Streszczenie

Za gtéwna przyczyne choréb watroby uznaje sie naduzywanie lekéw, infekcje wirusami WZW
typu B i C, spozywanie duzych ilosci alkoholu, a takze syndrom metaboliczny. Leczenie pacjentéw
z ostrg czy przewlektg niewydolnoscig watroby jest nadal ogromnym wyzwaniem dla lekarzy i
naukowcéw, poniewaz z powodu obrzeku mézgu, zespotu ogdlnoustrojowej reakcji zapalnej i
niewydolnosci wielonarzagdowej $miertelnos¢ tych pacjentéw przekracza 80%. Jedyng skuteczng
metoda leczenia takich pacjentéw jest przeszczep watroby lub jej fragmentu, ale gtéwnym
problemem w transplantacji jest niewystarczajaca liczba dawcow. Alternatywnym sposobem
leczenia jest przeszczep hepatocytow oraz biosztuczne systemy wspomagajgce stosowane w celu
podtrzymania funkcjonowania narzagdu w oczekiwaniu na przeszczep lub jego regeneracje.
Jednakze metody izolacji, kriokonserwacji i hodowli pierwotnych hepatocytéw majg wiele
ograniczen. Hodowla hepatocytéw jest trudna z powodu utraty przez komorki polarnosci,
zdolnosci do wydzielania albuminy, aktywnosci transportowej czy metabolizmu mocznika.
Optymalizacja warunkéw hodowli hepatocytdw obejmuje stosowanie réznorodnych pozywek i
suplementow, pokrywanie powierzchni hodowlanych komponentami macierzy pozakomdrkowej
lub syntetycznymi polimerami. Metody ulepszenia hodowli obejmujg takie tréjwymiarowe
rusztowania, decelularyzowane tkanki oraz kokultury z innymi rodzajami komodrek. Dlatego tez
celem mojej rozprawy byto opracowanie takich metod hodowli ludzkich komérek watrobowych,
ktdre zwiekszg ich zdolnosci metaboliczne oraz spowolnig proces odréznicowywania sie komadrek
in vitro. Zaréwno w dtugo- jak i krétkoterminowej hodowli hepatocytéw bardzo wazne jest
przytwierdzenie komérek do dna naczynia hodowlanego. Dlatego tez stosowane s3g réznego
rodzaju substancje wywofujgce ten efekt in vitro. Chodzi tu gtéwnie o macierz
zewnatrzkomoérkowa - ECM, czyli mieszanine biatek i cukrow wydzielang przez komoérki
wspottowarzyszace. Macierz  zewngtrzkomodrkowa zapewnia komérkom odpowiednie
srodowisko pozwalajagce na komunikacje miedzykomodrkows, ktdéra wptywa na ich funkcje.
Najlepiej poznanym sktadnikiem ECM stosowanym do hodowli komdrkowej jest kolagen typu I.
Zdolnos¢ komarek do przyczepienia sie do podtoza hodowlanego mozna zwiekszy¢ stosujgc takze
syntetyczne substancje takie jak polilizyna czy poliornityna.

Hepatocyty in vitro sg uzytecznym modelem w dtugo- i krétkoterminowych badaniach
farmakotoksycznosci réznych substancji aktywnych lub leczeniu choréb watroby. Poniewaz
hepatocyty w monokulturze prowadzonej diuzej niz tydzien tracg swoje specyficzne cechy, w
tym zdolnos$¢ biotransformacji ksenobiotykdw, to rozpoczeto badania nad opracowaniem metod
i procedur hodowli hepatocytow z uwzglednieniem modyfikacji struktury i powierzchni
rusztowan 2D i 3D, wprowadzenia mikroprzeptywowych uktadéw wymiany/podawania medium
(warunki dynamiczne) oraz réinego rodzaju kokultur. Metody te majg wiele zalet, jednakze
dotychczas nie wprowadzono standardéw hodowli pierwotnych hepatocytéw. Dlatego tez
chetnie stosowane sg alternatywne zrédta komaérek podobnych do hepatocytéow, takich jak: linia
komdrkowa HepG2 - wywodzaca sie z raka watrobowokomérkowego i linia C3A - pochodna
HepG2, ktére sg bardzo stabilne w hodowli in vitro.

Ze wzgledu na ztozonosc i wielosé funkcji watroby, monokultura hepatocytow w systemach
wspomagajacych prace watroby jest niewystarczajgca. Dlatego tez, coraz czesciej do systemow



wspomagajacych wprowadza sie oprécz komdrek parenchymalnych takze komorki
wspottowarzyszace np. komoérki Kupffera czy komorki srodbtonka naczyn. Z tego powodu do
dalszych badan wybrano hepatocytarny czynnik wzrostu, ktérego udziat HGF-u w wielu
procesach zachodzacych w organizmie m.in. regeneracji, organogenezie i morfogenezie, a takze
przebudowie tkanki watrobowej oraz wydtuzaniu przezywalnosci hepatocytow jest juz
potwierdzony. Natomiast jako komorki nieparenchymalne wybrano fibroblasty izolowane z
ludzkiej skéry. Wiadomym jest, ze fibroblasty pozytywnie wptywajg na komoérki watroby in vitro
poprzez oddziatywania komédrka-komérka, a takze wptyw wydzielanych przez nie substanc;i
(gtéwnie kolagenu i lamininy a takze innych biatek macierzy zewngtrzkomérkowej) do medium
hodowlanego. Dlatego tez w ramach niniejszej rozprawy podjeto badania dotyczace oceny
wptywu na hodowle C3A réznych warunkéw hodowli, w tym nowoopracowanego podtoza z
suszonych ludzkich fibroblastéw skéry (drHSF) oraz potaczenia dwéch sposobéw wspomagania
hodowli komérek watrobowych tj. kokulture z fibroblastami oraz suplementacje czynnikiem
wzrostu hepatocytow - HGF. W badaniach uzyto samodzielnie zmodyfikowane HSF
nadprodukujace biatko HGF jako komérki ko kultury, badz po wysuszeniu jako podtoza do
hodowli hepatocytéw. W rozprawie przedstawiono pierwszg skuteczng modyfikacje genetyczng
komodrek HSF, w wyniku ktérej powstata linia komérkowa HSF_reHGF o stabilnej nadekspres;ji
genu hHGF. Modyfikacje przeprowadzono metodg transferu gendw za posrednictwem
lentiwirusa, co prowadzito do skutecznej integracji transgenéw do genomu komérki docelowej.
Potwierdzono, ze genetycznie zmodyfikowane komérki wydzielajg wiecej HGF niz kontrolne
komorki HSF oraz, ze modyfikacja nie wptyneta negatywnie na ich aktywno$¢ metaboliczng.
Drugg teze rozprawy potwierdzono, stwierdzajac zwiekszong produkcje albuminy w komérkach
C3A na podtozu z suszonych fibroblastow nadprodukujgcych HGF. Nalezy dodaé, ze mimo
koniecznosci prowadzenia dalszych badan fizjologicznych mozliwosci nowej linii komdrkowej, to
na podstawie uzyskanych obecnych wynikdbw mozna stwierdzié, ze komodrki nowej linii
HSF_reHGF skutecznie wydzielajg zwiekszone ilosci HGF do medium hodowlanego. Zatem linia ta
moze by¢ uwazana za ulepszone zrédto komérek warstwy odzywczej dla biosztucznych
systemow wspomagajgcych watrobe. Wzbogacenie biologicznej czesci tych systemoéw w komérki
nieparenchymalne, dodatkowo wydzielajgce czynnik wzrostu hepatocytéw, mogg poprawié
wiasciwosci metaboliczne komodrek parenchymalnych, a nawet umozliwi¢ zastosowanie
hepatocytow ludzkich w ww. systemach. Inng mozliwoscig zastosowania powstatej linii jest
produkcja medium pohodowlanego wzbogaconego o czynnik wzrostu hepatocytow.

Wykazano skuteczno$é stosowania podtoza z fibroblastéw w formie suszonej, co jest prostg i
ekonomiczng formg wspierania hodowli komdrek watrobowych (teza pierwsza). Fibroblasty w
takiej formie zachowujg na swojej powierzchni biatka takie jak kolagen, czynnik wzrostu
hepatocytow czy endotelialny czynnik wzrostu. Na podstawie wynikéw uzyskanych z
wykorzystaniem podfozy z polietylenoiminy (PEl), na ktérych komodrki C3A réwnomiernie
rozmiescity sie na powierzchni hodowlanej, stwierdzono poprawe parametréow
charakterystycznych dla komdrek watrobowych, tym samym potwierdzajac teze trzecia.

Dodatkowym zadaniem bedgcym czescig dysertacji byto ustalenie przyczyny niezadowalajgcych
wynikéw hodowli ludzkich hepatocytow izolowanych metodg maceracji, wczesniej opracowang
w naszej pracowni (Pracownia Inzynierii Tkankowej IBIB PAN). Stwierdzono zatem, ze



najprawdopodobniej przyczyng byto uzycie niewtasciwej kolagenazy w procesie izolacji komarek,
ktéore powodowato odtrawianie albo blokowanie biatka powierzchniowego - Bl-integryny,
odpowiedzialnego za adhezje komdrek do podioza. Po zastosowaniu kolagenazy Il i kolagenazy
D, uzyskano liczne zgrupowania  charakterystycznych,  wielosciennych  komodrek
hepatocytopodobnych, potwierdzito to teze 4.

Za najistotniejszy wynik moich badan uwazam zaréwno opracowanie podtoza do hodowli
komoédrek watrobowych - fibroblastéw nadprodukujacych HGF, jak rowniez ustalenie przyczyny
probleméw z hodowlg hepatocytéw izolowanych metodg maceracji. Wyniki te moga przyczynic
sie do ulepszenia biosztucznej watroby, a takze ze wzgledu na poprawe hodowli hepatocytéw in
vitro, co wptywa na mozliwosci prowadzenia badan hepatotoksycznosci, do rozwoju terapii
spersonalizowane;.



