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1. Wstep

Jedyna w pelni skuteczng formg terapii krancowej niewydolnosci watroby jest jej
allogeniczny przeszczep. Niestety, liczba dawcow tego narzadu jest niewystarczajgca.
Obecnie rozwijane s3 inne metody leczenia, w tym przeszczep hepatocytow oraz
zewnatrzustrojowe wspomaganie przy uzyciu systemow biosztucznych. Ograniczeniami
metod alternatywnych sg m.in. niska dostepnos¢ hepatocytow i szybka utrata typowych dla
nich funkcji w warunkach in vitro. W badaniach opisujacych rozwigzania tych problemow
mozna wyr6ézni¢ dwa kierunki — wykorzystanie komorek hepatocytopodobnych, szczegolnie
tych réznicowanych z indukowanych pluripotentnych komorek macierzystych (iPSc, ang.
induced Pluripotent Stem cells) oraz opracowanie metod dlugotrwatej hodowli ludzkich
izolowanych hepatocytow. W niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki dotyczace zarowno
udoskonalonej metody pozyskiwania hepatocytow ludzkich jak 1 hodowli komorek

pochodzenia watrobowego z genetycznie modyfikowanymi komoérkami podtrzymujacymi.

2. Opracowanie udoskonalonej metody izolacji komorek watrobowych

Najczesciej stosowang metodg izolacji komoérek z watrdb ludzkich i zwierzecych jest
metoda podwdjnej perfuzji (in. metoda Seglena). Polega ona na wykorzystaniu naturalnie
wystepujacej siatki naczyn krwiono$nych do rozprowadzenia kolagenazy, przez co dochodzi
do uwolnienia komoérek z macierzy zewnatrzkomorkowej. Metoda maceracji, udoskonalona
przez nasz Zespot, rozni si¢ gtownie sposobem dostarczenia enzymu do tkanki oraz czasem
trawienia. Fragmenty watrob, pocigte na mniejsze kawatki, sg zanurzane w roztworze
kolagenazy 1 mieszane do momentu uwolnienia hepatocytdéw. Poroéwnanie wydajnosci
procesu (liczba komorek na 1 g tkanki) wskazato wyraznie, Ze przy uzyciu metody maceracji
otrzyma¢ mozna wigcej komorek niz stosujagc podwojng perfuzje. Czas izolacji, wybrany
eksperymentalnie, jest krotki, co pozwala na uzyskanie wysokiego odsetka zywych komorek.
Oba te czynniki sprawiaja, ze metoda maceracji jest mniej czaso- 1 kosztochlonna niz metoda
podwojnej perfuzji oraz wptywa pozytywnie na zywotnos¢ komorek po izolacji. Tym samym
potwierdzona zostata I teza rozprawy o mozliwosci opracowania wydajniejszej 1 mniej
szkodliwej dla komorek metodzie izolacji — maceracji w porownaniu do powszechnie
stosowanej metody podwdjnej perfuzji (metody Seglena). Komorki izolowane przy uzyciu
maceracji, ze wzgledu na latwos¢ 1 szybko$§¢ metody, moga znalezé zastosowanie

w diagnostyce chordb watroby.



3. Analiza cytometryczna komorek izolowanych z ludzkiej watroby

Analiza cytometryczna stuzy do oceny wielu parametrow komoérkowych —
wielkosci, ziarnisto$ci, wystgpowania markeréw zewnatrz- i wewnatrzkomérkowych oraz
wzglednej produkcji bialek na podstawie mediany nate¢zenia fluorescencji (MFI, ang. Median
Fluorescence Intensity). W przypadku ludzkich hepatocytow jest stosowana rzadko
1 zazwyczaj jako metoda potwierdzajaca fenotyp wilasciwy tym komodrkom. Zastosowanie
cytometru przeptywowego do oceny izolatu watrobowego pozwolito na wyciagnigcie wielu
interesujagcych wnioskow. Na podstawie zalezno$ci opisujacych wielkos¢ komorek wzgledem
ich ziarnisto$ci, wyodrgbnione zostaty populacje komoérek wystepujace w izolacie
watrobowym (populacja P1). Poza hepatocytami, obecnymi w populacji P2, zawsze
wystepowata populacja komorek nieparenchymalnych, okreslona jako populacja P3. Zaréwno
wielko$¢ tych populacji, jak i ich wzajemny stosunek procentowy byt zalezny od wieku
u kobiet poddanych chemioterapii. U pacjentek do 60 roku zycia odsetek P2 wzgledem
wszystkich zdarzen uznanych za komorki (P1) byl wyzszy niz u pacjentek powyzej 60 roku
zycia. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku populacji P3, czyli nizszy odsetek
populacji P3 zanotowano u pacjentek przed 60 rokiem zycia, a wyzszy u pacjentek po 60 roku
zycia. Ponadto wnioskujac na podstawie wigzania si¢ komorek z przeciwcialem skierowanym
przeciwko albuminie (ALB), stwierdzono, ze populacja P2 w probkach pochodzacych od
kobiet charakteryzowata si¢ mniejszym odsetkiem komodrek ALB-pozytywnych niz
w probkach pochodzacych od mezczyzn z wylaczeniem dawcow, ktorych watroby odrzucono
ze wzgledu na niskg jakos$¢. Réznica w produkcji albuminy w zalezno$ci od plci jest jeszcze
bardziej widoczna w izolatach pochodzacych od mtodych kobiet i me¢zczyzn, a nie wystepuje
u 0so6b po 60 roku zycia. Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze kobiety
charakteryzujg si¢ mniejszg tzw. rezerwa regeneracyjng hepatocytow, co moze wynikacé
z wlasciwosci samych komoérek lub powstawaé na skutek poddania pacjentek podczas
leczenia niedostosowanymi dawkami chemioterapeutykow. Wyjasnienie tego zjawiska
wymaga jednak zebrania znacznie wigkszej proby statystycznej niz ta opisana w rozprawie
oraz szczegOtowych danych na temat przebiegu leczenia pacjentow. Na podkreslenie
zastuguje oryginalne zastosowanie cytometrii przeptywowej do analizy izolatu ludzkich
komorek watrobowych jako wstgpu do opracowania metody diagnostycznej. Wyniki badan
dotyczacych analizy cytometrycznej komorek izolowanych z ludzkiej watroby zostaty
dotychczas przedstawione w 4 doniesieniach konferencyjnych [Zakrzewska, 2015; Kowalska,
2015; Zakrzewska, 2015; Samluk, 2015].



4. Kokultura ludzkich komorek pochodzenia watrobowego z genetycznie modyfikowanymi

fibroblastami ludzkimi

Jednym z obecnie rozwijanych kierunkow badawczych, dotyczacych sposobow
hodowli hepatocytow ludzkich, jest odtworzenie, mozliwie jak najdoktadniejsze, warunkow
panujacych in vivo. Do tego celu stuzg hodowle zawierajace wiele roznych typow komorek
wystepujacych w watrobie, hodowle w warunkach dynamicznych — w przeptywie, hodowle
przestrzenne m.in. na biosztucznym rusztowaniu 3D czy tez hodowle w decelularyzowane;j
watrobie — biorusztowanie. Rozwigzaniem stosowanym przez nasz Zespot jest hodowla
z komorkami ja podtrzymujacymi (ang. feeder layer cells). Jednym z typow komorek
wykorzystywanych do tego rodzaju kokultur sg fibroblasty, ze wzgledu m.in. na zdolno$¢ do
produkcji duzej ilosci biatek macierzy zewnatrzkomorkowej oraz wydzielanie wielu
czynnikow wzrostu i cytokin.

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie wskazuja, ze zastosowanie komorek
podtrzymujacych bardzo dobrze wplywa na funkcjonowanie komodrek pochodzenia
watrobowego. Fibroblasty izolowane z ludzkiej skory (HSF, ang. Human Skin Fibroblasts),
jako feeder layer cells, w kokulturze z komorkami linii C3A (model hepatocytow)
pozytywnie oddzialuja zard6wno na ich morfologi¢ (polaryzacja) jak 1 zdolnosci
biosyntetyczne (produkcja bialek — albuminy 1 a-1-antytrypsyny). Wspolny wzrost
fibroblastow i komorek linii C3A powodowatl formowanie si¢ struktur w postaci zespotu
komorek C3A przypominajagcych wyspy otoczone 1 rozgraniczone przez fibroblasty.
W zaleznosci od proporcji komorek fibroblasty/C3A w dniu wysiania powstawaly wyspy
r6éznej wielkosci, co moze pozwoli¢ na regulacj¢ oddzialywan homo- i heterotypowych.
Analiza liczby 1 powierzchni wysp byta znacznie utatwiona, dzigki uzyciu ,,kolorowych” linii
C3A 1 HSF, produkujacych trwale biatka fluorescencyjne EGFP 1 DsRed2. Linie powstate
w wyniku transdukcji  wektorami lentiwirusowymi, zostaly zbadane, a nastgpnie
wykorzystane wyniki badan zostaly przedstawione w 3 publikacjach wspodtautorskich
[Samluk, 2013; Zakrzewska, 2014; Zakrzewska, 2015].

6. Uzyskanie ludzkich fibroblastow skoéry charakteryzujacych si¢  nadprodukcija

epidermalnego czynnika wzrostu

Wprowadzenie do fibroblastow dodatkowej kopii genu EGF 1 nadprodukcja
epidermalnego czynnika wzrostu (EGF, ang. Epidermal Growth Factor) miata, zgodnie

z doniesieniami literaturowymi, wplyna¢ pozytywnie na komorki pochodzenia watrobowego.



Trudnos$ci napotkane z samodzielnym przygotowaniem wektorow lentiwirusowych
zawierajagcych EGF dotyczyly zarowno procesu klonowania wstawki do plazmidu
wektorowego, jak i produkcji wektorow LV. Po przeprowadzeniu kilkuset prob, zastosowaniu
roznych podejs¢ 1 testowaniu kilku szczepow bakterii kompetentnych, w tym specjalnie
dedykowanych do wektorow lentiwirusowych E. coli STBL3 nie udato si¢ wprowadzi¢ do
plazmidu wektorowego wstawki o wielkosci ok. 6 kpz. W zwiazku z niepowodzeniem
w uzyskaniu witasnego konstruktu, zdecydowano si¢ na uzycie zsynetyzowanego plazmidu
zawierajacego EGF 1 jako bialko znacznikowe — mCherry, firmy Genecopoeia. Kolejnym
problemem byta produkcja wektoréw o odpowiednim mianie. Niestety, procedura
opracowana na podstawie plazmidow zawierajacych gen kodujacy biatko EGFP i DsRed2
okazala si¢ niewlasciwa i mimo kilkudziesi¢ciu prob nie otrzymano wektoréw o mianie
wystarczajacym do transdukcji HSF. Z tego powodu zdecydowano si¢ na uzycie LP2000,
ktéra jest znacznie drozsza, ale charakteryzuje si¢ wieksza skuteczno$cia w poréwnaniu
zmetoda wykorzystujaca PEI. W koncowym rozwigzaniu, w ktorym wykorzystano
zsynetyzowany plazmid zawierajacy EGF i bialko znacznikowe — mCherry oraz metode
LP2000, wuzyskano zmodyfikowane ludzkie fibroblasty skory charakteryzujace sie

nadprodukcja epidermalnego czynnika wzrostu.

7. Kokultura ludzkich komorek pochodzenia watrobowego z fibroblastami ludzkimi

nadprodukujacymi epidermalny czynnik wzrostu

Kokultura komoérek C3A z fibroblastami izolowanymi 2z ludzkiej skory
nadprodukujacymi EGF po raz pierwszy zostata opisana w niniejszej rozprawie. Linia
HSF-E3 zostala wybrana na podstawie badafh i charakteryzuje si¢ wzrostem produkcji
czynnika wzrostu o ok. 25% w poréwnaniu do fibroblastow niemodyfikowanych (dane na
podstawie testu ELISA). Wptyw HSF-E3 na komorki C3A dotyczyt zard6wno ich morfologii
wyrazone poprzez zwigkszenie czgstosci wystgpowania struktur bile canaliculi, jak 1 fizjologii
— zwigkszenie produkcji albuminy. W budowie skrajnie zroznicowanych hepatocytéw mozna
wyrozni¢ dwa bieguny: naczyniowy 1 zofciowy, a stopien ich polaryzacji jest jednym
z parametrow okre$lajacych jakos¢ hodowli. Czesto$¢ powstawania bile canaliculi
w komorkach C3A  w kokulturze z HSF-E3 zostala podwyzszona o prawie 40%
w porownaniu do monokultury C3A. Zaréwno suplementacja EGF (10 ng/ml), jak 1 kokultura
z niemodyfikowanymi fibroblastami, nie przyniosty tak duzego wzrostu, odpowiednio bylo to

ok. 19% 1 30%. Przebieg produkcji albuminy podczas 18-dniowej hodowli w komoérkach C3A



w kokulturach z fibroblastami modyfikowanymi i niemodyfikowanymi byt zupeknie inny niz
w monokulturach. Od dnia 15. w monokulturach st¢zenie wydzielanej do medium albuminy
spada w przeciwienstwie do kokultur, gdzie st¢zenie ALB stale ro$nie. Nalezy doda¢, ze
najwiekszg produkcje uzyskano w kokulturze C3A z HSF-E3. W ostatnim, 18. dniu hodowli,
stezenie albuminy w medium w kokulturze C3A+HSF-E3 bylo o ponad 70% wyzsze niz
w monokulturze C3A. Bioragc pod uwage hodowle dlugotrwate, utrzymanie wysokiej
i wzrostowej tendencji w produkcji albuminy jest bardzo znaczacym, a w ocenie autorki —
najwazniejszym, uzyskanym wynikiem badan. Przewaga kokultury z HSF-E3 nad kokulturg
z niemodyfikowanymi fibroblastami lub kokulturg z niemodyfikowanymi fibroblastami
supelementowang EGF moze wynika¢ z lepszej dostepnosci czynnika wzrostu dla komorek
hepatomy. By¢ moze EGF wydzielany przez HSF-E3 znajduje si¢ posrod bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 przez to jest bardziej dostgpny dla komorek C3A. Dodatek 10 ng EGF
na 1 ml medium hodowlanego jest rekomendowany przez producentow odczynnikéw, ktére
sg stosowane w hodowlach hepatocytow, jednakze nie wplynal on pozytywnie na komorki
C3A, w takim stopniu jak kokultura z HSF-E3. Zatem, mozna stwierdzi¢, ze ten typ hodowli
— kokultura C3A/HSF-E3, wptynal najlepiej sposréd badanych na funkcjonowanie komorek
C3A. Tym samym potwierdzona zostala Il teza rozprawy o pozytywnym wplywie kokultury
z genetycznie  zmodyfikowanymi  fibroblastami ludzkimi na parametry komorek

watrobowych.

&. Podsumowanie

Wyniki przedstawione w rozprawie wskazuja, iz wprowadzony przez autorke nowy
uktad hodowli komorek pochodzenia watrobowego z fibroblastami nadprodukujgcymi
czynnik wzrostu (EGF) jest korzystny ze wzgledu na utrzymanie wysokiej i wzrostowej
tendencji w produkcji albuminy. Linia HSF-E3 moze by¢ ulepszona przez zastosowanie
sortowania komorek po transdukcji w celu uzyskania populacji o czystosci przynajmniej 90%.
Pozwoli to na otrzymanie komoérek podtrzymujacych hodowle o korzystniejszych
parametrach i zwielokrotnienie efektu stymulacji komorek watrobowych.

Proponowany kierunek dalszych badan obejmuje probg skonstruowania catego panelu
wektoréw lentiwirusowych do modyfikacji izolowanych ludzkich fibroblastow, np. HGF,
HNF4 oraz zastosowanie regulacji ich ekspresji do pozadanego poziomu. Ponadto
wykorzystanie innych uktadéw hodowlanych, np. hodowla w przeptywie, moze wspomodc

osiggniecie dtugotrwatej hodowli hepatocytow izolowanych z fragmentéw ludzkich watréb.
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