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Streszczenie

Summary

W ostatnim dziesi¢cioleciu opublikowano dziesigtki artykutow, ktorych zaakceptowanie oznacza zgode¢ na do-
konanie zmian w niektorych podrecznikach biologii. Komorki macierzyste . trafity na pierwsze strony gazet”
i staly si¢ nawet przedmiotem kampanii prezydenckiej w Stanach Zjednoczonych. Co jednak istotne, z na-
ukowego i medycznego punku widzenia w ostatnich latach podwazonych zostafo kilka paradygmatéw obo-
wigzujacych dotychczas w biologii rozwojowej. Po pierwsze podwazono paradygmat istnienia bariery listkow
zarodkowych. Po drugie stwierdzono, ze nawet w obrebie takich struktur, jak oSrodkowy uklad nerwowy
(OUN) 1 miesien sercowy, nastepuje powolna, ale jednak wyrazna odnowa u dorostych ssakow. Po trzecie zapro-
ponowano nowe modele roznicowania komorek. Przez wiele lat dominowaty w biologii rozwojowe] instruk-
cyjne modele roznicowania. W tej chwili w miejsce modelu strukeyjnego coraz czescie) wprowadza sie model
stochastyczny. Oprocz tego rozwaza si¢, czy ma uzasadnienie dalsze propagowanie tzw. modeli hierarchicz-
nych. Spor dotyczacy wymienionych pojec 1 paradygmatow, ktory toczy si¢ wsrod biologow zajmujacych si¢
rozwojem organizmow, przektada si¢ bezposrednio na dziatania praktyczne. Przykladowo, brak bariery list-
kow zarodkowych (lub jej nieszczelnosc) otwiera droge do wykorzystania na przykiad mezenchymalnych
komorek macierzystych ze szpiku kostnego jako ,,progenitorow” neuronow, ktorych niedobor obserwujemy
u 0sOb z choroba Parkinsona. Innymi stowy, jezeli bariera listkow zarodkowych nie istnieje lub moze byc prze-
kroczona, klonowanie terapeutyczne mozna zastapiC zwyklg aspiracjg szpiku kostnego lub pobraniem fibrobla-
stow skory. Ponownie przyjeto — po kilku latach negowania tego faktu — 1z w organizmach ssakow zachodzg
procesy odroznicowania (dedyferencijacyi) 1 transroznicowania (transdyferencjacji). W artykule przedstawiono
stare paradygmaty, jak rowniez argumenty zwolennikow podwazenia lub obalenia tychze paradygmatow.

SEOWA KLUCZOWE: komorki macierzyste, klonowanie terapeutyczne, roznicowanie, somatyczne komorki
macierzyste, plastycznoSc

During the last decade dozens of papers have been published, whose approval for printing signifies a consent
for changes in some biology handbooks. Stem cells have found their way to newspaper headlines and even
became an element of presidential campaign in the United States. Indeed, an important issue on scientific
and medical ground is that recently several paradigms in hitherto force in developmental biology have been
challenged. First, the paradigm of barrier between embryonal layers has been questioned. Second, it has been
demonstrated that even in such structures as the central nervous system and heart muscle there is a steady
but distinct renovation, even in adult mammals. Third, new models of cell differentiation have been proposed.
For many years, developmental biology was based on instructional models of differentiation. At present, the
structional model is increasingly frequently replaced by the stochastic model. Furthermore, the question of
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debate is whether there is still any rationale for further propagation of hierarchic models. Current dispute con-
cerning the above mentioned concepts and paradigms, which is currently taking place among biologists study-
ing the development of organisms, has a direct transmission onto practical applications thereof. For example,
lack of barrier between embryonal layers (or its permeability) paves the way for the use of mesenchymal stem cells
from bone marrow as “progenitors” of neurons, whose deficit is seen in persons with Parkinson disease. In other
words, if inter-embryonal layer barrier does not exist or may be transgressed, then therapeutic cloning may be
substituted by simple aspiration of bone marrow or sampling of skin fibroblasts. After a few years of negation,
it 1s accepted again that in mammals take place processes of dedifferentiation and transdifferentiation. This
paper presents old paradigms as well as arguments of partisans of challenging or even to refute these paradigms.

KEY WORDS: stem cells, therapeutic cloning, differentiation, adult stem cells, plasticity

KLASYCZNE POGLADY

mySl modeli hierarchicznych roznicowanie od-
bywa si¢ glownie wraz z podzialami komorek

macierzystych (komorek pnia). Po podziale mi-
cjujacym roznicowanie co najmniej jedna komorka sio-
strzana wchodzi na droge roznicowania”. Komorka taka
nie moze juz zmieniC szlaku roznicowania, na ktorym
si¢ znalazfa. Nie moze na przyktad zmieniC listka zarod-

EMBRIONALNE KOMORKI MACIERZYSTE

Rys. 1. Uproszczony (symboliczny) model roznicowania.
Embrionalne komorki macierzyste roznicujq sie do
trzech glownych linii zarodkowych: ektodermalnej,
endodermalnej i mezodermalnej. W obrebie ekto-
dermy i mezodermy mozna wyroznic odpowiednio
np. linie neuralng i linie hematopoetyczng. Linia
neuronalna roznicuje sie do komorek neuronalnych
(N) i glejowych (ang. glial restricted precursors,
GRP). Z komorek GRP powstajq astrocyty i oligo-
dendrocyty. Z HSC (ang. hematopoietic stem cells)
powstajq miedzy innymi LP (progenitory limfocy-
tow), ktore roznicujq sie do prekursorow limfocy-
tow B i T (LBP, LTP). Prekursory limfocytow T
mogq przeobrazic sie w limfocyty CD4 i CDS. W kla-
sycznym ujeciu komorki mezodermy nie mogq juz
przeistoczyc sie w komorki ektodermy i vice versa.
Podobnie prekursory limfocytow B nie mogq juz
przeistoczyc¢ sie w prekursory limfocytow T

kowego, do ktorego ,,zdecydowata si¢ nalezeC”. Jezeli
z embrionalnej komorki macierzyste] w wyniku podzia-
fu powstanie komorka entodermy, to nie bedzie ona juz
mogta przeobrazicC si¢ w komorke mezodermy czy ekto-
dermy. Nie moze si¢ to odbyC ani poprzez zawrocenie
(odroznicowanie, ang. dedifferentiation) z obranej przez
te komorke drogi, z tzw. szlaku réznicowania, ani po-
przez ,,pOjscie w bok — na sgsiedni szlak roznicowania”,
czyli dowolne zmienienie ekspresji aktywnych w jej wne-
trzu genoOw — transroznicowanie (ang. transdifferen-
tiation). Roznicowania hierarchiczne, czyli od komo-
rek o najwickszym potencjale roznicowania do komorek
0 mniejszym potencjale, mogg byC opisywane na roz-
nych pietrach rozwoju tkanek organizmu. O hierarchii
mozemy mowic, gdy powstaja komorki listkow zarodko-
wych, ale takze gdy powstajg linie mieloidalna 1 limfo-
cytarna w czasie hematopoezy*”. Wedle modeli hierar-
chicznych komorka, ktora weszta na przyktad na droge
limfopoezy, nie moze juz wejs¢ lub zawrdcic na droge
granulopoezy™”’. Mozemy wiec mOwIC 0 1Stnieniu nie
tylko barier listkow zarodkowych, ale rowniez barier po-
mi¢dzy kolejnymi liniami komorkowymi, na przyktad li-
nig mieloidalng 1 imfocytarng. W konsekwencji roznico-
wanie moze byC przedstawione za pomocg schematow
przypominajacych drzewa. Z pnia (komorek embrional-
nych) wychodza najwazniejsze gatezie (listki zarodkowe),
a z tych gatezi gatazki bedgce odpowiednikiem na przy-
ktad linii hematopoetycznej czy neuronalnej (rys. 1).
7 hematopoetycznej komorki moze powstac linia lim-
fatyczna, z niej zas linie komorek B 1T, ale juz nie linia |
erytrocytarna. Dalej z progenitorow limfocytow T otrzy-
mamy linie CD4 i CD8 itd. W ten sposob powstaje , frak-
talny” obraz roznicowania.
Prawdopodobnie najwazniejszym mechanizmem umoz-
liwiajacym takie procesy, jak opisane powyzej, sa epigene-
tyczne zmiany genomu — najczescie] zmiany we wzorach
metylacyjnych elementow regulacyjnych DNA (rys. 2)4*.
Elementy regulacyjne DNA umozliwiaja aktywacje badz
inaktywacje transkrypcji wybranych genéw. Zmiany epi-
genetyczne powoduja wiaczenie lub wytaczenie elemen-
tow regulacyjnych, a co za tym idzie wlaczenie lub wy-
faczenie genow. Typowag zmiang epigenetyczng jest na
przyktad hipermetylacja promotora genu. W konsekwen-
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¢ji takiej zmiany dochodzi najezesciej do zablokowania
ekspresji genu. Jak powszechnie wiadomo, za roznice
fenotypowe miedzy komorkami odpowiada wigczanie
lub wytaczanie okreslonych genow®. Zmiana wzorca
metylacji moze zatem prowadzi¢ do zmiany ekspresji
genow, a wigc fenotypu komorki. Zmiany epigenetyczne
yznawane sa za bardzo trwate. Latwo wiec wykorzystac
teoriec zmian epigenetycznych w celu wytlumaczenia, ja-
ki jest molekularny mechanizm kryjacy si¢ za tzw. barie-
ra listkow zarodkowych. Ponadto gdyby zmetylowane
w czasie roznicowania geny nie mogly podlegac demety-
lacji w dojrzewajacych komorkach, a co za tym idzie ba-
riery pomiedzy liniami komorkowymi rzeczywiscie byly
nieprzekraczalne, to komorki embrionalne trudno bylo-
by zastapi¢ w transplantologii. Potwierdzono co prawda
istnienie komorek macierzystych rowniez w oSrodkowym
uktadzie nerwowym dojrzatych organizmow"®. Nie zmie-
nia to jednak faktu, ze w ramach tradycyjnych pogladow
komorki macierzyste dorostego organizmu uwaza si¢ za
ukierunkowane, tzn. komorki, z ktorych otrzymac moz-
na na przyktad tylko krew czy tez tylko elementy ukia-
du nerwowego. Ograniczenie mozIliwoSci roznicowania
somatycznych komorek macierzystych (nieembrional-
nych) doprowadzito do stworzenia klasyfikacji komo-

. NIEAKTYWNY (METYLOWANE)
AKTYWNY

Rys. 2. Schematyczna ilustracja zmian epigenetycznych za-
chodzqcych na chromosomach w czasie roznico-
wania. Zmiany epigenetyczne zachodzqce w czasie
roznicowania umozliwiajq aktywacje i inaktywacje
odpowiednich genow w odpowiednich komorkach.
W kazdej linii komorkowej obserwowac mozna in-
ne wzorce metylacji
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rek pnia ukazujgcej narastajace ograniczenia ich po-
tencjatu roznicowania.

Ponizej przedstawiamy definicje poszczegolnych komo-
rek macierzystych.

Totipotencjalna komorka macierzysta — komorka zdolna
do przeobrazenia si¢ w dowolne komorki organizmu,
dzieki niej moga powstac wszystkie listki zarodkowe,
a takze pepowina i tozysko.

Pluripotencjalna komorka macierzysta — jest w stanie
roznicowaé sie do komorek wszystkich listkow zarod-
kowych, dzieki réznicowaniu tej komorki nie mogg po-
wsta¢ pepowina i tozysko.

Multipotencjalna komorka macierzysta — komorka umoz-
liwiajaca otrzymanie kilku rodzajow komorek, nalezacych
do tego samego listka zarodkowego lub tej samej tkanki,
np. hematopoetyczna komorka pnia (HSC), neuralna
(neuropoetyczna) komoérka pnia (NSC). Spotkac sig
mozna takze z pojeciami: ,,dipotencjalna komorka ma-
cierzysta” lub ,tetrapotencjalna komorka macierzysta™.
W stosunku do komorek unipotencjalnych (monopo-
tencjalnych) uzywa si¢ raczej okreSlenia ,,prekursor” lub
progenitor”. Komorka tetrapotencjalna moze roznico-
wac sie do czterech typow komorek. Komorka monopo-
tencjalna roznicuje si¢ do jednego typu komorek.
Potencjat (potencjalnos¢) — zakres fenotypow, do kto-
rych moze przeobrazic si¢ komorka pnia zgodnie z jej

typowym szlakiem rdznicowania, np. HSC — komorki

krwi, NSC — komorki uktadu nerwowego, ESC — dowol-
ne komorki organizmu.

Somatyczna komorka macierzysta — komorka pnia, kto-
ra wystepuje w dorostym organizmie. W nomenklatu-
rze angielskojezycznej komorki takie okresla si¢ mianem
adult stem cells.

Zastapienie komorek embrionalnych komorkami macie-
rzystymi doroslego organizmu wydaje si¢ teoretycznie
mozliwe, jakkolwiek ich potencjat réznicowania moze byc
mniejszy niz potencjat embrionalnych komorek macie-
rzystych. W istocie zamiana taka stanowi czgsto istot-
ny problem techniczny. Co prawda komorki hematopo-
etyczne sg stosowane juz od kilkudziesieciu lat, je jednak
wyjatkowo tatwo pozyskac. Jak wspomniano wczesniej,
obecnie zgadzamy si¢, iz komorki macierzyste istniejq
nawet w sercu dorostej osoby". Pytanie, jak je zdobycC
| wprowadzi¢ w duzej iloSci w okolicg migSnia sercowego
uszkodzonego w nastepstwie zawatu. Czy mamy pobrac
wycinek serca osoby po zawale? Pomyst to iScie karko-
fomny. Jeszcze mniej realne wydaje si¢ pobieranie ko-
morek macierzystych z osrodkowego ukiadu nerwowego
od osoby z chorobg Parkinsona, po to, by te komorki
namnozy¢ i skierowa¢ na drogg roznicowania do neuro-
néw dopaminergicznych i implantowac w okolicg istoty
czarnej mozgu. Oczywiscie fatwiej pobrac odpowiednie
wycinki tkanek od osoby zmartej, tutaj jednak pojawia
sic klasyczny problem transplantologii — mozliwosc od-
rzucenia przeszczepu alogenicznego. Wszystkie przyto-
czone problemy, na ktore natrafiamy, probujgc zrobic

|
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uzytek z somatycznych komorek macierzystych, moga
stanowi¢ zachete do stosowania embrionalnych komorek
macierzystych. Klonowanie terapeutyczne daje bowiem
mozliwos¢ stworzenia dowolnych komorek organizmu,
a by¢ moze nawet catych narzadow, kitore nie beda od-
rzucone przez organizm biorcy"”. Bedg to transplanta-
cje syngeniczne — analogiczne do transplantacji z wyko-
rzystaniem tkanek lub komorek bliznigt jednojajowych.
Klonowanie terapeutyczne wydaje si¢ technicznie fatwie;-
sze niz pozyskiwanie nerwowych komorek macierzystych
z organizmu dorostej osoby, nie oznacza to jednak, ze
nie stwarza ono problemow. Jednym z nich jest ograni-
czona liczba komorek jajowych pozyskiwanych od ko-
biet — niestety poniewaz wickszoS¢ prob klonowania jest
nadal nieudana, komorek tych potrzeba ciggle wiele.
Zdaniem niektOrych biologdw z pomocg mogg tu przyjsc
same komorki macierzyste. Dzigki komorkom macierzy-
stym pozyskanym we wczesnych etapach zycia plodowe-
o0 mozna bowiem tworzyC organizmy hybrydowe, a wigc
na przyktad koz¢ z ludzkim sercem albo myszy produ-
kujace ludzkie komorki rozrodcze"". Dzieki tym ostat-
nim dziataniom mozemy rozwigzac problem ilosci do-
stepnych do klonowania ludzkich komorek jajowych.
Jak do tej pory dziatania zmierzajace do otrzymywania
zwierzat produkujacych ludzkie komorki rozrodcze sg za-
bronione, niemniej pewne badania nad chimerami wcigz
sq prowadzone, rowniez w Polsce'”.

PLASTYCZNOSC KOMOREK
MACIERZYSTYCH CZY ALCHEMIA
BIOLOGII ROZWOJOWEJ?

Czy jednak musimy to robiC? Czy musimy dokonywac
klonowania terapeutycznego, aby wykorzystac komor-
ki macierzyste w transplantologii? Czy kanony biologii
rozwojowej cztowieka, opisane wezesniej, sg absolutnie
niepodwazalne? Czy sama mozliwosc klonowania ssa-
kow nie dowodzi, ze zmiany epigenetyczne dokonujace
sic w dorostych komorkach mogg by¢ odwracalne? Prze-
ciez do klonowania wykorzystujemy DNA komorek o nie-
wielkim potencjale roznicowania (czesto fibroblastow,
a nawet adipocytow) 1 najwyrazniej dokonujemy zmian
wzorOw metylacyjnych genow tych komorek"*'. W przy-
rodzie znajdujemy szereg przyktadow tworzenia dowol-
nych tkanek z komorek macierzystych dorostych or-
ganizmoOw. Skrajng egzemplifikacjg sg tu rosliny, ktore
potrafig rozmnazac si¢ wegetatywnie, czyli de facto two-
rzyC swoje klony — w warunkach laboratoryjnych nawet
z pojedynczych komorek. Jest to oczywiscie przyklad da-
leki od realiow Swiata zwierzat, ale nawet u kregowcow
obserwowac mozna zdolnosc¢ do tworzenia w obrebie doj-
rzalych organizmow komorek macierzystych o ogrom-
nym potencjale roznicowania. Organizm salamandry
potrafi odtworzyC utracong konczyn¢. Rekonstrukcja ta
odbywa sie dzicki odroznicowaniu komorek macierzy-
stych salamandry™'”, Oznacza to, ze komorki, ktore we-

szly na droge roznicowania w kierunku komorek okreslo-
nej tkanki, mogg zawrociC do stanu, w ktorym wykazywa-
ty wigkszy potencjat rdznicowania. Dlaczego nie potrati
tego organizm cztowieka? Odpowiadajac na tak posta-
wione pytanie, musimy pamictac, ze salamandra, aby nie
narazac si¢ na infekcje, zagrzebuje si¢ na czas regene-
racji w btocie (30-40 dni). W przypadku ssakow taka
strategia wydaje si¢ kiepskim rozwigzaniem. Okres rege-
neracji stwarzatby olbrzymie zagrozenia ze strony pa-
togenow 1 drapieznikow. Konczyna salamandry jest
bardzo krotka. W czasie zycia plodowego tworzenie re-
latywnie krotkich konczyn ludzkich trwa kilka miesigey.
Jak dtugo musielibySmy czekac, aby utracona konczy-
na u dorostego czlowieka si¢ zregenerowala? Kilka lat?
Oto jedna z mozliwych przyczyn, dla ktorych regenera-
cja u ssakow zastepowana jest szybkim bliznowaceniem.
Niestety, strategia ta dotyczy najwyrazniej nie tylko na-
szych konczyn, ale rowniez migSnia sercowego uszko-
dzonego po zawale czy tkanki mozgu uszkodzone)
w wyniku udaru. Mimo to przykiad salamandry sta-
nowi od lat inspiracje dla naukowcow pragngcych za-
inicjowac u dorostych ludzi regeneracj¢ z wykorzysta-
niem komoOrek macierzystych istniejgcych w ich
organizmie. Zatozenie opatrunku gipsowego jest byc
moze najprostszym przyktadem dzialan cziowieka,
ktore pomagaja komorkom macierzystym wykonac ich
prace. Poczatkowo obserwacje takich organizmow, jak
salamandra, inspirowaly nielicznych tylko biologow
w ich sporze ze zwolennikami istnienia nieprzekraczalnej
bariery listkow zarodkowych. Jednak ostatnio wysitki
zmierzajace do przywrocenia multipotencjalnym ko-
morkom macierzystym pluripotencjalnosci przyniosly
niewatpliwe efekty. Otrzymywano komorki o cechach
neuronow z komorek hematopoetycznych szpiku"®. Uda-
fo si¢ takze uzyskac komorki krwi z nerwowych komorek
macierzystych"”*”, ZdolnoS¢ réznicowania komorek
mezodermalnych do, na przykitad, komorek ektodermal-
nych okresla sie¢ mianem plastycznosci“". Stowo ,,pla-
stycznos$¢” zastepuje tu okreslenie ,,potencjal roznico-
wania”. Jakkolwiek nie ma pewnosci, na jakiej zasadzie
dokonuja si¢ wspomniane przemiany — czy jest to od-
rOznicowanie czy transroznicowanie — dostarczanych jest
coraz wigcej argumentow na rzecz tezy, ze przelamanie
molekularnych barier pomiedzy lintami komorkowymi
jest osiagalne. Z poczatku biolodzy rozwojowi o konser-
watywnych pogladach probowali dezawuowac wyniki
wspomnianych badan, okreslajac je mianem ,,alchemii
biologii rozwojowej” . Wydawalo si¢, ze otrzymywane
dzieki tym eksperymentom komorki nie spetniaja wszyst-
kich kryteriow definiujacych — na przyktad — neuron.
Poczatkowe publikacje opierano bowiem jedynie na re-
zultatach badan pokazujacych ekspresje okreslonych
markerow, np. beta Il tubuliny czy hydroksylazy tyrozy-
nowej w domniemanych neuronach. Rowniez dziatania
zespotu, do ktorego nalezal autor niniejszego artykutu,
okreslone wstepnie jako udana proba transroznicowania
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fibroblastow do komorek neuronalnych, opieraly si¢ na
ocenie ekspresji takich markerow"™”. Wnioski wyciggane
przez nasz zespol badawczy — jak i wiele innych zespo-
tow prowadzgcych takie badania — byty 1 sg krytykowa-
ne. Sceptycznie nastawieni do tego typu doniesien ba-
dacze uwazajg, 1z nie mozna twierdzicC, ze otrzymano
7 fibroblastow czy komorek stromalnych neurony, ba-
zujac na odkryciu ekspresji okreslonych markerow, np.
hydroksylazy tyrozynowej w nowo powstatych komor-
kach. Obecnie zadne liczgce si¢ czasopismo nie przyjmie
juz do publikacyi artykutu, w ktorym autorzy oglaszaja,
iz otrzymali komorki neuronalne na przykiad z komorek
stromalnych szpiku, jezeli nie zostang przeprowadzane
badania elektrofizjologiczne potwierdzajace, ze rzeczy-
wiscie mamy do czynienia z komorkami neuronalnymi.
Okazuje si¢ jednak, ze 1 t¢ prObe naukowcy zajmujacy
sic stromalnymi komorkami macierzystymi przechodza,
tzn. otrzymywane s3 z komorek stromalnych komorki
o elektrofizjologicznych cechach neuronow"™*®. W roku
2006 opublikowano w ,,Cell” artykul dowodzacy chyba
w najbardziej efektowny sposob, 1z 1stnieje mozliwos¢
nadania fibroblastom znacznego potencjatu roznicowa-
nia””. Wykorzystano mianowicie fibroblasty do otrzy-
mania komorek pluripotencjalnych. Niemniej wszystkie
te odkrycia dokonane w badaniach nad somatycznymi
komoOrkami macierzystymi wciaz nie przekonuja pewne;
grupy obroncow tradycyjnych paradygmatow. Spor o to,
czy embrionalne czy tez nieembrionalne (somatyczne)
komorki macierzyste dajg wigksza szanse na skuteczne
leczenie ludzi, bedzie trwat pewnie jeszcze dosc diugo.
Biolodzy podwazajacy paradygmat barier listkow zarod-
kowych maja jednak coraz wigcej argumentow za tym, i1z
bariery te mogg byc przekroczone.
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