STRESZCZENIE:

zyskanie stabilnych linii komérek macierzystych z zarodkéw (ESC) zwierzat i czlowie-

ka otwiera szereg mozliwosci dla nauki i medycyny regeneracyjnej. Podstawowe zalo-
zenia niezbedne do ich uzyskania sa uniwersalne dla wszystkich gatunkéw ssakéw. Warun-
kiem niezbednym jest utrzymanie stopnia pluripotencji wlasciwego dla przedimplantacyj-
nych zarodkéw. Do chwili obecnej, prawdziwe linie ESC (spelniajace warunki pluripotencji,
réznicowania i stabilnosci w hodowli) uzyskano dla niewielkiej grupy zwierzat w tym dla
myszy, czlowieka i szczura. Gléwny problem wynika z réznic miedzygatunkowych, i co za
tym idzie odmiennych wymagan $rodowiskowych. Jednak we wszystkich przypadkach wy-
magana jest regulacja aktywnosci Sciezek sygnalizacyjnych warunkujacych pluripotencje i
naturalne procesy réznicowania komérek, jak WNT, MAPK/ERK i JAK/STAT3. Klasyczny
system uzyskiwania ESC oparty na aktywacji Sciezek sygnalizacyjnych przez LIF (dla my-
szy) lub FGF (dla czlowieka) nie jest optymalny. Obecnie systemy opieraja sie na chemicz-
nych inhibitorach, ktoére posiadaja zdolnosé¢ interakcji z wyzej wymienionymi Sciezkami.
Niniejsze opracowanie przybliza zagadnienia istotne dla zrozumienia natury réznych typow
komérek macierzystych (nie tylko tych pochodzenia zarodkowego) oraz wyjasnia dlaczego
nie ma jednej drogi do pluripotencji, ani uniwersalnej definicji komérek macierzystych.

HISTORIA KOMOREK MACIERZYSTYCH -
DEFINICJE I PIERWSZE ODKRYCIA

Rozpoczynajac rozwazania nad komérkami macierzystymi musimy wyjsé od
podstawowych definicji, zrozumienia ich ré6znorodnosci wynikajacej m.in. z od-
miennego pochodzenia i potencjatu do réznicowania, a takze z kontekstu apli-
kacyjnego. Wazne jest aby pamietaé, ze opisano wiecej niz jeden typ komorek,
ktéry mozna okreéli¢ mianem komoérek macierzystych (ang. stem cells, SC). Pod
wzgledem potencjatu do réznicowania SC moga wystepowac w réznych stanach
ktore okreslany mianem toti-, pluri- i multi-potencji. Totipotencja oznacza zdol-
nos¢ pojedynczej komorki do rozwoju w dorosly organizm, czyli réznicowania
we wszystkie typy komérek, zaréwno te zarodkowe, jak i poza-zarodkowe (to-
zysko). W miare rozwoju zarodka, rosnacej liczby blastomeréw i uruchomie-
nia proceséw zwiazanych z tworzeniem pierwszych linii komérkowych - wezla
zarodkowego (ang. Inner Cell Mass, ICM) i trofektodermy (ang. Trophectoderm,
TE), utracony zostaje pierwotny nieograniczony potencjat rozwojowy. Komorki
budujace ICM opisywane sg jako pluripotentne - poniewaz zachowuja zdolnos¢
do réznicowania wylacznie w linie dajace poczatek komérkom rozrodczym i
somatycznym. Potencjal rozwojowy TE ograniczony zostaje do réznicowania
w obrebie tej samej tkanki/linii komérkowej - sa to zatem komorki multipo-
tentne. Obecny stan wiedzy i zaawansowania badan z zakresu biologii rozwo-
ju, embriologii, genetyki, epigenetyki i medycyny regeneracyjnej jednoznacznie
wskazuje, ze pod pojeciem ,komoérki macierzystej” ukrywa sie szereg typow
komoérek o ré6znym potencjale do réznicowania. Tylko pelne poznanie natury
komoérek SC pozwoli na zrozumienie tego, czego obecnie (i w przyszlosci) mo-
zemy oczekiwaé po ich zastosowaniu w nauce i medycynie.

Pojecie komorka macierzysta, po raz pierwszy pojawia si¢ w literaturze na-
ukowej pod koniec XIX wieku, kiedy to w 1868 roku niemiecki biolog Ernst Ha-
eckel opublikowat prace pt. ,Natiirliche Schopfungsgeschichte” (ang. Natural Histo-
ry of Creation) [1]. Haeckel wspieral teorie ewolucji Darwina i na poparcie tych
tez stworzyt szereg drzew filogenetycznych ukazujacych ewolucje organizmow
od wspdlnego przodka. Drzewa te okreslit mianem , stammbiume” co w dostow-
nym tlumaczeniu z j. niemieckiego oznacza drzewo rodowe - macierzyste (ang.
stem). Haeckel uzywat tego pojecia do opisania jednokomoérkowego organizmu,
ktory wyewoluowat w organizmy wielokomérkowe. W ksigzce pt. ,Anthropoge-
nie” z 1877 roku [2] zaproponowat skok ewolucyjny od filogenetyki do embrio-
logii (ontogenezy) i zasugerowal, ze zaptodniona komoérka jajowa moze réwniez
by¢ nazwana komoérka macierzysta, poniewaz podobnie jak w podstawowym
zalozeniu teorii ewolucji, organizmy wielokomérkowe rozwijaja sie z pojedyn-
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czej komorki. Idee te zbiegly sie z teorig Augusta Weisman-
n’'a dotyczaca plazmy zarodkowej (ang. germplasm), kiedy to
w 1885 roku zaproponowal, ze ta hipotetyczna substancja,
zawarta w komorkach linii piciowej, odpowiada za dziedzi-
czenie cech i przekazywana jest z pokolenia na pokolenie
[3]. Weismann sugerowat réwniez, ze plazma zarodkowa jest
wczednie w rozwoju przekazywana do wyspecjalizowa-
nych komoérek (germinalnych), ktére odrézniaja sie swoimi
wladciwodciami od komoérek somatycznych budujacych
organizm. Zainspirowani tymi teoriami Theodor Boveri i
Valentin Hécker rozpoczeli poszukiwania zawiazkéw ko-
morek germinalnych w zarodkach zwierzat. Badajac zarod-
ki nicienia Ascaris (rodzina Ascarididae) Boveri wykazal, ze
zwazajac na nietypowy rozwdj tych organizmoéw, jedynie
populacja komoérek ktéra zawiera kompletna chromaty-
ne (bez oznak fragmentacji) da poczatek liniom germinal-
nym, ktoére przekaza catkowitg informacje (genetyczng) do
kolejnych pokolerr [4]. Rozwijajac teorie Haeckl’a, Boveri
zaproponowal, ze komoérki bedace w stanie posrednim
pomiedzy zaplodniona komérka jajowa, a zdefiniowana
linia komoérek germinalnych powinny nosi¢ nazwe komo-
rek macierzystych [5]. Badania Hacker’a stanowily kolejny
przetom, gdyz w 1892 roku wykazat on, ze podczas rozwoju
oczlika (Cyclops, skorupiak z rodziny Cyclopidae) pojedyn-
cza umiejscowiona centralnie komoérka (zwana komorka
macierzysta) podlega asymetrycznym podziatom tworzac
linie komoérkowa budujaca mezoderme, natomiast pozosta-
te komorki daja poczatek komérkom germinalnym. Mniej
wiecej w tym samym czasie Artur Pappenheim, Alexander
Maximow, Ernst Neumann i inni pracowali nad poznaniem
rozwoju i opisaniem komoérek progenitorowych dla ukladu
krwionosnego. W 1909 roku Maximow opisujac hematopo-
eze po raz pierwszy jednoznacznie uzywa pojecia komoérka
macierzysta okreslajac ,niezréznicowanq komorke, ktora daje
poczqtek komorkom krwi” [6].

Pomimo uptywu ponad 140 lat od tych pionierskich
teorii i odkryé, wczesne rozumienie pojecia komoérki ma-
cierzystej nadal pozostaje aktualne. XIX wiek wprowadzit
to pojecie zaréwno do badan z zakresu biologii rozwoju,
embriologii jak i medycyny. Obecnie, podobnie jak wtedy,
nie ogranicza sie ono jedynie do opisu niezréznicowanych
komoérek zarodkowych, ale obejmuje réwniez unikalna pule
komoérek krazacych w dorostych organizmach (tzw. Adult
Stem Cells, ASC). ASC (zwane tez somatycznymi komoérka-
mi macierzystymi) umozliwiaja naprawe i odnowe tkanek,
ich potencjat do réznicowania ograniczony jest do linii ko-
moérkowej w ktérej rezyduja - sa multipotentne i posiadaja
nieograniczong zdolnoé¢ do podziatéw. W mysl tradycyjne-
go, hierarchicznego modelu réznicowania, ASC daja pocza-
tek multipotentnym komérkom progenitorowym (o ogra-
niczonej zdolnoéci do podziatéw), ktore finalnie inicjuja
powstanie komorek danej tkanki. Jednak obecnie rewiduje
sie ten poglad. Badania pokazuja, ze by¢ moze nie istnie-
je zdecydowany podziat na ASC i komoérki progenitorowe.
Sugeruje sie tzw. model ciagly (ang. continuous model), ktéry
wskazuje, ze populacja komorek tworzacych ASC jest hete-
rogenna pod wzgledem potencjatu do réznicowania, profilu
molekularnego, Sciezek réznicowania, losu komérki (ang.
cell fate) i funkcji. W nowym modelu granica pomiedzy defi-
nicjg ASC i komoérek progenitorowych zaczyna sie zacierag,

384

tak jak ma to miejsce w przypadku nowego opisu hierarchii
réznicowania komoérek w procesie hematopoezy [7].

ODKRYWANIE POTENCJALU ROZWOJOWEGO
KOMOREK ZARODKOWYCH, POCZATEK
BADAN NA SSAKACH

Jednym z pierwszych pytani biologii rozwoju bylo, czy
wszystkie komorki dorostego organizmu posiadaja ten sam
zestaw genéw, czy obserwowane réznice wynikaja z réznej
informacji zawartej w poszczegélnych komoérkach, czy jed-
nak istniejg inne mechanizmy regulatorowe. Na pierwsze
pytanie posrednio znaleziono odpowiedz juz w 1893 roku,
kiedy Hans Adolf Edward Driesch wykazal, ze w wyniku
mechanicznej separacji 2-komoérkowego zarodka jezowca
(Echinoidea) uzyskamy dwa kompletne organizmy [8]. Ko-
lejno w 1902 roku Hans Spemann powtérzyt to doswiad-
czenie na kregowcu (salamandrze), dodatkowo wykazujac,
Ze istnieje granica (stadium rozwojowe zarodka) powyzej
ktorej dalsze klonowanie przez podzial nie jest mozliwe
[9]. Ze wzgledu na dystrybucje czynnikéw cytoplazmatycz-
nych w zaplodnionym jaju, w przypadku salamandry byto
to stadium 2-komorkowe. Kolejna praca Spemann’a z 1928
roku wykazata, ze jadro komérkowe wczesnego zarodka
salamandry jest elementem niezbednym dla rozwoju w do-
rosly organizm. Od lat 50. XX wieku, wraz z doswiadczenia-
mi Roberta Briggs'a i Thomasa J. King’a rozpoczela sie era
wspolczesnej embriologii doswiadczalnej, ktérej odkrycia
doprowadzily do poznania natury zarodkowych komoérek
macierzystych (ang. Embryonic Stem Cells, ESC). W 1952
roku Briggs i King po raz pierwszy sklonowali kregowca.
Byla to zaba lamparcia (Rana pipiens), ktéra powstala w wy-
niku transplantacji jadra 8-komérkowego zarodka zaby do
enukleowanego oocytu [10]. Kolejny krok milowy przyszedt
wraz z badaniami Johna B. Gurdona, ktéry w 1960 roku
opublikowal przelomowe badania pokazujace, ze jadro
komorki somatycznej pobranej z nabtonka jelita zaby szpo-
niastej (Xenopus laevis) po transplantacji do enukleowanego
oocytu zachowuje zdolnoé¢ odtwarzania catego organizmu
[11,12]. Do$wiadczenie to stanowilo wstep do klonowania
ssakéow z wykorzystaniem jader komoérek somatycznych
(ang. Somatic Cell Nuclear Transfer, SCNT) oraz umozliwito
odkrycie mechanizmu indukcji pluripotencji (ang. induced
plurpotency), za ktéry w 2012 roku John B. Gurdon i Shinya
Yamanaka otrzymali nagrode Nobla.

Lata 40-50. XX wieku to réwniez intensyfikacja badan
na zarodkach ssakéw, ktérych jednym z pionieréw byl
Prof. Andrzej K. Tarkowski (1933-2016). W 1959 roku Tar-
kowski jako pierwszy wykazal, ze zarodki ssakéw (myszy)
sg zdolne do rozwoju w caly organizm z pojedynczego bla-
stomeru 2-komérkowego zarodka [13]. Obserwacje te po-
twierdzono réwniez u innych gatunkéw ssakéw jak szczur
[14] i krolik [15]. Kolejne badania pokazaly, ze mozliwy jest
dalszy rozwdj z izolowanych komorek 4-8 blastomerowych
zarodkéw, jednak wraz z rosnaca liczba blastomerdéw, tra-
cg one zdolno$¢ do tworzenia linii trofoblastu, a wydajnosc¢
procedury drastycznie spada [16]. Zatem uzywajac wspot-
czesnej terminologii dochodzi do utraty petnego potencjalu
rozwojowego - totipotencji. Jednoczesnie komérki zarod-
kowe dos¢ ditugo utrzymuja plastycznosdé, czyli zdolnosc
adaptacji do srodowiska zewnetrznego oraz odbioru sy-
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gnatéw molekularnych z sasiadujacych komoérek. Potwier-
dzily to doswiadczenia polegajace na zespoleniu dwoéch
kilkukomoérkowych zarodkéw myszy, co doprowadzito do
powstania chimer [17]. W 1975 roku ]. Derek Bromhall z
sukcesem powtorzyl doswiadczenia Briggs'a i Kinga, uzy-
skujac pierwsze zarodki ssaka na drodze transferu jadra
komoérkowego z 2-4 blastomerowych zarodkéw krolika do
enukleowanych oocytéw [18]. Jednak za sukces uznat osig-
gniecie stadium moruli przez zarodki, i nie kontynuowat
doswiadczenia w kierunku uzyskania zywego potomstwa.
W 1984 roku stosujac ta sama metode Steen Willadsen uzy-
skat jagnie - byt to pierwszy ssak uzyskany technika trans-
feru jader komérkowych (ang. nuclear transfer). Do transferu
wykorzystano jadro pojedynczej komorki 8-blastomerowe-
go zarodka owcy. Fuzje jadra z enukleowanym oocytem
wykonano za pomoca impulsu elektrycznego, ktéry jedno-
cze$nie pobudzil zarodek do dalszych podzialow [19]. Uko-
ronowaniem tej drogi byly narodziny owcy Dolly w 1996
roku. Ian Willmut i Keith Campbell wykorzystujac technike
SCNT dokonali transferu jadra komoérki somatycznej (po-
branej z gruczotu mlekowego dorostej owcy) do enukle-
owanego oocytu. Pomimo ogromnego sukcesu metoda ta
jest mato wydajna - z 277 fuzji rozwinelo sie 29 zarodkéw,
ktoére przeniesiono do 13 matek zastepczych, jednak tylko
jedna cigza zakonczyla sie¢ sukcesem [20].

W tym momencie mozna si¢ zastanawia¢, jakie znaczenie
maja powyzej opisane doswiadczenia dla zrozumienia po-
chodzenia i wlasciwosci komorek SC? Ot6z wszystkie te od-
krycia jednoznacznie wskazuja, ze kazda komérka zawiera
niezbedng informacje do odtworzenia kompletnego organi-
zmu, jednak podczas rozwoju dochodzi do progresywnego
wyciszenia tych wlasciwosci. Istota uzyskania i hodowli
komérek macierzystych jest utrzymanie lub indukcja tego
niezréznicowanego, pierwotnego lub embrionalnego stanu.

WEASCIWOSCI I RODZAJE KOMOREK
MACIERZYSTYCH - SKAD POCHODZA

Historycznie badania nad komérkami macierzystymi
pochodzenia zarodkowego rozpoczety sie w latach 70. XX
wieku od uzyskania linii komérek nowotworowych z za-
rodkéw mysich - tak zwanych komorek raka zarodkowe-
go (ang. Embryonic Carcinoma, EC). Badania wykazaly, ze
przedimplantacyjne zarodki myszy (w stadium zygoty lub
2-blastomeréw) przeniesione pod skére myszy (linii 129/
Sv) wykazywaly zdolnos¢ tworzenia potworniakéw (terato-
karcinoma). Dodatkowo w powstatych guzach stwierdzono
obecnos¢ szeregu typéw komorek o charakterze EC oraz
znaczng populacje szybko dzielacych sie niezréznicowa-
nych komorek o charakterze zarodkowym [21]. Kolejne
prace pokazaly, ze EC mialy wiele wspdlnych cech z wcze-
snymi, przedimplantacyjnymi zarodkami. Transplantacja
teratom pod powtoki brzuszne myszy skutkowala powsta-
niem struktur zwanych ,kulami zarodkowymi” (ang. Embry-
oid Bodies, EB), w ktérych stwierdzono obecnosé¢ komoérek
z linii endodermy, ektodermy i mezodermy [22]. Ponadto
komoérki z linii EC przeniesione do blastocyst myszy wy-
kazywaty zdolnos¢ tworzenia chimer [23]. W 1975 roku
Gail Martin i Martin Evans wykazali, ze linie EC moga by¢
wielokrotnie pasazowane in vitro oraz posiadaja zdolnos¢
tworzenia linii komérkowych tworzacych listki zarodko-
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we [24]. Poczatkowo EC myszy stanowity m. in. model do
badan przedimplantacyjnego rozwoju ssakéw, ale ponie-
waz linie te obarczone sa mutacjami genetycznymi (czesto
posiadaja nieprawidlowy kariotyp) rozpoczeto prace nad
lepszym modelem. Nie istniala wtedy jednak wiarygodna
(powtarzalna) metoda gwarantujaca rutynowe uzyskiwanie
linii komorek zarodkowych, ktére charakteryzowatyby sie
cechami podobnymi do EC - zdolnoscia do nieograniczo-
nych podziatéw i réznicowania.

W 1981 roku niezaleznie od siebie Martin Evans i Mat-
thew Kaufman oraz Gail Martin uzyskali pierwsze linie ESC
z zarodkéw myszy [24,25]. W swoich badaniach skoncen-
trowali sie na propagacji ICM jako zZrédle komoérek pluri-
potentnych. Do doswiadczeri wybrano blastocysty, ktére
hodowano w warunkach in vitro celem zwiekszenia liczby
komoérek w ICM. Nastepnie (po usunieciu TE) dokonano
enzymatycznej dezagregacji wezléw zarodkowych. Tak
uzyskane komorki umieszczono na warstwie komoérek od-
zywczych (ang. Mouse Embryonic Fibroblasts, MEF), ktére za-
pewniaja adherentne podloze umozliwiajac rozrost kolonii
komoérkowych oraz wydzielaja czynniki wzrostu (m. in. cy-
tokiny). MEF to inaktywowane plodowe fibroblasty uzyski-
wane z 10-14 dniowych pltodéw myszy, co ma ograniczy¢
konkurencje o sktadniki odzywcze z rosnacymi koloniami
oraz uniemozliwi¢ ,zanieczyszczenie” hodowli ESC innym
typem komorek. Inaktywacje przeprowadza sie poprzez ir-
radiacje promieniowaniem gamma (4000 radéw) lub przez
podanie mitomycyny-C (10 pg/ml, inkubacja 1-2 godzin),
ktora jest silnym inhibitorem replikacji DNA. Czynnikami
stymulujacymi pluripotencje i jednoczesnie blokujacymi
Sciezki réznicowania okazat si¢ w tym przypadku czynnik
przeciwbialaczkowy (ang. Leukemia Inhibitory Factor, LIF)
oraz biatka morfogenetyczne kosci (ang. Bone Morphogene-
tic Protein, BMP). Tutaj nalezy zaznaczy¢, ze podobnie jak
we wczesniejszych doswiadczeniach nad uzyskaniem EC,
pierwsze linie ESC wyhodowano z zarodkéw myszy linii
129/Sv. Protokét oparty na LIF i BMP okazat sie skutecz-
ny réwniez dla innych szczepéw myszy wywodzacych sie
z linii 129 oraz dla myszy C57Bl6 - szczepy te okresla sie
mianem szczepdw permisywnych (ang. permissive strains)
[26]. Jednak nawet w tym przypadku system ten charak-
teryzuje sie ok. 30% efektywnoscig. W przypadku innych
linii i szczepéw myszy (jak CBA, NOD czy DBA) warunki
hodowlane oparte na LIF i BMP okazaly sie niewystarczajg-
ce. Myszy te okreélane sa mianem szczepéw opornych (ang.
resistant strains) [26].

W 1995 roku J.A. Thomson wykorzystal protokot oparty
na LIF do wyprowadzenia ESC z zarodkéw makaka kré-
lewskiego (ang. rhesus macaque, Macaca mulatta). Thomson
kontynuowatl badania na zarodkach naczelnych i w 1998
roku uzyskal pierwsze linie ESC z zarodkéw czlowieka. W
tym samym roku Shamblott [27] wykazal, ze mozliwe jest
uzyskanie pluripotentnych komérek z pierwotnych komo-
rek rozrodczych (ang. Primordial Germ Cells, PGC) zasiedla-
jacych grzebienie plciowe (ang. genital ridges) 5-9 tygodnio-
wych zarodkéw ludzkich. Co ciekawe, w przypadku czto-
wieka czynnikiem determinujacym pluripotencje okazat sie
czynnik B wzrostu fibroblastow (ang. basic Fibroblast Growth
Factor, bFGF) [28]. Analogiczne warunki umozliwiaja wy-
prowadzanie linii komérkowych z trofektodermy/ trofobla-
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stu myszy, czyli uzyskanie tzw. trofoblastycznych komérek
macierzystych (ang. Trophoblast Stem Cells, TSC). Mysie TSC
wymagaja obecnosci bFGF, natomiast ludzkie TSC sa zalez-
ne od LIF. Zatem pojawilo sie jednoznaczne wskazanie na
wystepowanie znaczacych réznic miedzygatunkowych w
odniesieniu do warunkéw utrzymania niezréznicowanego
charakteru komoérek i ich zdolnoéci do samo-odnowy. Trud-
noéci z uzyskaniem stabilnych linii ESC dla innych gatun-
kow zwierzat stymulowaty prace majace na celu znalezie-
nie lepszych metod sterowania pluripotencja niz klasyczny
system oparty na LIF lub bFGF. Przelom pojawit si¢ dopiero
po 27 latach od uzyskania mysich ESC, kiedy to zespot Au-
stina Smith’a uzyskat stabilng linie ESC szczura [29]. System
hodowli opierat sie na nowatorskim podejsciu uwzglednia-
jacym zastosowanie molekularnie zdefiniowanych warun-
kow, w ktoérych kluczowa role odgrywaja chemiczne inhi-
bitory znajdujace swoje docelowe miejsca dzialania w ob-
rebie $ciezek sygnalizacyjnych zwigzanych z pluripotencja
i z ré6znicowaniem komorek. Obecne systemy uzyskiwania
ESC bazuja na inhibicji sygnaléw inicjujacych réznicowanie.
Dokladny opis znajduje sie¢ w dalszej czeéci opracowania.

Wedlug obecnie istniejacych systeméw klasyfikacji, ko-
moérki macierzyste mozemy podzieli¢ ze wzgledu na po-
tencjal do réznicowania lub ze wzgledu na pochodzenie.
W drugim przypadku wyrézniamy SC pochodzenia zarod-
kowego, z dorostych organizméw (ASC) oraz indukowane
pluripotentne komérki macierzyste (ang. induced Pluripotent
Stem Cells, iPS).

ESC, uzyskane z wezléw zarodkowych (ICM) przedim-
plantacyjnych zarodkéw. Uznaje sig, ze ESC zachowuja pet-
na pluripotencje, czyli wystepuja w tzw. stanie pierwotnym
(ang. naive state), ponadto posiadaja nieograniczong zdol-
no$¢ do samo-odnawiania (ang. self renewal) i proliferacji.
ESC powinny by¢ stabilne w hodowli (bez oznak sponta-
nicznego réznicowania i stabilne genomowo), jednak pod
wplywem odpowiednich czynnikéw indukujacych, powin-
ny wykaza¢ zdolnoé¢ do tworzenia wszystkich typéw ko-
morek budujacych dorosty organizm. W warunkach ekspe-
rymentalnych powinny wykazywac zdolnos¢ do tworzenia
chimer, czyli po wprowadzeniu (iniekcji) do zarodkéw w
stadium moruli lub blastocysty, ESC powinny zacza¢ funk-
cjonowaé w obrebie ICM (Ryc. 1). Jesli jest mozliwy transfer
takich zarodkéw do matek zastepczych, u nowo narodzo-
nych zwierzat komérki potomne ESC powinny by¢ obecne
we wszystkich tkankach i organach (liniach komérkowych)
[30]. Tego typu doswiadczenia sa oczywiscie mozliwe do
wykonania na zwierzetach laboratoryjnych, w przypadku
innych gatunkéw musimy postuzy¢ sie metodami weryfi-
kacji opartymi na potencjale do réznicowania, oraz na de-
tekcji specyficznych markeré6w molekularnych. W zatoze-
niu aplikacyjnym ESC posiadaja nieograniczony potencjat
do wykorzystania w nauce i medycynie regeneracyjnej.

EpiSC (ang. Epiblast Stem Cells), linie komérkowe wypro-
wadzane z epiblastu wczesnych poimplantacyjnych zarod-
koéw (w przypadku myszy okoto 5,5-6,5 dnia rozwoju). Epi-
blast powstaje na skutek uruchomienia proceséw réznico-
wania ICM, ktére finalnie prowadza do powstania listkow
zarodkowych. Poniewaz epiblast charakteryzuje kolejny
etap rozwoju zarodka, mozna uznaé, ze EpiSC sa bardziej
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Rycina 1. Schemat ukazujacy iniekcje ESC do zarodkéw bydlecych w stadium
moruli i blastocysty. Gwiazdka oznaczono pipety iniekcyjne zawierajace komorki
ESC. ICM - wezet zarodkowy, TE - trofektoderma.

zaawansowane rozwojowo niz ESC. Linie te nadal uznawa-
ne sa za pluripotentne, cho¢ stanowia juz bardziej ukierun-
kowana rozwojowo (ang. primed) linie komérkowa. Niekto-
rzy autorzy okreslaja EpiSC mianem samo-odnawialnych
multipotentnych komérek macierzystych [31,32], co wynika
z faktu, ze w znacznie mniejszym stopniu niz ESC wykazu-
ja zdolnoé¢ do tworzenia chimer i nizszy poziom ekspresji
gendéw utozsamianych z ESC, jak Oct4 [32]. EPiSC myszy
wykazuja podobne wymagania srodowiskowe do ludzkich
ESC (czyli m. in. sg zalezne of bFGF i éciezki sygnalizacyj-
nej regulowanej Aktywina A) [33]. EpiSC stanowia cenny
model eksperymentalny do badania r6znic miedzygatunko-
wych pomiedzy ESC zwierzat (w tym myszy i czlowieka).

EGC (ang. Embryonic Germ Cells), pochodzenia zarod-
kowego (w zaleznosci od gatunku, uzyskiwane ze stadiow
okotoimplantacyjnych), wywodza sie z pierwotnych komo-
rek rozrodczych (PGC). EGC podobnie jak ESC i EpiSC sa
pluripotentne, posiadaja nieograniczong zdolnos¢ do sa-
mo-odnawiania i zachowuja stabilno$¢ chromosomowag w
kolejnych pokoleniach. Pierwsze linie EGC wyprowadzono
z zarodkéw mysich [34], nastepnie podjeto proby ich uzy-
skania z zarodkéw czlowieka, $wini i kury [35-37]. Jednak
metodyka uzyskiwania EGC wymaga nadal dopracowania,
do tej pory stabilne linie EGC uzyskano jedynie z zarodkéw
myszy [38]. Badania wskazuja, Ze moga one by¢ wykorzy-
stane do wyprowadzenia funkcjonalnych gamet (plemni-
kow i oocytow) i w przysztosci moga postuzy¢ do wsparcia
metod leczenia nieptodnosci.

ASC, wystepuja w réznych tkankach i organach oraz we
krwi (w tym krew pepowinowa), sa multipotentne (lub uni-
potentne) i posiadaja ograniczona zdolnoé¢ do samo-odna-
wiania. ASC uzyskano m.in. ze szpiku kostnego (komoérki
mezenchynmalne, ang. Mesenchymal Stem Cells, MSC), ko-
Sci, miesni (komorki satelitowe), tkanki tluszczowej (ang.
Adipose Stem Cells, AdSC), nerwowej i miazgi zeba (ang.
Dental Pulp Stem Cells, DPS). Obecnie w tym typie komo-
rek dopatruje si¢ najwiekszego potencjatu aplikacyjnego w
medycynie regeneracyjnej, szczegélnie ze wzgledu na ich
ograniczone ryzyko tworzenia teratom, co wynika z utraty
nieograniczonego potencjalu do réznicowania wlasciwego
dla komérek embrionalnych. Na szczegélng uwage zastu-
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guja MSC za wzgledu na: duzy potencjal proliferacyjny, sta-
bilnoé¢ genetyczna, zdolno$é do migracji w miejsce urazu,
silne wlasciwosci immunosupresyjne, co sugeruje, ze moga
by¢ stosowane zaréwno w przeszczepach autologicznych
jak i heterologicznych.

iPS, pochodza z komérek somatycznych, w zalozeniu sa
pluripotentne i pod wzgledem potencjalu do réznicowania
przypominajg ESC. iPS po raz pierwszy wyprowadzono z
mysich fibroblastéw w 2006 r przez zesp6t S. Yamanaki [39].
Doswiadczenie J. Gurdona z 1960 roku pokazalo, ze moz-
liwe jest przeprogramowanie/odwrécenie wyspecjalizo-
wanego funkcjonalnie jadra komorki somatycznej do stanu
embrionalnego - pluripotentnego. W przypadku tych prac
czynniki odpowiedzialne za indukcje pluripotencji znajdo-
waly sie¢ w cytoplazmie oocytu. Kolejne dekady badari nad
czynnikami warunkujacymi réznicowanie komoérek zarod-
kowych doprowadzity do odkrycia molekularnego pod-
toza tych proceséw. Wykorzystujac procedure transfekcji
wirusowej wywolano nadekspresje genéw kluczowych dla
tworzenia linii ICM takich jak: Oct4, Sox2, KIf4 i c-Myc (tzw.
czynniki Yamanaki). Badania mechanizméw odpowiedzial-
nych za przeprogramowanie zréznicowanej komoérki so-
matycznej wykazaly, ze pierwszym etapem transformacji
bylo wyciszenie ekspresji genéw charakterystycznych dla
komorki somatycznej [40]. W 2007 roku uzyskano linie iPS
czlowieka [41,42], a w kolejnych latach pojawily sie donie-
sienia o uzyskaniu iPS dla szeregu gatunkéw zwierzat.

DROGA DO UZYSKANIA ESC - OD ZYGOTY DO ESC

Powstanie zygoty stanowi pierwszy etap rozwoju i do-
tyczy wszystkich organizméw. Czas wymagany od zaptod-
nienia do pierwszego podziatu jest gatunkowo specyficzny
i wynosi 20-24 h dla zarodkéw czlowieka [43], 6-12 h dla
myszy i szczura [44,45], 20h dla owcy, 24-36 h dla bydfa i do
48h dla zarodkéw swini [46,47]. W wyniku nastepujacych
po sobie podzialéw komoérkowych (bruzdkowanie) na eta-
pie ok. 16-32 komoérek, w przypadku wiekszosci gatunkéw
ssakéw (jak mysz, czlowiek, bydlo, owca, $winia) powstaje
morula [48-50]. Na tym etapie, na skutek interakcji szeregu
sygnatéw indukujacych réznicowanie, takich jak: aktyw-
nos¢ sciezek sygnalizacyjnych, regulacja ekspresji genoéw,
re-aranzacja chromatyny, sygnaly wewnatrzkomérkowe,
metylacja, umiejscowienie komoérek w zarodku, polarnos¢
blastomeréw rozpoczyna sie trwale, funkcjonalne i morfolo-
giczne rozejécie 2 pierwszych linii komérkowych. Efektem
tych proceséw jest powstanie blastocysty, ktéra posiada
zewnetrzng warstwe plaskich komoérek otaczajacych caty
zarodek zwanga trofektoderma (TE) oraz wewnetrzne skupi-
sko komorek - wezel zarodkowy (ICM). W zarodkach my-
szy komorki TE pozostajace w kontakcie z ICM nazwane
sq trofektoderma biegunowaq (ang. polar, pTE), a pozostate
komoérki trofektoderma Scienng (ang. mural, mTE) (Ryc. 2).
W przypadku szeregu innych gatunkéw zwierzat (w tym
zwierzat gospodarskich) nie rozrézniamy trofektodermy
Sciennej od biegunowej. Zwyczajowo TE biegunowa nazy-
wana jest warstwa Raubera (ang. Rauber’s Layer). Warstwa
ta otacza ICM i na wczesnym etapie rozwoju zarodka (jesz-
cze przed jego implantacja) zanika, czego skutkiem jest pet-
na ekspozycja ICM/epiblastu na srodowisko zewnetrzne
[51,52]. We wszystkich przypadkach jednak TE daje pocza-
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Rycina 2. Schemat ukazujacy kierunek réznicowania poszczegélnych linii ko-
morkowych na przykladzie zarodka myszy w stadium blastocysty. ICM - we-
zel zarodkowy, pTE - trofektoderma biegunowa (polar), mTE - trofektoderma
cienna (mural), ESC - zarodkowe komoérki macierzyste, TSC - trofoblastyczne
komorki macierzyste.

tek strukturom tworzacym zarodkowa czes¢ tozyska. Wraz
z rozwojem zarodka ICM przeksztalca sie w epiblast, ktory
inicjuje powstanie 3 pierwszych listkéw zarodkowych (ek-
todermy, mezodermy, endodermy) i finalnie wytwarza do-
rosty organizm (Ryc. 2). Na etapie powstawania epiblastu
wyodrebnia si¢ druga (po TE) poza-zarodkowa linia komor-
kowa. W zaleznosci od gatunku okreélana jako endoderma
pierwotna (ang. Primitive Endoderm, PrE) lub hipoblast (ang.
Hypoblast, HP). HP/PrE jest warstwa komoérek lezacych na
wewnetrznej powierzchni wezla zarodkowego (od strony
jamy blastocysty), z ktérej po implantacji powstanie endo-
derma pecherzyka zoéttkowego [53].

W trakcie zachodzenia opisanych powyzej procesé6w roz-
wojowych, w zarodku inicjowane sa dynamiczne zmiany
skutkujace przechodzeniem komorek ze stanu totipotencji
do pluriptencji, multipotengji i finalnie unipotencji. Grada-
cje tego zjawiska doskonale obrazuje koncept Conrada H.
Waddington’a (tworcy teorii epigenetyki) z 1957 roku, w
ktérym przedstawia on tzw. krajobraz epigenetyczny (ang.
epigenetic landscape) aby zilustrowaé rézne $ciezki rozwojo-
we jakie moze przyjaé komorka podczas swojego réznico-
wania, w zaleznosci od tego, jakie geny (lub inne czynniki)
sa wlaczone, a jakie wytaczone [54]. Obraz przypomina kule
(komorke) toczaca sie w doét doliny, poczatkowo dolina jest
plaska i komoérka moze w kazdej chwili zmienié¢ pozycje
(Sciezke réznicowania), jednak w miare przemieszczania,
zbocza oddzielajace sasiadujace ze soba doliny staja sie co-
raz wyzsze i nie ma juz mozliwosci spontanicznego prze-
kroczenia tej granicy. W tym momencie komorka nie jest juz
pluripotentna, podaza écisle wyznaczonym torem réznico-
wania (Ryc. 3). Celem stworzenia optymalnego systemu do
hodowli komérek macierzystych (w szczegélnosci ESC) jest
zatrzymanie komorki na poczatku tej drogi, a w przypadku
iPS, powrot do stanu wyjéciowego.

Mechanizmy réznicowania komérek zarodkowych my-
szy (kluczowe dla poznania podloza pluripotencji) w kie-
runku ICM i TE zastaly juz catkiem dobrze poznane i szero-
ko opisane w literaturze [55-60]. Mysz stanowi podstawowy
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Rycina 3. Schemat prezentujacy koncept krajobrazu epigenetycznego Wadding-
tona z naniesionymi $ciezkami réznicowania komoérek.
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organizm do prac z zakresu biologii rozwoju ssakéw, nie
jest to jednak model uniwersalny - w niektérych przypad-
kach rézni sie nawet od innych gryzoni, w tym szczura, co
pokazuje rézne podejscie do uzyskania linii ESC obydwu
tych gatunkéw. W rozwoju przedimplantacyjnym myszy
wyrézniamy zjawiska, ktére nie wystepuja powszechnie u
ssakow wyzszych (eutheria), a sam okres rozwoju przedim-
platacyjnego jest krotki i konczy sie inwazyjng implantacja
zarodka 4,5 dnia od zaplodnienia/kopulacji (ang. days post
coitum, dpc). W odniesieniu do gatunkéw takich jak zwie-
rzeta kopytne (Ungulata), miesozerne (Carnivora) czy naczel-
ne (Primates), przedimplantacyjny rozwéj myszy jest nie-
zwykle szybki, aktywacja genomu zarodkowego (ang. Em-
bryonic Genome Activation, EGA) ma miejsce juz w stadium
2-komoérkowym, blastocysta powstaje pomiedzy 3,25-3,75
dpc. W przypadku innych gatunkéw EGA osiagane jest w
innym momencie czasowym (i stadium rozwojowym) niz
u myszy. Przykladowo EGA zarodkéw czlowieka ma miej-
sce w stadium 4-8 komoérkowym, $wini 4-5 komérkowym,
a bydta i owcy 8-16 komérkowym. Dodatkowo nalezy tez
podkresdli¢, ze u zwierzat kopytnych (bydlo, $winia, owca)
po osiagnieciu stadium blastocysty nastepuje okres inten-
sywnego réznicowania zarodka prowadzacy do jego elon-
gacji: 20-25 cm bydlo, 15-19 cm owca, 80-100 cm $winia [61-
63]. Z kolei, podczas rozwoju przedimplantacyjnego konia
okoto 6-7 dnia pojawia sie kapsuta zarodkowa (dodatkowa
glikoproteinowa warstwa otaczajaca oslonke przejrzysta),
ktéra zanika pomiedzy 18 a 21 dniem rozwoju umozliwiajac
implantacje [64].

Ze wzgledu na opisane powyzej réznice miedzygatunko-
we oczywistym wydaje sie fakt, ze nie wszystkie zjawiska i
mechanizmy regulujace wczesny rozwdj zarodka myszy (w
tym odpowiedzialne za pluripotencje i réznicowanie komo-
rek) moga by¢é w bezposredni sposéb przekladane na inne
gatunki ssakow. Dlatego tez prowadzone sa intensywne
badania nad poznaniem podobienistw i ré6znic, w mechani-
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zmach sterujacych réznicowaniem komoérek zarodkowych
innych gatunkéw ssakéw, w tym zwierzat gospodarskich
[47]. Specyfika gatunkowa jest jednym z gléwnych czyn-
nikéw sprawiajacych, ze nie dysponujemy uniwersalnym
protokotem do uzyskania ESC ssakéw. Na przestrzeni lat
pojawialy sie doniesienia o wyprowadzeniu komoérek o cha-
rakterze ESC dla wielu gatunkéw zwierzat (bydto, $winia,
owca, koza, koni, krolik, pies, kot, mandryl, orangutan, no-
sorozec biaty, delfin a nawet koralowiec), jednak ze wzgle-
du na pojawiajace sie ograniczenia jak: niski potencjat do
réznicowania, krétka zywotnos¢ w hodowli, brak stabil-
nosci po wiekszej liczbie pasazy, brak stabilnosci chromo-
somowej lub brak zdolnosci tworzenia chimer, nie s3 one
okreélane mianem prawdziwych linii ESC.

SCIEZKI SYGNALIZACYJNE ORAZ
MARKERY PLURIPOTENC]JI

Badania pokazujg, ze pomimo réznic w czynnikach ze-
wnetrznych dodawanych do pozywek hodowlanych, $ciez-
ki sygnalizacyjne sterujace pluripotencja sa uniwersalnie i
konserwatywne ewolucyjnie. Przyktadowo elementy szlaku
sygnatowego WNT (ang. Wingless) zostaty zidentyfikowane
nawet wéréd organizmow jednokomorkowych (jak ameba)
oraz wérod grzybow, roslin i wszystkich grup systematycz-
nych zwierzat. Przypuszcza sie, ze pojawienie sie czastek
sygnatowych z grupy WNT (i podobnych) przyczynito sie
m. in. do powstania pierwszych organizméw wielokomor-

kowych [65].

Obserwowane réznice miedzygatunkowe w aktywno-
sci i regulacji Sciezek sygnalowych dotycza czynnikéw ze-
wnetrznych sterujacych ich aktywnoscia, oraz/lub czynni-
kow regulujacych ekspresje okreslonych genéw bedacych
elementem danej Sciezki. Funkcja tych Sciezek jest przeka-
zanie sygnalu ,do” i ,wewnatrz” komérki. Skutkiem tej ak-
tywnosci jest udzial w procesach zwigzanych z réznicowa-
niem komorek, lub z , blokadg” réznicowania. Dodatkowo
reguluja one szereg proceséw istotnych dla utrzymania ho-
meostazy komérkowej, ale réwniez odpowiadaja za induk-
cje apoptozy. Te same $ciezki sygnalizacyjne reguluja wcze-
sny rozwdj, oraz procesy komoérkowe zachodzace w doro-
stym organizmie. W przypadku bledéw w procesie kontroli
réznicowania komoérek, ich wadliwe dzialanie przyczynia
sie¢ do indukcji proceséw nowotworowych, dlatego tez w
przypadku potencjalnych aplikacji SC w medycynie re-
generacyjnej ludzi i zwierzat nalezy zachowa¢ szczegdlng
ostroznosc.

Jak wspomniano, tworzenie pierwszych zarodkowych
linii komérkowych wymaga aktywnosci szeregu Sciezek
oraz ich genéw efektorowych. Do kluczowych naleza:
WNT, MAPK/ERK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase/
Extracellular signal-Requlated Kinase), JAK/STAT3 (ang. Ja-
nus Activated Kinase/Signal Transducer and Activator of Trans-
cription 3), cAMP/PKA (ang. cyclic Adenosine MonoPhospha-
te/Protein Kinase A), TGFp (ang. Transforming Growth Factor
p), NOTCH, HIPPO i HEDGEHOG (3 ostatnie sa nazwami
wlasnymi zaczerpnietymi od nazw gltéwnych bialek regu-
latorowych danej $ciezki) [66-70]. Badania prowadzone na
réznych gatunkach zwierzat (nie tylko ssakoéw) wskazuja
na uniwersalny zestaw genéw regulatorowych (czynnikéw
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Rycina 4. Tréjwymiarowy obraz (rekonstrukcja 3D) zarodka bydlecego w sta-
dium blastocysty. Obrazy uzyskano technikg mikroskopii konfokalnej. Zielony
sygnat wskazuje lokalizacje biatka OCT4 (marker ICM) i jest wynikiem zastoso-
wania techniki barwiert immunofluorescencyjnych z wykorzystaniem przeciw-
ciala pierwszorzedowego skierowanego przeciw OCT4 wraz z kompatybilnym
przeciwcialem drugorzedowym znakowanym fluorescencyjnie. Niebieski sygnat
pochodzi z barwienia DAPI, ktore specyficznie barwi chromatyne (jadra komoér-
kowe).

transkrypcyjnych), ktérych aktywnos$é indukowana jest
dziataniem danej sciezki. Z tego wzgledu geny te stanowia
podstawowy zestaw markeréw stosowany do okreslenia
pochodzenia danej linii komérkowej, a wiedza na temat ich
aktywacji i funkcji jest podstawa indukcji pluripotencji. Do
najwazniejszych czynnikéw tej grupy naleza specyficzne dla
wezla zarodkowego: OCT4, NANOG, SOX2, SALL4, REX1,
KLF4, c-MYC, FN-1 dla endodermy pierwotnej: GATA4,
GATA6, SOX7, SOX17, PDGFRa oraz dla trofektodermy:
ELF5, TEAD4, KRT18, CDX2 [59,71-73]. Jak nietrudno sie
domyséleé¢ czynniki specyficzne dla ICM stanowia podstawe
»czynnikéow Yamanaki”, ktérych nadekspresja wymagana
jest do uzyskania iPS. Przykladowe obrazy ukazujace lo-
kalizacje kluczowych markeréw linii komérkowych w za-
rodku (ICM i TE) przedstawiono na przykladzie zarodkéw
bydlecych: OCT4 (Ryc. 4) oraz NANOG i CDX2 (Ryec. 5).
Mozaikowa ekspresja wyzej wymienionych czynnikéw na
wczesnym etapie rozwoju (do stadium moruli/wczesnej
blastocysty) najprawdopodobniej znajduje sie pod kontrola
Sciezki Grb-Ras-MAPK (inaczej zwanej MEK/ERK) [74,75].
Sciezka MEK/ERK pelni istotng role w wielu procesach we-
wnatrzkomoérkowych i podlega aktywacji przez czynniki
wzrostu, jak FGF i cytokiny. MAPK aktywuje kinaze ERK
i w ten spos6b uruchomione zostaje ré6znicowanie i prolife-
racja w kierunku linii trofoblastu [76]. Inhibicja aktywnosci
FGF w warunkach in vivo zapobiega ré6znicowaniu epibla-
stu w kierunku linii komérkowych tworzacych listki za-
rodkowe, natomiast in vitro moze sprzyja¢ utrzymaniu linii
komérkowych w stanie pluripotencji. Wywolane ta droga
obnizenie aktywnosci kinazy ERK wzmaga efektywnosé
wyprowadzania ESC myszy [77]. Jednak jak opisywano
wczesniej, dla uzyskania stabilnych linii ESC myszy nie-
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Rycina 5. Panel obrazéw ukazujacy pojedyncza sekcje optyczng przez zarodek
bydlecy w stadium blastocysty. Obrazy uzyskano technika mikroskopii konfo-
kalnej. Poszczeg6lne sygnaty sa wynikiem zastosowania techniki barwien immu-
nofluorescencyjnych z wykorzystaniem przeciwcial pierwszorzedowych skiero-
wanych przeciw badanemu bialku wraz z kompatybilnym przeciwcialem drugo-
rzedowym znakowanym fluorescencyjnie: NANOG czerwone sygnaly (marker
ICM), CDX2 zielone sygnaty (marker TE). Niebieski sygnat pochodzi z barwienia
DAP], ktére specyficznie barwi chromatyne (jadra komérkowe).

zbedna jest rowniez obecnosé LIF [78]. LIF z kolei stanowi
istotny element Sciezki JAK/STATS3, ktérej aktywnosé pro-
wadzi do wzmozonej ekspresji genoéw takich jak OCT4, NA-
NOG i c-MYC, nie tylko u myszy ale réwniez u bydta [79].

Kolejny kluczowy element wzajemnych interakcji wa-
runkujacych blokade réznicowania komoérek stanowi
Sciezka WNT, ktora jak pokazaly badania nad ESC myszy,
czlowieka, szczura, bydla, krélika, $wini i owcy, ma klu-
czowe znaczenie dla pluripotencji [47,79,80]. Na pdzZniej-
szych etapach rozwoju Sciezka ta jest istotna dla tworzenia
osi budowy zarodka, migracji komoérek podczas gastrula-
¢ji i neurulacji. Biatka zaangazowane w $ciezke WNT re-
guluja funkcja komoérek na drodze dwoéch systemow: (1)
kanonicznego (klasycznego) warunkujacego pluripotencje
oraz réznicowanie komoérek embrionalnych, oraz (2) nie-
-kanonicznego, ktéry odpowiada za okreélenie polarnosci
komoérkowej, asymetryczne podzialy oraz migracje komo-
rek podczas gastrulacji. W przypadku myszy aktywnosc
tej Sciezki moze by¢ stymulowana obecnoscia LIF w po-
zywece, jednak jak pokazaly prace nad uzyskaniem ESC
szczura aktywnosé WNT moze by¢ podtrzymana poprzez
celowang inhibicje kinazy 3 syntazy glikogenu (ang. Gly-
cogen Synthase Kinase 3, GSK3). Blokada aktywnosci GSK3
jest niezbedna do utrzymania aktywnosci WNT [81]. Moz-
na zatem uznaé, ze do wyprowadzenia pluripotentnych
linii komérkowych z zarodkéw niezbedne jest utrzymanie
aktywnosci éciezki WNT oraz blokada MAPK/ERK. Takie
wladnie podejscie zastosowali A. Smith i M. Buehr wypro-
wadzajac stabilne linie ESC szczura. W doswiadczeniu
wykorzystano zestaw inhibitoréw, pézniej okredlony mia-
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Tabela 1. Zestawienie wlasciwosci poszczegdlnych linii komérkowych o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

ESC
z zarodkéw (ICM)

allogeniczne

pluripotentne

samo-odnawianie

wiele etapéw posrednich - dlugi
okres hodowli in vitro

w teorii, niezmienna organizacja
chromosoméw w kolejnych pasazach,
utrzymana aktywno$¢ telomerazy

- zachowana dlugosc¢ telomeréw

ryzyko akumulacji aneuploidii, czesto
spotykane aberracje chromosomowe,
brak stabilnosci genomowej

znaczne ryzyko nowotworzenia

nieznana historia dawcy

iPS

z komorek somatycznych
allo/autogeniczne
pluripotentne

samo-odnawianie

wiele etapéw posrednich - diugi
okres hodowli in vitro

w teorii, po ustabilizowaniu linii utrzymana
stabilnos¢ genomowa, odblokowana aktywnosé
telomerazy - zachowana dlugos¢ telomeréw

ryzyko akumulacji aneuploidii, czesto
spotykane aberracje chromosomowe,
brak stabilnosci genomowej

znaczne ryzyko nowotworzenia

w przypadkach autogenicznych
~choroba” moze nadal by¢ obecna

ASC
z tkanek doroslego organizmu

allo/autogeniczne
multipotentne
ograniczone odnawianie

trudne do utrzymania w
dtugotrwalej hodowli in vitro

regiony telomerowe ulegaja skréceniu po
kolejnych podziatach, aktywnos¢ telomerazy
charakterystyczna dla komérek somatycznych

ryzyko mutacji dotyczacych liczby lub struktury
chromosoméw wzrasta z kolejnymi pasazami

ograniczone ryzyko nowotworzenia

w przypadkach autogenicznych
»choroba” moze nadal by¢ obecna

nem 2i i 3i [29]. Obydwa uklady inhibitoréw dziataja w ob-
rebie sciezek WNT i MAPK (MEK/ERK). Zaréwno system
2ijak i 3i zawiera CHIR99021 - silny inhibitor GSK3. Inhi-
bicja GSK3 uniemozliwia powstanie tzw. kompleksu de-
strukcyjnego, przez co wewnatrzkomérkowa {-katenina
jest stabilizowana w cytoplazmie komorki i nie podlega
fosforylacji (czyli degradacji). Stworzone sg zatem warun-
ki ku temu, aby p-katenina byta nadal transportowana do
jadra komoérkowego, gdzie wchodzi w interakcje z czyn-
nikami transkrypcyjnymi LEF1/TCF czego skutkiem jest
utrzymanie ekspresji genéw jak Oct4 i Nanog. W rezultacie
aktywnosc¢ sciezki WNT zostaje podtrzymana. W przy-
padku 3i dodatkowymi inhibitorami sa PD184352, ktory
wylacza aktywnosé MEK/ERK oraz SU5402 blokujacy ak-
tywnos¢ receptora dla FGF. Skutkiem dziatania PD184352
1 SU5402 jest wyciszenie $ciezki MAPK. Z kolei w ukladzie
2i, oprécz CHIR99021 stosowany jest niezwykle wydaj-
ny inhibitor MEK - PD032591. Przyktad opisany powyzej
(2i/3i) stanowi obecnie kanon strategii zwigzanych z wy-
prowadzaniem ESC dla gatunkéw dla ktérych nie bylo to
mozliwe w oparciu o klasyczny mysi/ludzki system (za-
lezny od LIF/FGF). System ten umozliwit uzyskanie ESC
réwniez od opornych szczepéw myszy. Badania nad regu-
lacja pluripotencji w ukltadzie 2i pokazaty, ze w zarodkach
hodowanych w tym systemie dochodzi do zablokowania
réznicowania ICM w kierunku epiblastu. Linie ESC my-
szy hodowane w systemie 2i z dodatkiem LIF okazaly sie
heterogenne i zachowaly zdolnosé¢ tworzenia wszystkich
zarodkowych (i poza-zarodkowych) linii komérkowych w
chimerach [82]. W literaturze znalez¢ mozna szereg prac
nad stosowaniem réznych inhibitoréw, w réznych ukta-
dach, jednak podstawa nadal pozostaje ta sama - blokuje-
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my dzialanie $ciezek indukujacych réznicowanie na rzecz
tych, ktére warunkuja pluripotencje.

CZY ISTNIEJA ODSTEPSTWA OD UZNANYCH
DEFINICJI TOTI- I PLURI-POTENC]JI?

Whnioskujac z opisanych w niniejszym opracowaniu za-
leznosci i gradacji ré6znych stanow ,, potencji komoérkowe;j”
mozna przyjaé, iz w zaleznosci od miejsca pochodzenia
danej linii komoérkowej stopienn pluripotencji bedzie réz-
ny. W przypadku zarodkéw, komoérki macierzyste mozna
uzyskaé ze wszystkich linii komérkowych (ICM, TE, PrE i
epiblastu). Uznaje si¢ jednak, Zze pelna pluripotencja cha-
rakteryzuja sie jedynie linie uzyskane z ICM (komorki pier-
wotne, naive). EpiSC sa nadal pluripotentne, jednak bardziej
zaawansowane rozwojowo (primed). Linie wyprowadzane z
TE sa multipotentne i zachowuja spontaniczng zdolnos¢ do
réznicowania w pochodne trofoblastu. Z PrE uzyskujemy
multipotentne komorki XEN, ktore stanowia jeden z modeli
badawczych dla embriologii ssakéw, sugeruje sie ich poten-
cjalny udziat w pracach nad edycja genomu (réwniez zwie-
rzat gospodarskich) [83,84].

W mysl nowych odkry¢, byé moze w przysztosci definicja
totipotencji bedzie wymagac rewizji. Stan ten mozna rozpa-
trywaé na 3 réznych poziomach, genetycznym, epigene-
tycznym i matczynym - czyli w odniesieniu do transkryp-
tow zgromadzonych w oocycie. Wychodzac z tego punktu
widzenia zygota nie jest totipotentna pod wzgledem trans-
krypcyjnym, epigenetycznym i funkcjonalnym. Pozostaje
jednak totipotentna genetycznie. Taki opis pozostaje zgod-
ny z procesami ktére zachodzg w zygocie, jak aktywna de-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



metylacja genomu ojcowskiego i pasywna matczynego [85].
Obydwa genomy obecne w zygocie znacznie r6znia si¢ od
siebie pod wzgledem struktury chromatyny, znacznikéw
epigenetycznych (maja réznie wzory metylacji, zaréwno na
poziomie DNA jak i histonéw), a podczas pierwszego po-
dzialu posiadaja odrebne wrzeciona kariokinetyczne [86].
Kolejnym argumentem popierajacym ta teorie jest fakt iz zy-
gota nie jest aktywna transkrypcyjnie (albo jest w nieznacz-
nym stopniu), a jej transkryptom opiera si¢ na matczynym
mRNA zmagazynowanym w oocycie. Podobnie wyglada
sytuacja w zarodku 2-blastomerowym, cho¢ tu pojawiaja sie
juz pierwsze réznice miedzygatunkowe. Gléwnym powo-
dem jest odmienny moment aktywacji genomu zarodkowe-
go (mysz stadium 2-komoérkowe, cztowiek 4-8-komoérkowe,
$winia 4-5-komorkowe, bydlo i owca 8-16 komorkowe).
Przechodzenie z matczynej kontroli molekularnej na zarod-
kowa (wyciszanie lub degradaca matczynego mRNA) jest
procesem stopniowym i nie koriczy sie definitywnie w mo-
mencie zajécia EGA. W tym czasie chromatyna zarodkowa
ze stanu nieaktywnego przechodzi w stan umozliwiajacy
transkrypcje Na tym etapie wiekszos¢ markeréw pluripo-
tencji nie jest jeszcze aktywna (albo dopiero inicjowana jest
ich ekspresja), dlatego tez mozna spekulowag, iz w pelni to-
tipotentny stan pojawi si¢ wraz z aktywacja réznicowania
w kierunku ICM i TE [87]. W tym przypadku pojawienie si¢
OCT4 moze zosta¢ uznane za moment osiggniecia totipo-
tencji przez zarodek. W zarodkach myszy (i innych gatun-
kéw, w tym bydta) jest to stadium 8 blastomeréw [47,75,88].
Zatem ten nowy model zaklada, ze epigenetycznie totipo-
tentne komorki sg obecne w zarodku od momentu aktywa-
¢ji genomu, do inicjacji réznicowania w kierunku ICM i TE.

PODSUMOWANIE

Jak wida¢ z powyzszych rozwazan nadal wiele pytan
pozostaje bez odpowiedzi, a nadzieje nauki i medycyny
s ogromne. Potencjal aplikacyjny komoérek macierzystych
wydaje sie nieograniczony, od embriologii, przez badania
nad nowotworami, terapie genowa, po tworzenie zwierze-
cych modeli choréb czlowieka i uzyskiwanie zwierzat trans-
genicznych. Przyktadowo, Sswinia (Sus scrofn) uznana jest
za doskonaly model do badan preklinicznych/modelowa-
nia choréb cztowieka oraz terapii komérkowej. Bydto (Bos
taurus) i bawot (Bubalus bubalis), gatunki o duzym znacze-
niu ekonomicznym stanowia cel prac nad modelowaniem
genomu i uzyskiwaniem zwierzat transgenicznych. Owce
(Owis aries) i kozy (Capra aegagrus hircus) juz teraz stanowia
narzedzie biotechnologii poprzez indukcje ekspresji trans-
genéw w gruczole mlekowym - takich jak rekombinowa-
ne biatka ludzkie o znaczeniu terapeutycznym. Natomiast
kon (Equus caballus) jest brany pod uwage w badaniach nad
leczeniem urazéw Sciegien i wiezadel czlowieka oraz nad
leczeniem urazéw ortopedycznych u koni. Wiele grup ba-
dawczych prowadzi prace nad wdrozeniem technologii SC
w medycynie (tak cztowieka jak i zwierzat), jednak zagroze-
nia wynikajace z braku kontroli nad komérkami macierzy-
stymi po przeniesieniu do pacjenta nadal przewazaja nad
zyskami (Tab. 1). Z historii odkry¢ i z najnowszych badan
wiadomo jednak, ze aby w pelni pozna¢ mechanizmy od-
powiedzialne za uzyskanie oraz hodowle stabilnych linii
ESC/ASC/iPS ssakéw (oraz ich skuteczne wykorzystanie
w terapii) musimy zrozumie¢ procesy odpowiedzialne za
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réznicowanie komorek zarodkowych. Bez tej wiedzy po-
zbawieni bedziemy podstawowych narzedzi do weryfikacji
ich stabilnosci, oraz nie bedziemy potrafili zapewnic statych
warunkéw hodowli, badz srodowiska niezbednego do r6z-
nicowania w pozadang przez nas linie komoérkowa.
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ABSTRACT:

Obtaining stable embryonic stem cells (ESC) from animals and humans opens up a wide spectrum of opportunities for science and regene-
rative medicine. The basic procedures necessary to obtain ESC are universal for all mammalian species. The challenge is to maintain species
specific conditions required to support pluripotency characteristic for the pre-implantation embryo. To date, true ESC lines (stable in culture,
pluripotent with high differentiation potential) have been obtained only for a limited number of species such as, mice, human and rats. The
main obstacles arise from species specific differences, and thus different environmental requirements. However, in all cases, it is essential
to maintain the activity of pluripotency related signalling pathways (WNT, MAPK/ERK and JAK/STATS3). The classical system dedicated to
obtain mouse and human ESCs dependant on LIF (mice) of FGF (human) is not optimal. Currently, ESC derivation systems are based on che-
mical inhibitors that have the ability to interact with the above-mentioned pathways. This manuscript introduces the key factors important for
understanding the nature of various types of stem cells (not only those of embryonic origin), and explains why there is no one way to obtain
pluripotency, and why the definition of a stem cell is not universal.
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