenuti in precedenza e opera in sinergia con il
progetto iNEST, citato nella proposta progettuale
(sezione C.2.6). Inoltre, coinvolge altre risorse
umane (1 assegnista di ricerca/tecnologo; 1
studentessa PhD).

projektom iNEST, ki je naveden v predlogu
projekta (oddelek C.2.6). Poleg tega vkljucuje
dodatne ¢loveske vire (1 raziskovalni
sodelavec/tehnolog; 1 doktorski Student).

Prove pilota

Pilotni testi

1. Effetto degli antociani sui livelli basali di
bilirubina

1. Vpliv antocianinov na raven bazalnega
bilirubina

La BR entra nel fegato molto rapidamente, come
dimostrabile dal fatto che l'iniezione intravenosa
di una dose di BR scompare in pochissimi minuti.
Abbiamo messo a punto il metodo per realizzare
I'esperimento, standardizzando la procedura
chirurgica, la raccolta cronometrata del sangue
arterioso e l'iniezione endovenosa delle molecole
(bilirubina e C3G). Abbiamo realizzato
esperimenti di farmacocinetica, coinvolgendo 1
studentessa (Alexandra Cristina Duhnic) che ha
svolto il suo tirocinio pratico per la tesi di laurea
magistrale a ciclo unico in Farmacia. A pagina 15
della tesi di laurea di A.C. Duhnic, una tabella
descrive i 24 esperimenti, le condizioni
sperimentali e le rispettive basi razionali (Tabella
1):

BR zelo hitro vstopi v jetra, kar dokazuje dejstvo,
da intravenska injekcija odmerka BR izgine v
nekaj minutah. Razvili smo metodo za izvedbo
poskusa, standardizacijo kirurSkega postopka,
casovno omejen odvzem arterijske krvi in
intravensko injiciranje molekul (bilirubina in
C3Q). Izvedli smo farmakokineti¢ne poskuse, v
katere je bila vklju€ena Studentka (Alexandra
Cristina Duhnic), ki je opravila prakti¢no prakso
za magistrsko delo iz farmacije. Na 15. strani
diplomskega dela A.C. Duhnic tabela opisuje 24
poskusov, eksperimentalne pogoje in njihove
ustrezne utemeljitve (Tabela 1):
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Table 1. Experimental groups sand rationale Dvvision of animals inte experimental groups according fo the nipe and
sequence of Invavenous bofuses administered. For each growp, the administersd dose, the n of animals (n) and the

o1 22 (p=3) muol

Grouﬂ bolus I | Dose | bolus IT | Dose Rationale
A ' BR 3 (=), 55 obtain basic PK parameters of BR
{o=1), 11 (n=1), elimmntion

B | BR 3 (n=1), 55|BR
{o=1), 11 (n=1),
o1 22 (=2} nmol

3 (o=1), 55 obtan  duplicate, basic PK
(n=1), 11 | parmmeters of BR elimmation in the
(n=1), or 22| same rat (3R pnnciple)

(n=2) nmol

C C3G 067 (n=3) or | C3G
L.67 (o=1) pM

0.67 (n=3} | obtmn basic PK parometers of the
pmol elimmation of C3G

2 M C3G

D | BR, 3 (o~1) oo 22 obimn basic PK pacameters of BR
| O3G (v=2)nmol BR, elimmation in the presence of C3G,
2 M C3G assuming the lntter would bt the |
hepatic uptake of BR
E | BR, 3 (n=1) or 22 | BR 3 (o=1) or 22 | obtain basic PK parameters of BR
C3G {n=2) nmol BR. (n=2} nmol elimmation 1  the presence o1

absence of C3G, assuming that the
first dose of BR would be

eliminared after & rime equal 10 5«
2.

¥ BR 22 (v=1) nmol 3G

C3G 2(e=lypmol | BR, C3G

@

2(o=1)umol | obtain basic PK parameters of BR
elimmation;  obtain  basic  PK
parameters of C3G assuming that
the first dose of BR wonld be
elimmared after a time equal 10 5 «
2

22 nmol BR, 2 | Venfy if C3G modulates basal,
pmol C3G | fractionated bilimbinemia

- W\

Tabella 1. Schema delle prove sperimentali di farmacocinetica.
Tabela 1. Shema eksperimentalnih farmakokineticnih testov.

| campioni ematici raccolti sono stati analizzati
per misurare sia la bilirubina frazionata, presso
la nostra sede, che la cianidina 3-glucoside e i
suoi prodotti metabolici, a cura del Lead partner
(dott.ssa Andreja Vanzo, Kmetijski inStitut
Slovenije).

Tutti i dati di bilirubina frazionata ottenuti dagli
esperimenti sono riportati nella Figura a pagina
26 della tesi. La figura 1 mostra che
concentrazione di bilirubina (BR, rosso) nel
sangue cresce immediatamente dopo la sua
iniezione endovenosa e poi scende a valori
costanti, ma non sempre pari a quelli iniziali. La
bilirubina glucuronide (prodotto del
metabolismo epatico, blu) non si modifica.

Zbrane vzorce krvi je vodilna partnerica (dr.
Andreja Vanzo, Kmetijski institut Slovenije)
analizirala tako na frakcionirani bilirubin v nasi
ustanovi kot tudi na cianidin 3-glukozid in
njegove presnovne produkte.

Vsi podatki o frakcioniranem bilirubinu,
pridobljeni s poskusi, so prikazani na sliki na
strani 26 diplomskega dela. Slika 1 kaze, da se
koncentracija bilirubina (BR, rde¢) v krvi takoj po
intravenski injekciji poveca in nato zmanj3a na
konstantne vrednosti, vendar ne vedno na
zaCetne vrednosti. Bilirubin glukuronid (produkt
jetrne presnove, moder) se ne spreminja.
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Fiz. 23: Fractionated blood diitrudin time-proflie after two consecutive f.v. boll

The Wowd concemration of BR (ved) and BRG (bluel were measured at nime intervals following the § v, administration of
aither one or twao boli of 0.12 mL, 0.15 mL or 0.25 mL of BR at ithe concentrations indicared in Talle !, groups A4-G. The
sohvent was PES-DMSO (2:8, vol-vol). Svmbols reprvsent individual experiments. A diffevent time interval occurred
bepween the fiest and second bolus (107 ov 151 comparibie with the experiment design

Figura 1. Profilo farmacocinetico della bilirubina nel ratto
Slika 1. Farmakokineti¢ni profil bilirubina pri podganah

Tutti i dati di BR sono stati utilizzati per calcolare i
due principali parametri farmacocinetici, la
concentrazione massima (Cmax) e l'esposizione
alla BR (area under the curve, AUC). | parametri
sono presentati nella tabella 2 a pagina 27 della
tesi (Tabella 2):

Vsi podatki BR so bili uporabljeni za izracun dveh
glavnih farmakokineti¢nih parametrov, najvelje
koncentracije (Cmax) in izpostavljenosti BR
(povrsina pod krivuljo, AUC). Parametri so
predstavljeni v tabeli 2 na strani 27 diplomskega
dela (Tabela 2):
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Table 2° Pharmacokinetic parameters of bilirubin obtained from one-phase decay fits.

Parameters extracted from indvidual conceniration—time profiles mclude baseline (pre-dose) blood bilinbin
concentration, Cmax, Tmax, AUC (0-1), elimination rate constans (k), halflife (1550, and R, reported for each
experimenial group as defined in Table 1.

Gronp | BRdose | Exp.# |basal |Cmax | Tmax(s) | AUC (uM) | Elimination rate v2
[BR] | (uM)
Ke (s R"2
A | 2amel |#] 21569 | 107 5 63,12 0067 0.97 10.4
#2 24207 | 1.26 S 78.66 0030 0.98 228
#9 376.11 | 1.91 5 140.15 0.032 0.99 219
Mean 1.41 5 93.98 0.043 098 184
11 mwol | #3 206091 | 111 S 53.71 0092 096 76
5.5 #4 408.16 | 1.26 5 71.71 0.098 1.00 |71
nmol
Snmol | #5 390.29 | 0.72 5 55.40 0.083 0.95 83
B 22 nmol | #1 746.72 | 0.56 5 48.34 0.014 0.94 50.2
#2 32081 | 0.89 40 85.66 0100 092 69
Mean 0.72 § 67.00 0.057 0.93 28.6
11 nmol | #3 20418 | 1.26 5 75.00 0.064 0.94 10.9
55 B 476.6 | 097 5 7285 0.044 0.96 159
nmol
Jnmol | #S 41595 1070 S 39.66 0153 091 45
C |0 #11 281,11 | 0.28 120 3149 0.714 0.88 10
0 #12 22589 (023 60 2542 0.088 0.26 79
0 #10 2525 | 026 5 29.32 1182 0.31 0.6
0 #11 27246 | 028 40 3048 0.005 0.13 152.5
0 #12 379.10 | 043 40 4763 0.036 0.78 19.1
Mean 020 53 3287 0.405 047 36.2
D 22 mmol | #7 64385 | 1.55 5 126.56 0.003 0.96 2650
=8 355.44 | 1.90 5 13648 0.018 0.99 39.2

11
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Mean 1.72 5 131.52 0010 098 1521
3nmol | #6 | 300 60 fo 55 5 | 49.79 0.741 069 |09 |
E | 22nmol |#7 | 4532 |278 5 168 18 0050 095 140
# 30652 239 5 [ 13848 0066 097 | 106
Mean | 2509 3 15333 0058 006 |123 |
3omol | #6 40143 064 s 5940 0082 094 |84 |
F | 22nmol |#9 17193 | 0.48 3 50.75 0.005 0.97 1329
G | 22omol |#10 | 63445 | 168 5 1474 0025 094 | 276

Tabella 2. Parametri farmacocinetici della bilirubina somministrata endovena.
Tabela 2. Farmakokineti¢ni parametri intravensko apliciranega bilirubina.

Il risultato principale di questo studio & che
I'iniezione endovenosa di cianidina 3-
glucoside non modifica la concentrazione
ematica basale di bilirubina.

L'analisi degli antociani eseguita su alcune serie
di campioni dal LP (consegnati a mano da PP2 a
LP, missione a Lubiana dd. 23.05.2024), nei quali
sono stati analizzate le concentrazioni di C3G ed
alcuni suoi metaboliti (Figura 2), dimostra che la
C3G non puo rallentare I'entrata della bilirubina
nel fegato, perché non raggiunge la
concentrazione efficace, paragonabile a quanto
osservato nel fegato isolato e perfuso (1) nel
corso del progetto Agrotur Il. La velocita di
eliminazione della cianidina 3-glucoside dal
sangue e cosi rapida e completa, da non
interferire istantaneamente con il trasporto della
bilirubina nel fegato. Nel corso di queste prove
abbiamo osservato che la cianidina 3-glucoside
veniva eliminata nelle urine, che si tingevano di
viola qualche minuto dopo l'iniezione
endovenosa. In alcuni casi, le urine presentavano
un sedimento proteico e in un caso c'era forte
ematuria (presenza di sangue).

Glavna ugotovitev te Studije je, da intravenska
injekcija cianidin 3-glukozida ne spremeni
izhodis¢ne koncentracije bilirubina v krvi.

Analiza antocianinov, opravljena na vec serijah
vzorcev iz LP (ro¢no dostavljenih s strani PP2 v
LP, misija v Ljubljano z dne 23. 5. 2024), v kateri
so bile analizirane koncentracije C3G in nekaterih
njegovih metabolitov, kaze, da C3G ne more
upocasniti vstopa bilirubina v jetra (slika 2), ker
ne doseze ucinkovite koncentracije, primerljive s
tisto, ki je bila opazena v izoliranih in perfuziranih
jetrih (1) med projektom Agrotur Il. Hitrost
izlo€anja cianidin 3-glukozida iz krvi je tako hitra
in popolna, da ne vpliva takoj na transport
bilirubina v jetra. Med temi poskusi smo opazili,
da se je cianidin 3-glukozid izlo€il z urinom, ki se
je nekaj minut po intravenski injekciji obarval
vijoli¢no. V nekaterih primerih je urin vseboval
beljakovinsko usedlino, v enem primeru pa je
bila prisotna huda hematurija (prisotnost krvi).

12
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Figura 2. Analisi accoppiata della bilirubina frazionata (BR e BRG, eseguite da PP2) e della C3G (eseguita
da LP) in 2 esperimenti di farmacocinetica della bilirubina (realizzati da PP2).
Slika 2. Sklopljena analiza frakcioniranega bilirubina (BR in BRG, izvedena s PP2) in C3G (izvedena z LP) v
dveh farmakokineticnih poskusih z bilirubinom (izvedenih s PP2).

Abbiamo perd fatto un'‘osservazione molto
interessante, che consiste nel fatto che se la
bilirubina basale é piu elevata, anche
I'esposizione (AUC) dell'organismo alla bilirubina
somministrata aumenta, come si vede nella
figura 19 (linea rossa) a pagina 28 della tesi
(Figura 3):

Vendar smo naredili zelo zanimivo opazanje, ki
se kaze v tem, da se izpostavljenost (AUC)
organizma danemu bilirubinu poveca tudi, e je
bazalni bilirubin visji, kot je razvidno iz slike 19
(rdeca Crta) na strani 28 diplomskega dela (slika
3):

1toq A 234 B an,C
»
s . o
] 140 3 £ 9.0 .
3 = 154 \
1 ’ : ’ i
¢ i 104 ¢ 1
§ 0 - g e - i s
0.9 R " T
-
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Fig. 19: Relationship between basal bilfrnbinemia and pharmacokinetic parameters
(A) AUC, (B} Cmex and (C) Ke plovted ogainst azal BR concenrarions measured bafore the first fred clrcles) and second
blue sguares) boins. Lines covnect group means 1o Tighlight overall frewds

Figura 3. Relazione tra i valori basali della bilirubina e i parametri farmacocinetici.
Slika 3. Razmerje med izhodiS¢nimi vrednostmi bilirubina in farmakokineti¢nimi parametri.

Questo dato indica una minor capacita epatica di
eliminare la bilirubina, quando i suoi livelli basali
sono piu elevati, ancorché nella norma. Tuttavia,
la previa somministrazione di cianidina 3-
glucoside (linea blu) ha invertito questa
tendenza, indicando che questo antociano o
alcuni dei suoi metaboliti possono aumentare la
funzionalita epatica nei riguardi dell'eliminazione
della bilirubina.

Quiesti riscontri sperimentali sono molto
importanti per capire l'interazione tra antociani

Ta ugotovitev kaZe na zmanjSano sposobnost
jeter za izloCanje bilirubina, ko so bazalne ravni
visje, tudi Ce so znotraj normalnega obmogja.
Vendar pa je predhodno dajanje cianidin 3-
glukozida (modra €rta) ta trend obrnilo, kar kaze,
da lahko ta antocianin ali nekateri njegovi
presnovki povecajo delovanje jeter priizlocanju
bilirubina.

Te eksperimentalne ugotovitve so zelo
pomembne za razumevanje interakcije med

13
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ed organismo animale. Si possono ricavare i
seguenti principi:

1. Lacianidina 3-glucoside, iniettata
endovena alla dose di 0.37 pg/kg puo
indurre danni renali, nonostante sia
stata dichiarata non tossica se iniettata
nel peritoneo (via alternativa a quella
endovenosa, a rapido assorbimento, a
dosi molto maggiori (30 mg/kg) (14)

2. Lacianidina 3-glucoside viene
rapidamente eliminata per via
urinaria e le residue concentrazioni
ematiche non possono influenzare il
trasporto della bilirubina nel fegato.
Letto in chiave di adattamento
dell'animale allambiente e alla dieta,
guesto dato indica che gli antociani
“devono” essere eliminati prima di
raggiungere livelli significativi nel sangue,
per non interferire con I'equilibrio
fisiologico. Se gli animali si sono adattati
ad eliminare questi componenti vegetali,
significa che ci0 preserva la salute e la
funzionalita dell'animale. Percio, non &
sensato o, meglio, & addirittura
controproducente forzare I'assorbimento
gastro-intestinale degli antociani con
elevate quantita di alimenti che ne sono
ricchi, tanto piu se si tratta di bevande
alcoliche.

3. Lacianidina 3-glucoside migliora la
capacita del fegato di eliminare la
bilirubina.

Questi dati saranno riportati in una
pubblicazione scientifica congiunta con il LP, dato
il suo contributo molto importante nel
determinare la concentrazione ematica di
antociani.

Tutti i dati analitici e relativi protocolli sono
archiviati nel server del Dipartimento di Scienze
della vita, cartella Nutrizione.

antocianini in Zivalskim organizmom. 1z tega je
mogoce sklepati na naslednja nacela:

1. Cianidin 3-glukozid, injiciran intravensko v
odmerku 0,37 pg/kg, lahko povzro€i poskodbo
ledvic, Ceprav je bil razglaSen za netoksicnega, Ce
se injicira v peritoneum (alternativna pot
intravenski, s hitro absorpcijo, pri veliko visjih
odmerkih (30 mg/kg) (14).

2. Cianidin 3-glukozid se hitro izlo€i z urinom
in preostale koncentracije v krvi ne morejo
vplivati na transport bilirubina v jetra. Ce to
beremo v smislu prilagoditve Zivali okolju in
prehrani, ti podatki kazejo, da je treba
antocianine "izlociti", preden dosezejo
pomembne ravni v krvi, da ne bi motili
fiziolodkega ravnovesja. Ce so se Zivali prilagodile
na izloCanje teh rastlinskih sestavin, to pomeni,
da to ohranja zdravje in funkcionalnost Zivali.
Zato ni smiselno ali, bolje receno, celo
kontraproduktivno je siliti absorpcijo
antocianinov v prebavilih. Antocianini so v velikih
koli¢inah prisotni v Zivilih, bogatih z njimi, zlasti v
alkoholnih pijacah.

3. Cianidin 3-glukozid izboljSa sposobnost
jeter za odstranjevanje bilirubina.

Ti podatki bodo objavljeni v skupni znanstveni
publikaciji z LP, glede na njegov klju¢ni prispevek
k dolocanju koncentracij antocianinov v krvi.

Vsi analiti¢ni podatki in povezani protokoli so
shranjeni na strezniku Oddelka za bioznanosti, v
mapi Prehrana.

2. Effetto degli antociani sull’escrezione epatica
della bilirubina

2. Vpliv antocianinov na izlo¢anje bilirubina
v jetrih

14
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La bilirubina (BR) viene eliminata nella bile, sotto
forma di bilirubina glucuronide (BRG). Non si sa
se la BRG sia riassorbita dalle vie biliari al sangue,
come osservato con altri componenti della bile
come i sali biliari e se gli antociani interferiscano
con questo processo. Abbiamo messo a punto la
procedura chirurgica nel ratto anestetizzato, che
ci consentiva la raccolta cronometrata di
microvolumi di sangue (1-2 gocce in uscita da un
sottile catetere inserito nell'arteria femorale) per
monitorare le concentrazioni ematiche della
bilirubina frazionata (libera e coniugata, BR e
BRG) dopo l'iniezione intrabiliare di cianidina 3-
glucoside e/o bile nelle vie biliari. Abbiamo
eseguito 43 esperimenti, con i quali abbiamo
controllato che:

1. Una breve ostruzione del dotto epatico
determina un aumento ematico di bilirubina
coniugata, reversibile se si libera l'ostruzione.
Pertanto, la manovra non danneggia il fegato
(Figura 4). La figura 4 mostra anche che la
risposta biologica all'arresto del flusso biliare
(colestasi, in termini tecnici) & molto variabile da
animale ad animale.

Bilirubin (BR) se izloc¢a z zol¢em v obliki bilirubin
glukuronida (BRG). Ni znano, ali se BRG
reabsorbira iz zol¢nih vodov v kri, kot je bilo
opazeno pri drugih zol¢nih komponentah, kot so
Zol¢ne soli, in ali antocianini motijo ta proces.
Razvili smo kirurski postopek pri anesteziranih
podganah, ki nam je omogocil pravocasno
zbiranje mikrovolumnov krvi (1-2 kapljici, ki
izstopata iz tankega katetra, vstavljenega v
femoralno arterijo) za spremljanje koncentracij
frakcioniranega bilirubina (prostega in
konjugiranega, BR in BRG) v krvi po intrabiliarni
injekciji cianidin 3-glukozida in/ali Zol¢a v Zol¢ne
vode. Izvedli smo 43 poskusov, v katerih smo
potrdili, da:

1. Kratkotrajna obstrukcija jetrnega voda
povzroci povecanje konjugiranega bilirubina v
krvi, kar je reverzibilno, Ce se obstrukcija odpravi.
Zato manever ne poskoduije jeter (slika 4). Slika 4
prav tako kaze, da se bioloski odziv na
zaustavitev pretoka zolca (holestaza, tehni¢no
gledano) zelo razlikuje od zivali do Zivali.

Incraase of blood BRG concentration fodlawing bie duct obstruction In the mate rat

-] e o d

LA

- . - R
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Figura 4. Aumento della bilirubina coniugata (BRG) nel sangue in seguito al blocco del flusso biliare da 0 a
15 min ottenuto mediante ostruzione del dotto epatico in 8 diversi animali.
Slika 4. Povecanje konjugiranega bilirubina (BRG) v krvi po blokadi pretoka Zol¢a od 0 do 15 minut,
doseZeni z obstrukcijo jetrnega voda pri 8 razlicnih Zivalih.

2. L'iniezione intrabiliare di bile determina un
rapido e marcato aumento ematico di bilirubina
coniugata, non solo maggiore della semplice
ostruzione del dotto biliare, ma anche

2. Intrabiliarna injekcija Zol¢a povzrodi hitro in
izrazito povecanje konjugiranega bilirubina v krvi,
ki ni le velje kot pri preprosti obstrukciji
ZolCevoda, ampak je tudi takojsnje. Povecanje je
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immediato. Anche in questo caso, 'aumento & tudi reverzibilno, e se obstrukcija odpravi. Zato
reversibile se si libera 'ostruzione. Pertanto, ta manever tudi ne poSkoduije jeter (slika 5).
anche questa manovra non danneggia il fegato
(Figura 5).

Incressa of blood BRG concantration tollowing Intrablllary injection

of 0.2 mi autologous bite

Figura 5. Aumento della bilirubina coniugata (BRG) nel sangue in seguito alliniezione intrabiliare di 0.2 mL
di bile mantenendo il blocco del flusso biliare da 0 a 15 min in 6 diversi animali.
Slika 5. Povecanje konjugiranega bilirubina v krvi (BRG) po intrabiliarni injekciji 0,2 ml Zol¢a ob ohranjanju
blokade pretoka Zol¢a od 0 do 15 minut pri 6 razlicnih Zivalih.

3. L'iniezione intrabiliare di una soluzione salina | 3. Intrabiliarna injekcija fizioloSke raztopine, ki
che riproduce le caratteristiche osmotiche della reproducira osmotske lastnosti zol¢a, povzroci

bile causa un ridotto aumento ematico di zmanjsano povecanje konjugiranega bilirubina v
bilirubina coniugata, dimostrando che krvi, kar dokazuje, da je slednji posledica
quest'ultimo e da attribuire al riassorbimento di | reabsorpcije konjugiranega bilirubina iz
bilirubina coniugata dalle vie biliari nel Zolcevoda v kri (slika 6).

sangue (Figura 6).
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Increase of blood BRG concentration following intrabillary injection

0f 0.2 mL BSA (60 mg/mL In HBSS)

Figura 6. Aumento della bilirubina coniugata (BRG) nel sangue in seguito all'iniezione intrabiliare di 0.2 mL
di una soluzione proteica priva di bile mantenendo il blocco del flusso biliare da 0 a 15 min in 6 diversi
animali.

Slika 6. Povecanje konjugiranega bilirubina v krvi (BRG) po intrabiliarni injekciji 0,2 ml raztopine beljakovin
brez Zol¢a ob ohranjanju blokade pretoka Zol¢a od 0 do 15 minut pri 6 razlicnih Zivalih.

4., Quando bile, contente anche la cianidina 3-
glucoside é stata iniettata nel dotto epatico e il
flusso biliare é stato bloccato per alcuni minuti,
la bile recuperata al rilascio conteneva
visibilmente minori quantita del pigmento,
dimostrando che la cianidina 3-glucoside era
stata riassorbita dalle vie biliari al fegato e
forse al sangue. Sono ancora in corso le misure
analitiche e le valutazioni quantitative, che
saranno completate dopo il termine di questo
progetto.

Oltre a questi dati, abbiamo anche quantificato
bilirubina, bilirubina glucuronide e cianidina 3-
glucoside e i suoi metaboliti nei campioni di bile
raccolti ogni 5 minuti durante tutto
I'esperimento. Sono in corso le misure analitiche
sui campioni contenti cianidina 3-glucoside e le
valutazioni quantitative.

La realizzazione di queste prove ha richiesto un
grande lavoro di standardizzazione del modello
sperimentale, reso necessario dalla elevata
variabilita individuale della risposta biologica. In
tutti gli animali in cui sono stati ottenuti i dati

4. Ko je bil Zolg, ki je prav tako vseboval cianidin
3-glukozid, injiciran v jetrni vod in je bil pretok
Zolca za nekaj minut blokiran, je zol¢, ki se je
sprostil, vseboval vidno zmanjSane kolicine
pigmenta, kar dokazuje, da se je cianidin 3-
glukozid ponovno absorbiral iz Zol€nih vodov
v jetra in morda v kri. Analiticne meritve in
kvantitativne ocene Se vedno potekajo in bodo
zaklju€ene po koncu tega projekta.

Poleg teh podatkov smo v vzorcih Zol¢a, ki smo
jih zbirali vsakih 5 minut med poskusom,
kvantificirali tudi bilirubin, bilirubin glukuronid in
cianidin 3-glukozid ter njegove presnovke.
Analiticne meritve vzorcev, ki vsebujejo cianidin
3-glukozid, in kvantitativne ocene Se potekajo.

lzvedba teh poskusov je zahtevala obsezno
standardizacijo eksperimentalnega modela, kar
je bilo potrebno zaradi visoke stopnje
individualne variabilnosti v bioloskih odzivih. Pri
vseh Zivalih, od katerih so bili pridobljeni
eksperimentalni podatki, so bili parametri
dihanja, pretoka krvi in pretoka Zol¢a konstantni
in v normalnih mejah.
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sperimentali, i parametri di frequenza
respiratoria, flusso ematico e flusso biliare erano
costanti e nella norma.

Tutti i dati analitici e relativi protocolli sono
archiviati nel server del Dipartimento di Scienze
della vita, cartella Nutrizione.

Vsi analiti¢ni podatki in povezani protokoli so
arhivirani na strezniku Oddelka za bioznanosti, v
mapi Prehrana.

3. Effetto degli antociani sul trasporto
intestinale della bilirubina

3. Vpliv antocianinov na transport bilirubina v
Crevesju

Questa prova pilota € stata eseguita in un
modello in vitro di epitelio intestinale, che
consente di simulare 'assorbimento intestinale
di molecole d'interesse nutrizionale (come gli
antociani) e farmaci. Il modello & ben conosciuto
ed esprime diversi trasportatori di membrana
della bilirubina glucuronide e dei sali biliari, tra
cui sono di nostro interesse OATP1A2 e OATP2B1
(15)

Abbiamo verificato che le condizioni sperimentali
scelte consentono di misurare il trasporto di
bilirubina e bilirubina glucuronide in modo
riproducibile. Per ottenere misure affidabili, &
necessario che il processo di trasporto trans-
epiteliale duri almeno due ore. Abbiamo usato
sia bilirubina pura che bile di ratto, che contiene
anche bilirubina e bilirubina glucuronide e che
abbiamo usato perché la bilirubina glucuronide
pura non é disponibile in commercio. Lo schema
dell'esperimento € in Figura 7.

Ta pilotni test je bil izveden na in vitro modelu
Crevesnega epitelija, ki nam omogoca simulacijo
Crevesne absorpcije prehransko pomembnih
molekul (kot so antocianini) in zdravil. Model je
dobro znan in izraza ve¢ membranskih
prenasalcev bilirubin glukuronida in Zol¢nih soli,
med katerimi sta za nas zanimiva OATP1A2 in
OATP2B1 (15).

Preverili smo, da nam izbrani eksperimentalni
pogoji omogocajo reproducibilno merjenje
transporta bilirubina in bilirubin glukuronida. Za
zanesljive meritve mora proces transepitelnega
transporta trajati vsaj dve uri. Uporabili smo tako
Cisti bilirubin kot podganiji Zol¢, ki prav tako
vsebuje bilirubin in bilirubin glukuronid in ki smo
ga uporabili, ker Cisti bilirubin glukuronid ni
komercialno dostopen. Eksperimentalna shema
je na sliki 7.

Apicale | ! | |
(500 - . | ‘ ‘ l
rpigrtd Bila + TmM '
0.4 g1 BSA) l bile ‘ _e76 BRE+1 ;g\M l
Basale \ HBSS - 0.4 9L B3A " S =
(1000 pt) / [Hoss 4 °‘0'“'°‘ 'ﬂw °4utﬂ-ﬁ~ ness +0.4 9L B34
\—‘

Figura 7. Schema dell'esperimento di misura del trasporto trans-epiteliale di bilirubina. | dispositivi
TRANSWELL sono stati riempiti con 0.5 mL di una soluzione contente o bile o bilirubina, in assenza o
presenza dell'inibitore estradiolo 17-beta glucuronide. Questa soluzione era nel compartimento superiore,
detto apicale, che riproduce le condizioni presenti nell'intestino. Il compartimento basale, che riproduce le
condizioni presenti nel sangue, é quello da cui si sono prelevati dei campioni, per misurare il passaggio di
bilirubina e bilirubina glucuronide attraverso lo strato di cellule intestinali Caco-2, cresciute sul filtro che
separa il compartimento apicale da quello basale.

Slika 7. Shema poskusa merjenja transepitelnega transporta bilirubina. Naprave TRANSWELL so bile
napolnjene z 0,5 ml raztopine, ki je vsebovala Zol¢ ali bilirubin, v odsotnosti ali prisotnosti zaviralca
estradiola 17-beta glukuronida. Ta raztopina je bila v zgornjem ali apikalnem predelu, ki posnema pogoje
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v Crevesju. Bazalni predel, ki posnema pogoje v krvi, je kraj, kjer so bili odvzeti vzorci za merjenje prehoda
bilirubina in bilirubin glukuronida skozi plast Crevesnih celic Caco-2, vzgojenih na filtru, ki locuje apikalni

od bazalnega predela.
Abbiamo verificato che il trasporto trans- Potrdili smo, da estradiol 17-beta glukuronid,
cellulare di entrambe le molecole, bilirubina e znani zaviralec Oatp1A2-SLCO1A2 (16),
bilirubina glucuronide, & inibito dall'estradiolo prenasalca, ki olajsa vstop ve¢ molekul, vklju¢no z
17-beta glucuronide, un noto inibitore di bilirubinom, v ¢revesni epitelij (slika 8), zavira
Oatp1A2-SLCO1A2 (16) un trasportatore che transceli¢ni transport obeh molekul, tako
facilita I'entrata nell'epitelio intestinale di diverse | bilirubina kot bilirubin glukuronida.
molecole, tra cui la bilirubina (Figura 8).
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Figura 8. Concentrazioni di bilirubina e bilirubina glucuronide nei compartimenti basali, ottenute due
dopo l'applicazione di bile o bilirubina glucuronide, in assenza o presenza dell'inibitore estradiolo 17-beta
glucuronide. In tutti i casi, I'inibitore ha ridotto il passaggio di bilirubina e bilirubina glucuronide dal
compartimento apicale a quello basale. La riduzione é significativa statisticamente, solo quando i livelli di
bilirubina glucuronide erano maggiori di 1 nM, il limite analitico di quantificazione.

Slika 8. Koncentracije bilirubina in bilirubin glukuronida v bazalnih predelih, pridobljene dvakrat po
aplikaciji Zol¢a ali bilirubin glukuronida, v odsotnosti ali prisotnosti inhibitorja estradiol 17-beta
glukuronida. V vseh primerih je inhibitor zmanjSal premikanje bilirubina in bilirubin glukuronida iz
apikalnega v bazalni predel. ZmanjSanje je bilo statistiCcno znacilno le, ko so bile ravni bilirubin
glukuronida vecje od 1 nM, kar je analiticna meja kvantifikacije.

Omeniti velja, da je bil bilirubin glukuronid
prisoten v analiziranih vzorcih, tudi ko so bili
transportni testi opravljeni s Cistim bilirubinom.
Slika 9 kaze, da je bil v bazalnem predelu
prisoten ne le bilirubin s povprecno
koncentracijo 15 nM, temve¢ tudi bilirubin
glukuronid s povprecno koncentracijo 0,8 nM.

E notevole il fatto che anche quando le prove di
trasporto erano fatte con la bilirubina pura, nei
campioni analizzati compariva la bilirubina
glucuronide. La Figura 9 mostra che nel
compartimento basale compariva non solo la
bilirubina alla concentrazione media di 15 nM,
ma anche bilirubina glucuronide, alla
concentrazione media di 0.8 nM.
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Figura 9. Questa figura mette in evidenza i dati della Figura 6 ottenuti quando la bilirubina pura era
applicata nel compartimento apicale.
Slika 9. Ta slika prikazuje podatke s slike 6, pridobljene z nanosom Cistega bilirubina na apikalni predel.

Questa e una prova che la bilirubina era
penetrata nelle cellule, dove era avvenuta la
reazione di formazione della bilirubina
glucuronide, a sua volta esportata nel
compartimento “ricevente”. E noto che I'epitelio
intestinale e sede di metabolismo (di fase 2, in
termini tecnici) delle molecole assorbite, incluse
le sostanze naturali della dieta e gli antociani (16)

Questo riscontro ha determinato la scelta
successiva di eseguire tutte le prove di trasporto
trans-epiteliare con la bilirubina pura e non con
la bile. In due esperimenti consecutivi identici,
abbiamo esaminato l'effetto sul trasporto trans-
epiteliale della bilirubina di tre antociani puri
(cianidina 3-glucoside, peonidina 3-glucoside e
malvidina 3-glucoside) come indicato nella
Figura 10.

To je dokaz, da je bilirubin prodrl v celice, kjer je
prislo do reakcije in tvorbe bilirubin glukuronida,
ki se je nato prenesel v "sprejemni" predel.
Znano je, da je Crevesni epitelij mesto 2. faze
presnove absorbiranih molekul, vklju¢no z
naravnimi prehranskimi snovmi in antocianini
(16).

Ta ugotovitev je privedla do nadaljnje odlocitve,
da se vsi transepitelijski transportni testi izvedejo
s Cistim bilirubinom in ne z Zol¢em. V dveh
enakih zaporednih poskusih smo preucili vpliv
treh Cistih antocianinov (cianidin 3-glukozida,
peonidin 3-glukozida in malvidin 3-glukozida) na
transepitelijski transport bilirubina, kot je
prikazano na sliki 10.

Apicale
{250 PLHBSS »
0.4 gL BSA) . S“ BR + {200 l BR + 200
nM) C3G) M P3G
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Figura 10. Schema delle prove di trasporto trans-epiteliale della bilirubina in presenza di concentrazioni
fisiologiche di cianidina 3-glucoside, malvidina 3-glucoside e peonidina 3-glucoside.
Slika 10. Shema testov transepitelnega transporta bilirubina v prisotnosti fizioloskih koncentracij cianidin
3-glukozida, malvidin 3-glukozida in peonidin 3-glukozida.
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| risultati indicano che cianidina 3-glucoside e in
minor misura malvidina 3-glucoside esercitavano
un effetto di stimolazione (33% e 14%,
rispettivamente) del trasporto della bilirubina
(Figura 10).

Quando, in questo modello sperimentale, si
osserva una stimolazione del trasporto trans-
cellulare di una data molecola (in questo caso
bilirubina), si deve prendere in considerazione
I'ipotesi che le molecole attivatrici abbiamo
ridotto I'entrata netta della bilirubina nell'epitelio,
attraverso l'inibizione delle pompe di estrusione
molecolari, che proteggono I'epitelio dal
sovraccarico di molecole presenti nell'intestino.
Queste pompe (tecnicamente Pgp-ABCB1 e
BCRP-ABCG2) sono dei trasportatori di
membrana localizzati sulla superficie apicale
delle cellule intestinali (Caco-2) e possono essere
inibite da specifiche molecole, tra cui la
curcumina.

Abbiamo percio ripetuto le prove di trasporto
della bilirubina, in presenza di 2 diverse
concentrazioni di curcumina, oppure di
malvidina 3-glucoside, scelta perché & I'antociano
piu abbondante nel vino rosso, sebbene il suo
effetto stimolante fosse limitato (vedi sopra,
Figura 8). Inoltre, abbiamo incluso nella batteria
di prove anche la naringenina e il taurocolato,
noti inibitori dei trasportatori OATP1A2 e
OATP2B1 (16), che potrebbero contribuire
congiuntamente al trasporto trans-cellulare di
bilirubina. Si deve considerare che anche la
curcumina puo essere un inibitore di OATP2B1,
presente nell'epitelio intestinale (17). Lo schema
dell'esperimento & in Figura 11.

Rezultati kaZejo, da sta cianidin 3-glukozid in v
manjsi meri malvidin 3-glukozid imela
stimulativni uc¢inek (33 % oziroma 14 %) na
transport bilirubina (slika 10).

Ko v tem eksperimentalnem modelu opazimo
stimulacijo transceli¢nega transporta dane
molekule (v tem primeru bilirubina), je treba
upostevati hipotezo, da so aktivacijske molekule
zmanjsale neto vstop bilirubina v epitelij z
zaviranjem molekularnih ekstruzijskih ¢rpalk, ki
Scitijo epitelij pred preobremenitvijo molekul,
prisotnih v Crevesju. Te Crpalke (tehni¢no Pgp-
ABCB1 in BCRP-ABCG2) so membranski
prenasalci, lokalizirani na apikalni povrsini
Crevesnih celic (Caco-2) in jih lahko zavirajo
specificne molekule, vklju¢no s kurkuminom.

Zato smo teste transporta bilirubina ponovili v
prisotnosti dveh razli¢nih koncentracij kurkumina
oziroma malvidin 3-glukozida, izbranega zato, ker
je najpogostejsi antocianin v rdeCem vinu, ¢eprav
je bil njegov stimulativni u¢inek omejen (glej
zgoraj, sliko 8). Poleg tega smo v baterijo testov
vkljucili tudi naringenin in tauroholat, znana
zaviralca transporterjev OATP1A2 in OATP2B1
(16), ki bi lahko skupaj prispevala k
transceliénemu transportu bilirubina. UpoStevati
je treba, da je kurkumin lahko tudi zaviralec
OATP2B1, prisotnega v Crevesnem epiteliju (17).
Shema poskusa je na sliki 11.
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Figura 11. Schema delle prove di trasporto trans-epiteliale della bilirubina in presenza di concentrazioni
farmacologiche di curcumina, naringina, malvidina 3-glucoside e taurocolato.
Slika 11. Shema testov transepitelnega transporta bilirubina v prisotnosti farmakoloskih koncentracij
kurkumina, naringina, malvidin 3-glukozida in tauroholata.
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| risultati (Figura 12) indicano che solo la
curcumina inibisce il trasporto della bilirubina,
mentre la naringenina, inibitore di OATP2B1 (16)
e il taurocolato, inibitore di OATP1A2 (18) sono
inattivi. Anche la malvidina 3-glucoside non ha
confermato l'effetto di stimolazione del trasporto
trans-cellulare di bilirubina. Si noti che la
curcumina ha anche ridotto il trasporto trans-
cellulare della bilirubina glucuronide. Questo
dato € compatibile con l'effetto combinato di
minor entrata della bilirubina nell'epitelio
intestinale e ridotta reazione di coniugazione
della bilirubina con l'acido glucuronico.
Quest'ultima reazione & catalizzata dall'enzima
UGT1AT1, inibito dalla curcumina (17).

Rezultati (slika 12) kaZejo, da samo kurkumin
zavira transport bilirubina, medtem ko sta
naringenin, znani zaviralec OATP2B1 (16), in
tauroholat, znani zaviralec OATP1A2 (18),
neaktivna. Malvidin 3-glukozid prav tako ni
potrdil u¢inka spodbujanja transcelicnega
transporta bilirubina. UpoStevaijte, da je
kurkumin zmanjsal tudi transcelularni transport
bilirubin glukuronida. Ta ugotovitev je zdruzljiva s
kombiniranim u¢inkom zmanjSanega vstopa
bilirubina v Crevesni epitelij in zmanjSane reakcije
konjugacije bilirubina z glukuronsko kislino.
Slednjo reakcijo katalizira encim UGT1A1, ki ga
zavira kurkumin (17).
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Figura 10. Trasporto trans-cellulare della
bilirubina ed effetti di curcumina, naringenina,
malvidina 3-glucoside (M3G) e taurocolato (TC).

Slika 10. Transcelularni transport bilirubina in
ucinki kurkumina, naringenina, malvidin 3-
glukozida (M3G) in tauroholata (TC).

In conclusione, questa prima serie di dati indica
che il modello sperimentale di intestino umano
in vitro dato dalle cellule Caco-2 disposte
uniformemente sul dispositivo Transwell
consente di misurare il trasporto trans-
epiteliale della bilirubina e di caratterizzarlo
come mediato dal trasportatore OATP2B1,
poiché sensibile all'inibizione esercitata da

Skratka, ta prvi sklop podatkov kaze, da nam in
vitro model ¢loveSkega Crevesja z uporabo celic
Caco-2, enakomerno razporejenih na napravi
Transwell, omogoca merjenje transepitelnega
transporta bilirubina in njegovo
karakterizacijo kot posredovanega s
transporterjem OATP2B1, saj je ob€utljiv na
inhibicijo z estradiol 17-beta glukuronidom
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estradiolo 17-beta glucuronide (vedi sopra,
Figura 6) e curcumina (vedi sopra, Figura 10).
Tuttavia, la malvidina 3-glucoside non ha alcun
effetto sul trasporto della bilirubina.

Altre prove potranno essere fatte riprodurre
gueste osservazioni e migliorare la qualita
complessiva della base di dati.

Tutti i dati analitici e relativi protocolli sono
archiviati nel server del Dipartimento di Scienze
della vita, cartella Nutrizione.

(glej zgoraj, sliko 6) in kurkuminom (glej zgoraj,
sliko 10). Vendar malvidin 3-glukozid nima
vpliva na transport bilirubina.

Za reprodukcijo teh opazanj in izboljSanje
splosne kakovosti baze podatkov se lahko
izvedejo nadaljnji poskusi.

Vsi analiti¢ni podatki in povezani protokoli so
arhivirani na strezniku Oddelka za znanosti o
Zivljenju, mapa Prehrana.
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CONCLUSIONI

ZAKLJUCKI

Questo STUDIO PILOTA ha generato una grande
mole di dati sperimentali da tre diverse linee di
studio.

La linea della farmacocinetica della bilirubina nel
ratto e l'effetto della cianidina 3-glucoside ¢
quella iniziata prima ed i suoi dati sono stati
analizzati piu a fondo. Il prodotto & una tesi di
laurea magistrale in farmacia redatta dalla
studentessa Alexandra Cristina Duhnic. Alla fine
del progetto sono stati ripetuti alcuni
esperimenti. Si prevede di scrivere un articolo
scientifico.

La linea dell'effetto della cianidina 3-glucoside sul
riassorbimento biliare della bilirubina, esaminata
nel ratto in vivo, é stata chiusa ma I'analisi dei
dati sara completata dopo la fine del progetto.

La linea del trasporto intestinale di cianidina 3-
glucoside e bilirubina esaminata in colture
cellulari & ancora aperta, poiché sono necessarie
alcune ripetizioni delle prove e verifiche. La lenta
crescita delle cellule intestinali sui filtri Transwell
condiziona il progresso della sperimentazione.

In conclusione, la comprensione dei dati ottenuti
con questo studio pilota si sviluppera dopo la
conclusione di questo progetto e, in questo
modo, il tema scientifico e la collaborazione con
il Lead partner resteranno attivi nei prossimi
anni.

Ta PILOTNA STUDIJA je ustvarila veliko koli¢ino
eksperimentalnih podatkov iz treh razli¢nih
Studijskih linij.

Prva se je zacela Studijska linija o farmakokinetiki
bilirubina pri podganah in uc¢inku cianidin 3-
glukozida, njeni podatki pa so bili zelo temeljito
analizirani. Izdelek je magistrska naloga iz
farmacije, ki jo je napisala Studentka Alexandra
Cristina Duhnic. Ob koncu projekta so bili
nekateri poskusi ponovljeni. Nacrtuje se
znanstveni ¢lanek.

Studijska linija o u¢inku cianidin 3-glukozida na
Zol¢no reabsorpcijo bilirubina, ki je bila in vivo
preucena pri podganah, je bila zakljucena,
vendar bo analiza podatkov zaklju¢ena po koncu
projekta.

Studija o ¢revesnem transportu cianidin 3-
glukozida in bilirubina, ki je bila preucena v
celi¢nih kulturah, je Se vedno odprta, saj so
potrebne nekatere ponovitve testov in
preverjanj. Po€asna rast Crevesnih celic na filtrih
Transwell vpliva na napredek preskusanja.

Skratka, razumevanje podatkov, pridobljenih s to
pilotno Studijo, se bo nadaljevalo tudi po
zakljucku projekta, zato se bo znanstvena tema
in sodelovanje z vodilnim partnerjem nadaljevalo
Se vrsto let.
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