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Streszczenie

Wszystkie nowe leki przed wprowadzeniem na rynek farmaceutyczny przechodza doktadne badania me-
taboliczne, farmakokinetyczne oraz toksykologiczne. Wiekszos¢ tych badan wykonywana byta dotychczas
na zwierzetach laboratoryjnych. Jednak roznice miedzygatunkowe w ekspresji i aktywnos$ci enzymoéw odpo-
wiedzialnych za metabolizm lekow, gtdéwnie enzymow cytochromu P450, powoduja, ze wyniki badan prze-
prowadzonych na zwierzetach nie bedg w sposob wiarygodny odzwierciedla¢ metabolizmu leku w organi-
zmie ludzkim. Z tego powodu stworzono nowe modele badawcze blizsze cztowiekowi. Myszy transgeniczne
z ekspresja ludzkich izoenzyméw cytochromu P450 (m.in. CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2) oraz myszy chime-
ryczne, u ktorych czgs¢ mysich hepatocytow zostata zamieniona na hepatocyty ludzkie, stanowig nowoczesny
i obiecujacy model badawczy, a wyniki badan wykonane z ich uzyciem pozwola z duza doktadnoscia przewi-
dzie¢ metabolizm oraz toksyczno$¢ lekow w organizmie ludzkim.

Abstract

Extrapolation of the metabolic, pharmacokinetic and toxicological data obtained from animals to human is
not always straightforward because of significant species differencies in drug metabolizing enzymes. Expres-
sion of cytochrome P450 enzymes is known to be different in rodents and humans. Humanized transgenic
mouse, in which the human drug-metabolizing enzymes are expressed in mouse tissue and chimeric mouse,
in which some part of mice hepatocytes are replaced by human cells are valuable animal models to predict
metabolism and toxicity of the drug in human. This review aims to summarize the development and applica-
tion of the humanized transgenic mouse expressing human drug-metabolizing enzymes and chimeric mouse.

Kazdy lek przed wprowadzeniem na rynek farma-
ceutyczny musi przej$¢ szereg badan, ktore potwier-
dza bezpieczenstwo jego stosowania u pacjentow.
Bardzo waznym etapem tych badan jest zbadanie me-
tabolizmu leku w organizmie, jego ewentualnej tok-
sycznosci oraz mozliwosci wchodzenia w interakcje
z innymi, jednoczesnie podawanymi lekami.

Od wielu lat do badan tych wykorzystywane byty
zwierzeta laboratoryjne, przede wszystkim myszy
i szczury. Jednak dzi$ juz wiadomo, Zze metabolizm
lekéw w organizmie gryzoni moze znaczaco roéznic¢
si¢ od metabolizmu w organizmie czlowieka. Moze
to wynika¢ w duzej mierze z r6znic w ekspresji 1 ak-
tywnosci katalitycznej enzymdéw cytochromu P450
(CYP). CYP jest gtownym sktadnikiem systemu
oksydazy o mieszanej funkcji, katalizujgcego meta-
bolizm substratow endogennych i egzogennych (leki,

promutageny, prokancerogeny). CYP jest hemoprote-
ing petniaca role koncowej oksydazy systemu. Jest on
zakotwiczony glownie w podwojnej warstwie retiku-
lum endoplazmatycznego gtadkiego, przy czym miej-
sce wigzania substratu znajduje si¢ od strony blony
retikularnej, co stawia substratom warunek lipofilno-
sci, aby mogly zosta¢ przez cytochrom zmetabolizo-
wane. Najwigcej cytochromu znajduje si¢ w watro-
bie, ale jego izoenzymy sg rozmieszczone niemal we
wszystkich narzadach i tkankach, z wyjatkiem migsni
prazkowanych i erytrocytow [3] (Ryc. 1).

Roéznice miedzygatunkowe w metabolizmie lekow
powoduja, ze wyniki badan uzyskane z eksperymen-
tow na zwierzetach moga nie w pelni odzwierciedlaé¢
metabolizm oraz toksyczno$¢ leku w organizmie
cztowieka. Z tego powodu poszukuje si¢ innych, bar-
dziej zblizonych do cztowieka modeli badawczych.
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Najczesciej wykorzystywane sg ludzkie mikroso-
my watrobowe (frakcja pochodzaca z retikulum
endoplazmatycznego watroby) oraz ludzkie hepato-
cyty, czyli komorki watroby. Zaletg mikrosomow jest
to, ze moga by¢ przechowywane przez bardzo dtugi
okres czasu bez strat w aktywnosci enzymatycznej,
jednak nie mozemy ich zastosowa¢ do badania po-
tencjatu leku do zwigkszania aktywnos$ci enzymow
cytochromu P450, czyli potencjalu indukcyjnego
leku. Najlepszym modelem badawczym wykorzy-
stywanym powszechnie wydaja si¢ by¢ wige ludzkie
hepatocyty, §wieze lub kriokonserwowane. W hepa-
tocytach zachodzi ekspresja wszystkich enzymow
zaangazowanych w metabolizm lekéw, mozemy tez
bada¢ indukcje poszczegdlnych izoenzyméw CYP.
Duzym minusem hepatocytow jest ich wysoki koszt.
Ponadto dostep do hepatocytow §wiezych jest ogra-
niczony, a enzymy w hepatocytach kriokonserwowa-
nych po procedurze rozmrazania tracg cze$¢ swojej
aktywnosci [4, 12].
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Ryc.1. Schemat przedstawiajacy procentowy udzial izoenzymow cyto-
chromu P450 w watrobie cztowieka. W nawiasach podane zostaty naj-
wazniejsze leki bedace substratami dla poszczeg6lnych izoenzymoéw (na
podst. Wojcikowski i wsp. 2014).

Naukowcy poszukujg wigc wcigz modelu idealne-
go do badania metabolizmu i toksycznosci nowych
lekow. Przy pomocy technik inzynierii genetycznej
oraz inzynierii tkankowej stworzono myszy transge-
niczne wykazujace ekspresje ludzkich enzymow cy-
tochromu P450 oraz myszy, ktorym przeszczepiono
ludzkie komorki watroby.

Terminem zwierze transgeniczne okresla si¢ takie
zwierze, ktére w swoim genomie posiada egzogenny
DNA w postaci:

* losowo zintegrowanego fragmentu liniowego

DNA
» zmodyfikowanego wilasnego genu w wyniku

wprowadzenia egzogennego DNA (technika

,.knock out” oraz ,.knock-in")
» wprowadzonej calej sztucznej jednostki genetycz-

nej, np. sztucznego chromosomu bakteryjnego
BAC (ang. Bacterial Artificial Chromosome)
lub sztucznego chromosomu drozdzowego YAC
(ang. Yeast Artificial Chromosome) [8]. Sztucz-
ne chromosomy bakteryjne to typowe wektory
molekularne, majace posta¢ kolistej czasteczki
DNA z chromosomu bakteryjnego, pozwalajace
wstawia¢ 1 powiela¢ fragmenty DNA o wielkosci
kilkuset tysigcy par zasad. Sztuczne chromosomy
drozdzowe sg wektorami stworzonymi z chromo-
somu drozdzy Saccharomyces cerevisae. Zarowno
wektory BAC, jak i YAC pozwalajg na tworzenie
klonow danego genu, czyli stworzenie duzej ilosci
kopii wprowadzonego fragmentu DNA.

Humanizacja mysich modeli polega najcz¢sciej na
zamianie genu mysiego jego ludzkim odpowiedni-
kiem. cDNA enzyméw cytochromu P450 moze by¢
umieszczane za promotorem, czyli odcinkiem sygna-
lizujacym poczatek genu, w wektorze ekspresyjnym
(takim, ktory warunkuje ekspresje wprowadzanego
fragmentu DNA lub jego integracj¢ z materialem ge-
netycznym biorcy) i wprowadzane do myszy przez
standardowa procedur¢ mikroiniekcji dojadrowe;.
Stosuje si¢ tkankowo specyficzne promotory, aby
ekspresja zachodzita tylko w watrobie zwierzecia.
Alternatywna metodg jest umieszczanie genu doce-
lowego, zawierajacego wszystkie wazne elementy re-
gulatorowe, w organizmie myszy z wykorzystaniem
klonow genomowych uzyskanych w fagach A (czyli
bakteriofagach, ktore wykorzystuja naturalne wiasci-
wosci wirusow do wbudowywania swojego materiatu
genetycznego w genom zainfekowanej komorki) lub
sztucznych chromosomach bakteryjnych BAC [1].

U czlowieka jednym z najwazniejszych izoen-
zymow cytochromu P450 jest izoenzym CYP3A4.
Stanowi on gltowna czes¢ biatka cytochromowego
w watrobie ludzkiej (30-50%), a jego aktywnos¢ wy-
kazano réwniez w jelicie cienkim, ptucach, zotadku
czy jelicie grubym. Ekspresja genu CYP34 w odpo-
wiedzi na ksenobiotyki, czyli obce dla organizmu
substancje, regulowana jest przez receptory jadrowe
pehigce funkcje regulatorow transkrypcji: receptor
pregnanu X (PXR) oraz receptor androstanu (CAR).
Pod wptywem ksenobiotykow, ktore sa ligandami
dla receptorow PXR i CAR, dochodzi do aktywacji
transkrypcji genu CYP3A i zwigkszenia ilosci biat-
ka CYP3A, a tym samym pobudzenia jego aktyw-
nos$ci enzymatycznej. CYP3A4 jest odpowiedzialny
za metabolizm ponad 50% obecnie stosowanych le-
kow, katalizujgc wiele proceséw oksydacji (np. N-
-demetylacja, S-oksydacja). Do substratow tego izo-
enzymu naleza miedzy innymi leki psychotropowe
(przeciwdepresyjne, neuroleptyki, przeciwlekowe
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benzodiazepiny), antagoni$ci kanatéw wapniowych,
cyklosporyna, liczne antybiotyki oraz inhibitory pro-
teazy HIV. [zoenzym ten bierze takze udzial w meta-
bolizmie wielu waznych zwiazkéw endogennych, ta-
kich jak testosteron, kortyzol, estradiol i progesteron.
Zmiany aktywno$ci CYP3A4 pod wptywem indukc;ji
lub inhibicji tego izoenzymu maja kluczowe znacze-
nie w powstawaniu interakcji pomig¢dzy jednoczesnie
zazywanymi przez pacjentow lekami [3, 6, 10, 11].
Do stworzenia myszy wykazujacych ekspresje
ludzkiego CYP3A4 (myszy hCYP3A4) wykorzystu-
je si¢ najczesdciej sztuczne chromosomy bakteryjne
(BAC) zawierajace kompletny gen kodujacy izoen-
zym CYP3A4. Co ciekawe, myszy te wykazuja niskg
aktywnos¢ CYP3A4 w watrobie, natomiast wysoka
w jelicie cienkim. Pozniejsze badania wykazaly, ze
poziom ekspresji CYP3A4 w watrobie jest zalezny
od wieku zwierzecia oraz plci. Rowniez u ludzi wy-
kazano wyzsza ekspresje CYP3A4 u kobiet [2]. Li-
nia myszy hCYP3A4 oprocz aktywnego ludzkiego
CYP3A4posiadataaktywnyrowniezmysigen CYP3A.
Idealnym rozwigzaniem byloby stworzenie myszy
transgenicznej z knock-outem mysiego genu CYP34,
zawierajacej caly ludzki gen CYP3A44 z ekspresja
biatka enzymatycznego gtownie w watrobie [1].
Ostatnim osiggnigciem jest stworzenie myszy
transgenicznej wykazujacej ekspresj¢ CYP3A4 z wy-
korzystaniem wektora adenowirusowego podanego
zwierzgtom dozylnie. Duzg zaleta tego typu wekto-
réw jest to, iz wykazuja one wysoki hepatotropizm,
tzn. wigkszo$¢ (nawet 90%) wstrzyknietych wek-
torow lokuje si¢ w watrobie, co zapewnia ekspre-
sj¢ transgenu wlasnie w tym narzadzie docelowym.
Ponadto wykazano, ze poziom ekspresji ludzkiego
CYP3A4 moze by¢ dobrze kontrolowany poprzez
dobranie odpowiedniej ilosci wektoréw z interesuja-
cym nas genem do wstrzykniecia. Mozliwe jest row-
niez wprowadzanie jednoczes$nie kilku genéw kodu-
jacych rézne izoenzymy cytochromu P450 [9].
Izoenzym CYP2D6 odpowiedzialny jest za meta-
bolizm ponad 25% klinicznie waznych lekow, w tym
m.in. lekow psychotropowych (leki przeciwdepre-
syjne, neuroleptyki), lekéw nasercowych (B-blokery,
leki przeciwarytmiczne), pochodnych morfiny (leki
przeciwbolowe 1 przeciwkaszlowe). U czlowieka
podrodzina CYP2D ma jeden aktywny izoenzym
CYP2D6, ktory jest wysoce polimorficzny, natomiast
umyszy i szczuroOw wystepuje az pig¢ réznych genow
CYP2D kodujace bialka o innej aktywnosci niz ludz-
ki CYP2D6. Polimorfizm ludzkiego CYP2D oznacza,
ze wystepuja osobniki o duzej aktywnosci danego en-
zymu oraz osobniki o zmniejszonej aktywnosci, co
moze powodowaé znaczace roznice w metabolizmie

jego substratow. Obnizenie aktywnos$ci enzymu
prowadzi do zwickszenia stezenia leku we krwi
i tym samym do wydluzenia i nasilenia jego dziata-
nia, wzrost aktywnosci enzymu powoduje natomiast
zmniejszenie jego stezenia, a w konsekwencji skro-
cenie i ostabienie sity dzialania leku. W przypadku
prolekéw hamowanie enzymow ostabia ich dziatanie,
a indukcja enzymoéw — nasila [5]. Myszy transge-
niczne hCYP2D6 sa najlepszym dostgpnym obecnie
modelem do badania polimorfizmu genu CYP2D.
Myszy te stworzono z wykorzystaniem fagoéw A jako
wektorow zawierajacych caly ludzki gen CYP2D6 ra-
zem z sekwencjami regulatorowymi [1, 3].

Podrodzina CYP1A cytochromu P450 sktada si¢
u wszystkich gatunkow ssakow z dwoch izoform
CYPIAI1 i CYP1A2. Niektore formy CYP sg stale
obecne w okreslonych tkankach, inne za§ pojawiaja
si¢ w odpowiedzi na okreslony induktor. W pierw-
szym przypadku mowi si¢ o konstytutywnej ekspresji
genow, w drugim o ekspresji niekonstytutywnej
(indukowanej) [10]. Izoenzym CYPIA (niekon-
stytutywny) u czlowieka ulega ekspresji gtdwnie
w tkankach pozawatrobowych, w tym w plucach pod
wplywem indukcji przez prokancerogenne sktadniki
dymu papierosowego, co wydaje si¢ by¢ istotnym
czynnikiem rozwoju raka tego organu. CYP1A1 hy-
droksyluje duza liczbe wielocyklicznych weglowo-
dorow do kancerogennych potproduktow (np. zwigz-
kéw zawartych w dymie papierosowym, zweglonym
migsie, spalinach silnikoéw wysokopre¢znych). [zoen-
zym CYP1A2 (konstytutywny) stanowi okoto 13%
catkowitej puli biatka cytochromowego bedac jedna
z kluczowych form w metabolizmie lekow. CYP1A2
katalizuje metabolizm estradiolu, uroporfirynogenu,
niektorych lekow (teofiliny, kofeiny, amitryptyliny,
imipraminy, propranololu, klozapiny), a takze wie-
lu dostarczanych z pozywieniem heterocyklicznych
amin, zwigzkow N-heterocyklicznych znajdujacych
si¢ w dymie papierosowym, difuranokumaryn (np.
aflatoksyna B1) i arylaminy (np. ludzki kancerogen
4-aminofenyl) [3, 6, 11].

Myszy hCYP1A2 oraz hCYPIAIl stworzono wy-
korzystujac sztuczne chromosomy bakteryjne BAC
zawierajagce obydwa geny. Oba biatka w myszach
transgenicznych okazaly si¢ by¢ funkcjonalne oraz
indukowalne. Najwyzszy poziom ekspresji biatka
CYP1A2 zaobserwowano w watrobie, znacznie niz-
szy natomiast w tkankach pozawatrobowych, ptucach,
nerkach i sercu. Myszy te stanowia odpowiedni model
do badania zaréwno lekow bedacych substratami izo-
formy CYP1A2, ale takze do badania stopnia naraze-
nia cztowieka na toksyny i mutageny srodowiskowe.
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Stworzono réwniez myszy transgeniczne wyka-
zujace ekspresje receptoréw odpowiedzialnych za
transkrypcyjng regulacje enzymow cytochromu P450
przez ksenobiotyki. Sg to m.in. myszy #PXR, wyka-
zujace ekspresje receptora pregnanu X oraz myszy
hPPARa™C¢ z ekspresja receptora jadrowego PPAR.

Szczegblnym zainteresowaniem naukowcow zaj-
mujacych si¢ metabolizmem lekow oraz badaniami
farmakokinetycznymi ciesza si¢ myszy chimeryczne.
Zamiast wprowadzania pojedynczych ludzkich ge-
now kodujacych enzymy metabolizujace leki, czgs¢
hepatocytow watroby mysiej zostaje zamieniona he-
patocytami ludzkimi. Zwierzgta, ktérym przeszcze-
pia si¢ hepatocyty musza mie¢ uszkodzony uktad
immunologiczny, co zapobiega odrzuceniu przez ich
organizm obcych komoérek. Ponadto niezbedne jest
wylaczenie ekspresji jednego z gendw mysich lub
wstawienie obcego genu, co spowoduje uszkodzenie
mysich komoérek watroby, ulatwiajgc zagniezdzenie
komorek ludzkich [12].

Pierwszy raz mysz taka zostata stworzona w roku
1991 przez Brinster’a i wspotpracownikow. Myszom
SCID (z ang. Severe Combined Immunodeficiency)
z uszkodzonym systemem immunologicznym wszcze-
piono transgen aktywatora plazminogenu typu uro-
kinazy. Ekspresja transgenu w watrobie indukowata
stopniowe obumieranie mysich hepatocytow. Bada-
nia wykazaty, ze myszy te nazwane w skrocie uPA/
SCID sa bardzo dobrym modelem zwierzecym do
przeszczepiania ludzkich hepatocytow (mozliwa jest
zamiana nawet 80% hepatocytow mysich na ludzkie)
[7, 12, 13].
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Streszczenie

Przedstawiamy przeglad siedmiu organizméw modelowych, szczegdlnie waznych dla badan biologicznych.
Poszczegolne portrety zarysowuja biologie danego organizmu, czynniki decydujace o jego wykorzystaniu
w badaniach naukowych oraz gtéwne odkrycia naukowe, ktore przyczynity si¢ do jego popularnos$ci. Portrety
te zostaty przygotowane przez badaczy na co dzien pracujacych z opisywanymi organizmami.

Abstract

We present seven model organisms, which are highly important in biological studies. Each sketch describes
the biology of the species, factors responsible for its use in scientific research and most important scientific
discoveries, which made the species popular and even famous. Each description was written by a researcher
who uses the species in his/her own studies.

Wprowadzenie

Swiat przyrody zachwyca nas swoja ogromng
roznorodnoscia. Cze$¢ badan naukowych poswie-
cona jest wilasnie bogactwu gatunkdéw i procesom
zachodzacym w duzych skalach przestrzennych
i czasowych. Nie mozna ich jednak dogliebnie zro-
zumie¢ bez poznania sposobu funkcjonowania niz-
szych poziomoéw organizacji biologicznej. Do tego
czesto wykorzystuje si¢ tzw. organizmy modelowe.
Organizm modelowy to gatunek reprezentatywny dla
innych gatunkow ze swojej grupy taksonomicznej
(rodzaju, rodziny, rzedu lub krolestwa), posiadajacy

cechy, ktore utatwiaja badanie okreslonych procesow
biologicznych. Celem badan naukowych prowadzo-
nych na organizmach modelowych jest wigc nie tyle
samo poznanie tych organizmow, co poznawanie na
ich przyktadzie mechanizméw podstawowych pro-
cesOw biologicznych, w tym réwniez mechanizmow
zachodzacych w organizmie cztowieka. Prowadzenie
badan na tych samych organizmach modelowych,
z wykorzystaniem opracowanych dla nich procedur,
w wielu osrodkach na $§wiecie rownoczesnie, przez
zespoty badawcze o réznej wiedzy, umiejetnos$ciach
i pomystach, podnosi jako$¢ badan i znacznie je przy-
$piesza.




