STRESZCZENIE

Termin »CHIMERA” znany jest z mitologii greckiej, gdzie okreslano nim ziejacego
ogniem potwora z glowa Iwa, tutlowiem kozy i ogonem weza. Pojecie to nieobce jest row-
niez naukowcom, gdyz we wspoélczesnej biotechnologii znalazto ono zastosowanie dla okre-
§lenia organizmoéw zbudowanych z komérek pochodzacych od co najmniej dwoch zygot i w
zwiazku z tym, rézniacych sie pod wzgledem genetycznym. Chimery tworzone w laborato-
rium staly sie niezwykle cennym narzedziem w badaniach biomedycznych, wykorzystywa-
nym m.in. do doswiadczen nad potencjalem rozwojowym komérek, procesami réznicowania
zachodzacymi podczas embriogenezy, a takze do analizowania funkcji genéw, modelowania
ludzkich choréb i opracowywania nowych terapii. Chimery miedzygatunkowe daja réwniez
nadzieje na wykorzystanie ich do wytwarzania ludzkich narzadéw do przeszczepéw oraz
ratowania zagrozonych gatunkow. Niniejszy artykul przedstawia biezacy stan wiedzy na
temat chimer tworzonych z udzialem pluripotentnych komérek o charakterze macierzystym,
a takze perspektywy i zagrozenia zwiazane z ich wykorzystaniem w badaniach podstawo-
wych i medycynie.

WPROWADZENIE: CZYM SA CHIMERY?

W prawidlowym rozwoju jednokomérkowy zarodek, czyli zygota, dzieli sie
na coraz mniejsze komorki i wszystkie one, stopniowo réznicujac sie, uczestni-
cza w wyksztalceniu tkanek powstajacego plodu, z ktérego ostatecznie rozwinie
sie dorosty osobnik. Okazuje sie jednak, ze dzieki niezwyklym zdolnosciom re-
gulacyjnym w okresie przedimplantacyjnym, zarodek ssaka moze rozwijaé sie
prawidtowo nawet w obliczu takich rozwojowych perturbacji, jak niedobér czy
nadmiar komoérek [1]. Pionierskie doswiadczenia profesora Tarkowskiego, wy-
bitnego polskiego embriologa, pokazaly, Ze po eksperymentalnym zespoleniu
ze sobg dwo6ch mysich 8-komérkowych zarodkéw pozbawionych ostonki przej-
rzystej, komorki integruja sie ze soba, tworzac jeden zarodek rozwijajacy sie do
stadium blastocysty. W tym stadium rozwojowym obecne sa trzy pierwsze linie
komoérkowe: epiblast (EPI, ang. Epiblast), z ktérego w dalszym rozwoju powsta-
nie cialo zarodka, oraz pierwotna endoderma (PE, ang. Primitive Endoderm) i
trofektoderma (TE, ang. Trophectoderm), wchodzace w skiad struktur pozazarod-
kowych podtrzymujgcych rozwéj zarodka w macicy, czyli fozyska i bton ptodo-
wych. Doswiadczenie Tarkowskiego pokazato, Ze taka chimerowa blastocysta,
po implantacji w drogach rodnych samicy biorczyni, jest w stanie kontynuowac
rozwdj az do urodzenia prawidlowego fenotypowo, plodnego osobnika o nor-
malnych rozmiarach [2]. W ten spos6b, wykorzystujac tzw. metode agregacji
zarodkoéw, profesor Tarkowski uzyskatl pierwsza mysz - chimere, zbudowana z
dwoch, odmiennych genetycznie populacji komérek pochodzacych od réznych
zygot. Podobny, udany eksperyment, zakoriczony narodzinami mysich chimer,
zostal opisany w pracy autorstwa Beatrice Mintz [3]. Otrzymywane tg metoda
chimery zbudowane sa z komoérek potomnych obu zarodkéw wyjsciowych, a
w stadium blastocysty oba komponenty obecne sa we wszystkich trzech liniach
komérkowych.

Te przelomowe odkrycia utorowaty droge licznym modyfikacjom oryginalnej
procedury, co zaowocowalo uzyskaniem chimer nie tylko na drodze polaczenia
dwoch (lub wiecej) zarodkéw w tym samym stadium [4], ale réwniez poprzez
agregacje normalnego zarodka z zarodkiem w innym stadium rozwojowym [5],
z zarodkiem partenogenetycznym [6,7] czy z zarodkami poliploidalnymi [8,9].
Wykazano ponadto, ze w celu uzyskania chimer mozna agregowac ze soba tak-
ze pojedyncze blastomery [10], wezty zarodkowe (ICM, ang. Inner Cell Mass)
pochodzace z blastocyst [11], jak réwniez bruzdkujace zarodki z wezlami za-
rodkowymi [12]. Dodatkowo, chimery mozna uzyska¢ réwniez dzieki kombi-
nacji przedimplantacyjnych zarodkéw z hodowanymi in vitro pluripotentnymi
komoérkami o charakterze macierzystym: zarodkowymi komoérkami macierzy-
stymi (komoérkami ES, ang. Embryonic Stem Cells) oraz indukowanymi pluripo-
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tentnymi komoérkami macierzystymi (komoérkami iPS, ang.
induced Pluripotent Stem Cells).

CHIMERY TWORZONE Z UDZIALEM
KOMOREK ES I IPS

KOMORKI ES TIPS

Komorki ES wywodza sie z epiblastu, czyli z tej czesci
wezla zarodkowego blastocysty, z ktérej na dalszych eta-
pach rozwoju wyksztalci si¢ cialo zarodka, a nastepnie
osobnika. Mozna je uzyska¢ hodujac cate blastocysty lub
wyizolowane z nich wezly zarodkowe in vitro w écisle zde-
finiowanych warunkach zapobiegajacych ich réznicowaniu.
Po raz pierwszy pluripotentne komoérki ES wyizolowali z
mysich blastocyst w 1981 roku Evans i Kaufman [13] oraz
Martin [14]. Kilkanascie lat p6Zniej komorki ES otrzymano
z zarodkéw naczelnych: matp Rhesus i Cynomolgus [15,16], a
w 1998 roku z zarodkéw czlowieka. Do wyprowadzenia li-
nii ludzkich zarodkowych komérek macierzystych (komoér-
ki hES, ang. human Embryonic Stem Cells) wykorzystano bla-
stocysty pochodzace z procedury sztucznego zaptodnienia
[17] lub ludzkie pierwotne komorki plciowe wyizolowane
z krezki i listew plciowych 5-9 tygodniowych ptodéw [18].
Wiele lat p6ézniej zarodkowe komoérki macierzyste udato sie
wyprowadzié réwniez z zarodkéw szczura [19-22]. Kolejne
lata pokazaly, ze komorki ES mozna uzyskac nie tylko z ca-
tych blastocyst lub wyizolowanych weztéw zarodkowych,
ale takze z zarodkéw w stadium moruli [23], a nawet poje-
dynczych blastomerow [24,25].

Komérki iPS to réowniez komorki o charakterze macierzy-
stym, ale powstale na drodze przeprogramowania zrézni-
cowanych komérek somatycznych [26]. Uzyskanie mysich
komorek iPS po raz pierwszy opisali japoriscy naukowcy
Takahashi i Yamanaka w 2006 roku [27]. Doswiadczanie
polegalo na transfekcji komoérek somatycznych (mysich fi-
broblastéw dorostego osobnika) wirusami kodujacymi czte-
ry geny, niezbedne dla zachowania pluripotencji zaréwno
przez komoérki budujgce przedimplantacyjny zarodek ssaka,
jak i przez komoérki ES (Oct4, Sox2, Kif4 oraz c-Myc). Nade-
kspresja tych 4 genéw spowodowala, ze fibroblasty zaczely
morfologicznie i funkcjonalnie odzwierciedla¢ cechy komo-
rek ES. Rok pézniej, zesp6t pracujacy pod kierownictwem
Yamanaki, indukujac nadekspresje tych samych gendw,
otrzymat analogiczne komorki z fibroblastéw ludzkich [28].
W tym samym roku udalo sie réwniez uzyskac ludzkie ko-
morki iPS, ale z wykorzystaniem innych czynnikéw repro-
gramujgcych: Oct4, Sox2, Nanog i Lin28 [29]. W chwili obec-
nej, aby zwiekszy¢ bezpieczenistwo uzyskiwanych komérek
iPS, coraz czesciej odchodzi sie od pierwotnie stosowanych
do transfekcji wektoréw wirusowych integrujacych do ge-
nomu, takich jak retrowirusy czy lentiwirusy, na rzecz epi-
somalnej, czasowej ekspresji genéw pluripotencji lub wyko-
rzystania ich produktéw - gotowych bialek lub mRNA [26].
W przeciwienistwie do procedury uzyskiwania komérek ES,
wyprowadzanie komoérek iPS, chociaz skomplikowane, nie
budzi kontrowersji natury etycznej, poniewaz nie wymaga
usmiercenia zarodkéw. Komorki iPS sg stosunkowo tatwo
dostepne i uniwersalne, gdyz, jak pokazaty liczne badania,
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Rycina 1. Gléwne metody tworzenia chimer z wykorzystaniem pluripotentnych komoérek (PS) - ES i iPS. Iniekcja komoérek PS do diploidalnej blastocysty (A) prowadzi do
rozwoju organizmu chimerowego, zbudowanego z komoérek potomnych zarodka i komérek PS. Jezeli jednak jako biorca zostanie wykorzystany zarodek tetraploidalny,
woéwczas komorki 4N sa stopniowo eliminowane z EPI blastocysty, a powstajacy organizm jest zbudowany wylacznie z komorek PS (B). Zaréwno agregacja komorek PS
z diploidalnym zarodkiem 8-komérkowym (C), jak i iniekcja tych komoérek pod ostonke przejrzysta zarodka (D) moze skutkowaé powstaniem chimery lub organizmu
,czystego” zbudowanego wylacznie z komorek PS. Odmienng metoda uzyskiwania chimer jest transplantacja komorek PS do rozwijajacego sie w macicy ptodu. Wéwczas
wystepowanie wprowadzonych komérek moze by¢ ograniczone do jednego narzadu (E).
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mozna je uzyskac nie tylko z fibroblastéw, ale z wielu in-
nych typéw komorek somatycznych.

Pomimo odmiennego pochodzenia, komérki ES i iPS
maja wspolne, unikalne wtasciwosci [30]. Po pierwsze, sa
pluripotentne, co oznacza, ze w odpowiednich warunkach
hodowli maja zdolno$¢ do wielokierunkowego réznicowa-
nia we wszystkie typy komérek budujace organizm, wigcz-
nie z linig plciowa. Po drugie, charakteryzuja sie zdolnoscia
do samoodnowy swojej populacji z zachowaniem niezréz-
nicowanego charakteru. Poza tym, eksprymuja markery
charakterystyczne dla komérek ICM, takie jak Oct4, Nanog
czy Sox2 (przeglad w [31]).

Pluripotencje komoérek ES i iPS mozna zweryfikowaé
tworzac chimery. Wykorzystuje sie do tego celu klasyczna
metoda agregacji albo metode mikroiniekcji. W tym drugim
przypadku komoérki pluripotentne wprowadza sie przy
pomocy mikromanipulatora do wnetrza zarodka diplo-
idalnego (2N) albo tetraploidalnego (4N), czyli takiego, w
ktérym zestaw chromosomoéw zostal podwojony. W przy-
padku, gdy jako zarodek gospodarza zastosuje sie blasto-
cyste diploidalng, komoérki ES lub iPS wprowadzone do jej
jamy wbudowuja sie w wezel zarodkowy i ostatecznie lo-
kalizuja wytacznie w epiblascie [32]. Dlatego po transplan-
tacji utworzonego w ten sposéb chimerowego zarodka do
drég rodnych samicy, linie pozazarodkowe - TE i PE oraz
wywodzace sie z nich struktury, zbudowane sa z komérek
blastocysty-biorcy, a urodzone zwierze jest chimera, ktorej
tkanki stanowia mieszanine komoérek wywodzacych sie z
epiblastu blastocysty oraz potomnych komérek ES lub iPS
(Ryc. 1A). Wyjatek stanowi sytuacja, w ktérej komorki ES
lub iPS umieszczone zostana w jamie blastocysty tetraplo-
idalnej, ktéra mozna uzyskaé w laboratorium dzieki elek-
trofuzji blastomeréw 2-komoérkowego zarodka i ich dalszej
hodowli. Poniewaz w ukladzie diploidalno-tetraploidal-
nym komorki 4N zarodka gospodarza ulegaja stopniowej
eliminagji ze struktur zarodkowych, wchodzac ostatecznie
w sklad jedynie tkanek pozazarodkowych (lozyska i czesci
bton plodowych), technika ta pozwala na uzyskanie zwie-
rzat wywodzacych sie calkowicie z komérek potomnych
wprowadzonych ES lub iPS, czyli tzw. osobnikéw ,czy-
stych” lub osobnikéw ,F0” (Ryc. 1B) [33]. Wydajnos¢ tej
metody, zwanej tetraploidalna komplementacja, jest jednak
stosunkowo niska z uwagi na liczne wady rozwojowe oraz
ograniczong przezywalnos$¢ urodzonych osobnikéw [33].

Pewien odsetek osobnikéw ,czystych” mozna uzyskaé
rowniez poprzez agregacje komoérek pluripotentnych z
zarodkiem 8-komoérkowym (Ryc. 1C) lub poprzez iniek-
gje tych komoérek pod ostonke przejrzysta bruzdkujacego,
kilkukomérkowego zarodka (Ryc. 1D). W tym przypad-
ku, po transplantacji do drég rodnych samicy-biorczyni,
moze urodzi¢ sie albo zwierze chimerowe albo ,czyste”,
ktérego tkanki beda zbudowane wylacznie z komoérek po-
chodzacych od pluripotentnych komorek macierzystych.
Uzyskanie zwierzecia , czystego” jest mozliwe dzieki temu,
ze komorki ES lub iPS wplywaja na losy blastomeréw, wy-
pierajac je z epiblastu (bedacego jedyna dostepna nisza dla
komoérek pluripotentnych) i kierujac na alternatywne drogi
réznicowania (w PE i TE) [34].
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Inny typ chimer powstaje na drodze transplantacji komé-
rek pluripotentnych lub powstajacych z nich komérek pro-
genitorowych, do plodéw w macicy (Ryc. 1E). Choé metoda
ta pozwala na ograniczenie wystepowania wprowadzo-
nych komérek do konkretnej tkanki lub narzadu, nie jest
powszechnie stosowana ze wzgledu na trudnosci zwigzane
z wykonywaniem manipulacji w macicy i ryzyko uszkodze-
nia ptodu [35].

JAK ROZROZNIC KOMORKI OBU
KOMPONENTOW W CHIMERZE?

Kluczowe znaczenie dla okreslenia stopnia chimery-
zmu uzyskanego potomstwa ma identyfikacja i mozliwos¢
rozréznienia komoérek potomnych ES lub iPS od komérek
potomnych zarodka gospodarza [36]. Dawniej w tym celu
powszechnie wykorzystywano réznice w umaszczeniu,
ktore jest charakterystyczne dla danego szczepu myszy.
Doswiadczenia planowano tak, aby komorki pluripotentne
oraz zarodek-biorca mialy rézne tto genetyczne i pocho-
dzily ze szczepéw o odmiennym kolorze siersci. Pomyslna
inkorporacja komorek pluripotentnych do rozwijajacego
sie zarodka gospodarza wigzala sie wéwczas z uzyskaniem
chimerowego, ,laciatego” potomstwa. Poniewaz jednak
chimeryzm sieréci nie odzwierciedla w pelni wktadu komo-
rek pluripotentnych w budowe narzadéw wewnetrznych,
z czasem zaczeto stosowacd inne znaczniki, takie jak np.
markery satelitarne DNA, enzym p-galaktozydaze kodo-
wany przez bakteryjny gen lacZ, ktéry mozna byto wykry¢
metodami histochemicznymi, czy elektroforetycznie roz-
réznialne warianty pewnych enzymoéw, specyficznych dla
konkretnych szczepéw myszy, takie jak np. enzym szlaku
glikolizy - izomeraza glukozofosforanowa (GPI, ang. Glu-
cose-6-Phosphate Isomerase) [36]. Obecnie, dzieki rozwojowi
inzynierii genetycznej, role markeréw najczesciej pelniag
biatka fluorescencyjne. Zastosowanie zarodkéw oraz linii
komoérkowych pochodzacych od zwierzat transgenicznych,
eksprymujacych biatka reporterowe, takie jak np. biatko zie-
lonej fluorescencji (GFP, ang. Green Fluorescent Protein) po-
zwala na $ledzenie losu obu komponentéw zaréwno w roz-
wijajacym sie chimerowym zarodku, jak i po jego urodzeniu
oraz umozliwia korelacje jego genotypu z fenotypem.

CHIMERY W BADANIU FUNKCJI GENOW

Wykazanie mozliwosci konstruowania chimer z udzia-
tem komorek pluripotentnych i ich prawidlowego rozwo-
ju nie tylko dowiodlo ogromnej plastycznosci zarodkow
ssakow, ale otworzylo réwniez droge do wykorzystania
ich jako narzedzia stuzacego do badan. Jedna z wielu moz-
liwosci, jakie z chwilg tego odkrycia otworzyly sie przed
naukowcami, jest uzycie chimer do analizy funkcji genéw.

Pod koniec lat 80. ubiegtego wieku dwa niezalezne ze-
spoly badawcze kierowane przez Capecchiego i Smithiesa
opracowaly metode pozwalajaca na precyzyjna modyfika-
cje wybranych genéw w komorkach ES [37,38]. Opisana
wowczas technika polega na wymianie danego genu na jego
zmodyfikowana wersje na drodze rekombinacji homolo-
gicznej. Rodzaj zastosowanej w komoérkach ES modyfikacji
zalezy od informacji, jakie chce uzyska¢ badacz. Wykorzy-
stujac te metode mozliwa jest zaréwno catkowita inaktywa-
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cja wybranego genu (ang. knock-out), jak i zastgpienie istnie-
jacego w komoérkach genu jego zmodyfikowana wersja, np.
nieposiadajgca sekwencji odpowiedzialnych za powstawa-
nie okreslonej domeny w biatku. Kolejna mozliwoscia jest
nadanie komoérkom catkowicie nowych wtasciwosci, dzieki
wprowadzeniu niewystepujacej dotad w ich genomie se-
kwencji (ang. knock-in). Potencjalnie kazdy gen moze zostac
zmodyfikowany. W 2004 roku zapoczatkowano projekt
wystepujacy pod akronimem KOMP (ang. Knockout Mo-
use Project), ktérego celem bylo otrzymanie i umieszczenie
w banku zmodyfikowanych genetycznie linii komérek ES
pozbawionych ekspresji kazdego z genéw wystepujacych u
myszy [39]. W ciggu pieciu lat trwania przedsiewziecia uzy-
skano linie komérkowe z ,,wylaczona” ekspresja ponad 9000
pojedynczych genéw [40]. Po odpowiedniej selekcji, komor-
ki ES zawierajace zmodyfikowany gen moga postuzy¢ do
uzyskania zwierzat chimerowych posiadajgcych okreélone
mutacje (Ryc. 2). Ponadto, jezeli wprowadzone komorki
wejda w skiad linii plciowej, z ktorej wywodza sie gamety,
to taki osobnik moze przekazac¢ zmodyfikowana kopie genu
kolejnemu pokoleniu. Cho¢ otrzymane potomstwo chime-
rowego organizmu zawsze posiada tylko jedna zmieniona
genetycznie kopie genu, to skrzyzowanie ze sobg dwoéch
heterozygotycznych osobnikéw umozliwia uzyskanie ,czy-
stych”, transgenicznych linii myszy, homozygotycznych
pod wzgledem wprowadzonej mutacji. Procedure te mozna
przyspieszy¢ poprzez wprowadzenie homozygotycznych,
zmodyfikowanych komérek ES do zarodkéw tetraploidal-
nych. Wéwczas powstaly organizm od razu bedzie zbudo-
wany wylacznie z komorek ze zmienionym genotypem [33].

Mozliwosé tworzenia transgenicznych zwierzat zapo-
czatkowala catkowicie nowy rozdziat w badaniach funkcji

genoéw. Dzieki rozwojowi technik modyfikacji genetycznej,
m.in. opracowaniu technologii CRISPR (ang. Clustered Re-
gularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9 [41] oraz
systemu Cre/LoxP [42], obecnie badacz moze decydowac
o miejscu i czasie inaktywacji danego genu. Mozliwe jest
,wylaczenie” ekspresji wybranego genu nie tylko w danym
momencie rozwoju organizmu, ale réwniez w okreslonej
tkance.

Badania majace na celu okreslenie funkcji wybranego
genu najczesciej polegaja na inaktywacji jego ekspresji, a
nastepnie analizie fenotypu powstalego organizmu. Inter-
pretacja uzyskanych ta metodg wynikéw moze jednak na-
streczac wiele problemow, szczegdlnie gdy zostanie usunie-
ta sekwencja kodujaca genu niezbedna dla funkcjonowania
calego organizmu. Dzieki temu, ze chimery sa wariantem
posrednim miedzy normalnym organizmem a takim zbu-
dowanym wytacznie ze zmodyfikowanych genetycznie ko-
morek, stanowia one uzyteczne narzedzie wykorzystywane
do analizy roli genu zaré6wno w badaniach podstawowych,
jak i biomedycznych.

CHIMERY A BADANIA PODSTAWOWE

Historycznie pierwszym zastosowaniem chimerowych
organizméw byly badania stuzace eksperymentalnemu
okresleniu funkcji genoéw istotnych w okresie embriogene-
zy. Zaréwno zaburzone formowanie pojedynczej linii ko-
morkowej, jak i wykluczenie zmodyfikowanych komoérek
z konkretnej tkanki w chimerowym zarodku sugeruje, ze
ekspresja badanego genu jest niezbedna w danej strukturze
w trakcie normalnego rozwoju. W zaleznosci od tego, czy to
wprowadzone komoérki ES posiadaja zmodyfikowany gen
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Rycina 2. Klasyczna metoda tworzenia myszy z ,,wylaczong” ekspresja wybranego genu (ang. knock-out). Do komoérek ES, metoda elektroporacji, zostaje wprowadzony
wektor z zaprojektowanym w laboratorium fragmentem DNA badanego genu. W celu inaktywacji ekspresji genu w komérkach, sekwencja badanego genu moze zostac
zastapiona genem selekcyjnym, np. warunkujacym opornosc¢ komorek ES na antybiotyk (czerwony kolor). W komérkach ES dochodzi do rekombinacji homologicznej,
czyli ukierunkowanej wymiany sekwencji badanego genu na wprowadzony do komérek fragment. Po odpowiedniej selekcji, komoérki ES ze zmodyfikowang kopia
badanego genu zostaja wprowadzone do blastocysty-biorcy. Jezeli blastocysta pochodzi od myszy réznigcej si¢ kolorem siersci od osobnika wykorzystanego do wypro-
wadzenia komoérek ES, wowczas powstala chimera bedzie posiadata niejednolity kolor umaszczenia. Odpowiednie krzyzowanie uzyskanej chimery z myszami typu
dzikiego, a nastepnie krzyzowanie ze sobg osobnikéw heterozygotycznych, moze doprowadzi¢ do powstania osobnika homozygotycznego pod wzgledem wprowadzonej

modyfikacji, w ktérego komoérkach badany gen nie bedzie eksprymowany.
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czy mutacja obecna jest w zarodku-biorcy, mozliwe jest roz-
strzygniecie, czy badany gen bierze udzial w formowaniu
tkanek budujacych ciato zarodka czy tkanek pozazarodko-
wych. Wprowadzenie komérek ES pozbawionych ekspre-
sji wybranego genu do prawidlowej blastocysty prowadzi
do powstania chimerowego organizmu, w ktérym mutacja
genu ograniczona jest wylacznie do tkanek zarodka, pod-
czas gdy struktury pozazarodkowe, a wiec czeéé blon plo-
dowych i tozysko, sa fenotypu dzikiego. Przebieg dalszego
rozwoju chimery moze mie¢ dwojaki rezultat, w zaleznosci
od miejsca ekspresji badanego genu. Jezeli podczas nieza-
burzonej embriogenezy badany gen pelni istotng role wy-
facznie w tkankach pozazarodkowych, woéwczas dalsze
etapy rozwoju chimerowego zarodka beda przebiegaly pra-
widlowo. Z kolei, wystgpienie defektéw w zarodku moze
$wiadczy¢ o niezbednej funkcji badanego genu w tkankach
organizmu. Do potwierdzenia tej teorii moze postuzy¢ od-
wrotne podejécie badawcze, czyli wprowadzenie komérek
ES typu dzikiego do mutantowej blastocysty pozbawionej
ekspresji wybranego genu. Wéwczas wprowadzone komor-
ki ES typu dzikiego moga ,wyprze¢” zmienione genetycz-
nie komorki z tkanek zarodka, w ktérych ekspresja genu jest
niezbedna w trakcie normalnego rozwoju. W takim przy-
padku zarodek bedzie posiadal prawidlowy fenotyp, nie
odrézniajacy go od zarodkéw typu dzikiego.

Obserwacije te nie sg jednak reguta. W organizmach wie-
lokomérkowych miejsce ekspresji danego genu nie zawsze
jest rownoznaczne z jego ,zapotrzebowaniem”. Dziala-
nie genu moze by¢ ograniczone do miejsca jego ekspresji,
czyli komoérkowo-autonomiczne, lub moze wplywaé¢ na
los innych, nie eksprymujacych tego genu komoérek, co od-
zwierciedla jego nieautonomiczng funkcje. Analiza zarod-
koéw posiadajacych wylacznie zmodyfikowane genetycznie
komorki czesto nie jest wystarczajaca do rozstrzygniecia
miedzy tymi dwiema funkcjami genu, gdyz nie uwzglednia
oddzialywan wystepujacych miedzy komérkami w trakcie
normalnego rozwoju. Przewage pod tym wzgledem maja
zarodki chimerowe, ktére dzieki polaczeniu komponentu
dzikiego i mutantowego pozwalaja na stwierdzenie, czy
dzialanie badanego genu jest ograniczone do pojedynczej
komorki, tkanki lub narzadu, czy tez odgrywa istotng role
dla formowania sgsiadujacych struktur.

W chimerowych zarodkach autonomiczne dzialanie ba-
danego genu moze przejawiaé sie wypieraniem zmodyfi-
kowanych komérek z konkretnej linii lub tkanki, w ktorej
ekspresja tego genu jest niezbedna w trakcie prawidlowe-
go rozwoju. Dobrze ilustruje to przykiad chimerowych za-
rodkéw powstalych z polaczenia komérek pozbawionych
ekspresji genu KIf5 (ang. Krueppel-like factor 5) oraz komoérek
typu dzikiego [43]. Zarodki, w ktérych inaktywowano oba
allele tego genu nie byly zdolne do implantacji, przez co ich
dalszy rozwéj byt niemozliwy. Analiza blastocyst chimero-
wych dowiodla, Ze tak zmodyfikowane komoérki nie wcho-
dza w sktad TE, natomiast lokalizuja sie specyficznie w ICM
[43], co sugeruje autonomiczna role genu KIf5 w powstawa-
niu funkcjonalnej linii TE w rozwoju zarodka myszy.

O komérkowo-autonomicznej funkcji danego genu moze

takze Swiadczy¢ zaburzenie funkcji zmodyfikowanych
komoérek w tkance chimerowego zarodka. Wéwczas po-
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wstaly defekt dotyczy wylacznie komérek o zmienionym
genotypie, natomiast nie wplywa na prawidtowe dziatanie
komérek typu dzikiego [44,45]. Taki fenotyp zauwazono
m.in. podczas badania funkcji genu Dabl (ang. Disabled-1),
ktorego produkt uczestniczy w waznych etapach rozwoju
kory mézgowej u myszy - migracji oraz pozycjonowaniu
neuronéw [46]. W chimerowych zarodkach, zbudowanych
z komérek pozbawionych ekspresji genu Dabl oraz komo-
rek typu dzikiego, neurony powstale ze zmodyfikowanych
komoérek gromadzily sie w jednej plaszczyznie, tworzac
nieprawidlowag kore mézgu z odwréconymi warstwami.
Natomiast neurony wywodzace si¢ z komoérek typu dzi-
kiego formowaly prawidlowa kore polozong powyzej tej
zbudowanej przez neurony Dab1” [46]. Takie przestrzenne i
funkcjonalne oddzielenie dwéch komponentéw w chimero-
wych zarodkach stanowi potwierdzenie komérkowo-auto-
nomicznej funkgji genu.

Z kolei nieautonomiczna funkcja oznacza, ze efekt dzia-
tania danego genu wystepuje w innej komoérce, tkance lub
narzadzie, niz w tych, w ktérych zachodzi jego ekspresja.
Stad wprowadzenie nawet niewielkiej liczby komérek ES
typu dzikiego moze by¢ wystarczajace do przywroécenia
prawidlowego fenotypu mutantowego zarodka. W takim
przypadku obserwowane , terapeutyczne dziatanie” komo-
rek ES wynika zapewne z wydzielania przez nie czynnikéw
kompensujacych brak produkcji okreslonego bialka przez
tkanke ze zmodyfikowanym genem [47,48].

Jednym z nowszych przykladéw wykorzystania chime-
rowych zarodkéw do okreslenia roli genu sa badania Hu-
ang i wsp., majace na celu poznanie funkcji czynnika Zfp281
(ang. Zinc Finger Protein 281) w czasie embriogenezy myszy
[49]. Nie bylo to proste zadanie, gdyz zarodki pozbawione
obu alleli tego genu wykazywaty nieprawidlowosci doty-
czace zaréwno epiblastu, jak i endodermy proksymalnej,
czyli tkanki pozazarodkowej wywodzacej sie z pierwotnej
endodermy. Aby rozstrzygnaé miedzy komoérkowo-auto-
nomiczng i nieautonomiczna funkcja Zfp281, autorzy wpro-
wadzili komoérki ES pozbawione ekspresji tego genu do
tetraploidalnych blastocyst, ktére nastepnie przeszczepili
do samicy biorczyni. Okazalo sie wéwczas, ze pomimo, iz
ekspresja Zfp281 byla nieobecna wylacznie w EP]I, to chime-
rowe zarodki wykazywaly takie same defekty rozwojowe
jak homozygotyczne mutanty Zfp2817 [49]. Obserwacje te
pozwolily autorom na stwierdzenie, ze gen ten dziala au-
tonomicznie w komoérkach EPI oraz nieautonomicznie w
endodermie proksymalnej w czasie poimplantacyjnego roz-
woju myszy. Przyklad ten pokazuje zatem, ze niektére geny
moga dziala¢ zar6wno autonomicznie, pelniac istotne funk-
cje w miejscu ekspresji, jak i nieautonomicznie - wptywajac
na rozw¢j sasiadujacych tkanek. W takim przypadku, wy-
korzystanie chimerowych zarodkéw, posiadajacych kom-
ponent mutantowy i typu dzikiego, stanowi jedna z podsta-
wowych metod badawczych pozwalajacych na ujawnienie
funkcji genu w zaleznosci od rodzaju tkanki.

CHIMERY NA TROPIE SKOMPLIKOWANEGO FENOTYPU

Obumieranie homozygotycznych mutantéw na wcze-
snych etapach embriogenezy jest jedna z gtéwna przyczyn
ograniczajacych badania funkcji genu w okreslonych tkan-
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kach i narzadach. Obecnosé¢ komorek typu dzikiego w chi-
merowych zarodkach moze ,, uratowac” letalny fenotyp mu-
tanta, umozliwiajac jego dalszy rozw¢j, a tym samym daje
szanse na $ledzenie losu zmodyfikowanych genetycznie ko-
morek podczas kolejnych etapéw embriogenezy. Wéwczas
czesto okazuje sie, ze dany gen pelni wiele réznych funkcji
w zaleznosci od stadium rozwoju organizmu. Wykorzysta-
nie chimerowych zarodkéw ujawnilo na przykiad podwéj-
na funkcje genu trombomoduliny w trakcie embriogenezy
myszy, najpierw w prawidlowym funkcjonowaniu fozyska,
a nastepnie we wlasciwym dziataniu ukladu krzepniecia
krwi [50]. Nie jest to jednak odosobniony przypadek. Wy-
korzystaniu chimer zawdzieczamy poznanie dotad nie-
znanych funkcji wielu genéw, kluczowych dla wczesnych
etapéw rozwoju zarodka m.in. Sox2 (ang. Sex Determining
Region Y Box Transcription Factor 2) [51], Gata6 (ang. GATA
Binding Protein 6) [52] czy PLC-y1 (ang. Phospholipase C-y1)
[53]. Funkcja tych czynnikéw na dalszych etapach rozwo-
ju bytla maskowana przez letalnos¢ homozygotycznych
mutantéw na wczesnych etapach rozwoju. Zagadnienie
to dobrze ilustruje przyklad wykorzystania chimerowych
zarodkéw w badaniach funkcji genu Tfap2a (ang. Transcrip-
tion Factor AP-2 Alpha). Homozygoty pozbawione obu alleli
tego genu wykazywaly szereg nieprawidtowosci morfolo-
gicznych, ktére prowadzily do $mierci mutantow [54]. Wy-
korzystanie chimer zbudowanych z komoérek Tfap2a” oraz
komoérek typu dzikiego nie tylko pokazalo, Ze Tfap2a nie-
zaleznie uczestniczy w powstawaniu wielu struktur, m.in.
prawidtowej cewki nerwowej, twarzoczaszki, koriczyn oraz
Sciany ciala zarodka, ale pozwolito takze na odkrycie dotad
nieznanej funkcji tego genu w formowaniu oczu na dalszym
etapie mysiej embriogenezy.

Letalnos¢ zarodkéw pozbawionych ekspresji wybranego
genu na wczesnych etapach embriogenezy, nie jest jedyna
przeszkoda stajaca na drodze badacza. Defekty wystepuja-
ce w homozygotach czesto dotycza wielu ré6znych tkanek,
co utrudnia odréznienie wad wynikajgcych bezposrednio z
mutacji genu, od takich, ktére powstaly wtérnie na skutek
zaburzen w funkcjonowaniu organizmu. Wykorzystanie
chimerowych zarodkéw moze by¢ pomocne i w tym aspek-
cie, a uzyskane wyniki moga dostarczy¢ nowych informa-
¢ji o danym genie. Na przyklad badania z wykorzystaniem
chimerowych zarodkéw zbudowanych z komérek ES po-
zbawionych genu Smadl (ang. SMAD family member 1) [55]
czy mysiego homologu genu Hdh (ang. Huntington’s disease
gene homolog) [56], oraz komorek tetraploidalnych udowod-
nily, ze obserwowane w mutantach anomalie s3 wtérnym
defektem wynikajacym z zaburzeri w formowaniu tkanek
pozazarodkowych. W powstatych chimerach ,zastapienie”
tkanek o zmienionym genotypie tymi wywodzacymi sie z
komoérek tetraploidalnych umozliwito dalszy rozwéj my-
sich zarodkow.

CHIMERY MIEDZYGATUNKOWE

Od czasu pionierskich doswiadczen Nicole Le Douarin,
ktora stworzyta chimery dwoéch gatunkéw ptakéw - kury i
przepiorki, naukowcy podejmowali liczne proby aby poko-
na¢ bariere miedzygatunkows i stworzy¢ chimery zlozone
z zarodkéw nalezacych do dwéch réznych gatunkéw ssa-
kow. Zywe, doroste chimery miedzygatunkowe udato sie
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uzyskacé w przypadku blisko spokrewnionych, ale nie krzy-
zujacych sie ze sobg gatunkow myszy - Mus musculus i Mus
caroli, dwoch gatunkéw bydta - Bos taurus i Bos indicus, a
takze owcy i kozy Ovis aries i Capra hircus [57]. Szacuje sig,
ze owca i koza sa odlegle od siebie ewolucyjnie o okoto 10
milionéw lat (http://www.timetree.org), a dystans gene-
tyczny pomiedzy tymi gatunkami wynosi ok. 3%.

Chimery gatunkéw ssakéw taksonomicznie bardziej od-
legtych od siebie zwykle nie rozwijaja sie tak pomyélnie.
Z nielicznych przykladéw opisanych w literaturze mozna
wymienié¢ np. chimery mysz - szczur [58], pomiedzy kt6-
rymi dystans ewolucyjny szacowany jest na okoto 20 mi-
lionéw lat (http://www.timetree.org). Wydajnosé¢ tworze-
nia takich chimer metoda agregacyjna jest niewielka, a te,
ktére przezywaja, wykazuja szereg anomalii rozwojowych.
Moze by¢ to spowodowane niezgodnoscia komorek trofo-
blastycznych zarodka jednego gatunku z tkankami macicy
innego gatunku. Problem ten nie istnieje w przypadku chi-
mer powstalych w wyniku wprowadzania komérek pluri-
potentnych jednego gatunku do blastocysty innego gatun-
ku, a nastepnie jej transplantacji do biorczyni nalezacej do
tego samego gatunku co blastocysta. Poniewaz komoérki ES
iiPS kolonizuja w chimerach wylacznie epiblast, system ten
pozwala na tworzenie zarodka z chimerowym wezlem za-
rodkowym, ktéry jest otoczony przez trofektoderme zgod-
na gatunkowo z tkankami macicy biorczyni. Pomys$lny roz-
wdj chimer tworzonych z udzialem komérek ES opisano po
raz pierwszy w przypadku myszy domowej Mus musculus
i myszy zaro$lowej Apodemus sylvaticus, ktérych réznica w
genomie wynosi az 18% [59]. Zwierzeta powstale na drodze
mikroiniekcji komoérek ES Apodemus sylvaticus do blastocy-
sty Mus musculus wykazywaly fenotyp bedacy mieszanka
cech obu gatunkéw: charakteryzowaly sie m.in. posrednim
rozmiarem oczu oraz skocznoscia. Komérki dawcy w po-
wstalej chimerze zasiedlaly rézne tkanki (w niektérych ich
udzial siegal nawet 40%), tacznie z linig plciowa [59].

CHIMERY MIEDZYGATUNKOWE: JAK LEPIE]
ZROZUMIEC ROZWOJ LUDZKIEGO ZARODKA

Modelowym gatunkiem, stuzacym do eksperymental-
nych badan nad rozwojem zarodka ssakéw, w tym czlowie-
ka, jest mysz. Coraz wiecej dowodéw wskazuje jednak na
to, Ze istniejg znaczace réznice w programach rozwojowych
tych dwoéch gatunkow ssakéw, dotyczace m.in. morfologii
epiblastu, formowania tkanek pozazarodkowych czy tempa
réznicowania [60]. Z tego wzgledu poszukuje sie nowych
modeli do badania réznych aspektéw wczesnego okre-
su rozwojowego czlowieka. Ostatnia dekada przyniosta
ogromny postep w badaniach ludzkiego rozwoju zaréwno
bezposrednio, poprzez obserwacje w hodowli in vitro ludz-
kich zarodkéw pozyskanych od pacjentéw klinik leczenia
nieplodnosci [61,62], jak réwniez przy pomocy tzw. em-
brioidéw, czyli modeli embrionéw stworzonych z komé-
rek macierzystych [63,64]. Oba te podejécia stanowia dla
naukowcéw duze wyzwanie, gdyz wiaza si¢ z nimi liczne
obostrzenia prawne i etyczne. W wielu krajach do niedawna
przyjmowalo sie, ze badania na ludzkich zarodkach moz-
na prowadzi¢ tylko do 14. dnia po zaplodnieniu, czyli do
okresu, w ktorym wyksztalca sie 0 przyszlego plodu i for-
muja sie listki zarodkowe, z ktérych powstanie jego ciato.
W maju 2021 roku Miedzynarodowe Towarzystwo Badar
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nad Komoérkami Macierzystymi (ISSCR, ang. International
Society for Stem Cell Research) znioslo te gérna granice, pozo-
stawiajac decyzje o dtugosci trwania takich eksperymentéw
w gestii komisji bioetycznych, co tylko wzmogto zwigzane
z nimi zastrzezenia natury etycznej.

Inna strategia zaklada badanie ludzkich komérek ES lub
iPS czy tworzonych z ich udzialem organoidéw w hodowli
in vitro. Jednakze, ze wzgledu na zloZonoé¢ proceséw roz-
wojowych oraz interakcje komérek zarodka z komdérkami
ukladu nerwowego, krwionosnego, immunologicznego
i hormonalnego, nie mozna rozwoju zarodka ludzkiego,
w tym architektury i fizjologii narzadéw, w wiarygodny
spos6b odtworzy¢ poza organizmem. Biorac pod uwage
wspomniane wyzej ograniczenia, mozliwos¢ sledzenia losu
ludzkich komérek pluripotentnych w chimerach miedzy-
gatunkowych, np. ludzko-mysich, stanowi innowacyjne
rozwigzanie. Takie podejscie badawcze moze poméc w
zrozumieniu bardzo wczesnych etapéw embriogenezy, np.
gastrulacji czy mechanizméw réznicowania komorek pro-
genitorowych specyficznych dla tkanek, ktérych badanie u
czlowieka nie jest mozliwe z powodu braku dostepu do za-
rodka zagniezdzonego w macicy. Problem wystepuje réw-
niez w przypadku gamet, ktére mozna uzyskac in vitro, w
wyniku réznicowania komoérek iPS. Oocyty wytwarzane z
tych pluripotentnych komérek maja ograniczona zdolnos¢
osiggania dojrzatoéci mejotycznej w hodowli in vitro. Moz-
liwoé¢ wytwarzania ludzkich gamet w organizmie zwie-
rzat daje nadzieje na pokonanie tej przeszkody i w efekcie
moglaby dostarczy¢ nie tylko nowych narzedzi do badan
nad rozwojem i dojrzewaniem komorek rozrodczych, ale w
przysztosci moglaby réwniez pomdc pacjentom z azoosper-
mia lub przedwczesna niewydolnoscig jajnikow.

Pierwsze proby utworzenia zarodkéw chimerowych czto-
wieka i myszy poprzez iniekcje ludzkich zarodkowych komo-
rek macierzystych do mysiego zarodka, podjete w 2006 roku,
nie byly udane. Komérki ludzkie byty w trakcie rozwoju cal-
kowicie eliminowane z zarodka myszy, prawdopodobnie ze
wzgledu na niezgodno$¢ ich stopnia rozwoju z zarodkiem
biorcy [65]. Wykazano bowiem, ze hES reprezentuja stadium

»primed”, czyli wstepnie ukierunkowane do dalszego rézni-
cowania, podobne do postimplantacyjnego epiblastu, w prze-
ciwienistwie do stadium ,naive”, imitujagcego wezet zarodko-
wy, ktére obserwowane jest w przypadku mysich komorek
ES [66]. Dopiero ludzkie komoérki pluripotentne, ktore dzieki
zahamowaniu $ciezki mTOR (ang. mammalian Target Of Ra-
pamycin) zostaly przeksztalcone w komorki ,naive”, przypo-
minajgce mysie komérki ES, moglty pomyélnie inkorporowac
do mysich zarodkéw. Przeszczepienie tak zmodyfikowanych
ludzkich komorek pluripotentnych zaowocowato uzyskaniem
18-dniowych zarodkéw chimerowych, zawierajacych nawet
do 4% ludzkich komoérek, ktére r6znicowaty m.in. w czerwone
krwinki [67].

Przed naukowcami jeszcze daleka droga, ale postep w
tego typu badaniach méglby umozliwi¢ wglad w skrywane
tajemnice ludzkiego rozwoju, a co za tym idzie, poméc w
poznaniu przyczyn bezplodnosci czy poronieni, do ktérych
dochodzi w ciggu pierwszych dni po zaplodnieniu, oraz
znalezieniu sposobéw jak im zapobiec.

CHIMERY MIEDZYGATUNKOWE: SWIETY GRAAL
WSPOLCZESNE] TRANSPLANTOLOGII?

Niepowodzenie badari nad chimerami ludzko-mysimi
nie zrazilo naukowcéw, ale zainspirowalo ich do podjecia
prob uzyskania chimer miedzygatunkowych, w ktérych
wybrany narzad budowalyby komérki tylko jednego ga-
tunku. Nie byloby to mozliwe bez nowoczesnych narze-
dzi do edycji genomu, dzieki ktérym mozna zaburzyé w
przedimplantacyjnym zarodku program rozwojowy lezacy
u podstaw organogenezy. W tym celu, w pierwszym tego
typu do$wiadczeniu naukowcy zastosowali technologie
CRISPR/Cas9, ktéra pozwala na precyzyjna modyfikacje
genomowego DNA komoérek. Za posrednictwem jednocze-
snej iniekcji specyficznej sekwencji sgRNA (ang. single gu-
ide RNA) oraz mRNA endonukleazy Cas9 do mysich zygot,
unieczynnili w rozwijajacym sie zarodku Pdx1 (ang. Pan-
creatic and duodenal homeobox 1), bedacy kluczowym genem
odpowiedzialnym za tworzenie trzustki, w tym komoérek
B produkujacych insuline [68]. Myszy Pdx1” rodza si¢ bez
trzustki i ging krétko po urodzeniu z powodu braku insuli-
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Rycina 3. Metoda miedzygatunkowej komplementacji (na przyktadzie [68]). W zygocie myszy, przy wykorzystaniu metody CRISPR/Cas9, unieczynniono ekspresje genu
Pdx1, warunkujacego powstawanie trzustki. Komorki iPS szczura, otrzymywane poprzez przeprogramowanie fibroblastow, wprowadzono do blastocysty Pdx17 myszy.
W konsekwengji, po implantacji takich blastocyst w drogach rodnych myszy biorczyni urodzily sie zwierzeta chimerowe posiadajace trzustke zbudowana wytacznie ze
wstrzykiwanych, szczurzych komoérek.
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ny. Dzieki specyficznej manipulacji genetycznej naukowcy
zdolali zaburzy¢ przebieg organogenezy, ,stwarzajac” pu-
sta nisze w rozwijajacym sie zarodku. Tak zmodyfikowa-
na genetycznie zygote hodowali do stadium blastocysty, a
nastepnie do jej jamy wstrzykiwali pluripotentne komoérki
macierzyste szczura [68] (Ryc. 3). Dzigki tzw. miedzygatun-
kowej komplementacji pluripotentne komorki ES szczura
wprowadzone do mysich blastocyst pozbawionych funk-
cjonalnej kopii genu Pdx1 ,wypelnily” dostepna nisze w
rozwijajacych sie zarodkach-biorcach, biorac udziat w bu-
dowie ich trzustki. W konsekwencji, po implantacji takich
zarodkéw w drogach rodnych samicy biorczyni (myszy),
urodzily sie zwierzeta chimerowe posiadajace trzustke zbu-
dowana wylacznie ze wstrzykiwanych, szczurzych komo-
rek [68,69] (Ryc. 3). Warto jednak wspomnie¢, ze zwigzane
z trzustka naczynia krwionoséne, nerwy oraz tkanka tacz-
na byty chimerowe, czyli zbudowane z komoérek zaréwno
szczurzych, jak i mysich. Wydajnos¢ otrzymywania chimer
szczurzo-mysich wyniosta w tym doéwiadczeniu 20%, a
najwiekszy odsetek komoérek szczurzych w narzadach,
poza trzustka, zaobserwowano w sercu (ok. 10%). Pomimo
dos¢ duzego wkladu szczurzych komérek w ciele chimer,
ich wielko$¢, tempo wzrostu oraz rozmiar narzadéw byty
determinowane przez mysz, czyli gatunek, z ktérego wy-
wodzila si¢ blastocysta oraz matka. Chimerowe osobniki
szczurzo-mysie byly zdrowe, osiagaly wielkosé charaktery-
styczng dla myszy i dozywaty 2 lat, czyli wieku typowego
dla tego gatunku. Poniewaz myszy, w przeciwienistwie do
szczuréw, posiadaja woreczek zoélciowy, jego obecnos¢ w
tak powstalych chimerach wydaje si¢ by¢ rowniez determi-
nowana przez gatunek gospodarza. Oznacza to, ze wpro-
wadzone do blastocysty gospodarza komérki pluripotentne
podlegaja regulacji przez jego program rozwojowy kontro-
lujacy organogeneze.

W podobnym doswiadczeniu, w ktérym wstrzykiwano
szczurze komorki ES do blastocyst myszy bezgrasiczych
Nu/Nu, uzyskano chimery mysio-szczurze z grasicg zbudo-
wang ze szczurzych komérek [70]. W §lad za tymi pracami
pojawila sie kolejna, pokazujaca, ze inaktywujac w zarodku
biorcy (myszy) geny odpowiedzialne za rozwoj konkret-
nych narzadéw, np. Nkx2.5 (ang. Nk2 homeobox) dla serca
czy Pax6 (ang. Paired box 6) dla oka, mozna uzyska¢ chi-
mery, w ktérych te specyficzne narzady beda zbudowane
wylacznie z komoérek pochodzacych od wstrzykiwanych,
szczurzych komorek iPS [69]. Wykazano réwniez, ze w
przypadku gryzoni, opisana strategia dziala w obie strony
[68,71,72]. Jako przyklad mozna przytoczy¢ prace, w ktorej
wprowadzajac mysie komorki pluripotentne do szczurzej
blastocysty pozbawionej genu Salll (ang. Spalt-like 1), nie-
zbednego dla morfogenezy nerki, naukowcy dowiedli, ze
metoda komplementacji blastocysty mozna uzyskac¢ réw-
niez chimery posiadajgce nerki zbudowane w catosci z my-
sich komoérek [71].

Te doswiadczenia, w $wietle ogromnego deficytu na-
rzadéw do przeszczepéw, rozbudzily wielkie nadzieje na
produkgje ludzkich narzadéw w organizmach zwierzat. Co
wiecej, tworzone w ten sposob narzady mogtyby by¢ , skro-
jone na miare”, tzn. w przypadku zastosowania komorek
iPS bylyby genetycznie zgodne z pacjentem-biorca. Dzieki
temu zminimalizowane zostaloby ryzyko odrzucenia prze-
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szczepu czy koniecznosci stosowania ucigzliwej immu-
nosupresji. Ludzkie narzady hodowane w ciatach chimer
moglyby w ten sposéb przyczynic sie do rozwigzania row-
noczeénie dwoch najwazniejszych wyzwan, z ktérymi bo-
ryka si¢ wspoélczesna transplantologia: ograniczonej liczby
dostepnych narzadéw oraz braku zgodnosci miedzy dawca
i biorca. Idac tym tropem dalej, mozna byloby genetycznie
modyfikowac komorki iPS pacjenta przed wprowadzeniem
ich do blastocysty i przy pomocy metody edytowania ge-
néw CRISPR/Cas9 ,naprawia¢” defekt w narzadzie, ktéry
mialby zosta¢ ,wyprodukowany”. Bylby to przyklad sper-
sonalizowanej medycyny np. dla pacjentéw z wielotorbie-
lowatym zwyrodnieniem nerek, hemochromatoza czy kar-
diomiopatia.

Naukowcy postanowili zweryfikowaé przydatnosé tej
strategii, aby opracowac zwierzecy model przeszczepu
wysp trzustkowych wyhodowanych w organizmie chime-
ry. W pierwszej kolejnosci, metoda komplementacji szczu-
rzej blastocysty, utworzyli chimery posiadajace trzustke
zbudowana z komérek pochodzacych w calodci z mysich
iPS. W kolejnym kroku, z trzustki takiej chimery wyizolo-
wali wysepki trzustkowe, ktére przeszczepili nastepnie my-
szom, u ktérych wczesniej eksperymentalnie, przy pomocy
streptozotocyny, zaindukowali cukrzyce [73]. Ze wzgledu
na niewielka liczbe komorek szczurzych immunosupre-
sje trzeba bylo zastosowaé u myszy tylko przez kilka dni.
Wykazano, ze komérki endokrynne, zewnatrzwydzielnicze
i przewody trzustkowe pochodzily calkowicie z komoérek
pluripotentnych i byly prawidtowe morfologicznie. Co wie-
cej, przeprowadzone testy tolerancji glukozy wykazaly, ze
myszy cierpigce na cukrzyce, ktérym przeszczepiono wy-
sepki trzustkowe pobrane od chimery, utrzymywaly prawi-
ditowy poziom glukozy we krwi przez ponad rok [73]. To
doswiadczenie dowiodlo, ze tkanki utworzone z udziatem
chimer sg funkcjonalne i potencjalnie mogtyby by¢ wyko-
rzystane do leczenia ré6znych choréb, w tym cukrzycy.

CZLEKO-ZWIERZ, CZYLI ILE
CZLOWIEKA W ZWIERZECIU?

Adaptacja metody, ktéra okazala sie skuteczna w przy-
padku gryzoni, do produkcji ludzkich narzadéw, wymaga-
taby wykorzystania jako ,inkubatoréw” duzych zwierzat
np. gospodarskich. Ze wzgledu na podobna do cztowieka
wielkos¢, anatomie i fizjologie narzadéw, szybkosc¢ osiaga-
nia dojrzatosci piciowej, krotka cigze oraz wielko$é miotdw,
a takze wzglednie niskie koszty utrzymania, wyboér padi na
$winie i bydlo.

Pierwsza probe uzyskania chimer miedzygatunkowych
z uzyciem ludzkich komoérek pluripotentnych i zarodkéw
zwierzat innych niz gryzonie, opisano w 2017 roku na fa-
mach czasopisma Cell [69]. Jako zarodki biorcy zastosowano
niemodyfikowane genetycznie blastocysty $wiriskie i bydle-
ce, uzyskane odpowiednio na drodze zaplodnienia in vitro
i partenogenezy, czyli procesu, w ktérym zarodek powstaje
bezposrednio ze stymulowanego impulsem elektrycznym
oocytu, bez udzialu plemnika. Do blastocyst wprowa-
dzono ludzkie iPS, otrzymane poprzez reprogramowanie
fibroblastéw pochodzacych z ludzkiego napletka. Ponie-
waz wczedniejsze badania sugerowaly, Ze kluczowa dla
pomyslnego rozwoju chimer jest synchronizacja stadium
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rozwojowego komoérek dawcy z zarodkiem biorcy, zastoso-
wano hiPS, ktére dzigki specyficznym warunkom hodowli
znajdowaly si¢ w stadium ,naive”, czyli imitujagcym mysie
zarodkowe komorki macierzyste, stadium ,primed”, czyli
wstepnie ukierunkowanym do dalszego réznicowania oraz
w stadium posrednim. Analiza zarodkéw chimerowych w
stadium przedimplantacyjnym wykazata, ze ludzkie ko-
morki z powodzeniem inkorporowaty sie w ICM blastocyst
zaréwno $winskich, jak i bydlecych. Aby sprawdzi¢, jak
bedzie przebiegal ich dalszy rozwéj po implantacji, czesé
skonstruowanych w ten sposéb blastocyst chimerowych
ludzko-swinskich przeszczepiono do biorczyni - lochy, a
cigze utrzymywano przez 3 tygodnie. Rozw¢j chimer utwo-
rzonych przez polaczenie bardzo odlegtych ewolucyjnie ga-
tunkow, jakimi dla ludzi sa np. §winie (dystans ewolucyjny
w ich przypadku wynosi ponad 90 milionéw lat), okazat sie
bardzo ograniczony. Wigkszoé¢ prawidlowo rozwijajacych
sie¢ plodéw nie zawierata komoérek ludzkich, a te, ktore je
posiadaly, charakteryzowaly sie¢ opdznionym rozwojem.
Odsetek ptodéw cechujacych sie prawidlowa morfologia i
rozmiarami, zawierajacych ludzkie komérki, wyniést okoto
1% w stosunku do liczby wszystkich przeszczepionych bla-
stocyst (17 ptodoéw na 1466 blastocyst). Sposréd prawidlowo
rozwijajacych sie chimer najwiekszy odsetek stanowily te,
do ktérych wprowadzono komoérki w stadium posrednim.

Wydajnos¢ tworzenia chimer ludzko-$winskich i ludzko-
-bydlecych okazala sie znaczaco nizsza, niz w przypadku
gryzoni - myszy i szczura. Zdaniem naukowcéw, nie bez
znaczenia jest tutaj dystans ewolucyjny dzielacy obydwa
gatunki, ktéry przeklada sie na znaczace réznice w prze-
biegu i tempie ich rozwoju. Stad narodzit sie pomyst aby
zbadag, czy w przypadku matp, ktore sa dla cztowieka bliz-
sze ewolucyjnie, rozw6j chimer bylby bardziej pomysiny.
W tym celu, do stworzenia chimer badacze wykorzystali
blastocysty makaka krabozernego Macaca fascicularis oraz
ludzkie komorki pluripotentne o rozszerzonym poten-
gjale (komoérki hEPS, ang. human Extended Pluripotent Stem
Cells), majace zdolnosé¢ do réznicowania nie tylko w tkanki
zarodkowe, ale réwniez w struktury pozazarodkowe [74].
Dzieki wyznakowaniu fluorescencyjnemu ludzkich ko-
morek hEPS, badaczom udato sie zaobserwowad, ze z po-
wodzeniem integrowaly sie one z komérkami blastocysty
makaka. Ze wzgledéw etycznych zarodki chimerowe nie
byly transplantowane do biorczyn, ale w zamian za to byly
utrzymywane w przedtuzonej hodowli ex vivo, pozwalaja-
cej na obserwacje wczesnych etapéw postimplantacyjnych
i rozw¢j zarodka az do etapu gastrulacji. Komorki ludzkie
przezywaly i uczestniczyly w rozwoju chimerowego zarod-
ka az do 19. dnia hodowli, wspéttworzac wraz z nim tkan-
ki zarodkowe. Mimo znacznej $miertelnoéci chimerowych
zarodkéw, badacze mieli mozliwosé przesledzenia moleku-
larnych mechanizméw interakcji miedzy komoérkami obu
gatunkéw w obrebie jednego zarodka. Ponadto, postuzyli
sie metoda sekwencjonowania RNA pojedynczych komo-
rek (scRNA, ang. single cell RNA sequencing) aby zbadad
transkryptomy komoérek obu gatunkéw w réznych stadiach
rozwojowych. Analiza ta wykazala, ze obecnosé¢ ludzkich
komorek w zarodkach matp prowadzila do zmiany ekspre-
sji niektérych genéw oraz zwigkszenia liczby oddziatywan
miedzy ligandami i receptorami. Zdaniem naukowcéw pro-
wadzi to do aktywacji dodatkowych $ciezek sygnalizacyj-
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nych, ktérych dalsza analiza moze okazac¢ si¢ kluczem do
odkrycia, ktére z tych szlakéw sg zaangazowane w komuni-
kacje miedzy komoérkami réznych gatunkow [74].

CHIMERY MIEDZYGATUNKOWE JAKO STRATEGIA
RATOWANIA GINACYCH GATUNKOW

Chimery miedzygatunkowe wzbudzaja réwniez wielkie
nadzieje na wykorzystanie ich jako narzedzia do ratowania
gatunkéw zwierzat, ktérym grozi wyginiecie. Kamieniem
milowym w tej dziedzinie bylo uzyskanie komorek iPS
pochodzacych od kolcoszczurka amamijskiego - Tokudaia
osimensis - malego gryzonia z rodziny myszowatych, za-
grozonego wyginieciem z powodu ograniczonego zasiegu
wystepowania. Komoérki iPS tego zamieszkujacego jedna z
japoniskich wysp zwierzecia, wprowadzono do zarodkéw
myszy, gdzie zasiedlaly gonady i réznicowaly w gamety
[75]. Chociaz wydajnos$¢ réznicowania komorek iPS w li-
nie plciowa w §rodowisku ksenogenicznym byla niewielka,
wyniki tych badari pozwolity na zglebienie m.in. mechani-
zmoéw determinacji plci i genezy gamet. Zainspirowaly tak-
ze naukowcoéw do podjecia dalszych prac majacych na celu
wykorzystanie podobnej strategii do zachowania gatunkéw
zagrozonych wyginieciem.

Kolejnym waznym krokiem w tym kierunku bylo wpro-
wadzenie mysich komorek ES do blastocyst szczura pozba-
wionych genu Prdml4 (ang. PR-domain containing protein
14), ktérego brak uniemozliwit specyfikacje szczurzych ko-
morek plciowych. Dzigki temu w rozwijajacych sie chime-
rach mogly powsta¢ gamety pochodzenia mysiego [76]. Na
skutek wprowadzonej mutacji, od 15. dnia rozwoju gonady
kolonizowaly wylacznie mysie pierwotne komorki piciowe,
a w dorostych chimerach obecne byly trzy jadra, z czego
dwa zbudowane wylacznie z mysich komorek piciowych,
zdolnych do przechodzenia prawidlowej spermatogenezy.
Powstajace z nich mysie spermatydy charakteryzowaly sie
co prawda zaburzona ruchliwoscig, ale byty zdolne do za-
plodnienia mysich oocytéw metoda in vitro i w konsekwen-
¢ji dawaly normalne potomstwo. To doswiadczenie dato
nadzieje na to, ze dzieki komplementacji blastocysty w linii
plciowej mozliwe bedzie wydajne otrzymywanie gamet, a
z nich zarodkéw, ktére po transplantacji do biorczyni bli-
sko spokrewnionego gatunku, rozwijalyby sie w osobniki
nalezace do gatunkéw zagrozonych lub wymarlych [76].
Uzyskanie w ostatnim czasie komérek iPS m.in. orangutana
[77], nosorozca bialego pétnocnego [78] czy pantery $niez-
nej [79] $wiadczy o tym, ze perspektywa zastosowania chi-
mer z ich udzialem do tworzenia funkcjonalnych gamet, a
w efekcie do odnowienia populagji tych zagrozonych wygi-
nieciem zwierzat, jest jak najbardziej realna.

ZAGROZENIA I WYZWANIA

Obserwacje poczynione przez naukowcéw wskazuja na
to, ze zanim strategia z udziatem chimer miedzygatunko-
wych bedzie mogta zosta¢ wykorzystana do ratowania gi-
nacych gatunkéw, a tym bardziej do produkgji ludzkich na-
rzadéw nadajacych sie do transplantacji, naukowcy musza
zmierzy¢ sie z wieloma wyzwaniami natury biologicznej,
technicznej i etyczne;j.
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Po pierwsze, niezbedne wydaje sie zdefiniowanie me-
chanizméw bariery miedzygatunkowej, ktéra ogranicza
kolonizacje zwierzecych zarodkéw ludzkimi komoérkami.
Im wigkszy dystans ewolucyjny miedzy gatunkami two-
rzacymi chimere, tym wieksze bowiem réznice w czasie
i przebiegu ich rozwoju. Wiaze sie to m.in. z istnieniem
odmiennych $ciezek sygnalizacyjnych oraz réznic w po-
winowactwie bialek adhezyjnych, uniemozliwiajacych
prawidiowa komunikacje miedzy komoérkami budujacy-
mi obcogatunkowe komponenty. Kluczowa wydaje sie
takze zgodnos¢ stadium rozwojowego komorek dawcy
z zarodkiem biorcy, jak réwniez zdolnoéé¢ do przezycia
komérek jednego gatunku w Srodowisku zarodka-go-
spodarza nalezacego do innego gatunku. Pierwsza prze-
szkode mozna juz pokonad, tak manipulujac warunkami
hodowli, aby przeksztalci¢ ludzkie komoérki ES i iPS w
komoérki o charakterze ,naive”. Druga kwestie réwniez
udato sie naukowcom rozwiazaé. Wykazano, ze hamujac
apoptoze poprzez nadekspresje regulatoréw apoptozy,
takich jak np. Bcl2 (ang. B-cell lymphoma 2) czy Bmil (ang.
B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog) w szczu-
rzych i ludzkich komérkach mozna poprawié ich prze-
zywalno$é¢ w mysim zarodku, a tym samym zwiekszy¢
stopiert chimeryzmu [80-82]. Podobny sukces osiagnieto
w przypadku hiPS, ktére dzieki nadekspresji Bcl2 oraz
delecji Tp53 (ang. Tumor protein P53), odpowiedzialnego
za apoptoze komorek z uszkodzeniami w obrebie DNA,
utrzymywaly sie w ludzko-$winiskich zarodkach nawet
do 27. dnia rozwoju [83].

Kolejnym, duzym wyzwaniem dla naukowcéw be-
dzie takie ukierunkowanie réznicowania pluripotent-
nych ludzkich komérek macierzystych, aby preferencyj-
nie zasiedlaty ,stworzona” w zarodku gospodarza nisze
i tworzyly pozadany narzad, zamiast rozwijaé sie¢ w inne
tkanki. Wbudowanie ludzkich komoérek macierzystych
do moézgu i linii plciowej stanowi jedna z najwiekszych
obaw dotyczacych tworzenia chimer zwierzeco-ludz-
kich. Obawa ta nie jest catkowicie bezpodstawna. Biorac
pod uwage, ze jak wykazano, chimery szczurzo-mysie
sq zdolne do produkgji plemnikéw wywodzacych sie ze
wstrzyknietych pluripotentnych komoérek macierzystych
[70], mozna przypuszczaé, ze chimery zwierzeco-ludzkie
réwniez miatyby potencjal do tworzenia ludzkich gamet.
Podobne obiekcje i lek stwarza perspektywa udzialu ko-
morek ludzkich w mézgu chimery, co mogloby wplynac
na niekontrolowany i nieprzewidywalny wzrost zdolnosci
poznawczych takiego zwierzecia. W tym przypadku gra-
nica definicji czlowieka, ktéra do tej pory rozdzielata swiat
ludzi i zwierzat, mogtaby ulec zatarciu. Jedna ze strategii
przeciwdziatajacej humanizacji chimer niosacych ludzkie
narzady byloby ograniczenie réznicowania komoérek plu-
ripotentnych tylko w pozadanym kierunku. Udato sie to
juz przeprowadzi¢ u myszy, gdzie wymuszona ekspresja
Mixl-1 (ang. Mix-like protein 1) umozliwila udzial mysich
komérek ES i iPS wylacznie w narzadach pochodzenia en-
dodermalnego [84]. Innym mozliwym rozwigzaniem jest
wprowadzenie do ludzkich komoérek hiPS konstruktow
zawierajacych geny samobdjcze pod promotorami specy-
ficznymi dla neuronéw lub komoérek plciowych tak, by
wykluczy¢ ich udzial w korze mézgowej lub linii piciowej
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[85]. Jeszcze inng strategie zastosowali japoriscy naukow-
cy, ktérzy zmodyfikowali ludzkie komoérki iPS metoda
CRISPR/Cas9, pozbawiajac je dwoch gendw: Prdm14 (ang.
PR-domain containing protein 14) odpowiedzialnego za spe-
cyfikacje pierwotnych komorek piciowych oraz Otx2 (ang.
Orthodenticle Homeobox 2) kluczowego dla rozwoju moézgu.
Tak zmodyfikowane komérki dawcy, po wprowadzeniu
do blastocyst myszy pozbawionych genu Pdx1 nie braty
udzialu w tworzeniu gamet oraz struktur mézgu, nato-
miast efektywnie zasiedlaly pusta nisze spowodowana
brakiem genu Pdx1, tworzac trzustke i tym samym przy-
czyniajac sie do poprawy uposledzonej tolerancji glukozy
u chimerowego zwierzecia [86]. Efektywnym sposobem
na ograniczenie udziatu komoérek ludzkich tylko do do-
celowego narzadu jest takze transplantacja specyficznych
komérek progenitorowych pochodzacych od hiPS do kon-
kretnego narzadu postimplantacyjnego ptodu rozwijajace-
go sie w macicy [35].

Innym problemem, z ktérym muszg zmierzy¢ sie na-
ukowcy, jest ryzyko odrzucenia przeszczepu. Nawet jesli
udatoby sie doprowadzi¢ do narodzin chimery, ktéra po-
siadataby narzad z migzszem zbudowanym z ludzkich ko-
morek, to nadal jego unerwienie oraz unaczynienie bedzie
pochodzenia zwierzecego. Badacze musieliby znalez¢ spo-
sOb na to, aby zwiekszy¢ konkurencyjnosé ludzkich komo-
rek np. w ukladzie naczyniowym poprzez tworzenie od-
powiednich nisz albo zastosowac¢ jako biorcéw podwéjne
mutanty, pozbawione zdolnosci do tworzenia konkretnego
narzadu oraz naczyn krwionos$nych. Innym rozwigzaniem
sq genetyczne modyfikacje genomu zwierzat przewidzia-
nych jako biorcy, np. $wini, ktére maja na celu obnizenie
miedzygatunkowej bariery immunologicznej pomiedzy
tym gatunkiem a czlowiekiem. Za nadostre odrzucenie
przeszczepu odpowiedzialny jest gléwnie Swiniski antygen
Gala(1,3)Gal, ktérego biosynteza warunkowana jest przez
enzym 1,3-Galaktozylotransferaze. Aby wiec umozliwi¢
ksenotransplantacje tkanek w ukladzie $winia-czlowiek
naukowcy musieli go usuna¢ z powierzchni komorek, in-
aktywujac w genomie $wini kodujacy go gen - Ggtal (ang.
Alpha-1,3-galactosyltransferase 1) lub modyfikujac antygeny
powierzchniowe $wini poprzez uzyskanie ekspresji ludz-
kiej wersji Gala(1,3)Gal [87].

Inne niebezpieczenstwo, z ktérym przyjdzie zmagac sie
naukowcom, to mozliwoé¢ przeniesienia zwierzecych pa-
togenéw ze zwierzat na czlowieka. Dlatego tez uwaza sie,
ze naczelne, bedace nosicielami patogenéw, ktére tatwo
infekuja ludzi, nie sg obiecujacymi dawcami narzadéw do
przeszczepéw. Z kolei w przypadku $win istnieje ryzyko
zakazenia ludzkich tkanek endogennymi retrowirusami,
ktére nie sa grozne dla zwierzat, ale ich wplywu na zdrowie
czlowieka nie da si¢ przewidzie¢. Biorac jednak pod uwa-
ge, ze postep technologii edytowania genéw umozliwit juz
uzyskanie blastocyst §winskich wolnych od endogennych
retrowiruséw [88], oraz to, ze udalo si¢ potwierdzi¢ kom-
plementacje blastocyst $winiskich i owczych pozbawionych
zdolnosci do tworzenia trzustki [89,90] czy miesni szkiele-
towych [83], to tylko kwestig czasu wydaje sie stworzenie
zarodka gospodarza z dodatkowa modyfikacja obnizajaca
bariere immunologiczng, ktéry stalby sie zlotym standar-
dem dla przysztych zastosowan klinicznych.
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CHIMERY NA RATUNEK: MODELOWANIE
CHOROB CZEOWIEKA I ICH TERAPII

Chimery ludzko-zwierzece stanowig nie tylko obiecujaca
strategie pozyskiwania nowych narzadéw i tkanek dla za-
spokojenia coraz wigkszych potrzeb transplantologii, ale sa
takze niezawodnym modelem do badafi nad rozwojem na-
rzad6w, patogeneza, obrong immunologiczna i badaniami
przesiewowymi lekéw.

Rewolucyjne znaczenie dla wykorzystania komorek
pluripotentnych w modelowaniu choréb czlowieka miato
uzyskanie ludzkich komérek iPS oraz pokonanie bariery
miedzygatunkowej. Ludzkie indukowane komorki plu-
ripotentne mozna otrzymaé od pacjentéw cierpiacych na
r6zne schorzenia, a jesli choroba ma podloze genetyczne,
wyhodowane w laboratorium komorki beda mialy te sama
wade genetyczna. W badaniach in vivo z uzyciem chimer,
w przeciwienstwie do hodowli in vitro, mozna odtworzy¢
wiele skomplikowanych interakgji, jakie zachodza miedzy
badanymi komoérkami a innymi komoérkami i tkankami
obecnymi w organizmie podczas rozwoju choroby. Umozli-
wia to badanie patomechanizméw réznych choréb, a takze
opracowywanie ich terapii.

Najwiekszy postep w modelowaniu choréb widoczny
jest w systemach do$wiadczalnych, w ktérych komérki po-
chodzace od hiPS przeszczepia si¢ nie do zarodkéw przed-
implantacyjnych, ale do plodéw postimplantacyjnych lub
noworodkéw. W jednym z takich pionierskich ekspery-
mentéw naukowcy wprowadzili do mézgéw mysich no-
worodkéw pochodzace od ludzkich komérek iPS komérki
progenitorowe gleju, pelniagce w mézgu role modulatora.
Ku zaskoczeniu naukowcéw, komoérki ludzkie po pew-
nym czasie wyparly komérki mysie. Badania behawioral-
ne, testujgce pamiec i inne funkcje poznawcze wykazaly,
ze myszy z wprowadzonymi ludzkimi komérkami glejo-
wymi szybciej sie uczyly w poréwnaniu z myszami kon-
trolnymi. Z kolei gdy przeszczepiono myszom komorki
glejowe pochodzace od komérek hiPS pacjentéw cierpia-
cych na schizofrenie, zwierzeta wykazywaty zwiekszony
niepokdj, zachowania antyspoleczne i zaburzenia snu [91].
W innym eksperymencie naukowcy przeszczepiali ludzkie
komorki iPS mysim noworodkom z niedoborami mieliny.
Transplantowane komérki réznicowaty w oligodendrocy-
ty zdolne do wytwarzania ostonki mielinowej. Naukowcy
przecieraja w ten sposob szlaki dla nowych terapii choréb
neurologicznych polegajacych na degeneracji komoérek
glejowych, do ktérych naleza m.in. schizofrenia czy choro-
ba Huntingtona [92].

Obecnie trwa wiele badan klinicznych z wykorzystaniem
ludzkich komoérek iPS i ES. Przed zatwierdzeniem badar na
ludziach konieczne jest ustalenie bezpieczeristwa i skutecz-
nosci opracowywanych terapii poprzez dostarczenie ob-
szernych danych przedklinicznych z wykorzystaniem ludz-
kich pochodnych komorek iPS przeszczepionych do od-
powiedniego modelu choroby indukowanego u zwierzat.
Kluczowe wydaje sie¢ m.in. potwierdzenie, Ze testowane
komérki nie sa zdolne do tworzenia guzéw w organizmie
gospodarza oraz sprawdzenie, czy integruja sie z tkanka go-
spodarza i przejmuja funkcje uszkodzonych komoérek.
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Jedna z pierwszych choréb poddanych prébom klinicz-
nym bylo zwyrodnienie plamki zottej zwigzane z wiekiem
(AMD, ang. Age-related Macular Degeneration), charakteryzu-
jace sie degeneracja komorek nablonka barwnikowego siat-
kéwki (RPE, ang. Retinal Pigment Epithelial), bedace gléwna
przyczyna Slepoty w krajach rozwinietych. Wyniki badan
z uzyciem chimer wskazywaly na skuteczne réznicowanie
hES w komorki RPE oraz poprawe ostrosci wzroku po ich
transplantacji do siatkéwki szczuréw stuzacych jako mo-
del tego schorzenia [93,94]. Rezultaty uzyskane na modelu
zwierzecym potwierdzily sie nastepnie w badaniach kli-
nicznych prowadzonych na pacjentach [95].

Inny przykiad badan dotyczy urazu rdzenia kregowego.
Doswiadczenia poprzedzajace badania kliniczne, przepro-
wadzone na gryzoniach, wykazaly, ze transplantacja ludz-
kich komérek ES umozliwia odtworzenie puli oligodendro-
cytow w uszkodzonym rdzeniu i przyczynia sie do przy-
wroécenia funkcji lokomocyjnych u myszy po urazie [96].
W oparciu o wyniki badar na zwierzetach, firma Asterias
Biotherapeutics rozpoczela badania kliniczne z wykorzy-
staniem komorek prekursorowych oligodendrocytéw po-
chodzacych od hES w leczeniu urazéw rdzenia kregowego
u ludzi. Dotychczas nie stwierdzono efektéw ubocznych
zwigzanych z przeszczepem tych komorek, a u czesci pa-
cjentéw rezonans magnetyczny wykazal zmniejszenie ob-
szaru uszkodzenia rdzenia. Nastepne na horyzoncie moga
by¢ badania kliniczne choroby Parkinsona, neurodegene-
racyjnego schorzenia spowodowanego zanikiem komorek
produkujacych dopamine. W obszernej literaturze udoku-
mentowano juz zdolnos¢ ludzkich komérek iPS do tworze-
nia neuronéw dopaminergicznych oraz analizowano wyni-
ki transplantacji tych komérek do mysich modeli choroby
Parkinsona [97].

PODSUMOWANIE: NAUKA VS ETYKA

Nauka przeszla bardzo dtuga i kreta droge od przetomo-
wego odkrycia zarodkowych komérek macierzystych, po-
przez opracowanie procedur umozliwiajacych reprogramo-
wanie komorek somatycznych i uzyskanie z nich komérek
o wlasciwosciach komoérek zarodkowych, az do tworzenia z
ich udziatem chimer. Ogromny postep oraz udoskonalenie
technologii, w tym m.in. odkrycie metody CRISPR/Cas9
do edycji genomu, umozliwity wykorzystanie modelu, ja-
kim sg chimery, do zgtebiania zagadnien mogacych nies¢
za soba znaczace korzysci nie tylko dla nauki, ale takze dla
medycyny.

Rozwigzanie probleméw technicznych, z ktérymi bory-
kaja sie obecnie naukowcy, wydaje sie by¢ tylko kwestig cza-
su, ale trzeba pamietad, ze badania nad chimerami, zwlasz-
cza ludzko-zwierzecymi, budza znaczny opér spoleczny i
prowadza do podzialéw nawet w srodowisku naukowym.
Czeé¢ badaczy podkresla uzytecznosé tego typu badan w
Swietle rozwoju nauki, wierzac, Zze otworza one nowy roz-
dzial w historii medycyny, w tym w transplantologii. Z ko-
lei inni maja watpliwosci co do ich bezpieczeristwa i kwe-
stionuja potrzebe rozwijania tego kierunku badan, zwtasz-
cza w kontekscie wykorzystania ssakéw naczelnych. Zwie-
rzeta te sa chronione przez bardziej restrykcyjne przepisy,
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niz np. gryzonie. Zdaniem naukowcéw, mimo, ze chimery
powstate z polaczenia ludzkich komérek i komérek innych
naczelnych raczej nie znajda zastosowania w transplanto-
logii, to badania tego typu moga poméc w opracowaniu
protokotéw umozliwiajacych m.in. wyzsza przezywalnosc
ludzkich komérek w srodowisku gospodarza, gdyby jako
biorce zastosowano zamiast naczelnych inne zwierzeta np.
gospodarskie [98]. Niezaleznie jednak od wytypowanego
gatunku gospodarza, w wielu krajach istnieje prawo ogra-
niczajace badania nad chimerami stworzonymi z udzialem
komorek ludzkich i zwierzecych. W polskim ustawodaw-
stwie wprowadzono zakaz tworzenia takich miedzygatun-
kowych organizméw na mocy Ustawy o leczeniu nieptod-
nosci z 2015 1. (Dz.U. z 2020 r. poz. 442; Art. 86).

Nie bez znaczenia sa réwniez glosy obroncéw praw
zwierzat i przedstawicieli organizacji dzialajacych na rzecz
poprawy dobrostanu zwierzat hodowlanych, ktérzy oba-
wiaja sie, ze tego typu badania beda wiazaly sie z ogrom-
nym cierpieniem zwierzat i ostro protestuja przeciwko trak-
towaniu zwierzat jako zywych magazynéw ,czesci zamien-
nych”. Jesli nawet realna mozliwos$é wykorzystania chimer
do hodowli narzadéw wydaje sie bardzo odlegta, to moga
one postuzy¢ do innych celéw, np. zglebiania wczesnych
etapéw rozwoju czlowieka, wyjasnienia przyczyn choréb
czy badania lekéw. Ocena takich badan jest jednak trudna i
niejednoznaczna. Z jednej strony nowe technologie biome-
dyczne poszerzaja bowiem nasze rozumienie proceséw bio-
logicznych, ale z drugiej strony wymagaja podjecia na nowo
dyskusji nad granicami ingerencji badaczy w ich przebieg
oraz sformulowania nowych norm prawnych i etycznych.
Prawdopodobnie juz niedlugo naukowcy i cala ludzkosé
stanie w obliczu nowych dylematéw natury etycznej zwig-
zanych z takimi badaniami.
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ABSTRACT

The CHIMAERA has been known as a mythic, fire-breathing monster containing a lion’s head, goat’s body, and serpent’s tail. In modern bio-
technology, this term has been used to describe organisms composed of cells derived from at least two zygotes and thus differing genetically.
Experimentally produced chimaeras have become an extremely valuable tool in biomedical research, used, among others, for investigating the
developmental potential of cells, the differentiation processes that occur during embryogenesis, as well as for studying gene function, model-
ling human diseases, and developing new therapies. The interspecific chimaeras are also a promising approach for the generation of human
organs for transplantation and saving endangered species. This article summarizes the current state of knowledge on chimaeras formed with
the contribution of pluripotent stem cells and discusses the prospects and threats related to their use in basic research and medicine.
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