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ANOTACE

Bakalatskd prace je zaméfena na jaterni bunky pfirozené se vyskytujici v jaterni tkani
a alternativni bunécné zdroje — kmenové buniky a bunééné linie. Hlavni diiraz je kladen na 3D
kultivaéni modely, zejména sféroidy a organoidy, pfiemz jsou zminény i dalSi typy
3D systéml. V zavéru jsou shrnuty moznosti vyuziti téchto modelt v rdmci soucasnych
i budoucich védeckych aplikaci a jejich potencial pro preklinické testovani ¢i regenerativni

medicinu.
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3D Cultivation Techniques for Human Hepatocytes

ANNOTATION

Bachelor thesis focuses on liver cells naturally present in hepatic tissue, as well as alternative
cellular sources such as stem cells and cell lines. The main emphasis is placed on 3D culture
models, particularly spheroids and organoids, while also addressing other types of 3D systems.
The final part summarizes the potential applications of these models in current and future

research, including their relevance for preclinical testing and regenerative medicine.
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Uvod

Jatra jsou zasadnim organem, ktery se podili na metabolismu zivin, detoxikaci, syntéze bilkovin
a udrzovani homeostazy. Komplexni architektura jaterni tkdné€, jeji bunécna rtiznorodost
a schopnost regenerace, z ni ¢ini velkou vyzvu pro laboratorni modelovani. Bézn¢€ pouzivané
2D modely nejsou schopny pIn€ napodobit fyziologické podminky in vivo, ptredevsim bunééné
interakce, polaritu a funk¢ni stabilitu. Tyto limity vedly k rozvoji 3D kultivac¢nich systémii,
které poskytuji realistictéjsi mikroprostiedi, a umoziuji dlouhodobéjsi zachovani jaternich

funkei.

Vyznam 3D modelii zarovenn podporuje i rostouci potieba efektivnéjSich néhrad jaternich
funkei, zejména s ohledem na zvySujici se pocet pacientll indikovanych k transplantaci jater.
Nedostatek vhodnych darcovskych orgénd, vysokéd finan¢ni naroc¢nost zakroku a potieba
imunologické kompatibility zvyraziiuji potiebu alternativnich pfistupti, véetné in vitro modell

vyuzitelnych jak pro vyzkum, tak potencialné i pro terapeutické ucely.

Prace se zaméfuje na bunécné zdroje pouzivané pro tvorbu 3D jaternich modeli — pfedevsim
sféroida a organoidii. Hlavni pozornost je vénovana primarnim lidskym hepatocytiim, ale také
bunéénym liniim a kmenovym buiikdm, které predstavuji alternativni feSeni tam, kde je pouziti
primérnich bunék omezené. Prace shrnuje vyhody a nevyhody jednotlivych pfistupt a jejich

vyuZziti v soucasném i budoucim vyzkumu.
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1. Charakteristika jaterni tkané

1.1 Fyziologie jater

Jatra jsou klicovym organem lidského téla, ktery hraje roli v mnoha metabolickych procesech,
véetné zpracovani 1¢ékl, zivin, detoxikaci a traveni. V pfipadé¢ poskozeni maji jatra
pozoruhodnou schopnost rychlé regenerace a mohou se navratit do ptivodni velikosti, pokud je

pricina posSkozeni vCas odstranéna.

Hlavni bariéru pro slouceniny vstupujici do systémového obéhu z gastrointestinalniho traktu
predstavuji jatra. Disponuji vysokou metabolickou kapacitou pro pieménu téchto latek, coz se
oznacuje jako metabolismus prvniho prichodu, a podileji se na jejich vylu¢ovani Zlu€ovymi
cestami. Krev ze stfeva, slinivky a sleziny vstupuje do jater portalni Zilou, kde se misi s krvi
pfivadénou jaterni tepnou, a poté proudi pies hustou sit’ sinusoid smérem k centralni Zzile.
Naopak zlu¢ se pohybuje obracenym smérem siti Zlu€ovych kanalkli. Prostor mezi portalni
a centralni zilou je vyplnén pfevazné hepatocyty a dal§imi neparenchymalnimi butikami.
Hepatocyty, jako hlavni funkéni buiky jater, zajisStuji zpracovani krve a vylucovani zluci
do zlucovych kanalkl, které jsou vlozeny mezi sinusové endotelidlni buniky a propojeny
s okolnimi hepatocyty. Diky tomu vytvéfeji trojrozmérnou sit’ pro efektivni vymeénu molekul
mezi krevnim a Zlu€ovym systémem. Anatomicky jsou lidska jatra rozdélena na dva laloky
(levy apravy) obsahujici obrovské mnozstvi strukturnich jednotek — jaternich lalicka

viz Obrazek 1.

g Jeo

Jaterni laltiCek Portalni laltiCek Jaterni acinus

Obrazek 1. Strukturni a funkcéni jednotky jater (viastni tvorba autora)

Tyto strukturni jednotky maji Sestihranny tvar, s portalnimi triddami v rozich (vétev portalni
zily, jaterni tepny a zlu€ového vyvodu) a centralni Zilou uprostied. Portalni lalicek
se vyznacuje tvarem trojuhelniku a spojuje 3 centrdlni zily s portalni triddou ve stfedu.
Sinusoidy, tedy kapilary s vysokou propustnosti, propojuji cévy triad s centralni zilou. V nich
se misi okyslicena krev z jaterni tepny s krvi bohatou na Ziviny ptivadénou portalni Zilou.
Diky poréznimu endotelu se Ziviny a kyslik efektivné dostavaji k hepatocytiim, které lemuji
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sinusoidy. V dusledku spotieby kysliku vznikd napiic¢ lalickem kyslikovy gradient,
ktery umoziuje identifikovat metabolicky odlisné zony. Jaterni acinus ma kosoctvercovy tvar
a déli se na tfi zony viz Obrazek 2.:
e Zona 1 (periportalni) je nejblize k portalni tridd¢, takZe obsahuje nejvice kysliku a Zivin,
hepatocyty jsou velmi aktivni;
e Zona 2 je ptechodnd oblast mezi zénou 1 a 3, jsou zde kombinovéany funkce obou zo6n
a hepatocyty se ptizplsobuji;
e Zona 3 je nejbliZze k centralni zile, ma nejmensi koncentraci kysliku a je nejcitlivé;si
na hypoxii a toxiny.
VSechny uvedené vlastnosti je potfeba zahrnout také do tvorby 3D modeld, aby byly
metabolicky kompetentni. (Cox et al., 2020)

Periportalni zéna
(zéna 1)

Pfechodna zéna
(z6na 2)

Centralni zéna
(z6éna 3)

Centralni zila

Jaterni lalGicek

Portalni triada

4 7 N ! . t 3
P N 3 LTy
. . M g LAy o W 2

Obrazek 2. Histologicky ez jatry (Sorenson et al., 2025 (histologicky atlas); vilastni tvorba autora)

Jatra jsou pokryta tenkym pouzdrem z husté pojivové tkané, které pronika do parenchymu
a vytvafi jemné retikularni leSeni, jeZ rozdéluje organ na 500 tisic az 1 milion Sestihrannych
lalickt. Histologicky fez jatry nabizi pohled na jejich strukturu. Kazdy lalti¢ek ma ve svém
sttedu centralni zilu, kolem niz jsou radialné usporadany laminy hepatocyt. Jatra tvofi
riznorodd populace bun€k, zahrnujici hepatocyty, sinusoidalni endotelové bunky, jaterni
hvézdicovité buiky, Kupfferovy buiky, ZluCové epitelidlni buniky a dendritické bunky.
Zachovani polarity hepatocytl je kli¢ové pro spravnou funkci jater i pii kultivaci in vitro.

Diky specifickému architektonickému uspotadani a heterogenité bunéénych typt jsou jaterni
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buiky vystaveny gradientim zivin, hormont aristovych faktorti, které piichazeji

kombinovanym ptfivodem krve z portalni zily a jaterni tepny. (Yang et al., 2022)

Mezi akutni posSkozeni jater patii traumatické ruptury, virovd hepatitida A a poziti
hepatotoxickych latek. Pii chronickém posSkozeni jater, které mulze byt zplsobeno
napf. hepatitidou B, autoimunitnimi ¢i genetickymi poruchami, nadmérnym uzivanim
alkoholu, 1éky nebo jinymi béznymi jaternimi onemocnénimi (hemangiomy, traumatické 1éze,
hepatocelularni karcinom a cirhéza) dochazi k postupnému zhorSovani funkce jater. Cirhoza
navic Casto pfedchazi rozvoji rakoviny jater a pfredstavuje jednu z hlavnich pfic¢in umrti
na jaterni onemocnéni po celém svété. Pretrvavajici Skodlivé vlivy oslabuji regeneraéni
kapacitu a to muze vést k postupnému selhdvani jaternich funkci. Diagnostika zahrnuje
laboratorni testy a zobrazovaci metody. Lécba se 1isi podle stadia onemocnéni, v nékterych
ptipadech je nezbytna transplantace. Jaterni sféroidy jsou jednoduché 3D modely ptinasejici
lepsi moznosti pro testovani hepatotoxicity nez 2D modely. Jaterni organoidy jsou
3D struktury, které napodobuji jaterni tkan a predstavuji slibny model pro vyzkum
nebo regenerativni medicinu. (Gong et al., 2025) Kvuli trvalému nedostatku vhodnych
darcovskych orgdni nabyva na vyznamu prave kultivace jaterni tkdné in vitro, a to jak pro ucely

regenerativni mediciny, tak pro testovani hepatotoxicity 1€kt (Yang et al., 2022)

Mezi nové metody zobrazeni jater patii fenotypova charakterizace heterogenity jaterni tkané
pomoci 3D jednobunécného atlasu nové generace in silico, ktery vérné simuluje rozlozeni
jaternich bunck, je UCinnym nastrojem pro kvantifikaci slozitych tkanovych vlastnosti
azkoumd vztahy mezi strukturou a funkci. Viz Obrazek 3. zobrazeni jaternich bunék
ve 3D ukazuje, jak jsou fyziologicky poskladané v jaterni tkdni, coZ umoznuje dals§i pohled

na tyto struktury a komplexni propojeni informaci. (Martinez-Torres et al., 2024)

Hepatocyty Kupfferovy buriky

(7

Obrazek 3. Zobrazeni morfologie jaternich bunék ve 3D in silico (prevzato a upraveno dle Martinez-Torres et al., 2024)
CV — centralni Zila, PV — portdlni Zila
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1.2 Jaterni populace
Jatra obsahuji mnoho buné¢k, které maji své specifické vlastnosti a funkce. Pro piehled je zde

uvedeno schéma, kter¢ jaterni populace pfiblizuje viz Obrazek 4.

A B

Portalni triada

Disseho prostor
Cholangiocyt

B Jaterni
hvézdicovita bunka

Kupfferova burnka

Hepatocyt

Jaterni endotelialni
bunka

Burika hladké
svaloviny

Obrazek 4. A — jaterni laliicek, B — jaterni acinus (prevzato a upraveno dle Xu, 2021)
BD — Zlucovy kandalek, CV — centralni zila, HA — jaterni tepna, PV — portalni zila
Jaterni bunky jsou velmi rozmanité a maji dilezité funkce pro organismus. V nasledujicich
podkapitolach jsou pfedstaveny nejen specifické buniky pro jaterni tkan, ale i zdroje bunék
pro kultivaci a modelovani in vitro systémi. Soucasti jejich charakteristiky jsou i typické
markery viz Tabulka 1., Tabulka 2., Tabulka 3., Tabulka 4. a Tabulka 5., které se sleduji
pii testovani in vitro modelt, aby byla zajisténa jejich spravna identifikace. Kompletni seznam
markerti viz Pfiloha A. Vzhledem k tomu, Ze tato prace se zabyva piedev§im primarnimi

lidskymi hepatocyty (PHH), bude jim vénovéana samostatna kapitola.

,Databaze ScType je dosud nejvetsi databaze markeri specifickych pro lidské a mysi bunky,
sestavena integraci informaci dostupnych v databazich CellMarker (Zhang et al., 2018)
a PanglaoDB (Frazén et al., 2019), coz jsou v soucasné¢ dobé¢ dvé nejdostupnéjsi databaze
specifickych bunéénych znaki. V databazi CellMarker bylo ru¢né shroméazdéno a vybrano
13605 bunécnych markeri pro 467 typti bunék ve 158 lidskych tkénich/subtkanich
a 9148 tvirci bunck pro 389 typt bunék v 81 mySich tkanich/subtkanich z vice
nez 100000 publikovanych ¢lankt. V PanglaoDB bylo identifikovano 6631 genovych markert
mapujicich se na 155 typii bunék pomoci diferencialni exprese v konkrétnich typech bunék
pomoci jednobunécnych dat a komunitniho ,,crowdsourcingového* ptistupu (tj. metoda sbéru
dat, na kterém se podili SirSi vetfejnost a fesi zadany ukol) pro kurdtorstvi markerti genové

exprese.” (lanevski et al., 2022)
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1.2.1 Hepatocyty

Hepatocyty jsou epitelidlni parenchymalni buiiky jater, které maji polyedricky tvar a bézné
obsahuji jedno az dvé jadra. Fyziologicky tvofi v jatrech trdmce a jsou uspotfadany tak,
ze venozni pol smeétuje k centralni zile, zatimco apikéalni plochy tvofi kandlky pro sbér
atransport zluci a zluCovych soli, ¢ehoz je potieba dosdhnout i ve 3D modelech.
(Peng et al., 2022) Jiz mnoho let je znamo, ze hepatocyty tvoii 60 % jaternich bunck a 80 %
jaterniho objemu. (Malarkey et al., 2005)

Plazmatickd membréana hepatocytu je rozdé€lena do tii funkéné odliSnych domén: sinusoidalni,
lateralni a kanalikuldrni. Tyto domény jsou oddéleny té€snymi spoji (tight junctions),
pricemz lateralni membrana obsahuje 1 desmozomy a mezerové spoje (gap junctions),
které zajistuji mezibunéénou komunikaci. Sinusoiddlni membrana hepatocytu smétuje
k sinusoidam (krevnim vldse¢nicim) a Disseho prostoru, mé mikroklky o délce cca 0,5 um,
které mohou pronikat fenestracemi endotelu do lumen sinusoid a podileji se na absorpci
a sekreci. V oblasti mikroklkli se nachazeji struktury zodpovédné za selektivni endocytozu.
Lateralni povrch hepatocytt je nepravidelny, obsahuje mezibunééné spoje a je hlavnim mistem
komunikace a pfenosu malych molekul. Kanalikularni ¢ast je mistem vzniku Zlucového
kanalku, ktery vznikd spojenim ptilkanalki dvou sousednich hepatocytii. Vnitini lumen je
pokryty mikroklky, ¢imz se zvétSuje plocha a je usnadnéna sekrece Zluci. Jadro hepatocytu
zaujima 5-10 % objemu bunky, ma kulovity tvar, rozptyleny euchromatin a miZe mit zfetelna
jadérka pii regeneraci. U dospélych je piiblizné 25 % bun€k binuklearnich a ¢ast ma
tetraploidni jadra. Jejich podil roste s vékem, zatimco novorozenecké hepatocyty jsou vétSinou
mononukledrni a diploidni. Mitotickd aktivita je vyznamnd v obdobi vyvoje, ale v dospélosti

vyrazng klesa. (Carotti et al., 2020)

Hepatocyty hraji kli€ovou roli ve vychytavani a vylucovani latek z krve a do krve,
stejné jako v eliminaci sloucenin do zZlu¢i (napt. toxické metabolity, zluCové kyseliny,
bilirubin). Kromé toho maji fadu dal$ich funkci, v€etné detoxikace amoniaku, ukladéni energie
(glykogen), produkce energetickych prekurzori (pyruvat, glukédza, acetyl-CoA), syntézy
cholesterolu, ZluCovych kyselin a ketolatek, metabolismu lipoproteinti a produkce sérovych
proteind (albumin, koagulacni faktory). Funkce hepatocytl zavisi na jejich umisténi v lalicku
viz rozdéleni vySe — zona 1 je specializovana na syntézu cholesterolu, oxidaci mastnych kyselin
a glukoneogenezi, zoéna 3 se podili na syntéze Zlucovych kyselin, lipogenezi a biotransformaci

pomoci cytochromu P450 (CYP). (Cox et al., 2020)
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Lze je také rozpoznat diky expresi specifickych markert, napt. pancytokeratin (PAN-CK),
intermediarni filament keratin 18 (KRT18) a hepatocytarni jaderny faktor alfa (HNF4A). Jsou
zodpovédné za produkei albuminu, a-makroglobulinu a transthyretinu, a hraji klicovou roli
v detoxikaci diky enzymim — cytochrom CYP4E3. Tyto latky lze detekovat pomoci
gRT-PCR, enzymatickych testd nebo western blotu. V ramci metabolickych procest
hepatocytii jsou dalezité enzymy ze skupiny cytochromi P450, napt. CYP3EI1, jehoz hladina
se zvySuje pfi stresu nebo poskozeni jater. Tyto monoxygenazy, které se nachazeji predevsim
v jatrech, oxiduji rtizné latky a mohou produkovat cytotoxické nebo genotoxické metabolity.
Metabolity pak mohou pfispivat k rozvoji onemocnéni, jako je alkoholova jaterni choroba.

(Liu et al., 2023)

Tabulka 1. Markery hepatocytii (prevzato a upraveno dle lanevski et al., 2022)

Nejdalezitéjsi markery hepatocytt
ALB albumin hlivnl'proteln prod.ulflova.ny he.p.ato.cyty,
klicovy marker pro jejich identifikaci
hepatocytarni jaderny transkripéni faktor nezbytny pro diferenciaci
HNF4A . o
faktor 4 alfa a funkci hepatocyt(
ASGR1 asialoglykoproteinovy specificky receptor hepatocytt podilejici se
receptor 1 na odbouravani glykoproteind
CYP3E1 cytochrom P450 3E1 enzym z.apOJen.yldo metabolismu xenobiotik
a detoxikace v jatrech
ARG1 argindza 1 kI|c0\V/ylenzym moc0\i|noveho cyklu, marker
funkcnich hepatocytl

Pii kultivaci primarnich lidskych hepatocytll v konvenénich 2D monokulturach dochazi k jejich
rychlé dediferenciaci a ztraté jaterné specifickych funkci, tedy omezuje jejich vyuzitelnost
pro dlouhodobé studie. Resenim jsou 3D kultivaéni systémy ve formé sféroidii, v nichz lze
hepatocyty dlouhodobé udrZet pti stabilni zZivotaschopnosti a zachovani funkci, napt. produkce
albuminu, mocoviny ¢i tvorba funkénich zlu€ovodu. Sféroidy navic vykazuji bunéénou polaritu
amorfologii podobnou in vivo jaterni tkani, v€etné interindividualni variability, takZe umoZiiuje
modelovat jak normalni, tak patologické podminky. Tyto kultury ziistavaji funkéné stabilni
po dobu nejméné 5 tydnii. (Bell et al., 2016) PiestoZze v dnesni dobé mame mnoho moznosti
pro volbu vhodného 3D modelu, zGstavaji primarni lidské hepatocyty zlatym standardem
v toxikologii, zejména pro regulacni ucely, diky zachovani biotransformacnich funkci
a reprezentaci mezilidské variability. Jejich vyuziti ve sféroidech je vS§ak omezeno na dobu
ccad tydni, tudiz nepostacuje pro vyzkum chronické toxicity. Vzhledem k tomu,
ze mechanismy akutni a chronické toxicity se vyrazné lisi, je nezbytné vyvijet dlouhodobé

udrzitelné modely lidskych jaternich bun¢k pro hodnoceni u¢inkl 1é¢iv. (Rebelo et al., 2015;
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Kanebratt et al.,, 2021) Aktudlné¢ jsou pouzivané kokultivované sféroidy z PHH
a neparenchymadlnich bunc¢k, které vykazuji lepsi vlastnosti a morfologii. Kvuli nedostatku
cerstvé jaterni tkané jsou zkoumadny i jiné zdroje buné€k, ze kterych se hepatocyty vyvijeji.

(Kim et al., 2024)

Primarni lidské hepatocyty jsou v 3D sféroidech nejlepsi volbou pro studium metabolismu
(CYP enzymy), farmakokinetiky a toxikologie, protoze nejlépe zachovavaji enzymatické
profily dospélé jaterni tkané. (Bell et al., 2016; Cox et al., 2020; Kanebratt et al., 2021)
Na druhou stranu organoidy pouze z primarnich lidskych hepatocytli jsou pomérné vzacné.

(Tong et al., 2024)

1.2.2 Neparenchymalni bunky

Neparenchymalni buniky (NPC) tvoti v jatrech zbyvajicich 40 % a fadi se sem Kupfferovy
buiky, jaterni hvézdicovité buiky, jaterni endotelidlni bunky a cholangiocyty.
(Cox et al., 2020) Lymfoidni frakce, tvofend NK bunkami, T-lymfocyty, B-lymfocyty a dal§imi
imunitnimi buiikami, patii také mezi neparenchymalni bunky jater a podili se na imunitnim
dozoru, regulaci zdnctu a udrzeni imunologické tolerance. Jejich role zatim ve vyuziti ve 3D
modelech neni zaznamenana, takze jim nebude vénovana samostatnd podkapitola.

(Carotti et al., 2020)

1.2.2.1 Kupfferovy buniky

Kupfferovy buiiky maji nepravidelny, hvézdicovity nebo améboidni tvar, ktery jim umoziuje
rozprostieni podél stén jaternich sinusoid. Jejich jadro je ovéalné nebo ledvinovité a obsahuje
euchromatin sv&dc¢ici o aktivni transkripci. Cytoplazma je bohatd na fagolysozomy,
které obsahuji pohlcené Céstice — patogeny nebo zbytky erytrocytd. (Cox et al.,, 2020)
Kupfferovy buiniky pochdzeji z embryondlniho Zloutkového vacku a tvofi rezidentni
makrofagovou populaci jater — 80 % vSech makrofagli se nachézi v jatrech. V klidovych
podminkach se samy obnovuji bez ptitoku monocytl z krve. Markery se pouzivaji CD68
anovéji CDI63L. Pfi poskozeni jater dochazi k rekrutaci monocytl z krevniho ob¢hu,
které doplnuji a remodeluji existujici makrofagovou populaci. Kupfferovy buiky, rezidentni
cytokiny (napt. IL-10), exprimuji MHC II molekuly a plisobi jako antigen-prezentujici buiiky,
¢imz podporuji adaptivni imunitni odpovéd. Kromé toho likviduji stdrnouci erytrocyty
a degraduji hem na bilirubin, ktery je dale metabolizovan hepatocyty. Jejich povrch je pokryt
mikroklky a vybézky, které zvySuji efektivitu fagocytozy. Interakci s hvézdicovitymi buikami
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se podileji na regulaci regenerace jaterni tkané i rozvoji fibrozy a svou sekrecni aktivitou se

ucastni prozanétlivych i imunoregulacnich procest. (Carotti et al., 2020; Cox et al., 2020)

Tabulka 2. Markery Kupfferovych bunék (prevzato a upraveno dle lanevski et al., 2022)

Nejdulezitéjsi markery Kupfferovych bunék
¢len F rodiny lektinovych | specificky marker Kupfferovych bunék, ktery
CLECAF , A et
domén typu C4 se pouziva k jejich identifikaci
CD68 diferenciacni marker makrofagu, Siroce exprimovany v
skupina 68 Kupfferovych burnkach
makrofagovy receptor s | scavenger receptor zapojeny do fagocytdzy
MARCO , o L, S e
kolagenni strukturou patogenl a odstranovani odpadnich ¢astic
diferencia¢ni receptor pro hemoglobin-haptoglobinové
CD163 . ol v o
skupina 163 komplexy, dllezity pro odbourdvani hemu
protein obsahujici inhibi¢ni receptor, ktery hraje roli v regulaci
VSIG4 | V-set aimunoglobulinovou | imunitni odpovédi a je specificky pro
doménu 4 Kupfferovy bunky

1.2.2.2 Jaterni hvézdicovité burnky

Jaterni hvézdicovité bunky (HSC) tvoii 5—-8 % jaternich bunék a nachézeji se v Disseho prostoru
mezi hepatocyty a sinusoidami. Ukladaji vitamin A a podileji se na regulaci pritoku krve.
Pti poskozeni jater se mohou preménit na myofibroblasty produkujici extracelularni
matrix (ECM) a prozanétlivé cytokiny podporujici fibrozu. Nadmérnd remodelace ECM
a ubytek jaternich bun¢k mohou vést k jaterni cirhdze a selhdni jater. (Cox et al., 2020)
Morfologicky vykazuji malo drsného endoplazmatického retikula a maly Golgiho aparét.
Histologicky lze aktivaci sledovat zménou v markerové expresi (napt. GFAP, reelin, a-SMA).

(Carotti et al., 2020)

Tabulka 3. Markery jaternich hvézdicovitych bunék (prevzato a upraveno dle lanevski et al., 2022)

Nejdilezitéjsi markery jaternich hvézdicovitych bunék
ACTA2 aktin alfa 2 kdduje a-hladky svalovy aktin (a-SMA), hlavni
a-SMA hladké svalstvo marker aktivovanych hvézdicovitych bunék
COL1AL kolagen tyr?u lalfal kodu!e kolagen typu |, hlavni slozku extracelularni
doména matrix
GFAP gliaini flbrllar.m kysely marker klidovych HSC, které ukladaji vitamin A
protein
receptor rastového
PDGFRA | faktoru alfa krevnich |receptor pro PDGF, ktery podporuje proliferaci HSC
desticek
RBP1 retinol vazajici kdduje retinol vazajici protein 1, ktery je dulezity pro
protein 1 ukladani vitaminu A v klidovych HSC
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1.2.2.3 Jaterni endotelialni buniky

Sinusoidalni sténu jater tvofi ploché endotelové buiky s cCetnymi fenestracemi (otvory),
které umoznuji volny prichod latek mezi krvi a hepatocyty. Tyto buiiky nevytvateji bazalni
membranu, jsou vysoce propustné a podileji se na endocytdze 1 parakrinni regulaci jaterni
regenerace, zanétu a fibrotizaci prostiednictvim cytokini a riastovych faktora.
(Carotti et al., 2020) Sinusové endotelidlni buiiky tvoii propustnou bariéru mezi krevnim

obéhem a jaterni tkani a hraji klicovou roli v regeneraci jater po poskozeni. (Wesley et al., 2022)

Tabulka 4. Markery jaternich endotelialnich bunék (prevzato a upraveno dle lanevski et al., 2022)

vvvvvv

PECAM-1 adhelznl mole.lv<ula hlavni marker endotelidlnich bunék, podili se na
krevnich desticek a

(CD31) endotelidlnich bunik mezibunécné adhezi a angiogenezi
ilise naen 5 ranéni starych bunék
STAB1 stabilin-1 podllsg oae docytozve ?.vocvlst anéni starych buné
a proteinu z krevniho recisté
Von Willebrand(
VWF ° lllebrandty protein podilejici se na srazeni krve

faktor

¢len G rodiny
CLEC4G lektinovych domén
typu C4

it .
CD34 d;keurpe)ir:;lagczl marker endotelidlnich progenitorovych bunék

specificky marker jaternich sinusoidalnich
endoteliadlnich bunék, podili se na imunitni toleranci

1.2.2.4 Cholangiocyty

Cholangiocyty jsou epitelidlni bunky vystylajici intrahepatalni a extrahepatalni Zluové cesty,
tvofi piiblizné 35 % jaternich bunck. Histologicky se d€li na malé a velké cholangiocyty,
jejich velikost koreluje s primérem vyvodu, ktery vystylaji. Oba typy exprimuji
cytokeratin CK19. Na ultrastrukturdlni Grovni jsou cholangiocyty vybaveny prominentnim
Golgiho aparatem, kratkymi mikroklky, cetnymi cytoplazmatickymi vacky a bazalni
membranou. Histologicky tvoii jednovrstevny kubicky nebo cylindricky epitel podle velikosti
vyvodu, a podili se na sekreci i reabsorpci latek ze zluci. (Carotti et al., 2020) Cholangiocyty
reguluji vylucovani zluci upravou jejiho pH, sloZeni a objemu. Zajistuji i zpétné vstiebavani
slozek (napt. glukdza, aminokyseliny a ionty). (Cox et al., 2020) Jsou dulezité pfi regeneraci

chronického poskozeni jater. (Wesley et al., 2022)
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Tabulka 5. Markery cholangiocytii (prevzato a upraveno dle lanevski et al., 2022)

vvvvvv

specificky marker cholangiocyt(, dilezity pro
KRT19 keratin 19 cytoskelet a strukturalni integritu epitelu
Zlu¢ovych cest

adhezni molekula marker epitelidlnich bunék, podili se na

EpCAM o ey . Gy . Cupx o
epitelidlnich bunék mezibunééné adhezi a regeneraci Zlu¢ovodu
regulator . , . . . . . e
8 . , iontovy kanal, ktery reguluje sekreci chlorid(

CFTR transmembranové v o ol x

. . . . e . |ahydrogenuhlicitan( do Zluci

vodivosti u cystické fibrézy
Y iontovy kanal, ktery reguluje sekreci chlorid(
SOX9 transkripéni faktor 9 ¥ y regu’ty

a hydrogenubhlicitant do Zludi

vodni kanal, ktery reguluje transport vody pfes
AQP1 aquaporin 1 membrany cholangiocyt(, podili se na
modifikaci slozeni zluci

Kultivaéni podminky sféroidnich modelti umoznuji kokultivaci PHH s neparenchyméalnimi
buitkami jater, jmenovité¢ cholangiocyty, hvézdicovit¢ buiky a Kupfferovy buiky,
¢imz dochazi k vytvofeni komplexnéjsiho a fyziologictéjsiho jaterniho mikroprostiedi
viz Obrazek 5. Takové systémy podporuji dlouhodobou zivotaschopnost vSech bunéénych typii
a zéroven umoziuji modelovani jaternich onemocnéni (steatdza, cholestaza ¢i virova
hepatitida). Také se ukazalo, Ze sféroidy jsou schopny predikovat chronickou lékovou toxicitu,

coZ z nich ¢ini cenny nastroj pro preklinické testovani. (Bell et al., 2016)

CD68 Vimentin CK19

Kupfferovy burky Hvézdicovité buriky Cholangiocyty
b V'

x 5

a2
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I @
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o

Obrazek 5. Sféroidy z PHH a v kokultivaci s NPC (Bell et al., 2016)
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1.2.3 Subcelularni frakce

Subcelularni frakce se vztahuje k izolovanym organeldm nebo membranovym strukturdm
jaternich bunék, které se ziskavaji pomoci diferencialni centrifugace. Mezi vyhody vyuziti patii
predevSim zvySeni piesnosti analyz diky CistSim suspenzim bunék, také subcelularni frakce
umoznuji detailni porozuméni funkcim a interakcim v buiikéch a podporuji tvorbu virtudlnich
3D modelt. Na zékladé poznatki jsou poté vyvijeny 3D modely in silico, které vérné kopiruji
3D struktury ze sesbiranych dat. Metoda SimuCell3D dokaze simulovat mechaniku tkané

s polarizaci bun¢k, coz je velmi zddané. (Runser et al., 2024)

Pro oddé¢leni bunék z odebrané tkdné lze vyuzit predev§im mechanické zpisoby. Je dilezité
zvolit vhodny postup, pfi kterém se organely butiky neporusi a diky riizné velikosti a hustoté
od sebe ptjdou 1épe oddélit. Frakcionace docilime preparativni ultracentrifugaci, resuspendaci
a dalSim odstfed’ovanim. Subcelularni frakcionace je biologicka technika, ktera se pouziva
pro oddéleni riznych bunéénych organel, ale zachovaji se jejich priméarni funkce.

(Alberts el al., 2022, str. 480)

Pokud se do laboratofe dostanou zmrazené kousky jater, je potieba je rozmrazit, nakrajet
na malé kousky a resuspendovat v homogeniza¢nim pufru v homogenizatoru. Postupnym
centrifugaénim peletovanim je homogenat frakcionovan a jednotlivé frakce jsou
shromazd’ovany s tim, ze posledni ¢ast (supernatant) je cytosol. Poté probéhne 1yza proteint,
lyzaty se vycisti odstiedénim a stanovi se celkovy obsah proteinti a peptidd. V prvni z frakci
se nachazi jadra. V prostfednich jsou mitochondrie, membranové frakce z Golgiho aparatu,
endoplazmatické retikulum a plazmatické membrany. (Wisniewski et al., 2016) Z jednotlivych
frakci lze modelovat struktury, které ptindSeji dal§i poznatky o konkrétnich twlohach
v organismu, napif. mitochondrialni frakce podrobnéji ukazuje prostorovou distribuci
mitochondridlnich proteinli, a dle zaméfeni vyzkumu lze jednotlivé frakce vyuZit.

(Kang et al., 2024)
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2. Bunéc¢né modely jater

2.1 Imortalizované nebo nadorové modely

Jaterni bunécné linie, odvozené pievazné z nddorovych bunék (napi. HepG2, HepaRG, Huh7)
se vyznacuji vysokou proliferacni schopnosti a dlouhou zivotnosti v kulture. Diky nizké cené,
jednoduchému pouziti a zachovani enzymovych aktivit se ve vyzkumu vyuzivaji Castéji
nez biopsie jater. VSechny tyto linie maji riizny pocet chromozomt a mutacni profil, ktery miize
ovlivnit reprodukovatelnost a interpretovatelnost vyzkumil. Zaroven srovndvaci
transkriptomickd analyza ukazala vyrazné rozdily mezi jaternimi bunéénymi liniemi
a primarnimi hepatocyty, zejména v drahach regulujicich bunéény cyklus — v ptechodu
z G1 do S faze. Tyto rozdily mohou ovlivnit rist, proliferaci a odpovéd bunék na vné&jsi
podnéty. (Arzumanian et al., 2023) Ze starsich studii vyplyva, ze vétSina z nich ma zménéné
profily genové exprese, takze postradaji specifické jaterni funkce. Kompletni vycet genové
exprese bunék HepG2, HepaRG v porovnani s PHH a kousky jaterni tkané je viz Ptiloha B,
ze které vyplyva, ze bunikky HepG2 se svym genomem nejvice li$i od ostatnich testovanych
bun¢k. Buiiky HepG2 nejsou tak vhodné pro vyzkum jako linie HepaRG, ktera ma vétsi
transkriptomickou podobnost s primarnimi lidskymi hepatocyty pii studiu metabolismu
xenobiotik, hepatotoxikologie a diferenciace hepatocytd. Linie HepG2 vykazuje jiné vlastnosti
metabolizace 1éCiv v jednotlivych tfidach a 1i§i se v celogenomové genové expresi.
(Hart et al., 2010) Naopak nové&jsi studie tvrdi, Ze si zachovévaji nékteré jaterni funkce,
napt. syntéza albuminu a aktivita cytochromu P450, a patii mezi nejslibnéjsi kandidaty
pro klinické studie umélych jater. (Yang et al., 2022) Pfi imunohistochemickém barveni se
vyuzivaji primarni protilatky, které se specificky vaZou na nasledujici antigeny a diky tomu je
zvyraziji: Ki67 (jaderné barveni), E-cadherin, vimentin, EpCAM, CD133, CD44, a-SMA,
beta-katenin, CK7, CK18, CK19, CK20, AFP, A1AT adalsi. (Ozetal., 2021; Royo et al., 2024)

Pii in vitro testovani genotoxicity 1é€iv nddorové bunécné linie nabizeji fadu vyhod: neomezena
Zivotnost, snadna dostupnost, jednoduchd manipulace a vysoka reprodukovatelnost vysledki
diky stabilnimu fenotypu. Jejich lidsky ptivod je dal§im pfinosem. Na druhou stranu vykazuji
1 vyznamna omezeni, z nichZ nejzasadnéj$im je nedostate¢nd metabolicka aktivita, ktera mize
komplikovat interpretaci experimentdlnich dat. Naopak primarni lidské hepatocyty,
pfestoze nejlépe odrazeji in vivo funkce jater, maji omezenou dostupnost, kratkou Zivotnost
v kultufe a vykazuji vysokou variabilitu mezi jednotlivymi darci, takze miize ovlivnit

konzistenci vysledkil. (Stampar et al., 2024)
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2.1.1 HepG2

Bunééna linie HepG2 byla odvozena zrakovinné tkdné jater 15letého béloSského muze.
(ATCC, HepG2, 2025) Zajimavosti je, ze téméef 30 let je tato linie chybné zafazovana mezi
hepatocelularni karcinom, pfestoze podle histologické stavby a genetického profilu se jedna
o epitelialni hepatoblastom. V 1lozisti ATCC je zarazena jako lidska bunécna linie HB 8065
s dobfe diferencovanym hepatoceluldrnim karcinomem, jedna se tedy o zavadéjici informaci.
(Lopez-Terrada et al., 2009) Mezi markery linie HepG2, patii cytochrom P450 a jeho dalsi
poddruhy jsou exprimovany jen ve velmi nizkych hladinach specifickych pro plod a neni
exprimovan ve vétSiné dospélych jater vibec. To mohlo byt zplisobeno zménou genové
exprese. (Hart et al., 2010) Analyza bunécné linie HepG2 odhalila heterogenitu v klicovych
drahéch spojenych s mitochondrialni funkei, bunéénym cyklem a metabolismem 1é¢iv. Zmény
v elektronovém transportnim fetézci, oxidativni fosforylaci, sestaveni mitochondridlnich
komplextli, ribozomalnich proteinech, draze cytochromu P450 a genu pro retinoblastom
ovliviuji produkci ATP, regulaci proliferace a metabolismus 1é¢iv. Tyto rozdily zddraziuji
nutnost opatrnosti pii  prenosu vysledki mezi rliznymi bunéénymi liniemi.

(Arzumanian et al., 2023)

Bunky HepG2 ve srovnani s primarnimi hepatocyty postradaji fadu funkci, piesto se diky své
dostupnosti a snadné manipulaci bézn¢ vyuzivaji ve studiich in vitro. Vykazuji vyssi
intermodalni variabilitu (pravdépodobné v disledku akumulace mutaci zpisobené
nekontrolovanym bunéénym délenim rakovinnych bunék). (Gupta et al., 2021) Bunécna linie
HepG2 se v 3D modelech — sféroidech, ¢asto vyuziva pro studium jaternich funkci
a toxikologie. Ve srovnani s primarnimi lidskymi hepatocyty maji HepG2 sféroidy vyhodu
v dostupnosti, snadné manipulaci a reprodukovatelnosti vysledkt. Nicméné PHH sféroidy lépe
zachovavaji fyziologické funkce jater, vetné vyssi aktivity metabolickych enzyml a delsi
zivotnosti, coz je ¢ini vhodn€j$Simi pro dlouhodobé studie farmakokinetiky a toxicity.
Prestoze HepG2 sféroidy nedosahuji plné funkénosti PHH, jejich vyuZiti v 3D kultivaci
pfedstavuje cenny ndstroj pro pfedbézné screeningy a mechanistické studie zejména tam,

kde jsou PHH nedostupné nebo nakladné. (Yang et al., 2023)

2.1.2 Huh7

HuH-7 (déle jen Huh7) je trvald bunécéna linie vytvofena z muZzské hepatomové tkané,
ktera byla chirurgicky odstranéna 57letému asijskému muZi v roce 1982. Analyza bunéénych
klastrh Huh7 odhalila vyznamné zmény v metabolickych drahach, syntéze a poskozeni DNA

cholesterolu. Byly také zaznamendny zmény v mitochondridlni energetické produkci,
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které mohou vést k dysfunkci mitochondrii a bunééné smrti. Tyto poznatky zduraznuji funkéni
diverzitu bunck Huh7 a potfebu piesnosti pfi prenosu vysledkli mezi studiemi. Z této studie
také vychazi, ze pti porovnani Huh7 a Hep3B s PHH maji vys$si miru vzajemné podobnosti

nadorov¢ linie, zatimco s HepG2 sdileji nejméné spolecnych znakli. (Arzumanian et al., 2023)

Studium Zzivotniho cyklu viru hepatitidy C v trojrozmérnych kulturach bunécné linie Huh7
v Matrigelu nabizi vyhodu kombinace homogenniho, snadno dostupného a geneticky dobie
manipulovatelného modelu s robustni schopnosti replikace a produkce virionl, pfi¢emz
zaroven umoznuje zachovani polarity typické pro hepatocyty a realizaci dlouhodobych
experimentl. (Molina-Jimenez et al., 2012) Sféroidy a organoidy z nadorové linie Huh7 se
jinak vyuzivaji jako kontrolni materidl pfi tvorbé pacientskych nadorovych 3D modelt.

(Crouchet et al., 2025)

2.1.3 Hep3B

Bunécna linie Hep3B vykazuje epitelidlni morfologii a byla izolovéana z jaterni tkan¢ 8letého
cernos$ského mladika s rakovinou jater. Soucasti této linie je i1 integrovany genom viru
hepatitidy B. (ATCC, Hep3B, 2025) Analyza bun¢k Hep3B odhalila narusSeni drah regulujicich
bunéény cyklus a odpovéd na poskozeni DNA, ktera muze piispét k rozvoji rakoviny.
Mezi klastry byly zjistény zmény v expresi klicovych genti a dale byly ovlivnény metabolické
drahy kyseliny listové a vitaminu B12, coz by mohlo mit dopad na bunéény metabolismus.
Vyznamné zmény byly také zaznamenany v kaskad€ srdZeni krve, pfiCemZ tato oblast
je dilezitd vzhledem k zasadni roli jater v syntéze koagulac¢nich faktord.

(Arzumainian et al., 2023)

Bunky Hep3B byly vyuzity k vytvofeni inovativniho trojrozmérného modelu pro optimalizaci
vysokokapacitniho screeningu ucinnosti protinddorovych lé€iv, hlavné pro hepatocelularni
karcinom. (Lee et al., 2022) Sféroidni model zaloZeny na bun&tné linii Hep3B lze vyuzit
pro studium interakci mezi nddorovymi a stromalnimi buiikami v prostfedi hepatocelularniho
karcinomu (HCC). Homotypické a heterotypické sféroidy (kombinované s fibroblasty) simuluji
nadorové mikroprostfedi. Vysledky ukazaly, ze pfitomnost stromalnich bun€k nebo jejich
kondicionovaného média vyznamné podporuje proliferaci nddorovych bun€k. To podtrhuje
vyznam mezibunééné komunikace v progresi nddoru. Tento jednoduchy a nakladové efektivni
3D model nabizi cenny nastroj pro studium nddorového mikroprostiedi i pro testovani

protinadorovych terapii. (Zaki et al., 2021)
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2.1.4 HepaRG

HepaRG buiiky, pochézejici od pacientky s hepatokarcinomem, maji schopnost diferencovat se
na biliarni epitelialni buiiky a hepatocyty. HepaRG buniky za urcitych kultiva¢nich podminek
exprimuji mnoho gent zapojenych do zpracovani 1éCiv na Grovni srovnatelné s primarnimi
lidskymi hepatocyty. Tato schopnost exprimovat a indukovat metabolizujici enzymy
xenobiotik je vyrazné odlisna od chovani Casto pouzivanych bunék HepG2. Zaroven srovnani
profili genové exprese napii¢ chromozomy 7 a 22 s PHH neprokézaly vyznamny rozdil,
prestoze v buitkach HepaRG existuje trizomicky chromozom 7. Obsah mRNA v linii HepaRG
vice odrazi PHH a lidskou jaterni tkan. (Hart et al., 2010) HepaRG buiiky vykazuji proteomicky
profil blizky PHH, vcetné exprese hlavnich jaternich transkripénich faktort a strukturalnich
prvki zajistujicich biliarni polaritu. Ackoli nékteré mitochondridlni proteiny jsou v HepaRG
buitkdch mén¢ zastoupeny nez v PHH, celkové ptfedstavuji robustni ndhradu za PHH v mnoha
aplikacich. Diky své vysoké diferenciaci a funkénim vlastnostem jsou HepaRG butiky vhodné
pro studium metabolismu lé¢iv a detoxikace, hodnoceni hepatotoxicity a genotoxicity, vyzkum
jaternich onemocnéni a metabolickych poruch. (Tascher et al., 2019) Podobné jako buiky
HepG2 vykazuji 1 builky HepaRG vyS$si pocet nediferencované exprimovanych genil
(non-DEG), ackoliv stale o néco méné nez HepG2. V porovnani s PHH nebo mikrotkanémi
vSak méné pripominaji jaterni tkan in vivo. Piesto nékteré studie naznacuji, ze 3D modely
HepaRG mohou do urcité miry napodobovat jatra in vivo, 1 kdyz tato tvrzeni nejsou podpoiena

RNA-Seq srovnanim s lidskou jaterni tkani. (Gupta et al., 2021)

Bunécna linie HepaRG v trojrozmérnych modelech nachazi uplatnéni jako cenna alternativa
k primarnim lidskym hepatocytliim, pfedev§im v oblastech hodnoceni metabolismu 1éciv,
genotoxicity a dlouhodobé toxicity. 3D sféroidy HepaRG vykazuji stabilni sekreci albuminu
a mocoviny, vys$si aktivitu enzymu cytochromu P450 — CYP3A4, ve srovnani s 2D kulturami
sféroidy HepaRG podobnou citlivost na hepatotoxiny, pficemZz vyhodou HepaRG je jejich
snadnéjsi dostupnost, nizs§i naklady a vyssi reprodukovatelnost mezi Sarzemi. Ackoli PHH
zustavaji standardem pro studium jaternich funkei, 3D modely HepaRG ptedstavuji praktickou
a spolehlivou alternativu pro dlouhodobé in vitro studie zejména tam, kde je omezeny pfistup
k PHH. (Yang et al., 2023) Sféroidy z bun¢k HepaRG exprimuji tfi hlavni enzymy CYP
(CYPIA2, CYP2B6 a CYP3A4) a aktivni jaterni jaderné receptory. Maji tedy schopnost
bioaktivovat xenobiotika diky vysokym hladinam enzymatickych aktivit CYP. Také je mozné

je adaptovat na kometovy test, ktery poskytuje informaci o genotoxicité. (Mandon et al., 2019)
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Pti kokultivaci s jaternimi hvézdicovitymi bunikami a makrofagy vznikaji funkcéni organoidy,
které 1ze vyuzit pro stanoveni nealkoholické ztuénéni jater a pro testovani hepatotoxicity 1€Civ.
Organoidy déle vykazuji vysoké hladiny exprese genl spojenych s metabolismem xenobiotik
faze 1 a II, které ziistavaji stabilni az do 14. dne kultivace, coz umoznuje jejich vyuziti
bunikach tento pristup vyuziva fyziologi¢téjsi slozeni. (Bronsard et al., 2024) V porovnani
s jinymi bunéénymi liniemi hepatomu je HepaRG nejlepsSim ndhradnim modelem PHH
pro metabolické aplikace a vyvijeji se postupy pro spolecnou kulturu kryokonzervovanych
primarnich lidskych hepatocyti s HepaRG v kultivacnich systémech s michanymi bioreaktory.

(Arez et al., 2025)

2.2 Modely diferencované z pluripotentnich kmenovych bunék

2.2.1 Indukované pluripotentni kmenové bunky

Indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC) vznikaji umélou expresi specifickych geni
v nepluripotentnich buiikach, ¢imz ziskdvaji vlastnosti pfirozenych kmenovych bunck véetné
diferencia¢niho potencialu. V roce 2007 byly poprvé odvozeny z lidskych bunék a mohly se
zaCit vyuzivat ve vyzkumu a terapii. Protoze pochazeji z vlastnich somatickych bunék pacienta,
nezpusobuji imunitni reakci. Pfesto mohou mit odlisné diferencia¢ni drahy kvuli epigenetické
paméti a stale existuje riziko tvorby nadort. (Yang et al., 2022) Indukované pluripotentni
kmenové buiikky mohou byt generovany z jakéhokoli typu lidskych buné¢k a poté diferencovany
na hepatocyty. Lidska tkan ma unikatni schopnost, kdy se PSC mohou diferencovat
do libovolného typu tkan€ v téle — ektodermalni, mezodermalni 1 endodermalni, kam patii
také hepatocyty. Bohuzel vyzkumy zatim ukazuji, Ze takto odvozené hepatocyty (iPSC-Heps)
vykazuji vlastnosti podobné fetdlnim bunkdm plodu, ale ne diferencovanych hepatocyti.
(Kammerer, 2021) Mezi hlavni markery pfitomné na povrchu jaternich kmenovych bunék patii
EpCAM, E-cadherin, CD133, CD29, CK8 a CKI18. Markery, které naopak nejsou viibec
exprimovany, jsou AFP, ICAM, marker dospélych jaternich bunck — CYP, hemopoetickych
bun¢k — CD45 a zaroven také na marker mezenchymalnich bunék — VEGF-R a desmin.

(Schmelzer et al., 2007)

VétsSina studii je povazuje za perspektivni koncept s velkym potencidlem pro vyuziti
pro aplikace ve farmakologii, toxikologii a tkdnovém inZenyrstvi, jelikoz jejich vysledky
ukazuji, ze IPSC-Heps maji vétsi podobnost s diferencovanymi hepatocyty nez hepatomové
bunééné linie. Z pohledu celogenomové analyzy je linie HepaRG srovnatelna s iPSC-Heps,

avSak podrobnéjsi analyza gent spojenych s hepatotoxicitou odhalila, Ze iPSC-Heps v tomto
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ohledu zaostavaji za HepaRG, ale zaroven vykazuji lepsi vysledky nez ostatni hepatomové
linie. (Gaoet al.,, 2017) Oproti tomu sféroidy z iPSC-Heps zatim stoji v pozadi kvuli
nejednoznacnym vysledkiim rtznych studii a pro tuto technologii zatim nejsou povazovany

za vhodné. (Kammerer, 2021)

2.2.2 Endotelidlni buiiky lidské pupec¢nikové Zily

Endotelidlni bunky lidské pupecnikové zily (HUVEC) jsou dle slovniku ScienceDirect
definovany jako ,,typ bunék, které l1ze snadno izolovat z pupe¢niku a kultivovat pro studium
VEGF-A. HUVEC vykazuji specifickou morfologii a mohou byt -charakterizovany
povrchovymi  markerovymi proteiny napi. PECAM-1, VE-cadherin a VWEF.*
(Elsevier, HUVEC, 2025)

HUVEC bunky byly vyuzity jako soucast podpiirného mikroprostfedi v 3D kokultivacnim
systému s cilem udrzet fenotyp primarnich lidskych hepatocytti po delsi dobu. Tyto endotelidlni
bunky byly integrovany do mikrofluidniho systému ,,LiverChip®, kde byly spolu s PHH
kultivovany na poréznich ,scaffoldech v recirkulujicim médiu. Pfitomnost HUVEC
v kokultufe napoméhala zachovéni funkéni stability hepatocytl, kterd se projevila zvySenou
produkci albuminu, vy$$i metabolickou aktivitou enzymu CYP3A4 a vétsi odolnosti viici
toxickym latkam. Endotelidlni interakce napodobujici sinusoidni prostiedi jater vyznamné
ptispély k dlouhodobému udrZeni diferenciovaného stavu PHH. To podtrhuje dualezitost
HUVEC buné€k v konstrukci fyziologicky relevantnich jaternich modell in vitro.

(Ware et al., 2018)

2.2.3 Buiiky podobné hepatocytiim

Diferencia¢ni protokoly pro ziskani bun¢k podobnych hepatocytim (HLC, Hepatocyte-Like
Cells) vychéazeji z metod vyvinutych pro diferenciaci embryondlnich kmenovych bunck
smérem k jaternimu fenotypu. (Gandhi et al., 2024) Embryonalni kmenové buiky jsou bunky
ziskané zraného embrya nebo z primitivnich pohlavnich zlaz a vyznacuji se schopnosti
neomezeného déleni, sebeobnovy a Siroké diferenciace v podminkéch in vitro. Diky tomu lze
embryonalni kmenové buniky nasmérovat k vyvoji téméf vSech bunéénych typt v téle, vcetné
hepatocyti, jak v laboratornich podminkach, tak 1 v Zivém organismu. Jejich klinické vyuziti je
vSak omezeno etickymi otdzkami a potencidlnimi riziky, protoZze embryonalni kmenové bunky
vykazuji vysokou telomerazovou aktivitu a pii aplikaci do mysi mohou vést k nadmérnému
mnozeni bunc¢k atvorbé nadord. Z toho divodu zistavd zasadni vyzvou =zajistit,

aby embryonalni kmenové buiiky zlistaly nediferencované béhem kultivace a zaroven bylo
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mozn¢é je cilené diferencovat na jaterni buiilky po transplantaci. (Yang et al., 2022) Nejcast&ji
vyuzivanym piistupem k indukci maturace a diferenciace HLC je pouziti chemickych koktejlt.
Tyto protokoly ¢asto zahrnuji také aplikaci malych molekul (napt. DMSO, kyselina valproova),
ruzné typy kultivaénich systémt (vCetné sféroidu, ,,scaffoldi ¢i organoidii) a metody
genetického preprogramovani prostiednictvim transkripénich faktorii nebo mikroRNA.
Uspésna diferenciace HLC je zpravidla potvrzena detekci exprese albuminu, schopnosti
akumulovat glykogen, syntetizovat mocovinu, metabolizovat lipidy a exprimovat enzymy
cytochromu P450. Avsak v porovnani s PHH vykazuji niz§i expresi enzymi zapojenych
do metabolismu a biotransformace. Piestoze bylo prokazano, ze HLC vykazuji fenotypové
znaky podobné zralym hepatocytiim, soucasné byly identifikovany vyznamné rozdily. U HLC
byla zaznamendana snizena exprese transkripcnich faktort, které hraji klicovou roli v procesu
zrani hepatocytd, ve srovnani s PHH. Tato redukovand exprese miiZze byt jednim z faktori
ptispivajicich k jejich ¢astecné nezralosti. HLC vyzaduji dal$i zrani, nez mohou byt pouzity
misto PHH. Diferencované HLC by mohly byt vyuzity v jaternich modelech, pokud dosdhnou
funkéni Grovné srovnatelné s PHH. Spolecna kultivace HLC s dal$imi typy bunék (jaterni
sinusoidalni endotelové buiiky, endotelidlni buitky pupecnikové Zily, tukové kmenové bunky
a jaterni hvézdicové bunky ve 3D matrici) vedla ke zlepSené sekreci mocoviny a albuminu,
zvySené expresi jaternich markerd, tvorbé zlucovych kanalkli a vyssi aktivite CYP.
Vétsina téchto modelil v§ak vyuziva sféroidni kultury, které neodrazeji ptirozenou architekturu

jater, ale jsou dobfe ptizptisobené podminkam in vitro. (Gandhi et al., 2024)

Imortalizované jaterni linie sice pfedstavuji snadno dostupny systém, ale vykazuji nizkou
aktivitu enzymt cytochromu P450 klicovych pro metabolismus xenobiotik. Hepatocytim
podobné buniky odvozené z pluripotentnich kmenovych bunék piedstavuji slibnou alternativu

ey es

jejich vhodnost pro predikci hepatotoxicity. (Rebelo et al., 2015)

Zaroven v roce 2022 byla vytvofena webova aplikace HLCompR, kterd umoziuje porovnavat
data RNA-seq konkrétnich drah tvorby HLC a moZnost pfidani do databaze nové odvozenych
bun¢k podobnych hepatocytim. V soucasnosti tato aplikace obsahuje bunky, uvedené

viz Tabulka 6. (Ardisasmita et al., 2022)
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Tabulka 6. Buiiky podobné hepatocytiim (HLC) v databazi HLCompR
(prevzato dle Ardisasmita et al., 2022)

Typ Popis
CBD Bézna tkan Zlucovodu
Chol_HLC Intrahepatalni HLC odvozeny z cholangiocytl
Fetal_ Hep = FetdIni hepatocyty
FHep_HLC = HLC odvozeny z fetélnich hepatocytt
Fib_HLC HLC odvozeny z fibroblastd
Fibroblast =~ Dermalni fibroblasty

Hep_HLC HLC odvozeny z hepatocytl

HepG2 Bunécna linie HepG2

Jatra Jaterni tkan

PHH Primarni lidsky hepatocyt

PSC Pluripotentni kmenové burky (embryonalni a indukované)

PSC_HLC HLC odvozené z pluripotentnich kmenovych bunék

2.3 Primarni 3D nadorové modely

2.3.1 Nadorové sféroidy

Nova studie z roku 2025 ptredstavuje model trojrozmérnych sféroidit odvozenych od pacientt
s hepatocelularnim karcinomem, ktery vérné napodobuje heterogenitu nadort a jejich
mikroprostfedi. Model byl vytvofen z cCerstvych 1 kryoprezervovanych nadorovych tkani
a zahrnuje hlavni bunééné slozky — nadorové epitelidlni buiiky, fibroblasty, makrofagy,
T-lymfocyty a endotelové bunky viz Obrazek 6. Sféroid svou stavbou odpovida karcinomu,
ze kterého byl odvozen viz Podkapitola 4.3 podrobngji. Klicovym prvkem pro uspésnou tvorbu
audrZeni zivotaschopnosti sféroidl je pouziti autologniho séra pacientii s HCC, které podporuje
agregaci bunck a zachovani funkéniho naddorového mikroprostiedi. Model umoZnil testovani
odpovédi na schvalené¢ protinadorové Iéky, ale byly pozorovany rozdilné reakce
mezi jednotlivymi pacienty, kvili klinické variabilité. Tento systém predstavuje slibny nastroj
pro vyvoj léc¢iv a studium mechanismt ucinku vcéetné terapii zaméfenych na néadorové

mikroprostiedi a mize piispét k personalizaci [é¢by HCC. (Crouchet et al., 2025)
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Obrazek 6. Generovani pacientského nadorového sféroidu (prevzato a upraveno dle Crouchet et al., 2025)
HCC — hepatocelularni karcinom, CAF — fibroblasty asociované s rakovinou

2.3.2 Nadorové organoidy

Pokroc¢ily model pro testovani protinadorovych [éCiv vyuzivajici organoidy odvozené
z pacientskych nadort hepatoceluldrniho karcinomu popisuje studie ze zacatku roku 2025.
Organoidy byly uspé$né kultivovany s pouzitim Matrigelu se sniZenym mnozstvim ristovych
faktorti. Diky tomu byl jejich riist mozny az po dobu 15 dni. Organoidy vykazovaly heterogenni
morfologii a byly charakterizovany pomoci zobrazeni s detailnim rozliSenim obsahu,
ktera zahrnovala barveni jader (Hoechst), cytoskeletalnich struktur (phalloidin, a-tubulin)
a detekci viability bun€k. Také bylo prokazano, Ze 1é€iva jako Ellipticin pronikaji do Matrigelu
a akumuluji se v bunkach organoidii, coz potvrzuje jejich vhodnost pro testovani ucinnosti
protinadorovych latek. Tento model nabizi reprodukovatelnou a fyziologicky relevantni
platformu pro screening 1é¢iv a podporuje personalizovany pfistup v onkologii viz Obrazek 7.

(Close et al., 2025)
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Obrazek 7. Schéma personifikované terapie organoidy (prevzato a upraveno dle Taurin et al., 2025)
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3. Prehled 3D modeli a metod pripravy
3.1 Soucasné 3D modely

Mezi nejcastejsi problémy dvourozmérnych modell patii nedostatecné schopnost reprodukovat
vysledky z bunéénych linii na fyziologii v jatrech jako takovych. Tuto situaci se snazi vyiesit
3D modely, které vykazuji mnohem vétsi predpoklady, ze budou odpovidat situaci in vivo.
I tak je potieba védét, k jakému tcelu se budou bunky vyuzivat, a na zaklad¢ toho si vybrat
vhodny model. Piestoze nékteré vypadaji velmi podobné, lisi se nejen strukturou, ale i stavbou
a odpovedi bunck na podobné podnéty. Je tedy velmi dilezité zvolit nejen vhodny model,

ale 1 slozeni média. (Kammerer, 2021)

V konven¢nich dvourozmérnych kultiva¢nich systémech dochdzi pti dlouhodobé kultivaci
primarnich hepatocytt k jejich dediferenciaci a transdiferenciaci smérem k mezenchymalnim
liniim vedouci ke ztrat€ bunécéné polarity a funkci. Z toho divodu byla testovdna rizna
vylepSeni kultivacnich podminek s cilem vytvofit optimalni mikroprostifedi pro hepatocyty.
Studie se zamétily na navrh kultivaéniho systému, ktery by co nejlépe simuloval ptirozené
prostfedi bunék, a to prostiednictvim vhodné kombinace ristovych faktort, slozek
extracelularni matrix a pfitomnosti sousednich bun€k umozZiujicich bunééné interakce.
Mezi inovativni pfistupy vedouci ke zlepSeni Zivotaschopnosti a funkénosti hepatocytl
v ex vivo podminkach patii vyvoj biomaterialli obsahujicich sloZky jaterniho ECM, vyuziti
decelularizovaného jaterniho ECM, kultivace hepatocyti ve formé sféroidii a organoidi
¢i aplikace perfuznich kultivacnich systému. Trojrozmérné agregaty hepatocytarnich sféroida
a organoidl jsou tvofeny samoorganizovanymi shluky bungk, které nepiilnou k podkladovému
substratu. Tyto struktury Ize generovat riiznymi metodami, napt. vyuzitim kultiva¢nich desek
s nizkou adhezivitou, zavésnych kapkovych kultur, mikrojamek, Matrigelu, rotacnich

bioreaktort ¢i polymernich ,,scaffolda®. (Kaur et al., 2023)

Ptehled 2D a 3D bunécnych modeld viz Obrazek 8. je vhodnym prostitedkem pro ziskéani
obecného ptehledu. 3D modely udrzuji nebo zlepSuji primarni jaterni funkce a diky tomu lze

sledovat toxicitu po dobu n€kolika tydnti. (Kammerer, 2021)
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Obrazek 8. Prehled 2D a 3D kultivacnich modelii (prevzato a upraveno dle Saxton et al., 2023)

3.1.1 Statické 3D modely
Mezi statické modely se fadi i sféroidy a organoidy, ale tyto modely budou popsany

v nasledujicich samostatnych kapitolach, protoze budou rozebrany podrobné;i.

3.1.1.1 Hydrogely

3D modely péstované v hydrogelu jsou pokrocilé in vitro systémy, které umoziuji riist bunek
v prostiedi 1épe napodobujicim fyziologické podminky tkani in vivo. Hydrogely, napt. matrigel
nebo alginat, poskytuji bunécnou oporu a prostorovou strukturu podporujici bunécnou
proliferaci, diferenciaci a signalizaci. V modelech dochdzi k formovani bunécnych agregatii

a mikrostruktur, které 1épe reflektuji architekturu a funkce zivé tkdné, véetné tvorby gradienti
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zivin, kysliku a metabolitd. V 3D modelech péstovanych v hydrogelech lze vyuzit rtizné
bunécné typy, které napomahaji vérné napodobit jaterni mikroprostiedi. Nejcastéji se pouzivaji
primarni lidské hepatocyty pro jejich vysokou funkéni podobnost s in vivo jatry, hepatomové
linie jako HepG2 pro jejich snadnou kultivaci, a také hepatocytim podobné buiiky odvozené
z pluripotentnich nebo embryonalnich kmenovych bunék. K dosazeni vétsi komplexity 1ze
modely rozsifit o neparenchymadlni jaterni builky. Tyto kombinace umoziuji tvorbu
vicebunéénych 3D systémd, které jsou vhodné pro vyzkum a poskytuji relevantnéjsi prostiedi
pro studium toxikologickych ucinkl, metabolickych procesii a testovani ucinnosti 1éCiv,
¢imz vyznamné prispivaji ke zlepSeni prediktivni hodnoty preklinickych studii.

(Bachmann et al., 2015)

3.1.1.2 Platky jater

Presné tezané platky jater (PCLS, Precision-Cut Liver Slices) pfedstavuji jednu z prvnich
alternativ k testovani na zvifatech pfi studiu onemocnéni jater, jelikoz zachovévaji ptivodni
mnohobunécnou architekturu a mikroprostredi lidské jaterni tkdn€. Pouzivaji se k modelovani
ruznych jaternich patologii, véetné alkoholového poskozeni nebo metabolickych onemocnéni,
a to bud’ indukeci toxiny, nebo ptimo z nemocnych jater. I kdyz jsou ptesné fezané platky jater
relativné snadno pouZitelné, jejich zivotaschopnost ve standardni kultivaci je omezend
na 3-5dni. Nové pfistupy (bioreaktory) slibuji prodlouzeni funk¢nosti azna 15 dni.
Jejich vyhodou je moznost sledovat vice parametrii v realném Case (napt. ATP, morfologie,
RNA, proteomika), ale omezeni zahrnuji rychlou degradaci, spontanni aktivaci fibrotickych
procest,, omezeny piistup k lidské tkani a vysokou variabilitu mezi vzorky. Do budoucna
predstavuji piesné ftezané platky jater cenny model pro personalizovanou medicinu
a preklinické testovani, pokud se podati standardizovat podminky a prodlouzit jejich stabilitu.

(Brenner, 2025)

3.1.2 Dynamické 3D modely

3.1.2.1 Jatra na ¢ipu

Mikrofyziologické systémy, znamé také jako ,,jatra na Cipu* (organ-on-a-chip), jsou pokrocilé
3D jaterni modely s kontinudlnim tokem kultivaéniho média, které napodobuji dynamické
podminky in vivo. Tyto systémy vyuzivaji primarni hepatocyty, hepatocyty diferencované
z pluripotentnich kmenovych bun€k nebo bunécné linie a diky 3D architektute, vaskuldrni
perfuzi a proudéni média, si buiikky udrzuji funk¢ni a diferencovany stav po dobu jednoho
mésice i1 déle. ,Jatra na Cipu* vykazuji fyziologické hladiny produkce albuminu, mocoviny

a stabilni expresi enzyml cytochromu P450 i transportérii. Na rozdil od statickych kultur
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umoziuje proudéni média rovnomérnou distribuci testovanych latek a vérnéjsi simulaci jaterni
expozice. Typickym piikladem je jaterni Cip sloZzeny z hepatocyti, jaternich sinusoidalnich
endotelidlnich bunék a hvézdicovitych bunék v oddelenych kanalech, které odpovidaji
pfirozené jaterni mikrostruktufe. Vyznamné vyuziti maji v preklinickém testovani 1€k,
predevsim pii predikci lidské jaterni toxicity. (Brenner, 2025) Tento 3D model je vyuZzivan
bioinzenyry kvili svym vlastnostem s neustalou vyménou kultivacniho média a odstranovani
odumielych bunck, tudiz zlepSuje celkovou schopnost diferenciace organoidi.
(Kammerer, 2021) Vyhodou ,,jater na ¢ipu* je realistické napodobeni fyziologického proudéni
krve a interakci mezi bunéénymi typy, coz zajistuje lepsi predikci lidské jaterni odpovédi
na léciva, toxické latky ¢i metabolické zmény. Organy na Cipu predstavuji velmi slibnou
technologii pro studium farmakokinetiky, hepatotoxicity a vyvoj personalizované mediciny.

(Serras et al., 2021)

3.1.2.2 Bioprinting jater

Biotisk (3D bioprinting) je pokrocila technologie, kterd umoznuje piesné prostorové usporadani
bun¢k a biomateriali do trojrozmérnych struktur napodobujicich architekturu a funkci jaterni
tkané. Vyuzivd kombinaci primarnich lidskych hepatocyt, hepatocyti diferencovanych
z indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék a riznych neparenchymaélnich bunék.
Tyto bunky jsou vkladany do bioinkoustl na bazi hydrogeldi, ¢imz vznikaji strukturalné
a funk¢né vérné modely lidskych jater. Biotisténé jaterni modely se uplatiiuji v testovani 1&€iv,
hodnoceni hepatotoxicity a studiu chronickych onemocnéni jater. Diky realistickému
mikroprostiedi, dlouhodobé Zivotaschopnosti a mozZnosti detailnich analyz (napf. histologie
¢1 omics) predstavuji dillezitou alternativu k tradiénim 2D kulturam 1 zvifecim modelim.
Do budoucna maji potencial pro vyuziti v personalizované medicin¢€ a vyvoji antifibrotickych
terapii, 1 kdyz jejich plnd standardizace a validace stidle probiha. (Brenner, 2025;

Serras et al., 2021)

3.2 Izolace a charakteristika primarnich lidskych hepatocyti

Nejcastéjsim a nejdostupnéjSim zdrojem lidskych jaternich bunék je tkan pochazejici z Castecné
resekce jater provadéné z terapeutickych davodl, napf. pifi odstranovani nadoru.
(Horner et al., 2019) Ziskani materidlu mlzZe usnadnit spoluprice s biobankami
nebo zdravotnickym zafizenim, které muize poskytovat jaterni tkan z chirurgickych zakroka
za predpokladu, ze k jejimu vyuziti dal pacient informovany souhlas. Alternativné je mozné

navazat spolupraci s patologickym odd€lenim v ptipadech, kdy pacient odkazal své télo
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k védeckym ucelim. NejcCastéji se vyuzivaji jatra od darcii organti (bud’ =z transplantace
nebo biobanky), ¢astecné nebo celkove resekovana jatra. Izolace ze steatotické jaterni tkané ma
velmi proménlivé vytézky, takze bylo navrzeno, aby se izolace z nemocné jaterni tkané
neprovadéla, jelikoz to neni ekonomicky vyhodné. Naopak izolace cirhotickych jater je bézna,
protoze je nejdostupnéj$im zdrojem. (Bhogal et al., 2011) Darci zdrojového materialu by meéli
byt testovani na HIV, hepatitidu A, B i C, lidsky T-lymfotropni virus a syfilis a vysledky musi
byt fadn€ zaznamenany, aby nezkreslily vyzkum. (Peng et al., 2022) Nov¢ se nékteré studie
zabyvaji tim, jak vyuzit i malé kousky jater po resekci (véetné steatotické tkan¢), aby se ziskalo
co nejvice vyuzitelnych bunék pro vyzkum. Jedna se o ¢asti resekovanych jater, které nejsou
dostate¢né velké pro perfuzi. Diky upravenym protokoltim izolace hepatocyti vSak maji 65%
vytéznost a zachovavaji si typické funkce. (Green et al., 2017) Z etického hlediska je
problematické odebirat fetalni tkan, ale je to mozné, pokud pacientka dobrovolné podstupujici
ukonceni téhotenstvi podepiSe informovany souhlas. Diky tomu lze porovnat i funkce jater

plodu s jinymi zdroji nebo hepatomovymi liniemi. (Wesley et al., 2022)

3.2.1 Mechanické metody izolace

Pivodnim postupem pro izolaci primarnich hepatocytd byly mechanické metody
napft. prottepavani se sklenénymi kulickami, filtrace jater pies tenkou latku, homogenizaci
nebo ultrazvukova disociace. Tyto postupy zpisobovaly rozsahlé poskozeni bunécnych
membran aizolované hepatocyty =ztracely své funkce. Vytéznost byla jen 5-10 %
u mechanickych metod, takze se zavedla metoda enzymatické perfuze jater, kterd vyrazné
zlepsila integritu hepatocytt a vytéZnost. Enzymy piisobi na okolni bunky skrze jaterni cévy
a nepoSkozuji bunécné membrany. Mechanické metody lze pouzit, pokud je nutné zachovat
bunéné¢ povrchové struktury nebo kdyz enzymatické metody nejsou dostupné.

(Kaur et al., 2023)

3.2.2 Enzymatické metody izolace

Prvni zminky o enzymatické metod¢ jsou z roku 1969, kdyZz Berrym a Friendem byla vyvinuta
kolagenazova perfuze jater. (Bhogal et al., 2011) Jejich postup se nadale modifikoval, dokud
Seglen nepftisSel s prilomovym dvoustupiiovym kolagendzovym postupem v roce 1976,
ktery fungoval na krysi hepatocyty a poté se upravil i pro lidské viz Obrazek 9.
(Kaur et al., 2023)

Nejprve se jaterni klin promyje fyziologickym roztokem s chelatatnim cinidlem, aby se
odstranily krevni elementy a dosdhlo se dilatace cév. Poté se natravi extracelularni matrix

roztokem s vapenatymi ionty a kolagendzou, diky které se rozrusi mezibunécéné spoje a uvolni

37



hepatocyty z jaterni tkané. Jatra se mechanicky narusi a bunétnd suspenze se piefiltruje
pro odstranéni prebytecné tkané. Na zavér se hepatocyty zcentrifuguji. Poté se promyji
Dulbeccovym modifikovanym Eagle médiem (DMEM), aby se odstranily zbytky enzymu
a necistot. Je také potieba zjistit viabilitu bun¢k, které se docili barvenim trypanovou modii a je

pottebnd alespont 50% Zivotaschopnost. (Bhogal et al., 2011)
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Obrazek 9. Izolace jaternich bunék (prevzato a upraveno dle Horner et al., 2019)
PHH — primarni lidské hepatocyty, NPC — neparenchymalni bunky, EGTA — chelator vapniku na bazi ethylenglykolu

Dvoustupiiova kolagenazova metoda je pomérné vytézna, ale vysledkem je smésna suspenze,
ve které se nachdzi i dalsi buiiky. Aby se dosahlo vétsi Cistoty, 1ze vyuZzit metodu s Percollem,
to je koloidni suspenzni latka, kterd se vyuziva jako hustotni gradientni médium pro separaci
bunck. Zékladnim principem je, Ze bunééné populace se snadno odd€luji na zaklade jejich
rizného vztlaku a hustoty. Zivé hepatocyty maji vyssi hustotu, takZe se shromazduji na dné
zkumavky, zatimco mrtvé builky a bunéfné necistoty s niz§i hustotou zlstavaji vyse
nebo v supernatantu. To vede k Cistsi frakei Zivotaschopnych hepatocytil, coZ je vyZadovano
pro experimenty potiebujici vysokou bunécnou viabilitu. (Liu et al., 2023)

Jind studie tvrdi, Ze vyuziti Percollu neni vzdy nutné a zéalezi na Zivotaschopnosti bunck
pred timto krokem. Purifikace Percollem nam muze poskytnout homogennéjsi suspenzi,
ale nezvysuje funkci bunék. Idealni by bylo ptizplsobit koncentraci Percollu mnozstvi tuku
v darcovskych jatrech, ale pro to zatim neni vhodné histopatologické vySetfeni. Tento krok lze
vynechat, jestlize je pocateCni Zivotaschopnost vysokd, ale pokud je nizka, lze ji zlepsit
centrifugaci s Percollem. Imunofluorescenéni barveni neprokazuje Zadné rozdily
mezi bunkami purifikovanymi pomoci Percollu a nepurifikovanymi viz Obrazek 10.
Hepatocyty barvené keratinem 18 vypadaji 24 hodin po vysevu kompaktné, oproti tomu po Sesti

dnech maji vypouleny tvar a nejsou tak husté jako na zacatku kultivace. Tento jev se projevuje
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u obou vzorkl. Fazova kontrastni mikroskopie kultivovanych bun¢k 24 hodin po vysevu

a na konci kultivace neukazala zadné rozdily mezi obema skup1nam1 (Horner et al., 2019)

Obrazek 10. Imunofluorescencni barveni a fazovy kontrast jatermch bunék bez Percollu A4, Clas Percollem (B D)
(prevzato a upraveno dle Horner et al., 2019)

3.3 Charakterizace izolovanych lidskych bunék

3.3.1 Metody pro charakterizaci

Po izolaci bun€k je nutné zjistit, zda buné¢na suspenze obsahuje pouze buiiky napft. hepatocyty,
které jsme se snazili vyizolovat a které budou potfeba pro nasledujici experiment
nebo 3D model. Mezi prvni kroky identifikace izolovanych bunék patii kontrola
pod mikroskopem ve fazovém kontrastu viz Obrazek 11. Jedna se o nejrychlejsi a nejlevnéjsi

metodu. (Pfeiffer et al., 2015)

Obrazek 11. Vzhled bunék po izolaci a separaci pod fazovym kontrastem, zvetseno 400x
(prevzato a upraveno dle Pfeiffer et al., 2015)
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Naslednym testem muze byt biochemicka analyza, pfi niz se mezi biochemicky stanovované
parametry fadi triacylglyceroly, albumin a mocovina. Dal$i ovlivnéné parametry dediferenciaci

PHH jsou drahy metabolismu lipidii a mastnych kyselin. (Kiamehr et al., 2019)

Enzymova analyza (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA) je bézné pouzivana
pro detekci a kvantifikaci specifickych proteint véetné¢ enzyml cytochromu P450,
alaninaminotransferaza a aspartataminotransferaza. ELISA tak poskytuje citlivou a specifickou
detekci enzymit, kterd je kliCova pifi hodnoceni jaternich funkci i metabolické aktivité
hepatocytti. Hladina ATP ve sféroidech mize byt stanovena enzymovou analyzou zaloZenou
na luminiscen¢ni reakci diky enzymu luciferdza. Jelikoz ATP pochézi vyhradné z Zivych bunék,

intenzita luminiscence piimo koreluje s jejich poc¢tem. (Morciano et al., 2020)

Mezi Siroce vyuzivané metody pro hodnoceni funkcéniho stavu hepatocytl in vitro patii
imunofluorescenéni barveni, coz je metoda slouzici k detekci a vizualizaci specifickych
proteind, napi. albuminu, alfa-fetoproteinu, cytokeratinu 18 (CK18). Princip této techniky
spoc¢iva v pouziti fluorescencné znacenych protilatek, které se specificky vazou na cilovy
protein. To umoziuje jeho lokalizaci a analyzu pomoci fluorescenni mikroskopie. Detekce
fluorescence se provadi pomoci fluorescencniho mikroskopu, ptfi¢emz intenzita a distribuce
signalu odrazi expresi a lokalizaci proteinu v jaternich bunikach viz Obrazek 12.

(Pfeiffer et al., 2015)

Primarni hepatocyty Kupfferovy buriky Jaterni endotelialni buriky Jaterni hvézdicovité buriky
CK-18 CD68 Vimentin GFAP

Obrazek 12. Morfologicky vzhled adherentnich jaternich bunék ve fazovém kontrastu (a, c, e, g) a imunofluorescencni
barveni bunécnych typové specifickych antigenii (b, d, f, h), (prevzato a upraveno dle Pfeiffer et al., 2015)
(CK-18 — cytokeratin 18, GFAP — glialni fibrilarni acidicky protein)
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Primarni hepatocyty se vyznacuji krychlovitym tvarem s polyploidnimi jadry (Obrazek 12a, c)
a jsou pozitivni na hepatocytarni marker cytokeratin 18. (Pfeiffer et al., 2015) CKI8 je
intermediarni filamentarni protein, ktery se v jatrech vyskytuje ve vysokém mnozstvi a tvoii
ptiblizné 5 % celkového proteinového obsahu jater. Béhem apoptdzy dochazi k jeho Stépeni,
pricemz vzniklé fragmenty lze detekovat pomoci M30 protilatky, kterd specificky rozpoznava

uvolnény C-konec CK18. (Altaf et al., 2020)

Kupfferovy bunky maji maly kulovity tvar s vyraznym kulatym bunéénym jadrem (Obrazek
12b, d) a vykazuji imunoreaktivitu vi¢i povrchovému proteinu CD68 (nékdy také LAMP-4),
ktery je specificky pro makrofagy. CD68 je transmembranovy glykoprotein primarné
lokalizovany v endozomalnim a lysozomalnim kompartmentu, kde je ukotven prostfednictvim
membranové domény asociované s lysozomy. Jaterni endotelidlni buniky jsou vietenovitého
tvaru s ovalnym jadrem (Obrazek 12e,f) a exprimuji mezenchymalni bun&tny marker
vimentin, ktery je intermedidrnim filamentarnim proteinem typickym hlavné pro aktivované
jaterni hvézdicovité bunky a epitelidlné-mezenchymalni tranzici. Jaterni hvézdicovité bunky
byly charakterizovany kulovitym tvarem s vyraznymi lipidovymi kapénkami (Obrazek 12g, h)
a jejich ptritomnost byla potvrzena imunofluorescencnim barvenim zamétfenym na glidlni

fibrilarni acidicky protein (GFAP). (Pfeiffer et al., 2015)

NGS (Next-Generation Sequencing) je moderni metoda sekvenovani DNA umoznujici rychlé
a rozsahlé genetické analyzy. ADME oznacuje procesy Absorpce, Distribuce, Metabolismu
a Exkrece 1¢éCiv v organismu, které zaroven vysvétluji vySe uvedenou zkratku. Spolecné se
vyuzivaji ke studiu genetickych variant ovliviiujicich metabolismus 1ékti a individualni reakce

na lécbu, ¢imz pfispivaji k rozvoji personalizované mediciny. (Klein et al., 2019)

OMICS npfistupy ptedstavuji moderni néstroje pro komplexni molekuldrni charakterizaci
jaternich buné€k, zejména primarnich lidskych hepatocytl, a zahrnuji analyzu genomu,
transkriptomu, proteomu a metabolomu. Integrace téchto dat umozZiuje hlubsi porozuméni
jaterni fyziologii, patogenezi nemoci a reakci na léciva. Také piispiva k identifikaci
biomarkert, predikci toxicity a personalizaci 1€cby. OMICS je klicovou roli pro vyvoj
pokrocilych in vitro modeli a predklinické testovani 1écCiv. (Rentschler et al., 2024)

Pro piehlednost viz Obrazek 13. jsou uvedeny vSechny vyse zminéné metody:
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Obrazek 13. Techniky pro charakterizaci hepatocytii (prevzato a upraveno dle Kaur et al., 2023)
(ASGRI — Asailoglykoproteinovy receptor 1, AFP — alfa fetoprotein, CK18 — cytokeratin 18, MRP-2 — multi drug
resistance protein-2, ELISA — enzymovy imunosorbentni test, AST — aspartataminotransferdza,

ALT — alaninaminotransferdaza, ADME — absorpce, distribuce, metabolismus a vylucovani)

3.3.2 Charakterizace primarnich lidskych hepatocytii

Primarni hepatocyty jsou buriky, které jsou odebrané piimo z tkdn¢ organismu, tedy jater,
a kultivaci vznikd primarni kultura. Néslednym pasaZzovanim se z primarni kultury stava
sekundarni, a timto zptisobem lze udrZet Zivou kulturu po tydny az mésice. PHH si zachovavaji
diferencované vlastnosti (morfologické, molekuldrni 1 funkéni) odpovidajici jejich ptivodu.
Pokud hepatocytim doptejeme specifické podminky, je mozné je stimulovat k sestaveni
trojrozmérnych struktur, které jsou miniaturni formou jater a diky tomu lze analyzovat funkce

této tkane. (Alberts et al., 2022, str. 477)

Primérni lidské hepatocyty nejsou vhodné pro dlouhodobé vyzkumy, protoze po izolaci
a kultivaci velmi rychle dediferencuji in vitro. Vhodné jsou pro kratkodobé toxikologické
analyzy. (Kammerer, 2021) Pokud bychom je kultivovali ve 2D podminkach, museji si
zachovat morfologii jako in vivo, to znamena, Ze jejich tvar zlistane polyedricky a maji primér
20-30 pm s kulatymi jadry pozorovatelnymi optickym mikroskopem a zivotaschopnost
alespon 70 %. Mezi zakladni parametry pro validaci PHH patii exprese albuminu a HNF4A
uvice nez 90 % populace a u adherentnich metod i sekrece Zluci. (Peng et al., 2022)
Mezi klicové vlastnosti hepatocytli spada: exprese albuminu, produkce mocoviny, ukladani
glykogenu, exprese enzymi zapojend do metabolismu lé¢iv — CYP a jeho 5 izoforem.

Jejich aktivitu lze stanovit ultrat€innou kapalinovou chromatografii s detekei kvadrup6lovym
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hmotnostnim spektrometrem. VSechny tyto vlastnosti jsou dilezité pro posouzeni funk¢énosti

modeld. (Kanebratt et al., 2021)

PHH kultivované ve 3D modelech spolecné s neparenchymalnimi buitkami véetné jaternich
sinusoidalnich endotelovych bunék a Kupfferovych bunék, vykazuji zvySenou funkcénost
projevujici se vyssi sekreci mocoviny a albuminu a zvySenou aktivitou enzymi CYP.
Kromé toho trojkomponentni kultura umoznuje vyvolani toxickych odpovédi, které 1épe
odpovidaji procesim probihajicim in vivo, ¢imz vytvari vhodnou platformu pro pokrocila

hodnoceni hepatotoxicity. (Gandhi et al., 2024)

Vsechny PHH musi byt negativné testovany na bakterie, plisn¢, mykoplazmata, HIV,
hepatitidu B, C a dal$§i choroby, aby mohly byt vysledky interpretovany. Mohou byt
i kryokonzerovany podle zasad kryokonzervace savCich bunck. (Peng et al, 2022)
Doposud se ukazuje, ze sféroidni kultury PHH hraji v toxikologickych analyzach vyznamné;jsi
roli nez perfundované bioreaktory. Ve studiich hepatotoxicity jsou PHH c¢asto vyuzivany
apovazovany za optimadlni kompromis — nabizeji pfesné a stabilni predikce lécivem
indukovaného jaterniho poskozeni a zachovavaji si primarni charakteristiky po dobu nékolika

tydnd. (Kammerer, 2021)

3.3.3 Hepatocyty pripravené technologii Upcyte

Technologie Upcyte (Upcyte Hepatocytes/Primary-Like Hepatocytes nebo také primdarni
hepatocyty II. generace) je metoda zaloZzend na lentivirovém pifenosu genti indukujicich
proliferaci do primarnich lidskych hepatocytl, ¢imz se prodluzuje jejich Zivotnost
az na 30 zdvojeni buné¢k pii zachovani kliCovych jaternich funkei. Tyto bunky si uchovavaji
polaritu, metabolické enzymy a vykazuji schopnosti jako syntéza albuminu, sekrece mocoviny
a ukladani glykogenu, pficemz genovy profil je bliz§i PHH neZ napt. HepG2 liniim. Vyuzivaji
se pfedev§im pro studie lékovych interakci, metabolismu 1é¢iv a opakovatelnad testovani
ve velkém méfitku diky jejich proliferaci a dostupnosti od stejného darce. Jejich potencial
spocivd v kombinaci vyhod primarnich bun€k a bunéénych linii — jsou snadno pouZitelné,
kontaktn¢ inhibované a lze je vyuzit i v personalizovaném vyzkumu. Vedle ptistupu Upcyte
existuji 1 dalsi strategie pro prodlouZeni kultiva¢ni Zivotnosti PHH, jejich konverze na jaterni
progenitorové bunky ¢i kultivace v hypoxii, které rovnéz oteviraji cestu ke generovani

funk¢nich jaternich modeld od riznych darcii. (Kammerer, 2021)
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3.4 Média vyuzivana pro kultivaci hepatocytii

Nejcastéji se pro kultivaci hepatocyti vyuzivaji Dulbeccovo modifikované Eagle
médium (DMEM), Williamsovo médium E nebo modifikované Cheeovo médium, ktera byvaji
doplnéna dalSimi slozkami. Inzulin, endotelidlni rtstovy faktor, glukagon a glukokortikoidy
napt. dexamethason, hydrokortizon pomahaji udrzovat hepatocyty v diferencovaném stavu.
Inzulin zlepSuje morfologii bun¢k, glukokortikoidy a glukagon indukuji jaterni genovou
expresi. Endotelidlni rastovy faktor ma schopnost indukovat syntézu DNA v primarnich
hepatocytech a velmi vyznamny je i hepatocytarni ristovy faktor, ktery je klicovy pii zvySovani
tvorby mocoviny. Pro primérni kulturu embryondlnich kmenovych bunc¢k nebo iPSC je
sérum (PBS) se u hepatocytl pouziva jen pro podporu uchyceni, ale jinak neni doporuc¢ovano,
protoze naruSuje tvorbu zlucovych kandlki a podporuje dediferenciaci hepatocyta.

(Kaur et al., 2023)

Ptirodni a syntetické biomateridly hraji klicovou roli v inZenyrstvi jaterni tkané diky své
schopnosti vytvaret podpiirné prostiedi pro bunécny riist a funkci. Pfirodni biomateridly
(kolagen, zelatina ¢i alginat, jsou makromolekuly pochéazejici ze zvitat, rostlin nebo lidskych
tkani) se vyznaCuji vybornou biokompatibilitou, biologickou rozlozitelnosti a schopnosti
remodelace. Podporuji bunéfnou migraci, proliferaci, diferenciaci i adhezi a jsou hojné
vyuzivany k opravé ¢i ndhradé poSkozenych organti. Syntetické biomateridly pfinaseji moznost
precizniho fizeni fyzikalnich a chemickych vlastnosti materidlu, vCetné porozity, tvarové
stalosti a degradace. SlouZi jako nosice pro jaterni buiiky, podporuji jejich pieziti, uspotadani
a funkéni zréni, a umoznuji tvorbu 3D struktur napodobujicich pfirozenou extraceluldrni
matrix. Diky témto vlastnostem jsou vyuZivany v modelovani jaternich funkci, testovani
hepatotoxicity, vyvoji 1€Civ 1 regenerativni medicing, pfi¢emz vhodné kombinace ptirodnich
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jaternich modelt. (Yang et al., 2022)
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4. Sféroidy

Stéroidy jsou vicebunééné 3D modely zndmé jiz desitky let, které se vytvareji bez potieby
podpturného leseni a mohou byt slozeny z rtiznych typt tkani. V piipad¢ jaternich sféroidii jde
o trojrozmérné shluky zhruba 3000-5000 buné¢k, zahrnujici priméarni hepatocyty 1 dalsi
neparenchymalni buiiky ze zdravych ¢i nemocnych jater. Vznikaji spontdnnim seskupenim
bun¢k, nejcastéji z kryokonzervovanych vzorkid, v destickdch s ultra nizkou adhezivitou
nebo pomoci metody zavésenych kapek, kterd je umoziuje standardizovat. Tyto modely Ize
dale ovlivinovat chemickymi koktejly k navozeni steatozy, zanétu ¢i fibrozy. Mezi jejich limity
patfi variabilita mezi darci a riziko imunitnich nesouladt pfi kombinaci bun¢k od rtznych
jedincl, coz lze minimalizovat pouzitim bun¢k od jednoho darce a jejich genotypizaci.

(Kammerer, 2021; Brenner, 2025)

4.1 Sféroidy z imortalizovanych linii

Imortalizované bunééné linie HepG2 a HepaRG jsou dobfe dostupné, cenové vyhodné
a diikladn€ prozkoumané modely, které umoziiuji srovnavani novych vysledk s jiz existujicimi
studiemi. Standardné se vyuZivaji zejména pro testovani toxicity léCiv, a to pfedevSim
v 2D kulturach, kde si ¢aste¢n¢ zachovavaji své primarni charakteristiky, i kdyz n¢které funkce
je tfeba geneticky upravit. Ve 3D sféroidech vykazuje HepG2 vyssi citlivost na hepatotoxiny
neZ v 2D modelech, nicméné jeji celkovéa predikéni schopnost je omezend a vyrazné nizsi
neZ u primarnich lidskych hepatocyti. Naproti tomu HepaRG buiiky ve 3D sféroidech lépe
napodobuji jaterni funkce, které si dokdZou udrzet i po dobu néckolika tydnl, a jsou
tak vhodné&jsi pro dlouhodobé toxikologické testovani, piestoze 1 u nich je nutna optimalizace

aktivity enzymu cytochromu P450 pro dosaZeni spolehlivych vysledkl. (Kammerer, 2021)

Bunééné linie, napt. HepG2 a HepaRG, se hojné vyuzivaji ve 3D sféroidnich modelech jater
pro studium metabolismu 1é€iv, hepatotoxicity a jaternich onemocnéni. Diky své snadné
dostupnosti, vysoké proliferaci a schopnosti spontanné tvofit kompaktni shluky v prostiedi
s nizkou adhezivitou jsou tyto linie vhodné pro vysokokapacitni screening a toxikologické testy
vcéetné¢ dlouhodobych studii. 1 kdyz jejich enzymaticka aktivita neni pln¢ srovnatelna
s primarnimi hepatocyty, 3D uspofadani ¢aste¢né kompenzuje tento deficit — zlepSuje bunécnou
polarizaci, Zivotaschopnost a fyziologické chovani bun¢k. V modelu zaloZeném na HepaRG
sféroidech byla prokézana udrzitelnost jaterné specifickych funkei i citlivost na genotoxické
latky, ¢imZz se potvrdila jejich vhodnost pro hodnoceni latkami indukovaného jaterniho

poskozeni. Podobné¢ byly HepG2 sféroidy vyuzity k modelovani interakci nédorovych
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a stromalnich bun¢k u hepatocelularniho karcinomu, coz rozsituje jejich uplatnéni 1 na oblast

onkologického vyzkumu. (Mandon et al., 2019; Zaki et al., 2021)

4.2 Sféroidy z primarnich lidskych hepatocyti

Tvorba kompaktnich lidskych jaternich sféroidti zavisi na nékolika klicovych faktorech,
zejména na poctu a kvalité¢ jaternich bunék. Kritickym aspektem je pouziti primarnich
hepatocytti s vysokou zivotaschopnosti, pficemz optimalizace jejich mnozstvi na jamku casto
vyzaduje jeho navySeni. Dulezitou roli hraje také protfepavani desticky béhem prvnich
dvou dnt kultivace, které podporuje bunécnou agregaci a usnadnuje vznik sféroidii. Normalni
lidské jaterni sféroidy maji kulaty tvar a pevnou strukturdlni integritu, 1ze to pozorovat pomoci
mikroskopie ve svétlém poli viz Obrazek 14. Po dobu az 14 dni zistavaji Zivotaschopné,
jak dokazuje absence ATP v supernatantu, a zarovei si udrzuji svou funkénost prostfednictvim

stabilni sekrece mocoviny a albuminu do ristového média. (Kim et al., 2024)

Generovani
sféroidu

Obrazek 14. Generovani kokultivovanych sféroidii (prevzato a upraveno dle Kim et al., 2024)

Pro tvorbu 3D lidskych sféroidii Ize vyuzit jak cerstvé izolované, tak kryokonzervované
parenchymalni a neparenchymalni frakce bunck ziskané od zdravych déarci i pacientl
s nealkoholickou steatohepatitidou nebo alkoholovou jaterni chorobou. Kombinace bunck
z normalnich a nemocnych tkani miize pomoci 1épe pochopit bunééné interakce a signaliza¢ni
drahy ve sféroidech. Tyto modely ptedstavuji cenny nastroj pro vyzkum a mohou byt vyuzity
pii testovani novych 1é¢iv. (Liu et al., 2023) Cerstvé izolované hepatocyty jsou obecnd vhodné
pro tvorbu jaternich sféroidd, zatimco pouze nékteré kryokonzervované hepatocyty jsou
schopny sféroidy uspésné vytvaret, jelikoz kryokonzervace mize zpusobit jejich poskozeni.
Hepatocyty od zdravych darct lze obvykle zmrazit a po rozmrazeni pouzit pro generovani
sféroidi. Naopak kryokonzervované steatotické hepatocyty se pro tento ucel nedoporucuji,
protoze jejich kiehkost je ¢ini nachylnymi k artefaktiim zmrazeni a rozmrazeni, nasledné vedou

ke Spatné bunécné kondici a selhani tvorby sféroidil. (Kim et al., 2024)

Lidské jaterni sféroidy jsou tvofeny kokultivaci primarnimi hepatocyty zhruba z 57 %,

neparenchymalnimi bunikami z 28 % a jaternimi hvézdicovitymi buiikami z 15 %, coz lze
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pozorovat pfi imunohistochemickém barveni viz Obrazek 15. V lidskych 3D jaternich
sféroidech byla pozorovana exprese proteinu albuminu a mRNA hepatocytarnich markera
CK18, HNF4A, RBP4 a CYP2EL, pricemz exprese CYP3A4 byla plivodné nizka, ale zacala se
postupné zvySovat v zavislosti na case, pravdépodobné diky pfitomnosti jaternich
hvézdicovitych bunék, které mohly podporovat tvorbu sinusové struktury jater a tim stimulovat

aktivitu CYP3A4. (Kim et al., 2024)

Obrazek 15. Imunohistochemické barveni kokultivovanych sféroidii (prevzato a upraveno dle Kim et al., 2024)

4.2.1 Inovace sféroidii z primarnich lidskych hepatocyta

Hepatocyty kultivované s kolagenem jsou organizovéany jako charakteristické duté sféroidy
(Hepoid) schopné udrzovat pieziti, bunécnou polaritu a jaterni diferenciaci po dlouhodobé
kultiva¢ni obdobi nejmén¢ 28 dnti. Inkubace hepatocytll v desticce s ultra nizkou adhezivni
silou je zasadnim krokem pro navazani mezibunéénych kontaktii a umoznéni tvorby agregatu,
kter¢ budou zahrnuty do kolagenové matrice. Hepoid vykazuje schopnost proliferace,
dlouhodobého preziti, jaterni diferenciace, biotransformace xenobiotik a bunééné polarity
typické pro normalni lidské hepatocyty. Vysledky studie ukazuji, ze PHH mlzZe opét zahgjit
bunéény cyklus po do€asné inhibici signdlni drahy MAPK MER1/2-ERK1/2. Zatimco niZsi
koncentrace kolagenu I nema vliv na proliferaci hepatocytii, zvySenim dochazi k inhibici
proliferace. Tyto podminky vyvolaly dvé viny proliferace v hepatocytech, které 1ze piipsat

interakcim buiika-bunka a buitka-matrice. (Rose et al., 2021)

Dal8i moznosti jsou dlouhodobé bioreaktorové kultury, které podporuji hydrodynamickymi
silami agregaci buné€k a simuluji procesy in vivo. V této studii byly provedeny testy s lidskymi
hepatocyty a mezenchymalnimi kmenovymi bunkami lidské kostni diené. Vysledky ukazaly,
ze kokultura téchto bunc¢k prodluzuje Zivotaschopnost, bunécnou integritu a stabilitu
charakteristickych vlastnosti. Tento efekt je vyrazn€ del$si nez u monokultury sféroidi
z hepatocytl. Kokultura je tedy vhodnad pro testovani toxikologického profilu Iéciv.

(Rebelo et al., 2015)

4.2.2 Vyuziti sféroidi
Ze studii vyplyva, ze sféroidy z primarnich lidskych hepatocytii jsou Zivotaschopné 2—7 tydna

se stabilnimi vlastnostmi, které jsou zminény vySe, z ¢ehoZz vyplyva, Ze jsou vhodné
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pro testovani toxicity, vyvoj 1é¢iv a predikci Iéky indukovaného poskozeni jater. Kokultura
s NPC, téZ nazyvand mikrotkanova, také vyjadiuje efektivitu pii pouziti pro vyvoj léciv
a studium toxicity. (Kammerer, 2021) PHH v monokultufe jsou bézné vyuzivané pti vyvoji
1é¢iv, studiu jaterniho metabolismu, identifikaci metabolitii, zkoumani enzymové inhibice
a studiich enzymové indukce. Pro ptesnéjsi predikci vysledk 1€Cby in vivo je vSak nutné jejich
kombinovani s farmakokineticko-farmakodynamickymi modely. (Kanebratt et al., 2021)
Bunky ve sféroidech se spontann¢ shlukuji, ale nejsou schopny vytvaret vétsi tkanove struktury
ani se regenerovat. Narozdil od sféroidii maji organoidy vyssi urovenn bunééné organizace,
Casto obsahuji vice typi bunék a mohou napodobovat tkanovou architekturu a funkcni
vlastnosti organti, kterd jim umoziuje dlouhodobé¢jsi riist a sebeobnovu. Z téchto ditvoda nejsou
sféroidy tak pokrocilé jako organoidy, které budou ptedstaveny v nasledujici kapitole.

(Kim et al., 2024)

Z nov¢ studie vyplyva, ze lze kokultivovat primarni mysi hepatocyty s nddorovymi liniemi
zaucelem vyzkumu uc¢inku chemoterapeutik na zdravé jaterni a rakovinné bunky.
Zaroven efektivnéji zkouma procesy spojené se stavem sféroidl diky extracelularnim vac¢kim
z kultivaéniho média tvofenych z membrany, které obsahuji proteiny, enzymy, nukleové
kyseliny a lipidy. Sféroidy byly kultivovany v desticce s ultra nizkym uchycenim za vyuziti
linie HepG2, Huh7 a HTB-52 (dle ATCC, poznamka autora). Tento model nabizi do budoucna
velmi zajimavy zéklad pro testovani sféroidti s lidskymi PHH a zjiSténi citlivosti a specifi¢nosti

protinadorovych l1é¢iv. (Royo et al., 2024)

4.3 Pacientské sféroidy

Model vicebunéénych nadorovych sféroidii odvozeny z pacientskych buné¢k HCC, lidskych
hvézdicovitych bunék, fibroblastti a HUVEC napodobil nadorové mikroprostiedi a umoznil
testovani citlivosti chemoterapeutik. Tato kokultura byla vyrazné citliv§jsi na sorafenib
ve srovnani s 2D kulturami, ale variabilita mezi pacientskymi vzorky a standardizace prozatim
chybi. Pfesto je jednou z prvnich zminek o personalizované onkologii, kterd by umoznila

efektivnéjsi vybeér protinadorovych 1€¢iv na zéklad¢ individuéalni odpoveédi. (Song et al., 2018)

Sféroidy odvozené z nadorové tkdné pacienta jsou zatim pomérné vzacné, nicméné velmi
dilezité. Jedna se o velky pokrok ve tvorbé sféroidii, protoZe pfinasi nové moznosti testovani
a porozuméni témto nadortim. Klicovou roli sehrala autologni séra pacientl s hepatocelularnim
karcinomem (HCC) pfi tvorbé€ a udrzovani 3D sféroidli odvozenych z nadorovych tkéani. Pfidani

pacientského séra do kultivacniho média vyrazné zlepSilo zivotaschopnost buné€k, podpoftilo
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jejich agregaci a kompaktni formovani sféroid, ¢imz umoznilo zachovani slozitého
nadorového mikroprostiedi vcetné imunitnich bunék, fibroblasti a endotelovych bunék
viz Obrazek 16. Na rozdil od bézné pouzivaného fetalniho bovinniho séra (FBS) poskytovalo
HCC sérum specifické ristové faktory, cytokiny a dalsi rozpustné slozky, které podporovaly
preziti a funkcnost riznych bunécnych populaci bez nadmérné proliferace. Napft. v kokulturach
Huh7 a LX2 bun¢k vedlo HCC sérum k aktivaci hvézdicovitych bunc¢k a diferenciaci
makrofagl, ¢imz napodobilo imunosupresivni prostiedi typické pro HCC. Celkové pouziti
autologniho séra umoznilo vytvofeni fyziologicky relevantniho modelu pro testovani
protinadorovych 1é¢iv a studium interakci mezi nddorovymi a stromalnimi bunkami.

(Crouchet et al., 2025)

Pacientsky HCC

Den O Den 2 Den 5

Bez séra

FBS

Pacientské
sérum

Obrazek 16. Role séra pri tvorbé pacientskych nadorovych sféroidii (prevzato a upraveno dle Crouchet et al., 2025)
FBS — fetalni bovinni sérum

Nédorové sféroidy odpovidaji svou stavbou tkani, ze které byly odvozeny, coz bylo ovéfeno
barvenim viz Obrazek 17. a prutokovou cytometrii. Histologické barveni bylo vyuzito
ke srovnani struktury ptivodni nadorové tkan¢ a z ni odvozenych 3D sféroida hepatocelularniho
karcinomu. Pro zékladni morfologické hodnoceni bylo pouZito barveni hematoxylin-eozin,
které odhalilo zachovani kompaktni struktury a bunééné hustoty ve sféroidech.
Imunohistochemické barveni pak umoznilo identifikaci specifickych bunécnych populaci
pomoci markerd. Vysledky ukdzaly, Zze sféroidy si zachovavaji klicové komponenty
nadorového mikroprostiedi. To potvrzuje jejich vhodnost pro preklinické modely a testovani
1écebnych pfistupt. Pratokova cytometrie poslouzila k detailni charakterizaci bunécného
sloZzeni sféroidli odvozenych od pacienti s HCC a kvantifikaci bunécného zastoupeni.
Tato prillomové studie predstavuje inovativni a klinicky relevantni trojrozmérny model,

ktery je vhodny nejen pro hlubsi porozuméni interakcim mezi buikami v nadoru, ale 1 jako
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testovaci platforma pro protinadorové latky, zejména ty, které cili na mikroprostfedi nadoru.
Diky reprodukovatelnosti a pfenositelnosti ma model potencial stat se nastrojem pro predikci
individudlni odpovédi pacientd na 1éCbu a pfispét tak k rozvoji personalizované onkologie.

(Crouchet et al., 2025)

Nadorovy Nadorovy
sféroid (10x) sféroid (10x)

-

Nador (10x)

H&E
CDh31

PanCK
CD3

CDh45
Desmin

B Nadorovy Nadorovy
sféroid (10x) Nador (10x) sféroid (10x)

—

H&E
CD31

PanCK
CD3

CD45
Desmin

Obrazek 17. Zobrazeni heterogenity nadorovych sféroidii (A, B) barvenim (prevzato a upraveno dle Crouchet et al., 2025)
H&E — barveni hematoxylin-eosin

Jind studie uvadi, ze byly vyuzity sféroidy z bunécné linie HepG2 spolecné s jaternimi
hvézdicovitymi buitkami, monocyty odvozenymi z lidské leukemické bunééné linie a se sérem
pacienti s HCC, ktera vedla k vytvofeni vérného nadorového mikroprostiedi. Model byl
testovan na odpoveéd’ viiéi tyrosinkinazovym inhibitoriim — sorafenib, cabozantinib a lenvatinib.
Vysledky ukézaly, ze sféroidy reagovaly na léciva zplisobem odpovidajicim klinickym
odpovédim pacientd. Spravné bylo predpovézeno 34 =z 37 Kklinickych odpovédi
na tyrosinkinazové inhibitory u 32 pacienti s HCC, coz potvrzuje potencial nadorového modelu

pro predikcei individudlni odpovédi na 1écbu. (Cherradi et al., 2025)
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5. Organoidy

Podle slovniku ScienceDirect je organoid obecné definovan jako ,,soubor bunék specifickych
pro dany organ, ktery se vyviji z kmenovych bunék nebo organovych progenitori
a samoorganizuje se prostfednictvim bunécného tfidéni a prostorové omezeného zavazku
k urcité bunécné linii zptisobem podobnym in vivo.* (Elsevier, Organoid, 2025) Simian et al.
definuji organoid nasledovné: ,,in vitro 3D bunécny klastr odvozeny vyhradné z primarni tkane,
embryonalnich kmenovych bunék nebo indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék,
schopnych sebeobnovy a sebeorganizace, vykazujici podobnou organovou funkénost jako tkan
puvodu.” Organoidy jsou tedy pokrocilé prostorové usporadané bunééné modely organové
specifickych bunck, odvozené z progenitorovych, kmenovych nebo diferencovanych bunék.
Pro jejich kultivaci je nc¢kdy pouzivano extracelularni leSeni (matrix), které poskytuje
strukturalni podporu a stimuluje rast a diferenciaci bun¢k. Toto leSeni je obvykle doplnéno
orustové faktory a cytokiny, které podporuji agregaci bunék a jejich organizaci
do komplexnich 3D struktur. (Cox et al., 2020) Matrigel se hojné¢ vyuziva pro kultivaci,
protoze podporuje rist. Neni vhodny pro vyzkumy, které by generovaly ,mikrojatra®
jako transplantat, jelikoz imunitni systém by mohl reagovat na cizorodé¢ castice. Proto se

zkouma vyuziti kolagenového leseni misto Matrigelu. (Kim et al., 2023)

Organoid je konstruovan na zakladé dynamické samoorganizace, kterd je fizena interakcemi
mezi bunikami a kodiferencujicimi bunikami. Unikatni vlastnosti jaternich organoidi je fakt,
7e se prestavaji diferencovat, jakmile se projevi jaterni funkce — napi. sekrece albuminu,
ukladani glykogenu nebo metabolismus cholesterolu. Organoidy poskytuji moznost podrobné
studovat Ucinky lé¢iv, genové mutace a zaroven umoziuji hodnoceni tkanové regenerace
audrzeni fyziologickych funkci. Ty mizeme sledovat pies biochemické markery

a tumormarkery. (Sakabe et al., 2020)

Organoidy z dospélych hepatocyti mohou byt kultivovany az 2,5 mésice, ale kokultivace
organoidl z iPSC-Heps a endotelidlnimi buiikami zlepSuje jaterni funkce a mohla by byt
vytvoiena funkéni sit’ zluCovych kanalkd. (Kammerer, 2021) Mezi dalS$i zdroje bunck
pro tvorbu organoidii patfi progenitory hepatocytii, fetdlni bunky nebo indukované
pluripotentni bunky. (Sakabe et al., 2020; Salas-Silva et al., 2023; Hendriks et al., 2024)
Bylo zahdjeno nekolik pokusti o generovani funkéné kompetentnich hepatocytarnich bunék
z lidskych jaternich organoidi, avSak zadny z téchto modelt nedosahl urovné jaternich funkei

pozorované¢ u primarnich lidskych hepatocyti. Jedna z nejnovéjSich studii je zameétena
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na kultivaci jaternich organoid odvozenych z kryokonzervovanych PHH za pouziti HY DROX
(chemicky definovaného 3D nanovlaknitého systému). Ackoliv byla v tomto prostiedi
potlacena proliferacni schopnost organoidii, doSlo k vyraznému zvySeni exprese genl

kodujicich enzymy podilejici se na metabolismu 1éCiv. (Tong et al., 2024)

V oblasti vyzkumu jaternich bunék lze rozlisit tfi hlavni typy organoid: multitkanové,
epitelidlni a multiorgdnové. Multitkanové organoidy, tvofené riznymi typy jaternich bunck
véetné¢ parenchymu, se generuji z indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
nebo spontannim  uspoiadanim jaternich bunék do sféroidu a nachéazeji uplatnéni
v metabolickych studiich. Epitelidlni organoidy, vznikajici z jedné zarodecné vrstvy, maji
schopnost sebeobnovy a lze je vytvofit jak z pluripotentnich kmenovych bunék, tak z primarni
jaterni tkang, napf. z cholangiocyti ¢i hepatocytd. Hepatocytové organoidy odvozené
z fetdlnich  bunék  vykazuji  vlastnosti  zralych  hepatocytd, jsou  geneticky
modifikovatelné a vyuzitelné pii vyzkumu metabolickych onemocnéni i pii identifikaci

novych terapeutickych cilti. (Bonanini et al., 2024)

Prvni uspésna rekonstrukce jaternich organoidii byla provedena v roce 2013. Védci tehdy
dokazali kultivovat jaterni organoidy z Lgr5+ progenitorovych bunék ziskanych z poskozenych
zlucovodl. Tyto organoidy si uchovaly jaterni vlastnosti i po dlouhodobé proliferaci
a pfedstavovaly zasadni prilom v oblasti organovych modell in vitro. Pozd&ji vznikly
specifické modely pro jaterni metastazy, fibrézu, nadory, nealkoholické ztuénéni jater,
nealkoholickou steatohepatitidou 1 virové infekce. Dnes existuji kratkodobé 1 dlouhodobé
organoidy vyuZivané pro vyzkum a testovani léCiv. Kratkodobé organoidy se udrzuji v kultuie
po dobu maximalné 30 pasazi nebo tif mésicl a slouzi zejména k nizkokapacitnimu testovani
1é¢iv, identifikaci biomarkeril a studiu mechanismu 1ékové citlivosti a rezistence. Oproti tomu
dlouhodobé organoidy umoznuji provadeét rozsdhly screening léCiv a slouzi jako zéklad
pro tvorbu rozsahlych organoidnich databazi. Organoidy se d¢€li na tfi zdkladni skupiny:

e organoidy odvozené ze zdravych i nadorovych tkani;

e organoidy odvozené z kmenovych bunék;

e organoidy odvozené od pacientil. (Gong et al., 2025)

5.1 Organoidy z imortalizovanych bunék
Pti porovnani nadorovych bunéénych linii 1ze pozorovat rozdilné velikosti vytvofenych struktur
1 tvar bunck viz Obrazek 18. pfi barveni hematoxylin-eosin a rozdilnou expresi Ki67, CK18,

CK7 a vimentinu 1 ve srovndni sexpresi téchto proteini za podminek 2D Hep3B.
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Z toho vyplyva, ze zavedeni téchto organoidovych modeli poskytuje cenny nastroj
pro zkouméani chovani HCC bunék, testovani novych terapeutickych pfistupii a lepsi
porozuméni mechanismiim nadorového rlstu a metastaz. Tento piistup muze pfispét k vyvoji
personalizované mediciny a efektivngjSich 1écebnych strategii pro pacienty s HCC.

(Oz et al., 2021)

H & E Staining

Obrazek 18. Porovnani tvorby organoidii u nadorovych linii (prevzato dle Oz et al., 2021)
BFM — mikroskopie ve svétlém poli, HE — barveni hematoxylin-eosin

Alternativou k 3D jaternim sféroidim je tvorba biotiSténych organoidii z bunécné linie
hepatomu HepaRG, které¢ slouzi jako model ,,jater v misce*. BioleSeni vytvoiené ze specifické
jaterni matrice poskytuje mikroprosttedi ptizptisobené jaternim bunkam. Diky biologicky
odbouratelné pryskyfici podporuji lepsi rist a vzajemné interakce jaternich bunck. Bunky
kultivované na téchto nosi¢ich vykazovaly vyrazn€ lepSi jaterni funkce vcetn€ sekrece
albuminu, syntézy moc¢oviny a ukladani glykogenu. Déle byla zaznamenana vyS§si metabolicka
aktivita enzymi CYP, efektivnéjsi vylucovani zluci a zvySena exprese metabolickych enzymt
fazi 1 a II, transportérti a jadernych receptorti. Ve vSech parametrech prevySovaly bunky
pestované na bioleSeni buiiky, které byly kultivované bez téchto nosicli. Tyto organoidy
zUstavaji Zivotaschopné az 40 dni, vyvijeji strukturu podobnou jatrim a mohou byt vyuzity
k modelovani nealkoholické steatohepatitidy. Po expozici specifickému koktejlu se u nich
rozviji steatdza, zanét a fibroza, tudiZ jsou cennym nastrojem pro translacni vyzkum a testovani

terapeutickych ptistupt. (Kaur et al., 2023; Liu et al., 2023)

5.2 Organoidy z kmenovych bunék
Pro tvorbu jaternich organoidl 1ze vyuzit riznych typti kmenovych a progenitorovych bungk,
pfi¢emz nejcastéji se uplatiiuji indukované pluripotentni kmenové buniky a mezenchymalni

kmenové buniky. iPSC lze reprogramovat z pacientskych somatickych bunék, coz umoziiuje
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personalizovany piistup ke studiu jaternich onemocnéni a testovani 1é¢iv. Mezenchymalni
kmenové buiikky maji schopnost imunomodulace a podpory regenerace, a nachazeji potencial
v bunééné terapii. Organoidy generované z téchto bunék slouzi jako in vitro modely
pro vyzkum vyvoje jater, patogeneze onemocnéni (napi. genetickych poruch, virovych infekci)
1 pro testovani 1ékti a hodnoceni toxicity. Kromé vyzkumnych aplikaci maji organoidy potencial
také v regenerativni medicing, napt. pro opravu jaterni tkdn¢ nebo podporu transplantace.
Je zdlraziovano, ze i kdyz tyto technologie maji znacny terapeuticky a diagnosticky potencial,
je nutné dale zlepsit jejich standardizaci, funk¢ni zralost a bezpecnost pro klinické vyuziti.

(Nikokiraki et al., 2022)

Vétsina protokolt pro diferenciaci lidskych PSC vede k bunkam s fetalnimi vlastnostmi, nikoliv
plné€ funkénim dospélym buikdm. Analyzy ukdzaly, Ze hepatocyty odvozené z lidskych PSC
maji fetdlni identitu, pfi€emZ mechanismy blokujici pfechod k dospélému fenotypu jsou
nejasné. Analyzy hlavnich komponent potvrdily progresivni proces vedouci k hepatocytarni
identité, ale divergence v expresi gentl souvisejicich s metabolismem xenobiotik, transportem
zlu¢ovych kyselin a metabolismem lipidi brani ziskani dospélé funkce. Tento problém je
pozorovan i u jinych typt bunék generovanych z lidskych pluripotentnich kmenovych bunék.

(Wesley et al., 2022)

Fetalni a diferencované hepatocyty vykazuji rist spojeny s metabolickymi a proliferativnimi
zménami, avSak jejich odpovéd’ na podnéty se 1i§i. Organoidy odvozené z diferencovanych
hepatocyti vykazuji po vhodné stimulaci (napt. IL6+FXRa) zndmky vyssi zralosti a jaterni
specializace ve srovnani s organoidy z fetalnich hepatocytii. Zatimco organoidy z fetalnich
hepatocyti jsou vyhodné pro dlouhodobou kultivaci a snadnéji proliferuji, PHH organoidy
po aktivaci lépe napodobuji strukturu a funkci dospélych jaternich bunék — prokazuji polarizaci,
expresi jaternich markert (napt. ALB, CYP3A4, HNF4A) a morfologické znaky zralosti.

Maji vétsi potencial pro studium dospélych jaternich funkci a aplikace ve farmakologii

24

5.3 Pacientské organoidy

Vyznamny pokrok ve vyuziti pacientskych jaternich organoidl pro personalizovanou lécbu
jaternich nadorii byl zaznamenan v roce 2024, kdyz se podatilo uspésné kultivovat organoidy
z 66 chirurgicky odstranénych vzorki primarniho jaterniho karcinomu, pfi€emz bylo
dosazeno 40,9% uspésnosti. Mezi primarni jaterni karcinomy se fadi nej€asteji hepatocelularni

karcinom a intrahepatalni cholangiokarcinom. Organoidy byly schopny udrzet stabilni rtst
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a strukturu po dobu az tfi mésicli, coz umoznilo dlouhodobé testovani 1é¢iv. Molekularni
analyzy, vcetn¢ celogenomového sekvenovani a RNA sekvenovani, odhalily vysokou shodu
mezi organoidy a pivodnimi nadorovymi tkdnémi i1 se sdilenymi mutacemi v genu TP53
a podobnych profili genové exprese. Vysokd mira shody potvrzuje, ze pacientské jaterni
organoidy vérné odrazeji genetické a funk¢ni vlastnosti piavodnich nadora. Prakticka aplikace
této technologie byla demonstrovana na pacientovi s intrahepatalnim cholangiokarcinomem,
u které¢ho testovani citlivosti organoidii na rizné chemoterapeutické latky vedlo k vybéru
nejucinngjsiho 1écebného rezimu. Tento prfistup zdlraziuje potencial pacientskych jaternich
organoidli jako nastroje pro personalizovanou medicinu umoznujici ptizplisobeni 1éCby
individudlnim genetickym profilim pacient. Celkové studie potvrzuje, ze pacientské jaterni
organoidy predstavuji slibny model pro vyvoj personalizovanych terapii poskytujicich
realisticky a dlouhodobé udrzitelny systém pro testovani 1€¢iv a studium nadorové biologie.

(Rao et al., 2024)
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6. Vyuziti 3D modeli

6.1 Testovani toxicity léki

Lékem indukované poskozeni jater je jednou z nejcastéjSich pricin selhani 1éCiv ve fazi
klinickych studii i po jejich schvaleni. Jatra hraji centralni roli v metabolismu cizorodych latek
prostiednictvim enzymi cytochromu P450, které mohou néktera 1éCiva preménit na reaktivni
a toxické metabolity. Pokud tyto metabolity nejsou uc¢inn¢€ detoxikovany, mohou vyvolat
oxidacni stres, poskozeni DNA, zanétlivou odpovéd’ a bunéénou smrt. Mezi znadmé
hepatotoxické 1éky patii napf. acetaminofen (paracetamol), jehoz toxicita je zavisla na davce,
dale troglitazon, nefazodon, amiodaron, isoniazid nebo nékterd antiretrovirotika.

(Serras et al., 2021)

Acetaminofen (paracetamol) je bézn¢ pouzivané analgetikum a antipyretikum.
Pti ptedavkovani v§ak mlze zplsobit zdvazné poSkozeni jater prostiednictvim svého toxického
metabolitu N-acetyl-p-benzochinoniminu (NAPQI), ktery vycerpava zasoby glutathionu a vede
k nekréze hepatocytti. Tradi¢ni diagnostické markery, ALT a AST, maji omezenou specificitu
a citlivost. Nové biomarkery, komplexy acetaminofenu s proteiny, mikroRNA-122,
cytokeratinem 18, cirkulujici volnou DNA a dal§imi, vykazuji vyssi specificitu a umoziuji
diagnostiku a monitorovani hepatotoxicity zpiisobené acetaminofenem i dalSimi latkami.

(Li et al., 2023)

Véasné odhaleni léky indukovaného poSkozeni jater je proto zdsadni pro bezpe€nost pacientl
1 uspéSnost vyvoje novych 1é¢iv. S ohledem na limitace tradi¢nich 2D kultur (rychla ztrata
fenotypu a enzymatické aktivity hepatocytll) se v preklinickém hodnoceni toxicity stale vice
uplatnuji pokrocilé 3D jaterni modely. Mezi nejvice vyuZivané patii sféroidy z primarnich
lidskych hepatocyti, které si dlouhodobé udrzuji klicové funkce jako syntézu albuminu,
metabolismus 1é¢iv ¢i1 odpovéd’ na toxiny. Dale jsou vyuZivany organoidy, které vznikaji
z kmenovych bunék a samoorganizuji se do struktur pfipominajicich jaterni tkan,
nebo biotisténé jaterni modely, v nichz jsou rizné typy jaternich bun¢k uspotfadany do presné
definovanych 3D struktur. NejsofistikovanéjSimi platformami jsou ,organy na cipu®,
které¢ kombinuji vice bunéénych typii s mikrofluidikou a umoziiuji perfuzi média, ¢imz simuluji
skute€né dynamické prostiedi jater. VSechny vySe zminéné modely vykazuji vyssi predikéni
hodnotu pro hodnoceni hepatotoxicity a umoziuji detailni sledovani reakci na léc¢iva vcetné
zmén v genové expresi, sekreci proteint, tvorbé reaktivnich metabolitli ¢i naruSeni bunécné
integrity. Diky dlouhodobé Zivotaschopnosti buné€k a moZnosti opakovaného testovani se
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stavaji klicovym nastrojem nejen v toxikologii, ale také pii vyvoji personalizované mediciny,
ktera zohlednuje genetickou variabilitu pacientti. Do budoucna ptedstavuji potencial pro snizeni

zavislosti na zvitecich modelech, zvyseni piesnosti predklinického testovani a urychleni vyvoje

4

Lidské jaterni sféroidy predstavuji efektivni model pro screening 1€kl pfi onemocnénich jater,
jelikoz umoznuji testovani potencialnich inhibitort po jejich vytvoreni. Timto zplisobem lze
analyzovat vyvoj a disledky metabolického posSkozeni jater, diky ¢emuz jsou vhodnym
nastrojem pro vysoce vykonny screening terapeutickych latek. Napft. aplikace selektivnich
inhibitort miize vést ke snizeni exprese fibrogennich markeri a proteint, coz potvrzuje jejich

prinos pii hodnoceni terapeutické ucinnosti. (Kim et al., 2024)

V nedavné studii byla popsana platforma vyuzivajici lidské jaterni organoidy odvozené z iPSC
bun¢k, ur¢end k hodnoceni potencialni hepatotoxicity 1é¢iv. Organoidy byly kultivovany
ve vicejamkovém formatu i v mikrofluidnim systému simulujicim funkéni jaterni prostiedi.
Pti vystaveni riznym lé€iviim, vetné acetaminofenu, se u modelu projevily typické znamky
toxického poskozeni — napf. zmény v produkci jaternich proteinii, zvySena aktivita
metabolickych enzyml a zndmky bunécného stresu. V podminkdch ,jater na Cipu“ byly
zaznamenany fenotypy odpovidajici steatoze a poruchdm mitochondridlnich funkci.
To potvrzuje vyuzitelnost pfistupu pro testovani 1é¢iv z hlediska bezpecnosti a predikce jejich

ucinki na jatra. (Zhang et al., 2023)

6.2 Bunécna terapie

V uplynulém desetileti pfinesla technologie organoidli vyznamny pokrok ve vyvoji modelt
a material, které podporuji dal§i rozvoj védeckého vyzkumu. Lidské jaterni organoidy
predstavuji inovativni in vitro kultivacni systém, ktery po letech intenzivniho vyvoje je schopen
vérné napodobit morfologii jater, metabolismus Zivin a 1é¢iv, genovou expresi 1 sekrecni
funkce. Diky uvedenym vlastnostem slouzi jako spolehlivy model pro studium jaternich
onemocnéni. Organoidy strukturné 1 funkéné€ odpovidaji jaterni tkdni, coZ z nich ¢ini slibnou
alternativu k transplantaci jater a tim vyznamné pfispivaji k cilim regenerativni mediciny.

(Gong et al., 2025)

Vyznamny pokrok v oblasti pacientskych jaternich organoidii hraje dlouhodoba kultivace
lidskych dospélych hepatocytarnich organoidii, které si zachovavaji klicové metabolické
funkce jater. Kombinovana aktivace signalnich drah Wnt a STAT3 umoznuje dlouhodobé

samoreplikace téchto organoidil, pficemz aktivace STAT3 pomoci onkostatinu M podporuje
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proliferaci hepatocytli a zaroven brani jejich pfeméné na cholangiocyty. Po transplantaci
do mysiho modelu byly tyto organoidy schopny repopulovat jatra mysi a obnovit metabolickou
zonaci jaterni tkané. Vyzkum nabizi novy kultivacni systém, ktery je slibny pro vyvoj
terapeutickych strategii proti lidskym jaternim onemocnénim a ma potencial pro aplikaci

v personalizované medicin€. (Igarashi et al., 2025)

Trojrozmérné kultury vérné napodobuji genetické a molekularni charakteristiky ptvodnich
nadort (HCC a intrahepatalnich cholangiokarcinomil) a umoznuji tim detailni studium
nadorové biologie, identifikaci biomarkert a testovani terapeutickych latek. Inovativni ptistupy
(,,organoidy na Cipu* a kokultivacni systémy) zvysuji fyziologickou relevanci téchto modeld.
Navzdory pokrokim zistava vyzvou standardizace in vitro protokoll pro klinické vyuziti.
Celkové je zdurazilovan potencial organoidli odvozenych od pacienta v personalizované
mediciné a vyvoji cilenych terapii pro pacienty s primdrnimi jaternimi nadory.

(Qureshi et al., 2024)

Transplantace jaternich bunék je G€innou lécbou jaterniho selhani zplisobené¢ho alkoholem,
hepatotoxickymi Iéky nebo virovymi infekcemi. Jeji vyuziti v§ak omezuje nedostatek darct,
nizky pocet vhodnych bun¢k a omezena ucinnost zdkroku. Navic jaterni bunky pfi kultivaci
in vitro Casto ztraceji schopnost se mnozit a to komplikuje jejich dalsi pouziti. Tyto problémy
byly do zna¢né miry vyfeSeny vyuzitim lidskych chemicky odvozenych jaternich progenitort,
které maji proliferani a diferencia¢ni potencial a umoznuji tvorbu bunécnych
vrstev. (Yang et al., 2022) Studie z roku 2023 provedend na mysSich ptedstavila vyvoj jaternich
organoidil odvozenych z lidskych chemicky indukovanych jaternich progenitorovych bunék
(hCdHOs) a jejich srovnani s PHH. Vyzkum ukazuje, ze hCdHOs vykazuji vyS$$i expresi
jaternich markert, jako jsou albumin a enzymy CYP, a zvySenou sekreci mo€oviny ve srovnani
s PHH. Navic hCdHOs prokazaly lepsi schopnost diferenciace smérem k hepatocytiim a vyssi
citlivost na toxické latky, coz je ¢ini vhodnymi pro modelovéani jaternich onemocnéni
a testovani hepatotoxicity. Tyto vysledky naznacuji, Ze hCdHOs ptedstavuji slibnou alternativu
k PHH pro aplikace v oblasti regenerativni mediciny a farmakologického vyzkumu.

(Salas-Silva et al., 2023)

Technologie CRISPR/Cas9 pfind$i nové moznosti v Uupravé jaternich organoidd,
protoze umoziiuje presnou editaci genti na molekularni Grovni. Diky tomu lze opravovat
genetické vady nebo vkladat specifické funkcni geny, ¢imz se zvySuje terapeuticky potencial
bunék. Geneticky upravené organoidy se 1épe piizplusobuji prostiedi pacienta, snizuji riziko
imunitniho odmitnuti a zaroven podporuji regeneraci jater. Tyto buiiky Ize navic mnozit ex vivo
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a nasledné transplantovat, kde pokracuji v riistu a funkci bez nutnosti dlouhodobé kultivace.

(Gong et al., 2025)

Transplantace jaternich organoidil se v poslednich letech stala kliCovym tématem regenerativni
mediciny a vykazuje slibné vysledky na rtiznych zvifecich modelech. U mysi s akutnim
poskozenim jater se vyrazné zvySilo pfeziti a funkcnost jater po transplantaci organoidi
vytvoienych z endodermalnich, endotelidlnich a mezenchymalnich bun¢k odvozenych
z lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék, které byly ziskany z pupecniku.
Tim se otevira cesta k vyvoji personalizovanych terapii. Lidské somatické bunky akumuluji
jaderné a mitochondridlni genomové mutace v prubéhu svého Zivota, takze se ocekava,
ze u novorozence nebude tolik mutaci jako u dospé€lého. (Nie et al., 2018) Na mysim modelu
post-hepatektomického selhdni jater byly transplantovany proliferujici lidské hepatocyty
zapouzdiené v organoidech do peritonedlni dutiny. Tento pfistup vedl ke zlepSeni regenerace
jater, snizeni hladin endotoxinti a amoniaku a k prodlouzeni pieziti, coz naznacuje moznost
akutni podpory jaterni funkce v klinické praxi. (Yuan et al., 2024) V roce 2020 bylo vyvinuto
3D porézni leSeni bez vyuZiti zvifeciho modelu s buitkkami HepG2, které zajiSt'uje rovnomeérné
rozlozeni buné€k a podporuje jejich pteziti po dobu delsi nez 7 dni, coz je klicové pro budoucnost

klinické aplikace organoidu. (Labour et al., 2020)

V ptipadé traumatického poskozeni jater po Urazu nebo operaci, mohou jaterni organoidy
nebo z nich odvozené hepatocyty urychlit regeneraci jaterni tkdné a zlepSit progndzu.
U pacientll s genetickymi poruchami, napf. hemochromatéza nebo Wilsonova choroba,
organoidy umoznuji simulovat ucinky pretizeni Zelezem ¢ médi a soucasné slouZzi
jako platforma pro testovani lécebnych pfistupii 1 nahradu poskozené tkané. V piipadé
autoimunitni hepatitidy mohou jaterni organoidy podpofit regeneraci jaterni tkané, omezit zanét
a zpomalit progresi fibrozy. Diky moZnosti jejich ziskani z vlastnich bunék pacienta pfedstavuji
i potencialné bezpecny a ucinny zpusob 1écby bez nutnosti imunosuprese. Integrace jaternich
organoidi do bioumélych jater spociva v jejich nahrazeni za klasické jaterni buniky v umélém
zafizeni a propojeni s funkcemi — filtrace, detoxikace ¢i adsorpce. Tento hybridni systém
simuluje pfirozené funkce jater, zpracovava ziviny a toxiny pies polopropustnou membranu
a vraci ocisténou krev zpét do téla podobné jako hemodialyza u ledvin. Organoidy diky své
bunécné komplexité a funkénosti napodobuji skutecnou jaterni tkan, ¢imz zvySuji efektivitu
terapie a snizuji riziko odmitnuti. Navic umoziuji pfed implantaci pfesné sledovani jejich

aktivity, coz zajistuje bezpecnost a ucinnost 1éCby. (Gong et al., 2025)
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Zavér

Jaterni sféroidy a organoidy piedstavuji kliCové nastroje moderniho in vitro modelovani
jaternich funkci, patologii 1 odezvy na léCiva, pficemz kazdy z téchto 3D modelii nabizi
specifické vyhody i omezeni. Sféroidy, Casto tvotfené z primarnich hepatocytii nebo bunécnych
linii, se vyznacuji jednoduchou ptipravou, stabilni funkci a dobrou opakovatelnosti, a jsou
tak Siroce vyuzivany zejména pro testovani hepatotoxicity a metabolickych vlastnosti 1éCiv.
napodobuji architekturu a funkéni heterogenitu jaterni tkan€. Vynikaji proto zejména

ve studiich vyvoje, genetickych onemocnéni a modelovani komplexnich jaternich poruch.

Mezi hlavni nevyhody sféroidi patii jejich omezena bunécna riznorodost a relativné jednodussi
struktura, zatimco u organoidi byvad vyzvou c¢asova i technickd naroc¢nost, potieba
standardizace a nizsi reprodukovatelnost mezi laboratofemi. Technologie jaternich organoidi
pfedstavuje vyznamny milnik v oblasti regenerativni mediciny a nabizi nadéjné feSeni pro 1écbu
jaternich onemocnéni, zejména v kontextu omezené dostupnosti darcovskych organil.
Diky schopnosti napodobovat jak strukturu, tak i funkci jaterni tkané, maji organoidy potencial
nejen pro nahradu jaternich funkci, ale i pro podporu regenerace poskozené tkané. Jejich
kombinace s modernimi technologiemi CRISPR/Cas9, 3D biotisk nebo pokroc€ilé biomaterialy
déale rozSifuje moznosti jejich vyuziti. Ackoli klinické aplikace zatim zistavaji ve fazi
predklinického vyzkumu a byly dosud ovéfeny pouze na zvifecich modelech, ocekava se,

ze dalsi vyvoj povede k bezpecnéjSim, presnéjSim a personalizovanym terapiim.

Z dlouhodobého hlediska se ocekava dalsi pokrok v oblasti kombinovanych 3D systémd,
které by spojily vyhody sféroidti i organoidi. Spolu s rostoucim dirazem na personalizovanou
medicinu, etické nahrazeni zvifecich modeld a vyvoj novych 1é¢iv predstavuji jaterni sféroidy
a organoidy jednu z nejperspektivnéjSich cest souc¢asného i budouciho biomedicinského

vyzkumu.
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PRILOHY
Priloha A:

Markery jaternich bunék

Cholangiocyty

SSTR2,5LC4A2,KRT7,KCNN2,ITGB4,GGT6,CFTR,AQP4,AQP1,PIGR,GGT1,JAG1,
GPBAR1,GGT7,KRT19,0NECUT2,ALPL,HNF1B,ALB,AGR2, TFF3,TFF1,50X9,EPCAM,
CLDN4,MMP7,TFF2,SCGB3A1,FXYD2,DEFB1,CD24,LCN2,CXCLL,CXCL6,LGALS2,
TACSTD2,ELF3,5PP1,MUC5B,LGALS4,KRTS

Endotelidlni buriky

FLT1,APPBP2,ARGLU1,ATP10D,BNIP1,BST2,BTNL9,C110rf96,CCDC85B,CCL14,CD4,
CDC73,CDKL1,CHD4,CLEC1B,CLEC2B,CLECAG,CLEC4M,CRBN,CRHBP,CTSL,DCLRELC,
DIPK2A,DLC1,DLG1,DLK1,DLK1,DNASE1L3,DOCK1,DUSP5,EFNB2,ENG,F8,FCN2,FCN3,
FILIP1,FOSB,FXYD6,GBP4,GGA2,GNG11,HES1,HYI,IL1R1,IL33,KDR,KIF1B,KLHL28,LDB2,
MCAM,MCM3AP,MEF2C,MFN1,MGAT5,MPZL3,MRC1,0IT3,PIK3C2A,PPWD1,PTPRC,
RASGEF1B,RASGRP3,RELN,RIN2,SECISBP2L,STAB1,STRN3,TCF12, TEX264, TFRC,
TRAPPC11,TSPAN7,USP48, VWF,ZNF286B,STAB2,CD34,PECAM1

Hematopoeticka burka

CD34,PTPRC

Jaterni hvézdicovité bunky

CYGB,PPARG,PDGFRA,RGS5,PPARA,FOXF1,ALB,NR1H4,CCN2,SEMA7A,WT1,FGF10,
GFAP,NGFR,VEGFA,ACTA2,MYB,DES,FAP,SLC8A1,RELN,SYP,VCL,TIMP1,COL1A1,
TAGLN,COL1A2,COL3A1,SPARC,RBP1,DCN,MYL9,TPM2,MEG3,BGN,IGFBP7,IGFBP3,
CCN1,0LFML3,IGFBP6,CCL2,COLEC11,HGF

Hepatoblasty

AFP,ALB,CEBPA,KRT14,DLK1,CDH1,FOXM1,GGT1,HNF4A,PROX1,MAP2K4,SMADS5,
KRT18,KRT8,HNF1B,HHEX,MET

Hepatocyty

AFP,HNF4A,KRT8,ALB,KRT18,FOSL1,EPPK1,UCP2,GCK,LRP5,SLC10A1,NOS2,ATP7B,
GJB2,FGFR4,PROX1,CRP,SLC2A2,TFR2,KIF13B,LIPC,VDR,ASGR1,ARG1,G6PC,0OTC,
SERPINA1,ZHX2,HHEX,FOXA3,FOXA2,FOXA1,CYP2E1,CYP1A2,CEBPA,CDH1,GPC3,
AHR,CPS1,GLS2,PCK1,TAT,WT1,PRRG4,SULT1A1,APOH,CTNNB1,ABCC3,FGB,AQP3,
PLSCR1,FGA,APOB,ANG,ANXA13,SAT2,
SFRP5,A1CF,APOA1,BNIP3,FGL1,PAH,SERPINA6,APOA2,AZGP1,FGG,APOC3,DEFB1,
TMA4SF4,GC,AMBP,ORM1,TTR,HAL,ASS1,5SCD,HMGCS1,ACSS2,TM7SF2,SEC16B,SLBP,
RND3,BCHE,GHR,ALDH6A1,MASP2,AKR1C1,HAMP,GLUL,ACLY,ASL,TMEMS97,CP,SLPI,
ACAT2,TM4SF5,MSMO1,LEPR,RCAN1,AR,RPP25L,HSD11B1,APOM,TKFC,G0S2,PON3,
Clorf53,TTC36,FST,MCC,AQP9,GSTA2,
NNT,SAA4,MRPS18C,0CIAD1,APOAS,ENTPD5,C4B,EID2,TP53INP2,ATIC,SERPINH1,
SAMD5,GRB14,CD3G,RHOB,EPB411L4B,GPAT4,SPTBN1,SDC2,PHLDA1,WTAP,ACADM

Buriky imunitniho systému

CD19,MS4A1,IL2RA,PTPRC,CD4,CD8A,CD3D,CD3E,CD3G,CD11¢,CD14,CD16,CD56,
CD16,CD42b,CD7,CD8,IgD,CD38,CD24,CD20,CD14,CD16,HLA-DR,
CD11b,CD11¢,CD123,CD15,CD33,CD66b,CD38,CD27,CD94,CD45

Kupfferovy buriky

CD14,CD68,TNF,LYZ,MPO,VSIG4,PROK2,STARDS,MSR1,PPARA, TREM1,SLC11A1,
MMP13,VDR,CHIT1,0SM,PPARD,CLEC4F, ADGRE1,IL1B,SLC40A1,G6PD,TIMD4,MNDA,
SLC15A3,DNASE1L3,MARCO,HFE,CD38,CD163,CCR5,CLEC1B,CLECAG,GPIHBP1,FOLR2,
PLTP,FTL,IRF7,SPIC,CSF1R,C1QC,C1QA,C1QB,CLECAE

Jaterni progenitorova burika

KRT7,KRT19

Zirné buriky SADA,ENPP3,IL2RA,ISG20,SLC18A2,CD9,FCER1A,TPSB2,FCER2
Mezenchymalni kmenova burika [CD44,ENG,NT5E,ITGB1,THY1
Monocyty FCGR3A,FCGR3B,CD14,Elanel

Priloha A: Specifické markery jaterni populace (prevzato a upraveno dle lanevski et al., 2022 - sc-type.
Dostupné z: https.//sctype.app/database.php (Citovano: 2025-03-30))
Seznam markerit odpovida bézné pouzivanym zkratkam ve specializované literaturie
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Priloha B:

e
ADH1A GSTA1 ABCCY
ADH1C NAT11 ABCB11
ADH1B GSTK1 ABCC11
ADHS NAT12 SLCO1A2
ADH6 SULT1C4 SLCOGA1
ADHFE1 GSTCD SLCOGA1
ADH4 uGTs ABCCS
ALDH16A1 GsT102 SLCO3A1
ALDHTAT vl ABCBSE
ALDHSA1 NATSL SLCO3A1
ALDH1A2 GETMS ABCC1
ALDH1A3 GSTM? ABCC4
ALDHBA1 ABCC10
SULT1B1 SLCOACT
ALDH1L2 SULT1E1 o
SLCOACT
ALDH3A1 UGT2B17
ALDH3B1 GSTM4 ABCG2
ALDH18A1 GSTT?2 ABCCS
ALDH1B1 UGT1AB ABCC2
ALDHIL1 SULT1C2 ABCCEP1
ALDH4A1 GSTA3 ABCB7
ALDHEA1 GSTZ1 ABC810
ALDH1A1 NAT1 ABCB1
ALDH2 UGT3A1 ABCB4
ALDH3IA2 NAT2 SLCO2B1
ALDHAA1 UGT2B15 ABCBE
GSTA4 ABCC3
AN SULT1A2 ABCB1
CYP2B5 UGT2A3
CYP2C9 GSTT1 %g g E &
CYP3A43 GSTM3 gg% 3
CYP2AS NAT10 x - g
CYP2C19 NAT15 § =
CYP3AT7 NAT13 5 [
CYP2DE NATS
CYP2CB NATS
CYP3A4 GSTO1
CYP3AS SULT2A1
CYP2E1 NATS
EMO1 SULT1A1
FMO2 UGT2B28
UGT1A
zgga UGT2B4
FMO4 O0I§
o qggEs
FMOS5 ifi
geezs 35
f i Level exprese
3%
| DO |

Priloha B: Hierarchicka shlukova analyza exprese genii enzymii u HepG2, HepaRG, PHH a kouskii jater
(prevzato dle Hart et al., 2010)

Exprese genii enzymil metabolizujicich léciva faze I (ADH, ALDHs, P450s a FMO), genii enzymii metabolizujicich léciva
faze Il (GST, NATs, SULTs a UGTs) a genii membranovych transportérii (ABCBs, ABCCs, ABCG a SLCOs)
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