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Drug-induced liver injury is a common reason for halting the development of new drugs
and has led to the withdrawal of several drugs from the market in the past. This diploma
thesis aims to describe the molecular mechanisms responsible for drug hepatotoxicity and
present both methods of preclinical and clinical testing of drugs to detect potential

hepatotoxicity and examples of hepatotoxicity.

Five mechanisms are currently known to cause DILI, namely mitochondrial damage,
formation of reactive oxygen species, endoplasmic reticulum stress, lysosomal damage,
inhibition of bile acid transport, and activation of the immune response. However, these
mechanisms have not fully been explored yet and require further research. Unfortunately,
even testing still falls short of perfection. Neither preclinical in vitro models nor animal
models are completely satisfactory and cannot reliably detect DILI. The same applies to
clinical testing. DILI is very complex and usually requires the interplay of multiple
factors, which may not be reflected in clinical testing. Particulary, idiosyncratic DILI is a
relatively infrequent side effect and thus often becomes apparent only in post-marketing
surveillance. Some drugs withdrawn from market due to DILI inculde troglitazone,

tolkapone and fialuridine.

Hepatotoxicity assessment is a key in the new drug development process to help ensure
the safety and efficacy of drugs for patients. DILI represents a problem not only from a
health point of view, but also from a financial perspective. Therefore, it is necessary to
investigate the mechanisms further, to understand them better, and to improve the testing

methods.



Obsah

I Seznam ZKIateK......cooevuiriiiiiieieeeeee e e 1
2 VO @ CHL cvoeiceeeeeeeeeeeee e 5
3 TEOTEHICKA CASE ..eueeeieniieiieciteteee et sttt et b ettt 6
3.1  Charakteristika DILI .......ccccoooiiiiiiiiieieiieieseee e 6
3.2 Molekularni mechanismy DILI.........c..ccccooiiiiiieiiieeieeceeeeeee e 10
3.2.1  Vliv individuélnich charakteristik pacienta, které¢ ptispivaji k DILI ........ 12
3.2.2  Vlastnosti 1€€iva a DILIL.......ccccoiiiiiiiiiiiieeee e 14
3.2.3  Mitochondridlni poSKOZENT ......c.eevvviiieiiieiieeee e 15
3.2.4  Formovani reaktivnich forem KysliKu..........ccccoooiiiiiiiiiiiiiee 18
3.2.5 Stres endoplazmatického retikula ..o 20
3.2.6  Lysozomalni pOSKOZENI.........cceeviiiiiiiiieiieeitesie et 24
3.2.7  Inhibice transportu Zlu€ovych Kyselin ..........c.cceevevviiriiecienciieieeieeeene 25
3.2.8  Aktivace imunitni 0dpoveEdi........ccverviivciieriieiiirieeieeee e 27

3.3 Seznam vybranych Ié¢iv dle molekuldrniho mechanismu DILI ...................... 31
3.4  Preklinické a klinické teStoVANT ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiie 34
3.4.1  Hodnoceni DILI v in vitro modelech..............ccoceoiiiniiniiininiiiicee 34
342 ZVITECI MOACLY c.vviiiiiiieiiieceeee e e 37
343  KHNICKE teStOVANT ...ouviiiiiiiieiieeeee e 40

3.5 Vyznam a metody zjiSovani DILI .......cccccooiiiiiiiniiniiiiiicccceceeeee 41
3.5.1 Soucasné biomarkery ...........ooceeeiieiieiiiiiiee e 41
3.5.2  Nové potencidlni biomarkery..........cocecerieriininiinieienieneeceeeneeesene 42

3.6  Priklady z praxe — stazend 1CIva .........cocevviieiiieiieie e 45
3.6.1  TrOglItaZOM ....coieieiieeiiieiie ettt et 45
3.6.2  TOLKAPOMN ..ottt ettt 46
3.6.3  TrovafloXaCIn .....ooouiiiiiiiiiiiiee e e 47

3.64 INETAZOAON ..o e et e e e e e e e e e e reaaeeeeaaaes 47



3.6.5  XiMelagatran.......cccueecviiiiiiiieiiecieece e e 48
3.6.6  FIaluridin......ccooiiiiiiiiiiiiieieieeeee e 49
3.6.7  Bromfenak ........coocooiiiiiiiiiieie e 50
3.6.8  LUumiraKOXiD......corueriiiiieiiiieniieieeie et 51
3.6.9  BenOXaprofeN......cccuiiiiiiiieiieiiecieecee et et 52
3.7  Ptiklady z praxe — stale pouzivana [eCiva .........cccuveeevieeciieeieecee e 53
3.7.1 ISOMIAZIA ... 53
IR A o) 1) (< o DTSSR 54
3.7.3  DIKIOfenak .....ccceooiuiiiiiiiiee e 54
3.7.4  NIMESUIIA..coiiiiiieiiiee e 55
3.7.5  AlOPUIINOL ...ttt e et e et e et e e e e e s ebaeenaree s 55
3.7.6  NEVITAPIN 1oovviieiiieeiiieeeiiee et e eieeeeieeeeteeessbeeeseseeessseessaaesssaeesssseessseeensseens 55
DISKUSE ...ttt sttt b et et sa et et h ettt st neenees 57
ZUAVET ..ttt ettt e b et h e st e bttt enbeeete e bt e ea 61
ZUTOTC .ottt ettt ettt et et e bt e e bt e st e ebeenteeenbeeesaeesaenraeans 62



1 Seznam zkratek

ABC

ABCBI11

ABCC2

ADR

ALF

ALI

ALP

ALT

APC

AST

ATF4

ATF6

BiP/GRP78

BSEP

COX-2

CYP

DAMP

DILI

DIPL

DPK

ATP-binding cassette, ABC transportér

ABC subfamily B member 11, ABC transportér, podrodina B, ¢len 11
ABC subfamily C member 2, ABC transportér, podrodina C, ¢len 2
Adverse drug reaction, nezddouci lékova reakce

Acute liver failure, akutni jaterni selhani

Acute liver injury, akutni poskozeni jater

Alkaline phosphatase, alkalicka fosfataza

Alanin aminotransferase, alaniaminotransferaza

Antigen presenting cells, antigen prezentujici bunky

Aspartate aminotransferase, aspartataminotransferaza

Activating transcription factor 4, aktivacni transkripéni faktor 4

Activating transcription factor 6, aktiva¢ni transkripéni faktor 6

Binding immunoglobulin protein/ 78 kDa glucose-regulated protein,

vazebny imunoglobulinovy protein/ 78 kDa gluk6zou regulovany protein

Bile-salt export pump, exportni pumpa Zlucovych soli
Cyclooxygenase 2, cyklooxygenaza 2

Cytochrome, cytochrom

Damage-associated molecular patterns, molekuldrni vzory asociované

s poSkozenim
Drug induced liver injury, léky navozené poskozeni jater
Drug-induced phospholipidosis, 1éky indukovana fosfolipidoza

Nucleoside diphosphate kinase, nukleosid difosfat kinaza



elF2a Eukaryotic initiation factor 2, eukaryoticky iniciacni faktor 2
EMA European Medicines Agency, Evropska agentura pro 1é¢ivé piipravky

Equilibrative nukleoside transporter 1, ekvilibrativni nukleosidovy

ENT1
transportér 1
ER Endoplasmic reticulum, endoplazmatické retikulum
FasL Fas ligand
FDA Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a 16¢iv
GLDH Glutamate dehydrogenase, glutamatdehydrogenaza
GPx Glutathione peroxidase, Glutathionperoxiddza
GSH Glutathion
GST Glutathione-S-transferase, glutathion-S-transferaza
HDS —

_ ‘ Herbal and dietary supplement induceld liver injury, poSkozeni jater
induce liver S
vyvolané bylinami a dopliky stravy

inujry

HLA Human leukocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen

HILI Herb-induced liver injury, poskozeni jater zptisobené bylinami
IDILI Idiosynkratic DILI, idiosynkratické DILI

IFN —vy Interferon gamma, interferon gama

iHep Induced hepatocytes, indukované hepatocyty

INH Isoniazide, isoniazid

IRE1 Inositol requiring enzyme 1, enzym typu 1 vyzadujici inositol
IREla Inositol requiring enzyme 1la, enzym typu lo vyzadujici inositol

KC Kupfter cells, Kupfferovy bunky



Keapl

LPS

MDR1

MHC

miRNA

MRP

MTD
mtDNA
NAC
NAPQI

NK

NNRTI

NPC

Nrf2

NSAID

NTCP

OATP

PERK

Kelch-like ECH-associated protein 1, kelch-like ECH-asociovany protein 1
Lipopolysaccharide, lipopolysacharid

Multidrug resistence protein 1, protein multilékové rezistence 1

Major histokompatibilty komplex, hlavni histokompatibilni komplex

MikroRNA

Multidrug resistance-associated protein, protein spojeny s mnohocetnou

Iékovou rezistenci

Maximum tolerated dose, maximalni tolerovana davka
Mitochondrial DNA, mitochondrialni DNA
N-acetylcystein

N-acetyl-p-benzochinonimin

Natural killers, pfirozeni zabijeci

Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor, nenukleosidovy inhibitor

reverzni transkriptazy

Non-parenchymal cells, neparenchymové buiiky

Nuclear factor erythroid 2, jaderny faktor erytroidu typu 2

Sodium  taurocholate  cotransporting  polypeptide,  polypeptid
kotransportujici taurocholat sodny

Organic anion transporting polypeptide, polypeptid transportujici organické

anionty

PRKR-like endoplasmic reticulum kinase, kindza endoplazmatického

retikula podobnd PRKR



PHH

PPARy

PRR

ROS

RUCAM

SERCA

SLC

SOD

TK2
TMPK
ULN
UPR
VPA

XBP1

Primar human hepatocytes, primarni lidské hepatocyty

Peroxisome proliferator-activated receptor-y, receptor-y aktivovany

peroxisomovym proliferatorem
Pattern recognition receptors, receptory rozpoznavajici vzory
Reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

Roussel Uclaf causality assessment method, metoda hodnoceni kauzality

Roussel Uclaf

Sarco/endoplasmic  reticulum  Ca?*  ATPase, Ca’*  ATPaza

sarko/endoplazmatického retikula

Solute carrier transporters, transprotéry nosi¢ii rozpustnych latek

Superoxide dismutase, superoxiddismutdza

Thymidine kinase 2, thymidinkinéza 2

Thymidylate kinase, thymidylatkinaza

Upper limit of normal level, horni hranice normélni trovné
Unfolded protein response, odpovéd’ na rozlozené proteiny
Valproic acid, kyselina valproova

X-box binding protein 1, X-box vazebny protein 1



2 Uvod acil

Léky navozené poskozeni jater neboli DILI (drug-induced liver injury) byva jednim
z hlavnich divodu pro stazeni 1é¢iv z trhu nebo diivodem k zastaveni vyvoje novych
1é¢iv (Holt a Ju, 2006). Jednd se o vzacnou, ale dillezitou pfi¢inu akutniho i
chronického onemocnéni jater. Odhadem je 22 % netspésnych klinickych studii a
32 % stazeni z trhu zplsobeno hepatotoxicitou. Hepatotoxicita je obvykle
identifikovana az v klinickych studiich nebo po uvedeni 1é¢iva na trh, coz predstavuje
zvysené riziko pro ucastniky téchto klinickych studii, ale také finan¢ni zatéz pti vyvoji

1éku (Zhang et al., 2023).

Cilem této diplomové prace je popsat molekularni mechanismy poskozeni jater
zpusobené 1éky. Krom¢ analyzy téchto mechanismi, prace poskytuje piehled
modelovych hepatotoxickych 1é¢iv. V neposledni fadé se prace zabyva divody, které
zpusobily selhani identifikace DILI u nové vyvijenych 1éCiv a zkouma metody

posuzovani bezpecnosti 1€Civ.



3 Teoreticka Cast

3.1 Charakteristika DILI

DILI je pojem oznacujici jakékoliv poSkozeni jater zptisobené 1€ky (Leise et al.,
2014), at’ uz ptipravky na lékaisky ptedpis nebo i volné prodejnymi lécivy
(Zhang et al., 2022). Nejen konvencni 1éCiva, ale 1 bylinné piipravky mohou
zpusobit poskozeni jater. V literatuie se tento jev oznacuje jako HILI (herb-
induced liver injury, poskozeni jater zplisobené bylinami) (Ballotin et al., 2021).
Poslednim pojmem je HDS (herbal and dietary supplement)-induced liver injury,
tedy poskozeni jater navozené bylinami a dopliiky stravy (Real et al., 2019).
Zavaznost tohoto poskozeni je rizna od asymptomatického zvySeni jaternich

testl aZz po akutni selhani jater (Leise et al., 2014).

DILI je mozné klasifikovat n¢kolika zplsoby. Prvni ze zptsobii déli DILI
na pfedvidatelné¢ a idiosynkratick¢ (nepfedvidatelné¢). Piedvidatelnd jaterni
toxicita je zavisla na podané ddvce 1éCiva a rozvinula by se u vSech pacienti
po podani dostatecné vysoké davky hepatotoxického 1éc¢iva (Dragovic et al.,
2016). Nejcastejsim prikladem 1éciva, které zptsobuje predvidatelné DILI je
acetaminofen. V tomto pfipad¢ hepatotoxicitu zapficiiuje toxicky metabolit
N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI). Dalsimi piiklady jsou cyklofosfamid
nebo metotrexat (Kuna et al.,, 2018). Toxiny bud zasahuji do bunécného
metabolismu pfimo nebo se stanou toxickymi, jakmile dojde k jejich bioaktivaci
(Gomez-Lechon et al., 2010). Naopak idiosynkratické DILI (IDILI) je
nepiedvidatelné, na ddvce vétSinou nezavisi, ma variabilngjsi latenci a je méné
Casté. Mezi léCiva zplsobujici idiosynkratické jaterni poSkozeni patti naptiklad
nesteroidni protizanétlivée latky nebo isoniazid (Leise et al., 2014).
Idiosynkraticka hepatotoxicita méa genotypicky a fenotypicky podklad, ktery
vede k nadmérné nebo naopak nedostatecné expresi metabolizujicich enzymd,
odliSnému vzorci metabolismu 1éCiv a pfipadné abnormalni produkei toxického
metabolitu (Gomez-Lechon et al., 2010). Idiosynkrazie je ale pomérné vzacny
jev, ktery se objevuje u méné nez 1 z 10 000 pacientd. Rizikové faktory jsou
multifaktoridlni a casto se vztahuji ke genetickému polymorfismu enzymi

metabolizujicich 1é¢iva (Gomez-Lechon et al., 2010). Idiosynkratické poskozeni



jater 1ze dale rozdélit do dvou podkategorii na alergické a nealergické (Kuna et
al., 2018). Alergické DILI je imunitné zprostfedkované a projevuje se naptiklad
horeCkou, vyrazkou, eosinofilii nebo tvorbou autoprotildtek. DalSim rysem
alergického DILI je ¢asny nastup do 1-6 tydnt a rychlé opétovné poskozeni jater
po znovu podani 1éku. Neimunitné zprostfedkované DILI mé obvykle pozdéjsi
nastup, vétSinou do 1 roku, postradd systémové rysy imunitniho DILI a neni
spojeno s rychlym poskozenim jater pii opétovném podavani 1éCiva (Leise et al.,

2014).

Léky zplisobena hepatotoxicita vznika na podklad¢ interakei mezi genetickymi,
negenetickymi a environmentalnimi faktory. Hlavnim vysledkem patogeneze
DILI je smrt hepatocytii. DalSimi potencidlnimi cili mohou byt také
cholangiocyty nebo endotelidlni buiiky a s tim souvisi dal$i mozny zptisob déleni.
Existuji tii zdkladni typy poSkozeni jater — hepatocelularni, které se projevuje
jako akutni hepatitida, dale cholestatické projevujici se jako cholestaza a smiSené
poskozeni jater (Kuna et al., 2018). RozliSeni téchto tfi typli poSkozeni je
zalozené na zdkladé hladin alaninaminotransferazy (ALT, alanin
aminotransferase), alkalické fosfatazy (ALP, alkaline phosphatase) a bilirubinu.
Hepatocelularni typ je nej€astéjSim typem, ndsleduje smiSené poSkozeni a
nejméné Casté je cholestatické. Neexistuji specificka histologické kritéria pro
diagnozu DILI, takze ve vétSin€ piipadl neni jaterni biopsie pro diagndzu

potifebna (Unzueta a Vargas, 2013).

Mira poskozeni jater je definovana pomoci hodnoty R. Pomér R se vypocita
vydélenim ALT a ALP, pficemz se pro ob& hodnoty pouziji ndsobky ULN (upper
limit of normal level, horni hranice normalni Grovn¢). Pomér R pokud je vétsi
nez 5, definuje hepatocelularni typ poSkozeni, v piipadé, Ze je mensi nez 2 jedna
se o cholestaticky typ poSkozeni a pokud je pomér R mezi 2 a 5 poskozeni je

smiSené (Suh, 2020).



Tab. 1 Ptiklady léciv dle typt poskozeni jater

Typ poskozeni Priklady léciv

Hepatocelularni acetaminofen,  alopurinol,  diklofenak,  isoniazid,
poskozeni ketokonazol, paroxetin, pyrazinamid, risperidon, ritonavir,

sertralin, statiny, trazodon, valproova kyselina

Cholestatickeé azathioprin, chlorpromazin, erythromycin, derivaty
poskozeni estrogenu, tricyklicka antidepresiva

SmiSené azathioprin, karbamazepin, nitrofurantoin, fenobarbital,
poskozeni fenytoin

Zdroj: Chang a Schiano, 2007

Hodnoceni zavaznosti DILI se déli na mirné, stfedné tézké, t€zké a fatalni
na zaklad¢ béznych laboratornich hodnot, které hodnoti onemocnéni jater

(Unzueta a Vargas, 2013).

V piipadé, Ze se DILI projevi, je nutné 1ék okamzité vysadit. Vysazeni asto vede
ke spontannimu zotaveni v fadu dnti az tydnt a nevyzaduje dalsi zasahy. Muze
ale dojit 1 ke zhorSeni jaternich funkci navzdory vysazeni léku. Byly schvaleny
dva lécebné piistupy k 1écbe pacienttl, u kterych se rozvine Iéky vyvolané ALF
(acute liver failure, akutni selhani jater). Jednim z nich je rychld detoxikace
1é¢iva, coz vede k omezeni jeho vstiebavani a hepatotoxickych uc¢inkt. Aktivni
uhli je pouzivano k 1é¢bé predavkovani 1éky jako je paracetamol, fenobarbital a
karbamazepin. Uginnost této terapie je zavisla narychlém piijeti pacienta
do péCe, na rozpoznani DILI Iékafem a vc€asném podani aktivniho uhli.
V disledku toho je detoxikacni terapie limitovana na léCiva, kterd zplisobuji
do zna¢né miry nahrazen detoxikaci aktivnim uhlim, ale n¢kdy miize byt
pouzivan v ptipadech otravy Zelezem, lithiem nebo tabletami s postupnym

uvoliovanim (Hosack et al., 2023).



Druhy terapeuticky pfistup zahrnuje aplikaci specifického antidota, které ma za
cil snizit hepatotoxické uc€inky léciv. Pii predavkovani paracetamolem a
kyselinou valproovou byly pouzity hepatoprotektivni latky, jako je
N-acetylcystein  (NAC) a L-karnitin. , Léky na ochranu jater vcetné
N-acetylcysteinu (NAC) a L-karnitinu byly Siroce pouzivany u ALI (acute liver
injury, akutni poskozeni jater) sekunddrné po predavkovani paracetamolem a
kyselinou valproovou (Hosack et al., 2023).“ Nicméné role NAC jako
hepatoprotektivniho Cinidla ziistava kontroverzni. ,, Hosack et al. (2023) uvadi,
Ze hepatoprotektivni role NAC wu idiosynkratické DILI vSak zistava
kontroverzni. “ Podobné je diskutovano i pouziti kortikosteroidi (Hostck et al.,

2023).

Existuje mnoho 1éki1, véetné konvencnich i rostlinnych, které jsou predmétem
diskuse o potencialnim pouziti k 1é¢bé pacientti s DILI. Prikladem takovych latek
je cholestyramin, silymarin, klausenamid, bicyklol, S-adenosyl-methionin,
imunosupresiva, rizné antioxidanty nebo jiz zminény NAC a kortikoidy

(Teschke, 2023).
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3.2 Molekularni mechanismy DILI

Jatra jsou organem, ktery hraje velmi dtlezitou roli v metabolizaci 1ékti nebo
jinych exogennich latek, ¢imz chrani organismus pied jejich potencialné
toxickymi ucinky. Pro vysvétleni mechanismi DILI je zdsadni pochopeni
bioaktivac¢nich procesu 1ékti produkujicich reaktivni metabolity a mechanismy
podilejici se na detoxifikaci a vyluCovani xenobiotik (Villanueva-Paz et al.,

2021).

Primérni ulohou metabolismu je odstranéni exogennich, ale i né&kterych
endogennich molekul z t¢la. VétSinou se jedna o proces, pii kterém dochazi
k pfemén¢ lipofilni molekuly na hydrofilni, coz usnadiiuje jeji eliminaci
z organismu. V nékterych ptipadech dochdzi k pfeméné na biologicky aktivni
formu molekuly. Déje se tak v ptipadé proléciv. Produkty metabolismu mohou
byt tedy jak farmakologicky aktivni, tak farmakologicky inaktivni (Almazroo
etal., 2017).

Metabolismus 1é¢iv ma nékolik fazi. V prvni fazi metabolismu dochazi
k chemické modifikaci molekuly na vice rozpustnou ve vodé, coz nasledné
jsou enzymy ze superrodiny cytochromti P450 (CYP), které katalyzuji rtizné
rekce vcetné oxidace, hydroxylace nebo dealkylace. V nasledné druhé fazi
metabolismu dochézi ke konjugaci molekuly s hydrofilni endogenni molekulou
za pomoci transferdz.  Vyznamné enzymy druhé faze jsou napiiklad
N-acetyltransferdza, glutathion-S-transferdza (GST, glutathione-S-transferase)
nebo katechol O-methyltransferaza (Almazroo et al., 2017). Transportéry 1ékt
jsou pfevazné transmembranové proteiny, které usnadnuji transport velkych
a/nebo ionizovanych molekul do (fdze 0 metabolismu) a z bunky (3. faze
metabolismu). Transportéry jsou klasifikovany do dvou hlavnich superrodin —
ABC transportéry (ATP-binding cassette) a skupina transportérii, které jsou
nosi¢i rozpusténych latek (SLC transporters, solute carrier transporters).
V ptipadé 1éC¢iv jsou dulezité mimo jiné ABC efluxni transportéry, které prendsi
molekuly smérem ven z bunék. Mezi jaterni efluxni transportéry patii napiiklad

exportni pumpa zlucovych soli (BSEP, bile-salt export pump) nebo protein
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asociovany s rezistenci k mnoha Iékiim (MRP, multidrug resistance-associated

protein) (Almazroo et al., 2017).

Jatra jsou hlavnim organem pro prvni a druhou fazi metabolismu, nicméné
transportéry 1éCiv hraji dalezitou roli v usnadnéni vstupu molekul do hepatocytt

a ven do zluci (Almazroo et al., 2017).

Bylo navrzeno mnoho rtiznych hypotéz molekularnich mechanismt vzniku a

prabéhu DILI, které odrazi jeho variabilni povahu (Villanueva-Paz et al., 2021).

Za pocatecni krok rozvoje DILI je povazovano vystaveni hepatocytl zvySenému
bunéénému stresu. PoSkozeni bunék je indukovano léky, piipadné jejich
reaktivnimi metabolity pies kovalentni vazby nebo pifimym poskozenim
mitochondrii, coz vede k oxida¢nimu stresu a k aktivaci signalnich drah
senzitivnich na stres, dale k naruSeni mitochondrialni funkce anebo stresu

endoplazmatického retikula (Villanueva-Paz et al., 2021).

Pti vzniku DILI hraje dulezitou roli nejen 1€k, ale i faktory na stran¢ pacienta,
které spolecné urcuji individudlni vnimavost a miru poskozeni bun¢k. To muze
vést k bunééné smrti, vyvolat otok bun¢k a ptipadné¢ mlze dojit i k prasknuti
bunééné membrany a k uvolnéni intracelularniho obsahu véetné molekularnich
vzort spojenych s poskozenim (DAMP, damage-associated molecular patterns),

které stimuluji zanétlivou/ imunitni odpovéd’ (Villanueva-Paz et al., 2021).

Podstatou mechanismu DILI mohou byt metabolické nebo imunitni reakce.
Metabolické reakce se rozvinou v piipade, ze se 1€k nebo jeden z jeho metaboliti
navaze na bunécny protein, DNA pfipadné jinou bunéénou molekulu, coz vede

k bunécné dysfunkci.

Podstatou imunitni reakce je vznik zanétu, ktery je zpusoben aktivaci fady
prozanétlivych cytokinl. Imunitn€ zprostfedkované poskozeni jater se vyviji
sekundarné kvuli defektu indukénich mechanismll imunitni tolerance, a to i

ptesto, ze jatra maji schopnost vyvinout toleranci k velkému mnozZstvi cizich
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antigend (Bleibel et al., 2007). Tato tolerance brani vzniku bouflivé imunitni
reakce. Muze také dojit k adaptaci, a tak i pfes pokracujici podavani léku,

poskozeni jater spontanné odezni (Villanueva-Paz et al., 2021).

Jak bylo dfive uvedeno na vzniku DILI se podili jak faktory na strané pacienta,
tak i na stran€ vlastnosti 1¢ku. Nésleduje popis individualnich faktorii nachylnosti
k poskozeni jater. Ten zahrnuje vék, pohlavi, genetické faktory, Zivotni styl, jina

onemocnéni, komedikaci nebo té¢hotenstvi (Almazroo et al., 2017).

3.2.1 Vliv individualnich charakteristik pacienta, které prispivaji k DILI

Veék ma vliv na metabolismus 1é¢iv v jatrech. U kojenct je mensi exprese
enzymi, coZz muze vést ke snizeni metabolismu 1é¢iv. Naptiklad aktivita enzymi
CYP450 u novorozenct je o néco méné nez polovicni v porovnani s dospélym
¢lovékem, coz znamend, Ze novorozenci nejsou schopni ucinné metabolizovat
vétsinu 1éCiv. Postupné s vékem narGsta 1 kapacita metabolismu. Exprese a
funk¢nost enzymt neni vyrazn¢ ovlivnéna u starsi populace. Nicméné kombinace
horsiho prutoku krve jatry a uzivani vice 1é¢iv miize modifikovat metabolismus
1éciv. S vE€kem klesa objem jater kazdym rokem zhruba o 0,5 az 1 %. Déle snizeni
oxygenace a zvySena depozice tuku muze vést k redukci metabolismu 1éCiv

u starSich osob (Almazroo et al., 2017).

Nezadouci ucinky 1é€iv jsou obecné 1,5 - 2x €ast&jsi u Zen nez u muzl. Rozdily
mezi pohlavimi mohou byt zplisobeny vlivem hormont, télesnou vahou piipadné
rozlozenim télesné¢ho tuku (Almazroo et al., 2017). Déle aktivita ur¢itych enzymu
je u muza vyssi nez u zen, ale u jinych enzymovych systému je tomu naopak

(Almazroo et al., 2017).

Tehotenstvi je spojeno se spoustou fyziologickych zmén, naptiklad zménéné
mnoZzstvi vody v téle, mnoZstvi tuku a hormony mohou potencidlné zplsobit
zménu absorpce, distribuce, metabolismu nebo exkrece 1é€¢iva (Almazroo et al.,

2017).
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Mezi onemocnéni, kterd ovlivituji metabolizmus 1é¢iv, patii nejen onemocnéni
jater, ale také onemocnéni ledvin, diabetes mellitus nebo stav po transplantaci
organu. U pacienti s diabetem bylo pozorovano ovlivnéni enzymu
zodpovédnych za metabolizaci 1é¢iv. Napriklad aktivita enzymu CYP3A4 je
u diabetikil vyrazné snizena. To vede k vy$simu riziku nezddoucich a toxickych
ucinkd 1€kt v disledku jejich snizeného metabolismu. Proto je u diabetickych
pacientll nezbytné peclivé zvazovat davkovani 1éki s tzkym terapeutickym

indexem (Almazroo et al., 2017).

Polymorfismy metabolizujicich enzymt a transportéra jsou genetickymi faktory,
které ovliviiyji kinetiku nékterych 1é€iv. Naptiklad polymorfismus CYP2C9 vede
k odliSnému metabolismu warfarinu. Pacienti, ktefi jsou nositeli riznych alel
CYP2C9 jako naptiklad CYP2C9*2 a CYP2C9*3 vykazuji niz§i metabolismus
warfarinu, coz vede k vyssi plazmatické koncentraci 1é¢iva (Almazroo et al.,

2017).

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje metabolismus 1é¢iv a potencialné vznik DILI
je soubézné podavani 1éCiv a jejich vzajemné interakce. Z toho divodu FDA
(Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv) pozaduje,
aby byla vSechna léciva pfi vyvoji otestovana na potencidlni interakce
s enzymatickymi inhibitory a induktory. Inhibitory mohou blokovat
enzymatickou funkci nebo kompetovat s enzymovym substratem, spolupodanym
1é¢ivem. Induktory zvySuji genovou transkripci, coz miize vést ke zvySené
expresi enzymu a krychlejSimu metabolismu soucasn€¢ podaného I1éku

(Almazroo et al., 2017).
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3.2.2 Vlastnosti lé¢iva a DILI

Riziko vzniku DILI dané fyzikalné-chemickymi a toxikologickymi vlastnostmi
Iékii mé nékolik pficin. Zaprvé, aby dosSlo kiniciaci DILI je nutné, aby
1écivo/reaktivni metabolit dosdhl urcité prahové hodnoty. Existuje souvislost
mezi denni davkou léCiva a vznikem DILI. Zadruhé je s rizikem DILI spojena
vyssi lipofilita Iéku. Lipofilita s hodnotou LogP > 3 v kombinaci s vysokou denni
davkou léciva (> 100 mg) jsou spojené s tézkou DILI (Villanueva-Paz et al.,
2021). Kombinace téchto dvou faktort je znama jako ,,pravidlo dvou* (“the rule
of two”). Davka a lipofilta zvySuje riziko rozvoje DILI kvili zvySenému
vychytavani léku z krve do hepatocytii (Alempijevic et al., 2017). DalSim
rizikovym faktorem je vlastnost 1éCiva tvofit reaktivni metabolity, a to kvili
jejich vlastni toxicité a jejich schopnosti tvofit endogenni proteinové adukty,
které mohou aktivovat imunitni odpovéd’. Nicméné 1 1éCiva, kterd nevytvaii

reaktivni metabolity, mohu zptsobit DILI (Villanueva-Paz et al., 2021).

Reaktivni metabolity vznikajici pii metabolismu 1éCiv jsou hlavni pfi¢inou
prudkého naristu oxidacniho stresu, ktery je pfimo generovany v mitochondriich
poskozeného hepatocytu. ZvySené mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS,
reactive oxygen species) muze piimo poskodit DNA, proteiny a lipidy bun€k

(Villanueva-Paz et al., 2021).

Metabolicka aktivace 1é¢iva a tvorba reaktivnich meziproduktd, tedy
nedostate¢na detoxikace reaktivniho meziproduktu a jeho kovalentni vazba
na makromolekuly miize vést k nasledné jaterni toxicité. Tvorba reaktivnich
metabolith byla zdokumentovana u 1€k, které byly staZzeny z trhu nebo maji

varovani pted hepatotoxicitou (Villanueva-Paz et al., 2021).

Obecné plati, Ze zvySend hladina chemicky reaktivnich meziproduktii piehlti
kapacitu detoxikaénich enzymi a endogennich antioxidantd. Siroka S$kala
mechanismi pro udrZeni rovnovahy mezi oxidanty a antioxidanty vcetné
glutathionu (GSH), superoxiddismutazy (SOD, superoxide dismutase), katalazy
a glutathionperoxiddzy (GPx, glutathione peroxidase) je narusSena, coZ vede

ke vzniku oxidac¢niho stresu (Villanueva-Paz et al., 2021).
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Dale budou specificky popsany mechanismy vedouci k poskozeni bun¢k, které

nasledné vede ke vzniku DILI.

Mitochondriilni poskozeni

Mitochondrie jsou bunééné organely, které maji vyznamnou roli v burice.
Syntetizuji ATP, coz je pro buiniku zasadni zdroj energie (Norman, 2020).
Mitochondrie nejsou pouze ,,elektrarnou® bunky, ale odehrava se v nich takeé
fada dilezitych metabolickych procest, naptiklad zde dochazi k regulaci
bunécéné koncentrace vapniku, lipidi anebo k pfevodu bunécénych signala.
Navic se jedna o hlavni zdroj intracelularnich ROS a také o regulacni
centrum apoptdzy. Udrzovani normélni struktury a funkce mitochondrii je

klicové pro normalni fungovani buné€k a lidského zdravi (Zhang et al., 2022).

Mitochondrie také hraji klicovou roli u DILI v pribéhu patologického
procesu. Zaprvé piima inhibice mitochondrialnich funkci [é¢ivem nebo jeho
reaktivnim metabolitem mutize navodit DILI. Déle adapta¢ni mechanismy
zahrnujici mitochondrie mohou pomoci vyvinout toleranci na lécivo, a
zatteti aktivace signalnich drah smrti lé¢ivem miiZe nepfimo ovlivnit funkci

mitochondrie a zplisobit smrt hepatocyti (Ding a Yin, 2017).

Hepatotoxicka 1éCiva nebo jejich reaktivni metabolity zpusobuji inhibici
mitochondridlni  respirace,  naruSuji ~ beta-oxidaci, = vyCerpavaji
mitochondridlni GSH, zvysuji tvorbu mitochondridlnich ROS a zpisobuyji
dal$i mitochondrialni poruchy, které zplsobuji stres nebo poskozeni

mitochondrie (Ding a Yin, 2017).

Mitochondrialni poSkozeni je pojem oznacujici zmény riznych
mitochondridlnich metabolickych drah a naruSeni mitochondridlnich
komponent (Dragovic et al., 2016). Existuje n€¢kolik typti mitochondrialnich

dysfunkci.
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Obr. 1. Mechanismus mitochondridlniho poSkozeni. Obrdzek zndzornuje
pribéh mitochondridlniho poskozeni. Po podani léciva s potencidlem vzniku
DILI dochazi k mitochondridalnimu stresu, ktery se projevuje snizenou
respiraci, beta oxidaci a zvysenou produkci ROS. Dadle jsou mozné 2 scénare.
V prvnim pripadé dochazi k mitochondrialni adaptaci nebo v pripade velkého
poskozeni mitochondrie kjeji degradaci. Vysledkem je mensi jaterni
poskozeni. Druhym pripadem je vznik signalii smrti zamérenych
na mitochondrii, coz postupné vede k jaternimu poskozeni. V pripade, Ze
mitochondrie, kterd se adaptuje je dale vystavovana podavani léciva a
zdroven jsou pritomné vnéejsi faktory jako napriklad zanét, miize také dojit
k poskozeni jater.

Ptevzato z: [web 1].

V prvnim ptipad€é dochazi k poskozeni morfologické struktury a poruseni
vnéj$i membrany, které vede ke zvySeni membranové permeability (Zhang et
al., 2022). Dalsi z mechanismti souvisi s redoxni kontrolou v mitochondrii,
ktera je mnezbytnd pro normalni funkci hepatocyti. Pfi inhibici

mitochondridlniho  elektronového transportniho  fetézce spojeného
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s oxidativni fosforylaci dochazi k depleci ATP a k akumulaci ROS, coz vede
k aktivaci buné¢né signdlni drahy smrti, jak je mozné vidét na Obr. 1. Dal§im
popsanym mechanismem je VPA (valproic acid, valproovéd kyselina) —
indukované DILI, které vznika na podklad¢ inhibice metabolismu mastnych
kyselin a mutace polymerazy mtDNA (mitochondrial DNA, mitochondrialni

DNA).

Ke zméné¢ homeostazy mitochondrie mtize dojit i inhibici replikace a
translace mtDNA (Villanueva-Paz et al., 2021). Mimo jiné mtDNA muze
byt poSkozena i nukledzami nebo ROS (Zhang et al., 2022).

Ve vétSiné pripadi ale mitochondridlni stres vyvolany 1ékem neni dostatecny
k vyvolani hepatotoxicity. VétSina pacienti se tudiz adaptuje regulaci
adaptacnich signalnich drah. Mitochondrialni adaptacni drahy zahrnuji
autofagii/mitofagii nebo mitochondridlni remodelaci. U malé ¢asti pacientii
se miiZze vyvinout zdvazné onemocnéni zpusobené selhanim adaptace jater

v disledku zanétu a dalSich vnéjsich faktorti (Ding a Yin, 2017).

Mezi 1éciva zpasobujici DILI mechanismem mitochondrialniho poskozeni
patii fialuridin (Dragovic et al., 2016), tolkapon, troglitazon, nefazodon,
nimesulid, cerivastatin, takrin, ganciklovir a diklofenak (Villanueva-

Paz et al., 2021).
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3.2.4 Formovani reaktivnich forem kysliku

Dal§im molekularnim mechanismem vedoucim ke vzniku DILI je oxida¢ni
stres, ktery vznika jako dusledek tvorby ROS (Villanueva-Paz et al., 2021).
Vzhledem k tomu, Ze vétSina metabolickych procesti probiha v jatrech, je

jaterni tkan vystavena oxida¢nimu stresu (Norman, 2020).

ROS jsou vedlejsim produktem metabolismu a jsou také dulezité
pro bunécnou signalizaci a homeostdzu. Nicméné nékteré I€ky, které
zpusobuji DILI, evidentné¢ zvySuji akumulaci ROS v hepatocytech
(Villanueva-Paz et al., 2021). Mezi ROS patfi mimo jiné superoxidovy
radikal, peroxid vodiku a hydroxidovy radikal. V prevenci bunécného
poskozeni ROS hraji klicovou roli antioxidacni enzymy. Ochrana bunky
pfed oxida¢nim poSkozenim zahrnuje dostatek GSH a antioxidacnich
enzyml SOD, kataldzy nebo GPx. GSH je maly peptid, ktery umi relativné
rychle reagovat s ROS a chranit bunku pred oxida¢nim poskozenim. Pokud
ale dojde v bunce k vy€erpani ptiblizn¢ 90 % GSH, vyznamné se zvySuje
nachylnost k oxidativni smrti buriky.

Mechanismy antioxidac¢nich enzymu funguji tak, Ze bud’ dojde k pfeméné
reaktivnéjSich ROS na peroxid vodiku nebo k pfeméné ROS na vodu (Roth
a Lee., 2017).

Kontrola oxidativniho stresu hraje diilleZitou roli v patogenezi DILI. Jak bylo
uvedeno, lidé jsou vybaveni antioxidacnim systémem pro zachovani
homeostazy v jatrech. Pokud vSak dojde k velkému oxida¢nimu stresu,
dochazi k ohrozeni organu na podkladé posSkozeni intracelularnich cild,

zejména lipidd, ale také proteinii nebo DNA (Yew et al., 2018).

Na regulaci oxida¢niho stresu se podili Kelch-like ECH-asociovany protein
1 (Keap1, Kelch-like ECH-associated protein) / jaderny faktor erytroidu typu
2 (Nrf2, nuclear factor erythroid 2). Systém funguje tak, Ze aktivita Nrf2 je
potlacena Keapl v cytoplazmé, kdy Keap 1 obsahuje thiolové skupiny, které
se vazi s Nrf2. Za patologickych podminek dojde k oxidaci téchto thiolovych

skupin, coz zplsobi naslednou translokaci Nrf2 do jadra, a to zplsobi
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podporu antioxidani odezvy. Exprese antioxidacnich enzymil je fizena
timto systémem. Piikladem cilovych enzymu jsou hemoxigendza-1 nebo

GST. Tato osa je detailnéji zndzornéna a popsdna na nize uvedeném obr. 2.

=
@ Degradation of Nrf2

by proteasomes

Oxidative
stress

o Detoxifying \

7
! proteins and

\ antioxidant

\ enzymes

Obr. 2. Schématické znazornéni osy Keap1/Nrf2. Za normdlnich podminek
je Nrf2 konstitutivné vazan na protein Keap 1, ktery inhibuje signalni drahu
Nrf2. Keap 1 cili na Nrf2 kviuli ubikvitinaci a ndsledné degradaci
prostirednictvim proteazomdlni drahy. Bud’ oxidacni stres nebo aktivatory
Nrf2 nebo oba mohou zpiisobit disociaci komplexu Keap 1/Nrf2 a fosforylaci
Nrf2, ktera se pak prenese do jadra. V jadie Nrf2 podporuje transkripcni
aktivaci antioxidacnich a detoxikacnich enzymii vazbou na prvky reagujici

na antioxidanty v promotorovych oblastech cilovych genii.

Ptevzato z: Zhang et al., 2015.
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Z uvedeného vyplyva, Ze nerovnovaha oxidacniho stresu (nadmérna tvorba
ROS a/nebo inhibice detoxikacnich cest) se podili na vzniku a zavaznosti
DILI, protoze ovliviiuje mitochondrialni funkce a integritu DNA. Muze tak
dojit k indukci bunécné smrti a k poskozeni jater (Villanueva-Paz et al.,
2021).

U 1ékt spojenych s DILI, jako je troglitazon, flutamid, nimesulid a
diklofenak bylo pozorovano, Ze zvysuji intracelularni oxidanty (Villanueva-

Paz et al., 2021).

3.2.5 Stres endoplazmatického retikula

Endoplazmatické retikulum (ER, endoplasmic reticulum) je bunécna
organela pfitomnd ve vSech eukaryotnich buiikach, kterd provadi mnoho
zakladnich bunéénych funkci vcetné syntézy a zpracovani proteind, syntézy
lipidt a ukladani vapniku.

ER stres nastava, kdyz dochazi k nadmérné akumulaci rozloZzeného a Spatné
sloZzeného proteinu v ER nebo kdyz je vy€erpan vapnik ER (Liu a Green,
2019).

Piehled ptlisobeni jednotlivych mechanismii stresu ER je znazornén
na Obr. 3

Bylo popsano, Ze pii poskozeni jater zpisobenym podanim paracetamolu
dochazi k nadmérné akumulaci ROS, kterd zpisobuje dysregulaci Ca®*
rovnovahy a vede ke stresu ER. Pokud naprogramované mechanismy
v butice nedok4dzou zmirnit stres ER, je spuSténa bunécna smrt. Jedna se
o slozity mechanismus, ktery zahrnuje aktivaci kaspaz, unik Ca** z ER a
mitochondrialni poSkozeni. S nejvétsi pravdépodobnosti mitochondrialni
poskozeni, které vede k aktivaci signalnich drah bunétné smrti a stres ER
jsou souvisejici mechanismy, coZ ukazuje na sloZitost patofyziologie DILI

(Villanueva-Paz et al., 2021).
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Obr. 3. Mechanismus stresu ER. Léky mohou vyvolat stres ER
prostrednictvim riuznych mechanismii. Muze dojit k inhibici proteazomu a
nasledné k akumulaci nespravné slozenych proteinit nebo k mitochondrialni
dysfunkci a kuvolnéni vdapniku. Ddale také miize dochdzet k alteraci
klicovych slozek ER, tento mechanismus je predpokladan u léku, které jsou
transformovany na jeden nebo nékolik reaktivnich metaboliti schopnych
vazat se kovalentné na proteiny ER nebo indukovat oxidacni poskozeni
slozek ER. CYP se casto podili na tvorbé reaktivnich metabolitu. Obrazek
znazornuje i prislusné cile pro thapsigargin a tunicamycin, coz jsou dva
prototypické induktory stresu ER. Thapsigargin zpiisobuje inhibici SERCA
(sarco/endoplasmic  reticulum  Ca’"  ATPase, Ca’"  ATPdza
sarko/endoplazmatického retikula) a tunicamycin inhibuje glykosylaci

proteinii.

Ptevzato z: Foufelle a Fromenty, 2016.

Hromadéni Spatné slozenych nebo rozlozenych proteinti v ER za rtiznych
patologickych stavii nebo pifi vystaveni urCitym farmakologickym

slouc¢enindm vede ke stresu ER a k aktivaci UPR (unfolded protein response,
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odpovéd na rozlozené proteiny) stresové signalizacni kaskady, jejiz priitbéh
je popséan na Obr. 4.

Signalni draha UPR byla dobfe popsana u eukaryotickych bun¢k. Sklada se
ze tii transmembranovych proteint PERK (PRKR-like endoplasmic
reticulum kinase, kinaza endoplazmatického retikula podobna PRKR),
IREla (inositol requiring enzyme la, enzym typu la vyzadujici inositol) a
ATF6 (activating transcription factor 6, aktivacni transkripéni faktor 6) a
jednoho chaperonu BiP/GRP78 (binding immunoglobulin protein/78kDa
glucose-regulated protein, vazebny imunoglobulinovy protein/78kDa
glukézou regulovany protein) (Ding a Yin, 2017). N-konec téchto proteinil
je umistén v lumen ER a C-konec je v cytosolu, takze spojuji 2 bunécéné
kompartmenty. V momenté, kdy je homeostaza ER narusena, a nadbytek
nesbalenych/chybné slozenych proteini se hromadi v ER, tii ER senzory
jsou aktivovany prostfednictvim disociace z chaperonu a/nebo piimou
asociaci s nesbalenym nebo chybné slozenym proteinem, coZ iniciuje
naslednou UPR signaliza¢ni kaskadu, kterou mame znazornénu na Obr. 4

(Liu a Green, 2019).
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Obr. 4. Popis UPR cesty. Kdyz dojde ke stresu ER buika zahdji adaptivni
reakci — UPR. Zacina aktivaci tii efektoru PERK, IREI (inositol-requiring
enzyme type 1, enzym typu 1 vyzadujici inositol) a ATF6. Dale dochdzi
k odstranéni chaperonu BiP, ktery je udrzuje v deaktivovaném stavu. PERK je
kinaza, ktera fosforyluje a inaktivuje elongacni iniciacni faktor elF2a
(eukaryotic initiation factor 2, eukaryoticky iniciacni faktor 2), coz vede
k obecnému poklesu translace proteinii. Dale elF2a selektivné stimuluje
translaci ATF4 (activating transcription factor 4, aktivacni transkripcni faktor
4) transkripcniho faktoru, ktery pak aktivuje syntézu chaperonii a proteinii
zapojenych do autofagie a metabolismu aminokyselin. IRE1 ma kindazovou
aktivitu vedouci k jeji autofosforylaci a aktivaci RNAsové aktivity, coz vede
k sestiihu mRNA XBP1 (X-box binding protein 1, X-box vazebny protein 1),
kterad je nasledné prelozena do aktivniho transkripcniho faktoru. Transkripcni
faktor ATF6, ktery je navazany na membrany ER jako neaktivni prekurzor je
prenesen vezikuly do Golgiho apardtu, kde je stepen SIP a S2P protedazami
do aktivni formy. XBPl a ATF6 dale aktivuji v jadre transkripci souboru
faktori umoznujicich obnovit homeostazu ER vcietné chaperonii a proteinii
zapojenych do degradace nesbalenych polypeptidi. Pokud nejsou tyto
mechanismy ucinné pro obnoveni bunécné homeostizy ER, UPR nakonec

aktivuje mechanismy vedouci k bunécné apoptoze.

Ptevzato z Foufelle a Fromenty, 2016.
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3.2.6 Lysozomalni poskozeni
Lysozomy jsou membranové organely piitomné v zivo¢iSnych buiikach
obsahujici kyselé hydroldzy. Jednd se o termindlni degradaéni

kompartmenty potfebné pro traveni intracelularniho materialu (Luzio et al.,

2007).

Dal$im moznym mechanismem vzniku DILI je lysozomalni poSkozeni
vznikajici v disledku podavani 1é¢iv, které indukuji fosfolipidézu (DIPL,
drug-induced phospholipidosis) neboli akumulaci fosofolipidii (Sagini et al.,

2021).

Fosfolipid

Lek

Lysozom

Created in BioRender.com bio

Obr. 5: Mechanismus lysozomdlniho poskozeni.
Lécivo vytvari komplexy s fosfolipidy, které se hromadi a zvétsuji lysozomy.

Vytvoteno v programu BioRender.com

VétsSina induktort DIPL jsou kationickd amfifilni 1éCiva, kterda jsou
po vstupu do bunék protonizovana v kyselém prostredi lysozomii. Kladné
nabité molekuly nemohou prochdzet zpét pies membranu. V disledku toho
se 1ék hromadi v lysozomech a jako kladné€ nabité 1é¢ivo tvoii nekovalentni
komplexy s fosfolipidy. Pokud nejsou komplexy lék-fosfolipid

degradovény, pak se postupné hromadi ve formé zvétSenych lysozomalnich
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télisek (Dragovic et al., 2016), jak mizeme nazorn¢ vidét na vytvofené
grafice viz. Obr. 5.

Ptikladem léciva zptisobujici DIPL je antiarytmikum amiodaron.

3.2.7 Inhibice transportu Zlu¢ovych kyselin

Dal8im mechanismem podilejicim se na vzniku DILI je inhibice transportu
zluCovych kyselin. DILI, na jehoz vzniku se podili tento mechanismus, se
projevuje jako cholestatické nebo smisené cholestatické a hepatocelularni

poskozenti jater.

Tok zIu¢i je regulovan prostfednictvim nékolika bazolaterdlnich a
kanalikularnich transportnich proteinti. Mezi tyto transportni proteiny patii
napiiklad MDR1 (multidrug resistence protein 1, protein multilékové
rezistence 1), BSEP a také MRP neboli ABCC2 (ABC subfamily C member
2, ABC transportér, podrodina C, ¢len 2) (Almazroo et al., 2017).

Predpoklada se, ze BSEP hraje klicovou roli pro vznik DILI (Dragovic et al.,
2016). Kanalikularni BSEP je jednosmérny exfluxni transportér umistény
na membrané hepatocytl, ktery umoznuje drenaz Zlu€ovych soli do kanalkt
(Allison et al., 2023). Je kddovan genem ABCB11 (ABC subfamily B
member 11, ABC transportér, podrodina B, ¢len 11), ktery je lokalizovany
na dlouhém raménku chromosomu 2 (Kubitz et al., 2012). Inhibice BSEP
byla navrzena jako mechanismus vzniku léky indukované cholestazy
(Villanueva-Paz et al., 2021), protoZe retence Zlucovych kyselin pfispiva
k hepatocelularnimu stresu, jak miizeme pozorovat na Obr. 6. (Allison et al.,
2023). To je v souladu s pozorovanim, kdy Uplny geneticky podminény
nedostatek BSEP vede k cholestatickému poSkozeni jater a jejich selhani

(Villanueva-Paz et al., 2021).

Avsak celkovd souhra mechanismtli cholestazy vyvolané 1éky zistava

nedostatecné objasnéna (Dragovic et al., 2016).
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Inhibice BSEP sama o sob¢ nestaci k urceni jednozna¢ného rizika DILI a je
tteba zvazit vliv dalSich faktort vzniku DILI, jako je naptiklad

mitochondrialni dysfunkce (Villanueva-Paz et al., 2021).

Nedavné dukazy o lécich vylu¢ovanych do Zluci naznacuji, Ze tyto 1éky jsou
primarnimi kandidaty vyvolavajicimi u pacientti cholestatické onemocnéni
jater (Dragovic et al. 2016). Mezi léCiva, u nichz vznikd DILI timto
mechanismem patii cyklosporin, troglitazon a bosentan (Dragovic et al.,

2016).
/ MRP3/4 OSTalf Blood
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Obr. 6. Mechanismus inhibice transportu Zlucovych kyselin. Schéma uvadi

OAT2

hlavni transportéry zlucovych soli z krve do hepatocytii, a to NTCP (Sodium
taurocholate cotransporting polypeptide, polypeptid kotransportujici
taurocholat sodny) a OATP (organic anion transporting polypeptide,
polypeptidy transportujici organické anionty). Transport z hepatocyti
do zZlucovych kanalku, zajistuje BSEP, jehoz inhibice je predpokladem vzniku
DILI.

Ptevzato z: Rodriguez-Pérez a Gerebtzoff, 2021.
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3.2.8 Aktivace imunitni odpovédi

Aktivace imunitniho systému, ktera je vyvolana léky, pfedstavuje rozmanity

soubor idiosynkratickych reakci (Roth a Lee., 2017).

V jatrech se nachazi rizné populace imunitnich bunék jak vrozené, tak
adaptivni imunity (Allison a kol., 2023). Makrofagy zvané¢ Kupfferovy
bunky (KC, Kupffer cells) po expozici 1éku iniciuji zanét v jatrech. Kromé
Kupfferovych bun¢k jsou v jatrech 1 jiné lymfocyty vcetné dalSich
makrofagi, T bunék, B bunék a ptirozenych zabiject (NK, natural killers)
(Roth a Lee., 2017). Ptedpoklada se, Ze imunitni systém hraje zésadni roli

pfi zahajovani DILI, ale i pti zotavovani organismu (Allison et al., 2023).

Jatra jsou Casto vystavena cizim antigentim kvili své biologické filtra¢ni
roli, a proto jsou schopna vykazovat imunitni toleranci vu¢i cizim
antigenim. V piipadé 1ékoveé indukované hepatotoxicity je tato tolerance
omezena, piipadné inhibovana. To mlize znamenat, ze imunitni reakce vede

k poSkozeni jaterni tkdné¢ (Allison a kol., 2023).

Imunitni odpovéd’ je aktivovana pomoci riznych mechanizmi, které jsou
znazornény na Obr. 7.
NiZe je uvedeno nékolik hypotéz, které popisuji léky navozenou aktivaci

imunitniho systému.

Haptenova hypotéza

Hapteny jsou malé molekuly (vcetné 1&Civ), které vyvolavaji imunitni
odpovéd’, kdyz dojde k jejich kovalentni vazbé na endogenni proteiny. Tvofi
tak adukty (Villanueva-Paz et al., 2021). Nasledné se adukt 1ék — protein
vychyta antigen prezentujicimi buikami (APC, antigen presenting cells) a je
prezentovan na hlavnim histokompatibilnim komlexu (MHC, major
histokompatibilty komplex) ttidy II T buiikam, které vyvolaji adaptivni
imunitni odpovéd (Villanueva-Paz et al., 2021). Dochazi k tvorbé

pomocnych a cytotoxickych T bun€k rozpoznavajicich antigen.
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Dalsi prezentace antigenu hepatocyty ve spojeni s MHC typu I aktivuje
humorélni a bunécnou imunitu, coz muze vést k poskozeni jater. Zanétlivou
reakci zptisobuje fada prozéanétlivych cytokinii jako naptiklad TNF, FasL
(Fas ligand) nebo IFN — vy (interferon gamma, interferon gama) (Bleibel

etal., 2007).

Tato hypotéza neni uUplnd a existuji nedostatky. Naptiklad nedokaze
vysvétlit, pro¢ se DILI vyvine pouze u mensiho poctu pacientd, 1 kdyz bylo
popsano, ze 1é¢ivo vytvari adukty. Neni bez zajimavosti, ze flukloxacilin,
znamy svou hepatotoxicitou, ma na haptenu zavisly a na haptenu nezavisly

mechanismus imunitni aktivace (Villanueva-Paz et al., 2021).

Hypotéza nebezpeci

Tato teorie rozsifuje koncept haptenové hypotézy. Pracuje s predpokladem,
ze k aktivaci adaptivni imunitni odpovédi je potieba nejen pfitomnost

haptend, ale také ,,signal nebezpeci®.

Po poskozeni bunék a aktivaci bunééné smrti se uvoliluji antigeny, které jsou
odvozeny od DAMP a ptedstavuji zminény signal. Tyto antigeny se vazou
na receptory rozpoznavajici vzory (PRR, pattern recognition receptors) na

APC.

Hypotéza farmakologické interakce

Piedpoklada, Ze chemicky inertni latky mohou aktivovat urcité T buniky tak,
Ze ptimo tvoti nekovalentni interakce s jejich MHC molekulami a spousti

aktivaci imunitniho systému (Villanueva-Paz et al., 2021).

Hypotéza zménéného repertoaru peptidi

Tato hypotéza je Casto povazovana za soucdst hypotézy farmakologické
interakce, s klicovym rozdilem spocivajicim v tom, ze se endogenni peptidy

vazou na komplex 1ék — MHC (Villanueva-Paz et al., 2021).
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Tato hypotéza naznacCuje, ze léky mohou zplisobit nespravné zacileni
imunitnich buné€k proti endogennim peptidiim, coz mize vést k autoimunitni
reakci. To proto, ze i chemicky inertni 1éky mohou vytvaret nekovalentni
interakce s komplexy MHC, coz méni jejich vazebnou kapsu a modifikuje

imunitni odpovéd’ (Allison et al., 2023).

Hypotéza vice determinant

Hypotéza naznacuje, ze vznik DILI je disledkem komplexniho plisobeni
mnoha faktort, jako jsou pohlavi, vék, genetické predispozice, vné&jsi
prosttedi a fyziologické faktory. Tyto faktory zvySuji pravdépodobnost
nezadouci jaterni piihody. Pokud se ale neprojevi vice faktorti soucasne¢,
DILI se nevyvine. To mlize pomoci vysvétlit, pro¢ je DILI tak vzéacné,
pfesto, Ze je naptiklad Cetnost ptisluSnych genetickych polymorfismii

v populaci ¢asta (Villanueva-Paz et al., 2021).

Hypotéza zanétlivého stresu

Tato hypotéza tika, ze k poskozeni jater 1éCivy je nezbytny soub¢h zanétu

jater s 1écbou (Villanueva-Paz et al., 2021).

Dalsim potencidlnim mechanismem vzniku imunitniho DILI je pfedpoklad,
ze haplotyp lidského leukocytarniho antigenu (HLA, human leukocyte
antigen) ovlivni rozpoznani bun€k prezentujicich poskozené motivy
imunitnim systémem. HLA koduje MHC u lidi, konkrétné geny HLA-A,
HLA-B, HLA-C urcuji strukturu MHC I a HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR
koduji strukturu MHC 11. ,, Roth a Lee (2017) v ¢lanku uvadi, ze pro MHC 1
Jje celkem 1,7 miliardy haplotypii a pro MHC II je 10" haplotypii." Obecné
plati, Ze n€které HLA polymorfismy jsou spojené se zvySenou nachylnosti

k DILI (Roth a Lee., 2017).

Imunologické DILI je také spojeno s modelem selhani adaptace, ktery

pfedpokladd dysfunkci v expresi cytokinG. Pfi standardnim zanétu



30

podskupina makrofagi, v ptipadé jater KC, fagocytuji antigeny z mrtvych/
odumirajicich bun¢k zvané DAMP pted jejich prezentaci na MHC.
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Obr. 7 Mechanismy aktivace imunitni odpovédi. Poskozeni hepatocytii miize

byt zpusobeno akumulaci léciva v burice. Nasledné uvolnené DAMP aktivuji
prirozené zabijece a KC. Dalsi mechanismus aktivace imunitni odpovedi
zahrnuje adukty lécivo — protein, které jsou prezentovany na MHC I a Il, a to

iniciuje imunitni kaskadu vedouct k poskozeni hepatocytii.

Prevzato z: Allison et al., 2023

Dale mohou na antigen reagovat cirkulujici makrofagy, dendritické buiiky nebo
neutrofily. Prezentace vede bud k iniciaci bunééné imunitni odpovédi nebo
k humoréalni imunitni odpovédi. Za normalnich okolnosti nasledné zanét
ustupuje prostfednictvim aktivity T regula¢nich bunék, které produkuji
transformacéni rastovy faktor beta. Deregulace cytokini je potencidlnim
mechanismem imunologického DILI. Zanétlivé poskozeni jater zpusobuje
nadbytek prozanétlivych cytokinli a sniZeni regulacnich cytokind, coz vede
celkové k imrti jaternich buné€k spiSe, néZ k cileni na bunky, které¢ exprimuyi
motivy poskozeni. Tuto deregulaci zanétlivych cytokini Ize nalézt

u nesteroidnich protizanétlivych 1€kt nebo antibiotik (Roth a Lee., 2017).
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3.3 Seznam vybranych lé¢iv dle molekularniho mechanismu DILI

U nékterych 1é¢iv nezptisobuje DILI pouze jeden mechanismus. Pfikladem miize byt
amiodaron. Jednd se o kationtovou amififilni slouceninu se sklonem k akumulaci
v prostiedi organel bohatych na lipidy. Amiodaron tak ovliviiuje jak mitochondrialni,
tak lysozomalni funkce (Dragovic et al., 2016).

Souhrn dosud znamych mechanismti, které mohou kombinované pusobit, je uveden

nize na Obr. .

Tab. 2 Ptehled hepatotoxickych 1é¢iv dle mechanismu

Mechanismus Zastupci

Mitochondrialni dysfunkce acetaminofen, amineptin, amiodaron,
dronedaron, kyselina acetylsalicylova,
benzaron, diklofenak, diflunisal,
fialuridin, isoniazid, mefenamova
kyselina, nefazodon, nimesulid,
perhexilin, stavudin, tamoxifen,
tianeptin, tolkapon, trazodon,
troglitazon, valproat (Ding a Yin,
2017), cerivastatin, takrin, ganciklovir

(Villanueva-Paz et al., 2021)

Formovani reaktivnich forem kysliku isoniazid (Yew et al., 2018),

troglitazon, flutamid, nimesulid,

diklofenak (Villanueva-Paz et al.,

2021)

Stres endoplazmatického retikula acetaminofen, amiodaron, isoniazid,
metotrexat, troglitazon, erlotinib,
diklofenak

Lysozomalni poskozeni amiodaron, fialuridn, perhexilin,

tamoxifen, karbamazepin (Dragovic

etal., 2016)
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Inhibice transportu Zlu¢ovych cyklosporin, troglitazon, bosentan

kyselin (Dragovic et al., 2016)
karbamazepin, amoxicillinklavulanat,

sulfamethoxazol, floxuridin (Allison
et al., 2023), diklofenak, perhexilin,
tolkapon, nefazodon (Dragovic et al.,

2016)

Aktivace imunitni odpovédi amodiaquin, alopurinol (web 2),

halothan, sulindac, sulfamethoxazol,
chlorpromazin, flukloxacillin,
amoxicillinklavulanat, (Allison et al.,
2023), acetaminofen, ximelagatran

(Dragovic et al., 2016)

Mezi vetejné zdroje informaci o hepatotoxickych 1é€ivech patii naptiklad Liver
tox (web 2), coz je on-line databaze. Byla vytvoiena v roce 2012 a poskytuje
aktualni klinické informace tykajici se pfiblizn€é 600 1€kt v soucasnosti
schvalenych FDA v USA. Popisuje klinické piipady a také generuje skore
hodnoceni jednotlivych pifipadii na zéklad¢ diagnostického néastroje RUCAM
(Roussel Uclaf causality assessment method, metoda hodnoceni kauzality
Roussel Uclaf). Dale byl vytvoten soubor 1€k, které byly spojeny s ALF a byly
nahlaseny do hlavnich registrii a dalSich databazi (Unzueta a Vargas, 2013).
Informace o hepatotoxicky piisobicich 1é¢ivech lze nalézt i na strankach FDA,
konkrétné se jednd o Drug Induced Liver Injury Rank (DILI Rank) Dataset
(datovy soubor hodnoceni poskozeni jater vyvolaného I1éky) (web 3). Jedna se

o nejvetsi referencni seznam 1€kl setazenych podle rizika rozvoje DILI u lidi.


http://livertox.nih.gov/
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Obr. 8 Souhrnny obrdzek mechanismii souvisejicich s DILI s uvedenymi modelovymi
hepatotoxickymi lécivy.

Zdroj: Dragovic et al., 2016
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3.4 Preklinické a klinické testovani

Preklinické testovani je realizovano na bunécnych kulturach a experimentalnich
zvitatech. Zvifeci studie zkoumayji bezpecnost 1€¢iv v davce ekvivalentni lidskym
davkam, farmakodynamiku, tedy mechanismus u¢inku a vztah mezi hladinou
1é¢iva a klinickou odpovédi a dale farmakokinetiku, tedy absorpci, distribuci,
metabolismus a exkreci 1é¢iva a potencialni interakce 1¢k-1¢k. Tato data musi byt
ptedlozena ke schvaleni pfisluSnym uradiim, pokud ma byt 1é¢ivo dale klinicky

studovano (Umscheid et al., 2015).

3.4.1 Hodnoceni DILI v in vitro modelech

Cilem in vitro screeningu hepatotoxicty 1é¢iv je identifikovat molekuly, které jsou
potencialné toxické pro lidskd jatra (Gomez-Lechon et al., 2010). In vitro testy
hepatotoxicity se vyuzivaji béhem ranného vyvoje 1€ku. Piesto, ze maji pomérné
nizkou citlivost jsou v preklinickém testovani Siroce pouZzivany, protoze jsou
finan¢né dostupné (Babai et al., 2021). Bunééné¢ modely predstavuji také cenné

nastroje k pochopeni mechanismt DILI.

Cilem této oblasti je i vyvoj robustniho multiparametrického screeningu, ktery by
pokryl §ir§i spektrum klicovych mechanismt DILI. Urychlil by se tak proces
vyvoje lé¢iv. Technologicky pokrok v oborech jako je genomika, proteomika, a
metabolomika hraje velmi dulezitou roli pfi odhalovani novych biochemickych
drah, biologickych procesl a hepatotoxickych biomarkeri. /n vitro testy se vSak
musi validovat na souboru 1é¢iv, které vyvolavaji hepatotoxicitu n¢kolika riznymi

mechanismy (Gomez-Lechon et al., 2010).

Soucasné konvenéni in vitro protokoly vSak zahrnuji hodnoceni pouze jednoho
nebo nékolika malo sledovanych parametri. VétSina testl je zaloZena
na Zivotaschopnosti bun€k, na odhadech poctu bunék, integrit€¢ membrany a
aktivité riznych enzymu v bunkach. Klasické testy méfi, naptiklad uvoliovani
cytosolovych enzymu jako disledek zmén membrany. V soucasné dobé se
nejcastéji pouzivaji testy cytotoxicity zalozené na odhadu funkéniho nebo

metabolického stavu bunky. Tyto metody Casto hodnoti pfeménu substratu
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na produkt, ktery lze kvantifikovat pomoci absorbance, fluorescence nebo

bioluminiscence (Gomez-Lechon et al., 2010).

Stanoveni priorit a optimalizace struktury chemickych sloucenin ptfedstavuje
dilezity ukol ptfi vyvoji 1ékii. Vytvoreni a pouziti in vitro screeningovych
systéml odrazejicich lidskou in vivo toxicitu napf. DILI je zapotiebi

pro posouzeni bezpecnosti 1éCiv.

In vitro kultivované jaterni buiiky pro hodnoceni DILI

Existuje fada bunéénych modelt, které mohou byt uzitecné pro identifikaci a
studium mechanismt DILI — kultury primérnich lidskych hepatocytii, bunééné
linie odvozené znédoru jater, geneticky upravené jaterni bunky a lidské

hepatocyty odvozené od pluripotentnich kmenovych bunék (Kuna et al., 2018).

Primarni kultury lidskych hepatocytii jsou povazovany za zlaty standard pro
vytvofeni modelt jaternich bunék relevantnich pro ¢lovéka. Podévaji prediktivni
vysledky ve farmakologickém a toxikologickém vyzkumu in vitro. Nevyhodou
je jejich nestabilni fenotyp a postupna dediferenciace v kultufe (Kuna et al.,

2018).

Mezi vyhody bunéénych linii odvozenych z nadori jater patii dobra dostupnost,
snadnd manipulace a neomezena proliferace. V soucasné¢ dobé pouzitelnost
HepG2, Hep3B, HuH7 a dalSich je omezena z diivodu jejich dediferencovaného
fenotypu a nedostate¢né metabolické funkce. Velmi Siroce pouZivany jako model
pro hodnoceni DILI jsou HepaRG buiiky, které byly odebrany od pacientky trpici
chronickou infekci hepatitidy C a hepatokarcinomem. Nekolik studii ukézalo, Ze
HepaRG bunky maji relativné podobné hladiny exprese enzymi prvni a druhé
faze metabolismu a jadernych receptort jako primarni lidské hepatocyty (PHH,
primar human hepatocytes). Ve srovnani s jinymi bunéénymi kulturami se buiiky
HepaRG ukazaly jako vhodny nastroj pro studium nékterych chronickych ucinkt
1é¢iv (Kuna et al., 2018).
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Rekombinantni bunééné modely jsou vyuzivany pro studium jaterniho
metabolismu 1é¢iv (Kuna et al., 2018). Jedna se o bunky vytvorené genetickou

modifikaci, coz vede k Gprave jejich funkce.

Nedavné studie ukazaly, Ze jaterni buniky odvozené z lidskych pluripotentnich
kmenovych bunék (indukované hepatocyty iHep), jsou pouzitelné pro
potencialni modelovani toxicity 1é¢iv in vitro. Vzhledem k tomu, Ze iHep maji
fenotyp relativné podobny hepatocytim, pak toxicitni testy na iHep mohou byt
presnéjsi nez testy provadéné na nékterych nadorovych bunéénych liniich. Je
vSak nutné zduraznit, ze se kompletni diferenciace kmenovych bun¢k

na hepatocyty zatim nepodaftila (Kuna et al., 2018).

Jaterni tkanové inZenyrstvi

Udaje ziskané ze stavajicich in vitro modelovych systémil &asto nedokazou
ptedpovédét hepatotoxicitu testovanych 1éciv. Proto je potfeba vyvinout nové a
lepsi modely. Ty mlize poskytnout tkanové inzenyrstvi. Je zndmo, Ze primarni
hepatocyty v kultufe ztraci své fenotypové charakteristiky a Zivotaschopnost.
Spole¢na kultivace s neparenchymovymi bunikami (NPC, non-parenchymal
cells), jako jsou KC nebo sinusoidni endotelové buiikky vedly v experimentech
k dlouhodobému udrZeni fenotypu a Zivotaschopnosti hepatocyt. Hepatocyty
kultivované spole¢né s NPC navic v 3D systému poskytly jesté lepsi model pro
studium DILI vzhledem k vyS$§$i mife podobnosti sin vivo tkdnovou
architekturou. Nedavna studie ukézala, ze proteom hepatocytarnich sféroidi
zlstal podobny jako u darcovské jaterni tkan€. Navic interindividudlni rozdily
mezi darci hepatocytil 1ze vyuzit ke studiu hepatotoxicity u pacientli s konkrétnim
genotypem. Zda se, Ze 3D kultury maji fadu vyhod ve srovnani s 2D in vitro
modely, ale stale jsou potieba dalsi studie k rozsahlému srovnani jejich citlivosti

a specifity predikovat DILI (Kuna et al., 2018).
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3.4.2 Zviteci modely

Experimentalni zvifata jsou uzitecnymi modely pro studium DILI a jeho
patogeneze. Navzdory zavadéni novych systémut bunéénych kultur, experimenty
na zvitatech jsou v souCasnosti nevyhnutelnou soucasti preklinického vyvoje
1é¢iv. Testovani na zvifatech je nutné piedevSim kvili tomu, ze laboratorni
bunécné modely nejsou zcela reprezentativni pro lidskou funkci jater, coz plati
zejména s ohledem na nedostatek imunitniho systému, ktery hraje dtlezitou roli
pti vyvoji DILI (Kuna et al., 2018). Zvifeci modely ptedvidatelného DILI patii
z hlediska techniky mezi relativné jednoduché. VétSinou staci zvifeti podat
velkou davku 1écCiva, ktera vyvola hepatotoxicitu. Nicméné pro spravné vyuziti
téchto modeld je nezbytné porozumét také mechanismim toxicity. V kontextu
predvidatelného DILI je acetaminofen piimo ucebnicovym piikladem, a
pfedavkovani u mysi je zdaleka nejcastéjSim modelem DILI. Dal§im piikladem
je tetrachlormethan, ktery je mozné pouzit ve studiich chronického DILI a
fibrozy, dale se da vyuzit i thioacetamid.

Zviteci modely pro idiosynkratické DILI s sebou piinési vétsi technické vyzvy.
Dosahnout nezddouci reakce na 1€k, u kterého je znamo, ze zptsobuje DILI
u lidi, obvykle vyZaduje premedikaci zvitat nebo genetickou ipravu, navrzenou
k predispozici zvifat k rozvoji DILI. Bohuzel ptiprava modelu ma potencial
ovlivnit jeho klinickou relevanci. Zatim se pouzivaji tfi rizné ptistupy, které bud’
indukuji zanét, zptisobi potlaceni imunitni tolerance nebo vedou ke genetické
manipulaci funkce mitochondrii (McGill a Jaeschke, 2019). Jednotlivé ptistupy

budou popsany v nasledujicich kapitolach.
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Model vyvolani zanétu

Model vyvolani zanétu (,,inflammagen* model) vyuziva zvitata, ktera jsou bud’
piedem, soucasné nebo nasledné oSetfena bakteridlnim lipopolysacharidem
(LPS, lipopolysaccharide) s cilem vyvolat zdnét. Model vychazi z diive uvedené
hypotézy zanétlivého stresu. Tento model byl uspésné¢ pouzit k vyvolani
reprodukovatelného jaterniho poSkozeni u krys pomoci nizkych davek nékolika
testovanych 1€kt, které zptisobuji DILI u lidi. Model je sice uzitecny
pro vyzkum, ale jeho relevance pro lidsky organismus mtize byt omezena,

zejména z diivodu aplikace LPS (McGill a Jaeschke, 2019).

,Uetrecht-Pohl model“

Dal$i model idiosynkratického DILI spociva v potlac¢eni imunitni tolerance
v jatrech. Tento pfistup vychézi z ptredpokladu, ze 1¢ky, které zplisobuji vazné
DILI, také zptisobuji vyssi incidenci mirného poskozeni jater. VétSina pacientt
se prizplisobi pocatecnimu mirnému poskozeni, coz naznacuje, Ze se vyviji
imunitni tolerance, ktera brani selhani jater. To vedlo k hypotéze, ze poruseni
imunitni tolerance je nezbytné pro vytvofeni kompletniho modelu DILI. Jedna
se o relativné novy pfistup a vyzaduje dalsi ovéfeni s modelovymi Iéky. I kdyz
existuji experimentalni diikazy o udrZovaném poskozeni jater v tomto modelu,
skutecné selhani jater po podani modelového 1é¢iva doposud nebylo
pozorovano. Strategie pouzivané k naruSeni imunitni tolerance u mysi jsou
extrémni. Je tak nepravdépodobné, Ze zcela odrazi situaci u lidi (McGill a

Jaeschke, 2019).
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Subklinicka mitochondropatie

Ptesto, ze existuje obecny konsensus s tim, ze idiosynkratické DILI zahrnuje
adaptivni imunitni systém, bylo vSak popsano, ze asociace s variantami HLA
jsou slabé a nedostacuji k iplnému vysvétleni rizika u pacientt. V souladu s tim
bylo potvrzeno, ze i neimunitni mechanismy mohou hrat vyznamnou roli. Jedna
studie vedla k hypotéze, ze nckteré piipady DILI lze pfisoudit subklinické
dysfunkci mitochondrii. AvSak experimentalni pokusy o reprodukci téchto

vysledki byly nejednozna¢né (McGill a Jaeschke, 2019).

Mezi dostupnymi modely se jevi, ze model Uetrecht-Pohl vynika jako
nejpresnéjsi v simulaci lidskych podminek. Tento model naznacuje, Ze ztrita
imunitni tolerance je pravdépodobné kli¢ovou soucasti mechanismii DILI.
Doposud vsak neexistuje kompletni model vazného idiosynkratického DILI
s vyvojem selhani jater. Dal$im problémem je, Ze modely byly navrzeny
s ohledem na hepatocelularni formu DILI a mély by byt ovéfeny také

pro cholestatické a smiSené formy DILI (McGill a Jaeschke, 2019).

Predik¢éni schopnost zvitat identifikovat DILI je pomérné nizka. Uvadi se, ze
shoda mezi preklinickymi a klinickymi studiemi byla pozorovana u 63 % studii
na nehlodavcich, primarné na psech a ve 43 % na hlodavcich, pfedev§im
na potkanech. Tim padem primeérna shoda mezi jaterni toxicitou u lidi a zvitat
zlustava okolo 55 %. Falesné negativni vysledky ve studiich na zvifatech lze
vysvétlit nedostatkem predispozic¢nich faktort, jako jsou zakladni onemocnéni a
podle Zzivoc¢iSnych druhil, 1 rozdily tykajici se biologické dostupnosti a

metabolismu léCiva (Babai et al., 2021).

Ackoli béZné experimentalni modely (mySi, krysy, psi a opice) vSechny
exprimuji homology hlavnich CYP jako u lidi, ne vSechny maji stejnou
substratovou specifitu. Ve skute¢nosti CYP2E1 je jedinym lidskym CYP, ktery
je zachovany napii¢ druhy. Obecné plati, Ze mysSi maji nejvétSi podobnost
v celkové funkci CYP s lidmi mezi béznymi vyzkumnymi druhy, zatimco krysy
jsou nejvice odlisné. Rozdily v expresi nebo funkei jinych enzymti mohou byt

také dalezité. Celkove je pii pouziti zvifecich modelt DILI zasadni vzit v uvahu
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druhové rozdily v metabolismu 1é¢iv (McGill a Jaeschke, 2019). Z toho divodu
se preklinické strategie v poslednich letech vyvinuly tak, aby zahrnovaly

v

sofistikovangjsi lidské in vitro bunééné modely (Walker et al., 2020).

3.4.3 Klinické testovani

Na preklinické testovani 1é¢iv navazuje klinické testovani, které je rozdéleno do
4 tazi. Prvni faze studie je ur€ena k testovani bezpec¢nosti a maximalni tolerované
davky (MTD, maximum tolerated dose) 1éku. Ve fazi jedna dochazi k prvnimu
podani latky cloveéku, obvykle se podavd malému poctu zdravych nebo
nemocnych dobrovolnikli v oteviené studii. MTD neboli davka Iéciva
pred davkou toxickou byva stanovena nékolika riznymi statistickymi modely.
Dochdzi zde také ke zvySovani davky, které je zaloZeno na velmi ptisnych
kritériich a subjekty jsou peclivé sledovany, zda se u nich po dostateéné dlouhou
dobu neprojevi toxicita 1é¢iva. Druhd faze studie je provadéna na vétsi skupiné
dobrovolnikti nez faze prvni. Skupina je tvoiena dobrovolniky, ktefi trpi danym
onemocnénim. Cilem je otestovat bezpecnost, farmakodynamiku a
farmakokinetiku l1é€iva, ale také mohou byt ziskany odpovédi na otdzky, jako je
stanoveni optimalnich davek, Cetnost davek nebo zplisob podani, které jsou
podstatné pro tfeti fazi. Nasledna tfeti faze studie probihd s vy$Sim poctem
ucastnikt a také na rliznorodé¢jsi populaci, aby bylo mozné sledovat u¢innost
1é¢iva a zaroven stanovit ¢etnost nezadoucich uc¢inki. Vzhledem k tomu, Ze pocet
ucastnikli vétSinou neptesahuje 300 az 3000, vysledky nemusi mit takovou
vypovidaci schopnost, aby byly odhaleny vzacngj$i nezddouci uUc¢inky. To
zdiraznuje vyznam studii faze IV pfi identifikaci méné castych nezddoucich

ucinkll (Umscheid et al., 2015).
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3.5 Vyznam a metody zjiStovani DILI

3.5.1 Soucasné biomarkery
Riziko DILI je zjistovano a vyhodnocovano v klinické fazi vyvoje léCiva
nekolika pfistupy, které jsou uvedeny nize. Jednim z ptistupi pro zjiStovani
mozného rizika DILI jsou pracovni skupinou experti zvefejnéné pokyny
pro diagnézu a klasifikaci DILI. Pokud je splnéno alesponi jedno z nésledujicich
kritérii, pak je ptipad klasifikovan jako DILI. Prvnim kritériem je hladina ALT,
ktera musi byt vyssi nebo rovna pétinasobku ULN. Druhym kritériem je hodnota
ALP, jejiz naméfend hodnota bude stejnd nebo vyssi nez hodnota odpovidajici
2x ULN. Poslednim kritériem je, Ze hladina ALT, musi byt vyssi nebo rovna
3nasobku ULN a zaroven hladina bilirubinu vys$si nez 2nasobek ULN (Unzueta

a Vargas, 2013).

Riziko DILI hodnoti také tzv. ,Hytv zdkon®, ktery identifikuje riziko vzniku
zavazné hepatotoxicity (Temple, 2006). Zakon je zalozen na klinickém
pozorovani Hymana Zimmermana (Babai et al., 2021), ktery je povaZovan
za zakladatele studie hepatotoxicity 1éki (Unzueta a Vargas, 2013). Zakon byl
Zimmermanem definovan, kdyz zpozoroval, Ze kombinace zloutenky a
hepatocelularniho poskozeni vyvolané¢ho Iéky byla asociovana s 10% az 50%
umrtnosti na selhani jater. Soucasné za piedpokladu, Ze byly vylouceny jiné
pfic¢iny zvySenych hladin bilirubinu (Babai et al., 2021). Hylv zdkon je splnén,
pokud Iék zplsobuje hepatocelularni typ poskozeni jater, ktery se obecné
projevuje trojnasobnym a vétSim zvySenim transaminazy nad hladinu ULN.
Navic musi byt zvySeny bilirubin (nejméné 2x vysS$i nez ULN). Dale by
u pacientll nemél byt Zadny jiny divod heptocelularniho posSkozeni, jako je

napiiklad virova hepatitida.

Je ztejmé, Ze kazdé 1é¢ivo spojené s Hyovym zdkonem bude vykazovat zvySenou
miru transamindz (Temple, 2006). Mira transamindz je pak pouZzivéna jako
biomarker, ktery umoznuje identifikaci podskupiny pacientli s vysokym rizikem
jaterniho poskozeni (Unzueta a Vargas, 2013). Existuji 1 1é¢iva s napadnym

zvySenim transaminaz, ktera ale nikdy nebo téméf nikdy nezpiisobuji vazné
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jaterni poskozeni. Prikladem muze byt takrin anebo aspirin (Temple, 2006).
Hytv zékon je relevantnim bezpecnostnim ukazatelem predikce ALF u pacienti

s DILI (Babai et al., 2021).

V roce 2009 byla FDA zvetejnéna pravidla pro ukonceni vyvoje 1éCiva, ktera
byla navrzena k prevenci hepatotoxicity v klinickych studiich. V soucasnosti
jsou tato pravidla aplikovéna, jak v prostfedi klinickych studii, tak 1 ve fazi
po uvedeni 1é¢iva na trh, tedy 1 v klinické praxi. Pokud dle FDA stoupne hladina
ALT u pacienta na trojndsobek ULN, a nejsou piitomny dalsi ptiznaky jaterniho
poskozeni, lze v 1é¢bé pravdépodobné bezpecné pokracovat spolecné s Castym
monitorovanim jaternich funkci. V ptipad¢, Ze hodnoty stoupaji na pétinasobek,
mélo by byt provadéno intenzivnéjSi sledovani. Pokud ALT stoupne
na osminasobek, méli by 1¢€kafi 1€k vysadit. Jedna se totiz o takzvany prah, kdy

muze DILI ptestoupit do ALF a stat se nevratnym (Stine a Lewis, 2016).

3.5.2 Nové potencialni biomarkery

ALT, AST (aspartate aminotransferase, aspartataminotransferdza), ALP a
celkovy bilirubin jsou v soucasnosti jediné schvalené biomarkery DILI v klinické
praxi. Tyto biomarkery ale nejsou specifické a zvyseni kterékoli z téchto hodnot
mize byt detekovano prakticky u vSech jaternich onemocnéni. Zaroven se tyto
biomarkery v jatrech objevuji, aZz kdyz dojde k rozvoji poskozeni, tim padem
maji v predikci potencidlniho poskozeni jater omezené pouziti (Robles-Didz

et al., 2016).

Snaha o vyvoj novych citlivéjSich biomarkert pro ¢asnou predikci a diagnostiku

DILI vedl k objeveni n¢kolika slibnych kandidat (Robles-Diaz et al., 2016).
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Glutamatdehydrogenaza

Glutamatdehydrogenaza (GLDH, glutamate dehydrogenase) je mitochondrialni
enzym nachdzejici se predevSim v jatrech, v mensi mife v ledvindch a
ve stopovém mnozstvi v kosternich svalech. Tento enzym je tkanove specificté)si
nez ALT a AST. Zdravi jedinci maji stabilni méfitelnou hladinu GLDH v séru.
Vzestup cirkulujici GLDH indikuje mitochondridlni dysfunkci a ztratu integrity
mitochondridlni membrany, ktera vznika pii hepatocelularni nekréze. GLDH
dobie koreluje se zvySenim ALT u pacientd sriznymi formami klinicky
prokazaného poskozeni jater, véetné predavkovani acetaminofenem, ale neni
dostatecné citlivad, aby bylo mozné piedpoveédét hepatotoxicitu pied ALT

(Robles-Diaz et al., 2016).

MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou malé nekdédujici RNA, které se ucastni
posttranskripéni regulace genové exprese. Poskozeni organi obvykle vede
k uvolnéni miRNA do krevniho feciSt€. miRNA jsou relativné stabilni
v biologickych tekutindch, coz pfispélo k tomu, ze cirkulujici miRNA jsou
povazovana jako potencialni neinvazivni biomarkery DILI. N¢kolik studii
zaznamenalo zmény séroveé koncentrace miRNA béhem posSkozeni jater. Sérova
miR-122 je detekovatelna v ¢asném stadiu hepatocelularniho poSkozeni, coz bylo
potvrzeno u pacientli pfijatych do nemocnice kratce po predavkovani
acetaminofenem, piestoZe hladiny ALT nebyly jesté zvySeny. miR-122 je moZné
pouzit behem klinickych studii k detekci 1€¢iv s potencidlem hepatotoxicity,
ktery miiZze zlstat nezjiStény pomoci konvencnich biomarkerti. Krom toho je
miR-122 specifict&jsi pro jatra nez ALT. Stale ale zbyva urcit varovné hladiny

miR-122 pro poc€inajici idiosynkratické DILI (Robles-Diaz et al., 2016).
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Exosomy

Zatimco miRNA mohou pasivné vstupovat do krevniho obéhu béhem bunécné
nekrotické a/nebo apoptotické bunécné smrti, aktivni uvoliiovani se vyskytuje
regulovanym zplGsobem prostiednictvim exosomi. Exosomy jsou jedny
ze struktur obklopenych membranou, které jsou uvoliiovany témet vSemi typy
bun¢k. Byly pfijaty jako potencidlni biomarker DILI. Podle prizkuml se
exosomové slozky meéni v pritomnosti podminek bunécéného stresu. Cirkulujici
exsosomy, pochdazejici z riznych tkéani se mohou nachdzet v mnoha typech
télesnych tekutin, proto je problémem urcit exosomy odvozené od hepatocyti.
Slozky exosomil nejsou omezeny na miRNA, zahrnuji také proteiny, lipidy a

dalsi nukleové kyseliny. (Robles-Diaz et al., 2016).

Odvozené biomarkery

Od ,,omics“ mizeme odvodit biomarkery, které pomahaji indentifikovat DILI.

Zavedeni omickych technologii nabizi novy pfistup pro studium biomarkerd,
protoZze umoziuji zkoumat velké mnoZstvi molekul soucasné. Studie zaloZené
na ,,omics* mohou také poskytnout informace o mechanismech riznych forem

DILI (Robles-Diéz et al., 2016).
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3.6 Priklady z praxe — staZena léciva
Predikce a charakterizace DILI béhem preklinické faze vyvoje 1éCiva, ale i
po uvedeni 1é¢iva na trh, je stile vyzvou pro farmaceuticky primysl. DILI je
Spatn¢ detekovano z divodu jeho nepfedvidatelnosti, nedostatku piesnych
biomarkert a Spatn¢ definované patogeneze. Naptiklad Dykens a Will (2007)
uvadi, ze mezi lety 1994 a 2006 bylo z trhu stazeno 38 1é¢iv, mezi nimi naptiklad
cerivastatin, nefazodon, troglitazon a tolkapon. N¢kterd dalsi 1é¢iva, kterd byla
stazena z trhu jsou bromfenak, trovafloxacin (Rana et al., 2021), mibefradil, nebo
fenfluramin (Rabkin et al., 1999). Na trhu vSak stale ziistavaji také 1é¢iva, u nichz
riziko DILI hrozi, ale i tak se nadale pouzivaji, protoze pfinos pouZzivani
pfevazuje nad riziky vedlejSich Uc¢inkti. Samoziejmé je dulezit¢é dodrzovat

pfipadnd omezeni spojend s lé€bou jako je naptiklad délka doby uzivani 1éCiva.

Na nasledujici strankach budou vybrana 1é¢iva popsana detailngji.

3.6.1 Troglitazon

Troglitazon je perordlni antidiabetikum, které zlepSuje inzulinovou
rezistenci tak, Ze pulsobi jako ligand nukledrniho receptoru PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma, receptor gama
aktivovany peroxisomovym proliferatorem). Konkrétngji se jedna o 1é¢ivo
za skupiny thiazolidindionli na 1é€bu diabetes mellitus 2. typu (Rachek,
et al., 2009). Piesto, Ze troglitazon uspé$né prosel preklinickym testovanim
na zvitatech, byl kratce po uvedeni na trh z trhu opét stazen kvili zdvazné
hepatotoxicité. Tato situace vyvolala rozsdhlé obavy o druhové specifické
toxicité. Preklinické studie prokazaly pouze pfijatelné vedlejsi ucinky,
vcetné mikrovezikuldrni steatdzy a zvétSeni jater opic a mysi. U potkant se
neprokazala Z4dna jaterni toxicka reakce. Studie na psech prokazala zvysSeni
ALT v klinicky relevantnich davkach (Babai et al., 2021). Klinické studie
byly provedeny u 2510 pacientli a odhalily, Ze zvySeni koncentraci ALT
na vice nez trojnasobek ULN bylo zjisténo u 1,9 % pacientd, na vice nez
pétinasobek u 1,7 % a na vice nez tficetinasobek u 0,2 %, coZ odpovida péti

pacientim. Poté, co byly hlaSeny zéavazné ptipady poskozeni jater
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pouvedeni léCiva na trh, bylo doporu¢eno meésicni monitorovani
transamindz. Navzdory témto opatienim nebylo monitorovani transamindz
v praxi pravidelné provadéno. Celkovy vyskyt trvalého poSkozeni jater byl
odhadovan na 1 ptipad na 50 000 az 60 000 pacientt 1éCenych troglitazonem
v USA. Sice bylo provedeno nékolik zmén v oznafeni a doporuceni
pro odborniky ve zdravotnictvi, ale nedoslo ke zlepSeni prevence rizika

jaterniho selhani a troglitazon byl stazen (Babai et al., 2021).

Pfesny mechanismus uU¢inku stale zistdva nedostate¢né objasnén, ale
rostouci mnozstvi dikazli naznacuje, Zze troglitazon zpusobuje
mitochondrialni dysfunkci a indukci apoptdzy v lidskych hepatocytech.
Ptedpokladem je, Ze poSkozeni mitochondridlni DNA a snizena produkce
ATP je iniciatni wudalosti startujici troglitazonem indukovanou
mitochondridlni dysfunkci a hepatotoxicitu. Také kapacita buiky
detoxifikovat ROS se vyrazné snizuje, coz naznaCuje zapojeni ROS

do pozorované cytotoxicity (Rachek, et al., 2009).

3.6.2 Tolkapon

Tolkapon je reverzibilni inhibitor katechol O-methyltransferazy, ktery byl
v kombinaci s levodopou pouzivan v Evrop€ a USA pro 1écbu Parkinsonovy

choroby.

Béhem preklinickych studii nebyly identifikovany Z4dné zndmky vazné
jaterni dysfunkce. Nicméné ve fazi 3 klinické studie byla incidence zvySeni
sérového ALT pfiblizn€ o 1 % vySsi nez u placeba pii davee 100 mg a
piiblizné o 3 % vyssi pii davee 200 mg. Z toho vyplyvaji pozadavky
na monitorovani funkce jater pfi pouziti tolkaponu. Mechanismus
hepatotoxicity by mohl souviset s odpojenim jaterni mitochondridlni
oxidativni fosforylace a s inhibici exportni pumpy Zluovych kyselin.

Tolkapon byl pozdé&ji stazen z trhu (Babai et al., 2021).
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3.6.3 Trovafloxacin

Trovafloxacin patii do skupiny fluorochinolonovych antibiotik. V roce 1997
byl schvalen v USA a v ¢ervenci dalSiho roku i v Evropé. Odhadem bylo
vydano asi 2,5 milionu recepti na celém svété. Preklinické studie
na potkanech ukézaly minimalni az mirnou zménu obsahu tuku v jatrech
Ctyfi tydny po 1écbé trovafloxacinem. Pii nejvyssi davce trovafloxacinu
u pst byly v 6meésicni studii pozorovany zvysené hladiny jaternich enzymu,
které korelovaly s centrilobularni hepatocelularni vakuolarni degeneraci a
nekrozou. Nékolik mésicti po schvaleni v USA bylo hlaSeno 140 ptipadta
klinicky symptomatického poskozeni jater, 8 z nich vedlo k amrti a dva
k transpalantaci. Studie spontannich hlaSeni ukazaly, Ze relativni riziko
poskozeni jater trovafloxacinem se zvySovalo s prodluzujici se délkou
expozice, 1 kdyz délka stanovené medikamentdzni terapie byla dodrzena
v 95 % ptipadl. Regulaéni zdravotnické tfady varovaly pred vaznou
hepatotoxicitou a omezily jeho pouziti pouze na n¢které zavazné infekce, ale
tato opatieni byla nedostateCna a trovafloxacin byl nakonec stazen z trhu

(Babai et al., 2021).

3.6.4 Nefazodon

Nefazodon byl pouzivan v Evropé a v USA v roce 1994 k lécbé deprese,
agresivniho chovani a panické poruchy. Jedna se o antagonistu serotoninu a
inhibitor jeho zpétného vychytdvani. Nefazodon inhibuje mitochondrialni
dychani vizolovanych jatrech potkana, coz vede ke zhrouceni
mitochondrialniho membranového potencidlu a k vyvolani oxidaéni stresu.
Tento stres je spojen s depleci GSH a naslednou bunécnou smrti. K jaterni
toxicité nefazodonu muze pfispivat také fada dalSich mechanismi vcetné
inhibice transportu zprostiedkovaného BSEP. Incidence poskozeni
nefazodonem byla hldSena v jednom ptipadu za 250 000 az 300 000
pacientoroku. Ve vétsing piipadit doslo k nastupu poSkozeni jater v rdmci 1

az 8 mésicl. Nefazodon byl pozd¢ji stazen z trhu (Babai et al., 2021).
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3.6.5 Ximelagatran

Ximelagatran, jako antikoagula¢ni 1€k, patii mezi pfimé inhibitory trombinu.
Ptestoze byl tento 1€k uveden na evropsky trh v roce 2004, v USA byl FDA
odmitnut kvtili obavdm z mozné toxicity jater.

V preklinickych studiich na zvitatech byli potkani, psi a opice vystaveni
vysokym davkam ximelagatranu. Vysledky ale neprokazaly zvyseni
jaternich transamindz. Zaroven béhem klinickych studii nebyl v kratkodobé
ortopedické studii pozorovan zadny ptipad vazného poskozeni jater.
Zvysené¢ hladiny jaternich enzymi byly s vyssi frekvenci poprvé pozorovany
ve studiich pti hodnoceni dlouhodobého uzivani, 35 dnil nebo vice. Nastup
obtizi byl zpozdén v rozmezi 1 az 6 mésici po zahdjeni 1éCby a u vétSiny
pacienti byl asymptomaticky. Byla zavedena strategie fizeni rizik zalozena
na monitorovani transamindz v prvnich 6 mésicich 1écby. U pacientil se vSak
nékolik tydnt po ukonceni 1é¢by objevilo DILI. Tak se projevila neu¢innost
prevence zalozené na monitorovani jaternich testi béhem 1é¢by. V tinoru
2006 byl ximelagatran stazen z evropského trhu. Farmakogeneticky vyzkum
ximelagatranu odhalil silnou genetickou asociaci mezi pacienty, u kterych se
zvysila hladina ALT, a alely hlavniho histokompatibilniho komplexu, coz
naznacuje mozny vliv imunitniho systému na vyvoj DILI (Babai et al.,

2021).
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3.6.6 Fialuridin

Fialuridin, analog pyrimidinového nukleosidu, byl vyvinuty pro 1écbu
chronické hepatitidy B. Reprezentuje piiklad 1éciva, u kterého neadekvatni
translace vysledki z preklinického hodnoceni do klinické praxe, vedla
k fatalnim disledkim. Studie provedené na hlodavcich a primatech prokazaly
uspokojivy profil toxicity fialuridinu. Klinické hodnoceni (II.faze) vSak bylo
ve 13. tydnu lécby ukonceno z divodu ndhlého nastupu mulitsystémového
poskozeni u subjektd zkousky, které¢ zahrnovalo jatra, slinivku bfisni, svaly i
nervy. Progresivni laktatova acidoza a t€zka hepatotoxicita vyustily v 5 amrti
a 2 urgentni transplantace jater. Analyza jaternich biopsii odhalila akumulaci
hepatocelularnich lipidd, cholestdzu a mitochondridlni abnormality, které
byly pravdépodobné dasledkem mitochondridlni toxicity vyvolané
fialuridinem. Bylo provedeno retrospektivni vySetfovani na hlodavcich, kde
se ale neprokazala toxicita ani po 10 tydnech 1écby pii davkach 100krat
vyssich, nez byly podavany pacientim v druhé fazi klinického hodnoceni. Az
pomoci chimérickych mysi s humanizovanymi jatry byla detekovéana
hepatotoxicita fialuridinu a tim byl podan definitivni dikaz o mezidruhovém
rozdilu v citlivosti vii¢i jeho toxicité. Bylo prokdzano, ze lidsky ekvilibrativni
nukleosidovy transportér 1 (ENT1, equilibrative nukleoside transporter 1),
ktery je exprimovan v mitochondridlni membrané Clovéka, ale ne u mysi,
zprostiedkovava transport fialuridinu. Fialuridin a jeho metabolity jsou
monofosforylovany enzymem thymidinkinazou 2 (TK2, thymidine kinase 2),
kterd je pfevazné tvorena lokaln€é v mitochondriich. Nésledna fosforylace
na trifosforylovany fialuridin a trifosforylované metabolity fialuridinu je
zprostiedkovana pomoci thymidylatkindzy (TMPK, thymidylate kinase) a
nukleosid difosfat kinazy (DPK, nucleoside diphosphate kinase).
Ve vyzkumu provedeném na lidské bunééné linii HepG2 bylo prokédzano, ze
tyto trifosfatové formy maji vysokou afinitu k DNA polymerazadm, zejména

k polymeraze C mtDNA (Hendriks et al., 2019).
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Nesteroidni antiflogistika

Velkou skupinou Iéciv, ktera se Siroce pouziva a je spojena s rizikem DILI,
jsou nesteroidni antiflogistika. Jedna se o tfidu latek, ktera mize byt pfi¢inou
idiosynkratické hepatotoxicity. K nejcastéj§Sim nezadoucim U¢inkiim
nesteroidnich antiflogistik (NSAID, non-steroidal anti-inflammatory drugs)
vSak patii zaludecni a rendlni toxicita (Rabkin et al., 1999). Pavodné byl
vyskyt piipadii hepatotoxicity NSAID povazovan za velmi vzacny. Presto
vSak s rozSitenim uzivani téchto 1€ka, jak volné prodejnych, tak na piedpis,
bylo hlaseno nékolik ptipadd ALF vedouci k transplantaci jater nebo
dokonce smrti. VétSina pfipadi DILI zpiisobena NSAID je asymptomaticka
nebo mirnd. Z divodu zévazné hepatotoxicity bylo n¢kolik ptipravka jako
je bromfenak, benoxaprofen a lumirakoxib stazeno z trhu. Tyto pfipravky
byly stazeny na zadklad¢ postmarketingového sledovéani. Pro bezpecné
uzivani NSAID jsou uplatiiovany rizné predpisy a omezeni. Ptikladem je
nimesulid, ktery m4 omezenou délku uZzivani s cilem minimalizovat riziko
hepatotoxicity. Doporuceni jsou vSak zalozena na kazuistikach, protoze
epidemiologické studie nepiinesly jasné dikazy o zavazné hepatotoxicité

vétSiny NSAID (Unzueta a Vargas, 2013).

3.6.7. Bromfenak

Bromfenak patfi mezi NSAID. Byl schvidlen FDA vroce 1997
pro kratkodobé zvladani akutni bolesti. Preklinické studie naznacily, Ze 1€k
muze vést k depleci GSH v buiikach ledvin a gastrointestinalniho traktu, ale
u potkant lécenych az 13 mésicl nebyly pozorovany Zadné jaterni 1éze.
Preklinické studie na opicich trvajici 12 mésict ukazaly gastrointestinalni
viedy s mirnym zvySenim jaternich enzymi. Zavazné DILI bylo vétSinou
pozorovano u pacientd uzivajicich 1€k déle nez 30 dni, coZ je obdobi 1écby,
které nebylo studovéano v kontrolovanych klinickych studiich (Babai et al.,

2021).

Ptipad bromfenaku ptedstavuje idiosynkratickou hepatotoxicitu souvisejici

s lécivem. Nekréza byla také spojena s kumulativnimi davkami tohoto
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NSAID (Unzueta a Vargas, 2013). Bromfenak byl schvélen pouze
pro kratkodobou 1écbu, nikdy nebyl indikovan k dlouhodobé 1é¢bé bolesti.
Ptesto, Zze béhem druhé a tieti faze klinické studie nebyl hlasen Zadny piipad
jaterniho selhéni, bylo zaznamenano zvySeni hladin transaminaz u 15 %
pacientli. Vyskyt rostl s délkou 1écby. Po vysazeni vSak doslo k normalizaci

transamindz bez dalSich nasledkt (Rabkin et al., 1999).

Po uvedeni bromfenaku na trh v USA byly hldSeny ptipady zavazné
hepatotoxicity u pacientii 1é€enych déle nez 10 dnt vcetné 12 ptipada
poskozeni jater, 8 transplantaci jater a 4 smrtelnych ptipadt (Babai et al.,
2021). Vanoru 1998 wvydal vyrobce varovny dopis poskytovatelim
zdravotni péce, aby znovu zduraznili, Ze bromfenak by nem¢l byt pouzivan
déle nez 10 dni. Navzdory tomu vSak dochazelo k hldseni DILI po jeho
uzivani. Z toho diivodu byl nakonec bromfenak stazen z trhu, ptiblizné po 4

mésicich od prvniho hlaseni DILI (Rabkin et al., 1999).

3.6.8. Lumirakoxib

Lumirakoxib byl 1ék pouzivany pro ulevu od symptomu osteoartrozy kycle
a kolene (Babai et al.,, 2021). Jednd se o selektivni inhibitor COX-2
(cyclooxygenase 2, cyklooxygendza 2) strukturné podobny dikofenaku
(Unzueta a Vargas, 2013). V roce 2006 byl schvalen v evropskych zemich,
ale FDA ho odmitla (Babai et al., 2021), takZe nikdy nebyl schvélen
pro pouziti v USA (Unzueta a Vargas, 2013). V prubéhu klinickych studii se
u 2,6 % pacienti objevily koncentrace sérovych transaminéz
nad trojndsobkem ULN. Pozdé¢ji bylo hlaSeno 8 piipadd zavazné
hepatotoxicity vcetné¢ dvou umrti a dvou transplantaci. Lumirakoxib byl
stazen ztrhu v nékolika zemich kvili potencidlu vyvolat selhani jater.
Informace o pfipravku byly nésledné aktualizovany o kontraindikace
pro pacienty s potencialnim poSkozenim jater. I tak se stale objevovala
spontanni hladseni o zavazném DILI. V reakci na to EMA (European
Medicines Agency, Evropska agentura pro 1éCivé ptipravky) doporucila

stazeni lumirakoxibu z trhu ve vSech zemich EU (Babai et al., 2021).
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Stejné tak jako v pfipadé bromfenaku nebo benoxaprofenu se i v piipadé
lumirakoxibu ukazuje dtlezitost postamrketingového sledovani v detekci
zavaznych ptipadt DILI, které nebyly odhaleny v klinickém hodnoceni pied
schvalenim 1é¢iva (Unzueta a Vargas, 2013). Mechanismus poskozeni
naznacuje, ze bioaktivace lumirakoxibu mulze vést k depleci GSH,

kovalentni vazb¢ na proteiny a oxidacnimu stresu (Babai et al., 2021).

3.6.9. Benoxaprofen
Benoxaprofen je dalsi zastupce NSAID. Byl schvalen v USA v roce 1982 a
stazen ztrhu o Ctyfi mésice pozd€ji po cetnych zpravach o zavazné

hepatotoxicité (Unzueta a Vargas, 2013).
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3.7. Priklady z praxe — stale pouZivana lé¢iva

3.7.7. Isoniazid

Isoniazid (INH) je 1ékem volby latentni tuberkul6zy piesto, ze mize vyvolat
DILI. Ve vétsin¢€ pfipadli je onemocnéni jater asymptomatické a lze ho
poznat pouze dle detekovanych markert jako je ALT a AST. U vétSiny
pacientt dojde k obnoveni normalni funkce jater i ptes pokracujici podavani
1é¢iva diky hepatalni adaptaci. INH je hydrazid a snadno se oxiduje (Metushi
et al., 2016). Za INH navozené poskozeni jater jsou zodpovédné
pravdépodobné tii metabolity, konkrétn¢ acetylhydrazin, hydrazin a
acetylisoniazid (Wang et al., 2016). Zjistilo se, ze reaktivni metabolity
odvozené od INH tvofi kovalentni vazby s jaternimi makromolekulami.

Vznikl¢ adukty vedou k imunitni odpovédi (Metushi et al., 2016).

K prevenci DILI zpiisobené INH je nezbytné provadét klinické monitorovani
priznaki akutni hepatitidy. Americka spolecnost pro plicni onemocnéni (The
American Thoracic Society) doporucuje sledovani vybranych klinickych
ptiznakil u pacientd s podezienim na hepatotoxicitu. Bylo zaznamenano, Ze
mnoho pacientd (55 %), kteti spliovali kritéria pro ukonéeni 1écby INH,
pokracovalo v uZivani tohoto léku. NedodrZeni téchto pokynli vedlo
k rozvoji akutniho DILI u nékterych z nich. Tyto tdaje podporuji piistup,
kdy je snaha zabranit vzniku vaZzného poskozeni tim, Ze je testovani ALT

kombinovéno s klinickym sledovanim symptom (Stine a Lewis, 2016).
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3.7.8. Naproxen

Naproxen je 1ék ze skupiny NSAID. Na vice nez 6000 piipadi hepatotoxicity
vyvolané NSAID, ptipadd 11 % na naproxen. Symptomatické onemocnéni
jater se objevuje u 9 az 12 ptipadti na 100 000 pacientii ro¢n¢, zatimco ALF
u 3,8 pripadu na 100 000 pacient ro¢n¢. Pfesny mechanismus poskozeni
jater neni znam. Pravdépodobné jde o idiosynkratickou reakci vyvolanou
toxickym metabolitem naproxenu. Obvykle dochazi k uzdraveni pacienta
po vysazeni 1éku, ale toto zotaveni mize trvat i nékolik mésicti (Unzueta a

Vargas, 2013).

3.7.9. Diklofenak

Diklofenak je ¢asto uzivané¢ NSAID, které zpisobuje DILI. VétSina ptipadi
hepatotoxicity vSak neni zdvazna nebo je asymptomatickd. Bezpecnostni
profil, zaloZzeny na poctu rocné vyplnénych recepti ve vztahu k poctu
pfipadid zavazné hepatotoxicity, je dobry. Na druhou stranu, v prizkumu
zabyvajicim se léky spojenymi s jaternim poskozenim a umrtim, byl
diklofenak jedinym NSAID mezi dvaceti nejrizikovejSimi 1€¢ivy. Priblizné
15 % chronickych uZivatelt diklofenaku mé zvySené hladiny AST, pfi¢emz
u 3,5 % téchto ptipadil je zvySeni AST vice nez trojndsobné ULN. Rizikové
faktory pro hepatotoxicitu diklofenaku zahrnuji Zenské pohlavi, vyssi davky,
dlouhodobé uZivani a diagndzu osteoartrozy. Typ hepatotoxicity spojené
s diklofenakem je pfevazné hepatocelularni. Mechanismy spojené
s poskozenim jater po podani diklofenaku zahrnuji mitochondridlni
poskozeni, imunologické adukty a toxické meziprodukty. Genetické studie
polymorfismt genii kddujicich UGT2B7, CYP2C8 a ABCC2 identifikovali
alelické varianty, které¢ korelovaly s poSkozenim jater, nebot’ tyto geny se

podileji na metabolismu a vylucovani dikolfenaku (Unzueta a Vargas, 2013).
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3.7.10. Nimesulid

Nimesulid je NSAID patiici strukturné do skupiny sulfonamidt. Pivodné
byl schvalen v Italii v roce 1985 a je dostupny ve vice nez 50 zemich svéta.
Nekteré zemé jako USA, Kanada, Anglie, Japonsko nebo Novy Z¢land
nikdy nimesulid neschvalily. N¢kolik evropskych zemi jako je Finsko,
Spanélsko a Portugalsko, 16k stdhly ztrhu kvili obavdam ze zavainé
hepatotoxicity na zakladé publikovanych zprav. Nimesulid se i tak v fad¢
zemi nadale Siroce predepisuje a bézné se pouziva. Epidemiologické studie
nepotvrdily zvysené riziko tézké hepatotoxicity ve srovnani s jinymi bézné
pouzivanymi NSAID. Byl zjistén pozitivni pomér mezi rizikem a piinosem
z hlediska gastrointestinalnich vedlej$ich G¢inkt. V roce 2007 vSak EMA
vydala omezeni pro piedepisovani nimesulidu z diitvodu hepatotoxicity a
zaradila ho do terapie druhé linie. (Unzueta a Vargas, 2013). Maximalni

délka lécebného cyklu nimesulidem je 15 dni (Web 4).

3.7.11. Alopurinol

Alopurinol je inhibitor xantinoxidazy, ktery se Siroce pouziva k 1écbé
hyperurikémie. Chronickd 1é¢ba alopurinolem je spojena s mirnym
zvySenim sérovych aminotransferdz u 2 do 6 % lécenych pacientil, které
obvykle vymizi spontdnné nebo po vysazeni Iéku. Alopurinol je vzacnou, ale
znamou pficinou potencidlné zdvazného poSkozeni jater. Predpokladem je,
ze hepatotoxicita alopurinolu vznikd na podkladé ptecitlivélosti (Fontana

et al., 2021).

3.7.12. Nevirapin
Nevirapin je antivirotikum patfici do skupiny NNRTI (non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor, nenukleosidovy inhibitor reverzni
transkriptdzy) a vyuzivd se k 1é€bé HIV. NNRTI prvni generace, kterd
zahrnuje kromé nevirapinu 1 delaviridin a efavirenz, plisobi vyznamné

hepatotoxicky na rozdil od druhé generace, kterd se zdd byt pro jatra

N 24
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u jinych antiretrovirdlnich 1ékd. U zna¢ného poctu jedinci vystavenych
nevirapinu se vyvinou ¢asné a kratkodobé hypersenzitivni reakce, které se
mohou projevit jako hepatotoxicita a/nebo kozni nezddouci reakce v rozsahu
od vyrazky po zavazné kozni reakce. Mechanismy jaterni toxicity navrzené
studiemi in vitro a in vivo pro nevirapin jsou takové, ze nevirapin vede
k uvoliiovani DAMP hepatocyty a k tvorb¢é hepatocytarnich inkluzi. Tyto
dve¢ udalosti prispivaji ke spusténi imunitni odpovédi. Dalsi teorii je, ze
nevirapin zpusobuje mitochondridlni dysfunkci a vede ke zvysSeni syntézy

zluCovych kyselin (Benedicto et al., 2021).
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Diskuse

Nezadouci 1€kova reakce (ADR, adverse drug reaction) je definovana jako reakce na
lécivy pripravek, kterd je nepfiznivd a nezamysSlend. Tyto nezadouci ucinky
predstavuji zatéz nejen pro pacienty, ale také zvysuji ndklady ve zdravotnictvi.
Farmakovigilance umoznuje identifikaci a prevenci rizik spojenych s uzivanim lékda,
zejména téch, které byly neddvno uvedeny na trh. Tyto kontrolni systémy analyzuji
signdly z globalnich databazi nezadoucich 1ékovych reakci a poskytuji podporu
pro rozhodovani regulac¢nich organti v riznych zemich. Pokud jsou 1éCiva staZzena
z trhu, je to zejména kviili hepatotoxicité. ADR se d¢€li na nékolik typh. Prvnim jsou
reakce typu A (zvétsené), které jsou vysledkem zvySeni farmakologického tcinku
podavaného 1€ku, proto zavisi na jeho mechanismu u¢inku a obecné jsou
ptedvidatelné, bézné, zdvislé na dédvce a maji nizkou umrtnost. Reakce typu B
(bizarni) jsou reakce, které nesouvisi s mechanismem ucinku léku, a proto jsou
obecné neptedvidatelné, neobvyklé a maji vysokou mortalitu. Pravé mezi reakce typu
B patii i idiosynkratické reakce. Reakce typu C (chronickd) souvisi s délkou 1éCby
nebo s kumulaci davek. Reakce typu D (opozdéné) se vyskytnou az dlouho po uziti
1¢ku. Ptikladem muze byt karcinogeneze a teratogeneze. Poslednim typem reakci jsou
reakce typu E (souvisi s ukoncenim 1é¢by), které se objevuji po nahlém vysazeni 1€ku
a lze se jim vyhnout postupnym snizovanim davky. Léky navozené poSkozeni se mize
projevit nejen na jatrech, ale také na zazivacim systému, srdci, ledvinach nebo plicich

(Montané a Santesmases, 2020).

wevr

Castym vyskytem nezadoucich ucinkd, s pfedvidatelnymi farmakokinetickymi
vlastnostmi a kvantifikovanymi lékovymi interakcemi. Proto je hodnoceni potencialni
hepatotoxicity kritickym krokem ve vyvoji novych 1€kt (Gomez-Lechon et al., 2010).
Jatra jsou nejCastéji postizenym orgadnem pii toxickém piasobeni Iékd. Jejich
zranitelnost je disledkem funkénich vlastnosti jater a jejich role v metabolické
eliminaci xenobiotik (Gomez-Lechon et al., 2010). V¢asna identifikace potencialné
hepatotoxickych 1ékii umoZznuje farmaceutickym firmam pfijimat opatieni
pro minimalizaci rizik hepatotoxicity a maximalizaci bezpeci pacientli. To mulze
zahrnovat dal$i vyvojové priace na modifikaci struktury léciva, optimalizaci

davkovani nebo zastaveni vyvoje 1éku, pokud je hepatotoxicita ptili§ vysoka.
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Idiosynkratickd polékova hepatotoxicita je vzacny a nepiedvidatelny jev, ktery
obvykle postihuje méné nez 1 z 10 000 pacientd. Jedna se vSak o zavazny klinicky
problém, protoze piedstavuje 10 % vSech jaternich selhani vyvolanych Iéky.
Idiosynkratické reakce na 1éky nejsou obvykle detekovany v preklinickém testovani
a vétSina znich ani v pribéhu klinickych studii. Problém se obvykle objevi az
po schvaleni 1éc¢iva, kdy uz jsou jim IéCeny tisice pacientli. Idiosynkraticka
hepatotoxicita je momentalné hlavnim divodem pro FDA vydat varovani, omezit

uzivani nebo dokonce stahnout konkrétni 1é¢ivo z trhu (Kaplowitz, 2005).

Mechanismy, kterymi vétsina 1€k zptisobuje poskozenti jater, jsou stale nedostatecné
objasnény, coz brani detekci hepatotoxického potencialu 1¢ki béhem preklinického a
casn¢ho klinického vyvoje (Dragovic et al., 2016). Mezi doposud popsané
mechanismy DILI patfi mitochondridlni dysfunkce, formovani reaktivnich
metabolitl, stres endoplazmatického retikula, lysosomalni poskozeni, inhibice
transportu zlucovych kyselin a aktivace imunitni odpovédi. Zarovenn vznik DILI
nemusi byt zplisoben pouze jednim mechanismem a mechanismy se mohou rtizné

kombinovat.

Korelace hepatotoxicity mezi preklinickymi modely a lidmi je nizka. V diisledku snah
pouzivat niz§i pocet zvirat v toxikologickych testech je stale t¢Z§i odhalovat
hepatotoxicitu vyskytujici se s malou ¢etnosti. Redukce poctu zvitat je motivovana
divody nejen ekonomickymi, ale také etickymi. Pfi interpretaci vysledki
preklinickych testii je potfeba vzit v uvahu druhové rozdily v metabolismu 1ékd,

cilovych molekulach a patofyziologii (Gomez-Lechon et al., 2010).

Klinické testovani také nezarucuje odhaleni DILI. Interpretace pfipadl hepatotoxicity
v klinickych studiich je sloZita, protoze zvySend hladina transamindz jeSt¢ nemusi
nutné pifedpovidat vyskyt vaznych problémt. Pokud lé¢iva vykazuji bcéhem
klinickych studii trojnasobné zvySeni transaminaz nad ULN ve srovnéni s palacebem,
je tteba takové zvySeni povaZovat za klinicky vyznamné. Problémem klinickych
studii jsou 1 ,,sklenikové podminky*. V klinickych studiich je 1€k podavan vybrané
populaci. Nékteré skupiny pacientii tak nejsou zastoupeny (napiiklad déti, t€hotné

zeny, pacienti s poSkozenim ledvin nebo jater) a vysledky tak mohou byt
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nereprezentativni. Treti faze studie jsou provadény na obvykle 300 az 3000
pacientech a tim padem pravdépodobnost pozorovani vzacnych nezadoucich reakei je
velmi omezena (Babai et al., 2021). ,, Pokud je frekvence vyskytu AR 1/10 000 je
nutné, aby velikost vzorku byla 30 000 pro pozorovani alespon jedné nezadouct
prihody (Babai et al. 2021).“ Ztoho vyplyva dulezitost postmarketingového

sledovani 1é¢iv.

Omezené moznosti studii pied uvedenim 1é¢iv na trh jsou ziejmé ze statistiky, podle
niz zhruba 20 % 1¢ékt v postmarketingové fazi ziskéa varovani (“black box warning”)
a zhruba 4 % 1¢kii jsou nakonec stazena z trhu z bezpecnostnich divodi (Umscheid

etal., 2015).

Jak bylo vySe uvedeno, na manifestaci idiosynkratického DILI u lidi se podili vice
faktorti. Jedna skupina pftispivajicich faktort je specificka pro 1é¢ivo a potencialné
muze byt studovana ve specializovanych systémech in vitro. Druhou skupinou jsou
faktory specifické pro pacienta, které mohou byt t¢Zko studovany pomoci in vitro
studii (Funk a Roth, 2017). Toto velmi komplikuje situaci pfi hledani vhodnych

preklinickych modelt, ale i nasledné klinické testovani 1éCiv.

Mezi 1éky, které byly staZzeny z trhu po zjiSténi zdvazné hepatotoxicity patii napiiklad
bromfenak, mibefradil nebo fenfluramin. VSechna tato 1é¢iva byla nejdiive schvalena
FDA a nésledné stazena z trhu piesto, ze béhem klinickych studii nebyla zjisténa
z&vazna toxicita, coz naznacuje, ze pired uvedenim na trh jsou s léCivem omezené
zkuSenosti a dostupné informace nejsou dostatecné. Lékové agentury by mély vyuzit
tyto pfipady k tomu, aby byly vyZadovany rozsdhlej$i postmarketingové studie
po schvéleni novych 1éCiv a v€as zasahnuto v okamziku, kdy se objevi podezieni

na toxicitu. (Rabkin et al., 1999).

vvvvvv

informace o vzacnych nezadoucich tcincich, které se asto dozvidame az po zavedeni
1é¢iva na trh (Umscheid et al., 2015). Farmakogenomické studie pfedstavuji nadéjny
pfistup k posouzeni sklonii k DILI, jak na urovni jednotlivci, tak v populacich

(Unzueta a Vargas, 2013). K personalizaci 1ékt, pfi které se maximalizuji ptiznivé
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ucinky a minimalizuje se riziko toxicity, by mél pfispét pokrok v oblastech genomiky,

proteomiky a metabolomiky (Gomez-Lechon et al., 2010).

Predstavované védeckeé clanky citované v diplomové praci se shoduji na tom, ze DILI
je oblast, kterd stale vyzaduje dal$i zkoumani a Ze soucasn¢ dostupné informace
nejsou dostacujici. Dalsi studium problematiky a lepSi porozuméni mechanismim
DILI by mélo pomoci pii vyvoji preklinickych test. Problémem ztstava ale i klinické
testovani, kter¢ neni pro identifikaci idiosynkratick¢é hepatotoxicity idealni.
Vzhledem k tomu, Ze je nékdy maly vyskyt pfipadti DILI, neni mozné ho béhem
klinického testovani vzdy odhalit, at’ uz z divodu omezeného mnozstvi dobrovolnika
v jednotlivych klinickych fazich anebo z diivodu, ze ke vzniku DILI je nutna souhra
vice faktort. Jedna skupina pfispivajicich faktort je specifickd pro 1é¢ivo a mize byt
studovana v in vitro studiich. Dalsi faktory spocivaji na stran¢ pacienta. Ty ale zatim
nejsou plné objasnény a mohou byt z t€chto divodl obtizné studovany. Urcitou nadéji
v tomto ohledu by mohla byt personalizovana medicina. Ta by vSak zatim znamenala

velkou ekonomickou zatéz pro spolecnost.
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Zavér

Hlavnim cilem prace bylo shrnuti dosavadnich poznatki tykajicich se
mechanismt vzniku DILI a mozZnosti zjiStovani DILI v preklinickém a klinickém
testovani a prinést prehled 1€¢iv zptisobujicich DILI. Pfed schvalenim nového 1éku je
tteba urcit stupen rizika DILI, vzhledem k tomu, Ze je to nejcastéjsi divod ke stazeni
1éku z trhu nebo k vydani varovéani o jeho pouziti. Nicméné patogeneze DILI stale
neni Gplné objasnéna. Zatim se nepodaftilo vytvotit in vitro model nebo zvifeci model,
ktery by spolehlivé DILI odhalil. Ur¢ité rezervy ma i klinické testovani. Z toho
divodu je potieba pokracovat v postmarketingovych studiich 1é¢iv, aby byla ptipadna
hepatotoxicita odhalena co nejdiive a dale se vénovat vyzkumu v tomto oboru a
zlepsSovat stavajici metody detekce DILI. Mezi doposud popsané mechanismy DILI
se ftadi mitochondridlni dysfunkce, formovani reaktivnich metabolitl, stres
endoplazmatického retikula, lysosomalni poskozeni, inhibice transportu zlucovych
kyselin a aktivace imunitni odpovédi. Ani tyto mechanismy vSak nejsou dokonale

objasnény a je potieba jejich dalsi vyzkum.
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