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Innowacyjna metoda leczenia ostrego uszkodzenia watroby z wykorzystaniem komoérek owodni
wyizolowanych z tozyska ludzkiego.

Badania nad mechanizmami hepatotoksyczno$ci i nowymi terapiami watroby uszkodzonej przez leki,
toksyny, wirusy lub w wyniku choréb autoimmunologicznych maja duze znaczenie aplikacyjne, co wynika z
ograniczonej skutecznosci dotychczas stosowanych metod leczniczych, duzej liczby oséb oczekujacych na
transplantacj¢ narzadu, wysokich kosztow leczenia oraz dozywotniej konieczno$ci przyjmowania lekow
immunosupresyjnych. Jednym z takich schorzen jest ostra niewydolno$¢ watroby (ALF; ang. Acute Liver
Failure), definiowana jako rozlegta martwica hepatocytow i charakteryzujaca si¢ $miertelnoscig $rednio na
poziomie 50%. Na etapie badan przedklinicznych odpowiednim modelem eksperymentalnym indukcji ALF
jest intoksykacja zwierzat doswiadczalnych zwigzkiem hepatotoksycznym D-galaktozaming (D-GalN). Jej
dziatanie imituje tez uszkodzenie wywotane przez ludzkie wirusy zapalenia watroby, Ktorych nie da si¢
bezposrednio zastosowa¢ w modelu zwierzecym.

Obecnie stosowana terapia ALF jest w duzej mierze wspomagajgca. Glownym jej celem jest
przewidywanie, zapobieganie i leczenie powiklan oraz ulatwienie regeneracji watroby pacjenta. Dos¢
skuteczng formg leczenia ALF jest przeszczepienie watroby lub samych hepatocytow, jednak w obu
przypadkach, jednym z kluczowych probleméw jest ich dostepnos¢. Badania nad wptywem mezenchymalnych
komorek macierzystych w chorobach takich jak ALF wskazuje na mozliwo$¢ poprawy parametroéw watroby,
jednak izolacja komoérek ze szpiku kostnego jest niewystarczajaca, inwazyjna i bolesna dla pacjenta. Obecnie
tylko jedno badanie kliniczne z wykorzystaniem komercyjnych komoérek macierzystych jest zarejestrowane
na ClinicalTrials.com do leczenia ALF. Nieliczne publikacje opisujace role terapii komoérkowej w leczeniu tej
choroby skupiaja si¢ na komorkach mezenchymalnych, ale ograniczenia w stosowaniu tych komoérek
motywuja do poszukiwania dalszych alternatyw. Alternatywna forma leczenia moze okazaé si¢ terapia z
zastosowaniem ludzkich nabtonkowych komoérek owodni ludzkiej (hAAEC, ang. human Amniotic Epithelial
Cells), ktore maja duzy potencjal réznicowania, charakteryzuja si¢ niskim profilem immunogennym,
wydzielaja czynniki hamujace stan zapalny, a w przeciwienstwie do wielu innych komoérek macierzystych nie
tworza guzéw nowotworowych po przeszczepie. Ich pozyskiwanie z tozyska, w poréwnaniu z komoérkami
izolowanymi z innych tkanek ludzkich jest bardziej wydajne, bezpieczne i nie budzi kontrowersji etycznych.
Dotychczasowe badania wskazujg na znaczny potencjal terapeutyczny komorek owodniowych, jednak nie
okreslono jego zwigzku z biodystrybucja migrujacych komorek.

W zwigzku z tym postawiono hipoteze, ze komorki wyizolowane z ludzkiej owodni i podawane
dosledzionowo w ramach terapii komérkowej myszom-biorcom intoksykowanym D-galaktozaming mogg
skutecznie zasiedla¢ watrobe i hamowaé proces uszkodzenia watroby. Wieloetapowa ocena uszkodzenia
watroby (RT-PCR, immunocytochemia, ocena histopatologiczna) pomoze okreslic zaleznos¢ migdzy
skuteczno$cig podania wstrzyknigtych komorek a efektem terapeutycznym, jaki wywotaty. Zastosowanie
dwoch innowacyjnych metod identyfikacji hAEC (DNA oraz markery komorek ludzkich) zwigkszy
prawdopodobienstwo wykrycia przeszczepionych hAEC w narzadach i krwi myszy biorcy, nawet jesli ich
liczba bedzie bardzo mata.

Doswiadczenia zostang przeprowadzone na dojrzatych samicach myszy szczepu BALB/c. Myszy
zdrowe zostang podzielone na dwie grupy otrzymujace jednorazowe iniekcje, odpowiednio: placebo; oraz
hAEC dosledzionowo. Myszy poddane dootrzewnowej intoksykacji D-GalN zostang podzielone na kolejne
dwie grupy, z ktorych jedna otrzyma jednorazowo hAEC. Nastepnie, po 3, 21 i 69 godzinach od podania hAEC
oraz po 6, 24 i 72 godzinach od podania D-GalN od myszy-biorcow zostang pobrane narzady (mézg, ptuca,
$ledziona, watroba, serce, nerki) i krew. Stopien uszkodzenia watroby bedzie okreslony na podstawie oceny
liczby komorek proliferujacych (Ki-67%) i apoptycznych (Kaspaza-3*), zmian histopatologicznych (barwienie
hematoksyling-eozyng) a takze poprzez badanie parametréw krwi i ekspresji gendw stresu oksydacyjnego.
Dodatkowo, biodystrybucja podanych iniekcyjnie hAEC zostanie oceniona metodg immunohistochemiczng
(identyfikacja biatek: NuMa, CK14, B7H3) i reakcjg tfancuchowsa polimerazy (identyfikacja genéw: AlyY8b,
cytochrom B).

Nowoscig prezentowanego eksperymentu jest zastosowanie hAEC do leczenia ostrego uszkodzenia
watroby co nie zostalo dotychczas zbadane. Ten model eksperymentalny nie byt dotychczas uzywany do oceny
potencjatu hAEC jako terapii przedklinicznej. Nie badano rowniez zwigzku mig¢dzy liczba podanych komorek,
liczba wszczepionych komorek i ich efektem terapeutycznym. Uzyskanie takich danych utatwiloby
zaplanowanie skutecznego leczenia klinicznego ALF w oparciu o podanie pacjentowi hAEC.



