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Indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste — geneza, problemy

oraz perspektywy wykorzystania
w terapii chorob serca

Induced pluripotential stem cells — perspectives of
clinical application in cardiovascular diseases
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Streszczenie

W 2006 roku opublikowano pierwsze wyniki badar nad genetycznymi podstawami indukcji pluripotencji komérkowej
z finalnie zré6znicowanej komoérki somatycznej dorostego organizmu. Dokonano w tym celu transfekeji i wywotano efek-
tywna nadekspresje 4 czynnikéw (OCT4, SOX-2, c-MYC, KLF4) umozliwiajaca osiagniecie pluripotencji przez komérki znaj-
dujace sie w koficowym stadium zréznicowania, co dotad bylo mozliwe jedynie przez klonowanie w wyniku transferu
diploidalnego jadra komérkowego do enukleowanego oocytu. Wkrétce pojawity sie kolejne doniesienia ukazujace mozli-
wos¢ przeprowadzenia opisanego procesu na réznych komérkach cztowieka, co otworzyto mozliwosci zastosowania tych
komérek w medycynie regeneracyjnej. W niniejszej pracy autorzy staraja sie podsumowac dotychczasowa wiedze na temat
indukowania pluripotentnosci, opisujac wspofczesna wiedze i problemy, ktére nadal trzeba rozwiaza¢, aby rozpoczaé préby
kliniczne z wykorzystaniem indukowanych, pluripotentnych komérek macierzystych. Szczegélng uwage poswiecono zasto-
sowaniu tej technologii w dziedzinie leczenia choréb naczyniowo-sercowych.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste, indukowane komérki pluripotencjalne, medycyna regeneracyjna, choroby
naczyniowo-sercowe

Abstract

In 2006 were reported first results on induction of pluripotential stem cells from adult somatic cells. It was successfully
performed transfection by using genetic engineering and the effective overexpression of four transcription factors, OCT4,
SOX2, c-MYC, KLF4 has been obtained. Thus pluripotency was induced in finally differentiated mammalian somatic cells
with comparable to embryonic stem cells morphological and transcriptomic profiles. Before, it was only possible by using
cloning procedure with diploid nucleus transfer to enucleated oocyte. Soon after range of reports appeared describing
genetic modifications of variety human somatic cells enabling them pluripotency. The aim of this article was to summarise
a present knowledge with several listed goals to be achieved before the first clinical trials with induced pluripotent stem cells
can be feasible. Aspects of cardiovascular diseases treatment have been outlined.
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Terapia komorkowa jest wykorzystywana w celach medycy-
ny regeneracyjnej juz od prawie 20 lat. Mimo opracowania
nowych technologii (m.in. hodowla ptatéw skéry do prze-
szczep6w) wiele dziedzin, w tym réwniez kardiologia, nadal
oczekuje na przetom, jaki mialy przynies¢ komoérki macie-
rzyste. Opracowanie technologii regeneracji pozawatowego
miesnia sercowego badz biologicznego rozrusznika (pacema-
ker) pozwolitoby milionom pacjentéw na powrét do normal-
nego trybu zycia.

Sposrod wielu rodzajow komérek macierzystych najwiek-
sze emocje wzbudzaja embrionalne komérki macierzyste
(ESC, embryonal stem cells), ktére dzieki mozliwosci réznico-
wania sie¢ w dowolng komérke dorostego organizmu mogty-
by znacznie poszerzy¢ wachlarz zastosowan medycyny rege-
neracyjnej. Watpliwosci budzi natomiast sposéb ich pozy-
skania taczacy sie z wykorzystaniem ludzkich zarodkow.
Doniesienie Takahashiego i Yamanaki [1] na temat indukgji
pluripotentnosci komérek mysich oraz pézniej ludzkich
w 2007 roku wymusito pewna zmiane stanowiska naukowcéw
w stosunku do komérek embrionalnych. Otéz opracowana
technika indukowania pluripotentnosci, dzieki zastosowaniu
zaawansowanych metod inzynierii genetycznej, umozliwita po-
zyskiwanie z komérek somatycznych osobnikéw dorostych ko-
morek o potencjale rozwojowym podobnym do ESC.

INDUKCJA PLURIPOTENC]I

KOMOREK SOMATYCZNYCH

Na podstawie wczesniejszych doniesierr informujacych
o mozliwosci przeprogramowania jader komérek somatycz-
nych po ich fuzji z embrionalnymi komérkami macierzysty-
mi [2, 3] grupa Takahashiego, wybrata 24 geny odpowiedzial-
ne za utrzymanie stanu pluripotentnosci. Nastepnie, wyko-
rzystujac wektor retrowirusowy, doprowadzono do ich egzo-
gennej ekspresji w réznych kombinacjach i w efekcie
wyselekcjonowano 4 geny kodujace, niezbedne dla procesu
odr6znicowywania komérek somatycznych czynniki. Sa to:
OCT-3/4, SOX2, KLF4 i c-MYC. Dwa pierwsze uwaza sie za
kluczowe w utrzymywaniu pluripotentnosci komérek [4, 5].
Geny KLF4 i c-MYC to czynniki protoonkogenne, lecz jak
wykazata grupa Takahashiego, tylko one z catego zestawu zna-
nych protoonkogenéw sg konieczne do indukcji pluripoten-
cji. Uwaza sie, ze czynnik transkrypcyjny c-MYC dziafa po-
przez indukcje globalnej acetylacji histonéw [6] (prawdopo-
dobnie ma > 25 000 miejsc wigzania w genomie ssaczym
[7]), umozliwiajac w ten sposob OCT-3/4 i SOX2 wigzanie
do wiasnych specyficznych miejsc. Funkcja KLF4 w tym me-
chanizmie nie jest do kofica sprecyzowana, jednak Takaha-
shii Yamanaka [1] uwazaja, ze poprzez hamowanie ekspres;ji
biatka P53 [8], ktdre z kolei jest miedzy innymi inhibitorem
NANOG podczas réznicowania ESC [9], KLF4 moze sie przy-
czynia¢ do aktywacji NANOG i innych czynnikéw specyficz-
nych dla embrionalnych komérek macierzystych. Inhibitor

NANOG jest za$, poza OCT3/4 i SOX2, uwazany za najwaz-
niejszy czynnik utrzymujacy pluripotentnos¢ komoérek [4, 5].

Précz podobienstwa wykazanego przez prawie identycz-
ny wzor ekspresji (w badaniach z wykorzystaniem mikroma-
cierzy [1]) indukowane pluripotentne komérki macierzyste
(iPSC, induced pluripotent stem cells) maja inne wtasciwosci
charakterystyczne dla komérek izolowanych z wczesnych
zarodkéw. Naleza do nich:

— formowanie kul zarodkowych (EB, embryonic bodies);

— tworzenie zarodkéw chimerowych i indukowanie poten-
cjatu rozwojowego osobnikéw dorostych (ssaki) poprzez
iniekcje komérki pluripotencjalnej do blastocysty;

— tworzenie potworniakéw po podskérnym podaniu komé-
rek myszom immunokompetentnym, w wyniku czego
obserwuje sie powstawanie tkanek wywodzacych sie
z wszystkich 3 listkéw zarodkowych [10].

Dalsze doswiadczenia doprowadzity do otrzymania ludz-
kiego odpowiednika omawianych komérek przy uzyciu ta-
kiego samego zestawu genéw [11]. Potwierdzono w ten spo-
sob konserwatywnos¢ systemu kontroli etapu réznicowania
komérkowego oraz jednoczesnie wykazano, ze czynniki KLF4
i c-MYC zwiekszaja jedynie efektywnos¢ procesu odroznico-
wywania, nie sg za$ niezbedne do jego wystapienia.

Bazujac na wymienionych odkryciach, inne zespoty ba-
dawcze opracowaly alternatywne zestawy gendéw umozliwia-
jace indukcje pluripotentnosci (tab. 1). Wnioskujac z dostep-
nej literatury, oczywiste zdaje sie przypuszczenie, ze liczba
i rodzaj czynnikéw, ktorych nadekspresje nalezy wywotag,
moga w pewien sposéb zaleze¢ od stopnia zréznicowania
komorek wyjsciowych. Sadzac po dynamice badai w tym
zakresie, w niedalekiej przysztosci uda sie zaindukowac¢ plu-
ripotentno$¢ w wielu innych typach komérek. Obserwujac
roznice w juz ustalonych protokotach, prawdopodobnie
z wielu réznych mozliwosci zostanie wyselekcjonowany mo-
del najlepiej odpowiadajacy wymaganiom klinicznej medy-
cyny regeneracyjne;j.

MOLEKULARNY MECHANIZM
ODROZNICOWYWANIA

W wiekszosci przypadkéw podczas omawiania rodzajéw
komorek macierzystych przedstawia sie je w sposob zhierar-
chizowany: w kolejnosci od komoérek o najwiekszym poten-
cjale rozwojowym (totipotencjalne), do bedacych jedynie
prekursorami komérek funkcjonalnych (unipotencjalne).
Z powodu takiego przedstawienia zjawisko réznicowania ko-
mérek uznaje sie za proces nieodwracalny i odbywajacy sie po-
przez stopniowe wyciszanie czynnikéw odpowiedzialnych za
kolejne poziomy zréznicowania, limitujacy jednoczesnie mozli-
wos¢ powrotu do poprzedniego stanu oraz powodujacy akty-
wacje genéw zwigzanych z bardziej zaawansowanym stanem
zréznicowania komorki. Odkrycie mozliwosci odréznicowywa-
nia komérek oraz techniki transferu jader somatycznych do ko-
morek embrionalnych podaja te zatozenia w watpliwos¢.
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Tabela 1. Przyktadowe Zrédta indukowanych, pluripotencjalnych komdrek macierzystych

Rodzaj materiatu wyjsciowego

Autorzy Zastosowana konstrukcja

Fibroblasty

Fibroblasty ptodowe

Komorki hematopoetyczne

Mezenchymalne komérki macierzyste

Hepatocyty

Komérki nabtonkowe zotadka

Komérki izolowane ze skory wiasciwej

Komorki macierzyste pochodzenia neurogennego

Takahashi i Yamanaka, 2006 [1]
Yuiwsp. 2007 [32]
Takahashi i Yamanaka, 2006 [1]
Yu iwsp., 2007 [32]
Yuiwsp., 2007 [32]
Aoiiwsp., 2008 [33]
Aoiiwsp., 2008 [33]
Tsaiiwsp., 2010 [34]
Kimiwsp., 2009 [35]

Oct 3/4, Sox2, KIf4, c-Myc/Oct 3/4,
Sox2, Nanog, Lin28
Oct 3/4, Sox2, KIf4, c-Myc
Oct 3/4, Sox2, Nanog, Lin28
Oct 3/4, Sox2, Nanog, Lin28
Oct 3/4, Sox2, KIf4, c-Myc
Oct 3/4, Sox2, KIf4, c-Myc
Oct 3/4, KIf4
Oct4

MacArthur i wsp. [12] sugeruja istnienie innego mecha-
nizmu kontrolujacego stan zréznicowania komoérek. Przed-
stawili oni komputerowy model oparty na biologicznej roli
rozpoznanych czynnikéw endo- i egzogennych. Podstawa
opracowania systemu byty 3 odkrycia:

— zakonserwowany rdzert mechanizmu odréznicowywania
utworzony przez OCT4/SOX2/NANOG [13];

— 3 wymienione czynniki oddzialuja ze soba, tworzac kom-
pleksy biatkowe, i wptywaja na siebie, wzajemnie sie ak-
tywujac [5];

— OCT4, NANOG i SOX2 sa czynnikami o szerokim spek-
trum dziafania, regulujac ekspresje wielu innych genow
prowadzacych do réznicowania komérek [4]; brak ich
ekspresji prowadzi do utraty stanu pluripotentnosci i roz-
poczecia procesu réznicowania.

W komputerowej symulacji MacArthur i wsp. starali sie
odzwierciedli¢ mechanizmy zachodzace w trakcie procesu
réznicowania w komérki mezodermalne. Wyznaczono pod-
stawowe zaleznoéci pomiedzy czynnikami odpowiedzialny-
mi za utrzymanie pluripotencji (OCT4, SOX2 i NANOG,) oraz
tymi, ktére determinuja procesy specyficzne: osteogeneze
(RUNX2), chondrogeneze (SOX9) oraz adipogeneze (PPAR-y).
Jak przyjeto w analizie, geny warunkujace pluripotentnos¢
stymuluja swoja ekspresje poprzez wywieranie presji w kie-
runku powstawania komplekséw biatkowych. Kompleksy te
za$, procz efektu dodatniego sprzezenia zwrotnego, hamuja
ekspresje wszystkich czynnikéw réznicowania (LSMGs, line-
age-specifying master genes). Czynniki LMSGs dziafaja poprzez
autoaktywacje oraz hamuja geny odpowiedzialne za tworze-
nie iPSC, a takze czynniki z grupy LMSGs, lecz aktywujace inng
linie r6znicowania. Dodatkowo cata sie¢ zaleznoéci byta mo-
dyfikowana przez stymulacje czynnikami zewnetrznymi, taki-
mi jak BMP2 czy TGFp.

Aby zrozumie¢ mechanizmy rzadzace procesem odréz-
nicowywania, nalezy poréwnac stan ekspresji omawianych
czynnikéw do tréjwymiarowych wykresdéw ptaszczyznowych,
za$ zachowanie komoérki do kuli poruszajacej sie po nieréw-
nosciach obrazujacych stany mniej badz bardziej prawdopo-

dobne. Kazdy stan komorki jest okreslany poprzez pewne
lokalne minimum (najbardziej prawdopodobny poziom zréz-
nicowania w danych warunkach ekspresji), natomiast mini-
mum globalne jest definiowane jako stan osiagany w catko-
witym zréznicowaniu komérki. Minima oraz drogi definiuja-
ce stany posrednie pomiedzy nimi mogg by¢ modyfikowane
przez zastosowanie odpowiednich czynnikéw egzogennych.
Aby przejs¢ do nastepnego stanu, nalezy poczatkowo dostar-
czy¢ bodziec (ekspresja czynnika destabilizujacego aktualny
stan komorki) i pokonac bariere definiujagcg minimum lokalne.

Dalsza symulacja potwierdzita obserwacje o stabilnosci
poszczegblnych standéw zréznicowania — kolejne minima
lokalne (stany zr6znicowania) cechujg sie coraz wieksza sta-
bilnoscia i mniejsza podatnoscia na egzogenny czynnik de-
stabilizujacy wptywajacy na kierunek rozwoju komérki. Dla-
tego konieczne byto zastosowanie wystarczajaco wysokiej
ekspresji niespecyficznych czynnikéw transkrypcyjnych
(OCT4 lub SOX2) przez dany okres, aby nie tylko zainicjo-
wac proces indukcji pluripotencji, lecz takze prowadzi¢ go
do konca. Zdaniem autoréw, ten sam efekt mozna osia-
gnac przez niespecyficzne zwiekszenie szumu tta ekspres;ji
r6znorodnych czynnikéw, co powoduje silng destabilizacje
catego uktadu.

Omawiana teoria ttumaczy zjawisko silnej heterochro-
matynizacji [14] rejonéw kodujacych czynniki OCT4 i SOX2
podczas réznicowania komérek w trakcie ontogenezy —
zmniejszenie ryzyka destabilizacji stanu komorki poprzez ich,
chocby nikifa, ekspresje. Ponadto, zgodne z oméwiona teoria
zdaja sie obserwacje wielu grup badawczych dotyczace zwiek-
szania wydajnosci tworzenia iPSC w przypadku uzycia do-
datkowych czynnikéw, takich jak c-MYC i KLF4 [15, 16], ktore
bedac niespecyficznymi aktywatorami ekspresji, moga zwiek-
sza¢ ,szum tha”. Innym zjawiskiem pozostajacym w zgodzie
z omawianymi faktami jest utrzymanie pluripotentnosci ko-
morek po usunieciu przejsciowej ekspresji czynnikéw wywo-
tujacych pluripotencje, zostaje zatem osiagniete minimum
lokalne bedace jednoczesnie najwyzej lezacym na ptaszczyz-
nie z rozpatrywanych stanow.
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MOZLIWOSCI TERAPEUTYCZNEGO
ZASTOSOWANIA INDUKOWANYCH
PLURIPOTENCJALNYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH

Ze wzgledu na podobienstwo embrionalnych komérek ma-
cierzystych i o indukowanej pluripotencji wiele doswiadczen
przeprowadzonych z wykorzystaniem ESC z pewnoscia znaj-
dzie swoje odzwierciedlenie w przypadku iPSC. Bezposred-
nie poréwnanie iPSC z ESC wynika nie tylko z badar nad ich
ekspresja i morfologia — wykazano réwniez ich podobny
potencjat kardiomiogenny oraz mozliwos¢ réznicowania do
kardiomiocytow przy uzyciu podobnych protokotéw [16].
Istnieja juz doniesienia o zakonczonych sukcesem prébach
réznicowania iPSC takze w miocyty miesni gtadkich czy ko-
morki endotelialne [17].

Badania nad wykorzystaniem komérek pluripotencjal-
nych w terapii regeneracyjnej serca mozna podzieli¢ na kilka
obszaréw:

1. Regeneracja miesnia sercowego poprzez zwiekszenie licz-
by funkcjonalnych kardiomiocytow
2. Tworzenie biologicznych rozrusznikéw serca pozyskanych

z komoérek macierzystych
3. Stabilizacja elektryczna serca pozawatowego.

W doswiadczeniach przeprowadzonych przy uzyciu ESC
zréznicowanych w kardiomiocyty udowodniono mozliwos¢
oraz bezpieczenstwo tego typu terapii [18]. Najwazniejsza
obserwacja wynikajaca z opisywanych doswiadczer jest po-
zytywne oddziatywanie implantacji na frakcje wyrzutowa oraz
inne parametry funkcjonalne serca i, co wazne, nie wydaje
sie ona spowodowana niekardiogennymi pochodnymi ko-
morek embrionalnych [18, 19]. Cho¢ prace dotyczace czasu
trwania efektu poprawy funkcjonowania narzadu nie sa zgod-
ne, to aby podja¢ dyskusje na ten temat, nalezatoby przepro-
wadzi¢ zdecydowanie wieksze badania kliniczne. Przypusz-
cza sig, ze wiasnie technologia indukcji pluripotentnosci
umozliwi prowadzenie badan nad regeneracjg narzagdéw na
wieksza skale, gdyz dotychczasowe opieraja sie jedynie na
embrionalnych komérkach macierzystych.

Préby opracowania skutecznej terapii komérkowe;j
uszkodzonego miokardium, skupiajace sie zasadniczo na
transplantacjach zastepczych wobec kardiomiocytéw, cze-
sto nie uwzgledniaja istotnej roli innych tkanek, cho¢ same
kardiomiocyty stanowia jedynie 30% komoérek tworzacych
serce w ujeciu ilosciowym [20]. Wéréd innych typéw komo-
rek wyrdznia sie fibroblasty, miesnie gtadkie naczyr krwio-
nosnych czy komérki endotelialne [20]. Odmiennym typem
sg komorki uktadu bodZcotwérczo-przewodzacego rézniace
sie morfologicznie od innych komérek migsnia sercowego.
Dysfunkgcja na jakimkolwiek z pozioméw uktadu bodZcotwor-
czo-przewodzacego serca moze prowadzi¢ do wystapienia
arytmii. Statystyki podaja, ze 3 miliony ludzi na Swiecie maja
sztuczny rozrusznik serca, za$ prawie 600 tysiecy poddaje sie
co roku takiej operacji [21]. Cho¢ urzadzenia te s3 uzyteczne
w korekgji schorzer zwiazanych z zaburzeniami przewodzenia,

to jednak same powoduja réwniez wiele zagrozen i proble-
moéw, wiréd ktérych mozna wyrézni¢: zwiekszong podatnosé
na infekcje, ograniczong dtugos¢ funkcjonowania baterii, dys-
komfort zwiazany ze stafa implantacja sztucznego obiektu czy
brak odpowiedzi rozrusznika na regulacje nerwowa i hormo-
nalna pochodzaca z osrodkowego ukfadu nerwowego (OUN).
Wymienione problemy doprowadzity do rozpoczecia badan
nad stworzeniem biologicznego rozrusznika poprzez implan-
tacje komoérek o whasciwosciach bodZcotwérczych [22, 23].
Przykfadem badan nad terapia, w ktorej teoretycznie mogty-
by zosta¢ wykorzystane iPSC, jest transplantacja zdetermino-
wanych wczesniej w kierunku kardiomiocytow ESC (formu-
jacych ciata embrionalne) do serca $wini z catkowitym blo-
kiem przewodzenia. W wyniku tego zabiegu komory serca
utrzymywaty akcje skurczowa na poziomie 60 uderzer/mi-
nute [24].

Czestym powiktaniem po przebytym zawale jest arytmia
serca. Grupa Fleischmanna [25] wykazata, ze transplantacja
kardiomiocytéw w modelu mysim, majacych podobne wta-
Sciwosci fizjologiczne do kardiomiocytéw pozyskiwanych
w wyniku réznicowania ESC, wywotata efekt protekcyjny, po-
wodujac zmniejszenie o ok. 60% czesto$¢ wystepowania aryt-
mii w sercu pozawatowym. Z drugiej jednak strony rozwaza-
nia czysto teoretyczne sugeruja, ze komoérki te moga sie przy-
czynia¢ do powstawania bodZzcow proarytmicznych poprzez
wszystkie fundamentalne mechanizmy arytmii: wykazuja
pewna automatyzacje skurczéw [23], sa podatne na zabu-
rzenia repolaryzacji [26] oraz wystepowanie zjawiska re-en-
try poprzez heterogennos$¢ elektrofizjologiczng popula-
cji [27]. Z tego wzgledu konieczne sa dodatkowe badania
w celu zrozumienia zjawiska stabilizacji elektrycznej wyka-
zanej przez grupe Fleischmanna [25].

OBECNY STAN WIEDZY

Indukowane, pluripotencjalne komoérki macierzyste maja
wiele bezdyskusyjnych zalet, ktérymi sa: praktycznie nieogra-
niczona mozliwos¢ podziatéw komérkowych, neutralnos¢
immunologiczna (sa to zwykle komérki autologiczne) oraz
wybor dowolnej tkanki, w ktérg mozna je réznicowac. Nie-
stety jednak, omawiane komérki cechuja sie réwniez kilko-
ma wadami dotyczacymi gféwnie ich bezpieczenstwa i tech-
niki pozyskania. Ponizej przedstawiono najwieksze trudno-
Sci wraz z propozycjami rozwigzan.

Pierwszym problemem, ktéry zostat juz czesciowo roz-
wigzany, byfo wysokie ryzyko nowotworzenia spowodowa-
ne zastosowaniem czynnikéw proonkogennych w metodzie
Takahashiego [1]. Jak wczesniej wspomniano, udato sie jed-
nak wywota¢ indukcje pluripotentnosci bez nadekspresji
c-Myc i KIf4 oraz jednoczesnie zniwelowac liczbe nowotwo-
row u myszy chimerowych i ich potomstwa do zera. Row-
niez inne, wczesniej wymienione zespoty badawcze majg na
tym polu znaczne osiagniecia.

Innym powodem do obaw sg wektory uzywane do trans-
fekcji komoérek. Ich wirusowe pochodzenie, a zwtaszcza
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Tabela 2. Przyktadowe wektory wykorzystywane dla indukgji pluripotencji w komoérkach zréznicowanych

Nazwa nosnika Autorzy

Wektor retrowirusowy
Wektor adenowirusowy
Yuiwsp., 2007 [32]

Wektor lentiwirusowy

Wektor na bazie wirusa Sendai

Wektory plazmidowe Okita i wsp., 2008 [38]
System transpozazy
Modyfikowane biatka Zhou iwsp., 2009 [39]

System ekspresji oparty na
promotorze indukcyjnym

Takahashi i Yamanaka, 2006 [1]

Stadtfeld i wsp., 2008 [36]

Fusaki i wsp., 2009 [37]

Woltjen i wsp., 2009 [31]

Wernig i wsp., 2008 [40]

Uwagi

Integrujacy z genomem, odpowiednia pojemnos¢,
najwieksze ryzyko wywotania mutacji
Nieintegrujacy z genomem,
stosunkowo niska wydajnos¢ transfekgji
Nieintegrujacy, zwiekszona wydajnos¢
transfekgji w stosunku do adenowirusow
Nieintegrujacy z genomem wirus RNA,
liczba jednostek wirusowych w komérkach
zmniejsza sie w czasie, niska wydajnos¢
Wektor niewirusowy, mata pojemnos¢, konieczno$¢
wykorzystywania wiekszej liczby wektoréw
Integrujacy, mozliwos¢ doktadnego usuniecia sekwengji,
ryzyko wystapienia mutacji insercyjnej
Nieintegrujacy, konieczno$¢ kontroli stezenia
podczas trwania procesu, niska wydajnos¢
Mozliwos¢ indukgji pluripotencji komérek
w dowolnym okresie rozwoju, koniecznos¢
stworzenia linii zwierzat transgenicznych,
brak zastosowania w klinice

koniecznos¢ integracji z genomem, moze powodowac zmiany
w sekwencjach genéw waznych dla prawidtowego funkcjo-
nowania komorki. Trwajg jednak poszukiwania nowych wek-
torow do transfekcji komoérek spetniajacych stawiane warun-
ki. W standardowej metodzie Takahashiego zakfadano wy-
korzystanie wektoréw retrowirusowych integrujacych z ge-
nomem. Pézniejsze doniesienia informuja o mozliwosci
przeprowadzenia catego procesu dzieki wykorzystaniu wielu
innych znanych systeméw transfekcji komoérek eukariotycz-
nych, co przedstawiono w tabeli 2.

Kolejna trudnoscia jest prawdopodobnie sam proces roz-
nicowania komérek, poniewaZz obecnie stosowane protoko-
ty r6znicowania ESC oraz iPSC do kardiomiocytow nie osia-
gnely jeszcze oczekiwanych wydajnosci. Obserwuije sie jed-
nak znaczacy postep w liczbie pozyskiwanych komérek
(< 50% kardiomiocytéw z komérek pluripotentnych) [28—
-30] oraz w zwiekszaniu jednorodnosci otrzymanej popula-
cji dzieki zastosowaniu w trakcie procesu réznicowania se-
lekcji komoérek metodami cytometrycznymi.

Innym problemem towarzyszacym réznicowaniu, zwig-
zanym z rodzajem wektora uzywanego do wprowadzania
genu jest brak optymalnej metody wygaszenia ekspresji spo-
wodowanej czynnikami egzogennymi. Mimo wielu propo-
zycji, przedstawionych czesciowo w tabeli 2, kazda z metod
powoduje pewne problemy, z ktérymi nalezatoby sie upo-
ra¢, zanim znajda one zastosowanie kliniczne. Najciekawsza
propozycja wydaje sie system z wykorzystaniem transpoza-
zy, ktory zapewnia odpowiednia ekspresje czynnikow odroz-
nicowujacych, po zakoriczeniu procesu za$ cata konstrukcje

mozna usuna¢ z genomowego DNA, uzyskujac komorki
o niezmienionym kodzie genetycznym. Najnowsze systemy
zastosowane m.in. przez Woltjena i wsp. [31] generujq bar-
dzo mato btedéw, co znaczaco przybliza te technologie do
zastosowania klinicznego.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac zagadnienie indukowania pluripotencjalnych
komérek macierzystych (iPSC), ich wytwarzanie jest prawdo-
podobnie przefomem w badaniach nad regeneracja narza-
dowa. Dotychczasowa terapia wykorzystujaca autologiczne
komérki macierzyste pozyskiwane z organizméw dorostych,
mimo czesciowych sukceséw, napotykafa problemy zwiaza-
ne z ich niewielka plastycznoscia, w przypadkach stosowa-
nia (allogenicznych) komérek embrionalnych konieczna zas
byta immunosupresja. Ponadto badania nad ESC w wigkszos-
ci, ze wzgledéw bezpieczenstwa, ograniczaty sie do modeli
zwierzecych.

Poprzez sam sposob uzyskiwania i podstawowa ich wias-
ciwos¢ — pluripotencje — iPSC zyskuja przewage nad inny-
mi rodzajami komérek macierzystych w medycynie regene-
racyjnej. Nie dziwig wiec duze zainteresowanie badaczy ta
wiasnie tematyka oraz ogromne srodki poswiecane na zba-
danie mechanizmu indukgji pluripotenciji, a takze réznic po-
miedzy ESC oraz iPSC. Po 4 latach od momentu odkrycia
mozliwosci przeprowadzenia procesu indukowania pluripo-
tencji istnieja juz wymierne korzysci z tak intensywnych ba-
dan. Praktycznie kazdy z poczatkowo napotkanych proble-
moéw oddzielajacych iPSC od ich zastosowania klinicznego
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zostal czesciowo zniwelowany. Jednoczesnie intensywne
badania nad zjawiskiem odréznicowywania dostarczaja do-
datkowej wiedzy na temat molekularnych podstaw rozwoju
embrionalnego.

Najprawdopodobniej indukowane, pluripotencjalne ko-

morki macierzyste znajda zastosowanie w szerokim spektrum
préb klinicznych nie tylko z dziedziny choréb sercowo-

-naczyniowych, lecz takze dotyczacych uciazliwych choréb
ukfadu nerwowego.
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