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Kliniczne metody wspomagania niewydolnej wątroby

STRESZCZENIE

Choroby wątroby prowadzące do jej niewydolności są jedną z najczęstszych przyczyn 
zgonów na całym świecie. Jak dotąd jedynym skutecznym sposobem leczeniem ostrej 

niewydolności wątroby jest jej przeszczep. Niestety niedobór odpowiednich dawców stano-
wi główne ograniczenie tej terapii. Z tego powodu naukowcy stale szukają alternatywnych 
rozwiązań dla transplantacji tego organu. Najbardziej obiecujące są systemy wspomagania 
wątroby i przeszczep komórkowy. Bez wątpienia hepatocyty są najlepszym źródłem komó-
rek do zastosowania w terapiach wątrobowozastępczych. Jednakże izolowane ludzkie hepa-
tocyty bardzo szybko odróżnicowują się i tracą swoje funkcje. Dlatego stale poszukuje się 
nowych źródeł komórek, które mogłyby zastąpić hepatocyty. Obecnie panuje pogląd, że aby 
pomóc pacjentom w walce z chorobami wątroby, potrzeba interdyscyplinarnego podejścia 
do rozwiązania tego problemu.

WPROWADZENIE

Przewlekłe choroby wątroby są jednym z globalnych problemów zdrowot-
nych i prowadzą do około 2 milionów zgonów rocznie. Dodatkowo fakt, że pa-
tologiczne zmiany wątrobowe zachodzą bezobjawowo utrudnia wczesną dia-
gnozę takich jednostek chorobowych [1]. Za zwiększającą się liczbę przypadków 
zachorowalności na niewydolność wątroby w Europie odpowiada głównie mar-
skość (zwłóknienie) wątroby oraz rak wątrobowokomórkowy, zaś do wzrostu 
częstości występowania marskości wątroby przyczynia się rosnąca na przestrze-
ni lat konsumpcja alkoholu [2,3].

Transplantacja wątroby jest jak dotąd jedyną skuteczną terapią dla pacjen-
tów cierpiących na ostrą i przewlekłą niewydolność wątroby. Z roku na rok li-
sta osób kwalifikujących się do przeszczepu tego organu rośnie, ale co ważne 
rośnie również liczba odpowiednich dawców. Nie mniej jednak z racji dużej 
skali problemu rzesze naukowców na całym świecie poszukują alternatywnych 
rozwiązań, które mogłyby stanowić skuteczną terapię dla pacjentów dotknię-
tych schorzeniami wątroby. Jak dotąd najbardziej obiecującą koncepcją wydają 
się być systemy wspomagania wątroby (ang. liver support systems, LSS), a także 
przeszczep hepatocytów [4].

Głównym celem systemów wspomagania wątroby jest skuteczna terapia po-
mostowa, która pozwoli pacjentowi doczekać przeszczepu lub go uniknąć ze 
względu na samoistną regenerację tego organu. Wśród LSS można wyróżnić 
sztuczne oraz biosztuczne systemy wspomagania (ang. artificial/bioartificial li-
ver support systems). Mają one te same cele, jednak w biosztucznych systemach, 
zwanych biosztucznymi wątrobami (ang. bioartificial liver, BAL), występuje 
biologicznie aktywny blok funkcyjny. Najlepszym źródłem komórek do za-
stosowań w BAL są ludzkie hepatocyty. Niestety, ich wykorzystanie wiąże się 
z pewnymi ograniczeniami. Są to między innymi: brak dostatecznej liczby daw-
ców tkanki do izolacji komórek o wysokiej jakości (podobnie jak w przypadku 
transplantacji), a także szybkie odróżnicowywanie się hepatocytów ex vivo, a co 
za tym idzie utrata zdolności do pełnienia specyficznych funkcji wątrobowych. 
W związku z tym rozpoczęto poszukiwanie nowych metod hodowli komórek 
parenchymalnych wątroby, które pozwolą na wydłużenie czasu bycia w stanie 
zróżnicowania. Dla potrzeb biosztucznych systemów wspomagania wątroby 
badane są również alternatywne źródła komórek, które mogłyby zastąpić ludz-
kie hepatocyty i pełnić funkcje, za które są one odpowiedzialne w warunkach in 
vivo. W obszarze zainteresowania naukowców znalazły się wątrobowe komór-
ki pochodzenia zwierzęcego, różne rodzaje komórek macierzystych i komórki 
wyprowadzone z indukowanych pluripotentnych komórek macierzystych oraz 
wątrobowe nowotworowe linie komórkowe [5].
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W niniejszym artykule wiele uwagi poświęcono zarów-
no przyczynom chorób wątroby jak i strategiom terapeu-
tycznym przyjętym w walce z danymi jednostkami choro-
bowymi. Ponadto, przedstawione zostały szerzej wybrane 
sztuczne i biosztuczne systemy wspomagania wątroby, a 
także terapia polegająca na przeszczepie hepatocytów. Do-
datkowo, ze względu na brak odpowiedniej liczby dawców 
do izolacji wysokiej jakości materiału komórkowego w po-
staci hepatocytów, szerzej zostały omówione alternatywne 
źródła komórek, a także zalety i ograniczenia wiążące się z 
ich wykorzystaniem.

WĄTROBA – BUDOWA I FUNKCJE ORGANU

Wątroba jest największym narządem w organizmie czło-
wieka, posiadającym duże zdolności regeneracyjne. Anato-
micznie składa się ona z dwóch płatów, a każdy z nich ma 
po cztery segmenty. Wątroba znajduje się po prawej stronie 
jamy brzusznej pod przeponą i u mężczyzn jej masa wyno-
si 1500–1800 g, natomiast u kobiet – 1300–1500 g. Narząd 
ten charakteryzuje się budową zrazikową. W całej wątrobie 
znajduje się milion zrazików, w których panuje zmienny 
gradient tlenu. W zależności od stężenia tlenu w danym 
miejscu zrazika, komórki pełnią inne funkcje [6,7].

W budowie komórkowej wątroby można wyróżnić dwie 
grupy. Pierwszą z nich są komórki parenchymalne, czyli 
hepatocyty, stanowiące 60% całkowitej liczby komórek, zaś 
pozostałe 40% przypisywane jest komórkom nieparenchy-
malnym. Zaliczamy do nich komórki gwiaździste (ang. stel-
late cells), komórki Browicza-Kupffera (rodzaj makrofagów), 
komórki śródbłonka naczyń krwionośnych (ang. sinusoidal 
endothelial cells), komórki epitelium dróg żółciowych (ang. 
biliary epithelial cells), komórki progenitorowe, a także ko-
mórki układu immunologicznego takie jak limfocyty: T, B 
czy NK (ang. Natural Kiler), neutrofile, monocyty oraz ko-
mórki dendrytyczne [7,8]. Złożoną strukturę anatomiczną i 
komórkową wątroby przedstawiono poniżej (Ryc. 1).

Wątroba pełni w naszym organizmie ponad 500 istotnych 
funkcji. Co ciekawe, pomimo dużej różnorodności komórek 
wchodzących w skład tego organu, ponad 90% funkcji, za 
które jest ona odpowiedzialna, pełnią hepatocyty. Doty-
czą one głównie metabolizmu węglowodanów, lipidów 
oraz protein, produkcji i wydzielania żółci, przekształcania 
glukozy w glikogen i jego magazynowania, gromadzenia 
witamin (A, D, B12), minerałów czy regulacji odpowiedzi 
immunologicznej (produkcja białek układu dopełniacza). 
Wątroba pełni również kluczową rolę w detoksykacji, któ-
ra polega na biotransformacji ksenobiotyków, neutralizacji 
toksyn, a także konwersji amoniaku do mocznika. Dzięki 
zaangażowaniu tego organu w pełnienie życiowych funkcji, 
możliwe jest utrzymanie homeostazy całego organizmu [9].

PATOLOGIA WĄTROBY – PRZYCZYNY I LECZENIE

W wyniku rozwoju cywilizacyjnego wielu ludzi cierpi na 
dolegliwości związane z nieprawidłowym funkcjonowaniem 
wątroby. Przyczynami mogą być nadmierne spożywanie al-
koholu oraz nieświadome nadmierne przyjmowanie leków 
(np. paracetamol), otyłość, toksyny (np. falloidyna z mucho-

mora sromotnikowego) czy infekcje wirusowe (np. wirusy 
zapalenia wątroby typu B i C; HBV i HCV) [2,10]. Wśród naj-
częściej występujących chorób wątrobowych można wyróż-
nić: choroby nowotworowe np. rak wątrobowokomórkowy 
(ang. hepatocellular carcinoma, HCC), wirusowe zapalenie wą-
troby, marskość wątroby, alkoholowe i niealkoholowe stłusz-
czenie wątroby, choroby metaboliczne (np. choroba Willso-
na), choroby dróg żółciowych oraz polekowe uszkodzenie 
wątroby. Mogą one prowadzić do ostrego bądź chronicznego 
zapalenia tego narządu, a nawet do jego ostrej lub przewle-
kłej niewydolności (ang. acute/chronic liver failure), czego kon-
sekwencją jest wskazanie do przeszczepu wątroby [11].

Transplantacja wątroby to operacja mająca na celu prze-
dłużenie oraz poprawę jakości życia pacjenta dotkniętego 
jedną z wymienionych w powyższym akapicie chorób. Jest 
to obecnie jedyny skuteczny sposób leczenia niewydolności 
tego narządu. Polega on na zastąpieniu chorego organu zdro-
wym pochodzącym od zmarłego dawcy. Operacja składa się 
z dwóch etapów. W pierwszym z nich pacjentowi zostaje 
usunięta wątroba. Następnie wykonywana jest procedura 
przeszczepu organu od dawcy poprzez utworzenie zespoleń 
żółciowych oraz naczyniowych w układzie żyły głównej dol-
nej, żyły wrotnej oraz tętnicy wątrobowej [12,13].

Pierwszego udanego przeszczepu wątroby dokonano w 
1967 roku. Jednakże problem z doborem leków immunosu-
presyjnych przyjmowanych po operacji, a w konsekwencji 
infekcje i odrzucenie organu przyczyniły się do śmierci wie-
lu pacjentów. Z czasem, gdy dopracowano procedurę prze-
szczepu wątroby, liczba osób do niego się kwalifikujących 
zaczęła znacząco wzrastać, brakowało natomiast odpo-
wiednich dawców [4,14]. Według statystyk prowadzonych 
przez Centrum Organizacyjno-Koordynacyjne do Spraw 
Transplantacji „Poltransplant”, w roku 2017 liczba oczeku-
jących na przeszczep wynosiła 626 osób, zaś transplantacji 
całego organu wykonano 373, co stanowi około 60% całko-
witej liczby pacjentów kwalifikujących się do tego zabiegu 
[strona www 1]. Sytuacja w Stanach Zjednoczonych przed-
stawia się podobnie. Według danych zgromadzonych przez 
Organ Procurement and Transplantation Network, w 2018 
roku dokonano 8 250 przeszczepów, zaś osób kwalifikują-
cych się do niego było prawie 13,5 tysiąca. Nie zmienia to 
jednak faktu, iż rocznie śmiertelność pacjentów szacuje się 
na około 10% [strona www 2].

Podsumowując, głównym czynnikiem limitującym 
usprawnienie procedury transplantacji wątroby jest przede 

Ryc. 1. Budowa anatomiczna i komórkowa wątroby - przekrój poprzeczny przez 
zrazik.
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wszystkim niedobór odpowiednich dawców. Dochodzą do 
tego również wysokie koszty przeprowadzenia operacji, a 
także ryzyko wystąpienia powikłań po przeszczepie oraz 
skutki uboczne przyjmowania leków immunosupresyjnych 
[15]. W związku z powyższym rozpoczęto poszukiwania 
alternatywnych rozwiązań dla transplantacji całego organu. 

ALTERNATYWNE ROZWIĄZANIA DLA 
TRANSPLANTACJI WĄTROBY

PRZESZCZEP HEPATOCYTÓW

Jedną z alternatywnych rozwiązań dla transplantacji 
wątroby jest przeszczep komórkowy. Hepatocyty pozysku-
je się głównie z fragmentów resekowanych wątrób albo z 
narządów niezakwalifikowanych do przeszczepu. Komórki 
izoluje się najczęściej z wykorzystaniem techniki podwójnej 
perfuzji z użyciem kolagenazy [16]. Następnie hepatocyty 
transportowane są (przy pomocy pompy perfuzyjnej) przez 
żyłę wrotną i przestrzenie pomiędzy komórkami endotelial-
nymi do tzw. przestrzeni Disse’go. Według danych literatu-
rowych w zastosowaniach klinicznych hepatocyty przezna-
czone do transplantacji powinny wykazywać żywotność 
powyżej 60%, a ich liczba powinna być większa niż 5x108. 
Co więcej, świeżo wyizolowane hepatocyty muszą być 
przeszczepione w przeciągu 48 godzin, co zwykle przewyż-
sza zdolności żyły wrotnej do przyjęcia tylu komórek oraz 
rozdystrybuowania ich w wątrobie w tak krótkim czasie i 
stanowi wyzwanie dla hepatologów [17,18].

Istnieje wiele zalet przeszczepu hepatocytów – jest to 
tania oraz mniej inwazyjna procedura, przeszczep tych ko-
mórek potencjalnemu pacjentowi może zostać wykonany 
wielokrotnie, dodatkowo z jednej wątroby można uzyskać 
komórki dla więcej niż jednego potrzebującego. Dlatego też 

badania kliniczne dotyczące skuteczności omawianej terapii 
zostały przeprowadzone u pacjentów cierpiących na ostrą 
niewydolność wątroby oraz jej metaboliczne dysfunkcje. 
Zgodnie z doniesieniami literaturowymi przeszczep komór-
kowy przynosi jak dotąd najlepsze rezultaty w przypadku 
leczenia wrodzonych chorób metabolicznych wątroby [19].

Ograniczeniem stosowania tej metody (oprócz braku 
odpowiedniej liczby dawców) jest fakt, iż wyizolowane 
hepatocyty dosyć szybko się odróżnicowują, co prowadzi 
do utraty zdolności do pełnienia specyficznych funkcji, 
takich jak produkcja albuminy czy metabolizm amoniaku 
[20]. Aby obejść ten problem, podejmowane są liczne próby 
optymalizacji hodowli hepatocytów, co miałoby wydłużyć 
czas, w którym komórki są w pełni funkcjonalne. Jak dotąd 
stosowane były: hodowle przestrzenne, mające na celu od-
tworzenie warunków in vivo, opłaszczanie podłoży hodow-
lanych polimerami wspomagającymi adhezję (laminina, fi-
bronektyna, kolagen), wyspecjalizowane media hodowlane 
czy też kokultury, czyli współhodowle z innymi komórkami 
(np. fibroblastami) [21]. Najnowsze doniesienia literaturo-
we wskazują, iż najbardziej aktywne komórki można pozy-
skać izolując hepatocyty z wątrób uzyskanych od młodych 
mężczyzn. Jednak pomimo licznych prac badawczych pro-
wadzonych w tym kierunku, wciąż nie ma opracowanych 
standardowych warunków, w których wyizolowane hepa-
tocyty mogłyby być hodowane przez dłuższy czas [22,23].

SYSTEMY WSPOMAGANIA NIEWYDOLNEJ WĄTROBY

Drugim alternatywnym rozwiązaniem dla transplantacji 
są systemy wspomagania niewydolnej wątroby (ang. liver 
support systems, LSS). Ich celem jest pozaustrojowe wspoma-
ganie funkcji uszkodzonego organu, głównie detoksykacyj-
nych oraz metabolicznych [24]. Można wśród nich wyróż-

nić dwie grupy: sztuczne oraz biosztucz-
ne systemy wspomagania wątroby (ang. 
artificial/bioartificial liver support systems). 
Chociaż różnią się budową, oba typy 
mają służyć pacjentowi jako skuteczna 
terapia pomostowa, która pozwoli docze-
kać przeszczepu lub go uniknąć ze wzglę-
du na samoistną regenerację tego organu. 
Nie mniej jednak należy wspomnieć, iż 
każde z urządzeń posiada zarówno wady 
jak i zalety, a do tej pory wciąż nie udało 
się skonstruować urządzenia w pełni sku-
tecznie wspomagającego zaburzone funk-
cje tego narządu [25].

SZTUCZNE SYSTEMY 
WSPOMAGANIA WĄTROBY

Sztuczne systemy wspomagania wą-
troby mają na celu pełnienie jednej z waż-
niejszych funkcji tego narządu, a miano-
wicie detoksykacji różnych szkodliwych 
substancji zarówno endogennych jak i 
ksenobiotyków z wykorzystaniem tech-
nik dializy (w tym dializy albuminowej), 
filtracji, perfuzji oraz adsorpcji. War-
to wspomnieć, iż efekt terapeutyczny 
sztucznych systemów zależy zarówno 

Ryc. 2. Wybrane sztuczne systemy wspomagania wątroby, których działanie opiera się na procesie adsorp-
cji, perfuzji, filtracji lub wykorzystuje techniki dializy.
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od wybranego urządzenia jak i od stanu zdrowia pacjenta 
oraz schorzenia, na które cierpi [26]. Wśród nich można wy-
różnić następujące systemy: MARS (ang. molecular adsorbent 
recirculation system), Prometheus (ang. Prometheus system), 
SEPET (ang. selective plasma filtration therapy), SPAD (ang. 
single pass albumin dialysis). Schematy działania poszczegól-
nych systemów zostały przedstawione poniżej (Ryc. 2).

MARS

Działanie tego systemu opiera się na zjawisku hemodiali-
zy albuminowej. MARS składa się z trzech kompartmentów. 
Pierwszym z nich jest obieg krwi, skąd z krwiobiegu pacjen-
ta krew kierowana jest do systemu detoksykacji, a następnie 
oczyszczona do niego powraca. Kolejnym jest obieg albu-
miny, która dzięki obecności w płynie dializacyjnym może 
wiązać toksyny związane z albuminą 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-
zują, iż system MARS pozwala na stabilizację oraz podtrzy-
manie działania wątroby w oczekiwaniu na transplantację, 
a w niektórych przypadkach ze względu na samoregenerację 
tego narządu umożliwia uniknięcie przeszczepu [29]. Bardzo 
podobnym systemem jest SPAD. Jedyną różnicą jest brak 
etapu, w którym dochodzi do regeneracji dializatu. Zgodnie 
z danymi literaturowymi efektywność oczyszczania krwi w 
obydwu systemach jest porównywalna [30].

System Prometheus

System Prometheus jest połączeniem hemodializy wyko-
rzystywanej w systemie MARS z metodą FPSA (ang. frac-
tionated plasma separation and adsorption). Ulepszenie w tym 
urządzeniu stanowi bezpośrednie oczyszczanie z toksyn al-

buminy pozyskanej z krwi pacjenta (frakcjonowanie osocza), 
podczas gdy, jak już wspomniano, w przypadku systemu 
MARS białko osocza niosące związki toksyczne oddaje je al-
buminie zawartej w płynie dializacyjnym. Uważa się, że po-
łączenie tych dwóch technik zwiększy efektywność oczysz-
czania krwi pacjenta w porównaniu z systemem MARS [31].

SEPET

W systemie SEPET krew pacjenta poddawana jest dia-
lizie, dzięki której osocze krwi wraz ze związanymi tok-
synami jest zatrzymywane przez membranę. Następnie 
oczyszczona krew zostaje wzbogacona w roztwór elektroli-
tów wraz ze świeżym, mrożonym osoczem krwi oraz ludz-
ką albuminą i wraca do krwiobiegu. Ze względu na to, iż 
membrana charakteryzuje się punktem odcięcia równym 
100 kDa, wiele niezbędnych białek takich jak czynnik wzro-
stu hepatocytów (ang. hepatocytes growth factor), czynnik 
krzepnięcia krwi czy też niektóre immunoglobuliny zostaje 
zatrzymanych w krwiobiegu [32].

Chociaż systemy MARS i Prometheus przeszły wielo-
ośrodkowe, randomizowane (na losowo dobranych gru-
pach pacjentów wraz z grupą kontrolną) badania kliniczne, 
nie wykazano poprawy przeżywalności pacjentów w po-
równaniu z grupą kontrolną leczoną standardową terapią 
zachowawczą. Za niepowodzenia te winą obarczano głów-
nie źle dobrane grupy pacjentów, które charakteryzowały 
się zbytnią różnorodnością pod względem etiologii choro-
by, jej nasilenia czy też stanu zdrowia pacjenta. W związku 
z tym podejmowane są próby badań klinicznych na pacjen-
tach o konkretnej jednostce chorobowej np. zainicjowane w 
tym roku badanie z użyciem systemu MARS na pacjentach 
po rozległej resekcji wątroby. Nie mniej jednak należy zda-
wać sobie sprawę z wady tych systemów, jaką jest niemoż-

ność pełnienia biosyntetycznych funkcji 
wątroby [33,34].

BIOSZTUCZNE SYSTEMY 
WSPOMAGANIA WĄTROBY

Obecnie większe nadzieje pokłada się 
w biosztucznych systemach wspomaga-
nia wątroby (ang. bioartificial liver support 
systems, BAL). Jest to spowodowane za-
stosowaniem w nich biologicznie aktyw-
nego bloku funkcyjnego w postaci komó-
rek pochodzenia wątrobowego, a co za 
tym idzie możności pełnienia przez urzą-
dzenie, oprócz funkcji detoksykacyjnych, 
także biosyntetycznych, regulacyjnych, 
wydzielniczych oraz metabolicznych. 
Biosztuczne systemy wspomagania wą-
troby stanowią jak dotąd terapię pomo-
stową głównie w leczeniu schorzeń ostrej 
niewydolności wątroby [35]. Wśród nich 
można wyróżnić: MELS (ang. modular ex-
tracorporeal liver support), AMC-BAL (ang. 
academic medical centre – bioartificial liver), 
HepatAssist oraz ELAD (ang. extracorpo-
real liver assist device). Schematy działania 
poszczególnych urządzeń zostały przed-
stawione poniżej (Ryc. 3).

Ryc. 3. Wybrane biosztuczne systemy wspomagania wątroby, które dzięki wykorzystaniu biologicznie ak-
tywnego bloku funkcyjnego, uwzględniają biosyntetyczne funkcje pełnione przez wątrobę.
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W tego typu urządzeniach niezwykle ważna jest zarów-
no konstrukcja bioreaktora jak i dobranie odpowiedniego 
czynnika biologicznego. Zgodnie z danymi literaturowy-
mi bioreaktor powinien spełniać następujące kryteria: od-
zwierciedlać warunki panujące in vivo, utrzymywać przez 
dłuższy czas żywotność oraz funkcjonalność komórek, a 
nawet je poprawiać; zapewniać wydajny dwukierunkowy 
transport masy, a także wykazywać potencjał do zastoso-
wań klinicznych. W takich urządzeniach dwukierunkowy 
transport masy zapewniają membrany półprzepuszczalne, 
które pozwalają na transfer substancji pomiędzy krwią pa-
cjenta a komórkami zasiedlającymi bioreaktor. Wśród mem-
bran używanych w biosztucznych systemach wspomagania 
wątroby można wyróżnić membrany kapilarne (ang. hol-
low fibers) oraz membrany płaskie. W urządzeniach testo-
wanych klinicznie (np. ELAD, HepatAssist) wykorzystuje 
się membrany kapilarne, na zewnątrz których hodowane 
są komórki wątrobowe. Pomimo licznych zalet, nierówno-
mierna dystrybucja komórek w przestrzeniach kapilar, a 
także bariera uniemożliwiająca sprawną dyfuzję substancji 
między komórkami a krwią pacjenta, skłoniły naukowców 
do prowadzenia dalszych badań w kierunku znalezienia 
doskonalszego bioreaktora [36].

Najlepszym źródłem komórek do zasiedlenia bioreak-
tora jest ludzka wątroba. Według danych literaturowych, 
aby efekt terapeutyczny był skuteczny, potrzeba około 1010 
funkcjonalnych komórek wątrobowych, co stanowi zale-
dwie 10% całkowitej liczby komórek znajdujących się w 
wątrobie. Co ciekawe w literaturze można również znaleźć 
informacje, że wydajność izolacji ludzkich hepatocytów nie 
przekracza 10% [23,37]. Dlatego też, ze względu na ich ogra-
niczoną dostępność, rozpoczęto poszukiwania alternatyw-
nych źródeł komórek wątrobowych. Jak dotąd pod kątem 
zastosowania w biosztucznych systemach wspomagania 
badano: pierwotne świńskie hepatocyty [38], linie komórko-
we nowotworowe takie jak HepaRG [39], HepG2 [40] czy jej 
klon – C3A [41], komórki progenitorowe [42], komórki he-
patocytopodobne otrzymywane z komórek macierzystych 
[43] oraz komórki iHEP zróżnicowane z indukowanych 
pluripotentnych komórek macierzystych iPSC (ang. indu-
ced pluripotent stem cells) [44]. W rezultacie w urządzeniach 
dopuszczonych do badań klinicznych zastosowanie zna-
lazły: izolowane świeże lub mrożone świńskie hepatocyty 
oraz C3A – linia komórkowa wyprowadzona z pierwotnego 
ludzkiego raka wątroby [45].

ELAD

Biosztucznym systemem wspomagania wątroby, w któ-
rym upatrywano największe nadzieje jest system ELAD. 
Pierwotnie składał się on z czterech bioreaktorów zbudowa-
nych z membran kapilarnych o punkcie odcięcia równym 
70 kDa. W każdym z nich na zewnątrz kapilar znajdowały 
się komórki pierwotnego ludzkiego raka wątroby – C3A (do 
400 g). Krew pacjenta przepływa przez wnętrze kapilar bio-
reaktorów (szybkość przepływu wynosi 150–200 ml/min), 
podczas gdy osocze przechodzi przez włókna z octanu 
celulozy do przestrzeni, w której może bezpośrednio kon-
taktować się z komórkami. Przed powrotem do krwiobiegu 
osocze poddawane jest filtracji, aby zapobiec ewentualne-

mu dostaniu się komórek nowotworowych do organizmu 
człowieka [46]. Pomimo ciekawej konstrukcji urządzenia 
przeprowadzone badania kliniczne nie wykazały znaczącej 
poprawy przeżywalności w porównaniu ze standardową 
terapią [47]. W rezultacie, system ELAD poddano mody-
fikacji. Zwiększeniu do 500 ml/min uległa szybkość prze-
pływu. Włókna kapilar zostały wykonane z polisulfonu o 
punkcie odcięcia 100 kDa, a masa komórek w bioreaktorach 
miała łącznie wynosić przynajmniej 440 g. Kolejną modyfi-
kacją było oddzielenie komórek krwi od osocza przed do-
tarciem do bioreaktorów. Dodatkowo cały czas monitoro-
wane są parametry (zużycie glukozy oraz tlenu) świadczące 
o aktywności metabolicznej komórek. Zmodyfikowany sys-
tem ELAD doszedł do trzeciej fazy badań klinicznych pro-
wadzonych wieloośrodkowo na dużej liczbie pacjentów, w 
których sprawdzano skuteczność tego urządzenia w terapii 
ostrego alkoholowego uszkodzenia wątroby (NCT01471028 
– numer identyfikacyjny danego badania klinicznego zare-
jestrowanego w bazie ClinicalTrials.gov) [strona www 3]. 
Niestety, pomimo wysokiego stopnia zaawansowania pro-
jektu nie udało się wykazać znaczącej poprawy w przeży-
walności pacjentów i w rezultacie tego niepowodzenia pro-
jekt pod nazwą ELAD zawieszono [48].

HepatAssist

W systemie HepatAssist w pierwszym etapie osocze 
pacjenta zostaje oddzielone od komórek krwi, następnie 
przepływa przez kolumnę z węglem drzewnym oraz mo-
duł napowietrzania i ostatecznie trafia do bioreaktora. Jest 
on zbudowany z membran kapilarnych o wielkości porów 
0,2 µm, a szybkość przepływu wynosi 400 ml/min. Źró-
dłem komórek w przypadku tego urządzenia są mrożone 
świńskie hepatocyty w liczbie 5–7×109, które zasiedla się na 
zewnątrz kapilar. Oczyszczone osocze po opuszczeniu bio-
reaktora łączy się z komórkami krwi i trafia z powrotem do 
pacjenta [49]. Z dostępnych danych literaturowych wynika, 
że system HepatAssist znacząco poprawia przeżycie, co zo-
stało wykazane na modelach zwierzęcych [50]. Jednakże w 
przeprowadzonych randomizowanych badaniach klinicz-
nych nie zaobserwowano istotnego wpływu na przeżywal-
ność pacjentów [51].

MELS

System MELS podzielony jest na dwa moduły: komórko-
wy oraz detoksykacyjny. Zasada działania tego urządzenia 
polega na cyrkulacji krwi pacjenta, podczas którego osocze 
zostaje oddzielone od komórek krwi, oczyszczone z wy-
korzystaniem zasiedlonych w bioreaktorze hepatocytów, 
a następnie zawracane do krwiobiegu. Moduł komórko-
wy zbudowany jest z bioreaktora (o szybkości przepływu 
100–200 ml/min), na który składają się trzy pakiety prze-
plecionych między sobą membran kapilarnych. Dwa z nich 
wytworzone są z polieterosulfonu i charakteryzują się hy-
drofilowością oraz wielkością porów około 0,5 µm. Ich za-
daniem jest perfuzja osocza lub medium hodowlanego. Z 
kolei trzeci pakiet złożony z hydrofobowych włókien wy-
korzystuje się do napowietrzania. Złożona budowa bioreak-
tora pozwala zapewnić stały dopływ tlenu oraz składników 
odżywczych do komórek, których źródłem w tym urządze-
niu są świeżo izolowane ludzkie lub świńskie hepatocyty 
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o łącznej masie nawet do 600 g. Zasiedla się je wewnątrz 
pojedynczych kapilar. W pierwszej fazie badań leczeniu z 
wykorzystaniem MELS zostało poddanych 8 pacjentów. 
Sześciu z nich dzięki tej terapii pomostowej doczekało prze-
szczepu, a ogólna poprawa zdrowia pacjentów ostatecznie 
potwierdziła bezpieczeństwo tego systemu, chociaż bada-
nie nie było randomizowane [52,53].

AMC-BAL

System AMC-BAL działa na podobnej zasadzie jak urzą-
dzenia opisane powyżej. Charakteryzuje się ciekawą bu-
dową bioreaktora. Świeżo izolowane świńskie hepatocyty 
w liczbie około 1010 są przytwierdzane do poliestrowej, spi-
ralnie zwiniętej matrycy i tworzą strukturę trójwymiarową. 
Pomiędzy jej warstwami umieszczone są włókna odpowie-
dzialne za transfer tlenu. Taka konstrukcja bioreaktora skut-
kuje bezpośrednim kontaktem między agregatami komór-
kowym a osoczem pacjenta, co niweluje barierę dyfuzyjną. 
Szybkość przepływu płynu w bioreaktorze wynosi 150 ml/
min [54]. Przeprowadzone badania kliniczne wykazały bez-
pieczeństwo tej terapii pomostowej w utrzymaniu pacjenta 
przy życiu do momentu transplantacji wątroby [55].

ALTERNATYWNE ŹRÓDŁA HEPATOCYTÓW 
STOSOWANE W BIOSZTUCZNYCH 
SYSTEMACH WSPOMAGANIA WĄTROBY

Świńskie hepatocyty

Wśród zwierzęcych hepatocytów najczęściej wykorzy-
stywane w BAL są komórki pochodzenia świńskiego. Jest 
to spowodowane ich dużym podobieństwem do ludzkich 
hepatocytów, a także nieograniczoną dostępnością. Mogą 
być wykorzystywane zarówno świeżo po izolacji jak i mro-
żone. Jednakże sposobność zarażenia chorobą odzwierzęcą 
(np. świńskim endogennym retrowirusem PERV), różnice 
między białkami ludzkimi a zwierzęcymi, a także możli-
wość pojawienia się odpowiedzi immunologicznej zrodziły 
obawy w słuszności stosowania świńskich hepatocytów w 
celach klinicznych [5]. Dodatkowo w celu spełnienia no-
wych standardów obowiązujących w Unii Europejskiej wie-
le ośrodków badawczych rezygnuje z prowadzenia badań 
z wykorzystaniem izolowanych świńskich hepatocytów. 
Przykładowo, grupa badawcza, która opracowała jeden z 
biosztucznych systemów wspomagania wątroby – AMC-
-BAL postanowiła zastąpić świńskie hepatocyty ludzką li-
nią komórkową HepaRG pochodzącą z guza wątroby [56].

Linia komórkowa C3A

C3A to linia komórkowa pierwotnego raka wątroby (ang. 
hepatocellular carcinoma), będąca pochodną linii nowotworo-
wej HepG2 wyprowadzonej z organizmu piętnastoletniego 
chłopca rasy białej. Są to komórki adherentne o morfologii 
nabłonkowej, charakteryzujące się silną inhibicją kontak-
tową, wysokim poziomem produkcji albuminy oraz alfa 
fetoproteiny, a także umiejętnością do wzrostu w medium 
pozbawionym glukozy. Komórki C3A prezentują funkcjo-
nalność zbliżoną do pierwotnych ludzkich hepatocytów, 
dodatkowo są ogólnodostępne, mają niskie wymagania 
dotyczące zarówno warunków jak i sposobu prowadzenia 
hodowli oraz wykazują zdolność do szybkiego wzrostu (US 

Patent 5290684; Kelly, 1994). Pomimo licznych zalet, posia-
dają one poważną wadę, a mianowicie niefunkcjonalny cykl 
mocznikowy, co wynika z niskiej ekspresji (lub jej braku) 
genów kodujących kluczowe enzymy tego szlaku tj. argi-
nazy 1 (ARG1) i karbamoilotransferazy ornitynowej (OTC) 
[57]. Dlatego też ciężko spodziewać się w pełni pozytyw-
nych efektów zastosowania linii komórkowej C3A w syste-
mie ELAD, gdyż brak możliwości pełnienia jednej z najważ-
niejszych funkcji wątroby jaką jest konwersja toksycznego 
amoniaku do mocznika może stanowić jedną z przyczyn 
nieskutecznego działania tego urządzenia.

NAJNOWSZE ALTERNATYWNE 
ŹRÓDŁA HEPATOCYTÓW

Indukowane pluripotentne komórki macierzyste

Indukowane pluripotentne komórki macierzyste (ang. 
induced pluripotent stem cells, iPSC) stanowią obiecujące źró-
dło, z którego można uzyskać komórki hepatocytopodob-
ne (tzw. iHEP), wykazujące funkcje zbliżone do hepatocy-
tów i jednocześnie zastosować w biosztucznych systemach 
wspomagania wątroby. Znalazły one również zastosowanie 
w wielu dziedzinach nauki i medycyny takich jak: inżynie-
ria tkankowa, modelowanie in vitro, terapia komórkowa 
czy opracowywanie leków. Indukowane pluripotentne ko-
mórki macierzyste otrzymuje się metodą reprogramowania 
ludzkich komórek somatycznych, najczęściej fibroblastów 
skórnych. Niestety, hepatocyty otrzymane z iPCS, tzw. 
iHEP, charakteryzują się niższą produkcją mocznika, a tak-
że wolniejszym wydzielaniem albuminy w porównaniu z 
ludzkimi komórkami. Dodatkowo wykazują ekspresję alfa 
fetoproteiny, co świadczy o braku ich dojrzałości [58].

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi iPSC zostały po 
raz pierwszy wykorzystane w prototypowym biosztucz-
nym systemie wspomagania wątroby. Celem tych badań 
było przedstawienie metodologii prowadzenia hodowli 
ludzkich hepatocytów otrzymanych z iPSC w bioreaktorze 
przepływowym i wykazanie słuszności zastosowania tych 
komórek. Wysoka żywotność komórek po 12 dniach ho-
dowli, wysoki poziom sekrecji albuminy w warunkach ho-
dowli dynamicznej, a także wzrastający w trakcie trwania 
eksperymentu poziom markerów świadczących o dojrza-
łości hepatocytów wydają się być obiecującymi wstępnymi 
wynikami, aczkolwiek prototyp urządzenia wciąż wymaga 
dalszych badań [59].

Linia komórkowa HepaRG

Linia komórkowa HepaRG została wyprowadzona, tak 
jak HepG2 i C3A, z ludzkiego pierwotnego raka wątroby. 
Charakteryzuje się ona silną inhibicją kontaktową, a także 
wymaga do wzrostu specjalnego medium hodowlanego 
(medium Williamsa). Co ciekawe, linia komórkowa He-
paRG zaraz po wysianiu wykazuje morfologię nabłonkową, 
jednakże po osiągnięciu konfluencji pojawiają się dwie róż-
ne populacje komórek – komórki hepatocytopodobne oraz 
przypominające cholangiocyty. Ta unikalna cecha świadczy 
o progentitorowej naturze tych komórek. Wziąwszy to pod 
uwagę, linia HepaRG stanowi doskonałe narzędzie w ba-
daniach naukowych dotyczących metabolizmu wątroby czy 
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też niepożądanego oddziaływania leków na organizm czło-
wieka. Co więcej, zgodnie z doniesieniami literaturowymi 
HepaRG jest jedyną linią, która może być z dużą efektywno-
ścią poddana infekcji wirusem wątroby typu B, co stwarza 
możliwość wykorzystania tych komórek w badaniach wiru-
sologicznych. Należy jednak pamiętać, że niezróżnicowane 
komórki HepaRG mogą wykazywać potencjał rakotwórczy 
[60].

W ostatnim czasie przeprowadzono również wstępne ba-
dania mające na celu porównanie linii komórkowych C3A i 
HepaRG i parametrów określających przebieg ich hodowli 
w bioreaktorze przepływowym. Okazuje się, że ze względu 
na znacznie niższą ekspresję genu kodującego alfa fetopro-
teinę, komórki HepaRG wykazują się większą dojrzałością, 
co jest bliższe pierwotnym ludzkim hepatocytom. Co wię-
cej, w porównaniu z C3A, linia komórkowa HepaRG ho-
dowana w warunkach przepływowych wykazała indukcję 
produkcji mocznika, a także dużo lepszą zdolność do de-
toksykacji ksenobiotyków. Poziom wydzielanej albuminy 
w przypadku obu linii komórkowych był porównywalny. 
Jednakże najnowsze doniesienia literaturowe wskazują, że 
linia komórkowa HepaRG podobnie jak C3A charakteryzu-
je się brakiem lub niskim poziomem ekspresji genów ARG1 
i OTC, a co za tym idzie niefunkcjonalnym cyklem moczni-
kowym [56,61].

PODSUMOWANIE

Wszystkie omawiane w niniejszym artykule terapie wą-
trobowozastępcze oraz próby ich doskonalenia mają na celu 
poprawę przeżywalności i jakości życia pacjentów oczeku-
jących na przeszczep. Jak dotąd nie udało opracować się 
„złotego standardu” w leczeniu pacjentów dotkniętych cho-
robą wątroby. Uważa się, że interdyscyplinarne podejście 
oraz współpraca i zaangażowanie wielu ośrodków badaw-
czych może w przyszłości przyczynić się do jego powsta-
nia. Prace nad biologicznie aktywnym blokiem funkcyjnym 
sztucznej wątroby są prowadzone również w Pracowni 
Inżynierii Tkankowej Instytutu Biocybernetyki i Inżynierii 
Biomedycznej im. Macieja Nałęcza PAN (PIT IBIB PAN) w 
Warszawie. Badania te dotyczą całego systemu hodowlane-
go, który może zostać wykorzystany do budowy hybrydo-
wych urządzeń wspomagających niewydolną wątrobę. Sys-
tem ten obejmuje zarówno opracowanie pożywki hodowla-
nej jak i modyfikacje powierzchni hodowlanych, mających 
zapewnić długotrwałą hodowlę komórek wątrobowych. W 
ramach tych działań w PIT IBIB PAN powstała np. nowator-
ska koncepcja przygotowania podłoża hodowlanego z uży-
ciem suszonej konfluentnej hodowli ludzkich fibroblastów 
skóry [62]. Ponadto, w celu uzyskania ulepszonego mate-
riału biologicznego dla biosztucznej wątroby, komórki linii 
C3A są modyfikowane genetycznie z użyciem wektorów 
lentiwirusowych [63,64] tak, aby przywrócić w nich funk-
cje cyklu mocznikowego. Opracowywany w PIT IBIB PAN 
biologicznie aktywny blok funkcyjny sztucznej wątroby 
obejmuje również współhodowle komórek wątrobowych 
z komórkami warstwy odżywczej. Takie komórki jak mo-
dyfikowane genetycznie ludzkie fibroblasty skóry nadpro-
dukujące różne istotne dla wątroby czynniki wzrostu zosta-
ły już otrzymane. Ponadto, mając na uwadze, że hodowle 
trójwymiarowe lepiej odzwierciedlają warunki panujące in 

vivo, w PIT IBIB PAN prowadzone są również hodowle ko-
mórek C3A i C3A modyfikowanych genetycznie w kapilar-
nych bioreaktorach przepływowych. Wszystkie te prace są 
bardzo nowe i stanowią przedmiot wciąż trwających analiz. 
Uzyskane wyniki zostaną wkrótce 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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