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Abstract

Introduction. Research of hepatic diseases needs a suitable model that mimics the function and structure of
the liver. Organoids have the special ability to self-organize in a 3D structure that recreates the physiological
conditions of the organ of origin. Organoids can be derived from pluripotent stem cells or adult differentiated
primary cells. Protocols to obtain organoids from pluripotent stem cells recapitulate the main stages of
embryonic liver development, while the ones starting from adult hepatocytes (Hep-Orgs) recreate the
environment occurring during partial hepatectomy, where hepatocytes are the parenchymal cells mainly
involved in tissue regeneration.

Objective/Aims: The work correlated information on methods of obtaining and characteristics of organoids
derived from pluripotent stem cells or adult differentiated primary cells.

Materials and Methods: Studies from the specialized literature that presented information about methods
of obtaining and characteristics of organoids derived from pluripotent stem cells or adult differentiated primary
cells were considered. Literature searches were performed using PubMed, Elsevier, Scopus and Web of Science
using keyword combinations - organoids, hepatocytes and pluripotent stem cells.

Results: The main advantage of organoids obtained from pluripotent stem cells is the possibility of being
cultured with other cell types, offering a multiple-cell type organoid model. A multiple-cell organoid model is
more suitable for studying complex diseases such as fibrosis and cancer since it mimics the in vivo condition
of cell heterogeneity. As a disadvantage, it could be mentioned that they do not reach a completely mature
phenotype, presenting a mixed fetal/adult feature. Hep-Orgs mimic the physiological conditions of the mature
liver, including genetic stability and functional activities and they show a long-term expansion in culture, but
because of their lack of cell heterogeneity, are useful, in principle, to study mainly monogenic diseases.

Conclusion: Considering the advantages and disadvantages of organoids, researchers must select the
organoid model that best matches the characteristics of the disease under investigation.

Rezumat

Introducere: Studierea afectiunilor hepatice are nevoie de un model adecvat care sa imite functia si structura
ficatului. Organoizii au capacitatea speciald de a se autoorganiza intr-o structurd 3D care recreeaza conditiile
fiziologice ale organului de origine. Organoizii pot fi derivati din celule stem pluripotente sau din celule
primare diferentiate adulte, iar protocoalele de obtinere a acestora respecta principalele etape ale dezvoltarii
ficatului embrionar, in timp ce cele care pornesc de la hepatocite adulte (Hep-Orgs) recreeaza mediul care
apare 1n timpul hepatectomiei partiale, unde hepatocitele sunt celulele parenchimatoase implicate, n principal,
in regenerarea tisulara.

Obiectivul principal al studiului: Lucrarea isi propune sa coreleze informatii privind metode de obtinere si
caracteristici ale organoizilor derivati din celule stem pluripotente sau din celule primare diferentiate adulte.

Material si metoda: Analiza studiilor din literatura de specialitate publicate in PubMed, Elsevier, Scopus
referitor la metodele de obtinere si caracteristicile organoizilor derivati din celule stem pluripotente sau celule
primare diferentiate adulte s-a realizat prin selectia articolelor identificate pe baza combinatiilor de cuvinte
cheie - organoizi, hepatocite si celule stem pluripotente.

Rezultate: Principalul avantaj al organoizilor obtinuti din celule stem pluripotente este posibilitatea de a fi
cultivate cu alte tipuri de celule, oferind un model de organoid de tip multicelular. Un model organoid cu mai
multe celule este mai potrivit pentru a studia boli complexe, cum ar fi fibroza si cancerul, deoarece imita starea
in vivo a eterogenitdtii celulelor. Ca dezavantaj, se poate mentiona cd nu ating un fenotip complet matur,
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prezentand o caracteristica mixta fetald/adultd. Hep-Orgs imitd conditiile fiziologice ale ficatului matur,
inclusiv stabilitatea genetica si activitatile functionale si prezintd o expansiune pe termen lung 1n cultura, dar
le lipseste heterogenitatea celulara, fiind utile, in principal, pentru studiul bolilor monogenice

Concluzii: Considerand avantajele si dezavantajele organoizilor, cercetatorii trebuie sa selecteze modelul
organoid care se potriveste cel mai bine caracteristicilor bolii investigate

Key-words: organoids, hepatocytes, pluripotent stem cells
Cuvinte cheie: organoizi, hepatocite, celule stem pluripotente.

Introducere

Definitia organoizilor a fost introdusa de
Lancaster si Knoblich in studiul lor publicat in
anul 2014. Acestia au descris organoizii ca
modele de studii, indicand potentialele aplicatii
ale acestui instrument biologic. Lancaster si
Knoblich au definit organoizii ca ,.derivati din
celule stem pluripotente sau izolati din proge-
nitori de organe care se diferentiaza pentru a
forma un tesut asemdndtor unui organ care
prezinta mai multe tipuri de celule care se auto-
organizeazd pentru a forma o structurd care nu

este diferita de organul in vivo” (Lancaster &
Knoblich, 2014).

Pornind de la definitia lui Lancaster (2021),
un grup de peste 60 de experti in domeniul
biologiei celulelor stem, reprezentand 16 tari, s-
au reunit pentru a propune o noud definitie a
organoidului. Ei au definit un organoid ca: ,,0
structura tridimensionala derivata din celule
stem (pluripotente), progenitoare si/sau celule
diferentiate care se auto-organizeaza prin inter-
actiuni celula-celula si celula-matrice pentru a
respecta aspecte ale arhitecturii si functiilor
tesutului nativ in vitro” (Marsee et al., 2021).

Organoizii pot fi derivati din celule stem
pluripotente (ex. celule stem embrionare - ESC,
celule stem pluripotente induse - iPSC si celule
stem pluripotente adulte -PSC) sau din celule
primare diferentiate adulte. Interactiunile celula-
celula si celulda-matrice sunt cruciale pentru a
reproduce mediul corect in care celulele cresc.
Organoizii aratd capacitatea deosebitd de a se
auto-organiza intr-o structura 3D care recreeaza
conditiile fiziologice ale organului de origine.
Comunicarea cu celulele vecine, interactiunile
mecanice si cdile de semnalizare care sunt active
in mediul matricei extracelulare (ECM) au
determinat ca organoizii sd fie un model foarte
fiabil pentru a studia diferite boli, pentru a
efectua testari ale medicamentelor si pentru a fi

utilizati pentru multe alte aplicatii (Prior et al,
2019).

Organoizi hepatici. Istoric

Metodologia de cultura a organoizilor este
recentd, dar fundamentarea tehnicilor relevante
pentru obtinerea organoizilor a inceput In primii
ani ai secolului XX. Eforturile de dezvoltare ale
metodelor de biologie celulard si moleculara,
procedurile de cultura de celule stem si metodele
de studiu ale semnalizdrii celulare au condus la
obtinerea si aplicarea cunostintelor fundamentale
pentru cultivarea organoizilor.

Pasi importanti in dezvoltarea culturilor de
organoizi au fost realizati de Pierce si Verney in
1961. Acesti cercetatori au contribuit la stabilirea
corpurilor embrioide (EB), care sunt grupuri de
celule stem pluripotente (PSC) care pot forma
agregate 3D. Sistemele EB detin un rol important
deoarece sunt considerate precursori  ai
organoizilor (Lancaster & Knoblich, 2014).

Baza culturii de organoizi hepatici a inceput in
1985, cand Landry si colaboratorii sai au pus
bazele unor experimente pentru a induce culturi
3D de organoizi hepatici, pornind de Ila
hepatocite izolate din ficatul de sobolan nou-
nascut. (Landry et al., 1985).

Primele studii care au inclus culturi de
organoizi au subliniat importanta fundamentala a
unei matrice 3D pentru sustinerea cresterii
organoizilor. Matricea de tip hidrogel seamana cu
matricele extracelulare (ECM), deoarece sunt
imbogatite in laminind, colagen IV, proteine
adezive, entactind si proteoglicani cu sulfat de
hepariné (Caiazza et al., 2021).

Matrigelul a fost mai intai izolat din celulele de
sarcom de soarece Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS). Aceste celule canceroase murine pot
produce si secreta un hidrogel care seamédnd cu
ECM, deoarece este imbogatit in toate proteinele
ECM. Importanta proteinelor ECM este justificata
de interactiunile celula-matrice, care sunt prezente
in situatiile fiziologice, dar nu si in modelele de
culturi 2D. Compozitia matricei asigura cresterea
3D a organoizilor (Corro et al., 2020). Desi matrigelul
este considerat standardul de aur in domeniul
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matricelor utilizate, existd multe dezavantaje
datorate variatiei de la lot la lot si datoritd
S-au realizat multe studii pentru a produce
matrice diferite, deoarece productia de matrigel
este profund dependenta de animale. Hidrogelul
de polietilenglicol (PEG) este o matrice alter-
nativa care este imbogatitd cu laminind, colagen
IV si fibronectina si evitd utilizarea produselor de
origine animald. Aceastd matrice permite o buna
eficientd pentru generarea organoizilor. Mai
mult, matrigelul si PEG au fost comparate indi-
candu-se o expansiune similard a organoizilor,
atat n ceea ce priveste morfologia, cat si expresia
genelor (Caiazza et al., 2021). In ciuda dezavan-
tajelor, matrigelul este considerat cea mai
potrivita matrice pentru cultura de organoizi.
Imbunatatiri ulterioare au fost realizate de
Landry si colaboratorii sai, odata cu descoperirea
unor celule progenitoare mici, capabile sa dea
nastere agregatelor sferoidale hepatice (Landry et
al, 1985). Una dintre cele mai importante repere
in biologia celulelor stem a fost dezvoltarea de
modele de iPSC-uri din fibroblastele pacientilor
de catre grupul Yamanaka. Aceste descoperiri au
deschis noi orizonturi pentru multe domenii ale
biologiei celulelor stem (Takahashi et al., 2007).
Sato si colaboratorii sdi au demonstrat ca
celulele stem intestinale adulte, care exprima
receptorul Lgr-5 (leucine-rich repeat containing
G protein-coupled receptor 5) ar putea da nastere
la organoizi intestinali 3D (Sato et al.,, 2009). Lgr-5
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este un receptor al agonistilor Wnt, care leaga R-
spondina 1 si stimuleaza activarea cailor de sem-
nalizare Wnt (grup de cai de transductie a semna-
lului care incep cu proteine care transmit semnale
intr-o celuld prin receptorii de suprafata celu-
lard). Prezenta acestui receptor pe suprafata
celulei se coreleaza cu o cale de semnalizare Wnt
foarte activd si cu potentialul proliferativ al
celulelor progenitoare bipotente (Huch et al., 2015).

Descoperirea celulelor progenitoare bipotente
intestinale i-a determinat pe Huch si colaboratorii
sai sa identifice celule progenitoare bipotente
Lgr5+ si in ficat (Huch et al,, 2013, 2015). Celulele
progenitoare bipotente se afld in apropierea
canalului biliar si studiile de urmarire a
descendentei au demonstrat ca aceste celule se
pot diferentia atat in componentele parenchima-
toase, cat si in hepatocite si celule ductale.
Cercetarile ulterioare au determinat posibilitatea
de a obtine organoizi epiteliali derivati din celule
progenitoare bipotente. Atat celulele ductale, cat
si hepatocitele formeaza agregate si dau nastere
la organoizi proliferativi (Broutier et al., 2016).

Un nou model de organoid a fost dezvoltat de
grupurile Nusse si Clevers in 2018. Deoarece
hepatocitele au un mare potential de regenerare
in urma hepatectomiei partiale, Peng si colab. au
imitat aceleasi conditii de regenerare in vitro
pentru a obtine organoizi derivati din hepatocite
adulte. (Hu et al., 2018; Peng et al., 2018).

O prezentare generala a istoricului de obtinere
a organoizilor este indicata in Figura 1.
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Fig. 1. Scurt istoric al organoizilor hepatici
iPSC - celule stem pluripotente induse;, Hep-Orgs — organoizi derivati de la hepatocite adulte; Col-Orgs — organoizi
derivati de la colabgiocite

Material si metoda

Analiza studiilor din literatura de specialitate
publicate in PubMed, Elsevier, Scopus referitor la
metodele de obtinere si caracteristicile organoizilor
derivati din celule stem pluripotente sau celule
primare diferentiate adulte s-a realizat prin selectia
articolelor identificate pe baza combinatiilor de
cuvinte cheie - organoizi, hepatocite si celule stem
pluripotente.

Rezultate si discutii

Design studii. Tipuri de organoizi hepatici

Initierea culturilor de organoizi necesita
izolarea atat a celulelor celule stem pluripotente,
cat si a celulelor stem/progenitoare rezidente in
tesut izolate din stadii embrionare sau tesuturi
adulte. Protocoale mai recente au pornit de la
hepatocite adulte diferentiate pentru a obtine
culturi de organoizi hepatici.
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Organoizi derivati din celule stem pluri-
potente induse
In stadiile timpurii de dezvoltare, zigotul
poate da nastere tesuturilor embrionare si extra-
embrionare, iar apoi celulele descendente se pot
diferentia, conducand la caracteristici specifice
liniei. In timpul dezvoltarii, blastocistul suferd o
diviziune care determind formarea a doud struc-
turi: celulele exterioare sunt angajate in directiile
extraembrionare, iar masa celulara interioara este
caracterizata de pluripotenta (Fig. 2).
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Fig. 2. Corespondenta dintre etapele de dezvoltare ale
organogenezei si diferentierea iPSC la celule
asemanatoare hepatocitelor

Studii de specialitate au raportat diferite
protocoale pentru diferentierea iPSC-urilor in
celule asemanatoare hepatocitelor prin urmarirea
principalelor etape ale dezvoltarii ficatului
embrionar. Multe protocoale se bazeaza pe trei
etape (Fig. 2), pornind de la generarea si angajarea
1PSC-urilor fata de descendenta endodermica,
trecand la o a doua etapa, in care celulele cu carac-
teristicile endodermului definitiv sunt diferentiate
in continuare in hepatoblaste, finalizdnd cu ultima
etapa, care corespunde maturarii celulelor
asemanatoare hepatocitelor (HLC).

1PSC-urile mentin unele dintre caracteristicile
celulelor stem embrionare in functie de expresia
genelor si potentialul de proliferare (Zhu et al., 2021).
Un avantaj al acestui model este accesibilitatea
obtinerii probelor de la pacienti, deoarece
materialul initial poate fi urini, singe sau piele. In
ceea ce priveste procedurile invazive (biopsiile),
potentialul de a obtine mostre de la pacienti intr-o
maniera neinvaziva fiind o provocare a studiilor
pentru generarea de organoizi iPSC.

Acest model deschide noi frontiere in
medicina personalizatd, deoarece permite
pornirea de la celulele pacientului cu genotipul
original. iPSC-urile pot fi utilizate pentru a
modela boli genetice intr-o manierd specifica

organelor sau pentru pentru a obtine fenotipul
dorit (prin inginerie genetica) pentru un model
specific al boalii (Harrison et al., 2021).

1PSC-urile au fost cultivate si cu alte tipuri de
celule, indicand avantajul de a oferi diferite modele
de organoizi. Un model de organoizi cu mai multe
tipuri de celule este mai potrivit pentru studierea
bolilor complexe, cum ar fi boala hepatica steatotica
asociata disfunctiei metabolice (MASLD), fibroza si
cancerul, deoarece imitd stareca in Vvivo a
eterogenitatii celulare (Harrison et al., 2021).

Alaturi de avantajele mentionate, existd si
unele dezavantaje care sunt Tn mare parte legate
de caracteristicile genetice ale organoizilor
derivati din iPSC. Caracteristicile mixte fetale/
adulte sunt o limitare actuald deoarece celulele
diferentiate  inifiale prezintd caracteristici
genetice si functionale diferite de cele obtinute.
Pentru a modela boala geneticd este importanta
mentinerea genotipului original. S-a observat ca
in etapele de reprogramare pentru a obtine
organoide derivate din iPSC-uri conduc la celule
care prezintd anomalii genetice (Cheng et al., 2012).

Etapele dezvoltarii reprogramarii iPSC-urilor
necesita factori de crestere recombinanti care sa
fie rentabili, din acest motiv, aceasta abordare
este prohibitivd pentru a fi dezvoltata pe scara
larga.

Un rezumat al avantajelor si dezavantajelor
organoizilor derivati din iPSC este sistematizat in
Tabelul 1.

Avantaje Dezavantaje \

» Usor accesibil, nein- p Caracteristici mixte fetale /

vaziv, la probele | adulte

pacientilor Organoizii derivati de la celulele
» Se pot folosi iPSC | stem pluripotente induse (IPSC)

derivate de la un | au functionalitate de scurta

donator cu un anumit | duratd, comparativ cu organoizii

gentotip sau prin | derivati de la hepatocite acute

inginerie genetica » Organoizii derivati de la iPSC
P Mai multe celule adesea poartd anomalii genetice
determinate de reprogramare
Factorii de crestere necesari
pentru a imita caile de
dezvoltare sunt foarte scumpi
si determind ca aceastd

abordare sa fie costisitoare pe
scara larga

Tabelul 1. Avantajele si dezavantajele organoizilor
derivati din iPSC

Organoizi derivati din celule stem adulte
Celulele stem adulte din tesut sunt celule ovale
si sunt caracterizate prin nuclei ovali, citoplasma
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micd si marker Lgr5 expus pe suprafata celulei.
Celulele progenitoare bipotente sunt rezidente n
ramura terminala a arborelui cailor biliare (Canal
Hering) si au potentialul de a suferi o reactie
ductala (la primate) (Caiazza et al., 2021).

Inainte de descoperirea celulelor ovale,
celulele stem intestinale LgrS pozitive au fost
izolate pentru prima data de Sato si colaboratorii
sai din intestinele de soarece. Aceste celule au
fost capabile sa prolifereze si sd se auto-
organizeze in vitro (Sato et al, 2009). De atunci,
celulele stem Lgr5-pozitive au fost izolate din
diferite organe, inclusiv ficat, stomac si pancreas,
subliniind rolul esential al semnalizarii Wnt
(Nuciforo & Heim, 2021).

Huch si colab. au dezvoltat culturi de
organoizi pornind de la celule stem hepatice
Lgr5+. Pentru a permite o crestere robusta,
mediul de culturd pentru organoizi a fost
completat cu factor de crestere epidermica
(EGF), R-spondinl (Rspol), factor de crestere a
fibroblastelor (FGF), factor de crestere a
hepatocitelor (HGF) si nicotinamida (Huch et al,
2015). Toti acesti factori sunt necesari pentru a
imita aceleasi conditii ale hepatocitelor
pericentrale.  Caracteristica  principald a
hepatocitelor pericentrale este capacitatea de a
mentine o cale de semnalizare Wnt foarte activa.
Suplimentar, dezvoltarea acestor celule hepatice
a fost prelungitd pana la doudsprezece luni si a

prezentat cariotip normal si markeri de
hepatocite mature.

Organoizii au fost utilizati cu succes pentru a
realiza grefarea la soareci cu deficientd de
fumarilacetoacetat hidrolaza (Fah-). Acest model
de soarece aratd in mod normal o acumulare
anormald de metaboliti care provoacad leziuni
hepatice, dar dupa transplant, afectarea ficatului
a fost redusa constant (Huch et al., 2015).

Un alt model a fost dezvoltat de Huch si colab.
prin inducerea unor conditii de dezvoltare a
organoizilor derivati din colangiocite (Col-Orgs).
Folosind un mediu de cultura definit, Col-Orgs au
fost diferentiate in continuare in HLC care mentin
activitati functionale, inclusiv secretia de
albumine, stocarea glicogenului si metabolismul
amoniacului. Chiar daca prezintd marker de
hepatocite adulte, HLC-urile prezinta o expresie
reziduald a markerilor ductali; o dovada a starii de
maturare incompleta (Huch et al., 2015).

Organoizi derivati din celule primare adulte

(Hep-Org)
Dupa  hepatectomie  partiala  (PHx),
hepatocitele sunt celulele parenchimatoase

implicate in principal in regenerarea tisulara.
Hepatocitele primare (PH) reprezinta 80% din
componenta parenchimatoasd a masei hepatice si
sunt potrivite pentru a fi dezvoltate in vitro si pot
genera culturi de organoizi (Zhu et al., 2021).

A

Tesut disociat

Rezactie chirurgicala
sau biopsie cu ac

/HP-pFitDcite primara
A AR

Culturd Hep-Orgs in
matfice

Culturd Col-Orgs In
matrice

Cotangiocite

Celule stem
pluripotents induaa

{iPSC) * celule mezenchimale

Endodearm final = hapatobiast

Organoizi hepatici
multicelulari

Fig. 3. Principalele etape de diferentiere pentru obtinerea Hep — Orgs si Col — Orgs din rezectie chirurgicald
hepatica sau biopsie cu ac (A) si organoizilor hepatici multicelulari din celule stem pluripotente (B). In protocolul 4,
dezvoltarea organoidului incepe de la ficatul adult pentru a obtine tesut disociat.

Atat hepatocitele primare, cdt si colangiocitele pot fi cultivate pentru a obtine Hep—Orgs sau Col-Orgs folosind o
compozitie diferita a mediului. In protocolul B, celulele stem pluripotente trec prin toate etapele dezvoltarii
embrionare pentru a obtine organoizi hepatici multicelulari

In 2018, doua grupuri de cercetare diferite

conduse de Clevers si Nusse au reprodus
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conditiile PHx pentru a obtine organoizi derivati
din celule primare adulte (Hep-Org). Ambele
modele au nevoie de activarea semnalizarii
mitogene de catre factorul de crestere epidermala
(EGF), factorul de crestere a hepatocitelor
(HGF), factorul de crestere a fibroblastelor
(FGF) si potentarea cdii de semnalizare Wnt
pentru a asigura dezvoltarea in vitro pe termen
lung (Fig. 3A) (Hu et al., 2018; Peng et al., 2018).

Principala diferenta dintre cele doud modele
Hep-Orgs s-a bazat pe prezenta factorului de
necroza tumorala o (TNF-a) Tn mediul de cultura.
PH-urile au fost insdmantate in prezenta EGF,
HGF si TNF-a. Dupa doua saptdmani s-a observat
formarea organoidului, iar mediul de cultura
imbogatit cu TNF-a a asigurat o cultura pe termen
lung care poate fi prelungitd mai mult de 6 luni
(Peng et al., 2018). Deoarece TNF-a este implicat n
regenerarea ficatului dupa leziuni, Peng si colab.
(2021) au presupus ca ar putea induce
expansiunea Hep-Orgs. Mediul de culturd a fost
optimizat cu TNF-a, EGF, HGF, CHIR99021,
A83-01 51 Y27632. Acest mediu imbogétit a indus
o proliferare robusta a PH-urilor murine.

S-a constatat cd aproximativ 15% din
hepatocitele din cultura au contribuit la obtinerea
de organoizi si, dupa cateva zile de culturd, au
inceput sd formeze structuri asemdnatoare stru-
gurilor. Mai mult, Hep-Orgs au atins dimensiuni
de 100 um pana cand au format structuri asema-
natoare unei rozete (Peng et al, 2021). Factorul
TNF-a a fost descris ca o citokind inflamatorie
implicatd in expansiunea organoidelor hepatice
si, pe de alta parte. un potential de regenerare. S-
a constatat ca TNF-a este relevant pentru cultura
Hep-Org incat, daca administrarea de TNF-a in
mediu este opritd, organoizii nu mai pot creste, in
plus, observandu-se o deteriorare a culturii.

Studii de specialitate au evaluat daca
interleukina-6 (IL-6) are efecte similare asupra
cresterii  organoizilor, dar fard rezultate
consistente. In timp ce EGF nu poate induce
proliferarea hepatocitelor, actiunea sinergica
EGF si TNF-o a fost validatd si a indicat un
potential in proliferarea Hep-Orgs de pana la
35%. Mai mult, TNF-o previne apoptoza si
promoveaza  supravietuirea celulard  prin
amplificatorul lantului usor K al factorului
nuclear al celulelor B activate (NF-kB).
Concluzionand, TNF-a este cea mai promitatoare
citokind care poate sustine cresterea hepato-

citelor si formarea de Hep-Org (Peng et al., 2021).

Organoizii exprima caracteristici stabile, cum
ar fi expresia albuminelor, care a fost 2-4 ori mai
micd In comparatie cu cea a PH-urilor. Hep-Orgs
prezintd maturitate functionald, o caracteristica
de dorit pentru o directd modelare a bolii pornind
de la hepatocitele specifice pacientului. Mai
mult, capacitatea de a creste hepatocite specifice
pacientului asigurd un model potrivit pentru
medicina personalizata. Deoarece s-a observat ca
sunt prezente diferente genetice individuale,
modelul organoid ar trebui sa mentind in mod
ideal aceste diferente. De exemplu, citocromul
p450 (CYP450s) are o functionalitate foarte
variabila de la individ la individ si poate fi studiat
pornind de la celule cu fenotipul pacientului.

Sistemele Hep-Org prezinta stabilitate
genomica atat la nivel de secventa, cat si la nivel
de cromozom. Din acest motiv, cele mai potrivite
aplicatii pentru Hep-Org sunt afectiunile mono-
genice. Deficitul de alfa-1-antitripsind (A1AT) si
sindromul Alagille (ALGS) sunt afectiuni
monogenice care au fost deja studiate cu
utilizarea Hep-Orgs (Harrison et al., 2021).

Posibilitatea de a mentine Hep-Orgs in cultura
pentru o perioada lunga de timp este un avantaj
major in raport cu alte modele organoide, cum ar
fi modelele derivate din iPSC (Jalan-Sakrikar et al.,
2023).

In comparatie cu iPSC-urile, Hep-Orgs indica
o directie de functionalitate mai lungd in care
poate fi efectuatd testarea. Desi probele pentru
obtinerea PH implicd proceduri invazive, care
este unul dintre principalele dezavantaje, celulele
cu fenotipul dorit pot fi obtinute direct de la
pacient. Acest lucru are un impact mare in
reducerea sau inlocuirea modelelor animale.
Fiind cunoscute prezentele diferentelor cheie
fiziologice dintre specii, este recomandat sa se
aleagd un model care are backgroundul genetic
dorit. Lipsa heterogenitatii celulare limiteaza
acest model in posibilele aplicatii, pentru boli
complexe precum fibroza, MASLD sau cancerul,
care nu pot fi modelate din cauza absentei altor
componente celulare si a mediului.

Avantajele si dezavantajele majore ale
organoizilor derivati din hepatocite adulte sunt
prezentate n Tabelul 2.
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Dezavantaje \
» Accesul la tesuturile
primare
» Lipsa heterogenitatii in
populatia initiala

Avantaje

» Hepatocitele primare cu
maturitate functionala pot fi
crescute pe termen lung

» Stabilitatea genomica

» Posibilitatea de a creste
hepatocite mature specifice
pacientului

p Probele initiale pot fi
obtinute cu fenotipul dorit,
determinand reducerea sau
inlocuirea modelelor
animale in prezent

Tabelul 2. Avantajele si dezavantajele majore ale
organoizilor derivati din hepatocite adulte

Co-cultura de celule de diferite tipuri

Heterogenitatea celulard este o caracteristica
foarte importantd a unui model organoid care ar
trebui sa imite functiile organotipice ale tesutului
de origine. Multe functii sunt asigurate de
interactiunea si cdile de semnalizare intre diferite
tipuri de celule care sunt cocultivate In acelasi
mediu, o limitare a culturii de organoizi de tip unic
este datorata lipsei de semnalizare intre diferite
tipuri de celule. Pentru a studia boli precum
MASLD sau cancerul hepatic, cultura de organoizi
de tip unic nu este suficientd din cauza lipsei de
heterogenitate, care este o caracteristica critica a
conditiilor de micromediu (Thompson & Takebe, 2021).

Takebe si colab. au propus un model de Co-
Culturd a celulelor de mai multe tipuri care ia n
considerare caracteristicile mentionate anterior
(Zhu et al., 2021). In studiile experimentale realizate
s-au cocultivat celule endodermice hepatice
derivate din 1IPSC (iPSCs-HE) cu celule stem
mezenchimale (MSC) si celule endoteliale
derivate din cordonul ombilical (HUVEC). Desi
este dificil pentru organoizii hepatici sa creeze
retea vasculara in vitro, modelul lui Takebe pare
a fi eficient deoarece organoizii au fost transplan-
tati in reteaua vasculara a primitorului si, dupa 48
de ore, au prezentat retele functionale si matu-
rizare. Mai mult, albuminele au fost detectate in
sange la 10 zile dupd transplant (Zhu et al., 2021).
S-a demonstrat ca formarea “mugurilor” a fost
determinatd de MSC, iar rigiditatea a avut un
impact important asupra formirii. In ciuda
formarii tesutului parenchimatos functional
vascularizat, modelul dezvoltat de Takebe are
multe limitari organotipice, cum ar fi lipsa unui
omolog biliar. Absenta colangiocitelor si a
structurilor biliare este o limitare care provine din
diferentierea monostrat a iPSCs-HE care
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conduce toate celulele la aceeasi directie, evitand
directia biliard. (Harrison et al., 2021). Modelul lui
Takebe 1imita ontogenia ficatului datorita
prezentei multiplelor tipuri de celule; in plus,
acest model organoid poate suplini insuficienta
hepatica in vivo dupa grefare (He et al., 2023).
Ulterior, in 2019, grupul coordonat de catre
Takebe a dezvoltat un model organoid derivat din
iPSC, compus din celule asemanatoare hepatoci-
telor si celule mezenchimale, inclusiv celule
Kupffer si celule stelate hepatice. iPSC a fost dife-
rentiat in endoderm final printr-un mediu definit
imbogatit cu activin A, FGF4, BMP4, oncostatina
M (Ouchi et al,, 2019). Acest model a aratat carac-
teristici structurale si functionale ale celulelor
hepatice si a fost capabil sa reproduca steatoza si
fibroza hepatica dupa inducerea cu acid oleic,
indicand un nou sistem de modelare a bolilor
complexe, cum ar fi MASLD si fibroza hepatica.

Concluzii

In prezent, unii experti sustin ideea ci probele
de ficat sunt inca cel mai bun model pentru
studiul caracteristicilor acestuia, in timp ce alti
cercetatori sustin cd hepatocitele primare (PH)
sunt modelul autentic pentru multe aplicatii,
deoarece nu sunt supuse manipularii.

Organoidul optim ar trebui sa aiba urma-
toarele caracteristici: prezenta atat a celulelor
parenchimatoase, cat si a celor neparenchima-
toase, a interactiunilor celuld-celula si stromale si
caracteristici structurale si arhitecturale care sa
asigure mediul potrivit in tesut.

Deoarece lipsa de heterogenitate este o mare
limitare in modelul Hep-Orgs, cercetarile
viitoare ar trebui sd vizeze Imbunatitirea mai
multor modele de organoizi. Astfel, modelul care
ar prezenta heterogenitatea celulelor si
caracteristicile structurale ar putea fi folosit
pentru a studia boli complexe, cum ar fi MASLD
si cancerul hepatic.

Sunt necesare studii suplimentare pentru a
imbunatiti conditiile in etapele de cultura si
pentru a asigura un grad mai ridicat de maturitate
pentru celule asemanatoare hepatocitelor (HLC).
Deoarece principalul beneficiu al acestui model
de organoid este disponibilitatea usoara a
celulelor de la pacient, o imbunatatire a acestui
model ar fi de mare impact in cercetari aplicate
in medicind personalizatd
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