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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka cytochromu P450 to najwazniejsze enzymy biorace udziat w metabolizmie wigkszosci sto-
sowanych w klinice lekéw, odpowiedzialne za ich aktywacj¢ lub detoksykacj¢. Niektére z drég
metabolizmu leku moga by¢ jednak odpowiedzialne za jego podwyzszona toksycznos$¢. Nowe sys-
temy ekspresyjne biatek cytochromu P450 w komdrkach ssakéw, w tym cztowieka, projektowa-
ne sa w celu poznania roli metabolizmu w mechanizmie dziatania potencjalnych, jak i stosowa-
nych w klinice lekéw, zaréwno na poziomie molekularnym, jak i komérkowym. Moga tez stuzy¢
do badania wptywu badanych zwiazkéw na aktywnos¢ i ekspresje enzymow metabolizujacych.
Szczegdlne znaczenie, zwlaszcza w badaniach potencjalnych chemioterapeutykéw, maja ludzkie
nowotworowe linie komérkowe wykazujace nadekspresje izoenzymow cytochromu P450. W ba-
daniach nad metabolizmem i toksycznoscia lekéw najcz¢sciej stosowana linia komdrkowa jest
ludzka linia HepG2 wyprowadzona z nowotworu watroby. Ze wzgledu jednak na niski poziom en-
zyméw metabolizujacych w tych komédrkach, opracowano lini¢ komérkowa Hep3 A4, ktéra cha-
rakteryzowala si¢ podwyzszona ekspresja izoenzymu CYP3A4. Stabilna nadekspresj¢ izoenzy-
moéw cytochromu P450 uzyskano réwniez w komérkach kolejnej linii wyprowadzonej z ludzkiego
nowotworu watroby, HepaRG oraz w komérkach linii IGROV-1, wywodzacych si¢ z nowotworu
jajnika, a takze dwéch linii wyprowadzonych z nowotworu okreznicy: Caco-2 i LS180. W pracy
przedstawiono dotychczas opracowane systemy ekspresyjne biatek cytochromu P450 — modele:
bakteryjny, drozdzowy, owadzi i ssaczy, w tym ludzki, z uwzglednieniem ich zalet i wad pod ka-
tem przydatnosci do badan podstawowych, jak i wykorzystania na skalg komercyjna.
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Summary

Cytochrome P450 proteins are the most important enzymes involved in metabolic activation or
detoxification of various drugs used in clinical practice. However, some drug metabolism path-
ways may be responsible for their increased toxicity. New expression systems of cytochrome P450
proteins in mammalian cells, including human, are designed to explore the influence of metabo-
lism on the cellular and molecular mechanisms of action of potential drugs and those used thera-
peutically. They can also be used to study the effect of tested compounds on activity and expres-
sion of metabolizing enzymes. Human tumor cell lines with overexpression of cytochrome P450
isoenzymes are of particular importance, especially in studies of potential chemotherapeutics.
The HepG2 cell line, derived from human liver cancer, is the most commonly used in studies on
drug metabolism and toxicity. However, due to the low level of metabolizing enzymes in these
cells, the Hep3A4 cell line with overexpression of CYP3A4 isoenzyme was developed. The sta-
ble overexpression of cytochrome P450 isoenzymes was also obtained in other human cancer cell
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lines, including hepatoma HepaRG cells, ovarian cancer IGROV-1 cells, colon cancer Caco-2,
and LS180 cells. This review describes currently developed bacterial, yeast, insect and mamma-
lian (including human) cytochrome P450 protein expression systems, in terms of their advanta-
ges and disadvantages in the context of their suitability for basic research and use on a commer-
cial scale.
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element); Caco-2, LS180 - ludzkie komorki nowotworu okreznicy (human epithelial colorectal
adenocarcinoma cells; intestinal human colon adenocarcinoma cells); CHL - unie$miertelnione
komérki ptuc chomika chifiskiego (immortalize chinese hamster lung cells); CHO - komorki jajnika
chomika chifiskiego (chinese hamster ovary); COS-1 - unieSmiertelnione komarki nerki afrykanskiej
matpy zielonej (immortalize monkey kidney cells); CYP - izoenzymy cytochromu P450 (cytochrome
P450 superfamily); HEK293 - |ludzkie komadrki embrionalne nerki (human embryonic kidney cells);

HepG2 - ludzkie komérki nowotworu watroby (human hepatoma cells); Hep3A4 - komorki
nowotworu watroby o podwyzszonej ekspresji izoenzymu CYP3A4 (human hepatoma cells
overexpressing CYP3A4); HepaRG - ludzkie komorki nowotworu watroby (human hepatoma cells);
HLM - ludzkie mikrosomy pochodzace z watroby (human liver microsomes); IGROV-1 - ludzkie
komorki nowotworu jajnika (human ovarian cancer cells); LLC-PK1 - Swifiskie komérki nabtonkowe
(pig kidney epithelial cells); MCF-7/ARE - ludzkie komérki raka piersi z podwyzszong ekspresja
sekwencji ARE (human breast adenocarcinoma cells overexpressing ARE); V79 - fibroblasty
pochodzace z ptuc chomika chiriskiego (chinese hamster lung fibroblast).

WePRoOWADZENIE

W organizmie wigkszo$¢ stosowanych lekéw ulega prze-
mianom metabolicznym prowadzacym do ich aktywacji
lub detoksykacji. Metabolizm aktywacyjny moze spowo-
dowac przejscie proleku do jego aktywnej postaci tera-
peutycznej lub bedzie odpowiedzialny za wywotanie lub
zwigkszenie dziatania toksycznego. Z kolei przemiany
detoksykacyjne moga by¢ odpowiedzialne za zmniejsze-
nie efektow toksycznych, lecz takze za oslabienie dziata-
nia terapeutycznego. Z tego powodu badanie metabolizmu
lekéw oraz aktywnosci i ekspresji enzyméw metabolizu-
jacych leki odgrywa gtéwna rolg w okresleniu ich wiasci-
wosci terapeutycznych. W ramach tych badan nalezy réw-
niez uwzglednié¢ wzajemne interakcje lek—lek oraz réznice
genetyczne (np. polimorfizm) poszczegdlnych pacjentow.
Interakcje lek—lek obserwowane w terapii wielolekowej
wynikaja z mozliwosci modulacji poziomu i ekspresji
bialek enzymatycznych przez jeden z lekéw, co powodu-
je zmiang metabolizmu innych stosowanych lekéw [40].
Natomiast w wyniku polimorfizmu gendéw, ekspresja bia-
tek metabolizujacych moze by¢ rézna u kazdego pacjenta.
Mamy wigc do czynienia ze skomplikowanymi procesa-
mi regulacji aktywnos$ci enzymatycznej i ekspresji gendw

enzymdw metabolizujacych, ktére wptywaja na koricowy
efekt dziatania leku [35,67].

Gléwnymi enzymami zaangazowanymi w metabolizm le-
kéw, zaréwno aktywacyjny jak i detoksykacyjny, sa biatka
cytochromu P450. Uwaza sig, ze sa one odpowiedzialne
za transformacje¢ niemal 75% stosowanych w lecznic-
twie chemioterapeutykéw [26]. Biatka cytochromu P450
tworza duza nadrodzing enzyméw zawierajacych w swej
strukturze grupe hemowa. Sa one zaangazowane w oksy-
dacyjny metabolizm wielu réznorodnych pod wzgledem
swej budowy i wiasciwosci zwiazkéw endogennych, ta-
kich jak steroidy i kwasy ttuszczowe oraz egzogennych,
do ktérych naleza zwiazki ksenobiotyczne: leki, toksyny
i zwiazki kancerogenne. Enzymy cytochromu P450 kata-
lizuja rézne reakcje chemiczne, np.: monooksygenacja,
peroksydacja, redukcja, dealkilacja, epoksydacja lub de-
halogenacja. Reakcje te prowadza do powstania pochod-
nych bardziej polarnych, ktére moga by¢ bezposrednio usu-
nigte z organizmu lub dalej by¢ wiazane przez enzymy 11
fazy metabolizmu. Do tej pory w organizmie cztowieka
zidentyfikowano 17 grup izoenzymdéw cytochromu P450
(CYP), kodowanych przez 57 genéw funkcjonalnych i 58
pseudogenéw. Stwierdzono, ze jedynie trzy giéwne grupy
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Ryc. 1. Udziat izoenzyméw cytochromu P450 w metabolizmie lekéw (na
podstawie [68], zmodyfikowano)

izoenzymow CYP zaangazowane sa w metabolizm lekéw
i ksenobiotykéw: CYP1, CYP2 oraz CYP3 [55,74,75]. Sa
one odpowiedzialne za oksydacyjny metabolizm 78% lekéw
przyjmowanych przez cztowieka. Izoformami CYP, ktére
najczesciej biora udzial w transformacjach zwiazkéw sa:
CYP1A2 (4%), CYP2A6 (2%), CYP2C9 (10%), CYP2C19
(2%), CYP2E1 (2%), CYP2D6 (30%) i CYP3A4 (50%)
(ryc. 1) [26,54,55]. Pozostate grupy izoenzymoéw odpo-
wiadaja za metabolizm zwiazkéw endogennych, odgrywa-
jac istotna role w prawidtowym funkcjonowaniu komorki.
Przypuszcza sig, ze produkty pseudogenéw moga spetniaé
funkcje regulacyjne podobnie jak RNAi [55].

Wobec powyzszych faktéw, komdrkowe systemy ekspresji
cytochroméw P450 kilku waznych podrodzin: CYP1A2,
CYP2C19 1 CYP3A4 odgrywaja gtéwna rolg w badaniach
wptywu lekéw na aktywnos¢ enzymatyczna innych lekow,
a takze wptywu poziomu ekspresji enzymoéw metabolizu-
jacych na przebieg innych proceséw waznych dla zycia ko-
morki. Zastosowanie komorek o stabilnej lub przejSciowo
zmiennej ekspresji cytochroméw P450 jest szczegdlnie istot-
ne w badaniach zwigzkéw przeciwnowotworowych, w kt6-
rych jednym z kierunkéw badar jest terapia indywidualna
poszczegdlnych pacjentéw rézniacych si¢ osobniczym po-
ziomem ekspresji i aktywnosci enzymdéw metabolizujacych.

Istnieje kilka systeméw in vitro stosowanych do badania
metabolizmu lekéw i ich wptywu na ekspresje enzyméw
metabolizujacych. W praktyce stosuje si¢: mikrosomy wy-
izolowane z ludzkiej watroby (human liver microsomes
HLM), frakcje cytosolowa oraz frakcje S9 ludzkiej wa-
troby, a takze hepatocyty, gtéwnie pierwotne ludzkie he-
patocyty. Kazdy z tych systeméw ma jednak swoje wady.
Najlepsze wyniki osiaga si¢ wykorzystujac pierwotne he-
patocyty, ktére w petni pozwalaja odtworzy¢ szlaki bio-
transformacji, jakim podlega lek w organizmie chorego.
Jednak krétki czas zycia oraz genetyczna niestabilnosc¢ pier-
wotnych hepatocytéw (spadek ekspresji enzyméw CYP)
uniemozliwiajg prowadzenie badan w szerszym zakresie.
Z kolei w wyizolowanych komérkach watroby lub mikro-
somach nie zawsze dochodzi do ekspresji wszystkich en-
zymOéw metabolizujacych lub ich poziom jest zbyt niski,
by efektywnie badac ich rolg [31]. Powszechnym stato si¢

zatem stosowanie stabilnych linii komérek nowotworo-
wych [24,60].

Najczesciej stosowanymi liniami komérkowymi otrzymany-
mi z ludzkich nowotwordéw sa: linia HepG2, wyprowadzo-
na z nowotworu watroby, linia IGROV-1, wyprowadzona
z nowotworu jajnika oraz dwie linie wyprowadzone z no-
wotworu okreznicy: Caco-2 i LS180 [6]. Jednak poziom
ekspresji izoenzymoéw cytochromu P450 w tych komor-
kach, zwtaszcza w HepG2, jest stosunkowo niski [66]. Od
niedawna coraz czgsciej stosowang linig komérkowa w ba-
daniach nad metabolizmem i toksycznoscia lekow jest li-
nia HepaRG [36]. Zostala ona wyprowadzona z komoérek
watroby chorej na raka watroby i charakteryzuje si¢ wy-
soka ekspresja najwazniejszych izoenzymoéw cytochromu
P450 (CYP1A2, 2B6, 2D6, 2E1, 3A4) oraz enzymow za-
angazowanych w II fazg metabolizmu lekéw i biatek trans-
portujacych z rodziny ABC [24,36].

Otrzymano réwniez komérki nowotworowe, w ktérych uzy-
skano nadekspresje bialek cytochromu P450 [24]. Nizej
przedstawiono opracowane i opisane dotychczas w litera-
turze modele komérkowe, w ktérych udato sie osiagnaé
nadekspresje biatek CYP: bakterie, drozdze, komérki owa-
dow oraz komorki ssakéw, w tym ludzkie [55].

PIERWSZE MODELE KOMORKOWE 0 STABILNEJ EKSPRESJI LUDZKICH
Biatek CYP

Do badania metabolizmu lekéw wygodnym modelem sa
rekombinantowe izoenzymy cytochromu P450. Otrzymuje
si¢ je stosujac modele komdrkowe jako systemy ekspresyj-
ne, do ktérych naleza: bakterie, drozdze, komoérki owa-
dow oraz ssakow.

Pierwszymi modelami komérkowymi, jakie postuzyty do
otrzymania rekombinantowych enzyméw cytochromu P450,
byty komoérki bakteryjne. P6Zniej zastosowano réwniez ko-
morki drozdzowe i owadzie. Wada tych systeméw jest to,
ze w nieco inny sposéb niz w komorkach ludzkich prze-
biegaja w nich procesy transkrypcji, translacji oraz potran-
slacyjna modyfikacja biatka. Ponadto poziom pozostatych
enzyméw metabolizujacych leki jest réwniez inny badz
zmieniony. Niekiedy nalezy wprowadzi¢ do nich dodat-
kowe geny, ktérych brak jest w transfekowanym systemie
ekspresyjnym [55]. Mimo wielu niedoskonatosci bakte-
ryjnych modeli komérkowych, z powodzeniem przepro-
wadzono na nich wiele badan dotyczacych metabolizmu
lekéw i co wigcej, w dalszym ciagu stosuje si¢ je do izo-
lacji rekombinantowych enzymoéw cytochromu P450 oraz
UDP-glukuronylotransferaz [31].

BAKTERIE

Escherichia coli jest szczepem bakterii, ktéry najczesciej
stuzy jako model komérkowy do transfekcji. Inny gatu-
nek bakterii, ktéry stosuje si¢ jako system ekspresyjny to
Salmonella typhimurium [37]. Dzigki zastosowaniu bak-
teriofagéw — wiruséw atakujacych bakterie, do komoérek
tych bakterii mozna tatwo wprowadzac rézne rodzaje wek-
toréw o silnych promotorach. Caty proces transfekcji ko-
morek, az do osiaggnigcia stabilnej ekspresji wprowadzane-
go bialka, jest stosunkowy szybki — trwa okoto 3 miesigcy
ijest réwniez mato kosztowny [54]. Podobnie utrzymanie
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hodowli komérkowej nie wymaga wysokich naktadéw fi-
nansowych. Komoérki rosna szybko w zawiesinie o duzej
gestosci i w standardowych mediach hodowlanych [27,30],
do ktorej nalezy jedynie dodaé prekursor hemu, niezbgd-
ny do katalitycznej aktywnosci biatek cytochromu P450
[73]. 1zolacje i oczyszczanie biatlek CYP mozna przepro-
wadzi¢ w tatwy sposéb [27]. Gtéwng wada tego systemu
ekspresyjnego jest to, ze potranslacyjna modyfikacja bia-
tek cytochromu P450 przebiega inaczej niz w komérkach
ludzkich. Wymagana jest tutaj modyfikacja N-terminalnej
sekwencji biatka (zwigkszenie zawartosci par AT) [23,73].
Modyfikacja ta zapobiega formowaniu si¢ drugorzedowych
struktur, co réwniez zwigksza rozpuszczalnos¢ biatek [23].
Podczas hodowli komérek nalezy zapewni¢ odpowiednia
temperature i pH w celu inkorporacji hemu i prawidtowe-
go faldowania si¢ biatka. Z kolei do osiagnigcia katali-
tycznej aktywnosci biatek cytochromu P450 w bakteriach,
niezbedne jest wprowadzanie dodatkowych wektoréw z ge-
nami kodujacymi biatka odpowiedzialne za transfer elek-
tronéw — reduktaze cytochromu P450 oraz cytochrom b5.
Wykazano réwniez, ze ekspresja biatek CYP w komérkach
E. coli zachodzi lepiej przy zapewnieniu nizszego steze-
nia tlenu (ponizej 1%) podczas hodowli [63], a aktywnos¢
katalityczna izoenzyméw jest wyzsza przy dodatku egzo-
gennej reduktazy cytochromu P450 [71]. Komoérki bakte-
rii postuzyty jako system ekspresji nastgpujacych ludzkich
biatek cytochromu P450: CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 [23, 71].

Drozpze

Komdérki drozdzy, to kolejny system ekspresyjny, w ktéorym
udato sig¢ uzyskac stabilng i bardzo wydajna ekspresj¢ ludz-
kich biatek cytochromu P450. Gatunki, ktére poddaje sie
transfekcji to: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
pombe lub Yarrowia lipolytica (tez nalezacy do rodzaju
Saccharomyces). Drozdzowy model ma wigcej zalet niz
opisany wczesniej system bakteryjny. Proces transfekcji
przebiega tutaj réwniez szybko (okoto 3 miesigcy), a ho-
dowla komorek oraz izolacja rekombinantowego biatka nie
sprawiaja wigkszej trudnosci. Synteza biatka, jego fatdo-
wanie i usytuowanie w btonie przebiegaja identycznie jak
w komoérkach ssakéw. Dzigki endogennej btonowej se-
kwencji kotwiczacej biatko zostaje zintegrowane z retiku-
lum endoplazmatycznym. Co wigcej, nie jest wymagana
modyfikacja N-terminalnej sekwencji cDNA kodujacego
biatko, jak w systemie bakteryjnym. Mikrosomy otrzyma-
ne z drozdzy sa bogate w enzymy cytochromu P450 [12].
Gléwna wada drozdzowego systemu ekspresyjnego jest
to, ze w tych komoérkach ekspresja endogennych biatek
transferu elektronéw, czyli reduktazy cytochromu P450
oraz cytochromu b5 zachodzi na zbyt niskim poziomie, by
doszto do katalitycznej aktywacji biatek CYP. Podobnie
jak w systemie bakteryjnym, réwniez do komoérek droz-
dzy wprowadza si¢ dodatkowy plazmid kodujacy te biat-
ka. Niezbedne jest takze wzbogacenie podtoza hodowla-
nego w prekursor hemu [12].

Mimo wielu zalet drozdze, w poréwnaniu do bakterii, sa
mniej powszechnym modelem komoérkowym wykorzy-
stywanym do ekspresji ludzkich biatek cytochromu P450.
Przyczyna tego moze by¢ to, iz hodowla bakterii oraz
ich transfekcja jest mniej skomplikowana oraz wymaga

mniejszych naktadéw finansowych niz hodowla drozdzy.
Ponadto bakterie nie maja endogennych enzyméw cyto-
chromu P450, a ekspresja rekombinantowych CYP-6w za-
chodzi na wyzszym poziomie niz w drozdzach [1,58]. Co
wigcej, w przeciwienstwie do komoérek drozdzy, komor-
ki bakterii mozna zastosowa¢ do produkcji rekombinan-
towych ludzkich biatek cytochromu P450 na duza skale
preparatywna, zarowno w badaniach biooksydacyjnych,
jak i w produkcji metabolitéw [30]. Wiele zespotéw na-
ukowych na Swiecie stosuje ten model ekspresyjny takze
do badania metabolizmu lekéw. W komoérkach drozdzy
osiagnigto ekspresj¢ m.in. nastgpujacych ludzkich biatek
CYP: CYP1A1 [72], CYP1A2 [28], CYP2A6, CYP2B6
[72], CYP2C8, CYP2C9, CYP2CI18, CYP2C19 [50,72],
CYP2D6 [72], CYP2E1 [29] oraz CYP3A4 [1,12,50,72].

KomoRrki owaDpzIE

Model ekspresyjny owadzi jest nieco mniej powszechny
w produkcji mikrosoméw bogatych w biatka cytochro-
mu P450 niz wczesniej przedstawione systemy: bakte-
ryjny i drozdzowy. W odrdéznieniu od systeméw bakte-
ryjnego i drozdzowego, komérki owadéw nie moga by¢
wykorzystane na skalg preparatywna, a jedynie analitycz-
na. Zalety stosowania komdrek owadzich sa podobne jak
w przypadku komérek drozdzowych. Gen kodujacy bial-
ka cytochromu P450 wprowadza si¢ z uzyciem bakulowi-
rusa, a jego inkorporacja zachodzi w prawidtowym miej-
scu we wnetrzu komoérki gospodarza. Sama transfekcja
jest tatwa i szybka — trwa 2-3 mies. Komérki owadzie,
ktére najczesciej uzywa sie do transfekcji to: Spodoptera
Sfrugiperda (S19) lub Trichoplusia ni (T.ni). W komérkach
owadzich ekspresja biatka przebiega podobnie jak w ko-
morkach ludzkich, stad nie jest wymagana modyfikacja
sekwencji cDNA [44]. Poziom ekspresji biatek cytochro-
mu P450 jest analogiczny jak we wczesniej opisanych sys-
temach [8]. Co wigcej, komoérki owadzie sa pozbawione
endogennych biatek cytochromu P450, a to zwigksza sku-
tecznos$¢ badan nad metabolizmem lekéw w tym systemie
[31]. Podobnie jak w systemie bakteryjnym i drozdzowym,
gtéwna wada modelu komoérkowego opartego na bakulo-
wirusie jest niski poziom endogennych enzyméw transfe-
ru elektronéw, np. reduktazy cytochromu P450. Problem
ten rozwiazano wprowadzajac do komorki owadziej dru-
gi wektor niosacy gen tego enzymu lub tworzac jeden po-
dwdjny wektor, zawierajacy izoenzym i reduktaze cyto-
chromu P450 [15]. Do pozywki hodowlanej dodaje si¢
prekursor hemu, lecz mimo to, w cz¢sci populacji komo-
rek owadzich moze brakowaé apoproteiny w strukturze
hemu [64]. Korzekwa i wsp. jako pierwsi opracowali ko-
morki owadzie z ludzkimi biatkami cytochromu P450 [8].
Z kolei firma Gentest (Woburn, USA) stworzyta komoérki
owadzie z nastgpujacymi ludzkimi biatkami cytochromu
P450: CYP1A1, CYP1A2, CYP2AS, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4, CYP2ET1 [38,51].
Handlowa nazwa tych mikrosoméw to Supersome™.

SSACZE MODELE KOMORKOWE 0 PODWYZSZONEJ EKSPRESJI BIALEK
cyrocHromu P450

Pierwsze komorki ssacze o podwyzszonej ekspresji bia-
tek cytochromu P450 opracowano w 1986 r. w USA,
pod kierunkiem M. Watermana [25]. Model komérkowy
jaki poddano transfekcji to uniesmiertelnione komorki

370



Pawtowska M. i Augustin E. - Systemy ekspresyjne biatek cytochromu P450...

nerki pochodzace od afrykariskiej matpy zielonej o nazwie
COS-1. W genomie tych komérek znajduje si¢ material ge-
netyczny matpiego wirusa SV40, dzigki czemu latwiej ule-
gaja one transfekcji tym wtasnie wirusem. Od tamtej pory
udato sig stworzy¢ wiele innych ssaczych, w tym ludzkich,
linii komérkowych o podwyzszonej ekspresji biatek cyto-
chromu P450.

Gléwna zaletg kazdego systemu ssaczego jest to, ze po-
wstajace w nim biatko ma budowg taka jak w komorce
ludzkiej. Wewnatrzkomérkowe mechanizmy pozwalaja
na odpowiednie umiejscowienie biatek cytochromu P450
w retikulum endoplazmatycznym. Sg tam obecne enzymy
odpowiedzialne za transfer elektronéw, a takze te biorace
udziat w II fazie metabolizmu. Dzieki temu mozna badaé
transformacje lekéw, ich toksycznos¢ i wptyw na proce-
sy zachodzace w komérce. Nie jest wymagana dodatkowa
transfekcja komodrek wektorami zawierajacymi geny kodu-
jace reduktaze cytochromu P450 oraz cytochromu b5 [55],
chociaz niektére badania dowodza, ze dla lepszego funk-
cjonowania izoenzymoéw cytochromu P450 korzystne jest
wprowadzenie egzogennej reduktazy [19,24]. Dzigki ludz-
kim transgenicznym liniom komérkowym mozna doktad-
nie §ledzi¢ pojedyncze reakcje przeprowadzane przez kon-
kretny enzym. Pozwala to okresli¢ wptyw danego biatka
CYP na biotransformacje leku i réznice w cytotoksyczno-
Sci powstajacych metabolitéw. Transgeniczne linie sg przy-
datne w izolacji wlasciwych aktywnych metabolitéw, do
okreslenia ich struktury, charakterystyki farmakologicznej
i mozliwych interakcji lek—lek [31].

Obecnie stosowane metody transfekcji wykorzystuja rézne
wirusy, m.in.: SV40 — do transfekcji komérek COS-1 czy
CHO (uniesmiertelnione komdrki jajnika chomika chinskie-
g0), wirus krowianki — do komérek HepG2 (ludzki nowo-
twor watroby) lub wirus Epsteina-Barr — do ludzkich lim-
focytéw B. Te ostatnie komorki staty si¢ dobrym systemem
do przemystowej produkcji biatek cytochromu P450 [55].

Tworzenie ssaczych systemow ekspresyjnych biatek cyto-
chromu P450 jest najtrudniejsza metoda sposréd wszystkich
opisanych wyzej modeli. Caty proces transfekcji trwa oko-
o 6 miesigcy, a jego koszty sa stosunkowo wysokie, gtow-
nie ze wzgledu na utrzymanie hodowli komérek (wysoka
cena podtozy hodowlanych i odczynnikéw do podtrzyma-
nia nadekspresji), co jest niewatpliwie wadg tego systemu
ekspresyjnego [31,55]. Wigkszos¢ z opracowanych trans-
genicznych linii komérkowych jest jednak réwnie prosta
w hodowli jak linie macierzyste, z ktérych powstaty [24].
Poziom ekspresji biatek cytochromu P450 jest w ssaczym
modelu komérkowym duzo nizszy niz w systemach opi-
sanych wczesniej. Z tego wzgledu ssacze komorki nie sa
stosowane do produkcji izoenzyméw na skalg komercyj-
na [55]. Poziom biatek cytochromu P450 w transfekowa-
nych liniach jest jednak wystarczajaco wysoki, by mozna
przeprowadzaé na nich badania metabolizmu w warun-
kach laboratoryjnych.

Komorki COS

Jak juz wspomniano wyzej, komoérki COS byty pierwsza
ssacza linia komdrkowa o podwyzszonej ekspresji izoen-
zyméw cytochromu P450. Najczgsciej wykorzystuje sie
dwie linie: COS-1 i COS-7. Stosujac te komorki udato sig

stworzy¢ lini¢ o zwigkszonej ekspresji 17-0-hydroksyla-
zy cytochromu P450 [25]. Pojawito si¢ réwniez kilka do-
niesien na temat nadekspresji innych hydroksylaz cyto-
chromu P450.

Komorki V79

Pierwsza publikacja przedstawiajaca zastosowanie komé-
rek chomika chifiskiego jako systemu ekspresyjnego bia-
tek cytochromu P450 ukazata sig¢ w 1988 r. [20]. Komoérki
linii V79 to fibroblasty ptuc chomika chiniskiego, kt6-
re zastosowano ze wzgledu na tatwa i powszechnie wy-
konywana w tych komdrkach modyfikacje genetyczna.
Dodatkowo komérki te wprawdzie nie wykazuja aktywno-
$ci enzymatycznej cytochromu P450, lecz maja endogenna
reduktaze cytochromu P450. Komérki V79 transfekowa-
no za pomocg wektora pSV2 pozostajacego pod kontrola
promotora wirusa SV40. Pierwsza linia rekombinantowa
wykazywata ekspresje szczurzego izoenzymu P-45011B 1
[20]. W nastgpnych latach opracowano linie komérkowe
V79 z ekspresja wielu ludzkich izoenzyméw cytochromu
P450, takich jak: CYP1A1 [42], CYP1BI [41], CYP2D6
[5]11 CYP3A4, CYP3AS [52], CYP2EL [47], ktbre sa sto-
sowane w wielu laboratoriach.

Komérki CHO

Zespo6t T. Friedberga z Uniwersytetu w Dundee w Szkocji
wykorzystat do transfekcji izoenzymami CYP réwniez inny
typ komérek chomika chifskiego — komérki linii CHO,
wywodzace si¢ z unieSmiertelnionych komoérek jajnika.
Komorki te sa powszechnie stosowane w przemysle jako
system ekspresyjny do produkcji wielu rodzajow biatek,
dzigki mozliwosci ich tatwej transfekcji.

Wspomniano wczesniej, ze w komodrkach ssaczych sa
obecne enzymy transferu elektronéw. Wydawato si¢ jed-
nak, ze mata aktywnos$¢ metaboliczna biatek cytochromu
P450 wprowadzanych do komérek moze wynikaé z nie-
wystarczajacej ilosci reduktazy, ktéra przywraca réwno-
wazniki do reakcji przeprowadzanych przez cytochrom
P450. Z tego tez wzgledu postanowiono zwigkszy¢ jej
pule wprowadzajac egzogenna reduktaze [19]. Pierwsza
opracowana transgeniczna linia komérkowa CHO wyka-
zywata koekspresje ludzkiego izoenzymu CYP3A4 cyto-
chromu P450 i NADPH reduktazy cytochromu P450 [19].
Opracowano réwniez linie komoérkowe wykazujace poje-
dyncza nadekspresje reduktazy cytochromu P450 lub izo-
enzymu CYP3A4. Stworzono takze analogiczny system
ekspresyjny w komérkach CHO dla izoenzymu CYP2D6
[61]. Wspomniane linie sg nadal powszechnie stosowane
[10,48]. W innych osrodkach naukowych opracowano ko-
morki CHO z nadekspresja nastgpujacych ludzkich izo-
enzymow cytochromu P450: CYP1A1 [3], CYP1A2 [49],
CYP2A6, CYP2A13 [34].

Komorki CHL

UnieSmiertelnione komoérki ptuc chomika chinskiego —
linia CHL, to kolejny przyklad zastosowania tych komé-
rek jako systemu ekspresyjnego bialek cytochromu P450
[32]. Komérki CHL transfekowane byly plazmidem pSR
metoda koprecypitacji z fosforanem wapnia. Tutaj réw-
niez, oprécz izoenzyméw cytochromu P450, do komdrek
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wprowadzano dodatkowo reduktaze cytochromu P450 po-
chodzaca od Swinki morskiej. W ten sposob uzyskano ko-
morki CHL z koekspresja reduktazy cytochromu P450 z na-
stgpujacymi ludzkimi izoenzymami: CYP1A2, CYP2E1
[57]1, CYP3A4 [11, 32], CYP3A7 [32].

Komorki LLC-PK1

Kolejny model ekspresyjny biatek cytochromu P450 to ko-
morki LLC-PK1 — swinskie komoérki nablonkowe nerki,
do ktérych wprowadzono gen kodujacy ludzki izoenzym
CYP3A4. Komoérki te wybrano do transfekcji ze wzgle-
du na wysoka ekspresj¢ biatka opornosci wielolekowej
P-glikoproteiny (MDR1). Dzigki temu mozna byto ba-
da¢ interakcje, jakie zachodza migdzy aktywnoscia bial-
ka CYP3A4 a MDRI1. Za pomoca adenowirusa AdV, uzy-
wajac kilku réznych wektoréw lub wirusa Epsteina-Barr
z wektorem p220.2 z silnym promotorem wirusa CMV,
wprowadzono do komérek LLC-PK1 gen CYP3A4 [13,59],
uzyskujac bardzo wysoka i stabilna nadekspresj¢ ludzkie-
go izoenzymu CYP3A4.

LUDZKIE LINIE Z NADEKSPRESJA BIALEK cYTOCHROMU P450

Dotad opracowano niewiele ludzkich, w tym nowotworo-
wych linii komérkowych wykazujacych nadekspresjg izo-
enzyméw cytochromu P450. Poniewaz wiele z poszukiwa-
nych obecnie nowych chemioterapeutykéw ma oddziatywac
specyficznie na komoérki nowotworowe, wiele uwagi po-
Swigca si¢ poszukiwaniu wtasnie modeli linii nowotwo-
rowych. Najwiecej bialek cytochromu P450 znajduje sie
w watrobie. Powszechnie dostgpna i stosowana linia wy-
prowadzona z ludzkich komérek nowotworowych watroby,
HepG2 charakteryzuje sig, jak juz wyzej wspomniano, ni-
skim poziomem i aktywnoscia enzyméw metabolizujacych,
zwlaszcza izoenzymu CYP3A4 [66]. Stad konieczne sta-
fo si¢ poszukiwanie innych modeli i ich modyfikacja [24].

KomORKI LIMFOBLASTYCZNE B

Pierwsza ludzka linia komdrkowa wykazujaca nadekspre-
sje biatek cytochromu P450 zostata wyprowadzona z limfo-
blastéw B [25]. Komérki limfoblastyczne B, zaprojektowa-
ne jako AHH™' TK*, to nienowotworowe, nieprzyklejajace
si¢ komorki, w ktérych w tatwy spos6b zachodzi replika-
cja wprowadzonych do chromosoméw wektorow zawiera-
jacych origin replikacji dla wirusa Epsteina-Barr. Komorki
te zawieraja pojedyncze kopie genéw kinazy tymidynowe;j
i fosforybozylotransferazy hipoksantynowej, dzigki czemu
staly si¢ idealne do badan toksykologicznych. Dodatkowo
w komérkach AHH!' TH*- znajduje si¢ odpowiedni po-
ziom reduktazy cytochromu P450 i cytochromu b5 wspo-
magajacych katalityczne dzialanie cytochromu P450. Do
genomu transfekowanej komorki moze zosta¢ wiaczonych
5-40 kopii obcego cDNA. W zwiazku z r6zna liczba kopii
DNA wprowadzanych biatek cytochromu P450 rekombi-
nantowe komorki limfoblastow B sa niejednorodne, a caty
proces transfekcji, az do osiagnigcia stabilnej linii, jest dtu-
gotrwaly i zmudny [14].

Wykorzystujac wyzej przedstawiona technike, opracowa-
no komorki limfoblastéw B o podwyzszonej ekspresji na-
stepujacych ludzkich izoenzyméw: CYPI1A1, CYPIA2,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2EL

i CYP3A4. Do komérek wprowadzono dodatkowo gen ko-
dujacy mikrosomalng hydroksylaze epoksydowa. Udato sig
otrzymac¢ komoérki wykazujace nadekspresje nie tylko poje-
dynczego biatka cytochromu P450, lecz réwniez ich kom-
binacji [14]. Komorki te stuza zaréwno jako Zrédto mikro-
soméw [62], jak i model komérkowy, na ktérym prowadzi
si¢ badania metabolizmu ksenobiotykéw [4].

Komérki AD-293 (HEK293)

Linia wywodzaca si¢ z ludzkich komérek embrionalnych
nerki, HEK293 to popularna nienowotworowa ludzka li-
nia komoérkowa, szeroko stosowana jako system ekspresyj-
ny biatek cytochromu P450. Z czasem zmodyfikowano tg
linig, zwigkszajac jej wiasciwosci adherentne, tworzac li-
ni¢ AD-293. Dzigki obecnosci genu E/ adenowirusa ko-
morki linii AD-293, podobnie jak HEK293, tatwo ulegaja
modyfikacjom genetycznym. Do transfekcji wykorzystuje
si¢ zatem wektory powstate na bazie adenowiruséw pozba-
wionych genu E1, np. pAd, pMT2 czy pSVL [9].

W 1997 r. przeprowadzono pierwsze doswiadczenia na re-
kombinantowej linii AD-293 [43], ktéra wykazywata stabil-
na nadekspresj¢ izoenzyméw CYP3A4 oraz CYP3A7. Do
transfekcji wykorzystano plazmidy pMT2 majace w swo-
jej sekwencji geny kodujace wspomniane biatka cytochro-
mu P450. Jako czynnik selekcyjny wprowadzono do nich
gen kodujacy genetycyng G418. Do wprowadzenia wekto-
ra zastosowano metod¢ precypitacji z fosforanem wapnia.
W pdzniejszych latach opracowano kolejne stabilne linie
AD-293 o nadekspresji réznych ludzkich izoenzymoéw cy-
tochromu P450, takich jak: CYP1A1, CYP1A2, CYP2CS,
CYP2C9. Ponownie stworzono linie komérkowe z nade-
kspresja biatek CYP3A4 i CYP3A7, a takze CYP3AS,
tym razem w koekspresji z reduktaza cytochromu P450.
Podwdjna nadekspresje uzyskano dzigki wprowadzeniu
drugiego plazmidu z cDNA kodujacego reduktaze przy
zastosowaniu analogicznej metody [56]. Stworzono réw-
niez lini¢ komérkowa HEK293 o podwdjnej nadekspresji
ludzkiego izoenzymu CYP2B1 i reduktazy cytochromu
P450. Jako wektora uzyto plazmid pMCYV, a jako czynni-
ka selekcyjnego genetycyng [45].

Komorki Caco-2

Zréznicowane ludzkie komoérki nowotworowe nabtonka
odbytu Caco-2, to jedna z najpopularniejszych ludzkich
linii nowotworowych stosowana do badania lekéw — ich
wchtaniania, transportu do wngtrza komorki oraz metabo-
lizmu. W bazach danych mozna znaleZ¢ stosunkowo naj-
wigcej publikacji opisujacych doswiadczenia wykonane
na tej linii komdrkowej. Ze wzgledu jednak na niski po-
ziom endogennych bialek cytochromu P450, podjeto pro-
be wprowadzenia dodatkowych kopii genéw poszukiwa-
nych enzyméw [46]. Po raz pierwszy dwie transgeniczne
linie Caco-2 opisano w 1996 r.: z nadekspresja izoenzy-
mu CYP2A6 oraz CYP3A4. Role wektora petnit plazmid
p220.2 z origin replikacji dla wirusa Epsteina-Barr zawie-
rajacy cDNA wspomnianych enzymdéw pozostajacych pod
kontrolg promotora wirusa cytomegalii. Oprécz sekwencji
kodujacych biatka cytochromu P450, plazmidy te zawiera-
ty gen opornosci na higromycyne B, dzigki czemu w tatwy
sposéb mozna byto wyselekcjonowaé komoérki rekombi-
nantowe. Do wnetrza komérek wektory wprowadzono za
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pomoca elektroporacji [16]. Stosujac wyzej opisana tech-
nike uzyskano stabilng nadekspresj¢ izoenzyméw CYP2A6
i CYP3A4 w ludzkich nowotworowych komoérkach Caco-
2. W poréwnaniu do limfoblastéw B, komérki Caco-2
charakteryzuja si¢ nieco nizsza aktywnoscia CYP3A4.
Ze wzgledu na brak stabilnosci cech zwiazanych z trans-
portem lekéw do wnetrza komorki, wspomniana linia ko-
morkowa nie jest juz obecnie tak powszechnie stosowana
[7,17]. Dostepna jest rowniez linia Caco-2 z nadekspresja
izoenzymu CYP3A4, do wytworzenia ktérej wykorzysta-
no metodg przedstawiona dla systemu komoérek LLC-PK1,
gdzie wektorem byl adenowirus AdV [59].

Komorki HErG2

Do badan metabolizmu i toksycznosci lekéw przez dtugi
czas stosowano ludzkie komdrki nowotworowe watroby
HepG2. Ze wzgledu jednak na stosunkowo niski poziom
izoenzyméw cytochromu P450, a zwtaszcza CYP3A4
[66], komérki tej linii zmodyfikowano, wprowadzajac
do nich sekwencje cDNA kodujace biatka cytochromu
P450. Pierwsza opracowana transgeniczna liniag komor-
kowa HepG2 byta linia E47, wykazujaca stabilng i wyso-
ka nadekspresj¢ izoenzymu CYP2E1 [69]. Do transfek-
cji zastosowano plazmid pCl-neo z promotorem wirusa
cytomegalii. W swojej sekwencji wektor ten zawieral gen
kodujacy enzym CYP2EI oraz gen opornosci na genety-
cyng, ktory zostat wykorzystany jako czynnik selekcyjny
do izolacji rekombinantowych komoérek. Wektor wprowa-
dzono za pomoca metody z zastosowaniem lipofektami-
ny. Dla linii E47 opracowano takze lini¢ odno$nikowa
z tzw. wektorem zerowym — komorki C34, gdzie do ko-
morek HepG2 wprowadzono wektor pozbawiony jakie-
gokolwiek biatka. Dzigki temu, przy poréwnywaniu wy-
nikéw toksycznosci eliminowano wplyw samego procesu
transfekcji komoérek [69]. Kolejna opracowana linia ko-
morkowa, Hep3A4, charakteryzowata si¢ podwyzszona
ekspresja izoenzymu CYP3A4. cDNA kodujacy biatko
CYP3A4 wprowadzono do komérek HepG?2 analogicz-
nie jak przy tworzeniu komoérek E47 [22]. Opisane wy-
zej linie sa szeroko stosowane przez rézne laboratoria na
calym Swiecie [39,70].

‘Wykorzystujac inng metodg transfekcji, a mianowicie sto-
sujac wektor pcDNA3.1 zawierajacy gen opornosci na ge-
netycyng jako marker selekcyjny, opracowano kilka linii
komérkowych HepG2 z nadekspresja nastgpujacych bia-
ek CYP: 1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2E1 oraz
3A4. Wektor wprowadzono do komérek HepG2 dzigki li-
pofektaminie. Skonstruowano réwniez tzw. lini¢ kontrol-
na, do ktérej wprowadzono pusty wektor pcDNA3.1 [33].

Ciekawa strategie czasowej transfekcji komoérek HepG2 eg-
zogennymi biatkami cytochromu P450 przedstawita gru-
pa naukowcéw z Hiszpanii. Opracowali oni adenowirusy
zawierajace w swym materiale genetycznym odpowiednie
ludzkie izoenzymy cytochromu P450. Wektory te bardzo
szybko wnikaja do wnetrza komoérek watroby, gdzie ich
DNA ulega ekspresji. Nadekspresja biatek CYP utrzymu-
je si¢ w komoérkach przez 3—4 dni. Proces transfekcji jest
mato skomplikowany i szybki, cho¢ nalezy go powtarzac
przy kazdym kolejnym doswiadczeniu. W ten sposéb otrzy-
mano adenowirusy z nast¢pujacymi ludzkimi izoenzyma-
mi cytochromu P450: CYP1A2, CYP2C9 i CYP3A4 [21].

Komorki 1847

Kolejny przyktad zastosowania ludzkich nowotworowych
linii komdérkowych do ekspresji biatek cytochromu P450
to linia wywodzaca si¢ z komoérek nowotworowych jajnika
o nazwie 1847 [2]. Wybrano te komoérki ze wzglgdu na obec-
nos$¢ klonu opornego na dzialanie palitakselu, w ktérym
w naturalny spos6b doszto do nadekspresji biatka oporno-
Sci wielolekowej P-glikoproteiny. Transfekcji poddano ko-
morki linii dzikiej o niskiej ekspresji genu MDRI, a takze
linii wykazujacej nadekspresj¢. Do komdérek wprowadzono
gen kodujacy izoenzym CYP3A4 oraz reduktaze cytochro-
mu P450. Zastosowana metoda transfekcji byta analogicz-
na, jak opisana wyzej przy tworzeniu linii CHO-HR-3A4
[19]. Dzigki takiemu modelowi komérek mozna byto ba-
da¢ oddzialywania miedzy biatkami opornosci wielole-
kowej a izoenzymem CYP3A4, ktérych ekspresja jest ze
soba powiazana przez wspdlny czynnik jadrowy, PXR [2].

Komorki MCF-7/ARE

Ciekawa i obiecujaca ludzka nowotworowg linia komor-
kowa do badania wptywu biatek cytochromu P450 na me-
tabolizm i toksycznos¢ chemioterapeutykow jest linia wy-
wodzaca si¢ z komoérek raka piersi, MCF-7 wykazujaca
podwyzszona ekspresj¢ sekwencji ARE (antioxidant re-
dox element) oraz czynnika 2 NF-E2 zaleznego od p45
(Nrf2). Elementy ARE, to sekwencje DNA znajdujace si¢
w obrgbie promotora, funkcjonujace jako induktory eks-
presji biatek. Za indukcje bialek odpowiada czynnik Nrf2.
Badania wykazaly, ze przy podwyzszonej ekspresji biatka
Nrf2 zachodzi indukcja ekspresji enzymdéw metabolizuja-
cych zawierajacych w sekwencji promotora element ARE.
Dzigki takiemu mechanizmowi przede wszystkim zwigk-
sza si¢ poziom enzymoéw eliminujacych reaktywne formy
tlenu (ROS). Moze réwniez dojs¢ do stymulacji ekspresji
biatek cytochromu P450. Wzrost indukcji ekspresji zalez-
nej od elementu ARE mozna w komérkach linii MCF-7/
ARE w tatwy sposéb sprawdzaé, dzigki obecnosci lucy-
ferazy, ktorej aktywnos¢ w tym przypadku jest zalezna od
poziomu czynnika Nrf2. Linia MCF-7/ARE stata si¢ bar-
dzo przydatnym modelem komérkowym do badania tok-
sycznosci lekow przeciwnowotworowych [65].

W zwiazku z tym, ze w komoérkach linii MCF-7/ARE
w ulatwiony spos6b dochodzi do ekspresji bialek zaanga-
zowanych w metabolizm lekéw, komoérki te wybrano do
transfekcji genami kodujacymi biatka cytochromu P450.
Izoenzymy, ktérych nadekspresje udato sig¢ osiagna¢ w oma-
wianej linii komérkowej to: CYP1A1, CYP2A6, CYP2D6
oraz CYP3A4 w koekspresji z reduktazg cytochromu P450.
Opracowano réwniez linig, ktéra jednoczesnie wykazuje
nadekspresj¢ wszystkich wymienionych pigciu biatek cy-
tochromu P450. Zastosowanie tej linii komdrkowej po-
zwala odrézni¢ toksycznos¢ chemioterapeutykéw zalezna
od funkcjonowania samej komérki oraz toksycznos$¢ wy-
nikajaca z aktywnosci enzymow cytochromu P450 [18].

PobsumowaNIE

W procesie opracowywania nowych lekéw oraz ich wdra-
zania do kliniki niezbedne jest poznanie metabolizmu, ja-
kiemu podlega proponowany zwiazek. Rézne szlaki bio-
transformacji moga bowiem prowadzi¢ do powstawania
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metabolitéw bardzo toksycznych dla organizmu i wywo-
tywaé niebezpieczne dziatanie. Dodatkowo, znajomosé
aktywnych postaci chemioterapeutykéw okaza¢ si¢ moze
przydatna w projektowaniu nowych lekéw lub ulepsza-
niu juz istniejacych. Wiedza o metabolizmie danego leku
moze by¢ réwniez pomocna w przewidywaniu oddziaty-
wan miedzy stosowanymi jednoczesnie chemioterapeuty-
kami w terapiach wielolekowych.

W powyzszych badaniach wykorzystywane s3 m.in. opisane
w niniejszej pracy modele komdrkowe stosowane jako sys-
temy ekspresyjne biatek cytochromu P450. Dzigki wspo-
mnianym liniom komérkowym wykazano lub potwier-
dzono, ze za metaboliczna aktywacje¢ irinotekanu [56],
R-ifosfamidu [10] lub eliptycyny [53] odpowiada izoen-
zym CYP3A4. Dowiedziono, ze popularny lek, jakim
jest paracetamol (APAPTM) powoduje spadek aktywno-
Sci izoenzymu CYP3A4, co moze mie¢ powazne konse-
kwencje przy stosowaniu kilku lekéw jednoczesnie [22].
Dzigki transgenicznym liniom komérkowym sprawdzono
wplyw polimorfizmu izoenzymu CYP2D6 na metabolizm

PismiENNICTWO

kilku czgsto stosowanych w klinice lekow, m. in. tamoksy-
fenu, imipraminy czy bufaralolu oraz zwiazkéw bgdacych
w badaniach klinicznych. Wykazano, ze wtasciwosci ka-
talityczne danej postaci polimorficznej CYP2D6 zalezaly
od rodzaju substratu. Zatem zdolnosci metaboliczne pa-
cjenta z okreslonym allelem genu CYP2D6 zmieniaja si¢
w zaleznosci od stosowanego leku [5]. Z kolei mikroso-
my bogate w izoenzym CYP2D6 otrzymane z transgenicz-
nych komoérek limfoblastycznych B zastosowano do badan
nad metabolizmem pochodnych amfetaminy [62]. Linie
komérkowe z nadekspresja izoenzymu CYP3A4 i bial-
ka opornosci wielolekowej P-glikoproteiny postuzyty zas
do badania wzajemnych korelacji miedzy wspomnianymi
dwoma biatkami, ktérych ekspresja zalezna jest od jed-
nego wspdlnego czynnika jadrowego. Biorac pod uwage
powyzsze takty, systemy ekspresyjne biatek cytochromu
P450 sa bardzo przydatne do badania metabolizmu lekéw
powszechnie stosowanych, a takze tych wprowadzanych
do kliniki. Stanowia bowiem czasami jedyna alternatywe
dla badan roli cytochromu P450 w szlakach metabolizmu
lekéw u chorych.
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