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Wstep

Dzieki postepom nauki czlowiek siegngt u progu trzeciego
tysigclecia po technologie, ktére do tej pory byly przypisy-
wane istotom najwyzszym. Rozwdj fizyki doprowadzit do

zglebienia tajnikéw energii jadrowej, rozwdéj nauk biologicz-
nych i genetyki przyblizyl z kolei tajemnice powstawania
organizméw i ich regeneracji, wprowadzajac tym samym
ludzko$¢é w fascynujacy $wiat komoérek macierzystych [1, 2].
Komérkom macierzystym po$wieca sie coraz wiecej uwagi
i uwaza sie, ze technologie prowadzgce do optymalizacji ich
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Tabela I - Hierarchia komérek macierzystych (KM)

Table I - Developmental hierarchy of stem cell compartment
Totipotencjalne KM (KMT)

Daja poczatek zaréwno cialu zarodka, jak i tkankom lozyska. W warunkach naturalnych

totipotencjalnymi komérkami sg zaplodniony oocyt (zygota) oraz pierwsze blastomery.
W warunkach sztucznych totipotencje zachowuje odpowiednik zygoty — tzw. klonota,
powstata na skutek transferu jadra komorki somatycznej do oocytu (nuclear transfer).

Pluripotencjalne KM (PKM)

Daja poczatek komérkom wszystkich trzech listkéw zarodkowych po przeszczepieniu

do rozwijajgcej sie blastocysty. Pluripotencjalne sg komoérki wewnetrznej masy
blastocysty oraz epiblastu.

Multipotencjalne KM (MKM)

Monopotencjalne KM lub ukierunkowane
tkankowo komoérki macierzyste (UTKM)

Dajg poczatek komérkom dwoch listkéw zarodkowych lub jednego listka zarodkowego.

Obejmujg tzw. komorki ukierunkowane tkankowo, dajace poczatek komérkom
tylko jednej linii. Nalezg tu m.in. KM nabtonka jelit, krwiotwércze KM,

KM naskdrka, KM nerwowe, KM watroby oraz KM miesni szkieletowych.

klinicznego wykorzystania stang sie kluczem do dlugowiecz-
nosci w rozwijajacej sie jako nowa dyscyplina kliniczna
medycynie regeneracyjnej [3].

Zatozeniem medycyny regeneracyjnej jest wykorzystanie
komérek macierzystych w terapii uszkodzonych narzgdéw
i tkanek. Biorgc pod uwage ogromny potencjal komoérek
macierzystych i uwzgledniajgc, jak wazng role odgrywaja one
w codziennej regeneracji szeregu tkanek (m.in. tkanki krwio-
tworczej, naskérka czy nablonka jelitowego), nie mozna sie
dziwié, ze komorki te staly sie przedmiotem zywego zaintere-
sowania klinicystéw. Stusznie upatruje sie¢ w nich klucz do
poprawienia jakosci oraz przedituzenia zycia ludzkiego [1].

Uwaza sie, ze przeszczepianie calych narzgdéw bedzie
w przyszloSci coraz czeSciej zastepowane przeszczepami
zawiesiny komérek macierzystych, ukierunkowanych dla
danego narzadu, ktére beda mialy za zadanie regeneracje/
odbudowe uszkodzonych organéw [4, 5]. Szczegdlne nadzieje
na wykorzystanie terapeutyczne komoérek macierzystych
wigze si¢ z takimi schorzeniami, jak zawal mieénia serco-
wego, udar moézgu, parkinsonizm, cukrzyca, dystrofie mies-
niowe, toksyczne uszkodzenia watroby i nerek. Komérkami
macierzystymi interesuje sie coraz bardziej nowoczesna ga-
stroenterologia. Wydaje sie, ze czlowiek faktycznie zaczyna
siegaé coraz bardziej po upragniony klucz do dtugowiecznosci.

Komérki macierzyste - definicja, hierarchia
i r6znorodnosé

Mianem komérki macierzystej, jak wspomniano, okresla sie
komérke majgca zdolno$¢ do samoodnawiania oraz réznico-
wania sie w komorki potomne [2]. Definicja ta jest jednak zbyt
uproszczona. Wyrézniamy bowiem wiele rodzajow komoérek
macierzystych, réznigcych sie pomiedzy soba potencjatem
proliferacyjnym oraz zdolnoscig do réznicowania. W rzeczy-
wistoéci komoérki macierzyste sg bardzo réznorodne i trudno
je jednoznacznie opisa¢ jedng wspélng definicjg. Pula komoé-
rek macierzystych utrzymuje w réwnowadze liczbe komoérek
somatycznych w organizmie, a tym samym jest odpowie-
dzialna za odnawianie zuzywajacych sie z czasem komorek
somatycznych oraz za regeneracje narzadéw i tkanek [3].
Najbardziej charakterystyczng cechg komérki macierzy-
stej jest jej zdolnoéé do samoodnawiania i réznicowania sie
w coraz to bardziej ukierunkowane narzgdowo komorki
potomne [6]. Stad tez w przedziale komérek macierzystych

istnieje duzy stopien hierarchii i zréznicowania od tych
najbardziej prymitywnych rozwojowo do bardziej juz ukie-
runkowanych tkankowo/narzadowo (Tab. I). Dorosly ssak
rozwija sie z najwcze$niejszej komérki macierzystej, jaka
jest zaplodniona komoérka jajowa (zygota). Zygota jest
komoérkag macierzystg totipotencjalng (KMT). Komoérka taka,
zgodnie z definicjg, daje poczatek zaréwno komoérkom
tozyska, jak i zarodka. Zygota jako KMT po implantacji
w macicy moze wiec daé poczgtek nowemu osobnikowi.
KMT na pierwszych etapach rozwoju embrionalnego rézni-
cuje sie natychmiast w komorki macierzyste pluripoten-
cjalne (PKM), ktére wystepuja m.in. w moruli (stadium
zarodka skladajgce sie z ~30 komorek) oraz nastepnie
w wezle zarodkowym blastocysty (blastocysta sktada sie
z ~250 komorek) [2]. PKM nie mogg odtworzy¢ lozyska, ale
daja poczatek komoérkom wszystkich trzech listkéw zarod-
kowych (ektodermy, mezodermy i endodermy) i moga réz-
nicowa¢ sie w tzw. ukierunkowane tkankowo komorki
macierzyste (UTKM). UTKM ze wzgledu juz na ograniczong
mozliwo$¢ réznicowania do jednego rodzaju tkanki zwane
tez sg komoérkami macierzystymi monopotencjalnymi.

Obliczono, ze z zaplodnionej zygoty (KMT) po okolo 47
podziatach powstaje podczas rozwoju embrionalnego tacznie
~10 x 10°> komérek nalezacych do 200 réznych rodzajow
tworzgcych tkanki i organy ciala czlowieka. Komoérki macie-
rzyste ,,pracuja’ ciezko przez cate zycie osobnicze i w wyniku
zsynchronizowanych proceséw samoodnawiania i réznicowa-
nia komoérek macierzystych rozwija sie i funkcjonuje przez
wiele lat dorosty, ciggle regenerujacy sie organizm. Wiadomo
bowiem, ze nabtonek jelitowy wymienia sie co 48 godzin,
naskérek co 14 dni, granulocyty co 1-5 dni, a erytrocyty majg
okres poéitrwania 100-150 dni [7, 8]. W innych narzadach
i tkankach wymiana zuzywanych komoérek jest wolniejsza,
niemniej istniejg dzisiaj dowody, ze nawet takie narzady, jak
serce czy moézg, wykazujg powolng odnowe biologiczna.
Trudno sobie bowiem wyobrazié, aby pojedyncza komoérka
w narzgdzie mogta zy¢ przez 80 lat.

Potencjalne zrédla komoérek macierzystych do
regeneracji tkankowo/narzadowej

Koncepcja wykorzystania klinicznego komoérek macierzy-
stych pojawila sie najpierw w hematologii. Od okoto 45 lat
wykorzystuje sie bowiem krwiotwdrcze komérki macierzyste
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(KKM), ktére, zgodnie z podang powyzej definicjg, nalezg do
przedziatu UTKM dla krwiotworzenia w leczeniu szeregu
choréb ukltadu krwiotwoérczego [6, 9]. Coraz czesciej stosuje
sie réwniez UTKM naskoérka w leczeniu oparzen skéry lub
dla usprawnienia procesu gojenia si¢ owrzodzen troficznych
konczyn. Zaawansowana jest réwniez technologia pozyski-
wania fibroblastéw szpiku kostnego - tzw. macierzystych
komérek mezenchymalnych, ktére mozna uwazac¢ za UTKM
dla tkanki tgcznej w leczeniu ubytkéw kostnych [7, 10, 11].
Wspdélng cecha komoérek macierzystych krwiotwdrczych,
naskérka czy mezenchymalnych jest stosunkowo duza lat-
wo$¢ ich pozyskiwania. Przeciwnie, ze zrozumiatych wzgle-
déw etycznych i technicznych, znacznie trudniej jest uzys-
ka¢ od zdrowych dawcéw komérki macierzyste innych
tkanek i narzadéw, jak np. mieéni szkieletowych, miesnia
sercowego, watroby, wysepek trzustki lub osrodkowego
uktadu nerwowego, w iloSciach pozwalajacych na ich poten-
cjalne wykorzystanie terapeutyczne.

W zwigzku z powyzszym, w ostatnich latach pojawily sie
koncepcje wykorzystania bardziej prymitywnych pluripoten-
cjalnych komoérek macierzystych (PKM), ktére, jak wspom-
niano powyzej, maja zdolnos¢ réznicowania sie we wszyst-
kie komoérki zarodka - bedac tym samym Zrédiem UTKM.
Wykorzystanie PKM w medycynie klinicznej wzbudzilo na
Swiecie spore nadzieje na rozwdj nowych metod leczni-
czych, ale jednocze$nie spowodowalo szereg dyskusji
i emocji natury religijno-etycznej. Problem wykorzystania
tych komoérek jest réznie postrzegany przez rézne religie,
gdyz dotyka problemu poczatku zycia czlowieka, ktéry jest
réznie interpretowany przez rézne gltéwne religie Swiata
[1, 12, 13]. Prébujac otrzymac wczesnorozwojowe 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.

Embrionalne i nieembrionalne zrédta komérek
macierzystych

PKM moga by¢ potencjalnie pozyskiwane z czterech réznych
Zrédet, ktére wymieniono w tabeli 1. Kazde z tych potencjal-
nych Zrédel ma swoje zalety jak i ograniczenia, ktére

zostang pokrétce przedstawione ponizej. Oméwimy zardéw-
no kontrowersyjne zrédta PKM pochodzgcych z zarodkow,
jak i PKM otrzymywane z dorostych tkanek [7, 11]. Takie
szersze przedstawienie problemu moze by¢é pomocne
w zrozumieniu zjawisk, na temat ktérych czesto wypowia-
daja sie osoby, ktérym brak jest wiedzy biologicznej, niewie-
dzacy, co kryje sie pod konkretnymi pojeciami. Dlatego tez
nie bedziemy unikaé trudnych i drazliwych tematéw, wie-
rzac, ze kazdy musi sam dokonaé¢ wyboru zgodnie z wias-
nym sumieniem i osobistym $wiatopogladem, jakie sg po-
tencjalne granice wykorzystania réznych zrédel komérek
macierzystych w medycynie.

Pluripotencjalne komérki macierzyste izolowane z zarodkéw
(embrionalne)

Wiadomo, ze tkanki zarodkowe sg potencjalnym zZrédiem
PKM. Komérki takie mozna pozyskaé z rozwijajacej sie
moruli lub blastocysty (Ryc. 1), wykorzystujac np. zamro-
zone ,hadliczbowe” morule przechowywane
w klinikach, gdzie wykonuje sie zaptodnienia in vitro. Wyko-
rzystujac takie zarodki, uzyskano pierwsze ustalone ludzkie
linie komoérek embrionalnych [11, 14]. Zgodnie z dekretem
prezydenta Georga Busha, jesli byly one otrzymane przed
9 sierpnia 2001 roku, mogly by¢ legalnie wykorzystane do
badan finansowanych z funduszy federalnych. Jesli otrzy-
mane byly ,minute” po pdéinocy z 9 na 10 sierpnia 2001
roku, takiego prawa juz sie nie stosowato. Byta to oczywiscie
sztucznie ustalona granica, ktéra nie rozwigzywata calego
problemu. Szybko jednak okazalo sie, ze wiele z okolo 60
ludzkich linii, na badania ktérych zezwolono, jest matlo
przydatnych. Linie te bowiem szybko zmienialy wtasciwosci
w hodowlach in vitro, co spowolnilo, a czesto zatrzymato
prowadzone badania.

Zrédlo PKM z zarodkéw pochodzacych od dawcéw do
potencjalnych terapii budzi jednak réwniez sporo zastrzezen
natury naukowej. Zarodki takie, jak wiadomo, sg tkankowo
odmienne od potencjalnego biorcy komérek. W zwigzku
z powyzszym, ustalone linie komoérek embrionalnych beda
réznicowaly sie w komorki, ktére bedg mialy inny zestaw
antygenéw ukladu zgodnosci tkankowej niz potencjalny
biorca. Bedg wiec rozpoznawane przez ukltad immunolo-
giczny biorcy jako catkowicie obce, gdyz zarodek pochodzit

wczesne

Tabela II - R6zne potencjalne zrédta pluripotencjalnych komérek macierzystych (PKM)

Table II - Various potential sources of pluripotent stem cells

izolowane z bankowanych
zarodkow otrzymanych

izolowane z zarodkéw otrzymanych

uzyskane w wyniku

poprzez utworzenie klonoty transformacji komérek

drogg zaplodnienia (klonowanie terapeutyczne) somatycznych
(indukowane PKM)
Ryzyko powstania + + +
guzéw potworniakéw
Problem niezgodnosci + - +/-
tkankowej
Wymagany dawca + + -
komoérki jajowej
Zastrzezenia natury etycznej tak tak/nie’ nie

" Problem réznie postrzegany przez rézne gtéwne religie §wiatowe. Szereg religii potencjalnie akceptuje klonowanie terapeutyczne (np. islam,
buddyzm, judaizm), ale zdecydowana wiekszo$¢ odrzuca klonowanie reprodukcyjne.
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Ryc. 1 - PKM pozyskiwane z zarodkéw. Panel A - PKM obdarzone wtasciwoSciami r6znicowania sie¢ w komoérki wszystkich
trzech listkow zarodkowych pozyskuje sie poprzez ekspansje PKM izolowanych z wezla zarodkowego blastocysty.
Blastocyste mozna otrzymacé in vitro z moruli, ktéra powstaje z zygoty droga zaplodnienia komérki jajowej przez plemnik
in vitro. Panel B - PKM mozna réwniez pozyskac¢ na drodze tzw. klonowania terapeutycznego, podczas ktérego zamiast
zaplodnienia komérki jajowej przez plemnik wprowadza sie do cytoplazmy enukleowanej uprzednio komoérki jajowej jadro
dojrzalej komoérki somatycznej (np. fibroblastu). W wyniku tego procesu zwanego jako ,,przeniesienie jadra” (nuclear transfer)
powstaje klonota, ktéra podobnie jak zygota moze daé poczatek moruli, a potem blastocysScie. Warto nadmienié, ze zaré6wno
zygota jak i klonota, jesli zostang umieszczone w macicy, utworza dojrzalego osobnika. Jesli osobnik taki powstaje z
klonoty, méwimy o tzw. klonowaniu reprodukcyjnym. Zastosowanie tego typu strategii w wypadku czlowieka budzi szereg

zastrzezen natury etycznej
Fig. 1 - PKM obtained from embryos

od niezgodnego w ukltadzie HLA dawcy [15]. Z kolei trudno
sobie wyobrazi¢, biorgc pod uwage wzgledy etyczne
i techniczne (dostep do komoérek rozrodczych rodzicéw), ze
otrzymywaloby sie takie zarodki dla konkretnego pacjenta
,na zamoéwienie” od biologicznych rodzicéw. Badania
u zwierzat doswiadczalnych wykazaty ponadto, ze podanie
komérek ustalonych linii embrionalnych powoduje u nich
powstawanie potworniakéw [16, 17]. Dlatego tez pozyskiwa-
nie PKM dla celéw Kklinicznych z normalnych ludzkich
zarodkéw zostalo stusznie zarzucone. Pozostal niemniej

jednak trudny dylemat, co zrobi¢ z zamrozonymi w bankach
na S$wiecie zarodkami. Trzyma¢ je w nieskonczonosé
w stanie hibernacji, rozmrozi¢ i zniszczy¢ czy tez wykorzy-
sta¢ do badan podstawowych.

Pluripotencjalne komoérki macierzyste uzyskiwane w wyniku
klonowania terapeutycznego

Biorgc pod uwage aspekty natury etycznej i problemy tech-
niczne w pozyskiwaniu normalnych ludzkich zarodkéw oraz
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Swiadomosé, ze PKM otrzymywane z takich zarodkéw bedg
réznicowaly sie w niezgodne tkankowo z biorcg tkanki,
opracowano strategie pozyskiwania PKM z wczesnych
zarodkéw tworzonych w laboratorium w wyniku tzw. klono-
wania terapeutycznego (Tab. II).

Strategia klonowania terapeutycznego polega na utwo-
rzeniu in vitro komorki, ktéra jest réwna pod wzgledem
potencjalu rozwojowego zygocie [18, 19]. Komérka taka
zwana jest ,klonotg” (Ryc. 1). Podczas tworzenia klonoty
wykorzystuje sie ,,jako inkubator biochemiczny” cytoplazme
komérki jajowej, z ktérej uprzednio usuwa sie jadro majgce
potowe (haploidalng liczbe) chromosoméw. Do pozbawionej
jadra komorki jajowej wprowadza sie nastepnie jadro doj-
rzalej komoérki somatycznej (np. jadro fibroblastu lub limfo-
cytu), ktéra ma pelen diploidalny garnitur chromosomalny.
Proces ten rézni sie¢ od zaplodnienia tym, Ze w przeci-
wienstwie do zaplodnienia nie wystepuje tutaj potgczenie
haploidalnej liczby chromosoméw matki i haploidalnej
liczby chromosoméw ojca w unikatowy diploidalny zestaw
genéw, przeciwnie - wszystkie chromosomy (zestaw diplioi-
dalny) w tym i geny zgodnosci tkankowej pochodza
z komoérki dawcy jadra [20].

Po przeniesieniu jadra somatycznego do cytoplazmy
komorki jajowej wprowadzone chromosomy ulegajg ,,0dréz-
nicowaniu”. Jak wspomniano, cytoplazma komorki jajowej
jest unikatowym inkubatorem biochemicznym zawierajg-
cym szereg enzyméw mogacych modyfikowaé DNA. Ogdélnie
ujmujgc, proces ten polega na procesach demetylacji DNA
oraz odpowiedniej rearanzacji i ustaleniu odpowiedniego
wzoru metylacji i acetylacji bialek histonowych. Wszystko
to prowadzi do rozluznienia struktury chromatyny i powrotu
zréznicowanego juz rozwojowo DNA z komérki somatycznej
dawcy do stanu, jaki mialo ono w zaplodnionej komoérce
jajowej. Umozliwia to ekspresje wczesnych rozwojowo
genow.

Powstaje tym samym klonota bedaca sztucznie stworzo-
nym rodzajem KMT, ktéra w odréznieniu od zygoty ma
zestaw chromosoméw - tym samym geny kodujgce uktad
zgodnosci tkankowej, zgodny z komorka, od ktérej pocho-
dzito jadro. Strategia ta znana jako przeniesienie jgdra
komérkowego do komorki jajowej (nuclear transfer), jest
ciagle jeszcze jednak w stadium eksperymentalnym
w modelach zwierzecych u ssakéw. Jak wiadomo, ostatni
gltosny skandal w Korei wykazal, ze wbrew wczesniejszym
doniesieniom nie udalo sie otrzymaé ludzkiej klonoty.
Niemniej jednak ostatnio grupa z Uniwersytetu w Oregonie,
USA wykazala, zZe jest to technicznie mozliwe. Dyskusja nad
wykorzystaniem ludzkich zarodkéw otrzymanych technikg
transferu jadrowego rozpocznie si¢ zatem na nowo [21].

Nalezy nadmienié, Ze szereg emocji natury etycznej
budzi potencjal rozwojowy klonoty [21]. Jak wspominano,
klonota podobnie jak zaplodniona komorka jajowa jest
komérka totipotecjalng (TKM). W hodowlach in vitro moze
da¢ poczatek moruli i blastuli, z ktérych mozna pozyskac
PKM, podobnie jak to prébowano czyni¢ z zarodkéw roz-
wijajacych sie w wyniku fizjologicznego zaptodnienia. Stra-
tegia pozyskiwania takich komérek z zarodkéw tworzonych
przez klonote znana jest pod nazwg tzw. klonowania
terapeutycznego. Z drugiej jednak strony, jezeli klonote
umiesci si¢ w macicy, moze ona podobnie jak zygota dac

poczatek nowemu osobnikowi. Powoduje to duze opory
natury etycznej, gdyz stwarza podstawy tzw. klonowania
reprodukcyjnego. W ten sposéb otrzymano np. stynng owce
Dolly [22]. Mozliwo$c¢ klonowania terapeutycznego jako drogi
pozyskania komérek zgodnych z dawcg jadra komoérkowego
jest dopuszczana przez niektére kregi religijno-kulturowe.
Jak jednak wspomniano, nalezy sie cieszy¢, ze nie udalo sie
do tej pory uzyska¢ ludzkiej klonoty i pochodzacych z niej
ludzkich PKM [23].

Mimo to teoretyczna mozliwo$¢ uzyskania ludzkich PKM
na drodze klonowania terapeutycznego spowodowata ostrg
krytyke ze strony kregdéw kulturowo-religijnych. Postawiono
bowiem sluszny zarzut, ze zarodek otrzymany z klonoty
powinien by¢ traktowany jako istota zywa. W odpowiedzi
na te zarzuty zaproponowano szereg modyfikacji pozyski-
wania PKM z zarodkéw. Zgodnie z powyzszym, PKM zaczeto
pozyskiwaé z zarodkéw uzyskanych w wyniku partenoge-
nezy (omijajgc proces fizjologicznego zaplodnienia), drogg
mikrobiopsji rozwijajacej sie moruli uzyskujac pojedyncze
blastomery bedace materialem wyjSciowym do namnazania
PKM czy tez tworzac niezdolne rozwojowo zarodki poprzez
wprowadzenie tzw. ,,genu samobdjczego”’, ktéry uniemozli-
wia ukonczenie pelnej emrbiogenezy [24].

Oprécz oporéw natury etyczno-religijnej gtéwng prze-
szkody szerszego wykorzystania klonowania terapeutycz-
nego okazala sie potrzeba dostepu do ludzkich komérek
jajowych (oocytéw) oraz obserwacje, ze PKM otrzymane
z zwierzecych klonot tworzg réwniez, podobnie jak komérki
embrionalne, u zwierzat do$wiadczalnych potworniaki.

Komérki macierzyste pozyskiwane z dorostych tkanek

Niejako réwnolegle z pierwszymi doniesieniami, ze mozliwe
jest pozyskanie ludzkich linii komérek embrionalnych,
zaczeto poszukiwadé alternatywnych Zrédet PKM. Pozyskanie
takich komoérek bylo oczekiwane szczegblnie z zaintereso-
waniem przez oponentdw stosowania komoérek embrional-
nych w medycynie regeneracyjnej. Nie bedzie przesada
stwierdzenie, ze niejako ,,oczekiwano” pojawienia sie takich
potencjalnych Zrédel. Z tego wiec powodu kilka lat temu
zaproponowano teorie tzw. ,plastycznosci komérek macie-
rzystych” lub ich zdolnosci do ,,transréznicowania”. Zgodnie
z tg teorig, UTKM np. KKM pozyskane ze szpiku kostnego,
skad stosunkowo latwo je wyizolowaé, bylyby zdolne do
odréznicowania sie w komérki macierzyste swoiste dla
innych narzadéw, np. miesnia sercowego, osrodkowego
uktadu nerwowego lub watroby [25, 26]. Ogromne nadzieje
poktadano w potencjalnym zastosowaniu KKM izolowanych
ze szpiku kostnego, mobilizowanej krwi obwodowej oraz
krwi pepowinowej w terapiach regeneracyjnych uszkodzo-
nych narzadéw i tkanek. Szereg artykuléw naukowych,
opublikowanych w najlepszych pismach naukowych, suge-
rowatlo teorie plastycznosci KKM, demonstrujgc pozytywne
wyniki wykorzystania tych komérek w zwierzecych mode-
lach regeneracyjnych w zawale serca [27], udarze mobzgu
[28], mechanicznym uszkodzeniu rdzenia kregowego [29]
oraz toksycznym uszkodzeniu watroby [30].

Pomimo przytoczonych powyzej obiecujacych wynikéw
rola szpiku kostnego oraz zawartych w nim KKM w regenera-
cji uszkodzonych narzadéw budzila jednak od poczatku
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kontrowersje [31, 32]. Seria badan z zastosowaniem fenoty-
powo zdefiniowanych i oczyszczonych subpopulacji macie-
rzystych komérek hematopoetycznych przyniosta bowiem
rozczarowanie, ukazujac negatywne wyniki w modelach rege-
neracji miesnia sercowego [33] oraz mézgu [34]. Te nieoczeki-
wane obserwacje podwazyly koncepcje plastycznosci KKM.
Cze$¢ uzyskanych poprzednio pozytywnych wynikéw zaczeto
thumaczy¢ poprzez fenomen fuzji komérkowej [35]. Wedtug
tej teorii, przeszczepiane KKM moglyby ulegaé fuzji (stopie-
niu) z komérkami uszkodzonych narzadéw. Tak wiec komoérki
w uszkodzonych narzadach, leczonych przeszczepionymi
KKM, byly wtedy heterokarionami powstatymi na skutek fuzji
przeszczepionych KKM oraz komérek nalezgcych do uszko-
dzonego narzadu. Warto nadmienié, ze fuzja komoérkowa
nalezy jednak do bardzo rzadkich, przypadkowych zjawisk
i nie moze w pemi ttumaczy¢ opublikowanych pozytywnych
wynikéw badan wskazujgcych udzial komérek izolowanych
z dorostych tkanek w regeneracji. Zaczeto wiec poszukiwaé
innego wytlumaczenia ,zjawiska plastycznosci” komoérek
macierzystych.

Ostatnie doniesienia wskazaly m.in. na mozliwo$¢ mody-
fikacji fenotypu komdrek znajdujacych sie w tkankach
poprzez przeniesienie receptoréw komérkowych, biatek
cytoplazmatycznych oraz mRNA z sgsiednich komoérek, za
pomocg wymiany mikrofragmentéw komérkowych (microve-
sicles). Mikrofragmenty komérkowe sg kulistymi strukturami,
w ktérych fragment cytoplazmy komérkowej jest otoczony
blong komérkows [36, 37]. Zluszczanie mikrofragmentéw
z powierzchni blony komoérkowej opisane zostalo jako
zjawisko fizjologiczne towarzyszace wzrostowi komoérek
oraz ich aktywacji w procesach, takich jak np. niedotlenie-
nie tkanek czy ich uszkodzenie [37]. W zwigzku z tym,
wspomniane przeniesienie receptoréw powierzchniowych,
biatek oraz informacji genetycznej, jaka jest mRNA, pomie-
dzy wszczepionymi KKM szpiku kostnego a komoérkami
gospodarza za pomocg mikrofragmentéw blonowych mog-
loby przejsciowo prowadzi¢ do zmiany fenotypu komorek
uszkodzonego organu.

Wydaje sie to najbardziej logicznym wytlumaczeniem
wyjasniajgcym pozytywne wyniki wykazujgce ,,plastycznosé”
KKM oraz udziat komérek szpikowych w regeneracji uszko-
dzonych narzadéw. Od poczatku badan nad plastycznoscia
nie wzieto powaznie pod uwage mozliwosci, ze szpik kostny
zawiera heterogenng populacje komérek macierzystych [38,
39]. To oraz brak odpowiednich kontroli w prowadzonych
badaniach nad regeneracjg tkanek niehematopoetycznych
z udzialem przeszczepionych komérek szpiku kostnego oraz
krwi pepowinowej doprowadzito do wielu niescislosci i nie-
wladciwych interpretacji omawianych zjawisk. Zgodnie z po-
wyzszym, najlepszym wyjasnieniem zjawiska plastycznosci
KKM wydaje sie obecno$¢ w szpiku kostnym, mobilizowanej
krwi obwodowej oraz krwi pepowinowej heterogennej popu-
lacji komérek macierzystych, ktérych udzial w regeneracji
uszkodzonych tkanek moze tlumaczyé opisywane zjawiska
,,plastycznosci i transréznicowania” KKM [39]. Wystepowanie
wczesnych rozwojowo niehematopoetycznych komérek
macierzystych w szpiku kostnym, krwi obwodowej lub pepo-
winowej moze zatem wyjasni¢ bardziej wiarygodnie niz
transréznicowanie KKM pozytywne wyniki ,,plastycznosci”
[39].

Rozpoczeto wiec poszukiwania takich komérek w szpiku
kostnym, krwi pepowinowej i mobilizowanej krwi obwodo-
wej. Planem tych poszukiwan bylo zidentyfikowanie m.in.
populacji tzw. malych embrionalnopodobnych komérek
macierzystych (very small embryonic-like stem cells; VSELs).
Wykazano, ze komorki te sa zdeponowane w tkankach
podczas rozwoju embrionalnego jako populacja PKM i zrédlo
dla bardziej zréznicowanych UTKM. Stanowia one jednak
bardzo rzadka populacje komérek, np. w dorostym szpiku
kostnym ok. 1 komérka VSEL przypada na 10*-10° komérek
jednojadrowych [40, 41]. Wykazano réwniez, ze szpik kostny,
jak inne tkanki mlodych osobnikéw, zawiera wiecej komo-
rek o fenotypie VSELs i liczba tych komérek maleje
z wiekiem [42]. Wiadomo, ze komodrki te pojawiajg sie
w krwi obwodowej w stanach uszkodzen narzadowych,
uwidaczniajgc niejako naturalny mechanizm organizmu
polegajacy na mobilizacji tych komoérek, aby braly udziat
w probie regeneracji uszkodzonych tkanek [43, 44]. Z myslg
o wykorzystaniu tych komérek do potencjalnych celéw
terapeutycznych niezbedne staje sie szybkie opracowanie
skutecznej metody ekspans;ji tych komoérek ex vivo.

Indukowane PKM (ind-PKM)

Innym rodzajem PKM, ktére zaproponowano ostatnio jako
alternatywe dla komoérek izolowanych z zarodkéw, sg tzw.
indukowane PKM (ind-PKM) (Ryc. 2). Komorki te sg uzyski-
wane w wyniku transformacji hodowlanych in vitro dorostych
komérek somatycznych za pomoca gendéw kodujgcych czyn-
niki transkrypcyjne kluczowe dla rozwoju komérek embrio-
nalnych (Oct-4, Nanog, Kl1f4, c-myc). Geny te wprowadzane sg
do komoérki somatycznej (np. komérki fibroblastu) za pomoca
wektoréw retrowirusowych [45]. W wyniku powyzszej strate-
gii mozna uzyska¢ transformowang komérke, ktéra ma
szereg wilasciwoSci PKM (m.in. réznicuje si¢ w komorki
pochodzgce ze wszystkich trzech listkéw zarodkowych).

Transformacja taka jest jednak stosunkowo rzadka, $red-
nio jedna komérka na kilka tysiecy poddanych powyzszej
manipulacji genetycznej ulega transformacji (indukcji do
stanu embrionalnego) i zaczyna proliferowa¢, tworzac klon
sktadajgcy sie z ind-PKM [45, 46]. Jest to jednak trudny do
kontrolowania proces, a komoérki uzyskane w wyniku
powyzszej strategii, podobnie jak komorki embrionalne
izolowane z zarodkéw, tworzg potworniaki w modelach
doswiadczalnych u zwierzat laboratoryjnych. Wprowadzanie
do komorek somatycznych gendéw indukujacych powstanie
ind-PKM zaburza ponadto strukture i organizacje DNA, co
moze potencjalnie prowadzi¢ do indukowania mutacji
i powstania komérek nowotworowych.

Obecnie prébuje sie uzyska¢ ind-PKM, ograniczajac liczbe
wprowadzonych genéw (np. transformujgc komérki tylko za
pomoca pojedynczego genu Oct-4) oraz prébujac zastgpic
wprowadzane geny pewnymi niskoczgsteczkowymi moleku-
tami, ktére bezposrednio mogg ,,o0dréznicowywac” DNA
w komoérkach somatycznych [47]. Wydaje sie, ze jest to
bardziej obiecujgca strategia pozyskiwania ind-PKM w poréw-
naniu z transformacjg komérek za pomocg wprowadzanych
gen6w w niekontrolowany sposéb do chromosomoéw.

Przyjmuje sie, ze ind-PKM sg alternatywg komoérek pozys-
kiwanych z zarodkéw, m.in. tych otrzymywanych na drodze
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Ryc. 2 - PKM pozyskiwane ze zrédel pozazarodkowych. Panel A - PKM mozna pozyska¢, transformujac komérki somatyczne
izolowane z tkanek dorosltych osobnikéw (np. fibroblasty) za pomoca genéw kodujacych embrionalne czynniki
transkrypcyjne (np. Oct-4, Nanog, Klf-4, c-myc). Powstajace w wyniku transformacji tzw. ind-PKM maja wiele cech
podobnych do PKM pozyskiwanych droga klonowania terapeutycznego, m.in. zgodny z dawca komérki uklad antygenéw
zgodnosci tkankowej. Panel B - PKM moga réwniez by¢ izolowane z tkanek dojrzatych osobnikéw. Takimi komérkami sa np.
VSELs, wykazujace szereg cech komérek embrionalnych. Jak przypuszczamy, komoérki te pochodza z epiblastu i zostaja
zdeponowane w rozwijajacych sie podczas embriogenezy narzadach, gdzie nastepnie przebywaja w stanie ,,uSpienia’’.
Obecnie prowadzone sa intensywne prace nad ,,wybudzeniem” tych komérek, tak aby je w pelni wykorzysta¢ w medycynie

regeneracyjnej
Fig. 2 - PKM obtained from extraembryonic sources

klonowania terapeutycznego. Otrzymanie ind-PKM nie
wymaga dostepu do ludzkich komoérek jajowych, a co naj-
wazniejsze, komorki powstajgce z ind-PKM, podobnie jak te
otrzymywane droga klonowania terapeutycznego, bedg miaty
te same geny kodujace uklad zgodnosci tkankowej jak
potencjalny biorca. Moglyby by¢ wykorzystane w klinice bez
ryzyka odrzucenia powstajacych z nich tkanek. Co najwaz-

niejsze, o ile strategia klonowania terapeutycznego nie

powiodta sie jak do tej pory w przypadku komérek cztowieka,
otrzymano juz szereg ludzkich linii komérek ind-PKM.

Nalezy jednak nadmienié, ze ind-PKM niestety réwniez
powoduja powstawanie potworniakéw i sg odrzucane przez
organizm biorcy w modelach zwierzecych [45, 47]. Proble-
mem jest réwniez duza niestabilno$¢ genetyczna tych
komoérek i wystepowanie w nich licznych aberracji chromo-
somalnych [48].
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Tabela III - Najwazniejsze rézne potencjalne zrédla pluripotencjalnych komérek macierzystych (PKM) oraz multi-

potencjalnych komérek macierzystych (MKM) izolowanych z dorostych tkanek
Table III - The most important sources of pluripotent and multipotent stem cells isolated from the adult tissues

Nazwa proponowana Procedura izolacji i identyfikacji komérki Referenecje

przez odkrywcéw

Komorki ELH Izolowane podczas elutriacji (E), usuniecia komérek liniowo pozytywnych (L) [60-62]
oraz po homingu do szpiku kostnego (H). Dajg poczatek komérkom epitelium.

Spore-like stem cells Mate komorki o $rednicy ~5 pm izolowane z réznych mysich tkanek, Oct-4+, [63]
réznicujgce sie w komorki réznych tkanek.

VSELs Mate komorki Sca-1+Lin-CD45- u myszy oraz CD133+Lin-CD45- u czlowieka. [40, 64]
Maja ekspresje markeréow typowych dla pluripotencjalnych komoérek
epiblastu, uczestniczg prawdopodobnie w formowaniu listkéw zarodkowych
i dajg poczatek réznym liniom komoérkowym.

Komorki o charakterze embrionalnym Mate komorki CD45-, CD33-, CD7-, CD235a- majace ekspresje Oct4 oraz Sox2, [65]

z ludzkiej krwi pepowinowej mogace réznicowac sie w neurony.

Omnicyty Mate Oct-4+ KM biorgce udzial w tworzeniu chimeryzmu matczyno-ptodo- [66]
wego.

Multipotencjalne KM izolowane Komoérki izolowane z dorostych tkanek poddajgce sie ekspansji w komorki [67]

z dorostych tkanek (MASC)

poszczegblnych narzadéw.

Komoérki pluripotencjalne izolowane z dorostych
tkanek

Szereg grup doswiadczalnych opisalo wystepowanie
w dorostych tkankach komérek o charakterze PKM i MKM.
Komorki takie majg rézne nazwy (Tab. III). Najprawdopo-
dobniej, stosujac odmienne techniki izolacji i hodowli,
zidentyfikowano komérki o podobnych lub zblizonych wta-
Sciwosciach. W odpowiednich modelach do$wiadczalnych
komérki te mogg sie réznicowaé w komorki trzech, dwéch
lub jednego listka zarodkowego.

Ciekawsg populacjg weczesnych rozwojowo komérek zdepo-
nowanych w rozwijajgcych sie tkankach sg m.in. VSELs [49].
Cechg charakterystyczng komérek VSELs jest ekspresja mar-
keréw typowych dla pluripotencjalnych komoérek epiblastu,
ktére to we wczesnych etapach embriogenezy podczas gas-
trulacji uczestnicza w formowaniu listkéw zarodkowych
i dajg poczatek réznym liniom komérkowym. Badacze uwa-
zajg, ze komorki VSELs deponowane stopniowo w rozwijajg-
cych sie tkankach odgrywaja wazng role w utrzymywaniu
puli tkankowo specyficznych komérek macierzystych. Stano-
wig one pierwotne zrédlo wszystkich komérek rozwijajacego
sie organizmu podczas ontogenezy, przezywajg w dojrzatych
tkankach i tym samym pozostajg Zrédlem ukierunkowanych
tkankowo komérek macierzystych. W odpowiedzi na uszko-
dzenie tkanek i narzadéw (np. w zawale miesnia sercowego,
udarze moézgu) VSELs mogg by¢ mobilizowane i krazy¢ we
krwi obwodowej [44, 50-53]. Ponadto, jak wykazano, modyfi-
kacja metylacji niektérych genéw wykazujacych pietno geno-
mowe chroni VSELs przed niekontrolowang proliferacjg
i tworzeniem potworniakéw. Z naszych badan wynika réow-
niez, ze aby VSELs mogly w pelni wykaza¢ swdj potencjat
regeneracyjny, muszg by¢ takze w pemli funkcjonalne. Nie
mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze VSELs rezydujace w szpiku
kostnym sg funkcjonalnie ,zablokowane”, pozostajac
w stadium swoistego ,,uSpienia” i wymagaja odpowiednich
sygnaléw aktywacyjnych, ktérych na razie jeszcze w pemi nie
znamy [5, 40].

Potencjalnym ograniczeniem ich wykorzystania obecnie
dla celéw terapeutycznych jest stosunkowo niska liczba tych

komérek w dorostym szpiku kostnym (1 komérka VSEL na
10*-10° komoérek jednojadrowych szpiku kostnego). Dlatego
tak wazne jest opracowanie protokotéw stuzacych do sku-
tecznej ekspansji tych komérek. Co wiecej, z naszych obser-
wacji wynika, ze liczba VSELs jest wyzsza u mlodych osob-
nikéw i maleje wraz z wiekiem [40].

Wryniki otrzymane w naszym laboratorium [54, 55] oraz
w innych niezaleznych laboratoriach [56-59] wskazujg jednak,
ze VSELs 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, ist-
nieje uzasadniona potrzeba zbadania potencjatu terapeutycz-
nego VSELs jako alternatywnego Zrédla komoérek do terapii.
Musimy wiec jak najszybciej znalezé odpowiedz na pytanie,
czy izolowane z tkanek dorostych osobnikéw VSELs mogg by¢
efektywnie zastosowane w klinice. Nadchodzace lata
z pewnosciag przyniosg wazne odpowiedzi na postawione
pytania.
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