Streszczenie

Choroby watroby stanowig obecnie jedng z najczestszych przyczyn zgondéw na $wiecie.
Ich $miertelnos¢ szacuje si¢ na 2 miliony zgonow rocznie, w zwigzku z powyzszym uznawane
sg za globalny problem zdrowia publicznego. Choroby watroby, bez podjecia odpowiedniego
leczenia, mogg prowadzi¢ do niewydolno$ci tego organu. Woweczas, jedyng skuteczng terapia
jest przeszczep narzadu. Niestety, najwickszym ograniczeniem stosowania tego rodzaju
leczenia jest chroniczny niedobor odpowiednich dawcoéw. W rezultacie rocznie umiera okoto
10% pacjentéw oczekujacych na transplantacje watroby. Majac to na uwadze, naukowcy
rozpoczgli prace nad poszukiwaniem nowych eksperymentalnych metod leczenia lub
wspomagania funkcjonowania niewydolnego narzadu. Mozna posréd nich wyrdznié:
przeszczep hepatocytow, sztuczne lub biosztuczne systemy wspomagania watroby oraz
wykorzystanie technik opartych na narzedziach inzynierii tkankowej (np. decelularyzowana
watroba, 3D biodruk, organoidy itp.). Niemniej jednak, biosztuczne systemy wspomagania
watroby wydaja si¢ by¢ najbardziej obiecujace. Te hybrydowe urzadzenia stanowig terapi¢
pomostowg dla pacjentow, polegajaca na wspomaganiu pracy niewydolnego organu do czasu
jego przeszczepienia lub regeneracji. Przewaga biosztucznych systemow wspomagania jest
obecno$¢ komponentu biologicznego, ktorego zadaniem jest petnienie metabolicznych,
biosyntetycznych i1 regulacyjnych funkcji watrobowych, podczas gdy sztuczne systemy sa
zdolne jedynie do wspomagania procesow detoksykacyjnych.

Najlepsze zrodtlo komorek do zastosowania jako biologiczny komponent
w biosztucznych systemach wspomagania stanowia ludzkie hepatocyty. Pomimo tego, ze sa
uznawane za zloty standard, ich wykorzystanie wigze si¢ jednak z pewnymi ograniczeniami.
Hepatocyty, komoérki wysoce zrdéznicowane 1 petnigce specyficzne funkcje watrobowe,
w warunkach ex vivo szybko ulegajg odréznicowaniu, co skutkuje utratg zdolnosci do petnienia
tych funkcji. W zwiazku z powyzszym, rozpoczeto poszukiwania alternatywnych zrodet
komorek, ktore moglyby stanowi¢ model ludzkich hepatocytow. Jednym z proponowanych
modeli jest linia komdorkowa C3A wyprowadzona z ludzkiego raka watrobowokomorkowego.
Badania pokazuja, ze te nowotworowe komorki wykazujg podobny fenotyp i pelnig niektore
funkcje fizjologiczne (np. wydzielanie albuminy) parenchymalnych komoérek watrobowych.
Ponadto komorki linii C3A charakteryzuja si¢ szybka proliferacja (nieograniczong
dostgpno$cig), duzg stabilnoscia genetyczna, silng inhibicja kontaktowa 1 matymi
wymaganiami hodowlanymi. Co istotne, nie zgloszono zadnych zastrzezen etycznych

w zwigzku z ich wykorzystaniem klinicznym. Obecnie, linia komorkowa C3A jest powszechnie



stosowana w badaniach dotyczacych oceny toksycznosci ksenobiotykdéw czy opracowywaniu
nowych lekéw. Co wigcej, linia komorkowa C3A, jako jedyna linia nowotworowa, zostata
wykorzystana jako biologiczny komponent w systemie ELAD, najbardziej zaawansowanym
urzadzeniu wérod biosztucznych systemow wspomagania watroby, ktory dotart do trzeciej fazy
badan klinicznych. Komorki linii C3A charakteryzujg si¢ jednak pewnymi metabolicznymi
dysfunkcjami, z czego najbardziej istotna jest ograniczona zdolno$¢ do eliminacji toksycznego
amoniaku. Wynika to z niefunkcjonalnego cyklu mocznikowego, co spowodowane jest
brakiem lub niskg ekspresja genéw arginazy 1 (ARG1) i transkarbamylazy ornitynowej (OTC),
kodujacych enzymy zaangazowane w ten proces. Biorgc to wszystko pod uwage, mozna
przypuszczaé, iz dysfunkcja cyklu mocznikowego w linii C3A mogla stanowi¢ przyczyne
niepowodzenia badan klinicznych z wykorzystaniem systemu ELAD, poniewaz skuteczna
detoksykacja amoniaku jest kluczowym elementem w terapiach choréb watroby.

W zwigzku z powyzszym, celem mojej pracy doktorskiej bylo opracowanie nowe;j
genetycznie  zmodyfikowanej  linii  komodrkowej raka  watrobowokomorkowego
z przywroéconym cyklem mocznikowym, ktora mogtaby stanowic¢ lepsze zroédto komorek do
zastosowania w biosztucznych systemach wspomagania watroby. Modyfikacj¢ genetyczng
przeprowadzono z  wykorzystaniem  samodzielnie  skonstruowanych  wektorow
lentiwirusowych. Wprowadzone zmiany (plazmid transferowy niosgcy oba dodatkowe geny
pod kontrolg silnego promotora, selekcja antybiotykowa) pozwolily na otrzymanie nowej linii
komorkowej, nazwanej C3A AO P2A, skladajacej si¢ z prawie 100% komorek
zmodyfikowanych genetycznie. Skuteczno$¢ przeprowadzonej modyfikacji genetycznej
potwierdzono zarowno na poziomie DNA (integracja transgenow do genomu komorki), jak
i biatkowym, stosujac techniki PCR, RT-qPCR i Western blot. Badania wykazaty znaczaca
nadekspresje genow hARG1 i hOTC oraz odpowiadajacych im biatek w komorkach linii
C3A_AO P2A w porownaniu z ich niezmodyfikowanymi genetycznie odpowiednikami.
Ponadto nie zaobserwowano negatywnego wptywu przeprowadzonej modyfikacji genetycznej
na morfologi¢ 1 zywotno$s¢ komorek. Dalszg charakterystyke funkcjonalng nowej linii
komorkowej C3A_AO_P2A przeprowadzono w warunkach hodowli ptaskich statycznych
i dynamicznych 3D, za$§ uzyskane rezultaty poréwnywano z wynikami otrzymanymi dla
wyjSciowej linii komoérkowej C3A 1 poprzedniej generacji komorek genetycznie
zmodyfikowanych — C3A_AO_IIl, ktora stanowi mieszang populacje komodrek
niezmodyfikowanych, komorek wykazujacych ekspresje pojedynczego transgenu lub komorek

stransdukowanych obydwoma brakujacymi genami.



Badania przeprowadzone w hodowli statycznej potwierdzity, ze nowo utworzona linia
komoérkowa C3A_AO_P2A syntetyzuje albuming, gléwne biatko produkowane przez watrobe,
na poziomie podobnym do swoich niemodyfikowanych genetycznie odpowiednikéw. Nie
potwierdzono jednak wzrostu wydzielania tego biatka w takim samym stopniu jak w przypadku
komorek linit C3A AO III. Dodatkowo, zbadano toksyczny wplyw amoniaku na zywotno$¢
komorek i ich aktywnos$¢ metaboliczng, poniewaz bardzo czgsto w biosztucznych urzadzeniach
watrobowych, majacych kontakt z surowicg pacjenta, wystepuja niefizjologiczne stgzenia tej
substancji. W zwigzku z powyzszym, sprawdzono odporno$¢ komodrek na rozne stezenia
amoniaku. Uzyskane wyniki wykazaty, ze obie genetycznie zmodyfikowane linie komérkowe
charakteryzowaty si¢ wyzsza zywotno$cig 1 aktywno$cig metaboliczng w pordwnaniu
z komorkami wyjsciowej linii C3A, co wskazuje, ze s3 one mniej podatne na stres
oksydacyjny/nitrozacyjny indukowany amoniakiem. Najwazniejszy wynik niniejszej rozprawy
doktorskiej dotyczy oceny funkcjonalno$ci cyklu mocznikowego. Dotychczas, ilos¢
wyprodukowanego mocznika mierzono tylko w lizatach komoérkowych. Majac jednak na
uwadze, ze mocznik jest aktywnie transportowany na zewnatrz komorki, ilos¢ tego metabolitu
byla rowniez mierzona w pozywce pohodowlanej. Przeprowadzone do§wiadczenia wykazaty,
ze najwicksza zawartoscig mocznika w pozywce hodowlanej charakteryzowaty si¢ komorki
linit C3A_AO_P2A. Z kolei, w przypadku lizatow komorkowych, najwigksza ilos¢ mocznika
zostata wykryta w liniit C3A_AOQO_III, co wskazuje, ze metabolit ten kumuluje si¢ wewnatrz
komorek. Moze to by¢ spowodowane zaktoconym procesem aktywnego transportu mocznika.
Niemniej jednak, przeprowadzone badania wykazaly, ze linia komorkowa C3A AO P2A
produkuje mocznik bardziej efektywnie niz pozostate linie komérkowe. Zatem, uzyskane
wyniki potwierdzaja, ze przeprowadzona modyfikacja genetyczna komoérek linii C3A
samodzielnie przygotowanymi wektorami lentiwirusowymi zakonczyla si¢ sukcesem
1 pozwolita na przywrocenie im funkcjonalnego cyklu mocznikowego.

Ocena funkcjonalno$ci nowej linii komorkowej w warunkach przeptywowych zostata
przeprowadzona przy uzyciu samodzielnie skonstruowanego systemu do hodowli dynamicznej,
na ktory sktada si¢ migdzy innymi samodzielnie przygotowywany bioreaktor z membranami
kapilarnymi (modut hodowlany). Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze wszystkie
analizowane linie komorkowe charakteryzowaly si¢ zwigkszong sekrecja albuminy
w poroéwnaniu z odpowiednig kontrolg statyczng. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze hodowla
dynamiczna 3D stanowi bardziej wydajny typ hodowli i zapewnia lepsze warunki do wzrostu
komorek. Stwierdzono réwniez, ze nowo opracowana linia komorkowa C3A AO P2A

charakteryzowata si¢ najlepsza funkcjonalnoscia w warunkach przeptywowych sposrod



wszystkich analizowanych linii komérkowych, zwlaszcza w wydzielaniu albuminy, co
wskazuje, ze mozna ja uzna¢ za cenne alternatywne zrodto komorek do zastosowania
w urzadzeniach typu biosztuczna watroba.

Podsumowujac, modyfikacja genetyczna komoérek linii C3A przeprowadzona przy
uzyciu samodzielnie przygotowanych wektorow lentiwirusowych zapewnita stabilng integracje
dodatkowych kopii genow hARG1 i hOTC do ich genomu i pozwolita na utworzenie nowej linii
komoérkowej o nazwie C3A__AO P2A. Nowo opracowana linia komdrkowa charakteryzuje si¢
lepszg funkcjonalnos$cig (np. synteza albuminy) w obydwu analizowanych warunkach
hodowlanych, hodowli ptaskiej statycznej i 3D w przepltywie medium, w poroéwnaniu
zwyj$ciowq linig C3A. Komorki linii C3A__AO_P2A wykazuja rowniez zwigkszong odporno$¢
na wysokie stezenia amoniaku. Niemniej jednak, najwazniejszym osiggni¢ciem niniejszej
rozprawy doktorskiej byto opracowanie nowej linii komorkowej o zwigkszonej zdolnosci do
produkcji mocznika. Warto podkresli¢c zasadno$¢ przeprowadzonych badan, gdyz moim
zdaniem powyzsze cechy pozwalaja na rozwazenie wykorzystania nowo powstalej linii
komorkowej C3A AO P2A jako komponentu biologicznego w biosztucznych systemach
wspomagania watroby. Jej potencjalne zastosowanie w tego typu urzadzeniach moze poprawic
skuteczno$¢ wspomagania pracy niewydolnego narzadu, a w efekcie przynie$¢ korzysci

pacjentom, zwigkszajgc ich szanse na przezycie.



