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POVZETEK: Celi¢ne kulture jetrnih celic (hepatocitov) uporabljamo v predklini¢nih Studijah novih zdravilnih uginkovin kot vmesni ¢len med
biokemi¢nimi in in vivo poskusi. /n vitro modeli so enostavni, dajo hitre rezultate v strogo nadzorovanih pogojih, omogo¢ajo dobro ponovljivost in
lahko kvantifikacijo. Tako dobimo Stevilne informacije o molekularnem mehanizmu, biotransformaciji, farmakokinetiki in toksi¢nosti preiskovanih
snovi ter zmanjSamo Stevilo zrtvovanih zivali in prostovoljcev v klini¢nih testiranjih. Z uporabo primarnih ¢loveskih hepatocitov lahko ugotavljamo
tudi dejavnike starosti, spola in okolja ter individualne razlike v odzivanju na u€inkovine. Ker so primarni ¢loveski hepatociti tezko dostopni, celice
razlicnih darovalcev shranjujemo z zamrzovanjem. Hepatocitne celi¢ne linije imajo sposobnost delitve celic in so tako na voljo v neomejenem
Stevilu, vendar pa so fenotipske lastnosti slab$e izrazene kot v primarnih hepatocitih, zato je treba biti pazljiv pri interpretaciji rezultatov.
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ABSTRACT: Cultured hepatocytes are used in preclinical studies of drugs as a link between biochemical and in vivo assays. The in vitro models
are simple, with quick acquisition of data in a highly controlled environment. The data can easily be quantified and reproduced. Primary hepatic cul-
tures are suitable for investigating molecular mechanisms, the biotransformation, the pharmacokinetics and the toxicity of novel compounds, there-
fore the number of laboratory animals and volunteers in clinical trials can be reduced. Primary human hepatocytes are used to study the effects of
age, sex and environment factors, and the interindividual variability in response to drugs. Human hepatocytes are very scarce thus the cells derived
from the different donors are cryopreserved. Hepatic cell lines are immortalized and therefore available at a large number of cells, but the expres-
sion of hepatic functions is lower than in primary hepatocytes so the prediction to in vivo data is always prone to some degree of uncertainty.
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Med in vitro modele jeter Stejemo ocisCene jetrne frakcije in
enoencimske sisteme, izolirane jetrne celice in hepatocitne celi¢ne
kulture, jetrne rezine, pretocne sisteme celotnih izoliranih jeter in racu-
nalniske modele. Prednosti in slabosti in vitro modelov jeter so zbrane
v preglednici 1. Najpogosteje uporabljamo izolirane in kultivirane

Odkrivanje in optimizacija novih zdravilnih u¢inkovin zahteva hitre in
ponovljive teste. V predklinic¢nih Studijah se je tako pojavila nova stop-
nja testiranja — uporaba in vitro modelov (1).

Biotransformacija ksenobiotikov ima posledi¢no terapevtske ali pa
toksi¢ne ucinke. Proces biotransformacije sicer poteka v razlicnih
tkivih, vendar so jetra najaktivnej$i organ pri dolo¢anju usode kseno-
biotikov. Z razvojem metod izolacije in kultivacije parenhimskih jetrnih
celic (hepatocitov) je mogo&e v strogo nadzorovanih in vitro pogojih
ugotavljati mehanizme ucinkovanja in biotransformacije snovi na
celicnem in molekularnem nivoju (2).

hepatocite (1, 3, 4), ki delujejo kot vmesni ¢len med biokemi&nimi in
in vivo poskusi. Ceprav in vitro modeli ne morejo v celoti nadomestiti
in vivo poskusov, imajo pred njimi Stevilne prednosti. Modele hitro
postavimo, mogoce jih je avtomatizirati, dajo hitre rezultate, pogoje
lahko strogo nadzorujemo, omogocajo dobro ponovljivost in lahko
kvantifikacijo, so ekonomiéni. lzlo¢imo tudi Zivéne dejavnike ter
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dejavnike krvnega obtoka. Tako dobimo $tevilne koristne informacije
o delovanju, biotransformaciji, farmakokinetiki in toksi¢nosti preisko-
vanih snovi. Zmanj$amo tudi Stevilo Zrtvovanih zivali in prostovoljcev
v klini¢nih testiranjih ter lazje dolo¢imo primerno Zzivalsko vrsto za in
vivo testiranja. Vse to pa omogoci racionaliziracijo in pospeSitev
selekcije testiranih potencialnih farmakoloskih molekul (1, 3, 4).

V 50. in 60. letih prejSnjega stoletja, v Casu bliskovitega razvoja
celi¢nih kultur, so poskusali izolirati tudi glodalske jetrne celice in
sicer z mehanskim delovanjem na jetrno tkivo. Metode so bile
neuspesne, ker so hepatociti v tkivu trdno speti s sti¢nimi komplek-
si (5). Sele encimatske tehnike so dale vzpodbudne rezultate: z in
situ perfuzijo jeter z raztopino kolagenaze so ucinkovito izolirali tudi
do 50 % celic podganijih jeter (6). Metodo so kasneje izpopolnjevali
in danes izoliramo hepatocite z dvostopenjsko in situ perfuzijo jeter:
jetra najprej perfundiramo s pufrom, ki vsebuje kelator EGTA, ki
odstrani kalcijeve ione in tako razbije od kalcija odvisne medceli¢ne
povezave in sicer porusi strukturo kadherinov. Sledi perfuzija z raz-
topino kolagenaze, ki razgradi zunajceli¢ni matriks v nekaj minutah
(7). Metoda je bila prirejena tudi za druge zivali pa tudi za ¢loveka
(8,9, 10).

Izolirani hepatociti v suspenziji obdrzijo ve¢ino metabolnih funkcij,
sistem je tehni¢no nezahteven in omogoCa dostop preiskovanih
molekul do vseh celic. Slabost modela je kratkotrajna uporaba, saj
celice lahko uporabljamo za preiskave le 2-4 ure, nato pricne
aktivnost jetrnih encimov in viabilnost celic mo¢no upadati (3, 4).

Za daljSe raziskave moramo hepatocite gojiti v celi¢ni kulturi. S cen-
trifugiranjem pri nizkem $tevilu obratov (50 g) odstranimo neparen-
himatske celice (endotelne, Kupfferjeve, stelatne celice in celice
NK), v suspenziji ostanejo le hepatociti, ki vrsijo veliko vecino jetrnih
funkcij (11). Hepatociti rastejo pritrjeni na podlago v posodicah, pre-
vle€enih s kolagenom, v gojis¢u William’s z 10 % teleCjega seruma
pri 37 °Cin 5 % CO,/95 % zraka (6). Celice po nasaditvi v posodice
potrebujejo nekaj ¢asa, da si opomorejo od Soka zaradi izolacije,
zato pricnemo s poskusi najmanj 24 ur po nasaditvi (12). Celice se
v kulturi ne delijo, zato jih nasadimo v visoki koncentraciji, da
doseZejo konfluentnost — se staknejo med seboj (3) (slika 1).

Celice v kulturi zadrzijo veliko vecino jetrnih funkcij, kot jih vrsijo in
vivo: presnavljajo ogljikove hidrate, se¢nino, lipide, zol¢ne kisline,
sintetizirajo plazemske proteine, se odzivajo na hormone in vrsijo
biotransformacijo oziroma razstrupljanje snovi z encimi . in Il. stop-
nje in so zato primeren model za raziskave Stevilnih bioloskih
ucinkovin (2). Tako lahko ugotavljamo mehanizme delovanja
preiskovanih snovi v razliénih koncentracijah (3). Ker so kulture
enostavnejsi sistem od organizmov, lazje preucujemo interakcije
med zdravili (13, 14).

Encimi biotransformacije v kultiviranih jetrnih celicah so aktivni, zato
lahko z njimi ugotavljamo presnovo potencialnih zdravil (3, 15). To je
za razvoj ucinkovine zelo pomembna stopnja, saj presnova
ucinkovine vpliva na oCistek in odstranjevanje zdravila iz telesa, klin-
icno ucinkovitost, individualne farmakokineti¢ne razlike, razli¢no
koncentracijo na tarénem mestu in toksi¢nost zdravila (2). Ugotovili
so, da se vecina snovi v kulturi podobno presnavlja kot in vivo —
glavne presnovke najdemo v obeh sistemih, pogoste pa so razlike v

Slika 1: Fazno-kontrastna mikrografija primarnih hepatocitov v kulturi. Levo: podganji hepatociti, desno: ¢loveski hepatociti. 200-kratna poveca-
va, merilo: 25 um (35).
Figure 1: Phase-contrast micrograph of primary cultured hepatocytes. Left: rat hepatocytes, right: human hepatocytes. 200x magnification, bar: 25 um (35).
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Preglednica 1: In vitro modeli jeter, njihove prednosti in slabosti. Povzeto po: 1, 3, 4.

Table 1: In vitro liver models, their advantages and disadvantages. Summarized from: 1, 3, 4.

Prednosti

Celi¢ne frakcije
(mikrosomi, mitohondriji)
in enoencimski sistemi

Molekularni mehanizmi, izolirani encimski sistemi

Odsotnost citosolnih encimov, kratkotrajnost

|zolirane jetrne
celice v suspenziji

Funkcije podobne in vivo celicam, tehni¢no
nezahteven, lahka dostopnost preiskovanih
molekul do vseh celic, moznost krioprezerviranja,
medvrstne raziskave

Kratkotrajnost (2-4 ure), ni Zzol¢nih kanal¢kov

Primarne kulture hepatocitov

Funkcije ohranjene ve¢ dni, raziskava procesov
biotransformacije, medvrstne raziskave

Pod standardnimi pogoji omejeno trajanje (nekaj dni),
fenotipicne spremembe, ni celi¢nih delitev

Hepati¢ne celi¢ne linije

Neomejeno stevilo (nesmrtne — se delijo),

Jetrne funkcije manj izrazene kot v normalnih

Stevilne jetrne funkcije ohranjene

hepatocitih, nekatere celo odsotne

Jetrne rezine Ohranjena lobularna struktura,

dostopni humani vzorci

Kratkotrajnost (do 10 ur), celice niso enakomerno
funkcionalne, zbiranje Zol¢a ni mogoce

Preto¢ni sistemi
celotnih izoliranih jeter
Z0ICa, kineti¢ne Studije

Podobno in vivo stanju, 3D struktura,
funkcionalni zol¢ni kanal¢ki, mogo¢e zbiranje

Tehni¢no zahteven model, kratkotrajnost (nekaj ur),
preiskovanje ve¢ snovi ni mozno, ¢loveski organi
niso dostopni

Racunalniski modeli

zmanj$samo Stevilo prostovoljcev in poskusnih Zivali

Ne moremo predvideti vseh okoli§¢in poskusa

koli¢ini posameznih produktov (13, 14, 17). Podobno kot in vivo
lahko tudi v kulturi z induktorji in inhibitorji spreminjamo aktivnost
citokromov P450. Tako ugotavljamo, kako preiskovane snovi vpliva-
jo na presnovo drugih ksenobiotikov (15, 16). V kultiviranih hepatoc-
itih se ohranijo tudi encimi Il. stopnje biotransformacije, ki vrsijo kon-
jugacijo razli¢nih skupin na izhodne produkte redoks reakcij |. stop-
nje biotransformacije (2).

Problem potencialnih zdravil so obi¢ajno nepredvideni stranski
ucinki, ki so toksi¢ni za razlicna tkiva in organe. NajpogostejSa
tar€a so obiCajno jetra, saj hepatotoksi¢nost velikokrat povzrocijo
produkti biotransformacije (1, 3). Biotransformacija je obic¢ajno
detoksifikacijski proces, v¢asih pa presnovki zdravil postanejo bolj
toksi¢ni kot osnovna ucinkovina, npr. Stevilni intermediati so elek-
trofilni in nepovratno alkilirajo celiéne makromolekule, kar vodi v
poskodbe tkiva (1, 2). S pomo¢jo razli¢nih kvalitativnih in kvantita-
tivnih metod lahko s hepatocitnimi kulturami ugotavljamo toksi¢ne
vplive preiskovanih snovi na delovanje jetrnih celic (sintezo DNA in
proteinov, na homeostazo kalcija, znotrajceli¢ni K", vsebnost ATP
in AMP, nivo glutationa, glukoneogenezo, ureagenezo, sintezo
holesterola in lipoproteinov, sintezo in sekrecijo albumina,
serumske encime, transport konjugiranih zol¢nih kislin in bilirubina,
membranski transport, iztekanje citosolnih encimov ob poskodbi
membrane), spremembe morfologije celic (na citoskelet, celi¢ni vol-
umen, celi¢tno membrano), genotoksi¢nost (poskodbe DNA, forma-
cija adduktov z DNA, spremembe popravljalnih mehanizmov),
celi¢no smrt (nekrozo, apoptozo) (1, 3). Kulture so tudi zelo uporab-
ne za doloCanje kemoprotektivnih sredstev, ki jetra oziroma orga-
nizem za&c¢itijo pred skodljivimi vplivi u¢inkovin (16).

Kot vse metode imajo tudi primarne kulture jetrnih celic svoje slabosti.
Najvecja je ta, da izrazanje specificnih jetrnih funkcij s Casom upada,
kar vodi v fenotipske spremembe hepatocitov in v dediferenciacijo
(3). Tudi aktivnosti encimov druzine citokromov P450 (CYP450) v pri-
marnih hepatocitinh s ¢asom upadajo. Vzrok je v zmanjSanem prepisu
CYP mRNA, zato je v celicah vse manj encimov in celotna CYP450
aktivnost v celici upade (2, 15).

Na ohranjanje specifiénih jetrnih funkcij vplivajo Stiri skupine
dejavnikov: topni dejavniki gojis¢a, zunajceli¢ni matriks, interakcije
med celicami in dejavniki replikacije (2). S spreminjanjem teh
dejavnikov so razvili tehnike gojenja hepatocitov, ki vzdrzujejo
funkcionalnost dlje ¢asa. Zelo uspesno je gojenje hepatocitov v ko-
kulturi, torej skupaj z drugo vrsto celic, npr. linijskimi epitelnimi, ste-
latnimi in drugimi neparenhimskimi jetrnimi ter celo nehepatic¢nimi celi-
cami (18). Te celice spros¢ajo v kulturo snovi, ki omogocijo okolje, ki
bolje posnema pogoje in vivo, zato hepatociti aktivneje vrsijo speci-
ficne funkcije. Drugi nacin je tridimenzionalna kultura v obliki kola-
genskega sendvica ali sferoidov, ki lahko vsebujejo tudi druge celice.
V teh kulturah hepatociti zadrzijo tridimenzionalno kuboidalno obliko,
kar vpliva tudi na izrazanje jetrnih funkcij (19). Med celicami nastane-
jo celo zoléni kanalcki (12).

Najpogosteje uporabljamo podganje hepatocite, saj je njihova izolacija in
kultivacija najlazje izvedljiva in podganja jetra so relativno lahko dostopna.
Napovedovanje ucinkov biolosko aktivnih snovi na ¢loveka na osnovi
raziskav na poskusnih zivali pa je zaradi medvrstnih razlik vedno pod-
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vrzeno doloCenemu tveganju. Zato so za preucevanje potencialnih
zdravilnih u€inkovin primernejSi hepatociti humanega izvora. Pridobimo jih
lahko s perfuzijo celih ali dela jeter darovalcev organov, iz ostankov ter-
apevtskin hepatektomij ali manjsih kirurskih biopsij (2). Perfuzija je prav
tako dvostopenjska, uporabliamo kolagenazo, lahko pa tudi druge
encime (npr. dispazo, liberazo), metode pa so precej uspesne, saj je via-
bilnost celic nad 85 % (2) (slika 1).

Tudi ¢loveski hepatociti v kulturi zadrzijo vecino jetrnih funkcij. So celo bolj
stabilni kot glodalski, saj svojo diferenciranost ohranjajo dlie ¢asa (nekaj
tednov) (17). Za dalj$o funkcionalnost pa jih moramo tako kot Zivalske goji-
ti v ko-kulturah ali tridimenzionalnih kulturah (19).

Primarni ¢loveski hepatociti veljajo danes za zlati standard preucevanja
metabolizma ¢loveskih jeter. Primerni so za raziskave biotransformacije
zdravil (prek CYP450 in encimov |l. stopnje), saj obstaja dobra povezava
metabolizma in vitro/ in vivo (13, 17). Ksenobiotiki se v ¢loveskih jetrih v I.
stopniji biotransformacije pretvarjajo predvsem s citokromom P450 3A4,
pa tudi z 1A2, 2A6, 2B6, 2C, 2D6 in 2E1, ti pa so v kultiviranih celicah
dobro izrazeni (2). Njihova aktivnost tudi v ¢loveskih hepatocitih upada s
¢asom. Nekateri CYP450 encimi (CYP3A4, CYP2C9 in CYP 2D6) po 72-
96 urah kulture aktivnost obnovijo, drugi (CYP1A2, CYP2E1) pa ne (2). To
je tudi razlog, da imajo transformirane spojine podobne metabolne profile
kot in vivo, razlikujejo pa se kvantitativno (13, 14, 17). Drugi razlog za
kvantitativne razlike je sistemski: in vivo se ucinkovina lahko slabo
absorbira ali pa se veze na molekule v drugih tkivih, torej ne doseze jeter
v tolikéni koncentraciji kot jetrne celice v kulturi (20).

Primarne ¢loveske hepatocite v kulturi uporabljamo tudi za Studije moleku-
larnih mehanizmov, toksi¢nosti, biokinetike in interakcije med zdravili.
Ugotavljamo lahko dejavnike starosti, spola in okolja (13, 14). Pomembni
so pri ugotavljanju individualnih razlik v odzivanju na ucinkovine, saj
obstaja veliko genetskih polimorfizmov genov, ki se izrazajo v jetrih (21,
22). Najvecje razlike so opazne v druzini citokromov P450, kar lahko pre-
cej vpliva na presnovo snovi in tako na potek zdraviienja (13, 22).
Preucujemo lahko tudi idiosinkrati¢cno (nenacrtovano) hepatotoksi¢nost,
pri kateri so prizadeti le redki posamezniki, verjetno pa je povezana z neo-
bi¢ajno presnovo ali imunoalergijskim fenomenom (3, 23).

V metabolizmu vsake snovi lahko obstajajo kvalitativne ali kvantitativne
razlike med Zivalskimi vrstami in ¢lovekom. S primerjavo uginkov na celice
razliénega izvora lahko dolo¢imo zivalski model, ki bo deloval podobno
kot ¢loveske celice, torej je najprimernejsi za nadaljnje raziskave (13).

Najvecji problem pri vzpostavitvi primarne kulture ¢loveskih hepatoci-
tov je legalna in eticna omejenost dostopa do ¢loveskih celic. Potrebna
je tudi vsakokratna izolacija svezih celic, ker je kultura kratkotrajna in
se celice v njej ne delijo. Pri vsaki izolaciji dobimo veliko Stevilo celic,
ki jih obi¢ajno sproti ne moremo porabiti, zato je priporocljivo celice
shraniti. Z metodo zamrzovanja je to mozno. Kritini elementi za
uspesSno zamrzovanje hepatocitov so protokol zamrzovanja, izbira kri-
opotektivnega sredstva in odstranitev mrtvih celic po odmrzovanju.
Izolirane hepatocite v suspenziji moramo zamrzniti v krioprotektivnem
sredstvu, obi¢ajno je to 10 % DMSQO, z nadzorovano hitrostjo zamrzo-
vanja (-1,9 °C/min od +4 do -30 °C ter -30 °C/min od -30 °C do
-150 °C) (8, 9). Celice nato prenesemo v teko¢i dusik, kjer jih lahko
obdrzimo tudi ve¢ let. Odmrzovanje pa mora potekati ¢im hitreje, v
vodni kopeli na 37 °C, hitro tudi odstranimo DMSO (8, 9).
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Proces zamrzovanja in odtajanja celic sicer zmanj$a njihovo viabil-
nost, predvsem zaradi poskodb celicne membrane, vpliva na mem-
branski transport in sintezo proteinov (24). Vendar pa so z izboljSe-
vanjem metode dosegli, da po odmrzovanju celice vrsijo svoje funkci-
je skoraj v enaki meri kot sveze izolirane (25). Torej je zamrzovanije pri-
porocljivo za vzpostavljanje banke hepatocitov, izoliranih iz razli¢nih
pacientov ali zivalskih vrst, ki so primerni za raziskave. To nam
omogoca ugotavljati individualne razlike v enem samem poskusu.

Alternativa tezko dostopnim primarnim hepatocitom so jetrne celicne
linije. Njihova prednost je v tem, da se delijo in so zato na voljo v
neomejenem $tevilu. Hepatocitne linije so pridobili na ve¢ naginov: 1.)
iz primarnih tumorjev jeter [humani liniji Hep G2 (26) in Mz-Hep-1 (27),
podganja H4IIE (28)], 2.) SV40-transformirani normalni primarni hepa-
tociti [humani liniji THLE-2 in THLE-3 (29)], 3.) iz embrionalnih jetrnih
celic [mi§ja linija BNL CL.2 (30)], 4.) iz TGF-a transgenih misi [linija
AML12 (31)] in 5.) s fuzijo dveh razli¢nih tipov celic [hibrid fibroblas-
tov in hepatomskih celic WIF12-1 (32)].

Slabost hepatocitnih linij je v tem, da so fenotipske lastnosti jetrnih
celic slab&e izrazene, zato se lahko na ksenobiotike odzivajo drugace
kot primarni hepatociti. V raziskavah najveckrat uporabljamo linijo
Hep G2, ki izvira iz hepatocelularnega karcinoma (26). To je precej

Slika 2: Laserska konfokalna fluorescencna mikrografija primarnega
Cloveskega hepatocita, 3 ure po dodatku 50 nM mikrocistina-LR. Aktinski
filamenti (rdece) zaCenjajo potovati proti srediScu celice, jedro se Krci.
Aktinski filamenti so oznaceni z rodamin faloidinom (rdece), jedro pa s
Sytox Green (zeleno). Merilo: 5 um (34, 35).

Figure 2: Laser-scanning confocal fluorescent micrograph of primary
human hepatocyte, the cells were treated with 50 nM microcystin-LR for
3 hours. Actin filaments (shown in red) start to move towards the center of
the cell, the nucleus condense. Actin filaments are stained with rhodamin-
phalloidin (red) and nuclei with Sytox Green (green). Bar: 5 um (34, 35).
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stabilna celi¢na linija, ki izraza 96 % genov primarnih hepatocitov in
vrsi Stevilne jetrne funkcije (23, 26).

Vrsi tudi Stevilne procese biotransformacije | in Il stopnje, vendar v
manj$i meri kot primarni hepatociti (23). Aktivnost citokromov P450 v
celicah je precej nizja kot v primarnih, CYP 2E1 je celo nezaznaven.
Vzrok je manjSe prepisovanje mRNA, kar je posledica nizjega nivoja
transkripcijskih faktorjev v hepati¢nih linijah (15). Zaradi odsotnosti
CYP 2E1 in alkoholdehidrogenaze je linija Hep G2 odporna proti cito-
toksi¢nim in lipogenim ucinkom etanola (23). Celice Hep G2 so ide-
alen model za S$tudije mitohondrijske toksi¢nosti zaradi velikega
Stevila mitohondrijev in mitohondrijske DNA (33).

Hepati¢ne linije uporabljajo v Stevilnih Studijah, vendar se moramo
ves Cas zavedati, da drugacne aktivnosti encimov v linijah lahko
privedejo do razlik v odgovoru na preiskovano ucinkovino, zato je
potrebna pazljivost pri interpretaciji rezultatov (23).

Primarni hepatociti v kulturi so zelo primerni za $tudij toksicnih vplivov
na celicnem in biokemi¢nem nivoju. Primer uporabe je ugotavljanje
uc¢inkov mikrocistinov (cianobakterijskin hepatotoksinov) na obliko
celic, citoskelet in jedra, sprozanje apoptoze in aktivnost citokroma
P450 1A. Ugotovili smo, da mikrocistini v primarnih podganjih in
Cloveskih hepatocitih povzroCajo skréenje in brstenje celic, preraz-
poreditev aktinskih filamentov v sredis¢e celice, kar je posledica
sprozitve apoptoze. Uporabljali smo laserski konfokalni mikroskop,
kjer smo opazovali fluorescenéno oznacene hepatocite (slika 2). Pri
tem se aktivirajo kaspaze, vendar je vzorec aktivacije kaspaz pri
podganjih in &loveskih hepatocitih drugagen. Cloveski hepatociti so
tudi bolj obcutljivi na delovanje mikrocistinov, kar moramo upostevati
pri napovedovanju rezultatov z Zivalskih modelov na c¢loveka.
Uporaba hepatocitov ve¢ pacientov pa nam je omogocila ugotavljan-
je razlik med posamezniki (34, 35).

Celi¢ne kulture ne morejo nadomestiti raziskav na zivalih in prosto-
voljcih, dajo pa nam veliko koristnih informacij o presnovi zdravil na
celicnem in molekularnem nivoju. Z uporabo kultur v predklini¢nih
Studijah delujemo eti¢no, saj zmanjSamo Stevilo poskusnih zivali in
prostovoljcev v Klini¢nih poskusih, in gospodarno, ker zmanjSamo
Stevilo napacnih odlocitev v razvoju zdravil. Za doseganje ¢im boljSih
rezultatov pa bo $e naprej potrebno izboljSevati hepatocitne kulture,
predvsem v smeri ¢im boljSega posnemanja in vivo celice, ter razviti
hepati¢no celi¢no linijo z visoko izrazenimi jetrnimi funkcijami.

Delo s primarnimi podganjimi in ¢loveskimi hepatociti je bilo opravl-
jeno na Institutu za patolosko fiziologijo Medicinske fakultete v
Ljubljani pod mentorstvom prof. dr. Dugana Suputa, ter v laboratoriju
INSERM v Antibesu v Franciji pod mentorstvom prof. dr. Rogerja
Rahmanija. Obema se iskreno zahvaljujem.
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