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Wykaz skrotow

3D — tréjwymiarowe

A1AT — alpha-1-antytrypsyna

AAYV (ang. Adeno-Associated Virus) — wirusy zwigzane z adenowirusami

AFP — a-fetoproteina
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ALT — aminotransferaza alaninowa
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ARG - arginaza [
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CuZnSOD (ang. SuperOxide Dismutase) — dysmutaza ponadtlenkowa zawierajaca miedz
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DMSO (ang. DiMethyl SulfOxide) — dimetylosulfotlenek
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EDTA (ang. EthyleneDiamineTetraacetic Acid) — kwas wersenowy

EGF (ang. Epidermal Growth Factor) — epidermalny czynnik wzrostu

ELAD (ang. Extracorporeal Liver Assist Device) — zewnatrzustrojowe urzadzenie
wspomagajace prace watroby

ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) — test immunoenzymatyczny

FA — formaldehyd

FITC (ang. Fluorescein IsoThioCyanate) — izotiocyjanian fluoresceiny

GAG - glikozaminoglikany

GH (ang. Growth Hormone) — czynnik wzrostu

HCV (ang. Hepatitis C Virus) — wirus zapalenia watroby typu C

HGF (ang. Hepatocyte Growth Factor) — czynnik wzrostu hepatocytow

HL (ang. Hepatocyte-Like) — komorki hepatocytopodobne

HLA (ang. Human Leukocyte Antigen) — antygen zgodnosci tkankowej

HNF1la (ang. Hepatocyte Nuclear Factor 1a) —jadrowy czynnik hepatocytow la

HNF-4 (ang. Hepatocyte Nuclear Factor-4) —jadrowy czynnik hepatocytow 4

HRP (ang. HorseRadish Peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

HSF (ang. Human Skin Fibroblasts) — fibroblasty izolowane z ludzkiej skory

HSV (ang. Herpes Simplex Virus) — wirus opryszczki

hTERT (ang. human TElomerase Reverse Transcriptase) — podjednostka katalityczna
ludzkiej telomerazy

HUVEC (ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) — komorki endotelialne
izolowane z zyly pepowinowe;j

IGF-I (ang. Insulin-like Growth Factor I) — insulinopodobny czynnik wzrostu I

IL-6 — interleukina 6

iPSc (ang. induced Pluripotent Stem cells) — indukowane pluripotentne komorki
macierzyste



komorki BK — komérki Browicza-Kupftera
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LPS — lipopolisacharyd

LV (ang. LentiVirus) — lentiwirusy
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MDR (ang. MultiDrug Resistance) — biatka zwigzane z opornoscig wielolekowa

MFI (ang. Median Fluorescence Intensity) — mediana natezenia fluorescencji

MHC (ang. Major Histocompatibility Complex) — biatka zgodnosci tkankowe;j

mRNA (ang. messenger RiboNucleicAcid) — matrycowy kwas rybonukleinowy

MSCs (ang. Mesenchymal Stem Cells) — mezenchymalne komdrki macierzyste

NAD (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide) — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
NADP (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) — fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego

OSM - onkostatyna M

OTC — karbamoilotransferaza ornitynowa
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PE (ang. PhycoErythrin) — fikoerytryna

PEI — polietylenoimina

PET — polietylen tereftalanu
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Wykaz symboli
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Streszczenie

Hodowla izolowanych ludzkich hepatocytow sprawia badaczom wiele trudnosci.
W ciagu kilkunastu dni hodowli dochodzi do zmian zaréwno morfologicznych jak
1 fizjologicznych, co prowadzi do uposledzenia funkcji tych komodrek. Nie pozwala to na
wykorzystanie ich m.in. do testoéw cytotoksycznosci lekdéw czy jako czesci biologicznej
w biosztucznej watrobie (ang. BioArtificial Liver, BAL). Istotng metoda, wsrod wielu
metod zapobiegajacych odrdéznicowaniu hepatocytow, takich jak zmiana sktadu pozywki
hodowlanej, pokrywanie podtozy hodowlanych substancjami zwigkszajacymi
przyleganie, hodowle tréjwymiarowe, jest hodowla z komorkami jg podtrzymujacymi
(ang. feeder layer cells). Jednym z typoéw komoérek wykorzystywanych do takich kokultur
sg fibroblasty, ze wzgledu m.in. na zdolno$¢ do produkcji duzej ilosci biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz wydzielanie wielu czynnikow wzrostu 1 cytokin.

Celem rozprawy bylo opracowanie metody dtugotrwatej hodowli komorek
pochodzenia watrobowego przy uzyciu genetycznie zmodyfikowanych ludzkich
fibroblastow jako komdrek podtrzymujacych hodowle.

Wykonanie badan zostalo podzielone na trzy etapy. W pierwszym etapie
z materialu pooperacyjnego dostarczanego ze Szpitala Klinicznego WUM zostaly
pozyskane, metodami podwojnej perfuzji i/lub maceracji, komdrki watrobowe.
Porownane zostaly parametry izolacji (wydajnos¢ 1 zywotnos¢ komdrek) oraz
charakterystyki poszczegélnych typow komorek zasiedlajacych watrobe, ktére uzyskano
na podstawie wybranych markeréw komorkowych. Dla poréwnania analizowano komorki
linii watrobiaka C3A, ludzkich komorek osteosarkomy (ang. Human Osteosarcoma,
HOS) 1 izolowane z ludzkiej skory fibroblasty (ang. Human Skin Fibroblasts, HSF).
Drugim etapem bylo skonstruowanie genetycznie zmodyfikowanych komorek
podtrzymujacych hodowle. Etap ten obejmowat przygotowanie odpowiednich plazmidéw,
produkcje wektoréw lentiwirusowych, transdukcje komoérek oraz oceng wplywu
wprowadzonych zmian genetycznych na zywotno$¢ komoérek modyfikowanych. Do
izolowanych ludzkich fibroblastow wprowadzono geny kodujace biatka fluorescencyjne —
zielone (ang. Enhanced Green Fluorescent Protein, EGFP) 1 czerwone (ang.
Discosoma sp. Red fluorescent protein 2, DsRed2) oraz epidermalny czynnik wzrostu
(ang. Epidermal Growth Factor, EGF). W trzecim etapie prowadzono hodowle kokultur
zmodyfikowanych genetycznie fibroblastéw z komorkami watrobiaka linii C3A,

a nastgpnie oceniano stan hodowli na podstawie produkcji albuminy, a-1-antytrypsyny,



zywotno$ci komorek oraz tworzenia kanalikéw zoétciowych w formie wakuoli apikalnych
(tac. bile canaliculi).

Stwierdzono, ze izolacja komoérek z resekowanych fragmentdw watroby przy
uzyciu metody maceracji pozwolila na uzyskanie wigkszej liczby komorek niz przy
zastosowaniu metody podwojnej perfuzji. W tym przypadku, réwniez Zzywotnosc
komoérek izolowanych metoda maceracji byla wyzsza w pordwnaniu do metody
podwdjnej perfuzji. Opracowano prostsza 1 szybszag metode izolacji komorek
z fragmentéw ludzkich resekowanych watrob, ktéora z powodzeniem moze zastapi¢
powszechnie stosowang metode podwdjnej perfuzji. Analiza markerow komorkowych
izolatu watrobowego wykazata zaleznosci migdzy produkcja albuminy — biatka
charakterystycznego dla hepatocytow, a picig, wiekiem 1 stosowaniem chemioterapii
u pacjentéw, od ktorych pochodzity fragmenty tkanki. Na podstawie otrzymanych
wynikéw wskazano na mozliwos$¢ istnienia mniejsze] tzw. rezerwy regeneracyjnej
hepatocytdw kobiet. Oryginalna metoda cytometrycznej analizy izolatu watrobowego
moze w przysztosci postuzy¢ do opracowania nowej metody prognostycznej do oceny
stanu watroby pacjentow.

Wyniki badan potwierdzaja, iz kokultura izolowanych ludzkich fibroblastow
z komoérkami pochodzenia watrobowego wplywa pozytywnie na parametry komorek
watrobowych. Komorki C3A produkowaty wigcej albuminy oraz formowaly wigcej
struktur bile canaliculi. Modyfikacja genetyczna HSF, wprowadzajaca trwatg ekspresje
znacznikowych biatek fluorescencyjnych, utatwita obserwacje komorek w kokulturze,
a zastosowane fibroblasty — jako warstwa podtrzymujaca hodowle, réwniez pozytywnie
wplynety na morfologi¢ i fizjologi¢ komorek pochodzenia watrobowego. Zwigkszenie
produkcji epidermalnego czynnika wzrostu w fibroblastach, wywolane przez transdukcje
wektorami LV niosagcymi dodatkowa kopie genu, takze wptyneto pozytywnie na komorki
pochodzenia watrobowego. Zaréwno zdolnosci biosyntetyczne jak 1 czestosc
powstawania bile canaliculi zostaly zwigkszone. Produkcja albuminy przez komorki linii
C3A w kokulturze z fibroblastami nadprodukujagcymi czynnik wzrostu wykazywala
najwyzsza tendencje wzrostowg przez caly czas trwania eksperymentu, co jest
szczegolnie wazne w kontekscie dlugotrwalej hodowli komoérek watrobowych.

Otrzymane wyniki potwierdzaja tezy rozprawy o: (I) mozliwosci opracowania
wydajniejszej] metody pozyskiwania hepatocytow oraz (II) pozytywnym wplywie
zmodyfikowanych komoérek feeder Ilayer na parametry komorek pochodzenia

watrobowego.



Abstract

The culture of isolated human hepatocytes that last longer than two weeks leads to
morphological and physiological dedifferentiation of the cells. These altered cells cannot
be used in applications based on liver cells, such as drug cytotoxicity tests or as biological
part of the bioartificial liver (BAL). Among many methods used to slow down this
dedifferentiation process e.g.: medium supplementation, growth surface modifications and
various 3D scaffolds, coculture of hepatocytes with feeder layer cells is the most
promising. Due to ability to produce large amounts of extracellular matrix and to secret
many types of growth factors and cytokines, fibroblasts are the most congruent feeder
layer cell types.

The aim of this study is an attempt to coculture liver cells and genetically modified
human skin fibroblasts (HSF), characterized by stable expression of epidermal growth
factor (EGF), as feeder layer cells.

Execution of the tasks presented in the study was divided into three parts. First,
isolation of cells from post-operation fragments of liver obtained in cooperation with
Clinical Hospital of WUM. Two isolation methods were used — double perfusion and/or
maceration. The parameters such as: isolation efficiency, percentage of live cells, and
production of specific marker were analyzed. Markers production in C3A, HOS, and
human skin fibroblasts were also analyzed. The second stage of this study was production
of genetically modified feeder layer cells, including: plasmid construction, lentiviral
vectors production, HSF transduction, and evaluation of the genetic modifications impact
on fibroblasts viability. Human fibroblasts were transduced with the lentiviral vectors
bearing three genes — green and red fluorescent proteins (Enhanced Green Fluorescent
Protein — EGFP and Discosoma sp. Red fluorescent protein 2 — DsRed2), as well as
epidermal growth factor (EGF). Thirdly, the genetically modified fibroblasts were
cocultured with hepatoma cells, followed by the culture status evaluation: albumin and o-
l-antitrypsin production, cells viability, and bile canaliculi formation.

We developed simpler and faster method for liver cells isolation from human
resected liver fragments. It was stated that the greater number of cells characterized by
higher viability were obtained from liver fragments using maceration method than double
perfusion. We also proposed a method based on flow cytometry for analysis the
populations of cells isolated from human livers, which could be developed into new

prognostic method. Moreover, we observed that albumin production (marker typical for



hepatocytes) in cells that came from human liver fragments was affected by the sex, age,
and chemotherapy treatment of the donors. The significantly lower percentage of albumin
in hepatocytes isolated from women after chemotherapy could indicate lower regeneration
capacity in this group.

Secondly, the human skin fibroblasts cocultured with liver cells improved their
parameters — the hepatoma cells produced more albumin and formed more bile canaliculi.
The culture consisted of “green” or “red” HSF and C3A cells was an excellent tool to
study coculture model and HSF as feeder layer cells had positive impact on morphology
and physiology of the liver cells. The human fibroblasts with stable overexpression of
EGF also improved parameters of the liver cells in the coculture — biosynthetic capability
and bile canaliculi formation were increased. Albumin production in C3A cells
cocultured with fibroblast with increased production of EGF was the highest throughout
the experiment, which is particularly important for a long-term culture of liver cells.

The results confirmed the both hypotheses of the thesis: (I) possibility to develop
hepatocytes’ isolation method characterized by higer efficiency and (II) the positive

impact of the modified fibroblasts on liver cells.
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1. Wstep

Watroba jest jednym z najwigkszych narzadéw w ludzkim organizmie i petni
wnim ponad kilkaset funkcji, w tym: (1) metabolizowanie we¢glowodandw, ttuszczy
1 bialek, (2) produkcja biatek, m.in. osocza i czynnikéw krzepnigcia, (3) magazynowanie
energii w formie glikogenu oraz witamin i skladnikéw mineralnych, (4) biotransformacja
ksenobiotykow, (5) oczyszczanie krwi z produktéw przemiany materii. Funkcje te
wykonywane sa przez komorki parenchymalne watroby — hepatocyty [Ichihara, 1982;
Hewitt. 2007]. Poza hepatocytami w watrobie wystepuja komoérki nieparenchymalne:
komorki $rédblonka naczyn, komoérki gwiazdziste (Ito), komorki Browicza-Kupffera,
cholangiocyty 1 inne. Sg one odpowiedzialne m.in. za magazynowanie witaminy A
1 kolagenu, fagocytoze witoknika, bakterii, zuzytych erytrocytéw 1 komorek
nowotworowych oraz wydzielanie z6tci [Bouwens, 1992; Flisiak, 1997; Malarkey, 2005].

Zaburzenia pracy watroby, przewlekte i ostre, moga by¢ wywolywane przez
zakazenia wirusowe, chorobe alkoholowa lub substancje czynne (m.in. leki, toksyny,
metale cigzkie). Rak pierwotny watroby jest druga najczesciej wystepujaca przyczyna
$mierci wsrod pacjentdow z nowotworem, a prognoza dla tego typu guzow jest bardzo
pesymistyczna — proporcja $miertelnos¢ : wystepowanie wynosi 0,95 [http://globocan.
iarc.fr/Pages/fact sheets population.aspx]. Jedyna skuteczng forma leczenia chordb
watroby pozostaje allogeniczny przeszczep watroby. Niestety, najwicksza wada tego
rozwigzania jest niedobdr dawcéw. Rozwijane sg alternatywne metody leczenia, jak
np. (1) przeszczep hepatocytow, (2) zewnatrzustrojowe wspomaganie przy uzyciu
systemdOw sztucznych, np.: transfuzja krwi, wymiana osocza, hemodializa, hemofiltracja,
hemoadsorpcja lub (3) biosztucznych — biosztuczna watroba (ang. BioArtificial Liver,
BAL), taczaca system wymiany krwi lub osocza z aktywnie dzialajacymi komoérkami.
Systemy, ktorych status badan klinicznych jest zakonczony lub znajdujg si¢ w trakcie
badan klinicznych to: ELAD (ang. Extracorporeal Liver Assist Device), HepatAssist,
MARS (ang. Molecular Adsorbent Recirculating System), czy Prometheus [Lee, 2015].

Schemat ich budowy zostal przedstawiony na Rysunku 1.1.
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Rysunek 1.1. Biosztuczne i sztuczne systemy wykorzystywane w terapii pomostowej —
utrzymanie pacjenta przy zyciu do momentu otrzymania przeszczepu, po operacji oraz
podczas zatrué. A — system ELAD zawiera komorki linii C3A (http://vitaltherapies.com),
B — system HepatAssist zawiera hepatocyty $winskie (http://biomed.brown.edu),
C — system MARS oparty na adsorpcji molekularnej pozwala na usuwanie bilirubiny, soli
zotciowych 1 wolnych kwasow thuszczowych przy zachowaniu w osoczu albuminy,
a-l-antytrypsyny, transferyny i hormonéw (http://biomed.brown.edu), D — system
Prometheus oparty na adsorpcji umozliwia oczyszczenie krwi z toksyn zwigzanych
z albuming bez jej utraty (www.fresenius.com).

Systemy biosztuczne maja za zadanie wspomdc watrob¢ w regeneracji do
odzyskania petnej sprawnosci lub ustabilizowa¢ pacjenta w oczekiwaniu na przeszczep.
Dzigki obecnosci w nich czgsci biologicznej — komorek ludzkiej hepatomy (ELAD) lub
swinskich hepatocytéw (HepatAssist), s3 w stanie oprdcz mechanicznego oczyszczania

krwi, a Scisle osocza, z toksyn 1 produktéw przemiany materii, cz¢sciowo zastgpié
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niesprawng watrobe. W systemach tych zostal zastosowany bioreaktor kapilarny
zbudowany z membran potprzepuszczalnych, co pozwala na posredni kontakt z osoczem
pacjenta 1 zaopatrzenie organizmu w niezbe¢dne substancje (m.in. albuming, czynniki
krzepnigcia krwi, hormony i czynniki wzrostu) [Park, 2005, Carpentier, 2009].

Z powodu niedoboru ludzkich hepatocytéw w wyzej wymienionych systemach
podtrzymujacych oraz trudnosci w ich hodowli, ktére sa wynikiem szybkiego
odréznicowywania si¢ polaczonego z utratg funkceji i brakiem zdolnosci do proliferacii,
stosuje si¢ zamienniki w postaci: (1) hepatocytow zwierzecych, gtownie swinskich,
rzadziej psich lub pochodzacych od naczelnych, (2) komorek pochodzenia
nowotworowego — linii komoérkowych ludzkiej hepatomy — HepG2 lub jej pochodnej
C3A, (3) komdrek hepatocytopodobnych uzyskiwanych na drodze rdznicowania
indukowanych pluripotentnych komdrek macierzystych (ang. induced Pluripotent Stem
cells, 1iPSc) pochodzacych z komorek somatycznych [Huebert, 2014; Forbes, 2015]. Ich
morfologia zostala przedstawiona na Rysunku 1.2. Niestety, mimo ich potencjalnego
zastosowania, nie s3 one materialem, ktory moze zastapi¢ zrdznicowane hepatocyty
ludzkie. Komorki zwierzgce sa tatwo dostepne i czgsto ich hodowla jest tatwiejsza niz
komorek ludzkich, ale mogg by¢ zrédtem zoonoz, a ich biatka klasy MHC (ang. Major
Histocompatibility Complex) 1 inne, np. renina czy erytropoetyna sa niezgodne z biatkami
ludzkimi [Kobayashi, 2003; Dooldeniya, 2003]. Komdrki linii nowotworowych,
w przeciwienstwie do $wiezo izolowanych hepatocytow ludzkich, charakteryzujg sie
szybka 1 praktycznie nieograniczong zdolnoscig do proliferacji oraz dostgpnoscia. Nie
posiadaja jednak niektérych enzymdéw, np. cyklu mocznikowego — arginazy I
1 karbamoilotransferazy ornitynowej, maja obnizong aktywno$¢ pewnych izoform
cytochromu P450 i produkcje bialek, np. albuminy. Znane sg rdwniez doniesienia o ich
mozliwosci przeksztalcania komoérek zdrowych w komdérki nowotworowe [Bhatia, 2014].
Komorki hepatocytopodobne uzyskane z komorek iPS sg tatwo dostepne (np. fibroblasty
skory, komoérki miazgi zgba, adipocyty) i nie budzg zastrzezen etycznych. Mozliwe jest
uzyskanie komorek hepatocytopodobnych pobranych bezposrednio od pacjenta. Mimo
stalego rozwoju tej dziedziny wydajnos¢ procesu przeksztatcania komorek somatycznych
w komorki iPS, a nastgpnie w komdrki hepatocytopodobne jest bardzo niska, a podczas
tych proceséw stosowane s3 czynnik transkrypcyjne i czynniki wzrostu, ktére moga
prowadzi¢ do nowotworzenia. Ponadto ich funkcjonalnos¢ jest duzo nizsza w pordwnaniu

ze $wiezo izolowanymi hepatocytami ludzkimi [Schwartz, 2014].
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Rysunek 1.2. Przyktady komorek stosowanych jako zamienniki ludzkich hepatocytow.
A — hepatocyty swinskie (Primary hepatocyte culture in collage gel mixture and collage
Sandwich, Wang, 2004), B — komorki linii C3A (zdjecie whasne), C — hepatocytopodobne
komorki odréznicowane z komdrek iPS (Bioartificial Liver Device Based on Induced
Pluripotent Stem Cells-Derived Hepatocytes, Ren, 2015).
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2. Wprowadzenie

2.1 Izolacja komorek watrobowych

Poczatki izolacji komoérek watrobowych datuje si¢ na lata 40. ubieglego wieku.
Stosowano wowczas metody mechaniczne, charakteryzujace si¢ bardzo niska
wydajnoscig: przeciskanie watroby przez gaze, wytrzgsanie z kulkami szklanymi czy
homogenizacja [Anderson, 1953]. W 1962 r. Berry 1 wsp. opublikowali artykut, w ktorym
opisali nieenzymatyczng metod¢ izolacji komoérek z mysiej watroby oparta na zerwaniu
polaczen pomi¢dzy komdrkami, nastgpnie mechanicznym zniszczeniu tkanki. Wadami tej
procedury byla niska wydajno$¢ oraz powtarzalnos¢ [Berry, 1962]. Najpowszechniej
obecnie stosowany enzymatyczny sposéb izolacji zwierzecych komorek z watroby zostat
opisany przez Seglena w 1973 r. 1 1976 r. na modelu szczurzym. Metoda podwdjne;j
perfuzji opiera si¢ na zastosowaniu dwoch roztwordw do rozluznienia potaczen miedzy
komoérkami a biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. ExtraCellular Matrix, ECM),
a nastepnie wyptukania tychze komorek. Pierwszy roztwor to zbuforowany roztwor soli
fizjologicznej (ang. Phosphate Buffered Saline, PBS) pozbawiony jonow
dwuwartosciowych, a w niektorych modyfikacjach stosowanych przez autoréw,
z dodatkiem zwigzku chelatujacego jony dwuwartosciowe, np. kwas wersenowy
(ang. EthyleneDiamineTetraacetic Acid, EDTA). Obecnosé jonéw Ca®’ jest niezbedna
takim biatkom adhezyjnym jak kadheryny czy selektyny, a ich pozbycie si¢ rozluznia
tkanke 1 utatwia oddzielenie si¢ komorek od ECM [Chen, 1997]. Drugim srodkiem
perfundujacym jest roztw6r kolagenazy w buforze zawierajacym jony Ca®’, ktorych to
enzym ten wymaga do efektywnego dziatania. Kolagenaza jest proteaza dziatajaca na
wigzania pomigdzy aminokwasem obojetnym (X) a glicyng w sekwencji Pro-Gly-X-Pro,
wystepujacej ze znaczng czestoscig w kolagenie [Fields, 1987; www.sigmaaldrich.com].
Obecnie, oprocz kolagenazy I stosowanej gtownie do hepatocytow mysich 1 szczurzych,
uzywa si¢ innych typow kolagenazy (np. IX), mieszanki enzymdéw trawiacych
(np. kolagenaza z elastaza, Worthington czy kolagenaza z dispaza, Roche) lub specjalnie
przygotowane przez firmy biotechnologiczne zestawy dedykowane (np. Liberase, Roche
czy Clzyme, VitaCyte). Na Rysunku 2.1 przedstawiono schematycznie sposoby izolacji
hepatocytow.
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Rysunek 2.1. Historia izolacji hepatocytow (na podstawie Hepatocyte Isolation, Culture,
and Its Clinical Applications, Lee, 2014). A — mechaniczne rozdrobnienie,
B — chelatowanie jondw Ca2+, C — enzymatyczne trawienie, D — podwojna perfuzja przez
zyle wrotna.

2.1.1 Metody izolacji poszczegolnych frakcji komorek watrobowych

Kolejne lata przyniosty zmiany w protokole izolacji gtéwnie w obrebie skiadu
buforéw, ich liczby oraz czasu perfuzji. W literaturze znalez¢ mozna procedury 2-, 3-, 4-,
a nawet S-stopniowe, a ich zréznicowanie ma zapewni¢ wigksza wydajnos¢, zmniejszy¢
odsetek martwych komodrek czy pozwoli¢ na izolacje specyficznej grupy komorek
[Gerlach, 1993; Alexandrova, 2005; Meng, 2010; Lee, 2013]. Wiele laboratoriéw stosuje
dodatkowe filtrowanie zawiesiny uzyskanej po trawieniu enzymatycznym, co pozwala na
uzyskanie preparatu o pozadanej wielkosci, np. stosujac sitko o $rednicy 70 lub 100 um
pozbywamy si¢ zlepkow komorek lub fragmentdw nie w pelni strawionej tkanki [Bhogal,
2011; Shulman, 2013]. Izolat watrobowy mozna oczyszcza¢ stosujac wirowanie
w gradiencie gestosci (np. uzywajac preparatdéw Percoll, Ficoll, Histopaque i in.), co
umozliwia oddzielenie komorek o wigkszej gestosci, np. hepatocytow od komorek
0 mniejszej gestosci, np. erytrocytow. Warto zaznaczyé, ze hepatocyty pochodzace
z watrob sthuszczonych beda zawiera¢ w sobie krople thuszczu, ktore spowodujg
zmniejszenie ich gestosci 1 tym samym moga nie zostaé osadzone przez wirowanie

w standardowych warunkach [Kondrup, 1980]. Najpowszechniejszymi parametrami
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wirowania uzywanymi w przypadku hepatocytow jest 3-krotne wirowanie przez kilka
minut przy predkosci 50xg [Baccarani, 2003]. Jezeli w obszarze zainteresowan sa
np. komorki gwiazdziste (Ito), to przyktadowy protokot polega na zebraniu supernatantu
po wirowaniu 50xg i wirowaniu go przy predkosci zwigkszonej do 400xg i 1400xg.
Dzigki takim procedurom jesteSmy w stanie izolowaé wszystkie komorki zasiedlajace
watrobe lub skupi¢ sie¢ tylko na interesujacym nas typie [Graham, 2002; Liu, 2011].
Schemat izolacji komorek watrobowych zostat przedstawiony na Rysunku 2.2. Rozwijane
s3 rowniez nieenzymatyczne metody izolacji komdrek watrobowych — gtéwnie

zwierzecych [Kravchenko, 2002; Crema, 2007].

watroba
izolacja
wirowanie
supematant osad komdrek
l {98% to hepatocyty )
komorki nieparenchvmalne l
(NPC, ang. Non-Parenchymal Cells) wirowanie w gradiencie gestosci
komérki parenchvmalne — komérki martwe
hepatocyty

Rysunek 2.2. Schemat izolacji komoérek watrobowych z podzialem na komorki
parenchymalne (hepatocyty) i1 nieparenchymalne (komdrki §rédblonka naczyn, komorki
gwiazdziste (Ito), komoérki Browicza-Kupffera, cholangiocyty i inne), (na podstawie
Induction of lacZ Mutations in Muta™Mouse Primary Hepatocytes, Chen, 2010).

Hepatocyty zwierzece — najczesciej izolowane sg komorki szczurze, mysie,
swinskie — pozyskiwane sg dla roznych celow. Znajdujg zastosowanie m.in. w badaniach
cytotoksycznosci lekow, do oceny parametrow stosowanych podczas hodowli, czy
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w urzadzeniach typu biosztuczna watroba (BAL). Sa one dobrym materiatem do badan
wyjsciowych ze wzgledu na ich dostgpnos¢, koszt i dobrze zdefiniowane procedury
badawcze, ale majg rowniez wiele wad, jak np. niemoznos¢ pelnego transferu wynikow
z modelu zwierzgcego na cztowieka, roznice w metabolizmie i ekspresji bialek oraz brak
zgodnosci biatek z klasy MHC [O’Brien, 2004]. W przypadku matych zwierzat,
np. gryzoni, najczesciej izoluje si¢ komorki z watroby znajdujacej si¢ w organizmie —
zwierz¢ poddaje si¢ anestezji, a roztwory uzywane podczas izolacji podawane sg przez
zyle wrotng lub inne naczynie. Izolacja komodrek watrobowych z wigkszych zwierzat oraz
z cztowieka odbywa si¢ zazwyczaj po wczesniejszej resekcji czegsci lub calej watroby,

a plyny podawane sg do najwiekszego naczynia [Richert, 2004; Shen, 2012].

2.2. Hodowla komorek watrobowych — dodatki do pozywki

W hodowli ludzkich oraz zwierzgcych hepatocytow stosuje si¢ wiele dodatkéw do
pozywki, ktére maja: (1) stymulowaé¢ komoérki do dziatania, (2) zatrzymaé proces
odrdéznicowania, (3) zwigkszy¢ lub zaindukowaé proliferacj¢ komdrek. Ponizej opisane

zostaly najczgsciej uzywane substancje.

2.2.1 Czynniki wzrostu (HGF, EGF, IGF-1, FGF, VEGF)

Czynnik wzrostu hepatocytow (ang. Hepatocyte Growth Factor, HGF) — opisany
po raz pierwszy w 1984 r. jako biatko mitogenne dla szczurzych hepatocytéw [Nakamura,
1984]. Najlepiej poznang rolag HGF jest wspomaganie syntezy DNA w hepatocytach oraz
regulacja rozwoju watroby w stanie fizjologicznym 1 podczas regeneracji [Strain, 1991,
Schmidt, 1995; Goémez-Lechén, 1995; Huh, 2004]. Czynnik wzrostu hepatocytow
wycisza rowniez czynniki apoptotyczne [Suzuki, 2009], ale w przypadku watréb
zwlokniatych promuje apoptoze komorek migsniowych i miofibroblastow [Kim, 2005].
Ten niezwykle przydatny proces zostal zaadaptowany przez komorki nowotworowe na
potrzeby metastazy [Weidner, 1990]. Warto réwniez wspomnie¢, ze sciezka sygnalowa
HGF-Met, zaangazowana w proliferacj¢, morfogeneze 1 dziatania antyapoptotyczne, jest
obecna w wielu roznych typach komorek 1 tkanek: nerki, pluca, tkanka nerwowa,
naczynia krwionos$ne, uktad odpornosciowy, kosci itd. [Sakamaki, 2002; Yamaura, 2004;
Okunishi, 2005; Ohya, 2007; Dai, 2010; Nakase, 2010].

Epidermalny czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor, EGF) — wspomaga

syntez¢ DNA w szczurzych hepatocytach [Block, 1996]. Wspoétdziata z transformujacym
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czynnikiem wzrostu o (ang. Transforming Growth Factor o, TGFa) — receptor EGF
zalezy od autokrynnej stymulacji TGFa w hepatocytach szczurzych [Liu, 2013]. Brak
receptora  EGF u dorostych myszy nie wywotuje zmian w masie ciata czy
w funkcjonowaniu watroby, ale w przypadku hepatektomii prowadzi do wigkszej
$miertelnosci. Regeneracja watroby moze zostaé opozniona przez obnizenie potencjatu
proliferacyjnego. Kompensacja tego niedoboru opiera si¢ na zwigkszeniu stezenia TNFa
1 wydhuzeniu aktywacji biatka c-Jun [Natarajan, 2007].

Insulinopodobny czynnik wzrostu I (ang. Insulin-like Growth Factor I, IGF-I) —
biatko o wysokim podobienstwie sekwencji aminokwaséw do insuliny, wydzielane
gléwnie przez watrobe po stymulacji hormonem wzrostu (ang. Growth Hormone, GH).
Opisany zostal w polowie lat 50. ubieglego wieku jako substancja wspomagajaca
wbudowywanie siarczanéw do chrzastki u szczuréw [Salmon, 1957]. Jest réwniez
mediatorem procesOw anabolicznych 1 indukujgcych mitoze zaleznych od GH [Laron,
1999]. W literaturze znalez¢ mozna doniesienia dotyczace zwigzku pomiedzy IGF-I
a EGF podczas regeneracji watroby — EGF stymuluje syntez¢ IGF-I [Rogers, 1991;
Barreca, 1992; van Neck, 2000]. Dziataja one podobnie na uszkodzong watrobg, ale efekt
IGF-I jest bardziej ukierunkowany — EGF m.in. wplywa na produkcj¢ IGF-I. IGF-I
stymuluje powstawanie kinazy AKT — biatka odpowiedzialnego za przetrwanie komorki.
Przyktadowo, w mdzgu i sercu blokuje ona sygnaty programowanej $mierci docierajace
do komorek. Nieznany jest doktadny mechanizm w przypadku hepatocytow [Zaouali,
2010]. Podczas regeneracji uaktywniaja si¢ m.in. czynniki wzrostu wymagane do
zainicjowania cyklu komorkowego: TNFa, IL6 oraz wymagane do kontynuowania
procesu regeneracji (punkt restrykcyjny w fazie G1 — zapoczatkowanie syntezy DNA):
HGF, EGF, TGFa — ekspresja cykliny D1 [Taub, 2004; Fausto, 2006].

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic Fibroblasts Growth Factor,
bFGF) — jego poziom ulega podwyzszeniu po utracie czesci watroby [Presta, 1989;
Sturm, 2004]. Zwigksza on proliferacj¢ 1 migracje (przez nadprodukcje wiokien aktyny
stresowej) hepatocytdéw do miejsca zranienia — wspodtdziatanie ze zwickszong produkcja
biatek ECM [Ma, 1999].

Czynnik wzrostu srddbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF) — grupa biatek zaangazowana w procesy rozwoju naczyn krwionosnych
(angiogeneza) zaréwno fizjologiczne, np. w okresie ptodowym, podczas gojenia ran,
regeneracji endometrium u kobiet, jak i patologiczne, np. nowotworzenie. W watrobie

wptywa posrednio na komorki parenchymalne przez uaktywnienie komorek
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endotelialnych do wydzielania czynnikow wzrostu [LeCouter, 2003]. VEGF stymuluje
podziaty hepatocytéw we wczesnej fazie po uszkodzeniu watroby u szczurow [Bockhorn,
2007]. Podczas regeneracji watroby, oprocz zwigkszenia poziomu VEGF, zwigksza si¢

réwniez liczba jego receptoréw na komorkach endotelialnych [Ross, 2001].

2.2.2 Substancje inne niz czynniki wzrostu

Onkostatyna M (OSM) to cytokina nalezaca do grupy interleukin-6 syntetyzowana
przez limfocyty T 1 monocyty. Poczatkowo byla charakteryzowana jako mediator
zapalenia, nastepnie odkryto, ze jest zaangazowana w przebieg cyklu komorkowego,
transport membranowy 1 polaryzacj¢ komodrek. Onkostatyna M jest inhibitorem
proliferacji komoérek nowotworowych, prawdopodobnie przez wptyw na bialka regulujace
cykl komérkowy, w tym inhibitor kinazy zaleznej od cyklin p27Kip1 [Kortylewski, 1999;
Klausen, 2000; Li, 2001]. Odgrywa ona réwniez znaczng role w rozwoju watroby przez
m.in. stymulacj¢ jadrowego czynnika hepatocytéw HNF-4 (ang. Hepatocyte Nuclear
Factor-4), odpowiedzialnego za ekspresj¢ wielu genéw charakterystycznych dla watroby
[Spith, 1998; Kamiya, 2003]. Onkostatyna M indukuje tworzenie potaczen
mi¢dzykomdrkowych przez zmiane polozenia biatek zaangazowanych w ten proces —
E-kadheryny i1 katenin [Matsui, 2002]. W komdrkach niezréznicowanych, takich jak
ptodowe ludzkie hepatocyty oraz w komorkach ludzkiej hepatomy — HepG2, uznanej za
model dojrzatych hepatocytow, stymuluje rozwoj bile canaliculi, aktywujac kinazg A
przez taczenie si¢ z glikoproteing 130 (gp130) — podjednostka receptora cytokin typu I, co
stymuluje transport z obszaru subapikalnego do btony komdrkowej w apikalnej czesci
komorki [van der Wouden, 2002; Lazaro, 2003].

Deksametazon (DEX) — syntetyczny glikokortykosteroid o silnym i dtugotrwalym
dziataniu przeciwzapalnym i immunosupresyjnym. Stosowany jest w leczeniu takich
chorob jak: schorzenia reumatoidalne, choroby skory, alergie, astma, zapalenie stawdow,
toczen i in. [http://www.drugs.com/dexamethasone.html]. Dodatek deksametazonu do
medium hodowlanego hamuje spontaniczng i indukowang przez TNF-o apoptoze
w ludzkich neutrofilach [Cox, 1995; Liles, 1995; Kato, 1995], hamuje aktywnos¢
fosfolipazy A2 i nie dopuszcza do syntezy mediatorow zapalenia [Suffys, 1991; Chang,
1992], hamuje spontaniczng i zalezng od TGF B1 apoptoze w szczurzych komoérkach
hepatomy przez indukcje Bcl-xL [Chaya, 1996; Yamamoto, 1998], hamuje apoptoze
w szczurzych 1 ludzkich hepatocytach przez zwigkszenie ekspresji Bel-2 1 Bel-xL oraz
przez obnizenie aktywnosci kaspazy-3 [Bailly-Maitre, 2001].
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Nikotynamid (wit. B3) jest m.in. prekursorem koenzyméw NAD
(ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide) 1 NADP (ang. Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate) bioracych udziat w procesach oddychania komorkowego
i przemianach energetycznych [Belenky, 2007]. W hepatocytach szczurzych wptywa
pozytywnie na produkcj¢ albuminy, zwigkszenie ilosci DNA w komérce (a posrednio na
zwickszenie liczby hepatocytow) oraz poprawia zywotnos¢ komoérek w hodowli.
Dodatkowo, wspomaga zachowanie wilasciwego hepatocytom fenotypu — m.in. przez
spowalnianie utraty aktywnosci cytochromu P450, utrzymuje poziom oksygenazy
tryptofanu 1 NAD oraz wzmacnia efekt indukcji syntezy DNA wywotanej przez insuling
1 EGF [Paine, 1979; Inoue, 1989; Mitaka, 1991]. Wptyw nikotynamidu na proliferacje
hepatocytdw zostat odnotowany réwniez w komorkach mysich [Sawada, 1988]. Obecnos¢
nikotynamidu w medium powoduje pojawienie si¢ w hodowli malych hepatocytow,
przypominajacych komorki progenitorowe [Mitaka, 1992; Mitaka, 1999; Sato, 1999].

Interleukina 6 (IL-6) jest glikoproteing nalezaca do grupy cytokin. Bierze udziat
m.in. w odpowiedzi immunologicznej, reakcji zapalnej 1 krwiotworzeniu. Jest czynnikiem
stymulujacym wzrost i/lub dojrzewanie komdrek ukladu odpornosciowego, w tym
limfocytow B 1 komorek cytotoksycznych Tec. Zaangazowana jest w regulacje
metabolizmu, regeneracje i neurogeneze [Simpson, 1997; Scheller, 2011]. Badania nad
zwiazkiem IL-6 z komorkami watrobowymi gryzoni wykazaly m.in. na podwyzszenie
stezenia IL-6 po hepatektomii. Cytokina ta, wydzielana przez komdrki Browicza-
Kupffera,  stymulowata  produkcj¢  czynnikow  transkrypcyjnych  (STAT3
1 C/EBPB/NF-IL-6, a w przypadku watréb zwiokniatych — PIAS3) przez co zwigkszona
byla ekspresja wielu genéw. Uwaza sig, ze jest ona substancjg powodujaca przelaczenie
faz GO/G1 w hepatocytach [Cressman, 1996; Tiberio, 2008]. Brak IL-6 podczas
regeneracji watroby zaburza syntez¢ DNA w hepatocytach, opoznia powrdt do
wyjsciowej masy watroby oraz zwigksza $miertelnos¢ pooperacyjng [Cressman, 1996;
Sudo, 2008]. Wplyw IL-6 na regeneracj¢ watroby jest zalezny od dawki — przy
zwigkszonym podawaniu (hiperstymulacji) powodowata spowolnienie zmiany fazy cyklu

komédrkowego [ Wiistefeld, 2000].

2.3. Hodowla komérek watrobowych — kokultury
Jednoczesna hodowla dwoch lub wigcej typow komorek (kokultura), stosowana od
ponad 30 Ilat, jest jednym =ze sposobow przedtuzania zywotnosci i1 poprawy

funkcjonowania tych typow komorek zréznicowanych, ktore traca swoje wlasciwosci bez
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stymulacji ze strony innych komdrek [Guguen-Guillouz, 1983; Mesnil, 1987]. Kokultura
z innymi komoérkami wptywa pozytywnie na funkcjonowanie hepatocytow [Harimoto,
2002; Takayama, 2007; Khetani, 2008], a wynika to z fizycznego oddziatywania,
o charakterze heterotypowym, pomigdzy komoérkami oraz wpltywu cytokin i innych
czasteczek biologicznie czynnych (czynniki wzrostu i hormony), wydzielanych przez
komorki podtrzymujace, chociaz szczegdtowy mechanizm tego oddziatywania nie jest do
tej pory poznany [Krause, 2009; Shang, 2014]. W zaleznosci od rodzaju oddziatywan
kokultury mozna podzieli¢ na bezposrednie — komdrki maja zapewniony kontakt
bezposredni [West, 1985] oraz posrednie, w tym rozdzielenie dwoch lub wigcej typoéw
komorek przy pomocy biomateriatu, np. warstwg kolagenu [Bader, 1996] lub hodowla
w insertach (wktadkach do dotkéw plytki hodowlanej z btona pélprzepuszczalng), gdzie
komdrki maja ze soba kontakt jedynie przez substancje rozpuszczalne w medium
hodowlanym [Kang, 2013]. Schematyczny podziat typéw kokultury ze wzgledu na rodzaj
oddzialtywan zostat przestawiony na Rysunku 2.3.

KOKULTURA
./ \

posrednia bezposrednia
inserty biomaterialy
A
 komorki I typu
\ f., medium hodowlane

| = Sl n Sl b E - iﬂs:eﬂ
e B bombeki Il typu
B

komorki I tvpu

- . .,/1: medium hodowlane
———————— biomaterial

S * komérki 11 typu

Rysunek 2.3 Schemat podziatu kokultur ze wzgledu na rodzaj oddziatywania miedzy
komoérkami. A — hodowla z uzyciem insertu, B — hodowla z uzyciem biomateriatu,
C — kokultura bezposrednia komorek linii C3A z fibroblastami z ludzkiej skory (zdjgcie
wilasne, skala 200 pm).

Hepatocyty ludzkie i zwierzgce hodowane byly m.in. z: (1) watrobowymi

komodrkami nieparenchymalnymi, (2) fibroblastami, (3) komorkami epitelialnymi,
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(4) komérkami endotelialnymi, (5) komdrkami macierzystymi oraz (6) wyspami
trzustkowymi [Ricordi, 1989; Guillouzo, 1998; Gao, 2004; Dash, 2009; Shulman, 2013;
Samluk, 2013]. Typy komorek stosowane w kokulturze z hepatocytami przedstawiono na
Rysunku 2.4. Hepatocyty w kokulturze zachowuja specyficzny wieloscienny ksztatt,
zdolno$¢ do tworzenia bile canaliculi oraz utrzymuja funkcje syntetyczne (produkcja
albuminy, bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej, czynnikdw krzepnigcia krwi 1 in.)
i metaboliczne (przeksztatcanie amoniaku w mocznik i aktywno$¢ cytochromu P450)
przez okres dluzszy niz w przypadku monokultury [Guguen-Guillouzo, 1983; Begue,
1984; Agius, 1988; Donato, 1991; Gressner, 1992; Rojkind, 1995; Bhandari, 2001].

Rysunek 2.4 Typy komdrek stosowane w kokulturze z hepatocytami (A — komoérka
macierzysta, B — komorka Browicza-Kupffera, C — fibroblast, D — komoérka gwiazdzista,
E — komoérka endotelialna, F — komorka epitelialna).

2.3.1 Kokultura hepatocyty — komorki gwiazdziste (komorki Ito, komoérki
okolozatokowe)

Komorki mezenchymalne, do ktérych zaliczaja si¢ komoérki gwiazdziste,
odgrywaja role podczas rozwoju watroby — mezenchyma jest inicjatorem réznicowania
hepatocytéw [Zaret, 2000]. Sa one niezbedne roéwniez w trakcie regeneracji watroby,
kiedy to powstaja niewielkie klastry hepatocytéw pozbawione doptywu krwi. Komorki
gwiazdziste, dzigki swojej budowie, sg w stanie rozdzieli¢ grupy hepatocytéw 1 wypetnié
przestrzenie pomi¢dzy nimi lamining. Komorki endotelialne, dzielac si¢, migruja wzdtuz

tak powstatych traktow 1 tworzg sie¢ naczyniowag [Martinez-Hermandez, 1995].
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W warunkach in vivo komoérki gwiazdziste wplywaja na hepatocyty w sposob
mechaniczny — przez oddzialywania komoérka-komorka, taczac hepatocyty z naczyniami
krwionosnymi oraz chemiczny — przez wydzielanie mitogendw, m.in.: czynnik wzrostu
hepatocytow (HGF), transformujacy czynnik wzrostu o (TGF a), epidermalny czynnik
wzrostu (EGF) [Schirmacher, 1992; Friedman, 2008]. Natomiast hepatocyty wydzielaja
insulinopodobny czynnik wzrostu I (IGF I) o potwierdzonym w badaniach in vitro
dziataniu aktywujagcym proliferacj¢ komorek Ito [Gressner, 1995]. Kokultura
z komorkami gwiazdzistymi wptywa pozytywnie na produkcj¢ albuminy [Abu-Absi,
2004], aktywnos$¢ cytochromu P450 w hepatocytach ludzkich [Okamoto, 1998] oraz

opOznia proces odroznicowania w hepatocytach szczurzych [Rojkind, 1995].

2.3.2 Kokultura hepatocyty — komoérki Browicza-Kupffera

Komérki Browicza-Kupffera (komoérki BK), osiadle makrofagi wystepujace
wewnatrz sinusoidow watroby, produkuja gtéwnie mediatory stanu zapalnego i reaktywne
formy tlenu, ale uwaza si¢ rowniez, ze sa w stanie produkowac czynniki wzrostu
i cytokiny, inicjujgce procesy naprawcze i regeneracj¢ watroby [Lemasters, 1995; Ju,
2002; Olthoff, 2002; Selzner, 2003]. Badania wptywu komoérek BK na hepatocyty
w warunkach in vitro wykazaty, ze: (1) poziom syntezy bialek w hepatocytach
w kokulturze z komérkami BK rosnie proporcjonalnie do liczby tych komorek, ale
w obecnosci lipopolisacharydu (LPS) obniza si¢ [West, 1986], (2) czynnikiem
aktywujagcym komorki BK do hamowania produkcji biatek przez hepatocyty jest
interleukina 2, IL-2 [Curran, 1988], (3) medium pochodzace z hodowli komorek BK
izolowanych z watroby po hepatektomii stymuluje synteze DNA w hepatocytach
[Katsumoto, 1989] oraz (4) obnizenie produkcji albuminy po uszkodzeniu watroby jest
odpowiedzig na cytokiny ostrej fazy produkowane przez komdrki BK [Kowalski-
Saunders, 1992].

Glownym celem prowadzenia kokultury hepatocytow z komoérkami BK jest
opracowanie modelu do badan hepatotoksycznosci i1 toksycznosci ogoélnoustrojowej
ksenobiotykow. Uzywanie monokultury hepatocytéw w testach toksycznosci lekow
pozwala jedynie na obserwacj¢ bezposredniego wptywu badanej substancji i/lub jej
metabolitow. Zastosowanie kokultury z komoérkami Browicza-Kupffera umozliwia
symulacje watrobowej odpowiedzi zapalnej na LPS, reakcji na ksenobiotyki oraz
interakcji ksenobiotyk-stan zapalny [Hoebe, 2000; Hoebe, 2001; Tukov, 2006; Doll,

2009; Fang, 2012]. Rosnace zapotrzebowanie na mozliwie zblizony do warunkéw
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panujacych w organizmie model do badania toksycznosci ksenobiotykdw jest
spowodowane niemozno$cia przetozenia wynikdw uzyskiwanych in vitro czy na
modelach zwierzgcych na faktyczne dziatanie tych substancji na cztowieka.
Niepowodzenia wynikaja z btgdnego zalozenia, ze wykorzystanie jedynie hepatocytéw
(lub ich zamiennikow, np. hepatocytow uniesmiertelnionych czy nowotworowych linii
komoérkowych) bedzie w stanie wlasciwie odwzorowal sytuacje panujaca in vivo.
Odpowiedz organizmu na ksenobiotyki jest wynikiem powigzan wystepujacych pomiedzy
komdrkami réznego typu — stad korzystanie z m.in. komérek Browicza-Kupffera do

wyzej wspomnianych badan [Edwards, 1993; Milosevic, 1999].

2.3.3 Kokultura hepatocyty — fibroblasty

Fibroblasty, komorki pochodzenia mezodermalnego, sa najliczniejszymi
komorkami tkanki tacznej. Sg zaangazowane w proces gojenia si¢ ran, produkuja biatka
macierzy zewnatrzkomérkowej ECM, w tym kolagen oraz produkuja czynniki wzrostu,
m.in. czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF) [Carrel, 1926; Stoker, 1987; Hiramatsu, 2005].
Jako komérki podtrzymujace (feeder layer) w hodowli hepatocytéw szczurzych uzywane
byly do tej pory fibroblasty mysie [Bhatia, 1998; Kidambi, 2007; Cho, 2008; Miyamoto,
2009; Cho, 2010], ludzkie [Michalopoulos, 1981; Strom, 1981] oraz linie komoérkowe,
np. NIH 3T3 [Kuri-Harcuch, 1989; Jurima-Romet, 1995; Leite, 2011]. Podczas tego typu
hodowli istotne jest pochodzenie fibroblastow (zarodek, napletek, skora), proporcja
wysiania fibroblastéw i hepatocytow [Lu, 2005; Cho, 2007; Samluk, 2013] oraz uktad
doswiadczalny — hepatocyty wysiane na warstwie fibroblastow 1 odwrotnie lub
hepatocyty wysiane jednoczesnie zfibroblastami [Strom, 1982; Cho, 2007; Samluk,
2013]. Uktady hodowalne stosowane w kokulturze hepatocytow z fibroblasatmi zostaly
przedstawione na Rysunku 2.5. Kokultura hepatocytéw z fibroblastami, zaréwno plaska
jak 1 przestrzenna, wplywa pozytywnie na produkcje albuminy i1 mocznika oraz
aktywnos$¢ cytochromu P450 [Takezawa, 1992; Kidambi, 2007; Nishikawa, 2008; Cho,
2010; Kobayashi, 2013; Tamai, 2013; Samluk, 2013].
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Rysunek 2.5. Uktady hodowlane stosowane w kokulturze hepatocytéw z fibroblastami.

2.3.4 Kokultura hepatocyty — komorki epitelialne

Komoérki epitelialne, w tym m.in. cholangiocyty, s3 jednym z typow komorek
uzywanych w kokulturach z hepatocytami. Wywodza si¢ one z hepatoblastoéw — komdrek
bipotentnych o fenotypie zblizonym do watrobowych komoérek macierzystych, ale
charakteryzujacych si¢ ekspresja niektorych izoform P450 (np. 3A7), wyzsza ekspresja
a-fetoproteiny (AFP) 1 albuminy (ALB). W =zaleznosci od tego, ktora $ciezka
przekazywania sygnatu jest aktywowana, moga si¢ one przeksztatci¢ w progenitory
hepatocytow (o fenotypie ALB+, CK19-) lub komérek drég zotciowych (o fenotypie
ALB-, CK19+) [Wauthier, 2008]. Tego rodzaju hodowle stosuje si¢ m.in. do badan nad
aktywnoscig cytochromu P450. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze ekspresja niektérych izoform
tego biatka w hepatocytach moze ulec obnizeniu w kokulturze (np. CYP2C6, CYP2EI),
co moze byé zwigzane z aktywno$cig czynnikdw transkrypcyjnych lub hormondw,
np. insuliny — dziatanie na CYP2El czy hormonu wzrostu — dzialanie na CYP2E6
[Lerche, 1997]. Kolejnym obszarem, w ktorym kokultura hepatocytow z komorkami
epitelialnymi znalazla zastosowanie s3 badania nad biatkami ostrej fazy. Niektorzy
autorzy wskazuja mozliwo$¢ obnizenia produkcji albuminy w hepatocytach po
zastosowaniu interleukiny 6 (IL-6) lub bakteryjnego lipopolisacharydu (LPS) [Conner,
1990; Peters, 2010]. Pozytywny wplyw komorek epitelialnych na hepatocyty przejawia
si¢ m.in. w: (1) utrzymaniu hepatocytdéw w stanie zroznicowanym (komorki izolowane ze
szczura przez okres 3 miesiecy [Perrone, 1998]), (2) zachowaniu specyficznych funkcji
(zdolnos¢ do produkcji albuminy w hepatocytach szczurzych [Sakai, 1996], produkcji

czynnikdw krzepnigcia, aktywnosci enzymow I i II fazy biotransformacji i zdolnosci
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komdrek do detoksyfikacji amoniaku w hepatocytach ludzkich [Auth, 2005]) oraz
(3) skroceniu czasu przyklejania si¢ hepatocytow mysich do podtoza [Takashi, 2007].

2.3.5 Kokultura hepatocyty — komorki endotelialne

Komorki endotelialne sinusoiddw stanowig okoto 20% komorek watroby
1 odgrywaja wazna rol¢ w fizjologii tego narzadu, m.in. s3 zaangazowane w wychwyt
thuszczy, a ich uszkodzenie moze by¢é powigzane z powstawaniem nowotworow
[LeCouter, 2003; Enomoto, 2004; Cogger, 2006]. Komorki te charakteryzuja si¢ udziatem
W przetwarzaniu réznych substancji in vivo, trudnoscig w utrzymaniu ich w hodowli oraz
niskim poziomem lub brakiem typowego dla komodrek endotelialnych markera CD31,
a linie komdrkowe wyprowadzone na ich podstawie nie wyksztalcaja pelnego fenotypu
in vitro |Braet, 1994; DeLeve, 2004; McCuskey, 2006]. Komorki sinusoidow moga by¢
zaangazowane w procesy regeneracji watroby — wzrost przeptywu krwi po hepatektomii
wplywa na komorki endotelialne, ktdre moga inicjowaé procesy zwigzane z podzialami
hepatocytdw. Zaktywowane komorki sinusoidéw wydzielaja cytokiny i czynniki wzrostu,
jak IL-6, HGF, tlenek azotu, ktére odgrywaja wazng rol¢ wpierwszym etapie regeneracji
watroby [Ping, 2006]. Wplywaja one rdwniez pozytywnie na zachowanie specyficznych
dla hepatocytow cech — produkcji albuminy 1 mocznika oraz detoksyfikacji
ksenobiotykdw [Zinchenko, 2006; Kang, 2013]. Kokultura komoérek sinusoidow
z hepatocytami wplywa réwniez pozytywnie na komoérki endotelialne przez wydtuzenie
czasu ekspresji wlasciwego dla nich fenotypu [Kim, 2010].

Druga grupg komoérek endotelialnych wykorzystywanych w  kokulturach
z hepatocytami sg komoérki pochodzace z zyty pepowinowej (ang. Human Umbilical Vein
Endothelial Cells, HUVEC), ktore sa czegsto stosowane jako model $rédbtonka.
W hodowli z hepatocytami ludzkimi, zaréwno w warunkach statycznych jak
1 dynamicznych, zwigkszaja one produkcje albuminy, mocznika oraz aktywnos¢
cytochromu P450 w poréwnaniu z monokulturg [Salerno, 2011; Shang, 2014]. Obecnos¢
komdérek HUVEC utrzymuje poziom ekspresji genéw w hodowli szczurzych
hepatocytdw, a produkcja biatek takich jak albumina czy transferyna zostaje nawet

zwigkszona [Takayama, 2007].
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2.3.6 Kokultura hepatocyty — komorki macierzyste

Mezenchymalne komdrki macierzyste (ang. Mesenchymal Stem Cells, MSCs) to
multipotentne komorki adherentne, ktére moga zosta¢ pozyskane m.in. z pepowiny,
tozyska, szpiku kostnego czy tkanki thuszczowej. Oprocz zaangazowania w procesy
regeneracji tkanek, w tym watroby, maja réwniez wlasciwosci antyapoptotyczne [Baksh,
2007; Parekkadan, 2007]. Kokultura bezposrednia ludzkich hepatocytow z ludzkimi
MSCs izolowanych z sznura pepowinowego dzialala pozytywnie na zywotnosc
i fizjologi¢ hepatocytéw, ale sam dodatek medium pohodowlanego pochodzacego
z komorek macierzystych nie wywoluje takiego efektu [Fitzpatrick, 2015]. Odmienne
wyniki — najwiekszy wptyw medium pohodowlanego na hepatocyty — otrzymano podczas
hodowli hepatocytow szczurzych z komoérkami pochodzacymi ze szczurzego szpiku
kostnego [Murakami, 2004; Ijima, 2008]. Inne badania wykazaly, ze czas przezycia
szczuréw, ktorym przeszczepiono enkapsulowane hepatocyty wraz z komoérkami
mezenchymalnymi pochodzacymi z tkanki tluszczowej, byl znacznie dluzszy niz po
przeszczepieniu samych hepatocytow, a ich parametry biochemiczne — poziom
aminotransferazy alaninowej (ALT), aminotransferazy asparaginowej (AST) 1 bilirubiny —

lepsze [Zhang, 2014]. Podobne wyniki uzyskano na modelu mysim [Takeda, 2005].

2.3.7 Kokultura hepatocyty — komorki wysp trzustkowych

Komorki wysp trzustkowych produkuja wiele substancji czynnych — insulina,
glukagon, somatostatyna, HGF — potencjalnie mogacych pozytywnie wptywaé na
hepatocyty [Tasaka, 1989; Vonen, 1989], a dodatek wysp podczas przeszczepu zwicksza
szanse na jego sukces oraz zapobiega zwldknieniu tkanki [Ricordi, 1989; Ricordi, 1991].
Podczas hodowli hepatocytéw z komdrkami wysp trzustkowych dochodzi zaréwno do
zwigkszenia ich liczby jak 1 zwigkszenia produkcji albuminy w przeliczeniu na komorke.
W tym przypadku dowiedziono, ze wigksze znaczenie majg substancje wydzielane do
medium hodowlanego przez komorki podtrzymujace niz oddziatywania heterotypowe
pomiedzy dwoma typami komorek [Juang, 1998; Kaufmann, 1999]. Podobne wyniki
uzyskano badajac zywotno$¢, produkcje albuminy oraz p6zng i wczesng apoptoze
w hepatocytach mysich hodowanych z mysimi komoérkami wysp trzustkowych

oddzielonych od siebie membrang [Kuo, 2011].
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2.4. Hodowla komodrek watrobowych — podloza

Poczawszy od lat 50. ubieglego wieku zwracano uwage na roznice wystepujace
migdzy komdrkami w organizmie a tymi rosngcymi na szkle czy na polistyrenie
[Leighton, 1951], a w latach 80. zaczgly pojawiac sie¢ artykuly traktujace o istotnym
wptywie podtoza na polarnosci i zachowanie funkcji w hepatocytach [Chambard, 1981;
Chen, 1985; Dich, 1988]. W skfad tkanek budujacych organizm zwierzecy, oprécz
komorek, zalicza si¢ rowniez macierz zewnatrzkomorkowa (ECM), ktéra jest wytworem
tychze komodrek oraz zapewnia im wlasciwe mikrosrodowisko (rozmieszczenie
przestrzenne) i1 oddziatywania migedzykomdrkowe. W zaleznosci od rodzaju tkanki
1 stadium jej rozwoju, rola ECM jest mniej lub bardziej znaczaca, ale mozna wyrdznicé
kilka wspolnych funkcji, jakie petlni: podtrzymywanie komorek, oddzielanie réznych
tkanek i regulowanie przeptywu informacji migdzy komérkami. W sktad ECM wchodza
m.in. kolageny, proteoglikany, cukry ztozone, elastyna, fibronektyna, laminina, integryny,
ale takze czynniki wzrostu, cytokiny 1 chemokiny, a ich zawarto$¢, gtéwnie kolagenow
1 elastyny, ma wptyw na takie wlasciwosci jak sztywno$¢ i1 elastycznos¢ tkanki (Rysunek
2.6). Wiasciwosci te, poza zroznicowaniem tkanek na miekkie — nerwowa i twarde —
kosci, maja znaczenie w ekspresji genow, proliferacji, roznicowaniu i migracji komorek.
Macierz zewnatrzkomérkowa odgrywa duza rolg podczas wzrostu, gojenia ran
1 widknienia tkanek, a jej sktadniki najintensywniej produkujg komorki tkanki tagcznej —
fibroblasty, chondrocyty i osteoblasty [Bosman, 2003; Badylak, 2007; Hynes, 2009;
Rozario, 2010].

Macierz zewnatrzkomérkowa watroby zawiera znaczne ilosci proteoglikandéw
1 kolagenu typu I, co zwigksza jej opor na sciskanie. Odpowiedz komorek na ECM jest
regulowana przez receptory znajdujace si¢ na powierzchni komodrek, np. receptor dla
galaktozy na hepatocytach przekazuje sygnaty do cytoplazmy i jadra komdrkowego [Dini,
1987]. Mozliwos¢ zapewnienia komérkom srodowiska zblizonego do tego panujacego
w organizmie sktonita do badan nad wykorzystaniem w hodowlach hepatocytéw ECM,
poszczegolnych  jej sktadnikéw, syntetycznych zamiennikéw oraz rusztowan
pochodzacych z decelularyzowanej tkanki. Zastosowanie takich rozwigzan wymusza
cze¢sto hodowle trdjwymiarowa, co dodatkowo imituje stan in vivo. Metoda rozwijang
przez ostatnie kilkanascie lat jest hodowla hepatocytéw w przeptywie, czyli umieszczenie
komorek w bioreaktorze, w ktorym medium hodowlane z niewielkg predkoscia przeptywa

ciggle przez komorki. Gléwnym zatozeniem tego rodzaju hodowli jest odtworzenie
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warunkéw panujacych w organizmie — krazenia krwi w tkance watrobowej, co ma

zmobilizowaé hepatocyty do zachowania polarnosci.

MACIERZ
ZEWNATRZKOMORKOWA
(ECM)

BLONA

CYTO- ,
SZKIELET KOMORKOWA

filamenty aktynowe

-

Rysunek 2.6. Mikrosrodowisko komorkowe z uwzglednieniem sktadnikéw macierzy
zewnatrzkomorkowej (na podstawie http://jonlieffmd.com/blog/extra-cellular-matrix-is-
critical-to-neuroplasticity).

2.4.1 Podloza naturalne

Do podiéz naturalnych zaliczane sg substancje izolowane z tkanki watrobowej —
gléwnie kolageny i fibronektyna. Ze wzgledu na swoje pochodzenie wydaja si¢ by¢
naturalnym wyborem do hodowli hepatocytow.

2.4.1.1 Kolageny

Rodzina biatek kolagenowych jest jedng z podstawowych budujacych organizm
zwierzeey (kregowcow) i1 stanowi 20-30% catkowitej masy biatek. Najwiecej kolagenu
wystepuje w skorze (ok. potowa calkowitej masy kolagenu), a jego gldwnym
producentem sg fibroblasty [Myllyharju, 2004]. Do rodziny biatek kolagenowych
zaliczaja si¢ czasteczki zlozone z trzech tancuchow alfa — identycznych lub nie i majace
zdolnos¢ do formowania sieci makroczasteczkowej. Charakterystyczne w budowie
kolagenu jest uktad aminokwaséw Gly-X-Y, gdzie X to najczesciej prolina, a Y —
hydroksyprolina. Do tej pory zidentyfikowano 28 typdéw kolagenu u kregowcow, a wiele
innych biatek zawiera tzw. domeny kolagenowe [Kadler, 2007]. Na podstawie struktury,
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jaka przyjmuja czasteczki kolagenu, mozna wyrézni¢: (1) kolagen widkienkowy, do
ktorego zalicza si¢ typ I, 1L, Il 1 V, (2) kolagen niewldkienkowy, do ktorego zalicza si¢
typ VI 1 IX oraz (3) kolagen IV tworzacy blone podstawng (Tabela 2.1). Najbardziej
rozpowszechnionym w organizmie jest kolagen typu I [Ricard-Blum, 2011; Shoulders,

2009].

Tabela 2.1. Wybrane typy kolagenow — podziat ze wzgledu na strukture (na podstawie
The Collagen Family, Ricard-Blum, 2011).

Typ Budowa Lokalizacja
I (widkienkowy) 2 tancuchy al + 1 tancuch a2 skora, S$ciegna, kosci, wiezadla,
zgbina
1T (wldkienkowy) 3 tancuchy al chrzastka, ciato szkliste
11 (wldkienkowy) 3 tancuchy al skéra, migsnie, naczynia krwionosne
v 2 tancuchy al + 1 tancuch a2 btona podstawna
V (wtokienkowy) 3 tancuchy al podobnie jak typ 1
VI (niewtdkienkowy) | 1 tancuch al + 1 tancuch a2 + 1 | wigkszos¢ tkanek migkkich
tancuch o3
IX (niewtdkienkowy) | 2 tancuchy al + 1 tancuch a2 chrzastka, ciato szkliste

Kolageny s3 zaangazowane w wiele procesow: podtrzymywanie, przyleganie
1migracja komorek, nowotworzenie, angiogeneza, morfogeneza, odbudowa tkanek,
filtracja na poziomie molekularnym [Gelse, 2003]. Sposoby oddziatywania kolagendw na
komorek przedstawione zostaly na Rysunku 2.7.

Pierwsze doniesienia dotyczace wykorzystania zelu utworzonego z kolagenu
typul jako podloza w hodowli hepatocytow pochodza z lat 70. ubieglego wieku
[Michalopoulos, 1975]. Sposéb ten uzywany jest do tej pory i wspomaga m.in.
metabolizm 1 aktywno$¢ transportowa w swiezo izolowanych hepatocytach przez okres
kilku dni [Rippin, 2001; Ulvestad, 2011]. Kolagen w formie wtokienkowej hamuje wzrost
wielu typéw komorek, w tym réwniez hepatocytow, a w formie monomerow stymuluje
cykl komoérkowy [Hansen, 1999]. Zwigksza on jednak ich przezywalnos¢ i1 zachowuje
zréznicowany fenotyp [Ben-Ze’ev, 1988]. Struktura kolagenu jest powigzana
z przekazywaniem sygnalu przez EGF w hepatocytach — kolagen spolimeryzowany
blokuje synteze DNA przez zmiang w fosforylacji receptora dla EGF, a przez to
hamowanie przejscia fazy cyklu G1-S [Fassett, 2003; Fassett, 2006].
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Rysunek 2.7. Podstawowe funkcje kolagenu w organizmie (na podstawie Cellular and
molecular mechanisms of thoracic aortic aneurysms, EI-Hamamsy, 2009).

Kolejng modyfikacja z uzyciem kolagenu jest tzw. kanapka kolagenowa, czyli
umieszczenie hepatocytow pomiedzy dwoma warstwami kolagenu, co ma zapewnid
srodowisko zblizone do warunkéw in vivo. Hepatocyty mysie w kanapce kolagenowej
charakteryzuja si¢ wyrazniej zaznaczonymi granicami pomi¢dzy komoérkami oraz
formowaniem bile canaliculi [Choi, 2013]. Ten typ hodowli pozwolit rowniez na
zwigkszenie zywotnosci, zachowanie polarnosci komorek oraz specyficznych dla nich
funkcji w poréwnaniu do jednej warstwy kolagenu [Dunn, 1991; Liu, 1999]. Ponadto
w hodowli hepatocytow w kanapce kolagenowej, zwickszone zostalo wydzielanie
mocznika, aktywnos$¢ réznych izoform cytochromu P450, uktad filamentéw aktynowych
przypominal ten wystepujacy w warunkach in vivo, formowaly si¢ struktury bile
canaliculi, a poziom ekspresji biatek transportowych byt zblizony do tego wystepujacego
w organizmie [LeCluyse, 1994; Turncliff, 2006; Swift, 2010; Yin, 2012; Shaefer, 2012].
Kanapke kolagenowa, ze wzgledu na pozytywny wplyw na aktywnos$¢ enzymow 1 1 11
fazy biotransformacji oraz produkcje bialek transportowych, stosuje si¢ m.in. w badaniach
nad cytotoksycznosciag ksenobiotykéw 1 ich wplywem na wydzielanie kwasow
zotciowych na poziomie hepatocytéw [Richert, 2002; Richert, 2009; De Bruyn, 2013].
Analiza mikromacierzowa ekspresji genow specyficznych dla watroby (tj. metabolizm
cholesterolu, kwaséw ttuszczowych, alkoholu i weglowodandéw, produkcja mocznika,
detoksyfikacja ksenobiotykdw) wykazata znacznie wyzszy poziom ekspresji

w hepatocytach szczurzych hodowanych w kanapce kolagenowej niz w hepatocytach
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hodowanych na warstwie Zzelu kolagenowego [Kim, 2010]. Wykorzystanie kolagenu
w formie zelu lub kanapki kolagenowej w hodowli §winskich hepatocytoéw poprawito
parametry watrobowe, takie jak synteza albuminy, zawartos¢ AST i produkcja mocznika,
po krioprezerwacji w porownaniu do komorek kontrolnych [Liu, 2004]. Poroéwnanie
morfologii hepatocytow hodowanych na réznych podtozach zostato przedstawione na

Rysunku 2.8.

Rysunek 2.8. Porownanie morfologii hepatocytéw hodowanych na réznych podtozach
kolagenowych. A — hepatocyty szczurze w zelu kolagenowym po 24 godzinach,
B — hepatocyty szczurze w zelu kolagenowym po 72 godzinach, C — hepatocyty swinskie
na zelu kolagenowym po 4 godzinach, D — hepatocyty §winskie w kanapce kolagenowe;j
po 5 dniach hodowli. Powigkszenie 200x (na podstawie Primary hepatocyte culture in
collagen gel mixture and collagen sandwich, Wang, 2004).

Dzialanie  kolagenu moze zosta¢ wzmocnione przez odpowiednie
suplementowanie medium hodowlanego. Praca Jasmunda i wsp. pokazata, ze wystepuje
zalezno$¢ migdzy rodzajem medium hodowlanego — Medium Williamsa i1 SF-3,
arodzajem uzytego podloza — kolagen lub kolagen z dodatkiem innych biatek ECM
[Jasmund, 2007]. Stosowane s3 roéwniez mieszaniny kolagenu z innymi substancjami
wspomagajacymi funkcjonowanie hepatocytow, np. dodatek heparyny lub karagenu typu
lambda znaczenie przedtuzat okres produkcji albuminy przez szczurze hepatocyty in vitro
(odpowiednio 4 1 5 tygodni w porownaniu do 1 tygodnia w kontroli, jaka byl
niemodyfikowany zel kolagenowy). Nie obserwowano takich zmian w przypadku

suplementowania medium hodowlanego tymi substancjami [Lin, 1997].
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2.4.1.2 Inne bialka macierzy zewnatrzkomorkowej (Matrigel®, fibronektyna)

Matrigel® — nazwa handlowa produktu firmy Corning Life Sciences — to
mieszanina bialek pozyskiwanych z mysiego mig¢saka. Miala ona zastgpi¢ kolagen typu I
jako substrat stosowany w celu zwigkszenia adhezji komoérek w warunkach in vitro, a jej
glownymi sktadnikami sa laminina, kolagen typu IV 1 proteoglikany. Oddziatywania
pomiedzy sktadnikami Matrigelu® a hepatocytami szczurzymi wplywaly na ksztalt
komorek i jadra komorkowego oraz na struktur¢ chromatyny [Schuetz, 1988]. Badania
Liu i wspotpracownikéw na hepatocytach szczurzych, dotyczace wptywu réznego rodzaju
podiéz na ekspresje enzymu II fazy biotransformacji — sulfotransferazy, wykazaty
najwicksza indukcje tego enzymu podczas hodowli na Matrigelu® w poréwnaniu do
kolagenu, kanapki kolagenowej i kokultury z komorkami epitelialnymi. Morfologia
komoérek zostala zachowana przez okres 4 dni [Liu, 1996]. Podobne wyniki uzyskano
podczas indukcji fenobarbitalem cytochromu P450 (doktadniej biatek P450-b 1 P450-¢) —
poziom mRNA w komérkach hodowanych na Matrigelu® byt zblizony do wystepujacego
w tak samo traktowanej watrobie szczurzej. Hepatocyty na podlozu z kolagenu typu I
produkowaty ilosci cytochromu niemozliwe do detekcji [Schuetz, 1988]. Roéwniez
hodowla ludzkich hepatocytow z uzyciem Matrigelu® charakteryzowata si¢ wyzszym
poziomem ekspresji gendéw kodujacych biatka biorace udziat w biotransformacji
ksenobiotykdw — zarowno przed jak i po indukcji [Gross-Steinmeyer, 2005]. Co ciekawe,
interakcja komoérka-komoérka w hodowli hepatocytéw na Matrigelu® nie jest istotna do
zachowania funkcji specyficznych dla tego rodzaju komdrek. W przeciwienstwie do
hepatocytow hodowanych w kanapce kolagenowej, ktére wymagaly wysokiej gestosci
wysiania 1 formowania agregatéw, aby spowolni¢ proces odrdznicowania, hepatocytom
na Matrigelu® wystarczalo bogactwo skladnikow, jakie zapewniala macierz [Moghe,
1997]. Poréwnanie morfologii hepatocytow szczurzych hodowanych w kanapce
kolagenowej i na podtozu z Matrigelu® przedstawiono na Rysunku 2.9.

Potwierdzony zostal réwniez wpltyw Matrigelu® jako podloza na zwickszenie
produkcji charakterystycznych dla hepatocytow biatek m.in. albuminy [Ben-Ze’ev, 1988;
Matsushita, 1994] oraz na obnizenie ekspresji biatek cytoszkieletu, czyli markerdéw
odréznicowania — aktyny, tubuliny, wimentyny [Harris, 2004]. Réwniez ekspresja
czynnikow transkrypcyjnych, w tym HNFla (ang. Hepatocyte Nuclear Factor la),
HNF1B, HNF3y, HNF4a, HNF6, jest podwyzszona w hepatocytach hodowanych na

Matrigelu® w poréwnaniu do tych hodowanych w kanapce kolagenowej [Borlak, 2015].
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Rysunek 2.9. Poréwnanie morfologii hepatocytéw szczurzych hodowanych w kanapce
kolagenowej i na podlozu z Matrigelu®. Zdjecia wykonywane byly po wysianiu komérek
(CO, MO) oraz w 3 (C3, M3), 5 (C5, M5), 9 (C9, M9) 1 12 (C12, M12) dniu hodowli.
Powigkszenie 200x (na podstawie Regulation of liver enriched transcription factors in rat
hepatocytes cultures on collagen and EHS sarcoma matrices, Borlak, 2015).

Fibronektyna jest glikoproteing ztozona z dwoch podjednostek o masie
ok. 250 kDa, na ktore sktadaja si¢ 3 rézne moduty aminokwasowe o roznej dtugosci, a ich
uktad jest wynikiem alternatywnego splicingu mRNA [Schwarzbauer, 1991].
W organizmie wystepuje w dwdch podstawowych formach: fibronektyny osoczowej —
rozpuszczalnego dimeru produkowanego przez hepatocyty 1 krazacego w  krwi
i fibronektyny komoérkowej — dimeru (lub jego wielokrotnosci) produkowanego m.in.
przez fibroblasty i komorki epitelialne 1 odktadanego w formie wtokien w ECM [Tamkun,
1984; Kornblihtt, 1996]. Fibronektyna odgrywa role w adhezji, proliferacji, réznicowaniu
1 migracji komorek, co jest istotne w takich procesach jak embriogeneza, naprawa tkanek
czy podczas przekazywania sygnatu [Miyamoto, 1998; Magnusson, 1998; Ruoslathi,
1999; Ghosh, 2006]. Podczas regeneracji watroby poziom mRNA fibronektyny zwigksza
si¢ kilkukrotnie [Caputi, 1995]. W hodowli utatwia przyczepianie si¢ i rozptaszczanie
hepatocytow szczurzych [Blaauboer, 1979] oraz promuje zalezng od EGF syntez¢ DNA
[Sawada, 1986]. Morfologia hepatocytow szczurzych hodowanych z dodatkiem
fibronektyny zostala przedstawiona na Rysunku 2.10.A. Badania przeprowadzone na
myszach z inaktywowanym genem fibronektyny wykazaty, ze jej brak indukuje apoptoze
w hepatocytach przez obnizenie poziomu biatka Bcl-xL. Ponadto hepatocyty hodowane
na podtozu z fibronektyny byly lepiej chronione przed niekorzystnym wplywem
reaktywnych form tlenu niz te, ktére rosty na kolagenie typu I [Moriya, 2012].
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Fibronektyna w hodowli wspiera formowanie struktur imitujacych organizacje watroby
oraz pozytywnie oddzialuje na poziom ekspresji charakterystycznych dla hepatocytow
genow — albuminy 1 a-fetoproteiny, co jest zwigzane z nadekspresja HNF4 [Sanchez,
2000]. Praca Jasmunda iwsp. z 2007 r. rowniez wykazala pozytywny wplyw
fibronektyny na produkcj¢ albuminy w hepatocytach ludzkich (Rysunek 2.10.B)

W roku 2000 Hodgkinson 1 wsp. opublikowali dane dotyczace niekorzystnego
wptywu fibronektyny na hepatocyty. Jej obecnosé przyspiesza degradacje mRNA (przez
indukcje rybonukleazy) izoformy cytochromu P450 — CYP2C11 1 dysmutazy
ponadtlenkowej zawierajacej miedz i cynk (ang. SuperOxide Dismutase, CuZnSOD). Jest
to skorelowane z rozptaszczaniem si¢ komorki, ale badania wykazaty, ze rearanzacja

cytoszkieletu jedynie zapoczatkowuje ten proces [Hodgkinson, 2000].
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Rysunek 2.10. Wplyw fibronektyny na hepatocyty. A — morfologia hepatocytéw
szczurzych na podlozu z fibronektyny (na podstawie Substrate adhesion of rat
hepatocytes: a comparision of laminie and fibronectin as attachment protiens, Johansson,
1981). B — pozytywny wptyw fibronektyny (jasnoniebieska linia SF-3 (FN)) na produkcje
albuminy w hepatocytach ludzkich (na podstawie The influence of medium composition

and matrix on long-term cultivation of primary porcine and human hepatocytes, Jasmund,
2007).

2.4.2 Podloza sztuczne

Biomaterialy, w przeciwienstwie do macierzy zewnatrzkomodrkowej, nie maja tak
skomplikowanej budowy 1 skladu chemicznego, co znacznie uposledza ich role
w przekazywaniu sygnaldéw miedzy komodrkami. Ich gléwnym zadaniem jest
podtrzymywanie komdrek i tworzenie Srodowiska zblizonego do warunkéw in vivo.
W tym celu stosuje si¢ dodatkowe modyfikacje biomateriatow przy uzyciu peptydow
sygnatowych lub czynnikéw wzrostu. Jako biomaterialty wykorzystywane sa polimery
naturalne, np. alginian, zelatyna, chitozan i sztuczne, np. polistyren, polilizyna,
polieterosulfon. Polimery naturalne maja wlasciwosci mechaniczne zblizone do tkanek
ludzkich i sg biodegradowalne, ale ich sktad moze by¢ zmienny, a ich trwatos$¢ jest

ograniczona. Polimery sztuczne z kolei moga by¢ wytwarzane na skalg przemyslowa,
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a ich parametry mechaniczne, okres degradacji czy wielko$¢ poréw moga by¢ z tatwoscia
kontrolowane na etapie produkcji [Rosso, 2005; Ananthanarayanan, 2011].

Alginiany to naturalnie wystgpujace polimery anionowe pozyskiwane
z wodorostow morskich (brazowych alg, np. Laminaria hyperborea, Laminaria digitata,
Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera). Ze wzgledu na
biozgodnos¢, niewielka toksyczno$¢, niskag cen¢ i zdolnos¢ do formowania zelu
w obecnosci jonéw dwuwartosciowych, np. Ca®’, znalazly one szerokie zastosowanie
w aplikacjach biomedycznych — ulatwiaja gojenie ran, s3 nosnikami substancji
biologicznie czynnych i wykorzystywane sg podczas przeszczepodw komorkowych
[Langer, 1993; Wee, 1998; Lee, 2001].

Zarowno w przypadku linii komérkowych (HepG2, HHY41) jak i hepatocytow
izolowanych ze szczura hodowla w kulkach alginianowych lub na podlozu z alginianu
pozwalata na utrzymanie funkcji watrobowych — synteza biatek, w tym albuminy,
aktywnos$¢ cytochromu P450, produkcja mocznika [Glicklis, 2000; Khalil, 2001; Nayak,
2014]. Prowadzone byty rdwniez badania dotyczace optymalizacji tego typu hodowli pod
katem badan cytotoksycznosci [Ringel, 2005]. Kulki alginianowe utatwiaja réwniez
zachowanie funkcji po krioprezerwacji hepatocytoéw szczurzych i ludzkich [Guyomard,
1996]. Prowadzone byly takze badania nad optymalizacja hepatocytow ludzkich
w kulkach alginianowych do przeszczepu w ramach terapii komdrkowej [Jitraruch, 2014].

Chitozanem okresla si¢ grupe polimeréw biokompatybilnych
1 biodegradowalnych, pochodnych chityny, o réznej masie czasteczkowej, lepkosci
istopniu deacetylacji, ktéry waha si¢ miedzy 40 a 98%. Dzigki obecnosci grup
aminowych jest podatny na rézne modyfikacje. Charakteryzuje si¢ wysoka reaktywnoscia
chemiczng, przytacza si¢ do ujemnie natadowanych powierzchni oraz chelatuje jony
metali. Chitozan znalazt szerokie zastosowanie m.in. w przemysle farmaceutycznym i jest
wykorzystywany w transporcie lekow (ze szczegdlnym uwzglednieniem kontrolowanego
uwalniania substancji czynnej), w tym transporcie peptydow oraz zwigkszaniu stopnia
absorpcji lekow hydrofilowych (dotyczy drogi pokarmowej i wziewnej). Ponadto
uzywany jest do wprowadzania DNA do komorek eukariotycznych, jako materiat
budujacy sztuczng skoére oraz jako substancja o dziataniu przeciwbakteryjnym [Kumar,
2000; Singla, 2001; Rinaudo 2006]. Chitozan jest wykorzystywany do hodowli
hepatocytow ze wzgledu na swoja budowe przypominajaca  strukturg

glikozaminoglikanow (GAG) w watrobie [Kawase, 1997].
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Podtoze z chitozanu w formie gabki sprzyja adhezji hepatocytow szczurzych, ich
wzrostowi, produkcji albuminy i mocznika — efekt ten byt zwigkszony w obecnosci
fruktozy [Li, 2003] lub alginianu [Li, 2003]. Dobre efekty uzyskuje si¢ przy zastosowaniu
chitozanu z dodatkiem galaktozy, ktéra jest rozpoznawana przez receptor ASGR
(ang. ASialoGlycoprotein Receptor) na hepatocytach, przez co zwigksza dodatkowo
wigzanie komorek do podloza — 69,1% komoérek po 2 godzinach na podlozu
niemodyfikowanym i 94,1% komdrek po 2 godzinach na podtozu z dodatkiem galaktozy
[Park, 2003]. Ponadto zwigkszona zostaje produkcja albuminy, mocznika i aktywnos$¢
cytochromu P450 [Feng, 2009]. Rodzaj dodatkow wykorzystywanych w przygotowaniu
podioza moze by¢ zalezny od pochodzenia komorek. Badania przeprowadzone przez
Elgin 1 wsp. w 1998 r. pokazaly, ze hepatocyty szczurze funkcjonuja lepiej na podtozu
chitozan + kolagen, a hepatocyty §winskie na podtozu chitozan + albumina + Zelatyna
[Elgin, 1998]. Chitozan z dodatkiem polilaktydu zastosowano przy przeszczepianiu
hepatocytow swinskich szczurom z ostrg niewydolnoscig watroby — zachowana zostata
produkcja albuminy, mocznika i biatka Ki67, ktdére jest markerem proliferacji komoérek
[Chen, 2011]. Poprawe funkcji watrobowych — produkcja albuminy i mocznika oraz
zwigkszenie proliferacji uzyskano réwniez w komoérkach linii L-02 hodowanych na
podtozu chitozan + zelatyna [Wu, 2011].

Najczesciej stosowanym podlozem do hodowli komorek adherentnych jest
polistyren. Ten biokompatybilny material nie zapewnia jednak odpowiednich warunkéw
do funkcjonowania hepatocytow in vitro, stad modyfikacje z uzyciem peptydow
adhezyjnych lub ligandéw cukrowych. Peptyd RGD (arginina-glicyna-kwas
asparaginowy) stymuluje adhezje komorek, poniewaz jest to najmniejsza domena
wiekszosci biatek ECM, w tym kolagenu 1 fibronektyny [Hersel, 2003]. Hepatocyty
hodowane na podtozu z dodatkiem peptydu RGD wykazuja wigkszg produkcje albuminy
1 mocznika oraz wicksza aktywnos$¢ cytochromu P450 [De Bartolo, 2005; Ijima, 2005].
Przyktady morfologii hepatocytéw szczurzych hodowanych na polistyrenie i polistyrenie

zmodyfikowanym peptydem RGD przedstawione zostaty na Rysunku 2.11.
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Rysunek 2.11. Poréwnanie morfologii hepatocytow szczurzych na polistyrenie
(A) i polistyrenie zmodyfikowanym peptydem RGD (B) po 2 dniach hodowli (na
podstawie Promotion of Monolayer Formation and High Expression of Ammonia
Metabolism of Primary Rat Hepatocytes on Arginine-Glycine-Aspartic Acid-Containing
Peptide-Coated Polystyrene Dish, Ijima, 2005).

Modyfikacja polistyrenu przy uzyciu ligandéw cukrowych zwigksza mozliwos¢
polaczenia si¢ komodrek z podlozem przez obecno$¢ na hepatocytach odpowiednich
receptorow. Dodatek galaktozy promuje formowanie agregatow z hepatocytow
szczurzych 1 ogranicza proliferacj¢ komorek nieparenchymalnych watroby [Yura, 2009].
Modyfikacja przy uzyciu laktozy spowalnia utrate funkcji watrobowych (produkcja
albuminy, aktywnos¢ cytochromu P450) w hepatocytach szczurzych [Gutsche, 1996].

Polimery sztuczne w hodowli hepatocytéw szczurzych moga imitowaé
wlasciwosci chemiczne, mechaniczne i strukture ECM lub jego sktadnikow i w ten
sposdb zwigksza¢ adhezje¢ 1 rozplaszczanie komoérek do tego stopnia, ze zmniejszona
zostaje synteza albuminy 1 mocznika — istnieje zalezno$¢ migdzy stopniem przyklejenia
hepatocytow do podloza a ich wydajnoscia produkcyjng [Bettinger, 2009].
Wykorzystywane sga rowniez podtoza mieszane, np. hepatocyty ludzkie hodowane byly na
podtozu z kolagenu i kopolimeru glikolidu z laktydem. Na podlozu tym zachowana byta
najwigksza produkcja albuminy i mocznika przez okres prawie 2 tygodni [Li, 2006]. Na
bazie polimerdw sztucznych powstala rowniez syntetyczna kanapka, zawierajaca
hepatocyty szczurze. Warstwa dolna skfadala si¢ z polietylenu tereftalanu (PET)
z dodatkiem galaktozy, warstwa gérna z PET z dodatkiem peptydu GRGDS (glicyna-
arginina-glicyna-kwas asparaginowy-seryna). Hepatocyty w takich warunkach zachowaty
polarno$é, zwigkszyla si¢ liczba interakcji komorka-komodrka oraz diuzej utrzymat sie
stan zroznicowania (w poréwnaniu do monowarstwy na kolagenie). Zwigkszona zostalta
wymiana substancji  odzywczych, metabolitow, ksenobiotykow 1  sygnatow

biochemicznych. Ponadto mozna zyska¢ wieksza kontrole nad transportem, wybierajac
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membrany o dowolnej wielkosci (0,1 — 10 pm) i gestosci (10° — 10%/cm?) poréw oraz
otrzymac¢ bardziej jednorodng populacje, dzigki utrzymaniu stabilnych warunkéw wzrostu

[Du, 2008].

2.4.3 Hodowle tréjwymiarowe

Hodowle 3-wymiarowe (3D) uwaza si¢ za najbardziej przypominajace srodowisko
in vivo, a wigc 1 za takie, ktore zapewniaja charakterystyczny dla hepatocytéw fenotyp.
Widoczne jest to zwtaszcza w przypadku linii komorkowych, ktére z roznych powodow
maja uposledzong produkcije niektorych biatek, np. enzymdéw cyklu mocznikowego lub
obnizong zdolnos¢ biotransformacji. Komorki te, hodowane w 3D, charakteryzuja si¢
zmieniong ekspresja gendw — bardziej zblizong do watrobowej, przez co moga byc
odpowiednim modelem, np. do badan cytotoksycznosci. Izolowane hepatocyty, dzieki
zapewnieniu oddzialywan komorka-komorka 1 polaryzacji, utrzymuja swoje funkcje
dluzej 1 moga by¢ wykorzystane w przeszczepach 1 w systemach podtrzymujacych
watrobe [Landry, 1985; Koide, 1989; Wu, 1999; Nahmias, 2007; Pampaloni, 2009; [jima,
2010].

Hepatocyty mysie w podtozu 3D z kolagenu typu I charakteryzuja si¢ zwigkszona
produkcja glukozy [Wen, 2009], a mysia linia komérkowa mhAT3F w podlozu 3D
z Matrigelu® produkuje wiecej albuminy i bilirubiny niz komorki kontrolne na podlozu
z kolagenu [Haouzi, 2005]. Hepatocyty szczurze w podiozu 3D z kolagenu typu I
syntetyzuja wigcej albuminy 1 mocznika oraz wykazuja wigkszg aktywno$é
cytochromu P450 [Gomez-Lechon, 1998]. Podobne wyniki uzyskano w hodowli na gabce
alginianowej [Glicklis, 2000] 1 w siatce drukowanej z zelatyny wymieszanej z komdrkami
[Wang, 2006]. Hepatocyty ludzkie hodowane zaréwno w podiozu 3D z Matrigelu®
(komorki linii QSG-7701) jak 1 na specjalnie przygotowanych ptytkach ze szklanym
dnem (komorki mrozone) produkowaly wigcej albuminy 1 bilirubiny oraz miaty wyzsza
aktywno$¢ cytochromu P450 niz kontrola rosngca w hodowli ptaskiej [Zhang, 2010;
Nishimura, 2010; Nishimura, 2011].

2.4.4 Decelularyzowana watroba
Podloza do hodowli komoérek sktadajace si¢ z tkanki pozbawionej komorek sa
jednym z bardziej atrakcyjnych sposobow uzyskiwania macierzy zewnatrzkomorkowej do

trojwymiarowych hodowli. Dzigki zachowaniu struktury tkanki i domen wigzacych si¢
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z komorkami stanowig one idealne srodowisko dla wzrostu hepatocytow, ich migracji
1 podzialéw [Ren, 2013; Wang, 2014; Hussein, 2015). Metoda decelularyzowania tkanki
watrobowej opiera si¢ na wyptukaniu krwi, rozpuszczeniu komorek przy uzyciu
detergentu, np. SDS (ang. Sodium Dodecyl Sulfate) oraz oczyszczeniu tak przygotowanej
tkanki przy uzyciu neutralnego buforu, np. PBS. W zaleznosci od wielkosci zwierzecia,
atym samym wielkosci watroby, oraz oczekiwanego efektu koncowego sa stosowane
r6zne modyfikacje przedstawionej metody decelularyzacji [Baptista, 2011; Barakat, 2012;
Nakumara, 2013]. W pozbawionej komodrek watrobie pozostaja sktadniki ECM — biatka
fibronektyna, laminina, kolagen typ I, Il 1 IV [Mattei, 2014; Pan, 2014; Biihler 2015].
Przyktadowy schemat przygotowania decelularyzowanej watroby $winskiej zostat
przedstawiony na Rysunku 2.12. Hepatocyty umieszczone w decelularyzowanej watrobie
podejmuja swoje podstawowe funkcje — produkcja albuminy i mocznika oraz
biotransformacja ksenobiotykow przy pomocy cytochromu P450, np.: hepatocyty
szczurze w szczurze] watrobie [Uygun, 2011], komorki linii HepG2 w szczurzej watrobie
[Pan, 2014] oraz hepatocyty szczurze w $winskiej watrobie [Wu, 2015]. Tak
przygotowany material, w ktorym obserwuje si¢ podjecie funkcji przez hepatocyty, moze
zostac przeszczepiony [Uygun, 2010].

Rysunek 2.12. Etapy przygotowywania decelularyzowanej watroby $winskiej. A — po
phukaniu PBS, B — po 12 godzinach perfuzji 1% roztworem SDS, C — po 24 godzinach
perfuzji 1% roztworem SDS, D — barwienie hematoksyling/eozyng watroby przed
decelularyzacja, E, F — barwienie hematoksylina/eozyng watroby po decelularyzacji (na
podstawie Controlled processing of a full-sized porcine liver to a decellularized matrix in
24 h, Biihler, 2015).
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2.4.5 Hodowle w przeplywie

Dynamiczna hodowla hepatocytdéw pozwala na zachowanie zaréwno cech
strukturalnych jak i1 biologicznych. W warunkach in vivo jest to wynikiem oddzialywan
komorka-komoérka, hydrodynamiki ptyndéw (krwi) oraz fizykochemicznego gradientu
tlenu 1 substancji zawartych w osoczu. Rozwigzania zastosowane w urzadzeniach
mikroprzeplywowych maja za zadanie odtworzy¢ wyzej wspomniane warunki, co
pozwoli na zachowanie morfologii wlasciwej hepatocytom — polaryzacja komoérek oraz
charakterystycznych dla nich funkcji [Kane, 2006; Nahmias, 2006; Lee, 2007; Carraro,
2008; Toh, 2009; Huh, 2011]. Poréwnanie produkcji albuminy i mocznika w hodowli
statycznej 1 dynamicznej oraz przyktadowy model bioreaktora mikroprzeptywowego

zostaty przedstawione na Rysunku 2.13.
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Rysunek 2.13. Porownanie hodowli statycznej 1 dynamicznej hepatocytow. A — produkcja
albuminy w hepatocytach szczurzych (czerwone kétka — hodowla w przepltywie, czarne
kwadraty — kontrola), B — produkcja mocznika w hepatocytach szczurzych (czerwone
kétka — hodowla w przeplywie, czarne kwadraty — kontrola), C — przyktadowy model
bioreaktora mikroprzeptywowego zastosowanego w hodowli hepatocytéw szczurzych do
oceny hepatotoksycznosci (na podstawie Dynamic Interplay of Flow and Collagen
Stabilizes Primary Hepatocytes Culture in a Microfluidic Platform, Hegde, 2014 oraz
Laminar-flow immediate-overlay hepatocyte sandwich perfusion system for drug
hepatotoxicity testing, Xia, 2009).

Badania pokazuja, ze hepatocyty roznych gatunkéw (ludzkie, szczurze, swinskie)

oraz linie komérkowe w hodowli w przeptywie produkujg wiecej albuminy i mocznika,
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aktywnos$¢ cytochromu P450 jest zwigkszona, formuja si¢ struktury kanalikow
zotciowych, przywrdcone zostaje dzialanie transporterow blonowych oraz powstaja
potaczenia miedzykomorkowe typu gap junction w poréwnaniu do hodowli statycznej
[Morsiani, 2001; Hongo, 2005; Xia, 2009; Goral, 2010; Miranda, 2010; Tostdes, 2011;
Vinci, 2011; Dash, 2013; Hegde, 2014].

2.5 Komorki stosowane jako zamienniki hepatocytow

Niepowodzenia zwigzane z hodowla ludzkich hepatocytéw sktonity do
poszukiwania innych zrodel komorek watrobowych, takich jak: (1) linie komorkowe,
np. watrobiak HepG2 lub jego pochodna C3A, (2) komorki pochodzenia zwierzgcego
(gtownie hepatocyty $winskie), (3) hepatocyty plodowe oraz (4) komorki
hepatocytopodobne  réznicowane z  indukowanych  macierzystych  komorek
pluripotentnych — iPSc. Niestety, kazdy z wymienionych wyzej typdw komdrek ma swoje
niezaprzeczalne wady. Komdrki linii ludzkiego watrobiaka sa pochodzenia
nowotworowego, a ich funkcje sa ograniczone, np. bardzo niska produkcja mocznika
w porownaniu ze $wiezo izolowanymi hepatocytami. Hepatocyty pochodzenia
zwierzecego mogg by¢ zrédlem zoonoz, a ich biatka MHC nie s3 w pelni zgodne
z ludzkimi. Ludzkie hepatocyty plodowe maja niewyksztalcony w pehi fenotyp, m.in.
produkcja a-fetoproteiny zamiast albuminy i brak niektorych izoform cytochromu P450,
a ich pozyskiwanie budzi watpliwosci etyczne. Proces generacji indukowanych komorek
macierzystych i ich przeksztalcania w hepatocyto-podobne wymaga uzycia czynnikdéw
transkrypcyjnych 1 wzrostu, co moze prowadzi¢ do nowotworzenia, a wydajnos¢ tego
procesu, jak i1 stopien zroznicowania, sg wcigz bardzo niskie. W Tabeli 2.2 przedstawiono
zestawienie najwazniejszych parametréw komorek stosowanych jako zamienniki

hepatocytow ludzkich.

Tabela 2.2. Zestawienie cech komorek stosowanych jako zamienniki hepatocytow
ludzkich.

Podzialy | Dostepnos¢ | Funkcje Zastosowanie
linie komérkowe +++ +++ + testy cytotoksycznosci, BAL
hepatocyty + ++ o+ testy cytotoksycznosci, BAL
zwierzece
hepatocyty plodowe i n i testy cytotoksycznosci, BAL,
przeszczep
komorki i e i testy cytotoksycznosci, BAL,
hepatocytopodobne przeszczep
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2.5.1 Linie komorkowe i uniesSmiertelnione hepatocyty

Linie komoérkowe sa jednym z szeroko stosowanych modeli do badan nad
hepatocytami. Wykorzystuje si¢ je rowniez jako cz¢s¢ biologiczng w systemach BAL.
Najwicksza wada takiego rozwigzania jest brak linii komdrkowej zarowno odpowiednim
tempie 1 liczbie podziatéw jak i posiadajacej fenotyp mozliwie najbardziej zblizony do
komoérek watrobowych. Watrobowe linie komoérkowe charakteryzuja si¢ praktycznie
nieograniczong liczbg podzialéw, ale ich funkcje, np. produkcja mocznika czy aktywnos¢
poszczegolnych izoform cytochromu P450 sg uposledzone. Ponadto istnieje mozliwos¢
rozwinigcia si¢ nowotworu u pacjenta, korzystajagcego z urzadzenia typu BAL,
zawierajacego komorki hepatomy.

Najczgsciej wykorzystywane (ponad 2 500 wynikéw w PubMed, pole
wyszukiwania — tytul) sa linia komorkowa HepG2, pochodzaca =z raka
watrobokomodrkowego, oraz wyprowadzony z niej klon — linia C3A, ktora charakteryzuje
si¢ zwigkszong produkcja albuminy (www.atcc.org). Obie te linie wyrdzniajg si¢ na tle
innych fenotypem najbardziej zblizonym do watrobowego, np. synteza albuminy i innych
biatek, w tym czynnikdw krzepnigcia oraz zachowaniem zywotnosci i funkcjonalnosci
podczas perfuzji osoczem pochodzacym od pacjentéw z niewydolnoscia watroby

[Coward, 2009].
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Rysunek 2.14. Poréwnanie funkcji watrobowych w liniach komdrkowych i hepatocytach
ludzkich. A — brak ekspresji mRNA gendéw OTC 1 ARGI cyklu mocznikowego
w komorkach C3A; C3A — czarne shlupki, izolowane ludzkie hepatocyty — ciemnoszare
stupki, ludzka watroba — jasnoszare stupki; CPSI — syntetaza karbamoilofosforanowa I,
OTC - karbamoilotransferaza ornitynowa, AS — syntetaza argininobursztynianowa,
AL — liaza argininobursztynianowa, Argl — arginaza I (na podstawie Cells for Bioartificial
Liver Devices: The Human Hepatoma-Derived Cell Line C3A Produces Urea But Does
Not Detoxify Ammonia, Mavri-Damelin, 2008). B — pordwnanie aktywno$ci réznych
izoform cytochromu P450 w izolowanych ludzkich hepatocytach — czarne shupki i1
komorkach linii HepG2 — szare stupki (na podstawie Cytochrome P450 enzyme levels in
HepG2 cells and cryopreserved primary human hepatocytes and their induction in HepG2
cells, Westerink, 2007).
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Najwigksza ich wada jest brak mozliwosci przeksztalcania amoniaku do mocznika
ze wzgledu na brak funkcjonalnych enzyméw cyklu mocznikowego — arginazy I [ARG]
1 karbamoilotransferazy ornitynowej [OTC] oraz obnizone zdolnosci detoksyfikacyjne,
w tym aktywnos$¢ cytochromu P450 (Rysunek 2.14). W przypadku cytochromu ogromny
wplyw na jego dzialanie maja warunki hodowli — sktad medium hodowlanego, numer
pasazu [Doostdar, 1988; Wilkening, 2003].

Podejmowane sa proby przywrocenia komorkom HepG2 i C3A pelnego fenotypu
watrobowego, a najbardziej obiecujace wydaja si¢ by¢ modyfikacje genetyczne — stabilne
transfekcje, prowadzace do ekspresji transgenow ARG 1 OTC [Tang, 2012] oraz réznych
izoform cytochromu P450 [Tolosa, 2012]. Nalezy réwniez wspomnie¢, ze linie
komoérkowe nie sg idealnym modelem do badan nad hepatocytami ze wzgledu na rézng
odpowiedzZ na te same bodzZce, np. dodatek HGF do hodowli HepG2 zmniejszat produkcje
albuminy w przeciwienstwie do hodowli szczurzych hepatocytow, kiedy to produkcja
tego biatka zwiekszyta sie [Iseki, 2000].

Innymi przyktadami wyprowadzonych z nowotworéw watroby linii komdrkowych
moga by¢ linia HACL-1 i HepaRG. Linia HACL-1 to epitelialne komorki pochodzace
z gruczolaka watrobokomorkowego. Wykazuja one inhibicje kontaktowa i nie tworza
guzéw po wstrzyknieciu do myszy niewytwarzajacych komoérek T  ukladu
immunologicznego. Komdrki tej linii sg albumino- 1 CKI18-pozytywne, ale
CK19-negatywne, co $wiadczy o pochodzeniu od hepatocytéw, a nie cholangiocytow
[Schleger, 1997]. Linia HepaRG jest uznana za dobrze odzwierciedlajaca funkcje
hepatocytow ludzkich. Zostata wyprowadzona z komorek watrobiaka (podtoze: zapalenie
watroby spowodowane wirusem typu C). Komorki tej linii posiadajag zdolnos¢ do
przechodzenia od stanu niezréznicowanego do stanu wysoce zroznicowanego, dzieki
temu moga by¢ modelem w badaniach nad szlakami detoksyfikacji ksenobiotykdw
[Aninat, 2006]. Linia ta znalazta réwniez zastosowanie w badaniach nad metabolizmem
zelaza, gdzie autorzy stwierdzili miedzy innymi, ze wystepuje zaleznos¢ miedzy
metabolizmem zelaza a stanem zroznicowania hepatocytow [Troadec, 2006].

Ciekawym przykladem watrobowej linii komdrkowej jest hybryda hepatocytow
szczurzych pochodzacych z watrobiaka (linia Fao) i ludzkich fibroblastow (linia WI 38).
Komorki WIF-B zostaly skonstruowane do badan nad funkcjami skrajnie zréznicowanych
hepatocytow spolaryzowanych. Formujg one struktury bile canaliculi, a produkcja biatek
watrobowych, takich jak albumina i fibrynogen zostata zachowana [Cassio, 1991]. Linia

ta byta wykorzystywana ponadto w badaniach nad biatkami btonowymi 1 transporterami,
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m.in. nad obecnos$cia 1 lokalizacja akwaporyn i substancji rozpuszczalnych oraz jako
model w uszkodzeniu watroby indukowanym alkoholem [lhrke, 1993; Shanks, 1994;
Ihrke, 1998; Gradilone, 2005].

Proces unie$miertelniania hepatocytow pozwala na otrzymanie zdrowych,
zroznicowanych komodrek o fenotypie zblizonym do hepatocytow znajdujacych sig
w watrobie oraz jednoczesnie z zachowana zdolnoscig do podzialéw. W Tabeli 2.3
przedstawione zostaty przyktady linii unie§miertelnionych hepatocytéw wraz z ich krotka

charakterystyka.

Tabela 2.3. Przyktady linii unie$miertelnionych hepatocytow.

Nazwa Gen Charakterystyka Referencje
[Lechner,
- nie wywotuje transformacji nowotworowej 1991;
- brak nadprodukcji czynnikow wzrostu Enosawa,
THLE-3b | SV40 - charakterystyka komorek progenitorowych 2012;
- stosowane jako kontrola zamiast hepatocytow Shimizu,
2007]
[Roymans,
- zachowana zdolno$¢ do indukcji cytochromu P450 2004;. M.IHS’
- zachowana aktywno$¢ transporterow, np. MDR-1 2004; R%pp,
. ; L : 2006;
Fa2N4 SV40 - uzywana do oceny metabolizowania rifampicyny Youdim
- uzywana do oceny metabolizowania omeprazolu 2006- ’
- model odpowiedzi klinicznej izoformy CYP3A4 ]
Tompkins,
2010]
- nie wywoluje transformacji nowotworowej
- brak receptora ASGP
HepLL SVv40 - zachowana produkcja albuminy i mocznika [Li, 2005]
- zachowana aktywnos$¢ cytochromu P450
- zachowana zdolnos¢ do produkcji glikogenu
- zdolnos¢ roznicowania do dojrzatych hepatocytow [Poyck,
¢BALI11 | hTERT -CK19-1 CD14§-pozytywne (charakt.er plodpwy) 2008;
- 0 aktywnosci transferazy glutationowe;j Deurholt,
- obnizona produkcja albuminy i mocznika 2009]

Jedna z metod jest uzycie genéw wirusowych, np. pochodzacego z matpiego
wirusa 40 (SV40, ang. Simian Virus 40) genu kodujacego duzy antygen T (T-ag). Biatko
to ma zdolno$¢ do tworzenia kompleksow z biatkiem p53 — inhibitorem cyklu
komoérkowego, przez co traci ono swoja aktywnos$¢ supresorowa i posrednio stymuluje
komorki do wejscia w faze S 1 syntez¢ DNA [Shay, 1993; Miyazaki, 1993; MacDonald,
1997; Yamasaki, 2009; Takenouchi, 2010]. Badania prowadzone na szczurzych
hepatocytach unie$miertelnionych przy uzyciu T-ag wykazaly, ze komodrki te sa

bezpieczne, tj. nie wywoluja transformacji nowotworowej, ale przy wysokich pasazach
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(powyzej 50.) moga spontanicznie zmienia¢ swoj charakter na nowotworowy [Drubin,
2004].

Inng z metod otrzymywania komdrek uniesmiertelnionych jest wymuszenie
ekspresji telomerazy przez wprowadzenie genu kodujacego katalityczng podjednostke
ludzkiej telomerazy — hTERT (ang. human TElomerase Reverse Transcriptase) wraz
z innymi zmianami — gléwnie wyciszeniem genu kodujacego biatko p53. Komorki
hTERT nie wykazuja zmian typowych dla nowotworéw ztosliwych, a kariotyp pozostaje
normalny, chociaz zdania w tej kwestii s3g wsrdéd naukowcow podzielone [Bodnar, 1998;
Jiang, 1999; Farwell, 2000; Smith, 2003; Milyavsky, 2003]. Pozostate metody
unie$miertelniania to m.in. nadekspresja cykliny D1 [Opitz, 2001] i usunigcie genow

z rodziny retinoblastomy [Dannenberg, 2000].

2.5.2 Hepatocyty izolowane ze zwierzat

Hepatocyty zwierzgce sa stosowane jako alternatywa dla hepatocytéw ludzkich
glownie jako czgs¢ biologiczna BAL. Ich najwigksza zaleta jest praktycznie
nieograniczona dostgpnos¢ oraz metabolizm zblizony do ludzkiego. Niestety, podobnie
jak komorki izolowane z ludzkich watrob, tracg one in vitro swoje funkcje. Ponadto sa
potencjalnym zrodlem zoonoz, moga wywolywaé silng odpowiedZ ze strony ukladu
immunologicznego, a produkowane przez nie bialka nie muszg by¢ zgodne z ludzkimi [te
Velde, 1997; Yang, 2010].

Drugim waznym zastosowaniem jest wykorzystanie hepatocytéw, gléwnie
szczurzych, jako modelu do badan cytotoksycznosci lekow 1 innych substancji. Niestety,
mimo podobnych zalet jak w przypadku hepatocytow s§winskich, czyli przede wszystkim
dostepnosci komdrek, model oparty na szczurach nie jest doskonaty. Watroba szczurza
jest znacznie mniejsza i ma inng budowe, m.in. brak pecherza zoélciowego, a funkcje
komodrkowe nie zawsze sg identyczne, np. inne izoformy cytochromu P450 metabolizuja
ten sam ksenobiotyk [Hanson, 1980; Agius, 1987; Bars, 1989; Paine, 1990; Kogure,
1999]. CYP3A4, najpowszechniej wystepujaca izoforma, charakteryzuje si¢ najmniejsza
zmienno$cig miedzygatunkowa i to wlasnie szczur (ale jedynie osobniki meskie ze
wzgledu na prawie 7-krotng roznicg w metabolizowaniu migdzy samcami a samicami)
jest modelem rekomendowanym dla ludzkich hepatocytéw [Bogaards, 2000]. Poza
dziataniem cytochromu P450, hepatocyty szczurze i ludzkie charakteryzuja si¢ inng
aktywnoscig transporterdéw zaangazowanych w wyrzut substancji szkodliwych. Po

podaniu rifampicyny nastgpuje wzrost ekspresji mRNA dla biatek zwigzanych
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z opornoscig wielolekowa (ang. MultiDrug Resistance) — MDR 1 MRP1 w hepatocytach
ludzkich, ktéry nie wystepuje w hepatocytach szczurzych (odpowiednio biatka Mdrla
1 Mdrlb). Ponadto inna jest zmiana ekspresji mRNA dla biatka MRP2 — u czlowieka
nastepuje niewielki wzrost po podaniu rifampicyny, a u szczura znaczny wzrost po
podaniu deksametazonu [Nishimura, 2006]. W przypadku biatka MRP2 jego ilos¢ jest
zmienna gatunkowo 1 w hodowli kontrolnej jest najwigksza w hepatocytach szczurzych,
nastgpnie znacznie mniejsza w matpich, a najmniejsza w ludzkich i psich [Li, 2009].
Z kolei ilos¢ kwasow zolciowych wydzielanych przez hepatocyty ludzkie jest
kilkukrotnie wieksza niz wydzielanych przez komorki szczurze w takich samych
warunkach hodowli [Marion, 2012].

Ze wzgledu na te réznice coraz wigcej badan prowadzonych jest na hepatocytach
swinskich, ktoérych fizjologia jest bardziej zblizona do komodrek ludzkich. Badania
poréwnujace funkcje hepatocytow ludzkich, szczurzych 1 swinskich z 2009 r. wykazaty,
ze te ostatnie wydaja si¢ by¢ lepszym modelem dla komorek ludzkich. Produkcja
albuminy i1 dehydrogenazy mleczanowej (ang. Lactate DeHydrogenase, LDH) oraz
poziom metabolizmu etoksyrezorufiny i etoksykumaryny byl zblizony w hepatocytach
ludzkich i $§winskich, a znacznie inny w komoérkach szczurzych (réznice rzedu kilku-
kilkudziesigciu razy) mimo takich samych warunkéw hodowli [Langsch, 2009].
Porownanie produkcji albuminy w hepatocytach ludzkich, §winskich i1 szczurzych zostata

przedstawiona na Rysunku 2.15.
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Rysunek 2.15. Poréwnanie produkcji albuminy w hepatocytach ludzkich, swinskich
i szczurzych. Poziom albuminy w komorkach ludzkich i1 $winskich jest zblizony (na
podstawie Interspecies difference in liver-specific functions and biotransformation of
testosterone of primary rat, porcine and human hepatocyte in an organotypical Sandwich
culture, Langsch, 2009).
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Wartym uwagi rozwigzaniem sg rowniez hepatocyty malpie, u ktorych wystepuje
najbardziej zblizone do ludzkiego dziatanie cytochromu P450 — specyficzno$¢ wobec
substratow, chemiczne wlasciwosci biatek, duza zgodnos¢ w sekwencji DNA genow
kodujacych poszczegdlne izoformy [Komori, 1992]. Badania Nishimury i wsp. z 2007 .
wykazaly, ze w metabolizm omeprazolu w hepatocytach ludzkich 1 matpich sa
zaangazowane izoformy CYP1A1l 1 1A2. Zespdt nie wykryl zmian w aktywnosci tych
enzymOw w hepatocytach szczurzych [Nishimura, 2007]. Z kolei badania z roku 2012
pokazalty znacznie (9-krotnie) wyzsza ekspresj¢ izoformy CYP1A2 w hepatocytach
szczurzych po podaniu dawek kofeiny przyjetych jako dawka znajdujaca si¢ w przecietnej

kawie. W hepatocytach ludzkich nie wystepuje tego typu zmiana [Vaynshteyn, 2012].

2.5.3 Hepatocyty plodowe

Hepatocyty ptodowe sg atrakcyjnym zroédtem komorek watrobowych ze wzgledu
na zachowanie zdolnosci do podziatu oraz opornos¢ na krioprezerwacj¢ i niedokrwienie
[Lilja, 1998; Malhi, 2002]. Wykorzystywane sa w badaniach nad wirusem zapalenia
watroby typu C — HCV (ang. Hepatitis C Virus), jako model do testow cytotoksycznosci
lekéw oraz jako potencjalne zrédto komoérek do przeszczepow komoérek watroby lub
w urzadzeniach typu BAL [Carpenter, 1996; Monga, 2005; Begum, 2010; Weber, 2010;
Chen, 2010; Zhou, 2014; Zhou, 2014]. Charakteryzuja si¢ one nieznacznie innym od
hepatocytow dojrzatych fenotypem. Ekspresja genéw watrobowych zmienia si¢
w zaleznosci od stadia rozwoju ptodu, np. AFP i ALB sa pierwszymi biatkami
produkowanymi przez watrobg, nastgpnie w potowie cigzy rozpoczyna si¢ synteza
transferyny, a pod koniec — a-1-antytrypsyny [Shiojiri, 1991; Lazaro, 2003]. Plodowe
hepatocyty gryzoni w porownaniu do komdrek dojrzatych posiadaja mniej mitochondriow
1 produkuja przez to mniej energii, a aktywnos¢ takich enzymoéw jak glukozo-6-fosfataza,
palmitoilotransferaza karnitynowa czy cytochrom c jest znacznie mniejsza [Mintz, 1967;
Sharma, 2008]. W przypadku komorek Iludzkich nie zaobserwowano takich zmian
[Chinnici, 2014]. Analiza metabolomu komorek ludzkich wykazala natomiast, Ze
wydajnos¢ takich proceséw jak glikoliza 1 glikogenogeneza, cykl Krebsa czy cykl
mocznikowy jest nizsza w watrobie ptodowej [Kim, 2014]. Réznice w wynikach moga
by¢ spowodowane prowadzeniem badan nad komorkami pochodzacymi z réznych
stadiow rozwoju.

Najpowszechniej wystepujaca izoformg cytochromu P450 w hepatocytach
ptodowych jest CYP3A7 — w przeciwienstwie do komdrek dojrzatych, w ktorych
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najwigksza ekspresje wykazuje izoforma CYP3A4. Jest to cecha laczaca hepatocyty
ptodowe z komoérkami linii HepG2 [Wilkening, 2003; Maruyama, 2007]. Ponadto
w warunkach in vitro aktywno$s¢ CYP3A4 w hepatocytach dojrzatych spada, a CYP3A7
w komoérkach ptodowych rosnie [Nishimura, 2002; Matsunaga, 2004]. Rola CYP3A7
w plodowej] watrobie jest zwigzana z rozwojem organizmu, jego wzrostem i ochrong
przed dziataniem substancji, ktére moglyby zaburzy¢ proliferacje i réznicowanie komorek

[Leeder, 2005].

2,54 Komdrki hepatocytopodobne roéznicowane z indukowanych komérek
pluripotentnych

Komorki macierzyste zajmowaly i zajmuja specjalne miejsce w badaniach
naukowych. Dzigki swoim wilasciwosciom mogg by¢ uzyte jako narzgdzie w terapii
komodrkowej, jednak ich wykorzystanie wywotuje wiele kontrowersji etycznych m.in. ze
wzgledu na pozyskiwanie ich rowniez z tkanek ptodowych. Na poczatku XXI w. okazato
si¢, ze mozliwe jest otrzymanie takich komorek, ktore taczylyby najlepsze cechy komoérek
macierzystych, czyli zdolno$¢ do namnazania i réznicowania si¢ do dowolnego typu
komorek, a jednoczes$nie nie wywolywatyby problemow etycznych. Komorki te nazwano
indukowanymi pluripotentnymi komérkami macierzystymi — iPSc. Zrodlem iPSc sa
komorki somatyczne pozyskiwane od osobnikow dorostych, zwykle fibroblasty, ktore na
drodze przemian z udzialem czynnikéw transkrypcyjnych zostaja odroznicowane do
stadium komorek pluripotentnych. Pierwsze iPSc zostaly skonstruowane w 2006 r. przez
Takahashiego 1 Yamanake (Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny lub fizjologii w roku
2012). Wykorzystali oni mysie fibroblasty, ktére transdukowali zestawem genow Oct4,
Sox2, cMyc 1 Klf4 [Takahashi, 2006]. Rok pozniej zaproponowany zostat inny zestaw
czynnikdw transkrypcyjnych — Oct4, Sox2, Nanog i1 Lin 28, niezbednych do
przeksztatcenia ludzkich fibroblastow w iPSc [Yu, 2007]. Dalsze badania przyniosty
odkrycie innych zestawow gendw oraz bezpieczniejszych metod otrzymywania iPSc
[Okita, 2011].

Indukowane  komoérki  macierzyste posiadaja  wiele cech  wspdlnych
z embrionalnymi komodrkami macierzystymi — morfologi¢, profil ekspresji gendw,
antygeny powierzchniowe, mozliwos¢ przeksztatlcania si¢ w komorki 3 listkow
zarodkowych oraz prawie nieograniczone zdolnosci proliferacyjne i1 rdznicujace [Wakao,
2012]. Wykorzystanie iPSc w medycynie regeneracyjnej jest mozliwe ze wzgledu na

zachowanie takiego samego antygenu zgodnosci tkankowej HLA (ang. Human Leukocyte
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Antigen), co komoérka, z ktérej wyprowadzane sg iPSc, dzigki temu uzyte moga by¢
komoérki pacjenta [Masaki, 2007]. Niestety, iPSc wymagaja wcigz wielu badan
1 udoskonalen istniejagcych protokotow — nalezy zminimalizowaé¢ mozliwos¢ wystapienia
mutacji w genomie komoérek poddanych odréznicowaniu oraz transformacji
nowotworowej po podaniu ich do organizmu. Proces powstawania iPSc wcigz jest mato
wydajny 1 czesto obcigzony skladnikami pochodzenia zwierzecego, np. stosowanie
mysich fibroblastéw jako komdrek podtrzymujacych hodowle [Medvedev, 2010].
Mozliwo$¢ réznicowania iPSc w komdrki hepatocytopodobne zostato
potwierdzone wieloma publikacjami [Song, 2009; Si-Tayeb, 2010; Behbahan, 2011;
Chen, 2012; Ma, 2013; Mobarra, 2014; Tomizawa, 2015]. Komdrki hepatocytopodobne
(ang. Hepatocyte-Like, HL) wykazywaly ekspresje genow charakterystycznych dla tkanki
watrobowej — ALB, CKS, CK18, a-1-antyrypsyny (A1AT), rédznych izoform cytochromu
P450 (CYP3A44, 246, 7A1), ale réwniez typowych dla watroby ptodowej — AFP, CK19
[Nagamoto, 2015; Tomizawa, 2015]. Podejmowaty one funkcje hepatocytow — synteze
albuminy 1 innych biatek, w tym fibrynogenu, produkcj¢ mocznika, magazynowanie
glikogenu oraz aktywnos$¢ cytochromu P450 [Waclawczyk, 2010; Yu, 2012].
Otrzymywanie komodrek hepatocytopodobych z iPSc opiera si¢ na 4 etapach:
(1) ré6znicowanie indukowanych komodrek macierzystych w kierunku endodermy,
(2) réznicowanie endodermy w kierunku tkanki watrobowej, (3) etap hepatoblastow
1(4) réznicowanie w kierunku dojrzatych hepatocytow. Czynniki wykorzystywane
w poszczegdlnych etapach oraz czas ich trwania jest wciaz nieustalony, ale przyktadowy
schemat postepowania przedstawiony zostal na Rysunku 2.16. Mozliwe jest réwniez
bezposrednie przeprogramowanie komoérek somatycznych mysich [Huang, 2011; Sekiya,
2011; Miura, 2014] lub ludzkich [Simeonov, 2014] do komorek HL. Oprécz iPSc do
otrzymywania komoérek hepatocytopodobnych wykorzystuje si¢ mezenchymalne komorki
macierzyste pozyskiwane np. z tkanki ttuszczowej [Yin, 2014] czy miazgi z¢ba [Su,

2014].
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Rysunek 2.16. Otrzymywanie komdrek hepatocytopodobnych z iPSc (na podstawie
Efficient generation of hepatocyte-like cells from human induced pluripotent stem cells,
Song, 2009). A — przyktadowy schemat roznicowania iPSc w kierunku hepatocytow
(FGF4 — czynnik wzrostu fibroblastow 4, ang. Fibroblasts Growth Factor 4,
BMP2 - biatko morfogenetyczne kosci 2, ang. Bome Morphogenetic Protein 2,
HGH - czynnik wzrostu hepatocytow, ang. Hepatocyte Growth Factor, KGF — czynnik
wzrostu keratynocytow, ang. Keratinocyte Growth Factor, OSM — onkostatyna M,
Dex — deksametazon, N2B27 — suplementy uzywane w hodowli komorek neuronalnych.
B — zdjecia przedstawiajace poszczegolne etapy roznicowania. C — ekspresja markerow
watrobowych w komoérkach iPSc po 7 dniach réznicowania.

2.6 Metody wprowadzania DNA do komorek zwierzecych

Wprowadzenie DNA do komdrki sktada si¢ z kilku etapéw: (1) zblizenie sie
komplekséw DNA do jej powierzchni i zwigzanie si¢ z blong komorkowa, (2) przejscie
do wnetrza komorki, np. na drodze endocytozy, (3) wejscie do jadra komorkowego
1 ekspresja genow. Wybdr metody jest uzalezniony od typu komorek, oczekiwanej
wydajnosci, kosztow oraz umiejetnosci. Podstawowym wymogiem jest uzycie DNA
o wysokiej czystosci, tzn. pozbawionego RNA, biatek 1 innych zanieczyszczen
komdrkowych [Ehlert, 1993]. Wprowadzanie kwasow nukleinowych do komorek
zwierzecych moze odbywac si¢ na drodze transfekcji lub transdukcji. Wyrdznia si¢ dwa
podstawowe rodzaje transfekcji — przejsciowa, kiedy DNA nie ulega integracji
z genomem, a ekspresja wprowadzonego genu ulega stopniowemu ostabieniu wraz

z kolejnymi podziatami komorkowymi 1 postgpujaca degradacja DNA, oraz stabilng,
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kiedy pod wptywem czynnika selekcyjnego, np. antybiotyku przezywaja jedynie klony
z zintegrowanym  transgenem  [Cheeks, 2009]. Transdukcja jest procesem
wykorzystujacym wektory wirusowe, ktore w zaleznosci od potrzeb maja rdézng
pojemnos¢, specyficzno$¢ wobec komorek, stopien integracji i ekspresji genu.
Mechanizm dostarczania DNA jest typowy dla danego wirusa, np. endocytoza zalezna od
receptorow w przypadku adenowiruséw [Tomanin, 2004]. Wybrane metody

wprowadzania DNA do komorki zwierzecej przedstawiono na Rysunku 2.17.
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Rysunek 2.17. Wybrane drogi wprowadzania DNA do komorki zwierzecej. A — nagie
DNA w niewielkim stopniu przechodzi przez bton¢ komorkowsg, B — tworzenie
przejsciowych porow w blonie komdrkowej metodami fizycznymi, np. elektroporacja,
umozliwia wniknigcie DNA do cytoplazmy, C — zwigzanie si¢ z btong i endocytoza
liposomu zawierajacego wewnatrz DNA, D — zwigzanie z btong i endocytoza kompleksu
DNA/polimer (na podstawie Non-viral gene delivery methods, Wang, 2013).

2.6.1 Transfekcja metodami chemicznymi

Chemiczne metody transfekcji byly pierwszymi zastosowanymi do wprowadzania
obcego materiatu genetycznego do komoérek ssaczych [Pagano, 1965]. Ich dziatanie
opiera si¢ na znoszeniu ladunkéw — dodatnio natadowanej substancji 1 ujemnie
naladowanego DNA, co umozliwia przejscie takiego kompleksu przez btong komorkowa.
Wydajnos$¢ metod chemicznych jest zalezna od typu komdrek, proporcji migdzy kwasem
nukleinowym a kationowym odczynnikiem, pH roztworu i stanu btony komdrkowej. Ich
zaletami sg niska toksycznos¢, brak mutagenezy i prawie nieograniczona wielko$¢ DNA,
a podstawowa wada — niska, w pordwnaniu do transdukcji, wydajnosé, zwtaszcza

w warunkach in vivo [Nayerossadat, 2012].
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2.6.1.1 Fosforan wapnia

Metoda z zastosowaniem fosforanu wapnia do wprowadzania obcego DNA do
komorek jest stosowana od lat 70. ubiegtego wieku zaréwno do transfekcji przejsciowej
jak 1 stabilnej [Graham, 1973]. DNA z fosforanem wapnia przylegaja do blon
komoérkowych i dochodzi do endocytozy kompleksow, ale doktadny mechanizm dziatania
nie jest w petni poznany [Loyter, 1982; Batard, 2011]. Metoda ta charakteryzuje si¢ niska
powtarzalno$cia 1 wydajnos$cia zalezng od typu komorek, a jej dziatanie jest ograniczone
jedynie do waskiego zakresu warunkéw fizykochemicznych, kontrolujacych powstawanie
1 wzrost kompleksow DNA-fosforan wapnia [Chen, 1987; Kjer, 1991; Mahoney, 1994].
Gtownymi czynnikami odpowiedzialnymi za poziom wydajnosci s3: (1) pH (zmiana pH
0 0,1 moze spowodowac drastyczny spadek wydajnosci), (2) stgzenie wapnia (wysokie
stezenia Ca®" jest korzystniejsze), (3) temperatura (optimum dziatania w 37°C, spadek
temperatury obniza wydajnos¢), (4) czas trwania reakcji 1 wielkos¢ kompleksow
(im krotszy — ok. 1 minuty, a kompleksy mniejsze, tym wydajnos¢ wigksza) i (5) stezenie
DNA (mniejsze stezenie — ok. 25 pg/ml, zwigksza wydajnos¢) [Jordan, 1996].
Dodatkowym sposobem na zwigkszenie wydajnosci jest uzycie substancji
permeabilizujacej btony komdrkowe, np. dimetylosulfotlenku — DMSO (ang. DiMethyl
SulfOxide) [Lewis, 1980]. Metoda fosforanu wapnia byta stosowana do wielu linii
komoérkowych, w tym pochodzenia watrobowego [Kumar, 1994; Anderson, 1996; Li,
2015] oraz do hepatocytéw [Hilliard, 1996, Edwards, 2006].

2.6.1.2 Lipidy kationowe

Lipidy kationowe stosowane sg w transfekcji przejsciowej i stabilnej. Zbudowane
sa z 3 domen: dodatnio naladowanej glowy, hydrofobowego ogona i tacznika pomigdzy
regionem polarnym 1 niepolarnym [Gao, 2001]. Potencjalna toksyczno$¢ jest zalezna od
liczby tancuchéw w ogonie (1 — wicksza toksyczno$¢ 1 mniejsza efektywnosc,
2 — mniejsza toksycznos¢ 1 wicksza efektywnos¢) i od sktadu hydrofilowej glowy
(np. aminy IV-rzgdowe sa bardziej toksyczne niz Ill-rzgdowe, a obecnos¢ pierscienia
heterocyklicznego znaczaco zmniejsza toksycznos¢), natomiast lacznik nie ma na
cytotoksycznos¢ wigkszego wplywu [Pinnaduwage, 1989; Bottega, 1992; Ilies, 2003].
Podobnie jak w przypadku metody opartej na fosforanie wapnia, dzigki posiadaniu
dodatnio natadowanych grup, spontanicznie formuja kompleksy DNA i umozliwiaja mu
wniknigcie przez ujemnie natadowang blon¢ do wnetrza komorki. Charakteryzuja si¢

wyzszg wydajnoscia niz uzycie fosforanu wapnia 1 dwuetyloaminoetylu-dekstranu
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(DEAE-dekstranu) oraz mniejsza toksycznoscia w poréownaniu do DEAE-dekstranu
[Felgner, 1987]. Transfekcja z udzialem lipidéw kationowych jest droga, ale wydajna,
powtarzalng 1 tatwg metoda. Ponadto wywolujg one niewielka lub brak odpowiedzi ze
strony uktadu immunologicznego i sa mato toksyczne [Deshpande, 1998]. Stosowane
byty do transfekcji linii komoérkowych [Koul, 2005] oraz w hodowlach pierwotnych
[Rippe, 1990; Jarnagin, 1992; Holmen, 1995; Gardmo, 2005].

2.6.1.3 Polimery kationowe

Kompleksy DNA-polimer sg bardziej stabilne niz lipidowe, a DNA jest lepiej
chronione przed degradacjg ze strony nukleaz [Minagawa, 1991; de Smedt, 2000].
W poréwnaniu do lipidow kationowych, polimery pomagaja w przejsciu z cytoplazmy do
jadra komorkowego, zwigkszaja dla niego dostgpnos¢ DNA i nie wymagaja przerwania
otoczki jadrowej, aby si¢ w nim znalez¢, co potwierdza mozliwos¢ transfekcji komorek
postmitotycznych, np. neurondw [Abdallah, 1996; Pollard, 1998]. Polimery naturalne,
np. chitozan, sa dodatkowo biokompatybilne i biodegradowalne, stabo immunogenne,
malo toksyczne i tanie [Rolland, 1998]. Ponadto stosowane sa modyfikacje nosnikow
zwigkszajace  wydajno$¢  transfekcji  przez  oddziatywania z  receptorem,
np. funkcjonalizacja przy uzyciu galaktozy rozpoznawanej przez receptor ASGP [Park,
2000].

Jednym z powszechnie wykorzystywanych polimerow kationowych jest
polietylenoimina (PEI), ktora jako transfektant nie wywotuje efektu toksycznego
w hepatocytach szczurzych, a jej wydajnos¢ in vivo jest kilkukrotnie wyzsza niz in vitro
[Mediavilla, 2006]. Zaletami PEI jest mozliwo$¢ formowania komplekséw z duzymi
czasteczkami DNA oraz bardzo wydajna ochrona przed dziataniem nukleaz, co
prawdopodobnie jest wynikiem duzego zaggszczenia fadunkow dodatnich. Niestety, jest
to rowniez jednym z powodow jej toksycznosci. Innymi czynnikami odpowiedzialnymi za
wydajnos¢ transfekeji 1 toksycznos¢ PEI sa: masa molowa (im wigksza, tym wigksza
wydajnos¢, ale i toksyczno$¢), stopien rozgatezienia (polimery liniowe s3 wydajniejsze
1 mniej toksyczne od rozgalezionych), sita jonowa roztworu, potencjatl zeta 1 wielkos¢
czasteczki [Godbey, 1999; Kunath, 2003]. Pierwotna toksycznos¢ PEI jest zwigzana
z obecnos$cig wolnych, niezwigzanych z DNA, czasteczek, ktére wchodza w interakcje
z ujemnie natladowanymi biatkami, np. albumina, a w organizmie réwniez z czerwonymi
krwinkami, tworzac agregaty [Fisher, 1999]. Toksycznos¢ wtorna to wynik odtaczenia si¢

PEI z kompleksow z DNA w cytoplazmie, Powoduje to hamowanie proceséw
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komdrkowych, kurczenie si¢ komoérek, zmniejszenie liczby ich podziatow 1 wakuolizacje
cytoplazmy [Godbey, 2001].

Innymi przyktadami polimeréw kationowych sa polilizyna (PLL), wielocukry,
np. wspomniany wyzej chitozan i inne, np. dendrymery [Wu, 1987; Bielinska, 2000;
Guang Liu, 2002]. Polilizyna, jeden z pierwszych polimeréw uzytych do wprowadzania
obcego DNA, jest biodegradowalna, co mozna wykorzysta¢ w aplikacjach in vivo.
Niestety, charakteryzuje si¢ dos¢ wysoka toksycznoscia w pordwnaniu do PEI przy
zblizonej wydajnosci transfekcji [Wolfert, 1999]. Chitozan, liniowy polimer naturalny,
formuje mate, dos¢ stabilne kompleksy z DNA, ktéremu jest w stanie zapewni¢ ochrong
przed nukleazami w stopniu poréwnywalnym do PEI. Charakteryzuje si¢ rowniez wigksza

od PEI biozgodnoscia i poréwnywalng wydajnoscia transfekcji [Koping-Hoggard, 2001].

2.6.2 Transfekcja metodami fizycznymi

Fizyczne metody transfekcji polegaja na wprowadzeniu DNA bez obecnosci
dodatkowych substancji. Obcy material genetyczny w normalnych warunkach podlega
w komorce zniszczeniu przez nukleazy. Wydajnosé takiego procesu wydaje si¢ byc
znikoma, jednak bezposrednie wprowadzenie DNA do jadra komoérkowego pozwala na
usuniegcie tego problemu. Ponadto mozliwos¢ zmniejszenia ilosci DNA potrzebnej do
uzyskania oczekiwanego efektu, wprowadzenie go dokladnie w obszar naszych
zainteresowan oraz znikoma toksyczno$é, zwigkszaja atrakcyjnos¢ fizycznych metod
transfekcji.

Elektroporacja polega na poddaniu btony komodrkowej dziataniu impulsu
elektrycznego o wysokim natezeniu pola elektrycznego, co powoduje jej przejsciowq
1 lokalng destabilizacje, a wyniku czego zwigkszenie przepuszczalnosci dla egzogennych
czasteczek, w tym DNA. Przyjmuje si¢, ze potencjat transblonowy wymagany do
permeabilizacji zawiesiny komorek powinien wynosi¢ 1 V, ale jego wartos¢ jest zmienna
i zalezy m.in. od sktadu btony [Gehl, 2003]. Poczatki tej metody przypadaja na lata 80.
[Neumann, 1982], a do tej pory byla stosowana m.in. na komoérkach migsniowych, skory
1 watroby [Aihara, 1998; Suzuki, 1998; Dujardin, 2004]. Dokladny mechanizm
powstawania porow oraz pobierania DNA nie jest do tej pory wyjasniony. Kwestiami
spornymi sa np. odleglo§¢ DNA od komérki (czy mozliwe jest wnikanie tylko kwaséw
zwigzanych z blong? czy =zachodzi zjawisko elektroforezy?) oraz mozliwosé
samodzielnego formowania porow przez czasteczki DNA [Lurquin, 1997; Gehl, 2003].

Wydajnos$¢ elektroporacji zalezy od czasu trwania impulsu, nat¢zenia pola elektrycznego,
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stezenia DNA 1 wielkos$ci komdrek [Andreason, 1988; Gehl, 2003]. Badania Rabussay’a
1 wsp. pokazaty, ze krotki impuls (100 ps) o wysokim natezeniu (> 700 V/cm) byt
optymalny do dostarczenia substancji o niewielkim rozmiarze, a dtugi impuls (20-60 ms)
o niskim natg¢zeniu (100-200 V/cm) do transferu gendw [Rabussay, 2003].

Dzialo genowe, czyli metoda biolistyczna (potaczenie stow ,,biologiczna”
1,,balistyczna’) polega na wstrzeliwaniu do komorki czastek, np. zlota z przyczepionymi
fragmentami DNA. Po raz pierwszy zostala opisana w 1987 r. jako sposdb na
przezwyci¢zenie trudnos$ci z ekspresjg transgenu w komorkach roslinnych [Klein, 1987].
Zostala zaadaptowana do komorek ssaczych [Yang, 1990; Williams, 1991] 1 znalazia
zastosowanie w badaniach klinicznych [Trimble, 2003]. Czastki, wystrzeliwane
z odpowiednia predkoscia, musza spelnia¢ wymagania dotyczace toksycznosci,
reaktywnosci 1 wielkosci. Metoda ta znalazla zastosowanie w szczepionkach
genetycznych, immunomodulacji 1 terapii genowej w leczeniu nowotworow [Lin, 2000].
Wydajnos¢ dziata genowego zalezy od wielkosci czastek, czasu dostarczenia, ilosci
zwigzanego DNA [Matthews, 1993].

Mikroiniekcja jest najbardziej precyzyjng metoda wprowadzenie DNA do
cytoplazmy Iub jadra komodrkowego. Przeprowadzana jest na pojedynczej komorce, do
ktérej przy uzyciu mikropipety i dzigki cisnieniu hydrostatycznemu, wprowadzany jest
material genetyczny. Tak duza doktadnos¢ w umieszczeniu DNA jest mozliwa dzigki
rozmiarom koncoéwki mikropipety i wysokiej precyzji mikromanipulatora. Poczatki tej
metody datuje si¢ na 1980 r., kiedy to Capecchi wprowadzit DNA do cytoplazmy i jadra
komoérek mysich [Capecchi, 1980]. Umieszczenie DNA bezposrednio na terenie jadra
komodrkowego pozwolito na omini¢cie nukleaz znajdujacych si¢ w cytoplazmie, co
znacznie zwigkszylo wydajnos¢ transfekcji. Mikroiniekcja zostata natychmiast
wykorzystana do wytworzenia zwierzat transgenicznych i jest stosowana réwniez obecnie
[Gordon, 1980; Gordon, 1983; Auerbach, 2004; Hofmann, 2004]. Mimo jej prostoty
1 najwyzszej wydajnosci wsrod metod fizycznych, jest ona bardzo pracochtonna —
transfekowaé¢ mozna tylko jedna komoérke na raz, co obniza jej szanse na powszechne
zastosowanie w aplikacjach in vivo. Innymi fizycznymi metodami transfekcji sa:
sonoporacja, hydroporacja, naswietlanie laserem, magnetofekcja i1 mikrofluidyczny
transfer genow, tzw. cell squeezing. Zestawienie chemicznych 1 fizycznych metod

wprowadzania DNA zostato umieszczone w Tabeli 2.4.
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Tabela 2.4. Zestawienie podstawowych niewirusowych metod wprowadzania DNA (na
podstawie Advances in Gene Delivery Systems, Kamimura, 2011; Non-Viral Gene
Delivery Methods, Wang, 2013).

Metoda | Czynnik | Zalety | Wady
chemiczne:
. 2 - §cisle okreslone warunki
fosforan tadunek - biozgodnos¢, .
. . o . reakcji,
wapnia dodatni - niski koszt przygotowania : ,,
- niska powtarzalnos¢
. - niska wydajnos¢ in vivo,
. - wysoka wydajnos¢ .
lipidy fadunek o - moga wywotywacé
. . in vitro, .y
kationowe dodatni . odpowiedz
- fatwe w przygotowaniu . )
immunologiczng
- niska wydajnos¢ in vivo,
. - wysoka wydajnos¢ - moga wywotywac
polimery fadunek ysoxa wycaj 83 Wywol)
. . in vitro, odpowiedz
kationowe dodatni . : .
- latwe w przygotowaniu immunologiczna
- toksyczne dla komoérek
fizyczne:
. o - zniszczenie tkanki,
. impuls - wysoka wydajnos¢, .
elektroporacja 2 - ograniczony obszar
elektryczny - powtarzalnos$¢ . .
dziatania
- zniszczenie tkanki,
dzialo genowe ci$nienie - dobra wydajnos¢ - ograniczony obszar
dziatania
. - niska wydajnos¢
o L - latwa w wykonaniu, .
mikroiniekcja | mechanicznie ,, - ograniczony obszar
- powtarzalno$¢ S
dziatania

2.6.3 Transdukcja wektorami wirusowymi

Wprowadzenie genéw za pomocg transdukcji dotyczy zaréwno wiruséw
zawierajacych informacj¢ genetyczng w formie DNA jak i RNA [Kay, 2001]. Wektory
wirusowe pozbawione sg sekwencji chorobotwdrczych i wykorzystywane od lat 90.
ubieglego wieku w badaniach klinicznych [Blaese, 1995; Thomas, 2003]. Wirusy oparte
na RNA, gldwnie retrowirusy, zapewniaja dlugotrwalg ekspresje, dzigki integracji
transgenu do genomu gospodarza [Barquinero, 2004; Daniel, 2008]. Z kolei wektory
zawierajagce DNA przyjmuja forme¢ episomow 1 nie integrujag do genomu [St George,
2003]. Zestawienie wybranych wektoréw wirusowych umieszczono w Tabeli 2.5.

Adenowirusy (ang. AdenoVirus, AV), najpopularniejsze wektory DNA, sa badane
jako nos$niki genow od lat 70. ubieglego wieku [Graham, 1977]. Sa czastkami o $rednicy
70-90 nm, pozbawionymi otoczki i zawierajacymi podwdjng ni¢ DNA. Proces replikacji
wirusowego DNA i skfadania wirionéw nastepuje jedynie w jadrze zainfekowanych

komorek. Infekcja jest skomplikowanym i zaleznym od fazy cyklu komorkowego
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procesem, ktory obejmuje zwigzanie bialek wirusa z receptorem w blonie komodrkowe;,
internalizacj¢ na drodze endocytozy, uwolnienie z endosomu, zniszczenie kapsydu,
migracje¢ do jadra 1 replikacje jako episom [Campos, 2007]. Transdukcja wektorami
adenowirusowi byla testowana m.in. w nerce, trzustce, mig¢sniach szkieletowych
1 sercowych, mézgu. Zazwyczaj ekspresja transgenu jest niezalezna od sposobu podania
idocelowej tkanki, swdj najwyzszy poziom osigga w przeciggu tygodnia, a po
2-4 tygodniach jest znikoma, co jest wynikiem odpowiedzi ze strony ukladu
immunologicznego [Spergel, 1991; Liu, 2003]. Ostatnie generacje wektorow
adenowirusowych, mogace pomiesci¢ fragmenty DNA nawet do 37 kpz (tysigcy par
zasad), sg bardziej bezpieczne 1 pozwalajg na uzyskanie ekspresji transgenu w myszach
nawet przez ponad rok [Kim, 2001]. Wektory AV =zostaly wykorzystane podczas
produkcji indukowanych komorek pluripotentnych z fibroblastow ludzkich [Zhou, 2009].

Wektory pochodzace od wirusow zwigzanych z adenowirusami (ang. Adeno-
Associated Virus, AAV), czyli niepatogennych parwowiruséw, sa matymi (18-26 nm)
czasteczkami zawierajagcymi pojedynczg ni¢ DNA [Atchison, 1965]. Do wnetrza komorki
dostajg si¢ przez endocytoz¢ zalezng od receptorow. W genomie tych wiruséw wystepuja
sekwencje palindromowe, tzw. odwrocone powtorzenia koncowe (ang. Inverted Terminal
Repeat, ITR), ktére umozliwiaja specyficzng integracje DNA wirusa w chromosomie 19.
[Smith, 2008]. Ich unikalng cechg jest zr6znicowanie wzgledem réznych typow komodrek
w zaleznosci od serotypu wirusa. Serotypy AAV 1, 2 1 5 infekujag komorki nerwowe
1 miesniowe, a AAVSE — hepatocyty [Daya, 2008].

Najpopularniejszymi wektorami RNA sa retrowirusy (ang. RetroVirus, RV). Sa to
czastki o rozmiarach 80-130 nm, zawierajace w kapsydzie, oprécz kwasu nukleinowego,
enzymy integraz¢ i odwrotng transkryptaze [Kay, 2001]. Podczas produkcji wektorow
dochodzi do zastgpienia elementow replikacyjnych przez gen, ktory ma zostaé
wprowadzony (pojemnos¢ 7-10 kpz), a pozostawione zostaja wszystkie niezbedne
elementy, odpowiedzialne za pakowanie, integracj¢, odwrotng transkrypcje i jej regulacje.
Biatka otoczki wektoréw retrowirusowych sa rozpoznawane przez receptory w blonie
komorki gospodarza, co umozliwia im przejScie do wnetrza komorki. Nastgpnie, dzieki
odwrotnej transkryptazie RNA zostaje przepisane na DNA prowirusa, ktdry za pomoca
integrazy zostaje wprowadzony do chromosomu [Barquinero, 2004; Daniel, 2008].

Jednym z rodzajow retrowiruséw sa lentiwirusy (ang. LentiVirus, LV), ktore
w ostatnich latach sg intensywnym przedmiotem badan dotyczacych dostarczania genow.

Ich charakterystyczng cechg jest aktywny transport kompleksu preintegracyjnego przez
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pory w otoczce jadrowej, dzigki temu nie wymagaja one dezintegracji blony jadrowej
1 moga transdukowa¢ komorki niedzielace si¢ w odrdznieniu od wektordow RV [Lewis,
1994; Naldini, 1996]. Jest to zwigzane z ich zdolnoscig do infekowania skrajnie
zroznicowanych linii makrofagow. Wektory lentiwirusowe preferujg aktywne miejsce
transkrypcji jako obszar integracji transgenu, w odrdznieniu od RV, ktore integruja
w miejsca regulatorowe [Sinn, 2005]. Powinowactwo wektoréw do gospodarza, czyli
docelowych komorek, moze zosta¢ wzmocnione dzigki psuedotypowaniu, czyli
zastosowaniu biatek otoczki innego wirusa. Czgsto wykorzystywane jest biatko
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (ang. Vesicular Stomatitis Virus G, VSV-G),
ktore zapewnia wysokie miano i szeroki tropizm [Escors, 2010; Osten, 2007]. Wektory
LV sa uznawane za jedne z bezpieczniejszych wektoréw [Xu, 2001]. Jest to
spowodowane m.in. usuni¢ciem niemal wszystkich genéw wirusowych 1 sekwencji
regulatorowych  (wektory 2. generacji 1 Wwyzsze), znacznym obnizeniem
prawdopodobienstwa rekombinacji oraz zastosowaniem wektorow samo inaktywujacych
si¢ (ang. Self-INactivating, SIN), co obniza szans¢ na mobilizacj¢ wirusa [Pluta, 2009].
Obecnie prowadzonych jest ponad 100 badan klinicznych, wykorzystujacych wektory
LV, co stanowi 5% sposrdd opisanych wektorow (http://www.abedia.com/wiley/vectors.
php).

Neurotropowy wirus opryszczki (ang. Herpes Simplex Virus, HSV) zawiera
podwdjng ni¢ DNA o dhugosci ok. 150 kpz, kodujacag ponad 80 bialek, zamknigta
w czastce o srednicy 180-200 nm. Jest przenoszony przez kontakt bezposredni, namnaza
si¢ na skérze i/lub btonie $luzowej zanim zainfekuje komoérki osrodkowego uktadu
nerwowego [Epstein, 2009]. Do wnetrza komorki przedostaje si¢ przez fuzje wywotang
potaczeniem si¢ glikoprotein wirusowych z siarczanem heparyny [Manservigi, 2010].
Zaletami wektoréw opartych na HSV jest duza pojemnos¢ (do 30 kpz) 1 powinowactwo
do komoérek nerwowych [Burton, 2002; Shah, 2003]. Wadami — przejsciowa ekspresja
oraz wysoki poziom immunogennosci i mozliwos¢ wystapienia szoku anafilaktycznego ze
wzgledu na powszechne narazenie ludzi na kontakty z HSV w $rodowisku [Vannucci,

2013].
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Tabela 2.5. Zestawienie podstawowych wektorow wirusowych (na podstawie Advances in
Gene Delivery Systems, Kamimura, 2011; Current Progress in Gene Delivery Technology
Based on Chemical Methods and Nano-carriers, Jin, 2014 oraz Novel gene delivery
systems, Manjila, 2013).

Wielko$¢

Wektor Zalety Wady
transgenu
- duza pojemnos¢, - ekspresja przejsciowa,
adenowirus [AV] 35-38 kpz - brak specyficznosci - odpowiedz ze strony
wobec gospodarza uktadu immunologicznego
- niska odpowiedz
zwigzane uktadu - niewielka pojemnos¢
z adenowirusami 4-5 kpz immunologicznego, - skomplikowany proces
[AAV] - szeroki zakres produkcji
gospodarzy
- wysoce wydajne
w komorkach
medglelqcych S1G, - stosunkowo niewielka
- stabilna ekspresja, . 2
lentiwirus [LV] 8 kpz - niska odpowiedz POl em(rilosc,
ukladu e
immunologicznego, W przechowywaniu
- brak transformacji
NOWOtWOrowej
- losowe miejsce integracji,
o - niska wydajnos$¢ in vivo,
- wysoka wydajnos¢ - ryzyko transformacji
retrowirus [RV] 8 kpz w komorkach yn}(])wo tworowe )
dzielacych sig (potwierdzone w
badaniach klinicznych)
- wysoce wydajne
wirus opryszczki 30-150 knz | ¥ osrodkowym uktadzie | - ekspresja przejsciowa,
[HSV] P nerwowym, - niska wydajnos¢
- duza pojemnos¢
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2.7 Cel i tezy rozprawy
Celem rozprawy byto opracowanie metody dlugotrwalej (ponad dwutygodniowe;)
hodowli komorek pochodzenia watrobowego wraz z zachowaniem ich funkcji przy

uzyciu zmodyfikowanych genetycznie komdrek podtrzymujacych hodowle.

Tezy rozprawy:

I. Metoda izolacji komodrek z ludzkiej watroby oparta na maceracji jest wydajniejsza
1 mniej szkodliwa dla komérek niz powszechnie stosowana metoda podwojnej perfuzji
(metoda Seglena).

II. Zmodyfikowane genetycznie fibroblasty ludzkie, zawierajace dodatkowa kopi¢ genu
kodujacego epidermalny czynnik wzrostu, w hodowli z komdrkami pochodzenia

watrobowego wplywaja pozytywnie na wybrane parametry komorek watrobowych.
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3. Materialy

3.1 Oswiadczenia

Fragmenty resekowanych watrob zostaly pozyskane we wspdlpracy z dr. hab.
Krzysztofem Dudkiem z Katedry i1 Kliniki Chirurgii Ogodlnej, Transplantacyjnej
1 Watroby Szpitala Klinicznego WUM w Warszawie. Laboratorium Pracowni Inzynierii
Tkankowej IBIB PAN posiada zgod¢ Komisji Bioetycznej WUM na izolacje
1 prowadzenie badan z wykorzystaniem ludzkich hepatocytow (KB/182/2008).

Izolowane ludzkie fibroblasty byly dostepne dla doktoranta w ramach Pracowni
Inzynierii Tkankowe;j. Ich zrodlem sa pozostatosci z operacji plastycznych i sg mieszanka
komorek pochodzacych zaréwno od kobiet jak 1 mezczyzn w roznych wieku.

Laboratorium Pracowni Inzynierii Tkankowej posiada zgode Ministra Srodowiska
na zamknigte uzycie genetycznie zmodyfikowanych ludzkich linii komoérkowych
1komoérek w celu modyfikacji genetycznych ludzkich hepatocytow oraz komorek
podtrzymujacych hodowle za pomoca wektorow lentiwirusowych (nr w Rejestrze

Zamknigtego Uzycia GMO: 01-21/2011).

3.2 Material biologiczny

Linie komoérkowe C3A (CRL-10741), HepG2 (HB-8065), HOS (CRL-1543)
1 HEK293T (CRL-3216) zostaty zakupione w banku komoérek ATCC (ang. American
Type Culture Collection).

Komorki Escherichia coli szczep STBL3 zostaty udostgpnione przez dr. Jakoba
Reisera (FDA, Bethesda, USA).

Plazmid pGEM-3Zf(+) Vector (Promega, Warszawa, Polska) zostal udostepniony
przez mgr Dorote Tutacz (IBB PAN).

Plazmidy pLTR-G, pCD/NL-BH*AAA, pNL-EGFP/CMV-WPRE/AU3 i pNL-
DsRed2/CMV-WPRE/AU3 zostaty skonstruowane przez dr. Jakoba Reisera (FDA,
Bethesda, USA).

Plazmid pNL-H2B/mCherry-gtxIRES/EGFP-WPRE/AU3 zostal skonstruowany
przez dr. Krzysztofa Plute (IBIB PAN).

Plazmid pCMV6-hEGF-XL4 zostal zakupiony w firmie OriGene (STI, Poznan,
Polska).

Plazmid pEZ-CMV-EGF-IRES2-mCherry-Lv214 zostal zakupiony w firmie
Genecopoeia (THP, Wieden, Autria).
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3.3 Sprzet

Autoklaw Classic Prestige Medical (Bionovo, Legnica, Polska).

Cytometr przeptywowy FACS Canto II (BD, Warszawa, Polska).

Inkubator CO, do prowadzenie hodowli komérek 1 tkanek zwierzgcych/ludzkich NuAire
(Biogenet, Warszawa, Polska).

Komora hematologiczna typu Biirkera (Equimed, Warszawa, Polska).

Komora laminarna do pracy jatowej NUAIRE LABGARD (Biogenet, Warszawa, Polska).
Laznia wodna Grant (Biogenet, Jozeféw, Polska).

Laznia wodna MLL 547 (AJL Electronic, Krakow, Polska).

Mieszadlo magnetyczne z grzaniem IKA RCT basic (Labo Baza, Jelonek, Polska)
Mikroskop fluorescencyjny IX-71 (Olympus, Warszawa, Polska).

Mikroskop konfokalny FV10i (Olympus, Warszawa, Polska).

pH-metr PHM250 MeterLab (HACH LANGE, Wroctaw, Polska).

Pipeta wielokanalowa (Medlab, Raszyn, Polska).

Pipetor automatyczny Gilson MacroMan (A.G.A. Analytical, Warszawa, Polska).
Pipety automatyczne (Eppendorf, Warszawa, Polska).

Pipety automatyczne (Medlab, Raszyn, Polska).

Pompa perystaltyczna ISM597A (IDEX, Wertheim-Mondfeld, Niemcy).
Spektrofotometr mikroptytkowy Synergy HT Bio-Tek (BIOKOM, Janki, Polska).
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Warszawa, Polska).
Spektrofotometr Spectronic Genesys 2 (Thermo Fisher Scientific, Warszawa, Polska).
Termoblok z wytrzasaniem TS-100C (Biogenet, Jozefoéw, Polska).

Termocykler T100 Bio-Rad (Bio-Rad, Warszawa, Polska).

Transiluminator 3UV (UVP, Cambridge, Wielka Brytania).

Waga precyzyjna WTB2000 (RADWAG, Warszawa, Polska).

Wiréwka Eppendorf Centrifuge 5415R (Eppendorf, Warszawa, Polska).

Wiréwka MiniSpin (Eppendorf, Warszawa, Polska).

Wiréwka MPW-350R (MPW, Warszawa, Polska).

Wiréwka Sorvall RC5B Plus (Kendro, Warszawa, Polska).

Worteks Gilson GVLab, (A .G.A. Analytical, Warszawa, Polska).

Wiytrzasarka Innova 44 (Eppendorf, Warszawa, Polska).

Zestaw do elektroforezy poziomej Bio-Rad (Bio-Rad, Warszawa, Polska).

3.4 Odczynniki

4',6-diamidyno-2-fenyloindol — DAPI (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Agaroza (Life Technologies, Warszawa, Polska).

Albumina izolowana z osocza krow — BSA, ang. Bovine Serum Albumin (Sigma Aldrich,
Poznan, Polska).

Ampicylina (TZF, Warszawa, Polska).

Blekit trypanu (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Bromek etydyny (Life Technologies, Warszawa, Polska).

Bromek dimetylotiazolilodifenylotetrazolu — MTT (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Chlorek amonu — NH4Cl (POCH, Gliwice, Polska).

65



Chlorek magnezu — MgCl, (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Chlorek manganu — MnCl, (Merck, Warszawa, Polska).

Chlorek potasu — KCl (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Chlorek sodu — NaCl (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Chlorek wapnia — CaCl, (POCH, Gliwice, Polska).

Coating Buffer (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Dimetylosuflotlenek — DMSO (POCH, Gliwice, Polska).

DNA Polimeraza I — fragment Klenowa (ABO, Gdansk, Polska).
DNaza (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska).

dNTPs 10 mM kazdy (ABO, Gdansk, Polska).

Dodecylosiarczan sodu — SDS (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Ekstrakt drozdzowy (Diag-Med, Warszawa, Polska).

Enzym restrykcyjny BamHI (ABO, Gdansk, Polska).

Enzym restrykcyjny EcoRI (ABO, Gdansk, Polska).

Enzym restrykcyjny Sall (ABO, Gdansk, Polska).

Enzym restrykcyjny SnaBI (ABO, Gdansk, Polska).

Etanol rektyfikowany 96% (Polmos, Warszawa, Polska).

Falloidyna wyznakowana izotiocyjanianem tetrametylorodaminy — TRITC (Sigma
Aldrich, Poznan, Polska).

Formaldehyd (FA) pozbawiony domieszki metanolu (ALAB, Warszawa, Polska).
Fosfataza alkaliczna FastAP (ABO, Gdansk, Polska).

Glukoza (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Hoechst33342 (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Izopropanol (POCH, Gliwice, Polska).

Jodek propidyny (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Kolagenaza typ I (Life Technologies, Warszawa, Polska).
Kolagenaza typ XI (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Kwas octowy lodowaty — CH;COOH (POCH, Gliwice, Polska).
Kwas siarkowy — H,SO4 (POCH, Gliwice, Polska).

Kwas solny — HCI (POCH, Gliwice, Polska).

Kwas wersenowy — EDTA (POCH, Gliwice, Polska).

Ligaza DNA T4 (ABO, Gdansk, Polska).

Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Warszawa, Polska).
Marker DNA GeneRuler DNA Ladder Mix (ABO, Gdansk, Polska).
Medium (DMEM, ang. Dulbecco Modified Eagle Medium) o wysokiej zawartosci
glukozy (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Medium OptiMEM (Life Technologies, Warszawa, Polska).
Medium Williamsa (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

NaOH (Chempur, Piekary Slaskie, Polska).

Nie-niezbedne aminokwasy — NEAA, ang. Non-Essential AminoAcids (Genos, £6dz,
Polska).

Obcigznik probek DNA Gel Loading Dye (ABO, Gdansk, Polska).
Octan amonu 7,5 M (Lab Empire, Rzeszéw, Polska).

Percoll (Life Technologies, Warszawa, Polska).
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PIPES (Merck, Warszawa, Polska).
Plodowa surowica bydleca — FBS, ang. Fetal Bovine Serum (Genos, £.6dZ, Polska).
Polietylenoimina — PEI, polimer rozgat¢ziony o liczbowo $redniej masie molowej 60 000,
roztwor 50% (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Polimeraza RUN z buforem (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska).
Postcoat Solution (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Przeciwciata stosowane podczas analizy cytometrycznej i immunofluorescencii:

Nazwa Numer Znacznik Rozcienczenie Pochodzenie
albumina | ab18075 . 1:250 Abcam, Cambridge, Wielka
Brytania
albumina A80129F FITC 1:150 Bethyl, Warszawa, Polska
antibodies-online, Aachen,
o-1-antytrypsyna | 0096R Cy5 1:75 Niemey
o-1-antytrypsyna ?5201; FITC 1:750 Bethyl, Warszawa, Polska
CD14 345787 APC 1:100 BD, Warszawa, Polska
CD45 345809 PerCP 1:100 BD, Warszawa, Polska
CD54 555511 PE 1:1 000 BD, Warszawa, Polska
CD73 550257 PE 1:100 BD, Warszawa, Polska
CKI8 4b82254 i 1:100 Abcam, Cambrldge, Wielka
Brytania
IgG A90- PE 1:200 Bethyl, War Polsk
g 116PE : ethyl, Warszawa, Polska
16G ab37407 PE 1:100 Abcam, Cambrlqge, Wielka
Brytania
16G ab37374 | FITC 1:100 Abcam, Cambridge, Wielka
Brytania
703-136- ) Jacson ImmunoResearch Europe
leY 15 APC 1:1:000 Ltd., Suffolk, Wielka Brytania

Przeciwciata stosowane podczas oznaczania biatek metoda ELISA i Dot Blot:

Nazwa Numer Znacznik | Rozcienczenie | Pochodzenie

albumina | A80129 - 1:1 000 Bethyl, Warszawa, Polska

albumina | A80129P HRP 1:50 000 Bethyl, Warszawa, Polska

EGF MS06 i 1:2 000 Life  Technologies, = Warszawa,
Polska

EGF ABIN1045975 HRP 1:10 000 antibodies-online, Aachen, Niemcy

RNaza (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Siarczan magnezu — MgSO, (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Tetrametylobenzydyna — TMB (Biomibo, Warszawa, Polska).
Tris-HCI (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Trisma-base (Lab Empire, Rzeszow, Polska).
Triton X-100 (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Trypsyna (Genos, £.6dz, Polska).
Trypton (Diag-Med, Warszawa, Polska).
Tween-20 (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
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Wash Solution (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Woda o czystosci do biologii molekularnej (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).
Wodorotlenek potasu — KOH (Chempur, Piekary Slaskie, Polska).

Wodoroweglan sodu — NaHCO; (POCH, Gliwice, Polska).

Zbuforowana sol fizjologiczna — PBS bez jonéw Ca®’, Mg®" (Lab Empire, Rzeszow,
Polska).

3.5 Materialy

Materiaty szklane:

Butelki z korkiem (Equimed, Warszawa, Polska).

Szalki (Equimed, Warszawa, Polska).

Zlewki (Equimed, Warszawa, Polska).

Materiaty plastikowe:

Butelki hodowlane T25 1 T75 (Scholagene, Krakow, Polska).

Filtr mesh 70 um (Diag-Med, Warszawa, Polska).

Koncowki do pipet automatycznych (Profilab, Warszawa, Polska).

Lejek Biichnera (Equimed, Warszawa, Polska).

Pipety serologiczne (Scholagene, Krakéw, Polska).

Ptytki wielodotkowe (Scholagene, Krakéw, Polska).

Plytki 96-dotkowe mocno-wigzace do testu ELISA (Scholagene, Krakow, Polska).
Probéwki okragtodenne do cytometru FACS Canto (Tominex, Wroctaw, Polska).
Probdwki typu eppendorf o pojemnosci 0,5, 1,5 1 2 ml (Profilab, Warszawa, Polska).
Probowki typu falkon o pojemnoscei 15 1 50 ml (Scholagene, Krakow, Polska).
Strzykawki (Equimed, Warszawa, Polska).

Inne:

Filtry z polifluorku winylidenu o $rednicy porow 0,22 um wraz z adapterami (Merck,
Warszawa, Polska).

Magnesy do mieszadta magnetycznego (Equimed, Warszawa, Polska).

Membrana nitrocelulozowa (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Pesety (Equimed, Warszawa, Polska).

Skalpele (Equimed, Warszawa, Polska).

Wata szklana (Sigma Aldrich, Poznan, Polska).

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA PureLinkTM HiPure Plasmid Maxiprep (Life
Technologies, Warszawa, Polska).
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4. Metody

4.1 Poréwnanie metod izolacji komoérek z fragmentow ludzkich resekowanych
watréb
Do izolacji komédrek z fragmentéw ludzkich resekowanych watréb zastosowano
metode podwojnej perfuzji (in. metode Seglena) i udoskonalong przez nasz Zespot

metode maceracji. Poréwnano rowniez dziatanie dwoch typow kolagenazy — 11 XI.

4.1.1 Przygotowanie buforéw i odczynnikow stosowanych podczas izolacji komoérek
z fragmentow ludzkich resekowanych watréb
Sposdb przygotowania PBS:

Rozpuszczano 1 tabletke PBS w 100 ml wody dejonizowanej. Roztwor filtrowano
przez filtr 0,22 pm pod komora laminarng do sterylnych butelek i1 przechowywano
w temperaturze pokojowej (RT, ang. Room Temperature).

Sposob przygotowania roztworu kolagenazy do trawienia tkanki watrobowe;j:

Do 1 g kolagenazy dodano 20 ml medium Williamsa (koficowe stezenie: 5%)
i rozdzielono do sterylnych probéwek typu eppendorféw. Roztwér roboczy uzyskiwano
przez 100-krotne rozcienczenie 5% roztworu kolagenazy przy uzyciu medium Williamsa.
Przechowywano w temperaturze 4°C.

Sposob przygotowania roztworu do lizy erytrocytow:

Roztwér przygotowano w wodzie dejonizowanej i1 przefiltrowano przez filtr
0,22 um pod komorg laminarng do sterylnej butelki i przechowywano w temperaturze
4°C. Sktad 10x stezonego roztworu do lizy erytrocytow: 1,55 M NH4Cl, 100 mM
NaHCOs, I mM EDTA. Roztwor rozcienczano 10-krotnie podczas izolacji hepatocytow
przy pomocy sterylnej wody dejonizowane;.

Sposob przygotowania Percollu do oczyszczania izolatu:

Percoll o gestosci 1,04 g/ml przygotowano wg wzoru i dodano 0,1 objetosci Vi

1,5M NaCl i uzupeliono do objetosci koncowej V; woda o czystosci do biologii

molekularne;j:
p—01p10—09

Vo=V po—1

2

gdzie Vj— objetos¢ Percollu [ml]

Vi — objetos¢ koncowa Percollu [ml]
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p — oczekiwana gestos$¢ Percollu [ml]
po — wyjsciowa gestos¢ Percollu [g/ml]

pio— gestos¢ 1,5 M NaCl [g/ml],

4.1.2 Izolacja komoérek watrobowych — perfuzja (P)

Z fragmentu ludzkiej watroby usunig¢to krew przy uzyciu zimnego (4°C) PBS
pozbawionego jondw wapnia i magnezu, ptynacego z predkoscia 10 ml/min przez rurke
potaczong z otwartym naczyniem krwionosnym, az do momentu pojawienia si¢
bezbarwnego roztworu (kilka-kilkanascie minut), po czym fragment plukano przy
pomocy 0,05% roztworu kolagenazy I w medium Williamsa ogrzanego do temperatury
37°C przez 15 minut (obieg otwarty). Nastepnie fragment perfundowano przy pomocy
0,05% roztworu kolagenazy I w medium Williamsa ogrzanego do temperatury 37°C przez
60 minut w lazni wodnej z wytrzasaniem (obieg zamknigty). Otrzymang w wyniku
trawienia zawiesing komorek filtrowano przez filtr nylonowy (mesh) o srednicy porow
70 um, po czym przeprowadzano liz¢ erytrocytow. W tym celu do zawiesiny komorek
dodano taka samg objetos¢ buforu do lizy erytrocytéw i inkubowano z wytrzasaniem w
37°C przez 5 minut, po czym dodano rownowazng ilos¢ medium hodowlanego
1 zwirowano (366xg, 4°C, 7 minut), a supernatant usuni¢gto. W ostatnim etapie komorki
zawieszano w medium hodowlanym 1 liczono pod mikroskopem w obecnosci 0,4%

roztworu btekitu trypanu w proporcji 1:1.

4.1.3 1zolacja komorek watrobowych — maceracja (M)

Ponizszy opis dotyczy izolacji komoérek watrobowych metoda maceracji (M1).
Zmiany procedury dotycza postgpowania po plukaniu fragmentu roztworem kolagenazy
(A — maceracja M1, B — maceracja M2, C — maceracja M3). Schemat ilustrowany
zdjeciami (Rysunek 4.1) przedstawiony nizej dotyczy maceracji M3.

Z fragmentu ludzkiej watroby usuni¢to krew przy uzyciu zimnego (4°C) PBS
pozbawionego jonéw wapnia i magnezu, ptyngcego z predkoscia 10 ml/min przez rurke
potaczong z otwartym naczyniem krwionosnym, az do momentu pojawienia si¢
bezbarwnego roztworu (kilka-kilkanascie minut), po czym ptlukano fragment przy
pomocy 0,05% roztworu kolagenazy I lub XI w medium Williamsa ogrzanego do
temperatury 37°C (na kazdy 1 g tkanki zuzyto 1 ml roztworu kolagenazy). Fragment

pocigto na niewielkie — kilkumilimetrowe kawatki (kilkucentymetrowe w maceracji M3).
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A: Fragmenty, zawieszone w 0,05% roztworze kolagenazy I w medium Williamsa,
wytrzasano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez 60 minut (na kazdy 1 g tkanki
zuzyto tacznie 5 ml roztworu kolagenazy),

B: Fragmenty, zawieszone w 0,05% roztworze kolagenazy I w medium Williamsa,
wytrzasano na mieszadle magnetycznym w temperaturze 37°C przez 60 minut (na kazdy
1 g tkanki zuzyto facznie 5 ml roztworu kolagenazy),

C: Fragmenty, zawieszone w 0,05% roztworze kolagenazy I lub XI w medium Williamsa,
wytrzasano na mieszadle magnetycznym w temperaturze 37°C przez 15 minut (zuzyto
tyle roztworu kolagenazy, aby fragmenty byty przykryte). Nastepnie fragmenty poci¢to na
niewielkie — kilkumilimetrowe kawatki 1 wytrzgsano na mieszadle magnetycznym przez
kolejne 15 minut (zuzyto tyle roztworu kolagenazy, aby fragmenty byly przykryte).

Zawiesing filtrowano przez filtr nylonowy (mesh) o $rednicy poréw 70 um, po
czym przeprowadzano liz¢ erytrocytow. W tym celu do zawiesiny komodrek dodano taka
samg objetos¢ buforu do lizy erytrocytéw i1 inkubowano z wytrzasaniem w 37°C przez
5 minut, po czym dodano réwnowazng ilos¢ medium hodowlanego i zwirowano (366xg,
4°C, 7 minut), a supernatant usuni¢to. W celu oczyszczenia izolatu watrobowego
wirowano zawiesing na poduszce z Percollu — do zawiesiny komérek dodano kilka
mililitrow izotonicznego roztworu Percollu o gestosci 1,04 g/ml i zwirowano (366xg,
4°C, 20 minut). Nastgpnie supernatant usuni¢to, a komorki ptukano medium hodowlanym
w celu usuniecia pozostatosci Percollu. W ostatnim etapie komorki zawieszano
w medium hodowlanym i liczono pod mikroskopem w obecnosci 0,4% roztworu bigkitu
trypanu w proporcji 1:1.

Podsumowujac, metoda perfuzji opiera si¢ na zamknigtym przepltywie roztworu
kolagenazy przez fragment tkanki, maceracja M1 na wytrzgsaniu w tazni bardzo
rozdrobnionej tkanki, maceracja M2 na wytrzasaniu przy uzyciu mieszadla
magnetycznego, ktore zapewnia doktadniejsza kontrolg predkosci mieszania, a maceracja
M3 na dwustopniowym rozdrobnieniu tkanki i skréceniu czasu inkubacji w kolagenazie
z 60 do 2x15 minut. Ponadto wszystkie fragmenty izolowane metoda maceracji byty
oczyszczane na warstwie (tzw. poduszce) z Pecollu 1 dzigki temu mozliwe bylo usunigcie
fragmentow komdrek i innych pozostatosci. Wigksze fragmenty watréb byly dzielone,
a metody izolacji byly modyfikowane w taki sposdb, aby uzyskaé czystsza populacje
hepatocytow, np. porzez dodatkowe wirowanie 50xg (jedno- lub kilkukrotne), zmiang

czasu inkubacji z kolagenaza, stezenia lub gestosci Percollu.
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Rysunek. 4.1. Schemat izolacji komoérek z fragmentu ludzkiej watroby przy pomocy
metody maceracji M3. Kolejne etapy: wyptukanie krwi (perfuzja roztworem PBS) —
pociecie tkanki na mniejsze fragmenty — wytrzasanie na mieszadle magnetycznym
z roztworem kolagenazy — pocigcie tkanki na kilkumilimetrowe fragmenty — filtracja
przez lejek Biichnera — wirowanie z Percollem — osad komdrek po zakonczeniu izolacji.

4.2 Hodowla komérkowa
Hodowle izolowanych ludzkich fibroblastéw, komoérek linii C3A, HOS
1 HEK293T prowadzono w inkubatorze NuAire w temperaturze 37°C 1 w atmosferze

zawierajacej 5% CO..

4.2.1 Przygotowanie buforéow i odczynnikow stosowanych podczas hodowli
komorkowej
Sposob przygotowania DMEM o wysokiej zawartosci glukozy:
Rozpuszczono 1 porcje DMEM (zawartos¢ glukozy 4,5 g/l) w 700 ml wody
dejonizowanej. Nastepnie dodano 3,7 g NaHCOs; 1 uzupetniono wod¢ do 1 1. Roztwér
filtrowano przez filtr 0,22 pm pod komora laminarng do sterylnych butelek

1 przechowywano w temperaturze 4°C.
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Sposdb przygotowania medium hodowlanego:

Do przygotowania 100 ml medium hodowlanego do 89 ml DMEM dodano 10 ml
FBS (10% objetosci) 1 1 ml NEAA (1% objetosci). Roztwér filtrowano przez filtr
0,22 um pod komorg laminarng do sterylnych butelek i przechowywano w temperaturze
4°C.
Sposdb przygotowania trypsyny stosowanej podczas hodowli komoérkowe;:

Do 50 ml 2,5% roztworu trypsyny dodano 450 ml PBS i 685 ul 0,5M EDTA
(koncowe stezenie trypsyny: 0,25%). Roztwor filtrowano przez filtr 0,22 um pod komorg
laminarng do sterylnych butelek. Przechowywano w temperaturze 4°C (do uzytku

biezacego — 2-4 tygodnie) lub w -20°C (powyzej miesigca).

4.2.2 Pasazowanie komorek

W celu przeniesienia komoérek do nowego naczynia hodowlanego usunigto
medium hodowlane i1 przeptukano warstwe komdrek PBS, po czym dodano 0,25%
roztwor trypsyny (o objetosci 1,5 ml w przypadku butelki T25 i 3 ml — T75)
i inkubowano w 37°C przez 3-10 minut w zaleznosci od typu komorek. Zatrzymano
dziatanie trypsyny przy uzyciu medium hodowlanego w proporcji 1:1 lub wigksze;j,
a zawiesing komorek zwirowano (255xg, 4°C, 5 minut). Osad zawieszono w 1 ml
medium hodowlanego, z czego pobrano 10 pl zawiesiny komorek do liczenia w komorze
Biirkera. Odpowiednig liczb¢ komoérek wysiano w 4 ml (butelka T25) lub 10 ml (butelka

T75) $wiezego medium hodowlanego.

4.2.3 Liczenie komorek w komorze Biirkera

Do liczenia komorek pobierano 10 pl z zawiesiny komorek po trypsynizacji
(zawieszonych w 1 ml medium hodowlanego) 1 odpowiednio rozcienczano w PBS.
Mieszano 10 pl zawiesiny komorek z 10 pl 0,4% bigkitu trypanu i nakladano polowe
objetosci mieszaniny na ztozong komore Biirkera. Liczone byly przynajmniej 3 kwadraty
(po skosie od lewego gornego do dolnego prawego, schemat przedstawiono na Rysunku
4.2) 1 liczono Srednig liczbe komdrek. Koncowa liczba komdrek rowna jest sredniej

pomnozonej przez rozcienczenie i przelicza na 1 ml stosujagc mnoznik 10 000.

73



I
U RN L R §
~

F |
= 4

il \ /
2 3 N Ly
DN R
l ] = !
i g e do -k
02 0025 005 e | mm -l
L‘W"‘W"‘W

Rysunek 4.2. Schemat komory Biirkera z zaznaczonymi wybranymi polami do liczenia
(1,2,3) 1 wymiarami poszczegdlnych czesci (na podstawie http:// www.e-
mikroskopy.pl/media/catalog/product/cache/1/thumbnail/600x600/9df78eab33525d08d6e
5tb8d27136e95/s/i/siatka-komory-burkera.jpg). Wysokos¢ komory wynosi 100 um.

4.3 Oznaczenie markerow charakterystycznych dla roéznych populacji izolatu
watrobowego oraz dla izolowanych ludzkich fibroblastow
Do oznaczenia markeréw charakterystycznych dla réznych populacji izolatu
watrobowego oraz dla izolowanych ludzkich fibroblastéw zastosowano analize

z wykorzystaniem testow opartych na przeciwcialach.

4.3.1 Przygotowanie buforow i odczynnikow stosowanych podczas oznaczania
markerow charakterystycznych dla réznych rodzajow komorek
W celu przygotowania PBS-FBS do cytometrii przeptywowej do 10 ml PBS
dodano 200 ul FBS (2% objetosci). Przechowywano w temperaturze 4°C.
W celu przygotowania roztworu blokujacego do znakowania komoérek do
mikroskopii fluorescencyjnej do 9,9 ml PBS dodano 0,1 ml 10% Tween 20 (koncowo
0,1% objetosci), a nastepnie dodano 2,5 ml 5% BSA (koncowo 1% objetosci).

Przechowywano w temperaturze 4°C.

4.3.2 Przygotowywanie i znakowanie komorek do cytometrii przeplywowej
W celu przygotowania do analizy cytometrycznej komorki (10° komorek/probke)
zwirowano (600xg, 4°C, 5 minut) w PBS, a osad zawieszono w 4% FA

(100 pl/10° komérek) i inkubowano w RT przez 10 minut. Po tym czasie komorki
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zwirowano (600xg, 4°C, 5 minut), przeptukano PBS i ponownie zwirowano (600xg, 4°C,
5 minut). Uzyskany osad zawieszono w 0,1% roztworze Triton X-100
(100 pl/10° komoérek) i inkubowano w RT przez 10 minut. Po tym czasie komorki
zwirowano (600xg, 4°C, 5 minut), przeplukano PBS i ponownie zwirowano (600xg, 4°C,
5 minut). Uzyskany osad zawieszono w PBS-FBS 1 rozdzielono na odpowiednia liczbe
probowek (koncowa objetosé: 100 ul).

W  celu znakowania do analizy cytometrycznej komdrki inkubowano
z przeciwciatami I-rzedowymi i wiasciwymi dla nich kontrolami izotypowymi w RT
przez godzing, po czym komorki zwirowano (600xg, 4°C, 5 minut), a osad zawieszono
w PBS-FBS  (koncowa objetos¢ 100 pul). Nastepnie komorki inkubowano
z przeciwciatami II-rzgdowymi w RT przez 30 minut, po czym komoérki zwirowano
(600xg, 4°C, 8 minut), a osad zawieszono w PBS (koncowa objetos¢ 100 ul). W celu
wybarwienia jader komorkowych zawiesing komorek inkubowano z 20 pul DAPI (stezenie
wyjsciowe: 10 ug/ml) w RT przez 20 minut. Po tym czasie komorki przenoszono do
probowek okraglodennych i1 prowadzono analize przy uzyciu cytometru przeptywowego

1 programu FACSDiva.

4.3.3 Przygotowywanie i znakowanie komorek do mikroskopii fluorescencyjnej

W celu przygotowania komorek do mikroskopii fluorescencyjnej z hodowli
komorek na plytkach wielodotkowych usunigto medium hodowlane i przeptukano PBS,
po czym komorki inkubowano z 4% FA w RT przez 15 minut. Po tym czasie usunigto FA
1 przeplukano komdrki PBS (3-krotnie). Nastepnie inkubowano komorki z 0,1% Tritonem
X-100 w RT przez 10 minut, po czym usuni¢to Triton i1 przeptukano komoérki PBS
(3-krotnie). Blokowanie komoérek nastgpowato przez inkubacje z buforem blokujacym
w RT przez 30 minut

W celu znakowania komorek do mikroskopii fluorescencyjnej inkubowano
komorki z przeciwciatami I-rzedowymi i wlasciwymi dla nich kontrolami izotypowymi
w RT przez godzing. Po tym czasie usuni¢to przeciwciala i przeptukano komoérki PBS
(3-krotnie). Nastepnie komorki inkubowano z przeciwciatami II-rzgdowymi w RT przez
30 minut, po czym usuni¢to przeciwciata i przeptukano komadrki PBS (3-krotnie). W celu
wybarwienia jaderk komodrkowych utrwalone komorki inkubowano z DAPI (stezenie
wyjsciowe: 10 pg/ml) w RT przez 5 minut, po czym usuni¢to DAPI, przeptukano
komoérki  PBS  (3-krotnie) 1 prowadzono obserwowacje pod mikroskopem

fluorescencyjnym.
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4.4 Modyfikacje genetyczne izolowanych ludzkich fibroblastow
Modyfikacje genetyczne izolowanych ludzkich fibroblastow polegaty na
wprowadzeniu do ich genomu genow kodujacych biatka fluorescencyjne — EGFP

i DsRed2 oraz epidermalny czynnik wzrostu (EGF).

4.4.1 Wprowadzenie komorek E. coli STBL3 w stan kompetencji
Do wprowadzenia komoérek E. coli STBL3 w stan kompetencji zastosowano

metode chlorku wapnia.

4.4.1.1 Przygotowanie buforow i odczynnikow stosowanych podczas wprowadzania
komorek E. coli STBL3 w stan kompetencji
Sposob przygotowania pozywki SOB (ang. Super Optimal Broth):

Pozywke przygotowano w wodzie dejonizowanej 1 autoklawowano. Sktad
pozywki: 2% tryptonu, 0,5% ekstraktu drozdzowego, 10 mM NaCl i 2,5 mM KCI. Po
wystudzeniu dodano sterylne roztwory MgCl, 1 MgSO, (koncowe stezenie: 0,1 M).
Przechowywano w RT.

Sposdb przygotowania roztworu buforujacego PIPES:

PIPES - kwas piperazyno-N,N-bis(2-etanosulfonowy) przygotowano w wodzie
dejonizowanej i1 przy pomocy 1 M KOH ustawiono pH na 6,7. Przechowywano
w temperaturze -20°C.

Sposdb przygotowania roztworu transformujacego:

Roztwor transformujacy przygotowano w wodzie dejonizowanej i przefiltrowano
przez filtr 0,22 pm. Skfad roztworu transformujacego: 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,,
250 mM KCI, 10 mM PIPES. Przechowywano w temperaturze 4°C.

4.4.1.2 Wprowadzenie komorek E. coli STBL3 w stan kompetencji metoda chlorku

wapnia

W celu wprowadzenie komoérek E.coli STBL3 w stan kompetencji zaszczepiono
hodowl¢ nocng z pojedynczej kolonii w pozywce LB (3 ml). Drugiego dnia zaszczepiono
250 ml pozywki SOB i inkubowano w temperaturze 18°C z wytrzgsaniem (200 rpm).
Trzeciego dnia zmierzono OD hodowli przy dlugosci fali 600 nm (OD powinno wynosic¢
0,4-0,6), a jako kontrolg ujemng uzyto pozywki SOB. Hodowle¢ przeniesiono do lodu na
10 minut, po czym komérki zwirowano (2 500xg, 4°C, 10 minut), a osad zawieszono

w 80 ml buforu transformujacego schtodzonego do temperatury 4°C. Nastepnie komorki
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przeniesiono do lodu na 10 minut, zwirowano (2 500xg, 4°C, 10 minut), a osad
rozwieszono w 18,6 ml buforu transformujacego i dodano 1,4 ml DMSO (7% objetosci).
Komorki przeniesiono do lodu na 10 minut, po czym rozdzielono do sterylnych probowek
typu eppendorff po 200 i 500 pl i od razu zamrozono w ciektym azocie. Przechowywano

w temperaturze -80°C.

4.4.1.3 Obliczanie wydajnosci komorek kompetentnych E. coli STBL3

W celu obliczenia wydajnosci komoérek kompetenych rozmrozono je na lodzie,
dodano do 200 pl komédrek 1 pl plazmidowego DNA o stezeniu 1ng/ul i inkubowano na
lodzie przez 10 minut. Uzyto plazmidu pGEM-3Zf(+) Vector. Po tym czasie przeniesiono
mieszaning do tazni wodnej o temperaturze 42°C i inkubowano przez 45 s, a nastgpnie
przeniesiono mieszaning ponownie do lodu i inkubowano przez 2 minuty. Komorki
wytrzasano w temperaturze 37°C przez 45 minut, po czym wysiano na szalke LB-agar
z antybiotykiem selekcyjnym (ampicylina) o koncowym stezeniu 100 pg/ml
iinkubowano w 37°C przez noc. Obliczono wydajnos¢ komodrek kompetentnych

w przeliczeniu na 1 pg DNA.

4.4.2 Wprowadzenie i namnozenie plazmidow w kompetentnych komorkach E. coli
STBL3
Do namnazania plazmidow wykorzystano komorki E. coli STBL3, ktore

wprowadzono w stan kompetencji metodg chlorku wapnia.

4.4.2.1 Transformacja kompetentnych komorek E. coli STBL3

W celu transformacji komdrek kompetentch do 50 pl komoérek dodano 20 ng
plazmidowego DNA i inkubowano na lodzie przez 10 minut, po czym przeniesiono
mieszaning do lazni wodnej o temperaturze 42°C 1 inkubowano przez 45 s. Nastepnie
mieszaning przeniesiono ponownie do lodu i inkubowano przez 2 minuty, po czym
dodano 1 ml pozywki LB i1 wytrzagsano w temperaturze 37°C przez 45 minut. Komorki
zwirowano (14 000xg, 4°C, 45 s), a osad rozwieszono w 100 ul LB, wysiano na szalke

LB-agar z antybiotykiem selekcyjnym (ampicylina) i inkubowano w 37°C przez noc.

4.4.2.2 Izolacja plazmidowego DNA
Do izolacji plazmidowego DNA, wykorzystywanego w kolejnych etapach do
transfekcji komdérek HEK293T, uzyto zestawu PureLinkTM HiPure Plasmid Maxiprep ze

77



wzgledu na niska zawarto$¢ endotoksyn w otrzymywanym preparacie. Zestaw ten
zapewnia izolacj¢ DNA o wysokiej czystosci 1 z wysoka wydajnoscia. Jego dziatanie
opiera si¢ na kolumnach jonowymiennych, ktére wydajnie wigzag DNA,
a zanieczyszczenia (biatka i in.) przechodza przez kolumne niezwigzane. DNA zostaje
usuni¢te z kolumny przy pomocy buforu o wysokim zasoleniu, a nast¢pnie odsolone

1 zageszczone przez precypitacje alkoholowa.

4.4.2.3 Pomiar st¢zenia plazmidowego DNA
Pomiar stezenia plazmidowego DNA przeprowadzano na spektrofotometrze
NanoDrop. Mierzona bylta absorbancja probki przy dtugosciach fali 260 1 280 nm w celu

okreslenia czystosci materiatu.

4.4.2.4 Elektroforeza plazmidowego DNA

Rozdziat elektroforetyczny plazmidowego DNA prowadzony byl w celu
potwierdzenia czystosci materiatu mierzonego wczesniej na spektrofotometrze NanoDrop
oraz okresleniu wielkosci namnozonych plazmidow. Przeprowadzany byt w zelu
agarozowym o stezeniu 0,9-1% z dodatkiem bromku etydyny (st¢zenie: 1pg/ml)
w buforze TAE (sktad: 40 mM Tris, | mM EDTA, 20 mM kwas octowy). Czas rozdziatu
byl zalezny od wielkosci plazmidéw 1 wynosit 15-90 minut. Jako standard wielkosci
stosowany byt marker DNA GeneRuler DNA Ladder Mix, a jako obcigznik probek DNA
Gel Loading Dye (6X).

4.4.3 Optymalizacja transfekcji z wykorzystaniem polietylenoiminy (PEI)
i Lipofectamine 2000 (LP2000)
W celu wprowadzenia plazmidow do komoérek linii HEK293T zastosowano
metode transfekcji, a jako substancji wspomagajacej wnikanie DNA do wnetrza komdrek
uzyto polimeru kationowego — polietylenoiminy (PEI) i lipidu kationowego -

Lipofectamine 2000 (LP2000).

4.4.3.1 Przygotowanie buforéow i odczynnikow stosowanych podczas optymalizacji
transfekcji z wykorzystaniem PEI i Lipofectamine 2000
Przygotowanie roztworu PEI do transfekc;ji:
Do przygotowania 100 ml roztworu PEI do transfekcji wymieszano 65 mg PEI

z95 ml wody o czystosci do biologii molekularnej. Przy uzyciu 5M roztworu HCI
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ustawiono pH roztworu na 7,4. Dopetniono woda do objetosci 100 ml i filtrowano przez
filtr 0,22 um pod komora laminarng. Przechowywano w temperaturze 4°C (do uzytku
biezacego — do 3 miesigcy) lub w -20°C (do 1 roku).
Przygotowanie roztworu chlorku sodu:

Roztworu chlorku sodu o stezeniu 150 mM przygotowano w wodzie o czystosci
do biologii molekularnej. Przefiltrowano przez filtr 0,22 pm pod komora laminarna.

Przechowywano w RT.

4.4.3.2 Transfekcja komorek HEK293T — optymalizacja metody PEI
Optymalizacja transfekcji prowadzona byta przez zmiang wartosci N/P (stosunek
liczby atomoéw azotu w PEI do liczby atomow fosforu w czasteczce DNA) i ilosci DNA.
Dnia pierwszego wysiano komoérki HEK na ptlytki 6-dotkowe w  gestosci
600 000/dotek 1 wstawiono do inkubatora CO, na 20-24 godziny. Dnia drugiego
przygotowano: (1) roztwor DNA — plazmid wektorowy uzupetniono 150 mM NaCl do
objetosci 100 ul i (2) roztwdr PEI o objetosci wyznaczonej wg ponizszego wzoru (Vpgy)

[Reed, 2006], ktéra uzupetniono do 100 pl 150 mM NacCl:

3-P-R
VpEr [Hl] = 5

gdzie P —ilos¢ uzytego DNA [png],

R — proporcja N/P,

S — wyjsciowe stezenie PEI [mM]
Kazdy z roztworow inkubowano w RT przez 10 minut, po czym wymieszano oba
roztwory przez wkraplanie roztworu PEI do DNA podczas worteksowania, nastgpnie
ponownie inkubowano mieszaning w RT przez 10 minut. Po tym czasie powoli
(kroplami) dodano mieszaning DNA-PEI do komorek i doktadnie wymieszano przez
kotysanie ptytki. Komorki wstawiono do inkubatora CO, na okoto 16 godzin. Dnia
trzeciego wymieniono medium hodowlane na swieze 1 wstawiono komorki do inkubatora
CO; na 24-48 godzin. Dnia czwartego i/lub piatego obserwowano komorki pod
mikroskopem fluorescencyjnym. Po uptywie 24-48 godzin od wymiany medium
hodowlanego przeprowadzono analiz¢ cytometryczng w celu wybrania najbardziej
optymalnych parametréw transfekcji. Dla kazdego plazmidu przeprowadzono oddzielng

optymalizacje.
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4.4.3.3 Transfekcja komorek HEK293T — optymalizacja metody LP2000
Optymalizacja transfekcji prowadzona byla przez zmiang ilosci DNA i LP2000.
Dnia pierwszego wysiano komoérki HEK na ptytki 6-dotkowe w gestosci
10° komoérek/dotek i wstawiono do inkubatora CO, na 20-24 godziny. Dnia drugiego
przygotowano roztwor DNA — plazmid wektorowy rozcienczono w medium OptiMEM
do objetosci 100 pl i1 roztwdr LP2000 przez rozcienczenie wybranej objetosci LP2000
w medium OptiMEM do objetosci 100 pl. Nastgpnie inkubowano kazdy z roztwordw
w RT przez 5 minut, po czym przeniesiono roztwor LP2000 do DNA, wymieszano
1 inkubowano mieszaning w RT przez 20 minut. Po tym czasie powoli (kroplami) dodano
mieszaning DNA-LP2000 do komorek, dokladnie wymieszano 1 wstawino komorki do
inkubatora CO, na okoto 16 godzin. Dnia trzeciego wymieniono medium hodowlane na
swieze 1 wstawiono komorki do inkubatora CO, na 24-48 godzin. Dnia czwartego i/lub
piatego obserwowano komorki pod mikroskopem fluorescencyjnym. Po uptywie
24-48 godzin od wymiany medium hodowlanego przeprowadzono analize¢ cytometryczng
w celu wybrania najbardziej optymalnych parametréw transfekcji. Dla kazdego plazmidu

przeprowadzono oddzielng optymalizacje.

4.4.4 Produkcja wektorow lentiwirusowych 2. generacji
Do produkcji wektoréw lentiwirusowych 2. generacji uzyto komorek linii

HEK?293T oraz 3 plazmidow — wektorowego, otoczkowego i pakujacego.

4.4.4.1 Produkcja wektorow lentiwirusowych 2. generacji zawierajacych geny
kodujace bialka fluorescencyjne — metoda oparta na PEI

W celu wyprodukowania wektoréw lentiwirusowych 2. generacji dnia pierwszego
wysiano komorki HEK na ptytki 6-dotkowe w gestosci 600 000/dotek 1 wstawiono do
inkubatora CO, na 20-24 godziny. Do produkcji wirusa uzywano komoérek o liczbie
pasazy nieprzekraczajacej 30. Dnia drugiego przygotowano roztwér DNA — plazmid
wektorowy (zawierajacy gen kodujacy biatko EGFP lub biatko DsRed2), pakujacy
1 otoczki rozcienczono w 150 mM NaCl do objetosci 100 pl. Wybrana na podstawie
literatury proporcja masy plazmidow wynosita 3:2:1, a koncowa ilos¢ DNA 5 pug
(wybrana na podstawie optymalizacji transfekcji). Réwnolegle przygotowano roztwoér PEI
— z roztworu wyjsciowego PEI (7,5 mM) pobrano 50 pl i uzupetniono do 100 pl 150 mM
NaCl. Wybrana na podstawie optymalizacji transfekcji proporcja N/P wynosita 25. Kazdy

z roztwordéw inkubowano w RT przez 10 minut, po czym wymieszano oba roztwory przez
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wkraplanie PEI do DNA podczas worteksowania, inkubowano mieszaning w RT przez
10 minut i powoli (kroplami) dodano mieszaning DNA-PEI do komoérek i doktadnie
wymiesza¢. Komorki wstawiono do inkubatora CO, na okoto 16 godzin. Dnia trzeciego
wymieniono medium hodowlane na $wieze i wstawiono komorki do inkubatora CO, na
48 godzin. Dnia pigtego obserwowano komorki pod mikroskopem fluorescencyjnym oraz
zebrano medium hodowlane zawierajace wektory lentiwirusowe z komdrek HEK
i przefiltrowano przez filtr 0,22 pm do sterylnych probdéwek o objetosci 2 ml.

Przechowywano w temperaturze -80°C (do 1 roku).

4.4.4.2 Produkcja wektoréw lentiwirusowych 2. generacji zawierajacych geny
kodujgce bialka fluorescencyjne — okreslanie miana preparatéw wirusowych

W celu okreslenia miana preparatdéw wirusowych przeprowadzono transdukcja
komodrek HOS. Dnia pierwszego wysiano komdrki HOS na ptytki 12-dotkowe w gestosci
150 000/dotek 1 wstawiono do inkubatora CO, na 20-24 godziny. Dnia drugiego przed
transdukcja wymieniono medium hodowlane na $wieze (objetos¢ 0,5 ml), dodano do
komoérek preparat wirusowy w objetosci 2,5 1 25 pl/dotek, doktadnie wymieszano
i wstawiono do inkubatora CO;, na okoto 20-24 godziny. Dnia trzeciego dodano 0,5 ml
swiezego medium hodowlanego. Dnia czwartego i/lub pigtego obserwowano komorki pod
mikroskopem fluorescencyjnym, a nastepnie odklejono je z ptytek i zwirowano (600xg,
4°C, 5 minut) w PBS. Osad zawiesono w 4% FA, inkubowano w RT przez 10 minut,
zwirowano (600xg, 4°C, 5 minut), przeplukano PBS i ponownie zwirowano (600xg, 4°C,
5 minut). Komérki analizowano w cytometrze przeplywowym i obliczono miano

preparatow wg wzoru:

miano [TU/ml] = F'N.;OOO >

gdzie TU — jednostki transdukujace,

F — odsetek komorek wykazujacych fluorescencje,

N — liczba komorek podczas transdukcji (zaktada sig, ze komérki HOS podwoja

swoja liczbe w ciggu doby),

V' — objetos¢ preparatu wirusowego [pl].

Odsetek komorek wykazujacych fluorescencje nie powinien przekracza¢ 40%
(optymalnie w zakresie 5-40%), poniewaz wyliczone miano nie bedzie znajdowaé si¢
w zakresie liniowym. W przypadku otrzymania odsetka komoérek pozytywnych

przekraczajacego 40% nalezy zwiekszy¢ rozcienczenie preparatu wirusowego.
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4.4.4.3 Produkcja wektorow lentiwirusowych 2. generacji zawierajacy gen kodujacy
EGF — metoda oparta na LP2000

W celu wyprodukowania wektorow lentiwirusowych 2. generacji dnia pierwszego
wysiano komorki HEK na plytki 6-dotkowe w gestosci 600 000/dotek 1 wstawiono do
inkubatora CO, na 20-24 godziny. Do produkcji wirusa uzywano komorek o liczbie
pasazy nieprzekraczajacej 30. Dnia drugiego przygotowano roztwdér DNA — plazmid
wektorowy (zawierajacy gen kodujacy EGF), pakujacy i otoczki rozcienczono w medium
OptiMEM do objetosci 100 pl. Wybrana na podstawie literatury proporcja masy
plazmidow wynosita 3:2:1, a koncowa ilos¢ DNA 1,8 pg (wybrana na podstawie
optymalizacji transfekcji). Rownolegle przygotowano roztwor LP2000 — z roztworu
wyjsciowego pobrano 3 pl i uzupeliono do 100 pul medium OptiMEM. Kazdy
z roztwordéw inkubowano w RT przez 5 minut, po czym wymieszano oba roztwory przez
wkraplanie LP2000 do DNA, inkubowano mieszaning w RT przez 20 minut i powoli
(kroplami) dodano mieszaning DNA-LP2000 do komorek i1 doktadnie wymieszac.
Komorki wstawiono do inkubatora CO, na okoto 16 godzin. Dnia trzeciego wymieniono
medium hodowlane na swieze 1 wstawiono komorki do inkubatora CO, na 24-48 godzin.
Dnia czwartego i/lub pigtego obserwowano komorki pod mikroskopem fluorescencyjnym
oraz zebrano medium hodowlane zawierajace wektory lentiwirusowe z komdrek HEK
1 przefiltrowano przez filtr 0,22 pm do sterylnych probowek o objetosci 2 ml.

Przechowywano w temperaturze -80°C (do 1 roku).

4.4.5 Wprowadzenie genow kodujacych bialka fluorescencyjne i EGF do
izolowanych ludzkich fibroblastow skory (HSF) i ocena modyfikacji
Geny kodujace biatka fluorescencyjne 1 EGF zostaly wprowadzone do
izolowanych ludzkich fibroblastow skory za pomoca wektoréw lentiwirusowych

2. generacji.

4.4.5.1 Transdukcja izolowanych ludzkich fibroblastow — wektory zawierajace geny
kodujace bialka fluorescencyjne i ocena modyfikacji

Dnia pierwszego wysiano HSF na ptytki 12-dotkowe w gestosci 25 000/dotek

i wstawiono do inkubatora CO, na 20-24 godziny. Dnia drugiego przed transdukcja

wymieniono medium hodowlane na §wieze (zredukowano objetos¢ do 0,5 ml) i dodano

do komorek preparat wirusowy o MOI (ang. Multiplicity Of Infection) = 2.
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MOI-liczba kom 6rek-1000

miano wirusa

objetos¢ wirusa [ul] =
Doktadnie wymieszano i wstawiono komoérki do inkubatora CO, na okoto 20-24 godziny.
Dnia trzeciego dodano 0,5 ml $§wiezego medium hodowlanego. Dnia czwartego i/lub
piatego obserwowano komoérki pod mikroskopem fluorescencyjnym, a nastepnie
odklejono je z ptytek 1 zwirowano (600xg, 4°C, 5 minut) w PBS. Osad zawieszono w 4%
FA 1 inkubowano w RT przez 10 minut, po czym komoérki zwirowano (600xg, 4°C,
5 minut), przeplukano PBS i ponownie zwirowano (600xg, 4°C, 5 minut). Osad
zawieszono w 100 pl PBS i analizowano w cytometrze przeplywowym. W razie
koniecznosci (zbyt niska liczba zmodyfikowanych komorek) powtorzano procedurg 2- lub

3-krotnie. Odsetek pozytywnych komdrek powinien wynosi¢ powyzej 90%.

4.4.5.2 Transdukcja izolowanych ludzkich fibroblastow — wektor zawierajacy gen
kodujacy EGF

Dnia pierwszego wysiano HSF na plytki 12-dotkowe w gestosci 25 000/dotek
1 wstawiono do inkubatora CO, na 20-24 godziny. Dnia drugiego przed transdukcja
wymieniono medium hodowlane na swieze (zredukowano objetos¢ do 0,5 ml). W celu
pozbycia si¢ ewentualnych plazmidéw preparat wirusowy potraktowano DNazg (na 1 ml
preparatu dodano 1 pl DNazy i inkubowano w RT przez 15 minut,). Po tym czasie
dodano do komérek 100 lub 200 pl preparatu wirusowego, doktadnie wymieszano
1 wstawiono do inkubatora CO, na okoto 20-24 godziny. Dnia trzeciego dodano 0,5 ml
swiezego medium hodowlanego. Dnia czwartego i/lub pigtego obserwowano komorki pod

mikroskopem fluorescencyjnym.

4.4.5.3 Ocena modyfikacji HSF — wektor zawierajacy gen kodujacy EGF
Ocena izolowanych ludzkich fibroblastow skory po modyfikacji wektorem

zawierajacym gen kodujacy EGF obejmowata badanie DNA oraz biatka.
4.4.5.3.1 Badanie DNA

W celu sprawdzenia, czy wprowadzony transgen znajduje si¢ w genomie

fibroblastéw przeprowadzono badanie DNA izolowanego z komoérek modyfikowanych.
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4.4.5.3.1.1 Projektowanie starterow do sekwencjonowania i reakcji PCR

Startery do sekwencjonowania i reakcji PCR zostaty zaprojektowane na podstawie
sekwencji plazmidu wektorowego dostarczonej przez firme¢ GeneCopoeia oraz sekwencji
nukleotydéw cDNA dla ludzkiego EGF z GenBank (NM _001963.4). Startery zostaly
zaprojektowane przy uzyciu programu Primer-BLAST 1 zsyntetyzowane przez Pracowni¢
Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN (oligo.pl). Starter
przeznaczony do sekwencjonowania zaprojektowano w obrebie promotora CMV,
a startery do reakcji PCR w obrgbie promotora CMV (identyczny ze starterem do
sekwencjonowania) i1 sekwencji EGF w taki sposob, aby mozliwe bylo rozrdznienie
miedzy endogennym EGF a obecnos$cig transgenu w genomie. Sekwencje starterow wraz

z charakterystyka podano w Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Startery wykorzystywane do sekwencjonowania i reakcji PCR

. y y Dhugosé Zawartos$¢ GC ™

Nazwa Sekwencja (5> — 3°) Iz (%] °C)

CMV AAGTACGCCCCCTATTGACG 20 55,0 53,8

EGF CATGATCACTGAGACACCAGC 21 52,4 54,4
4.4.5.3.1.2 Sekwencjonowanie

Sekwencjonowania zostalo wykonane w Pracowni Sekwencjonowania DNA

1 Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN (oligo.pl).

4.4.5.3.1.3 Reakcja PCR

W celu przygotowania matrycy do reakcji PCR, komorki trypsynizowano, liczono
1 pobierano 50 000 komorek, zawieszajac je w 20 ul PBS. Nastgpnie inkubowano w 95°C
przez 15 minut, wirowano (10 000xg, 4°C, 2 minuty) i przenoszono supernatant do
nowych probowek. Do tak przygotowanej matrycy dodawano pozstate sktadniki

mieszaniny reakcyjnej, ktorej sktad przedstawiono w Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Sktad mieszaniny reakcyjne;j

Skladnik Ilo$¢ na 1 reakcje
bufor dla polimerazy zawierajacy jony Mg”" 2,5 ul
dNTPs (10 mM kazdy) 1,0 pl
starter CMV (10 pM/ul) 0,75 ul
starter EGF (10 pM/pul) 0,75 ul
polimeraza RUN DNA (1U/pl) 0,5 ul

matryca 4 ul
woda o czystosci do biologii molekularne; do koncowej objetosci 25 pl
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Warunki reakcji PCR:
Wstepna denaturacja DNA 94°C 4 minuty

Denaturacja 94°C 45 sekund

Przylaczanie starterow 57°C 45 sekund 35 cykli
Wydtuzanie nici DNA 72°C 1 minuta

Koncowe wydtuzanie 72°C 5 minut

4.4.5.3.1.4 Elektroforeza produktow reakcji PCR w zelu agarozowym

Rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA prowadzono w 1% zelu
agarozowym z bromkiem etydyny (stezenie: 1ug/ml), w buforze TAE, pod napigciem

90 V. Fragmenty DNA uwidaczniano w $§wietle UV o dlugosci fali 254 nm.

4.4.5.3.2 Badanie bialka
Badanie produkcji biatka EGF przeprowadzono metoda Dot Blot (oznaczenie

jakosciowe) i metodg ELISA (oznaczenie ilosciowe).

4.4.5.3.2.1 Oznaczanie jakoSciowe — metoda Dot Blot

W celu przygotowania matrycy do metody Dot Blot, komorki trypsynizowano
iliczono, po czym pobierano 50 000 komorek, zawieszano w 10 pl 0,1% SDS
1 inkubowano w 95°C przez 3 minuty, a nastepnie wirowano (10 000xg, 2 minuty, 4°C)
1 przenoszono supernatant do nowych probowek.

W celu identyfikacji biatek metoda Dot Blot naniesiono 10 pl matrycy na
membrang nitrocelulozowg 1 pozostawiono do wyschnigcia, po czym inkubowano
z 5% BSA przez 1 godzing w RT. Nastepnie inkubowano z przeciwcialem
skoniugowanym z HRP w stezeniu 1:10 000 (stezenie wyjsciowe: 1 pg/ul) w RT przez
1 godzing (przeciwcialo przygotowane w roztworze 1% BSA w PBST), po czym plukano
membrang 3 razy po 10 minut w PBST, inkubowano ja z 5 ml TMB w RT przez 5 minut

i usuwano TMB, pozostawiajagc membrane w 5-10 ml PBS.

4.4.5.3.2.2 Oznaczanie iloSciowe — metoda ELISA
Przygotowanie buforéw stosowanych w metodzie ELISA:

Coating Buffer: 1 kapsutke (C3041, Sigma Aldrich) rozpuszczono w 100 ml wody
dejonizowanej. Przechowywano w temperaturze 4°C (do 1 roku).
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Wash Solution: 1 porcje (T9039, Sigma Aldrich) rozpuszczono w 1 1 wody
dejonizowanej. Przechowywano w temperaturze 4°C (do 1 roku).

Postcoat Solution: 1 porcje (T6789, Sigma Aldrich) rozpuszczono w 1 1 wody
dejonizowanej. Przechowywano w temperaturze 4°C (do 1 roku).

Sample Diluent: Do 100 ml Postcoat Solution dodano 0,5 ml 10% Tween 20.
Przechowywano w temperaturze 4°C (do 1 roku).

W celu identyfikacji biatek kanapkowa metoda ELISA inkubowano ptytke
96-dotkowa mocno-wigzaca z przeciwciatem w stezeniu 1:5 000 (stgzenie wyjsciowe:
1 ug/ul) w RT przez 1 godzing (przeciwcialo przygotowane w Coating Buffer), po czym
wyptukano plytke 2-krotnie przy pomocy Wash Solution i inkubowano ptytke z Postcoat
Solution w RT przez 30 minut. Nastepnie wyplukano ptytke 3-krotnie przy pomocy Wash
Solution, inkubowano z prébkami rozcienczonymi w PBS oraz standardem
0 wzrastajagcym geometrycznie stezeniu w RT przez 1 godzing 1 wyplukano 2-krotnie przy
pomocy Wash Solution. Tak przygotowang ptytke inkubowano z przeciwcialem
skoniugowanym z HRP w stezeniu 1:10 000 (stgzenie wyjsciowe: 1 pg/ul) przez
1 godzing w RT (przeciwcialo przygotowane w Sample Diluent), po czym wyplukano
ptytke 2-krotnie przy pomocy Wash Solution, inkubowano z TMB (100 pl/dotek) w 37°C
przez 15 minut i zatrzymano reakcje przy pomocy 0,2 M H,SO4. Absorbancje mierzono
przy dtugosci fali 450 nm.

Mierzone prébki pochodzity z 10-dniowej hodowli HSF, HSF-EGF, C3A 1 HOS
(poczatkowa liczba komdrek wynosita 20 000/dotek ptytki 24-dotkowej).

4.4.6 Ocena wplywu wprowadzonych modyfikacji genetycznych na HSF
Wptyw wprowadzonych modyfikacji genetycznych na izolowane ludzkie
fibroblasty skory byt oceniany na podstawie pomiaru odsetka martwych komorek

1 aktywnosci mitochondrialne;.

4.4.6.1 Pomiar odsetka martwych komorek — analizowa mikroskopowa

Komorki nietransdukowane i zmodyfikowane wysiano w gestosci 38 000/dotek
ptytki 12-dotkowej. W celu okreslenia odsetka komoérek martwych, co czwarty dzien
hodowli komérki z kolejnych dotkéw trypsynizowano i liczono po wybarwieniu btgkitem

trypanu. Odsetek komodrek martwych obliczano na podstawie wzoru:

liczba kom 6rek martwyc h

-100% .

odsetek komorek martwych =
Y liczba wszystkic h kom 6rek
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4.4.6.2 Pomiar odsetka martwych komorek — analiza cytometryczna

Komoérki nietransdukowane i zmodyfikowane wysiano w gestosci 38 000/dotek
ptytki 12-dotkowej. W 8. 1 16. dniu hodowli komorki trypsynizowano, ptukano w PBS
i przenoszono do probowek okraglodennych. Bezposrednio przed analiza cytometryczng
dodawano 5 pl jodku propidyny o st¢zeniu: 0,1 mg/ml i1 okreslano odsetek komorek

martwych.

4.4.6.3 Pomiar aktywnosci mitochondrialnej — test MTT

Komoérki nietransdukowane i zmodyfikowane wysiano w gestosci 10 000/dotek na
ptytki 96-dotkowe. W 7. 1 14. dniu hodowli przeprowadzono test MTT. Usunigto
pozywke i dodano 50 pl roztworu MTT (stezenie: 250 pg/ml). Po 3 godzinach inkubacji
w 37°C dodano 150 pl izopropanolu i rozpuszczono powstate krysztatki przez

pipetowanie. Zmierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 570 nm.

4.5 Badanie kokultury komorek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami
Kokultura komoérek watrobowych byla prowadzona z niemodyfikowanymi
fibroblastami, z fibroblastami produkujacymi biatka fluorescencyjne oraz z fibroblastami

nadprodukujacymi EGF.

4.5.1 Badanie kokultury komoérek watrobowych z izolowanymi ludzkimi
fibroblastami produkujgcymi bialka fluorescencyjne (EGFP i DsRed2)

Badanie kokultury komoérek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami

produkujacymi biatka fluorescencyjne obejmowato analiz¢ morfologii, analize

cytometryczng markeréw komodrkowych, oznaczanie ilo$ci wydzielonej albuminy oraz

oceng polaryzacji komorek.

4.5.1.1 Plan doSwiadczenia

Komoérki ludzkiej hepatomy (C3A) wysiano w kokulturze z izolowanymi ludzkimi
fibroblastami (HSF) jako komorkami podtrzymujacymi hodowle w réznych proporcjach.
Do doswiadczen uzyto komorek C3A o stabilnej ekspresji biatek EGFP i DsRed2
wygenerowanych przez mgr Ann¢ Samluk z Pracowni Inzynierii Tkankowej IBIB. Jako
kontroli negatywnej uzyto komorek ludzkiej osteosarkomy (HOS). Hodowle prowadzono
na ptytkach 6-dotkowych w gestosci 100 000/dotek przez 16 dni w inkubatorze CO..
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Co drugi dzien zbierano medium hodowlane do pomiaru st¢zenia albuminy produkowanej
przez komorki C3A 1 wykonywano zdjgcia przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego
w celu oceny parametréw morfologicznych struktur utworzonych przez C3A 1 HSF,
przypominajacych wyspy (wielkos¢, liczba, efc.). Po 16 dniach hodowli analizowano
komorki metoda cytometrii przeplywowej — zarowno odsetek komodrek pozytywnych dla
danego markera jak i mediang¢ natezenia fluorescencji (ang. Median Fluorescence Intesity,

MFTI). Schemat do§wiadczenia znajduje si¢ w Tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Schemat kokultury komoérek watrobowych z fibroblastami produkujacymi
biatka fluorescencyjne.

Nr | Komoérki watrobowe | Komorki podtrzymujace | Proporcja (2:3) komI:Sl:ele() 2('2: 3)
1 2 3 4 5
4:1 80 000:20 000
I C3A HSF 2:1 67 000:33 000
1:1 50 000:50 000
4:1 80 000:20 000
11 C3A-EGFP HSF-DsRed2 2:1 67 000:33 000
1:1 50 000:50 000
4:1 80 000:20 000
11 C3A-DsRed2 HSF-EGFP 2:1 67 000:33 000
1:1 50 000:50 000
4:1 80 000:20 000
v C3A-EGFP HOS 2:1 67 000:33 000
1:1 50 000:50 000
\Y C3A - 1:0 100 000:0
VI - HSF 0:1 0:100 000

4.5.1.2 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowle na komoérki watrobowe —
analiza morfologii

Morfologia komoérek rosngcych w kokulturze analizowana byla przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego i programu CellP. Obserwowano wzrost komorek,
a dodatkowo w 16 dniu hodowli na podstawie 20 zdj¢¢ dokonano pomiaréw liczby
i wielkosci struktur przypominajacych wyspy utworzonych przez komodrki C3A. Pomiary
dotyczyty jedynie III wariantu kokultury (rézne proporcje) ze wzgledu na tatwosé analizy
(dwukolorowa kokultura). Podjeto probe oceny wysp w innych wariantach hodowli na
podstawie przyzyciowego barwienia DNA w jadrze komoérkowym przy pomocy
Hoechst33342, jednak bylo to znacznie trudniejsze niz w przypadku obserwacji

,»kolorowych” linii.
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4.5.1.3 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowl¢ na komorki watrobowe
- analiza cytometryczna markerow komorkowych

Analiza cytometryczna przeprowadzana byta zgodnie z protokotem umieszczonym
w rozdziale 4.3.2 z modyfikacjami — komorki przed przygotowaniem nie byly liczone.
W celu uniknigcia réznic pomiedzy dotkami, po trypsynizacji komorki z wszystkich
dotkéw danego wariantu 1 proporcji traktowano wspodlnie. Do znakowania wybrano
nastgpujace markery: albumina (ALB), a-1-antytrypsyna (A1AT), CK18, CK19 i CD73.
Do analizy danych uzyto programu FACSDiva.

4.5.1.4 Ocena wplywu komérek podtrzymujacych hodowle na komorki watrobowe
- oznaczanie ilo$ci wydzielonej albuminy metoda ELISA

W celu identyfikacji biatek kanapkowa metoda ELISA inkubowano ptytke
96-dotkowa mocno-wigzaca z przeciwciatem w stezeniu 1:750 (stezenie wyjsciowe:
1 pg/ul) w RT przez 1 godzing (przeciwciato przygotowane w Coating Buffer), po czym
wyptukano plytke 2-krotnie przy pomocy Wash Solution i inkubowano ptytke z Postcoat
Solution w RT przez 30 minut. Nastepnie wyplukano ptytke 3-krotnie przy pomocy Wash
Solution, inkubowano =z probkami rozcienczonymi w PBS oraz standardem
0 wzrastajacym geometrycznie stgzeniu w RT przez 1 godzing i wyptukano 2-krotnie przy
pomocy Wash Solution. Tak przygotowang ptytke inkubowano z przeciwciatem
skoniugowanym z HRP w stezeniu 1:75 000 (stezenie wyjsciowe: 1 pg/ul) przez
1 godzing w RT (przeciwciato przygotowane w Sample Diluent), po czym wyptukano
ptytke 2-krotnie przy pomocy Wash Solution, inkubowano z TMB (100 pl/dotek) przez
15 minut w 37°C 1 zatrzymano reakcje przy pomocy 0,2 M H,SO,. Absorbancj¢ mierzono
przy dtugosci fali 450 nm.

Mierzone probki pochodzily z 16-dniowej hodowli, medium hodowlane bylo

zbierane i wymieniane co drugi dzien.

4.5.1.5 Ocena wplywu komérek podtrzymujacych hodowle na komorki watrobowe
- polaryzacja komorek

Ocena polaryzacji komorek przeprowadzana byla przy uzyciu automatycznego

mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV10i i1 programu FV10-ASW 1.7

Viewer. Doswiadczenia dotyczyty jedynie I wariantu hodowli (proporcja 2:1) ze wzgledu

na lepsza widoczno$¢ obserwowanych struktur. Widkna aktyny, sktadnik m.in. $cian
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wakuoli apikalnych, wiaza si¢ z falloidyng skoniugowang z TRITC, barwiac struktury bile
canaliculi na czerwono.

W celu oceny stopnia polaryzacji z hodowli komorek na ptytkach wielodotkowych
usuni¢to medium hodowlane, przeptukano PBS i inkubowano komorki z 4% FA w RT
przez 15 minut, po czym usuni¢to FA i przeplukano komorki PBS (3-krotnie). Nastepnie
inkubowano komérki z 0,1% Triton X-100 w RT przez 10 minut, usunig¢to Triton
i przeplukano komorki PBS (3-krotnie). Aby uwidoczni¢ wakuole apikalne zbudowane
z aktyny inkubowano komorki z falloidyng skoniugowang z TRITC (st¢zenie: 50 pg/ml)
w RT w ciemnosci przez 15 minut, po czym usuni¢to barwnik, przeptukano komérki PBS
(3-krotnie) i inkubowano z DAPI (stezenie: 10 pg/ml) w RT przez 5 minut. Nastgpnie
usuni¢to DAPI, przeplukano komorki PBS (3-krotnie) i obserwowano pod mikroskopem
konfokalnym.

4.5.2 Badanie kokultury komdérek watrobowych 2z izolowanymi ludzkimi
fibroblastami nadprodukujacymi EGF

Badanie kokultury komoérek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami

nadprodukujacymi EGF obejmowato analiz¢ cytometryczng markeréw komorkowych,

oznaczanie ilosci wydzielonej albuminy oraz ocen¢ polaryzacji komorek.

4.5.2.1 Plan doswiadczenia

Komorki ludzkiej hepatomy (C3A) wysiano w kokulturze z izolowanymi ludzkimi
fibroblastami nadprodukujacymi EGF (HSF-EGF) jako komorkami podtrzymujacymi
hodowle w rdéznych proporcjach. Hodowle prowadzono na ptytkach 12-dotkowych
w gestosci 50 000/dotek w proporcji 5:1 (C3A:HSF-EGF) przez 18 dni w inkubatorze
CO,. Dodatkowo prowadzono kokulture C3A =z HSF, kokultur¢ C3A =z HSF
z suplementacjg EGF oraz hodowle C3A z suplementacja EGF. Jako kontrole przyjeto
monokulturg C3A. Co trzeci dzien zbierano medium hodowlane do pomiaru stezenia
albuminy produkowanej przez komdrki C3A. Po 9 dniach hodowli analizowano komorki
metoda cytometrii przeptywowej — zarowno odsetek komorek pozytywnych dla danego
markera jak 1 median¢ nat¢zenia fluorescencji (ang. Median Fluorescence Intesity, MFI).

Schemat doswiadczenia znajduje si¢ w Tabeli 4.4.
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Tabela 4.4. Schemat kokultury komoérek watrobowych z fibroblastami nadprodukujgcymi

EGF
Nr | Komodrki watrobowe Komorki podtrzymujace Inne
| C3A - -
11 C3A - suplementacja EGF [10 ng/ml]
111 C3A HSF -
v C3A HSF-EGF -
A% C3A HSF suplementacja EGF [10 ng/ml]

Analiza cytometryczna przeprowadzana byla zgodnie z opisem zamieszczonym

w Rozdziale 4.5.1.3. Oznaczanie zawartosci albuminy przeprowadzany byt zgodnie

z opisem zamieszczonym w Rozdziale 4.5.1.4. Ocena polaryzacji komorek byta

przeprowadzana zgodnie z opisem zamieszczonym w Rozdziale 4.5.1.5.
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5. Wyniki

5.1 Poréwnanie metod izolacji komoérek z fragmentow ludzkich resekowanych
watréb

Jezeli nie zaznaczono inaczej, wyniki podawane s3 w formie mediany

1 ewentualnie zakresu danych. Analiza statystyczna przeprowadzona byla w programie

Statistica z wykorzystaniem testu nieparametrycznego U Manna-Whithney’a. Wartosci

p=<0,05 uznano za statystycznie istotne.

5.1.1 Porownanie perfuzji i maceracji jako metod izolacji komodrek z fragmentow
ludzkich watréb po resekcji

Analizie poddano komoérki pochodzace z 41 fragmentéw watrob ludzkich, z czego
19 pobranych od kobiet, a 22 — od mezczyzn. 22 fragmenty pochodzily od 0s6b ponizej
60 1.z., a 19 od 0s6b powyzej 60 r.z. Sposrdd 38 fragmentéw watrdb poddanych maceracji
25 pobrano od pacjentow poddanych chemioterapii. W Tabeli 5.1 podano zestawienie
charakterystyki fragmentéw watrdob 1 parametréw komdrek z nich wyizolowanych
z podziatem na zastosowane metody izolacji. Pelna charakterystyka fragmentéw watréb

ludzkich znajduje si¢ w Dodatku B.

Tabela 5.1 Zestawienie fragmentow watroby izolowanych réznymi metodami

Cecha P M1 M2 M3
Liczba N 3 7 21 11
Ple¢ (K/M) 2/1 2/5 11/10 8/1
Wiek 54 (50-57) 60 (39-73) 57 (21-69) 62 (34-75)
Chemioterapia
(Tak/Nie) b.d. 4/3 15/6 6/5
. 0,85 41 3,2 2,7
Wydajnosé [mln/e] | 5 ) 3 (2,4-12,0) (1,3-11,0) (1,1-7,8)
Zywotnodé [%] 79,0 97,0 97,6 96,4
yw ° (64,0-90,6) (91,8-97,9) (94,3-99,9) (92,0-99,0)

Wartosci wieku, catkowitej liczby komorek, wydajnosci i1 zywotnosci przedstawione
zostaty w formie: mediana (zakres wynikéw).

Zaobserwowano roznice w wydajnosci pomiedzy metodg perfuzji a maceracji
(Pvs M p=0,006). Z fragmentéw izolowanych metoda maceracji pozyskiwano wigcej

zywych komorek watrobowych niz podczas stosowania perfuzji. Nie zaobserwowano
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natomiast réznic w wydajnosci pomig¢dzy opisanymi metodami maceracji (M1 vs M2
p=0,118, M1 vs M3 p=0,057, M2 vs M3 p=0,475) oraz pomig¢dzy fragmentami
pochodzacymi od kobiet i mezczyzn (K vs M p=1,000), od 0séb ponizej i powyzej 60 r.z.
(60- vs 60+ p=1,000) oraz od oséb niepoddanych i po chemioterapii (CH- vs CH+
p=0,551).

Zaobserwowano roznice w zywotnosci komorek pomiedzy metoda perfuzji
amaceracji (P vs M p=0,005). Z fragmentow izolowanych metoda maceracji
pozyskiwano wiekszy odsetek zywych hepatocytow niz podczas stosowania perfuzji. Nie
zaobserwowano réznic w zywotnosci pomiedzy metodami maceracji M1 1 M2 (p=0,090)
oraz M1 1 M3 (p=1,000). Réznica median pomiedzy zywotnoscig komoérek izolowanych
metodami M2 i M3 wynosila 1,2%, ale byla istotna statystycznie (p=0,026). Pomiedzy
fragmentami pochodzacymi od kobiet i me¢zczyzn (K vs M p=0,910), od oséb ponizej
1 powyzej 60 r.z. (60- vs 60+ p=0,673) oraz od oséb niepoddanych i po chemioterapii
(CH- vs CH+ p=0,907) nie stwierdzono istotnych rdznic. Jedynie, pomigdzy fragmentami
pochodzacymi od kobiet ponizej 60 r.z 1 kobiet powyzej 60 r.z. (K60- vs K60+ p=0,022)

zaobserwowano rdznice w zywotnosci, jednak réznica median wynosita jedynie 1,6%.

5.1.2 Poréwnanie wydajnosci i zywotnosci komorek izolowanych z ludzkich
resekowanych watrob w zaleznos$ci od modyfikacji metody izolacji

Przyktady modyfikacji metody izolacji polegajace na zmianie czasu, temperatury

1 parametrow wirowania wraz z uzyskanymi warto$ciami wydajnosci i zywotnosci

izolowanych komorek zostaty przedstawione w Tabeli 5.2. Dodatkowao sprawdzono

oczyszczanie izolatu przy uzyciu poduszki z Percollu.

Tabela 5.2 Zestawienie przykladowych wartosci wydajnosci i zywotno$ci podczas
stosowania modyfikacji izolacji hepatocytow.

Modyfikacja Parametry Wydajno§¢ | Zywotno$é
1. Czas izolaci 60 m%nut 2,7 min/g 97,0%
’ 40 minut 1,9 min/g 97,0%

o o

2. Temperatura izolacji g;og ;:; Eiﬁ//g g;:g(;;
- 4,4 mln/g 96,3%
3. Parametry wirowania 1x50xg 4,1 mln/g 96,5%
3x50xg 3,1 min/g 91,2%
4. Oczyszczanie izolatu Percoll 7.8 min/g 97,3%
' brak Percollu 14,0 min/g 95,5%
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Wydluzenie czasu izolacji powoduje zwigkszenie liczby komdrek uzyskiwanych
z grama tkanki bez wplywu na ich zywotnos¢. Poniewaz kolagenaza ma zakres tolerancji
temperaturowej rzedu kilku stopni Celsjusza, to niewielkie obnizenie optymalne;j
temperatury jej dziatania (37°C) nie wptywa na jej aktywnos¢, a tym samym wydajnosc
izolacji. Zastosowanie wirowania 50xg (jedno- lub kilkukrotnego), ktére ma na celu
oddzielenie komdrek nieparenchymalnych od hepatocytow obnizylo wydajnos¢ izolacji
(z 4,4 mln/g do 3,1 mln/g przy 3-krotnym wirowaniu) i zywotnos¢ komorek (z 96,3% do
91,2% przy 3-krotnym wirowaniu). Natomiast zastosowanie Percollu, przy ustalonych dla
hepatocytow parametrach wirowania (gestos¢ Percollu 1,04 g/ml, 366xg, 4°C, 20 minut),
znaczaco obniza liczbe izolowanych komérek (z 14 mln/g do 7,8 mln/g), gltownie
nieparenchymalnych, ktdérych liczba jest redukowana ze wzglgdu na mniejsze rozmiary

1 gestosc.

5.1.3 Poréwnanie typow kolagenazy stosowanych podczas izolacji komorek
z fragmentow ludzkich watrob po resekcji
Poréwnanie miedzy typem I a XI kolagenazy dotyczy komorek izolowanych
metoda M3 z fragmentéw pobranych od tych samych pacjentow. W Tabeli 5.3
przedstawiono zestawienie charakterystyki fragmentéw watréb i parametrow komorek

z nich wyizolowanych z podziatem na zastosowany typ kolagenazy.

Tabela 5.3. Zestawienie fragmentéw watroby izolowanych réznymi typami kolagenaz.

Cecha Kolagenaza typ I ‘ Kolagenaza typ XI
Liczba N 4
Pte¢ (K/M) 2/2
Wiek 61,5 (45-63)
Chemioterapia (T/N) 1/3
Wydajno$¢ [mln/g] 2,5 (1,1-7,1) 3,0 (2,0-4,0)
Zywotnosé [%] 95,9 (92,0-97,2) 95,8 (92,7-98,6)

Wartosci wieku, catkowitej liczby komorek, wydajnosci i zywotnosci przedstawione
zostaty w formie: mediana (zakres wynikéw).

Nie zaobserwowano istotnych zmian w wydajnosci ani w zywotnosci pomiedzy

komdrkami izolowanymi przy uzyciu kolagenazy I i kolagenazy XI.
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5.2 Oznaczenie markerow charakterystycznych dla rdéznych populacji komorek
izolatu watrobowego oraz dla izolowanych ludzkich fibroblastow
Oznaczenie markeréw charakterystycznych dla réoznych populacji komorek izolatu
watrobowego oraz dla izolowanych ludzkich fibroblastéw przeprowadzono przy uzyciu
testow opartych na przeciwcialach (cytometria przeptywowa, mikroskopia

fluorescencyjna).

5.2.1 Analiza cytometryczna izolatu watrobowego
Analiza cytometryczna izolatu watrobowego obejmowata badanie populacji
wystepujacych w  izolacie oraz badanie markerow charakterystycznych dla

poszczegolnych typow komorek.

5.2.1.1 Populacje komoérek wystepujace w izolacie z fragmentéow ludzkich
resekowanych watrob

Na podstawie analizy cytometrycznej komorek izolowanych z ludzkich watréb
w swietle przechodzacym 1 rozproszonym mozna w obrgbie populacji P1 (komorki
analizowane, bez fragmentéw komorkowych powstatych w trakcie przygotowania
preparatdw) wyrozni¢ kilka populacji (P2-P5). Nie wszystkie populacje pojawiaja si¢
w kazdym analizowanym fragmencie (Rysunek 5.1). W kazdym z izolowanych
fragmentow wystepowatly populacje P2 i P3, a populacje P4 i P5 pojawiaty si¢ w mniej

niz potowie przypadkow.
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Rysunek 5.1. Na podstawie wykresow typu dot plot (lewy panel) i wykresow
poziomicowych (prawy panel) wyodrebniono 4 populacje komorek wystepujacych
w izolacie z watroby (P2-P5). A — H22-13 (kobieta, 22 lata), C — H26-14 (kobieta,
62 lata), B — H16-13 (kobieta, 67 lat), D — H27-14 (mgzczyzna, 69 lat).
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Populacje P2-P5, poza inng wielkosciag i ziarnistosciag komorek, roéznig sie
wystepowaniem charakterystycznego markera. Komorki populacji P2 znakowaly si¢
przeciwcialami skierowanymi przeciwko albuminie 1 o-1-antytrypsynie, komorki
populacji P3 — CD45, komorki populacji P5 — CD14. Dotychczas nie wykrylisSmy markera
charakterystycznego dla populacji P4 (Rysunek 5.2). Na tej podstawie stwierdzono, ze
komoérki populacji P2 s3 hepatocytami, a komorki nieparenchymalne znajdujg si¢

w populacjach P3-P5.
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Rysunek 5.2. Populacje komdrek w izolacie watrobowym wykazuja ekspresje
charakterystycznych dla nich markeréw, co mozna zaobserwowaé na wykresach typu dot
plot (lewy panel) i histogramach (prawy panel). A — albumina-FITC w populacji P2,
B — CD45-PerCP w populacji P3, C — CD14-APC w populacji P5.
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Odsetek komorek, jakie znajdowaly si¢ w poszczegdlnych populacjach byt
zmienny i wynosit:
— 41,5-93,4% (mediana: 76,9%) dla populacji P1,
— 14,6-86,2% (mediana: 43,7%) dla populacji P2,
— 8,5-74,4% (mediana: 44,0%) dla populacji P3,
— 0,6-4,2% (mediana: 2,1%) dla populacji P4 (jesli wystepowata),
— 5,5-11,0% (mediana: 6,1%) dla populacji P5 (jesli wystepowata).

Nie zaobserwowano réznic w wielkosci populacji P1 (wszystkie komorki)
pomiedzy opisanymi metodami maceracji (M1 vs M2 p=0,064, M1 vs M3 p=1,000,
M2 vs M3 p=0,830). Nie zaobserwowano réwniez takich réznic pomiedzy fragmentami
pochodzacymi od kobiet i me¢zczyzn (p=0,860), od 0s6b ponizej 1 powyze] 60 r.z.
(»=0,988) oraz od 0s6b niepoddanych i po chemioterapii (p=0,176).

Odsetek populacji P2 w wyzej opisanych grupach przedstawiono na Rysunku 5.3.
Nie zaobserwowano rdéznic w wielkosci populacji P2 pomiedzy opisanymi metodami
maceracji (M1 vs M2 p=0,978, M1 vs M3 p=0,415, M2 vs M3 p=0,353), jak rowniez
pomiegdzy fragmentami pochodzacymi od kobiet i mezczyzn (p=0,445), od 0séb ponizej
ipowyzej 60 r.z. (p=0,189) oraz od 0so6b niepoddanych i po chemioterapii (p=0,142).
Zaobserwowano jednak rdéznice w wielkosci populacji P2 pomigdzy fragmentami
pochodzacymi od kobiet po chemioterapii przed i po 60 r.z., odpowiednio 60,4% 1 27,2%
(p=0,011). Grupa kobiet niepoddanych chemioterapii jest zbyt mato liczna, aby moc ja
wiasciwie analizowaé (n=4, w tym 2 przed 60 r.z. 1 2 po 60 r.z.). Zaobserwowano takze
roznice w wielkosci populacji P2 pomiedzy fragmentami pochodzacymi od kobiet
1 mezczyzn po chemioterapii przed 60 r.z. i wynosita ona odpowiednio 60,4% 1 29,0%

(p=0,011).
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A Poréownanie wielko$ci populacji P2 w komdérkach izolowanych
réznymi metodami maceracji
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Rysunek 5.3. Réznice w wielkosci populacji P2 w izolacie watrobowym w réznych
grupach. A — porownanie odsetka komdrek w populacji P2 po izolacji trzema
modyfikacjami maceracji (M1, M2 i M3), B — poréwnanie odsetka komorek w populacji
P2 z fragmentdw pochodzacych od kobiet (K) i m¢zczyzn (M), osob przed (60-) i po
60 (60+) r.z. oraz niepoddanych (CH-) i po chemioterapii (CH+), C — poréwnanie odsetka
komoérek w populacji P2 z fragmentéw pochodzacych od kobiet po chemioterapii przed
ipo 60 r.z. (odpowiednio KCH+60- i KCH+60+) oraz z fragmentow pochodzacych od
kobiet 1 mezczyzn po chemioterapii przed 60 r.z. (odpowiednio KCH+60- i MCH=+60-).
Wyniki przedstawiono w formie mediany i zakresu danych (warto§¢ minimalna
1 maksymalna).
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A Porownanie wielko$ci populacji P3 w komdérkach izolowanych
réznymi metodami maceracji
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Rysunek 5.4. Roznice w wielkosci populacji P3 w réznych grupach. A — poréwnanie
odsetka komodrek w populacji P3 po izolacji trzema modyfikacjami maceracji (M1, M2
1 M3), B — poréwnanie odsetka komoérek w populacji P3 z fragmentéw pochodzacych od
kobiet (K) 1 mezczyzn (M), oséb przed (60-) 1 po 60 (60+) r.z. oraz niepoddanych (CH-)
1 po chemioterapii (CH+), C — poréwnanie odsetka komdrek w populacji P3 z fragmentow
pochodzacych od kobiet po chemioterapii przed i po 60 r.z. (odpowiednio KCH+60-
1 KCH+60+) oraz z fragmentéw pochodzacych od kobiet i mgzczyzn po chemioterapii
przed 60 r.z. (odpowiednio KCH+60- i MCH+60-). Wyniki przedstawiono w formie
mediany i1 zakresu danych (warto$¢ minimalna i maksymalna).
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Odsetek populacji P3 w wyzej opisanych grupach przedstawiono na Rysunku 5.4.
Nie zaobserwowano rdéznic w wielkosci populacji P3 pomigedzy opisanymi metodami
maceracji (M1 vs M2 p=0,846, M1 vs M3 p=0,634, M2 vs M3 p=0,397), jak rowniez
pomiedzy fragmentami pochodzacymi od kobiet i mezczyzn (p=0,589), od 0séb ponizej
1powyzej 60 r.z. (p=0,209) oraz od 0so6b niepoddanych i po chemioterapii (p=0,340).
Zaobserwowano jednak rdéznice w wielkosci populacji P3 pomigdzy fragmentami
pochodzacymi od kobiet po chemioterapii przed i po 60 r.z., odpowiednio 31,1% i 65,8%
(p=0,022). Jak juz wspomniano wyzej, grupa kobiet niepoddanych chemioterapig jest
zbyt mato liczna, aby mdc jg wlasciwie analizowacé (n=4, w tym 2 przed 60 r.z. 1 2 po 60
r.z.). Ponadto zaobserwowano roznice w wielkosci populacji P3 pomiedzy fragmentami
pochodzacymi od kobiet i mezczyzn po chemioterapii przed 60 r.z., odpowiednio 31,1%
165,0% (p=0,017).

5.2.1.2 Albumina w komorkach izolatu z fragmentow ludzkich resekowanych watrob

Najbardziej interesujaca z naszego punktu widzenia grupa komdrek, znajdujaca si¢
w izolacie, s3 hepatocyty, czyli komorki populacji P2. Jednym z podstawowych
markeréw do ich oceny jest albumina (ALB). Odsetek komorek ALB-pozytywnych, ktory
byt mozliwy do zmierzenia przy zastosowaniu opisanego w Rozdziale 3.4 przeciwciata,
wyniost 85,3% (56,5-98,7%).

Nie zaobserwowano roznic w produkcji albuminy pomig¢dzy opisanymi metodami
maceracji (M1 vs M2 p=0,466, M1 vs M3 p=1,000, M2 vs M3 p=0,539), jak rowniez
pomiedzy fragmentami pochodzacymi od os6b ponizej i powyzej 60 r.z. (p=0,335) oraz
od oso6b niepoddanych 1 po chemioterapii (p=0,794). Odsetek komodrek ALB-
pozytywnych w populacji P2 w wyzej opisanych grupach przedstawiono na Rysunku 5.5.

Nie zaobserwowano roznic w produkcji albuminy pomiedzy fragmentami
pochodzacymi od kobiet 1 m¢zczyzn (p=0,150), jednak w grupach kobiet i me¢zczyzn po
chemioterapii takie roznice sg widoczne (odpowiednio 80,3% 1 87,0%, p=0,033).
Réwniez przy wylaczeniu z analizy probek pochodzacych od dawcow (n=5, tylko
mezczyzni), réznice pomigdzy fragmentami pochodzacymi od kobiet 1 mezczyzn stajg si¢

widoczne (odpowiednio 80,3% 1 87,0%, p=0,042).
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Porownanie produkceji albuminy w komoérkach izolowanych
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Rysunek 5.5. Réznice w produkeji albuminy w réznych grupach. A — poréwnanie odsetka
komoérek ALB+ po izolacji trzema modyfikacjami maceracji (M1, M2 i M3),
B — poréwnanie odsetka komérek ALB+ w izolatach z fragmentow pochodzacych od
kobiet (K) 1 mezczyzn (M), oséb przed (60-) 1 po 60 (60+) r.z. oraz niepoddanych (CH-)
1 po chemioterapii (CH+).

W grupach kobiet i mezczyzn niepoddanych chemioterapii nie zaobserwowano
r6znic w produkcji albuminy (p=0,316). Poréwnanie odsetka komérek ALB-pozytywnych
w grupach mezczyzn przed i po 60 r.z. wykazalo istotng réznice (odpowiednio 93,6%
184,7%, p=0,046), czego nie zaobserwowano w grupie kobiet (p=0,725). Odsetek

komorek w populacji P2 w wyzej opisanych grupach przedstawiono na Rysunku 5.6.
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A Porownanie produkcji albuminy w roznych grupach
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Rysunek 5.6. Réznice w produkcji albuminy w réznych grupach A — poréwnanie odsetka
komodrek ALB+ z fragmentow pochodzacych od kobiet niepoddanych i1 po chemioterapii
(odpowiednio KCH- i KCH+) oraz me¢zczyzn po chemioterapii (MCH+), B — pordwnanie
odsetka komorek ALB+ z fragmentow pochodzacych od kobiet przed 1 po 60 r.z.
(odpowiednio K60- i K60+) oraz megzczyzn przed i po 60 r.z. (odpowiednio M60-
1 M60+). Wyniki przedstawiono w formie mediany i1 zakresu danych (warto$§¢ minimalna
1 maksymalna).

5.2.1.3 a-1-antytrypsyna w komoérkach izolatu z fragmentow ludzkich resekowanych
watréb

Drugim  charakterystycznym markerem do oceny hepatocytow  jest
a-l-antytrypsyna (A1AT). Odsetek komorek A1AT-pozytywnych (A1AT+), ktéry byt
mozliwy do zmierzenia przy zastosowaniu opisanego w Rozdziale 3.4 przeciwciala,
wynidst 88,9% (30,4-97,1%).

Nie zaobserwowano réznic w produkcji AIAT pomiedzy dwoma z opisanych
metod maceracji (M2 vs M3 p=0,984), jak rowniez pomigdzy fragmentami pochodzacymi
od kobiet i m¢zczyzn (p=0,567), 0s6b ponizej i powyzej 60 r.z. (p=0,286) oraz od 0sdéb
niepoddanych i po chemioterapii (p=0,099). Analiza AIAT byla mozliwa jedynie dla

preparatdw izolowanych metoda maceracji M2 1 M3, stad brak porownania z metodg M1.
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Zaobserwowano roznice w produkcji AIAT pomiedzy fragmentami pochodzacymi od
0s6b poddanych chemioterapii przed i po 60 r.z. (odpowiednio 89,0% 1 66,8%, p=0,046),
co nie jest widoczne w grupach osob niepoddanych chemioterapii przed i po 60 r.z.
(»=1,000). Odsetek komoérek A1AT-pozytywnych w populacji P2 w wyzej opisanych

grupach przedstawiono na Rysunku 5.7.

Porownanie produkceji a-1-antytrypsyny w réznych grupach

A
100 = = - T - T

+ 75

- ! !

<

> 50

[0

S

£ 25

=

i

(]

5 0

8 M2 M3 M K 60- 60+  CH- CH+
B Porownanie produkceji a-1-antytrypsyny w réznych grupach

100 - - =

5 I + + 1 T

+ 75

F‘ L ]
= |

< 50

4 1
(o]

8

£ 25

=

i

(@]

2 0

8 K60-  M60- K60+  M60+  CH+60-  CH+60+

Rysunek 5.7. Réznice w produkcji a-1-antytrypsyny w réznych grupach. A — pordwnanie
odsetka komorek A1AT+ po izolacji metoda maceracji (M2 i M3), w izolatach od kobiet
(K) 1 mezczyzn (M), osob przed (60-) i po (60+) 60 r.z. oraz niepoddanych (CH-) i po
chemioterapii (CH+), B — poréwnanie odsetka komorek A1AT+ z fragmentow
pochodzacych od kobiet 1 me¢zczyzn przed 60 r.z. (odpowiednio K60- 1 M60-), kobiet
1 mezezyzn po 60 r.z. (odpowiednio K60+ I M60+) oraz 0oséb po chemioterapii przed i po
60 r.z. (odpowiednio CH+60- i CH+60+). Wyniki przedstawiono w formie mediany
1 zakresu danych (warto$¢ minimalna i maksymalna).

5.2.1.4 CD45 w komorkach izolatu z fragmentow ludzkich resekowanych watrdob
Jednym z markerdw charakteryzujacych komorki nieparenchymalne watroby

w naszym eksperymentach jest CD45. Odsetek komoérek CD45-pozytywnych (CD45+),

ktory byt mozliwy do zmierzenia przy zastosowaniu opisanego w Rozdziale 3.4

przeciwciala, wyniost 57,7% (13,1-94,0%).
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Nie zaobserwowano réznic w produkcji CD45 pomig¢dzy metodami maceracji M1
1 M2 (p=0,091) oraz M1 1 M3 (p=0,955), a jedynie migdzy metodami M2 i M3
(p=0,0002). Moze to wynika¢ ze skrdcenia czasu izolacji, co pozwolito na zmniejszenie
udzialu komoérek nieparenchymalnych w otrzymywanych preparatach. Odsetek komodrek
CD45-pozytywnych w populacji P3 w wyzej opisanych grupach przedstawiono na
Rysunku 5.8. Réwniez odsetek komoérek CD45+ nie rdéznit si¢ istotnie pomiedzy
fragmentami pochodzacymi od kobiet i mezczyzn (p=0,976), 0sdb ponizej i powyzej
60 r.z. (p=0,323) oraz od 0sdéb niepoddanych i po chemioterapii (p=0,316).

Porownanie produkcji CD45 w komorkach izolowanych
réznymi metodami maceracji
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Rysunek 5.8. Roznice w produkcji CD45 w komdrkach po izolacji trzema modyfikacjami
maceracji (M1, M2 i M3). Wyniki przedstawiono w formie mediany i zakresu danych
(warto$¢ minimalna i maksymalna).

5.2.1.5 CD14 w izolacie z fragmentow ludzkich resekowanych watrob

Kolejnym markerem charakteryzujagcym komorki nieparenchymalne watroby jest
CD14. Odsetek komorek CD14-pozytywnych (CD14+), ktory byl mozliwy do zmierzenia
przy zastosowaniu opisanego w Rozdziale 3.4 przeciwciata, wynidst 4,2% (1,6-14,5%).
Dotyczy to pomiaru w populacji P1 ze wzgledu na to, ze komérki CD14+ wystepowaty
czasami na terenie populacji P2 lub P3 i niemozliwe bylo rozdzielenie ich.

Nie zaobserwowano roznic w produkcji CD14 pomiedzy opisanymi metodami
maceracji (M1 vs M2 p=0,396, M1 vs M3 p=0,247, M2 vs M3 p=0,296), jak rowniez
pomiedzy fragmentami pochodzacymi od kobiet 1 mezczyzn (p=0,361), oséb ponizej
1 powyzej 60 r.z. (p=0,810) oraz od oséb niepoddanych i po chemioterapii (p=0,880).

5.2.2 Badanie markerow izolowanych ludzkich fibroblastow
Na  podstawie  analizy  cytometrycznej i wynikdbw  znakowania

immunofluorescencyjnego izolowanych ludzkich fibroblastow w $wietle przechodzagcym
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irozproszonym mozna stwierdzi¢, ze sa one wicksze od innych typow badanych
komorek. Charakteryzuja si¢ obecnoscig markera powierzchniowego CD73 oraz nie
wykazuja ekspresji  biatek typowych dla komorek watrobowych — albuminy,
a-1-antytrypsyny, CD45, CD14 (Rysunek. 5.9).
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Rysunek 5.9. Charakterystyka izolowanych ludzkich fibroblastéw (analiza cytometryczna
1 znakowanie immunofluorescencyjne). Komorki te charakteryzuja si¢ produkcja biatka
CD73 1 brakiem ekspresji biatek typowych dla hepatocytow — albuminy
1 o-l-antytrypsyny. Odsetek komorek pozytywnych jest $rednig z przynajmniej
3 niezaleznych eksperymentéw. Zdj¢cie z mikroskopu fluorescencyjnego — potwierdzenie

obecnosci markera CD73 w HSF przy uzyciu przeciwciala anty-CD73-PE (skala
200 pm).

5.2.3 Badanie markerow komdrek linii C3A i HOS

Analiza cytometryczna komorek linii C3A wskazata markery charakterystyczne
dla tych komdrek — albuming, a-1-antytrypsyng i CD54. Podobnie w przypadku komoérek
linit HOS, stosowanych jako kontrola w oznaczeniach markerow innych linii, wykryto
obecno$¢ bialek CK18 1 CD54 oraz nie wykryto bialek typowych dla komoérek

watrobowych (ALB 1 A1AT). Szczegdtowe wyniki przedstawiono w Tabeli 5.4 oraz na
Rysunku 5.10.
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Tabela 5.4. Charakterystyka komoérek linii C3A 1 HOS na podstawie analizy
cytometrycznej. Odsetek komdrek pozytywnych jest $rednia z przynajmniej
3 niezaleznych eksperymentow.

odsetek komorek pozytywnych [%] C3A HOS
ALB 82,0+ 1,3 2,5+03
ATAT 92,4+2,7 3,1+0,5
CK18 26,0+ 1,2 87,1+£6,3
CD54 92,8 +7,5 43,1 +£8,2

Rysunek 5.10 Markery charakterystyczne dla komdrek linii C3A (lewy panel) i HOS
(prawy panel). A — albumina (FITC), B — a-1-antytrypsyna (FITC), C — CK18 (PE),
D — CD54 (PE). Skala 200 pm.
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5.3 Modyfikacje genetyczne izolowanych ludzkich fibroblastow — bialka
fluorescencyjne
Wprowadzenie do izolowanych ludzkich fibroblastow genow kodujacych biatka
fluorescencyjne pozwolito na uzyskanie narzedzia do tatwiejszej oceny oddzialywan

heterotypowych w kokulturze.

5.3.1 Wprowadzenie komorek E. coli szczep STBL3 w stan kompetencji

Do przygotowania komodrek kompetentnych wybrano hodowle o ODgop = 0,447,
co odpowiada fazie wzrostu logarytmicznego. Wydajno$¢ komédrek szczepu STBL3 byta
testowana na szalach z LB-agar z dodatkiem ampicyliny po transformacji plazmidem
niosagcym oporno$é na ten antybiotyk i wynosita 6,4x10° (tzn. 6,4x10° komoérek ulega
transformacji 1 pg plazmidowego DNA).

5.3.2 Wprowadzenie plazmidow do komoérek kompetentnych E. coli STBL3

Plazmidy pLTR-G, pCD/NL-BH*AAA, pNL-EGFP/CMV-WPRE/AU3 i pNL-
DsRed2/CMV-WPRE/AU3 zostaly wprowadzone i namnozone w bakteriach szczepu
STBL3, a nastgpnie wyizolowane przy uzyciu kitu PureLinkTM HiPure Plasmid
Maxiprep. Uzyskano preparaty o wysokiej czystosci (o stosunku A260/A280 wyzszym
niz 1,9) i odpowiednim stezeniu (odpowiednio 1,18 pg/ul, 0,53 pg/ul, 4,90 pg/ul
14,65 ng/ul), arozdzial elektroforetyczny potwierdzit jakos$¢ preparatu oraz jego
odpowiednig wielkos¢ (Rysunek 5.11).

Rysunek 5.11. Kontrolny rozdzial elektroforetyczny — sprawdzenie jakosci preparatu po
izolacji. D — marker DNA GeneRuler, 1 — pLTR-G, 2 — pCD/NL-BH*AAA, 3 — pNL-
EGFP/CMV-WPRE/AU3, 4 — pNL-DsRed2/CMV-WPRE/AU3. W kazdej z kieszonek
znajduje si¢ ok. 500 ng DNA.
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5.3.3 Optymalizacja metody PEI — transfekcja komorek HEK293T

Optymalizacja transfekcji prowadzona byla przez zmiang wartosci N/P 1 ilosci
DNA. Zastosowano kilka podejs¢, w ktorych stopniowo zawezano wlasciwe wartosci N/P
i stezenie DNA (opisane ponizej jako Podejscie I — IV, x — wynik negatywny, v — wynik
pozytywny). Na Rysunku 5.12 znajduja si¢ zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego
przestawiajagce wynik transfekcji zgodnie z Podejsciem II, na podstawie ktérych
planowano kolejne warianty doswiadczenia. Inng metoda umozliwiajaca ocene

poprawnosci doboru proporcji N/P 1 ilosci DNA jest cytometria przeptywowa,

a przyktadowy wynik analizy znajduje si¢ w Tabeli 5.5 (Podejscie III).

Podejscie I:
Zmienna Wynik Zmienna Wynik Zmienna Wynik
N/P =12 N/P =12 N/P =12
DNA = 0,8 g * DNA = 1,0 ug * DNA = 1,6 ug *
N/P =15 < N/P =15 v N/P =15 v
DNA =0,8 ug DNA =1,0 ug DNA =1,6 ug
N/P =18 X N/P =18 v N/P =18 v
DNA =0.,8 pug DNA =10 pg DNA =1,6 ug
Podejscie 1I:
Zmienna Wynik Zmienna Wynik Zmienna Wynik
N/P =15 < N/P =15 v N/P =15 v
DNA =10 pug DNA =20 png DNA =3,0 ug
N/P =25 < N/P =25 v N/P =25 v
DNA=1,0 pug DNA =2,0 pg DNA =30 ug
N/P =40 < N/P =40 v N/P =40 v
DNA=1,0 pg DNA =20 pg DNA =3,0 ug
Podejscie III:
Zmienna Wynik Zmienna Wynik Zmienna Wynik
N/P =25 N/P =25 N/P =25 v
DNA =3,0 ug x DNA = 4,0 ug x DNA = 5,0 ug
N/P =30 N/P =30 N/P =30
DNA =3,0 ug x DNA =40 pg X DNA = 5,0 ug *
N/P =35 N/P =35 N/P =35
DNA =3,0 ug x DNA =4,0 ug x DNA = 5,0 ug x
Podejscie IV:
Zmienna | Wynik | Zmienna | Wynik | Zmienna | Wynik
N/P =25 ‘ v ’ N/P =25 ‘ v ‘ N/P =25 v
DNA =5,0 pg DNA =6,0 ug DNA =7,0 ug
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Rysunek 5.12. Zdjecia komérek HEK293T po transfekcji plazmidem wektorowym
zawierajagcym gen egfp. Uktad zdje¢ odpowiada schematowi przedstawionemu powyzej
(Podejscie II). Skala 100 pm.

Tabela 5.5. Odsetek komorek produkujacych biatko EGFP (zielone pola) lub DsRed2
(czerwone pola) po transfekcji komorek HEK293T plazmidami wektorowymi (podejscie
I11).

DNA N/P 25 30 35
3,0 ug X X 75% 43%
40 ng 46% 62% 57% X 45% 65%
5,0 ug 65% 79% 62% 65% 22% 69%

Rysunek 5.13. Zdjecia komérek HEK293T po transfekcji plazmidem wektorowym
zawierajacym gen kodujacy biatka EGFP (A) i DsRed2 (B). Lewy panel: komdrki po
transfekcji z uzyciem 5 ug DNA, prawy panel: komorki po transfekcji z uzyciem 6 pg
DNA. Skala 500 pm.

109



Do produkcji wektordw LV zawierajacych geny bialek fluorescencyjnych (EGFP
1 DsRed2) wybrana zostata metoda wykorzystujagca N/P = 25 1 ilos¢ DNA = 5 png.
Zdecydowano si¢ na mniejszg ilos§¢ DNA ze wzgledu na to, ze zwigkszanie jej nie wigzato
si¢ ze wzrostem wydajnosci transfekcji. Zdjecie komodrek HEK po transfekeji

(produkujacych biatko EGFP lub DsRed2) zostato przedstawione na Rysunku 5.13.

5.3.4 Okreslenie miana preparatow wirusowych

Miana preparatow wirusowych okreslano na podstawie odsetka komorek
pozytywnych po transdukcji (zgodnie ze wzorem podanym w Rozdziale 4.4.5.2).
Otrzymane miana dla preparatow zawierajacych egfp wynosity 1,4-5,5x10° a dla
preparatéw zawierajacych dsred?2 4,0-8,5x10°. Analize populaciji prowadzono przy uzyciu

cytometrii przeplywowej (Rysunek 5.14).
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Rysunek 5.14. Przyktadowe histogramy (lewy panel) i wykresy poziomicowe (prawy
panel) dla komoérek HOS po transdukcji preparatami zawierajacymi gen kodujacy biatka
EGFP (A) i DsRed2 (B).
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Miano preparatéw EGFP w zaleznosci od zbioru
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Rysunek 5.15 Zmiana warto$ci miana preparatéw wirusowych w zaleznosci od terminu
ich zbierania. Gorny panel: EGFP, dolny panel: DsRed2. Ponizej podano wartosci p.

preparat dzien 3 vs dzien 6 dzien 3 vs dzien 9 dzien 6 vs dzien 9
EGFP 6,3E-05 9,5E-04 1,4E-04
DsRed2 6,4E-05 0,092 1,8E-04

Dodatkowo, przeprowadzona zostala optymalizacja czasu zbierania medium
hodowlanego zawierajagcego wektory wirusowe — poréwnano miana preparatow
po 3, 6 1 9 dniach od transfekcji. Zardwno skrocenie, jak 1 wydtuzenie czasu potrzebnego

na ztozenie wektoréw obnizyto ich miano (Rysunek 5.15).

5.3.5 Transdukcja izolowanych ludzkich fibroblastow

Izolowane ludzkie fibroblasty transdukowane byly 2-krotnie preparatami
wirusowymi (EGFP i DsRed2) o MOI réwnym dwa, uzyskujac kolejno 61,4 1 91,2% oraz
82,2 1 90,7% komorek pozytywnych. Wstepna ocena odsetka komdrek pozytywnych
(,,kolorowych”) byla mozliwa dzigki zastosowaniu mikroskopii fluorescencyjne;j,

a doktadna ocena przy pomocy cytometrii przeptywowej (Rysunek 5.16).
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Rysunek 5.16. Izolowane ludzkie fibroblasty po 2-krotnej transdukcji, MOI=2 produkuja
biatka fluorescencyjne. A — przyktadowy histogram (po lewej) i wykres poziomicowy (po
prawej) umozliwiajace okreslenie odsetka komorek ,kolorowych”, B — zdjecia
z mikroskopu fluorescencyjnego. Lewy panel dla preparatu zawierajacego gen kodujacy
biatko EGFP, prawy panel dla DsRed2. Powigkszenie 40x.

5.3.6 Wplyw transdukcji na izolowane ludzkie fibroblasty
Wplyw transdukcji na izolowane ludzkie fibroblasty okreslany byl na podstawie

pomiaru odsetka martwych komdrek oraz aktywnosci mitochondrialne;.

5.3.6.1 Pomiar odsetka martwych komorek — analiza mikroskopowa

Blekit trypanu jest substancja, ktora nie wnika do komorek zywych, czyli takich,
ktorych cigglos¢ btony komorkowej nie zostata przerwana. W przypadku uszkodzenia
btony komodrkowej, zwigzek ten przenika do wnetrza komorki 1 barwi jej wnetrze. Jest to
powszechnie stosowana metoda okreslania stosunku komorek zywych i martwych, jednak
ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia duzego bledu podczas pomiaru (reczne liczenie
komorek), wyniki powinny by¢ potwierdzone przy pomocy innej metody.

Poréwnanie komorek nietransdukowanych (HSF) z komoérkami transdukowanymi
(EGFP 1 DsRed2) wypada na niekorzys¢ komdrek produkujacych biatko DsRed2, jednak

koncowy odsetek martwych komorek wynosi maksymalnie 10,1% (Rysunek 5.17).
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Jezeli nie zaznaczono inaczej, wyniki podawane sag w formie sredniej 1 odchylenia
standardowego. Analiza statystyczna przeprowadzona byla w programie Statistica
z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Roznice miedzy
grupami analizowane byly z wykorzystaniem testu post-hoc Duncana. Wartosci p<0,05

uznano za statystycznie istotne.
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Rysunek 5.17. Poréwnanie odsetka martwych komoérek w  fibroblastach
nietransdukowanych (HSF) oraz po transdukcji wektorami EGFP 1 DsRed2. Komorki
liczone byly z uzyciem bigkitu trypanu w 3 powtoérzeniach. Ponizej przedstawiono
wartosci p.

dzien hodowli HSF vs EGFP HSF vs DsRed?2 EGFP vs DsRed2
D8 0,852 0,276 0,226
D16 0,831 0,004 0,005

5.3.6.2 Pomiar odsetka martwych komorek — analiza cytometryczna

Jodek propidyny jest substancja, ktéra, podobnie jak biekit trypanu, nie wnika do
komoérek zywych, o zachowanej ciagglosci btony komorkowe. W przypadku uszkodzenia
btony komoérkowej, zwigzek ten przenika do wnetrza komorki i interkaluje do kwasow
nukleinowych. Dzigki emisji fluorescencji przy wzbudzeniu odpowiednig dtugoscig fali
mozliwa jest ocena odsetka komorek martwych. Zastosowanie cytometrii przeplywowej
zapewnia znacznie bardziej dokladne i1 wiarygodne wyniki niz podczas pomiaru
z blekitem trypanu.

Wyniki uzyskane dzigki metodzie z jodkiem propidyny potwierdzaja negatywny
wplyw produkcji biatka DsRed2 na izolowane ludzkie fibroblasty, jednak, podobnie jak
w przypadku liczenia z bigkitem trypanu, koncowy odsetek martwych komorek nie

przekracza 10% (Rysunek 5.18).
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Odsetek martwych komorek - metoda jodku propidyny
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Rysunek 5.18. Poréwnanie odsetka martwych komoérek w  fibroblastach
nietransdukowanych (HSF) oraz po transdukcji wektorami EGFP i DsRed2. Komorki
liczone byty z uzyciem jodku propidyny przy uzyciu cytometrii przeptlywowej (minimum
10 000 komorek).

5.3.6.1 Pomiar aktywnosci mitochondrialnej — test MTT

Test MTT umozliwia pomiar aktywnos$ci przemian energetycznych
w mitochondriach. Sdl tetrazolowa (rozpuszczalna w wodzie, jasnozoélta) jest redukowana
do nierozpuszczalnego formazanu (niebiesko-fioletowy), a jego ilos¢ jest proporcjonalna
do aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow. Przy zachowaniu tej samej poczatkowe;j
liczby komoérek mozna stosowaé go jako test zywotnos$ci (im mniej komdrek, tym mniej
barwnego produkty), jednak nalezy pamigtac, ze aktywno$¢ mitochondrialna jest rozna
w réznych typach komérek i nie powinny byé ze sobg pordwnywane jako surowe dane,
a jako odsetek komodrek kontrolnych.

Aktywnos$¢ mitochondrialna w fibroblastach produkujacych biatka EGFP
1 DsRed2 jest wyzsza niz w komdrkach kontrolnych (odpowiednio o 18 i 17% wobec
kontroli w 7. dniu hodowli oraz 10 i 12% w dniu 14.). Nie zauwazono réznic pomi¢dzy

fibroblastami po transdukcji wektorami EGFP 1 DsRed2 (Rysunek 5.19).
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Rysunek  5.19. Poréwnanie aktywnosci  mitochondrialnej w  fibroblastach
nietransdukowanych (HSF) oraz po transdukcji wektorami EGFP i DsRed2. Wyniki
przedstawiono jako srednig z 8 pomiardéw. Ponizej przedstawiono wartosci p.

dzien hodowli HSF vs EGFP HSF vs DsRed2 EGFP vs DsRed2
D7 1,2E-04 2,3E-04 0,740
D14 0,011 0,005 0,667

5.4 Badanie kokultury komoérek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami
produkujacymi bialka fluorescencyjne (EGFP i DsRed2)
Badanie kokultury komorek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami
produkujacymi biatka fluorescencyjne obejmowato analiz¢ morfologii, analize
cytometryczna markerdw komodrkowych, oznaczanie zawarto$ci albuminy oraz oceng

polaryzacji komorek.

5.4.1 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowle na komorki watrobowe

- analiza morfologii

Komoérki linii C3A w kokulturze z izolowanymi ludzkimi fibroblastami tworzyty
struktury (zwane dalej wyspami) otoczone przez HSF. Niskie tempo podziatow
fibroblastow (wywotane pdznymi pasazami) umozliwilo swobodny wzrost komorek
watrobowych. Podczas kokultury z komorkami HOS, ktére charakteryzuja si¢ szybkim
tempem podziatow, komorki C3A rosty jako pojedyncze komorki albo formowaty
niewielkie — kilkukomdrkowe struktury. Obserwacja komdrek nietransdukowanych
w kokulturze byla mozliwa, jednak znacznie ulatwiona, kiedy dwa typy komoérek

produkowaty rézne biatka fluorescencyjne (Rysunek 5.20).
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Proporcja (C3A:komorek podtrzymujacych)
4:1 2:1 1:1
C3A + HSF
T

Rysunek 5.20. Morfologla komorek C3A rosnagcych w kokulturze z 1z010wanym1
ludzkimi fibroblastami, komoérkami linii HOS oraz w monokulturze po 16 dniach
hodowli. Podane sa proporcje komoérek w dniu wysiania. Zdjecia dla komorek
produkujacych biatka fluorescencyjne wykonano w filtrze dla FITC (ze wzglgdu na
nachodzenie si¢ widm emisji, fluorescencja biatka DsRed2 byta widoczna jako
ciemnozotta). Skala 200 um.

Zaréwno liczba, $rednia, jak 1 catkowita powierzchnia wysp utworzonych

z komorek C3A otoczonych przez HSF mogta by¢ kontrolowana przez proporcje ich
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wysiania (4:1, 2:1, 1:1). Najwigcej wysp powstawato przy proporcji 2:1, a najwigksza
srednig 1 catkowitg powierzchni¢ zajmowaly przy proporcji 4:1 — prawdopodobnie ze

wzgledu na najwiekszy poczatkowy odsetek komodrek C3A (Rysunek 5.21).

A Liczba wysp w kokulturze
C3A-DsRed2 z HSF-EGFP
20
[=¥
£ |
<
0" m4:1 o2:1 ol:1
proporcje wysiania
B Srednia powierzchnia wysp w kokulturze
C3A-DsRed2 z HSF-EGFP
15000
T
= 10000 I
2
£
N
2 5000 - I
: I ;
=7
0" o2:1 ol:1
proporcje wysiania
C Calkowita powierzchnia wysp w kokulturze
C3A-DsRed2 z HSF-EGFP
_ 1,5E+05 T
E
=
-%‘ 1,0E+05 -
N
2 50E+04 - T
3 1
0.0E+00 - m4:1 o2:1 Ol:1

proporcje wysiania

Rysunek 5.21. Analiza morfologii w kokulturze C3A-DsRed2 z HSF-EGFP. A — liczba
wysp w zaleznosci od proporcji wysiania, B — $rednia powierzchnia wyspy w zaleznosci
od proporcji wysiania, C — catkowita powierzchnia wysp w zaleznosci od proporcji
wysiania. Wyniki sa przedstawione jako Srednia z 20 zdje¢ z kazdej proporcji
wykonanych po 16 dniach hodowli. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu programu
CellP. Ponizej przedstawiono wartosci p.
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parametr 4:1vs2:1 4:1vs1:1 2:1vs1:1

liczba wysp 0,019 0,531 0,005
srednia wielko$¢ wyspy 1,1E-04 6,0E-05 0,005
catkowita powierzchnia wysp 1,1E-04 6,0E-05 1,1E-04

Zardwno liczba jak 1 wielko$¢ wysp maja wpltyw na oddzialywania homo-
1 heterotypowe pomiedzy komdrkami C3A a HSF. Im wigksze jest pole kontaktu obydwu

typow komorek, tym lepsze warunki maja zapewnione komorki watrobowe.

5.4.2 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowle na komorki watrobowe
— analiza cytometryczna markerow komorkowych

Wykorzystanie komorek produkujacych biatka fluorescencyjne w analizie
cytometrycznej jest z jednej strony bardzo korzystne — pozwala m.in. na rozdzielenie
dwodch populacji bez koniecznosci znakowania ich i dalsza analizg, z drugiej strony
utrudnia znakowanie komoérek, wymuszajac dobieranie fluoroforéw o innej niz
wprowadzone bialko emisji fluorescencji. Na przykladzie kokultury komorek C3A-
DsRed2 1 HSF-EGFP mozna przesledzi¢ kolejne etapy rozdziatu dwéch populacii.
Poczatkowo, dysponujemy wykresem kropkowym (dot plot), ktérego osie opisane jako
FCS (swiatlo przechodzace) i SSC ($wiatlo rozproszone), co odpowiada wielkosci
i ziarnisto$ci komorek. W lewym dolnym rogu widoczna jest populacja fragmentow
komdrkowych, a w centralnej czgsci wykresu — analizowane komorki. Po zaznaczeniu tej
populacji 1 opisaniu jej jako P1, zostaja jej nadane kolory — pomaranczowy dla komoérek
C3A-DsRed2, zielony dla HSF-EGFP 1 niebieski dla komorek niewykazujacych
fluorescencji (nietransdukowanych lub o bardzo niskim poziomie produkcji biatek
fluorescencyjnych). Na tym etapie mozna juz zaobserwowal, ze fibroblasty s3
komoérkami wiekszymi niz C3A (wigksze wartosci na osi FSC). Analiza populacji P1 pod
wzgledem produkcji biatek fluorescencyjnych (kanat FITC dla biatka EGFP 1 kanal PE
dla biatka DsRed2), pozwala na dalszg analiz¢ tylko w obrgbie wybranej populacji (P1,
C3A-DsRed2 lub HSF-EGFP). Ponadto mozliwe jest dokladne okreslenie odsetka
komorek po 16 dniach hodowli. Dzigki temu mozna zaobserwowac, ze komorki linii C3A
dzielg si¢ znaczenie czgsciej niz fibroblasty i po 16 dniach ich odsetek wynosi: 98,9%,

95,2% 1 87,3%, odpowiednio dla proporcji wysiania 4:1, 2:1 1 1:1 (Rysunek 5.22).
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Rysunek 5.22. Analiza populacji przy zastosowaniu podziatu ze wzgledu na produkcje
biatek fluorescencyjnych. A — etapy wydzielania poszczegélnych populacji z obrazu
cytometrycznego; panel lewy: wszystkie zarejestrowane zdarzenia, panel $rodkowy:
wydzielenie populacji komdrek C3A 1 HSF oraz nadanie im odpowiednich koloréw
(pomaranczowy i zielony), panel prawy: rozdzielenie populacji C3A-DsRed2, HSF-EGFP
1 komorek nieprodukujacych zadnego z biatek fluorescencyjnych. B — udzial komérek
obydwu populacji po 16 dniach hodowli w zaleznosci od proporcji wysiania, komdrki
niewykazujace fluorescencji zostaty pominigte.

Analiza cytometryczna markeréw komodrkowych specyficznych dla komorek C3A
1 fibroblastow nie wykazata réznic w odsetku komorek je produkujacych w zaleznosci od
rodzaju hodowli 1 jest zblizona do tych przedstawionych w Rozdziatach 5.2.2 1 5.2.3,
dlatego ponizsza analiza zostala przeprowadzona na podstawie parametru MFI. Jest to
mozliwe ze wzgledu na przeprowadzenie pomiaréw tego samego dnia 1 mozliwosci
poréwnania ich migdzy sobg. Odsetek komorek pozytywnych okresla, w jakim procencie
populacji wykrywana jest minimalna ilo$¢ biatka, ktéra wigze si¢ z przeciwciatem.
Parametr MFI natomiast pokazuje, w jednostkach wzglednych, jak duza jest jego
produkcja. Komdrki C3A w hodowli z fibroblastami wykazuja wigksze natgzenie
fluorescencji zaréwno dla fluoroforéw zwigzanych z przeciwciatem dla albuminy jak i dla

a-1-antytrypsyny (Rysunek 5.23). Ponadto wartos$¢ ta rosnie wraz ze wzrostem odsetka
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fibroblastéw 1 jest najwigksza w proporcji 1:1 (3-krotnie wigcej dla albuminy i o 70%

wigcej dla a-1-antytrypsyny).
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Rysunek 5.23. Poréwnanie parametru MFI dla przeciwciata ALB-APC (panel gérny — A)
1 A1AT-Cy5 (panel dolny — B) w komdrkach C3A-DsRed2 w kokulturze z HSF-EGFP
w roznych proporcjach po 16 dniach hodowli. Median¢ natgzenia fluorescencji
przedstawiono w jednostkach wzglednych jako réznice migdzy probka badang a wtasciwa

dla niej kontrola.

Pozytywny wptyw hodowli komdrek watrobowych z fibroblastami zostat rowniez
potwierdzony posrednio przez hodowle komoérek C3A z komorkami HOS. W tym typie
kokultury komoérki HOS, ktoére dzielg si¢ szybciej niz komorki C3A, nie dopuscity do
podziatow tych drugich, przez to zaréwno odsetek komorek ALB+ 1 A1ATH, jak

i parametr MFI sg niskie (Rysunek 5.24). Komorki HOS nie s3 wlasciwym typem
komorek podtrzymujacych hodowle.
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Rysunek 5.24. Pordwnanie parametru MFI dla przeciwciata ALB-APC (panel gérny — A)
1 ATAT-Cy5 (panel dolny — B) w komorkach C3A-EGFP w kokulturze z komoérkami
HOS w réznych proporcjach po 16 dniach hodowli. Mediang¢ natezenia fluorescencji
przedstawiono w jednostkach wzglednych jako réznice migdzy probka badang a wtasciwag
dla niej kontrola.

5.4.3 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowl¢ na komorki watrobowe —
oznaczanie zawartosci albuminy w medium hodowlanym metoda ELISA

Test immunoenzymatyczny ELISA pozwala na okreslenie ilosciowe produkcji

biatka. Poréwnana zostala produkcja i wydzielanie albuminy w komdrkach C3A

w kokulturze z fibroblastami ludzkimi wysianymi w kokulturze w réznych proporcjach.

Probki medium pohodowlanego zbierane byly co dwa dni 1 przeliczane na wyjsciowa

liczbe komorek. Najwigksza produkcje albuminy w komorkach C3A zaobserwowano

w kokulturze z HSF w proporcji wysiania 1:1, a najmniejsza w monokulturze C3A, co
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potwierdza wyniki otrzymane podczas analizy cytometrycznej. Podobng tendencje

uzyskano dla hodowli C3A-DsRed2 z HSF-EGFP i C3A-EGFP z HSF-DsRed2, jednak

ilos¢ albuminy jest nizsza, co prawdopodobnie jest zwigzane z nieco wolniejsza

proliferacja komorek po transdukcji.
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Rysunek 5.25. Poréwnanie produkcji albuminy oznaczanej metodag ELISA w komdrkach
watrobowych. A — komodrki C3A w kokulturze z HSF w roznych proporcjach wysiania,
B — komorki C3A-EGFP w kokulturze z HSF-DsRed2 w réznych proporcjach wysiania,
C — komérki C3A-EGFP w kokulturze z HOS w roznych proporcjach wysiania. Probki
zbierane byly co dwa dni z 4 niezaleznych dotkéw, z ktérych wykonano po 2 pomiary.
Wartosci p podano w Tabeli 5.6.

122



W przypadku nietransdukowanych komorek ilos¢ produkowanej albuminy
w monokulturze rézni si¢ znacznie od tej produkowanej w kokulturze w proporcjach
wysiania 4:1 1 1:1. Wraz z kolejnymi dniami hodowli coraz bardziej rozbiezne stajg si¢
wyniki uzyskane dla proporcji 4:1 i 2:1 oraz 4:1 i 1:1. Nie wykryto réznic pomigdzy
produkcja albuminy w monokulturze i kokulturze 2:1 (Rysunek 5.25 A). W komdrkach
transdukowanych produkcja albuminy utrzymuje si¢ na podobnym poziomie, niezaleznie
od liczby fibroblastéw. Jednak w ostatnich dniach hodowli mozna zauwazy¢ znaczaco
wigksza produkcje tego biatka w proporcji wysiania 1:1 (Rysunek 5.25 B).

Kokultura komoérek C3A z komérkami HOS nie byta korzystna rowniez pod
wzgledem produkcji albuminy wykrywanej w medium pohodowlanym, co mozna
obserwowaé prawie przez caty okres hodowli. Produkcja albuminy od dnia szdstego
zaczela spada¢ 1 pod koniec hodowli byla prawie niewykrywalna. Znaczne roznice
wystepuja miedzy iloscig albuminy w monokulturze 1 wszystkich typach kokultury, ktore
nie roznig si¢ migdzy sobg (Rysunek 5.25 C).

Tabela 5.6 Zestawienie wartosci p (istotnosci statystycznej) dla produkcji albuminy
w monokulturach i kokulturach C3A.

A dzien monokultura monokultura monokultura 4:1 4:1 2:1
hodowli  vs 4:1 vs 2:1 vs 1:1 vs 2:1 vs 1:1 vs 1:1
D16 0,006 0,655 6,7E-05 0,011 3,3E-04 9,6E-05
D14 0,071 0,832 1,7E-04 0,088 0,002 2,1E-04
D12 0,088 0,794 2,4E-04 0,065 0,003 1,9E-04
D10 0,026 0,582 0,004 0,059 0,303 0,010

B dzien monokultura monokultura monokultura 4:1 4:1 2:1
hodowli  vs 4:1 vs 2:1 vs 1:1 vs 2:1 vs 1:1 vs 1:1
D16 0,143 0,040 0,022 0,419 0,260 0,623
D14 0,210 0,265 0,040 0,827 0,302 0,239
D12 0,675 0,854 0,773 0,798 0,880 0,905
D10 0,686 0,482 0,446 0,744 0,275 0,176

C dzien monokultura monokultura monokultura 4:1 4:1 2:1
hodowli vs 4:1 vs 2:1 vs 1:1 vs 2:1 vs 1:1 vs 1:1
D16 2,1E-04 7,0E-05 9,2E-05 0,482 0,463 1,000
D14 2,1E-04 7,0E-05 9,2E-05 0,318 0,915 0,346
D12 2,1E-04 7,0E-05 9,2E-05 0,028 0,030 0,951
D10 2,1E-04 7,0E-05 9,2E-05 0,024 0,009 0,490

5.4.4 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowl¢ na komorki watrobowe
— polaryzacja komorek

W budowie hepatocytdéw mozna wyrozni¢ dwa bieguny: naczyniowy i zbétciowy,

in. kanalikowy. Blona komoérkowa od strony bieguna naczyniowego posiada

mikrokosmki, ER szorstkie jest obfite, nastgpuje tu wchtanianie produktow trawienia oraz
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wydzielanie glukozy, biatek i lipoprotein. Po stronie bieguna zoétciowego formuje si¢
kanalik zolciowy w formie wakuoli apikalnej (uszczelniany przez potaczenia
migdzykomodrkowe), wystepujg tam licznie lizosomy 1 diktiosomy oraz wydzielana jest
701¢. Stopien polaryzacji komoérek watrobowych jest jednym z parametrow okreslajacych
jako$¢ hodowli.

Komorki linii C3A w kokulturze z fibroblastami ludzkimi wytwarzaty znacznie
wigcej wakuol apikalnych zbudowanych z widkien aktynowych, z ktérymi taczy si¢
falloidyna wyznakowana TRITC (Rysunek 5.26).

Wakuole apikalne w monokulturze C3A i kokulturze C3A-HSF

30%

20%

10% -

odsetek wakuol

1) .
0% B monokultura Okokultura

typ hodowli

Rysunek 5.26. Odsetek wakuoli apikalnych w monokulturze C3A i kokulturze komdrek
C3A z HSF po 8 dniach hodowli (proporcja wysiania 2:1). Przedstawione wartosci sg
srednig z 9 zdje¢ z obydwu typoéw hodowli (p = 0,017).

Rysunek 5.27. Wakuole apikalne w monokulturze C3A (A, B) i kokulturze komodrek C3A
z HSF (C, D) po 8 dniach hodowli (proporcja wysiania 2:1). Panel lewy: wybarwione
wakuole apikalne (TRITC) i jadra komorkowe (DAPI), panel prawy: zdjecia z panelu
lewego nalozone na zdjgcia wykonane w swietle przechodzacym. Skala: 40 um (A, B)
125 um (C, D).
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Wakuole apikalne powstaja na granicy dwoch lub wigcej hepatocytow 1 moga by¢
tak duze jak komorka (Rysunek 5.27). Dodatkowe barwienie jader komorkowych przy
pomocy DAPI pozwolitlo na obliczenie, w jakim odsetku komdrek powstaja wakuole

apikalne i poréwna¢ monokulturg z kokultura.

5.5 Modyfikacje genetyczne izolowanych ludzkich fibroblastow — EGF
1. Przygotowanie konstruktu

Opis dziatan podjetych w celu przygotowania konstruktu zawierajgcego gen
kodujacy epidermalny czynnik wzrostu EGF znajduje si¢ w Dodatku A. Ze wzgledu na
niepowodzenie w otrzymaniu wilasciwego plazmidu wektorowego, opartego na
plazmidzie pNL-H2BmCherry/GtxIRES/EGFP, wykonanie zsyntetyzowanego wektora,
zawierajacego gen kodujacy EGF pod promotorem CMV (pEZ-CMV-EGF-IRES2-
mCherry-Lv214), zlecono firmie Genecopoeia.
2. Wprowadzenie komorek E. coli szczep STBL3 w stan kompetencji

Wprowadzenie komoérek E. coli (szczep STBL3) w stan kompetencji
przeprowadzono zgodnie z opisem zamieszczonym w Rozdziale 5.3.1.
3. Optymalizacja metody LP2000 — transfekcja komorek HEK293T

Optymalizacja transfekcji prowadzona byla przez zmiang ilosci LP2000 oraz
proporcji plazmidu wektorowego, pakujacego i1 otoczki z wykorzystaniem plazmidu
zawierajacego gen kodujacy biatko EGFP (pNL-EGFP/CMV-WPRE/AU3). Miana
preparatow zostaty obliczone na podstawie odsetka komorek pozytywnych po transdukcji
1 przedstawione na Rysunku 5.28.

Do produkcji preparatow EGF uzyto 3 pl LP2000 (ze wzgledu na niewielkie
réznice w wydajnosci transdukcji przy zwigkszeniu ilosci LP2000) i zastosowano
proporcje plazmidéw 3:2:1. Tak przygotowanymi wektorami transdukowano izolowane

ludzkie fibroblasty, a nast¢pnie oceniono powstalg lini¢ komdrkows.
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Miana preparatéow EGFP w zalezno$ci od ilo$ci LP 2000
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Rysunek 5.28. Miana preparatéw EGFP (optymalizacja metody transfekcji LP2000)
w zaleznosci od ilosci uzytej LP2000 (A) i proporcji plazmidu wektorowego, pakujacego
1 otoczki (B).

5.5.1 Ocena skutecznos$ci wprowadzonych modyfikacji w HSF

Plazmid wektorowy, zawierajacy gen kodujacy EGF, skonstruowany byl w taki
sposob, aby mozliwa byla szybka ocena wydajnosci transdukcji. Sposob ten polegat na
zastosowaniu sekwencji IRES (ang. Internal Ribosome Entry Side), ktéra umozliwia
jednoczesna ekspresje genu EGF 1 genu kodujacego marker — w tym wypadku
fluorescencyjne biatko mCherry z jednego transkryptu. Niestety, biatkko mCherry nie
zostato wykryte, co mogto swiadczy¢ zarowno o niskim mianie uzyskanych preparatow,
niewlasciwym dziataniu sekwencji IRES, ale rowniez niedopasowaniu $ciezki optycznej
w cytometrze przeptywowym. Zdecydowano si¢ wigc na ocen¢ uzyskanych linii
fibroblastdw jedynie pod katem obecnosci w genomie sekwencji zawierajacej EGF pod
promotorem CMV oraz zmiany w produkcji biatka EGF w komdrkach
niemodyfikowanych i po transdukcji. Wczesniej, poddano uzyskane plazmidy wektorowe

sekwencjonowaniu (w Pracowni Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotydow
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IBB PAN), a otrzymane wyniki analizowano w  programie = BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Uzyskano 100% zgodno$¢ =z sekwencja ludzkiego

epidermalnego czynnika wzrostu (Rysunek 5.29).

BiDownload + GenBank Graphics

Homo sapiens epidermal growth factor (EGF), transcript variant 1, mRNA
Sequence ID: ref|[NM_001963.4] Length: 5600 Number of Matches: 1

Range 1: 453 to 9046 GerBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
913 bits(494) 0.0 494/494{100%) 0/494(0%) Plus/Plus

Query 316 ATGCTGCTCACTCTTATCATTCTGTTGLCAGTAGTTTCAALATTTAGTTTTGTTAGTCTC 375

. IIIIIHII CELEEETERELELERERE L e e e e e et
Sbict 453 ATGCTGCTCACTCTTATCATTCTGTTGCCAGTAGTTTCAABATTTAGTTTTGTTAGTCTC 512

Query 3768 TCAGCACCGCAGCACTGGAGCTETCCTGAAGGTACTCTOGCAGGAAATGGGAATTCTACT 435

2 IIIIIIIII FELCLEELERELELEEEE LR EL R L ELEEEErit
Sbjct 513 TCAGCACCGCAGCACTGGAGCTGTCCTGAAGETACTCTCGCAGGAAATGGGAATTCTACT 572

Query 436 GTGGGTCCTGC.aCCETTCTT-J\HTTTTCTC\_CAT"GAMT-J\CTATCTTTAGGJ«TTG#C 4495

Sbjct 573 TGTGTGGGTCCTGC.I‘CCETTCTT.-'J\ATTTTCTCCCATGGAMTAGTATCTTTAGG.‘-\TTGAC 632

Query 456 ACAGAA AACCAY TTHTC.AGCH-J\TTGGTGJTGGHT"CTC-GTGTETCA\:TGATJ«TG"A 555

Sbict 633 -ﬁCAG.—HGGF«AC’MTTATGAGCA-'J\TTGGTGGTGG.-’J\TGCTG-GTGTCTCA\:TGATCJ‘«TGGAT 692

Query 556 TTT;ATTATA.-\TGACH#AF\.GAATCTATTGG"'TGGHTTTAC-?\.}-\.&GACAACTTTTGCA;‘-AGA 615

Sbict 683 IT TLATTATA.-\TGAG-J\F\AAGAATCTATTGGGTGGHTTT;—\G:\.}-\.-.GACi‘.PCTTTTGC-\AHG-?\ 752

Query 816 GTTTTTCTGAATGGETCAAGGCAAGAGAGAGTATGTAATATAGAGAMAAATGTTTLTGEA 675

Sbjct 753 GTTTTTCTGAATGGETCAAGGLAAGAGAGAGTATETAATATAGAGAAASATETTTCTGEA 812

Query €76 AR TAAATTGGATAAATGAAGAAGT TATTTGGTCAAAT CAACAGGAAGGAATCA 735

IIIIIIIIIIIIII PECECECELEL TR TEE e I'I'IIIIIIIIIIII
Sbjct 813 ATGGCAATAAATTGGATAAATGAAGAAGTTATTTGGTCAAATCAACAGGAAGGAATCATT 872

Query 736 ACAGTAACAGATATGAAAGGAAATAATTCCCACATTCTTTTAAGTGCTTTAARATATCCT 795

A A
Sbjct 873 ACAGTAACAGATATGAAAGGASATAATTCCCACATTCTTTTAAGTGCTTTAABATATCCT 932
Query 796 ;‘-AT'I’GTT TQG'I' 8a9
|1
AAATGTAGCAGT 946

o—

i
i

Sbjct 933

Rysunek 5.29. Wyniki analizy sekwencji nukleotydow programem BLAST
potwierdzajace sekwencje AEGF w plazmidzie wektorowym uzytym do produkeji
wektorow lentiwirusowych.

5.5.2 Ocena skutecznosci wprowadzonych modyfikacji w HSF — analiza DNA
Rozdziat elektroforetyczny, przeprowadzony po reakcji PCR przy uzyciu
starterow zaprojektowanych zgodnie z opisem przedstawionym w Rozdziale 4.4.5.3.1.1,
potwierdzit obecno$¢ wprowadzonych zmian w niektorych preparatach (Rysunek 5.30).
Dalszym analizom poddano komoérki HSF-E1/100/1 (nazywane dalej HSF-E1), HSF-
E2/100/2 (nazywane dalej HSF-E2) 1 HSF-E3/100/1 (nazywane dalej HSF-E3). W celu
potwierdzenia prawidlowego przebiegu reakcji PCR, przeprowadzono ja rowniez
z udzialem komoérek C3A 1 HOS oraz nietransdukowanych HSF. W Zzadnej z tych linii nie
powstat produkt typowy dla komorek HSF-E1, HSF-E2 1 HSF-E3 (Rysunek 5.31).

127



Rysunek 5.30. Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym po reakcji PCR w celu
sprawdzenia obecnosci genu kodujacego EGF pod kontrola promotora CMV
w poszczegbdlnych preparatach. Zaznaczono preparaty poddane dalszej analizie.
1 — HSF-E1/100/1, 2 — HSF-E1/100/2, 3 — HSF-E1/200/1, 4 — HSF-E1/200/2,
5 — HSF-E2/100/1, 6 — HSF-E2/100/2, 7 — HSF-E2/200/1, 8 — HSF-E3/100/1,
9 — HSF-E3/100/2. D — marker DNA GeneRuler.

Rysunek 5.31. Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym po reakcji PCR w celu
sprawdzenia obecnosci genu kodujacego EGF pod kontrola promotora CMV
w poszczegblnych preparatach. 1 — HSF, 2 — HSF-E1/100/1, 3 — HSF-E2/100/2,
4 — HSF-E3/100/1, 5 — HOS, 6 — C3A, 7 — bez matrycy DNA. D — marker DNA
GeneRuler.
5.5.3 Ocena skutecznos$ci wprowadzonych modyfikacji w HSF — analiza bialka
Analiza metoda DotBlot potwierdzita zdolnos¢ komoérek do produkcji EGF
w fibroblastach ludzkich, komorkach linii C3A 1 HOS. Najciemniejsze punkty widoczne
sg w preparatach pochodzacych z komérek HSF-E2 1 HSF-E3. Ze wzgledu na naniesienie

na membrang biatka pochodzacego z takiej samej liczby komoérek, mozna przypuszczac,

ze w tych fibroblastach znajduje si¢ najwiecej EGF (Rysunek 5.32).
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Rysunek 5.32. Wyniki analizy DotBlot z wykorzystaniem przeciwciata skierowanego
przeciw EGF. Najciemniejsze punkty znajduja si¢ w preparatach pochodzacych
z komoérek HSF-E2 i HSF-E3.

Analiza ilosciowa metodg ELISA roéwniez potwierdzita ekspresj¢ genu kodujacego
EGF w fibroblastach ludzkich, komérkach linii C3A i HOS (Rysunek 5.33). Najwigcej
tego biatka produkowaly komodrki HSF-E2 1 HSF-E3 (odpowiednio o 10,2% 1 24,4%
wigce] niz niemodyfikowane HSF). Komorki byly wysiane w takiej samej liczbie

1 hodowane przez takg sama liczbe dni.

Produkcja EGF wzgledem HSF

1,5

1
0

HSF HSF-E1 HSF-E2  HSF-E3

linie komorkowe

jednostki wzgledne

Rysunek 5.33. Poréwnanie produkcji EGF w komorkach transdukowanych (HSF-E1,
HSF-E2 1 HSF-E3), w komorkach Ilinii C3A 1 HOS oraz w fibroblastach
niemodyfikowanych. Najwigkszg produkcje wykryto w komdrkach HSF-E3 (o prawie
25% wiegksza niz w fibroblastach niemodyfikowanych). Ponizej podano wartosci p.

C3A HOS HSF HSF-E1  HSF-E2  HSF-E3
C3A - 0,376 0,018 0,236 4,2E-04  1,0E-05
HOS - - 0,162 0,113 0,008 1,2E-04
HSF - - - 0,009 0,137 0,002
HSF-E1 - - - - 5,1E-04  2,0E-05
HSF-E2 - - - - - 0,038



5.5.4 Wplyw transdukcji na izolowane ludzkie fibroblasty

Wykryto nizszg aktywnos¢ mitochondrialna w fibroblastach produkujacych biatko
EGF niz w komérkach kontrolnych — o 19,7% dla HSF-E1, 10,5 % dla HSF-E2 1 20,0%
dla HSF-E3 (Rysunek 5.34). Na podstawie wyzej opisanych wynikéw do dalszych
doswiadczen wybrano HSF-E3 (ze wzgledu na najwyzsza produkcje EGF).

Poziom aktywnosci mitochondrialnej - test MTT

(]
£ 1 & -
2 - a5
% = =
3
20,5
g
[=]
o)
9,

0

HSF HSF-El HSF-E2 HSF-E3

linie komorkowe

Rysunek  5.34. Poréwnanie aktywnosci mitochondrialnej w  fibroblastach
nietransdukowanych (HSF) oraz po transdukcji w komorkach HSF-E1, HSF-E2
1 HSF-E3. Wyniki przedstawiono jako $rednig z 8 pomiardw. Ponizej przedstawiono
wartosci p.

HSF vs HSF-E1 HSF vs HSF-E2 HSF vs HSF-E3

3,5E-10 1,3E-4 2,5E-10

5.6 Badanie kokultury komorek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami
nadprodukujacymi EGF
Jezeli nie zaznaczono inaczej, wyniki podawane sag w formie $redniej i odchylenia
standardowego. Analiza statystyczna przeprowadzona byla w programie Statistica
z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Roznice miedzy
grupami analizowane byly z wykorzystaniem testu post-hoc Duncana. Wartosci p<0,05

uznano za statystycznie istotne.

5.6.1 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowl¢ na komorki watrobowe
— tempo proliferacji i Zzywotnos$¢ komorek

Podczas 18-dniowej hodowli najwicksza liczbe komorek zanotowano

w monokulturze C3A suplementowanej 10 ng/ml EGF (istotne statystycznie jedynie

w D18 w poréwnaniu do monokultury C3A — p=0,0015). W szostym dniu hodowli

roznice miedzy liczbg komorek sag widoczne — monokultura C3A i1 monokultura C3A

suplementowana 10 ng/ml EGF osiagaja najwyzsze wartosci (odpowiednio ok. 673 tys.
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1700 tys.) w poréwnaniu do kokultur ($rednio ok. 380 tys.). W dwunastym dniu hodowli
roznice te zacieraja si¢, a w dniu osiemnastym komoérek w monokulturze C3A jest

najmniej (Rysunek 5.35).

Liczba komorek podczas 18-dniowej hodowli

mC3A OC3A+EGF _ .
LSEH06 | s A HisF DC3A+E3 {_ N
| OE+06 DC3ATHSF+EGE a3l %
5.0E+05 —
0,0E+00 —
D6 D12 D18
dni hodowli

Rysunek 5.35 Poréwnanie liczby komdrek w monokulturach i kokulturach w szostym,
dwunastym 1 osiemnastym dniu hodowli. Stupki czarne — monokultura C3A, stupki biale
— monokultura C3A suplementowana 10 ng/ml EGF, stupki z kropkami — kokultura C3A
z HSF, stupki z liniami pionowymi — kokultura C3A z HSF-E3, stupki z liniami
poziomymi — kokultura C3A z HSF suplementowana 10 ng/ml EGF. Komorki liczone
byty z 4 niezaleznych powtdrzen. Wartosci p podano ponize;.

D6 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,459 1,1E-04 5,2E-05  5,9E-05
C3A+EGF - - 5,9E-05 3,3E-05  5,2E-05
C3A+HSF - - - 0,577 0,963

C3A+E3 - - - - 0,582
C3A+HSF+EGF - - - - -

D12 C3A C3A+EGF  C3A+HSF C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,079 0,866 0,068 0,484

C3A+EGF - - 0,064 0,980 0,020

C3A+HSF - - - 0,059 0,562

C3A+E3 - - - - 0,018
C3A+HSF+EGF - - - - -

D18 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 1,5E-04 0,003 0,021 0,002

C3A+EGF - - 0,291 0,073 0,398

C3A+HSF - - - 0,395 0,778

C3A+E3 - - - - 0,288
C3A+HSF+EGF - - - - -

Zywotno$¢ komérek podczas 18-dniowej hodowli oceniana byla przy pomocy
barwienia z uzyciem bigkitu trypanu, ktéory wnika do komoérek z uszkodzong btong
komdrkowa. Odsetek martwych komorek w széstym i dwunastym dniu hodowli byt

nizszy we wszystkich typach kokultur w poréwnaniu do monokultur C3A (nieznaczacy
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statystycznie w D6). W osiemnastym dniu odsetek martwych komodrek wyrdwnat si¢ we

wszystkich typach hodowli (Rysunek 5.36).

Odsetek martwych komorek - metoda blekitu trypanu

v 25%
g
2 20%
2
3 15% T T
510% :J::
<
£ 5%

0%

D6 D12 D18

dni hodowli
mC3A OC3A+EGF OC3A+HSF OC3A+E3 B C3A+HSF+EGF

Rysunek 5.36. Poréwnanie odsetka martwych komérek w monokulturach i kokulturach
w sz6stym, dwunastym 1 osiemnastym dniu hodowli. Stupki czarne — monokultura C3A,
stupki biate — monokultura C3A suplementowana 10 ng/ml EGF, stupki z kropkami —
kokultura C3A z HSF, stupki z liniami pionowymi — kokultura C3A z HSF-E3, stupki
z liniami poziomymi — kokultura C3A z HSF suplementowana 10 ng/ml EGF. Komorki
liczone byly z 4 niezaleznych powtorzen. Ponizej podano wartosci p.

D12 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,347 0,056 0,095 0,155

C3A+EGF - - 0,010 0,018 0,032

C3A+HSF . - : 0,721 0,494

C3A+E3 - - - . 0,713
C3A+HSF+EGF - - . . .

Odsetek martwych komorek - metoda jodku propidyny

=~ 10%
3
=)
E |
= -
é 5% l
—— T
g TIES e
E W TE
0% :

D6 dni R wii DI8
mC3A  OC3A+EGF  OC3ATHSF  OC3A+E3  OC3A+HSF+EGF

Rysunek 5.37. Poréwnanie odsetka martwych komdrek w monokulturach i kokulturach
w szostym, dwunastym i osiemnastym dniu hodowli. Stupki czarne — monokultura C3A,
stupki biate — monokultura C3A suplementowana 10 ng/ml EGF, stupki z kropkami —
kokultura C3A z HSF, stupki z liniami pionowymi — kokultura C3A z HSF-E3, shupki
z liniami poziomymi — kokultura C3A z HSF suplementowana 10 ng/ml EGF. Komorki
liczone byly z 4 niezaleznych powtorzen i analizowane przy pomocy cytometru
przeplywowego.
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Zywotno$é komorek podczas 18-dniowej hodowli oceniana byta réwniez metoda
cytometrii przeptywowej z uzyciem jodku propidyny, ktory takze wnika do komorek
z uszkodzong btong komdrkowsa, barwigc je. Odsetek martwych komdrek nie roznit si¢

znaczaco we wszystkich typach hodowli (Rysunek 5.37).

5.6.2 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowle na komorki watrobowe
- badania markeréw komérkowych

Analiza cytometryczna markeréw komérkowych specyficznych dla komoérek C3A
nie wykazata znaczacych réznic w odsetku komérek je produkujacych w zaleznosci od
rodzaju hodowli. Moze by¢ to spowodowane ograniczeniami, z jakimi wigze si¢ ta
metoda, np. stosunkowo wysoki punkt progowy, od ktérego komdrka produkujaca dane
biatko jest uznawana za pozytywna. Z kolei najwyzszg warto$¢ parametru MFI dla
albuminy zanotowano w monokulturze C3A suplementowanej 10 ng/ml EGF

1 w kokulturze z HSF-E3, a dla a-1-antytrypsyny w kokulturze z HSF (Rysunek 5.38).

A MFI dla przeciwciala ALB-FITC
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jednostki wzgledne
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50
0
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typ hodowli
B MFI dla przeciwciala A1AT-FITC
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Rysunek 5.38. Porownanie parametru MFI dla przeciwciata ALB-FITC (panel gorny — A)
1 ATAT-FITC (panel dolny — B) w komoérkach C3A w roznych typach hodowli. Mediang
nat¢zenia fluorescencji przedstawiono w jednostkach wzglednych jako roznice miedzy
probka badang a wlasciwa dla niej kontrola.
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Obserwacje mikroskopowe potwierdzilty obecnos¢ markeréw charakterystycznych
dla komorek pochodzenia watrobowego — albuminy 1 a-1-antytrypsyny we wszystkich

typach hodowli (Rysunek 5.39).

Typ hodowli Albumina a-1-antytrypsyna

C3A

C3A+EGF

C3A+HSF

C3A+E3

C3A-+HSF+EGF

Rysunek 5.39 Markery charakterystyczne dla komorek linii C3A — albumina (lewy panel)
1 a-1-antytrypsyna (prawy panel) w réznych typach hodowli po 9 dniach od wysiania.
Skala 200 pum.
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5.6.3 Ocena wplywu komoérek podtrzymujacych hodowle na komoérki watrobowe —
oznaczanie zawartosci albuminy metoda ELISA

Test immunoenzymatyczny ELISA pozwala na okreslenie ilosciowe produkcji
biatka. Poréwnana zostala produkcja albuminy w komdrkach C3A w monokulturze
1 monokulturze suplementowanej 10 ng/ml EGF oraz kokulturach z: fibroblastami,
modyfikowanymi fibroblastami HSF-E3 i fibroblastami suplementowanymi 10 ng/ml
EGF. Probki medium pohodowlanego zbierane byly co trzy dni i przeliczane na
wyjsciowg liczbe komdrek. Dodatkowo, w dniu széstym, dwunastym i osiemnastym,

ilo$¢ albuminy zostata przeliczona na faktyczng liczbe komorek.

A Produkcja albuminy podczas 18-dniowej hodowli

4000 \——C3A+EGF S

—==C3A+HSF
—(C3A+E3
C3A+HSF+EGF

C3A]

2000

albumina [ng/10 000 wysianych

D3 D6 D9 D12 D15 D18
dni hodowli

B Produkcja albuminy podczas 18-dniowej hodowli

S, —C3A

ks ——C3A+EGF T

§ === C3A+HSF -~ 1
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— 0O
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=

® 2000 . : .
D12 D15 D18
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Rysunek 5.40. Porownanie produkcji albuminy oznaczanej metoda ELISA w komoérkach
watrobowych w réznych typach hodowli. A — w trakcie catej 18-dniowej hodowli, B — od
dnia dwunastego. Probki zbierane byly co trzy dni z 4 niezaleznych dotkow, z ktérych
wykonano po 3 pomiary. W Tabeli 5.7 przedstawiono wartosci p.
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Tabela 5.7 Zestawienie wartosci p (istotnosci statystycznej) dla produkcji albuminy
w monokulturach i kokulturach C3A.

D12 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,021 0,413 0,628 0,004

C3A+EGF - - 0,005 0,044 6,8E-05
C3A+HSF ; ; _ 0,224 0,018

C3A+E3 ; ; _ - 0,002
C3A+HSF+EGF - - - - :

D15 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,950 0,158 2,6E-04 0276

C3A+EGF - - 0,153 2,5E-04 0275

C3A+HSF - - ; 0,003 0,670

C3A+E3 : - ; - 0,002
C3A+HSF+EGF - - - - -

D18 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,513 1,7E-04 6,2E-05  9,1E-05
C3A+EGF ; - 9,1E-05 3,7E-05  6,3E-05
C3A+HSF - - . 0,005 0,528

C3A+E3 ; - : - 0,013
C3A+HSF+EGF - - - - -

Najwicksza calkowita produkcje albuminy w komorkach C3A zaobserwowano
w kokulturach, zwlaszcza w kokulturze z HSF-E3, a najmniejsza w obydwu
monokulturach C3A (Rysunek 5.40 A). Poczawszy od dnia dwunastego zaobserwowano
zmian¢ w dynamice produkcji albuminy. Zanotowano niewielkie przyrosty poziomu tego
biatka w medium zebranym w monokulturach, a w ostatnich dniach hodowli — jego
spadek. Zupehie inaczej wygladato to w kokulturach, gdzie we wszystkich punktach
pomiarowych obserwowano wzrost poziomu albuminy — najwiecej w kokulturze
z HSF-E3 (Rysunek 5.40 B)

Analiza ilosci albuminy w przeliczeniu na faktyczng liczbe komdrek pozwolita na
bardziej precyzyjna obserwacje zmian produkcji tego biatka. Réznice, widoczne na
poprzednich wykresach, staty si¢ wyrazniejsze — w osiemnastym dniu hodowli produkcja
albuminy jest znacznie wigksza w warunkach kokultury, a najwicksza w kokulturze
z HSF-E3 (p=0,0009 w poréwnaniu do monokultury C3A). Co ciekawe, produkcja
albuminy w monokulturze suplementowanej 10 ng/ml EGF spadta istotnie pod koniec

hodowli (Rysunek 5.41).
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Produkcja albuminy w przeliczeniu na liczbe komérek

< mO3A DC3A+EGF  OCHHSF i
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Rysunek 5.41. Porownanie produkcji albuminy oznaczanej metoda ELISA w komodrkach
watrobowych w przeliczeniu na faktyczna liczbe komoérek w réznych typach hodowli.
Stupki czarne — monokultura C3A, stupki biate — monokultura C3A suplementowana
10 ng/ml EGF, stupki z kropkami — kokultura C3A z HSF, stupki z liniami pionowymi —
kokultura C3A z HSF-E3, stupki z liniami poziomymi — kokultura C3A z HSF
suplementowana 10 ng/ml EGF. Probki zbierane byly co trzy dni z 4 niezaleznych
dotkow, z ktérych wykonano po 3 pomiary. Ponizej przedstawiono wartosci p.

D6 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,391 0,042 0,001 0,035

C3A+EGF ; - 0,009 32E-04 0,007

C3A+HSF _ - _ 0,084 0,837

C3A+E3 - - - - 0,103
C3A+HSF+EGF - - - - -

D12 C3A C3A+EGF  C3A+HSF C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,878 0,657 0,435 0,212

C3A+EGF _ - 0,573 0,370 0,175

C3A+HSF - - - 0,699 0,377

C3A+E3 _ - - - 0,579
C3A+HSF+EGF - - - - -

D18 C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,026 0,008 9,6E-05 0,008

C3A+EGF _ - 1,6E-04 3,8E-05 1,4E-04
C3A+HSF ; - - 0,011 0,914

C3A+E3 . - - - 0,011
C3A+HSF+EGF - - - - -

5.6.4 Ocena wplywu komorek podtrzymujacych hodowle na komorki watrobowe
— polaryzacja komoérek

Komoérki linii C3A w kokulturze z fibroblastami nadprodukujacymi epidermalny

czynnik wzrostu wytwarzaty znacznie wigcej wakuol apikalnych w poréwnaniu do innych

typéw hodowli, zwlaszcza monokultury C3A (Rysunek 5.42).
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Wakuole apikalne w réznych typach hodowli
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Rysunek 5.42. Odsetek wakuoli apikalnych w monokulturach C3A 1 C3A
suplementowanej 10 ng/ml EGF oraz w kokulturach z HSF, HSF-E3 i HSF
suplementowanej 10 ng/ml EGF po 9 dniach hodowli. Stupki czarne — monokultura C3A,
stupki biate — monokultura C3A suplementowana 10 ng/ml EGF, stupki z kropkami —
kokultura C3A z HSF, stupki z liniami pionowymi — kokultura C3A z HSF-E3, stupki
z liniami poziomymi — kokultura C3A z HSF suplementowana 10 ng/ml EGF.
Przedstawione wartosci s3 Srednia z 5 zdje¢ zkazdego typu hodowli. Ponizej
przedstawiono wartosci p.

C3A C3A+EGF  C3A+HSF  C3A+E3 C3A+HSF+EGF
C3A - 0,032 0,002 2,9E-04 0,001
C3A+EGF - - 0,185 0,036 0,133
C3A+HSF - - - 0,333 0,745
C3A+E3 - - - - 0,449

C3A+HSF+EGF

5.7 Badanie kokultury komorek izolatu watrobowego z izolowanymi ludzkimi
fibroblastami nadprodukujacymi EGF
Podjeto proby hodowli komdrek izolatu watrobowego w kokulturze z ludzkimi
fibroblastami nadprodukujacymi EGF. Komoérki watrobowe, niezaleznie od typu hodowli,
przyjety po kilku dniach od wysiania wieloscienny, ptaski ksztatt (Rysunek 5.43).

Rysunek 5.43. Morfologia komorek izolowanych z ludzkiej watroby na zwyktym podtozu
hodowlanym (A) oraz w kokulturze z HSF (B) i HSF-E3 (C). Strzatki wskazuja komorki
wyizolowane z watroby ludzkiej. Skala 200 pm.
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Poziom albuminy zmierzony po 48 lub 96 godzinach od izolacji nie przekroczyt
30 ng, a po 5 dniach hodowli byl niewykrywalny (Rysunek 5.44). W tym wypadku
kokultura z fibroblastami (modyfikowanymi lub nie) nie wplyneta pozytywnie na
produkcje albuminy. Ze wzgledu na matg liczbe komoérek niemozliwe byto
przeprowadzenie innych testdw — analizy cytometrycznej lub znakowania
immunofluorescencyjnego. By¢ moze zmiana ukladu hodowlanego, np. hodowla
w opracowywanym w Zaktadzie mikrobioreaktorze przeptywowym, pozwolitaby na

zachowanie produkcji albuminy przez dtuzszy okres.

Produkcja albuminy w izolacie watrobowym

x e .
1
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£
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EH40-15 OH41-15

Rysunek 5.44. Produkcja albuminy w komdrkach izolowanych z watroby po dwoch
(H40-15) 1 trzech dniach (H41-15) hodowli. Poziom albuminy w dniu pigtym byt zbyt
niski, aby mogt by¢ wykryty testem ELISA. Probki zbierane byly z 2 niezaleznych
dotkow, z ktorych wykonano po 3 pomiary. Ponizej podano wartosci p.

H40-15 polistyren HSF E3
polistyren - 1,5E-04 2,5E-04
HSF - - 0,711
E3 - - -
H41-15 polistyren HSF E3
polistyren - 0,240 8,9E-04
HSF - - 0,008
E3 - - -
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6. Dyskusja

Najwiekszym problemem podczas hodowli izolowanych ludzkich hepatocytow
jest szybkie i1 nieodwracalne odroznicowanie si¢, potaczone z utratg charakterystycznych
dla nich funkcji. Juz po kilku-kilkunastu dniach in vitro dochodzi do zmniejszenia
produkcji albuminy, znacznego obnizenia przeksztalcania amoniaku w mocznik oraz
ograniczenia aktywnosci cytochromu P450 [Katsura, 2002]. Podejmowane byty préby
modyfikacji hodowli (zmiana sktadu medium hodowlanego, kokultury, hodowle 3D itd.)
oraz uzycie réznych typow komorek jako zamiennikéw dla hepatocytéw [Dong, 2008;
Khetani, 2008; Ijima, 2010; Tomizawa, 2015]. Jednakze, zastosowanie zadnej
z przedstawionych wyzej metod nie zakonczyto si¢ petnym sukcesem. Niewystarczajgca
liczba narzadéw do przeszczepow, a takze problemy z czescig biologiczng biosztucznych
watrob, sklonity do poszukiwania innych rozwigzan, z ktorych najlepszym bytaby
mozliwos¢ prowadzenia dtugotrwatej hodowli ludzkich hepatocytow z zachowaniem ich
funkcji przez okres wystarczajacy do zastosowania ich u pacjentow. Probe ustanowienia
takiej hodowli podjeto w opisanych tu badaniach z wykorzystaniem genetycznie

zmodyfikowanych fibroblastow ludzkich jako komoérek podtrzymujacych.

6.1 Porownanie metod izolacji (w tym typow kolagenazy) fragmentow ludzkich
resekowanych watrob

Izolacja hepatocytow jest procesem czaso- i kosztochtonnym, a takze logistycznie
wymagajacym (zgoda Komisji Bioetycznej, blisko$¢ szpitala, nawigzanie wspolpracy
z lekarzami itd.). Wciaz jednak utrzymuje si¢ duze zapotrzebowanie na wysokiej jakosci
hepatocyty ludzkie (narzgdzie do badan nad cytotoksycznoscia lekow, czes¢ biologiczna
biosztucznej watroby, przeszczep hepatocytow). Poréwnanie metody podwojnej perfuzji
(P) z metoda maceracji (M) udoskonalong w naszej Pracowni wykazato, ze hepatocyty
ludzkie izolowane metoda maceracji charakteryzuja si¢ wyzsza zywotnoscia (P: 79,0%,
M: 97,3%), a ponadto uzyskuje si¢ ich wiecej (P: 0,85 mln/g, M: 3,3 mln/g). Na
podstawie danych literaturowych mozna okresli¢ wydajnos¢ procesu izolacji metoda
podwojnej perfuzji w zakresie 0,7-13 mln/g, natomiast zywotnos¢ izolowanych komorek
jest przewaznie nizsza [Donini, 2001; Baccarani, 2003; Laba, 2005; Kawahara, 2010;

Gramignoli, 2012]. Dane przedstawione w rozprawie znajduja si¢ w dolnym przedziale
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wydajnosci izolacji, nalezy jednak zwroci¢ uwage na wiele zmiennych wpltywajacych na
ten proces (pochodzenie tkanki, rodzaj kolagenazy, doktadna procedura itd.) oraz wysoka
zywotnos¢ otrzymywanych komorek.

Modyfikacje metody maceracji zastosowane podczas izolacji hepatocytow
ludzkich nie wptynely w znaczacy sposdb na jej wydajnos¢, ani na zywotnos¢ komorek.
Pozwolily natomiast na znaczne skrocenie czasu procedury (M3). Rowniez pordwnanie
dwoch typéw kolagenazy (I i XI) nie wykazato r6znic migdzy nimi. Dostepne na rynku
produkty przeznaczone do izolacji hepatocytow ludzkich (np. tu nie testowany Clzyme),
charakteryzuja si¢ podobng wydajnoscia, ale nizsza zywotnoscig komorek. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze etapem, ktory ma znaczacy wpltyw na jakos¢
otrzymywanego preparatu jest zastosowanie Percollu do wirowania komorek po izolacji.
Pozwala to na oczyszczenie izolatu z pozostalosci komorkowych oraz mniejszych
komoérek nieparenchymalnych 1 uzyskanie lepszej jakosciowo zawiesiny komorek
watrobowych. Percoll (lub inna substancja o podobnych wtasciwosciach) jest szeroko

stosowany podczas izolacji komorek z watroby [Bhogal, 2011].

6.2 Oznaczenie markerow charakterystycznych dla roéznych populacji komorek
izolatu watrobowego

Analiza cytometryczna komorek izolowanych z ludzkich watréb jest metoda
oryginalng, powstajaca w naszej Pracowni. Rozwijana jest w celu opracowania procedury
uzytecznej klinicznie. W preparatach izolowanych z fragmentéw ludzkich watrob,
poddanych analizie cytometrycznej, wyrozniono kilka populacji, do ktorych zaliczajg si¢
rozne typy komorek zasiedlajacych tkanke watrobowa. Liczba tych populacji byta
zmienna — zawsze pojawiaty si¢ dwie okreslone jako P2 (hepatocyty) i P3 (komorki
CD45-pozytywne), a dodatkowo wystgpowaty réwniez populacje P4 (typowy marker nie
zostal wyodrebniony) 1 P5 (CDI14-pozytywne). Nie znaleziono jednak zaleznosci
pomiedzy liczba wystepujacych populacji a wiekiem, picig lub stosowaniem
chemioterapii u osob, od ktorych pochodzity analizowane fragmenty.

Wielkos¢ populacji P2 (hepatocyty, komorki ALB+ 1 A1AT+) byta rézna u kobiet
przed i po 60 r.z. po zastosowaniu chemioterapii. W preparatach kobiet mtodszych
populacja P2 byta znacznie wigksza niz u kobiet starszych, co moze $wiadczy¢
0 zmniejszaniu si¢ populacji hepatocytéw w watrobie wraz z wiekiem lub o negatywnym
wptywie chemioterapii na kobiety starsze. W przypadku fragmentéw pochodzacych od

mtodych (do 60 r.z.) 0s6b po chemioterapii zaobserwowano, ze wielkos¢ populacji P2 jest
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znacznie wigksza u kobiet niz u mezczyzn — by¢ moze chemioterapia wptywa na liczbg
hepatocytdw silniej w grupie mtodych mezczyzn i starszych kobiet. Analiza populacji P3
(komorki CD45+, w wigkszosci komodrki Browicza-Kupffera) wykazala odwrotng, niz
opisywana wyzej, zalezno$¢. Kobiety poddane chemioterapii przed 60 r.z.
charakteryzowaty si¢ znacznie mniejszym odsetkiem komorek populacji P3 niz kobiety
po 60 r.z. Zaobserwowano réwniez wzrost wielkosci populacji P3 u mtodych mezczyzn
po chemioterapii (w poréwnaniu do analogicznej grupy kobiet). Mozna przypuszczaé
wiec, ze z jaki§ przyczyn zwigzanych z wiekiem, dochodzi do zmiany proporcji
hepatocytow 1 komorek CD45+ w watrobie oséb poddanych chemioterapii.

Najpowszechniej stosowanym markerem hepatocytow jest albumina. Na jej
podstawie przeprowadzono pordwnanie, jakie parametry moga wplywaé na liczbe
hepatocytow. Odsetek komorek ALB+ pochodzacych od kobiet byt istotnie nizszy niz
komodrek pochodzacych od mezczyzn (analiza przeprowadzona na populacji
z wylaczeniem grupy dawcow, gdzie narzady odrzucono ze wzgledu na ich jakosc).
W watrobie kobiet moze znajdowa¢ mniej hepatocytow lub moga one produkowa¢ mniej
albuminy, przez co przeciwcialo zastosowane podczas analizy moze by¢ za mato czute.

Wplyw wieku na liczbe hepatocytoéw byt opisywany juz wyzej, jednak nalezy
dodaé, ze poréwnanie komorek pochodzacych od kobiet i mezczyzn po 60 r.z. nie
wykazato réznic w odsetku komorek ALB+, natomiast byly one widoczne podczas
porownania preparatow pochodzacych od kobiet i me¢zczyzn przed 60 r.z. (na korzys¢
me¢zczyzn). Co ciekawe, komorki izolowane od mezczyzn mlodszych miaty wiekszy
odsetek komdrek ALB+ niz te od mezczyzn starszych. Taka sama tendencjg
zaobserwowano podczas analizy komoérek A1ATH.

Praca Kawahary 1 wsp. z 2010 r. podkresla znaczenie ischemii (czyli czasu
pomiedzy wycieciem tkanki a rozpoczeciem izolacji) i wieku osob, od ktérych byty
pobierane fragmenty watroby. Wydtuzenie czasu cieptej ischemii obnizato zywotnos¢
izolowanych komodrek. Podobny wpltyw mial zwigkszajacy si¢ wiek pacjentow
[Kawahara, 2010]. Wnioski te tylko czesciowo pokrywaja si¢ z opisywanymi w niniejszej
rozprawie. Istotne obnizenie zywotnosci obserwowano jedynie w populacji kobiet, jednak
réznica median wynosita jedynie 1,6%. Dane dotyczace czasu cieptej ischemii nie byty
gromadzone. Wiek wptywal jednak znaczaco na wielko$¢ populacji P2 (hepatocyty)
1 P3 (komoérki CD45+) w populacji kobiet.

Praca opublikowana rok pdzniej przez Bhogala i wsp. przedstawiata okres

pomiedzy hepatektomia a rozpoczgciem perfuzji jako najwazniejszy czynnik wptywajacy
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na wydajnos$¢ izolacji hepatocytdw ludzkich. Ponadto autorzy sugerowali skrocenie czasu
inkubacji z kolagenaza do niezbednego minimum [Bhogal, 2011]. Blisko$¢ Szpitala
Klinicznego zapewnita mozliwie najkrotszy czas pomiedzy wycigciem tkanki
a rozpoczgciem izolacji, nieprzekraczajacy zwykle 30 minut. Z kolei modyfikacje metody
maceracji (M1-M3) opisane w tej rozprawie polegaly m.in. na skrdceniu czasu inkubacji
tkanki z enzymem. Nie uzyskano jednak istotnego zwigkszenia zywotnosci komorek czy
wydajnosci izolacji.

Réznice w dzialaniu hepatocytéw w zaleznosci od plci zaobserwowano rowniez
w przypadku aktywnosci cytochromu P450. Hepatocyty szczurze izolowane od samic
1 samcow reaguja odmiennie na dziatanie ksenobiotykéw. Aktywnos¢ izoformy CYP3A4
cytochromu P450 u samcoé6w moze 7-krotnie przewyzsza¢ wartos$ci obserwowane u samic
[Bogaards, 2000]. Podobng tendencj¢ wykazuja hepatocyty ludzkie. W pracy z 2015 r.
Mennecozzi 1 wsp. pokazano, ze hepatocyty kobiet sg bardziej podatne na dzialanie
ksenobiotykdw niz hepatocyty mezczyzn [Mennecozzi, 2015]. Takze w przypadku
naszych badan odsetek hepatocytow ALB+ byl nizszy u kobiet niz u me¢zczyzn (obie
grupy poddane chemioterapii), co moze swiadczy¢ o nizszej tzw. rezerwie regeneracyjnej
watroby kobiet.

Na podstawie wyzej opisanych wynikéw zaproponowano zestawienie zrodet
hepatocytow ludzkich, pozyskiwanych z fragmentéw otrzymanych z resekcji watroby lub
z odrzuconych dawcoéw watroby. Najlepszymi parametrami charakteryzowaty si¢ komorki
pochodzace od me¢zczyzn przed 60 r.z., u ktérych nie stosowano chemioterapii oraz od
mezezyzn przed 60 r.z., u ktéorych stosowano chemioterapi¢. Najnizsze parametry
zaobserwowano u kobiet po 60 r.z., u ktorych stosowano chemioterapi¢. Tak wigc wyniki

prezentowane w niniejszej rozprawie stanowig zbior intersujacych klinicznie obserwacji.

6.3 Badanie kokultury komorek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami
produkujacymi bialka fluorescencyjne (EGFP i DsRed2)

Wprowadzenie do izolowanych ludzkich fibroblastow genéw kodujacych biatka
fluorescencyjne nie wptynelo negatywnie na ich funkcjonowanie. Analiza zywotnos$ci
(test z jodkiem propidyny i test MTT) wykazata niewielkie obnizenie parametrow lub
nawet ich wzrost. Wickszy wplyw na fibroblasty miato bialko DsRed2, ktére zostato
opisane jako potencjalnie cytotoksyczne [Waldeck, 2012; Zakrzewska, 2014]. Pod
wptywem $wiatta widzialnego moze prowadzi¢ do powstania wolnych rodnikow

tlenowych i $mierci komodrek [Waldeck, 2009]. Jest zdolne réwniez do hamowania
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translacji biatka z rodziny Bcl-2, a tym samym promocji apoptozy [Zhou, 2011].
Toksycznos¢ EGFP jest mniej rozpoznana, jednak nalezy wspomnie¢ o sktonnosci do
agregacji 1 wigzania si¢ do innych bialek w komorce, np. miozyny w migsniach [Agbulut,
2007].

Wykorzystanie przez nasz Zesp6l fibroblastow ludzkich produkujacych biatka
fluorescencyjne do hodowli z komoérkami C3A umozliwito opracowanie narzedzia do
obserwacji 1 analizy zmian wystepujacych w kokulturze. W tym typie hodowli duzg rolg
odgrywaja zarowno oddzialywania homo- jak i heterotypowe. Dzigki uzyciu komoérek
produkujacych biatka EGFP lub DsRed2 utatwione bylo obliczanie liczby 1 powierzchni
wysp ztozonych z komorek hepatomy otoczonych fibroblastami. Wszystkie opisywane
parametry, tj. liczba wysp, ich $rednia i calkowita powierzchnia byly rézne w zaleznosci
od proporcji wysiania komoérek C3A 1 HSF. Najmniejsze wyspy formowaly si¢
w proporcji 1:1 1 tam wlasnie oddzialywania heterotypowe byly najwicksze. Natomiast
oddzialywania homotypowe najwigksze byty w kokulturze 4:1, czyli tam, gdzie wyspy
zajmowaly najwigksza powierzchni¢ [Samluk, 2013]. O tym, jak wazne sa oddzialtywania
heterotypowe 1 komoérki feeder layer w hodowli komoérek watrobowych opublikowano
wiele prac [Miyamoto, 2009; Cho, 2010; Leite, 2011].

Oznaczanie st¢zenia (test ELISA) 1 wzglednej produkcji albuminy (MFI
w cytometrii przeplywowej) potwierdzity pozytywny wpltyw fibroblastow na komorki
C3A. Im mniejsze byly wyspy, a tym samym wigcej oddziatywan heterotypowych, tym
produkcja albuminy byla wyzsza [Samluk, 2013]. Izolowane ludzkie fibroblasty
wptywaly réwniez pozytywnie na formowanie si¢ bile canaliculi. Ich liczba byta znacznie
wieksza niz w monokulturze [wyniki niepublikowane], co potwierdzajg liczne artykuty
[Nishikawa, 2008; Cho, 2010; Kobayashi, 2013; Tamai, 2013]. Nalezy tutaj wspomniec,
ze nie kazdy typ komorek moze by¢ uzyty jako komdrki podtrzymujace hodowle. Linia
HOS, prawdopodobnie ze wzgledu na znacznie wigksze tempo podzialéw, nie wptyneta
pozytywnie na komdrki C3A. Albumina po 16 dniach hodowli byla prawie
niewykrywalna. Réwniez parametr MFI dla albuminy i a-1-antytrypsyny byt znacznie

nizszy niz w monokulturze.

6.4 Badanie kokultury komoérek watrobowych z izolowanymi ludzkimi fibroblastami
nadprodukujacymi EGF

Wprowadzenie do izolowanych ludzkich fibroblastow dodatkowej kopii genu

kodujacego epidermalny czynnik wzrostu nie wplynelo negatywnie na ich
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funkcjonowanie. Jedynie analiza aktywno$ci mitochondrialnej (test MTT) wykazala jej
kilkunastoprocentowy spadek w poréwnaniu do komdrek nietransdukowanych.
Obserwowane zmiany moga mie¢ zwigzek z wprowadzeniem do ich genomu duzego,
znacznie wiekszego niz w przypadku gendéw bialek fluorescencyjnych, konstruktu
1 potencjalnym obcigzeniem aparatu translacyjnego komorek.

Epidermalny czynnik wzrostu jest jednym z mitogenéw hepatocytéw o dobrze
udokumentowanym dziataniu. Wywotuje on transdukcj¢ sygnatu przez zmiany
w receptorach blonowych, ktore prowadza do syntezy DNA i proliferacji komoérek
[Kimura, 2011]. Pozwala on rowniez wydhluzy¢ okres, w jakim hepatocyty pozostaja
zroznicowane in vitro 1 utrzymaé przez kilkanascie dni produkcje albuminy czy
aktywno$¢ cytochromu P450 [Guégan, 2012]. Hodowla komdrek C3A z fibroblastami
HSF-E3, w przeciwienstwie do monokultury suplementowanej 10 ng/ml EGF, nie
wykazata wzrostu liczby komdrek. By¢ moze ilos¢ EGF wydzielanego przez lini¢ HSF-
E3 byta niewystarczajaca do pobudzenia syntezy DNA w komdrkach C3A lub podziaty te
byly spowolnione przez obecnos¢ w hodowli komdrek zajmujacych duza powierzchnig,
jakimi sg fibroblasty.

Metody  pozwalajace  okresli¢  obecno$¢  dodatkowej  kopii  genu
w modyfikowanych genetycznie komorkach HSF zaréwno na poziomie DNA (PCR
z wykorzystaniem specyficznych starteréw), jak i1 biatka (testy oparte na wigzaniu
przeciwciat — ELISA 1 DotBlot) potwierdzily obecnos¢ zwigkszonej produkcji
epidermalnego czynnika wzrostu. Komorki pochodzenia watrobowego (linia C3A)
w hodowli z fibroblastami nadprodukujacymi EGF (HSF-E3) charakteryzowaty si¢
zwickszonym wydzielaniem albuminy podczas 18-dniowej hodowli (w ostatnim dniu
pomiaréw o ponad 70% w poréwnaniu do monokultury C3A 1 o prawie 20%
w porownaniu do kokultury z niemodyfikowanymi HSF). Co wazne w kontekscie
dlugoterminowej hodowli tych komorek, ilo$¢ albuminy wydzielanej do medium wcigz
rosta w przeciwienstwie do st¢zenia zaobserwowanego w monokulturach, czego
podtozem moze by¢ inhibicja kontaktowa komorek linii C3A. Liczba komdrek
albuminopozytywnych, okreslona na podstawie analizy cytometrycznej, byta podobna.
Pozytywny efekt kokultury z linia HSF-E3 odnotowano réwniez przy formowaniu si¢ bile
canaliculi. Odsetek wakuol apikalnych byt najwyzszy w tym typie hodowli. Badania
przeprowadzone na hepatocytach szczurzych potwierdzaja pozytywny wptyw EGF na
zywotnos¢ komorek, produkcje albuminy i przeksztalcanie amoniaku w mocznik [Na,

2015].
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W przypadku hodowli komérek izolowanych z ludzkiej watroby z fibroblastami
niemodyfikowanymi lub charakteryzujagcymi si¢ nadprodukcja EGF nie stwierdzono
korzystnego wptywu na morfologi¢ ani produkcje albuminy. Moze to by¢ zwigzane
z podstawowymi trudno$ciami z adhezja hepatocytéw ludzkich do podtoza hodowlanego
lub ze zbyt malg produkcja czynnika wzrostu przez fibroblasty. Badania te nalezy
powtdrzy¢ z wykorzystaniem linii HSF-E3 o ponad 90% zawarto$ci komorek
zmodyfikowanych (sortowanie na podstawie biatka mCherry) oraz z wykorzystaniem
innych uktadéw hodowlanych (substancje zwigkszajace adhezje hepatocytow, hodowle
w mikroprzeplywie etc.).

Kokultura komoérek pochodzenia watrobowego z fibroblastami jako komorkami
feeder layer ma pozytywny wplyw na ich funkcjonowanie. Zostalo to potwierdzone,
réwniez przez nasz Zespol, wieloma badaniami z wykorzystaniem roznych typow
komorek 1 uktadow hodowlanych. Roéwniez obecnos¢ epidermalnego czynnika wzrostu
w warunkach in vitro korzystnie dziala na komdrki pochodzenia watrobowego.
Potaczenie tych dwoch skladnikow wydaje sie by¢ wiec jednym z obiecujacych
rozwigzan problemu dlugotrwalej hodowli hepatocytow. Opisane, po raz pierwszy,
w niniejszej rozprawie doswiadczenia z wykorzystaniem genetycznie zmodyfikowanych
fibroblastéw ludzkich trwale nadprodukujacymi EGF potwierdzaja pozytywny wpltyw
zarowno oddziatywan heterotypowych (fibroblasty) jak i obecnosci w hodowli czynnika
wzrostu (EGF). Ponadto wykorzystanie zmodyfikowanych fibroblastow wyklucza
konieczno$¢ suplementacji medium, co jest udogodnieniem zaréwno pod wzgledem

praco- jak i1 kosztochtonnosci prowadzonych eksperymentow.
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7. Podsumowanie i wnioski

Jedyna w pelni skuteczng formg terapii krancowej niewydolnosci watroby jest jej
allogeniczny przeszczep. Niestety, liczba dawcow tego narzadu jest niewystarczajaca.
Obecnie rozwijane sg inne metody leczenia, w tym przeszczep hepatocytow oraz
zewnatrzustrojowe wspomaganie przy uzyciu systemow biosztucznych. Ograniczeniami
metod alternatywnych sg m.in. dostepnos¢ hepatocytdéw i utrata typowych dla nich funkcji
w warunkach in vitro. W badaniach opisujacych rozwigzania tych probleméw mozna
wyrdzni¢ dwa kierunki — wykorzystanie komdrek hepatocytopodobnych, szczegdlnie tych
réznicowanych z iPSc oraz opracowanie metod dlugotrwatej hodowli hepatocytdow.
W niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki dotyczace zarowno udoskonalonej metody
pozyskiwania hepatocytéw ludzkich jak i hodowli komdrek watrobowych z genetycznie
modyfikowanymi komérkami podtrzymujacymi.

Najczesciej stosowang metoda izolacji komorek z watrob ludzkich 1 zwierzecych
jest metoda podwojnej perfuzji (in. metoda Seglena). Polega ona na wykorzystaniu
naturalnie wystepujacej siatki naczyn krwiono$nych do rozprowadzenia kolagenazy,
przez co dochodzi do uwolnienia komoérek z macierzy zewnatrzkomérkowej. Metoda
maceracji, udoskonalona przez nasz Zespodt, rozni si¢ gléwnie sposobem dostarczenia
enzymu do tkanki oraz czasem trawienia. Fragmenty watrob, pocigte na mniejsze
kawatki, s3 zanurzane w roztworze kolagenazy i mieszane do momentu uwolnienia
hepatocytow. Poréwnanie wydajnosci procesu (liczba komoérek na 1 g tkanki) wskazato
wyraznie, ze przy uzyciu metody maceracji otrzyma¢ mozna wigcej komadrek niz stosujac
podwojna perfuzje. Czas izolacji, wybrany eksperymentalnie, jest krdtki, co pozwala na
uzyskanie wysokiego odsetka zywych komorek. Oba te czynniki sprawiaja, ze metoda
maceracji jest mniej czaso- i kosztochtonna niz metoda podwdjnej perfuzji oraz wpltywa
pozytywnie na zywotno$¢ 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).

Analiza cytometryczna shuzy do oceny wielu parametréw komoérkowych —
wielkosci, ziarnistosci, wystepowania markerow zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowych oraz
wzglednej produkcji biatek na podstawie mediany natezenia fluorescencji (MFI).
W przypadku ludzkich hepatocytéw jest stosowana rzadko i zazwyczaj jako metoda

147



potwierdzajaca fenotyp wilasciwy tym komorkom. Zastosowanie cytometru
przeplywowego do oceny izolatu watrobowego pozwala na wyciagnigcie wielu
interesujagcych wnioskéw. Na podstawie zaleznosci opisujgcych wielkos¢ komodrek
wzgledem ich ziarnisto$ci, wyodrebnione zostaly populacje komorek wystepujace
w izolacie watrobowym (populacja P1). Poza hepatocytami, obecnymi w populacji P2,
zawsze wystepowata populacja komorek nieparenchymalnych, okreslona jako populacja
P3. Zarowno wielkos$¢ tych populacji, jak 1 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) byt 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 przeciwciatem skierowanym przeciwko albuminie (ALB), stwierdzono, ze
populacja P2 w probkach pochodzacych od kobiet charakteryzowata si¢ mniejszym
odsetkiem komorek ALB-pozytywnych niz w probkach pochodzacych od mezczyzn
z wylaczeniem dawcow, ktorych watroby odrzucono ze wzgledu na niskg jakosé. Roznica
w produkcji albuminy w zaleznosci od plci jest jeszcze bardziej widoczna w izolatach
pochodzacych od mtodych kobiet i megzczyzn, a nie wystepuje u osob po 60 roku zycia.
Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze kobiety charakteryzuja sie¢
mniejszg tzw. rezerwg regeneracyjng hepatocytow, co moze wynika¢ z wlasciwosci
samych komorek lub powstawa¢ 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
szczegdlowych danych na temat przebiegu leczenia pacjentéw. Na podkreslenie zastuguje
oryginalne zastosowanie cytometrii przeptywowej do analizy izolatu ludzkich komorek
watrobowych jako wstepu do opracowania metody diagnostyczne;.

Jednym z obecnie rozwijanych kierunkow badawczych, dotyczacych sposobdw
hodowli hepatocytéw ludzkich, jest odtworzenie, mozliwie jak najdokladniejsze,
warunkow panujacych in vivo. Do tego celu stuzg hodowle zawierajace wiele réznych
typow komorek wystepujacych w watrobie, hodowle w warunkach dynamicznych —
w przeptywie, hodowle przestrzenne m.in. na biosztucznym rusztowaniu 3D czy tez
hodowle w decelularyzowanej watrobie — biorusztowanie. Wyniki przedstawione
w niniejszej rozprawie wskazuja, ze zastosowanie komdrek podtrzymujacych bardzo

dobrze wptywa na funkcjonowanie komorek pochodzenia watrobowego. Fibroblasty
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izolowane z ludzkiej skdry, jako feeder layer cells, w kokulturze z komdrkami linii C3A
pozytywnie oddzialuja zar6wno na ich morfologi¢ (polaryzacja) jak i1 zdolnosci
biosyntetyczne (produkcja bialek — albuminy i1 a-1-antytrypsyny). Wspdlny wzrost
fibroblastéw i1 komorek linii C3A powodowat formowanie si¢ struktur w postaci zespotu
komdrek C3A przypominajacych wyspy otoczone i rozgraniczone przez fibroblasty.
W zaleznosci od proporcji komorek fibroblasty/C3A w dniu wysiania powstawaty wyspy
réznej wielkosci, co moze pozwoli¢ na regulacj¢ oddzialywan homo- i heterotypowych.
Analiza liczby i1 powierzchni wysp byla znacznie utatwiona, dzigki uzyciu ,,kolorowych”
linii C3A 1 HSF, produkujacych trwale biatka fluorescencyjne EGFP 1 DsRed2. Linie
powstale w wyniku transdukcji wektorami lentiwirusowymi, zostaty zbadane, a nastepnie
wykorzystane wyniki badan zostaty przedstawione w 3 publikacjach.

Wprowadzenie do fibroblastéw dodatkowej kopii genu EGF 1 nadprodukcja
epidermalnego czynnika wzrostu miata, zgodnie z doniesieniami literaturowymi, wptynac
pozytywnie na komorki pochodzenia watrobowego. Trudnosci z samodzielnym
przygotowaniem wektordw lentiwirusowych zawierajacych EGF dotyczyly zarowno
procesu klonowania wstawki do plazmidu wektorowego, jak 1 produkcji wektoréw LV.
Po przeprowadzeniu kilkuset prob, zastosowaniu roznych podejs¢ i 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 zwigzku z niepowodzeniem w uzyskaniu wlasnego
konstruktu, zdecydowano si¢ na uzycie zsynetyzowanego plazmidu zawierajacego EGF
ijako bialko znacznikowe — mCherry, firmy Genecopoeia. Kolejnym problemem byta
produkcja wektorow o odpowiednim mianie. Niestety, procedura opracowana na
podstawie plazmidéw zawierajacych gen kodujacy biatko EGFP 1 DsRed2 okazata si¢
niewlasciwa 1 mimo kilkudziesigciu prob nie otrzymano wektoréw o mianie
wystarczajacym do transdukcji HSF. Z tego powodu zdecydowano si¢ na uzycie LP2000,
ktora jest znacznie drozsza, ale charakteryzuje si¢ wigksza skutecznoscia w poréwnaniu
z metodg wykorzystujaca PEL

Kokultura komodrek C3A z fibroblastami izolowanymi z ludzkiej skory
nadprodukujacymi EGF po raz pierwszy zostala opisana w niniejszej rozprawie. Linia
HSF-E3 zostala wybrana na podstawie badan i charakteryzuje si¢ wzrostem produkcji
czynnika wzrostu o ok. 25% w poréwnaniu do fibroblastow niemodyfikowanych (dane na
podstawie testu ELISA). Wplyw HSF-E3 na komérki C3A dotyczyt zaréwno ich

morfologii — zwigkszenie czestosci wystgpowania struktur bile canaliculi, jak 1 fizjologii
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— zwigkszenie produkcji albuminy. W budowie skrajnie zrédznicowanych hepatocytéw
mozna wyrdozni¢ dwa bieguny: naczyniowy i zoélciowy, a stopien ich polaryzacji jest
jednym z parametréw okreslajacych jako$¢ hodowli. Czestos¢ powstawania bile
canaliculi w komorkach C3A w kokulturze z HSF-E3 zostata podwyzszona o prawie 40%
w poréwnaniu do monokultury C3A. Zaréwno suplementacja EGF (10 ng/ml), jak
1 kokultura z niemodyfikowanymi fibroblastami, nie przyniosty tak duzego wzrostu,
odpowiednio byto to ok. 19% i1 30%. Przebieg produkcji albuminy podczas 18-dniowe;j
hodowli w komdrkach C3A w kokulturach z fibroblastami modyfikowanymi
1 niemodyfikowanymi byt zupelnie inny niz w monokulturach. Od dnia 15.
w monokulturach stezenie wydzielanej do medium albuminy spada w przeciwienstwie do
kokultur, gdzie st¢zenie ALB stale rosnie. Nalezy dodaé, ze najwicksza produkcje
uzyskano w kokulturze C3A z HSF-E3. W ostatnim, 18. dniu hodowli, stezenie albuminy
w medium w kokulturze C3A+HSF-E3 byto o ponad 70% wyzsze niz w monokulturze
C3A. Bioragc pod uwage hodowle dhugotrwate, utrzymanie wysokiej 1 wzrostowe]
tendencji w produkcji albuminy jest bardzo znaczacym, a w ocenie autora —
najwazniejszym, uzyskanym wynikiem badan. Przewaga kokultury z HSF-E3 nad
kokultura z niemodyfikowanymi fibroblastami lub kokultura z niemodyfikowanymi
fibroblastami supelementowang EGF moze wynika¢ z lepszej dostepnosci czynnika
wzrostu dla komorek hepatomy. By¢ moze EGF wydzielany przez HSF-E3 znajduje si¢
posréd biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej i1 przez to jest bardziej dostepny dla
komoérek C3A. Dodatek 10 ng EGF na 1 ml medium hodowlanego jest rekomendowany
przez producentéw odczynnikow, ktore sa stosowane w hodowlach hepatocytow,
jednakze nie wplynat on pozytywnie na komoérki C3A, w takim stopniu jak kokultura
z HSF-E3. Zatem, mozna stwierdzi¢, ze ten typ hodowli — kokultura C3A+HSF-E3,
wptynal najlepiej sposrdd badanych na funkcjonowanie komérek C3A. Tym samym
potwierdzona zostata II teza rozprawy o pozytywnym wplywie kokultury z genetycznie
zmodyfikowanymi fibroblastami ludzkimi na parametry komdrek watrobowych.

Na podstawie wyniki przedstawionych w rozprawie wskazuja, iz wprowadzony
przez autora nowy uklad hodowli komoérek watrobowych z fibroblastami
nadprodukujacymi czynnik wzrostu jest korzystny ze wzgledu na utrzymanie wysokiej
1 wzrostowej tendencji w produkcji albuminy. Linia HSF-E3 moze by¢ ulepszona przez
zastosowanie sortowania komoérek po transdukcji w celu uzyskania populacji
o minimalnej czystosci ok. 90%. W przysztosci mozna bedzie réwniez podjaé probe

skonstruowania catego panelu wektorow lentiwirusowych do modyfikacji izolowanych
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ludzkich fibroblastow, np. HGF, HNF4 oraz zastosowal regulacj¢ ich ekspresji do
pozadanego poziomu. Ponadto zastosowanie innych uktadéw hodowlanych, np. hodowla
w przeplywie, moze wspoméc osiggnigcie dlugotrwate; hodowli hepatocytow

izolowanych z fragmentow ludzkich watrob.

Podsumowujac, mozna stwierdzié, ze

1. opracowano prostszg i szybsza metode¢ izolacji komoérek z fragmentow ludzkich
resekowanych watréb, ktora z powodzeniem moze zastapi¢ powszechnie
stosowang metod¢ podwdjnej perfuzji, tym samym potwierdzajac pierwsza teze
roZprawy;

2. opracowano oryginalng metod¢ cytometrycznej analizy izolatu watrobowego, co
moze w przysztosci postuzyé do wprowadzenia nowej metody prognostycznej
1 diagnostycznej stosowanej do oceny stanu watroby pacjentow;

3. po raz pierwszy wskazano, stosujac wyzej wymieniong metode analizy
cytometrycznej, na mozliwo$¢ istnienia mniejszej tzw. rezerwy regeneracyjnej
hepatocytow kobiet;

4. po raz pierwszy uzyto genetycznie modyfikowane fibroblasty izolowane z ludzkiej
skoéry, produkujace trwale czynnik wzrostu, w kokulturze z komoérkami
pochodzenia watrobowego;

5. potwierdzono druga tez¢ rozprawy o pozytywnym wptywie hodowli
z fibroblastami  nadprodukujacymi  epidermalny  czynnik = wzrostu na
funkcjonowanie komdrek pochodzenia watrobowego, w tym na zwigkszong

polaryzacje komdrek i produkcje albuminy.
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DODATEK

A. Klonowanie genu EGF do plazmidu wektorowego
Wybdér miejsc restrykcyjnych w  plazmidzie wektorowym 1 plazmidzie
ekspresyjnym zawierajacym wstawke zostaty wybrane na podstawie wynikow z analizy

sekwencji nukleotydow programem NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

Przygotowanie plazmidu wektorowego — wersja I

Przygotowanie plazmidu wektorowego rozpoczeto od trawienia plazmidu pNL-
H2BmCherry/GtxIRES/EGFP przez inkubacj¢ z enzymem Sall w buforze 2xTango
w 37°C przez 2 godziny. Reakcj¢ zatrzymano przez ogrzanie probki w 65°C przez
20 minut. Lepkie konce pozostale po trawieniu plazmidu tepiono przez dodanie do
mieszaniny dNTPs 1 DNA Polimerazy I (fragment Klenowa) 1 inkubowanie w RT przez
1 godzing. Reakcje¢ zatrzymano przez ogrzanie probki w 75°C przez 10 minut. Kolejny
etpa trawienia przebiegat z wykorzystaniem enzymu SnaBI w rozcienczonym buforze
Tango w 37°C przez 2 godziny. Reakcj¢ zatrzymano przez ogrzanie probki w 65°C przez
20 minut. Nastgpnie usuni¢to reszty fosforanowe znajdujace si¢ na koncach plazmidu
przez inkubacj¢ mieszaniny z enzymem FastAP w 37°C przez 10 minut. Reakcje
zatrzymano przez ogrzanie probki w 65°C przez 20 minut.

W celu izolacji plazmidu wektorowego od wycigtych fragmentow
przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny. Na 0,8% zel agarozowy z dodatkiem bromku
etydyny (I pg/ml) natozono mieszaning wraz z obcigznikiem i markerem wielkosci.
Rozdzial prowadzono przez 1-1,5 godziny pod napigciem 90 V. Po tym czasie z zelu
agarozowego wycieto prazek DNA o spodziewanej wielkosci 1 przetozono do 0,5 ml
probowki typu eppendorf wypetnionej wata szklang. Dno 0,5 ml probowki przektuto
1 cato$§¢ zamrozono w cieklym azocie. Nastgpnie przetozono zamrozong probdéwke do
1,5 ml probéwki typu eppendorf i zwirowano (14 000xg, 4°C, 2 minuty). Uzyskany ptyn
przeniesiono do nowej probowki typu eppendorf izmierzono objetosé. Dodano 0,1x
objetosci 7,5 M octanu amonu 1 2,5x objetosci 96% etanolu (obie substancje schtodzone
wczesniej w temperaturze -20°C). Inkubowano w -20°C przez noc. Nastgpnego dnia
probki zwirowano (10 000xg, 4°C, 20 minut) i usuni¢to supernatant, po czym dodano 500

ul 70% etanolu (schtodzonego do -20°C) i ponownie zwirowano (14 000xg, 4°C, 20
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minut). Supernatant usunigto, a wysuszony osad zawieszono w 50 ul TE (skfad: 100 mM
Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH ok. 8,0). Przechowywano w temperaturze -20°C. Schemat

przygotowania plazmidu wektorowego przedstawiono na Rysunku D.1.
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Rysunek D.1. Schemat klonowania genu EGF do plazmidu wektorowego — wersja I,
A — przygotowanie plazmidu wektorowego (trawienie enzymami SnaBI i Sall, tepienie
lepkich koncéw, defosforylacja koncoéw plazmidu), B — przygotowanie wstawki
(trawienie plazmidu ekspresyjnego enzymem SnaBl), C — ligacja wstawki do plazmidu
wektorowego.

Przygotowanie plazmidu wektorowego — wersja I

Przygotowanie plazmidu wektorowego rozpoczg¢to od trawienie plazmidu pNL-
H2BmCherry/GtxIRES/EGFP przez inkubacj¢ z enzymem SnaBI w buforze 1xTango
w 37°C przez 2 godziny. Reakcje zatrzymano przez ogrzanie probki w 65°C przez
20 minut. Nastepnie usunicto reszty fosforanowe znajdujace si¢ na koncach plazmidu
przez inkubacj¢ mieszaniny z enzymem FastAP w 37°C przez 10 minut. Reakcje
zatrzymano przez ogrzanie probki w 65°C przez 20 minut. Plazmid przechowywano
w temperaturze -20°C. Schemat przygotowania plazmidu wektorowego przedstawiono na

Rysunku D.2.
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Rysunek D.2. Schemat klonowania genu EGF do plazmidu wektorowego — wersja II.
A — przygotowanie plazmidu wektorowego (trawienie enzymem SnaBI, defosforylacja
koncow plazmidu), B — przygotowanie wstawki (trawienie plazmidu ekspresyjnego
enzymem SnaBI), C — ligacja wstawki do plazmidu wektorowego.

Plazmid wektorowy pNL-H2BmCherry/GtxIRES/EGFP zostal przygotowany
zgodnie z opisem zamieszonym powyzej. Wielkos¢ wektora po usunigciu fragmentu
promotora CMV oraz sekwencji kodujacej H2B 1 mCherry byta zgodna z danymi
dostgpnymi na stronie www.addgene.org i zostata przedstawiona na Rysunku D.3.

Na kazdym z etapéw przygotowywania wektora oceniano jego jakos¢ na
podstawie liczby kolonii bakteryjnych uzyskanych po transformacji wektorem po ligacji
(bez wstawki). Jako kontrole pozytywng stosowano transformacje¢ plazmidem
wyjsciowym (pNL-H2BmCherry/GtxIRES/EGFP), a jako kontrol¢ negatywna -—

transformacj¢ wektorem nie poddanym procesowi ligacji.
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Rysunek D.3. Kontrolny rozdziat elektroforetyczny w Zelu agarozowym — sprawdzenie
jakosci wektora otrzymanego po trawieniu enzymami Sall i SnaBI (panel lewy) i po
oczyszczeniu przy uzyciu silikonowanej waty szklanej (panel prawy). Wektor
przygotowany przy uzyciu enzymu SnaBI (wersja II) wygladat identycznie. D — marker
DNA GeneRuler.

Przygotowanie wstawki zawierajacej EGF

W celu przygotowania wstawki zawierajacej EGF trawiono plazmid pCMV6-
hEGF-XL4 przy uzyciu enzymu SnaBI w buforze 1xTango w 37°C przez 4 godziny.
Reakcje zatrzymano przez ogrzanie probki w 65°C przez 20 minut. W celu izolacji
wstawki od reszty plazmidu przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny. Na 0,6% zel
agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (1 pg/ml) natozono mieszaning wraz
z obcigznikiem 1 markerem wielkosci. Rozdzial prowadzono przez 2 godziny pod
napieciem 0 V. Po tym czasie z zelu agarozowego wycieto prazek DNA o spodziewanej
wielkos$ci 1 przetozono do 0,5 ml probowki typu eppendorf wypetnionej wata szklana.
Dno probowki przektuto i zamrozono calos¢ w cieklym azocie. Nastgpnie przetozono
0,5 ml probéwke do 1,5 ml probowki typu eppendorf i zwirowano (14 000xg, 4°C,

2 minuty). Uzyskany ptyn przeniesiono do nowej proboéwki i zmierzono objetos¢. Dodano
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0,1x objetosci 7,5 M octanu amonu i 2,5x objgtosci 96% etanolu (obie substancje
schtodzone wczesniej w -20°C). Inkubowano w temperaturye -20°C przez noc.
Nastepnego dnia probki zwirowano (10 000xg, 4°C, 20 minut) i usunig¢to supernatant, po
czym dodano 500 pl 70% etanolu (schtodzonego do -20°C) i ponownie zwirowano
(14 000xg, 4°C, 20 minut). Supernatant usuni¢to, a wysuszony osad zawieszono w 50 pl
TE (sktad: 100 mM Tris-HCIL, 10 mM EDTA, pH ok. 8,0). Wstawke przechowywano
w temperaturze -20°C.

Z plazmidu ekspresyjnego pCMV6-hEGF-XL4 wycigto cDNA kodujace EGF
zgodnie z opisem zamieszonym powyzej. Wielkos¢ wstawki, podana przez producenta na
stronie www.origene.com, powinna wynosi¢ 6 kpz i byla zgodna z prazkiem widocznym

na zelu agarozowym (Rysunek D.4).

Rysunek D.4. Kontrolny rozdziat elektroforetyczny w Zzelu agarozowym — sprawdzenie
jakosci wstawki otrzymanej po trawieniu enzymem SnaBI (panel lewy) i po oczyszczeniu
przy uzyciu waty szklanej (panel prawy). D — marker DNA GeneRuler.

Przygotowanie plazmidu wektorowego ze wstawka

W celu przygotowania plazmidu wektorowego zawierajacego wstawke EGF
ligowano plazmid wektorowy 1 wstawke w proporcji molarnej 1:5 przy uzyciu ligazy
DNA T4 w 14°C przez noc. Nastepnego dnia przeprowadzono transformacje¢ bakterii
kompetentnych. Do 50 pl komérek kompetentnych dodano potowe (5 pl) mieszaniny

ligacyjnej 1 inkubowano na lodzie przez 10 minut, po czym przeniesiono mieszaning do
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tazni wodnej o temperaturze 42°C i inkubowano przez 45 s. Nastgpnie mieszaning
przeniesiono ponownie do lodu i inkubowano przez 2 minuty. Po uptywie tego czasu do
mieszaniny dodano 1 ml pozywki LB 1 wytrzagsano w temperaturze 37°C przez 45 minut,
po czym zwirowano (10 000xg, RT, 45s), osad rozwieszono w 100 ul LB, wysiano na
szalke LB-agar z antybiotykiem selekcyjnym (ampicylina) i1 inkubowano w 37°C przez
noc.

W celu izolacji plazmidowego DNA z pojedynczej kolonii zaszczepiono hodowle
nocng w pozywce LB (3 ml). Nastgpnego dnia 200 pul hodowli przeniesiono do jalowej
proboéwki typu eppendorf i zamrozono z dodatkiem 14 pul DMSO (7% objetosci)
w temperaturze -80°C. Pozostala czg$¢ hodowli nocnej zwirowano (14 000xg, RT,
1 minuta) i doktadnie rozwieszono osad w 100 pl GTE (sktad: 10 mM EDTA, 25 mM
Tris-HCI, 50 mM glukoza). Dodano 5 pl RNazy (10 mg/ml) i inkubowano w RT przez
5 minut. Nastgpnie, dodano 200 pl buforu lizujacego (sktad: 1% SDS, 0,2 M NaOH),
zamieszano delikatnie 1 inkubowano na lodzie przez 3 minuty, po czym dodano 150 pl
7,5 M octanu amonu (z -20°C), silnie wstrzas$ni¢to 1 inkubowano na lodzie przez10 minut.
Probki zwirowano (14 000xg, RT, 15 minut) i przeniesiono supernatant do nowej
probéwki typu eppendorf. Nastepnie dodano 500 pl izopropanolu, zwirowano (14 000xg,
RT, 15 minut), osad zawieszono w 96% etanolu (-20°C) i zwirowano (14 000xg, RT,
5 minut). Osad po wysuszeniu zawieszono w 50 ul TE.

Ostatnim etapem bylo trawienie analityczne preparatéw 1 rozdziat
elektroforetyczny w zelu agarozowym. Cze$¢ preparatu po izolacji inkubowano
z enzymem SnaBI w buforze Tango w 37°C przez 2 godziny. Nastgpnie na 0,8% zel
agarozowy z dodatkiem bromku etydyny (1 pg/ml) natozono mieszaning wraz
z obcigznikiem 1 markerem wielkosci. Prowadzano rozdzial przez 1 godzing pod
napieciem 90 V. Jezeli wynik rozdziatu byt zgodny z oczekiwanym, przeprowadzano
dodatkowe trawienia enzymami BamHI i EcoRI

Do przygotowania plazmidu wektorowego ze wstawka zastosowano rozne
warianty ligacji. Zmieniano m.in. proporcje molarne wektora do wstawki (od 1:1 do
1:10), a za optymalne przyjeto 1:5 (30 ng plazmidu wektorowego 1 80 ng wstawki). Po
transformacji  bakterii kompetentnych STBL3 mieszaning ligacyjng 1 izolacji
plazmidowego DNA oceniono, czy w preparatach znajduje si¢ DNA zawierajace EGF.
W tym celu przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny, aby znalez¢ plazmidy wigksze
niz 10 kpz. Nastgpnie, preparaty takie poddano trawieniu enzymem SnaBI, aby

sprawdzi¢, czy odtworzone zostalo miejsce restrykcyjne w promotorze CMV, co bytoby
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rownoznaczne z obecnoscig wstawki w plazmidzie (a w przypadku zastosowania
wektora II réwniez z mozliwoscig uzyskania ,,pustego plazmidu”, tzn. plazmidu bez
wstawki). W ostatnim etapie wybrane preparaty poddawano kolejnym trawieniom —
enzymami EcoRI i BamHI w celu sprawdzenia, czy wstawka znajduje si¢ we wiasciwej
orientacji. Niestety, zaden z ponad 200 preparatow nie zawieral wlasciwego plazmidu,
bez wzgledu na to, czy uzyty plazmid wektorowy przygotowywany byt wedtug wersji I
lub II. Przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne otrzymanych preparatéw przedstawiono

na Rysunku D.5.

wektor I

DNA po izolacji (1)

DNA po trawieniu
enzymem SnaBI (2)
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DNA po trawieniu
enzymami BamHI i EcoRI

A3)

wektor 11

DNA po izolacji (4)

DNA po trawieniu
enzymem SnaBI (5)
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DNA po trawieniu
enzymem EcoRI (6)

Rysunek D.5. Przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne otrzymanych preparatow na bazie
wektora I lub wektora II. 1 — preparaty po izolacji DNA (brak plazmidow wigkszy niz
10 kpz); 2 — preparaty po trawieniu enzymem SnaBI (brak odtworzonego miejsca dla
restryktazy); 3 — preparaty po trawieniu enzymami BamHI i EcoRI (brak wtasciwych
prazkéw — powyzej 10 kpz dla BamHI 1 2 prazkow, w tym jednego na wysokosci
ok. 4 kpz dla EcoRI); 4 — preparaty po izolacji DNA (wystepuja plazmidy wigksze niz
10 kpz); 5 — preparaty po trawieniu enzymem SnaBI (brak odtworzonego miejsca dla
restryktazy); 6 — preparaty po trawieniu enzymem EcoRI (brak oczekiwanych 3 prazkow,
w tym jednego na wysokosci ok. 4,5 kpz). D — marker DNA GeneRuler.

Ze wzgledu na niepowodzenie w otrzymaniu wtasciwego plazmidu wektorowego,
bazujacego na plazmidzie pNL-H2BmCherry/GtxIRES/EGFP, zdecydowano si¢ na zakup
zsyntetyzowanego wektora, zawierajacego gen kodujacy EGF pod promotorem CMV
(pEZ-CMV-EGF-IRES2-mCherry-Lv214).
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B. Charakterystyka otrzymanych fragmentow ludzkich watréb po resekcji

Nr Ple¢ | Wiek | Chemioterapia Rozpoznanie

HIP-11 K 57 b.d. b.d.
H2P-11 M 54 b.d. przerzuty raka jelita grubego do watroby
H3PI11 K 50 b.d. przerzuty raka piersi do watroby
H2-12 M 60 T przerzuty raka esicy do watroby
H3-12 M 72 T przerzuty raka odbytnicy do watroby
H4-13 K 51 T przerzuty raka jelita grubego do watroby
H5-13 M 72 T przerzut brodawczaka Vatera do watroby
H6-13 M 73 N przerzut raka esicy do watroby
H7-13 K 39 N hemoanioendotelioma w segmencie watroby
H8-13 M 49 N odrzucony dawca watroby
H9-13 M 62 T przerzut raka esicy do watroby
HI10-13 K 54 T przerzut raka jajnikow do watroby
H11-13 K 54 T przerzut raka piersi do watroby
H12-13 K 60+ T przerzut raka esicy do watroby
H13-13 K 57 T przerzut raka jelita grubego do watroby
H14-13 M 40 T przerzut raka jelita grubego do watroby
H15-13 K 53 T przerzut raka esicy do watroby
H16-13 K 67 N uszkodzenie drég z6tciowych
HI17-13 K 50 T przerzut raka esicy do watroby
H18-13 M 59 T przerzut raka wstepnicy do watroby
H19-13 M 43 N naczyniak w IV segmencie watroby
H20-13 K 64 T przerzuty raka drog zotciowych do watroby
H21-13 K 49 T przerzut raka piersi do watroby
H22-13 K 22 N guz watroby — zmiana tagodna
H23-13 M 64 N odrzucony dawca watroby
H24-13 M 21 T pierwotny guz watroby
H26-14 K 62 T przerzut raka piersi do watroby
H27-14 M 69 N przerzut raka odbytnicy do watroby
H28-14 | M 57 T przerzut raka odbytnicy do watroby
H29-14 | M 60 T przerzut raka jelita grubego do watroby
H31-14 K 44 T przerzut raka jelita grubego do watroby
H32-14 | M 42 T przerzut raka jelita grubego do watroby
H33-14 M 70 T przerzut raka odbytnicy do watroby
H34-14 M 75 N rak watrobowokomorkowy
H35-14 | M 65 N odrzucony dawca watroby
H36-14 M 70 T przerzut raka wstepnicy do watroby
H37-15 K 34 T przerzut raka piersi do watroby
H38-15 M 61 N odrzucony dawca watroby
H39-15 M 45 N odrzucony dawca watroby
H40-15 K 62 T przerzut raka odbytnicy do watroby
H41-15 K 63 N wznowa raka drog zélciowych

N =41 K=19 M =22 60- =22 60+=19 CH-=13 CH+=25
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