Streszczenie

Watroba jest najwigkszym gruczotem cztowieka, petnigcym ponad 500 funkcji
zwigzanych z utrzymywaniem homeostazy organizmu, metabolizmem tluszczy, biatek
i cukrow, detoksykacja ksenobiotykow, przeksztatcaniem toksycznego amoniaku w mocznik,
produkcja biatek surowicy krwi 1 zolci oraz magazynowaniem réznych substancji
zapasowych. Czes¢ parenchymalna watroby w 80% sktada sie z hepatocytow. Ze wzgledu na
bardzo wysoka $miertelno$¢ wsrdd pacjentow cierpigcych na przewlekte schorzenia watroby,
choroby te stanowig jeden z gléwnych problemow zdrowotnych na $wiecie. Ostatnie
doniesienia na temat wzrastajacego zagrozenia chorobami watroby w Europie wskazuja, jako
gléwne jego przyczyny, rosnacg liczbe przypadkow zwtoknienia (marskosci) 1 raka narzadu.
Ostra niewydolno$¢, oraz zaostrzenie przewleklej choroby watroby, moga by¢ réwniez
spowodowane infekcjami wirusowymi lub nadmiernym spozyciem alkoholu i niektorych
lekow. Obecnie, jedynym skutecznym sposobem leczenia skrajnej niewydolnosci watroby jest
kosztowna transplantacja narzadu. Jednakze, najwazniejszym ograniczeniem dla tego typu
terapii jest niewystarczajagca liczba dawcow. Wsréd proponowanych rozwigzan
alternatywnych dla przeszczepu narzadu, znajduja si¢ takie eksperymentalne procedury,
rozwijane ostatnio w obszarze inzynierii biomedycznej, jak transplantacja hepatocytow
i stosowanie biosztucznej watroby (ang. bioartificial liver, BAL). Techniki te, razem
Z uzywanymi juz wczesniej urzadzeniami do pozaustrojowego wspomagania niewydolnej
watroby, mogg stanowi¢ terapie pomostowe do czasu samoistnej regeneracji lub znalezienia
dawcy narzadu.

Urzadzenia wspomagajace niewydolng watrobg, tzw. sztuczne watroby, byty
testowane klinicznie przez ostatnie trzy dekady. Techniki niebiologiczne swoje dzialanie
opieraja na usuwaniu toksyn z krwi pacjenta poprzez stosowanie sorbentow, takich jak wegiel
aktywny 1 zywice, hemodializy, hemofiltracji 1, bardziej wspolczesnie, wymiany osocza
i dializy albuminowej. Na przyktad, najczesciej uzywane w leczeniu pacjentow urzgdzenie
o nazwie MARS, wykorzystuje potaczenie (1) hemodializy osocza wobec albuminowego
ptynu dializacyjnego 1 dializy konwencjonalnej oraz (2) kolumny z weglem aktywnym
i kolumny z zywica jonowymienng. Nowszy system, Prometheus, opiera si¢ natomiast na
metodzie frakcjonowania osocza i usuwaniu toksyn zwigzanych z endogenng albuming
pacjenta przy uzyciu adsorbentow w postaci zywic. Urzadzenia te sg efektywne jesli chodzi
o usuwanie malych 1 S$rednioczasteczkowych toksyn rozpuszczalnych w wodzie, ale
stosowane w nich adsorbenty nie sg w stanie wydajnie eliminowa¢ z krwi pacjenta bialek, np.
mediatorow zapalenia czy inhibitorow regeneracji narzadu. Ponadto niebiologiczne systemy
wspomagania watroby nie moga zastapi¢ biosyntetycznych i metabolicznych funkcji narzadu.
Wszystko to sprawito, ze MARS i Prometheus nie spetnity pokladanych w nich nadziei
w badaniach klinicznych z udziatem losowo dobranych grup pacjentéw, gdyz nie miaty
wplywu na przezywalnos$¢ pacjentéw ze schytkowa niewydolno$cia watroby.

Terapie oparte na stosowaniu komorek pochodzenia watrobowego, cho¢ obiecujace,
wymagaja odpowiedniego zrodla materiatu biologicznego. Izolowane ludzkie hepatocyty
bylyby idealnym rozwigzaniem dla tego typu zastosowan, jednakze, podobnie jak



w przypadku przeszczepu narzadu, gldwnym problemem jest tu dostepnos¢ ludzkiej tkanki do
izolacji komorek. Poza tym, powazng przeszkoda w skutecznym stosowaniu izolowanych
ludzkich hepatocytow do terapii schytkowej niewydolno$ci watroby jest heterogeniczno$¢
dawcoéw, a przede wszystkim fakt, ze komorki te poza organizmem nie dzielg si¢ i szybko
odrdéznicowuja, tracac swoje specyficzne funkcje. Zatem, w ostatnich latach, uwaga badaczy
skupia si¢ na poszukiwaniu alternatywnych zroédet komorek, mogacych pemi¢ funkcje
hepatocytow. Oprocz dobrze zbadanych hepatocytow $winskich oraz linii komérkowych
wyprowadzonych z ludzkiego raka watrobowokomorkowego (ang. hepatocellular carcinoma,
HCC), takich jak: HepaRG, HepGz2 i jej pochodna - C3A, testuje si¢ rowniez mozliwos¢
wykorzystania watrobowych komoérek progenitorowych, komodrek hepatocytopodobnych
otrzymanych z komoérek  macierzystych, a takze, indukowanych komorek
hepatocytopodobnych (iHep), zréznicowanych z indukowanych pluripotentnych komorek
macierzystych (iPSC), ktore otrzymuje si¢ na drodze tzw. reprogramowania dorostych
komorek somatycznych. Nie mniej jednak, cho¢ z komorkami takimi wigze si¢ duze nadzieje,
nie s3 one w stanie, jak dotychczas, w pelni zastapi¢ funkcjonalnos$ci i wydajnosci ludzkich
hepatocytow.

Dwa najbardziej zaawansowane systemy BAL, HepatAssist i ELAD, wykorzystuja
do dziatania bioreaktory kapilarne zasiedlone, na zewngtrznych powierzchniach kapilar,
komoérkami pochodzenia watrobowego. HepatAssist opiera si¢ na hepatocytach izolowanych
z watroby §winskiej a ELAD - na komoérkach linii C3A. Uzycie komorek zwierzecych budzi
kontrowersje bioetyczne 1 niesie ze soba niebezpieczenstwo w postaci odzwierzgcych
patogendw. Dodatkowo nalezy zwrdci¢ uwage na to, iz nie wszystkie biatka produkowane
przez te komorki sg zgodne z funkcjami ludzkiego organizmu, a kontakt z materialem
zwierzgcym moze powodowac reakcje immunologiczne. Zatem, do wyboru pozostaje
komponent biologiczny BAL w postaci silnie zréznicowanych komorek pochodzenia
nowotworowego. Komorki linii HepG2/C3A zdolne sg do petnienia szeregu funkcji typowych
dla hepatocytow ludzkich ale charakteryzujg si¢ tez wieloma dysfunkcjami metabolicznymi:
majg obnizong aktywno$¢ watrobowych izoenzymoéw cytochromu P450 1, co roOwnie wazne,
nie majg aktywnego cyklu mocznikowego. To ostatnie spowodowane jest brakiem aktywnosci
dwoéch enzyméw cyklu: arginazy 1 (ARG1) 1 karbamoilotransferazy ornitynowej (OTC).
Zatem, ograniczone zdolno$ci metaboliczne komodrek uzytych w urzadzeniu ELAD, moga
stanowi¢ przyczyng niepowodzen tego systemu w randomizowanych badaniach klinicznych,
prowadzonych z udzialem pacjentéw cierpigcych na schytkowa niewydolno$¢ watroby.

Monografia przedstawia rezultaty badan, prowadzonych przez Autora i jego zespot
w Pracowni Inzynierii Tkankowej Instytutu Biocybernetyki i1 Inzynierii Biomedycznej im.
M. Natgcza Polskiej Akademii Nauk (IBIB PAN) w Warszawie, ktore doprowadzity do
uzyskania komoérek C3A, zdolnych do wydajnego przeksztatcania amoniaku w mocznik. Ta
nowa linia komorkowa, C3A ARG1 OTC III, moze by¢ uzyta, jako ulepszone zrodto
komorek watrobowych, w urzadzeniu typu BAL. Na uwage zastuguje fakt, iz prace Autora po
raz pierwszy opisuja otrzymanie linii komérek C3A za pomoca transdukcji wektorami
lentiwirusowymi, trwale nadprodukujacych brakujace enzymy cyklu mocznikowego: ARGI
1 OTC. Zastosowanie tych wektoréw pozwolito na integracje transgenow ARG1 i OTC do
genomow docelowych komorek. W Monografii obszernie opisano metody inzynierii



genetycznej, z uwzglednieniem technologii wektorow lentiwirusowych, podkreslajac zabiegi
zapewniajace bezpieczenstwo tych wektorow genetycznych oraz mozliwos$¢ ich zastosowan
klinicznych. Modyfikowane genetycznie komorki C3A sg odporniejsze na wysokie stezenia
amoniaku w pozywce i produkuja wigcej mocznika niz ich niemodyfikowane odpowiedniki.
Dodatkowo, komorki C3A ARG1 OTC III syntetyzuja tez wigksze ilosci albuminy,
najwazniejszego produktu biatkowego hepatocytow. Ponadto Autor prezentuje nowe
podejécie do rozwigzania probleméw zwigzanych z niedoskonaloscig czesci biologicznej
sztucznej watroby, w postaci zastosowania w urzadzeniach typu BAL wspothodowli komorek
watrobowych 1 modyfikowanych genetycznie komorek tzw. warstwy odzywczej, fibroblastow
ludzkiej skory, trwale nadprodukujacych, istotne dla metabolizmu hepatocytow, czynniki
wzrostu: epidermalny czynnik wzrostu (EGF) i hepatocytarny czynnik wzrostu (HGF).

Podsumowujac, osiagnigcia Autora w obszarze inzynierii biomedycznej dotycza
otrzymania, przy uzyciu wektorow lentiwirusowych, linii komoérek C3A z przywrdéconym
cyklem mocznikowym oraz ludzkich fibroblastéw nadprodukujacych czynniki wzrostu, ktore
hodowane razem w kokulturze z komoérkami C3A stymuluja, wykazujac dziatanie
synergiczne, specyficzne funkcje komorek pochodzenia watrobowego. Wyprowadzone linie
komorkowe, oraz zaproponowane systemy komorkowe, moga znalezé zastosowanie
W ulepszonej biosztucznej watrobie.



