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Nézev diplomové prace: Experimentdlni piistupy pro studium jaterni enzymatické indukce

zprostiedkované pregnanovym X receptorem

Prace se zabyva indukci exprese biotransformacnich enzymut prostfednictvim aktivace
pregnanového X receptoru (PXR) v jatrech, a to predevsim z hlediska modelt a metod, které
jsou pfi studiu enzymové indukce experimentdlné vyuzivany. V piedkladaném textu jsou
shrnuty znalosti o PXR, ktery je pfedstaven nejen jako zdsadni xenosenzor, ale také jako
transkripéni faktor s dualezitym vyznamem pro endogenni pochody. Dale jsou v praci
diskutovany buné¢né a zviteci modely, které jsou hodnoceny z hlediska exprese a funkce PXR
a jeho cilovych biotransformac¢nich enzymi. Primarni lidské hepatocyty ve 2D uspotadéni jsou
zlatym standardem jaternich in vitro modelll. V budoucnu miizeme ocekavat §irsi vyuziti 3D
technologii. Zvifeci modely vykazuji zadsadni mezidruhové rozdily v aktivaci PXR. Vyvoj
humanizovanych zvitat pomaha ptekondvat tyto nevyhody. Jsou také piedstaveny screeningové
metody popisujici interakci kandidatnich 1é¢iv s PXR. Dale je popséna polymerazova fetézova
reakce (PCR) a jeji modifikace pro stanoveni indukce biotransformaénich enzymi. ReSersni
prace pifindsi piehled experimentalnich modelti a shrnuti aktudlnich metodickych trenda

v oblasti studia PXR.
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The thesis focuses on hepatic pregnane X receptor (PXR)-mediated induction of
biotransformation enzymes. Emphasis is placed on experimental models and methods which
are used for the assessment of enzyme induction. In addition to summarizing its well-
established role as a xenobiotic-sensing receptor, PXR is also presented as a transcription factor
with an important role in endogenous pathways. Furthermore, cell and animal models are
evaluated in terms of expression and function of PXR and its target xenobiotic-metabolising
enzymes. Primary human hepatocytes in 2D cultures are considered to be the gold standard of
in vitro hepatic models. However, 3D technologies are expected to be increasingly used in the
future. The use of animal models is limited due to pronounced interspecies differences in PXR
activation. Thus, humanized models have been established to overcome these limitations. Next,
this thesis comments screening methods for an assessment of interaction between PXR and
candidate drugs. Moreover, the polymerase chain reaction (PCR) and its modifications are
described as methods which allow to quantify the induction of biotransformation enzymes.
Altogether, this thesis brings an overview of experimental models and current methodical trends

in the field of PXR studies.
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1 SEZNAM ZKRATEK

ABC
ACTB
ADME
AhR
AMV
AOP
BCRP
CAR
CDK
cdPCR
CNV
CPT1
CRISPR
crcit
CYP
dATP
DBD
dCTP
ddPCR
dGTP
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DNA-PKcs

dNTPs
dPCR
dTTP
ELOVL6
EMA
ERK

FAH
FOXA2

ATP-binding cassette

gen pro f-aktin

absorpce, distribuce, metabolismus, exkrece

receptor pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon receptor)
virus ptaci myeloblastdzy (avian myeloblastosis virus)

adverse outcome pathway

protein rezistence karcinomu prsu (breast cancer resistence protein)
konstitutivni androstanovy receptor (constitutive androstane receptor)
cyklin-dependentni kinaza

chamber-based digital polymerase chain reaction

variace poctu kopii (copy number variations)
karnitinpalmitoyltransferaza 1

clustered regularly interspaced short palindromic repeats

gen pro cytochrom cl

systém cytochromu P450 a jeho jednotlivé izoformy
deoxyadenosintrifosfat

DNA vézajici doména (DNA-binding domain)
deoxycytidintrifosfat

droplet digital polymerase chain reaction

deoxyguanosintrifosfat

dimethylsulfoxid

katalyticka podjednotka DNA-dependentni proteinkinazy (DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit)
deoxynukleosidtrifosfaty

digitalni polymerazova tfetézova reakce (digital polymerase chain reaction)
deoxythymidintrifosfat

elongation of very-long-chain fatty acids protein 6

Evropska 1ékova agentura (European Medicines Agency)

kindza regulovana mimobunéénym signalem (extracellular signal-regulated
kinase)

fumarylacetoacetathydrolaza

forkhead box A 2 transcription factor



FOXOl1
FRET

GAPDH
GST
HDDC2
HSVtk

hTERT

12rg

LBD
LETFs
MATE
MDHI
MDR1
MIQE

MMLV
MRP
NAPQI
NAT
NcoR1
NF-xB
NOD
NRII2
NR112
OAT
OATP

OCT
OCTN

forkhead box O 1 transcription factor

fluorescencni rezonan¢ni pienos energie (fluorescence resonance energy
transfer)

gen pro glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu

glutathion-S-transferaza

gen pro HD domain containing protein 2

thymidinkinaza herpes simplex viru typu 1 (herpes simplex virus 1
thymidine kinase)

lidska telomerazova reverzni transkriptaza (human telomerase reverse
transcriptase)

gen pro gamma fetézec receptoru pro interleukin-2 (interleukin-2 receptor
gamma chain)

ligand vazajici doména (ligand-binding domain)

liver enriched transcription factors

multidrug and toxin extrusion protein

gen pro malatdehydrogenézu 1

multidrug resistance protein 1, téz P-glykoprotein

minimalni informace pro publikaci kvantitativnich real-time PCR
experimentll (minimum information for publication of quantitative real-time
PCR experiments)

virus Moloneyho mysi leukémie (Moloney murine leukemia virus)
multidrug resistance associated protein

N-acetyl-p-benzochinonimin

N-acetyltransferaza

nuclear receptor corepressor 1

nukleéarni faktor kappa B

non-obese diabetic

gen pro pregnanovy X receptor

pregnanovy X receptor

transportér organickych aniontli (organic anion transporter)

transportni peptid organickych aniontii (organic anion transporting
polypeptide)

transportér organickych kationtl (organic cation transporter)

organic cation transporter novel



OECD

PARPI
PBP
PCN
PCR
PEPCK1
PGC-1a
PPIA
Prkdc

PRMT
PSMB6
PXR
PXRRE
gPCR

qRT-PCR
Rag?

RIS
RPS18
RT-gPCR
RXR
SCID
SDHA
SHP

SLC
SMRT
SNP

SPA
SRCs
SREBP-1
SULT
SUMO

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (Organisation for
Economic Co-operation and Development)
poly(ADP-rib6za)polymeraza 1

phosphatidylethanolamine binding protein
pregnenolon-16a-karbonitril

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza 1

PPAR gamma coactivator 1o

gen pro peptidylprolylizomerazu A

gen pro katalytickou podjednotku DNA-dependentni proteinkinazy (DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit)

protein arginine methyl transferase

gen pro 6 podjednotku proteazomu

pregnanovy X receptor

responzivni element pregnanového X receptoru

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce (quantitative polymerase chain
reaction), téz real-time PCR

kvantitativni reverzné transkriptazova polymerazova fetézova reakce
gen pro recombination activating gene 2

relativni indukéni skore (relative induction score)

gen pro ribozomalni protein S18

kvantitativni reverzné transkriptdzova polymerdzova fetézova reakce
retinoidni X receptor

severe combined immunodeficiency

gen pro podjednotku A sukcinatdehydrogenazy

small heterodimer partner

solute carrier

silencing mediator of retinoid and thyroid receptors
jednonukleotidovy polymorfismus (single-nucleotide polymorphism)
scintillation proximity assay

koaktivatory steroidnich receptorti (steroid receptor coactivators)
sterol regulatory element binding protein 1

sulfotransferaza

small ubiquitin-related modifier



TBP
TPMT
TR-FRET
UBC
UGT
ULA
uPA

gen pro TATA vazebny protein
thiopurin-S-methyltransferaza

time-resolved fluorescence resonance energy transfer

gen pro ubikvitin C

UDP-glukuronosyltransferaza

ultralow attachment

urokindzovy aktivator plazminogenu (urokinase-type

activator)

plasminogen



2 UVOD A CiL

Clovék je neustale v kontaktu s cizorodymi latkami (xenobiotiky), které nemohou byt zapojeny
do endogennich metabolickych cest za ucelem ziskani energie a/nebo syntézy funkcnich
biomolekul. Xenobiotika navic mohou piedstavovat potencidlni zdravotni riziko. Evolu¢né je
proto lidsky organismus vybaven komplexnim systémem biotransformacnich enzymu a
transportérti, pomoci nichz je schopen xenobiotika metabolizovat a vyloucit. Hlavnim

biotransformacnim organem v téle jsou jatra (Skalova et al. 2017).

Jaterni exprese biotransformacnich enzymt podléha regulaci, ve které hraji zésadni roli
nuklearni receptory — ptedevs§im pregnanovy X receptor (PXR). Je-1i ¢lovék exponovan latkam
(v€etné 1€Civ), které jsou schopny tento receptor aktivovat, dochazi ke spusténi kaskady déju.
Ty vedou ke zvySeni miry exprese biotransformac¢nich enzymti a k narlstu biotransformacéni
kapacity organismu (Tolson a Wang 2010, Thunnah et al. 2011). Klinickym disledkem
enzymové indukce miiZze byt sniZzeni ucinku (€1 dokonce selhani) farmakoterapie nebo toxicita
v dusledku zvysSené produkce nezadoucich metaboliti parentni latky. Z tohoto divodu je
zadouci, aby byl pfipadny indukéni potencial nového 1éciva odhalen jiz béhem preklinického
vyvoje (Fahmi a Ripp 2010). V tomto ohledu je nutné, aby byly pouZzivany metody a modely,
které maji potencial predikovat, zda se dané 1é¢ivo jako enzymovy induktor projevi i v klinické

praxi.

Hlavnim pilifem in vitro experimentl jaterni biotransformace jsou bunécné modely, jejichz
vybér je zasadnim aspektem, od n&jZ se odviji spéch zkoumani. Zlatym standardem jsou 2D
kultury lidskych primarnich hepatocyti, jejichZ fenotyp odrazi znaky normalni jaterni tkanég, a
proto se jedna o cenny bunétny model. Hepatocytarni fenotyp ovSem neni v kultivacnich
podminkach stabilni, cozZ je spolu s omezenou dostupnosti téchto bun¢k hlavnim limitujicim
faktorem (Zeilinger et al. 2016). Proto jsou vyvijeny postupy, které by umoznily zachovat
vlastnosti lidskych primarnich hepatocyti po delsi dobu kultivace (zejména se jedna o 3D
modely) (Fraczek et al. 2013). Stejné tak jsou studovany dalsi in vitro modely, které by mohly
lidské hepatocyty doplnit nebo nahradit (Donato et al. 2013).

Relativné spolehlivou metodou, pomoci niZ 1ze vyhodnotit, zda u bunééného modelu doslo ke
zvySeni exprese sledovaného enzymu, je stanoveni zmén na irovni mRNA. Pravé tento zptsob
vyhodnoceni in vitro experimentii doporucuje vyuzivat i Evropska 1ékova agentura (European
Medicines Agency 2015). Kli¢ovou laboratorni metodou pro stanoveni mRNA je kvantitativni

polymerdzova fetézova reakce, jiz predchazi proces reverzni transkripce (RT-qPCR) (Jensen



2012). Polymerazova tetézova reakce, ktera je pro stanovovani nukleovych kyselin vyuzivana
jiz fadu let, prosla vyvojem, jenz piinesl sofistikované modifikace této metody. Piikladem
inovaci je droplet digital PCR (ddPCR), kterd umozinuje kvantifikovat mRNA s vysokou mirou

piesnosti a citlivosti (Cao et al. 2017).

Krom¢ buné¢nych in vitro modelit mohou byt vyuzivany také modely in vivo. VétSinou se vSak
nejednd o bézné pouzivana laboratorni zvifata, nebot’ ta jsou pro studium PXR dependentni
indukce z divodu mezidruhovych rozdilii nevhodna (Jaiswal et al. 2014). Namisto toho jsou
pouzivany tzv. humanizované modely — geneticky upravena zvirata ¢i zvifata, do nichz jsou
transplantovany lidské hepatocyty. Tyto modely mohou vytvaiet pomysiny most mezi in vitro

experimenty a naslednymi klinickymi studiemi s lidskymi subjekty (Scheer a Wilson 2016).

Lékové interakce na podkladé enzymové indukce mohou mit zasadni klinicky vyznam.
Pochopeni molekuldrnich mechanismii, které jsou zapojeny do regulace exprese
biotransformacnich enzymi, je zdkladnim pfedpokladem pro Uspésné preklinické testovani
induk¢niho potencialu nové vyvijenych 1é¢iv. Vybér vhodnych in vitro a in vivo modelt, znalost
jejich prednosti a respektovani jejich limiti jsou v tomto ohledu klicové aspekty. Kromé
modell je nutné znat také metody, které jsou za Gcelem studia enzymové indukce vyuzivany.
Nemén¢ dilezité je také sledovani novych trendi a sméri, kterymi se vyvoj metod a modell

pro studium modulace genové exprese ubira.

Od vyse zminénych skutecnosti se obsahové odviji zaméfeni této reSerSni préace, ktera si klade

za cil:

1. Shrnout zdkladni znalosti o PXR. Definovat jeho roli pii regulaci exprese
biotransformacnich enzymt a vysvétlit klinické disledky jeho aktivace.

2. Piedstavit PXR také v Sir§Sim kontextu, a to se zaméfenim na aktualni poznatky o jeho
roli v endogennim metabolismu a patofyziologickych procesech.

3. Sestavit piehled jaternich bunéénych modeli vyuZzivanych pfi studiu PXR dependentni
enzymoveé indukce.

4. Definovat zadouci vlastnosti, kterymi by vyuzivané bunééné modely mély disponovat,
a zhodnotit jednotlivé modely z hlediska jejich prediktivni schopnosti pii studiu
enzymatické indukce.

5. Objasnit vyuzitelnost laboratornich zvifat pfi studiu enzymové indukce a shrnout
poznatky o humanizovanych zvitecich modelech.

6. Sestavit pfehled experimentalnich metod vyuZivanych pfi studiu enzymové indukce

pomoci PXR.



7. Predstavit PCR jako molekularné biologickou metodu se zdsadnim vyznamem pro
diskutovanou problematiku. Shrnout poznatky o jejim principu a vysvétlit aplikaci této
metody pro kvantifikaci mRNA.

8. Predstavit droplet digital PCR jako aktualni trend v oblasti PCR metod, vysvétlit jeji

princip a moznosti vyuziti.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Pregnanovy X receptor

Pregnanovy X receptor (PXR) je protein patiici do nadrodiny nuklearnich receptorti. Konkrétné
je fazen do podrodiny 1, skupiny I, v niz tento receptor ziskal Cislo 2, a lze jej tedy v literatute
nalézt t€Z pod oznac¢enim NR 112 (Pavek 2016). Objeven byl v roce 1998 (Blumberg et al. 1998,
Kliewer et al. 1998, Lehmann et al. 1998). Jedna se o ligandem aktivovany transkripcni faktor,
ktery hraje dalezitou roli pfi regulaci genové exprese mnoha enzymu a transportért, které se
ucastni vSech fazi biotransformace xenobiotik (di Masi et al. 2009, Pavek 2016, Mackowiak et
al. 2018). PXR je v nejvétsi mife exprimovan v jatrech a stievech. Jeho funkci je ochrana
organismu pied Skodlivymi latkami exogenniho, ale i endogenniho plivodu (di Masi et al.
2009). Kromé regulace transkripce klicovych biotransformacnich enzymil a transportéri se také
uplatiiuje v dalSich rolich, a to napfiklad pifi energetické homeostdze, pii imunitnich a

zanétlivych reakcich nebo pii rozvoji n€kterych onemocnéni (Mackowiak et al. 2018).

3.1.1 Zakladni charakteristika PXR

Pregnanovy X receptor vznika expresi genu NR112, ktery je lokalizovdn na chromozomu 3 a
obsahuje 10 exonti a 9 intront (di Masi et al. 2009). Alternativni sestfih primarniho transkriptu
dava vzniknout nékolika variantdm (izoformam) PXR, viz Obr. 1. Ty se vzdjemné lisi
strukturou 1 funkci, pfedevS§im co se ty€e schopnosti indukovat transkripci cilovych genil
(Brewer a Chen 2016). Varianta PXRI, kterd je povazovédna za wild-type formu tohoto
receptoru (di Masi et al. 2009), spolu s variantou PXR2 indukuji expresi regulovanych gent,
zatimco varianty PXR3 a PXR4 nikoliv. Podil exprese jednotlivych variant PXR spolu
s vyskytem jednonukleotidového polymorfismu (single-nucleotide polymorphism, SNP) mtize

pfispivat k interindividualni variabilit€ v odpovédi na farmakoterapii (Brewer a Chen 2016).

Podobné jako ostatni nukledrni receptory obsahuje i molekula PXR nékolik domén, viz Obr. 2.
Na C-konci proteinu se nachazi ligand vazajici doména (ligand-binding domain, LBD), ktera
zajistuje interakci s ligandy. Na N-konci se nachdzi DNA vézajici doména (DNA-binding
domain, DBD), jeZ se vaze na specificky responzivni element (PXRRE), ktery je pfitomen
v pfislusSnych promotorovych oblastech regulovanych gen. LBD a DBD jsou spojeny
doménou, ktera je v anglicky psané literatufe oznacovana jako ,,H (hinge) region* (Buchman

et al. 2018, Pavek 2016).
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Obr. 1 Transkrip¢ni varianty PXR

Na obrazku je zndazornén lidsky gen pro PXR (obsahujici priblizné 38 000 pari bazi) a mRNA jednotlivych
transkripcnich variant PXR. Obdélniky predstavuji exony. Cast exonu 5, kterd neni piitomna u varianty PXR3, je

znazornéna fialove; casti exonu 1 pak ervené a zelené.

Modifikovano dle: Brewer a Chen (2016), prelozeno.

Ligand vézajici doména PXR se skldda ze tii vrstev alfa-helixi a péti antiparalelnich beta-
skladanych listh. Vazebné misto, které s ligandy interaguje prostfednictvim 28 pievazné
hydrofobnich aminokyselinovych zbytkl, je véEtsi, nez je obvyklé u jinych nukledrnich
receptori (di Masi et al. 2009, Pavek 2016). LBD je zakoncena alfa-helixem oznac¢ovanym jako
aAF, ktery tvofi doménu AF-2, jez zabezpeCuje interakci PXR s dalSimi koregulatory
transkripce. Témi jsou piislusné koaktivatory a korepresory, s jejichZ specifickymi motivy

v aminokyselinové sekvenci se AF-2 vaze (Pavek 2016).

PXR je prostrednictvim svého dostatecné velkého a flexibilniho vazebného mista schopen vézat
mnohé strukturné odlisné latky (Wu a Dong 2013). Z 1é¢iv lze zminit naptiklad antiepileptika
(fenobarbital, karbamazepin, topiramat), antivirotika (ritonavir, efavirenz), cytostatika
(paklitaxel, etoposid, topotekan, tamoxifen), lovastatin, nifedipin, rifampicin, klotrimazol,
dexametazon nebo spironolakton (Chang a Waxman 2006). Mezi dalsi PXR ligandy patii
hyperforin nebo néckteré pesticidy. Ligandy mohou byt specifické k PXR (rifampicin,
hyperforin), nékteré jsou také aktivatory dalSich xenosenzorii, napf. CAR (constitutive
androstane receptor, konstitutivni androstanovy receptor), ¢imzZ je ochrana pied potencidlné

Skodlivymi xenobiotiky zvySena (Wu a Dong 2013).
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Obr. 2 Schéma struktury PXR
DBD — DNA vazajici doména (DNA-binding domain), H — hinge region, LBD — ligand vazajici doména (ligand-
binding domain)

Modifikovano dle: Smutny et al. (2013).

V minulosti byly nékteré nuklearni receptory vcéetné PXR oznacovany jako tzv. orphan
receptors (,,sirotéi receptory), a to z toho diivodu, Ze u nich nebyl zndm zadny endogenni
ligand. Receptory, jejichz endogenni ligandy byly posléze objeveny, pak mizeme v literatuie
nalézt pod oznacenim adopted orphan receptors, tedy ,,adoptované sirotci receptory* (di Masi
et al. 2009). V piipadé¢ PXR se jednd o identifikaci endogenniho 5B-pregnan-3,20-dionu jako
ligandu tohoto receptoru (Lehmann et al. 1998).

3.1.2 Mechanismus indukce exprese genti regulovanych PXR

Aby pregnanovy X receptor mohl plnit svou funkci, musi dojit k jeho aktivaci a k nasledné
kaskade déju, jejichz vysledkem je zména exprese cilovych genti. PXR muze byt aktivovan
svymi ligandy (pfima aktivace) nebo mulze byt jeho aktivita ovliviiovdna posttranslacnimi

modifikacemi, tedy neptimo (Mackowiak a Wang 2016).

V neaktivnim stavu se PXR nachazi ve vazbé¢ s korepresory, kterymi jsou naptiklad SMRT
(silencing mediator of retinoid and thyroid receptors), NcoR1 (nuclear receptor corepressor 1),
SHP (small heterodimer partner), SREBP-1 (sterol regulatory element binding protein 1) nebo
FOXAZ2 (forkhead box A 2 transcription factor) (Mackowiak a Wang 2016, Xing et al. 2020).
Tyto molekuly, které potlacuji aktivitu PXR, maji ve své primarni struktufe spolecny motiv
Ile/Leu-Xxx-Xxx-Ile/Val-Ile a k jejich vazbé na receptor dochédzi prostfednictvim AF-2
domény (Xing et al. 2020, Pavek 2016). Vazba ligandu k PXR v cytoplazmé zpisobi vyvéazani
korepresord, translokaci PXR do bunétného jadra, formaci heterodimeru s retinoidnim X
receptorem (RXR) a jeho vazbu na responzivni element v promotorové oblasti cilového genu.
Vazba na promotor probiha po rozpoznani dvou piimych repetic AGGTCA oddélenych tfemi
(DR3), ¢tyfmi (DR4) nebo péti (DRS) bazemi nebo po rozpoznéni dvou evertovanych repetic
odd¢lenych Sesti (ER6) nebo osmi (ER8) bazemi (Hariparsad et al. 2009, Mackowiak a Wang
2016). Po uvolnéni korepresorti je PXR schopen vazat koaktivatory, které se vyznacuji

spole¢nym motivem Leu-Xxx-Xxx-Leu-Leu a které podporuji transkripéni aktivitu PXR. Mezi
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tyto koaktivatory patii SRCs (steroid receptor coactivators, koaktivatory steroidnich receptori),
FOXO1 (forkhead box O 1 transcription factor), PGC-1a (PPAR gamma coactivator 1a), PBP
(phosphatidylethanolamine binding protein) nebo PRMT (protein arginine methyl transferase)
(Xing et al. 2020, Pavek 2016). Komplex koaktivatora a PXR zpiisobi zménu v uspotradani
chromatinu v dané oblasti DNA, atrakci transkripéniho komplexu RNA-polymerazy II a

zahdjeni pfepisu genetické informace (Pavek 2016).

Vyse zminény mechanismus aktivace je aktivaci pfimou a je zndzornén na Obr. 3. Aktivita PXR
vSak muze byt ovliviiovana téz fadou dalSich faktort, kterymi jsou posttranslacni modifikace.
Ty maji vliv na dimerizaci, interakce s koregulatory ¢i na miru degradace receptoru, a mohou
tak modulovat aktivitu receptoru bez pfitomnosti ptislusnych ligandi. PXR je v tomto smyslu
cilem fosforylace, ubikvitinace, SUMOylace, acetylace a poly-ADP-ribosylace (Smutny et al.
2013, Xing et al. 2020).

PXR ligand

CYP1A1

.
CYP2Bb q U[?S-[I'}ﬂﬁi MDR1
CYP2C9 SULTIAL MRP2
CYP3A4

PXR RXR

B AGGTCA W AGGTCA i

Promotorova oblast genu

Obr. 3 Schéma aktivace PXR pfislusnym ligandem

1. Navazani ligandu na receptor 2. Vyvazani korepresorii 3. Translokace do jadra 4. Navazani koaktivatori, vazba

ve formé heterodimeru s RXR na responzivni element 5. Transkripce 6. ZvySena biotransformacni kapacita

Vytvoreno s vyuzitim informaci: Hariparsad et al. (2009), di Masi et al. (2009), Tolson a Wang (2010), Mackowiak
a Wang (2016), Pavek (2016), Xing et al. (2020).

Aktivita PXR mize byt modifikovdna bunécnymi signalizaénimi drahami, které ovliviiuji stav

fosforylace tohoto receptoru ¢i dalsich koregulatort. Zvysena indukce CYP3A zprostfedkovana
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PXR byla pozorovana napiiklad po aktivaci proteinkinazy A. Aktivace proteinkindzy C méla
naopak za nasledek snizeni aktivity PXR. Aktivace proteinkinazy A pravdépodobné napomaha
vazbé koaktivatoru SRC-1 na PXR, aktivace proteinkinazy C pak nejspiSe posiluje vazbu
korepresoru NcoR1 k PXR. Vliv na aktivitu PXR byl pozorovan téz u cyklin-dependentnich
kinaz (CDK) (Mackowiak a Wang 2016).

Ubikvitinace je proces, béhem kterého jsou na proteiny urcené k degradaci enzymaticky
navazany molekuly ubikvitinu, a tyto proteiny jsou nasledné rozlozeny v proteazomech.
Nékteré ligandy PXR mohou tuto drahu ovliviiovat, a snizovat tak miru degradace PXR.
SUMOylace spociva v navazani ubikvitinu podobnych proteinti ze skupiny SUMO (small
ubiquitin-related modifier), coz je u nuklearnich receptori vétSinoveé spojeno se sniZzenim
aktivity (Smutny et al. 2013). Acetylace PXR rovnéz zpusobuje snizeni aktivity tohoto
receptoru, a to z divodu negativniho ovlivnéni moznosti dimerizovat s RXR a vazat se na DNA.
Poly(ADP-ribdza)polymeraza 1 (PARP1) je enzym, ktery poly-ADP-ribosylaci PXR usnadiiuje
vazbu PXR na DNA, a ptsobi tak ve smyslu zvySeni jeho aktivity (Xing et al. 2020).

3.1.3 Metabolismus lééiv

Metabolismus xenobiotik (véetné 1éC¢iv) je tradiéné rozdélovan na dvé faze: na prvni fazi, pro
niZ je charakteristickd ucast oxidacnich, redukénich a hydrolytickych enzymd, a fazi druhou,
kdy dochézi ke konjugaci xenobiotika s hydrofilni endogenni molekulou, ¢imZ je umoznéno
snazs$i vylouceni takto vzniklého produktu. Xenobiotikum se mtize v zavislosti na své struktufe
ucastnit obou nebo pouze nekteré z fazi biotransformace, stejné tak jeho metabolity mohou byt
substratem naslednych reakci prvni 1 druhé faze, coZ se Casto projevuje rozmanitym
metabolickym profilem parentni molekuly. Pfi interakci xenobiotik s organismem hraji
dillezitou ulohu téZ transportni proteiny (cozZ je mozné oznacit jako dalsi fazi metabolismu

xenobiotik) (Skalova et al. 2017).

Pro prvni f4zi biotransformace je zasadni systém cytochromu P450 (CYP). Jedna se o enzymy
ze skupiny oxygenaz, které katalyzuji hydroxylace (v¢etné hydroxylace aromatickych kruhit),
N- a O-dealkylace, N- a S-oxidace a deaminace. Napfi¢ celym spektrem Zivych organismi byly
identifikovany tisice riznych izoforem CYP, které se od sebe riznou mérou lis§i v primarni

struktufe (Omiecinski et al. 2011).

U cloveéka je nejvyznamngjsi exprese CYP v jatrech, kde jsou tyto enzymy ukotveny
v membrané endoplazmatického retikula, ptipadn€ v membrané mitochondrii. Kromé jater jsou

pfitomny 1 v dalSich organech, naptiklad v tenkém stievé nebo plicich (Waring 2020). Mira
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exprese CYP je zédvisla na tad¢ faktorti, mezi néz patii pohlavi, vék, zmény v pribchu
patologickych stavli a v neposledni fad¢ téz indukce, pfi niz hraji roli nuklearni receptory.
Znalost téchto faktori ma sviij vyznam pfi predikci individudlni farmakokinetiky a odpovédi

na farmakoterapii u jednotlivych pacientl (Zanger a Schwab 2013).

Enzymy cytochromu P450 se Uc€astni metabolismu az 80 % veskerych v soucasnosti
pouzivanych lé¢iv (Waring 2020). V tomto ohledu jsou klicové piredevsim izoformy CYP3A4/5
(vice nez 50 % vSech 1éCiv, véetné atorvastatinu, erythromycinu, midazolamu aj.), CYP2D6
(15-25 % vSech 1éciv, vcetn€é kodeinu, mirtazapinu, paroxetinu aj.) a CYP2C9 (vcetné
nesteroidnich antiflogistik, warfarinu, irbesartanu aj.). DalSimi izoformami zapojenymi do
metabolismu 1é¢iv jsou CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2EI a dalsi (Zanger a Schwab
2013).

Druhd faze biotransformace xenobiotik je katalyzovana transferdzami, z nichz pro
(SULT), glutathion-S-transferazy (GST), N-acetyltransferazy (NAT) a dal$i enzymy zajist'ujici
konjugaci s aminokyselinami, methylaci (napf. thiopurin-S-methyltransferaza, TPMT) aj.
Vzniklé konjugéty jsou oproti plivodnim molekuldm vice hydrofilni a lze je snadnéji vyloucit

z organismu renalni ¢i biliarni cestou (Jancové et al. 2010).

Dilezitym farmakokinetickym faktorem je interakce 1éCiv s transportnimi proteiny, které se
uplatiiuji pfi absorpci, distribuci, metabolismu a exkreci (ADME). PfenaSece hrajici ulohu pfi
transportu 1é¢iv 1ze rozdélit do dvou rodin, kterymi jsou ABC transportéry (ATP-binding
cassette) a SLC transportéry (solute carrier). ABC transportéry zajiStuji predev§im aktivni
eflux, k ¢emuz vyuZzivaji energii vzniklou pii hydrolyze ATP. Mezi zastupce této rodiny patii
napiiklad pfenaSece BCRP (breast cancer resistence protein, protein rezistence karcinomu
prsu), MDR1 (multidrug resistance protein 1, P-glykoprotein) ¢i MRP (multidrug resistance
associated protein). SLC transportéry naopak zprostiedkovavaji influx (uptake) latek dovnitt
bunék, a to mechanismem facilitované difuze ¢i kotransportem s endogennimi organickymi
ionty. Zastupci této skupiny jsou kuptikladu OAT transportéry (organic anion transporter,
transportér organickych aniontl), OCT transportéry (organic cation transporter, transportér
organickych kationtd), OCTN transportéry (organic cation transporter novel), MATE
transportéry (multidrug and toxin extrusion protein) nebo OATP transportéry (organic anion

transporting polypeptide, transportni peptid organickych aniontl) (Nigam 2015, Han 2011).
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3.1.4 Biotransformacni enzymy a transportéry podléhajici regulaci PXR

Pregnanovy X receptor je oznacovan jako xenosenzor. Je-li organismus exponovan exogennim
ligandim receptoru, dochédzi ke spusténi kaskady, jejimz vysledkem je zvySeni exprese
cilovych geni PXR. V pfipad¢ biotransformacnich enzymu tak dochdzi ke zvySeni jejich
syntézy a k nariistu metabolizacni kapacity, ¢imz je organismus lépe chranén vici toxickému
pusobeni xenobiotik. Obdobnym zptisobem muze byt exprese genti ovlivnéna také aktivaci
PXR endogennimi ligandy (Tolson a Wang 2010, Thunnah et al. 2011). Proces enzymové
indukce ma urcitou ¢asovou dynamiku a zvySeni exprese biotransformac¢nich enzymii miize byt

vvvvvv

Mira indukce z&visi na davce induktoru a na délce jeho expozice (Skalova et al. 2017).

Ptiklady biotransformacénich enzymu a transportért, jejichz exprese podléha regulaci PXR, jsou
uvedeny v Tab. 1. Z této tabulky je patrné, Ze PXR reguluje expresi mnoha genti zdsadnich pro
metabolismus 1é¢iv. Evans (2005) ve své praci uvadi, Ze nezddouci aktivace PXR muze byt
pri¢inou az 60 % veskerych lékovych interakci. Nakolik je tato hodnota platna pro souc¢asnou
klinickou praxi, neni snadné urcit. Z vyctu regulovanych genti je nicméné zcela zfejmy vyznam
PXR pro farmaceutické védy. Z tohoto diivodu neni piekvapenim, Ze je v ramci vyvoje 1é¢iv
sledovan jejich potencial aktivovat nuklearni receptory (véetné PXR) a Ze jsou v této souvislosti
vyuZzivany a vyvijeny in vitro a in vivo modely, které maji pomoci tento potencil predikovat

(Urquhart et al. 2007).

Ackoliv je aktivace PXR vétSinoveé spojena se zvysSenim exprese cilovych genil, neni bez
zajimavosti, ze aktivace tohoto receptoru mize expresi i snizovat. Pfikladem je regulace genu
pro enzym CYP7AI, ktery katalyzuje syntézu zlucovych kyselin (di Masi et al. 2009, Nguyen
a Bouscarel 2008). Pii poruchach odvodu Zlu¢i dochazi ke kumulaci toxickych zlucovych
kyselin (napf. kyseliny lithocholové) a jinych toxickych ZIuci vylu¢ovanych latek. V dasledku
cholestazy je nasledné poSkozovana hepatalni tkan, coz miZe vyustit aZ v nutnost transplantace
jater (Staudinger et al. 2001, Gonzalez-Sanchez et al. 2015). PXR muize ptsobit protektivné u
téchto stavil. Pravé lithocholova kyselina je ligandem PXR, ktery po své aktivaci sniZuje expresi
CYP7A1, ¢imz inhibuje tvorbu dalSich zlucovych kyselin. Aktivaci PXR je zaroven zvySena
exprese CYP3A4, ¢imz je podpofena detoxifikace ZluCovych kyselin (Nguyen a Bouscarel
2008). Pro ptiznivou upravu exprese biotransformacnich enzymt a transportnich proteinti ve
vztahu k metabolismu Zlucovych kyselin jsou agonisté PXR studovani jako potencidlni
kandidati pro terapii patologickych stavli spojenych s cholestazou (Nguyen a Bouscarel 2008,
Beuers et al. 2015).
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Tab. 1 Piiklady biotransformacnich enzymt a transportérti podléhajicich regulaci PXR

Faze I Faze I1 Transportni
CYPI  CYP2  CYP3  Daki UGT Dalsi proteiny

1A1 2A6 3A4 4F12 1A1 GSTA1 MDRI1
1A2 2B6 3A7 TAT" 1A3 SULT2AI1 MRP2
1A6 2B10 3A11 11A1 1A4

2C8 11B1 1A6

2C9 11B2

2C19

* V pripadé CYP7AI zpiisobuje PXR snizeni exprese.

Vytvoreno s vyuzitim informaci: Tolson a Wang (2010), di Masi et al. (2009),; vybrana data relevantni pro lidsky

organismus.

3.1.5 Klinické diisledky indukce exprese biotransformacnich enzymi pomoci PXR

Zmény v mife transkripce a zvySeni biotransformacni kapacity jedince s sebou ptinaseji
potencialni nezadouci klinické dusledky, jakymi jsou snizeni ucinku (az selhani)

farmakoterapie (A) ¢i zvyraznéni nezaddoucich G¢inka podavanych 1éCiv (B).

(A) Aktivace PXR, kterd vede ke zvySeni exprese biotransformacnich enzymi, mize mit za
nasledek zvySenou biotransformaci podavanych 1é¢iv a sniZeni jejich plazmatickych
koncentraci. Z tohoto diitvodu mtize dojit ke snizeni G¢inku az selhani farmakoterapie (Sinz
2013). Ptikladem PXR dependentnich 1ékovych interakci mize byt nutnost podavani vyssich
davek statinli u pacientll souCasné lécenych indukujicimi antiepileptiky (karbamazepin,
fenytoin). Stejné tak jsou zndmy interakce oralnich kontraceptiv s antiepileptiky, které mohou

vést ke zvySeni rizika selhani kontracepce (Brodie et al. 2013).

Lékovy problém spojeny se zménou exprese biotransformacnich enzyml mize vzniknout téz
v disledku fyziologickych zmén v organismu. U téhotnych Zen byla naptiklad popsdna zvySena
clearance labetalolu, podavaného jako antihypertenzivum. Pfi¢inou je indukce UGTI1Al
v dasledku vyznamné zvySené hladiny progesteronu v obdobi téhotenstvi, ktery je aktivatorem

PXR (Jeong et al. 2008).
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(B) Aktivaci PXR a s ni spojenym zvySenim exprese biotransformacnich enzymi muze
dochazet ke zvysené tvorbé toxickych metabolitt 1é¢iv (Wang et al. 2014). Jako priklad Ize
uvést paracetamol, ktery v organismu za normadlnich okolnosti majoritné podstupuje
glukuronidaci ¢i sulfataci. Alternativni cestu predstavuje metabolizace prostfednictvim
CYP2E1 a vmensi mife i CYP3A4 a CYP1A2. Produktem alternativni cesty je toxicky
metabolit N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI) (Yoon et al. 2016). Podavani agonistii PXR
spolu s paracetamolem a s tim spojend indukce jaternich CYP enzymt miize zvySovat podil
metabolizace paracetamolu zminénou sekundarni cestou, a tak piispivat k hepatotoxickému
pusobeni tohoto 1éCiva (Wang et al. 2014). Mechanismus zvySeni toxicity paracetamolu je

znazornén na Obr. 4.
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Obr. 4 Mechanismus zvySeni toxicity paracetamolu v disledku enzymové indukce

Na uvedeném schématu jsou zndazornény metabolické cesty paracetamolu. ZvySena mira metabolizace
prostiednictvim enzymit cytochromu P450 v dusledku aktivace PXR miize prispivat k hepatotoxickému puisobeni

tohoto léciva.

Modifikovano dle: Macherey a Dansette (2015), prelozeno.
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Podobné se mlze toxicita projevit také u proléciv. V disledku indukce biotransformacnich
enzymi muize dojit k nékolikandsobnému zvySeni plazmatické koncentrace aktivniho
metabolitu, coz muze byt spojeno s rizikem toxického pisobeni (Skalova et al. 2017).
V disledku enzymové indukce muze kromé zvySeni toxicity exogennich latek soucasné
dochazet i ke zméndm v metabolismu endogennich sloucenin, kdy se mohou v organismu ve

zvySené mife kumulovat jejich toxické derivaty (Wang et al. 2014).

Negativni klinické konsekvence aktivace PXR, jakymi jsou snizeni G¢inku a zvyseni toxicity
1é¢iv, by bylo mozné korigovat, pokud bychom m¢li k dispozici u¢inné antagonisty tohoto
receptoru. Ty by také bylo mozné pouzit naptiklad u piipadi rezistence nadorovych buné¢k
k cytostatické terapii, kde je rovnéz znama role PXR (Mani et al. 2013). Jako antagonista PXR
je studovan naptiklad ketokonazol. Jako u¢innd byla piedstavena také latka s ozna¢enim SPA70

(Lin et al. 2017).

3.1.6 Dalsi funkce PXR

Jako receptor chranici organismus pied pusobenim potencidlné toxickych substanci je PXR
znam a intenzivné studovan jiz ptes dvé desetileti. V poslednich letech vSak ptibyvaji poznatky
o roli tohoto receptoru téZ v odliSnych procesech, jakymi jsou naptiklad metabolismus glukozy
a lipidd, bunééna proliferace ¢i zanét a imunitni odpoveéd’ (Oladimeji a Chen 2018, Mackowiak

et al. 2018).

PXR a regulace metabolismu glukozy

PXR se podili na regulaci exprese glukoza-6-fosfatazy a fosfoenolpyruvatkarboxykindzy 1
(PEPCK1), kli¢ovych enzymi pro glukoneogenezi. Pti studiu vlivu aktivace PXR na expresi
téchto enzymu vsak byly pozorovany vyrazné odlisnosti v zavislosti na pouzitém modelu. Pti
zkoumani vlivu PXR u lidskych primarnich hepatocytt dosli védci k protichtidnym vysledkim,
kdy bylo pozorovano jak zvySeni, tak sniZeni exprese glukéza-6-fosfatdzy. Oproti tomu pfi
studiu na mysich a na bunkach HepG2 a Huh7 bylo pozorovano sniZeni exprese gluk6za-6-
fosfatazy 1 fosfoenolpyruvatkarboxykindzy. U mysi a potkanti bylo navic pozorovano sniZeni
exprese prenaSeCe GLUT?2, zabezpecujiciho pii vysoké koncentraci glukozy v krvi jeji transport
do jater, a snizeni exprese glukokindzy, enzymu zajiSt'ujiciho prvni krok utilizace glukdzy, tedy

fosforylaci glukozy na glukozu-6-fosfat (Hakkola et al. 2016).
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Ptibyva dilkazt, Ze latky aktivujici PXR mohou negativné ovlivitovat gluk6zovou toleranci a
ptispivat k rozvoji diabetu mellitu 2. typu — v tomto ohledu se vSak autofi shoduji na potiebé

dalsiho zkoumani (Hakkola et al. 2016, Hassani-Nezhad-Gashti et al. 2018).

PXR a regulace metabolismu lipidit

Aktivace PXR v lidskych primarnich hepatocytech zpiisobuje sniZzeni B-oxidace mastnych
kyselin a zvySeni lipogeneze, coz vede ke kumulaci lipidii v bufikach a plsobi negativné ve
smyslu rozvoje steatozy jater. PXR snizuje expresi karnitinpalmitoyltransferazy 1 (CPT1),
enzymu potiebného pro transport mastnych kyselin do mitochondrii, kde probiha jejich B-
oxidace. Indukovana je naopak exprese enzymul podilejicich se na lipogenezi, jakymi jsou
syntdza mastnych kyselin, ATP-citratlyaza, acetyl-CoA-karboxyldaza 1, stearoyl-CoA-
desaturaza 1, elongaza ELOVLG6 (elongation of very-long-chain fatty acids protein 6) a dalsi
(Hakkola et al. 2016).

Di Masi et al. (2009) nicméné poukazuji na skutecnost, Ze je k dispozici velice malo klinickych
zprav o léky (agonisty PXR) navozené steatoze jater — v této souvislosti autofi ¢lanku zminuji
rifampicin, ktery je k 1écbé tuberkuldzy pouzivan ve velké mife jiz od 70. let 20. stoleti a u
kterého neexistuji o podobném nezadoucim ucinku evidence. Piesto autofi ¢lanku doporucuji u
agonistl PXR v souvislosti s moznym pfispivanim k rozvoji hepatilni steatdozy bdélost a

zminuji potiebu dal$iho badani v této oblasti.

PXR v regulaci bunécné proliferace a v patogenezi nadorovych onemocnéni

PXR je schopen regulovat téZ geny spojené s buné€nou proliferaci a apoptotickymi dé&ji, coz
tento receptor stavi do pozice faktoru s vyznamem pro rozvoj onkologickych onemocnéni. Co
se tyce role PXR v bunééné proliferaci, popsany byly mechanismy, kterymi mize PXR ptisobit
jak ve smyslu podpory, tak inhibice proliferace. Urcujici vliv ma konkrétni typ bunck a tkani,
kde PXR pusobi. Vliv tkanové specifity se tyka i role aktivace PXR pfi rozvoji ¢i progresi
onkologickych onemocnéni. Napiiklad pii zkouméani bunééné linie ovaridlniho karcinomu
SKOV-3 méla aktivace PXR rifampicinem za nésledek indukci proliferace téchto bunék,
zatimco pfi zkoumani bunéénych linii cervikélniho karcinomu CaSki a HeLa méla aktivace
PXR efekt opacny, tedy tumorsupresivni, a buné¢na proliferace obou linii byla inhibovéana

(Pondugula et al. 2016).

Vyznam PXR u nddorovych onemocnéni je kromé vlivu na bunéfny cyklus dan také

skutec¢nosti, Ze jsou mnoha protinddorova 1éc¢iva substraty biotransformacnich enzymii a/nebo
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transportérti podléhajicich regulaci PXR. Aktivace PXR tak mze ptispivat k rezistenci nadora

k terapii (Mackowiak et al. 2018).

PXR v regulaci imunitni odpovédi a zanétu

PXR ma také vliv na imunitni odpovéd’ organismu. Hojné€ je studovana role tohoto receptoru
pii patogenezi nékterych zanétlivych onemocnéni, piedevSim zanétlivych onemocnéni
gastrointestinalniho traktu, jakymi jsou Crohnova choroba ¢i ulcerdzni kolitida. Aktivace PXR
inhibuje kaskddu nuklearniho faktoru kappa B (NF-«B), ¢imz je sniZena exprese genll pro
prozanétlivé cytokiny, a PXR tedy timto nepiimym zplisobem inhibuje rozvoj zanétu
(Oladimeji a Chen 2018, Rosette et al. 2019). Tato inhibice vysvétluje imunosupresivni efekt
nékterych agonistti PXR, jakym je naptiklad rifampicin (Wahli 2008).

Aktivace PXR inhibuje NF-kB, aktivace NF-kB naopak inhibuje funkci PXR. Protoze je
aktivita NF-kB pfi zanétlivych onemocnénich ¢i infekcich zvySena, je u danych pacientl
v souladu s touto vzajemnou inhibici sniZena exprese gent regulovanych PXR. SniZena je tedy

i exprese biotransformacnich enzymt a transportérit (Wahli 2008).

PXR a regulace endokrinni homeostdzy

Vliv PXR je studovan také v souvislosti s endokrinni homeostdzou. Vyzkumnici se zamétuji
napiiklad na roli PXR jako moZného endokrinniho disruptoru, kdy bylo po aktivaci tohoto
receptoru pozorovano zvyseni hladiny glukokortikoid a mineralokortikoidii. Opacny efekt méa
aktivace PXR na hladinu androgenii. Prostfednictvim indukce PXR dependentnich enzymu
CYP3A aSULT2ALI, které se ucastni deaktivace androgentl, je sniZzovana aktivita androgennich
hormontl. To miliZe oteviit prostor pro vyzkum moznosti terapeutického zasahu u androgen-

dependentnich nadora prostaty (Thunnah et al. 2011).
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3.2 Jaterni bunééné modely pro studium enzymové indukce

Zakladni postup, ktery umoziuje zhodnotit indukéni potencidl vyvijeného 1éCiva, zahrnuje
expozici bunécné kultury této testované latce a nasledné vyhodnoceni zmén v expresi
sledovanych genti na trovni mRNA, proteinu ¢i enzymové aktivity (viz Kap. 3.4). Pti provadéni
téchto in vitro experimentli je zasadni vybér bunék, jez budou potencidlnimu induktoru
vystaveny. Pouzivané buiiky by mély disponovat srovnatelnymi funkcemi a metabolickymi
drahami, jako je tomu u jaterni tkané in vivo, a aby bylo mozné ziskat spolehliva a
reprodukovatelna data, mély by byt tyto vlastnosti konstantni v ¢ase. Jako zlaty standard in vitro
jaternich modelii jsou oznaCovany lidské primdrni hepatocyty. Jedna se o builky, které byly
ziskany z celych jater pivodné uréenych k transplantaci (kdy ovSem k jejich transplantaci
z riznych diivodi nemohlo dojit) nebo z resekované jaterni tkang. Priméarni hepatocyty spliuji
pozadavek srovnatelnosti s jaterni tkani in vivo a lze na nich provadét prediktivni experimenty
s pomérn¢ vysokou mirou spolehlivosti. Tyto bunky ovsem v laboratornich podminkéach
neproliferuji, jejich fenotyp neni stabilni (dediferencuji), vyznacuji se interindividualni
variabilitou (jsou ziskdvany od rtiznych dérct), a navic nejsou optimalné dostupné (Zeilinger

et al. 2016).

Z divodu téchto limitl jsou dale pouzivany také bunécéné linie odvozené od néadorové
zménénych jaternich bunék. Ty se vyznacuji dobrou dostupnosti, prakticky neomezenou
zivotnosti a snadnym zachdzenim. Jejich fenotyp je ovSem odlisny od plivodni zdravé hepatalni

tkan¢, coZ je hlavni nevyhodou téchto bunéénych linii (Donato et al. 2013).

O lidskych primérnich hepatocytech a o dalSich typech bunék vyuzivanych pti studiu enzymové
indukce (jejichz vlastnosti jsou na zavér shrnuty v Tab. 3) bude podrobnéji pojednano

v nasledujicich podkapitolach.

3.2.1 Lidské primarni hepatocyty

Lidské primarni hepatocyty jsou buiiky ziskané z jater lidskych darcti a svymi vlastnostmi jsou
srovnatelné s nativni jaterni tkani. Diky tomu jsou cennym in vitro modelem nejen pro vyzkum
metabolismu 1é¢iv a enzymové indukce, ale také naptiklad léky navozené hepatotoxicity.
Hepatocyty mohou byt pouzity k experimentim okamzZité po jejich ziskani od darce, coz
s sebou piindsi 1 fadu logistickych obtizi a vyzaduje dobfe organizovanou spolupraci mezi
vyzkumniky, lékafi a dal$im persondlem. Pro usnadnéni tohoto procesu a zajiSténi lepsi
dostupnosti mohou byt hepatocyty kryoprezervovany a rozmrazeny az v ase potieby (Zeilinger

et al. 2016). Evropskd lékova agentura (European Medicines Agency, EMA) ve svych
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doporucenich pro studium lékovych interakci mezi Cerstvé izolovanymi a kryoprezervovanymi
hepatocyty nerozliSuje a pro testovani enzymové indukce pfipousti obé varianty (European

Medicines Agency 2015).

Hepatocyty kultivované v laboratornich podminkéach se vyznacuji obdobnymi fenotypovymi
znaky, jaké jsou piitomny v jatrech in vivo. Ty zahrnuji expresi enzymu 1. 1 2. faze metabolismu
xenobiotik vcetné¢ vyznamné exprese izoforem CYP klicovych pro metabolismus léciv
(CYP3A4, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 aj.) (Martinez-
Jiménez et al. 2007, Hewitt et al. 2007). Krom¢ samotné exprese téchto enzymi je dulezita také
jejich regulace, kterd probiha podobnym zptsobem jako v ptiivodni jaterni tkani. Zachovana je

1 exprese transportnich proteini (Hewitt et al. 2007).

Variabilita fenotypu jednotlivych kultur, ktera je dana rozdily mezi darci, jakymi jsou genotyp,
vek, strava, zivotni styl nebo pfitomnost patologickych procest, se vyrazné projevuje i pii
expresi a aktivit¢ cytochromi a pfedstavuje urcitou prekdzku pro standardizaci a
reprodukovatelnost ziskdvanych dat (Martinez-Jiménez et al. 2007). Z tohoto diivodu naptiklad
Evropskd 1ékova agentura doporucuje vytadit z provadénych experimenti buiky, které
dostate¢né nereaguji na pozitivni kontrolu, a nahradit je bunikami jiného dérce (European

Medicines Agency 2015).

Své fenotypové vlastnosti si ale primarni hepatocyty mohou zachovat pouze relativné kratkou
dobu. JiZ pfii izolaci jsou builkky vystaveny nepiiznivym vliviim, které spoustéji zanétlivou
odpovéd’ a zmény v bunééném cyklu — bunky prechazeji z faze GO, v niz pietrvavaji in vivo, do
faze G1. Tyto zmény zapocinaji proces dediferenciace, ktery se projevuje vyraznym poklesem
exprese genll spojenych se specializovanymi jaternimi funkcemi, vcetné genli pro
biotransformacni enzymy. Na urovni mRNA lze tyto zmény detekovat jiz po nékolika hodinach,
nejvyrazng€jsi jsou pak po jednom az dvou dnech kultivace. Jako ptiklad je na Obr. 5 uveden
pokles exprese CYP3A4 v pribéhu kultivace. Z diivodu poklesu exprese a aktivity kli¢ovych
enzymul je patrné, ze primarni hepatocyty nelze pouzivat jako model pro dlouhodobé;si

experimenty (Fraczek et al. 2013).

Dediferenciace hepatocytl je nezadouct, a proto jsou vyvijeny postupy, kterymi by bylo mozné
tento jev potlacit. Jednou z moZznosti je pfidani latek, které podporuji diferenciaci bunék, do
kultivaéniho média. Mezi takové latky patii napiiklad dexametazon, ktery je vyuZivan
k zachovani odpovédi bun¢k na induktory CYP. Protoze ale sam ovliviiuje expresi nékterych
biotransformacnich enzymi, je potieba jej uzivat rozvazné a pii zkoumani enzymové indukce

mit na paméti moznost piipadné interference s testovanymi latkami. Pro podporu metabolické
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aktivity mohou byt pouzity také nékteré induktory, jako napt. fenobarbital. Mezi dalsi latky
zabranujici dediferenciaci patii inzulin, dimethylsulfoxid (DMSO) nebo nikotinamid. Nekteré
pouzivané latky sice mohou v urcitych aspektech podporovat pozadované vlastnosti
kultivovanych hepatocyt, puasobi vSak negativné na udrZzeni exprese a aktivity
biotransformacnich enzymi, coz je pfi studiu induk¢niho potencidlu nezédouci. To plati

kuptikladu pro epidermalni ristovy faktor nebo fetalni bovinni sérum (Fraczek et al. 2013).
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Obr. 5 Pokles exprese CYP3A4 v prubehu kultivace lidskych primarnich hepatocytii

Prevzato z: Martinez-Jiménez et al. (2007), prelozeno.

Pokrocilejsi moznosti podpory hepatocytarniho fenotypu je Uprava kultivaéniho usporadani.
Standardem pro kultivaci hepatocytii v preklinickém vyzkumu 1é¢iv je v soucasné dobé 2D
uspofadani. Buiiky jsou nasazeny do plastovych nadob, jejichZ povrch je potaZzen vrstvou
extracelularni matrix (nejbéznéji kolagen). Zde pak hepatocyty vytvareji monovrstvu. Takova
kultivace je prakticky snadno proveditelnd a nakladové efektivni, je ale spojena s vyznamnou
dediferenciaci bunck, jak bylo popsano vyse (Zeilinger et al. 2016, Godoy et al. 2013).
Kultivace v monovrstvé navic nuti bunky uzptsobit svilj cytoskelet tomuto 2D uspotadani,
které je vzdalené od podminek v zivém organismu. Dochdzi k omezeni vz4jemného kontaktu
bunék a k omezeni jejich interakce s extraceluldrni matrix. Buniky tak postupné ztraceji svou
polaritu (za normalnich okolnosti Ize rozlisit apikalni a bazolateralni ¢asti) a omezuji tvorbu
zluCovych kapilar. Aby se in vitro modely vice piiblizily trojrozmérnému uspofadani jaternich
bunék v zivém organismu, byly vyvinuty metody kultivace bunék ve 3D uspotadani, v nichz

mayji bunky predpoklad udrzet si svilij diferenciovany fenotyp po delsi dobu (Godoy et al. 2013).
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Jakysi mezistupen mezi 2D a 3D uspofddanim ptredstavuje tzv. sandwichova kultura.
Hepatocyty jsou kultivovany mezi dvéma vrstvami extraceluldrni matrix, ¢imz jsou omezeny
cytoskeletalni zmény a zplosténi bunék a zaroven je ve vétsi mife zachovana jejich polarita a
tvorba sité zlucovych kapilar (Godoy et al. 2013). Polarita bun¢k také umoznuje spravnou
lokalizaci transportnich proteini, jejichz exprese je v tomto uspoiadani zachovana, a proto se
kromé jiného jedna o vhodny model pro hodnoceni hepatobiliarniho transportu 1é¢iv (Yang et
al. 2016). Exprese biotransformacnich enzymu stejné jako jeji regulace je v tomto uspofadani
také zachovana a model je vhodny pro studium enzymové indukce (Lauschke et al. 2016, Yang
et al. 2016). S Casem vSak exprese hepatocytarné specifickych gent klesd a ani v tomto
uspotadani neni mozné vyhnout se bunécné dediferenciaci — Ize ji takto pouze zpomalit. Sviij
fenotyp si buiikky v sandwichovych kulturach zachovavaji po dobu ptiblizné 2 tydnti (Lauschke

et al. 2016).

3D primérni hepatocyty 1ze kultivovat ve formé bunécnych agregati — sféroidii. Tyto ¢astice o
velikosti 200 az 300 um jsou nejéastéji generovany pomoci plat s povrchovou upravou, ktera
buniikdm znemoziuje ptilnuti a nuti je k agregaci — jedna se o tzv. ULA (ultralow attachment)
plata. Dale je mozné sféroidy generovat gravitaci zprosttedkovanou agregaci pomoci metody
visici kapky nebo vifenim v bioreaktoru. Vznik trojrozmérné architektury pomahd Iépe
napodobit vzajemnou interakci bunék stejné jako jejich interakci s extracelularni matrix, a
umoziuje tak zachovat stabilni fenotyp hepatocytii po vyrazné delsi dobu (piiblizné 5 tydnt). I

zde je zachovana polarita hepatocytl a tvorba zlu€ovych kapilar (Lauschke et al. 2016, 2019).

Bell et al. (2017) zkoumali expresi farmakologicky diileZitych genil u hepatocytarnich sféroidti
a zjistili, ze exprese CYP3A4, CYP2D6, CYP2CS, CYP2C9, UGT1A1, GSTT1, exprese PXR
a CAR 1 sledovanych transportéri je zachovana a odpovidda mife exprese pozorované u
experimenty Bell et al. (2016), kdy po dobu 5 tydnii kultivace sféroidi nebyly zjiStény
vyznamné rozdily v aktivité¢ izoforem CYP3A4, CYP2D6 ani CYPIA2. Aktivita CYP2C8
béhem této doby ale postupné klesala, aktivita CYP2C9 se zvysila. V souhrnu této studie
autorsky kolektiv popisuje specifické jaterni funkce jako stabilni v ¢ase. Sféroidy lidskych

primarnich hepatocytli odpovidajicim zplisobem reaguji na modelové induktory' na trovni

! Mezi modelové induktory obecné pouzivané pfi studiu enzymové indukce patti napiiklad rifampicin (aktivator
PXR, typicky induktor CYP3A), fenobarbital (aktivator CAR, typicky induktor CYP2B) nebo
3-methylcholanthren (aktivator AhR, typicky induktor CYP1A1/2) (Williamson et al. 2011).
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mRNA 1 enzymov¢ aktivity, a pfedstavuji tak vhodny in vitro model pro studium indukéniho

potencialu 1é¢iv (Xia et al. 2016).

Dalsi ze strategii 3D uspotradani se zaklada na snaze vérohodnéji napodobit podminky ptitomné
v zivém organismu, kde je extracelularni matrix (sloZzena z lamininu, kolagenu, elastinu a
dalsich glykoproteinti a proteoglykani) dilezitym faktorem pro rist, diferenciaci a polarizaci
hepatocytti (Calitz et al. 2018). Tyto podminky lze imitovat pouzitim raznych typl
biokompatibilnich hydrogela (kolagen, polyethylenglykol) ¢i tzv. ,,leSeni* (anglicky scaffolds;
chitin, chitosan, Zelatina, polymlécna nebo polyglykolova kyselina), pomoci nichz lze vytvofit
umélou trojrozmérnou extracelularni matrix a v ni bunky kultivovat (Bachmann et al. 2015,

Calitz et al. 2018).

Stale vétsiho vyznamu nabyva kultivace hepatocytti v dynamickém 3D usporadéni. Jedna se o
perfuzni systémy, jejichz cilem je lepsi imitace in vivo prostfedi, nez je tomu u statickych
modell (Zeilinger et al. 2016). Prvni pokusy o vytvofeni takového systému daly vzniknout
veétsim bioreaktoriim, pro jejichz pouzivani bylo zapotiebi velké mnozstvi bun€k i finan¢nich
prostfedkti, coz znemoznilo jejich rutinni vyuziti ve vyzkumu a pfi vyvoji 1éciv. Proto
nasledovala snaha o miniaturizaci téchto zatfizeni (Bachmann et al. 2015). V soucasné dob¢ jsou
dostupné jiz 1 velmi malé bioreaktory, v nichzZ si jsou lidské priméarni hepatocyty schopny
zachovat svij fenotyp, a to vcetné exprese biotransformacnich enzymt, a jednd se tedy o

vhodny model pro farmakologické studie (Zeilinger et al. 2016).

Jatra jsou kromé hepatocyti tvofena téz dal$imi typy bunék, mezi které patii endotelové,
Kupfterovy nebo Itovy bunky (Zeilinger et al. 2016). Interakce hepatocytli s témito bunikami
piispiva k podpote Zivotaschopnosti, funkénosti a udrzeni fenotypu hepatocytlh — proto byly
vyvinuty modely (ve 2D 1 3D uspotadani), kde jsou hepatocyty a tyto dalsi bunécné typy jaterni
tkan¢ kultivovany spole¢né (Zeilinger et al. 2016, Ahmed et al. 2017).

v _ 7

3.2.2 Bunécné linie odvozené od nadorové tkané

Lidské priméarni hepatocyty ptedstavuji zlaty standard pro studium metabolismu 1éciv a
enzymove¢ indukce. Maji vSak své limity, které spocivaji v jejich nedostatecné dostupnosti,
fenotypové nestabilité, neschopnosti proliferovat v laboratornich podminkach a v rozdilech
danych interindividualni variabilitou jednotlivych darcl. Z tohoto divodu byly s pouZzitim
raznych strategii vytvofeny mnohé bunécné modely s cilem pokusit se tyto limity pfekonat

(Zeilinger et al. 2016, Donato et al. 2013).
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Jednou z téchto strategii bylo vytvoreni bunécnych linii odvozenych od lidskych nadorové
zménénych jaternich bunck. Buiky téchto linii oproti primarnim hepatocytim disponuji
vyhodami, jakymi jsou lep$i dostupnost, snadné zachazeni, témef neomezend zivotnost a
stabilni fenotyp. Tento fenotyp ovSem neodpovida fenotypu zdravé jaterni buiiky a vyznacuje

se velmi omezenou expresi kliCovych biotransformacnich enzymt (Donato et al. 2008).

HepG?2

Nejbéznéji pouzivanou jaterni bunéenou linii je HepG2? (Donato et al. 2008, 2013). Tyto buiiky
disponuji nékterymi specifickymi jaternimi funkcemi, jako je napiiklad exprese enzyma 2. faze
biotransformace, kterd je s vyjimkou UGT relativné vysoka (Westerink a Schoonen 2007).
Exprese CYP je nicméné s vyjimkou izoformy CYP1A1 velmi nizk4 (Donato et al. 2008, 2013).
Srovnani miry exprese jednotlivych izoforem CYP u lidskych priméarnich hepatocytt (2D) a

bunécné linie HepG2 je uvedeno v Tab. 2.

Tab. 2 Srovnani miry exprese klicovych izoforem CYP u lidskych primarnich hepatocytl a
linie HepG2
1A1  1A2 2A6 2B6 2C9 2C19 2D6 2E1 3A4 3AS
Hepatocyty 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
HepG2 6,99 0,03 025 0,50 0,01 005 157 0,04 003 1,16

Tabulka uvadi relativni hodnoty exprese (mRNA) jednotlivych izoforem CYP u linie HepG2 vyjadrené v procentech

a vztazené k expresi téchto izoforem u lidskych primarnich hepatocytit.

Modifikovano dle: Donato et al. (2008).

Snizena je také exprese mnoha specifickych jaternich transkripénich faktorti, ozna¢ovanych
zkratkou LETFs (liver enriched transcription factors), které se vyskytuji v jatrech a zajistuji

tkanove specifickou regulaci. Kooperace téchto transkripénich faktori je esenciadlni

2 Bunééna linie HepG?2 je v riiznych oblastech vyzkumu pouZivéana jiz desitky let a uz od roku 1979, kdy tato linie
vznikla, je doprovazena chybnymi informacemi o svém ptivodu. Jednotlivé zdroje bunky HepG2 klasifikuji bud’
jako linii odvozenou z bunék hepatocelularniho karcinomu (Castéji), nebo z bun€k hepatoblastomu. Pii analyze
odborné literatury publikované od roku 1979 do biezna roku 2009 bylo pfi zmince o butikdich HepG2 nalezeno
vice nez 7 000 oznaceni hepatokarcinom ¢i hepatom, zatimco oznaceni hepatoblastom bylo nalezeno mén¢ nez
500. Tyto dva rozdilné typy nadorového onemocnéni nemusi byt vzdy snadné rozlisit, zvlaste pak u starSich déti,
coz je ostatné i pfipad linie HepG2, kterd byla ziskdna po rozsdhlé jaterni lobektomii 15letého chlapce.
Histopatologicky i geneticky rozbor a analyza signalnich drah nicméné potvrzuji, ze linie HepG2 je odvozena od
bunék hepatoblastomu, nikoliv hepatocelularniho karcinomu (Lopez-Terrada et al. 2009).
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pro zachovani specifickych jaternich funkci. Fenotyp HepG2 buné¢k determinuje nejen snizena

exprese LETFs, ale také epigenetické zmény (Donato et al. 2013).

Inducibilita podrodin CYP3A a CYP2C je u bun¢k HepG2 omezend, pravdépodobné
v souvislosti s nizkou expresi PXR a CAR. Induk¢ni odpovéd’ je naopak zachovéna u izoformy
CYPIA2, ktera je regulovana receptorem AhR (aryl hydrocarbon receptor, receptor pro

aromatické uhlovodiky), jenz je v této bunécné linii exprimovan vyznamné (Berger et al. 2016).

Ke kompenzaci nedostate¢né exprese CYP byly vyvinuty postupy zahrnujici transfekci
virovych vektorl obsahujicich geny pro pozadované enzymy. Pomoci vektoru Ize u bunék
zvysit expresi CYP ptfechodné nebo trvale (Gomez-Lechon et al. 2017). Obdobné lze

kompenzovat nizkou expresi specifickych transkripénich faktorti (Donato et al. 2013).

V souhrnu bunééna linie HepG2 nepiedstavuje adekvatni ekvivalent lidskych primérnich
hepatocytli a obecné€ neni povazovéana za vhodny model pro studium lékovych interakci (Donato
et al. 2013). Vyuziti nicméné muize nalézt naptiklad pti Gizce zaméfeném zkoumdni indukce
CYPIA nebo enzymi 2. faze biotransformace (Westerink a Schoonen 2007, Donato et al.

2013).

Huh7

Dalsi buné&¢nou linii jsou buiiky s ozna¢enim Huh7. Tyto buniky exprimuji pouze minimalni
mnozstvi biotransformac¢nich enzymt. Choi et al. (2009) na zéklad¢ stanoveni mRNA zjistili,
ze mira exprese izoforem CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6,
CYP3A4 1 CYP3AS piedstavuje méné nez 1 % exprese téchto enzymu u lidskych primarnich
hepatocytli. Vyjimku pfedstavuje, podobné jako tomu je u linie HepG2, izoforma CYPIAL,
jejiz exprese je v porovnani s primarnimi hepatocyty ptiblizné 25%. Nizké je 1 mira exprese

PXR a dalsich nuklearnich receptort.

Bulutoglu et al. (2019) v souladu s vySe uvedenym dokazali, Ze builky Huh7 nereaguji
statisticky signifikantné na ptsobeni rifampicinu, typického induktoru PXR (sledovany byly
zmény exprese izoforem CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 a CYP1A2). Zaroven vSak pozorovali
vyrazné zvysSeni exprese PXR 1 CYP3A4, pokud byly buniky vystaveny dinaciclibu. Tyto
exponované bunky také nasledné vykazovaly odpovéd k indukci rifampicinem (CYP3A4,
CYP2C9, CYP2C19 a CYP1A2). Dinaciclib je latka inhibujici signalni drahy nékolika cyklin-
dependentnich kindz, vcetn¢ CDK2, ktera fosforylaci PXR snizuje jeho schopnost vazat

ligandy. Je-li tato kindza inhibovana, mtze dojit k aktivaci PXR a k transkripci ptislusnych
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gentl.’> Na zdkladé svych zji§téni povazuji zminéni autofi linii Huh7 po ptedchozi expozici
dinaciclibu za vhodnou alternativu lidskych primérnich hepatocytl ptfi studiu enzymové
indukce pomoci PXR. Vyzkumnici nicméné nesledovali, zda po ptsobeni dinaciclibu doslo i

ke zméndm v expresi CAR, ktery se na regulaci né¢kterych gent podili spole¢né s PXR.

HepaRG

Za cenny in vitro model pro studium enzymové indukce je povazovana linie HepaRG. Jedna se
o bipotentni progenitorové buiiky schopné diferenciace v tzv. hepatocytiim a cholangiocytim
podobné (anglicky hepatocyte-like a cholangiocyte-like) buiiky, které spolu nasledné vytvareji
kokulturu (Jackson et al. 2016, Vlach et al. 2019). K ziskani téchto diferenciovanych bunék je
nutné patficnym zptsobem kultivovat progenitorové bunky po dobu pfiblizné 4 tydnii. Béhem
prvnich 8 az 10 dni kultivace buniky proliferuji, pficemz jejich proliferacni aktivita nasledné
klesa a po 14 dnech se jiz vétSina bunék diferenciuje v jeden z vyse uvedenych bunécnych typt.
Rozvoj specifickych jaternich funkci hepatocytiim podobnych bunék je podpoten ptidavanim
dimethylsulfoxidu do kultiva¢niho média béhem dalSich 14 dnt kultivace — expozice DMSO
zasadnim zptisobem zvysuje napiiklad expresi CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2EI nebo
CYP3A4, jak je zndzornéno na Obr. 6 (Vlach et al. 2019). Nutnost ptiblizné mésicni kultivace
pro ziskéani diferenciovanych bunék piedstavuje urcitou nevyhodu, a proto jsou v soucasnosti

komeréné dostupné jiz i kryoprezervované diferenciované bunky (Jackson et al. 2016).

Ziskané hepatocytim podobné bunky exprimuji biotransformacni enzymy a transportéry
v mnohem Vvé&t§i mife, neZ je tomu u ostatnich linii odvozenych od nadorové tkané, a tato
exprese je mnohem vice srovnatelnd s lidskymi primarnimi hepatocyty. Exprimovany jsou
izoformy CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2E1 i CYP3A4
(Guillouzo et al. 2007, Ferreira et al. 2014), konjugaéni enzymy UGT1A1, GSTA1 ¢i1 GSTA4
(Hart et al. 2010) nebo transportni proteiny MRP2, MRP3 a P-glykoprotein (Guillouzo et al.
2007). Exprimovany jsou také xenosenzory PXR, CAR i AhR. Po expozici modelovym
induktoriim byla pozorovéana indukce u izoforem CYP1Al, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19 a CYP3A4. Linie HepaRG poskytuje podobnou odpovéd’ na typické

enzymové induktory, jakou lze pozorovat u lidskych priméarnich hepatocytll, a predstavuje

3 Inhibice CDK2 je pravdépodobné jen €asteénym vysvétlenim pozorovanych zmén u linie Huh7. Napfiklad
posttranskripéni uml¢eni CDK2 pomoci siRNA se u téchto bun€k projevilo pouze malym nariistem exprese
CYP3A4. Je tedy pravdépodobné, Ze zmény v genové expresi po expozici dinaciclibu jsou vysledkem inhibice i
dalsich signalnich drah bunécného cyklu, nikoliv pouze drahy CDK2 (Bulutoglu et al. 2019).
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jejich adekvéatni alternativu v rozliénych oblastech preklinického vyzkumu (Hart et al. 2010,

Ferreira et al. 2014).

g g g E HepG2

> 254 > HepaRG

= £ 70, £ 3001

L% v v

S 204 2 601 2 250

8 g 50 g

o 154 ] o 2001

= £ 40 { =

@ n “ 150

g ®)

c T 20 T 1001

5 5/ > >

g g 10 4 g 501

a 0 g 0 & -

> N WO > o~ o o >

p GBQEBS < wgaggg < 0Aa84889

2 o = = 3 = = o o3

o T [a) = T [m) o E O

E + E + E +
o o o
a 8 a

CYP1A2 CYP2C9 CYP3A4

Obr. 6 Mira exprese izoforem CYP1A2, CYP2C9 a CPY3A4 u linie HepaRG v zavislosti na
ptitomnosti DMSO v kultivaénim médiu

Pro vyhodnoceni miry exprese byla stanovena mRNA u bunék HepaRG v pribéhu kultivace (dny 5 az 30) a

v zavislosti na tom, zda tyto bunky byly od 15. dne kultivace exponoviny 2% DMSO (D30 + DMSO), ¢i nikoliv

(D30). Uvedené hodnoty predstavuji procentudlni miru exprese vztazenou k hodnotam tri rozdilnych populaci

Cerstve izolovanych lidskych primarnich hepatocytii, které urcuji 100 %. Pro srovnani jsou dale uvedeny i

stanovené hodnoty mRNA u linie HepG2.

Modifikovano dle: Guillouzo et al. (2007), prelozeno.
3.2.3 Dalsi typy bunék pro studium enzymové indukce

Hepatocyty odvozené od kmenovych bunék

Kmenové buiiky jsou schopny neomezené se délit a diferenciovat v prakticky libovolny
bunéény typ lidského téla. Hepatocytim podobné bunky ziskavané pomoci soucasnych
diferenciacnich protokold vSak pfipominaji vice fetalni neZz pln€ maturované hepatocyty.
Hladina exprese CYP je nizkd ve srovnani s lidskymi primarnimi hepatocyty a mize se u
jednotlivych ziskanych bunék lisit v zavislosti na pouzitych postupech (Donato a Tolosa 2019).
PIn¢ funk¢ni nejsou ani signalni drahy nukledrnich receptorti, a omezena je tedy i schopnost
enzymové indukce (Hannoun et al. 2016). Zlepseni diferenciacnich postupt je predmétem
védeckého badani s cilem pfipravit plnohodnotnou alternativu primarnich hepatocytti (Donato

a Tolosa 2019).
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Imortalizované hepatocyty

Dalsi strategii pfi snaze piekonat nevyhody priméarnich hepatocytd bylo vytvofeni tzv.
imortalizovanych hepatocytl, tedy bunék se zachovalou schopnosti neomezeného déleni
odvozenych od primarnich hepatocytii. Toho je mozné dosdhnout metodami genetického
inZenyrstvi, a to nejCastéji pouzitim virovych onkogenii, genu pro lidskou telomerazovou
reverzni transkriptdzu (human telomerase reverse transcriptase, hTERT) nebo kombinaci obou
postupil. Z hlediska studia enzymové indukce je v literatufe nejcasteji sklonovanym zastupcem
skupiny imortalizovanych hepatocytii bunécna linie Fa2N-4. Tyto buiiky sice zpocatku reagu;ji
na modelové induktory CYP, se zvySujicim se poctem pasazi ale tuto schopnost ztraceji

(Ramboer et al. 2014).

Exprese PXR je srovnatelna s primarnimi hepatocyty, exprese CAR je ovSem vyrazné nizsi —
to predstavuje riziko nespravného urceni (podhodnoceni) indukéniho potencidlu latek, jez
aktivuji CAR. Kromé CAR je sniZena téz exprese nékterych biotransformacnich enzymi,
véetné CYP2D6, CYP1A1, CYP1A2, CYP2EL, UGT1A1, UGT1A®6, stejn¢ jako transportéri
zajistujicich uptake, mj. OATP1B1, OATP1B3 nebo OCT1. Zminéné nedostatky jsou limitem
konstatovat, ze tato linie mad pouze doplikovou roli k lidskym primdrnim hepatocytim

(Hariparsad et al. 2008).

Upcyte hepatocyty

Relativné novou moznosti pro studium enzymové indukce je vyuziti tzv. upcyte (z anglického
upregulated hepatocytes) hepatocytl. Jednd se o builkky odvozené od lidskych primarnich
hepatocytt, které jsou vlozenim vhodnych genl upraveny tak, aby byly schopny proliferovat
(Burkard et al. 2012). Jejich zivotni cyklus je ale omezen a nevyznacuji se fenotypem
imortalizovanych buné¢k (Tolosa et al. 2016). Indukovanou proliferaci 1ze s vyhodou vyuzit pro
piipravu miliard bun€k z pivodni populace hepatocytli konkrétniho darce a jejich naslednou
kryoprezervaci je mozné piekonat problém s dostupnosti primarnich bunék (Burkard et al.
2012, Tolosa et al. 2016). Bunky ziskané touto technologii poskytovaly na urovni mRNA
odpovéd’ na expozici rifampicinu, fenobarbitalu a omeprazolu (izoformy CYP1A2, CYP2B6 a
CYP3A4), avsak u izoformy CYP2B6 nebylo po expozici fenobarbitalu pozorovano statisticky
vyznamné zvySeni aktivity. Z tohoto divodu doslo k optimalizaci a byla vyvinuta upcyte

technologie druh¢é generace (Burkard et al. 2012, Ramachandran et al. 2015).
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Tolosa et al. (2016) porovnavali upcyte hepatocyty odvozené optimalizovanou technologii
s linii HepG2 a lidskymi primarnimi hepatocyty. Zjistili, ze upcyte hepatocyty exprimuji
klicové izoformy CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4, CYP2AG6 ¢i CYP2C19 ve vétsi mife, nez je
tomu u bun¢k HepG2 (exprese je vSak stale relativné nizs$i nez u primarnich hepatocyti).
Exprese izoformy CYP1A2 byla nizkd (podobnd expresi u linie HepG2). Aktivita
biotransformacnich enzymt byla rovnéz obecné vyssi nez u bunék HepG2. Aktivita izoforem
CYP2A6, CYP2B6 a CYP3A4 byla v experimentech podobna jako u primarnich hepatocyta,
aktivita CYP2D6 a CYP2C9 byla nizsi. Aktivita CYP1A2 a CYP2C19 nebyla métitelna. PXR
1 CAR byly exprimovany vyznamné¢ ve srovnani s lidskymi primarnimi hepatocyty. Upcyte
hepatocyty reagovaly na modelové enzymové induktory srovnatelné jako primarni hepatocyty.
Indukce byla po expozici rifampicinu i fenobarbitalu pozorovana u izoforem CYP2B6 a
CYP3A4, a to na arovni mRNA a aktivity; u izoformy CYP2C9 byla oproti kontrole
(neexponované upcyte hepatocyty) indukéni odpovéd’ méné vyrazna. Autofi prace proto upcyte
hepatocyty vyhodnotili jako zajimavy model pro studium enzymové indukce, ktery cini
primarni buniky riznych darct dostupnymi pro rutinni experimenty, a to s fenotypem, ktery

lidskym primarnim hepatocytiim odpovida 1épe, nez je tomu u linie HepG2.

3.2.4 In vitro-in vivo extrapolace

Data ziskana s vyuZzitim jaternich in vifro modelu slouZi jako podklad pro predikci indukéniho
potencialu zkoumanych latek in vivo. Tato extrapolace dat umoziuje stanovit miru rizika
Iékovych interakci u nové vyvijenych lé¢iv a predstavuje dulezitou soucast preklinického
testovani. Existuje nékolik zékladnich pfistupii, pomoci nichZ lze data extrapolovat. Ty se
zakladaji na srovnavani zkoumané latky se znamymi enzymovymi induktory,
na matematickych vypoctech nebo na softwarovém modelovani a simulacich (Fahmi a Ripp

2010).

Pristup zaloZeny na srovnani testované latky se zndmymi induktory se provede napiiklad
pomoci relativniho indukéniho skére (relative induction score, RIS). Jeho vypocet vyzaduje
znalost Enac (kolikrdt maximélné dana latka indukovala CYP3A u hepatocyti), ECso
(koncentrace latky, pfi niz doslo k poloviné maximalni indukce) a 7, (koncentrace volné frakce
induktoru pfi maximalni koncentraci v plazmé dosazené po podani standardni terapeutické
davky). RIS je z téchto parametrli nejprve vypocitan dle Rov. 1 pro sadu znamych induktort
(dle doporuceni EMA nejméné u osmi latek v ramci celé Sife indukéniho potencidlu véetné
alespon dvou slabych induktorti). Jednotlivé hodnoty RIS pro modelové induktory jsou dany

do vztahu s hodnotami procentudlniho poklesu AUC (plocha pod kiivkou) soucasné
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podavaného enzymatického substratu (midazolamu nebo ethinylestradiolu pro CYP3A). Pokles
AUC substratu je méfen in vivo pro jednotlivé induktory v ramci klinickych studii. Takto
vznikne kalibrac¢ni kfivka, pomoci niz je mozné predikovat riziko lékovych interakci u
kandidatniho l1é¢iva na zaklad¢ jeho individualniho RIS (Ripp et al. 2006, Fahmi a Ripp 2010,
European Medicines Agency 2015). Ptiklad korelace hodnot RIS a procentudlniho poklesu

AUC enzymatického substratu (ethinylestradiolu) je zndzornén na Obr. 7.
RIS = (Eppye ¥ 1)/ (ECs5p +1,) Rov. 1

Na obdobném principu jako relativni indukéni skore je zalozen postup, ktery sleduje podil AUC
induktoru in vivo a F» (koncentrace testované latky, kterd zpisobi dvojndsobnou indukci
CYP3A4 na arovni mRNA). Rovnéz v tomto piipad€ nasleduje vztazeni hodnot AUC / F; k
hodnotam procentudlniho poklesu AUC soucasné podavaného substratu a vytvoreni kalibra¢ni
kiivky. Podobné¢ lze vyuzit téz podil Cpar (maximalni koncentrace induktoru v plazmé) a ECsg

nebo podil AUC induktoru a ECsy (Kanebratt a Andersson 2008, Fahmi a Ripp 2010).
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Obr. 7 Vztah mezi RIS a vlivem modelovych induktort na AUC soucasné podavaného

substratu CYP3A ethinylestradiolu

Zkratky: CBM — karbamazepin, NIF — nifedipin, PB — fenobarbital, PHT — fenytoin, PIO — pioglitazon,
RIF — rifampicin, RSG — rosiglitazon, TRG — troglitazon

Modifikovano dle: Ripp et al. (2006), prelozeno.

DalSim pfistupem pfii in vitro-in vivo extrapolaci je matematickd predikce. Piikladem je
kombinovany (téz net effect) model. Ten lze vyuzit pro predikci Iékovych interakci u latek, jez

jsou zaroven induktory 1 inhibitory CYP3A4, a u nichz tedy neni snadné ptedvidat, ktery
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z efekti bude in vivo prevladat. K extrapolaci dat 1ze vyuzit také farmakokinetické modelovani
a simulace in silico, které mohou zahrnout SirSi paletu vstupnich parametri a které¢ jsou
kontinualné vylepSovany tak, aby byly schopny rizika Iékovych interakci pfedpovidat s co

nejvyssi mirou spolehlivosti (Fahmi a Ripp 2010).
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Tab. 3 Piehled vlastnosti jednotlivych bunéénych modelli v porovnani s lidskymi primarnimi

hepatocyty

Bunécny model

HepG2

Huh7

HepaRG

(diferenciované)

Hepatocytim
podobné buiky

(ziskané

z kmenovych

bunck)

Fa2N-4

Upcyte
hepatocyty

(2. generace)

Exprese

xenosenzoru

zachovana u
AhR;

nizka u PXR
a CAR

nizka

zachovana u
PXR, CAR i
AhR

signalni
drahy
nuklearnich
receptoril
nejsou zcela
funkéni

zachovana u
PXR;

nizka u CAR

zachovana u
PXR i CAR

Exprese
biotransformacnich enzymu a
transportéri

zachovana u enzymu 2. faze
(krom¢ UGT) au CYP1AI;

exprese ostatnich izoforem CYP
nizka

zachovanau CYP1A1;

exprese ostatnich izoforem CYP
nizka

zachovéana (CYP1A1, CYP1A2,
CYP2B6, CYP2CS, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2E1 1 CYP3A4
a dale UGT1A1, GSTAI,
GSTA4, MRP2, MRP3 a P-
glykoprotein)

nizka

snizena u CYP2D6, CYP1Al,
CYP1A2, CYP2E1 a daleu
UGT1A1l, UGT1A6, OATP1BI1,
OATP1B3 nebo OCT1

nizsi (CYP2B6, CYP2C9,
CYP3A4, CYP2A6 a
CYP2C19), avsak vyssi nez u
HepG2;

nizka u CYP1A2

Inducibilita
biotransformacnich
enzymu

zachovana u CYP1A2;

omezena u CYP3A a
CYP2C

po expozici rifampicinu bez
statisticky signifikantni
reakce (izoformy CYP3A4,
CYP2C9, CYP2C19 a
CYP1A2)

srovnatelnd (CYP1A1,
CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2(9,

CYP2C19 a CYP3A4)

omezena

CYP1A2, CYP2C9,
CYP3A4 zpocatku
inducibilni; se zvySujicim se
poctem pasazi ale reakce na
induktory slabne

inducibilni CYP2B6 a
CYP3A4;

mén¢ vyrazna indukce
CYP2C9

Vytvoreno s vyuzitim informaci: Guillouzo et al. (2007), Westerink a Schoonen (2007), Donato et al. (2008),
Hariparsad et al. (2008), Choi et al. (2009), Hart et al. (2010), Donato et al. (2013), Ferreira et al. (2014),
Ramboer et al. (2014), Berger et al. (2016), Hannoun et al. (2016), Tolosa et al. (2016), Bulutoglu et al. (2019),
Donato a Tolosa (2019).
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3.3 Zvireci modely

Kromé¢ bunécénych modell se pro studium enzymové indukce pouzivaji také zvireci modely
(nejcasteji potkan, mys nebo kralik) (Jaiswal et al. 2014). Evropska 1ékova agentura ve svych
doporucenich pro studium Iékovych interakci pfipousti, ze mohou byt data ziskand s vyuzitim
laboratornich zvifat v urCitych ptipadech relevantni, zaroven ale konstatuje, Ze piima
extrapolace téchto dat na lidsky organismus je v disledku mezidruhovych rozdilti obtizna.
Z tohoto divodu EMA obecn¢ doporucuje provadét farmakokinetické studie 1ékovych interakci

pouze u lidi (European Medicines Agency 2015).

Mezidruhové rozdily zahrnuji odliSnosti v zastoupeni biotransformacnich enzymi, v jejich
substratové specifité, katalytické aktivité a v mife exprese v jednotlivych tkanich (Jaiswal et al.
2014). Rozdily se netykaji jen biotransformacnich enzymi, ale také molekul zapojenych do
jejich regulace, véetné PXR. Rozdily ve struktuie ligand véazajici domény PXR vedou k rtizné
afinité ligand — shoda sekvence této domény mezi ¢lovékem a mysi je kuptikladu pouhych
76 %. Dobfe znamym piikladem odliSného indukéniho potencidlu jedné latky u modelového
organismu a C¢lovéka je rifampicin. Ten indukuje jaterni enzymy prostfednictvim PXR u
¢loveka, nikoliv vSak u laboratorné vyuzivanych hlodavct (potkan, mys). Obracené je tomu u
pregnenolon-16a-karbonitrilu (PCN), ktery indukuje enzymy u potkana a mysi, ale ne u ¢lovéka
(Mohutsky et al. 2010). Pro studium enzymové indukce tak plati, Ze neupravend laboratorni
zvifata z vySe uvedenych dlivodi neptedstavuji vhodny model pro predikci indukéniho
potencialu 1é¢iv u lidi (Jaiswal et al. 2014), a za timto c¢elem ani nejsou bézné pouzivana (Sinz

et al. 2008, Lu a D1 2020).

Vyjimkou mohou byt nékteti primati, naptiklad makak rhesus (Macaca mulatta) nebo makak
javsky (Macaca fascicularis). 1zoforma CYP3A64 makaka rhesus se naptiklad vyznacuje 93%
homologii proteinové sekvence s lidskou izoformou CYP3A4 a 83% homologii s lidskou
izoformou CYP3AS. Nukleotidova sekvence kodujici ligand véazajici doménu PXR makaka a
cloveka jsou si pak podobné z 96 %. Zminéné druhy tedy diky anatomickym a fyziologickym
podobnostem s ¢lovékem mohou byt in vivo modelem pro studium enzymové indukce (lepSim
nez humanizované mysi, viz dalsi podkapitoly), avSak jejich vyuZiti k laboratornim ucelim ma
své limity. Ty zahrnuji omezenou dostupnost zvitat, vysoké naklady a ptredevs§im fadu etickych
otazek (Sinz et al. 2008, Jaiswal et al. 2014). Vyuzivani lidem velmi blizkych primati,
napiiklad Simpanze, ktery je s genetickou odliSnosti mensi nez 2 % clovéku nejbliZe piibuznym
zastupcem zvifeci tiSe (Jaiswal et al. 2014), neni na izemi Evropské unie z etickych divoda

pfipustné — pouZzivani lidoopt k laboratornim ucelim je zakazano Smérnici Evropského
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parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. zati 2010 o ochran¢ zvitat pouzivanych pro védecké
ucely.

K ptekonani mezidruhovych rozdili v biotransformac¢ni kapacité byly vyvinuty postupy,
kterymi je mozné ziskat zvifeci modely s modifikovanymi vlastnostmi. Takto upravend —
humanizovana* — zvifata disponuji ¢aste¢né lidskym fenotypem, a maji tedy piedpoklad
k tomu, aby napomohla zvysit kvalitu preklinického testovani novych 1é¢iv. Principidlné lze
metody humanizace rozdé€lit do dvou hlavnich skupin — jedna se o genetickou modifikaci
zvifete (genetickd humanizace) a o transplantaci lidskych bunék do zvifeciho piijemce
(chiméricka humanizace). Nejbéznéji humanizovanym zvifetem je mys, ktera ma vhodné
predpoklady ke genové manipulaci a ktera s clovékem sdili mnohé podobné fyziologické a

patofyziologické rysy. Ménég Casto je pak humanizovan potkan (Jaiswal et al. 2014, Scheer a

Wilson 2016).

Takto upravend zvitata pfedstavuji pomyslny most mezi in vitro testovanim indukéniho
potencidlu, které probihd ve zjednoduSenych a statickych podminkach, a hodnocenim
enzymové indukce po podani 1éCiva ¢loveéku. Vyuziti téchto zvifecich modeli, které oproti in
vitro experimentim disponuji dynamicnosti a komplexnosti organismu, mize byt vyhodné
napiiklad v situacich, kdy je nutné rozhodnout, zda mé testovana latka potiebny potencial
k postupu do dalSich fazi vyvoje. PouZivani humanizovanych mysi pii studiu lékovych interakci
vzniklych na podklad¢ enzymové indukce v disledku aktivace PXR (nebo CAR) je tak dnes

Casto vyuzivanou metodou (Jaiswal et al. 2014, Scheer a Wilson 2016).

Konkrétni mysi model by mél byt vybiran vzdy pro kazdy jednotlivy experiment zvlast’, a to
po peclivém zvéazeni faktorl, jakymi jsou napiiklad pfedpokladané metabolické cesty 1éCiva,
pocet zapojenych biotransformac¢nich enzymd, ptipadny vliv metabolizace mimo jatra apod.

(Scheer a Wilson 2016).

3.3.1 MySi humanizované metodami genetického inZenyrstvi

V sou€asné dobé¢ existuje celd fada mySich modeld, které vznikly metodami genetického

inZenyrstvi. Lidska DNA muze byt do mysiho genomu zaclenéna n€kolika moznymi zpusoby.

4 Jednotlivi autofi se ve svych pracich rozchazeji, co se ty¢e terminologie. Scheer a Wilson (2016) chapou termin
humanizace jako nadfazeny pojem, ktery zahrnuje jak genové manipulace, tak transplantace lidskych bunék.
Fujiwara (2018) oproti tomu definuje humanizované zviie jako takové, do néjz byly vlozeny lidské butiky ¢i tkang,
a pojem humanizace tedy vyclefiuje pouze pro druhou ze zminénych metod. Bissig et al. (2018) pak pojmem
humanizovand mys primarné oznacuji my$ nesouci lidsky gen, u niz bylo zaroven dosazeno nepfitomnosti
odpovidajictho mysiho genu — mysi, které tuto podminku nesplituji, jsou oznafeny jako transgenni,
nehumanizované. Pro ucely této prace byla pouZita terminologie dle Scheera a Wilsona (2016).
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Siroce vyuzivanou metodou je mikroinjekce DNA do prvojader mysich jednobunéénych
embryi, kterd jsou nasledné pfenesena do vejcovodli ndhradnich matek. Ty poté rodi mlad’ata,
ktera jsou nositeli pozadovaného lidského genu, coz mize byt ovéfeno naptf. pomoci PCR
(Kumar et al. 2009). Uvedeny postup je schematicky zndzornén na Obr. 8. Tyto transgenni mysi
mohou byt kiizeny s jedinci, u nichz byl naopak odpovidajici mysSi gen odstranén (tzv.
knockoutované mysi). Timto kiizenim vznikaji humanizované mysi, u nichz nehrozi piekryv
exprese lidské a my$i varianty genu. Kromé tohoto postupu je dale mozné provést inzerci lidské
DNA do mysiho embrya pfesné zacilenou nahradou mysiho genu lidskym orthologem (tzv.

knock-in) (Jaiswal et al. 2014).
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Obr. 8 Vznik transgennich mysi

Na obrazku je zndzornéna mikroinjekce lidské DNA do mysich jednobunécnych embryi, kterd jsou nasledné
prenesena do nahradni matky. Ta poté rodi mladata, ktera ve své DNA obsahuji pozadovany lidsky gen, coz je

mozné overit napr. pomoci PCR.

Modifikovano dle: Elias et al. (2003), prelozZeno.

Védci maji moznost pouzivat humanizované mysi modely exprimujici lidské biotransformaéni
enzymy (CYP1A1/1A2, CYP2C9, CYP2C18/2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A7
nebo nékteré UGT), transportni proteiny (napt. P-glykoprotein) 1 lidské xenosenzory (PXR,
CAR 1 AhR). Dostupné jsou také modely, které exprimuji n€kolik lidskych proteinli soucasné
(PXR/CAR, CYP2D6/CYP3A4, PXR/CYP3A4, PXR/CAR/CYP3A4/3A7) (Scheer a Wilson
2016, Yamasaki et al. 2018). Henderson et al. (2019) dokonce v nedavné dobé vytvoftili model,
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u kterého bylo dosazeno neptitomnosti 33 mysich gent kédujicich biotransformacni enzymy
(skupiny Cypla, Cyp2c, Cyp2d a Cyp3a). Ty byly nahrazeny geny pro hlavni lidské izoformy
podilejici se na biotransformaci — CYP1A1l, CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4 a
CYP3A7. Odstranény a nahrazeny byly i geny pro PXR a CAR. Tento zvifeci model autofi

povazuji za slibny nastroj k predvidani 1€kovych interakci v rdmci preklinického vyvoje.

Vyhodou mysi humanizovanych metodami genetického inzenyrstvi je skute¢nost, Ze jakmile je
dosazeno pozadovaného fenotypu, jeho udrzeni neni nikterak naro¢né. Chov zvirat je snadny,
relativné levny a poskytuje jedince s nizkou interindividualni variabilitou. Zaroven je u téchto
mysi zachovana schopnost exprimovat vlozené geny 1 extrahepataln€, coz ma pfi studiu
metabolismu 1éCiv svlij vyznam, zvlasté pak u 1éCiv, kterd se mimo jatra metabolizuji vyssi
mérou. Vyhodou je také moznost vyuziti negativnich kontrol, tj. knockoutovanych mysi, které
se od modelového zvitete 1i$i pouze nepfitomnosti sledovaného genu. Takto je moZzné snaze
urcit, zda dany gen hraje ve studované problematice roli, ¢i nikoliv. U knockoutovanych mysi
je ale nutné pocitat s moznosti zvySeného zapojeni alternativnich metabolickych cest, které
mohou kompenzovat danou genetickou modifikaci. Pozorovano bylo naptiklad zvySeni miry
exprese mySich enzymii podrodiny CYP2C u Cyp3a-knockoutovaného modelu (Scheer a
Wilson 2016).

Nevyhodou geneticky humanizovanych mysi je jejich nekomplexnost, kterd vyplyva z
moznosti ovlivnit pouze omezené mnozstvi genti. Mezidruhové odlisnosti v biotransformacéni
kapacité tak mohou zkreslit interpretaci dat i u humanizovanych modelt. Rozdily se mohou
projevit také pii regulaci exprese vlozenych genti. Tyto geny mohou byt v humanizované mysi
regulovany druhové specifickymi faktory (které prozatim nemusime znat nebo které nemusime
byt schopni ovlivnit), jeZ mohou vést k 1ékovym interakcim pozorovanym u mysiho modelu,

nikoliv vSak u €loveka a obracené (Bissig et al. 2018).

3.3.2 MySi humanizované transplantaci lidskych hepatocytu

Mys, do niZ maji byt transplantovany lidské hepatocyty, musi spliovat dvé podminky. Jeji
imunitni systém musi byt znacn¢ oslaben, aby nedoslo k odmitnuti transplantovanych bunék.
Dale musi byt tato mys geneticky upravena tak, aby byly jeji vlastni jaterni buriky poskozovany.
Mysi jatra tak nasledné mohou byt osidlena lidskymi hepatocyty, ¢imZ je umoznéna syntéza

lidskych biotransformacnich enzymi v myS§im organismu (Peltz 2013).
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Samotna transplantace je provadéna injekci lidskych hepatocytl do sleziny ¢i portalniho fecisté
zvitete, odkud tyto buniky putuji do jaternich sinusoid, v nichz jsou zachyceny (coz je pfi¢inou
vzniku do¢asné portalni hypertenze a poruchy mikrocirkulace). Cast hepatocytil je zniena
fagocytujicimi Kupfferovymi buitkami, zbytek se pak dostava az do jaterniho parenchymu
(Weber et al. 2009). Integrace hepatocytii v jatrech je umoznéna diky destrukci pavodnich
mySich hepatocyti, ktera v jatrech také vyvolava regeneracni stimuly, jez davaji lidskym
hepatocytiim signal k proliferaci (Strom et al. 2010). Osidleni mySich jater je schematicky

znazornéno na Obr. 9.

Obr. 9 Osidleni mysich jater lidskymi hepatocyty

Na obrazku je schematicky znazornéna transplantace lidskych hepatocytii do mysiho modelu. Hepatocyty jsou

injikovany do sleziny a mira osidleni mysich jater nasledné stoupd s casem.

Modifikovano dle: Grompe a Strom (2013).

Mysi s nefunkénim imunitnim systémem, které jsou dnes pouzivany pro chimérickou
humanizaci, byly Slechtény celou fadu let. Nejdiive byl publikovan objev tzv. SCID mysi
(severe combined immunodeficiency mouse). Ta se vyznacuje nefunkénim genem Prkdc, jenz
koduje katalytickou podjednotku DNA-dependentni proteinkindzy (DNA-dependent protein
kinase catalytic subunit, DNA-PKcs). V dusledku toho my$ nedisponuje funkénimi T- ani B-
lymfocyty, a jeji imunitni systém tedy neni schopen specifické imunitni odpovédi. Podobny
fenotyp je pfitomen také u mysi s nefunkénim genem Rag? (recombination activating gene 2)
(Lee et al. 2018). Zktizenim SCID mysi s tzv. NOD mys$i (non-obese diabetic mouse) vznikla
NOD/SCID mys, u nizZ je kromé& nepfitomnosti funkénich T- a B-lymfocyth zaroven 1 nizsi
mnoZzstvi NK bunék a sniZzena produkce cytokinil. ZkfiZzenim NOD/SCID mysSi s my$i nesouci
mutaci v genu //2rg (gen pro gamma fetézec receptoru pro interleukin-2, interleukin-2 receptor
gamma chain) vznikla tzv. NOG mys, kterd postrada zralé T- i B-lymfocyty, NK bunky a dale
se vyzna€uje nefunkénimi makrofagy a sniZzenou funkci dendritickych bunék. Jeji imunita je

tak poSkozena jeSté vice, nez je tomu u dfive zminénych mysi. Podobnych vlastnosti bylo
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dosazeno téz zkiizenim mysSi nesouci mutaci genu //2rg a mySi s mutaci v genu Rag?2 (Zhao et

al. 2019).

Prvnim z dostupnych modelt pro chimérickou humanizaci je SCID myS$ obsahujici ve svém
genomu transgenni konstrukt skladajici se z albuminového promotoru a genu pro urokinazovy
aktivator plazminogenu (urokinase-type plasminogen activator, uPA). Tento model je
oznacovan zkratkou uPA/SCID. V dasledku konstitutivni a tkanoveé specifické exprese
hepatoxického uPA dochazi k destrukci mySich hepatocyti. Tato destrukce je
nekontrolovatelna a je pti¢inou selekcniho tlaku, kdy mohou mysi hepatocyty, které ztratily
transgenni konstrukt, zacit jatra znovu osidlovat. MySi tohoto modelu maji obecné horsi
zdravotni stav (poskozeni ledvin a predispozice ke krvaceni), coz mj. znesnadiiuje jejich chov.
Dalsi nevyhodou je fakt, ze je u tohoto modelu vyfazena pouze specifickd imunita, coz mize
vyzadovat pouziti dalSich latek za ic¢elem inhibice NK bunck a/nebo komplementu, aby bylo
zabezpeceno preziti transplantovanych lidskych hepatocytl (Peltz 2013, Scheer a Wilson
2016).

Lidské hepatocyty lze transplantovat t¢Z do mySiho modelu s kombinaci nefunkénich gent
12rg a Rag2, u kterého byl dale knockoutovan gen pro fumarylacetoacetathydrolazu (FAH),
kterd katalyzuje zavérecny krok degradace tyrosinu. V disledku toho dochazi k hromadéni
toxického fumarylacetoacetatu, oxidativnimu poskozeni mysich hepatocytl a ke smrti téchto
bunék. Tento model lze v literatufe nalézt pod oznacenim FRG. Nastup a miru jaterniho
poskozeni je u FRG mysi moZné kontrolovat, a to pomoci nitisinonu, ktery, je-li mysi podavan,
inhibuje degradaci tyrosinu v jednom z pfedchéazejicich degradacnich krokii, a chrani tedy
bunky pred kumulaci toxického fumarylacetoacetatu (Peltz 2013, Scheer a Wilson 2016). Tento
zviteci model nevyzaduje dalsi zasahy do imunitniho systému, nebot’ jeho genotyp zarucuje
nedostateCnou funkci pfirozené 1 specifické imunity. Zdravotni stav zvifat je leps$i nez u
uPA/SCID mysi, na druhé strang jsou ale FRG mysi v disledku nefunkéniho genu pro FAH
nachylné ke vzniku nadora (Peltz 2013).

Dal$im modelem vyuzitelnym pro diskutovany typ humanizace je NOG mys, ktera v dusledku
genetické modifikace exprimuje thymidinkindzu herpes simplex viru typu 1 (herpes simplex
virus 1 thymidine kinase, HSVtk). Tento enzym katalyzuje pfeménu gancykloviru na jeho
toxicky metabolit, a je-li tedy mySim gancyklovir podavén, hepatocyty, které HSVtk tkanové
specificky exprimuji, jsou destruovany. Oznaceni tohoto zvifeciho modelu je TK-NOG (Peltz
2013, Scheer a Wilson 2016). Nejvétsi vyhodou tohoto modelu je nepiitomnost dlouhodobého

jaterniho poskozovani a skutecnost, ze je gancyklovir mySim ptfed provedenim transplantace
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podavan jen po velmi kratkou dobu. To pro lidské hepatocyty vytvari vhodnéjsi podminky
k tomu, aby vytvofily adekvatni 3D strukturu a aby si uchovaly svou charakteristickou genovou
expresi (Peltz 2013). Po osidleni mysSich jater lidskymi buikami mohou byt navic podavéany
dalsi davky gancykloviru, coz mize pomoci odstranit prezivsi mysi hepatocyty. Tim Ize zajistit

jeste lepsi osidleni jater transplantovanymi bunikami (Hasegawa et al. 2011).

Jednotlivé mys$i modely a postupy, jakymi je dosazeno osidleni mysich jater lidskymi

hepatocyty, jsou schematicky znazornény na Obr. 10.

uPA/SCID

vysazeni
nitisinonu

podavani
nitisinonu

Y Y iy i

podani

mysi hepatocyty mysi hepatocyty chimérickd my$
neposkozeny poskozeny

Obr. 10 Mysi modely pro chimérickou humanizaci
Na obrazku je zndazornén postup, jakym je u jednotlivych modelii umoznéno osidleni mysich jater lidskymi
hepatocyty. Bilé kruhy predstavuji neposkozené/prezivsi mysi hepatocyty, Sedé kruhy pak hepatocyty lidské.

Modifikovano dle: Scheer a Wilson (2016), preloZeno.

Transplantaci lidskych hepatocytii do uPA/SCID modelu miiZze byt na urovni mRNA dosaZeno
v myS$im organismu podobné exprese lidskych izoforem CYP1Al, CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 a CYP3AA4, jaka je ptitomna v jatrech darce. Obdobna zjisténi piineslo i

vvvvv
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cytochromu P450 (Strom et al. 2010, Naritomi et al. 2018). U modelu FRG jsou k dispozici
data o expresi izoforem CYP1A2 a CYP3A4, kterd je srovnatelna s expresi gent v lidském
organismu (Strom et al. 2010). Jiz pfi prvnim ptedstaveni TK-NOG mysi se Hasegawa et al.
(2011) zabyvali expresi biotransformacnich enzymii (viz Obr. 11). Zjistili, ze exprese CYP1A1,
CYP2CS, CYP2C9, CYP2D6 a CYP2EI je u sledovanych humanizovanych mysi srovnatelna s
korespondujicimi lidskymi hepatocyty. Mira exprese izoforem CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19
a CYP3A4 byla u mysi vyrazné vyssi. Exprese PXR a CAR byla s hepatocyty srovnatelna.
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Obr. 11 Srovnani miry exprese biotransformacnich enzymi a dalSich proteint
u TK-NOG humanizovanych mysi a u hepatocytl lidského darce
V uvedeném grafu je znazornéna mira exprese biotransformacnich enzymii a dalsich proteinii na urovni mRNA.

Exprese byla stanovena u vzorkii jater ze ¢tyr riiznych humanizovanych mysi TK-NOG a u piivodnich hepatocytii

darce, viici nimz je v grafu exprese relativné vyjadrena. Poznamka: NR112 — PXR, NR113 — CAR.

Modifikovano dle: Hasegawa et al. (2011), prelozeno.

Vyhodou chiméricky humanizovanych mysi je komplexnost, kterd vyplyva z transplantace
celych lidskych bunék (v porovnani s Gpravou jednoho nebo né&kolika geni u geneticky
humanizovanych modell). Tato skuteCnost pomahd korigovat mezidruhové rozdily
v biotransformacni kapacité zptiisobené molekuldrnimi a metabolickymi pochody specifickymi
pro mysi organismus. Vyhodna maze byt pro nékteré typy experimentd také Sirokd paleta
moznych darci (napt. dérci se specifickym genotypem ¢i onemocnénim). Zajimavou moznosti
je také pouziti hepatocytli jednoho darce jak pro transplantaci, tak zaroven pro in vitro
experimenty — takovd kombinace miize piispet k ziskani relevantnéjSich dat a k presnéjsi

predikci klinickych konsekvenci spojenych s poddvanim studovaného léciva. Nevyhodami
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chimérickych mys$i jsou nutnost provést transplantaci u kazdé jedné mysi zvlast, vysoké
naklady, variabilita v uspéSnosti osidleni mysSich jater lidskymi hepatocyty nebo riziko

interference piezivSich mySich hepatocytl (Scheer a Wilson 2016).

Skutecnost, Ze lidské hepatocyty v mySich jatrech proliferuji, nabizi moznost tyto bunky
z mySiho organismu zpétné€ izolovat a vyuzit pro in vitro experimenty. Zasadni vyhodou takto
ziskanych lidskych hepatocytt je jejich lepsi dostupnost v porovnani se ziskavanim hepatocytt
od lidskych dércii (pacientll). Zarovenn mohou byt hepatocyty izolované z humanizované mysi
pouzity k transplantaci dalSimu zvifeti. [zolované hepatocyty je rovnéz mozné kryoprezervovat

(Grompe a Strom 2013).
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3.4 Metody pro studium enzymové indukce zprostiredkované PXR

Lékové interakce na podkladu enzymové indukce mohou vyustit v nezddouci klinické
duasledky, a proto je jejich hodnoceni vénovana pozornost jiz v pocatecnich fazich vyvoje 1éciv
(Fahmi a Ripp 2010). Dle doporuceni Evropské 1ékové agentury by méla byt pfi vyvoji novych
l1é¢iv vzdy hodnocena indukce izoforem CYP3A4 a CYP2B6, a to jako marker indukce
zprostiedkované PXR/CAR, a indukce izoformy CYP1A2 jako marker indukce pomoci AhR
(European Medicines Agency 2015).

Jednodussi postupy pouzivané v jinych oblastech vyzkumu, jakymi jsou napiiklad prace
s mikrozomy nebo rekombinantnimi enzymy, neumoziiuji testovani enzymové indukce, nebot’
studium zmén genové exprese vyzaduje bunéény systém se schopnosti transkripce a translace.

Omezené vyuziti maji tkailové fezy (Ferreira et al. 2014).

Nejjednodussi metodou pro studium enzymové indukce je metoda oznacovana zkratkou SPA
(scintillation proximity assay). Spoc¢iva v uréeni schopnosti testované latky soutézit o vazebné
misto LBD PXR receptoru s radioaktivné zna¢enym referencnim ligandem. Ten je na LBD
vazan v blizkosti scintilacniho materialu, ktery v disledku dopadajiciho ionizujiciho zafeni
poskytuje fluorescenci. Je-li testovana latka schopna vazby do LBD PXR, vytésni znaceny
ligand a intenzita detekované fluorescence poklesne (Mohutsky et al. 2010, Raucy a Lasker
2010). Schopnost vazat se na PXR ovSem nemusi nutné znamenat, Ze bude testovana latka také
zejména pro rychly screening velkého mnoZstvi potencidlnich induktort (Mohutsky et al.

2010).

Na obdobném principu funguje také tzv. TR-FRET metoda (time-resolved fluorescence
resonance energy transfer). V tomto pfipadé je vyuzivano fluoroforli — oznacena je jak
protilatka, jez se specificky vaze na nuklearni receptor, tak také referen¢ni ligand. Nachazi-li
se tyto dvé molekuly v bezprosttedni blizkosti, dochdzi mezi jejich fluorofory k pfenosu
energie a k néasledné detekci fluorescence o specifické vinové délce. Je-li referen¢ni ligand
vytésnén testovanou latkou, fluorofory se od sebe vzdali a intenzita fluorescencniho zareni
sledované vinové délky poklesne (Shukla et al. 2009). Princip této metody je znadzornén na Obr.

12.

Fluorofory mohou byt oznafeny také koregulatory PXR. Timto zpusobem je s pouzitim
riznych uspofadani mozné testovat agonisty i antagonisty PXR receptoru. Jako ptiklad Ize

uvést oznaCeni nékterého z koaktivatorti — je-li v tomto pfipad€ navazan ligand do LBD, dojde
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ke konformacni zméné¢ PXR, ¢imz je umoZnéna vazba oznacené¢ho koaktivatoru. Takto se
fluorofor umistény na koaktivatoru dostava do bezprosttedni blizkosti fluorforu umisténého na
protilatce navazané na nuklearnim receptoru, ¢imz je umoznén pienos energie a je detekovan
narust fluorescence (Lin a Chen 2018). Ob¢ zminéné metody vyuzivajici pifenos energie mezi
fluorofory jsou podobné¢ jako SPA vhodné zejména pro screening velkého poctu

potenciondlnich induktort (Shukla et al. 2009, Lin a Chen 2018).

495 nm

340 nm

vazba znaéeného ligandu znaéeny ligand vytésnén
(fluorescence) testovanou latkou
(pokles fluorescence)

Obr. 12 Princip fungovani metody TR-FRET s vyuZitim fluoroforem znaceného ligandu

Nachazi-li se fluorofory v bezprostiedni blizkosti, je detekovana fluorescence (520 nm). Navazanim testované latky

dochazi k oddaleni fluoroforii a k poklesu intenzity fluorescencniho zdareni (520 nm).

Modifikovano dle: Shukla et al. (2009), prelozeno.

Dalsi metodou je hodnoceni genové indukce v buiikdch, do nichZ byl metodami genetického
inZenyrstvi vloZen reportérovy gen, jehoz promotorova oblast je regulovana PXR (Mohutsky
et al. 2010). Reportérovy protein kodovany vlozenym DNA konstruktem by v dané bunce
nemél byt endogenné exprimovan a mél by byt schopen poskytovat rychly a snadno
detekovatelny signal. S vyhodou je vyuzivan naptiklad gen pro luciferdzu, enzym katalyzujici
oxidaci D-luciferinu na oxyluciferin, pfi niZ je produkovano svétlo ve viditelné oblasti spektra.
Intenzita svétla pak koreluje s promotorovou aktivitou genu (Jiang et al. 2008). Tato metoda je
taktéz uréena zejména pro rychly screening fady potencidlnich induktord (Martinez-Jiménez et

al. 2007).

V souladu s informacemi uvedenymi v Kap. 3.2 EMA pfi zkoumani enzymové indukce
preferuje pouziti primarnich lidskych hepatocytl, zatimco data ziskand experimenty
s odvozenymi bunéénymi liniemi nebo s vyuzitim reportérovych konstruktii jsou povazovana
pouze za doplikova. Z divodu interindividudlnich rozdildi je doporuceno hodnotit indukci
pomoci hepatocytli od alesponi tfi darcii. Inkubace by méla trvat 3 dny. Méla by zahrnovat

pravidelnou vyménu média a znalost koncentrace 1éCiva v systému. Zaroveil by méla byt

44



potvrzena zivotaschopnost bunék, a to pfed inkubaci a po inkubaci s nejvyssi koncentraci latky,
aby byla vyloufena moznost ovlivnéni experimentu bunécnou toxicitou. Neni-li mozné
dosédhnout pfi in vitro experimentu pozadovanych koncentraci 1éciva, naptiklad z divodu
bunécné toxicity, lze piejit k testovani in vivo. Experiment by mél byt dle EMA vyhodnocen na
zéklad¢ stanoveni mRNA (které bude z tohoto diivodu podrobné popsano v Kap 3.5), piipadné
téz na zadkladé¢ stanoveni enzymové aktivity, existuje-li podezfeni indukce v dusledku
stabilizace proteind, tj. nezavisle na aktivaci nuklearnich receptort®. Dle EMA je experiment
vyhodnocen jako pozitivni, do$lo-li na Urovni mRNA k nejméné 100% narlstu oproti
kontrolnimu vzorku. Je-li nartst nizsi, mtize byt experiment vyhodnocen jako negativni pouze
za predpokladu, ze je ndrGst zaroven nizSi nez 20 % ve srovnani s pozitivni kontrolou
(rifampicin pro PXR). Pozitivni nebo neprukazny vysledek in vitro experimentu je tieba
potvrdit klinickou studii, negativni vysledek by mél byt prokadzan dalSimi in vitro testy

(European Medicines Agency 2015).

Po expozici potencidlnim induktorim Ize zmény v enzymové aktivité uréit stanovenim
vznikajicich metabolitll substratt selektivné premeénovanych sledovanym enzymem (Martinez-
Jiménez et al. 2007, Mohutsky et al. 2010). K urceni aktivity skupiny CYP3A je kuptikladu

pouzivan testosteron a jeho pfeména na 6B-hydroxytestosteron (Kandel et al. 2017).

Zmény v expresi genll pro biotransformacni enzymy je mozné zhodnotit také na proteinové
urovni, a to s pomoci Western blotu (Williamson et al. 2011). B&€hem této metody jsou proteiny
nejdiive separovany dle velikosti pomoci gelové elektroforézy. Nasledné jsou preneseny na
membranu, kterd je poté inkubovédna s protilatkami, jez se specificky vdzou na molekuly
sledovaného proteinu — po detekci je tento protein viditelny jako pruh, jehoz tloustka odpovida
mnoZzstvi daného proteinu, coZ umoznuje relativni srovnani mezi vzorky (Mahmood a Yang
2012). Uskali metody pfedstavuje piiprava vzorku, normalizace, transfer proteind, vybér

protilatek, délka inkubace a detekce signalu (Taylor et al. 2013).

Pro kvantifikaci na urovni proteinti byla vyvinuta také fada metod zalozenych na hmotnostni
spektrometrii. Williamson et al. (2011) naptiklad publikovali postup, ktery se zaklada na lyze
exponovanych bungk, digesci mikrozomalni frakce a na stanoveni ziskanych peptida

specifickych pro jednotlivé izoformy CYP. Toto stanoveni bylo provedeno pomoci kapalinové

5 Aktivita jaternich enzymii mize byt v nékterych piipadech indukovéna téZ nezavisle na aktivaci nuklearnich
receptort, tedy bez ovlivnéni miry jejich transkripce. [zoforma CYP2EI je kuptikladu indukovana svymi substraty
(etanol, aceton aj.) a piedpoklada se, Ze je tato indukce zpiisobena stabilizaci mRNA a/nebo proteinu. Studovan je
v této souvislosti napiiklad vliv microRNA (miRNA). Pfesny mechanismus této regulace vSak neni zcela jasny
(Mohri et al. 2010).
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chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci a jako wvnitini standardy byly pouzity
izotopicky znaCené syntetické peptidy. Uvedeni autofi také exponovali lidské primarni
hepatocyty typickym induktorim a porovnali rizné ptistupy k vyhodnoceni tohoto experimentu
(jimi navrZzena metoda, zména na urovni mRNA, zména na Grovni enzymové aktivity). Toto

porovnani je znazornéno na Obr. 13.
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Obr. 13 Porovnani riiznych ptistupli k vyhodnoceni in vitro experimentu

Lidské primarni hepatocyty byly exponovany 3-methylcholanthrenu (3MC), fenobarbitalu (PB) a rifampicinu
(RIF) a pomoci tii ruznych metod byla vyhodnocena enzymova indukce. Témito metodami jsou: stanoveni zmen

na urovni proteinu (LC/MS/MS), na urovai mRNA (RT-qPCR) a na uirovni enzymove aktivity.

Modifikovano dle: Williamson et al. (2011), prelozeno.

Pti zkoumani induk¢niho potencialu mohou byt kromé vyse zminénych metod provadeény také
analyzy in silico. Spolehlivé predpovédét schopnost dané latky vazat se na PXR je vsak
vzhledem k flexibilité vazebného mista tohoto receptoru obtizné. Molekulovy docking, analyza
vztahu chemické struktury a biologické aktivity, zapojeni umélé inteligence a algoritml
strojového uceni jsou nicméné oblasti, které prochézeji kontinudlnim vyvojem, a do budoucna
1ze ocekavat jejich jeste spolehlivéjsi prispéni k odhadu indukéniho potencidlu 1é¢iv v rané fazi
jejich vyvoje (Handa et al. 2015).

Jako konkrétni piiklad strategie pro studium enzymové indukce CYP3A lze uvést postup
aplikovany ve spoleCnosti AstraZeneca. Ten ve své praci popisuji Jones et al. (2017).
V pocatecnich fazich projektu je syntetizovana fada latek, které jsou v ramci screeningu
otestovany s vyuzitim reportérovych konstruktt. Tato data jsou nasledn€ doplnéna experimenty
s HepaRG buiikami. Ziskané vysledky jsou dilezité pii vybéru kandidati vhodnych pro postup

do klinické faze hodnoceni. Bylo-li kandidatni 1é¢ivo béhem experimentu s HepaRG linii
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vyhodnoceno jako neindukujici (A), je tato skuteCnost potvrzena klinicky s vyuzitim 4-
hydroxycholesterolu, ktery je produktem endogenni piemény cholesterolu pomoci CYP3A.
Dochazi-li k enzymatické indukci, zvysi se hladina tohoto selektivniho biomarkeru v plazmé.
Pokud nedojde ke zvySeni hladiny tohoto metabolitu, je nepfitomnost indukéniho potencidlu
daného 1éc¢iva dale potvrzena kultivaci s lidskymi primarnimi hepatocyty. Pokud byla pii
kultivaci s bunkami HepaRG pozorovana indukce (B), je nejdiive s vyuzitim 4f-
hydroxycholesterolu ovétena klinicka relevance zjisténého in vitro indukéniho potencialu.
Nasledn¢ je testovana interakce kandidatniho 1éCiva a midazolamu, substratu CYP3A.
Midazolam je podavan subjektim premedikovnym testovanou latkou a subjektim bez

premedikace a jsou sledovany rozdily ve farmakokinetice midazolamu mezi skupinami.

47



3.5 Polymerazova retézova reakce

Expozice lidskych primarnich hepatocytii testované latce a nasledné stanoveni zmén exprese
na urovni mRNA je jednim ze zékladnich postupii pii studiu enzymové indukce. Tento postup
ve svych doporucenich pro studium lékovych interakei preferuje i Evropska 1ékova agentura
(European Medicines Agency 2015). Zasadni a hojn¢ vyuzivanou metodou, ktera toto stanoveni
umoziuje, je kvantitativni polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR), jiz
piedchazi proces reverzni transkripce (Jensen 2012). Pro porozuméni zptsobu, jakym je mRNA
kvantifikovana, bude dale popsan princip klasick¢é PCR. Aktuéalni trend v metodice PCR

reprezentuje digitalni PCR, které bude vénovana samostatna kapitola.

3.5.1 Princip polymerazové retézova reakce

PCR je molekularné€ biologicka metoda, pomoci niz je mozné exponencialné zvysit mnozstvi
definovaného kratkého tiseku DNA, ktery je ptivodné ve vzorku obsazen byt’ v jediné molekule
(Brunstein 2013). Tato metoda, za kterou jeji autor Kary B. Mullis ziskal v roce 1993 Nobelovu
cenu, nachézi Siroké uplatnéni v rozli€nych oblastech pfirodnich véd a mediciny. PCR lze
vyuzit pti detekci mutaci, diagnostice onemocnéni, uréovani patogenil, forenzni analyze nebo
napftiklad pfi urovani pohlavi ptakd, coz jen doklada sifi moznych aplikaci této metody (Garcia

a Ma 2005, Morinha et al. 2012).

Svym principem PCR stavi na obecnych mechanismech zajistujicich bunééné déleni Zivych
organismil, kdy dochazi ke zdvojndsobeni mnozstvi DNA, ktera je néasledné rovnomérné
rozdélena mezi dvé nové vznikajici buiiky (Waters a Shapter 2014). Zasadnimi komponentami
PCR reakce jsou templatova DNA, obsahujici cilovou nukleotidovou sekvenci; dva syntetické
primery, specifické oligonukleotidy komplementarni se zacatkem a koncem cilové sekvence;
deoxynukleosidtrifosfaty (dNTPs), smés deoxyadenosintrifosfatu (dATP),
deoxythymidintrifosfatu (dTTP), deoxyguanosintrifosfaitu (dGTP) a deoxycytidintrifosfatu
(dCTP), ktere jsou stavebnimi jednotkami DNA; a DNA polymeraza, enzym zajist'ujici syntézu
nov¢ vznikajiciho vldkna DNA. Protoze je pii PCR experimentech dosahovéno vysokych
teplot, jsou svyhodou vyuzivany termostabilni DNA polymerdzy — typicky tzv. Tagq
polymeraza izolovana z mikroorganismu Thermus aquaticus. Ke spravnému pritbé¢hu PCR je
dale nutné zajistit vhodné reakéni podminky, coz zahrnuje napiiklad optimalni koncentraci
iontli Mg** potiebnych pro spravnou funkci DNA polymerazy a optimalni pH (Waters a Shapter
2014, Green a Sambrook 2019).
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Samotny prubéh polymerdzové fetézové reakce se zakladd na cyklickém opakovani tii
zakladnich krokd, kterymi jsou denaturace, annealing a extenze (Brunstein 2013, Waters a
Shapter 2014, Green a Sambrook 2019). Mikrozkumavka obsahujici vySe zminéné komponenty
je umisténa do zafizeni schopného automaticky meénit teplotu v zavislosti na zadaném programu
— do termocykléru (Brunstein 2013). Reak¢ni smés je nejdiive zahtata na teplotu ptiblizné
95 °C, coz zpusobi rozdéleni ptivodné dvouvldknové DNA na dvé samostatnd vldkna
(denaturace). Po né€kolika malo desitkach sekund je teplota snizena (annealing) na hodnotu, pfi
které primery nasedaji na své komplementarni sekvence na jednotlivych vladknech DNA
(hybridizace) (Brunstein 2013, Waters a Shapter 2014, Green a Sambrook 2019). Optimalni
teplotu pro annealing je nutno urcit pro kazdou reakci zvlast — pokud by byla teplota prilis
nizka, mohly by primery na DNA nasedat nespecificky a mohly by byt amplifikovany nechténé
casti DNA; pokud by byla naopak pfiili§ vysokd, primery by nasedaly na templatovou DNA
obtizn¢ a efektivita reakce by byla nizkd (Green a Sambrook 2019). JelikoZ jsou primery
v reakéni smési v nadbytku, je zajisténo, ze nasednou na sva komplementarni mista s mnohem
vys$si pravdépodobnosti, nez ze dojde k opétovnému spojeni obou fetézct templatové DNA
(Brunstein 2013). Poslednim krokem cyklu je opétovné zvyseni teploty na ptiblizn¢ 72 °C, coz
umozni termostabilni DNA polymeradze na obou vlaknech postupné prodluzovat 3'-konec
primeru a vytvorit nové vlakno komplementarni s templatem (extenze) (Brunstein 2013, Waters

a Shapter 2014, Green a Sambrook 2019).

V prvnich dvou cyklech DNA polymeraza prodluzuje nové vlakno i za sekvenci templatového
vlakna, kterd je komplementarni s mistem, na néZ na druhém vldknu naseda dal$i primer. Ve
tretim a kazdém dalSim cyklu jsou stale ve vétsi mite tvofeny specifické useky DNA definované
misty nasednuti primerti na templatové DNA (Green a Sambrook 2019). Mnozstvi téchto kopii
se v pribéhu PCR exponencidlné zvySuje — denaturace, annealing a extenze jsou b&éhem
experimentu standardné opakovany ve 25 az 35 cyklech, a cilova sekvence DNA je tedy
v idealnim piipadé zmnozena 2% az 23° krat (Waters a Shapter 2014). Pribéh PCR je

schematicky znazornén na Obr. 14.

K detekci produkti vzniklych pfi polymerazové fetézové reakci se tradi€né vyuziva gelova
elektroforéza, béhem niz jsou fragmenty DNA separovany v agar6zovém gelu dle jejich
velikosti (Garibyan a Avashia 2013). K produktu je pfidavan ethidium bromid, fluorescencni
barvivo schopné interkalovat mezi vldkna vzniklych fragmenti DNA, coZ po nésledném
ozateni UV svétlem umoziiuje jejich zviditelnéni (Garcia a Ma 2005). Soucasné se vzorkem je

na gel nanesena pozitivni a negativni kontrola a fragmenty DNA o zndmych velikostech.

49



Metoda umoznuje kvalitativné vyhodnotit pfitomnost a velikost vzniklych fragmentt. Toto
vyhodnoceni poskytuje informaci o tom, zda béhem PCR vznikl pozadovany produkt, a zda
tedy ve zkoumaném vzorku DNA byla ptitomna cilova nukleotidova sekvence (naptiklad zda

vzorek obsahoval sekvenci charakteristickou pro urcity patogen) (Garibyan a Avashia 2013).
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Obr. 14 Schematické znadzornéni pribéhu PCR

Modifikovano dle: Giri (2020), prelozeno.

3.5.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (quantitative polymerase chain reaction, qPCR),
nebo téZ real-time PCR, je modifikaci PCR, ktera oproti prostému vyhodnoceni ptfitomnosti, ¢i
nepiitomnosti cilové sekvence ve vzorku DNA umoznuje také jeji kvantifikaci (Jensen 2012).
Namisto vyhodnoceni produktu az po skonceni posledniho cyklu reakce, jak bylo vysvétleno
v predchozi kapitole, je pii qPCR tvorba produktu sledovana v realném case po kazdém jednom
cyklu. K tomu jsou vyuzivany fluorescenéni latky, jez pti interakci se vznikajici DNA emituji
zéfeni, které je v pribéhu reakce detekovano. Béhem pocatecnich cykli je fluorescence slaba a
prakticky neodliSitelnd od pozadi. S postupné se zvySujicim mnoZstvim produktu se vSak
zvySuje 1 intenzita fluorescence — pocet cykll nutnych k tomu, aby fluorescence piekrocila

uréenou prahovou hodnotu je oznacovan jako Cq (quantification cycle)®. Cim je hodnota Cq

®V literatufe se lze kromé oznadeni Cq setkat téZ s oznagenimi Ct (threshold cycle), Cp (crossing point) nebo TOP
(take-off point) (Bustin et al. 2009).
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vysSi, tim vice cykli muselo probéhnout k tomu, aby vzorek piekrocil prahovou hodnotu
fluorescence, a tim nizsi tedy bylo ptivodni mnozstvi cilové DNA ve vzorku (Kubista et al.

2006, Jensen 2012).

Mnozstvi DNA obsahujici cilovou sekvenci muze byt vyjadieno relativné ve vztahu daného
vzorku ke vzorku jinému nebo absolutné s vyuzitim kalibra¢ni kiivky (Quan et al. 2018). Pii
relativnim vyjadieni Ize vychazet z Rov. 2, vniz [NoJ4 a [Ny/p ptedstavuji pivodni pocet
molekul templatové DNA ve vzorcich A a B a Cg4 a Cgs jsou piislusné Cq hodnoty vzorkl

(Kubista et al. 2006).
[NoJa / [NoJs =2 “ig=C4y Rov. 2

Toto vyjadieni je platné pouze za piedpokladu, ze PCR probihé se 100% efektivitou, tedy Ze se
s kazdym cyklem mnozstvi PCR produktu zdvojnasobi. To ve vétSin€ piipadd neni zcela redlné,
a pro presn¢jsi relativni kvantifikaci je tedy nutné provést stanoveni efektivity daného PCR
experimentu a Rov. 2 upravit. Misto ¢isla 2 se pro zédklad mocniny pouZije vyraz (I + E), kde
E znadi efektivitu reakce. Naptiklad pro 90% efektivitu je takto ziskan tvar (I + 0,9) (€954
(Kubista et al. 2006, Quan et al. 2018).

Absolutni kvantifikaci lze provést s vyuzitim série standardnich vzorkl se zndmym mnozZstvim
cilové DNA. Po amplifikaci kazdé¢ho standardu a stanoveni jednotlivych hodnot Cq jsou tyto
pouzity pro tvorbu kalibracni kiivky, kterd vyjadiuje zavislost hodnot Cq na logaritmicky
vyjadieném mnoZstvi cilové DNA v jednotlivych standardnich roztocich. Z kalibra¢ni kiivky
je po uréeni Cq vzorku mozné urc€it pivodni mnoZstvi cilové DNA. Pfi tomto stanoveni je
nutné, aby amplifikace standardli i vzorku probihaly se srovnatelnou efektivitou — rozdily
v efektivité by mély vyznamny vliv na presnost kvantifikace (Quan et al. 2018). Pro ilustraci je

postup pfti absolutni kvantifikaci znazornén na Obr. 15.

Jak jiz bylo vysvétleno vySe, vyuziva qPCR ke sledovani mnozstvi vznikajiciho produktu
fluorescenéni latky. Ty lze rozdélit do dvou hlavnich skupin — jedna se o latky interkalujici

mezi dveé vlakna vznikajici DNA (A) a o fluorofory navazané na oligonukleotidy (B).

(A) Mezi interkalaéni fluorescencni barviva patii naptiklad jiz zminény ethidium bromid nebo
latky s obchodnimi ndzvy SYBR Green I ¢i EvaGreen. Komplex DNA-barvivo je mozné
detekovat fluorescenci. Pti vyuziti interkalacnich latek mohou byt ale detekovany 1 nespecifické
produkty nebo dimery primerd, a proto se pro ovefeni specifity provadi analyza kiivky tani

produktu (anglicky melting curve analysis), viz Obr. 16. Pfi této analyze je vzorek vystaven
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vysokym teplotam, pfi¢emz pii urcité teplot¢ dochéazi k prudkému poklesu fluorescence
v disledku denaturace DNA a disociace barviva. PCR produkty s riiznou délkou a
nukleotidovym slozenim denaturuji pii odlisnych teplotach. Pokud je tedy detekovéano vice
vrcholli reprezentujicich pokles fluorescence, existuje téz vice soucasné detekovanych

produkta ve vzorku (Navarro et al. 2015).
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Obr. 15 Postup pfi absolutni kvantifikaci pomoci qPCR

A — Amplifikacni krivky série Sesti standardnich roztokii se znamymi koncentracemi sledovaného useku DNA a
dvou vzorkii. Stanoveny jsou hodnoty Cq u jednotlivych standardii a nasledné také Cq hodnoty vzorkii (svislé
Zlute linie).

B — Cq hodnoty standardnich roztoki a jejich logaritmicky vyjadrené koncentrace jsou pouzity k sestaveni
kalibracni krivky. Se znalosti Cq hodnot vzorkil je z kalibracni kirivky mozné urcit koncentraci cilové DNA (svislé
Zlute linie).

Modifikovano dle: Quan et al. (2018), prelozeno.

(B) Skupinu fluorofory znacenych oligonukleotidi tvoii tzv. sondy, jez se vzajemné lisi
zpusobem, jakym dochéazi ke tvorbé fluorescenéniho signdlu. Zastupcem této skupiny je
napiiklad sonda TagMan obsahujici na 5'-konci tzv. donor (reporter), ktery je po ozafeni
svétlem excitovan a pii navratu zpét do niz§iho energetického stavu se zbavuje piebytecné
energie ve forme fluorescence. Tato energie je mechanismem zvanym fluorescen¢ni rezonan¢ni
ptenos energie (fluorescence resonance energy transfer, FRET) pfedana akceptoru (quencher,
tzv. zhaSeC€) na 3'-konci oligonukleotidu. Akceptor vtomto piipad€ jiz sam fluorescenci
neemituje (prebytecné energie se zbavuje ve forme tepla). TagMan je hydrolyzacni sonda, ktera
je navrzena tak, aby se svym oligonukleotidovym fetézcem komplementarné vazala na sekvenci
v amplifikovaném useku, kde je pii extenzi degradovana diky exonukleazové aktivité DNA
polymerazy. Timto zptisobem dochézi k oddéleni donoru od akceptoru. Akceptor nasledné neni

schopen pfijmout piebyteCnou energii od donoru, a tato energie je vyzafena ve formeé
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fluorescence, ktera je detekovana. Jinym piikladem jsou sondy FRET’, které jsou vzdy tvoieny
parem oligonukleotidi, jez jsou komplementarni se sekvencemi, které se v cilovém useku DNA
vyskytuji blizko sebe. Prvni z fetézcii na svém 3'-konci nese donor, druhy na svém 5'-konci
nese akceptor. Jedna se o tzv. hybridizac¢ni sondy, které se pii annealingu dostanou do tésné
blizkosti, a nadbyte¢na energie donoru tak muze byt zachycena akceptorem, ktery je v tomto

pripad¢ sam schopen fluorescence, jez je nasledn¢ detekovana (Navarro et al. 2015).
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Obr. 16 Analyza ktivek tani produktt
A — krivky tani, B — derivace krivek tani. Po paralelni amplifikaci péti vzorkii byla provedena analyza krivek tani

PCR produktii. Vrchol (oznaceny Sipkou) pri nizsi nez ocekavané teploté naznacuje pritomnost dimeru primerii

nebo jiného nespecifického produktu.

Modifikovano dle: Farrell (2010), prelozeno.

3.5.3 Kvantitativni reverzné transkriptazova polymerazova retézova reakce

Kvantitativni reverzné transkriptdzova polymerazova fetézova reakce (RT-qPCR, téz qRT-
PCR) kombinuje qPCR s procesem reverzni transkripce. Umoziiuje tak kvantifikovat RNA,

diky ¢emuz predstavuje zasadni nastroj pro studium genové exprese (Sanders et al. 2014).

7 Zazité oznaGovani tohoto typu sondy zkratkou FRET neni zcela piesné, nebot’ tato zkratka popisuje fluorescenéni
rezonancni pfenos energie, tedy obecny d¢j, pfi némz dochazi k pienosu energie mezi dvéma fluorofory a ktery
neni specificky pouze pro tento typ sondy (Bustin et al. 2009).
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Aby mohlo byt pii studiu genové exprese stanoveno mnozstvi mRNA ve vzorku, je nutné, aby
byla mRNA piepsdna do komplementarni DNA (cDNA), kterou je nasledné mozné
amplifikovat pomoci qPCR. Tato reverzni transkripce je pii RT-qPCR experimentech
zajistovana reverznimi transkriptdzami, které ptvodné pochézeji z viru Moloneyho mysi
leukémie (Moloney murine leukemia virus, MMLV) nebo z viru pta¢i myeloblastozy (avian
myeloblastosis virus, AMV) (Kubista et al. 2006). Komer¢né dostupné modifikované varianty
téchto reverznich transkriptdz se mezi sebou lisi svou velikosti, teplotnim optimem a efektivitou
(Kubista et al. 2006, Skrzypski 2008). Reverzni transkriptazy pii RT-qPCR experimentech
vykonavaji funkci RNA-dependentni DNA polymerazy. Reverzni transkripce zacina
nasednutim primeru na mRNA a pokracuje postupnym piipojovanim nukleotidii dle RNA
sekvence. Takto je vytvotfeno prvni vlakno cDNA, které¢ nasledné slouzi jako templat pro PCR

amplifikaci (Brunstein 2013).

Vybér primert ovliviiuje vytézek reverzni transkripce (Bustin et al. 2005) a zahrnuje nékolik
moznych strategii — pouzit lze primery nespecifické, oligo(dT) primery nebo primery
specifické. Nespecifické primery jsou kratké fetézce raznych sekvenci o délce nejéastéji Sesti
(hexamery) nebo deviti (nonamery) bazi, které umoziuji ptepis celkové RNA, tedy i rRNA a
tRNA. Jejich pouziti je vhodné naptiklad v ptipadech, kdy je analyzovan cely transkriptom.
Oligo(dT) primery umoznuji piepis molekul mRNA, nebot tyto molekuly obsahuji
komplementarni poly(A) konec (Kubista et al. 2006, Skrzypski 2008). Reverzni transkripce je
tak zapocata od 3'-konce mRNA (Kubista et al. 2006). Nachézi-li se vSak cilova sekvence pro
PCR pfili§ daleko nebo ma-li mRNA vyraznou sekundarni strukturu, hrozi, ze se reverzni
transkriptaza odpoji diive, nez dosahne cilové sekvence. To miize vést k podhodnoceni
mnoZzstvi zkoumané mRNA. Specifické primery umoziuji reverzni transkripci konkrétnich
usekli mRNA a jsou vhodné v piipadé, Ze je sledovana exprese pouze n€kolika mélo genli —
reverzni transkripce vSak musi byt provedena oddélené pro kazdy gen, coz je nevyhodou této

strategie (Bustin et al. 2005, Skrzypski 2008).

Reverzni transkripce je klicovym krokem, na némz zavisi spolehlivost kvantifikace — mnozstvi
vytvofené cDNA musi piesn€ odpovidat pivodnimu mnozstvi mRNA ve vzorku (Kubista et al.
2006). Tento krok tedy muze piispivat ke zvySeni variability a zhorSeni reprodukovatelnosti
vysledkl, které RT-qPCR experimenty provazeji. Dal§imi problémy pii porovnavani miry
genoveé exprese u odliSnych vzorka jsou rozdily v mnoZstvi biologického materidlii, z n€jz je
RNA extrahovana; nestabilita RNA; pfitomnost inhibitori reverzni transkripce nebo

polymerazové fetézové reakce ve vzorku (napi. hem skupina nebo lipidy) a jiz zminéné rozdily
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v efektivité reakci. Z tohoto divodu je pii provadéni RT-qPCR experiment nutné aplikovat
nékterou z normalizacnich strategii, které umoziuji rozdily mezi jednotlivymi vzorky zohlednit

(Bustin et al. 2005, Huggett et al. 2005, Kubista et al. 2006).

Tyto strategie zahrnuji normalizaci viic¢i celkovému mnozstvi RNA ve vzorku, vici rRNA, vici
piidanému RNA standardu nebo viici referenénim gentim — pravé normalizace vici referencnim
geniim je v soucasné dob¢ pfi studiu genové exprese pouzivana nejcasteji (Kubista et al. 2006).
Jako referen¢ni jsou vybirany ty geny, které jsou za danych experimentdlnich podminek
exprimovany konstantné (Riedel et al. 2014). VétSinou se jednd o tzv. housekeeping geny, tedy
geny zajistujici zdkladni bunécné funkce (Tunbridge et al. 2011). Mira exprese b&zné
pouzivanych referenc¢nich genti se vSak odliSuje v zavislosti na studovaném bunééném typu a
na experimentalnich podminkéach, a proto by mély byt geny vzdy peclivé vybrany a jejich
vhodnost pro dany experiment by méla byt validovana. Vybér nevhodnych referen¢nich genii
muze vést k nespravné interpretaci ziskanych dat a mize vyrazn€ ovlivnit vysledky studie
(Ceelen et al. 2011). Casto vyuzivanym referenénim genem je napiiklad GAPDH (gen pro
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu), a to i presto, ze jeho exprese neni vzdy zcela stala

(Sanders et al. 2014).

K dispozici je nékolik softwarovych nastroji (geNorm, BestKeeper, Normfinder), které na
zéklad¢ matematickych algoritmii napoméhaji vybéru optimalnich referen¢nich genti. Riedel et
al. (2014) pomoci téchto nastroji hodnotili stabilitu exprese riznych referencnich genti u
lidskych priméarnich hepatocytdi, buné&k HepG2 a Huh7.5%. U primédrnich hepatocyti
ziskaly nejlepsi hodnoceni geny PSMB6 (gen pro 6 podjednotku proteazomu), CYC! (gen pro
cytochrom cl), HDDC2 (gen pro HD domain containing protein 2) a RPSI8 (gen pro
ribozomalni protein S18); u bun¢k HepG2 a Huh7.5 pak geny PSMB6, MDHI (gen pro
malatdehydrogenazu 1), ACTB (gen pro B-aktin) a PPIA (gen pro peptidylprolylizomerazu A).
Ceelen et al. (2011) se zamé&fili na buiikky HepaRG, u nichz jako nejvhodné;si urcili gen 7BP
(gen pro TATA vazebny protein). Jako stabilni byly dale vyhodnoceny geny UBC (gen pro
ubikvitin C) nebo SDHA (gen pro podjednotku A sukcinatdehydrogenézy).

Vysledky zkoumani genové exprese s vyuzitim RT-qPCR mohou byt vyjadieny jako absolutni
pocet kopii sledované mRNA ve vzorku nebo jako relativni srovndni mnozstvi mRNA ve
dvou odlisnych vzorcich. Absolutni kvantifikace probiha obdobnym zplsobem, jaky byl

popsan v Kap. 3.5.2. Zapottebi je tedy koncentracni fada roztokli se znamym mnozstvim cDNA

8 Bun&¢na linie Huh7.5 je odvozena od bunék Huh7 a slouZi jako in vitro model pro studium viru hepatitidy C,
ktery se v téchto buitkach snadno replikuje. Stejné vyuziti nachazi i dalsi podlinie Huh7.5.1 (Omura et al. 2019).
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odvozené od sledované mRNA. Z kalibra¢ni kiivky je mozné ur¢it mnozstvi sledované mRNA
ve vzorku. ProtoZe je tento zplisob pomérné experimentalné néro¢ny, je jako vystup mnoha
studii upfednostiiovana relativni kvantifikace. Bézn€ je mRNA exprese hodnocena pomoci tzv.
2-24C4 metody, ktera zahrnuje vypocet dle Rov. 3. Tato metoda predpoklada vzorek exponovany
zkoumanym podminkam (V) a vzorek kontrolni (V). U obou vzorkt jsou ziskany hodnoty Cq
pro cilovy (Cgec a Cgkc) a pro referencni gen (Cqer a Cgxr). Hodnota Cq referencniho genu je
odectena od hodnoty Cq cilového genu, ¢imz je pro oba vzorky ziskana hodnota ACq.
Odectenim ACq kontrolniho vzorku od ACq exponovaného vzorku je ziskana hodnota AACq,
jejiz zaporna hodnota je pouzita jako exponent Cisla 2 a predstavuje nasobek miry mRNA
exprese cilového genu u exponovaného vzorku vici vzorku kontrolnimu. Predpokladem této
metody je opét 100% efektivita PCR (Schmittgen a Livak 2008, VanGuilder et al. 2008, Jensen
2012).

Vi / Vi =2 1(Capc— Capp) = (Cay— Cagp)] = )-44Cq Rov. 3

3.5.4 Digitalni polymerazova retézova reakce

Digitalni polymerazova fetézova reakce (digital polymerase chain reaction, dPCR) je metoda
umoznujici velmi piesnou absolutni kvantifikaci nukleovych kyselin, a to bez nutnosti pouziti
kalibracni kiivky, jako tomu je u qPCR. Principem dPCR je nafedéni vzorku obsahujiciho
cilovou DNA (spolu s veSkerymi komponentami nutnymi pro spravny prubéh PCR) a jeho
rozdéleni do velkého poctu oddilii. Kazdy ztéchto oddili obsahuje jednu nebo Zadnou
molekulu cilové DNA, pfipadné vyjimecné dvé nebo vice téchto molekul. Kazdy oddil
samostatn¢ podstupuje proces PCR a kazda z téchto reakci je také samostatné vyhodnocena.
Oddily, které obsahuji cilovou sekvenci, poskytuji pozitivni fluorescenéni signal, zatimco u
ostatnich oddila fluorescence detekovana neni. Ziskanad mnozina hodnot ,,1 — ano* a ,,0 — ne*
pfipomind binarni fungovani digitalni techniky, a udava tak digitalni PCR jeji nazev (Cao et al.

2017, Sreejith et al. 2018). Schematicky je prubéh digitalni PCR znazornéna na Obr. 17.

Celkovy pocet molekul obsahujicich cilovou sekvenci je s vyuzitim Poissonova rozdéleni
mozno stanovit pomoci Rov. 4, v niZ C znaci koncentraci cilové DNA, V' znaci reakéni objem
oddili a A primérny pocet cilovych molekul DNA v oddilu. Dulezitym aspektem tohoto
vypoctu je predpoklad, ze je reakéni objem vSech oddila stejny — ptipadné rozdily by mohly

ovlivnit pfesnost stanoveni (Sreejith et al. 2018).
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C=A1/V Rov. 4

Primérny pocet cilovych molekul v oddilu A 1ze vypocitat dle Rov. 5, v niz z znaci pocet oddila

bez fluorescen¢niho signalu a n celkovy pocet oddili (Sreejith et al. 2018).
A=—In(z/n) Rov. 5

Pti rozptyleni vzorku do oddilt je zadouci, aby tyto mély co nejmensi objem (bézné se jedna o
objem v rozmezi od nékolika set pikolitrii do n¢kolika nanolitri). Tim je minimalizovéna jejich
schopnost pojmout vétsi mnozstvi vzorku véetné€ vice nez jedné templatové molekuly. Zaroven
je vsak tfeba mit na paméti, Ze velmi malé oddily nemuseji byt schopny pojmout nékteré ptilis
velké molekuly DNA (napf. intaktni genomovou DNA), a maji-li takové molekuly byt
predmétem kvantifikace, je nutné je fragmentovat. Cim vice oddilt systém obsahuje, tim vétsi
je pravdépodobnost detekce cilové DNA i pfi jeji extrémné nizké koncentraci ve vzorku, ¢imz
je metoda citlivéjsi a vysledek presnéjsi. Systém oddild také musi byt dostate¢né stabilni a

rozptyleni vzorku by nemélo byt pfili§ casove narocné (Cao et al. 2017).

Vzorek Rozdéleni do oddild Amplifikace Detekce

Cilova sekvence Pozitivni fluorescenéni signal

Ostatni sekvence Q Bez signalu
Obr. 17 Schematické znazornéni pritbéhu digitalni PCR
Vytvoreno s vyuzitim informaci: Cao et al. (2017) a Sreejith et al. (2018).
Oddily mohou byt pii dPCR v zésad¢ dvojiho typu — bud’ se jedna o soustavu fyzicky
oddélenych komirek ¢i jamek (chamber-based digital polymerase chain reaction, cdPCR), nebo
o emulzi tvofenou vnitini vodnou fazi, v niz probiha reakce, a vnéjsi olejovou fazi, jez od sebe

oddéluje jednotlivé kapky vodné faze (droplet digital polymerase chain reaction, ddPCR, viz

Kap. 3.5.5). Obé€ varianty vyzaduji zabranéni adsorpci biomolekul na fdzova rozhrani, coz by
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mohlo mit za néasledek inaktivaci enzymii a ztratu vzorku. Adsorpci lze ptfi cdPCR zamezit
vhodnou povrchovou upravou jednotlivych oddili (napf. s vyuzitim bovinniho sérového

albuminu), pti ddPCR pak lze pouzit amfifilni surfaktanty (Basu 2017).

Digitalni PCR je povazovana za nejptesnéjsi PCR metodu (Sreejith et al. 2018). Pii qPCR se
intenzita fluorescence s kazdym cyklem zdvojnasobuje, a je tedy typicky mozné urcit nejméné
dvojnasobny rozdil v mnozstvi cilové DNA — pomoci digitadlni PCR Ize oproti tomu zaznamenat
i rozdily mensi (az 1,16 ndsobné), coz umoznuje porovnavat vzorky, které se v mnozstvi DNA
1181 velmi malo (Basu 2017). Kompartmentalizace vzorku a individualni vyhodnoceni kazdého
z oddilti dale vede k eliminaci vlivu Sumu pozadi a umoznuje této metodé vykazovat vyssi
detek¢ni citlivost. Zaroven je takto upozadéna role efektivity amplifikace, kterd v tomto
uspofadani neptedstavuje problém. Vyhodou dPCR je také snizena nachylnost k inhibici
reakce. Dllezitym faktorem je rovnéz lepsi reprodukovatelnost dat ve srovnani s jinymi PCR

technikami (Sreejith et al. 2018, Basu 2017, Cao et al. 2017).

Na druhé¢ stran¢ ma digitalni PCR i n€které své nevyhody. Mezi ty patii omezeny objem vzorku
v reakci, coz mize byt komplikaci pii analyze klinickych vzorkt, je-li jejich objem pomérné
velky (kuptikladu nékolik mililitri séra) a je-li vnich DNA pfitomna ve velmi nizké
koncentraci. DalSimi nevyhodami jsou niz$i dynamicky rozsah v disledku omezeného
mnozstvi oddilti; moznost podhodnoceni mnozstvi DNA v dusledku neprobéhnuti amplifikace,
ackoliv dany oddil obsahoval cilovou molekulu DNA; niz§i pocet fluorescencnich barviv,
jejichZ signal je vétSina dPCR pfistroji schopna soucasné méfit v rdmci jednoho vzorku
pracovni postup a niz§i pocet vzorka, které je mozné analyzovat béhem jednoho pracovniho
dne v laboratofi v porovnani s qPCR; vyS$i riziko kontaminace vzorku v nékterych
otevienéjSich instrumentalnich uspofadanich a dale také vysoké cena ptistrojového vybaveni.
Mnohé z nedostatkli dPCR jsou zaleZitosti technickych limitd pfistrojii a jejich prekonéni je

piredmétem Usili jednotlivych vyrobcetli (Kuypers et al. 2017, Basu 2017).

Vyse uvedené prednosti dPCR je mozno s vyhodou vyuzit v mnoha riznych oblastech védecké
¢i klinické praxe, a to zejména ve dvou hlavnich smérech, kterymi jsou piesnd absolutni
kvantifikace nukleovych kyselin bez nutnosti sestaveni kalibra¢ni kiivky a vysoce citliva
detekce vzacné se vyskytujicich sekvenci. Pomoci digitdlni PCR tak lze detekovat a
kvantifikovat patogeny, provadét vySetfeni variaci poctu kopii (copy number variations, CNV),

detekovat chromozomalni abnormality (napf. pfi neinvazivnim prenatdlnim screeningu) nebo
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sekvence spojené s onkologickymi onemocnénimi ¢i identifikovat genetické manipulace (Cao

et al. 2017).

3.5.5 Droplet digital PCR

Droplet digital PCR (ddPCR) je metoda zaloZena na principu rozdéleni vzorku do velkého
poctu samostatnych oddila, kterymi jsou v tomto piipad¢ kapky vnitini vodné faze rozptylené
ve vnéjsi olejové fazi. Jednotlivé kapky samostatné podstupuji proces amplifikace a u kazdé z
nich je jednotlivé detekovan fluorescencni signal, ktery umoziuje vyhodnotit ptitomnost cilové
DNA v kazdé¢ kapce a néasledné cilovou DNA ve vzorku kvantifikovat. Pii pouziti této metody
tedy neni nutné sestavovat kalibra¢ni kiivku (Nyaruaba et al. 2019). Podrobné;i je princip dPCR

spolu s jeho pfednostmi i limity popsan v piedchozi kapitole.

Pred amplifikaci je vzorek obsahujici potfebné komponenty pro pribéh PCR rozdélen do
velkého mnozstvi kapek (20 000 a vice v zavislosti na konkrétnim pfistroji) (Nyaruaba et al.
2019). Kapky jsou generovdny pomoci mikrofluidnich zafizeni, a to nejcastéji s pouzitim
nasledujicich tfech konfiguraci, které jsou schematicky zndzornény na Obr. 18. Proud olejové
faze mize na proud vodné faze plisobit z jednoho sméru (tzv. T-junction konfigurace), ze dvou
sméri (tzv. flow-focusing konfigurace) nebo muize byt vodnd faze vystfikovana z tenké
kapilary, umisténé paralelné v kapilafe vétSi, obsahujici olejovou fazi (tzv. co-flow
konfigurace). Témito zplisoby je pii ddPCR mozné ziskat dostate¢né¢ uniformni kapky vodné
faze, které jsou v emulzi vzajemné¢ oddeleny vnéjsi olejovou fazi, ¢imz je zamezeno piipadné
kiizové kontaminaci a je omezena evaporace vodné faze. Systém kapek se navic vyznacuje
velkym specifickym povrchem, ktery usnadiiuje pienos tepla, a tak urychluje PCR. Po této
kompartmentalizaci a amplifikaci nasleduje detekce fluorescencniho signalu a s vyuzitim

piislusného softwaru je cilova DNA kvantifikovana (Cao et al. 2017, Sreejith et al. 2018).

Ackoliv je koncept digitalni PCR vyvijen jiz od 90. let 20. stoleti, stala se ddPCR komer¢né
dostupnou metodou az v roce 2011. Dnes je soucdasti portfolia nékolika vyrobcl a nachézi
vyuziti v mnoha rozliénych oblastech. Kromé vyuziti pti detekci patogend, variaci poctu kopii,
mutaci, genetickych manipulaci aj., jak bylo popsdno vyse, je tato metoda vhodna také pro
studium genové exprese. Oproti konvenéni RT-qPCR, kterd neposkytuje spolehlivé vysledky,
je-li exprese cilového genu velmi nizka nebo jsou-li rozdily v expresi mezi jednotlivymi vzorky

mensi nez dvojnasobné, je pomoci ddPCR mozné stanovit i nizkou miru exprese, a to i
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v pfitomnosti inhibitort. Pravé diky kombinaci citlivosti, pfesnosti a reprodukovatelnosti dat

se ddPCR stala uzite¢nym nastrojem pro studium genové exprese (Nyaruaba et al. 2019).

® Vodna faze
A Olejova faze
— o
B

|
e ® &
!
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Obr. 18 Tvorba kapek pti ddPCR

A — Proud olejové faze piisobi na proud vodné faze z jednoho sméru (T-junction konfigurace)
B — Proud olejové fize piisobi na proud vodné faze ze dvou smeri (flow-focusing konfigurace)
C — Vodna faze je vystrikovana z tenké kapilary, umisténé paralelné v kapilare vetsi, obsahujici olejovou fazi

(co-flow konfigurace)

Modifikovano dle: Cao et al. (2017).

Taylor et al. (2017) srovnavali qPCR a ddPCR jako metody pro analyzu genové exprese,
pficemz pouzili purifikovanou syntetickou DNA ve velmi malém mnoZstvi. Takto bylo
zji$téno, Ze obsahuji-li vzorky velmi malé nebo Zddné mnozstvi kontaminantti, poskytuji gPCR
1 ddPCR srovnatelné vysledky pfi relativni 1 absolutni kvantifikaci, a to s vybornou pfesnosti a
reakéni efektivitou. Pfi stanoveni mRNA je vSak nejdiive nutné provést reverzni transkripci,
pfi¢emZ komponenty reakéniho mixu pro tuto reakci mohou inhibovat 7aq polymerazu, a tak
ovlivitovat reak¢ni efektivitu a hodnoty Cq pii qPCR — v tomto ohledu jsou nejnachylnéjsi
vzorky obsahujici velké mnoZzstvi necistot a nizké mnoZzstvi cilové cDNA. Autofi uvadéji, ze
je-li mira kontaminace hodnocenych vzorkl stejna, poskytuji qPCR 1 ddPCR pftiblizné stejné
spolehlivé vysledky. Mezi vzorky ale Casto existuji drobné rozdily v mnoZzstvi kontaminant —
v tomto pfipadé¢ poskytuje ddPCR konzistentni a reprodukovatelné vysledky, zatimco vysledky
qPCR jsou zatizeny vysokou variabilitou. Pomoci normalizace mize byt dosazeno vyssi
ptesnosti qPCR diky korekei pocatecniho mnozstvi cDNA ve vzorcich, nemtize vSak byt zcela

eliminovana variabilita dat souvisejici s kontaminanty. Autofi zaroven upozoriiuji, ze i pfi

60



ddPCR ma normalizace svlij vyznam, a to z diivodu variability pfi procesu reverzni transkripce.
V souhrnu autofi uvadéji, ze obsahuji-li vzorky cilovou cDNA v malém mnozstvi (Cq > 29)
nebo obsahuji-li proménlivd mnozstvi kontaminantii, poskytuje ddPCR v porovnani s qPCR

piesnéjsi, statisticky vyznamné;jsi a reprodukovatelnéjsi data.
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4 DISKUSE

Lékové interakce vzniklé na podkladé¢ enzymové indukce mohou mit zavazné klinické
disledky, jakymi jsou snizeni G¢inku uZzivanych 1éCiv ¢i zvySeni jejich toxicity. Z tohoto
davodu je nezbytné, aby byl ptipadny induk¢ni potencial u noveé vyvijenych 1é¢iv odhalen jiz
béhem preklinického testovani (Fahmi a Ripp 2010). Tato prace doklada, ze klicovym
pfedpokladem pro uspéSné odhaleni potencidlnich enzymovych induktord je znalost
molekularnich mechanismt, jez jsou zapojeny do regulace exprese biotransformacnich
enzymu. Nemén¢ dilezité¢ je pouziti adekvatnich preklinickych experimentalnich metod a

modelt, které umoziuji translaci poznatkt do klinické praxe.

Role PXR pii enzymové indukci je v odborné literatuie velmi dobie zdokumentovana.
Vysledkem zdokonaleni metodickych postupti pii studiu indukéniho potencialu je nizky pocet
induktort CYP mezi nové schvalovanymi lécivy. Pelkonen et al. (2020) provedli analyzu nové
schvalenych molekul ve Finsku mezi lety 2007 a 2016. Pouze 6 z celkového poctu 256 novych
ucinngjSich 1é¢iv, jez mohou byt podavana v nizsich davkach, které nemaji dostate¢ny potencial
k enzymové indukci. Zaroveil autofi vyzdvihuji efektivitu hodnoceni Iékovych interakci
v ramci vyvoje novych 1é¢iv. Studie analyzovala 1é€iva schvéalena ve Finsku, avSak prakticky
vSechna z nich byla schvalena centralizovanou procedurou na urovni EU a dle ndzoru autorti

jsou jimi pfedstavend data obecné v souladu se situaci v globalnim méftitku.

Presto se mohou objevit pfipady neoc¢ekavané aktivace PXR. Delfosse et al. (2015) zjistili, Ze
soucasné navazani pesticidu trans-nonachloru a 17a-ethinylestradiolu vykazuje synergisticky
efekt a vede k aktivaci PXR. Samostatné je schopnost téchto latek vazat se na PXR nizka.
Vziajemnou interakci uvniti LBD vSak spolecné vytvareji jakysi supramolekularni ligand, ktery
aktivuje PXR a indukuje CYP3A4 (ovéfeno u lidskych primarnich hepatocyti na Grovni
mRNA, proteinu i enzymové aktivity). Podobnym mechanismem by mohlo dochazet k aktivaci
PXR 1 kombinaci jinych 1é¢iv a/nebo dalSich xenobiotik, jimz je clovék exponovan. Timto
mechanismem se tedy mohou stat potencialnimi enzymovymi induktory i 1é¢iva, kterd byla

sama o sobé vyhodnocena jako neindukujici.

Oproti ziejmému klinickému vyznamu indukce CYP jsou 1ékové interakce na podkladé PXR
mediované indukce enzymt 2. fdze diskutovany mnohem méné. V literatufe jim je ve srovnani
s indukci CYP vénovan mensi prostor a neni snadné nalézt mnoho konkrétnich ptikladi

dolozenych klinicky vyznamnych, ¢i dokonce zdvaznych lékovych interakei vzniklych timto
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mechanismem. Jako piiklad 1ze uvést kyselinu valproovou, jejiz clearance muize byt zvySena
pfi soucasném podavani rifampicinu, induktoru PXR. Mechanismem této interakce je
pravdépodobné indukce UGT (glukuronidace hraje v metabolismu kyseliny valproové

vyznamnou roli) a dale také indukce izoforem CYP2C9 a CYP2C19 (Doran et al. 2021).

Krom¢ indukce CYP miize byt pticinou Iékovych interakci také indukce transportnich proteind.
Klinicky zdokumentovén je vtomto ohledu vyznam indukce efluxniho transportéru P-
glykoproteinu ve stfevé. Indukce byla pozorovana predev$im u aktivatordi PXR a mize mit
za nasledek sniZzeni absorpce podavanych 1éCiv. Mira, jakou mize induktor zvysit eflux
soucasn¢ podavaného substratu P-glykoproteinu, je obecné nizsi, nez jakou muze stejny
induktor zvysit metabolizaci soucasn¢ podavaného substratu CYP. Zatimco rifampicin mtize
zpusobit vice nez 80% pokles AUC midazolamu (prostfednictvim indukce CYP3A), u
dabigatranu (relativné specificky substrat P-glykoproteinu) je pokles nejvySe 67%. Proto u latek
se slabym potencidlem k indukci CYP3A neni ocekdvéana ani klinicky vyznamna indukce P-
glykoproteinu. V soucasné dob¢ neni k dispozici dostatecné validovany in vitro systém pro
studium intestinalni indukce P-glykoproteinu, a proto je testovani induktord tohoto
transportniho proteinu zalozeno na klinickych studiich kombinovanych s matematickym
modelovanim. Vyvoj a validace novych pfistupli pro studium této problematiky tak zlstava

otazkou budouciho védeckého badani (Zamek-Gliszczynski et al. 2021).

Dalsi vyzkum by také mél smétovat k jesté lepSimu pochopeni bunéénych signalnich drah, do
nichZ je PXR zapojen. Hendriks et al. (2020) kuptikladu v nedavné studii popsali mechanismus
nepiimé aktivace PXR prostfednictvim inhibice fosforylace ERK1/2 (kindza regulovana
mimobunéénym signalem, extracellular signal-regulated kinase). Aktivita ERK1/2 kaskady je
zvySena pii kultivaci hepatocyti ve 2D uspofadani a souvisi s dediferenciaci bunck, nizsi
aktivita je pozorovana ve 3D uspofadani. Fosforylované ERKI1/2 kindzy (prozatim
neobjasnénym zpusobem) inhibuji funkci PXR. Latka AZD1208 byla vyvijena jako potencialni
1é¢ivo pro terapii akutni myeloidni leukemie. Pti in vitro testovani s vyuzitim linie HepaRG a
2D hepatocytli nebyla detekovéana indukce aktivity CYP3A4 a latka postoupila do klinického
hodnoceni. V klinickych zkouskach se ukdzalo, Ze AZD1208 indukuje aktivitu izoformy
CYP3A4, kterd zaroven tuto latku metabolizuje (autoindukce). Autofi prace dokazali, ze
indukéni potencidl AZD1208 muze byt identifikovan testovanim latky v 3D hepatocytech
(sféroidech), protoZe v tomto uspofadani nedochazi k vyraznému zvySeni aktivity kaskady
ERK1/2, sniz je indukéni potencidl AZD1208 spjat. Citovana studie dokazuje, ze detailni

porozuméni signalnim drahdm zapojenych do regulace exprese biotransformacnich enzymu
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neni vyznamné pouze z hlediska zékladniho vyzkumu, nybrz ze jsou tyto poznatky piimo
vyuzitelné v oblasti vyvoje 1éCiv. Zaroven studie podtrhuje vyznam kultivace ve 3D uspotadani,

v némz jsou hepatocyty schopny citlivéji detekovat i atypické mechanismy enzymové indukce.

V budoucnu lze rovnéz ocekavat dalsi nové poznatky o PXR a jeho rolich v endogennim
metabolismu. PXR se tak muze stat potencidlnim farmakologickym cilem. Pfi studiu
endogennich procesi muize byt navic indukce CYP vyuzita jako biomarker. OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development, Organizace pro hospodaiskou
spolupraci a rozvoj) napiiklad v soucasnosti rozviji tzv. AOP koncept (adverse outcome
pathway). Jeho podstatou je popis jednotlivych mezikroki toxikologickych a
patofyziologickych dé&jii a jejich vzajemnych vztaht. Jako spoustéci faktor kazdé kaskady je
nuklearni receptory, muze byt za takovou udalost povaZzovana vazba ligandu na receptor a jeho
aktivace. Jako biomarker expozice xenobiotiku a aktivace receptoru pak miize slouzit pravé

enzymova indukce (Hakkola et al. 2018).

Je zfejmé, ze modely, u nichz neni exprese PXR zachovana, nemohou poskytovat spolehliva
prediktivni data. Z reSerSe zaméfené na tuto problematiku vyplyva, Ze neexistuje zcela
univerzalni model, ktery by umoznil snadnou a pfimou extrapolaci experimentalnich dat do
klinickych podminek. Kazdy model ma své ptrednosti a limity, které je zapotiebi znat a

respektovat.

Zlatym standardem jaternich in vitro modell jsou lidské primarni hepatocyty (Zeilinger et al.
2016). Je jisté, Ze bude nadale pokracovat snaha o vyvinuti takového postupu kultivace, ktery
zajisti uchovani diferenciovaného fenotypu téchto bunék po co nejdelsi moznou dobu. Lze
ocekavat, Ze bude pozornost vénovana piedev§im zdokonalovani metod kultivace hepatocytl
ve trojrozmérném uspoiadani a/nebo jejich kultivaci s dal$imi bunéénymi typy jaterni tkané.
Zaroven bude pravdépodobné stile vice vyuZzivano dynamické uspofadani, které zahrnuje
kontinualni ob¢h kultivacniho média. Tim simuluje in vivo podminky vérohodné€ji nez vymeéna

média, kterd je pfi konvencni statické kultivaci nej¢astéji provadéna pouze nékolikrat tydne.

Bunééné linie, o nichz je zndmo, Ze nejsou pro studium enzymové indukce fenotypove
optimélni (HepG2, Huh7 aj.) (Donato et al. 2013), stale ptedstavuji cenové nejdostupné;jsi
model, a je tedy pravdépodobné, Ze budou pouzivany i nadale. Data publikovand s vyuzitim
téchto bunck by vSak s védomim téchto limiti méla byt interpretovana spiSe jako signal, ktery
je nutné potvrdit dalSimi experimenty. Zajimavé bude také sledovat zdokonalovani protokola

pro piipravu hepatocytim podobnych bunck ziskanych z kmenovych bunék. Kamei et al.
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(2019) naptiklad vyvinuli platformu, na niz jsou hepatocytlim podobné buiiky kultivovany ve
3D uspotadani v mikrofluidnim prostiedi. Timto autofi kombinuji nékolik strategii a byli
schopni generovat buiky, které na irovni mRNA exprimuji CYP3A4, CYP2C19, CYP2D6
nebo UGTI1A1 ve vétsi mife nez buinky HepG2. Ackoliv mira exprese stile neni srovnatelna
s normalnimi hepatocyty, tato a velké mnozstvi dalSich praci nepochybné pfispivaji k pokroku
v oblasti diferenciacnich strategii. Kmenovym buiikdm je vénovana velkd pozornost a v
budoucnu lze oc¢ekavat dalsi uspéchy a potencialni vyuziti téchto bunek i pii studiu enzymové

indukce.

Pomyslnym mostem mezi bunéénymi modely a klinickymi studiemi jsou zvifeci modely
(Jaiswal et al. 2014, Scheer a Wilson 2016). Zvifeci modely pouzivané pii studiu enzymové
indukce jsou bezesporu fascinujicim obrazem trovné soucasné védy a moznosti, které¢ nabizi.
Geneticky modifikované mysi, které exprimuji lidské enzymy, ¢i dokonce mysi, jejichzZ jatra
jsou témét celd tvorena lidskymi hepatocyty, poméhaji pifekonat mezidruhové rozdily mezi
zvitecim a lidskym organismem. K dal§imu zdokonaleni téchto modelti miize pfispét rozvoj
pralomovych technologii umoziujicich genetickou manipulaci. Takovou technologii je
napiiklad CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Principem
je specifické navedeni endonukledzy Cas9 k cilové sekvenci DNA, kterou Cas9 rozstépi.
Vysledkem mutze byt delece cilové sekvence nebo jeji nahrazeni exogennim fragmentem DNA
(Kim a Ko 2018). Zdokonaleni humanizovanych zvitfecich modelli miZe v budoucnu pfinést
nejen lep$i moZznosti pro studium indukéniho potencidlu, ale také naptiklad perspektivni néstroj
pro studium personalizované farmakoterapie. Humanizované modely by mohly pomoci
predikovat odpovéd’ pacientli na 1écbu nebo racionalizovat polyfarmakoterapii, ktera je dnes

béznou soucasti klinické praxe (Henderson et al. 2019).

Vyvoj je patrny také v oblasti metod vyuzivanych pfii testovani enzymové indukce. Dillezitou
metodou je kvantitativni polymerazova fetézova reakce, kterd umoZilujete stanovit zmény
v genoveé expresi na urovni mRNA (Jensen 2012). V minulosti neexistoval zadny standard,
ktery by definoval optimdlni experimentalni protokol nebo zasady pro publikaci a interpretaci
vysledkl ziskanych s vyuZzitim této metody. Reakci bylo vytvoteni tzv. MIQE doporuceni
(minimalni informace pro publikaci kvantitativnich real-time PCR experimentl, minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments), kterd chybé&jici
standardy definuji a ptispivaji k publikovani kvalitnich, transparentnich a reprodukovatelnych
qPCR dat nejen v oblasti studia enzymové indukce (Bustin et al. 2009). MIQE doporuceni se

stala vSeobecné uznavanym standardem, ktery aktivné prosazuji mnoha védecka periodika ¢i
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vyrobci pristrojového vybaveni a reagencii. Pfesto se stale objevuji prace, jez se od tohoto
standardu odchyluji — kvalita publikovanych praci tak vzdy zélezi predevsim na svédomitosti

autord a na pravidlech dané¢ho védeckého Casopisu (Bustin a Wittwer 2017).

Ackoliv je PCR pouzivana jiz pomérné¢ dlouhou dobu, neustale prochazi vyvojem. Ten pied
nekolika lety vyustil v komeréné dostupnou technologii droplet digital PCR, kterd naléza
uplatnéni v raznych oblastech vyzkumu i klinické praxe. Metoda umoziuje absolutni
kvantifikaci nukleovych kyselin bez nutnosti sestaveni kalibra¢ni kiivky a vysoce citlivou
detekci vzacné se vyskytujicich sekvenci (Cao et al. 2017). Predevs§im v piipadech, kdy vzorky
obsahuji stanovovanou DNA v malém mnoZzstvi nebo kdy obsahuji proménlivd mnozstvi
kontaminantd, poskytuje ddPCR v porovnani s qPCR piesnéjsi, statisticky vyznamnéjsi a
reprodukovatelnéjsi data (Taylor et al. 2017). Také pro digitalni PCR byla publikovana MIQE
doporuceni (Bustin a Wittwer 2017).

Diky svym vlastnostem se ddPCR stala uzitecnym nastrojem pro studium genové exprese
(Nyaruaba et al. 2019). Lze ocekavat, ze se v blizké budoucnosti objevi studie, které potvrdi
vyuzitelnost ddPCR pro zkoumani indukcéniho potencidlu noveé vyvijenych léciv. Zaroven by
ddPCR mohla byt diky snadné absolutni kvantifikaci mRNA metodou volby pro komplexni
srovnani charakteristik jednotlivych bunéénych modelti z hlediska jejich relevantnosti pro studium

enzymové indukce.
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5 ZAVER
Resersni prace se vénovala PXR, klicovému transkripénimu faktoru, ktery se podili na regulaci

exprese dilezitych biotransformacnich enzymu a transportéri v hepatocytech. Byla popsana

také role PXR v regulaci endogennich pochodu.

Prace uvadi ptehled bunécnych jaternich modeli slouzicich k popisu funkci PXR. Lidské
primarni hepatocyty jsou fenotypové nejlépe srovnatelné s nativni jaterni tkani. Dale jsou
zminény strategie, pomoci nichz muze byt podpofen fenotyp hepatocyti v kultute.
Charakterizovany byly rovnéz dal$i bunééné modely vyuzivané pfi studiu enzymové indukce,
a to pfedevsim se zaméfenim na miru exprese PXR, miru exprese biotransformacnich enzymu
a jejich inducibilitu.

Diskutovana byla také moznost vyuziti zvifecich modeld, pfic¢emz bylo zdtiiraznéno, ze bézna
laboratorni zvitata jsou pro studium enzymové indukce vzhledem k mezidruhovym rozdilim
nevhodné. Predstaveny byly geneticky a chiméricky humanizované mysi, které umoziuji tyto

rozdily piekonat, a byly uvedeny vyhody a nevyhody obou postupt humanizace.

Sestaven byl také ptehled metod pro studium enzymové indukce. Popsany byly jak metody
vhodné pro screening velkého mnoZzstvi potencidlnich induktord, tak také metody vyuzivané
pro vyhodnoceni genové indukce u in vitro modeli po jejich expozici testovanému 1écivu. Byly

vysvétleny moznosti stanoveni zmén na urovni mRNA, proteinu a enzymové aktivity.

Z hlediska vyhodnoceni zmén v genové expresi na irovni mRNA, které ve svych doporucenich
pro studium lékovych interakci preferuje Evropska Iékova agentura, byla podrobné piedstavena
polymerazova fetézova reakce. Metoda ma zasadni vyznam pro diskutovanou problematiku.
Pozornost byla vénovana také nové€j$i modifikaci této metody, droplet digital PCR, kter4 nabizi

moznost velmi piesné a citlivé absolutni kvantifikace mRNA.

V souhrnu Ize konstatovat, Ze pro kvalitni preklinické zhodnoceni indukéniho potencidlu
kandidatniho 1é¢iva je zapotiebi komplexni soustava krokii, mezi které patii pouZziti vhodnych
screeningovych ndstrojii; uvazeny vybér in vitro a in vivo modeli, znalost jejich prednosti a
respektovani jejich limiti; precizni laboratorni prace s vyuzitim adekvatnich experimentalnich
postupll; znalost principil in vitro-in vivo extrapolace; vhodné vyuzivani doplikovych in silico
nastrojii a v neposledni fad¢ také znalost molekuldrnich mechanisma zapojenych do regulace
exprese biotransformac¢nich enzymi. Kombinace uvedenych krokt poméha zptesnit odhad

indukéniho potencidlu nové vyvijeného 1é€iva v klinickych podminkach.
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