STRESZCZENIE

horoby watroby prowadzace do jej niewydolnosci sa jedna z najczestszych przyczyn

zgondéw na calym Swiecie. Jak dotad jedynym skutecznym sposobem leczeniem ostrej
niewydolnosci watroby jest jej przeszczep. Niestety niedoboér odpowiednich dawcéw stano-
wi gléwne ograniczenie tej terapii. Z tego powodu naukowcy stale szukaja alternatywnych
rozwiazan dla transplantacji tego organu. Najbardziej obiecujace sa systemy wspomagania
watroby i przeszczep komérkowy. Bez watpienia hepatocyty sa najlepszym zrédlem komé-
rek do zastosowania w terapiach watrobowozastepczych. Jednakze izolowane ludzkie hepa-
tocyty bardzo szybko odréznicowuja sie i traca swoje funkcje. Dlatego stale poszukuje sie
nowych zrédet komorek, ktére moglyby zastapic¢ hepatocyty. Obecnie panuje poglad, ze aby
pomoc pacjentom w walce z chorobami watroby, potrzeba interdyscyplinarnego podejscia
do rozwiazania tego problemu.

WPROWADZENIE

Przewlekte choroby watroby sg jednym z globalnych probleméw zdrowot-
nych i prowadza do okoto 2 milionéw zgonéw rocznie. Dodatkowo fakt, ze pa-
tologiczne zmiany watrobowe zachodza bezobjawowo utrudnia wczesna dia-
gnoze takich jednostek chorobowych [1]. Za zwiekszajaca sie liczbe przypadkéw
zachorowalnosci na niewydolno$¢ watroby w Europie odpowiada gtéwnie mar-
skoé¢ (zwldknienie) watroby oraz rak watrobowokomérkowy, zas do wzrostu
czestosci wystepowania marskosci watroby przyczynia sie rosnaca na przestrze-
ni lat konsumpcja alkoholu [2,3].

Transplantacja watroby jest jak dotad jedyna skuteczna terapia dla pacjen-
tow cierpiacych na ostra i przewlekla niewydolno$¢ watroby. Z roku na rok li-
sta os6b kwalifikujacych sie do przeszczepu tego organu rosnie, ale co wazne
roénie réwniez liczba odpowiednich dawcéw. Nie mniej jednak z racji duzej
skali problemu rzesze naukowcéw na catym swiecie poszukuja alternatywnych
rozwigzan, ktére moglyby stanowié¢ skuteczna terapie dla pacjentéw dotknie-
tych schorzeniami watroby. Jak dotad najbardziej obiecujaca koncepcja wydaja
sie by¢ systemy wspomagania watroby (ang. liver support systems, LSS), a takze
przeszczep hepatocytow [4].

Gléwnym celem systeméw wspomagania watroby jest skuteczna terapia po-
mostowa, ktéra pozwoli pacjentowi doczeka¢ przeszczepu lub go uniknaé ze
wzgledu na samoistng regeneracje tego organu. Wéréd LSS mozna wyréznié
sztuczne oraz biosztuczne systemy wspomagania (ang. artificial/bioartificial li-
ver support systems). Maja one te same cele, jednak w biosztucznych systemach,
zwanych biosztucznymi watrobami (ang. bioartificial liver, BAL), wystepuje
biologicznie aktywny blok funkcyjny. Najlepszym zrédiem komorek do za-
stosowann w BAL sa ludzkie hepatocyty. Niestety, ich wykorzystanie wigze sie
z pewnymi ograniczeniami. Sg to miedzy innymi: brak dostatecznej liczby daw-
cow tkanki do izolacji komoérek o wysokiej jakosci (podobnie jak w przypadku
transplantacji), a takze szybkie odréznicowywanie sie hepatocytéw ex vivo, a co
za tym idzie utrata zdolnosci do petnienia specyficznych funkcji watrobowych.
W zwigzku z tym rozpoczeto poszukiwanie nowych metod hodowli komérek
parenchymalnych watroby, ktére pozwola na wydluzenie czasu bycia w stanie
zréznicowania. Dla potrzeb biosztucznych systeméw wspomagania watroby
badane sa rowniez alternatywne Zrédia komorek, ktére mogtyby zastapié¢ ludz-
kie hepatocyty i petni¢ funkgje, za ktoére sa one odpowiedzialne w warunkach in
vivo. W obszarze zainteresowania naukowcéw znalazly sie¢ watrobowe komor-
ki pochodzenia zwierzecego, rézne rodzaje komoérek macierzystych i komorki
wyprowadzone z indukowanych pluripotentnych komérek macierzystych oraz
watrobowe nowotworowe linie komérkowe [5].
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W niniejszym artykule wiele uwagi po$wiecono zaréw-
no przyczynom choréb watroby jak i strategiom terapeu-
tycznym przyjetym w walce z danymi jednostkami choro-
bowymi. Ponadto, przedstawione zostaly szerzej wybrane
sztuczne i biosztuczne systemy wspomagania watroby, a
takze terapia polegajaca na przeszczepie hepatocytéw. Do-
datkowo, ze wzgledu na brak odpowiedniej liczby dawcow
do izolacji wysokiej jakosci materiatu komérkowego w po-
staci hepatocytéw, szerzej zostaly oméwione alternatywne
zrodia komorek, a takze zalety i ograniczenia wiazace sie z
ich wykorzystaniem.

WATROBA - BUDOWA I FUNKCJE ORGANU

Watroba jest najwiekszym narzadem w organizmie czto-
wieka, posiadajacym duze zdolnosci regeneracyjne. Anato-
micznie sktada si¢ ona z dwéch ptatéw, a kazdy z nich ma
po cztery segmenty. Watroba znajduje si¢ po prawej stronie
jamy brzusznej pod przepona i u mezczyzn jej masa wyno-
si 1500-1800 g, natomiast u kobiet - 1300-1500 g. Narzad
ten charakteryzuje sie budowa zrazikowa. W catej watrobie
znajduje sie milion zrazikéw, w ktérych panuje zmienny
gradient tlenu. W zaleznosci od stezenia tlenu w danym
miejscu zrazika, komorki pelnia inne funkcje [6,7].

W budowie komoérkowej watroby mozna wyréznic¢ dwie
grupy. Pierwszg z nich sa komérki parenchymalne, czyli
hepatocyty, stanowigce 60% catkowitej liczby komoérek, zas
pozostate 40% przypisywane jest komérkom nieparenchy-
malnym. Zaliczamy do nich komérki gwiazdziste (ang. stel-
late cells), komorki Browicza-Kupffera (rodzaj makrofagow),
komoérki srédblonka naczyn krwionoénych (ang. sinusoidal
endothelial cells), komorki epitelium drég zétciowych (ang.
biliary epithelial cells), komorki progenitorowe, a takze ko-
moérki ukladu immunologicznego takie jak limfocyty: T, B
czy NK (ang. Natural Kiler), neutrofile, monocyty oraz ko-
morki dendrytyczne [7,8]. Zlozona strukture anatomiczna i
komoérkowa watroby przedstawiono ponizej (Ryc. 1).

Watroba pelni w naszym organizmie ponad 500 istotnych
funkgji. Co ciekawe, pomimo duzej réznorodnosci komérek
wchodzacych w sklad tego organu, ponad 90% funkcji, za
ktére jest ona odpowiedzialna, pelnig hepatocyty. Doty-
czg one glownie metabolizmu weglowodanéw, lipidéw
oraz protein, produkgji i wydzielania z6lci, przeksztalcania
glukozy w glikogen i jego magazynowania, gromadzenia
witamin (A, D, B,)), mineratéw czy regulacji odpowiedzi
immunologicznej (produkcja bialek ukiadu dopelniacza).
Watroba pelni réwniez kluczowa role w detoksykacji, kt6-
ra polega na biotransformacji ksenobiotykéw, neutralizacji
toksyn, a takze konwersji amoniaku do mocznika. Dzieki
zaangazowaniu tego organu w pelnienie zyciowych funkcj,
mozliwe jest utrzymanie homeostazy catego organizmu [9].

PATOLOGIA WATROBY - PRZYCZYNY I LECZENIE

W wyniku rozwoju cywilizacyjnego wielu ludzi cierpi na
dolegliwosci zwigzane z nieprawidtowym funkcjonowaniem
watroby. Przyczynami moga by¢ nadmierne spozywanie al-
koholu oraz nieSwiadome nadmierne przyjmowanie lekéw
(np. paracetamol), otylod¢, toksyny (np. falloidyna z mucho-
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mora sromotnikowego) czy infekcje wirusowe (np. wirusy
zapalenia watroby typu B i C; HBV i HCV) [2,10]. Wéréd naj-
czesciej wystepujacych choréb watrobowych mozna wyréz-
ni¢: choroby nowotworowe np. rak watrobowokomérkowy
(ang. hepatocellular carcinoma, HCC), wirusowe zapalenie wa-
troby, marskos¢ watroby, alkoholowe i niealkoholowe stlusz-
czenie watroby, choroby metaboliczne (np. choroba Willso-
na), choroby drég zélciowych oraz polekowe uszkodzenie
watroby. Moga one prowadzi¢ do ostrego badz chronicznego
zapalenia tego narzadu, a nawet do jego ostrej lub przewle-
klej niewydolnosci (ang. acute/chronic liver failure), czego kon-
sekwencja jest wskazanie do przeszczepu watroby [11].

Transplantacja watroby to operacja majaca na celu prze-
dtuzenie oraz poprawe jakosci zycia pacjenta dotknietego
jedna z wymienionych w powyzszym akapicie choréb. Jest
to obecnie jedyny skuteczny sposéb leczenia niewydolnosci
tego narzadu. Polega on na zastapieniu chorego organu zdro-
wym pochodzacym od zmarlego dawcy. Operacja sktada sie
z dwoch etapoéw. W pierwszym z nich pacjentowi zostaje
usunieta watroba. Nastepnie wykonywana jest procedura
przeszczepu organu od dawcy poprzez utworzenie zespoleri
z6lciowych oraz naczyniowych w uktadzie zyly gtéwnej dol-
nej, zyly wrotnej oraz tetnicy watrobowej [12,13].

Pierwszego udanego przeszczepu watroby dokonano w
1967 roku. Jednakze problem z doborem lekéw immunosu-
presyjnych przyjmowanych po operacji, a w konsekwencji
infekcje i odrzucenie organu przyczynity sie do $émierci wie-
lu pacjentéw. Z czasem, gdy dopracowano procedure prze-
szczepu watroby, liczba oséb do niego sie kwalifikujacych
zaczeta znaczaco wzrastaé, brakowato natomiast odpo-
wiednich dawcoéw [4,14]. Wedlug statystyk prowadzonych
przez Centrum Organizacyjno-Koordynacyjne do Spraw
Transplantacji , Poltransplant”, w roku 2017 liczba oczeku-
jacych na przeszczep wynosita 626 0s6b, za$ transplantacji
catego organu wykonano 373, co stanowi okoto 60% catko-
witej liczby pacjentéow kwalifikujgcych sie do tego zabiegu
[strona www 1]. Sytuacja w Stanach Zjednoczonych przed-
stawia sie podobnie. Wedtug danych zgromadzonych przez
Organ Procurement and Transplantation Network, w 2018
roku dokonano 8 250 przeszczepdéw, za$ os6b kwalifikuja-
cych sie do niego byto prawie 13,5 tysiaca. Nie zmienia to
jednak faktu, iz rocznie §miertelnos$¢ pacjentéw szacuje sie
na okoto 10% [strona www 2].

Podsumowujac, gléwnym czynnikiem limitujacym
usprawnienie procedury transplantacji watroby jest przede

Zyla centraina Sre=l sinuscidy

hepatocyty Zyla wrotna

tetnica watrobowa
przewdd Zoiciowy

Ryc. 1. Budowa anatomiczna i komérkowa watroby - przekréj poprzeczny przez
zrazik.
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wszystkim niedobér odpowiednich dawcéw. Dochodza do
tego rowniez wysokie koszty przeprowadzenia operacji, a
takze ryzyko wystapienia powiklari po przeszczepie oraz
skutki uboczne przyjmowania lekéw immunosupresyjnych
[15]. W zwiazku z powyzszym rozpoczeto poszukiwania
alternatywnych rozwigzan dla transplantacji catego organu.

ALTERNATYWNE ROZWIAZANIA DLA
TRANSPLANTAC]I WATROBY

PRZESZCZEP HEPATOCYTOW

Jedna z alternatywnych rozwiazan dla transplantacji
watroby jest przeszczep komoérkowy. Hepatocyty pozysku-
je sie gléwnie z fragmentéw resekowanych watréb albo z
narzadéw niezakwalifikowanych do przeszczepu. Komoérki
izoluje sie najczesciej z wykorzystaniem techniki podwoéjnej
perfuzji z uzyciem kolagenazy [16]. Nastepnie hepatocyty
transportowane sg (przy pomocy pompy perfuzyjnej) przez
zyle wrotna i przestrzenie pomiedzy komérkami endotelial-
nymi do tzw. przestrzeni Disse’go. Wedtug danych literatu-
rowych w zastosowaniach klinicznych hepatocyty przezna-
czone do transplantacji powinny wykazywac zywotnos¢
powyzej 60%, a ich liczba powinna by¢ wieksza niz 5x10°.
Co wiecej, swiezo wyizolowane hepatocyty musza by¢
przeszczepione w przeciagu 48 godzin, co zwykle przewyz-
sza zdolnosci zyly wrotnej do przyjecia tylu komorek oraz
rozdystrybuowania ich w watrobie w tak krétkim czasie i
stanowi wyzwanie dla hepatologéw [17,18].

Istnieje wiele zalet przeszczepu hepatocytow - jest to
tania oraz mniej inwazyjna procedura, przeszczep tych ko-
morek potencjalnemu pacjentowi moze zosta¢ wykonany
wielokrotnie, dodatkowo z jednej watroby mozna uzyskaé
komorki dla wiecej niz jednego potrzebujacego. Dlatego tez

badania kliniczne dotyczace skutecznosci omawianej terapii
zostaly przeprowadzone u pacjentéw cierpiacych na ostra
niewydolnoé¢ watroby oraz jej metaboliczne dysfunkcje.
Zgodnie z doniesieniami literaturowymi przeszczep komor-
kowy przynosi jak dotad najlepsze rezultaty w przypadku
leczenia wrodzonych choréb metabolicznych watroby [19].

Ograniczeniem stosowania tej metody (oprécz braku
odpowiedniej liczby dawcéw) jest fakt, iz wyizolowane
hepatocyty dosy¢ szybko sie odréznicowuja, co prowadzi
do utraty zdolnosci do pelnienia specyficznych funkcji,
takich jak produkcja albuminy czy metabolizm amoniaku
[20]. Aby obejs¢ ten problem, podejmowane sg liczne proby
optymalizacji hodowli hepatocytéw, co mialoby wydtuzy¢
czas, w ktérym komorki sa w pelni funkcjonalne. Jak dotad
stosowane byty: hodowle przestrzenne, majace na celu od-
tworzenie warunkéw in vivo, optaszczanie podtozy hodow-
lanych polimerami wspomagajacymi adhezje (laminina, fi-
bronektyna, kolagen), wyspecjalizowane media hodowlane
czy tez kokultury, czyli wspéthodowle z innymi komérkami
(np. fibroblastami) [21]. Najnowsze doniesienia literaturo-
we wskazuja, iz najbardziej aktywne komérki mozna pozy-
skac izolujac hepatocyty z watréb uzyskanych od miodych
mezczyzn. Jednak pomimo licznych prac badawczych pro-
wadzonych w tym kierunku, wciaz nie ma opracowanych
standardowych warunkéw, w ktérych wyizolowane hepa-
tocyty moglyby by¢ hodowane przez dtuzszy czas [22,23].

SYSTEMY WSPOMAGANIA NIEWYDOLNE] WATROBY

Drugim alternatywnym rozwiazaniem dla transplantacji
sa systemy wspomagania niewydolnej watroby (ang. liver
support systems, LSS). Ich celem jest pozaustrojowe wspoma-
ganie funkcji uszkodzonego organu, gléwnie detoksykacyj-
nych oraz metabolicznych [24]. MozZna wéréd nich wyréz-

ni¢ dwie grupy: sztuczne oraz biosztucz-
ne systemy wspomagania watroby (ang.
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Ryc. 2. Wybrane sztuczne systemy wspomagania watroby, ktérych dziatanie opiera si¢ na procesie adsorp-
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jak i zalety, a do tej pory wcigz nie udato
sie skonstruowac urzadzenia w pelni sku-
tecznie wspomagajacego zaburzone funk-
cje tego narzadu [25].

SZTUCZNE SYSTEMY
WSPOMAGANIA WATROBY

Sztuczne systemy wspomagania wa-
troby maja na celu pelnienie jednej z waz-
niejszych funkcji tego narzadu, a miano-
wicie detoksykacji réznych szkodliwych
substancji zaréwno endogennych jak i
ksenobiotykéw z wykorzystaniem tech-
nik dializy (w tym dializy albuminowej),
filtracji, perfuzji oraz adsorpcji. War-
to wspomnieé, iz efekt terapeutyczny
sztucznych systeméw zalezy zaréwno
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od wybranego urzadzenia jak i od stanu zdrowia pacjenta
oraz schorzenia, na ktére cierpi [26]. Wéréd nich mozna wy-
réznic nastepujace systemy: MARS (ang. molecular adsorbent
recirculation system), Prometheus (ang. Prometheus system),
SEPET (ang. selective plasma filtration therapy), SPAD (ang.
single pass albumin dialysis). Schematy dzialania poszczeg6l-
nych systemow zostaly przedstawione ponizej (Ryc. 2).

MARS

Dziatanie tego systemu opiera sie na zjawisku hemodiali-
zy albuminowej. MARS sklada sie z trzech kompartmentow.
Pierwszym z nich jest obieg krwi, skad z krwiobiegu pacjen-
ta krew kierowana jest do systemu detoksykacji, a nastepnie
oczyszczona do niego powraca. Kolejnym jest obieg albu-
miny, ktéra dzieki obecnosci w plynie dializacyjnym moze
wiazad toksyny zwigzane z albuming z krwi pacjenta (dializa
albuminowa). W trzecim kompartmencie dochodzi do rege-
neracji albuminy z dializatu, natomiast oczyszczona krew
wraca do obiegu krwi [27,28]. Doniesienia literaturowe wska-
zuja, iz system MARS pozwala na stabilizacje oraz podtrzy-
manie dziatania watroby w oczekiwaniu na transplantacje,
a w niektérych przypadkach ze wzgledu na samoregeneracje
tego narzadu umozliwia unikniecie przeszczepu [29]. Bardzo
podobnym systemem jest SPAD. Jedyna réznica jest brak
etapu, w ktérym dochodzi do regeneracji dializatu. Zgodnie
z danymi literaturowymi efektywnos¢ oczyszczania krwi w
obydwu systemach jest poréwnywalna [30].

System Prometheus

System Prometheus jest polaczeniem hemodializy wyko-
rzystywanej w systemie MARS z metoda FPSA (ang. frac-
tionated plasma separation and adsorption). Ulepszenie w tym
urzadzeniu stanowi bezposrednie oczyszczanie z toksyn al-

buminy pozyskanej z krwi pacjenta (frakcjonowanie osocza),
podczas gdy, jak juz wspomniano, w przypadku systemu
MARS biatko osocza niosace zwigzki toksyczne oddaje je al-
buminie zawartej w plynie dializacyjnym. Uwaza sig, ze po-
taczenie tych dwoéch technik zwiekszy efektywnos¢ oczysz-
czania krwi pacjenta w poréwnaniu z systemem MARS [31].

SEPET

W systemie SEPET krew pacjenta poddawana jest dia-
lizie, dzieki ktérej osocze krwi wraz ze zwigzanymi tok-
synami jest zatrzymywane przez membrane. Nastepnie
oczyszczona krew zostaje wzbogacona w roztwor elektroli-
tow wraz ze $wiezym, mrozonym osoczem krwi oraz ludz-
ka albuming i wraca do krwiobiegu. Ze wzgledu na to, iz
membrana charakteryzuje sie punktem odcigcia réwnym
100 kDa, wiele niezbednych biatek takich jak czynnik wzro-
stu hepatocytéw (ang. hepatocytes growth factor), czynnik
krzepniecia krwi czy tez niektére immunoglobuliny zostaje
zatrzymanych w krwiobiegu [32].

Chociaz systemy MARS i Prometheus przeszly wielo-
oérodkowe, randomizowane (na losowo dobranych gru-
pach pacjentéw wraz z grupa kontrolng) badania kliniczne,
nie wykazano poprawy przezywalnosci pacjentéw w po-
réwnaniu z grupa kontrolng leczona standardowaq terapia
zachowawczg. Za niepowodzenia te wing obarczano glow-
nie zle dobrane grupy pacjentéw, ktére charakteryzowaly
sie zbytnia réznorodnoscia pod wzgledem etiologii choro-
by, jej nasilenia czy tez stanu zdrowia pacjenta. W zwigzku
z tym podejmowane sa proby badan klinicznych na pacjen-
tach o konkretnej jednostce chorobowej np. zainicjowane w
tym roku badanie z uzyciem systemu MARS na pacjentach
po rozleglej resekcji watroby. Nie mniej jednak nalezy zda-
wac sobie sprawe z wady tych systemoéw, jaka jest niemoz-

nos¢ petnienia biosyntetycznych funkcji

Zbiornik

urzadzenie do
plazmafere;

urzadzenie do'
plazmaferezy

bioreaktor
bioreaktory

weglem
aktywrym

kolumna z

oksygenator

HepatAssist

=Zbiornik

oksygenator

watroby [33,34].

BIOSZTUCZNE SYSTEMY
WSPOMAGANIA WATROBY

Obecnie wigksze nadzieje poklada sie
w biosztucznych systemach wspomaga-
nia watroby (ang. bioartificial liver support
systems, BAL). Jest to spowodowane za-
stosowaniem w nich biologicznie aktyw-
nego bloku funkcyjnego w postaci komé-
rek pochodzenia watrobowego, a co za
tym idzie moznosci pelnienia przez urza-
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dzenie, oprécz funkcji detoksykacyjnych,
takze biosyntetycznych, regulacyjnych,
wydzielniczych oraz metabolicznych.
Biosztuczne systemy wspomagania wa-
troby stanowia jak dotad terapie pomo-
stowa gtéwnie w leczeniu schorzen ostrej
niewydolnosci watroby [35]. Wsréd nich
mozna wyrézni¢: MELS (ang. modular ex-
tracorporeal liver support), AMC-BAL (ang.
academic medical centre - bioartificial liver),
HepatAssist oraz ELAD (ang. extracorpo-

A |

MELS

Ryc. 3. Wybrane biosztuczne systemy wspomagania watroby, ktore dzieki wykorzystaniu biologicznie ak-
tywnego bloku funkcyjnego, uwzgledniajg biosyntetyczne funkcje petnione przez watrobe.
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real liver assist device). Schematy dzialania
poszczegdlnych urzadzen zostaly przed-
stawione ponizej (Ryc. 3).
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W tego typu urzadzeniach niezwykle wazna jest zaréw-
no konstrukcja bioreaktora jak i dobranie odpowiedniego
czynnika biologicznego. Zgodnie z danymi literaturowy-
mi bioreaktor powinien spelnia¢ nastepujace kryteria: od-
zwierciedla¢ warunki panujace in vivo, utrzymywac przez
dluzszy czas zywotnos¢ oraz funkcjonalnoéé komorek, a
nawet je poprawiaé; zapewnia¢ wydajny dwukierunkowy
transport masy, a takze wykazywac potencjal do zastoso-
wan klinicznych. W takich urzadzeniach dwukierunkowy
transport masy zapewniaja membrany poéiprzepuszczalne,
ktére pozwalaja na transfer substancji pomiedzy krwia pa-
cjenta a komoérkami zasiedlajacymi bioreaktor. Wéréd mem-
bran uzywanych w biosztucznych systemach wspomagania
watroby mozna wyrézni¢ membrany kapilarne (ang. hol-
low fibers) oraz membrany plaskie. W urzadzeniach testo-
wanych klinicznie (np. ELAD, HepatAssist) wykorzystuje
si¢ membrany kapilarne, na zewnatrz ktérych hodowane
sq komorki watrobowe. Pomimo licznych zalet, nieréwno-
mierna dystrybucja komérek w przestrzeniach kapilar, a
takze bariera uniemozliwiajaca sprawna dyfuzje substancji
miedzy komoérkami a krwig pacjenta, sklonity naukowcow
do prowadzenia dalszych badaii w kierunku znalezienia
doskonalszego bioreaktora [36].

Najlepszym zZrédlem komorek do zasiedlenia bioreak-
tora jest ludzka watroba. Wedlug danych literaturowych,
aby efekt terapeutyczny byt skuteczny, potrzeba okoto 10"
funkcjonalnych komérek watrobowych, co stanowi zale-
dwie 10% calkowitej liczby komoérek znajdujacych sie w
watrobie. Co ciekawe w literaturze mozna réwniez znalez¢é
informacje, ze wydajnos¢ izolacji ludzkich hepatocytéw nie
przekracza 10% [23,37]. Dlatego tez, ze wzgledu na ich ogra-
niczong dostepnosé, rozpoczeto poszukiwania alternatyw-
nych Zrédet komérek watrobowych. Jak dotad pod katem
zastosowania w biosztucznych systemach wspomagania
badano: pierwotne $wiriskie hepatocyty [38], linie komérko-
we nowotworowe takie jak HepaRG [39], HepG2 [40] czy jej
klon - C3A [41], komérki progenitorowe [42], komoérki he-
patocytopodobne otrzymywane z komoérek macierzystych
[43] oraz komorki iHEP zréznicowane z indukowanych
pluripotentnych komérek macierzystych iPSC (ang. indu-
ced pluripotent stem cells) [44]. W rezultacie w urzadzeniach
dopuszczonych do badan klinicznych zastosowanie zna-
lazty: izolowane $wieze lub mrozone $winiskie hepatocyty
oraz C3A - linia komérkowa wyprowadzona z pierwotnego
ludzkiego raka watroby [45].

ELAD

Biosztucznym systemem wspomagania watroby, w kto-
rym upatrywano najwieksze nadzieje jest system ELAD.
Pierwotnie sktadat sie on z czterech bioreaktoré6w zbudowa-
nych z membran kapilarnych o punkcie odciecia réwnym
70 kDa. W kazdym z nich na zewnatrz kapilar znajdowaty
sie komoérki pierwotnego ludzkiego raka watroby - C3A (do
400 g). Krew pacjenta przeplywa przez wnetrze kapilar bio-
reaktoréw (szybkosé przeplywu wynosi 150-200 ml/min),
podczas gdy osocze przechodzi przez wildkna z octanu
celulozy do przestrzeni, w ktérej moze bezposrednio kon-
taktowac sie z komoérkami. Przed powrotem do krwiobiegu
osocze poddawane jest filtracji, aby zapobiec ewentualne-
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mu dostaniu sie komoérek nowotworowych do organizmu
czlowieka [46]. Pomimo ciekawej konstrukcji urzadzenia
przeprowadzone badania kliniczne nie wykazaly znaczacej
poprawy przezywalnoéci w poréwnaniu ze standardowa
terapia [47]. W rezultacie, system ELAD poddano mody-
fikacji. Zwigkszeniu do 500 ml/min ulegla szybkos¢ prze-
plywu. Wiokna kapilar zostaly wykonane z polisulfonu o
punkcie odciecia 100 kDa, a masa komérek w bioreaktorach
miala facznie wynosi¢ przynajmniej 440 g. Kolejng modyfi-
kacja bylo oddzielenie komérek krwi od osocza przed do-
tarciem do bioreaktoréw. Dodatkowo caly czas monitoro-
wane sg parametry (zuzycie glukozy oraz tlenu) Swiadczace
o aktywnosci metabolicznej komoérek. Zmodyfikowany sys-
tem ELAD doszed! do trzeciej fazy badan klinicznych pro-
wadzonych wieloosrodkowo na duzej liczbie pacjentow, w
ktérych sprawdzano skutecznosé tego urzadzenia w terapii
ostrego alkoholowego uszkodzenia watroby (NCT01471028
- numer identyfikacyjny danego badania klinicznego zare-
jestrowanego w bazie ClinicalTrials.gov) [strona www 3].
Niestety, pomimo wysokiego stopnia zaawansowania pro-
jektu nie udato si¢ wykazac¢ znaczacej poprawy w przezy-
walnosci pacjentéw i w rezultacie tego niepowodzenia pro-
jekt pod nazwa ELAD zawieszono [48].

HepatAssist

W systemie HepatAssist w pierwszym etapie osocze
pacjenta zostaje oddzielone od komoérek krwi, nastepnie
przeplywa przez kolumne z weglem drzewnym oraz mo-
dul napowietrzania i ostatecznie trafia do bioreaktora. Jest
on zbudowany z membran kapilarnych o wielkosci poréw
0,2 um, a szybkoé¢ przeptywu wynosi 400 ml/min. Zré-
dtem komoérek w przypadku tego urzadzenia sa mrozone
swinskie hepatocyty w liczbie 5-7x10°, ktére zasiedla sie na
zewnatrz kapilar. Oczyszczone osocze po opuszczeniu bio-
reaktora Iaczy sie z komérkami krwi i trafia z powrotem do
pacjenta [49]. Z dostepnych danych literaturowych wynika,
ze system HepatAssist znaczgco poprawia przezycie, co zo-
stalo wykazane na modelach zwierzecych [50]. Jednakze w
przeprowadzonych randomizowanych badaniach klinicz-
nych nie zaobserwowano istotnego wplywu na przezywal-
nos¢ pacjentéw [51].

MELS

System MELS podzielony jest na dwa moduly: komérko-
wy oraz detoksykacyjny. Zasada dzialania tego urzadzenia
polega na cyrkulacji krwi pacjenta, podczas ktérego osocze
zostaje oddzielone od komoérek krwi, oczyszczone z wy-
korzystaniem zasiedlonych w bioreaktorze hepatocytow,
a nastepnie zawracane do krwiobiegu. Modul komérko-
wy zbudowany jest z bioreaktora (o szybkosci przeptywu
100-200 ml/min), na ktéry skladaja sie trzy pakiety prze-
plecionych miedzy soba membran kapilarnych. Dwa z nich
wytworzone sa z polieterosulfonu i charakteryzuja sie hy-
drofilowosciag oraz wielkoscia poréw okoto 0,5 pm. Ich za-
daniem jest perfuzja osocza lub medium hodowlanego. Z
kolei trzeci pakiet zlozony z hydrofobowych wiékien wy-
korzystuje sie do napowietrzania. Ztozona budowa bioreak-
tora pozwala zapewnic staly doptyw tlenu oraz skladnikéw
odzywczych do komoérek, ktérych Zrédtem w tym urzadze-
niu sa $wiezo izolowane ludzkie lub $winskie hepatocyty
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o lacznej masie nawet do 600 g. Zasiedla sie je wewnatrz
pojedynczych kapilar. W pierwszej fazie badan leczeniu z
wykorzystaniem MELS zostalo poddanych 8 pacjentow.
Szesciu z nich dzigki tej terapii pomostowej doczekalo prze-
szczepu, a ogdlna poprawa zdrowia pacjentéw ostatecznie
potwierdzila bezpieczefistwo tego systemu, chociaz bada-
nie nie bylo randomizowane [52,53].

AMC-BAL

System AMC-BAL dziala na podobnej zasadzie jak urza-
dzenia opisane powyzej. Charakteryzuje sie ciekawa bu-
dowa bioreaktora. Swiezo izolowane $wiriskie hepatocyty
w liczbie okoto 10" sg przytwierdzane do poliestrowej, spi-
ralnie zwinietej matrycy i tworza strukture tréjwymiarowa.
Pomiedzy jej warstwami umieszczone sa wiékna odpowie-
dzialne za transfer tlenu. Taka konstrukcja bioreaktora skut-
kuje bezposrednim kontaktem miedzy agregatami komor-
kowym a osoczem pacjenta, co niweluje bariere dyfuzyjna.
Szybkosé przeptywu ptynu w bioreaktorze wynosi 150 ml/
min [54]. Przeprowadzone badania kliniczne wykazaly bez-
pieczenstwo tej terapii pomostowej w utrzymaniu pacjenta
przy zyciu do momentu transplantacji watroby [55].

ALTERNATYWNE ZRODEA HEPATOCYTOW
STOSOWANE W BIOSZTUCZNYCH
SYSTEMACH WSPOMAGANIA WATROBY

Swinskie hepatocyty

Wsréd zwierzecych hepatocytow najczesciej wykorzy-
stywane w BAL sa komorki pochodzenia swiriskiego. Jest
to spowodowane ich duzym podobienistwem do ludzkich
hepatocytéw, a takze nieograniczong dostepnoscia. Moga
by¢ wykorzystywane zaréwno swiezo po izolacji jak i mro-
zone. Jednakze sposobno$¢ zarazenia choroba odzwierzeca
(np. swinskim endogennym retrowirusem PERV), réznice
miedzy bialkami ludzkimi a zwierzecymi, a takze mozli-
wos¢ pojawienia sie odpowiedzi immunologicznej zrodzity
obawy w stusznosci stosowania $winskich hepatocytow w
celach klinicznych [5]. Dodatkowo w celu spelnienia no-
wych standardéw obowigzujacych w Unii Europejskiej wie-
le oérodkéw badawczych rezygnuje z prowadzenia badan
z wykorzystaniem izolowanych $winskich hepatocytow.
Przykladowo, grupa badawcza, ktéra opracowala jeden z
biosztucznych systeméw wspomagania watroby - AMC-
-BAL postanowila zastapi¢ swiniskie hepatocyty ludzka li-
nig komérkowa HepaRG pochodzaca z guza watroby [56].

Linia komoérkowa C3A

C3A to linia komérkowa pierwotnego raka watroby (ang.
hepatocellular carcinoma), bedaca pochodna linii nowotworo-
wej HepG2 wyprowadzonej z organizmu pietnastoletniego
chiopca rasy bialej. Sa to komérki adherentne o morfologii
nabtonkowej, charakteryzujace sie silng inhibicja kontak-
towa, wysokim poziomem produkcji albuminy oraz alfa
fetoproteiny, a takze umiejetnoscia do wzrostu w medium
pozbawionym glukozy. Komérki C3A prezentuja funkcjo-
nalnoé¢ zblizona do pierwotnych ludzkich hepatocytow,
dodatkowo sa ogdlnodostepne, maja niskie wymagania
dotyczace zaréwno warunkoéw jak i sposobu prowadzenia
hodowli oraz wykazuja zdolnos¢ do szybkiego wzrostu (US
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Patent 5290684; Kelly, 1994). Pomimo licznych zalet, posia-
dajg one powazna wade, a mianowicie niefunkcjonalny cykl
mocznikowy, co wynika z niskiej ekspresji (lub jej braku)
gendéw kodujacych kluczowe enzymy tego szlaku tj. argi-
nazy 1 (ARG1) i karbamoilotransferazy ornitynowej (OTC)
[57]. Dlatego tez ciezko spodziewaé sie w pelni pozytyw-
nych efektéw zastosowania linii komérkowej C3A w syste-
mie ELAD, gdyz brak mozliwosci pelnienia jednej z najwaz-
niejszych funkcji watroby jaka jest konwersja toksycznego
amoniaku do mocznika moze stanowi¢ jedna z przyczyn
nieskutecznego dzialania tego urzadzenia.

NAJNOWSZE ALTERNATYWNE
ZRODEA HEPATOCYTOW

Indukowane pluripotentne komérki macierzyste

Indukowane pluripotentne komérki macierzyste (ang.
induced pluripotent stem cells, iPSC) stanowia obiecujace Zro-
dto, z ktérego mozna uzyskaé komoérki hepatocytopodob-
ne (tzw. iHEP), wykazujace funkcje zblizone do hepatocy-
téw i jednoczesnie zastosowaé w biosztucznych systemach
wspomagania watroby. Znalazly one réwniez zastosowanie
w wielu dziedzinach nauki i medycyny takich jak: inzynie-
ria tkankowa, modelowanie in vitro, terapia komoérkowa
czy opracowywanie lekéw. Indukowane pluripotentne ko-
morki macierzyste otrzymuje sie¢ metoda reprogramowania
ludzkich komoérek somatycznych, najczeéciej fibroblastow
skérnych. Niestety, hepatocyty otrzymane z iPCS, tzw.
iHEP, charakteryzuja sie nizszg produkcja mocznika, a tak-
ze wolniejszym wydzielaniem albuminy w poréwnaniu z
ludzkimi komérkami. Dodatkowo wykazuja ekspresje alfa
fetoproteiny, co $wiadczy o braku ich dojrzalosci [58].

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi iPSC zostaly po
raz pierwszy wykorzystane w prototypowym biosztucz-
nym systemie wspomagania watroby. Celem tych badan
bylo przedstawienie metodologii prowadzenia hodowli
ludzkich hepatocytéw otrzymanych z iPSC w bioreaktorze
przeptywowym i wykazanie stusznosci zastosowania tych
komorek. Wysoka zywotnoé¢ komoérek po 12 dniach ho-
dowli, wysoki poziom sekrecji albuminy w warunkach ho-
dowli dynamicznej, a takze wzrastajacy w trakcie trwania
eksperymentu poziom markeréw $wiadczacych o dojrza-
tosci hepatocytéw wydaja sie by¢ obiecujacymi wstepnymi
wynikami, aczkolwiek prototyp urzadzenia wcigz wymaga
dalszych badan [59].

Linia komérkowa HepaRG

Linia komérkowa HepaRG zostala wyprowadzona, tak
jak HepG2 i C3A, z ludzkiego pierwotnego raka watroby.
Charakteryzuje si¢ ona silng inhibicja kontaktowa, a takze
wymaga do wzrostu specjalnego medium hodowlanego
(medium Williamsa). Co ciekawe, linia komérkowa He-
paRG zaraz po wysianiu wykazuje morfologie nablonkowa,
jednakze po osiagnieciu konfluencji pojawiaja sie dwie réz-
ne populacje komérek - komoérki hepatocytopodobne oraz
przypominajace cholangiocyty. Ta unikalna cecha $wiadczy
o progentitorowej naturze tych komorek. Wzigwszy to pod
uwage, linia HepaRG stanowi doskonale narzedzie w ba-
daniach naukowych dotyczacych metabolizmu watroby czy
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tez niepozadanego oddziatywania lekéw na organizm czto-
wieka. Co wiecej, zgodnie z doniesieniami literaturowymi
HepaRG jest jedyna linig, ktéra moze by¢ z duza efektywno-
Scig poddana infekcji wirusem watroby typu B, co stwarza
mozliwoé¢ wykorzystania tych komérek w badaniach wiru-
sologicznych. Nalezy jednak pamietad, ze niezr6znicowane
komorki HepaRG mogg wykazywac potencjat rakotworczy
[60].

W ostatnim czasie przeprowadzono réwniez wstepne ba-
dania majace na celu poréwnanie linii komérkowych C3A i
HepaRG i parametréw okreslajacych przebieg ich hodowli
w bioreaktorze przeplywowym. Okazuje sie, Ze ze wzgledu
na znacznie nizsza ekspresje genu kodujacego alfa fetopro-
teine, komorki HepaRG wykazuja sie wieksza dojrzatoscia,
co jest blizsze pierwotnym ludzkim hepatocytom. Co wie-
cej, w poréwnaniu z C3A, linia komérkowa HepaRG ho-
dowana w warunkach przeplywowych wykazata indukcje
produkcji mocznika, a takze duzo lepsza zdolnos¢ do de-
toksykacji ksenobiotykéw. Poziom wydzielanej albuminy
w przypadku obu linii komérkowych byt poréwnywalny.
Jednakze najnowsze doniesienia literaturowe wskazuja, ze
linia komérkowa HepaRG podobnie jak C3A charakteryzu-
je sie brakiem lub niskim poziomem ekspresji genéw ARG1
i OTC, a co za tym idzie niefunkcjonalnym cyklem moczni-
kowym [56,61].

PODSUMOWANIE

Wszystkie omawiane w niniejszym artykule terapie wa-
trobowozastepcze oraz proby ich doskonalenia maja na celu
poprawe przezywalnosci i jakosci zycia pacjentéw oczeku-
jacych na przeszczep. Jak dotad nie udalo opracowac sie
,ztotego standardu” w leczeniu pacjentéw dotknietych cho-
roba watroby. Uwaza sie, ze interdyscyplinarne podejscie
oraz wspotpraca i zaangazowanie wielu osrodkéw badaw-
czych moze w przyszloéci przyczynic sie do jego powsta-
nia. Prace nad biologicznie aktywnym blokiem funkcyjnym
sztucznej watroby sa prowadzone réwniez w Pracowni
Inzynierii Tkankowej Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii
Biomedycznej im. Macieja Natecza PAN (PIT IBIB PAN) w
Warszawie. Badania te dotycza calego systemu hodowlane-
go, ktéry moze zosta¢ wykorzystany do budowy hybrydo-
wych urzadzen wspomagajacych niewydolna watrobe. Sys-
tem ten obejmuje zaré6wno opracowanie pozywki hodowla-
nej jak i modyfikacje powierzchni hodowlanych, majacych
zapewni¢ dlugotrwala hodowle komérek watrobowych. W
ramach tych dzialan w PIT IBIB PAN powstata np. nowator-
ska koncepcja przygotowania podloza hodowlanego z uzy-
ciem suszonej konfluentnej hodowli ludzkich fibroblastéw
skory [62]. Ponadto, w celu uzyskania ulepszonego mate-
rialu biologicznego dla biosztucznej watroby, komoérki linii
C3A sa modyfikowane genetycznie z uzyciem wektoréw
lentiwirusowych [63,64] tak, aby przywréci¢ w nich funk-
¢je cyklu mocznikowego. Opracowywany w PIT IBIB PAN
biologicznie aktywny blok funkcyjny sztucznej watroby
obejmuje réwniez wspéthodowle komérek watrobowych
z komoérkami warstwy odzywczej. Takie komoérki jak mo-
dyfikowane genetycznie ludzkie fibroblasty skéry nadpro-
dukujace rézne istotne dla watroby czynniki wzrostu zosta-
ty juz otrzymane. Ponadto, majac na uwadze, ze hodowle
tréjwymiarowe lepiej odzwierciedlaja warunki panujace in
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vivo, w PIT IBIB PAN prowadzone sa rowniez hodowle ko-
morek C3A i C3A modyfikowanych genetycznie w kapilar-
nych bioreaktorach przeptywowych. Wszystkie te prace sa
bardzo nowe i stanowia przedmiot wciaz trwajacych analiz.
Uzyskane wyniki zostang wkrétce opublikowane.
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SUMMARY

Liver diseases that lead to its failure are one of the most frequent causes of death worldwide. Taking into account liver’s complexity, there
are no drug for acute or acute on chronic liver failure treatment. So far the only effective therapy is the liver transplantation. Unfortunately
donor shortage is a main problem of this therapy. Due to this fact scientists have been looking for a new alternatives. The most promising
are cell transplantation and bioartificial support systems. Without doubt hepatocytes are the best source of cells to use. But isolated human
hepatocytes dedifferentiate very quickly and lose their functions ex vivo. Therefore, the new sources of cells, which could replace hepatocytes,
are highly sought after. It is believed that, in order to help patients suffering from liver disease, the approach to solve this problem should be

considered on different levels.
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