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Streszczenie
Strategie lecznicze oparte o wykorzystanie terapeutyczne komdrek macierzystych stwarzajg nadzieje na opracowanie
efektywnych metod leczniczych dla szeregu schorzeri do tej pory nieuleczalnych innymi metodami.
Noworozwijajgca sie dziedzina nauk medycznych jakg jest medycyna regeneracyjna wigze duze nadzieje
z postepami w wykorzystaniu komorek macierzystych w leczeniu np. zawatu migsnia sercowego, udaru mozgu,
uszkodzeri rdzenia kregowego, cukrzycy czy tez choroby Parkinsona. Wykorzystanie embrionalnych komorek
macierzystych izolowanych z zarodkow budzi w licznych kregach spotecznych wiele emocji natury etyczno-religijnej.
Dlatego tez duze nadzieje wigze sie z wykorzystaniem komarek izolowanych z tkanek dorostych osobnikow.
Zespot nasz ostatnio wyizolowat z tkanek dorostych osobnikéw wczesng populacje komdrek macierzystch (VSELS),
ktdre posiadajg wiele cech wczesnych komadrek embrionalnych.
Uwazamy, ze komorki te mogg stac sie w medycynie regeneracyjnej alterantywnym Zrodfem najwczesniejszych
rozwojowo komorek pozyskiwanych do tej pory z zarodkdw.
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Various therapheutic strategies employing stem cells have been proposed as the alternative, effective methods for
therapy of multitude diseases, difficult to treat using standard, well-established methods.

Advancing regenerative medicine, which is becoming a novel branch of clinical medicine, has high hopes of stem
cells which could be used in treatment of injuried organs such as myocardium after heart infarction, brain after
stroke, spinal cord after mechanical injury as well as in treatment of diabetes and Parkinson disease. Application of
embryonic stem cells, harvested from developing embryos, is highly controversial. Hence, the stem/primitive cells
isolated from adult tissuses are considered to be an optimal source of cells for therapy.

Recently, our reaserch team has isolated a population of very primitive stem cells from adult tissues (very small

These cells can become an alternative and more ethical source of the stem cells for therapy when compared to
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Abstract
embryonic-like stem cells — VSELS) that show several embryonic-like features.
those isolated from the developing embryos.
Wstep

Mianem komorki macierzystej okresla si¢ komorke po-
siadajacq zdolno$¢ do samoodnawiania oraz roéznicowania sig¢
w komorki potomne. Definicja ta jest jednak zbyt uproszczona.
Wyrdzniamy, bowiem wiele rodzajéw komoérek macierzystych,
rézniacych si¢ pomigdzy soba potencjatem proliferacyjnym oraz
zdolno$cia do roznicowania. W rzeczywistosci komorki macie-
rzyste sg bardzo r6znorodne i trudno je jednoznacznie opisac
jedna wspolna definicja. Pula komorek macierzystych utrzymu-
je w rownowadze liczbg komorek somatycznych w organizmie,
jest odpowiedzialna za odnawianie zuzywajacych si¢ z czasem
komorek somatycznych, a tym samym za regeneracj¢ narzadow
i tkanek. Z tego powodu komoérkom macierzystym poswigca si¢
coraz wigcej uwagi i uwaza, ze technologie prowadzace do op-
tymalizacji ich klinicznego wykorzystania stang si¢ kluczem do
dhlugowiecznosci w rozwijajacej si¢ jako nowa dyscyplina kli-
niczna medycynie regeneracyjne;j.

Zatozeniem medycyny regeneracyjnej jest wykorzysta-
nie komodrek macierzystych w terapii uszkodzonych narzadéw
i tkanek. Uwaza sig, ze przeszczepianie catych narzadow bedzie
w przysztoSci coraz czgSciej zastgpowane przeszczepami zawie-
siny komoérek macierzystych, swoistych dla danego narzadu, kto-
re beda miaty za zadanie regeneracj¢/odbudowe uszkodzonych
tkanek. Szczegodlne nadzieje na wykorzystanie terapeutyczne
komorek macierzystych wiaze si¢ z takimi schorzeniami, jak
zawal mig$nia sercowego, udar mozgu, parkinsonizm, cukrzyca,
dystrofie migéniowe, toksyczne uszkodzenia watroby i nerek.
Wydaje sig, ze cztowiek zaczyna sigga¢ po upragniony klucz do
dlugowiecznosci.

Potencjalne zrodta komérek macierzystych
do regeneracji tkankowo/narzagdowej

Juz od okoto 40 lat wykorzystuje si¢ krwiotworcze komorki
macierzyste (KKM) w leczeniu szeregu chorob uktadu krwio-
tworczego. Coraz czgSciej stosuje si¢ rowniez komorki macie-
rzyste naskorka w leczeniu oparzen skory, lub dla usprawnienia
procesu gojenia sig owrzodzen troficznych konczyn. Zaawanso-
wana jest rowniez technologia pozyskiwania fibroblastow szpiku
kostnego (tzw. macierzystych komorek mezenchymalnych) dla
leczenia ubytkow kostnych. Wspdlna cechg komodrek macierzy-
stych krwiotworczych, naskorka, czy mezenchymalnych jest sto-
sunkowo duza tatwos¢ ich pozyskania. W przeciwienstwie do po-
wyzszych komorek macierzystych, ze zrozumiatych wzgledow
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etycznych i technicznych, znacznie trudniej jest uzyskac od zdro-
wych dawcoéw komorki macierzyste innych tkanek i narzadéw,
jak np. migsni szkieletowych, migénia sercowego, watroby, wy-
sepek trzustki lub o$rodkowego uktadu nerwowego, w ilosciach
pozwalajacych na ich potencjalne wykorzystanie terapeutyczne.

W zwiazku z powyzszym, w ostatnich latach duze nadzieje
wzbudzita teoria tzw. ,,plastyczno$ci KKM” lub ich zdolnosci do
»transréznicowania”. Zgodnie z ta teoria KKM pozyskane np. ze
szpiku kostnego, skad stosunkowo tatwo je wyizolowaé, bylyby
zdolne do odroznicowania si¢ w komorki macierzyste swoiste dla
innych narzadéw np. migénia sercowego, osrodkowego uktadu
nerwowego lub watroby. W chwili obecnej uwaza si¢ jednak,
ze wykazywana przez niektorych badaczy plastycznos¢ KKM
w rzeczywistosci byla prawdopodobnie wynikiem artefaktow
doswiadczalnych.

Komorki niehematopoetyczne szpiku
kostnego — lekcja wyptywajaca z tzw.
»Zjawiska plastycznosci” krwiotwoérczych
komoérek hematopoetycznych (KKM)

Ogromne nadzieje poktada si¢ w potencjanym zastosowaniu
KKM izolowanych ze szpiku kostnego, mobilizowanej krwi ob-
wodowej oraz krwi pgpowinowej, w terapiach regeneracyjnych
uszkodzonych narzadéw i tkanek [1,2,3]. Oczekiwania te budo-
wano na postulowanym przez niektoérych badaczy zjawisku pla-
stycznos$ci przypisywanym tym komorkom i wynikajacej z tego
jak sugerowano zdolnosci do transroznicowania w komorki roz-
nych linii niehematopoetycznych. Szereg artykulow naukowych
poparto teorig¢ plastycznosci KKM demonstrujac pozytywne
wyniki wykorzystania tych komorek w zwierzecych modelach
regeneracyjnych w zawale serca, udarze mézgu, mechanicznym
uszkodzeniu rdzenia krggowego oraz toksycznym uszkodzeniu
watroby [2, 3,4, 5,6, 7, 8].

Pomimo przytoczonych powyzej obiecujacych wynikow
rola szpiku kostnego oraz zawartych w nim komorek, w rege-
neracji uszkodzonych narzadow, pozostaje jednak wciaz kon-
trowersyjna [9,10]. Seria badan z zastosowaniem fenotypowo
zdefiniowanych i oczyszczonych subpopulacji macierzystych
komorek hematopoetycznych, przyniosta bowiem rozczarowa-
nie ukazujac negatywne wyniki w modelach regeneracji migénia
sercowego oraz mozgu [11, 12, 13]. Te nieoczekiwane obserwa-
cje podwazyly koncepcje plastycznosci komorek macierzystych
uktadu krwiotworczego [9, 14].
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Wspomniane niezgodno$ci w wynikach opublikowanych
w literaturze $wiatowej, moga by¢ ttumaczone réznicami wy-
nikajacymi z zastosowania réznych modeli uszkodzenia tkanek
przez roézne laboratoria, jak rowniez problemami w detekcji chi-
meryzmu komoérkowego. W tabeli I przedstawiono alternatywne
wyjasnienia tzw. zjawiska plastyczno$ci KKM.

Po pierwsze, uwidocznienie zjawiska plastycznosci moze
zaleze¢ od zastosowania odpowiednich modeli uszkodzenia tka-
nek oraz zwigzanych z nimi indukcji czynnikoéw sprzyjajacych
»plastycznosci” KKM. Hipotetycznie, tego typu ,,sprzyjajace”
warunki moglyby dotyczy¢ zmian epigenetycznych w macierzy-
stych komoérkach krwiotworezych, stymulujac je do réznicowa-
nia si¢ w kierunku komorek innych linii niz linia hematopoetycz-
na [15, 16]. Po drugie, na podstawie opublikowanych doniesien,
plastycznos¢ KKM moze by¢ wyjasniona poprzez fenomen fuzji
komorkowej [17-21]. Wedtug tej teorii, przeszczepiane KKM,
moglyby ulega¢ fuzji (stopieniu) z komérkami uszkodzonych na-
rzadow. Tak wige komorki w uszkodzonych narzadach, leczonych
przeszczepionymi KKM, sa wtedy heterokarionami powstatymi
na skutek fuzji przeszczepionych KKM oraz komorek nalezacych
do uszkodzonego narzadu. Warto nadmieni¢ jednak, ze zaréwno
fuzja komorkowa, jak i zmiany epigenetyczne zachodza w ko-
morkach po przeszczepie, naleza do bardzo rzadkich, przypad-
kowych zjawisk 1 nie moga w peli ttumaczy¢ opublikowanych,
pozytywnych wynikéw badan wskazujacych na transréznico-
wanie KKM. Co wigcej, niektore opublikowane ostatnio wyniki
badan, wydaja si¢ wyklucza¢ zjawisko fuzji, jako gtdwny proces
prowadzacy do chimeryzmu komoérkowego obserwowanego po
przeszczepie [22-24].

Kolejnym mozliwym wytlumaczeniem pozytywnych
efektow terapeutycznych w probach regeneracji tkanek
inarzadow z zastosowaniem komorek szpiku kostnego, moze by¢
efekt parakrynny przeszczepionych komorek szpiku na komorki

uszkodzonego organu. Macierzyste komorki hematopoetyczne sa
bowiem znane jako zrodto wielu czynnikow wzrostowych oraz
cytokin mogacych potencjalnie promowac procesy regeneracyjne
oraz waskularyzacje, jesli czynniki te zostana wydzielone przez
przeszczepione komorki szpiku w miejscu uszkodzenia [25].

Ostatnie doniesienia wskazuja takze na mozliwos¢ mody-
fikacji fenotypu komorek znajdujacych si¢ w tkankach poprzez
przeniesienie receptorow komorkowych, biatek cytoplazmatycz-
nych oraz mRNA z sasiednich komorek, za pomoca wymiany
mikrofragmentow komorkowych (microvesicles). Mikrofagmen-
ty komoérkowe sg kulistymi strukturami, w ktorych fragment cy-
toplazmy komorkowej jest otoczony btona komorkowa [26-29].
Ztuszczanie mikrofragmentow z powierzchni blony komorkowej
opisane zostato jako zjawisko fizjologiczne towarzyszace wzro-
stowi komorek oraz ich aktywacji w procesach, takich jak np.:
niedotlenienie tkanek, czy ich uszkodzenie [30-32].

W zwiazku z tym, wspomniane przeniesienie receptorow
powierzchniowych, biatek oraz informacji genetycznej, jaka jest
mRNA, pomigdzy wszczepionymi KKM szpiku kostnego, a ko-
moérkami gospodarza za pomoca mikrofragmentow btonowych,
mogloby przejsciowo prowadzi¢ do zmiany fenotypu komorek
uszkodzonego organu. Wciaz pozostaje otwartym pytanie, czy
mikrofragmenty komoérkowe moga takze przenosi¢ niektore mar-
kery reporterowe, stosowane do wykrywania chimeryzmu, takie
jak np. bialko posiadajace zielona fluorescencje (green fluore-
scence protein — GFP), czy -galaktozydazg.

Co wydaje si¢ jednak najwazniejsze, w trakcie badan
majacych na celu wyjasnienie plastycznosci komorek
macierzystych oraz wktadu prymitywnych komorek szpikowych
w regeneracj¢ uszkodzonych narzadow, nie wzigto pod uwage
mozliwosci, ze szpik kostny zawiera heterogenna populacje
komorek macierzystych [33, 34]. (Tabela I).

Tabela I. Alternatywne wyjasnienia zjawiska transréznicowania lub plastycznosci krwiotwérczych komérek macierzystych (hematopoietic stem cells - KKM).

Zmiany epigenetyczne

Czynniki sSrodowiskowe uszkadzajace tkanki/organy mogg indukowa¢ zmiany
epigenetyczne w genach regulujacych pluripotencie KKM (powodujac zmiany
w metylacji DNA, acetylacje histonéw). Wiecej dowodoéw jest wymaganych, aby
potwierdzi¢ powszechno$¢ tego zjawiska.

Fuzja komérkowa

Bardzo rzadkie zjawisko, w ktérym przeszczepione KKM zlewajg sie (ulegajg
fuzji) z komérkami uszkodzonej tkanki, tworzac heterokariony. Powstate
heterokariony wykazujg ekspresje markeréw komérek KKM przeszczepu

i uszkodzonych komorek tkanek gospodarza (pseudochimeryzm).

Stymulacja parakrynna

KKM stanowig zrédto réznych czynnikéw wzrostowych i angiopoetycznych,
mogacych promowac regeneracje tkanek/organéw.

Transfer molekut poprzez
mikrofragmenty btonowe

btonowych.

Niektore doniesienia o plastycznosci komérek macierzystych moga by¢
wyjasnione za pomoca zjawiska czasowej zmiany fenotypu komérkowego,
bedacego wynikiem przeniesienia receptoréw, biatek cytoplazmatycznych oraz
mRNA pomiedzy KKM, a uszkodzong komdrka, za pomocg mikrofragmentéw

Obecnos¢ heterogennej populacji

Oprécz komorek KKM, szpik kostny zawiera takze inne populacje komoérek
macierzystych. Regeneracja uszkodzonych tkanek moze zosta¢ wyjasniona

komorek macierzystych w szpiku
kostnym

obecnoscig komérek progenitorowych dla srédbtonka naczyn, ktére stymulujg
neowaskularyzacje, jak réwniez obecnoscig innych komaérek macierzystych,
w tym komérek pluripotencjalnych (np. VSELs). Fakt ten moze wyjasnia¢ brak
efekow plastycznosci z uzyciem wysoko oczyszczonej populacji KKM.
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Uwazamy, ze nieuwzglednienie takiej mozliwos$ci oraz brak
odpowiednich kontroli w prowadzonych badaniach nad regenera-
cja tkanek niehematopoetycznych z udzialem przeszczepionych
komorek szpiku kostnego oraz krwi pgpowinowej, doprowadzito
do wielu niescistosci i niewlasciwych interpretacji omawianych
zjawisk plastycznosci. Zgodnie z powyzszym uwazamy, ze naj-
lepszym wyjasnieniem zjawiska plastycznosci KKM wydaje sig
fakt obecnosci heterogennej populacji komodrek macierzystych
w szpiku kostnym, w mobilizowanej krwi obwodowej oraz krwi
pepowinowej, ktorych to udziat w regeneracji uszkodzonych
tkanek moze tlumaczy¢ opisywane zjawiska ,,plastycznosci
i transréznicowania” KKM [33,34].

Fakt wystgpowania niechematopoetycznych komoérek macie-
rzystych w szpiku kostnym moze wyjasni¢ bardziej wiarygodnie
niz transréznicowanie KKM pozytywne wyniki ,,plastyczno$ci”
uzyskane przez wielu badaczy, ktorzy stosowali komorki szpiko-
we w regeneracji uszkodzonych narzadow [2-5].

Co wigcej, w przypadkach kiedy stosowano wyselekcjono-
wane, oczyszczone KKM, komoérki macierzyste nichematopoe-
tyczne prawdopodobnie byly usuwane na etapie izolacji komo-
rek do przeszczepu powodujac, ze przeszczepiane komorki nie
roznicowaly si¢ w inne tkanki i nie obserwowano tym samym
zjawiska plastycznosci.

Podsumowujac, na obecnym etapie badan, zjawiska
transroznicowania KKM w komorki lini nichematopoetycznych
oraz ich wktad w regeneracj¢ uszkodzonych tkanek nadal
pozostaja watpliwe i bardzo stabo udokumentowane. Najbardziej
prawdopodobnym wytlumaczeniem pozytywnych wynikéw
,plastycznosci” jest fakt wystgpowania w szpiku kostnym
populacji pluripotencjalnych komorek macierzystch.
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Rycina 1. Izolacja VSELSs ze szpiku kostnego dorostych myszy za pomoca FACS.

Rycina przedstawia strategie izolacji VSELs za pomocg sortowania FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). Komérki szpiku kostnego izolowano z kosci udowych
i piszczelowych korficzyn dolnych, 4-8 tygodniowych myszy szczepu C57BL/6. Erytrocyty usuwano za pomoca lizy, a petng populacie szpiku kostnego barwiono stosujac
przeciwciata monoklonalne przeciwko mysim antygenom CD45 i Sca-1 oraz markerom specyficznym dla lini hematopoetycznych. Stosowano przeciwciata bezposrednio

skoniugowane z fluorochromami (BD Pharmingen, USA).

Panel A przedstawia rozmieszczenie komérek w zaleznoéci od parametréw FSC (Forward Scatter) i SSC (Side Scatter) komorek, zaleznych odpowiednio od wielkosci oraz
ziarnisto$ci tych komorek. Region R1 zawiera komorki mate (2-8pum) o morfologii limfocytarnej. Komérki z tego regionu przedstawiono na Panelu B w zalezno$ci od ekspresji
markeréw liniowych oraz Sca-1. Komoérki o fenotypie Lin"Sca-1+ analizowano dalej pod wzglgdem ekspresji antygenu CD45 (Panel C).

VSELSs sortowano jako komérki o fenotypie CD45Lin"Sca-1* (region R3), natomiast KKM, jako CD45+Lin"Sca-1+ (region R4). Procent przedstawia $rednig zawarto$¢ kazdej

z populacji wérdd wszystkich komérek jednojadrowych szpiku kostnego myszy.
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Szpik kostny jako zrodto
pluripotencjalnych komérek
macierzystych

Kilka lat temu nasz zespol, zaproponowal alternatywne
wyjasnienie omawianego zjawiska plastycznosci KKM. Zato-
zylismy, ze szpik kostny jest zrodlem heterogennych populacji
komorek macierzystych i zawiera obok KKM, komorki pluripo-
tencjalne, ktore to moga roznicowac si¢ w inne tkanki, dajac tym
samym ztudzenie, ze KKM sa plastyczne [35, 36].

Komorki takie udato sig¢ nam ostatnio wyizolowac ze szpiku
kostnego [37, 38]. Badania tych komodrek na poziomie mRNA,
wykazaty wysoka ekspresjg wezesnych, tkankowo specyficznych
gendéw regulujacych procesy réznicowania komérkowego w kie-
runku lini niechematopoetycznych, przy jednoczesnej ekspresji
szeregu embrionalnych czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak
Oct-4, Nanog i Rex-1 [39].

W oparciu o powyzsze obserwacje, postanowiliSmy takie
komorki wyizolowa¢ ze szpiku kostnego. Na podstawie wstep-
nych badan przyjelismy, ze komorki te:

a) beda wykazywaty ekspresjg receptora CXCR4 (komorki
mysie i1 ludzkie) oraz antygenow CD133 (komoérki mysie
iludzkie) i Sca-1 (komorki mysie);

b) beda niechematopoetyczne, a wigc CD457;

¢) oraz bgda bardzo mate (2-4pum $rednicy).

Strategi¢ izolacji wspomnianej populacji, bardzo malych
(2-4 pm), Sca-1" CD45 lin” komoérek z mysiego szpiku kostne-
go z uzyciem FACS przedstawia rycina 1. Komorki te posiadaja
ekspresje szeregu markerow komorek pluriotencjalnych, takich
jak SSEA-4, Oct-4, Rex-1 i Rif-1, zarbwno na poziomie RNA,
jak i biatka. Jednoczes$nie sa one negatywne pod wzgledem obec-
nosci antygenoéw zgodnosci tkankowej MHC-1 1 MHC-II (HLA
-DR) oraz molekut specyficznych dla linii mezenchymalnej,
takich jak CD90, CD105 i CD29 [40].

Co wazniejsze, bezposrednie badania tych komorek, izolo-
wanych z mysiego szpiku kostnego, przy uzyciu elektronowego
mikroskopu transmisyjnego, wykazaty obecnos$¢ cech charakte-
rystycznych dla komérek embrionalnych, takich jak:

a) obecno$¢ duzego jadra komoérkowego otoczonego

waskim rabkiem cytoplazmy oraz

b) wystgpowanie luznej chromatyny (euchromatyny)

w jadrze komérkowym.

Co najwazniejsze, pomimo bardzo matego rozmiaru, komor-
ki te jak wykazaliémy zawieraja prawidlowa, diploidalng liczbg
chromosomow, a takze liczne mitochondria. Odznaczajg si¢ one
rowniez wysoka aktywnoscia telomerazy jadrowej. W oparciu
0 powyzsze kryteria, okre$liliSmy opisane przez nas komor-
ki mysiego szpiku kostnego mianem ,,bardzo matych komorek
macierzystych, podobnych do komoérek embrionalnych” (very
small embryonic-like stem cells - VSELs) [37]. Strategi¢ izolacji
VSELSs z mysiego szpiku kostnego przedstawiono na rycinie 1.

Stosujac cytometri¢ przeptywowsa udalo si¢ nam réwniez
zidentyfikowa¢ podobne Sca-171in'CD45" komoérki w tkankach
wigkszo$ci mysich organ6éw, m.in. w nerkach, plucach, sercu oraz
jadrach. Zaobserwowalismy, ze w zalezno$ci od niszy tkanko-
wej, wielkos¢ VSEL-SC moze by¢ rézna. Komorki odpowiada-
jace mysim VSELs wykryliSmy ostatnio rowniez w ludzkiej krwi
pepowinowej co wskazuje, ze wystepuja one rowniez w tkankach
czlowieka [41].
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Dotychczasowe wyniki otrzymane w naszym laboratorium
wskazuja na obecno$¢ w wigkszoséci dorostych tkanek, prymi-
tywnej populacji pluripotencjalnych komodrek macierzystych,
wywodzacych si¢ z epiblastu. Komorki te jak uwazamy moga
zosta¢ zdeponowane w rozwijajacych si¢ organach w czasie ga-
strulacji, we wezesnych etapach embriogenezy, gdzie przezywaja
nastgpnie do czasu kiedy organizm osiaga dojrzatos¢ [42]. Cecha
charakterystyczna tych komorek jest ekspresja genéw typowych
dla pluripotencjalnych komorek epiblastu, takich jak SSEA-4,
Oct-4 i Nanog. Hipotezg ta potwierdzaja ostatnie dane literaturo-
we wykazujace obecno$¢ komodrek macierzystych posiadajacych
markery komorek epiblastu (np. Oct-4, SSEA) nie tylko w szpi-
ku kostnym, ale rowniez w tkankach wielu organéw niehemato-
poetycznych, jak naskorek, nabtonek oskrzeli, migsien sercowy,
trzustka, jadra, miazga zgbowa, siatkowka [54, 55] oraz w pty-
nie owodniowym [37, 43-56]. Morfologia tych komorek oraz
ich wielko§¢ moze si¢ nieznacznie rézni¢ w zaleznosci od typu
tkanki/ narzadu, w ktorym si¢ znajduja oraz miejsca lokalizacji
w poszczegolnych narzadach. Ekspresja markerow epiblastu
przez te komorki, potwierdza nasza koncepcje o zdeponowaniu
we wezesnych etapach embriogenezy w rozwijajacych si¢ orga-
nach Oct-4" komorek macierzystych pochodzacych z epiblastu
[42, 57]. Opisane komorki macierzyste dojrzalego organizmu
tworza wlasne identyczne kopie, dajac poczatek dojrzatym linom
komorek somatycznych, roznicujac si¢ w zaleznosci od srodowi-
ska w jakim si¢ znajduja [55].

Réznicowanie mysich VSELs in vitro

Opisane przez nasza grupg VSELs stanowia bardzo rzadka
populacje komoérek znajdujacych sig w dorostym szpiku kostnym
(ok. 1 komoérka VSEL na 10*-10° komérek jednojadrowych my-
siego szpiku) [37]. Z obserwacji naszych wynika takze, ze szpik
kostny mlodych myszy zawiera wigcej komorek o fenotypie
VSELs i liczba tych komoérek maleje z wiekiem osobnika [37].

Myslac o wykorzystniu tych komdrek do potencjalnych ce-
16w terapeutycznych, niezbednym staje si¢ szybkie opracowanie
skutecznej metody ekspansji tych komorek ex vivo.

Prowadzimy wigc intensywne prace nad opracowaniem
sktadu ,,skutecznego koktailu czynnikéw wzrostowych”, stymu-
lujacych proliferacjg VSELs. W oparciu o nasze dotychczasowe
obserwacje, VSELs wymagaja jednak do proliferacji nie tylko
medium hodowlanego o odpowiednim skladzie, ale rowniez syg-
natow kostymulujacych w hodowlach z innymi komérkami (np.
mysimi fibroblastami podscieliska szpiku kostnego). W takich
warunkach hodowlanych, VSELs dziela si¢ oraz réznicujg w ko-
morki nalezace do wszystkich trzech listkow zarodkowych - kar-
diomiocytow (mezoderma), réznych rodzajow komorek nerwo-
wych (ektoderma) oraz komorek trzustki produkujacych insuling
(endoderma) [37]. Waznym wyzwaniem jest opracowanie takich
warunkow hodowlanych, ktore zapewnia ekspansj¢ VSELSs, z za-
chowaniem ich pierwotnego charakteru, czyli bez jednoczesne-
20, spontanicznego réoznicowania w komorki réznych tkanek.

Istotne znaczenie w tym kierunku ma nasza obserwacja, ze
w hodowli z mysimi komorkami lini mioblastycznej C2C12, oko-
o 5-10% VSELs tworzy sfery przypominajace ciatka embrional-
ne. Komorki znajdujace si¢ w takich sferach wykazuja obecnosc
ptodowej formy fosfatazy alkalicznej [37]. W trakcie prowadzo-
nych badan stwierdziliSmy, ze komorki w sferach pochodzacych
z VSELs wykazujg cechy komoérek niedojrzatych — np. zawieraja
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duze jadra komérkowe wypemione euchromatyng. Podobnie jak
same VSELs, komorki izolowane ze sfer utrzymuja fenotyp an-
tygenowy CXCR4"SSEA-1"Oct-4". Co wigcej, komorki te utrzy-
muja potencjal do odtwarzania nowych sfer w trakcie kolejnych
5-7 pasazy podczas hodowli z komdrkami C2C12. Jednoczesnie,
jesli zostana one wyizolowane i umieszczone w odpowiednim
medium réznicujacym, réznicuja si¢ one w komorki wszystkich
trzech listkow zarodkowych. W miarg wzrastajacej liczby pasazy,
sfery staja si¢ jednak coraz mniejsze. Obecnie nasza grupa pra-
cuje rowniez intensywnie nad zbadaniem potencjatu regeneracyj-
nego komorek, pochodzacych ze wspomnianych sfer, w r6znych
zwierzgeych modelach uszkodzenia tkanek in vivo.

Perspektywy

Na podstawie wynikéw badan wiasnych, jak rowniez wzra-
stajacej liczby doniesien w literaturze, ktdre potwierdzaja obec-
nos$¢ réznych populacji prymitywnych komoérek w szpiku kost-
nym (m.in. pluripotencjalnych VSELs), uwazamy, ze pozytywne
wyniki weczesdniejszych badan sugerujace plastycznos¢ KKM
szpiku kostnego, powinny by¢ poddane weryfikacji. Pozosta-
je rowniez pytanie, czy pluripotencjalne komorki macierzyste,
jakimi sa VSELs, moga uczestniczy¢ w czasie dorostego zycia
organizmu w odnowie innych, liniowo zdeterminowanych komo-
rek macierzystych, wiaczajac najliczniejsze w szpiku kostnym
KKM.

Stosujac odpowiednie modele uszkodzen narzadéw u zwie-
rzat, poszukujemy odpowiedzi na pytanie czy VSELs znajda fak-
tycznie praktyczne zastosowanie w medycynie regeneracyjnej.
Pierwszym, potencjalnym ograniczeniem ich wykorzystania dla
celow terapeutycznych jest stosunkowo niska liczba tych komo-
rek w dorostym szpiku kostnym (1 komorka VSEL na 10*-10° ko-
morek jednojadrowych szpiku kostnego). Co wigcej, z naszych
obserwacji wynika, ze liczba VSEL-SC jest wyzsza u mtodych
osobnikéw i maleje wraz z wiekiem [36].

Istnieje rowniez mozliwos¢, ze VSELs uwolnione ze szpiku
po uszkodzeniu tkanek nawet jesli docieraja bez przeszkod do
uszkodzonego narzadu uczestnicza jedynie w regeneracji nie-
wielkich uszkodzen. Pojawia si¢ tym samym uzasadniona oba-
wa, ze efektywna regeneracja wigkszego uszkodzenia tkankowe-
go (np. zawaltu migénia sercowego, czy tez udaru mézgu) moze
przekracza¢ zdolnosci regeneracyjne tych stosunkowo rzadkich
komorek. Dlatego tak wazne jest opracowanie protokotéw stu-
zacych do skutecznej ekspansji tych komorek. Po drugie, prze-
mieszczenie VSELs do tkanek objetych uszkodzeniem, zalezy
od ukierunkowanych sygnatéw chemotaktycznych, ktéore moga
by¢ niewystarczajaco silne ze wzgledu na obecno$é¢ enzymow
proteolitycznych, wydzielanych przez leukocyty krwi obwodo-
wej 1 makrofagi tkankowe w miejscach uszkodzenia — ktore to
degraduja wydzielane przez uszkodzone tkanki chemoatraktanty
dla VSELs.

Przyktadowo, metaloproteinazy trawiace biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej, wydzielane przez komorki towarzyszace
procesom zapalnym, odpowiadaja m.in. za lokalng degradacjg
czynnika chemotaktycznego pochodzenia stromalnego (stro-
mal derived factor-1 — SDF-1) w uszkodzonych narzadach, co
w efekcie uposledza migracje¢ komoérek macierzystych do miejsc
uszkodzenia. W takiej sytuacji zmobilizowane VSELs moga po-
tencjalnie krazy¢ w krwi obwodowej, jako ,,bezdomna” popula-
cja, a nastgpnie wraca¢ do szpiku kostnego lub zasiedla¢ inne
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organy. Po trzecie, aby VSELs mogly w pelni wykazac¢ swoj po-
tencjat regeneracyjny, musza by¢ rowniez w pehni funkcjonalne.
Nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze VSELs rezydujace w szpi-
ku kostnym, sa funkcjonalnie ,,zablokowane”, pozostajac w sta-
dium swoistego ,,u$pienia”, wymagajac odpowiednich sygnatow
aktywacyjnych, ktorych na razie jeszcze nie znamy.

Warto réwniez nadmienié, ze nie udato nam si¢ jeszcze zi-
dentyfikowa¢ kombinacji czynnikow wzrostowych, ani takze
molekut adhezyjnych, pozwalajacych na efektywne namnazanie
VSELs in vitro, bez udzialu innych komoérek (C2C12, fibroblasty
szpikowe). Z drugiej strony jednak, komoérki pochodzace ze sfer
utworzonych z VSELs moga roznicowac si¢ w komorki wszyst-
kich trzech listkow zarodkowych i wykazuja od poczatku znacz-
ny potencjat do samoodnawiania.

Podsumowujac wyniki otrzymane w naszym laboratorium
wskazuja, ze VSELs moga stanowic¢ realna alternatywe dla kon-
trowersyjnych macierzystych komoérek embrionalnych, pozyski-
wanych np. droga tzw. klonowania terapeutycznego. W czasie
kiedy trwa etyczno-religijna debata nad zastosowaniem komoérek
embrionalnych w klinice, istnieje uzasadniona potrzeba zbadania
potencjatu terapeutycznego VSELs, jako alternatywnego zrodia
komoérek do terapii. Musimy wigc jak najszybciej znalez¢ odpo-
wiedz na pytanie, czy izolowane z tkanek dorostych osobnikéw
VSELs, moga by¢ efektywnie zastosowane w klinice. Nadcho-
dzace lata z pewnoscia przyniosa wazne odpowiedzi na posta-
wione pytania.
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