Streszczenie

Watroba jest jednym z najwickszych narzadéw w organizmie cztowieka. Ze wzgledu na
réznorodno$¢ petnionych przez nig funkcji, jej prawidlowy stan fizjologiczny jest kluczowy dla
utrzymania homeostazy w organizmie cztowieka. Niewydolnos$¢ tego organu moze prowadzi¢ do
dysfunkcji wielu narzadow, co stanowi bezposrednie zagrozenie zycia pacjenta. Brak dostatecznej
wiedzy dotyczacej czynnikéw etiologicznych patologii watroby, zbyt po6zna diagnoza,
jak 1 ograniczenia zwigzane z prowadzeniem skutecznej terapii schorzen tego narzadu sprawiaja,
iz choroby watroby (stanowiace na §wieci przyczyne 2,5% wszystkich zgondw) nadal pozostaja
wyzwaniem dla hepatologéw (Palakkan i in 2013). Obecnie terapia chordb watroby opiera si¢
gldwnie na wykorzystaniu trzech strategii: zastosowaniu sztucznych lub biosztucznych systemow
wspomagajacych watrobe, terapii komorkowej oraz transplantacji narzadu, bedaca dotychczas
jedyng skuteczng metodg leczenia w schytkowej niewydolnosci watroby. Pomimo ciggtego
postepu medycyny i technologii wykorzystywanych w tego typu rozwiazaniach, metody te maja
jednak pewne ograniczenia. W transplantacji watroby nadrzedny problem stanowi
niewystarczajgca liczba dawcow tego narzadu. Z kolei w przypadku leczenia pacjentow
z zastosowaniem dwoch pozostatych terapii, czynnikiem limitujgcym jest brak wymaganej
odpowiednio duzej liczby w petni funkcjonalnych ludzkich komoérek watrobowych.

Ludzkie parenchymalne komorki watroby — hepatocyty, stanowigce okoto 60% catkowitej
liczby komorek tego narzadu, zaangazowane sg w wiele procesow zyciowych organizmu.
Uczestniczg one nie tylko w syntezie biatek, metabolizmie thuszczy i wgglowodanow, ale petnig
takze kluczowa rol¢ w przemianie zwigzkow toksycznych, takich jak amoniak, alkohol czy leki.
Zaré6wno w badaniach podstawowych dotyczacych funkcji fizjologicznych i patologii watroby,
a takze w badaniach klinicznych, ludzkie hepatocyty uwazane sa za tzw. ztoty standard.
Ze wzgledu jednak na brak stabilnosci fenotypowej tych komorek w warunkach ex vivo,
skomplikowana procedur¢ ich izolacji, jak rowniez ich malg dostgpnos¢, mozliwosé
wykorzystania ludzkich hepatocytow jest w znacznym stopniu ograniczona. W $wietle tych
faktow podjeto proby poszukiwania alternatywnego zrodla dla tego typu komorek. Jednym
Z proponowanych rozwigzan jest linia komérkowa ludzkiego watrobiaka — C3A, bedaca pochodna
linii HepG2 wyizolowanej z tkanki nowotworu watrobowokomoérkowego (HCC). Komorki linii
C3A wykazuja szereg funkcji fizjologicznych zblizonych do ludzkich hepatocytow, jak réwniez
cechujg si¢ nieograniczong dostgpnoscig, brakiem probleméw etycznych zwigzanych z ich
pochodzeniem (czesty problem towarzyszacy ludzkim embrionalnym komorkom), stosunkowo
szybka kinetyka wzrostu, niskimi wymaganiami co do warunkéw hodowli, niskim ryzykiem
immunogennosci oraz silng inhibicjg kontaktowa wzrostu (mimo nowotworowego pochodzenia).

Wszystkie wspomniane zalety sprawity, iz linia C3A stanowi czg¢sty model komérkowy zaréwno



w badaniach dotyczacych dysfunkcji szlakow metabolicznych watroby, proceséw syntetycznych
tego narzadu, w badaniach optymalizacji warunkow hodowli dla ludzkich hepatocytow,
jak rowniez w analizach toksycznos$ci oraz biotransformacji roznych grup lekéw i ksenobiotykoéw
(Bandele i in. 2012; Baudoin i in. 2011; Flynn i Ferguson 2008; Liu i in. 2011). Co wigcej, jako
jedyna sposrod linii nowotworowych stanowi zrodto komoérek watrobowych w biosztucznych
systemach wspomagajacych watrob¢ (ang. Bioartificial Liver Support, BAL) poddanych probom
klinicznym z udziatem pacjentéw ze zdiagnozowang niewydolnos$cig watroby (clinicaltrials.gov
NCT00973817). Rozwazajac uzycie linii C3A w terapii choréb watrobowych nalezy jednak
wspomnie¢, iz komorki te, w pordwnaniu do izolowanych hepatocytow, posiadaja obnizong
aktywno$¢ szlakow metabolicznych zwigzanych z detoksykacja amoniaku. Za przyczyng
zaistniatej sytuacji uwaza si¢ brak funkcjonalnego cyklu mocznikowego, stanowigcego glowny
szlak przemian amoniaku w organizmie cztowieka. Dysfunkcja ta spowodowana jest catkowitym
brakiem lub niskim poziomem ekspresji genéw: arginazy 1 (hARG1) oraz karbamoilotransferazy
ornitynowej (hOTC), kodujacych biatka ARG1 i OTC zaangazowane w reakcje enzymatyczne
tego cyklu (Mavri-Damelin i in. 2008; Wang i in. 1998).

Celem niniejszej rozprawy bylo uzyskanie trwale zmodyfikowanych genetycznie komorek
ludzkiego watrobiaka C3A ze skompensowanymi dysfunkcjami metabolicznymi zwigzanymi
z detoksykacja amoniaku. Do tego celu wykorzystano samodzielnie wyprodukowane wektory
lentiwirusowe (LV), nalezace do systemu drugiej generacji, zawierajace cDNA ludzkich genéw
arginazy 1 (hARG1) oraz karbamoilotransferazy ornitynowej (hOTC). Zastosowanie tej koncepcji
pozwolitlo na wprowadzenie na state do genomu komoérek C3A dodatkowych kopii badanych
ludzkich genéw, w wyniku czego wuzyskano kolekcje linii ludzkiego watrobiaka:
C3A_ARGL_I-Ill i C3A_OTC_I-III zawierajacych w genomie kopie pojedynczych genow
hARGL1 lub hOTC, jak rowniez linie C3A_ARG1_OTC_I-III posiadajace jednoczesnie dodatkowe
kopie obu badanych genow hARG1 i hOTC. Na podstawie oceny wydajnosci procesu transdukcji
komoérek C3A prowadzonej, metodg cytometrii przeptywowej, poprzez analize markerowego
biatka fluorescencyjnego mCherry produkowanego przez komorki genetycznie zmodyfikowane,
sposréd wszystkich badanych linii komorkowych wybrano linie C3A ARGI1 _OTC IIL
Ta modyfikowana genetycznie linia ludzkiego watrobiaka stata si¢ gtéwnym przedmiotem badan
niniejszej rozprawy doktorskiej i zostatla poddana szczegdlowej analizie morfologicznej oraz
fizjologiczne;j.

W rozprawie wykazano, iz linia komérkowa C3A_ ARGI1_OTC III, uzyskana podczas
trzykrotnej transdukcji komorek C3A preparatami wirusowymi LV_ARG1 B4 1 LV_OTC Cl12,
charakteryzuje si¢ rownie wysoka zywotnos$cig co linia wyjsciowa C3A. Ponadto, analiza metoda

cytometrii przeptywowej dowiodla, iz komérki C3A_ ARGI1 _OTC III nie wykazuja ekspresji



genu kaspazy-3, ktorego aktywacja zachodzi na drodze apoptozy. Dzigki badaniom genomowego
DNA, prowadzonym z uzyciem techniki PCR oraz starterow specyficznych dla fragmentow
plazmidow transferowych wykorzystanych do produkcji wektorow lentiwirusowych,
potwierdzono jednoczesng obecno$¢ badanych ludzkich genow hARG1 oraz hOTC w genomie
komoérek C3A ARG1 _OTC III. Na podstawie analizy ekspresji genow na poziomie biatka,
przeprowadzonej metoda cytometrii przeptywowej, technika Western Blot oraz testem ELISA
zaobserwowano, iz w komodrkach C3A modyfikowanych genetycznie dochodzi do nadprodukcji
biatek zaangazowanych w cykl mocznikowy: arginazy 1 (ARG1) oraz karbamoilotransferazy
ornitynowej (OTC), jak rowniez do wzrostu syntezy albuminy (Alb) — jednego z wazniejszych
bialek produkowanych przez hepatocyty. Wyniki uzyskane podczas badan dotyczacych
porownania aktywnosci metabolicznej linii C3A 1 C3A ARG1 OTC Il w warunkach
stresowych wywotanych réznymi st¢zeniami roztworu chlorku amonu pozwolity stwierdzié,
iz komorki transdukowane cechuja si¢ zwigkszonym metabolizmem, a tym samym lepiej toleruja
wyzsze stezenia chlorku amonu (szczegolnie powyzej 30 mM), nawet podczas ich dlugotrwatej
ekspozycji na ten zwiazek. Wyniki te znalazly potwierdzenie w analizie oceny morfologicznej
komorek, na podstawie ktorej zaobserwowano, iz we wszystkich badanych warunkach hodowli
prowadzonych w S$rodowisku zawierajagcym roztwor chlorku amonu o stezeniu koncowym
od 20 do 100 mM, komorki C3A_ ARG1 OTC III wykazywaty mniej zmieniong morfologig,
znajdowaty si¢ w lepszej kondycji i1 dluzej przylegaty do podtoza hodowlanego w poréwnaniu
z komoérkami kontrolnymi - C3A niemodyfikowanymi genetycznie. Jednym z wazniejszych
oznaczen, ktore wykonano w ramach niniejszej rozprawy, byla analiza produkcji mocznika,
bedacego gtownym produktem koncowym cyklu mocznikowego. Wykazano, iz linia komorkowa
C3A ARG1 OTC III w obecnosci 40 mM roztworu chlorku amonu produkuje wigcej
(o okoto 83%) mocznika w porownaniu ze zwyklymi komoérkami C3A (wynik istotny
statystycznie). Swiadczy to o pomyslnym i skutecznym przebiegu modyfikacji genetycznych linii
ludzkiego watrobiaka prowadzonych =z uzyciem samodzielnie uzyskanych wektorow
lentiwirusowych, a takze o prawidtowym funkcjonowaniu nadprodukowanych w komorkach
C3A_ARG1_OTC III biatek ARG1 i OTC, uczestniczacych w szlaku metabolicznym zwigzanym

z przeksztalcaniem amoniaku do mocznika na drodze cyklu mocznikowego.

Zgodnie z najnowsza wiedzg literaturowa, dotychczas nie zaobserwowano proby podjecia
modyfikacji genetycznych komorek C3A, pod katem istniejacych dysfunkcji metabolicznych
zwigzanych z detoksykacja amoniaku. Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
genetyczne modyfikacje komoérek C3A, wykonane =z zastosowaniem samodzielnie

wyprodukowanych wektorow lentiwirusowych, pozwolily na pomys$lng integracj¢ do genomu



komorek ludzkiego watrobiaka dodatkowych kopii ludzkich genéw hARGL1 i hOTC. Zjawisko to
W sposob znaczacy zwigkszylo aktywnos$¢ szlakow metabolicznych zwigzanych z przemiang
amoniaku w komorkach C3A ARGI1 OTC III, umozliwiajagc istotnie statystycznie lepsza
tolerancj¢ jonow amonowych obecnych w $srodowisku hodowlanym w poréwnaniu z macierzysta
linig C3A. Co wigcej, integracja do genomu komorek watrobiaka genow hARG1 i hOTC znaczaco
statystycznie wpltynety na zwigkszenie syntezy albuminy w modyfikowanych komodrkach, co ma
szczegolne znaczenie ze wzgledu na roznorodno$¢ oraz istotno$¢ funkcji biologicznych
pelionych przez to biatko w organizmie ludzkim. Po raz pierwszy wykazano réwniez,
iz obecno$¢ jonow amonowych istotnie statystycznie wplywa na wzrost produkcji albuminy
w komorkach ludzkiego watrobiaka, co §wiadczy o prawdopodobnym zaangazowaniu tego biatka
w mechanizmy ochronne komoérki, uruchamiane w odpowiedzi na obecno$¢ w §rodowisku jonow
amonowych.

Otrzymana w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej linia komodrkowa
C3A_ARGI1_OTC III, wykazujaca cechy ludzkich hepatocytéw ze szczegdlnym uwzglednieniem
wazniejszych funkcji fizjologicznych watroby zwigzanych z detoksykacja amoniaku oraz synteza
albuminy, stanowi¢ moze lepszy model badawczy ludzkiej watroby w warunkach in vitro, niz
dotychczas stosowane komorki C3A. Co wigcej, potencjal komoérek C3A ARG1 OTC III
ukazany na podstawie przeprowadzonych analiz w niniejszej rozprawie, pozwala rozwazy¢ ich
uzycie w konteks$cie alternatywnego zroédta komorek w  biosztucznych systemach
wspomagajacych  funkcje watroby (BAL). Zastosowanie w  przysztosci komorek
C3A _ARG1 OTC IIl w terapii chordob watroby pozwoliloby na zwickszenie skutecznosci
wspomagania utraconych funkcji tego narzadu w poréwnaniu do obecnie stosowanych systemow
wykorzystujacych niemodyfikowane komorki C3A, co mogloby wplynaé na poprawe parametrow

zyciowych pacjentow, a tym samym zwiekszy¢ ich szanse na przezycie.



