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Partnerzy projektu HEMIBIO opracowali bioreaktor
mikrostrumieniowy watroby symulujacy strukture watroby czlowieka. Zespol jest

przekonany, ze nowe urzadzenie ostatecznie pomoze wyeliminowa¢ koniecznos¢
przeprowadzania badan zwiazkéw chemicznych na zwierzetach.

Watroba odgrywa kluczowa role w przeksztatcaniu i usuwaniu pochtanianych przez nas codziennie
zwiazkow chemicznych, przez co jest jednym z gléwnych organéw docelowych badan toksycznosci.
Niemniej naukowcy wcigz szukaja idealnej metody badan. Testy przeprowadzane sa czesto
z udziatem zwierzat i dlatego nie odzwierciedlaja ze 100% niezawodnoscia faktycznego wptywu
badanych zwiazkéw chemicznych na watrobe cztowieka.

Aby przezwyciezy¢ ten problem, konsorcjum HEMBIO postanowito opracowa¢ urzadzenie do
symulowania ztozonej struktury watroby cztowieka i udostepni¢ je w ramach inicjatywy SEURAT-1
do przedklinicznego badania toksycznosci.

Na kilka miesiecy przed zakonczeniem prac nad projektem, zespdt z powodzeniem opracowat
urzadzenie watroba-na-chipie, ktére jest w stanie utrzymywac¢ aktywne pod wzgledem
metabolicznym organoidy watroby przez ponad miesiac w warunkach in vitro, zapewniajac 99%
doktadnos¢ pomiarow toksycznych stezen.

Prof. Catherine Verfaillie, koordynatorka projektu i dyrektor Instytut Komoérek Macierzystych KU
Leuven, prezentuje niektore z kluczowych osiggnie¢ projektu oraz przyszie plany konsorcjum.

Jak doszto do podjecia prac nad projektem HEMIBIO?

HEMIBIO to owoc wczesniejszej wspotpracy wielu partneréw projektu (dr dr Verfaillie, Luttun, van
Grunsven, Rogiers, Sancho-Bru, Collas, Nahmias i Van Fleteren), ktorzy postanowili zbudowa¢ model
in vitro watroby czltowieka do badania toksycznosci i wirusowego zapalenia watroby, a takze do
analiz powstawania komoérek parenchymalnych i nieparenchymalnych watroby za pomoca
niewielkich bioreaktoréow mikrostrumieniowych.

W zwiazku z tym, Ze wszyscy jesteSmy zywo zainteresowani inzynierig tkanek watroby z perspektywy
badan stosowanych i podstawowych, dostrzegliSmy w projekcie HEMIBIO okazje do poszerzenia
naszej wspotpracy w catej Europie i wniesienia realnego wktadu w opracowywanie alternatyw dla
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badan toksycznosci in vivo. PozyskaliSmy doskonatych partneréw, dysponujacych wiedza ekspercka
w zakresie biologii watroby, toksykologii, inzynierii genomu, technologii detekcji i mikroprodukcji,
po czym zlozyliSmy wniosek, ktory jest czyms$ znacznie wiekszym niz suma jego czesci.

Dlaczego uwazacie, ze badania na zwierzetach powinny zostac¢ zastapione?

W czasie kiedy sktadaliSmy swdj wniosek HEMIBIO, KE finansowata wiele projektéw, ktorych celem
byto ograniczenie potrzeby przeprowadzania badan toksycznosci na zwierzetach.

Jednak ocena toksycznych skutkéw narazenia dtugoterminowego nie tylko na leki i chemikalia, ale
rowniez na kosmetyki, nadal wymagata stosunkowo czestego udziatu zwierzat. Co wiecej, procz
wzgledow etycznych, istniato takze duze zapotrzebowanie na odpowiednie komorki ludzkie do
wykorzystania w badaniach toksycznosci ze wzgledu na staba czesto zgodnos¢ toksycznosci modeli
zwierzecych z faktycznymi skutkami u cztowieka.

Co byto waszym nadrzednym celem?

ByliSmy przekonani, ze aby odtworzy¢ urzadzenie symulujace watrobe, ktére nadaje sie do
dlugofalowego badania toksycznosci, komponenty komérkowe watroby musza zachowywacd
zywotnos¢ przez diuzszy okres (ponad miesiac) wraz z odpowiednia funkcja metaboliczna
i transportowa oraz fizjologia poréwnywalna do watroby in vivo.

Aby tego dokona¢, musieliSmy wzia¢ pod rozwage przeplyw przez urzadzenie, uktad strefowy
hepatocytéw (i niektorych komérek nieparenchymalnych watroby) oraz wptyw komédrek
nieparenchymalnych na funkcje i dalsza toksyczno$¢ komponentu parenchymalnego -
w szczegdlnosci w kontekscie jednego z toksycznych punktéw koncowych, zwtdknienia watroby
i marskosci.

Zwtoknienie watroby i marskos¢ to skutek wzajemnej zaleznosci toksycznosci hepatocytow
i aktywacji komérek gwiazdzistych watroby, co powoduje odktadanie sie ztogéw kolagenu wraz ze
zmianami w komorkach srodbtonka zatok sinusoidalnych, ktore traca swoista btone okienkowata.
Tego typu zmiany mozna analizowa¢ wylacznie w urzadzeniu, kiedy obecne sa wszystkie komponenty
komérkowe.

Jakie sa pani zdaniem do tej pory gtéwne osiggniecia projektu?

W ramach HEMBIO dokonaliSmy pieciu zasadniczych postepéw. Po pierwsze opracowaliSmy
urzadzenie watroba-na-chipie, ktore jest w stanie utrzymac¢ przez ponad miesiagc aktywne pod
wzgledem metabolicznym organoidy watroby w warunkach in vitro z gradientem tlenu symulujacym
naturalne mikrosrodowisko. To obrazuje specyficzne zalety technologii cztowiek-na-chipie, gdyz
obecne metody polegaja na codziennym narazaniu na dzialanie lekow i dziesigtkach analiz punktow
koncowych - co przeklada sie na ograniczona liczbe informacji kinetycznych i warto$¢ prognostyczna.
Drugie osiggniecie to stworzenie zréznicowanej biblioteki proliferacyjnych, funkcjonalnych pod
wzgledem metabolicznym i spolaryzowanych hodowli gtéwnie ludzkich hepatocytéw - zloty standard
badan nad toksycznoscia lekéw. WykazaliSmy w szczegdlnosci, ze na podstawie komoérek mozna
dokladnie przewidzie¢ profil TC50 [50% stezen toksycznych] 12 zwiazkéw chemicznych
z bezprecedensowa dokladnoscig rzedu 99% (w poréwnaniu do 60% w przypadku komoérek
HepG2/C3A). Opracowalismy pie¢ genotypdw pacjentéw o zréznicowanym pochodzeniu etnicznym,
umozliwiajac tym samym jedyne w swoim rodzaju badania nad zmiennoscia pacjentéw i zdarzeniami
idiosynkratycznej toksycznosci w duzych populacjach.

Trzecie osiagniecie, dokonane dzieki wykorzystaniu wspothodowli hepatocytéw z komdrkami
gwiazdzistymi, to stworzenie unikatowego modelu in vitro do badania toksycznosci dawki
powtdrzonej, ktéra ostatecznie doprowadza do zwldknienia watroby.

Czwarty sukces to opracowanie pluripotencjalnych komoérek macierzystych z wykorzystaniem



inzynierii genomu - wzorcowych linii komoérkowych hPSC - nadajacych sie do wymiany kasety
z udziatem rekombinazy FLPe (RMCE) w locusie AAVS1, co umozliwia wygenerowanie
transgenicznych linii w ciagu 3-4 tygodni ze 100% sprawnoscia i bez losowych integracji. Dzieki
wykorzystaniu RMCE z powodzeniem whudowaliSmy kilka transgenow, przydatnych do identyfikacji
pochodzenia, badan nad toksycznoscia komdrek i nadmierna ekspresja genow.

Wreszcie partnerzy HEMIBIO sformutowali nowa definicje transkrypcyjnego, miRNA
i epigenomicznego fenotypu nieaktywnych i aktywnych komoérek gwiazdzistych watroby cztowieka
oraz nowatorskich systeméw hodowli w celu utrzymywania ludzkich komoérek gwiazdzistych
w spoczynku w warunkach in vitro.

Kiedy spodziewacie sie, ze urzadzenie zostanie udostepnione na rynku?

Grupa prof. Nahmiasa z Uniwersytetu Hebrajskiego w Jerozolimie, w ramach partnerstwa
z Instytutem Fraunhofera i Upcyte Technologies, zademonstrowata zdolno$¢ do rozwijania ludzkich
hepatocytow i utrzymywania ich funkcji w bioreaktorze mikrostrumieniowym przez ponad 28 dni
przy stalym pomiarze tlenu. Technologia watroba-na-chipie umozliwia precyzyjne prognozowanie
wartosci TC50 acetaminofenu, amiodaronu, troglizatonu i rotenonu, wielu toksyn ze zlotej listy
zwiazkow chemicznych Seurat-1 ze wspotczynnikiem korelacji R2 0,9 w warunkach in vitro in vivo.
Czulos$¢ urzadzenia umozliwita wykrycie nowego mechanizmu toksycznosci acetaminofenu oraz
pozyskanie nowych informacji o uszkodzeniach, do jakich doprowadza troglizaton.

Ztozonych zostato kilka tymczasowych zgtoszen patentowych obejmujacych bioreaktor, metody
i czujniki. Niektérzy z partneréw rozwazaja utworzenie w ciggu najblizszych miesiecy
przedsiebiorstwa, ktére swiadczy¢ bedzie ustugi przesiewowe dla przemystu kosmetycznego
i farmaceutycznego. Ponadto grupa Verfaillie zbudowata teraz platforme iPSC do badan
przesiewowych lekéw, ktéra w niedalekiej przysztosci zostanie miejmy nadzieje zautomatyzowana,
aby mozna bylo generowaé, réznicowac¢ i wykorzystywaé duza liczbe linii w ramach
wysokowydajnych badan przesiewowych.

Czy realne jest w najblizszej przysztosci zastapienie badan in vivo?

Jestesmy przekonani, ze postepy poczynione w ramach HEMIBIO wniosa wktad w mozliwos¢
zastapienia badan na zwierzetach badaniami in vitro, jednak nawet jezeli przedmiotem wielu
przedsiewzie¢ badawczych bedzie in vitro - korelacja in vivo nadal bedzie nieodzowna, aby badania
na zwierzetach catkowicie zastapi¢ bioreaktorami in vitro wypemionymi komoérkami ludzkimi.

Jakie macie plany do czasu sfinalizowania projektu i po jego zakoniczeniu?

Kilku partnerow konsorcjum HEMIBIO (i innych klastréw Seurat-1) jest zaangazowanych w dalsze,
lokalne programy dotacji (van Grunsven, van de Water, Verfaillie) oraz w kontynuacje programéw
KE w ramach H2020 (Verfaillie, van de Water), a takze w bezposrednie relacje z przedsiebiorstwami
kosmetycznymi (Nahmias) w ramach badan zwiazanych z tworzeniem modeli in vitro watroby na
potrzeby oceny toksycznosci. Prace te powinny ostatecznie umozliwi¢ zastapienie badan na
zwierzetach przez badania in vitro z wykorzystaniem kompozytowych organoidéw watroby
w bioreaktorach mikrostrumieniowych. Tak wiec postepy poczynione w ramach HEMIBIO beda dalej
rozwijane w ramach tych kolejnych przedsiewziec.

Wiecej informacji:
Witryna projektu HEMIBIO

Zrédto: www.cordis.europa.eu
http://laboratoria.net/aktualnosci/24407.html
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