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N u m e r o u s s t u d i e s s u p p o r t t h e f a c t t h a t a g e n e t i c a l l y d i v e r s e m o u s e p o p u l a t i o n m a y b e

u s e fu l a s a n a n im a l m o d e l t o u n d e r s t a n d a n d p r e d i c t t o x i c i t y i n h u m a n s . W e h y p o t h e s i z e d

t h a t c u l t u r e s o f h e p a t o c y t e s o b t a i n e d fr o m a l a r g e p a n e l o f i n b r e d m o u s e s t r a i n s c a n p r o d u c e

d a t a i n d i c a t i v e o f i n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n i n v i v o r e s p o n s e s t o h e p a t o - t o x i c a n t s . I n

o r d e r t o t e s t t h i s h y p o t h e s i s a n d e s t a b l i s h w h e t h e r h i g h - t h r o u g h p u t i n v i t r o s t u d i e s u s i n g

c u l t u r e d h e p a t o c j ^ e s fr o m g e n e t i c a l l y d i s t i n c t m o u s e s t r a i n s a r e f e a s i b l e ,
w e a im e d t o : ( 1)

d e t e r m i n e w h e t h e r t h e n e a r - p h y s i o l o g i c a l m a i n t e n a n c e o f t h e c e l l s i s o l a t e d f r o m d i f fe r e n t

m o u s e i n b r e d s t r a i n s c a n b e a c h i e v e d , (2 ) e v a l u a t e w h e t h e r v i a b i l i t y a n d r e p r o d u c i b i l i t y o f

f u n c t i o n a l i t y b e a t t a i n e d o v e r s u b s e q u e n t i s o l a t i o n s a n d (3 ) a s s e s s t h e u t i l i t y o f t h e m o d e l f o r

t o x i c i t y s c r e e n i n g . O u r d a t a s u g g e s t t h a t c e l l f u n c t i o n a n d e x p r e s s i o n o f k e y l i v e r s p e c i f i c

g e n e s o f h e p a t o c y t e s i s o l a t e d f r o m d i f f e r e n t s t r a i n s i s c o m p a r a b l e . T h e s e e x p e r im e n t s o p e n

n ew o p p o r t u n i t i e s f o r h i g h - t h r o u gh p u t a n d l o w - c o s t i n v i t r o a s s a y s t h a t m a y b e u s e d f o r

s t u d i e s o f t o x i c i t y i n a g e n e t i c a l l y d i v e r s e p o p u l a t i o n .
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C h a p t e r 1

L i t e r a t u r e R e v i e w

T h e xm i q u e c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e l a b o r a t o r y m o u s e a n d i t s p r o m i n e n t r o l e a s a m o d e l

o r g a n i s m i n t o x i c o l o g y m a k e t h i s s p e c i e s a l o g i c a l c h o i c e f o r t e s t i n g n e w a p p r o a c h e s . T h e

m o u s e r e p r e s e n t s a u n i q u e m o d e l o r g a n i s m th a t i s m o s t h e l p fu l i n a d d r e s s i n g t h e p o t e n t i a l

d r u g - i n d u c e d t o x i c i t i e s a n d t h e i r m e c h a n i s m s , a s w e l l a s a i d i n i d e n t i fi c a t i o n o f t h e u n i q u e

g e n e t i c d e t e r m i n a n t s f o r i n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n s u s c e p t i b i l i t y i n h u m a n s ( 1 ) . U n l i k e

h u m a n p o p u l a t i o n s
,
w h e r e e x p e r i m e n t a l t e s t s c a n n o t b e c o n t r o l l e d

,
s e l e c t i v e b r e e d i n g o f

m i c e l e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f u n i q u e s t r a i n s t h a t c a n b e i n v e s t i g a t e d u n d e r s p e c i fi c

c o n d i t i o n s (2 ) . A t t h e s a m e t im e
,
d i f f e r e n t s t r a i n s a r e r e p r e s e n t a t i v e o f g e n e t i c a l l y d i v e r s e

p o p u l a t i o n a n d c a n b e u s e d a s a m o d e l f o r h u m a n d i v e r s i t y (3 ) .
Wh i l e m i c e a r e w i d e l y u s e d

i n t o x i c o l o g y r e s e a r c h
,
t h e e x p l o i t a t i o n o f t h i s g e n e t i c v a r i a t i o n f o r e x p e r i m e n t a l p u r p o s e s

h a s n o t b e e n f u l l y r e a l i z e d y e t .

h i p a r a l l e l w i t h a l a r g e e f f o r t t o s e q u e n c e t h e h u m a n g e n o m e
, c o n s i d e r a b l e e f f o r t i s

b e i n g p u t i n t o r e - s e q u e n c i n g m i c e u s e d t o m o d e l h u m a n d i s e a s e s . A p u b l i c l y - f u n d e d e f f o r t

h a s s e q u e n c e d t h e w h o l e g e n o m e o f t h e C 5 7B L / 6 J i n b r e d m o u s e s t r a i n a n d N I E H S C e n t e r

f o r R o d e n t G e n e t i c s h a s r e - s e q u e n c e d 15 a d d i t i o n a l s t r a i n s (4 ) . I n a d d i t i o n
,

s e v e r a l m o u s e

SN P d a t a b a s e s h a v e b e e n c o m p i l e d t h a t i n c l u d e d a t a o n u p t o 3 0 0 , 0 0 0 SN P s a c r o s s a b o u t 7 0
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m o u s e s t r a i n s (5 ) . SN P s a r e b e c o m i n g t h e m a r k e r s o f c h o i c e f o r t h e s t u d y o f c o m p l e x g e n e t i c

t r a i t s .

O u r l a b o r a t o r y a t U N C i n t h e p a s t 4 y e a r s h a v e d e v e l o p e d a n d v a l i d a t e d a n i n v i v o

s t r a t e g y u s i n g a m o u s e d i v e r s i t y p a n e l ( 1 ;6 ) f o r a b e d s i d e - t o - b e n c h - t o - b e d s i d e p a r a d i g m t o

i d e n t i f y g e n e t i c p o l y m o r p h i sm s a n d n o v e l m e c h a n i s m s c o n t r i b u t i n g t o d r u g i n d u c e d l i v e r

i n j u r y (D I L I ) .
T h e e x i s t e n c e o f D I L I w a s v e r i f i e d i n a s u b s e t o f h u m a n s g i v e n t h e m a x im a l

r e c o m m e n d e d d o s e o f a c e t a m i n o p h e n . I n t h e m o u s e d i v e r s i t y p a n e l o f 3 6 i n b r e d l i n e s
, a

w h o l e -

g e n o m e h a p l o t y p e a s s o c i a t i o n a n a l y s i s a n d t a r g e t e d s e q u e n c i n g o f t h e r e v e a l e d

p o l y m o r p h i s m s i d e n t i f i e d f o u r c a n d i d a t e g e n e s t h a t c o r r e l a t e s t r o n g l y w i t h a c e t a m i n o p h e n -

i n d u c e d l i v e r i n j u r y i n m i c e . F u r t h e r m o r e , w e v a l i d a t e d t h e s e fi n d i n g s i n t w o i n d e p e n d e n t

h u m a n c o h o r t s . W e h y p o t h e s i z e d t h a t a p a n e l o f i n b r e d m o u s e s t r a i n s i s r e p r e s e n t a t i v e o f a

g e n e t i c a l l y d i v e r s e p o p u l a t i o n a n d c a n b e u s e d a s a m o d e l f o r h u m a n d i v e r s i t y .

Sim i l a r l y L i u a n d c o l l e a g u e s
,
d e m o n s t r a t e d t h a t m u l t i p l e g e n e t i c l o c i a n d a n

i n t e r a c t i n g n e t w o r k o f m e t a b o l i c f a c t o r s a f f e c t s u s c e p t i b i l i t y t o a c e t a m i n o p h e n i n d u c e d l i v e r

i n j u r y i n a p a n e l o f 1 6 i n b r e d m o u s e s t r a i n s (7 ) . T h e a u t h o r s c o n d u c t e d a n i n t e g r a t e d g e n e t i c
,

t r a n s c r i p t i o n a l a n d m e t a b o l i c a n a l y s i s t o e v a l u a t e c h a n g e s i n h e p a t i c g e n e e x p r e s s i o n a n d

p r o d u c t i o n o f h e p a t i c e n d o g e n o u s m e t a b o l i t e s . T h e g e n e t i c f a c t o r s r e s p o n s i b l e fo r b e t a i n e -

h o m o c y s t e i n e m e t h y l t r a n s f e r a s e - 2 (B H M T 2 ) e n z y m e a c t i v i t y w e r e i d e n t i f i e d a s o n e o f t h e

f a c t o r s c o n t r i b u t i n g t o s u s c e p t i b i l i t y . I t w a s a l s o o b s e r v e d th a t B H M T
'

s s u b s t r a t e
, (S-

m e t h l y m e t h i o n i n e ) , a i d e d i n t h e p r o t e c t i o n o f a c e t a m i n o p h e n i n d u c e d l i v e r i n j u r y i n a s t r a i n -

d e p e n d e n t m a n n e r ( 7 ) .

Wo r k p u b l i s h e d b y G u o e t a l . s h o w e d t h e u t i l i t y o f a m o u s e d i v e r s i t y p a n e l t o

e l u c i d a t e s t r a i n - s p e c i fi c r e s p o n s e s t o t r e a t m e n t i n v i v o ( 8 ) . T h e a u t h o r s d e m o n s t r a t e d t h a t t h e
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m e t a b o l i s m o f w a r f a ri n
,

s p e c i f i c a l l y t h e g e n e r a t i o n o f 7 - h y d r o x y w a r fa ri n
,

v a ri e d a c r o s s a

p a n e l o f i n b r e d m o u s e s t r a i n s
, p h e n o t y p i c d i f f e r e n c e s w e r e t h e n c o m p u t a t i o n a l l y l i n k e d t o

t h e g e n o m i c r e g i o n t h a t e n c o d e s f o r CY P 2 C e n z y m e s . T o f u rt h e r v a l i d a t e t h i s a p p r o a c h t h e

g r o u p c o n d u c t e d a s t u d y i n v i t r o i n w h i c h t h e b i o t r a n s f o r m a t i o n o f t e s t o s t e r o n e a n d

i ri n o t e c a n w a s i n v e s t i g a t e d a c r o s s 1 5 m o u s e l i n e s . T h e r e s u l t s fr o m t h i s s t u d y r e v e a l e d t h a t

u n d e r l y i n g g e n e t i c v a ri a t i o n w i t h i n t h e C Y P 2 B 9 a n d U G T l A l o c i p l a y e d a s i g n i f i c a n t r o l e i n

t h e m e t a b o l i s m o f a - h y d r o x y t e s t o s t e r o n e a n d i ri n o t e c a n g l u c u r o n i d a t i o n (9 ) .

T h e s e s t u d i e s s u p p o r t t h e f a c t t h a t a g e n e t i c a l l y d i v e r s e m o u s e p o p u l a t i o n m a y b e

u s e f u l a s a n a n im a l m o d e l t o u n d e r s t a n d a n d p r e d i c t r a r e a d v e r s e dr u g e v e n t s in h u m a n s .
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C h a p t e r 2

I n t r o d u c t i o n

T h e g r o w i n g l i s t o f c h e m i c a l s u b s t a n c e s i n c o m m e r c e a n d t h e c o m p l e x i t y o f

e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s f r o m a g e n t s o f n a t u r a l o r i g i n t h a t a r e e n c o u n t e r e d i n o u r d a i l y l i v e s

r e p r e s e n t a n e n o r m o u s c h a l l e n g e t o t h e N a t i o n a l T o x i c o l o g y Pr o g r am (N T P ) a n d o th e r h e a l t h

r e g u l a t o r y a n d r e s e a r c h a g e n c i e s t h a t e x am i n e t h e t o x i c p o t e n t i a l o f e x p o s u r e s ( 10 ) . C u r r e n t

c h e m i c a l h a z a r d t e s t i n g p r o c e d u r e s c a n o n l y a d d r e s s a s m a l l f r a c t i o n o f t h e s e a g e n t s a s s i n g l e

e x p o s u r e s i n o r d e r t o p r o v i d e s u f f i c i e n t i n f o r m a t i o n t o m e e t t h e e x t e n s i v e d a t a n e e d s u n d e r

t h e c u r r e n t r e g u l a t o r y r i s k a s s e s s m e n t p a r a d i g m s (1 1 ) . O p t i o n s f o r a n e w t o x i c i t y t e s t i n g

p a r a d i g m ,
s u g g e s t a g r a du a l t r a n s i t i o n f r o m a p i c a l e n d -

p o i n t t e s t i n g t o a s y s t e m b a s e d l a r g e l y

o n t o x i c i t y - p a t h w a y b a t t e r i e s ( 1 2 ) . I t i s e n v i s i o n e d t h a t d a t a g e n e r a t e d f r o m h i g h - t h r o u g h p u t

a s s a y s w i l l p r o v i d e a s u b s t a n t i a l p r o p o r t i o n o f t h e t o x i c i t y -

p a t h w a y i n f o r m a t i o n n e e d e d f o r

e n v i r o n m e n t a l d e c i s i o n - m a k i n g ( 12 ) . T h e r e fo r e
,
a s i g n i f i c a n t a m o u n t o f a t t e n t i o n s h o u l d b e

d i r e c t e d t o w a r d s t h e r e f i n e m e n t a n d d e v e l o p m e n t o f c u r r e n t h i g h - m e d i u m t h r o u g h p u t i n v i t r o

m o d e l s f o r t o x i c i t y .

I s o l a t e s o f p ri m a r y h e p a t o c y t e s c o n s t i t u t e o n e o f t h e m o s t w i d e l y a d o p t e d a p p l i c a t i o n s

i n i n v e s t i g a t i v e t o x i c o l o g y a s a m e t h o d t o e v a l u a t e h e p a t i c d r u g m e t a b o l i s m a n d g e n o t o x i c

p o t e n t i a l o f s u b s t a n c e s ( 13 ) . A d d i t i o n a l l y , f r e s h l y i s o l a t e d h e p a t o c y t e s m a i n t a i n e x p r e s s i o n

a n d a c t i v i t y o f e n z ym e s a n d p r o t e i n s
,
r e l e v a n t t o t h e m e t a b o l i s m a n d t r a n s p o r t o f d r u g s ,

a n d
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a r r a n g e d i n a p h y s i o l o g i c a l l y im p o r t a n t c o n t e x t a n d r e g u l a t e d v i a c e l l u l a r p r o c e s s e s t h a t

o c c u r w i t h i n t h e l i v e r i n v i v o ( 1 4 ) . C u l t u r e s o f p r im a r y h e p a t o c y t e s h a v e b e e n e s t a b l i s h e d a s

v a l i d i n v i t r o t o x i c o l o g i c a l m o d e l s f o r m a n y y e a r s a n d p r o v i d e u s e f u l a l t e r n a t i v e s t o i n t a c t

a n i m a l t e s t i n g ( 15 ) . I n v i t r o c u l t u r e s y s t e m s o f f e r t h e p o t e n t i a l t o g r e a t l y r e du c e t h e n u m b e r

o f a n i m a l s n e e d e d t o s c r e e n l a r g e n u m b e r s o f c o m p o u n d s f o r a d v e r s e e f f e c t s a n d c a n

p o t e n t i a l l y p r o v i d e e x t e n s i o n t o t h e h u m a n c o n d i t i o n ( 16 ) . U n f o r t u n a t e l y ,
t h e r e a r e s o m e

i n h e r e n t d r a w b a c k s t o u s i n g p r im a r y h e p a t o c y t e s ,
i n c l u d i n g t h e a b s e n c e o f o r g a n - s p e c i f i c

c e l l t o c e l l i n t e r a c t i o n s a n d th e i n a b i l i t y o f c u l t u r e d c e l l s t o m a i n t a i n e x p r e s s i o n o f k e y l i v e r -

s p e c i f i c g e n e s r e l a t e d t o m e t a b o l i s m i n l o n g - t e r m c u l t u r e s ( 1 4 ; 1 7 ) .

St u d i e s t h a t e x a m i n e e x p e r im e n t a l e x p o s u r e s o f t o x i c a n t s i n p e o p l e a r e f e w fo r e t h i c a l

r e a s o n s
,
m a k i n g i t d i f f i c u l t t o u n d e r s t a n d g e n e t i c a s s o c i a t i o n s i n h u m a n c o h o r t s e x p o s e d i n

t h e w o r k p l a c e o r o t h e r e n v i r o n m e n t a l s e t t i n g s w i t h o u t v a l i d a t i o n i n a n im a l s t u d i e s . C u r r e n t

a p p r o a c h e s t o t o x i c i t y s c r e e n i n g a n d m e c h a n i s t i c s t u d i e s d o n o t t a k e i n t o a c c o u n t t h e g e n e t i c

d i v e r s i t y p r e s e n t w i t h i n p o p u l a t i o n s a n d l a r g e l y i g n o r e u n c e r t a i n t i e s a b o u t h o w g e n e t i c

v a r i a b i l i t y m i g h t i n t e r a c t w i t h e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s t o a f f e c t r i s k ( 1 8 ) . T h e s e s t u d i e s a r e

g e n e r a l l y c a r r i e d o u t i n a s i n g l e s t r a i n i n o r d e r t o f i x a s m a n y v a r i a b l e s a s p o s s i b l e .

A d d i t i o n a l l y ,
c o n d u c t i n g t o x i c i t y a n d m e c h a n i s t i c s t u d i e s i n a s i n g l e s t r a i n p r o v i d e s t h e

a d d e d b e n e f i t o f s t a n d a r d i z i n g t h e g e n o t y p e a c r o s s m u l t i p l e c h e m i c a l s .

C u r r e n t a p p r o a c h e s f a i l t o c a p t u r e t h e c o m p l e x i t y o f h u m a n t o x i c i t y w i t h r e g a r d t o

d i v e r s e g e n e t i c b a c k g r o u n d s , u n c o n t r o l l e d e n v i r o n m e n t a l e f f e c t s a n d d u r a t i o n o f e x p o s u r e .

T o a d d r e s s s o m e o f t h e c u r r e n t l im i t a t i o n s i n t h e i n t e r p r e t a t i o n o f d a t a w i t h r e s p e c t t o

p o p u l a t i o n w i d e e f f e c t s , t o x i c o l o g i s t s a r e u s i n g v a r i o u s m o u s e m o d e l s . T h e s e m o d e l s a r e

b e i n g u t i l i z e d t o e v a l u a t e g e n e - e n v i r o n m e n t i n t e r a c t i o n a n d a s s e s s g e n e t i c c a u s e s o f i n t e r -
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i n d i v i d u a l v a ri a b i l i t y i n t o x i c i t y . P a n e l s o f g e n e t i c a l l y d i s t i n c t a n im a l s a r e r e p r e s e n t a t i v e o f a

g e n e t i c a l l y d i v e r s e p o p u l a t i o n a n d p r o v i d e a f i x e d g e n o t y p e f o r a g i v e n s t r a i n . I n b r e d m o u s e

s t r a i n s a r e w e l l s u i t e d f o r s y s t e m s b i o l o g y a p p r o a c h e s t o e n h a n c e o u r u n d e r s t a n d i n g o f

m o d e s o f a c t i o n
,

a n d f u r t h e r m o r e
,

a i d i n t h e di s c o v e r y o f n e w b i o m a r k e r s c o r r e l a t e d w i t h

r e s p o n s e t o e x p o s u r e
.
E a c h i n b r e d m o u s e s t r a i n r e p r e s e n t s a n u n l im i t e d s u p p l y o f t h e

g e n e t i c a l l y i d e n t i c a l i n d i v i d u a l s , p r e s e n t i n g t h e o p p o r t u n i t y f o r r e p e a t t e s t i n g , w h i c h i s

im p o r t a n t f o r d e m o n s t r a t i n g r e p r o d u c i b i l i t y o f r e s p o n s e .

O u r g o a l i s t o e s t a b l i s h w h e t h e r h i gh - t h r o u g h p u t i n v i t r o s t u d i e s u s i n g c u l t u r e d

h e p a t o c y t e s i s o l a t e d f r o m g e n e t i c a l l y d i s t i n c t m o u s e s t r a i n s c a n p r o d u c e d a t a t h a t m a y b e

u s e d f o r p r e d i c t i o n s o f m v i v o a d v e r s e e f f e c t s o f c h e m i c a l a g e n t s i n h e t e r o g e n e o u s

p o p u l a t i o n s . F i r s t
,
w e p l a n t o e s t a b l i s h w h e t h e r s t a n d a r d i z e d c e l l i s o l a t i o n a n d c u l t u r e

c o n d i t i o n s a r e s u f fi c i e n t f o r t h e n e a r -

p h y s i o l o g i c a l m a i n t e n a n c e o f t h e c e l l s i s o l a t e d fr o m

d i f f e r e n t m o u s e i n b r e d s t r a i n s . S e c o n d
,
w e p l a n t o c o n d u c t a c o m p a r a t i v e i n v i t r o / i n v i v o

a n a l y s i s o f t o x i c a n t - i n du c e d r e s p o n s e s t o m o d e l t o x i c a n t s .
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C h a p t e r 3

M e t h o d s

C h e m i c a l s : A c e t a m i n o p h e n ,
P h e n o b a r b i t a l

,
W Y - 14

,
64 3 a n d d e x a m e t h a s o m e w e r e

p u r c h a s e d fr o m S i gm a Ch e m i c a l (St . L o u i s , M O ) .
R i f a m p i n w a s k i n d l y p r o v i d e d b y D r .

D a v i d D i x (U S E P A
,
R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k

,
N o r t h C a r o l i n a ) . C a l c e i n A M a n d e th i di u m

h o m o dim e r - 1 w e r e o b t a i n e d fr o m M o l e c u l a r P r o b e s (E u g e n e , O R ) . C o U a g e n a s e t y p e I a n d

f e t a l b o v i n e s e r u m w a s p u r c h a s e d f r o m Si g m a - A l d r i c h (St . L o u i s , M O ).
I n s u l i n s e l e n i u m

t r a n s f e r r i n w a s o b t a i n e d f r o m G I B C O (G r a n d I s l a n d
,
N Y ) .

A n i m a l s : P r i m a r y m o u s e h e p a t o c y t e s w e r e i s o l a t e d f r o m 4 - 6 w e e k o l d m a l e m i c e (s t r a i n s

A / J
,
B 6 C 3 F 1

,
B A L B / c J , C 3 H / H e J

,
C 5 7 B L / 6J

,
C A S T /E i J

,
D B A /2 J

,
F V B / N J

,
B A L B / c B y J ,

A K R / J ,
M R L /M p J ,

N O D / L t J
,
N Z W/ L a c J ,

P WD /P h J a n d W SB / E i J ) fr o m Ja c k s o n

L a b o r a t o r i e s (B a r H a r b o r
,
M a i n e ) . St r a i n s w e r e s e l e c t e d o n t h e b a s i s o f t h e i r l i n e a g e a n d th e

e x t e n s i v e e x p e r i e n c e w i t h s o m e s t r a i n s (i . e . B 6 C 3 F 1 /J
,
C 5 7 B L / 6 J a n d N O D / L t J) w a s a l s o

t a k e n i n t o a c c o u n t . M i c e w e r e h o u s e d b y s t r a i n i n g r o u p s o f t h r e e i n a c o n s t a n t a l t e r n a t i n g

12 - h l i g h t a n d d a r k c y c l e a n d a l l o w e d f r e e e x c e s s t o f o o d a n d w a t e r . A l l p r o c e d u r e s w e r e

a p p r o v e d b y t h e I n s t i t u t i o n a l A n im a l C a r e a n d U s e C o m m i t t e e .

P r e p a r a t i o n o f c u l t u r e d i s h e s : O n e d a y p r i o r t o h e p a t o c y t e c u l t u r e p r e p a r a t i o n
, 2 4 - w e l l

p l a s t i c c u l t u r e p l a t e s w e r e p r e c o a t e d w i t h a c o l l a g e n s o l u t i o n (P u r e C o l
^ ' ^

p u r i fi e d c o l l a g e n ) .
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t o o b t a i n a s im p l e (ri g i d ) s u b s t r a t u m . C o l l a g e n s o l u t i o n (3 8 . 7 5 jLi g /m l ) w a s a d d e d t o e a c h

w e l l .
P r e c o a t e d p l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 7 C a n d 5 % C O 2 f o r 3 0 m i n . F o l l o w i n g i n c u b a t i o n

t h e p l a t e s w e r e w a s h e d w i th P B S a n d a l l o w e d t o dr y u n d e r U V l i g h t i n a s t e ri l e h o o d . F o r t h e

t h i r d e x p e ri m e n t 2 4 a n d 9 6 - w e l p l a t e s p r e - c o a t e d w i t h SL c o l l a g e n t y p e I w e r e p u r c h a s e d

fr o m B D B i o s c i e n c e s (B e d f o r d ,
M A ).

I s o l a t i o n a n d c u l t u r e o f m o u s e h e p a t o c y t e s : P ri m a r y h e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d a n d

m a i n t a i n e d b y C e l l z D i r e c t / L i f e T e c h n o l o g i e s (R T P , N C ) fo r e x p e ri m e n t s 1 a n d 2
. F o r

e x p e ri m e n t 3 , p ri m a r y h e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d b y C e l l z D i r e c t a n d m a i n t a i n e d a t t h e

L a b o r a t o r y o f E n v i r o n m e n t a l G e n o m i c s a t U N C - Ch a p e l H i l l . C e l l i s o l a t i o n a n d m a i n t e n a n c e

p r o t o c o l s w e r e p e r f o r m e d a c c o r d i n g t o C e l l z D i r e c t '

s s t a n d a r d o p e r a t i n g p r o c e d u r e s f o r

m o u s e h e p a t o c y t e s a t t h e s t a r t o f t h e s t u d y . H e p a t o c y t e s w e r e i s o l a t e d u s i n g a t w o - s t e p

c o l l a g e n a s e p e r f u s i o n m e t h o d . I n b ri e f , t h e a n im a l s w e r e a n e s t h e t i z e d w i t h a c o c k t a i l o f

x y l a z i n e a n d k e t a s e t l Om g/ m l , i . p . (2 m g / 10m g x l y a z in e L l o y d L a b o r a t o ri e s
,
2m g / 10m g

k e t a s e t H C l F o r t D o d g e ) . H e p a t o c ) d :e c u l t u r e s w e r e p r e p a r e d a t t h e s a m e t im e o f d a y

th r o u g h o u t t h e s t u d y a s d i u r n a l e f f e c t s h a v e b e e n s h o w n t o a f f e c t g e n e e x p r e s s i o n i n r o d e n t

s t u d i e s . T h e l i v e r w a s p e r f u s e d i n s i t u w i t h a s a l i n e s o l u t i o n w i t h o u t m a g n e s i u m a n d c a l c i u m

a n d a c o l l a g e n a s e b u f f e r (a p p r o x i m a t e l y 4 . 5 m g o f c o l l a g e n a s e t y p e I V
,
S i g m a ) ,

t h e s o l u t i o n s

w e r e w a r m e d t o 3 7 - 4 0 C p ri o r t o u s e a n d r e m a i n e d w a r m e d t h r o u g h o u t t h e p e r f u s i o n . A

c a t h e t e r w a s i n s e r t e d i n t o t h e a t ri u m o f t h e h e a r t p o s i t i o n e d i n t h e s u p e ri o r v e n a c a v a j u s t

b e l o w t h e d i a p hr a gm .
T h e p o r t a l v e i n w a s t h e n c u t . T h e l i v e r w a s t h e n p e r f u s e d fo r

a p p r o x im a t e l y 1 2 m i n . (4 m i n . f o r t h e f i r s t p e r f u s i o n s o l u t i o n a n d 8 m i n . f o r t h e s e c o n d

p e r f u s i o n s o l u t i o n ) . St e ri l e q
- t i p s w e r e u t i l i z e d t o d e t e r m i n e s t r u c t u r a l i n t e g ri t y ,

o n c e i t w a s
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d e t e r m i n e d b y t h e p e r f u s i o n i s t t h a t t h e l i v e r h a d b e e n fu l l y d i g e s t e d i t e x c i s e d a n d f u l l y

d i s a s s o c i a t e d i n a s u p p l e m e n t e d c u l t u r e m e d i u m c o n t a i n i n g 10 % F B S (W i l l i a m '

s E c u l t u r e

m e d i a ,
S i g m a ) A f i l t e r ( 1 0 0 m i c r o n ) w a s u s e d t o s e p a r a t e o u t d e b r i s f r o m t h e d e s i r e d c e l l

fi -

a c t i o n a n d a p o s t f i l t e r y i e l d a n d v i a b i l i t y w e r e o b t a i n e d u s i n g a h e m a c y t o m e t e r a n d t h e

t r y p a n b l u e e x c l u s i o n m e t h o d (T r y p a n B l u e S i gm a
,
0 . 4 % ) . H e p a t o c y t e s w e r e p u r i f i e d b y

P e r c o l l gr a d i e n t c e n t r i f u g a t i o n (P e r c o U®
,
Si g m a ) , v i a b l e h e p a t o c y t e s w e r e t h e n s e q u e n t i a l l y

w a s h e d t w i c e w i t h WE M s u p p l e m e n t e d w i t h 10% F B S a n d t r a n s f e r r e d t o a t i s s u e c u l t u r e

f l a s k a n d p l a c e d o n a n o r b i t a l s h a k e r (5 0 r p m s ) a n d a l l o w e d t o i n c u b a t e a t 3 7 C fo r 3 0 m i n .

Su b s e q u e n t w a s h s t e p s w e r e c a r r i e d o u t t o r e m o v e a dd i t i o n a l d e b r i s .
F i n a l y i e l d s a n d

v i a b i l i t y w e r e c a l c u l a t e d u s i n g t h e m e th o d d e s c r i b e a b o v e . H e p a t o c y t e s w e r e s u s p e n d e d i n a

m o d i f i e d WE M i n t h e p r e s e n c e o f 1 0 % F B S a n d a d d e d t o t h e p r e c o a t e d d i s h e s a t a d e n s i t y o f

. 1 5 0 X l O' ^e c e l l s / w e l l o f a 2 4 - w e l l p l a t e a n d . 0 2 x 1 0 -̂ 6 c e l l s /w e l l f o r a 9 6 w e l l p l a t e ,
c e l l s

w e r e a l l o w e d t o a t t a c h f o r f o u r h o u r s a t 3 7 C a n d 5 % C 0 2 . H e p a t o c y t e s w e r e c u l t u r e d

a c c o r d i n g t o t h e w o r k f l o w d e p i c t e d i n F i g . 1A a n d I B . F o u r h o u r s p o s t p l a t i n g t h e m e d i a w a s

a s p i r a t e d a n d . 5 m l o f fi ^

e s h m a i n t e n a n c e m e d i a w i t h o u t F B S w a s a d d e d t o e a c h w e l l o f a 2 4 -

w e l l p l a t e a n d 10 0 )0 1 p e r w e l l f o r a 9 6 - w e l l p l a t e a n d r e t u r n e d t o t h e i n c u b a t o r f o r a n o t h e r

2 4 h . M e d i a w a s r e p l e n i s h e d o n a d a i l y b a s i s .

M o r p h o l o g y : P h a s e c o n t r a s t p i c t u r e s w e r e t a k e o f t h e h e p a t o c y t e s i n t h e s i n g l e l a y e r

c o n f i g u r a t i o n a t d a y 1
,
3

,
5 a n d 7 f o r t h e f i r s t t w o e x p e r i m e n t s

,
a t a m a g n i f i c a t i o n o f 2 0 0 x w i t h

a (i n s e r t b r a n d n a m e o f s c o p e ) i n v e r t e d m i c r o s c o p e C e l l m o r p h o l o g y w a s a s s e s s e d

q u a l i t a t i v e l y b y c o n d u c t i n g i n t r a a n d i n t e r s t r a i n c o m p a r i s o n s t o d a y 1 c u l t u r e s .
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P h o t o m i c r o g r a p h s w e r e t a k e n o f h e p a t o c y t e s o n a d a i l y b a s i s f o r t h e t h i r d e x p e r im e n t a t a

m a g n i fi c a t i o n o f 2 0 0 x w i t h a O l y m p u s i n v e r t e d m i c r o s c o p e .

F l u o r e s c e n c e M i c r o s c o p y : F o r t h e f i r s t a n d s e c o n d e x p e r im e n t s , h e p a t o c y t e s w e r e s t a i n e d

w i t h c a l c e i n A M a n d e t h i d i u m h o m o d im e r - 1 t o q u a l i t a t i v e l y a s s e s s t h e p r o p o r t i o n o f l i v e t o

d e a d c e l l s (d a y 1
,
3 , 5 a n d 7) . E a c h w e l l r e c e i v e d l |a l o f d y e p e r 1m l o f s u p p l e m e n t e d W E M

m e d i a a n d i n c u b a t e d a t 3 7 C f o r 1 5m i n . S u b s e q u e n t l y , e a c h w e l l w a s ri n s e d t h r e e t im e s w i t h

s u p p l e m e n t e d c u l t u r e m e d i a t o r e m o v e e x t r a c e l l u l a r s u b s t r a t e b e f o r e im a g i n g a t a

m a gn i fi c a t i o n o f 2 0 0x w i t h a O l y m p u s i n v e r t e d m i c r o s c o p e .

C e l l a n d M e d i a H a r v e s t : M e d i a w a s h a r v e s t e d o n a d a i l y b a s i s . T h e fi r s t m e d i a h a r v e s t

o c c u r r e d 2 8 h p o s t - p l a t i n g ,
s u b s e q u e n t m e d i a c o l l e c t i o n s w e r e p e r f o r m e d e v e r y 24 h . M e d i a

w a s p o o l e d f r o m tw o - w e l l s o n a c u l t u r e p l a t e ,
r e p r e s e n t a t i v e o f o n e s t r a i n a n d t im e p o i n t ,

a n d

t r a n s f e r r e d t o a f r e s h e p p e n d o r f t u b e . Sa m p l e s w e r e t h e n c e n t ri f u g e d f o r Bm i n . a t 1 4 0 0 0 r p m ,

s u p e m a t a n t s w e r e t r a n s f e r r e d t o a 9 6 - d e e p w e l l b l o c k a n d s t o r e d a t - 2 0 C .
I mm e d i a t e l y

f o l l o w i n g m e d i a c o l l e c t i o n s c u l t u r e d c e l l s w e r e h a r v e s t e d i n e i t h e r 2 0 0 jm 1 o f T R I z o F '^

r e a g e n t (I n v i t r o g e n ) o r P B S a n d s t o r e d a t - 8 0 C a t t im e p o i n t s d a y I
, 3 ,

5 a n d 7 .

B i o c h e m i c a l A s s a y s : H a r v e s t e d m e d i a s a m p l e s w e r e r e m o v e d a n d a l l o w e d t o t h a w o n i c e

f o r q u a n t i f i c a t i o n o f s e l e c t e d b i o c h e m i c a l m a r k e r s . L a c t a t e d e h y d r o g e n a s e (L D H ), p y r u v a t e

a n d l a c t a t e p r o d u c t i o n w a s a s s e s s e d b y s t a n d a r d e n z y m a t i c p r o c e d u r e s (B e r g m e y e r ,
1 9 7 0) .

U r e a s y n t h e s i s w a s e v a l u a t e d u s i n g B i o A s s a y S y s t e m s Qu a n t i C hr o m
^ "^

U r e a A s s a y K i t
, t h i s

m e t h o d u s e s a c h r o m o g e n i c r e a g e n t t h a t f o r m s a c o l o r e d c o m p l e x s p e c i fi c a l l y w i t h u r e a . T o

10

NEATPAGEINFO:id=DD72698F-DBC8-4ABE-87ED-9D3B52676205



a c c o u n t f o r p y r u v a t e i n t h e m e d i a a l l r e p o r t e d v a l u e s h a v e b e e n s u b t r a c t e d f r o m f r e s h m e d i a

s o t h a t t h e d a t a r e fl e c t s t h e a b s o l u t e p y r u v a t e p r o d u c t i o n b y t h e c e l l s .

C y t o t o x i c i t y : T h e s t o c k s o f r e f e r e n c e c o m p o u n d s w e r e p r e p a r e d i n D M SO a t a c o n c e n t r a t i o n

2 0 0 - f o l d h i g h e r t h a n t h e e x p o s u r e l e v e l s . O n t h e d a y o f e x p o s u r e
,
w o r k i n g s o l u t i o n s w e r e

p r e p ar e d b y 2 0 0 - f o l d d i l u t i o n o f t h e s t o c k s i n a p p r o p r i a t e c u l t u r e m e d i a
,
r e s u l t i n g i n a fi n a l

r a t i o o f 2 . 5 : 5 0 0 iJ . l o f s t o c k s o l u t i o n t o c u l t u r e m e d i a . T h i s m e t h o d w a s e m p l o y e d t o e n s u r e a

fi n a l v e h i c l e c o n c e n t r a t i o n i n t h e c u l t u r e s w a s b e l o w . 5 % . C y t o t o x i c i t y o f r e f e r e n c e

c o m p o u n d s t o m o u s e h e p a t o c y t e s w a s d e t e r m i n e d b y m e a s u r i n g i n t r a c e l l u l a r A T P c o n t e n t
,

G S H l e v e l s a n d c a s p a s e 3 / 7 a c t i v i t y . A T P a n d G SH l e v e l s w e r e d e t e c t e d a n d q u a n t i fi e d u s i n g

C e l l T i t e r - G l o ® L u m i n e s c e n t C e l l V i a b i l i t y A s s a y a n d G SH - G l o ™ G l u t a t h i o n e A s s a y

(P r o m e g a ) r e s p e c t i v e l y a s p e r t h e m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l . C e l l T i t e r - G l o ® L u m i n e s c e n t C e l l

V i a b i l i t y A s s a y i s a h o m o g e n e o u s m e t h o d t h a t d e t e r m i n e s t h e c e l l v i a b i l i t y b a s e d o n t h e

p r o p e r t i e s o f a p r o p r i e t a r y t h e r m o s t a b l e l u c i f e r a s e (U l t r a - G l o
'

^ ^ R e c o m b i n a n t L u c i f e r a s e ) ,

w h i c h s i g n a l s t h e p r e s e n c e o f m e t a b o l i c a l l y a c t i v e c e l l s . G SH - G l o ™A s s a y i s b a s e d o n t h e

c o n v e r s i o n o f a l u c i f e r i n d e r i v a t i v e i n t o l u c i f e r i n i n t h e p r e s e n c e o f g l u t a t h i o n e
,
c a t a l y z e d b y

g l u t a t h i o n e S - t r a n s f e r a s e (G ST ) . C a s p a s e 3 /7 a c t i v i t y w a s d e t e r m i n e d b y C a s p a s e - G l o ® 3 / 7

(P r o m e g a ) , a d d i n g t h e c a s p a s e r e a g e n t r e s u l t s i n c e l l l y s i s , f o l l o w e d b y c a s p a s e c l e a v a g e o f

t h e s u b s t r a t e l i b e r a t i n g f r e e a m i n o l u c i f e r i n
,
w h i c h i s c o n s u m e d b y t h e l u c i f e r a s e

, g e n e r a t i n g a

l u m i n e s c e n t s i g n a l .

T h e s c h e m e f o r h e p a t o c y t e c u l t u r e i s d e s c r i b e d i n F i g . I C . H e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d

f r o m 3 s t r a i n s (B 6 C 3F 1 / J , C 5 7B L /6 J a n d N O D / L t J) a n d s e e d e d i n 2 4 a n d 9 6 - w e l l p l a t e s i n a

s i n g l e l a y e r c o n fi g u r a t i o n a t 1 5 0 , 0 0 0 c e l l /w e l l a n d 2 0
,
0 0 0 c e l l s p e r w e l l r e s p e c t i v e l y .
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H e p a t o c y t e s w e r e i n c u b a t e d f o r 2 4 h a n d 7 2 h ( t w o m e d i a c h a n g e s a t 2 4 h a n d 4 8 h ) b e f o r e

t r e a t m e n t w i t h c o m p o u n d s . A t t r e a t m e n t
,
c u l t u r e m e d i a w a s r e p l e n i s h e d i n e a c h w e l l w i t h t h e

a p p r o p ri a t e v o l u m e o f t h e w o r k i n g s o l u t i o n . A ft e r e x p o s u r e t o t h e r e f e r e n c e c o m p o u n d s f o r

2 4 h u n d e r n o r m a l i n c u b a t i o n c o n d i t i o n s , t h e r e c o mm e n d e d v o l u m e s o f C e l l T i t e r - G l o ® ,

G SH - G l o ^ "
a n d C a s p a s e - G l o ® 3 / 7 s o lu t i o n s w e r e a d d e d t o e a c h w e l l o f t h e 9 6 - w e l l p l a t e s

a n d th e c e l l s w e r e f u r t h e r i n c u b a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e a s p e r t h e m a n u f a c t u r e
'

s p r o t o c o l .

C u l t u r e d c e l l s a n d m e d i a w e r e h a r v e s t e d f r o m t h e 2 4 - w e l l p l a t e s a s d e s c ri b e d a b o v e .

P r o t e i n : P r o t e i n q u a n t i f i c a t i o n w a s p e r f o r m e d u s i n g B C A
^ "^

P r o t e i n A s s a y K i t (P i e r c e ) a n d

t h e s t a n d a r d m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l
,
B SA w a s u s e d a s a r e f e r e n c e s t a n d a r d .

R N A E x t r a c t i o n : F r o z e n s a m p l e s w e r e r e m o v e d a n d a l l o w e d t o e q u i l i b r a t e t o r o o m

t e m p e r a t u r e . F o r c u l t u r e d c e l l s c o l l a g e n l a y e r s w e r e s c r a p e d w i t h a s t e ri l e p l a s t i c s c r a p e r
,

2 0 0 jU l o f t h e T R I z o l m i x t u r e w a s t h e n t r a n s f e r r e d t o a f r e s h e p p e n d o r f t u b e a n d h o m o g e n i z e d

u s i n g a 2 5 g a u g e n e e d l e a n d a 1m l s y ri n g e . T h e l y s a t e w a s c e n t ri f u g e d f o r 1 5 m i n . a t 4 C .

F r o m t h e r e s u l t i n g a q u e o u s f r a c t i o n , t o t a l R N A w a s e x t r a c t e d u s i n g t h e T R I z o l

r e a g e n t / Q i a g e n R N e a s y M i n i k i t m e t h o d a n d t h e s t a n d a r d m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l . A l l R N A

s a m p l e s a r e i n a f i n a l e l u t i o n v o l u m e o f 5 0 m i c r o l i t r e s o f w a t e r
.
F o r a s s e s sm e n t o f t o t a l

R N A i n t e gri t y ,
s a m p l e s w e r e a n a l y z e d u s i n g R N A n a n o a s s a y L a b C h i p s ® (A g i l e n t

T e c h n o l o g i e s , S a n t a C l a r a
,
C A ) a n d p r o c e s s e d o n a 2 1 0 0 B i o a n a l y z e r (A g i l e n t T e c hn o l o g i e s )

a s p e r m a n u f a c t u r e r
'

s p r o t o c o l . Qu a n t i f i c a t i o n o f R N A w a s a l s o p e r f o r m e d u s i n g t h e N D -

1 0 0 0 s p e c t r o p h o t o m e t e r (N a n o D r o p ® T e c h n o l o g i e s ) .
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c D N A p r e p a r a t i o n a n d R T - P C R A n a l y s i s : F i r s t - s t r a n d c D N A w a s p r e p a r e d fr o m 2 ju g o f

t o t a l R N A u s i n g t h e H i g h C a p a c i t y c D N A R e v e r s e T r a n s c r i p t i o n K i t (A p p l i e d B i o s y s t e m s )

a s d e t a i l e d b y t h e m a n u f a c t u r e . T r a n s c r i p t s e n c o d i n g a c y l - C o e n z y m e A o x i d a s e 1 (A C O X l ) ,

a l b u m i n (A L B ) ,
c a r b a m o y l -

p h o s p h a t e s y n t h e t a s e 1 (C P S- 1 ) ,
c y t o c h r o m e P 4 5 0

,
f a m i l y 1

,

s u b f a m i l y a
, p o l y p e p t i d e 2 (C Y P 1A 2 ) , c y t o c hr o m e P 4 50

,
f a m i l y 2

,
s u b f am i l y e

, p o l j ^ e p t i d e

1 (CY P 2 E 1) ,
c y t o c h r o m e P 4 5 0 ,

f am i l y 2
,
s u b f a m i l y e

, p o l y p e p t i d e 1 (CY P 3 A 1 1) ,

c y t o c h r o m e P 4 5 0
,
f a m i l y 4

,
s u b f a m i l y a

, p o l y p e p t i d e 1 0 (CY P 4 A 10 ) , g l u t a t h i o n e S-

t r a n s f e r a s e , a l p h a 2 (G ST A 2 ) ,
h e p a t i c n u c l e a r f a c t o r 4 , a l p h a (H N F 4 a ) , n u c l e a r f a c t o r

,

e r y t h r o i d d e r i v e d 2
,
l i k e 2 (N R F 2 ), p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r a c t i v a t e d r e c e p t o r a l p h a

(P P A R a ) , U D P g l u c u r o n o s y l t r a n s f e r a s e 1 f a m i l y , p o l y p e p t i d e A l (U G T l A l ) a n d s o l u t e

c a r r i e r o r g a n i c a n i o n t r a n s p o r t e r f a m i l y , m e m b e r l b 2 (SL C 0 1B 2 ) w e r e q u a n t i f i e d b y R T -

P CR a n a l y s i s (T a q M a n G e n e E x p r e s s i o n A s s a y s , A p p l i e d B i o s y s t e m s ) . R N A s a m p l e s , f r o m

s e l e c t e d t im e p o i n t s
,
c u l t u r e d a y 1 a n d 3

,
w e r e a n a l y z e d fo r g e n e e x p r e s s i o n . F l u o r e s c e n c e

i n t e n s i t y o f t h e p r o b e s w a s q u a n t i f i e d u s i n g t h e R o c h e L i g h t c y c l e r 4 80 a n d m a n u f a c t u r e r
'

s

s o ft w a r e . D a t a a n a l y s i s i n c l u d e d t h e d e r i v a t i o n o f 2 ^^ ^ *̂ ^
v a l u e s . T h e A C t v a l u e fo r a l l g e n e s

w e r e c a l c u l a t e d r e l a t i v e t o t h e a v e r a g e o f C t v a l u e s f o r G U S B p r o b e s . T h e A A C t v a l u e s w e r e

c a l c u l a t e d u s i n g c u l t u r e d c e l l s A C t v a l u e s r e l a t i v e t o m e a n A C t v a l u e s fo r s t r a i n - m a t c h w h o l e

l i v e r s a m p l e s .

D a t a a n d S t a t i s t i c a l A n a l y s i s : T h e s o f tw a r e p a c k a g e G r a p h P a d (v e r s i o n 4 . 0
,
P r i s m

,
L a

J o U a
,
C A ) w a s u s e d t o p l o t t h e t i m e - c o u r s e a n d g e n e e x p r e s s i o n d a t a ,

i n a d d i t i o n t o t h e d o s e -

r e s p o n s e c u r v e s a n d t o c a l c u l a t e t h e E C 5 0 v a l u e s . D a t a a r e r e p r e s e n t e d a s m e a n v a l u e s p l u s o r

m i n u s t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r a t l e a s t t w o r e p l i c a t e w e l l s f o r e a c h c o n d i t i o n w i t h a
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m i n im u m o f 2 e x p e ri m e n t a l r e p e a t s , w i t h e a c h e x p e ri m e n t a l r e p e a t r e p r e s e n t i n g c e l l s fr o m a

d i f f e r e n t h e p a t o c y t e p r e p a r a t i o n . O n e - w a y A N O V A w a s u s e d fo r s t a t i s t i c a l c o m p a ri s o n w i t h

c o n t r o l ( * ) . I n c a s e s i n w h i c h m o r e t h a n o n e v a ri a b l e w a s c o m p a r e d (i . e
. c u l t u r e d a y a n d

c o n c e n t r a t i o n ) a t w o - w a y A N O V A w i t h T u k e y
'

s m u l t i p l e c o m p a ri s o n t e s t w a s u t i l i z e d . A p

v a l u e l e s s t h a n 0 . 0 5 w a s s e l e c t e d p ri o r t o t h e s t u d y t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i gn i f i c a n c e

b e t w e e n g r o u p s .
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C h a p t e r 4

R e s u l t s

A s s e s s m e n t o f c e l l v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n a l i t y i n 1 5 s t r a i n s

C o n v e n t i o n a l c u l t u r e s f r o m p ri m a r y m o u s e h e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d fr o m a t o t a l o f

1 5 i n b r e d m o u s e s t r a i n s , u s i n g 3 d i f f e r e n t s t r a i n s p e r w e e k o v e r 5 w e e k s . T h i s s t u d y a im e d

t o i n v e s t i g a t e b a s a l d i f f e r e n c e s i n t h e f u n c t i o n a l i t y o f i s o l a t e d h e p a t o c >t e s f r o m di s t i n c t

g e n e t i c b a c k g r o u n d s . Sa m p l e s i z e s w e r e l im i t e d t o n = l d u e t o l o g i s t i c a l c o n s t r a i n t o f t h e

s t u d y i n c o l l a b o r a t i o n w i t h C e l l z D i r e c t
,
s u b s e q u e n t e x p e ri m e n t s w e r e c o n d u c t e d t o t e s t f o r

r e p r o d u c i b i l i t y . W e u t i l i z e d s t a n d a r d i z e d c e l l i s o l a t i o n a n d c u l t u r e c o n d i t i o n s t o d e t e r m i n e

w h e t h e r t h e n e a r - p h y s i o l o g i c a l m a i n t e n a n c e o f t h e c e l l s c a n b e a c h i e v e d a c r o s s a p a n e l o f

i n b r e d s t r a i n s . T h e e x p e r im e n t a l d e s i g n f o r t h i s s t u d y i s d e p i c t e d i n F i g . l a
. A t b ri e f , t h e

h e p a t o c y t e s w e r e i s o l a t e d a t t = 0 a n d c u l t u r e d o u t t o d a y 7
,
c u l t u r e m e d i a w a s h a r v e s t e d d a i l y

a n d t h e c u l t u r e d c e l l s w e r e h a r v e s t e d o n d a y s 1
,
3

,
5 a n d 7 (F i g .

l a ) . C u lt u r e m e d i a w a s

r e p l e n i s h e d o n a d a i l y b a s i s . T o t a l c e l l n u m b e r s
,
r e p r e s e n t i n g l i v e r p a r e n c h y m a l c e l l y i e l d s

,

w e r e c o m p a r e d b e tw e e n s t r a i n s ( Su p p l e m e n t a r y T a b l e 1) . T h e a b i l i t y t o a c h i e v e g o o d c e l l

y i e l d s w a s o b t a i n e d a c r o s s t h e p a n e l o f s t r a i n s , w i t h a m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f 5 9 . 3 ±

1 3 . 8 m i l l i o n c e l l s p e r a n im a l . F i n a l v i a b i l i t y ,
a s d e t e rm i n e d b y T r y p a n B l u e e x c l u s i o n

,

r e v e a l e d l i t t l e d i f f e r e n c e b e t w e e n s t r a i n s
,
w i t h a m e a n a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n o f 9 2 . 8 + 3 . 5 % .
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C e ll H a r v e s t

M e d iu m c h a n g e I

I 4 h ; 2 2 h

C e l l H a r v e s t C e ll H a r v e s t

t

i i

t t
C e lls S e e d e d C u l t u r e D a y 1 C u lt u r e D a y 2

O h 2 4 h 4 8 h

t
C u lt u r e D a y 3

7 2 h

t
C u l tu r e D a y 4

9 6 h

t t
C u lt u r e D a y 5

1 2 0 h
C u l tu r e D a y 6

1 4 4 h

C e ll H a r v e s t

i

t
C u lt u r e D a y 7

1 6 8 h

B
M e d i u m c h a n g e

i ^
4 h I 2 2 h

t
C e l ls S e e d e d

D a y O

E x p o s u r e P e r io d

t
Co m po u n d D o s in g

D a y l

1

t

^

C y t o t o x i c i t y M e a s u r e d
D a y 2

E x p o s u re P e r io d

t
C o m p o u n d D o s in g

D a y 3

i

t
C y to t o x ic it y M e a s u r e d

D a y 4

F i g u r e 1 : S c h e m e s o f p r i m a r y c u l t u r e s o f m o u s e h e p a t o c y t e s i n a c o n v e n t i o n a l m o n o l a y e r f o r t h e

m e a s u r e m e n t s o f b a s a l l e v e l f u n c t i o n a l i t y a n d e x p r e s s i o n (A ) a n d c y t o t o x i c i t y (B ). F o r fu n c t i o n a l i ty
a n d e x p r e s s i o n e x p e r i m e n t s (A ) h a n d c o a t e d c o l l a g e n ty p e 1 2 4 - w e l l p l a t e s w e r e p r e p a r e d 2 4 h p r i o r t o

s e e d i n g H e p a t o c y t e s w e r e s e e d e d a t t = 0 h w i t h W E M s u p p l e m e n t e d w i t h 10 % F B S a n d a l l o w e d a n

a t t a c hm e n t p e r i o d o f 4 h a f t e r w h i c h fr e s h W E M w it h o u t F B S w a s r e p l a c e d M e d i a h a r v e s t w a s c a r r i e d

o u t d a i ly a n d c e l l s w e r e h a r v e s t o n c u l t u r e d a y 1
,
3

, 5 a n d 7 T o e v a l u a t e c y t o t o x i c i t y c e l l s w e r e p l a t e d
in p r e c o a t e d c o l l a g e n ty p e 1 9 6 - w e l l p l a t e s fr o m B D T M T h e c u l t u r e s w e r e fr e a t e d w i t h 0 5 % ( v / v )
D M SO o r th e r e f e r e n c e c o m p o u n d s (d i s s o l v e d i n D M S O ) in 10 0 / i L o f W E M w it h o u t F B S

,
a t d o s i n g

d a y s 1 a n d 3 f o r a p e r i o d o f 24 h u n d e r n o r m a l in c u b a t i o n c o n d i t i o n s C y t o t o x i c i ty w a s m e a s u r e d a t

d a y s 2 a n d 4 .

P h a s e c o n t r a s t m i c r o s c o p y w a s e m p l o y e d t o a s s e s s m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s i n t h e

h e p a t o c y t e s o v e r t i m e a n d e v a l u a t e m o n o l a y e r c o n f l u e n c y a n d c e l l h e a l t h . M o r p h o l o g i c a l

a s s e s s m e n t a t c u l t u r e d a y 1 r e v e a l e d a h e a l t h y m o n o l a y e r ,
a s i n d e x e d b y a t y p i c a l

c o n f i g u r a t i o n o f c u b o i d a l c e l l s a n d c o n fl u e n c y g e n e r a l l y gr e a t e r t h a n 9 0 % . L i t t l e d i f f e r e n c e s

w e r e o b s e r v e d b e tw e e n s t r a i n s a t c u l t u r e d a y 1 . T h e p r o g r e s s i v e d e t e r i o r a t i o n o f t h e c u l t u r e s

s t a r t i n g a t d a y 3 c o n t i n u i n g o n t o d a y 7 , m a r k e d b y th e l o s s o f m o n o l a y e r c o n fl u e n c y a n d a

h i g h d e n s i t y o f c e l l s w i t h i r r e g u l a r s h a p e , w a s o b s e r v e d i n c u l t u r e s r e p r e s e n t a t i v e o f a l l 1 5

16

NEATPAGEINFO:id=946EEF6B-17AF-4F20-8FAA-047320BD3D31



s t r a i n s . F l u o r e s c e n c e s t a i n i n g o f c a l c e i n A M a n d e t h i d i u m h o m e r d im e r - 1 w a s e m p l o y e d

s im u l t a n e o u s l y i n t h i s s t u d y t o q u a l i t a t i v e l y e x a m i n e c e l l v i a b i l i t y a n d d e a t h (d a t a n o t

s h o w n ) . Im a g e s s h o w e d a g r e a t e r n u m b e r o f d e a d c e l l s o n c u l t u r e d a y 7 c o m p a r e d t o c u l t u r e

d a y 1 .

Sa m p l e s o f c u l t u r e m e d i a w e r e c o l l e c t e d o n a d a i l y b a s i s o v e r a 7 - d a y p e r i o d a n d

a n a l y z e d f o r L D H r e l e a s e
, p y r u v a t e

,
l a c t a t e a n d u r e a p r o d u c t i o n t o a s s e s s f u n c t i o n a l i t y .

F o l l o w i n g a s s e s s m e n t
,
L D H

, p y r u v a t e
,
l a c t a t e a n d u r e a l e v e l s w e r e n o r m a l i z e d t o t h e

a v e r a g e r e l e a s e /p r o d u c t i o n o f e a c h m a r k e r o v e r t h e c o u r s e o f c u l t u r e f o r e a c h s t r a i n , t h i s

v a l u e i s e q u i v a l e n t t o 10 0 % (F i g . 2 ) . T h i s m e t h o d o f n o r m a l i z a t i o n w a s c h o s e n f o r a n e a s y

c o m p a r i s o n o f t r e n d s a c r o s s t h e p a n e l o f s t r a i n s . T h e o v e r a l l t r e n d o f L D H r e l e a s e
,
a m a r k e r

o f c e l l u l a r m em b r a n e i n t e g r i t y ,
w a s s im i l a r b e tw e e n s t r a i n s t y p i c a l l y s t a b i l i z i n g b y c u l t u r e

d a y 2 (F i g . 2 a ) . P y r u v a t e a n d l a c t a t e w e r e m e a s u r e d a s s u r r o g a t e m a r k e r s o f c e l l u l a r

r e s p i r a t i o n i n t h e a e r o b i c a n d a n a e r o b i c s t a t e s r e s p e c t i v e l y . P y r u v a t e l e v e l s i n c r e a s e d

n o t i c e a b l y 4 8 h a f t e r s e e d i n g , a f t e r w h i c h a p l a t e a u p h a s e w a s o b s e r v e d i n a l l 1 5 s t r a i n s
,

w h e r e a s l a c t a t e l e v e l s s t a b i l i z e d im m e d i a t e l y (F i g . 2 c a n d 2 d ) . T h e r a t e o f u r e a s y n t h e s i s , a

s u r r o g a t e m a r k e r f o r n i t r o g e n m e t a b o l i s m
,
f a i l e d t o s t a b i l i z e o v e r t h e c o u r s e o f t h e

e x p e r im e n t (F i g . 2 b ) T o t a l p r o t e i n w a s q u a n t i f i e d i n c e l l s h a r v e s t e d f r o m c u l t u r e d a y 1
,
3

,
5

a n d 7 (Su p p l e m e n t a r y F i g .
2 a ) . P r o t e i n l e v e l s r e m a i n e d s t a b l e o v e r t h e c o u r s e o f t h e

e x p e r i m e n t .

1 7
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o
E

a .

c

O

D.

30 0 '

2 0 0

3 0 0

SO O n

2 0 0 '

C u l t u r e D a y
C u lt u r e D a y

-
•

- B 6 C 3 F 1 - ♦ - B A L B c J
- ■ - C 3 HH e J ^ C 5 7 B 6 J
- » - A J a D BA

NO D - • - MR L -
t t

- C A ST

P W D - * - BA L B c BY - O - NZ W

FV B - I - A KR - B - W S B

F ig u r e 2 : F u n c t i o n a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f c u l t u r e d h e p a to c y t e s r e p r e s e n t a t i v e o f 15 i n b r e d m o u s e s t r a i n s : A / J ,

B 6 C 3 F 1 ,
B A L B / c J

,
C 3H / H e J

,
C 5 7 B L / 6 J

,
C A ST / E i J

,
D B A / 2 J

,
F V B /N J

,
B A L B /c B y J ,

A K R /J
,
M R L /M p J ,

N O D / L t r , N Z W / L a c J , P W D / Ph J a n d W SB / E iJ (n = l ) H e p a t o c y t e s fr o m m a l e m i c e (4 - 6 w k s o f a g e ) w e r e

i s o l a t e d b y c o l l a g e n a s e p e r fu s i o n , p u r i fi e d b y P e r c o l l g r a d i e n t c e n t r i f u g a t i o n ( fi n a l v i a b i l i t y > 9 0 % ) c u l t u r e d

o n h a n d c o a t e d r i g i d c o l l a g e n 2 4 w e l l p l a t e s i n a c o n v e n t i o n a l m o n o l a y e r u p t o d a y 7 M e d i a w a s h a r v e s t e d

d a i ly ,
c e l l c u l t u r e s u p e m a t a n t s w e r e s t o r e d a t (- 2 0 o C ) a n d a s s a y e d a t a l a t e r d a t e L a c t a t e d e h y dr o g e n a s e

,

p y r u v a t e a n d l a c t a t e l e v e l s w e r e q u a n ti fi e d u s in g s t a n d a r d e n z )a n a ti c p r o c e d u r e s (B e r g m e y e r , 19 7 0 ) . ( a )
R a t e s o f L D H r e l e a s e (b ) R a t e s o f u r e a p r o d u c t i o n (B i o A s s a y S y s t e m s B U N U r e a k i t ) (c ) R a te s o f p y r u v a t e

p r o du c t i o n ( d) R a t e s o f l a c t a t e p r o d u c t i o n
.
D a t a w a s n o r m a l i z e d t o t o t a l p r o t e i n ( P i e r c e B C A k i t ) th e n m e a n

c e n t e r e d t o th e a v e r a g e o f d a i l y ( r e l e a s e / p r o du c t i o n ) f o r e a c h b i o c h e m i c a l p a r a m e t e r

1 8
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B a s a l l e v e l o f e x p r e s s i o n o f k e y l i v e r s p e c i f i c g e n e s o f h e p a t o c y t e s w a s e v a l u a t e d i n

t h e c u l t u r e s (d a y 1 a n d 3 ) a n d w h o l e l i v e r s a m p l e s f o r s e l e c t e d s t r a i n s . R T - P C R a n a l y s i s w a s

c o n d u c t e d f o r c o m p a r i s o n o f k e y l i v e r s p e c i f i c g e n e s A L B
,
C Y P 4 A 10

,
H N F 4 a a n d U G T l A l

(F i g . 3 ) . T r a n s c r i p t s w e r e s e l e c t e d o n t h e b a s i s o f f u n c t i o n a n d s i g n i f i c a n c e i n t h e c e l l

r e l e v a n t f o r t h e e v a l u a t i o n o f dr u g m e t a b o l i s m a n d t o x i c i t y . D a t a w a s n o r m a l i z e d t o p e r c e n t

o f m a t c h e d w h o l e l i v e r s a m p l e s (w h o l e l i v e r s a m p l e s w e r e u n a v a i l a b l e f o r M R L /J) .

C Y P 4 a l O a n d U G T l A l w e r e e x p r e s s e d a t l o w e r l e v e l s i n h e p a t o c y t e s f r o m c u l t u r e d c e l l s

c o m p a r e d t o w h o l e l i v e r . P r im a r y c u l t u r e s w e r e a b l e t o m a i n t a i n e x p r e s s i o n l e v e l s o f A L B

a n d H N F 4 a c o m p a r e d t o w h o l e l i v e r
,
w h i c h s u p p o r t s e v i d e n c e t h a t c e l l s m a i n t a i n e d

p h e n o t y p i c f u n c t i o n p a s t c u l t u r e d a y 3 a s i n d e x e d b y p r e v i o u s b i o c h e m i c a l a n a l y s i s .
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Q .
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<
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U G T 1 A 1 (P h a s e I I )

5
D

S
5
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CD

L i v e r T i s s u e C u l t u r e D a y 1 C u l t u r e D a y 3

F i g u r e 3 : G e n e e x p r e s s i o n a n a l y s i s o f h e p a t o c y t e s i n c o n v e n t i o n a l m o n o l a y e r m RN A l e v e l s r e p r e s e n t a t i v e

o f l i v e r - s p e c i fi c g e n e s f r o m a p a n e l o f i n b r e d m o u s e s t r a i n s ( C 3H / H e J , C A ST / E iJ , D B A / 2 J , F V B / N J ,

B A L B / c B y J , A K R / J , N Z W / L a c J a n d PW D / Ph J ) R T - P C R a n a l y s i s o f A L B
,
H N F 4 a

,
C Y P 4 A 10 a n d

U G T l A l i n m o u s e l i v e r t i s s u e (b l a c k b a r ) a n d h e p a t o c y t e s f r o m c u l t u r e d c e l l s d a y 1 (w h i t e b a r ) a n d 3

( gr e y b a r ) A l l d a t a w a s n o r m a li z e d t o g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s i n w h o l e l i v e r s a m p le s .

2 0
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R e p r o d u c i b i l i t y o f v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n a l i t y i n 3 s t r a i n s

C o n v e n t i o n a l c u l t u r e s fr o m p ri m a r y m o u s e h e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d fr o m 3 i n b r e d

m o u s e s fr a i n s (n = 3 ) ,
i n o r d e r t o i n v e s t i g a t e r e p r o d u c i b i l i t y o f v i a b i l i t y a n d fu n c t i o n a l i t y .

M a l e B 6 C 3F 1 / J
,
C 5 7 B L /6 J a n d N O D / L t J w e r e c h o s e n f o r t h i s s t u d y b e c a u s e o f t h e e x t e n s i v e

u t i l i z a t i o n o f t h e s e s t r a i n s i n t o x i c o l o g i c a l s t u d i e s c o n du c t e d b y t h e N a t i o n a l fr i s t i t u t e o f

E n v i r o n m e n t a l H e a l t h S c i e n c e s a n d t h e N a t i o n a l T o x i c o l o g y P r o g r a m . T h e e x p e ri m e n t a l

d e s i g n f o r t h i s s t u d y m i r r o r e d t h a t o f t h e fi r s t s t u d y (F i g . l a ) . F i n a l c e l l j d e l d s a n d v i a b i l i t y

w e r e s im i l a r b e t w e e n s t r a i n s a n d c o u l d b e r e p r o d u c e d i n s u b s e q u e n t p r e p a r a t i o n s . T h e m e a n

v a l u e s a n d S D fo r s t r a i n s p e c i fi c c e l l y i e l d s a n d v i a b i l i t y a r e a s f o l l o w e d : 6 6 ± 12 . 5 1 m i l l i o n

c e l l s a n d a fi n a l v i a b i l i t y o f 9 4 . 3 ± 1 . 54 % fo r B 6 C 3F 1 / J
,
5 6 .

± 3 . 5 m i l l i o n c e l l s a n d a fi n a l

v i a b i l i t y o f 9 3 . 7 ± 2 . 1% f o r C 5 7 B L / 6J a n d 7 7 . 7 ± 1 8 . 1 m i l l i o n c e l l s a n d a fi n a l v i a b i l i t y 9 5 . 3

± 1 . 2 % f o r N O D / L t J (Su p p l em e n t a l T a b l e 1 ) .

P h a s e c o n t r a s t m i c r o s c o p y r e v e a l e d s im i l a r m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s i n t h e c u l t u r e d

h e p a t o c y t e s o v e r t i m e
.
A r e d u c t i o n i n m o n o l a y e r c o n fl u e n c y a n d a h i g h d e n s i t y o f

d i s i n t e g r a t e d c e l l s w i t h i r r e g u l a r s h a p e w a s o b s e r v e d in a l l c u l t u r e s a s t im e p r o g r e s s e d . W e

m e a s u r e d L D H
, p y r u v a t e ,

l a c t a t e a n d u r e a l e v e l s t o a s s e s s h e p a t o c y t e f u n c t i o n a l i t y o v e r t im e .

F o l l o w i n g a s s e s s m e n t
,
L D H

, p y r u v a t e
,
l a c t a t e a n d u r e a l e v e l s w e r e n o r m a l i z e d t o t h e

a v e r a g e r e l e a s e /p r o d u c t i o n o f e a c h m a r k e r o v e r t h e c o u r s e o f c u l t u r e f o r e a c h s t r a i n . T h e

d i s t i n c t t r e n d f o r e a c h b i o c h e m i c a l m a r k e r m i r r o r e d w h a t w a s o b s e r v e d i n t h e fi r s t

e x p e ri m e n t
,
w i t h t h e e x c e p t i o n o f u r e a s y n t h e s i s . L D H l e v e l s s t a b i l i z e d b y d a y 2

,
a

s i gn i fi c a n t s p i k e i n p y r u v a t e l e v e l s w a s s e e n 4 8 h p o s t p l a t i n g a f t e r w h i c h s t e a d y s t a t e l e v e l s

w e r e r e a c h e d
,
l a c t a t e l e v e l s s t a b i l i z e d im m e d i a t e l y a n d a s i g n i fi c a n t dr o p i n u r e a s y n t h e s i s

w a s o b s e r v e d 4 8 h p o s t p l a t i n g a ft e r w h i c h s t a b i l i z a t i o n w a s r e a c h e d (F i g . 4 ) . T o t a l p r o t e i n

2 1
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w a s q u a n t i f i e d i n c e l l s h a r v e s t e d fr o m c u l t u r e 1, 3 , 5 a n d 7 ( Su p p l e m e n t a r y F i g .
2 b ) .

F u r t h e r m o r e
,
t h e r e w a s g r e a t r e p r o d u c i b i l i t y b e t w e e n b i o l o g i c a l r e p l i c a t e s a n d l i t t l e o b s e r v e d

d i f f e r e n c e b e tw e e n s t r a i n s .

CD

O

( J

B 5 C 3 F 1/ J

C 5 7 BL / 6 J

N O D / L U

2 4

C u l t u r e Da y

- • -

B 5 C 3 F1 / J

B - C 5 7 B LJ 6 J

- » - N O D / L tJ

2 4

C u lt u r e D a y
2 4 6

C u l tu r e D a y

F i g u r e 4 : F u n c t i o n a l c h a r a c t e ri z a t i o n o f c u l t u r e d h e p a t o c y t e s r e p r e s e n t a t i v e o f 3 in b r e d m o u s e s t r a i n s ; B 6 C 3 F 1/ J ,

C 5 7 B L / 6 J a n d N O D / L t J (n = 3 ) H e p a to c y te s f r o m m a l e m i c e ( 4 - 6 w k s o f a g e ) w e r e i s o l a t e d b y c o l l a g e n a s e

p e r f u s i o n
, p u r i f i e d b y P e r c o l l g r a d i e n t c e n t ri f u g a t i o n (fi n a l v i a b i l i t y > 9 0 % ) c u l t u r e d o n B D B i o c o a t T M 2 4 w e l l

p l a t e s i n a c o n v e n t i o n a l m o n o l a y e r u p to d a y 7 (a ) R a te s o f L D H r e l e a s e (b ) R a t e s o f u r e a p r o d u c t i o n (B io A s s a y
S y s t e m s B U N U r e a k i t) (c ) R a te s o f p y r u v a t e p r o d u c t i o n (d ) R a t e s o f l a c t a t e p r o d u c t i o n ( e ) R a t e s o f A T P

p r o d u c t i o n ( P r o m e g a A T P k i t ) ( f ) R a t e s o f G SH (u n c o n j u g a t e d ) p r o d u c t i o n (P r o m e g a G SH k i t ) D a t a w a s

n o r m a l i z e d t o t o t a l p r o t e i n (P i e r c e B C A k i t ) t h e n m e a n c e n t e r e d to t h e a v e r a g e o f d a i l y (r e l e a s e /p r o d u c t i o n ) f o r

e a c h b i o c h e m i c a l p a r a m e t e r
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B a s e l i n e e x p r e s s i o n o f k e y l i v e r s p e c i f i c g e n e s w a s e v a l u a t e d i n s a m p l e s h a r v e s t e d

fr o m c u l t u r e d a y 1 a n d 3 . R T - P C R a n a l y s i s w a s c o n du c t e d f o r c o m p a r i s o n o f k e y l i v e r

s p e c i f i c g e n e s A L B
,
C P S- 1

,
C Y P 1A 2

,
CY P 3 A 1 1

,
C Y P 4 A 10

,
G ST A 2

,
H N F 4 a

,
U G T I A I

a n d SL C 0 1B 2 T r a n s c r i p t s w e r e s e l e c t e d u n d e r t h e s a m e c r i t e ri a a s d e s c ri b e d a b o v e .

S a m p l e s fr o m c u l t u r e d c e l l s w e r e c o m p a r e d t o m a t c h e d w h o l e l i v e r s a m p l e s a n d t h e d a t a w a s

n o r m a l i z e d t o t h e p e r c e n t o f w h o l e l i v e r . A l l l i v e r s p e c i f i c p h a s e I a n d 11 e n z y m e s w e r e

e x p r e s s e d a t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t l o w e r l e v e l s i n c u l t u r e d c e l l s c o m p a r e d t o w h o l e l i v e r

(F i g . 5 ) . C u l t u r e d h e p a t o c y t e s w e r e a b l e t o m a i n t a i n e x p r e s s i o n o f A L B
,
CP S- 1 a n d H N F 4 a

,

fr a n s c ri p t s r e l e v a n t t o h e p a t o c e l l u l a r f u n c t i o n
,
c o m p a r e d t o w h o l e l i v e r . T h e t r a n s p o r t e r

S L C 0 1B 2 w a s n o t e x p r e s s e d i n t h e w h o l e l i v e r s a m p l e s f r o m N O D /L t J . L a s t l y ,
w e f o u n d

th a t t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f l i v e r s p e c i f i c g e n e s v a ri e d l i t t l e b e t w e e n b i o l o g i c a l r e p l i c a t e s .
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A L B U M I N C P S - 1 (U r e a S y n t h e s i s ) H N F 4 a (N u c le a r F a c t o r )

u 5 0
-

B 6 C 3 F 1/ J C 5 7 B U 6 J SD D / LU

C Y P 1 A 2 ( P h a s e I )

iLLl
I—1 1- I—1
B 6C 3 F 1/ J C 5 7 B L / 6 J NO D/ L U

U G T 1 A 1 (P h a s e I I )

Z 40 0

» 2 00

I 1 I 1 I 1
B6C 3 F 1/ J C 5 7 B U 6J NO D / L U

C Y P 3 A 1 1 ( P h a s e I )

B 6 C 3 F1 /J C 5 7 B L / 6 J NO D/ L U

G S T A 2 (P h a s e I I)

I 1 I 1 I 1
B 6 C 3 F 1 / J C 57 B Li e j N O D / LU

C Y P 4 A 1 0 (P h a s e 1)

I-

H HH I 1 H
B 6C 3 F 1/ J C 5 7B L / 6 J NO D /L U

S L C 0 1 B 2 ( T r a n s p o r t e r )

Il L i L
B6C3F 1/ J C 6 7 BL / 6 J N O D/ LU

I 1 I 1 I 1
B 6 C 3 F 1/ J C 5 7 B L / 6 J N O D / L U

I 1 I 1 I 1
B 6 C 3 F 1/ J C 5 7 B L / 6 J N O D / LU

L i v e r T i s s u e C u l t u r e D a y 1 ^ C u l t u r e D a y 3

F ig u r e 4 : m R N A le v e l s r e p r e s e n t a t i v e o f l i v e r - s p e c i fi c g e n e s ( A L B
,
C P S - 1

,
H N F 4 a

,
C Y P 1A 2

,

C Y P 3 A 1 1 , C Y P 4A 10 , U G T I A I a n d G ST A 2 ) . C o m p a r i s o n o f g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f i n m o u s e

l i v e r t i s s u e (b l a c k b a r ) a n d h e p a t o c y t e s fr o m c u l t u r e d c e l l s d a y 1 (w h i t e b a r ) a n d 3 (g r e y b a r ) A l l

d a t a w a s n o r m a l i z e d t o g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s i n w h o l e l i v e r s a m p l e s
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T o x i c i t y s c r e e n i n g i n 3 s t r a i n s

C o n v e n t i o n a l c u l t u r e s o f p ri m a r y m o u s e h e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d fr o m m a l e m i c e ,

B 6 C 3 F 1/ J , C 5 7 B L / 6J a n d N O D / L tJ (n = 3 ) ,
t o a s s e s s t h e u t i l i t y t h e m o d e l f o r t o x i c i t y

s c r e e n i n g . T o i n v e s t i g a t e s t r a i n - s p e c i f i c s e n s i t i v i t y w e q u a n t i f i e d t h e a c u t e t o x i c i t y t o m o d e l

t o x i c a n t s . H e p a t o c y t e s w e r e t r e a t e d w i t h f i v e d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n s o f f o u r r e f e r e n c e

c o m p o u n d s (0 . 3 - 3 0 m M a c e t a m i n o p h e n , 1 - 10 0 j^ M p h e n o b a r b i t a l , 0 . 1- 10 m M WY - 14
,
6 4 3

a n d 1 - 1 0 0 }a ,M ri f a m p i n ) f o r 2 4 h . T r e a tm e n t s t a r t e d 2 4 h a n d 72 h p o s t s e e d i n g a s d e p i c t e d i n

(F i g . l b ) . T o x i c i t y w a s d e t e r m i n e d b y A T P c y t o t o x i c i t y a s s a y .

A s s h o w n i n F i g . 6 a
,
h e p a t o c y t e s o ri g i n a t i n g f r o m d i f f e r e n t s t r a i n s r e s p o n d e d

s im i l a r l y t o t r e a tm e n t w i t h 0 . 3 m M , I mM , 3 m M ,
l Om M a n d 3 0 m M a c e t a m i n o p h e n a t c u l t u r e

d a y 2 ,
f o l l o w i n g a 2 4 h e x p o s u r e p e ri o d

,
a s i n d e x e d b y c e l l s u r v i v a l a s a p e r c e n t o f c o n t r o l . A

o n e - w a y A N O V A w a s p e r f o r m e d t o e v a l u a t e t h e s i g n i f i c a n c e o f c o n c e n t r a t i o n i n r e s p o n s e t o

a c e t a m i n o p h e n a n d w a s d e t e r m i n e d t o b e s i g n i f i c a n t in c u l t u r e s o ri g i n a t i n g f r o m th e t hr e e

m o u s e l i n e s (p v a l u e < 0 . 0 0 5 ) , a t c u l t u r e d a y 2 a n d 4 . T h e r a t e o f G SH d e p l e t i o n s u r p ri s i n g l y

d i f f e r e d b e t w e e n s t r a i n s a t c u l t u r e d a y 2 . T h e E C 5 0 v a l u e s b a s e d o f f o f G S H c o n t e n t a t

c u l t u r e d a y 2 w e r e c o m p a r e d b e tw e e n s t r a i n s , l . l m M f o r B 6 C 3 F 1/ J
,
6 . 3 8 m M f o r C 57 B L / 6 J

a n d 1 . 52m M f o r N O D / L t J (F i g . 6 a ) .

C u l t u r e d a y a p p e a r e d t o h a v e a s i g n i f i c a n t e f f e c t o n s t r a i n - s p e c i f i c r e s p o n s e s t o

t r e a tm e n t w i t h a c e t am i n o p h e n . M a r k e d d i f f e r e n c e s w e r e o b t a i n e d i n t h e v i a b i l i t y o f

h e p a t o c y t e s o ri g i n a t i n g f r o m d i f f e r e n t s t r a i n s t r e a t e d w i t h 3 0m M a c e t a m i n o p h e n a t c u l t u r e

d a y 4
,
f o l l o w i n g a 2 4 h e x p o s u r e p e ri o d (F i g . 6 a ) . S t r a i n s B 6 C 3F 1 /J a n d C 5 7B L /6 J w e r e f a r

l e s s s e n s i t i v e t o a c e t am i n o p h e n t r e a tm e n t c o m p a r e d t o N O D / L t J , a s h e p a t o c y t e s f r o m

B 6 C 3 F 1/ J a n d C 5 7 B L / 6 J m a i n t a i n e d a p p r o x im a t e l y 7 5 % v i a b i l i t y fo l l o w i n g 3 0 m M
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a c e t a m i n o p h e n t r e a t m e n t , w h i l e h e p a t o c y t e s f r o m N O D / L t J l o s t m o r e t h a n 5 5 % v i a b i l i t y .

F u r t h e r m o r e
,
c u l t u r e d a y a p p e a r e d t o h a v e a s i g n i f i c a n t e f f e c t o n t h e s e n s i t i v i t y p a t t e r n f o r a l l

t h r e e s t r a i n s t r e a t e d w i t h a c e t a m i n o p h e n ,
t h e s e n s i t i v i t y o f t h e h e p a t o c y t e s d e c r e a s e d

s i g n i fi c a n t l y w i t h t h e d a y o f c u l t u r e .
I n c o m p a r i n g t h e l o s s o f i n t r a c e l l u l a r A T P c o n t e n t

, a s

m e a s u r e d b y E C 5 0 v a l u e s
, h e p a t o c y t e s t r e a t e d o n c u l t u r e d a y 3 r e v e a l e d a s i g n i fi c a n t d e c r e a s e

i n s e n s i t i v i t y t o a c e t a m i n o p h e n t o x i c i t y . E C 5 0 v a l u e s fo r B 6 C 3F 1 /J i n c r e a s e d i r o m 6 . 79m M

to > 3 0 mM
,
f o r C 5 7 B L / 6 J i t i n c r e a s e d f r o m 6 . 9 4 m M t o > 3 0 m M a n d f o r N O D / L t J i t

i n c r e a s e d i r o m 6 . 04 m M t o a v a l u e e q u a l t o 3 0m M . C u l t u r e d a y h a d a s im i l a r e f f e c t o n G SH

l e v e l s . N o t a b l y h i g h e r G SH l e v e l s w e r e o b s e r v e d i n c u l t u r e s f o l l o w i n g 2 4 h t r e a tm e n t p e r i o d

w i t h a c e t a m i n o p h e n o n d a y 4 c o m p a r e d t o d a y 2 (F i g 6 a ) .

R T - P CR a n a l y s i s w a s c o n d u c t e d t o e v a l u a t e g e n e i n t e r a c t i o n o f k e y l i v e r s p e c i f i c

t r a n s c r i p t s , N R F 2 a n d C Y P 2 E 1
,
w h i c h a r e k n o w n t o b e i n v o l v e d i n t h e m o l e c u l a r r e s p o n s e t o

a c e t a m i n o p h e n . E x p r e s s i o n o f N R F 2 i n c r e a s e d w i t h c u l t u r i n g ,
h o w e v e r

,
t h e r e w e r e n o

o b s e r v e d d i f f e r e n c e s b e t w e e n c o n c e n t r a t i o n s a n d s t r a i n s (F i g . 6b ) . E x p r e s s i o n o f C Y P 2 E 1

w a s n o t m a i n t a i n e d b y h e p a t o c y t e s d e r i v e d f r o m a n y o f t h e t h r e e m o u s e s t r a i n s a n d

d e c r e a s e d s i g n i fi c a n t l y fi -

o m c u l t u r e d a y 2 t o 4 (F i g . 6 b )

A d i f f e r e n t s e n s i t i v i t y p a t t e r n w a s o b s e r v e d i n c u l t u r e s t r e a t e d w i t h O . l m M , 3m M
,

I m M ,
3m M a n d l Om M WY - 14

,
6 4 3 c o m p a r e d t o c u l t u r e s t r e a t e d w i t h a c e t a m i n o p h e n .

C u l t u r e d a y a p p e a r e d t o h a v e a m i l d e r e f f e c t o n t h e s e n s i t i v i t y p a t t e r n f o r a l l t h r e e s t r a i n s

t r e a t e d w i t h WY - 14 , 6 4 3 (F i g . 7 a ) . A w i t h i n s t r a i n c o m p a r i s o n o f t h e E C 5 0 v a l u e s fi
-

o m

c u l t u r e d a y 2 a n d 4
,
f o l l o w i n g 2 4 h o f t r e a tm e n t ,

i l l u s t r a t e s t h i s p a t t e r n . T h e E C 5 0 v a l u e s f o r

B 6 C 3 F 1 /J i n c r e a s e d fi -

o m 1. 1 5 m M to 1 . 8 5m M
,
fo r C 5 7B L / 6 J i t i n c r e a s e d fr o m 1 . 0 9m M t o

1 . 9 4 m M a n d f o r N O D / L t J i t i n c r e a s e d f r o m 1 . 6 8m M t o 1 . 92 mM .
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A s s h o w n i n F i g . 7 a
,
t h e r e w e r e m a r k e d d i f f e r e n c e s i n t h e v i a b i U t y o f h e p a t o c y t e s

o r i g i n a t i n g fr o m t h e d i f f e r e n t s t r a i n s t r e a t e d w i t h I m M WY - 14 - 6 4 3 a t c u l t u r e d a y 2 ,

f o l l o w i n g 2 4 h e x p o s u r e p e r i o d . T h e s e s t r a in - s p e c i f i c d i f f e r e n c e s i n c e l l v i a b i l i t y a r e

e v i d e n c e d b y d i f f e r e n c e s i n c e l l s u r v i v a l (p e r c e n t o f c o n t r o l ) . A f t e r a 2 4 h e x p o s u r e p e r i o d a t

c u l t u r e d a y 2
,
h e p a t o c y t e s fr o m B 6 C3 F 1/J a n d C 5 7 B L / 6 J e x h i b i t e d 5 5 % s u r v i v a l w h i l e

N O D / L tJ e x h i b i t e d 75 % s u r v i v a l . G SH c o n t e n t w a s d e p l e t e d i n h e p a t o c y t e s t r e a t e d w i t h

WY - 14
,
6 4 3 . G SH d e p l e t i o n w a s d e p e n d e n t o n c o n c e n t r a t i o n . C o n c e n t r a t i o n w a s s h o w n t o

b e a s i g n i f i c a n t v a r i a b l e b y o n e - w a y A N O V A i n a l l c u l t u r e s t r e a t e d w i t h WY - 14
,
6 4 3 (p

v a l u e < 0 . 0 0 5 ) . T h e r a t e o f G SH d e p l e t i o n w a s f a i r l y c o n s i s t e n t b e t w e e n s t r a i n s a n d

t r e a t m e n t d a y s .

R N A f r o m h e p a t o c y t e s t r e a t e d w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f WY - 14 , 6 4 3 w a s

e x t r a c t e d a n d a n a l y z e d f o r m R N A l e v e l s o f k e y g e n e s i n v o l v e d i n t h e c e l l u l a r r e s p o n s e t o

WY - 14
,
6 4 3 . E x p r e s s i o n l e v e l s o f A C O X l , P P A R a a n d C Y P 4 A 10 w e r e c o m p a r e d a c r o s s

t r e a tm e n t g r o u p s
,
c u l t u r e d a y a n d g e n o t y p e . H e p a t o c y t e s w e r e a b l e t o m a i n t a i n t h e

e x p r e s s i o n o f A C O X l i n c u l t u r e
,
h o w e v e r , t h e c e l l s f a i l e d t o e x p r e s s C Y P 4 A 10 .

F u r t h e r m o r e
,
t h e e x p r e s s i o n o f A C O X l a p p e a r e d t o b e i n f lu e n c e d b y t r e a tm e n t . E x p r e s s i o n

o f P P A R a w a s c o n s i s t e n t a c r o s s t r e a t m e n t g r o u p s ,
s t r a i n s a n d d a y o f c u l t u r e .

C e l l u l a r r e s p o n s e t o t r e a t m e n t w i t h l |a M ,
3 n M ,

l O[ i M ,
3 0 |a M a n d 10 0 |a M r i f a m p i n

w a s c o n s i s t e n t b e t w e e n s t r a i n s a n d t r e a tm e n t d a y s . A s s h o w n i n F i g 8A
,
s m a l l d i f f e r e n c e s

w e r e o b t a i n e d i n c e l l v i a b i l i t y a n d G SH c o n t e n t i n t h e h e p a t o c y t e s p r e p a r e d f r o m 3 m o u s e

s t r a i n s a n d t r e a t e d w i t h v a r i o u s c o n c e n t r a t i o n o f r i f am p i n a t c u l t u r e d a y 1 a n d 3 . W e a s s e s s e d

w h e th e r g e n e i n t e r a c t i o n c o r r e l a t e d w i t h r e s p o n s e t o t r e a tm e n t w i t h r i f a m p i n , a s d e t e r m i n e d

b y i n t r a c e l l u l a r A T P a n d G SH . E x p r e s s i o n o f C Y P 3 A 1 1 a n d U G T l A l w a s e v a l u a t e d i n
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c u l t u r e s t r e a t e d w i t h 10 |j M a n d 3 0 |j M r i f a m p i n ,
t h e s e c o n c e n t r a t i o n w e r e s e l e c t e d t o i d e n t i f y

s u b t l e c h a n g e s i n g e n e e x p r e s s i o n . H e p a t o c y t e s w e r e a b l e t o m a i n t a i n e x p r e s s i o n o f

U G T I A I
,
h o w e v e r

,
s t r a i n d i f f e r e n c e s w e r e o b s e r v e d i n t h e e x p r e s s i o n o f C Y P 3 A 1 1 .
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F i gu r e 7 : U t i l i t y o f t o x i c o g e n e t i c m o de l f o r s c r e e n i n g o f h e p a t o t o x i c i t y a n d g e n e i n t e r a c t i o n C y t o t o x i c i t y o f A PA P i n

h e p a t o c y t e s d e r i v ed fr o m 3 i n b r ed m o u s e s t r a i n s (B 6 C 3F 1/ J , C 5 7 B L / 6J a n d N O D / L t J ) a n d t w o t im e p o i n t s , c u l t u r e D a y 2

(g r e y b a r s ) a n d D a y 4 (b l a c k b a r s ) H ep a to c y t e s fr o m m a l e m i c e (4 - 6 w k s o f a g e ) w e r e i s o l a t e d i n s i t u b y c o l l a g e n a s e

p e r f u s i o n
, pu r i fi e d b y P e r c o l l g r a d i e n t c e n t r i f u g a t i o n ( f i n a l v i a b i l i t y > 9 0 % ) c u l t u r e d o n B D B io c o a tT M 9 6 w e l l p l a t e s i n

a c o n v e n t i o n a l m o n o l a y e r f o r 2 4 h a n d 7 2h , th e n c u l t u r e d f o r a a dd i t i o n a l 24 h in t he p r e s e n c e o f i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n

o f A P A P (0 3 , 1 , 3 ,
10 a n d 3 0 m M ) ( A ) T o x i c i t y w a s a s s e s s e d b y e v a l u a t i n g c e l l u l a r A T P c o n te n t a n d G SH l e v e l s (B )

E x p r e s s i o n l e v e l o f k e y l i v e r s p e c i f i c g e n e s C y p 2 E l a n d N r f 2

2 9

NEATPAGEINFO:id=1D025697-F8B8-436E-94DF-451E9E94F883



( a )
B 6 C 3 F 1 / J C 5 7 B L / 6 J N O D / L t J

a p

_ o

> O

1 50
i Q D AY 2 E C 5o

- 1 16 m M

I D AY 4 E C 5 0
- 1 8 5 m M

CO 9> 50 li
□ DA Y 2 EC

5 o
- 1 0 9 mM

■ i DA Y 4 EC 5 o
-

1 9 4 r r 1VI

I S O
-

jQ DA Y 2 EC 5 0
- 1 6 8 m M

I DA Y 4 EC 5 0
- 1 9 2 m M

■» ■ *

| S

a D AY 2 EC
5 o

- 0 8 33 mM

■ D AY 4 E C 5 0
- 1 1 1 " * !

li A
^ O N '

b

c o n c e n t r a t io n (m M)

□ DA Y 2 EC 5 0
- I OOm M

■ DA Y 4 EC
j o

- 1 8 9 m M

li d^
c o n c e n t r a t io n (m M)

D A Y 2 EC 5 0 - 1 5 2 m M

D A Y 4 EC 5 0 - 1 6 2 m M

lliHi_
c o n c e n t r a t io n (mM )

( b ) B 6 C 3 F 1/ J C 5 7 B L / 6 J N O D / L t J

j s £ a
o <e o

i
o ^ =

< a
o

o « . 2
u - a

□ C u lt u r e D a y 2

■ C u lt ur e D a y 4

n i Hi ni ^1
- j >

4 «

^
. /

1

i
J '

. 5? ^ #
Da . n

.
i n

.
i n

.
i

/ ^ ^
^

^
'̂

^

! S 6

u o S
o o 2
u - a

^
^6

^ O^
^

.*
•

*

< £ S 1 0

° -

2 S 0 5

o «
1 - a

0 0

s
/

,̂ i ^
,
1 n

,
i
/ ^/

J ft
.
* n I

. *
^

A«
^ ^ . <^

^
s
/

L ni J=U

c^

^ ^
. / s /

.
<^
^

s /

f li J l* 1̂ * — »

A" #

^ <^
^
'

. /

F i g u r e 8 : T o x i c i ty o f pe r o x i s o m e p e r l i f e r a t o r W Y - 14
,
64 3 C o m p a r i s o n o f he p a to c y t e c y t o t o x i c i t y i n 3 i n b r e d m o u s e

s t r a i n s (B 6C 3 F 1/ J
,
C 5 7 B L / 6J a n d N O D / L tJ ) a n d t w o t im e p o i n t s

,
c u l t u r e D a y 2 (g r e y b a r s ) a n d D a y 4 (b l a c k ba r s )

H ep a t o c y t e s fr o m m a le m i c e (4 - 6w k s o f a g e ) w e r e i s o l a t ed i n s i t u by ( f i n a l v i a b i l i t y > 90 % ) a n d c u l t u r e d o n B D

B i o c o a tT M 96 w e l l p l a t e s i n a c o n v e n t i o n a l m o n o l a y e r f o r 24 h a n d 72 h
,
t h e n c u l t u r e d f o r a a d d i t i o n a l 2 4 h i n th e

p r e s e n c e o f i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s (0 1
,
0 3

,
1

,
3 a n d l Om M ) o f W Y - 14

,
6 43 (A ) T o x i c i t y w a s a s s e s s e d b y e v a l u a t i n g

c e l l u l a r A T P c o n t e n t a n d G SH le v e l s (B ) E x p r e s s i o n l e v e l o f k e y l i v e r s pe c i f i c g e n e s A c o x l
,
C y p4 a l 0 a n d P p a r a
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F i g u r e 9 : H e p a t o c y t e c y t o t o x i c i t y i n r e s p o n s e t o t r e a t m e n t w i t h R i f a m p i n H e p a t o c y t e s w e r e i s o l a t e d ,

(fi n a l v i a b i l i t y
> 9 0 % ) a n d c u l t u r e d f r o m i n 3 i n b r e d m o u s e s t r a i n s (B 6 C 3 F 1/ J

, C 5 7 B L / 6 J a n d

N O D / L tJ ) .
T o x i c i t y w a s m e a s u r e d a t t w o t im e p o i n t s , c u l t u r e D a y 2 (g r e y b a r s ) a n d D a y 4 (b l a c k b a r s )

H e p a t o c y t e s w e r e t r e a t e d f o r 24 h o n c u l t u r e d a y 1 a n d 3 i n th e p r e s e n c e o f 1
, 3 , 10 , 3 0 a n d 10 0 jx M

R i f a m p in (A ) T o x i c i t y w a s a s s e s s e d b y e v a l u a t i n g c e l l u l a r A T P c o n t e n t a n d G SH l e v e l s ( B )
E x p r e s s i o n o f k e y l i v e r s p e c i fi c g e n e s C Y P 3 a l l a n d U G T l a l
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C h a p t e r 5

D i s c u s s i o n
,
L i m i t a t i o n s

,
C o n c l u s i o n s a n d F u t u r e D i r e c t i o n s

D i s c u s s i o n

E x p e r i m e n t s 1 a n d 2 : A s s e s s m e n t of c e l l f u n c t i o n a n d g e n e e x p r e s s i o n

C e l l b a s e d a p p r o a c h e s a r e w e l l s u i t e d f o r a p p l i c a t i o n i n h a z a r d i d e n t i f i c a t i o n
,

p r i o ri t i z a t i o n o f e n v i r o n m e n t a l c h e m i c a l s a n d d r u g d i s c o v e r y (1 9) . F u r t h e r m o r e , i n v i t r o

t o x i c i t y e x p e ri m e n t s c a n g e n e r a t e l a r g e b a t t e ri e s o f i n f o r m a t i o n o n b i o l o g i c a l m e c h a n i s m s

o f a c t i o n
,
i n c l u d i n g c o m p o u n d p o t e n t i a l o n m e t a b o l i c - m e d i a t e d t o x i c i t y (c h e m i c a l s r e q u i r e

m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ) a n d i n t e r - i n d i v i d u a l t o x i c i t y (r e s p o n s e t o c h em i c a l s b a s e d o n

g e n o t y p e ) (2 0 ) . O u r a p p r o a c h d e m o n s t r a t e s t h e u t i l i t y o f a c u l t u r e d h e p a t o c y t e m o d e l

d e v e l o p e d f r o m a m o u s e d i v e r s i t y p a n e l . P ri m a r y m o u s e h e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d u s i n g

s t a n d a r d i z e d i s o l a t i o n a n d c e l l c u l t u r e c o n d i t i o n s f r o m a p a n e l o f g e n e t i c a l l y d i s t i n c t m o u s e

s t r a i n s . H e p a t o c y t e s w e r e i s o l a t e d w i t h h i g h v i a b i l i t y (9 3 % ) a n d g o o d y i e l d (5 9 . 3 x 1 0 ^ 6

c e l l s ) a n d r e s u l t s w e r e r e p r o du c i b l e u p o n s u b s e q u e n t i s o l a t i o n s , h o w e v e r , t h e r e w a s a f a i l u r e

t o m a i n t a i n t h e c u l t u r e d c e l l s i n a d i f f e r e n t i a t e d s t a t e p a s t c u l t u r e d a y 3 . A t t h i s p o i n t

h e p a t o c y t e s s p r e a d o u t a n d f o r m e d f i b r o b l a s t l i k e p r o t r u s i o n s .

T h e r e a r e m a n y f a c t o r s t h a t r e g u l a t e p h e n o t y p i c g e n e e x p r e s s i o n i n v i t r o i n c l u d i n g ,

c e l l - c e l l c o m m u n i c a t i o n s , c e l l s h a p e , o r g a n i z a t i o n a n d d i s t ri b u t i o n o f t h e c y t o s k e l e t o n a n d

e x t r a c e l l u l a r m a t ri x i n t e r a c t i o n s (2 1 - 2 5 ) . C e l l - c e l l c o n t a c t s h e l p t o m a i n t a i n l i v e r - s p e c i f i c
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f u n c t i o n a n d n o n n a l g e n e e x p r e s s i o n t hr o u g h a d h e s i o n d e p e n d e n t s i g n a l t r a n s d u c t i o n

p a t h w a y s m e d i a t e d b y t h e R h o - f a m i l y o f s m a l l G T P a s e s (2 2 ) . M o r p h o l o g i c a l a s s e s s m e n t o f

t h e c u l t u r e s a t d a y 3 r e v e a l e d a s i g n i f i c a n t l o s s i n c e l l s h a p e a n d m o n o l a y e r c o n f l u e n c e . C e l l

m o r p h o l o g y h a s a s i g n i f i c a n t e f f e c t o n h e p a t o c y t e p h e n o t y p e . C u l t u r e d c e l l s t h a t h a v e

d e d i f f e r e n t i a t e d a n d b e c o m e f ib r o b l a s t i c l i k e e x h i b i t a l o s s o f h e p a t i c p h e n o t y p e m a r k e d b y

t h e i n a b i l i t y t o m a i n t a i n e x p r e s s i o n o f s e v e r a l t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s
,
a n i n c r e a s e i n t h e

e x p r e s s i o n o f p r o t o - o n c o g e n e
'

s a n d a d e c r e a s e i n c e l l a n d m e mb r a n e p o l a r i t y (2 1 ) .

O u r r e s u l t s o n b a s a l l e v e l f u n c t i o n o f h e p a t o c y t e s i s o l a t e d f r o m 15 s t r a in s a r e

c o m p a r a b l e . C e l l s r e m a i n e d v i a b l e a n d f u n c t i o n a l a s i n d e x e d b y l a c t a t e / p y r u v a t e p r o d u c t i o n ,

u r e a s y n t h e s i s a n d l o w l e v e l s o f L D H r e l e a s e . O u r f i n d i n g s o n e x p r e s s i o n o f k e y l i v e r

s p e c i fi c g e n e s s u g g e s t t h a t f u n c t i o n a l it y i s m a i n t a i n e d i n c u l t u r e d h e p a t o c y t e s u p t o d a y 3
,

r e p r e s e n t e d b y m R N A l e v e l s o f A L B
, C P S- 1 a n d H N F 4 a . C o n v e r s e l y , t h e e x p r e s s i o n o f k e y

g e n e s r e l a t i n g t o m e t a b o l i s m w a s n o t m a i n t a i n e d a s e x p e c t e d
,
r e p r e s e n t e d b y mR N A l e v e l s

o f CY P 1A 2
,
C Y P 3A 1 1

,
C Y P 4A 10 a n d G ST A 2 . T h e r e w e r e s o m e s t r a i n d i f f e r e n c e s i n t h e

e x p r e s s i o n o f U G T I A I c o m p a r e d t o w h o l e l i v e r s a m p l e s . W e s u b s e q u e n t l y t e s t e d f o r

r e p r o d u c i b i l i t y o f v i a b i l i t y a n d fu n c t i o n a l i t y i n t h r e e s t r a i n s ,
B 6 C 3 F 1/ J , C 5 7B L / 6J a n d

N O D / L t J (n = 3 ) . O u r r e s u l t s s u g g e s t r e p r o d u c i b i l i t y i s a c h i e v a b l e am o n g b i o l o g i c a l

r e p l i c a t e s .

M o n o l a y e r c o n f l u e n c y i n f l u e n c e s t h e e x p r e s s i o n a n d t h e i n d u c t i v e c a p a b i l i t y o f

s e v e r a l P 4 5 0
'

s i n c l u d i n g C Y P 3 A , C Y P l A 2 a n d C Y P 2B 6 , a n d f u r t h e r m o r e , e x p r e s s i o n o f

P 4 5 0 s h a s b e e n s h o w n t o d e c r e a s e w i t h t h e l o s s o f c o n f l u e n c e (2 6 ) . T h e s e o b s e r v a t i o n s a r e

c o n s i s t e n t w i t h o u r f i n d i n g s d em o n s t r a t i n g a n i n a b i l i t y o f t h e c u l t u r e d c e l l s t o m a i n t a i n

e x p r e s s i o n o f g e n e s r e l a t i n g t o p h a s e I a n d I I m e t a b o l i s m o u t t o c u l t u r e d a y 3 .
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L i v e r - e n r i c h e d t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s
,
i n c l u d i n g H N F 4 a

,
a r e i n v o l v e d i n t h e r e g u l a t i o n

o f a n u m b e r o f h e p a t i c g e n e s
,
i n c l u d i n g P 4 5 0 s (2 7 ) . T h e c u l t u r e d h e p a t o c y t e s f r o m o u r

s t u d y w e r e a b l e t o m a i n t a i n t h e e x p r e s s i o n o f H N F 4 a o u t t o c u l t u r e d a y 3 c o m p a r e d t o

w h o l e l i v e r s a m p l e s . H o w e v e r
,
t h e s e c e l l s w e r e n o t a b l e t o m a i n t a i n C Y P e x p r e s s i o n o u t t o

c u l t u r e d a y 3 .
A l t h o u g h ,

a n u m b e r o f t h e s t u d i e s i n v e s t i g a t i n g H N F 4 a s i g n a l i n g o n h e p a t i c

g e n e e x p r e s s i o n h a v e b e e n p e r f o r m e d i n v i t r o ,
t h e s e s t u d i e s m a y n o t b e r e p r e s e n t a t i v e o f t h e

i n v i v o s i t u a t i o n . H N F 4 a m a y o n l y r e p r e s e n t a s i n g l e f a c t o r i n a c o m p l e x r e g u l a t o r y n e t w o r k

t h a t m e d i a t e s t h e e x p r e s s i o n o f m a n y g e n e s (2 7 ; 2 8 ) .

E x p e r i m e n t 3 : H ep a t o t o x i c i ty a n d g e n e i n t e r a c t i o n

I n o u r e x p e r im e n t s
,
h e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d fr o m t h r e e s t r a i n s (B 6 C 3 F 1/ J ,

C 5 7B L / 6 J a n d N O D / L t J ) , c u lt u r e d a n d t r e a t e d w i t h f o u r r e f e r e n c e c o m p o u n d s t o i n v e s t i g a t e

s t r a i n - s p e c i fi c r e s p o n s e s t o t r e a t m e n t a n d d e t e r m i n e w h e t h e r c u l t u r e s o f h e p a t o c y t e s c a n

p r o du c e d a t a i n d i c a t i v e o f i n v i v o r e s p o n s e s t o h e p a t o - t o x i c a n t s . P r i o r t o t r e a tm e n t w i t h

r e f e r e n c e c o m p o u n d s , h e p a t o c y t e s w e r e a l l o w e d a 2 4 h a n d 7 2 h a d a p t a t i o n p e r i o d t o t h e

c u l t u r e e n v i r o n m e n t . T h i s w a s d o n e t o e v a l u a t e t h e e f f e c t s o f c u l t u r e d a y o n r e s p o n s e t o

t r e a t m e n t . H e p a t o c y t e s w e r e t r e a t e d w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f a c e t a m in o p h e n ,

p h e n o b a r b i t a l , W Y - 14 , 6 4 3 a n d r i f am p i n , c e l l v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n w a s m e a s u r e d b y t h e C e l l

T i t e r - G l o C e l l V i a b i l i t y a s s a y a n d G S H - G l o (P r o m e g a ) a s s a y r e s p e c t i v e l y . St r a i n s p e c i fi c

r e s p o n s e s w e r e o b s e r v e d i n t h e h e p a t o c y t e s t r e a t e d w i t h a c e t a m i n o p h e n . N O D / L t J

h e p a t o c y t e s a p p e a r e d t o b e t h e m o s t s e n s i t i v e t o t h e c y t o t o x i c a c t i o n o f a c e t a m i n o p h e n a t

c u l t u r e d a y 4 ,
f o l l o w i n g 2 4 h o f t r e a tm e n t

,
a s d e t e r m i n e d b y i n t r a c e l l u l a r A T P c o n t e n t . G SH

l e v e l s w e r e n o t f o u n d t o b e s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t w h e n c o m p a r e d a c r o s s s t r a i n s f o r 3 0 m M

a c e t am i n o p h e n t r e a tm e n t a t d a y 4 .
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H e p a t i c i n t r a c e l l u l a r g l u t a t h i o n e i s w e l l k n o w n f o r i t s p i v o t a l r o l e i n t h e m e t a b o l i s m

o f a c e t a m i n o p h e n . E v a l u a t i n g g l u t a t h i o n e c o n t e n t i n t h e c u l t u r e d h e p a t o c y t e s fr o m t h e t h r e e

s t r a i n s r e v e a l e d n o t a b l e d i f f e r e n c e s i n t h e r a t e o f G SH d e p l e t i o n i n r e s p o n s e t o t r e a t m e n t

w i t h a c e t am i n o p h e n .
T h e v a r i a t i o n o b s e r v e d b e t w e e n s t r a i n s w i t h r e s p e c t t o t h e r a t e o f G SH

d e p l e t i o n i s m a r k e d l y d i f f e r e n t . A d d i t i o n a l s t u d i e s n e e d t o b e c o n d u c t e d i n m o r e c o m p l e x

c u l t u r e s y s t e m s t o f u r t h e r i n v e s t i g a t e t h e r e l a t i o n s h i p b e tw e e n g e n o t yp e a n d s e n s i t i v i t y t o

a c e t a m i n o p h e n .

F u r t h e r m o r e
,
o u r r e s u l t s i n d i c a t e a s i g n i f i c a n t r e du c t i o n i n t h e c y t o t o x i c i t y o f

a c e t a m i n o p h e n w h e n t e s t e d a g a i n s t p r im a r y h e p a t o c y t e s c u l t u r e d o u t t o d a y 3
,
w h i c h s u g g e s t

a s i g n i f i c a n t c h a n g e i n t h e m e t a b o l i c c a p a c i t y o f t h e c u lt u r e d h e p a t o c y t e s . A c e t a m i n o p h e n

t o x i c i t y i s a m e t a b o h sm d e p e n d e n t p a t hw a y v i a b i o a c t i v a t i o n b y C Y P 2 E 1 . CY P 2 E 1 i s t h e

p r im a r y e n z y m e i n v o l v e d i n t h e f o r m a t i o n o f t h e r e a c t i v e m e t a b o l i t e N A P QI ,
t h e r e fo r e t h e

o b s e r v e d d e c r e a s e in s e n s i t i v i t y t o a c e t a m i n o p h e n c a n b e a t t r i b u t e d t o t h e f a i l u r e o f t h e

h e p a t o c y t e s t o m a i n t a i n e x p r e s s i o n a n d a c t i v i t y o f C Y P 2 E 1 . O u r f i n d i n g s a r e c o n s i s t e n t w i t h

p r e v i o u s s t u d i e s w h i c h f o u n d m e t a b o l i c c a p a c i t y ,
t r a n s p o r t f u n c t i o n s a n d o t h e r e n z y m e

a c t i v i t i e s c h a n g e d u r i n g c u l t u r i n g a n d i d e n t i f y t im e a s a s i g n i f i c a n t v a r i a b l e (2 9 ; 3 0 ) . I n

p r i m a r y h e p a t o c y t e c u l t u r e t h e e x p r e s s i o n a n d a c t i v i t y o f t r a n s p o r t p r o t e i n s c h a n g e o v e r t h e

c o u r s e o f c u l t u r e a n d t h e d o w n r e g u l a t i o n o f g e n e s e n c o d i n g p r o t e i n s r e s p o n s i b l e f o r d r u g

u p t a k e m a y c o n t r i b u t e t o t h e i n c r e a s e o f r e s i s t a n c e a g a i n s t a c e t a m i n o p h e n t o x i c i t y fo u n d i n

h e p a t o c y t e s c u l t u r e d o u t t o d a y 3 (2 9 ; 3 1 ) . A d d i t i o n a l l y ,
a n u m b e r o f a c e t a m i n o p h e n i n d u c e d

c e l l u l a r a l t e r a t i o n s m a y c o n t r i b u t e t o t h e o u t c o m e o f a c e t a m i n o p h e n t o x i c i t y i n c l u d i n g

o x i d a t i v e s t r e s s
,
d i s r u p t i o n o f c a l c i u m h o m e o s t a s i s , a l t e r e d m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n

, p r o t e i n

n i t r o s y l a t i o n , K u p f f e r c e l l a c t i v a t i o n
,
D N A d a m a g e a n d a p o p t o s i s a m o n g o t h e r s (3 1 ; 3 2 ) .
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I n t e r e s t i n g l y ,
o u r r e s u l t s l a c k a d i r e c t c o r r e l a t i o n w i t h t h e i n v i v o s t u d y c o n d u c t e d i n

o u r l a b o r a t o r y ,
w h i c h s h o w e d B 6 C 3 F 1 / J a s t h e m o s t s e n s i t i v e s t r a i n t o a c e t a m i n o p h e n

t r e a tm e n t a n d N O D / L t J a s o n e o f t h e m o s t r e s i s t a n t s t r a i n s t o a c e t a m i n o p h e n t r e a t m e n t . T h e

r e s u l t s fr o m o u r i n v i t r o e x p e r im e n t i l l u s t r a t e t h e c o n t r a r y ,
h e p a t o c y t e s fr o m N O D / L t J m i c e

w e r e o b s e r v e d t o b e t h e m o s t s e n s i t i v e t o a c e t am i n o p h e n t r e a t m e n t a t d a y 4
,
w h i l e

h e p a t o c j ^ e s fr o m B 6 C 3 F 1 /J m i c e w e r e t h e m o s t r e s i s t a n t a t c u l t u r e d a y 4 . T h i s r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n t o x i c i t y t o h e p a t o c y t e s i n v i t r o a n d d r u g - i n d u c e d l i v e r i n j u r y i n v i v o r e m a i n s p o o r l y

d e f i n e d a n d h i g h l i gh t s a n im p o r t a n t u n c e r t a i n t y f a c t o r t h a t w a r r a n t s e x p l o r a t i o n ( 19 ) .

C y t o t o x i c i t y w a s f u r t h e r e x a m i n e d i n c u l t u r e d h e p a t o c y t e s t r e a t e d w i t h i n c r e a s i n g

c o n c e n t r a t i o n s o f a p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t i n g a g e n t ,
W Y - 1 4

,
6 4 3 . M o d e l p e r o x i s o m e

p r o l i f e r a t o r s ,
s u c h a s c l o fi b r a t e

,
h a v e b e e n s h o w n t o i n d u c e p e r o x i s o m e s i n i s o l a t e d

h e p a t o c y t e s (3 3 - 3 5 ) . St r a i n - s p e c i f i c r e s p o n s e s w e r e o b s e r v e d i n h e p a t o c y t e s t r e a t e d a t

c u l t u r e d a y 1 w i t h I m M WY - 14
, 64 3 .

B 6 C 3 F 1 /J a n d C 5 7B L /6 J h e p a t o c y t e s a p p e a r e d t o b e

m o r e s e n s i t i v e t o t r e a tm e n t w i t h I m M WY - 14
,
6 4 3 a t c u l t u r e d a y 2 c o m p a r e d t o N O D / L t J

h e p a t o c y t e s ,
a s i n d e x e d b y i n t r a c e l l u l a r A T P c o n t e n t . S u r p ri s i n g l y , c u l t u r e d a y , a s i g n i f i c a n t

v a ri a b l e i n r e sp o n s e t o t r e a t m e n t w i t h a c e t a m i n o p h e n
,
a p p e a r e d t o h a v e l i t t l e e f f e c t o n

r e s p o n s e t o t r e a tm e n t w i t h WY - 14 . 6 4 3 .

I n t e r e s t i n g l y , t h e e x p r e s s i o n o f C Y P 4 A 10 w a s n o t d e t e c t a b l e i n t h e p r e s e n c e o r

a b s e n c e o f WY - 14
,
6 4 3 t r e a tm e n t i n h e p a t o c y t e s d e ri v e d f r o m B 6 C 3 F 1 / J a n d N O D /L t J . T h e

i n d u c t i v e c a p a b i l i t y o f C Y P 4 A 1 1
,
t h e h u m a n P 4 5 0 4 A g e n e , i s l a r g e l y i n f lu e n c e d b y

m o n o l a y e r c o n f lu e n c y . A s t u d y c o n d u c t e d b y J o h n s o n e t a l . f o u n d t h a t s u b - c o n fl u e n t c u l t u r e s

a l t e r e d th e e x p r e s s i o n o f C Y P 4 A 1 1 i n h u m a n h e p a t o c y t e s c u l t u r e d i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e

o f e l e v a t e d P P A R a e x p r e s s i o n o r t r e a tm e n t w i t h th e p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r WY - 14
,
6 4 3
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(3 6 ) . R e s t o ri n g a n d m a i n t a i n i n g h e p a t o c y t e p h y s i o l o g y i s im p o rt a n t f o r i n v i t r o c e l l c u l t u r e

s t u d i e s . R e s t o r a t i o n o f t h e n a t i v e a r c h i t e c t u r e a n d t h e n a t u r a l o ri e n t a t i o n f o r l i n k e d e n z y m e s
,

t r a n s p o rt e r s a n d r e c e p t o r s i n p ri m a r y c u l t u r e s i s e s s e n t i a l f o r t h e s i m u l a t i o n o f h e p a t i c

d i s p o s i t i o n o f d r u g s i n v i v o St u d i e s h a v e d e m o n s t r a t e d t h a t c e l l s h a p e , c e l l d e n s i t y ,
c o n t a c t

w i t h e x t r a c e l l u l a r m a t ri x a n d c e l l p o l a ri t y a l l p l a y k e y r o l e s i n t h e i n d u c t i o n o f P 4 5 0 g e n e

e x p r e s s i o n b y m o d e l c o m p o u n d s (2 1 ) . T h e l o s s o f c e l l - c e l l c o n t a c t ,
im p o rt a n t f o r t h e

m a i n t e n a n c e o f l i v e r - s p e c i f i c f u n c t i o n a n d n o r m a l g e n e e x p r e s s i o n
,
c o u l d h e l p t o e x p l a i n t h e

p o o r i n d u c t i v e p o w e r o f C Y P 4 A 10 i n t h e c u l t u r e d h e p a t o c y t e s . F u rt h e r m o r e , t h e e x p o s u r e

p e ri o d m a y h a v e b e e n a n i n s u f f i c i e n t a m o u n t o f t im e t o o b s e r v e i n d u c t i o n o f CY P 4 A 10 i n

t h e c u l t u r e d c e l l s .
A l t h o u g h , t h e r e a s o n f o r t h i s l a c k o f e l e v a t e d e x p r e s s i o n P P A R a a n d

C Y P 4 A 10 m R N A s i n t h e c u l t u r e d h e p a t o c y t e s i s u n c l e a r
,
w e o b s e r v e d an i n c r e a s e i n

A C O X l e x p r e s s i o n w i t h t r e a tm e n t w h i c h i s c o n s i s t e n t w i t h t h e o b s e r v a t i o n s t h a t m i c e a r e

s e n s i t i v e t o p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t i o n ( 3 7 ; 3 8 ) .

T r e a t m e n t w i t h i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n s o f ri f am p i n y i e l d e d c o m p a r a b l e r e s u lt s

b e tw e e n s t r a i n s
,
a s d e t e r m i n e d b y i n t r a c e l l u l a r A T P c o n t e n t a n d G SH l e v e l s . A t t h e h i g h e s t

c o n c e n t r a t i o n , 1 0 0 |a, M , 3 0% c e l l k i l l i n g w a s a c h i e v e d a t c u l t u r e d a y 2 a n d 4
,
f o l l o w i n g 2 4 h

o f t r e a t m e n t , f o r t h e t h r e e s t r a i n s . W e s e l e c t e d th i s c o m p o u n d a s o u r n e g a t i v e c o n t r o l . T h e

l a c k o f o b s e r v e d s t r a i n - s p e c i f i c r e s p o n s e s t o ri f a m p i n c a n b e a t t ri b u t e d t o t h e p o o r i n d u c t i v e

c a p a b i l i t y o f C Y P 3A 1 1 i n r e s p o n s e t o t r e a t m e n t w i t h ri f a m p i n I n d u c t i v e r e s p o n s e t o

i n d u c e r s i s s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t
,
b o t h q u a n t i t a t i v e l y a n d q u a l i t a t i v e l y , a m o n g a n im a l

s p e c i e s (3 9 ) . R i f a m p in i s a C Y P 3A 4 s p e c i f i c - i n d u c e r
,
w h i c h i s f o u n d i n h u m a n s a n d a p o o r

i n d u c e r o f CY P 3 A 1 1 , w h i c h i s f o i m d i n m i c e . S e v e r a l s t u d i e s h a v e b e e n p u b l i s h e d o n t h e

o b s e r v e d s p e c i e s d i f f e r e n c e s i n C Y P i n d u c t i o n a n d h a v e i d e n t i f i e d s t r u c t u r a l d i f f e r e n c e s i n
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t h e n u c l e a r r e c e p t o r P X R a s t h e m o l e c u l a r b a s i s r e s p o n s i b l e f o r t h e o b s e r v e d s p e c i e s

d i f f e r e n c e s i n CY P 3 A i n d u c t i o n (4 0 ) .

O u r d a t a s u p p o r t s n o t i o n t h a t c u l t u r e s o f h e p a t o c y t e s d e r i v e d f r o m a m o u s e d i v e r s i t y

p a n e l c a n p o t e n t i a l l y b e u t i l i z e d a s a t o o l t o c o n d u c t p o p u l a t i o n - b a s e d t o x i c i t y s t u d i e s i n

v i t r o . O u r r e s u l t s
,
h o w e v e r

,
s u g g e s t t h a t a m o r e d e t a i l e d c h a r a c t e r i z a t i o n o f b a s e l i n e h e p a t i c

f u n c t i o n i s n e c e s s a r y . T h i s e x e r c i s e h a s a l s o d e m o n s t r a t e d t h e im p o r t a n c e o f o p t im i z i n g c e l l

i s o l a t i o n a n d c u l t u r e c o n d i t i o n s i n o r d e r t o c o n s t r u c t p o p u l a t i o n - b a s e d i n v i t r o m o d e l s t h a t

a c c u r a t e l y p r e d i c t i n v i v o r e s p o n s e s t o a w i d e r a n g e o f h e p a t o
- t o x i c a n t s .

A d d i t i o n a l s t u d i e s

a r e n e e d e d t o f u l l y c h a r a c t e r i z e t h i s r e l a t i o n s h i p .

L i m i t a t i o n s

N u m e r o u s s t u d i e s h a v e fo u n d t h a t c o n v e n t i o n a l c u l t u r e s y s t e m s l a c k t h e c a p a c i t y t o

m a i n t a i n l o n g
- t e r m c u l t u r e s . I n a d d i t i o n

,
h e p a t o c y t e s c u l t u r e d i n a t r a d i t i o n a l m o n o l a y e r

d e d i f f e r e n t i a t e a n d r a p i d l y l o s e h e p a t i c - s p e c i f i c f u n c t i o n s (4 1 ) . T h e u t i l i t y o f c o n v e n t i o n a l

c u l t u r e s y s t e m s w i t h a r i g i d c o l l a g e n s u b s t r a t u m i s a l s o l im i t e d b y t h e r a p i d d e c l i n e i n

e x p r e s s i o n a n d a c t i v i t y l e v e l s o f m o s t l i v e r - s p e c i fi c p r o g r a m s ( 14 ; 4 2 ) . M a n y c u l t u r e s y s t e m s

h a v e b e e n d e v e l o p e d t o a l l o w fo r b e t t e r r e t e n t i o n o f h e p a t o c y t e c y t o a r c h i t e c t u r e a n d t o

f o s t e r b e t t e r r e t e n t i o n o f t h e i n v i v o g e n e e x p r e s s i o n p r o fi l e s o f l i v e r . M o d e l s i n c l u d e c o -

c u l t u r e w i t h o t h e r l i v e r - d e r i v e d o r n o n - l i v e r c e l l t y p e s , e x p o s i n g h e p a t o c y t e s t o a g e l

s u b s t r a t u m , c u l t u r e i n c o l l a g e n g e l s a n dw i c h e s
,
a n d c u l t u r e i n s p h e r o i d s a n d i n 3 D

b i o r e a c t o r s ( 14 ; 4 2 ;4 3 ) . A l t h o u g h ,
i n v i t r o m o d e l s o f h e p a t o c e l l u l a r t o x i c i t y a r e w i d e l y u s e d

f o r i n v e s t i g a t i n g c e l l u l a r r e s p o n s e t o e x p o s u r e , t h e s e m o d e l s a r e l im i t e d b y th e i n s t a b i l i t y o f

t h e h e p a t o c y t e p h e n o t y p e a n d t h e l a c k o f s im i l a r i t i e s i n r e s p o n s e s t o t o x i c a n t s b e tw e e n
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c u l t u r e d h e p a t o c y t e s a n d w h o l e o r g a n . A l im i t a t i o n t o o u r c u l t u r e s y s t e m i s t h e l a c k o f o t h e r

l i v e r d e ri v e d c e l l s . H a r ri l l e t a l . (2 0 0 9 a ) d e m o n s t r a t e d t h a t l i v e r s e n s i t i v i t y t o a c e t a m i n o p h e n

i n v i v o i s l a r g e l y i n fl u e n c e d b y v a ri a t i o n i n i m m u n e r e s p o n s e . T h e s e fi n d i n g s a r e c o n s i s t e n t

w i t h t h e n u m e r o u s s t u d i e s t h a t h a v e i d e n t i fi e d i n fl am m a t o r y m e d i a t o r s ,
r e l e a s e d b y n o n

p a r e n c h ym a l c e l l s
,
t o b e i m p o r t a n t f a c t o r s i n p r o g r e s s i o n o f l i v e r i n j u r y (4 4 - 4 6 ) I t i s k n o w n

t h a t c h e m i c a l s w h i c h i n d u c e p e r o x i s o m e s i n r o d e n t l i v e r i n c r e a s e D N A s y n t h e s i s a n d

p r o d u c e p r o f o u n d c h a n g e s i n t h e l i v e r
,
i n c l u d i n g h e p a t o m e g a l y . I n c r e a s e i n D N A s y n t h e s i s

c a u s e d b y p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r s i s l a r g e l y r e g u l a t e d b y th e r e c r u i t m e n t a n d s t im u l a t i o n o f

K u p f f e r c e l l s
,
w h i c h a r e a m a j o r s o u r c e o f m i t o g e n s s u c h a s t u m o r n e c r o s i s f a c t o r a (4 7 ; 4 8 ) .

A n o b s e r v e d l im i t a t i o n t o t r e a t i n g p u ri f i e d h e p a t o c y t e c u l t u r e s w i t h p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r s

i s t h e l a c k o f o t h e r l i v e r d e ri v e d c e l l s . T h i s o b s e r v a t i o n i s s u p p o rt e d b y w o r k c a r ri e d o u t b y

P a r z e f a l l e t a l . T h e g r o u p c o n d u c t e d a s t u d y u s i n g p u ri fi e d r a t h e p a t o c y t e s a n d d e m o n s t r a t e d

th a t p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r s d o n o t i n fl u e n c e D N A s y n th e s i s i n i s o l a t e d h e p a t o c y t e s a n d

f o u n d t h a t c y t o k i n e p r o d u c t i o n b y c u l t u r e d K u p f f e r c e l l s c a n i n c r e a s e D N A s y n t h e s i s i n

p ri m a r y c u l t u r e s (3 3 ) .

T h e m a j o ri t y o f / « v i t r o s t u d i e s i n t h e l i t e r a t u r e a r e d i f f i c u l t t o b e n c hm a r k a g a i n s t i n

v i v o
,

a s t e m p o r a l c h a n g e s i n g e n e e x p r e s s i o n a n d p r o t e i n a c t i v i t y i s t y p i c a l l y c o m p a r e d t o

v a l u e s 2 4 h r a ft e r p l a t i n g . F u rt h e r m o r e , b i o c h e m i c a l a c t i v i t i e s o f c u l t u r e d h e p a t o c y t e s a r e

d i f fi c u l t t o c o m p a r e t o i n v i v o d u e t o d i f f e r e n c e s i n d o s e a n d e x p o s u r e
,
b o t h o f w h i c h a r e

c o m p l e x t o i n t e r p r e t . C o r r e s p o n d e n c e o f i n v i t r o t o i n v i v o h a s b e e n a s s e s s e d i n a f e w

s y s t e m s u s i n g R T - P C R a n d p r o t e i n e x p r e s s i o n l e v e l s
,
s h o w i n g ,

f o r e x a m p l e ,
t h e p a t t e r n s o f

g e n e e x p r e s s i o n m a i n t a i n e d b y i n c l u s i o n o f D M SO i n t h e c u l t u r e m e d i u m a r e c l o s e r t o i n

v i v o f o r m a n y g e n e s
,
i n c l u d i n g k e y r e g u l a t o r o f l i v e r m e t a b o l i s m g e n e s , H N F 4 a (4 9 ) .
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C o n c l u s i o n s

I n s u m m a r y , o u r c u r r e n t w o r k s u p p o r t s t h e u t i l i t y o f c u l t u r e d h e p a t o c y t e s p r e p a r e d

fr o m a p a n e l o f i n b r e d m o u s e s t r a i n s a s a n i n v i t r o t o x i c o g e n e t i c m o d e l f o r h e p a t o
- t o x i c i t y .

P r im a r y h e p a t o c y t e s c a n b e s u c c e s s f u l l y i s o l a t e d a n d c u l t u r e d f r o m a d i v e r s e p a n e l o f i n b r e d

m o u s e s t r a i n s u s i n g s t a n d a r d i z e d i s o l a t i o n a n d c u l t u r e c o n d i t i o n s . H e p a t o c y t e s w e r e v i a b l e

a n d fu n c t i o n a l a s i n d e x e d b y l a c t a t e
, p y r u v a t e a n d u r e a p r o d u c t i o n . R e p r o d u c ib i l i t y o f

v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n a l i t y c a n b e a c h i e v e d w i th i n a g i v e n s t r a i n o v e r s u b s e q u e n t i s o l a t i o n s .

E x p r e s s i o n o f k e y l i v e r s p e c i f i c g e n e s i s m a i n t a i n e d i n c u l t u r e d h e p a t o c y t e s u p t o d a y 3
,

r e p r e s e n t e d b y m R N A l e v e l s o f A L B
, C P S - 1 a n d H N F 4 a . G e n e e x p r e s s i o n o f m e t a b o l i s m

e n z y m e s i n c u l t u r e d h e p a t o c y t e s w a s n o t m a i n t a i n e d a s e x p e c t e d ,
a s e v i d e n c e d b y m RN A

l e v e l s o f CY P 1A 2
,
C Y P 3 A 1 1

,
C Y P 4 A 10 a n d G S T A 2 . C e l l s w e r e m e t a b o l i c a l l y a c t i v e a n d

r e s p o n s i v e t o t r e a tm e n t w i t h a c e t a m i n o p h e n a t c u l t u r e d a y 2
,
a s i n d e x e d b y c e l l k i l l i n g ,

G SH

d e p l e t i o n a n d e x p r e s s i o n o f k e y l i v e r s p e c i f i c g e n e s . F u r t h e r m o r e
,
h e p a t o c y t e s w e r e

r e s p o n s i v e t o t r e a tm e n t w i t h p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r WY - 14
,
6 4 3

,
e v i d e n c e d b y th e

u p r e g u l a t i o n o f A C O X l a t c u l t u r e d a y 2 a n d 4
.

I t i s e s s e n t i a l t o u n d e r s t a n d t h e b i o l o g i c a l m e c h a n i s m s m e d i a t e d b y u n d e r l y i n g

g e n e t i c d e t e r m i n a n t s a n d d e l i n e a t e t h e f a c t o r s c o n t r i b u t i n g t o i n t e r - i n d i v i d u a l r e s p o n s e s t o

t o x i c i t y . T h i s d e s i g n c o u l d p r o v i d e i n s i gh t t o t h e g e n e t i c f a c t o r s c o n t r i b u t i n g t o i n t e r -

i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y i n h u m a n s b y i d e n t i f y i n g t h e u n i q u e g e n o t y p e - s p e c i fi c t o x i c a n t -

i n d u c e d c h a n g e s i n m e t a b o l i s m
,
t o x i c i t y a n d g e n e e x p r e s s i o n . F u r t h e r m o r e

,
t h i s m o d e l c a n

o p e r a t e a s a m e d i u m t o h i g h - t h r o u gh p u t s c r e e n i n g t o o l t o t e s t a l a r g e n u m b e r o f c o m p o u n d s
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a g a i n s t d e n s e l y g e n o t y p e d b a c k g r o u n d s a s w e l l a s t o i m p r o v e t h e p r e d i c t i v e p o w e r o f i n v i t r o

s c r e e n i n g t o o l s .

F u t u r e D i r e c t i o n s

Sc a l i n g u p t o m o r e c o m p l e x m o d e l c u l t u r e s y s t e m s
,
i n c l u d i n g c o - c u l t u r e s

,
M a t r i g e l

o v e r l a y o r c o l l a g e n g e l s a n dw i c h e s a n d t h r e e - d i m e n s i o n a l c u l t u r e s
,
w i l l h e l p r e t a i n h e p a t i c -

s p e c i f i c p h e n o t y p e . C o n v e n t i o n a l c u l t u r e s y s t e m s a r e l im i t e d b y t h e s h o rt - t e r m s u r v i v a l a n d

r a p i d d e d i f f e r e n t i a t i o n o f h e p a t o c y t e s i n c u l t u r e C u l t u r i n g p r i m a r y h e p a t o c y t e s w i t h o t h e r

l i v e r - d e ri v e d c e l l t y p e s w i l l p l a y a n i m p o rt a n t r o l e i n m o d u l a t i n g h e p a t o c y t e b e h a v i o r w i t h

r e g a r d t o v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n a l i t y . H e t e r o t y p i c c e l l - c e l l i n t e r a c t i o n s a r e n e e d e d t o e l i c i t

r e s p o n s e s s i m i l a r t o w h a t i s o b s e r v e d i n v i v o , f o r c o m p o u n d s t h a t r e c r u i t a n d s t im u l a t e

K u p f f e r c e l l s . T h e e x t r a c e l l u l a r m a t ri x a l s o p l a y s a n im p o rt a n t r o l e i n t h e l o n g
- t e r m s u r v i v a l

o f h e p a t o c y t e s i n a d i f f e r e n t i a t e d s t a t e
,
a n d f u rt h e r m o r e

,
i t c a n p l a y a s i g n i f i c a n t r o l e i n t h e

f o r m a t i o n a n d r e t e n t i o n o f b i l e c a n a l i c u l i . I t w i l l b e im p o rt a n t t o i n c o r p o r a t e a c o m b i n a t i o n

o f t h e s e a p p r o a c h e s i n f u t u r e e x p e ri m e n t s t o o p t im i z e t h e p e r f o r m a n c e o f t h e c u l t u r e s y s t e m .

h i o u r l a b o r a t o r y e x p e ri m e n t s a r e c u r r e n t l y b e i n g c o n d u c t e d t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t s o f

c u l t u ri n g p ri m a r y h e p a t o c y t e s i n a t h r e e - d im e n s i o n a l p e r f u s e d b i o r e a c t o r s y s t e m . T h e s e

s t u d i e s w i l l h e lp t o e s t a b l i s h a p p l i c a t i o n s t h a t a r e h e l p f i l l i n m a i n t a i n i n g t h e s u r v i v a l o f l o n g
-

t e r m c u l t u r e s .

T o f u rt h e r c h a r a c t e ri z e t h e p e r f o r m a n c e o f t h e c u l t u r e s d e ri v e d fr o m d i s t i n c t

g e n o t y p e s i t w i l l b e im p o rt a n t t o i d e n t i f y t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n e n z y m e a c t i v i t y a n d

e x p r e s s i o n . S t u d i e s h a v e s h o w n t h a t m R N A l e v e l s d o n o t a l w a y s c o r r e l a t e q u a n t i t a t i v e l y

w i t h e n z y m a t i c a c t i v i t y . A d d i t i o n a l l y ,
t h i s s t u d y l a c k s c o r r e l a t i o n b e t w e e n m u l t i s t r a i n i n
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v i v o l i n v i t r o r e s p o n s e t o t r e a t m e n t w i t h a c e t a m i n o p h e n . C o n d u c t i n g a m i c r o a r r a y a n a l y s i s

c o m p a ri n g t h e g e n e e x p r e s s i o n p r o f i l e s o f w h o l e l i v e r t o c u l t u r e d c e l l s f o r s e l e c t e d s t r a i n s

m a y h e l p t o i d e n t i f y f a c t o r s c o n t ri b u t i n g t o o b s e r v e d p h e n o t y p i c d i f f e r e n c e s i n v i v o a n d i n

v i t r o .
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C h a p t e r 6

P r a c t i c u m R e p o r t

M y p r a c t i c u m e x p e r i e n c e t o o k p l a c e a t C e l l z D i r e c t / I n v i t r o g e n C o r p o r a t i o n (a p a r t o f

L i f e T e c h n o l o g i e s ) f o r 1 5 0 h o u r s fr o m A u g u s t 1
,
2 0 0 8 t o O c t o b e r 1 8

,
2 0 0 9 u n d e r t h e

d i r e c t i o n o f D r . St e p h e n F e r g u s o n . D u r i n g t h e f i r s t p h a s e o f m y p r a c t i c u m e x p e r i e n c e I

a s s i s t e d i n i d e n t i fy i n g w h e t h e r s t a n d a r d i z e d c e l l i s o l a t i o n a n d c u l t u r e c o n d i t i o n s a r e

s u f fi c i e n t f o r t h e n e a r -

p h y s i o l o g i c a l m a i n t e n a n c e o f h e p a t o c y t e s i s o l a t e d fr o m d i f f e r e n t

m o u s e s t r a i n s . T w o s t u d i e s w e r e c o n d u c t e d ; i n t h e fi r s t s t u d y h e p a t o c y t e s f r o m 1 5 m o u s e

l i n e s (n = l ) w e r e i s o l a t e d a n d c u l t u r e d o u t t o d a y 7 a n d t h e s e c o n d s t u d y h e p a t o c y t e s fr o m 3

s t r a i n s (n = 3 ) w e r e i s o l a t e d a n d c u l t u r e d o u t t o d a y 7 .

H e p a t o c y t e s w e r e p r e p a r e d f r o m m a l e m i c e 4 - 6 w e e k s o f a g e ,
t h e i s o l a t i o n s w e r e

c a r r i e d o u t o v e r t h e c o u r s e o f fi v e w e e k s
,
e a c h w e e k h e p a t o c y t e s f r o m t h r e e g e n e t i c a l l y

d i s t i n c t s t r a i n s w e r e p r e p a r e d a n d c u l t u r e d . P r i m a r y h e p a t o c y t e s w e r e i s o l a t e d u s i n g a t w o -

s t e p c o l l a g e n a s e p e r f u s i o n f o l l o w e d b y P e r c o l l c e n t r i f u g a t i o n . V i a b l e h e p a t o c y t e s
,
a s

d e t e r m i n e d b y th e T r y p a n B l u e
^ ' ^

e x c l u s i o n m e th o d
,
w e r e s e e d e d a t a d e n s i t y o f 0 . 3 x 1 0

^

m i l l i o n c e l l s p e r m L . C e l l c u l t u r e m e d i a w a s p r e p a r e d b y s u p p l e m e n t i n g W i l l i am '

s E

M e d i u m . O n t h e d a y p r i o r t o i s o l a t i o n , I p r e p a r e d 2 4 - w e l l c u l t u r e p l a t e s b y h a n d c o a t i n g

t h e m w i t h P u r e c o l c o l l a g e n t y p e 1 a n d a l l o w e d t h e m t o dr y u n d e r U V l i g h t f o r 4 h o u r s T o

e a c h w e l l o f t h e c u l t u r e p l a t e ,
0 . 5m L o f t h e h e p a t o c y t e s s u s p e n s i o n w a s a d d e d t o y i e l d a fi n a l
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c e l l d e n s i t y o f 0 . 1 5 x 1 0
^ m i l l i o n c e l l s p e r w e l l I n a d d i t i o n t o p r e p a ri n g t h e c u l t u r e p l a t e s ,

I

w a s r e s p o n s i b l e f o r t a k i n g p h o t o m i c r o g r a p h s o f t h e c e l l c u l t u r e s o n d a y s 1
, 3 , 5 a n d 7 . P h a s e

c o n t r a s t m i c r o s c o p y w a s u t i l i z e d t o a s s e s s m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s a n d s t a i n i n g w i t h c a l c e i n

A M a n d e t h i d i u m - h o m o d im e r 1 w a s s im u l t a n e o u s l y e m p l o y e d t o q u a l i t a t i v e l y d e t e r m i n e t h e

n u m b e r o f l i v e a n d d e a d c e l l s i n e a c h w e l l . F u r t h e r m o r e
,
I w a s r e s p o n s i b l e f o r s a m p l e

c o l l e c t i o n o v e r t h e c o u r s e o f t h e e x p e ri m e n t , w h i c h i n c l u d e d m e d i a a n d c e l l h a r v e s t . M e d i a

w a s h a r v e s t e d o n a d a i l y b a s i s
,
c u l t u r e m e d i a w a s r e m o v e d fr o m tw o w e l l s fr o m a c u l t u r e

p l a t e a n d p l a c e d i n a f r e s h e p p e n d o r f t u b e a n d s p u n a t 1 4 , 0 0 0 r p m s f o r 3 m i n . a n d t h e

s u p e r n a t a n t w a s s t o r e d a t - 2 0
° C . T h e c u l t u r e d c e l l s w e r e h a r v e s t e d i n 2 0 0 |i l o f T R I z o l

r e a g e n t o r P B S a t t i m e p o i n t s d a y 1
,
3

,
5 a n d 7 . T h e c e l l s w e r e s t o r e d a t - 8 0

°

C f o l l o w i n g t h e

a d d i t i o n o f T R I z o l o r P B S . T h e s e c o n d s t u d y w a s c a r ri e d t o a s s e s s w h e t h e r t h e

r e p r o d u c i b i l i t y o f v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n a l i t y c o u l d b e a c h i e v e d o v e r s u b s e q u e n t i s o l a t i o n s .

T h r e e m o u s e s t r a i n s (n = 3 ) w e r e s e l e c t e d f o r t h i s s t u d y a n d t h e e x p e ri m e n t a l d e s i g n o f t h i s

s t u d y f o l l o w e d t h a t o f t h e f i r s t , a s d e s c ri b e d a b o v e . M y r e s p o n s i b i l i t i e s f o r t h e s e c o n d s t u d y

i n c l u d e d t a k i n g p h o t o m i c r o g r a p h s o f t h e c u l t u r e s a n d c o l l e c t i n g m e d i a a n d h a r v e s t i n g c e l l

c u l t u r e s .

T h e s e s t u d i e s i n v e s t i g a t e d th e f e a s i b i l i t y o f i s o l a t i n g a n d c u l t u ri n g h e p a t o c y t e s f r o m

g e n e t i c a l l y d i s t i n c t m o u s e s t r a i n s u s i n g s t a n d a r d i z e d c e l l i s o l a t i o n a n d c u l t u r e c o n d i t i o n s . T o

d e t e r m i n e c e l l f u n c t i o n a l i t y t h e f o l l o w i n g b i o c h e m i c a l m a r k e r s w e r e e v a l u a t e d : l a c t a t e a n d

p y r u v a t e p r o d u c t i o n
,
u r e a s y n t h e s i s a n d L D H r e l e a s e . R T - P C R a n a l y s i s w a s c a r ri e d o u t f o r

k e y l i v e r s p e c i f i c g e n e s t o i d e n t i f y a n y s i g n i f i c a n t c h a n g e s i n g e n e e x p r e s s i o n .

T h e s e c o n d p h a s e o f m y p r a c t i c u m r e s e a r c h w a s d e v o t e d t o c h a r a c t e ri z i n g th e

v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n a l i t y o f c r y o p r e s e r v e d h e p a t o c y t e s d e ri v e d fr o m a p a n e l o f i n b r e d
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mo u s e s t r a i n s . F i ft e e n l o t s o f c r y o p r e s e r v e d h e p a t o c y t e s
,
r e p r e s e n t i n g t h e 1 5 s t r a i n s s e l e c t e d

f o r t h e fi r s t s t u d y ,
w e r e t h a w e d a n d c u l t u r e d

,
c e l l v i a b i l i t y w a s d e t e r m i n e d b y t h e T r y p a n

B l u e
^ *̂

e x c l u s i o n m e t h o d . P h o t o m i c r o g r a p h s w e r e t a k e n o n a d a i l y b a s i s t o e v a l u a t e c e l l

a t t a c hm e n t a n d m o r p h o l o g y . O f t h e 1 5 l o t s t h a w e d a n d p l a t e d o n l y 4 p a s s e d t h e p o s t -

c r y o p r e s e r v a t i o n p l a t i n g c h a r a c t e r i z a t i o n a n a l y s i s . R e s u l t s f r o m t h i s s t u d y d e m o n s t r a t e t h e

d i f f i c u l t y o f u s i n g c r y o p r e s e r v e d m o u s e h e p a t o c y t e s d e r i v e d f r o m a p a n e l o f i n b r e d m o u s e

s t r a i n s . F o r t h e s e c o n d p h a s e o f m y p r a c t i c u m e x p e r i e n c e I w a s p r i m a r i l y r e s p o n s i b l e f o r

m a n a g i n g a l l o f t h e d a t a c o l l e c t e d fo r t h e c r y o p r e s e r v a t i o n e x p e r i m e n t s . I n a d d i t i o n t o d a t a

m a n a g e m e n t I w a s i n c h a r g e o f p r e p a r i n g a n d d e l i v e r i n g a p r e s e n t a t i o n s u m m a r i z i n g t h e

s t u d y
'

s r e s u l t s .

T h e t h i r d p h a s e o f m y p r a c t i c u m e x p e r i e n c e c e n t e r e d f o c u s o n im p r o v i n g t h e c u l t u r e

c o n d i t i o n s f o r p r im a r y m o u s e h e p a t o c y t e s . P e r f u s i o n b u f f e r s a n d c e l l c u l t u r e m e d i a w e r e

s u p p l e m e n t e d w i t h 2 m M g l y c i n e . T h r e e m o u s e s t r a i n s (n = 3 ) w e r e s e l e c t e d a n d t h e

e x p e r i m e n t a l d e s i g n f o r t h i s s t u d y m i r r o r e d t h a t o f t h e fi r s t s t u d y . A w i t h t h e fi r s t p h a s e

e x p e r i m e n t s I w a s r e s p o n s i b l e f o r t a k i n g p h o t o m i c r o gr a p h s a n d h a r v e s t i n g t h e c e l l c u l t u r e s a t

t im e p o i n t s d a y 1
,
3

, 5 a n d 7 .
A d d i t i o n a l l y ,

I w a s r e s p o n s i b l e f o r c o l l e c t i n g m e d i a s a m p l e s o n

a d a i l y b a s i s . T h e r e s u l t s f r o m t h i s s t u d y w e r e i n c o n c l u s i v e . N o m a r k e d d i f f e r e n c e s w e r e

n o t e d i n f u n c t i o n a l i t y a s i n d e x e d b y l a c t a t e a n d p y r u v a t e p r o d u c t i o n ,
u r e a s y n t h e s i s a n d L D H

r e l e a s e c o m p a r e d t o d a t a c o l l e c t e d f r o m t h e s e c o n d s t u d y .

M i c e a r e w i d e l y u s e d i n t o x i c o l o g i c a l s t u d i e s a s a m o d e l o r g a n i s m a n d c o n s i d e r e d t o

b e h e l p f u l i n a d d r e s s i n g t h e p o t e n t i a l d r u g - i n d u c e d t o x i c i t i e s a n d e x p l o r i n g m e c h a n i sm s o f

i n j u r y . F u r t h e r m o r e
,
m o u s e m o d e l s a i d i n t h e i d e n t i fi c a t i o n o f u n i q u e g e n e t i c d e t e r m i n a n t s

,

w h i c h m i g h t i n f e r i n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s i n s u s c e p t i b i l i t y .
T h e u t i l i z a t i o n o f a

4 5

NEATPAGEINFO:id=006474DB-8A4A-4109-AB77-D117DBBBA63C



g e n e t i c a l l y d i v e r s e m o u s e p o p u l a t i o n m a y b e u s e fu l a s a n a n im a l m o d e l t o u n d e r s t a n d a n d

p r e d i c t r a r e a d v e r s e dr u g e v e n t s i n h u m a n s .

C u r r e n t s a p p r o a c h e s t o t o x i c i t y s c r e e n i n g d o n o t a d d r e s s p o p u l a t i o n w i d e d i v e r s i t y

a n d fa i l t o c a p t u r e t h e c o m p l e x i t y o f h u m a n t o x i c i t y . T h e p r e s e n t t e s t i n g p a r a d i g m r e q u i r e s

t h e u s e o f in t a c t a n im a l s d o s e d a t h i gh l e v e l s n o t r e l e v a n t t o h u m a n e x p o s u r e . T h e s e s t u d i e s

a r e t y p i c a l l y c o n d u c t e d a g a i n s t a s i n g l e g e n o t y p e .
I n v i t r o m o d e l s a r e w i d e l y u s e d

a p p l i c a t i o n s i n t o x i c o l o g i c a l r e s e a r c h a n d h a v e b e e n i d e n t i f i e d a s s u i t a b l e a l t e r n a t i v e s t o i n

v i v o t e s t i n g . T h e w o r k c o m p l e t e d i n t h i s s t u d y a d d r e s s e s s o m e o f t h e l im i t a t i o n s t o t o x i c i t y

s c r e e n i n g t o d a t e b y e s t a b l i s h i n g a n i n v i t r o m o d e l f o r h e p a t o t o x i c i t y t h a t t a k e s i n t o a c c o u n t

p o p u l a t i o n w i d e d i v e r s i t y . T h i s m o d e l c o u l d b e u s e d a n o v e l t o o l t o e v a l u a t e d i f f e r e n c e s i n

r e s p o n s e t o t r e a t m e n t a g a i n s t m u lt i p l e g e n o t y p e s . A d d i t i o n a l l y ,
t h i s h i g h t h r o u gh p u t

a p p r o a c h w i l l a l l o w fo r t h e a s s e s sm e n t o f m u l t ip l e t r e a t m e n t s a n d e n d p o in t s i n h e p a t o c y t e s

i s o l a t e d a n d c u l t u r e d f r o m o n e a n im a l . A l t h o u gh , t h i s a p p r o a c h r e qu i r e s t h e n e e d fo r s p e c i e s

e x t r a p o l a t i o n t o c o n d u c t a r i s k a s s e s sm e n t a n a l y s i s , i t p r o v i d e s r e s e a r c h e r s w i t h t h e a b i l i t y t o

c o n d u c t r e p e a t t e s t i n g a g a i n s t d i s t i n c t g e n o t y p e s . T h e s e s t u d i e s c a n h a v e a s i g n i f i c a n t im p a c t

o n t h e d e v e l o p m e n t o f n e w p h a r m a c e u t i c a l s a n d t h e p ri o r i t i z a t i o n o f e n v i r o n m e n t a l

c h e m i c a l s
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C h a p t e r 7

G l o b a l H e a l t h F o c u s : G l o b a l i z a t i o n a n d G e n o m i c s

Wh a t i s g e n e t i c s a n d h o w d o e s i t r e l a t e t o t h e h u m a n c o n d i t i o n ? M e di c a l c o n d i t i o n s

a r e o f t e n c a u s e d b y m u t a t i o n s o r i n h e r i t e d s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m s (SN P s ) ,
i n o n e

o r m o r e o f a n i n d i v i d u a l
'

s g e n e s . T h e s e c o n d i t i o n s a r e i d e n t i f i e d a s g e n e t i c d i s o r d e r s .

A l t e r a t i o n o f a s p e c i f i c g e n e , a s a r e s u l t o f a SN P o r m u t a t i o n , c a n a d v e r s e l y a f f e c t t h e

t r a n s c r i p t i o n a n d a c t i v i t y o f p r o t e i n s e n c o d e d b y t h a t g e n e . P r o t e i n m a l f o r m a t i o n s c a n a f f e c t

t h e c e l l
'

s a b i l i t y t o f u n c t i o n p r o p e r l y , c a u s i n g p r o b l e m s f o r w h o l e t i s s u e s o r o r g a n s U t i l i z i n g

i n fo r m a t i o n g e n e r a t e d fr o m w h o l e - g e n o m e s e q u e n c i n g p r e s e n t s r e s e a r c h e r s a n d c l i n i c i a n s

w i t h t h e u n i q u e o p p o r t u n i t y t o d e t e c t - d i s e a s e r e l a t e d g e n e t i c v a r i a n t s a n d t a i l o r t h e r a p i e s

b a s e d o n g e n o t y p e .

So o n g e n e t i c t e s t i n g w i l l b e c o m e a n i n t e g r a l p a r t o f d i a g n o s i n g , t r e a t i n g , p r e d i c t i n g

a n d p r e v e n t i n g c o m m o n d i s e a s e s
,

a n d f u r t h e r m o r e
,
h e l p t o r e s h a p e m o r e t r a d i t i o n a l

a p p r o a c h e s t o h e a l t h p r o m o t i o n . A s t h e w o r l d a p p r o a c h e s t h e p o s t -

g e n o m i c e r a h e a l t h c a r e

p r a c t i t i o n e r s w i l l i n c o r p o r a t e t h e u s e o f g e n e t i c i n f o r m a t i o n t o a d d r e s s e a r l y c h i l dh o o d ,

m i d d l e - a g e a n d o l d e r - a g e m e d i c a l c o n c e r n s . M e d i c a l p r a c t i t i o n e r s w i l l s o o n b e a b l e t o

d e t e r m i n e t h e r i s k p r o f i l e s f o r a w i d e - s p e c t r u m o f d i s e a s e s a n d im p l e m e n t a p p r o p r i a t e

m e t h o d s o f i n t e r v e n t i o n . Sc i e n t i s t s a r e d e v e l o p i n g n ew c o m p u t e r - b a s e d m e t h o d s t o a i d i n t h e
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i n t e r p r e t a t i o n o f t h e w e a l t h o f g e n e t i c i n f o r m a t i o n a n d d e t e r m i n e h o w i t r e l a t e s t o t h e h u m a n

c o n d i t i o n . T h e p r i c e o f s e q u e n c i n g a n i n d i v i d u a l
'

s g e n o m e a n d d e s i g n i n g i n d i v i d u a l i z e d

t h e r a p i e s b a s e d o n g e n e t i c b a c k g r o u n d m a y c r e a t e a d d i t i o n a l b a r r i e r s t o h e a l t h c a r e f o r

d i s a d v a n t a g e d gr o u p s .

M a n y f a c t o r s c o n t r i b u t e t o t h e h e a l t h d i sp a r i t i e s p r e s e n t i n d e v e l o p e d a n d d e v e l o p i n g

n a t i o n s . A l o n g w i t h f a c t o r s s u c h a s p o v e r t y , a c c e s s t o h e a l t h c a r e , b e h a v i o r a n d

e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s
,

s c i e n t i s t s a r e n o w b e g i n n i n g t o a c c e p t g e n e t i c s a s a r i s k f a c t o r f o r

h e a l t h r e l a t e d d i s p a r i t i e s (5 6 ) . T h e c o m p l e x e t i o l o g y o f h e a l t h d i s p a r i t i e s i s d e p e n d e n t o n

i n t e r a c t i o n s b e tw e e n s a i d f a c t o r s . T h e w e l l k n o w n a n a l o g y ,

"

g e n e t i c s l o a d s t h e g u n
,
b u t t h e

e n v i r o n m e n t p u l l s t h e t r i g g e r ,

" i s c o n s i s t e n t w i t h w h a t h a s b e e n p u b l i s h e d l i n k i n g g e n e t i c s

a n d t h e e n v i r o n m e n t t o h e a l t h d i s p a r i t i e s . A n i n d i v i d u a l c a n i n h e r i t c e r t a i n r i s k f a c t o r s (i . e .

p o l y m o r p h i s m s ) f o r a d i s e a s e b u t t h e r i s k o f d e v e l o p i n g t h e d i s e a s e i s d e p e n d e n t o n e x p o s u r e

t o t h e e n v i r o n m e n t a l t r i g g e r . L i t t l e g e n e t i c v a r i a t i o n e x i s t s b e tw e e n i n d i v i du a l s b e l o n g i n g t o

d i f f e r e n t s o c i o - e c o n o m i c g r o u p s . H o w e v e r
,
t h e s e i n d i v i d u a l s m a y b e e x p o s e d t o d i f f e r e n t

l e v e l s o f c a r c i n o g e n s o r o t h e r t o x i c a n t s i n t h e i r l i v i n g a n d w o r k i n g e n v i r o n m e n t s . M o r e o v e r
,

c e r t a i n d i s a d v a n t a g e d e t h n i c g r o u p s m a y h a v e a h i gh e r f r e q u e n c y o f d i s e a s e r e l a t e d g e n e s

m a k i n g th e m m o r e s u s c e p t i b l e t o f a c t o r s w i t h i n t h e i r e n v i r o n m e n t .

T h e r e a r e a p p r o x im a t e l y 1 0 , 0 0 0 e n v i r o n m e n t a l c h em i c a l s w h i c h i n d i v i d u a l s m a y b e

e x p o s e d t o t h a t a r e c u r r e n t l y i n c o m m e r c e . T h e v a s t m a j o r i t y o f t h e s e c h e m i c a l s h a v e g o n e

t h r o u g h l im i t e d o r n o t o x i c i t y t e s t i n g ( 10 ) . T h e c u r r e n t a p p r o a c h e s t o t o x i c i t y t e s t i n g a r e

t y p i c a l l y c o n d u c t e d a g a i n s t a s i n g l e g e n o t y p e a n d f a i l t o f a c t o r i n t h e i n f l u e n c e o f g e n e t i c

d i v e r s i t y i n r e s p o n s e t o e x p o s u r e . A s a r e s u l t c u r r e n t m e th o d s t o e v a l u a t e t o x i c i t y f a i l t o

c a p t u r e t h e c o m p l e x i t y o f h u m a n t o x i c i t y w i t h r e g a r d t o g e n e t i c v a r i a n c e . A s t h e w o r l d
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b e c o m e s m o r e c o n n e c t e d t h e u t i l i z a t i o n o f s u c h a p p l i c a t i o n s (c h e m i c a l s ) i n a n e n v i r o n m e n t a l

s e t t i n g w i l l p o s e a r i s k t o c o n s u m e r s w o r l d w i d e
,
i n c l u d i n g i n d i v i d u a l s o f t h e m o s t s u s c e p t i b l e

p o p u l a t i o n s . T o a d d r e s s s u c h a c o m p l e x p r o b l e m a s h e a l t h d i s p a r i t i e s
,
i n t e r d i s c i p l i n a r y

r e s e a r c h t e a m s c o m p o s e d o f s o c i a l
,

e n v i r o n m e n t a l a n d g e n e t i c s c i e n t i s t s s h o u l d b e

e s t a b l i s h e d t o d e v e l o p n ew w a y s t o a p p r o a c h h e a l t h i n l o w - i n c o m e a n d m i n o r i t y

c o m m u n i t i e s a r o u n d th e w o r l d
.

A s a r e s u l t o f t h e H u m a n G e n o m e P r o j e c t a n d s e q u e n c i n g o f t h e g e n o m e s o f m o d e l

o r g a n i s m s ,
s c i e n t i s t s a r e u s i n g t h e s e t o o l s t o a i d i n t h e d i s c o v e r y o f g e n e t i c v a r i a t i o n s i n

e n v i r o n m e n t a l r e s p o n s e g e n e s t h a t a r e r e s p o n s i b l e fo r s u c h w i d e d i f f e r e n c e s i n i n t e r -

i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y i n t o x i c i t y . T h e N a t i o n a l I n s t i t u t e o f E n v i r o n m e n t a l H e a l t h Sc i e n c e s

h a s l a u n c h e d a p r o j e c t d e s i g n e d t o i d e n t i f y g e n e t i c v a r i a t i o n s w i t h i n p o p u l a t i o n s a n d

i n d e n t i f y u n i q u e g e n e t i c d e t e r m i n a n t s o f i n t e r - i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y t o e n v i r o n m e n t a l

a g e n t s (5 6 ) I t i s b e l i e v e d t h a t a n a t i o n
'

s d i s e a s e b u r d e n c a n p o t e n t i a l l y b e r e d u c e d t h r o u g h

b e t t e r e n v i r o i m i e n t a l p r a c t i c e s
,
t h i s i s e s p e c i a l l y t r u e fo r i n d i v i du a l s l i v i n g i n l o w - i n c o m e a n d

m i n o r i t y c o m m u n i t i e s .

S e q u e n c i n g o f t h e H u m a n G e n o m e

C o m p l e t i o n o f t h e H u m an G e n o m e P r o j e c t (H G P ) i n 2 0 0 3
,

c o o r d i n a t e d b y th e U . S .

N a t i o n a l I n s t i t u t e s o f H e a l t h (N IH ) a n d t h e D e p a r t m e n t o f E n e r g y (D O E ), h a s p r o v i d e d

r e s e a r c h e r s w i t h t h e t o o l s t o i d e n t i f y s p e c i f i c p o i n t s o f v a r i a t i o n i n h u m a n D N A th a t u n d e r l i e

c o m m o n d i s e a s e s a n d e f f e c t s o f e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s . W h o l e -

g e n o m e s e q u e n c i n g h a s

p l a y e d a n im p o r t a n t r o l e i n r e d u c i n g t h e t im e n e e d e d t o d e t e c t a n d i d e n t i f y u n i q u e g e n e t i c

d e t e r m i n a n t s i n f lu e n c i n g d i s e a s e s u s c e p t ib i l i t y ( 5 3 ) . T h e c o s t o f s e q u e n c i n g g e n o m e s h a s

d r o p p e d s i g n i f i c a n t l y ; h o w e v e r
,
t h e c o s t o f s e q u e n c i n g a n i n d i v i du a l

'

s g e n o m e f o r m e d i c a l
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p u r p o s e s r e m a i n s h i g h . A s a r e s u l t o f t h e H G P ,
i n v e s t i g a t o r s h a v e i d e n t i f i e d o v e r 1 , 8 0 0

d i s e a s e g e n e s a n d e n g i n e e r e d 3 5 0 - b i o t e c h n o l o g y b a s e d p r o d u c t s t h a t a r e c u r r e n t l y i n c l i n i c a l

t r i a l s (5 3 ) .

T h e g e n o m e s o f i n d i v i d u a l s a r e d i s t i n c t
,
t h u s g e n e r a t i n g d i v e r s i t y . T h e g e n e t i c d i v e r s i t y

t h a t e x i s t s i n m a n k i n d c a n b e e v a l u a t e d b y c o m p a r i n g t h e g e n o m e s o f d i f f e r e n t i n d i v i d u a l s .

T h e m o s t c o m m o n f o r m o f g e n e t i c v a r i a t i o n i s t h e SN P
, w h i c h a c c o u n t s f o r l e s s t h a n 15% o f

d i v e r s i t y o b s e r v e d a m o n g p o p u l a t i o n s o r i g i n a t i n g fr o m d i f f e r e n t c o n t i n e n t s ; h o w e v e r
,
t h e

a m o u n t o f g e n e t i c d i v e r s i t y p r e s e n t i n a p o p u l a t i o n (a s d e fi n e d b y s h a r e d c u l t u r e , g e o g r a p h y ,

p h y s i c a l a p p e a r a n c e a n d g e n e p o o l ) i s s i g n i fi c a n t ( 5 4 - 5 5 ) . F u r t h e r m o r e
,

s e q u e n c e v a r i a n c e

a f f e c t i n g g e n e s p l i c i n g a n d r e g u l a t i o n p l a y s a n d im p o r t a n t r o l e i n i n fl u e n c i n g d i s e a s e

s u s c e p t i b i h t y . T h e r e fo r e
,
s e q u e n c i n g o f t h e h u m a n g e n o m e h a s c r e a t e d a g r o w i n g m a r k e t f o r

p a n e l s o f D N A fr o m i n d i v i d u a l s o r i g i n a t i n g fr o m m a n y d i f f e r e n t p o p u l a t i o n s t h r o u gh o u t t h e

w o r l d a n d t h e s e p a n e l s h a v e b e c o m e w i d e l y u s e d a p p l i c a t i o n s i n b i o m e d i c a l r e s e a r c h (5 1 ) .

A s w i t h m a n y t e c h n o l o g i c a l r e v o l u t i o n s i n o u r g l o b a l i z e d w o r l d
,
t h e d e v e l o p e d w o r l d

t e n d s t o c o n fr o l a n d q u i c k l y c a p i t a l i z e o n g o o d s b e f o r e t h e d e v e l o p i n g w o r l d h a s a c c e s s t o

t h em . Su c h i s t h e c a s e f o r p o p u l a t i o n - b a s e d r e s e a r c h . F u r t h e r m o r e
,
d u e t o t h e p o t e n t i a l

b e n e fi t s o f c o n d u c t i n g p o p u l a t i o n - b a s e d s t u d i e s
,
r e s e a r c h e r s s e e k t o u s e g e n e t i c r e s o u r c e s

(s a m p l e s c o n t a i n i n g h u m a n D N A ) o f i s o l a t e d p o p u l a t i o n s t o u n r a v e l t h e m y s t e r i e s b e h i n d

h u m a n d i v e r s i t y ,
d e s i g n i n d i v i d u a l i z e d dr u g t h e r a p i e s , a n d fi n d g e n e t i c c a u s e s o f i n t e r -

i n d i v i d u a l v a ri a b i l i t y i n t o x i c i t y . R e m o t e p o p u l a ti o n s
,
l o c a t e d i n m a n y d i f f e r e n t r e g i o n s

a c r o s s t h e w o r l d
,

a r e i d e a l p a r t i c i p a n t s f o r g e n e t i c r e s e a r c h b e c a u s e t h e r e i s l i t t l e o u t s i d e

g e n e t i c i n fl u e n c e . T h i s p r o v i d e s r e s e ar c h e r s w i t h t h e a b i l i t y t o t r a c k d i s e a s e s o v e r m a n y

g e n e r a t i o n s . R e s e a r c h e r s h a v e m a d e m a n y im p o r t a n t d i s c o v e ri e s a n d d e v e l o p e d im p o rt a n t
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b i o m e d i c a l t e c hn o l o g i e s t h r o u gh th e i r e f f o r t s , b u t i n s o m e c a s e s t h e i r m e th o d s o f r e t r i e v a l

a n d u t i l i z a t i o n o f n a t u r a l a n d b i o l o g i c a l m a t e r i a l o f r e m o t e p o p u l a t i o n s h a s b e e n v i e w e d a s

u n e t h i c a l a n d u n j u s t . M a n y r e s e a r c h e r s h a v e b e e n a c c u s e d o f b i o c o l o n i a l i s m—a t e r m t h a t h a s

b e e n u s e d t o d e fi n e t h e u n e t h i c a l a n d u n j u s t m i n i n g a n d c o n t r o l o f k n o w l e d g e a n d b i o l o g i c a l

p r o p e r t y f o r p r o fi t—a n d f u r t h e r e x a c e r b a t e d t h e c u l t u r e o f m i s t r u s t b e t w e e n u n d e r s e r v e d

p e o p l e s a n d th e s c i e n t i fi c c o m m u n i t y . I n a d d i t i o n t o im p l e m e n t i n g n e w l a w s t o p r o t e c t t h e

r i g h t s o f r e m o t e p o p u l a t i o n s
,
s c i e n t i s t s c a n c o n t i n u e t o u s e a l t e r n a t i v e m o d e l s t o c a p t u r e t h e

c o m p l e x i t y o f h u m a n d i v e r s i t y i n o r d e r t o i d e n t i f y d i s e a s e - r e l a t e d g e n e s .

T h e H G P h a s r e v o l u t i o n i z e d t h e fi e l d o f b i o t e c h n o l o g y w o r l d w i d e a n d h a s s p a r k e d

t h e d e v e l o p m e n t o f n o v e l m e t h o d o l o g i e s d e s i g n e d t o c h a r a c t e r i z e t h e g e n o m e s o f m o d e l

o r g a n i s m s w i d e ly u s e d i n b i o m e d i c a l r e s e a r c h . M i c e a r e w i d e l y u s e d m o d e l o r g a n i s m s i n

b i o m e d i c a l a n d t o x i c o l o g i c a l r e s e a r c h . A d d i t i o n a l l y , t h e s e m o d e l s a r e im p o r t a n t f o r

u n d e r s t a n d i n g t h e b a s i c s o f c o m p l e x d i s o r d e r s b y i d e n t i fy i n g c o n s e r v e d r e g i o n s o n

c hr o m o s o m e s w h e r e d i s e a s e t r a i t s a r e l o c a t e d . T h e s e m o d e l s p r e s e n t r e s e a r c h e r s w i t h th e

t o o l s t o m a n i p u l a t e o n e o r s e v e r a l g e n e s t o i d e n t i f y t h e i r f u n c t i o n s i n r e l a t i o n t o d i s e a s e .

C u r r e n t m e t h o d s o f m a n i p u l a t i o n t h a t a r e c a r r i e d o u t i n c l u d e c o n t r o l l e d b r e e d i n g , p r o du c i n g

t r a n s g e n i c a n d k n o c k o u t m u t a n t m i c e
,
i n a d d i t i o n t o c r e a t i n g c o n g e n i c s t r a i n s . M o r e o v e r ,

m o u s e m o d e l s m a y h e l p t o u n r a v e l g e n e - e n v i r o n m e n t i n t e r a c t i o n s a n d g i v e d e t a i l e d i n s i g h t s

in t o m a n y a s p e c t s o f t h e h u m a n c o n d i t i o n a s w e l l a s b a s i c h u m a n b i o l o g y ,
i n c l u d i n g t h e

i d e n t i fi c a t i o n o f m o l e c u l a r p a t h w a y s i n w h i c h a m u t a t e d p r o t e i n a c t s ( 5 8 ) .

T h e q u e s t t o s e q u e n c e t h e m o u s e g e n o m e w a s l a u n c h e d s h o r t l y a ft e r t h e c o m p l e t i o n

o f t h e H G P . T h e m o u s e g e n o m e s e q u e n c e
,
f r o m t h e C 5 7 B L /6 J s t r a i n

,
r e v e a l s a b o u t 3 0

,
0 0 0

g e n e s , a s im i l a r n u m b e r o f g e n e s h a v e b e e n i d e n t i fi e d i n t h e h u m a n g e n o m e a n d c l o s e
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h o m o l o g y e x i s t s b e t w e e n m a n y m o u s e a n d h u m a n g e n e s e q u e n c e s (5 7 ) . T h e r e f o r e , t h e u t i l i t y

o f s u c h m o d e l s c a n p l a y a p o w e r f u l r o l e i n i d e n t i f y i n g g e n e t i c c a u s e s o f h u m a n

s u s c e p t i b i l i t y .

5 2

NEATPAGEINFO:id=C9857DEF-FD2D-483B-8A36-5498AE459C2B



A p p e n d i x A

T a b l e 1 : Su m m a r y o f L i v e r P a r e n c h y m a l C e l l Y i e l d s a n d V i a b i l i t y

T a b l e 1 . S u m m a r y o f s t r a i n l i n e a g e ,
l i v e r p a r e n c h y m a l c e l l y i e ld a n d v i a b i l i t y a f t e r

i s o l a t i o n R e s u l t s a r e s h o w n f o r e x p e r im e n t 1 (h e p a t o c y t e s f r o m 1 5 i n b r e d l i n e s w e r e

i s o l a t e d a n d c u l t u r e d o u t t o d a y 7 t o a s s e s s v i a b i l i t y a n d f u n c t i o n a l i t y ) , e x p e r im e n t 2

(h e pa t o c y t e s fi o m 3 i n b r e d l in e s w e r e i s o l a t e d a n d c u l t u r e d o u t t o d a y 7 t o a s s e s s

r e p r o d u c i b i l i t y o f f u n c t i o n a l it y ) a n d e x p e r im e n t 3 (h e p a t o c y t e s f r o m 3 i n b r e d l i n e s w e r e

t r e a t ed w i th 4 r e f e r e n c e c o m p o u n d s t o e v a l u a t e c y t o x i c i t y )

L i n e a g e o f
S t r a i n s S t r a i n S t u d y

= F i n a l Y i e l d

(m i l l i o n s )

^ F i n a l V i a b i l it y

(p e r c e n t )

C a s t l e
'

s

D e r i v e d

A / J

A KR / J

BA L Bc / J

B A LB c / By J

C 3 H / H e J

D B A / 2 J

N Z W/ La c J

Ex p t 1

E x p t 1

E x p t 1

E x p t 1

E x p t 1

E x p t 1

E x p t 1

3 5 ± 1 8 0 3

4 6

3 3 5

5 9 5

4 9

5 7

7 6

8 6 5 ± 6 3 6 4

9 6

8 6

9 4

8 8

9 7

8 8

C5 7 D e r i v e d

B 6 C 3 F 1/ J

C 5 7 B L/ 6 J

Ex p t 1

E x p t 2

E x p t 3

Ex p t 1

Ex p t 2

Ex p t 3

7 5 5

6 6 ± 1 2 5 1

5 7 6 ± 2 0 6

5 1

5 6 ± 3 5

3 7 ± 1

9 4

9 4 . 3 ± 1 5 4

9 1 3 ± 6 4

9 2

9 3 6 7 ± 2 1

9 2 3 ± 4

(+ + + m i x e d ) M R L/ M p J Ex p t 1 8 2 9 3

Sw is s D e r i v e d

F V B / N J

N O D / Lt J

E x p t 1

E x p t 1

E x p t 2

E x p t 3

6 1 5

6 4

7 7 7 ± 1 8 1

4 2 8 ± 3 8 5

9 8

9 3

9 5 3 ± 1 2

9 0 7 ± 1 5

C A ST / E i J E x p t . 1

W i ld D e r i v e d
P^ ^ / ^ '^ J ^ ^ P^ ^

W SB / E i J Ex p t 1

6 3

8 7

6 0

9 5

9 4

9 4

' V a l u e s r e p r e s e n t e d a r e M e a n ± STD E V
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F i g u r e 9 : Q u a n t i fi c a t i o n o f T o t a l P r o t e i n

C u t l u r e D a y

B 6 C 3 F 1

B a lb

A /J

M RL

B A L Bc By
A K R

C 3 H H e J

C 5 7 B L/6 J

D BA

C a s VE i J

NZW
W SB

N O D
P W D

FV B

C u lt u r e D a y

e - B 6 C 3 F 1/J

B - C 5 7 B L/6 J

* - N O D / L U

S u p p le m e n t a ry F i g u r e 1 : T o ta l p r o t i e n c o n t e n t (P ie r c e B C A k i t ) e v a l u a t e d i n (A ) 1 5 i n b r e d

m o u s e s t r a i n s a n d (B ) 3 i n b r e d m o u s e s t r a i n s Co l o r s c o r r e s po n d to th e d a y o f h e p a to c y t e

p r e p a r a t i o n ( c a l e n d a r d a t e ) a n d e a c h s y m b o l r e p r e s e n t s o n e o f t h e 1 5 s t r a i n s (A )
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F i g u r e 1 0 : C y t o t o x i c i t y o f P h e n o b a r b i t a l

c

8

§ ^ " ^

5

2

= 0

B 6 C 3 F 1/ J C 5 7 B Ly 6 J N O D / L t J

D A Y 2

D A Y 4

0 )
O

g

8 2 = «
i

Z .
2 0 0

0 )

Q .

iiM
'

i ii u
v
<? N ■ !> 4 * - 9

c
o
O
X
w

50

1 50 - ' * '
■

T I T T

iM I i -l MM i k M
c o n c e n t r a t io n (j j M ) c o n c e n t r a t io n {/ j M } c o n c e n t r a t io n (j j M )

S u p p le m e n t a r y F i g u r e 2 : C o m p a r i s o n o f h e p a t o c y t e c yt o to x i c it y o f P h e n o b a r b i t a l i n 3 in b r e d

m o u s e s t r a in s (B 6 C 3 F 1 / J , C 5 7 B L/ 6 J a n d N O D / L t J ) a n d t w o t im e p o i n t s , c u l t u r e D a y 2 (g r e y
b a r s ) a n d D a y 4 (b la c k b a r s ) H e p a t o c y t e s f r o m m a le m ic e (4 - 6 w k s o f a g e ) w e r e is o la t e d b y
c o l la g e n a s e p e r f u s io n , p u r i f i e d b y P e r c o l l g r a d ie n t c e n tr i f u g a t io n (fi n a l v ia b i l i t y > 9 0 % )
c u l t u r e d o n B D B io c o a t

' '^ 9 6 w e l l p la t e s in a c o n v e n tio n a l m o n o la y e r f o r 2 4 h a n d 7 2 h , t h e n

c u l t u r e d f o r a a d d i t i o n a l 2 4 h in th e p r e s e n c e o f P h e n o b a r b i ta l ( 1 ,
3

,
10

,
3 0

,
1 0 0 yu M ) T o x ic i ty

w a s a s s e s s e d b y e v a lu a t i n g c e l l u l a r A T P c o n t e n t a n d G S H le v e ls
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B IB L I O G R A P H Y

1 . H a r r i l l A H ,
W a t k i n s P B

, Su S
,
R o s s P K

,
H a r b o u r t D E

,
S t y l i a n o u I M

,
B o o r m a n G A ,

R u s s o M W
,
Sa c k l e r R S

,
H a r ri s SC

,
e t a l . M o u s e p o p u l a t i o n -

g u i d e d r e s e q u e n c i n g
r e v e a l s t h a t v a ri a n t s i n CD 4 4 c o n t ri b u t e t o a c e t a m i n o p h e n

- i n d u c e d l i v e r i n j u r y i n

h u m a n s . G e n o m e R e s 2 0 0 9 ; 1 9 : 15 0 7 - 1 5

2 . P l e t c h e r M T , M c C l u r g P , B a t a l o v S , Su A I
,
B a r n e s SW ,

L a g l e r E ,
K o r s t a n j e R ,

W a n g

X
,
N u s s k e m D , B o g u e M A , e t a l . U s e o f a d e n s e s i n g l e n u c l e o t i d e p o l ym o r p h i s m m a p

f o r i n s i l i c o m a p p i n g i n t h e m o u s e .
P L o S . B i o l . 2 0 0 4 D e c ;2 ( 12 ) : e 3 9 3

3 .
R o b e r t s A ,

P a r d o - M a n u e l d
,
V

,
W a n g W ,

M c M i l l a n L
,
T h r e a d g i l l D W . T h e

p o l y m o r ph i s m a r c h i t e c t u r e o f m o u s e g e n e t i c r e s o u r c e s e l u c i d a t e d u s i n g g e n o m e - w i d e

r e s e q u e n c i n g d a t a : im p l i c a t i o n s f o r QT L d i s c o v e r y a n d s y s t em s g e n e t i c s .

M a m m . G e n o m e 2 0 0 7 Ju l ; 1 8 (6 - 7 ) :4 73 - 8 1

4 . F r a z e r K A , E s k i n E
,
K a n g H M , B o g u e M A , H i n d s D A ,

B e i l h a r z E J , G u p t a R V
,

M o n t g o m e r y J ,
M o r e n z o n i M M , N i l s e n G B , e t a l .

A s e q u e n c e - b a s e d v a ri a t i o n m a p o f

8 . 2 7 m i l l i o n SN P s i n i n b r e d m o u s e s t r a i n s . N a t u r e 2 0 0 7 A u g 3 0 ;4 4 8 (7 1 5 7 ) : 1 0 5 0 - 3

5 . Sz a t k i e w i c z J P ,
B e a n e G L ,

D i n g Y ,
H u t c h i n s L ,

P a r d o - M a n u e l d , V , C h u r c h i l l G A . A n

im p u t e d g e n o t yp e r e s o u r c e f o r t h e l a b o r a t o r y m o u s e . M am m G e n o m e 2 0 0 8

M a r ; 19 (3) : 19 9 - 2 0 8

6 . H a r ri l l A H
,
R o s s PK

,
G a t t i D M

,
T h r e a d g i l l D W ,

R u s y n I . P o p u l a t i o n - b a s e d d i s c o v e r y
o f t o x i c o g e n o m i c s b i o m a r k e r s f o r h e p a t o t o x i c i t y u s i n g a l a b o r a t o r y s t r a i n d i v e r s i t y

p a n e l . T o x i c o l Sc i 2 0 0 9 Ju l ; 1 1 0 (l ) : 2 3 5 - 4 3

7 . L i u H H
,
L u P

,
G u o Y

,
F a r r e l l E

,
Z h a n g X

,
Z h e n g M , B o s a n o B

, Z h a n g Z
,
A l l a r d J ,

L i a o G
,
e t a l A n i n t e g r a t i v e g e n o m i c a n a l y s i s i d e n t i f i e s B hm t 2 a s a d i e t - d e p e n d e n t

g e n e t i c f a c t o r p r o t e c t i n g a g a i n s t a c e t a m i n o p h e n
- i n d u c e d l i v e r t o x i c i t y . G e n o m e R e s

2 0 1 0 Ja n ; 2 0 ( l ) : 2 8 - 3 5

8 . G u o Y
, W e l l e r P

,
F a r r e l l E , C h e u n g P , F i t c h B , C l a r k D

,
W u SY , W a n g J

,
L i a o G

,

Z h a n g Z
,
e t a l . I n s i l i c o p h a r m a c o g e n e t i c s o f w a r f a ri n m e t a b o l i s m . N a t B i o t e c h n o l .

2 0 0 6 M a y ; 2 4 (5 ) : 5 3 1 - 6

9 . G u o Y , L u P
,
F a r r e l l E

,
Z h a n g X

,
W e l l e r P

,
M o n s h o u w e r M

,
W a n g J

,
L i a o G

,
Z h a n g Z

,

H u S , e t a l I n s i l i c o a n d i n v i t r o p h a r m a c o g e n e t i c a n a l y s i s i n m i c e . P r o c . N a t l . A c a d S c i

U . S . A 2 0 0 7 N o v 6 ; 10 4 (4 5 ) : 1 7 7 3 5 - 4 0

10 . J u d s o n R
,
R i c h a r d A

,
D i x D J

,
H o u c k K

,
M a r t i n M ,

K a v l o c k R ,
D e l l a r c o V , H e n r y T ,

H o l d e r m a n T
,
Sa y r e P

,
e t a l . T h e t o x i c i t y d a t a l a n d s c a p e fo r e n v i r o n m e n t a l c h em i c a l s .

E n v i r o n H e a l t h P e r sp e c t . 2 0 0 9 M a y ; l 17 (5 ) :6 8 5- 9 5

5 6

NEATPAGEINFO:id=FE9251C9-7D0D-49AE-9FDF-60257B72660F



1 1 . J u d s o n R S
,
H o u c k K A

,
K a v l o c k R J , K n u d s e n T B , M a r t i n M T , M o r t e n s e n H M , R e i f

D M
,
R o t r o f f D M

,
S h a h I

,
R i c h a r d A M

,
e t a l . I n V i t r o S c r e e n i n g o f E n v i r o n m e n t a l

Ch e m i c a l s f o r T a r g e t e d T e s t i n g P r i o r i t i z a t i o n : T h e T o x C a s t P r o j e c t . E n v i r o n H e a l t h

P e r s p e c t . 2 0 10 A p r ; 1 18 (4 ) :4 8 5 - 92

12 . N a t i o n a l R e s e a r c h C o u n c i l . T o x i c i t y T e s t i n g i n t h e 2 1 s t C e n t u r y : A V i s i o n a n d a

St r a t e g y . W a s h i n g t o n
,
D C : N a t i o n a l A c a d e m i e s P r e s s ; 2 0 0 7 .

1 3 . G r o n e b e r g D A , G r o s s e - Si e s t r u p C
,
F i s c h e r A . I n v i t r o m o d e l s t o s t u d y h e p a t o t o x i c i t y .

T o x i c o l P a t h o l 2 0 0 2 M a y ; 3 0 (3 ) :3 9 4 - 9

14 . G e b h a r dt R ,
H e n g s t l e r JG ,

M u l l e r D
,
G l o c k n e r R

,
B u e n n i n g P

,
L a u b e B

,
S c h m e l z e r E

,

U l l r i c h M ,
U t e s c h D

,
H e w i t t N

,
e t a l . N e w h e p a t o c y t e i n v i t r o s y s t e m s f o r d r u g

m e t a b o l i s m : m e t a b o l i c c a p a c i t y a n d r e c o m m e n d a t i o n s fo r a p p l i c a t i o n i n b a s i c r e s e a r c h

a n d dr u g d e v e l o p m e n t , s t a n d a r d o p e r a t i o n p r o c e du r e s . D r u g M e t a b R e v 2 0 0 3

M a y ; 3 5 (2 - 3 ): 1 4 5 - 2 1 3

15 . A c o s t a D
,
So r e n s e n E M

,
A n u fo r o D C

,
M i t c h e l l D B

,
R a m o s K

,
S a n t o n e K S

,
S m i t h MA .

A n i n v i t r o a p p r o a c h t o t h e s t u d y o f t a r g e t o r g a n t o x i c i t y o f d r u g s a n d c h e m i c a l s . I n

V i t r o C e l l D e v . B i o l 19 8 5 S ep ;2 1 (9 ) :4 9 5- 5 04

1 6 . G e b h a r dt R , H e n g s t l e r J G , M u l l e r D , G l o c k n e r R , B u e n n i n g P , L a u b e B , S c hm e l z e r E ,

U l l r i c h M
,
U t e s c h D

,
H e w i t t N

,
e t a l . N e w h e p a t o c y t e i n v i t r o s y s t e m s f o r d r u g

m e t a b o l i s m : m e t a b o l i c c a p a c i t y a n d r e c o m m e n d a t i o n s f o r a p p l i c a t i o n i n b a s i c r e s e a r c h

a n d dr u g d e v e l o p m e n t
,
s t a n d a r d o p e r a t i o n p r o c e du r e s . D r u g M e t a b R e v . 2 0 0 3

M a y ;3 5 (2 - 3 ): 1 4 5 - 2 1 3

1 7 . H e w i t t N J ,
L e C l u y s e E L

,
F e r g u s o n S S . I n d u c t i o n o f h e p a t i c c y t o c h r o m e P 4 5 0

Q n z y m Q s : m e t h o d s
,
m e c h a n i s m s

,
r e c o m m e n d a t i o n s

,
a n d i n v i t r o - i n v iv o c o r r e l a t i o n s .

X e n o b i o t i c a 2 0 0 7 O c t ; 3 7 ( 10 - l l ) : l 1 9 6 - 2 2 4

1 8 H a r r i l l A H , R u s y n I . Sy s t e m s b i o l o g y a n d fu n c t i o n a l g e n o m i c s a p p r o a c h e s f o r t h e
i d e n t i f i c a t i o n o f c e l l u l a r r e s p o n s e s t o d r u g t o x i c i t y .

E x p e r t O p i n . D r u g M e t a b T o x i c o l
2 0 0 8 N o v ;4 ( l l ) : 1 3 7 9 - 8 9

1 9 . G r e e r M L
,
B a r b e r J

,
E a k i n s J

,
K e n n a J G . C e l l b a s e d a p p r o a c h e s f o r e v a l u a t i o n o f d r u g -

i n du c e d l i v e r i n j u r y . T o x i c o l o g y 2 0 10 F e b 9 ; 2 6 8 (3 ): 1 2 5 - 3 1

2 0 . M i n g o i a R T
,
N a b b D L

,
Y a n g C H

,
H a n X . P r im a r y c u l t u r e o f r a t h e p a t o c y t e s i n 9 6 - w e l l

p l a t e s : e f f e c t s o f e x t r a c e l l u l a r m a t r i x c o n fi g u r a t i o n o n c y t o c hr o m e P 4 5 0 e n z y m e

a c t i v i t y a n d i n d u c i b i l i t y ,
a n d i t s a p p l i c a t i o n i n i n v i t r o c y t o t o x i c i t y s c r e e n i n g . T o x i c o l

I n V i t r o 2 0 0 7 F e b ; 2 1 ( l ) : 1 6 5 - 7 3

2 1 . O d a H
,
Y o s h i da Y

,
K a w a m u r a A

,
K a k i n u m a A . C e l l s h a p e

,
c e l l - c e l l c o n t a c t

,
c e l l -

e x t r a c e l l u l a r m a t r i x c o n t a c t a n d c e l l p o l a r i t y a r e a l l r e q u i r e d f o r t h e m a x im u m
i n d u c t i o n o f C Y P 2 B 1 a n d C Y P 2 B 2 g e n e e x p r e s s i o n b y p h e n o b a r b i t a l i n a d u l t r a t

c u l t u r e d h e p a t o c y t e s . B i o c h e m P h a r m a c o l 2 0 0 8 M a r 1 ; 7 5 (5 ) : 1 2 0 9 - 1 7
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2 2 . E t i e n n e - M a n n e v i l l e S
,
H a l l A . R h o G T P a s e s i n c e l l b i o l o g y N a t u r e 2 0 0 2 D e c

1 2 ;4 2 0 (6 9 16 ) : 6 2 9 - 3 5

2 3 . St a m a t o g l o u SC , H u gh e s R C . C e l l a d h e s i o n m o l e c u l e s i n l i v e r f u n c t i o n a n d p a t t e rn
f o rm a t i o n . F A SE B J 1 9 94 A p r l ; 8 (6 ) :4 2 0 - 7

2 4 . M u s a t A I , Sa t t l e r C A , Sa t t l e r G L
,
P i l o t H C . R e e s t a b l i s hm e n t o f c e l l p o l a r i t y o f r a t

h e p a t o c y t e s i n p r i m a r y c u l t u r e . H e p a t o l o g y 19 9 3 J u l ; 1 8 ( l ) : 19 8 - 2 0 5

2 5 . B e r t h i a u m e F
,
M o g h e P V , T o n e r M ,

Y a r m u s h M L . E f f e c t o f e x t r a c e l l u l a r m a t r i x

t o p o l o g y o n c e l l s t r u c t u r e , f u n c t i o n , a n d p h y s i o l o g i c a l r e s p o n s i v e n e s s : h e p a t o c y t e s

c u l t u r e d i n a s a n dw i c h c o n f i g u r a t i o n . F A SE B J 19 9 6 N o v ; 1 0 (1 3 ) : 1 4 7 1 - 8 4

2 6 . S e d e l n i k o v a O A ,
N a k a m u r a A

,
K o v a l c h u k O

,
K o t u r b a s h I

,
M i t c h e l l SA

,
M a r i n o SA

,

B r e n n e r D J ,
B o n n e r W M . D N A d o u b l e - s t r a n d b r e a k s f o r m i n b y s t a n d e r c e l l s a f t e r

m i c r o b e a m i r r a d i a t i o n o f t h r e e - d im e n s i o n a l h u m a n t i s s u e m o d e l s . C a n c e r R e s 2 0 0 7

M a y l ; 6 7 (9 ) : 4 2 9 5 - 3 0 2

2 7 . A k i y a m a T E , G o n z a l e z F J . R e g u l a t i o n o f P 4 5 0 g e n e s b y l i v e r - e n r i c h e d t r a n s c r i p t i o n

f a c t o r s a n d n u c l e a r r e c e p t o r s . B i o c h im . B i o p h y s . A c t a 2 0 0 3 F e b 17 ; 16 19 (3 ) :2 2 3 - 3 4

2 8 . C h e n D
,
P a r k Y

,
K e m p e r B . D i f f e r e n t i a l p r o t e i n b i n d i n g a n d t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t i e s o f

H N F - 4 e l e m e n t s i n t h r e e c l o s e l y r e l a t e d C Y P 2 C g e n e s .
D N A C e l l B i o l 1 9 9 4

Ju l ; 13 (7 ) : 7 7 1 - 9

2 9 . L u t t ri n g e r O ,
T h e i l F P

,
L a v e T

,
W e m l i - K u r a t l i K

,
G u e n t e r t T W

,
d e S a i z i e u A .

I n fl u e n c e o f i s o l a t i o n p r o c e d u r e , e x t r a c e l l u l a r m a t r i x a n d d e x a m e th a s o n e o n t h e

r e g u l a t i o n o f m e mb r a n e t r a n s p o r t e r s g e n e e x p r e s s i o n i n r a t h e p a t o c y t e s . B i o c h e m
Ph a r m a c o l 2 0 0 2 D e c l ; 6 4 ( l l ) : 1 6 3 7 - 5 0

3 0 . R i c h e r t L
,
B i n d a D

,
H a m i l t o n G

,
V i o l l o n - A b a d i e C

,
A l e x a n d r e E

,
B i g o t - L a s s e r r e D ,

B a r s R
,
C o a s s o l o P

,
L e C lu y s e E . E v a l u a t i o n o f t h e e f f e c t o f c u l t u r e c o n f i g u r a t i o n o n

m o r p h o l o g y , s u r v i v a l t im e , a n t i o x i d a n t s t a t u s a n d m e t a b o U c c a p a c i t i e s o f c u l t u r e d r a t

h e p a t o c y t e s . T o x i c o l h i V i t r o 2 0 0 2 F e b ; 16 ( l ) : 8 9 - 9 9

3 1 . J e m n i t z K
,
V e r e s Z

,
M o n o s t o r y K

,
K o b o r i L

,
V e r e c z k e y L I n t e r s p e c i e s d i f f e r e n c e s i n

a c e t a m in o p h e n s e n s i t i v i t y o f h u m a n
,
r a t

, a n d m o u s e p r im a r y h e p a t o c y t e s . T o x i c o l I n
V i t r o 2 0 0 8 J u n ; 2 2 (4 ) : 9 6 1 - 7

3 2 . S l i k k e r W
,
J r .

,
A n d e r s e n M E

,
B o g d a n f f y M S ,

B u s J S , C o h e n SD , C o n o l l y R B , D a v i d

R M
,
D o e r r e r N G

,
D o r m a n D C

,
G a y l o r D W

,
e t a l . D o s e - d e p e n d e n t t r a n s i t i o n s i n

m e c h a n i sm s o f t o x i c i t y : c a s e s t u d i e s T o x i c o l A p p l P h a r m a c o l 2 0 0 4 D e c

1 5 ;2 0 1(3 ) :2 2 6 - 9 4

3 3 . P a r z e f a l l W , B e r g e r W ,
K a i n z b a u e r E , T e u f e l h o fe r O

,
Sc h u l t e - H e r m a n n R ,

T h u r m a n

R G . P e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r s d o n o t i n c r e a s e D N A s y n t h e s i s i n p u r i fi e d r a t

h e p a t o c y t e s . C a r c i n o g e n e s i s 2 0 0 1 M a r ; 2 2 (3) : 5 19 - 2 3
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3 4 . G r a y T J
,
L a k e B G , B e a m a n d J A , F o s t e r JR , G a n g o l l i SD . P e r o x i s o m e p r o l i f e r a t i o n i n

p r i m a r y c u l t u r e s o f r a t h e p a t o c y t e s . T o x i c o l A p p l P h a r m a c o l 1 9 83 J a n ; 6 7 ( l ) : 1 5 - 2 5

3 5 . M a r s m a n D S
,
C a t t l e y R C

,
C o n w a y JG

,
P o p p J A . R e l a t i o n s h i p o f h e p a t i c p e r o x i s o m e

p r o l i f e r a t i o n a n d r e p l i c a t i v e D N A s y n t h e s i s t o t h e h e p a t o c a r c i n o g e n i c i t y o f t h e

p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r s d i (2 - e t h y l h e x y l )p h t h a l a t e a n d [4 - c h l o r o - 6 - (2 ,
3 - x y l i d i n o ) - 2 -

p y r im i d i n y l t h i o ] a c e t i c a c i d (W y
- 1 4 , 6 4 3 ) i n r a t s . C a n c e r R e s .

1 9 8 8 D e c 1 ;4 8 (2 3 ) : 6 7 3 9 -

4 4

3 6 . J o hn s o n E F
,
H s u M H

, S a v a s U
,
G r i f fi n K J R e g u l a t i o n o f P 4 50 4 A e x p r e s s i o n b y

p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r a c t i v a t e d r e c e p t o r s . T o x i c o l o g y 2 0 0 2 D e c 2 7 ; 18 1 - 1 82 : 2 0 3 - 6

3 7 . L a m b e K G , W o o d y a t t N J ,
M a c d o n a l d N

,
C h e v a l i e r S ,

R o b e r t s R A . Sp e c i e s d i f f e r e n c e s

i n s e q u e n c e a n d a c t i v i t y o f t h e p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r r e s p o n s e e l e m e n t (P P R E ) w i t h i n
t h e a c y l C o A o x i d a s e g e n e p r o m o t e r . T o x i c o l . L e t t . 1 9 9 9 O c t 2 9 ; 1 10 (l - 2 ) : 1 19 - 2 7

3 8 .
M o r i m u r a K

,
C h e u n g C ,

W a r d JM
,
R e d d y J K

,
G o n z a l e z F J . D i f f e r e n t i a l s u s c e p t i b i l i t y

o f m i c e h u m a n i z e d f o r p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d r e c e p t o r { a l p h a } t o W y
-

14 , 6 4 3 - i n d u c e d l i v e r t u m o r i g e n e s i s . C a r c i n o g e n e s i s 2 0 0 6 Ja n 1 ;

3 9 . L i n J H . C Y P i n d u c t i o n - m e d i a t e d d r u g i n t e r a c t i o n s : i n v i t r o a s s e s s m e n t a n d c l i n i c a l
im p H c a t i o n s . P h a r m R e s 2 0 0 6 Ju n ; 2 3 (6 ) : 1 0 8 9 - 1 16

4 0 . J o n e s SA
,
M o o r e L B

,
Sh e n k JL

,
W i s e l y G B

,
H a m i l t o n G A

,
M c K e e D D

,
T o m k i n s o n

N C , L e C l u y s e E L , L a m b e r t M H , W i l l s o n T M , e t a l . T h e p r e g n a n e X r e c e p t o r : a

p r o m i s c u o u s x e n o b i o t i c r e c e p t o r t h a t h a s d i v e r g e d du r i n g e v o l u t i o n . M o l . E n d o c r i n o l .

2 0 0 0 J a n ; 1 4 (l ) : 2 7 - 3 9

4 1. L i u X , L e C l u y s e E L , B r o u w e r K R , G a n L S , L e m a s t e r s JJ
,
St i e g e r B

,
M e i e r P J ,

B r o u w e r K L . B i l i a r y e x c r e t i o n i n p ri m a r y r a t h e p a t o c y t e s c u l t u r e d i n a c o l l a g e n -

s a n dw i c h c o n fi g u r a t i o n
.
A m J P h y s i o l 1 9 9 9 J u l ; 2 7 7 ( l P t 1 ) :G 12 - G 2 1

4 2 . Si v a r a m a n A
,
L e a c h J K

,
T o w n s e n d S

,
l i d a T

,
H o g a n B J , St o l z D B , F r y R

, Sa m s o n L D ,

T a n n e n b a u m SR , G ri f fi t h L G . A m i c r o s c a l e i n v i t r o p h y s i o l o g i c a l m o d e l o f t h e l i v e r :

p r e d i c t i v e s c r e e n s f o r d r u g m e t a b o l i s m a n d e n z y m e i n d u c t i o n . C u r r . D r u g M e t a b 2 0 0 5
D e c ; 6 (6 ) : 5 6 9 - 9 1

4 3 . L e C l u y s e E L . H u m a n h e p a t o c y t e c u l t u r e s y s t e m s f o r t h e i n v i t r o e v a l u a t i o n o f
c y t o c h r o m e P 4 5 0 e x p r e s s i o n a n d r e g u l a t i o n . E u r . J P h a r m S c i 2 0 0 1 J u l ; 13 (4 ): 3 4 3 - 6 8

4 4 . J a m e s L P
,
M a y e u x P R

,
H i n s o n JA . A c e t a m i n o p h e n - i n d u c e d h e p a t o t o x i c i t y . D r u g

M e t a b D i s p o s 2 0 0 3 D e c ; 3 1 ( 12 ) : 14 9 9 - 50 6

4 5 . B o u r d i M
,
E i r a s D P

,
H o l t M P

,
W e b s t e r M R

,
R e i l l y T P , W e l c h K D , P o h l L R . R o l e o f

I L - 6 i n a n I L - 1 0 a n d I L - 4 d o u b l e k n o c k o u t m o u s e m o d e l u n i q u e l y s u s c e p t i b l e t o

a c e t a m i n o p h e n - i n d u c e d l i v e r i n j u r y . C h e m R e s T o x i c o l 2 0 0 7 F e b ;2 0 (2 ) : 2 0 8 - 16
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4 6 . I s h i d a Y
,
K o n d o T

,
O h s h i m a T

,
F u j i w a r a H

,
I w a k u r a Y

,
M u k a i d a N A p i v o t a l

i n v o l v e m e n t o f I F N -

g a m m a i n t h e p a t h o g e n e s i s o f a c e t a m i n o p h e n
- i n d u c e d a c u t e l i v e r

i n j u r y . F A SE B J 2 0 0 2 A u g ; 1 6 ( 10 ) : 1 2 2 7 - 3 6

4 7 . B e y e r H S
,
T h e o l o g i d e s A . T u m o r n e c r o s i s f a c t o r - a l p h a i s a d i r e c t h e p a t o c y t e m i t o g e n

i n t h e r a t . B i o c h e m . M o l . B i o l . I n t .
1 9 9 3 J a n ; 2 9 ( l ) : l - 4

4 8 .
L a w r e n c e J F ,

L e du c R
,
R y a n J J . T h e d e t e r m i n a t i o n o f 0 ^

- m e t h y l - a n d 7 - m e t h y l g u a n i n e

i n m o u s e l i v e r D N A fr o m d im e t h y l n i t r o s a m i n e - t r e a t e d m i c e b y h i g h
-

p e r f o r m a n c e

l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y w i t h U V a b s o r b a n c e d e t e c t i o n . A n a l . B i o c h e m 19 8 1 ; 1 16 : 4 3 3 - 8

4 9 . Su T
,
W a x m a n D J . h n p a c t o f d im e th y l s u l f o x i d e o n e x p r e s s i o n o f n u c l e a r r e c e p t o r s a n d

d r u g - i n d u c i b l e c y t o c h r o m e s P 4 5 0 i n p r im a r y r a t h e p a t o c y t e s . A r c h B i o c h e m B i o p h y s .

2 0 0 4 A p r 1 5 ; 4 2 4 (2 ): 2 2 6 - 3 4

5 0 . C a h i l l
,
L . S . G e n e t i c s

,
C o m m o d i f i c a t i o n a n d So c i a l J u s t i c e i n t h e G l o b a l i z a t i o n E r a .

K e n n e d y h i s t i t u t e o f E t h i c s J o u r n a l 1 1 . 3 (2 0 0 1 ) 2 2 1 - 2 3 8

5 1 . T h e I n t e r n a t i o n a l H a p M a p C o n s o r t i u m . A h a p l o t y p e o f t h e h u m a n g e n o m e . N a t u r e 4 3 7 ,

1 2 9 9 - 1 3 2 0 (2 7 0 c t o b e r 2 0 0 5 ) .

5 2 . M c G u i r e
,
A

,
C a u l fi e l d

,
T . a n d C h o

,
M . R e s e a r c h e t h i c s a n d t h e c h a l l e n g e o f w h o l e -

g e n o m e s e q u e n c i n g N a t u r e R e v i e w s G e n e t i c s . V o l 9 15 2 - 1 5 6 . F e b . 2 0 0 8 .

5 3 . N a t i o n a l I n s t i t u t e s o f H e a l t h . N I H F a c t Sh e e t : H u m a n G e n o m e P r o j e c t .

h t t p : / /w w w n i h . g o v /a b o u t / r e s e a r c h r e s u l t s f o r t h e p u b l i c /H u m a n G e n o m e P r o j e c t . p d f .

A c c e s s e d 2 5A p r i l 2 0 10

5 4 . O w e n s K
,
K i n g M C G e n o m i c v i e w s o f h u m a n h i s t o r y . S c i e n c e l 9 9 9 ; 2 8 6 : 4 5 1 - 3

5 5 . T h o m a s , G . a n d C a n n , H . I r r u p t i o n o f g e n o m i c s i n t h e s e a r c h f o r d i s e a s e r e l a t e d g e n e s .

G u t 2 0 0 3 ; 5 2 : i i l - i i 5 d o i : 1 0 . 1 1 3 6 / g u t . 5 2 . s u p p l _ 2 . i i l
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