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Komoérki macierzyste i ich potencjalne
wykorzystanie w klinice

STEM CELLS AND THEIR POTENTIAL USE IN A CLINIC

Thanks to the progres in science the man of the beginnings of the third mil-
lenium uses the technologies which have been reserved for the highest enti-
ties. The development of physics has resulted in discovering many mysteries
of nuclear physics and the development of biology and genetics has enriched
man’s knowledge of the origins of living organisms and their regeneration. As
a result, mankind has been introduced in the fascinating world of stem cells.
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Wstep

Dzieki postepom nauki cztowiek siegnal u progu trzeciego tysigclecia
po technologie, ktére do tej pory byly przypisywane istotom najwyz-
szym. Rozwdj fizyki doprowadzit do zglebienia tajnikéw energii jadro-
wej, rozwdj nauk biologicznych i genetyki przyblizyl z kolei tajemnice
powstawania organizmow i ich regeneracji, wprowadzajac tym samym
ludzko$é w fascynujacy $wiat komérek macierzystych.

Mianem komérki macierzystej okresla sie komoérke, posiadajaca
zdolnos$é do samoodnawiania oraz réznicowania sie w komérki po-
tomne. Definicja ta jest jednak zbyt uproszczona. Wyrézniamy bowiem
wiele rodzajéw komoérek macierzystych, réznigcych sie pomiedzy
sobg potencjatlem proliferacyjnym oraz zdolnoscig do réznicowania.
W rzeczywisto$ci komérki macierzyste sg bardzo réznorodne i trud-
no je jednoznacznie opisaé¢ jedng wspélng definicjg. Pula komérek
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macierzystych utrzymuje w ré6wnowadze liczbe komérek somatycz-
nych w organizmie, a tym samym jest odpowiedzialna za odnawianie
zuzywajacych sie z czasem komoérek somatycznych oraz za regeneracje
narzadow i tkanek. Z tego powodu komérkom macierzystym poswie-
ca sie coraz wiecej uwagi i uwaza sie, ze technologie, prowadzace do
optymalizacji ich klinicznego wykorzystania, stang sie kluczem do
dlugowieczno$ci w rozwijajacej sie jako nowa dyscyplina kliniczna
medycynie regeneracyjne;j.

Zalozeniem medycyny regeneracyjnej jest wykorzystanie komérek
macierzystych w terapii uszkodzonych narzadéw i tkanek. Uwaza sie,
ze przeszczepianie calych narzadéw bedzie w przyszlo$ci coraz cze-
$ciej zastepowane przeszczepami zawiesiny komoérek macierzystych,
ukierunkowanych dla danego narzadu, ktére bedg mialy za zadanie
regeneracje/odbudowe uszkodzonych organéw. Szczegélne nadzieje
na wykorzystanie terapeutyczne komoérek macierzystych wigze sie
z takimi schorzeniami, jak zawal mie$nia sercowego, udar mézgu,
parkinsonizm, cukrzyca, dystrofie miesniowe, toksyczne uszkodzenia
watroby i nerek. Wydaje sie, ze czlowiek faktycznie zaczyna siegaé
coraz bardziej po upragniony klucz do dtugowiecznosci.

Komoérki macierzyste — definicja,
hierarchia i r6znorodno$¢

Najbardziej charakterystyczng cecha komérki macierzystej jest jej
zdolno$¢ do samoodnawiania i réznicowania sie w coraz to bardziej
ukierunkowane narzgdowo komérki potomne. Stad tez w przedziale
komoérek macierzystych istnieje duzy stopienr hierarchii i zréznico-
wania od tych najbardziej prymitywnych rozwojowo do bardziej juz
ukierunkowanych tkankowo/narzgdowo (Tabela 1). Dorosty ssak
rozwija sie z najwczes$niejszej komorki macierzystej, jaka jest zaptod-
niona komoérka jajowa (zygota). Zygota jest komérkg macierzystg
totipotencjalng (KMT). Komoérka taka zgodnie z definicjg daje pocza-
tek zaréwno komérkom lozyska jak i zarodka. Zygota jako KMT po
implantacji w macicy moze wiec daé¢ poczatek nowemu osobnikowi.
KMT na pierwszych etapach rozwoju embrionalnego réznicuje sie
natychmiast w komorki macierzyste pluripotencjalne (PKM), ktére
wystepujg m.in. w moruli (stadium zarodka sktadajgce sie z okoto 30
komoérek) oraz nastepnie w wezle zarodkowym blastocysty (blastocysta
sktada sie z okoto 250 komérek). PKM nie mogg odtworzy¢ tozyska,
ale dajg poczatek komérkom wszystkich trzech listkéw zarodkowych
(ektodermy, mezodermy i endodermy) i mogg réznicowacé sie w tzw.
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ukierunkowane tkankowo komoérki macierzyste (UTKM). UTKM ze
wzgledu juz na ograniczong mozliwo$¢ réznicowania do jednego rodza-
jutkanki zwane tez sg komérkami macierzystymi monopotencjalnymi.

Obliczono, ze z zaplodnionej zygoty (KMT) po okoto 47 podzialach
powstaje podczas rozwoju embrionalnego tgcznie okoto 10 x 10° ko-
moérek nalezacych do dwustu ré6znych rodzajéw komérek tworzacych
tkanki i organy ciala cztowieka. Komérki macierzyste ,,pracuja” ciezko
przez cale zycie osobnicze i w wyniku zsynchronizowanych proceséw
samoodnawiania i ré6znicowania komérek macierzystych rozwija sie
i funkcjonuje przez wiele lat dorosty, ciggle regenerujacy sie organizm.
Wiadomo bowiem, ze nablonek jelitowy wymienia sie co 48, godzin,
naskorek co 14 dni, granulocyty co tydzien, a erytrocyty majg okres
péltrwania sto — sto pieédziesigt dni. W innych narzadach i tkankach
wymiana zuzywanych komoérek jest wolniejsza, niemniej istniejg dzisiaj
dowody, ze nawet takie narzady, jak serce czy mézg wykazujg powolng
odnowe biologiczng. Trudno sobie bowiem wyobrazié¢, aby pojedyncza
komérka w narzadzie mogla zy¢ przez osiemdziesiat lat.

Biorgc pod uwage ogromny potencjal komérek macierzystych
iuwzgledniajac, jak wazng role odgrywajg one w codziennej regenera-
cji szeregu tkanek (m.in. tkanki krwiotworczej, naskérka czy nabtonka
jelitowego), nie powinno dziwié, ze komoérki te staly sie przedmiotem
zywego zainteresowania klinicystéw. Slusznie upatruje sie w nich klucz
do poprawienia jako$ci oraz przedtuzenia zycia ludzkiego.

Potencjalne Zrédia komérek macierzystych
do regeneracji tkankowo/narzadowej

Koncepcja wykorzystania komérek macierzystych w klinice pojawita
sie najpierw w hematologii. Od okolo czterdziestu lat wykorzystuje
sie bowiem krwiotwércze komoérki macierzyste (KKM), ktére zgodnie
z podang powyzej definicjg nalezg do przedzialu UTKM dla krwiotwo-
rzenia, w leczeniu szeregu choréb uktadu krwiotwéreczego. Coraz cze-
Sciej stosuje sie rowniez UTKM naskérka w leczeniu oparzen skory lub
dla usprawnienia procesu gojenia sie owrzodzen troficznych koniczyn.
Zaawansowana jest réwniez technologia pozyskiwania fibroblastéw
szpiku kostnego — tzw. macierzystych komérek mesenchymalnych,
ktére mozna uwazaé za UTKM dla tkanki tacznej, stuzgce w leczeniu
ubytkéw kostnych. Wspdlng cechg komérek macierzystych krwiotwor-
czych, naskérka czy mesenchymalnych jest stosunkowo duza tatwosé
ich pozyskiwania. Przeciwnie, ze zrozumiatych wzgledéw etycznych
i technicznych, znacznie trudniej jest uzyskaé od zdrowych dawcéw
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komoérki macierzyste innych tkanek i narzgdéw, jak np. mieéni szkie-
letowych, mie$nia sercowego, watroby, wysepek trzustki lub o$rodko-
wego ukladu nerwowego, w ilo§ciach pozwalajacych na ich potencjalne
wykorzystanie terapeutyczne.

W zwigzku z powyzszym, w ostatnich latach pojawily sie koncepcje
wykorzystania bardziej prymitywnych PKM, ktére jak wspomniano
powyzej majg zdolno$é réznicowania sie we wszystkie komérki zarodka
—bedac tym samym Zrédtem UTKM. Wykorzystanie PKM w medycynie
klinicznej wzbudzito na §wiecie spore nadzieje na rozwéj nowych metod
leczniczych, ale jednoczeénie spowodowalo szereg dyskusji i emocji
natury religijno-etycznej. Problem wykorzystania tych komérek jest
réznie postrzegany przez rézne religie, gdyz dotyka problemu poczatku
zycia czlowieka, ktéry jest réznie interpretowany przez rézne gtéwne
religie Swiata. Prébujac otrzymaé wezesno rozwojowe PKM, zblizamy
sie bowiem bardzo blisko do TKM, a wiec do komérki macierzystej, ktéra
moze rozwingé sie w dorostego osobnika. W ten sposéb nauka dotyka
dogmatéw na jakim etapie embriogenezy zaczyna sie zycie.

Embrionale i nieembrionalne zrédia
komoérek macierzystych

PKM mogg by¢ potencjalnie pozyskiwane z czterech réznych zré-
del, ktére wymieniono w Tabeli 1. Kazde z tych potencjalnych Zrédet
ma swoje zalety, jak i ograniczenia, ktére zostang pokrétce przed-
stawione ponizej. Oméwimy zaréwno kontrowersyjne zZrédta PKM
pochodzgcych z zarodkéw, jak i otrzymywanych z dorostych tkanek.
Takie szersze przedstawienie problemu moze byé pomocne w zrozu-
mieniu zjawisk, o ktérych czesto wypowiadajg sie osoby, ktérym brak
jest wiedzy biologicznej, nie wiedzace, co kryje sie pod konkretnymi
pojeciami. Dlatego tez nie bedziemy unikaé trudnych i drazliwych te-
matéw, wierzgc ze kazdy musi sam dokonaé wyboru zgodnie z wlasnym
sumieniem i osobistym $wiatopogladem, jakie sg potencjalne granice
wykorzystania réznych zrédet komoérek macierzystych w medycynie.

Pluripotencjalne komoérki macierzyste
izolowane z zarodkéw (embrionalne)

Wiadomo, ze tkanki zarodkowe sg potencjalnym Zrédiem PKM.
Komorki takie mozna pozyskaé z rozwijajgcej sie moruli lub blastocy-
sty (Rycina 1), wykorzystujac np. zamrozone wezesne ,,nadliczbowe”
morule przechowywane w klinikach, gdzie wykonuje sie zaptodnienia
in vitro. Wykorzystujac takie zarodki, uzyskano pierwsze ustalone
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ludzkie linie komérek embrionalnych. Zgodnie z dekretem prezydenta
Georga Busha, jesli byly one otrzymane przed 9.08.2001 roku, mogty
by¢ legalnie wykorzystane do badan finansowanych z funduszy fede-
ralnych. Jeéli otrzymane byly ,,minute” po péinocy z 9 na 10.08.2001
roku, tego prawa juz sie nie stosowalo. Byla to oczywiscie sztucznie
ustalona granica, ktéra nie rozwigzywala tego problemu. Szybko
jednak okazalo sie, ze wiele z okoto szes§édziesieciu ludzkich linii, na
ktérych zezwolono badania jest malo przydatnych. Linie te bowiem
szybko zmienialy wlaciwo$ci w hodowlach in vitro.

Tabela 1. Hierarchia komérek macierzystych (KM)

Dajg poczatek zaréwno ciatu zarodka, jak i tkan-
kom tozyska. W warunkach naturalnych totipo-
tencjalnymi komérkami sg zaplodniony oocyt
Totipotencjalne KM | (zygota) oraz pierwsze blastomery.

(KMT) W warunkach sztucznych totipotencje zachowu-
je odpowiednik zygoty — tzw. klonota, powstaty
na skutek transferu jgdra komoérki somatycznej
do oocytu (ang. nuclear transfer).

Dajg poczatek komérkom wszystkich trzech

Pluripotencjalne listkéw zarodkowych po przeszczepieniu do

KM rozwijajacej sie blastocysty. Pluripotencjalnymi

(PKM) sg komoérki wewnetrznej masy blastocysty oraz
epiblastu.

Monopotencjalne Obejmujg tzw. komérki ukierunkowane tkanko-

KM lub ukierun- wo, dajace poczatek komérkom tylko jednej linii.

kowane tkankowo Nalezg tu m.in. KM nabtonka jelit, krwiotwoércze

komorki macierzyste | KM, KM naskérka, KM nerwowe, KM watroby

(UTKM) oraz KM miegéni szkieletowych.

Zr6dto PKM z zarodkéw pochodzacych od daweéw do potencijal-
nych terapii budzi jednak réwniez sporo zastrzezen natury naukowe;j.
Zarodki takie, jak wiadomo, sg tkankowo odmienne od potencjalnego
biorcy komoérek. W zwigzku z powyzszym ustalone linie komérek em-
brionalnych beda réznicowaly sie w komoérki, ktére bedg posiadaty
inny zestaw antygenéw uktadu zgodnos$ci tkankowej niz potencjalny
biorca. Bedg wiec rozpoznawane przez uktad immunologiczny biorcy
jako catkowicie obce, gdyz zarodek pochodzit od niezgodnego w ukta-
dzie HLA dawcy. Ponadto, trudno sobie wyobrazié, biorge pod uwage
wzgledy etyczne, jak i techniczne (dostep do komérek rozrodczych
rodzicéw), ze otrzymywaloby sie takie zarodki dla konkretnego pacjen-
ta ,,na zamoéwienie” od biologicznych rodzicéw. Badania u zwierzat
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doswiadczalnych wykazaly ponadto, ze podanie komérek ustalonych
linii embrionalnych powoduje u nich powstawanie potworniakéw.
Nierealne wydaje sie réwniez pozyskiwanie pojedynczych blastome-
réw pozyskanych droga mikrobiopsji wezesnej moruli, jak to zostato
ostatnio zaproponowane przez jeden z zespoléw badawczych. Dlatego
tez pozyskiwanie PKM dla cel6w klinicznych z normalnych ludzkich
zarodkow zostalo stusznie zarzucone. Pozostal niemniej jednak dy-
lemat, co zrobi¢ z zamrozonymi w bankach na $wiecie zarodkami:
trzymaé je w nieskonczonos$¢ w stanie hibernacji, rozmrozié i zniszczy¢
czy tez wykorzysta¢ do badan podstawowych.

PKM izolowane z zarodkéw

B ‘ Klonowanie terapeutyczne |

v ‘ \J .
4 “, Komoérka somatyczna
H
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A | Zapfodnienie

Oocyt ’ @ jl:;t::iete

v
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KOMORKI MACIERZYSTE wlasnoécig autora.

Rycina 1. PKM pozyskiwane z zarodkow. Panel A - PKM obdarzone wla-
$ciwos$ciami réznicowania sie w komorki wszystkich trzech listkéw zarod-
kowych pozyskuje sie poprzez ekspansje PKM izolowanych z wezla zarod-
kowego blastocysty. Blastocyste mozna otrzymac in vitro z moruli, ktéra
powstaje z zygoty drogg zaptodnienia komérki jajowej przez plemnik in
vitro. Panel B — PKM mozna réwniez pozyskaé na drodze tzw. klonowania
terapeutycznego, podczas ktérego zamiast zaptodnienia komoérki jajowej
przez plemnik, wprowadza sie do cytoplazmy enukleowanej uprzednio
komorki jajowej jadro dojrzalej komoérki somatycznej (np. fibroblastu).

W wyniku tego procesu zwanego jako ,,przeniesienie jadra” (ang. nuclear
transfer) powstaje klonota, ktéra podobnie jak zygota moze daé poczatek
moruli, a potem blastocy$cie. Warto nadmienié, ze zar6wno zygota, jak

i klonota, jesli zostang umieszczone w macicy, utworzg dojrzatego osob-
nika. Jesli osobnik taki powstaje z klonoty, méwimy o tzw. klonowaniu
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reprodukcyjnym. Zastosowanie tego typu strategii w wypadku czlowieka
budzi szereg zastrzezen natury etycznej. Jednak jak do tej pory nie udato
sie jeszcze na szczeScie otrzymaé ludzkiej klonoty.

Pluripotencjalne komoérki macierzyste uzyskiwane
w wyniku tzw. klonowania terapeutycznego

Biorac pod uwage aspekty natury etycznej, jak i problemy technicz-
ne w pozyskiwaniu normalnych ludzkich zarodkéw oraz §wiadomosé,
ze PKM otrzymywane z takich zarodkéw bedg réznicowaly sie w nie-
zgodne tkankowo z biorca tkanki, opracowano strategie pozyskiwania
PKM z wczesnych zarodkéw tworzonych w laboratorium w wyniku
tzw. klonowania terapeutycznego (Tabela 2).

Tabela 2. R6zne potencjalne Zzrédia pluripotencjalnych komérek macierzy-
stych (PKM).

PKM PKM PKM PKM
izolowane izolowane izolowane | uzyskane
z banko- z zarodkow z doro- w wyniku
wanych otrzymanych stych transforma-
zarodkow | poprzez utwo- tkanek cji komorek
otrzyma- | rzenie klonoty (np. somatycznych
nych droga | (klonowanie VSELSs) | (indukowane
zaplodnienia | terapeutyczne) PKM)
Ryzyko
powstania
guzéw nowo- + + - +
tworowych —
potworniakéw
Problem
niezgodno$ci + - - +/-
tkankowej
Wymagany
dawca komor- + + - -
ki jajowej
Zastrzeze-
nia natury Tak ! Tak/Nie* Nie Nie
etycznej

* Problem réznie postrzegany przez r6zne giéwne religie Swiatowe. Szereg
religii potencjalnie akceptuje klonowanie terapeutyczne (np. islam, buddyzm,
judaizm), ale zdecydowana wiekszo$¢ odrzuca klonowanie reprodukcyjne.
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Strategia klonowania terapeutycznego polega na utworzeniu in vitro
komoérki, ktéra jest rowna pod wzgledem potencjalu rozwojowego zy-
gocie. Komoérka taka zwana jest klonotg (Rycina 1). Podczas tworzenia
klonoty wykorzystuje sie ,,jako inkubator biochemiczny” cytoplazme
komoérki jajowej, z ktérej uprzednio usuwa sie jadro posiadajgce poto-
we (haploidalng liczbe) chromosoméw. Do pozbawionej jadra komérki
jajowej wprowadza sie nastepnie jadro dojrzaltej komérki somatycznej
(np. jadro fibroblastu lub limfocytu), ktéra posiada peten diploidalny
garnitur chromosomalny. Proces ten rézni sie od zaptodnienia tym,
ze w przeciwienstwie do zaptodnienia nie wystepuje tutaj potgczenie
haploidalnej liczby chromosoméw matki i haploidalnej liczby chromo-
som6w ojca w unikalny diploidalny zestaw genéw. W przeciwienstwie,
wszystkie chromosomy (zestaw diplioidalny), w tym i geny zgodnosci
tkankowej, pochodzg z komérki dawcey jadra.

Po przeniesieniu jgdra somatycznego do cytoplazmy komérki ja-
jowej, wprowadzone chromosomy ulegaja ,,odréznicowaniu”. Jak
wspomniano, cytoplazma komoérki jajowej jest unikalnym inkubatorem
biochemicznym zawierajgcym szereg enzyméw mogacych modyfiko-
waé DNA. Ogélnie ujmujac, proces ten polega na procesach demety-
lacji DNA oraz odpowiedniej rearanzacji i ustaleniu odpowiedniego
wzoru metylacji i acetylacji bialek histonowych. Wszystko to prowadzi
do rozluzZnienia struktury chromatyny i powrotu zréznicowanego juz
rozwojowo DNA z komoérki somatycznej dawcy do stanu, jaki mialo ono
w zaplodnionej komércee jajowej. Umozliwia to ekspresje wczesnych
roZwojowo genow.

Powstaje tym samym klonota, bedaca sztucznie stworzonym rodza-
jem KMT, ktéra w odréznieniu od zygoty posiada zestaw chromoso-
méw — tym samym geny kodujace uktad zgodnosci tkankowej, zgodny
z komoérka, od ktérej pochodzito jadro. Strategia ta znana jako przenie-
sienie jadra komérkowego do komoérki jajowej (ang. nuclear transfer),
jest ciggle jeszcze jednak w stadium eksperymentalnym w modelach
zwierzecych u ssakéw. Jak wiadomo, ostatni gloény skandal w Korei
wykazal, ze wbrew wczesniejszym doniesieniom nie udato sie do tej
pory nikomu jeszcze otrzymacé ludzkiej klonoty.

Nalezy nadmienié, ze szereg emocji natury etycznej budzi potencjat
rozwojowy klonoty. Jak wspominano, klonota, podobnie jak zaptodnio-
na komoérka jajowa jest komorka totipotecjalng (TKM). W hodowlach
in vitro moze daé poczatek moruli i blastuli, z ktérych mozna pozyskaé
PKM, podobnie jak to prébowano czynié z zarodkéw rozwijajgcych
sie w wyniku fizjologicznego zaplodnienia. Strategia pozyskiwania
takich komoérek z zarodkéw tworzonych przez klonote, znana jest
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pod nazwa tzw. klonowania terapeutycznego. Z drugiej jednak strony,
jezeli klonote umiesci sie w macicy, moze ona podobnie jak zygota
daé poczatek nowemu osobnikowi. Powoduje to duze opory natury
etycznej, gdyz stwarza podstawy tzw. klonowania reprodukcyjnego.
W ten sposéb otrzymano np. stynng owce Dolly. Mozliwo$é klonowania
terapeutycznego, jako drogi pozyskania komérek zgodnych z dawca
jadra komérkowego, jest dopuszczana przez niektére kregi religijno-
-kulturowe. Jak jednak wspomniano, nalezy sie cieszyé, ze nie udalo
sie do tej pory uzyskaé ludzkiej klonoty i pochodzgcych z niej ludzkich
PKM.

Teoretyczna mozliwoé¢ uzyskania ludzkich PKM na drodze klono-
wania terapeutycznego spowodowala jednak ostrg krytyke ze strony
kregéw kulturowo-religijnych. Postawiono bowiem stuszny zarzut,
ze zarodek otrzymany z klonoty powinien by¢ traktowany jako istota
zywa. W odpowiedzi na te zarzuty zaproponowano szereg modyfikacji
pozyskiwania PKM z zarodkéw. Zgodnie z powyzszym, PKM zaczeto
pozyskiwaé z zarodkéw uzyskanych w wyniku partenogenezy (omijajac
proces fizjologicznego zaplodnienia), drogg mikrobiopsji rozwijajacej
sie moruli, uzyskujac pojedyncze blastomery, bedace materialem
wyj$ciowym do namnazania PKM czy tez tworzac niezdolne rozwo-
jowo zarodki poprzez wprowadzenie tzw. ,,genu samobdjczego”, ktéry
uniemozliwia ukonczenie pelnej emrbiogenezy.

Oprécz oporéw natury etyczno-religijnej gléwng przeszkodg
szerszego wykorzystania klonowania terapeutycznego okazala sie
1) dotychczasowa nieefektywnos$é tej strategii w uzyskaniu ludzkich
klonot, 2) potrzeba dostepu do ludzkich komérek jajowych (oocytéw)
oraz 3) obserwacje, ze PKM otrzymane ze zwierzecych klonot tworzg
réwniez, podobnie jak komérki embrionalne u zwierzat do§wiadczal-
nych, potworniaki. Co najwazniejsze, w miedzyczasie pojawily sie
inne alternatywne metody pozyskiwania PKM z dorostych tkanek np.
poprzez modyfikacje genetyczng komérek izolowanych od pacjentéw.
Powyzsze strategie oméwione zostang ponize;j.

Komérki macierzyste pozyskiwane z dorostych tkanek

Niejako réwnolegle z pierwszymi doniesieniami, ze mozliwe jest
pozyskanie ludzkich linii komérek embrionalnych, zaczeto poszukiwaé
innych alternatywnych Zrédel PKM. Ponizej oméwie tzw. indukowa-
ne PKM (ind-PKM) oraz izolowane z dorostych tkanek PKM majace
markery komérek embrionalnych — tzw. komérki VSELs. Pozyskanie
takich komérek bylo oczekiwane szczegéblnie z zainteresowaniem
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przez oponentéw stosowania komérek embrionalnych w medycynie
regeneracyjnej.

Indukowane PKM (ind-PKM)

Innym rodzajem PKM, ktére zaproponowano ostatnio jako alterna-
tywe dla komoérek izolowanych z zarodkéw sg tzw. indukowane PKM
(ind-PKM). Komoérki te sg uzyskiwane w wyniku transformacji hodow-
lanych in vitro doroslych komérek somatycznych za pomocag genéw
kodujgcych czynniki transkrypcyjne kluczowe dla rozwoju komérek
embrionalnych (Oct-4, Nanog, Kif4, c-myc). Geny te wprowadzane sg
do komérki somatycznej (np. komérki fibroblastu) za pomocg wekto-
réow retrowirusowych. W wyniku powyzszej strategii mozna uzyskacé
transformowang komoérke, ktéra posiada szereg wlasciwosci PKM
(m.in. réznicuje sie w komoérki pochodzgce ze wszystkich trzech list-
kéw zarodkowych).

Transformacja taka jest jednak stosunkowo rzadka, $rednio jedna
komoérka na kilka tysiecy poddanych powyzszej manipulacji genetycz-
nej ulega transformacji (indukeji do stanu embrionalnego) i zaczyna
proliferowaé, tworzac klon sktadajgcy sie z ind-PKM. Jest to jednak
trudno kontrolowany proces, a komérki uzyskane w wyniku powyzszej
strategii, podobnie jak komérki embrionalne izolowane z zarodkéw,
tworzg potworniaki w modelach do$§wiadczalnych u zwierzat labora-
toryjnych. Wprowadzanie do komérek somatycznych genéw induku-
jacych powstanie ind-PKM zaburza ponadto strukture i organizacje
DNA, co moze potencjalnie prowadzi¢ do indukowania mutacji i po-
wstania komoérek nowotworowych.

Obecnie prébuje sie uzyskaé¢ ind-PKM, ograniczajac liczbe wpro-
wadzonych genéw (np. transformujac komérki tylko za pomoca po-
jedynczego genu Oct-4) oraz prébujac zastgpi¢ wprowadzane geny
pewnymi niskoczgsteczkowymi molekulami, ktére bezposrednio mogg
,»odréznicowywaé” DNA w komoérkach somatycznych. Wydaje sie, ze
jest to bardziej obiecujgca strategia pozyskiwania ind-PKM w poréw-
naniu z transformacjg komérek za pomocg wprowadzanych genéw
w niekontrolowany sposéb do chromosomaéw.

Przyjmuje sie, ze ind-PKM sg alternatywa komoérek pozyskiwanych
z zarodkéw m.in. réwniez tych otrzymywanych na drodze klonowania
terapeutycznego. Tak wiec, kontrowersyjny problem wykorzystania
komoérek z zarodkéw niejako rozwigzuje sie na naszych oczach pod
postacig ind-PKM. Otrzymanie ind-PKM nie wymaga dostepu do
ludzkich komoérek jajowych, a co najwazniejsze komoérki powsta-
jace z ind-PKM, podobnie jak te otrzymywane drogga klonowania
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terapeutycznego, bedg posiadaly te same geny kodujgce uklad zgod-
noéci tkankowej jak potencjalny biorca. Moglyby by¢ wykorzystane
w klinice bez ryzyka odrzucenia powstajacych z nich tkanek. Co naj-
wazniejsze, o ile strategia klonowania terapeutycznego nie powiodla
sie jak do tej pory w przypadku komérek czlowieka, otrzymano juz
szereg ludzkich linii komérek ind-PKM.

Nalezy jednak nadmieni¢, ze ind-PKM niestety rowniez powodujg
powstawanie potworniakéw i sg odrzucane przez organizm biorcy
w modelach zwierzecych. Problem ten musi zostaé¢ rozwigzany zanim
zastosuje sie takie komérki w klinice.

Komoérki plurpotencjalne izolowane
z doroslych tkanek — komérki VSELs

Kilka lat temu zaproponowano teorie tzw. ,,plastycznos$ci komérek
macierzystych” lub ich zdolnos$ci do ,,transréznicowania”. Zgodnie
z tg teorig UTKM np. KKM pozyskane np. ze szpiku kostnego, skad
stosunkowo tatwo je wyizolowaé, bylyby zdolne do odréznicowania
sie w komorki macierzyste swoiste dla innych narzadéw np. mie$nia
sercowego, oSrodkowego uktadu nerwowego lub watroby. Ogromne
nadzieje poktadano w potencjalnym zastosowaniu KKM izolowanych
ze szpiku kostnego, mobilizowanej krwi obwodowej oraz krwi pepowi-
nowej, w terapiach regeneracyjnych uszkodzonych narzadéw i tkanek.
Szereg artykuléw naukowych, opublikowanych w najlepszych pismach
naukowych sugerowalo teorie plastycznosci KKM, demonstrujgc po-
zytywne wyniki wykorzystania tych komérek w zwierzecych modelach
regeneracyjnych w zawale serca, udarze mézgu, mechanicznym uszko-
dzeniu rdzenia kregowego oraz toksycznym uszkodzeniu watroby.

Pomimo przytoczonych powyzej obiecujacych wynikéw, rola szpiku
kostnego oraz zawartych w nim KKM, w regeneracji uszkodzonych
narzadéw budzila jednak od poczatku kontrowersje. Seria badan
z zastosowaniem fenotypowo zdefiniowanych i oczyszczonych sub-
populacji macierzystych komérek hematopoetycznych, przyniosta
bowiem rozczarowanie, ukazujagc negatywne wyniki w modelach
regeneracji miesnia sercowego oraz mézgu. Te nieoczekiwane obser-
wacje podwazyly koncepcje plastycznosci KKM. Czesé uzyskanych po-
przednio pozytywnych wynikéw zaczeto ttumaczy¢ poprzez fenomen
fuzji komérkowej. Wedlug tej teorii, przeszczepiane KKM, moglyby
ulegaé fuzji (stopieniu) z komérkami uszkodzonych narzadéw. Tak
wiec komérki w uszkodzonych narzgdach, leczonych przeszczepio-
nymi KKM, byly wtedy heterokarionami powstatymi na skutek fuzji
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przeszczepionych KKM oraz komoérek nalezgcych do uszkodzonego
narzgdu. Warto nadmienié jednak, ze fuzja komérkowa nalezy jednak
do bardzo rzadkich, przypadkowych zjawisk i nie moze w pelni ttu-
maczy¢ opublikowanych, pozytywnych wynikéw badan wskazujacych
udzial komérek izolowanych z dorostych tkanek w regeneracji. Zacze-
to wiec poszukiwaé innego wytlumaczenia ,,zjawiska plastycznosci”
komoérek macierzystych.

Ostatnie doniesienia wskazaly m.in. na mozliwo$é modyfikacji fe-
notypu komoérek znajdujacych sie w tkankach poprzez przeniesienie
receptoréw komérkowych, bialek cytoplazmatycznych oraz mRNA
z sgsiednich komoérek za pomoca wymiany mikrofragmentéw komor-
kowych (ang. microvesicles). Mikrofragmenty komérkowe sg kulistymi
strukturami, w ktérych fragment cytoplazmy komérkowej jest otoczo-
ny blong komérkows. Zluszczanie mikrofragmentéw z powierzchni
blony komérkowej opisane zostalo jako zjawisko fizjologiczne towa-
rzyszgce wzrostowi komoérek oraz ich aktywacji w procesach takich
jak np. niedotlenienie tkanek, czy ich uszkodzenie. W zwigzku z tym,
wspomniane przeniesienie receptoréw powierzchniowych, bialek oraz
informacji genetycznej, jakg jest mRNA, pomiedzy wszczepionymi
KKM szpiku kostnego a komérkami gospodarza za pomocg mikro-
fragmentéw btonowych, mogloby przejSciowo prowadzié do zmiany
fenotypu komérek uszkodzonego organu, co wydaje sie jednak najbar-
dziej logicznym wytlumaczeniem wyjasniajagcym pozytywne wyniki
wykazujace ,,plastyczno$é¢” KKM oraz udzial komérek szpikowych
w regeneracji uszkodzonych narzadoéw.

Od poczatku badan nad plastyczno$cig nie wzieto powaznie pod
uwage mozliwo$ci, ze szpik kostny zawiera heterogenng populacje ko-
moérek macierzystych. Dlatego, ze nieuwzglednienie takiej mozliwosci
oraz brak odpowiednich kontroli w prowadzonych badaniach nad re-
generacja tkanek niehematopoetycznych z udziatem przeszczepionych
komoérek szpiku kostnego oraz krwi pepowinowej, doprowadzilo do
wielu niescistosci i niewlasciwych interpretacji omawianych zjawisk.
Zgodnie z powyzszym, najlepszym wyjasnieniem zjawiska plastyczno-
sci KKM wydaje sie fakt obecno$ci heterogennej populacji komérek
macierzystych w szpiku kostnym, mobilizowanej krwi obwodowe;j
oraz krwi pepowinowej, ktérych to udzial w regeneracji uszkodzonych
tkanek moze ttumaczy¢ opisywane zjawiska ,,plastycznosci i transréz-
nicowania” KKM. Tak wiec, fakt wystepowania wezesnych rozwojowo
niehematopoetycznych komérek macierzystych w szpiku kostnym,
krwi obwodowej lub pepowinowej moze wyjasni¢ bardziej wiarygod-
nie niz transréznicowanie KKM pozytywne wyniki ,,plastycznosci”.
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Rozpoczeto wiec poszukiwania takich komoérek w szpiku kostnym,
krwi pepowinowej i mobilizowanej krwi obwodowej. Planem tych po-
szukiwan bylo zidentyfikowanie m.in. populacji tzw. matych komérek
embrionalno podobnych komérek macierzystych (ang. very small
embryonic-like stem cells — VSELS).

Wykazano, ze komérki te sg zdeponowane w tkankach podczas
rozwoju embrionalnego jako populacja PKM i Zrédto dla bardziej
zréznicowanych UTKM. Stanowig one jednak bardzo rzadka populacje
komoérek np. w dorostym szpiku kostnym ok. jedna komérka VSEL
przypada na 10%-10° komérek jednojadrowych. Wykazano réwniez,
ze szpik kostny, jak inne tkanki mlodych osobnikéw zawiera wiecej
komoérek o fenotypie VSELs i liczba tych komérek maleje z wiekiem.
Wiadomo, ze komérki te pojawiajg sie w krwi obwodowej w stanach
uszkodzen narzadowych, uwidaczniajac niejako naturalny mechanizm
organizmu polegajacy na mobilizacji tych komérek, aby braty udziat
w proébie regeneracji uszkodzonych tkanek. Myslac o wykorzystaniu
tych komérek do potencjalnych celéw terapeutycznych, niezbednym
staje sie szybkie opracowanie skutecznej metody ekspansji tych ko-
moérek ex vivo. Mozna byloby réwniez rozwazyé strategie lecznicze
zwiekszajgce mobilizacje tych komérek do krwi obwodowej za pomoca
$rodkéw farmakologicznych. Lekiem, ktéry skutecznie mobilizuje ko-
morki szpiku kostnego, w tym réwniez VSELs jest czynnik wzrostowy
pochodzenia granulocytéw (ang. granulocyte colony stimulating factor
- G-CSF).

Wyniki otrzymane w naszym laboratorium wskazujg jednak, ze
VSELSs mogg stanowi¢ realng alternatywe dla komérek pozyskiwanych
np. drogg tzw. klonowania terapeutycznego czy ind-PKM. W czasie,
kiedy trwa etyczno-religijna debata nad zastosowaniem komérek
embrionalnych w klinice, istnieje uzasadniona potrzeba zbadania
potencjatu terapeutycznego VSELs, jako alternatywnego Zrédta ko-
moérek do terapii. Musimy wiec jak najszybciej znalezé odpowiedZ na
pytanie, czy izolowane z tkanek dorostych osobnikéw VSELs, moga
by¢ efektywnie zastosowane w klinice. Nadchodzace lata z pewnoscig
przyniosg wazne odpowiedzi na postawione pytania.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste, medycyna regeneracyjna,
klonowanie terapeutyczne
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