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Nazev dizertacni prace: Nové piistupy ve vyvoji in vitro jaternich bunéénych modela

Jatra jsou hlavnim metabolickym organem v lidském téle. Odhad jaterniho
metabolismu je tak dilezitym krokem pii vyvoji 1éCiv. Neméné¢ dulezité je také
vyhodnoceni rizika jaterniho poskozeni navozeného potencionalnimi 1é¢ivy. Nékteré
parametry spojené s metabolismem a toxicitou vyvijenych 1é¢iv mohou byt predikovany
pomoci in vitro jaternich bunéénych modelt. Dnes jsou za jejich zlaty standard
povazovany primarni lidské hepatocyty. Vedle nich se uplatiiuji dalsi jaterni modelové
systémy, jako jsou jaterni tkanové fezy, subcelularni frakce, jaterni nadorové bunécéné
linie a hepatocyty odvozené od kmenovych bunék. Soudobé in vitro modely maji stale
fadu nevyhod, a to i navzdory pokrokiim v jejich vyvoji. Ty sméfuji k lepSimu odhadu
farmakokinetickych a toxikologickych parametrd testovanych kandidatnich 1é¢iv. Jednou
z nevyhod jaternich modelt je jejich nedostateéna podobnost s in vivo fenotypem spojena
S nizkou metabolickou kapacitou. V poslednich n¢kolika letech jsme byli svédky
ohromujiciho postupu novych technologii zaméfujicich se na zlepSeni stavajicich
jaternich bunéénych modeli (napiiklad zavedeni 3D modelt, kultivace bunék nékolika

typt v jednom systému nebo vyuziti perfaznich kultur).

Cile této dizerta¢ni prace muzeme rozdé€lit do tii ¢asti. Nejdiive jsme se pokusili
zesilit metabolickou kapacitu in vitro jaternich bunéénych modeli za pouziti malych
molekul, které jsou aktivatory dilezitych jadernych receptorti zapojenych v regulaci
enzymu metabolizujicich 1é¢iva (drug-metabolizing enzymes (DMES)). Pievazné jsme
vyuzili jaterni nadorové bunétné linie, protoZze maji rychly a neomezeny rust, dobrou
dostupnost a snadno se snimi pracuje. Nadruhé strané postradaji mnoho DMES.
Posledné jmenovana skutecnost nas vedla k tomu, abychom se také zabyvali vlivem post-
transkripénich a post-translacnich modifikaci klicovych regulatori DMEs. Tyto
modifikace by mohly vnést vice svétla do fenoménu nizké exprese DMES v bunéénych

jaternich linii. Nakonec jsme se zaméfili na vyuziti in vitro jaternich modeld (vetné



hepatocyti dovozenych od kmenovych bunck) prohodnoceni hepatotoxicity novée
vyvijenych kandidatnich 1é¢iv a suspektnich hepatotoxinti odvozenych od 1écivych

rostlin.

V nasi prvni studii jsme identifikovali inhibitory MEK1/2 jako silné aktivatory
genll podrodiny CYP3A v bézné pouzivané hepatocelularni naddorové bunécéné linii
HepG2. Tyto vysledky jsou dilezité, nebot’ izoforma CYP3A4, ktera metabolizuje vice
nez 30 % vsech klinicky pouzivanych 1€Civ, je omezené exprimovana v této bunécné linii
a dalSich jaternich bunéénych modelech. V této praci jsme se navic pokusili desifrovat

mechanismus stojici za timto fenoménem.

V druhé préci jsme identifikovali nékolik novych latek fungujicich jako ligandy
vyznamnych xenosenzorti (napi. jadernych receptori PXR a CAR a transkripéniho
faktoru AhR). Xenozenzory jsou zapojené do genové regulace DMEs. MiZeme proto
predpokladat, ze tyto malé molekuly mouhou byt vyuzity K zesileni exprese vyznamnych

gentt DMEs V jaternich in vitro modelech.

V dalsi praci jsme se zaméfili na in silico predikci microRNAs (miRNAs), které
maji potencial ovlivnit expresi jadernych receptorid zapojenych do regulace CYP3AA4.
Predpoklada se, Ze G€inek miRNAs na regulaci jadernach receptorti by se mohl podilet
na interindividudlni variabilité v expresi CYP3A4. MlZeme vyslovit hypotézu, Ze ndmi
predikované miRNAs by mohly mit dopad na expresi DMEs v jaternich in vitro

bunéénych modelech.

Lepsi znalosti o regulatorni siti kontrolujici funkce PXR a dalSich jadernych
receptort mohou vést k modifikacim in vitro jaternich modelti a umoznit optimalizaci

jejich vlastnosti blize smérem k in vivo fenotypu.

V nasi dalsi studii jsme se pokusili odhadnout toxicitu nové pfipravenych latek
S potencialni antituberkulotickou aktivitou. Pro tento i¢el jsme pouzili primdrni lidské
hepatocyty a Ctyfi odlisné sav¢éi bunééné linie zahrnujici jaterni linie HuH-7 a HepG2.
Mitochondrialni aktivitu (méfenou pomoci MTS testu) jsme zvolili jako znak buné¢né
viability. Ze studie vyplyva, Ze nami testované molekuly vykazovaly az na né¢kolik

vyjimek nizkou bunécnou toxicitu.

V soucasné dobé vyhodnocujeme uplatnéni indukovanych hepatocytim

podobnych bun¢k (induced hepatocyte-like cells (iHep cells)) pro toxikologicky
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screening (pfipravovana publikace). Pro validaci modelu jsme v této analyze pouzili
nékolik hepatotoxickych fytochemikalii s rozdilnym mechanismem toxicity. Déle jsme
porovnali iHep bunky s HepG2 buiitkami a primarnimi hepatocyty. Véfime, ze naSe
piipravovana studie miize piinést informace o pozici komeréné dostupnych iHep buné¢k

v toxikologickych aplikacich.

Nas vyzkum piinesl nékteré nové malé molekuly pouzitelné pro tUpravu
metabolické kapacity soucasnych in vitro jaternich modeli. Dale jsme popsali nékteré
aspekty post-transkripéni a post-translaéni modifikace stojici za regulaci enzymu
metabolizujicich 1é¢iva. V neposledni fad¢ jsme vyuzili in vitro bunéénych modeli pro
odhad hepatoxicity nov¢ syntetizovanych kandidatnich 1éCiv s potencidlni

antituberkulotickou aktivitou a suspektnich hepatotoxini odvozenych z 1é¢ivych rostlin.



