POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 352008 NR 2 (183-205)

ZARODKOWE KOMORKI MACIERZYSTE —
W POSZUKIWANIU PLURIPOTENCJI*

EMBRYONIC STEM CELLS — SEARCHING FOR THE PLURIPOTENCY
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Streszczenie: W 2007 roku Nagroda Nobla w dziedzinie Fizjologii i Medycyny przyznana zostata Mar-
tinowi Evansowi, Mario Cappecchiemu oraz Olivierowi Smithiesowi. Martin Evans zostal uhonorowany
za izolowanie pluripotentnych mysich zarodkowych komorek macierzystych (komorek ES), dwaj pozo-
stali badacze za opracowanie metod genetycznej modyfikacji tych komoérek. Tutaj przedstawiono histori¢
uzyskania zarodkowych komorek macierzystych, metody wywotywania ich ukierunkowanego réznico-
wania in vivo oraz in vitro, a takze wybrane problemy zwiazane z potencjalnym zastosowaniem tych
komorek w terapii. Omowione zostaly takze techniki wykorzystywane do modytfikacji genetycznej
komorek ES oraz najnowsze osiagnig¢cia naukowe, dzigki ktorym mozliwe jest uzyskiwanie pluripotent-
nych komorek nie tylko z zarodkéw na wezesnych etapach rozwoju, ale takze z komorek somatycznych.

Stowa kluczowe: zarodkowe komorki macierzyste, pluripotencja, myszy knock-out, rdznicowanie, potworniak.

Summary: In 2007 Martin Evans, Mario Cappecchi and Olivier Smithies were granted Nobel Prize in
Physiology in Medicine. Martin Evans was the first who isolated mouse pluripotent embryonic stem
cells (ES cells). Cappecchi and Smithies received the prize for the discovery of the methods allowing
efficient genetic modification of ES cells. The current review briefly summarizes the history of ES cells,
methods of their in vivo and in vitro differentiation and selected issues of their potential application in the
therapy. It also focuses on the techniques of genetic modification of ES cells and studies devoted to the
derivation of pluripotent stem cells form other then embryonic sources.
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WSTEP

W 2007 roku Nagroda Nobla w dziedzinie Fizjologii i Medycyny zostata przyznana
trzem badaczom. Martin Evans otrzymal ja za uzyskanie linii zarodkowych komorek
macierzystych —komorek ES (ang. Embryonic Stem). Mario Capecchi i Olivier Smithies

*Wyktad wygloszony 13 grudnia 2007 roku podczas sesji Towarzystwa Naukowego Warszaw-
skiego poswigconej Nagrodzie Nobla w dziedzinie Fizjologii i Medycyny przyznanej w 2007 roku.
Artykul powstal podczas realizacji projektu badawczego finansowanego ze srodkdéw na nauke
MNiSW nr NN301 4051 33.
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zostali uhonorowani za opracowanie techniki, ktora umozliwita modyfikacje genetyczne
komorek ES [37]. Uzyskane przez Evansa zarodkowe komoérki macierzyste sa
powszechnie uwazane za komodrki, z ktorych mozna uzyskac¢ wszystkie tkanki budujace
organizm. Gdyby tak bylto, komoérki te moglyby nosi¢ miano komorek totipotentnych.
Istnieja jednak watpliwosci, czy komorki te moga roznicowac w tkanki pozazarodkowe,
takie jak blony ptodowe czy tozysko. Watpliwosci te sprawiaja, ze zarodkowe komorki
macierzyste okresla sie raczej mianem komorek pluripotentnych [57]. Jak doszto do
uzyskania tych komorek? Zacznijmy wiec ab ovo, czyli od jaja, a doktadniej od oocytu.

1. OD OOCYTU DO POTWORNIAKA

Oocyt ssaka ulega owulacji z jajnika do jajowodu, tam moze zosta¢ zaplodniony
przez plemnik i przeksztalci¢ sie w jednokomorkowy zarodek — zygote. Z zygoty, w
wyniku nastgpujacych po sobie podziatow bruzdkowania, powstaje wielokomorkowa
morula (16-32 komorek), a nastepnie zdolna do zagniezdzenia si¢ w blonie §luzowej
macicy (implantacji) blastocysta (ryc. 1). Blastomery, czyli komérki budujace zarodek
w poczatkowych stadiach rozwoju sa totipotentne, zatem moga z nich powstac wszystkie
tkanki i narzady rozwijajacego sie zarodka, tacznie z tkankami pozazarodkowymi.
Réznicowanie blastomerow, jak i towarzyszace temu procesowi ograniczanie potencji
rozwojowych niektérych z nich zachodzi po raz pierwszy w stadium moruli, w okresie
poprzedzajacym powstanie blastocysty. Jednak dopiero w stadium blastocysty efekty
réznicowania sa wyraznie widoczne — zarodek zbudowany jest wtedy z dwoch rodzajow
komorek, ktore mozna odrozni¢ na podstawie ich morfologii. Zewngtrzna warstwa
ptaskich komdrek otaczajacych caly zarodek to nabtonek trofektodermalny (trofekto-
derma lub trofoblast) — z niego powstang tkanki pozazarodkowe — cze$¢ blon ptodowych
i zarodkowa czgs¢ tozyska. Natomiast grudka komorek zlokalizowanych wewnatrz
blastocysty, na jednym z jej biegundw to wezet zarodkowy. I wlasnie te komorki sa
pluripotentne. W wyniku ich réznicowania, podczas kolejnych etapdw rozwoju, powstang
pierwsze tkanki — multipotentne listki zarodkowe: ektoderma, endoderma i mezoderma
oraz pierwotne komorki piciowe. Nastepnie listki zarodkowe dadza poczatek swoistym
tkankowo komérkom macierzystym, a te z kolei komorkom prekursorowym tkanek i
narzadow. Procesowi rdznicowania towarzyszy wigc utrata totipotencji, a jedynie wezet
zarodkowy blastocysty zawiera komorki pluripotentne (ryc. 1). Z tych pluripotentnych
komorek uzyskano pierwsze linie zarodkowych komorek macierzystych.

Historia badan, ktore doprowadzity do uzyskania komorek ES, rozpoczeta sig w
latach pigédziesiatych XX wieku. W 1954 roku, Stevens i Little opisali guzy rozwijajace
si¢ w jadrach samcéw myszy szczepu 129, zwane potworniakami lub teratomami (od
gr. teratos — potwor), ktoére zbudowane byly z wielu rodzajow tkanek m.in. nabtonkow,
migsni czy chrzastki. W 1974 roku Stevens i Varnum po raz pierwszy opisali rozwdj
potworniakow jajnikowych u samic szczepu myszy LT/Sv. Analiza histologiczna tych
guzdw wykazata obecnos¢ wielu zroznicowanych typow komorek. Badania poczatko-
wych stadiow rozwoju potworniakow udowodnily, ze powstaja one z komoérek
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RYCINA 1. Rozwoj przedimplantacyjny zarodka myszy. Oocyt zablokowany w stadium metafazy 11
podziatu mejotycznego owulowany jest do jajowodu, gdzie po zaptodnieniu zachodza pierwsze etapy
rozwoju zarodka. Zaroéwno jednokomoérkowy zarodek (zygota), jak i komorki (blastomery) zarodkow
dwu- i czterokomorkowych sg totipotentne. Az do stadium moruli blastomery nie réznig si¢ od siebie
morfologia. W blastocyscie mozna juz wyrdzni¢ dwa typy komodrek — pluripotentne komorki wezta
zarodkowego, z ktorych powstana trzy listki zarodkowe: ekto-, endo- i mezoderma oraz komorki
trofektodermy (trofoblastu), z ktérych powstang tkanki pozazarodkowe (jadra komorkowe — czerwone,
mikrotubule — zielone)

rozrodczych. Cechg charakterystyczna myszy szczepu LT/Sv sa zaburzenia oogenezy,
ktore przejawiaja si¢ migdzy innymi duzym odsetkiem oocytéw nieulegajacych owulacji
z jajnika do jajowodu. Pozostajace w jajniku oocyty ulegaja natomiast spontanicznej
aktywacji, a poczatkowe stadia rozwoju powstalych w ten sposéb zarodkow
partenogenetycznych przebiegaja podobnie jak rozwdj zarodkow powstatych w wyniku
zaptodnienia oocytow owulowanych. Stevens i Varnum, analizujac preparaty
histologiczne uzyskane z jajnikow myszy LT/Sv, zaobserwowali w nich zarodki dwu- i
czterokomorkowe. Wykazali takze, ze zarodki te mogly osiaga¢ stadium blastocysty,
jednak kolejne etapy rozwoju przebiegaly nieprawidlowo i prowadzily do rozwoju
potworniakdéw. Potworniaki powstawaty wigc z komodrek o bardzo duzej potencji
rozwojowej — komodrek rozrodczych (spermatogonia myszy szczepu 129) lub
bruzdkujacych zarodkdw partnenogenetycznych (aktywowane oocyty myszy szczepu
LT/Sv). Roéwnoczes$nie prowadzono badania, ktére wykazaly, ze do powstania
potworniakow prowadzilo réwniez przeszczepienie w miejsca pozamaciczne (np. pod
torebke nerkowa lub jadro) bruzdkujacych lub nawet gastrulujacych normalnych
zarodkow myszy, a takze zawiazkdéw gonad [62]. Zatem mozna bylo stwierdzi¢, ze
réznego rodzaju tkanki moga powstawa¢ w miejscach pozamacicznych w wyniku
podziatow komorek toti- lub pluripotentnych. Obserwacje te zostaly wykorzystane przez
Gail Martin i Martina Evansa. W 1974 opublikowali oni wyniki do§wiadczen, w ktorych
z bedacych w poczatkowych stadiach formowania si¢ potworniakdéw otrzymali kilka
linii komorek okreslonych jako komdrki raka zarodkowego — ECC (ang. Embryonic
Carcinoma Cells). Chociaz poszczeg6lne linie ECC réznily sig od siebie morfologia, to
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jednak wszystkie badane komorki byty w stanie intensywnie i nieprzerwanie proliferowac.
Co niezwykle istotne, byly one w stanie roznicowa¢ w wiele rodzajow tkanek. Ich
zdecydowanie negatywna cecha byl natomiast niestabilny kariotyp. Uzyskanie linii
komorek z potworniakdw stanowilo istotny etap badan, ktore doprowadzity do uzyskania
zarodkowych komoérek macierzystych.

2. POCZATKI ZARODKOWYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

W 1975 roku Michael Sherman opublikowal w Cell pracg podsumowujaca éwczesng
wiedze na temat warunkéw hodowli in vitro zarodkow roznych gatunkdéw ssakow
oraz proby uzyskiwania z nich linii komérkowych. Jednak zadna z opisanych przez
niego préb nie doprowadzita do opracowania metody gwarantujacej rutynowe
uzyskiwanie linii komdrek zarodkowych, charakteryzujacych sie takimi cechami, jak
zdolnos$¢ do nieograniczonych podziatéw czy ré6znicowania. Dopiero w 1981 roku Martin
Evans i Matthew Kaufman oraz niezaleznie od nich Gail Martin opublikowali prace
opisujace uzyskanie linii mysich pluripotentnych komorek zarodkowych [ 16, 38]. Sukces
Evansa i Kaufmana mozliwy byt dzigki spelnieniu trzech warunkow: 1) zarodki, z ktorych
wyprowadzano lini¢ komodrek znajdowaly si¢ w odpowiednim stadium rozwoju —obecne
w nich byly komoérki pluripotentne; ii) uzyskano odpowiednio duza liczbe komorek z
jednego zarodkay; iii) Srodowisko, w ktorym prowadzono hodowle sprzyjato podziatlom
komoérkowym, a hamowato roznicowanie.

Doboru stadium rozwojowego optymalnego dla uzyskania komérek ES dokonano
porownujac wzor syntezy biatek zachodzacej w komorkach raka zarodkowego oraz
zarodkach myszy na r6znych stadiach rozwoju okotoimplantacyjnego. Takie poréwnanie
wykazalo, ze ECC i gastrulujace zarodki myszy charakteryzowat podobny wzor syntezy
bialek. Poniewaz zarodki we wczesnych etapach gastrulacji byly stosunkowo trudne do
wyizolowania, zdecydowano si¢ na uzyskanie blastocyst, a nastepnie ich kilkudniowa
hodowle in vitro, co zapewnialo uzyskanie wigkszej liczby komorek. Zabieg ten miat
takze zapewni¢ osiagnigcie przez hodowane zarodki stadium rozwoju odpowiadajace
okresowi gastrulacji. Podczas hodowli in vitro wezly zarodkowe blastocyst rozrastaty
sig, ale ich komorki zachowywaly niezroznicowany charakter. Enzymatyczna dezag-
regacja takich wezldw, a nastepnie kilkukrotne pasazowanie otrzymanych komorek
doprowadzity do uzyskania linii komorek, ktore w odpowiednich warunkach pozostawaty
niezr6znicowane. Komorki te charakteryzowat réwniez stabilny kariotyp, ekspresja
markerdéw komorek zarodkowych oraz zdolnos$¢ do réznicowania w wiele tkanek. Gail
Martin, prowadzaca badania niezaleznie od Evansa, zastosowala pozywke, w ktorej
uprzednio hodowane byty komorki raka zarodkowego. W ten sposdb zapewnione zostato
srodowisko stymulujace podziaty komorkowe, a jednoczesnie blokujace roznicowanie.
Ponadto Martin hodowata wezly zarodkowe blastocyst na warstwie odzywczej
inaktywowanych fibroblastow. Zastosowana przez nig technika inaktywacji fibroblastow
nie odbiegala od tej stosowanej wspotczesnie — komodrki poddawane byly dziataniu
mitomycyny C, ktéra powoduje uszkodzenia DNA komoérek, co uniemozliwia ich
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proliferacje. Takie niedzielace sig fibroblasty stanowia bardzo dobre podtoze dla hodowli
zarodkowych komorek macierzystych [7, 43]. W ciagu ostatnich kilku lat wykazano, ze
mozliwe jest uzyskanie linii komorek ES nie tylko z weztow zarodkowych blastocysty, ale
takze z pojedynczych blastomerow izolowanych z zarodkow we wezesniejszych stadiach
rozwojowych (np. morula), czy nawet z zarodkow jednokomdérkowych [12, 29, 30, 75].

W 1998 roku opublikowano dwa pierwsze doniesienia opisujace otrzymanie ludzkich
zarodkowych komoérek macierzystych. Komorki te otrzymano dwoma réznymi sposobami.
Thomson i wspdtpracownicy uzyskali je z blastocyst, czyli w sposdb podobny do
zastosowanego w przypadku mysich linii komdrkowych [70]. Natomiast Shamblott i
wspotpracownicy opisali izolacje 1 hodowle in vitro ludzkich pierwotnych komodrek
plciowych, zktérych nastepnie wyprowadzano lini¢ komoérek ES [67]. Pierwotne komorki
plciowe izolowano z zawiazkow gonad 5—9-tygodniowych ptodéw poddanych aborcji z
przyczyn medycz-nych. Obecnie ludzkie komdrki ES mozna uzyskaé z pojedynczego
blastomeru, a jego mikromanipulacyjne pobranie nie prowadzi do zniszczenia zarodka
[11]. Bez wzgledu na sposdb uzyskania, ludzkie zarodkowe komorki macierzyste mialy
normalny kariotyp, nieulegajacy zmianom podczas wielokrotnego pasazowania i hodowli
in vitro [61, 70]. Syntetyzowaly one takze telomerazg¢ oraz markery charakterystyczne
dla komorek pluripotentnych, migdzy innymi nalezace do rodziny biatek powierzchniowych
SSEA (ang. Stage Specific Embryonic Antigen). Podobnie jak mysie, takze i ludzkie
komorki ES charakteryzowala wysoka aktywnos¢ fosfatazy zasadowej — enzymu, ktory
jest rowniez markerem pierwotnych komorek ptciowych [3, 20].

Do dnia dzisiejszego otrzymano okoto 100 linii ludzkich komérek macierzystych. W 2007
roku, w amerykanskim Narodowym Instytucie Zdrowia (NIH) zarejestrowanych bylo 78
takich linii. Jednak dostepnych do badan jest jedynie 21 linii komérek ES, o ktdrych wiadomo,
ze w dlugotrwalej, prowadzonej w odpowiednich warunkach hodowli in vitro zachowuja
stabilny kariotyp, zdoIno$¢ do samoodnawiania oraz niezréznicowany charakter.

3. JAK PRZETESTOWAC PLURIPOTENCJE KOMOREK ES?

7 zarodkdéw w roznych stadiach rozwojowych mozna uzyskaé wiele typow linii
komorkowych. Jednak nie wszystkie spetniaja warunki niezbg¢dne do uznania ich za
zarodkowe komodrki macierzyste. Gldéwnym kryterium jest zdolnos¢ tworzenia
wszystkich tkanek organizmu, a wiec pluripotencja. Aby wykaza¢, czy dana linia
komorkowa rzeczywiscie ma takie zdolnosci, nalezy przeprowadzi¢ odpowiednie testy.

3.1. Chimery

Najpehiejszy test, jakiemu moga zosta¢ poddane komorki ES, polega na stwierdzeniu,
czy moga one roznicowaé we wszystkie tkanki i budowac wszystkie narzady organizmu.
Najlepsza metoda, ktora umozliwia zweryfikowanie pluripotencji komodrek ES, jest
uzyskanie i analiza zwierzat chimerowych, czyli takich, w ktorych funkcjonuja komorki
pochodzace od dwdch réznych osobnikow.
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Pierwsze mysie chimery byly dzietem Andrzeja K. Tarkowskiego i powstaly 20 lat
przed uzyskaniem mysich zarodkowych komorek macierzystych. Przeprowadzone przez
Tarkowskiego doswiadczenia polegaty na agregacji dwoch, kilkukomoérkowych zarodkow
myszy [68, 69]. Komorki tych zarodkow ulegaly przemieszaniu i w efekcie powstawat
jeden chimerowy organizm. Obecnie zwierzgta chimerowe uzyskuje si¢ zazwyczaj w
inny sposob —nie poprzez agregacje, ale poprzez mikromanipulacyjne wprowadzanie
komorek ES do jamy blastocysty [67]. Doswiadczenie planowane jest w taki sposob,
aby ESy oraz blastocysty biorczynie pochodzily od zwierzat rézniacych si¢ genami
warunkujacymi pigmentacje. ESy wprowadzone do jamy blastocysty zasiedlaja wezet
zarodkowy, a nastgpnie, jezeli sa one pluripotentne, biora udziat w tworzeniu wszystkich
tkanek. Oczywiscie rozwoj chimerowego zarodka moze by¢ kontynuowany jedynie
wtedy, gdy zostanie on przeniesiony do drég rodnych samicy biorczyni, tam ulegnie
implantacji i przejdzie wszystkie etapy embriogenezy. Jezeli siers¢ urodzonej myszy
jest taciata lub tez dominuje kolor siersci myszy, z ktorej zarodkdw uzyskano testowane
komorki, mozna podejrzewaé, ze komorki te weszty w sklad takze innych tkanek i
narzadow. Stosujac te technike wykazano niezbicie, ze mysie zarodkowe komorki
macierzyste sa pluripotentne.

Uzyskiwanie zwierzat chimerowych stanowi istotny etap w badaniach, w ktérych
uzyskiwane sa myszy zmodyfikowane genetycznie — knock-out (w polskim zargonie
naukowym zwane myszami nokautowymi), czyli pozbawione wybranych przez
naukowcow funkcjonalnych genow. W ten sposdb mozna tez otrzymywac np. myszy
typu knock-in, czyli takie, w ktoérych genomach wybrany gen zastapiony zostat przez
zmodyfikowana kopie tego samego genu czy tez nawet przez inny gen. Technika
uzyskiwania zwierzat chimerowych zostata tak zmodyfikowana, ze gwarantuje
powstanie myszy zbudowanej wylacznie z komdrek ES. Mozliwe jest to dzieki
eksperymentalnemu otrzymywaniu zarodkow tetraploidalnych (4N). Stosunkowo prosta
metoda elektrofuzji komorek, wykorzystywana do dzis podczas tetraploidyzacji zarodkow
myszy, opracowana zostata w 1985 roku przez Kubiaka i Tarkowskiego [32]. Badacze
ci przeprowadzili elektrofuzj¢ blastomeréw dwukomodrkowego zarodka myszy. W
efekcie uzyskali jednokomorkowy, tetraploidalny zarodek, ktory byt w stanie przechodzié
kolejne etapy bruzdkowania i osiagna¢ stadium blastocysty. W takiej blastocyscie mozna
wyrézni¢ zardwno trofektoderme, jak i wezel zarodkowy. Jednak tetraploidalne komorki
wezta zarodkowego nie sa w stanie normalnie proliferowac. Zostato to udowodnione
w 1991 roku, gdy Andras Nagy i jego wspdtpracownicy, stosujac opisang powyzej
technike, wykazali, ze komorki tetraploidalne wchodza jedynie w sklad tkanek
pozazarodkowych (blon ptodowych, fozyska) oraz Ze sa one skutecznie eliminowane z
ciata zarodka. A zatem jesli komorki ES wprowadzimy do jamy tetraploidalnej blastocysty,
to ciato rozwijajacego si¢ zarodka bedzie zbudowane jedynie z komdrek wywodzacych
si¢ zESOw [14,15, 60]. Metoda ta jest wprawdzie mniej wydajna niz klasyczny sposob
tworzenia chimer, ale jest ona niezastapiona, gdy na przyklad uzyskane zarodki
nokautowe umieraja in utero z powodu nieprawidlowego funkcjonowania tkanek
pozazarodkowych. W takiej sytuacji analiza fenotypu zmodyfikowanego genetycznie
zwierzecia mozliwa bylaby jedynie wtedy, gdy tkanki pozazarodkowe funkcjonowatyby
bez zarzutu. Wprowadzenie komorek ES pozbawionych obu alleli danego genu do
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jamy blastocyty uzyskanej w wyniku tetraploidyzacji normalnych zarodkdéw gwarantuje,
ze nie dojdzie do utworzenia zarodka chimerowego. Powstanie wtedy zarodek
zbudowany wylacznie z komorek ES, natomiast tkanki pozazarodkowe zbudowane
beda z normalnie funkcjonujacych komorek tetraploidalnych. Stosujac te tzw. ,.tetraploi-
dalng komplementacje” wykazano migedzy innymi, ze zarodki pozbawione genu
supresorowego nowotworu retinoblastoma [ 78] czy tez cyklin E1 i E2 [18] umieraja in
utero z powodu dysfunkcji tozyska. ,,Wymiana” nieprawidtowo funkcjonujacego,
»hokautowego” fozyska na tozysko tetraploidalne umozliwita bardziej zaawansowany
rozwdj tych myszy. Opisana technika moze by¢ takze uzywana do ,,przyspieszonego”
uzyskiwania myszy zmodyfikowanych genetycznie [60].

3.2. Potworniaki

Uzyskiwanie zwierzat chimerowych to jedyny test dajacy gwarancje stwierdzenia,
czy badane komorki sa w stanie réznicowac i tworzy¢ wszystkie rodzaje tkanek. Jednak
mikromanipulacyjne wprowadzenie komorek do jamy blastocysty wymaga specjalis-
tycznego i kosztownego sprzetu, doswiadczenia w manipulowaniu zarodkami oraz
dostepu do hodowli myszy. Ponadto test ten, z oczywistych wzgledow, stosowany jest
jedynie do okreslania pluripotencji komdrek zwierzecych. Mozliwos¢ badania zdolnosci
do roznicowania komorek zarowno zwierzgcych, jak i ludzkich zapewnia inny rodzaj
testu in vivo polegajacy na stwierdzeniu, czy badane komoérki moga tworzy¢é potwor-
niaki. Jezeli tak, to po wprowadzeniu tych komérek pod skére myszy charakteryzujacych
si¢ ostabiona odpowiedzia immunologiczna, np. SCID (ang. Severe Combined
ImmunoDeficient) beda one tworzy¢ guz zbudowany z wielu rodzajow tkanek [19].
Zardéwno mysie, jak i ludzkie komodrki macierzyste z powodzeniem przechodza tego
rodzaju weryfikacje, co udowadnia, Ze sa one pluripotentne.

3.3. Kule zarodkowe 1 r6znicowanie in vitro

Rozwdj technik uzyskiwania i hodowli komoérek i tkanek sprawil, ze przebieg
réznicowania komorek ES mozna $ledzi¢ in vitro. Testy in vitro maja wielka zalete,
gdyz moga by¢ stosowane zarowno w badaniach nad mysimi, jak i ludzkimi komdrkami.
Jezeli zapewnione zostang odpowiednie warunki hodowli, to komérki ES zachowuja
pluripotencje i zdolnos¢ do samoodnawiania. W przypadku mysich komdrek niezbgdna
jest obecnos¢ czynnika przeciwbiataczkowego LIF (ang. Leukemia Inhibitory Factor)
(ryc. 2). ESy stymulowane przez LIF przechodza intensywne podzialy i zachowuja
niezroznicowany charakter. Usunigcie LIF ze srodowiska lub wprowadzenie innych,
subtelnych modyfikacji warunkéw hodowli powoduje, ze komorki macierzyste zaczynaja
tworzy¢ agregaty, tzw. kule zarodkowe (ang. embryoid bodies) [33]. Kolejnos¢
réznicowania komoérek w kulach zarodkowych stanowi odzwierciedlenie procesow
zachodzacych w zarodku rozwijajacym sie in vivo. U myszy po implantacji blastocysty,
rozrastajacy si¢ wezet zarodkowy tworzy tzw. cylinder zarodkowy, ktdry poczatkowo
zbudowany jest z ektodermy zarodkowej oraz znajdujacej si¢ na jej powierzchni
endodermy pierwotnej. Podczas gastrulacji na tylnym biegunie zarodka dochodzi do
powstania mezodermy, ktéra wrasta pomiedzy ekto- i endoderme. Analiza morfologii
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RYCINA 2. Gléwne szlaki przekazywania sygnatéw warunkujace samoodnawianie si¢ oraz zachowanie
pluripotencji przez zarodkowe komorki macierzyste (ES) (schemat adaptowany za zgoda Macmillan
Publishers Ltd: Nature Rev Cell Biol [4], copyright 2005)

nablonkéw oraz ekspresji markerow charakterystycznych dla okreslonych listkow
zarodkowych wykazata, ze takze w kulach zarodkowych znajdujaca si¢ na zewnatrz
endoderma pierwotna odseparowana jest warstwa komérek mezodermy od polozonego
wewnatrz nablonka ektodermalnego. Degradujac enzymatycznie kule zarodkowe, a
nastgpnie hodujac uzyskane z nich komoérki mozna doprowadzi¢ do ich dalszego
réznicowania. Warunkiem jest obecnos¢ czynnikow, ktdre podczas rozwoju zarodkowego
kontroluja powstawanie okreslonych tkanek [31, 34, 72]. Przyktadowo, zastosowanie
czynnika Noggin doprowadza do powstania komorek neuroektodermy, ktore syntetyzuja
biatka charakterystyczne dla tej tkanki, takie jak np. N-CAM (ang. Neural Cell
Adhesion Molecule) czy nestyna [21, 64]. Obecnos¢ czynnika BMP-4 (ang. Bone
Morphogenetic Protein-4) powoduje réznicowanie mezodermy, ktérej komorki
syntetyzuja takie czynniki, jak Brachyury czy Nodal [13, 77]. Dodanie do hodowli
czynnika VEGF (ang. Vascular Endotelial Growth Factor) doprowadza do powstania
komorek hematopoetycznych [50], a pozywka bez surowicy wzbogacona w FGF2
(ang. Fibroblast Growth Factor 2) i inhibitory kinazy fosfatydyloinozytolowej 3
powoduje powstanie komodrek produkujacych insuling [13, 36, 77]. Mozliwos¢ réznico-
wania komorek ES in vitro ma szczegdlne znaczenie dla analizy mechanizmow
molekularnych towarzyszacych réznicowaniu komoérek w czasie organogenezy u
cztowieka. W przeciwienstwie do procesow zachodzacych w trakcie rozwoju zarodka
myszy, réznicowanie tkanek ludzkich nie jest dostatecznie dobrze poznane. Pomimo ze
mysz stanowi bardzo dobry model wykorzystywany w badaniach rozwoju ssakéw, to
jednak istnieja dowody, ze nie wszystkie procesy towarzyszace réoznicowaniu sa
identycznie regulowane podczas embriogenezy myszy i cztowieka.



ZARODKOWE KOMORKI MACIERZYSTE 191

4. JAK ZACHOWAC PLURIPOTENCIJE?

Gléwne cechy zarodkowych komorek macierzystych to zdolnos¢ do samoodnawiania
oraz utrzymania niezroznicowanego charakteru. Hodujac komorki ES mozna zapewnié¢
warunki, ktére gwarantuja zachowanie obu tych cech. Podczas rozwoju zarodkowego
komorki wezta zarodkowego, z ktérych potencjalnie mozna uzyskac lini¢ komorek ES,
zachowuja zdolnosci przypisane komdérkom macierzystym jedynie przez bardzo krotki
okres. Poniewaz jeszcze przed implantacja dochodzi do ekspresji genow warunkujacych
réznicowanie tych komérek w endodermg pierwotna (np. genu GATA 4/6), a nastgpnie
tuz po implantacji dochodzi do indukcji mezodermy (synteza np. czynnika Brachury) —
zarowno stan toti-, jak i pluripotencji komorek jest stanem przejsciowym. Jedynie w
komorkach budujacych ektodermg zarodkowa jeszcze w trakcie gastrulacji obserwowana
jest synteza biatek charakterystycznych dla totipotentnych komorek wezta zarodkowego,
takich jak np. Oct-4. W kolejnych stadiach rozwoju synteza Oct-4 zostaje jednak
ograniczona do pierwotnych komorek plciowych [47, 52]. Zachowanie pluripotencji
wymaga warunkow sprzyjajacych syntezie czynnikdw umozliwiajacych samoodnawianie
komorek oraz gwarantujacych zachowanie ich pluripotentnego charakteru. Konieczne
jest takze zahamowanie ekspresji gendw odpowiedzialnych za réznicowanie. Dotychczas
scharakteryzowano wiele szlakow przekazywania sygnatow, ktorych aktywacja zapewnia
takie wlasnie warunki. Wiadomo réwniez, ze istnieja roznice w regulacji tych procesow
migdzy mysimi i ludzkimi zarodkowymi komoérkami macierzystymi 3, 20].

W przeciwienstwie do komorek ludzkich, aby mysie zarodkowe komorki macierzyste
zachowaly swoj niezréznicowany charakter, wymagana jest obecnos¢ czynnika LIF.
Jego zwiazanie z receptorem LIF (LIFR) prowadzi do powstania heterodimeru, w
ktorego sktad wehodzi, poza LIFR, rowniez biatko gp130 [39, 45] (ryc. 2). Oddziatywanie
LIF zjego receptorem prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT3, ktdry
stymuluje procesy samoodnawiania komorek macierzystych oraz indukuje réznico-wanie
w trofektoderme. Jednoczesnie STAT3 hamuje powstawanie endodermy pierwot-ne;j.
Kolejnym czynnikiem kluczowym dla utrzymania pluripotencji i dla samoodnawiania
komérek macierzystych jest Nanog (w jezyku celtyckim stowo to oznacza kraing
wiecznej mlodosci). Nanog blokuje réznicowanie komorek ES w trofektoderme [9, 10,
42]. Inne szlaki przekazywania sygnatu, np. zalezne od obecnosci czynnikow BMP-4
(ang. bone morphogenetic protein 4) czy WNT, oddziatujac za posrednictwem
czynnikéw Id (ang. Inhibitor of differentiation) czy SMAD, indukuja synteze czynnika
transkrypcyjnego Oct-4 [34, 58, 79]. Oct-4 jest nie tylko klasycznym markerem komoérek
pluripotentnych, ale takze indukuje powstawanie endodermy pierwotnej [S1, 52] (ryc.
2). Utrzymanie pluripotencji zalezy wobec tego od subtelnej rownowagi migdzy wieloma
réznymi szlakami przekazywania sygnatow [9, 27, 28, 34, 55]. Zakldocenia aktywnosci
tych szlakéw, zwigzane na przyktad z brakiem LIF lub innych niezbednych czynnikow
wzrostu, prowadzi do roznicowania zarodkowych komorek macierzystych.
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5. JAK WYKORZYSTAC ZARODKOWE KOMORKI
MACIERZYSTE?

Wyjatkowe wtasciwosci zarodkowych komorek macierzystych sprawiaja, ze sa one
niezwykle cennym materialem zaréwno do badan funkcji wybranych genow np. w
zachowaniu pluripotencji, czy roznicowaniu, jak i doswiadczen majacych na celu
opracowanie metod leczenia choréb wynikajacych z zaburzen funkcjonowania
okreslonych tkanek.

5.1. Modyfikacje genetyczne komorek macierzystych — badanie funkcji genow

Badania prowadzone przez Cappecchiego, ktore doprowadzily do opracowania metod
modyfikacji genetycznej komorek ES, byly rozwinigciem prac Axela. W 1977 roku
wykazat on, ze ssacze komoérki nieprodukujace kinazy tymidynowej moga wykorzysty-
wacé wprowadzona do nich kinazg¢ wirusa Herpes. W 1980 roku Cappecchi odkryl, ze
wydajnos¢ przeniesienia tego genu zwigkszala si¢ drastycznie, gdy zostal on wstrzykniety
mikropipeta do jadra komorki somatycznej. Jednak wprowadzane taka metoda DNA
integruje si¢ w genomie biorcy w sposob przypadkowy. Osiagnigciem Cappecchiego i
jego wspolpracownikéw, opublikowanym w 1986 roku, byto opracowanie techniki
gwarantujacej precyzyjna wymiang wybranego genu. Badania prowadzone przez
Olivera Smithiesa rowniez koncentrowaly si¢ na wymianie zmutowanych gendéw na
ich prawidlowo funkcjonujace odpowiedniki. Wyniki przeprowadzonych przez niego
doswiadczen, w ktorych locus kodujacy beta-globine zostat zmodyfikowany w wyniku
homologicznej rekombinacji z udziatem odpowiednio skonstruowanego plazmidu, zostaly
opublikowane w 1985 roku w Nature. Zastosowanie technik opracowanych przez
Cappecchiego i Smithiesa do modyfikacji zarodkowych komdrek macierzystych
uzyskanych przez Martina Evansa umozliwito uzyskiwanie myszy o precyzyjnie
modyfikowanych okreslonych fragmentach genomu.

Aby uzyska¢ mysz pozbawiong danego genu, potrzebne sa mysie komoérki ES oraz
odcinek DNA zawierajacy gen wraz z otaczajacymi go sekwencjami DNA. Taki
fragment DNA, nazywany konstruktem (ang. fargeting construct), wlaczony zostaje
do DNA odpowiedniego plazmidu bakteryjnego. Zabieg ten umozliwia uzyskiwanie
odpowiedniej liczby kopii plazmidu kodujacego dany gen. Obecnos¢ wystarczajaco
dtugich sekwencji otaczajacych gen, identycznych z sekwencjami genomowymi zlokali-
zowanymi wokoél tego wlasnie locus, zwieksza szansg, ze po wprowadzeniu konstruktu
do komorek ES, dojdzie do parowania i homologicznej rekombinacji we wlasciwym
rejonie genomu. Niezwykle istotny jest fakt, ze dzieki temu mozliwa jest wymiana
znajdujacej si¢ tam kopii genu na jego zmodyfikowana kopig. Sam sposob modyfikacji
genu zalezy od intencji eksperymentatora. Niezaleznie od typu modyfikacji, konieczne
jest wprowadzenie do genomu sekwencji warunkujacej opornos¢ na okreslony zwiazek
chemiczny (antybiotyk). Umozliwia to selekcje zmodyfikowanych komoérek — obecnosé
tego zwiazku w srodowisku hodowlanym powinna prowadzi¢ do $mierci komorek, ktore
nie wlaczyly do swojego DNA zmodyfikowanego fragmentu. Dzigki temu, stosujac
antybiotyki (np. neomycyne), eksperymentator moze wyizolowac interesujace go komorki.
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RYCINA 3. Uzyskiwanie zmodyfikowanych genetycznie komorek ES (objasnienia w tekscie)

Dodatkowo konstrukt moze zawiera¢ sekwencj¢ kodujaca kinaz¢ tymidynowa wirusa
Herpes simplex (HSV-TK, tzw. suicide gene, gen ,,samobdjczy’). Sekwencja ta powinna
znajdowac si¢ w tej czesci konstruktu, ktora po prawidlowej rekombinacji homologicznej
nie powinna zosta¢ wiaczona do DNA komorek ES. Komorki, w ktorych rekombinacja
zaszta w sposob nieprawidlowy (w przypadkowym, a nie docelowym miejscu genomu) i
ktore wlaczyly do swojego genomu HSV-TK, staja si¢ wrazliwe na analog nukleozydu —
gancyklowir. Zwiazek ten po ufosforylowaniu przez kinaze tymidynowa i inkorporacji do
DNA blokuje replikacje i prowadzi do $mierci komorek ES (ryc. 3).

Przygotowany konstrukt wprowadzany jest do komorek ES, ktére sa w tym celu
poddane elektroporacji. Nastgpnie prowadzona jest selekcja wykorzystujaca odpowiedni
antybiotyk oraz jezeli konstrukt zawierat HSV-TK, takze gancyklowir. Jedynie te komorki,
w ktorych doszto do prawidlowej integracji, beda oporne zaréwno na antybiotyk, jak i na
gancyklowir (ryc. 3). Odpowiednio przeprowadzona selekcja zwigksza prawdopodo-
bienstwo uzyskania klonéw komoérek ES z poprawnie wbudowanym zmodyfikowanym
fragmentem DNA. Wyselekcjonowane komorki musza by¢ poddane doktadnej analizie,
ktéra powinna potwierdzi¢, ze zmodyfikowana sekwencja DNA znajduje si¢ we wlasciwym
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RYCINA 4. Uzyskiwanie myszy nokautowych. Kolonie komérek ES zostaja zdezagregowane, a nastgpnie
poddane elektroporacji w obecnosci plazmidu kodujacego fragment DNA, zmodyfikowany w taki sposob,
ze np. sekwencja kodujaca genu zastapiona zostata przez gen warunkujacy opornos¢ na neomycyng (Neo).
W wyniku rekombinacji homologicznej zmodyfikowany fragment DNA zostaje wlaczony do genomu komorek
ES. Selekcja w obecnosci neomycyny prowadzi do eliminacji komorek, w ktorych nie doszto do wlaczenia
zmodyfikowanego DNA kodujacego Neo. Odpowiednio wyselekcjonowane i przetestowane komorki ES,
w ktorych jeden z alleli kodujacych dany gen zostat usunigty i zastapiony przez fragment kodujacy neomycyng
(komorki heterozygotyczne) wprowadzane sg do jamy blastocysty. Uzyskane myszy chimerowe krzyzowane
sa z myszami innego szczepu. Jezeli z komorek ES powstaly gamety, potomstwo bedzie heterozygotyczne
(+/-). Skrzyzowanie dwdch myszy heterozygotycznych moze prowadzi¢ do urodzenia myszy homo-
zygotycznej, ktdrej komorki pozbawione sa obu kopii danego genu (-/-)

miejscu. Rownie wazne jest wykazanie, ze do genomu zostata wprowadzona tylko jedna
kopia zmodyfikowanego genu. Otrzymane w ten sposdb komorki sa heterozygotyczne,
wymianie ulega bowiem tylko jeden allel danego genu.

Odpowiednio przetestowane komorki ES moga zosta¢ wykorzystane do uzyskania
myszy chimerowych (ryc. 4). Jezeli w chimerze pierwotne komorki plciowe, a nastgpnie
gamety powstang z komodrek ES, to wprowadzona modyfikacja genetyczna bedzie
dziedziczona z pokolenia na pokolenie. W wyniku krzyzowania takich chimer z myszami
wybranego szczepu uzyskiwane sa myszy heterozygotyczne zawierajace tylko jeden
zmodyfikowany allel. Krzyzujac ze soba heterozygoty mozna doprowadzi¢ do powstania
organizmow homozygotycznych, w ktorych oba allele danego genu zostaly zastapione
przez ich zmodyfikowane wersje. Uzyskanie hetero- i homozygot otwiera przed badaczami
niezwykle wazny i czgsto dlugotrwaly etap — analize fenotypu uzyskanej myszy.
Przeprowadzenie takich badan moze doprowadzi¢ do precyzyjnego okreslenia roli danego
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genu w rozwoju organizmu oraz w funkcjonowaniu okreslonych tkanek czy narzadow.
Analiza fenotypu moze jednak nastrecza¢ wiele problemow. Szczegdlnie, jezeli uzyskany
efekt odbiega od efektu zatozonego. Pomocna w tego typu badaniach moze by¢
opublikowana w 2005 roku ,,instruktazowa” ksigzka Virginii Papaioannou i Richarda
Behringera — Mouse phenotypes. A handbook of mutation analysis, ktorej mottem
sa stowa Ann Mclaren ,.,4 mouse with no phenotype is non-existing” [48].

Niemal kazdy gen mozna zamieni¢ na jego zmodyfikowana kopi¢. Wprowadzane
modyfikacje genomu moga polega¢ na usunigciu catego genu lub tez takiego jego
fragmentu, ktory jest niezbedny dla inicjacji transkrypcji. W efekcie w komoérkach
myszy nokautowej nie bedzie syntetyzowane dane biatko. Gen moze zosta¢ rowniez
zmody-fikowany w taki sposob, ze kodowane przez niego biatko nie bedzie w petni
funkcjonalne. Moze ono straci¢ np. swoja aktywnos¢ enzymatyczna czy tez zdolnosé
do tworzenia kompleksow z innym biatkiem. Usunigte moga zosta¢ sekwencje kodujace
domeny odpowiedzialne za degradacje biatka, czy tez reszty aminokwasowe podlegajace
modyfikacjom posttranslacyjnym moga zostac zastapione przez aminokwasy ,,niemody-
fikowalne”. W ten sposob uzyskujemy zwierzeta okreslane mianem knock-in. Ich
analiza umozliwia badanie okreslonych funkcji danego biatka. Innym przykladem
modyfikacji typu knock-in jest wymiana okreslonego genu na gen kodujacy inne
bialko. Analiza uzyskanych w ten sposdb zwierzat pozwala okresli¢, czy funkcja danego
genu moze by¢ pelniona przez inny gen. Przyklad takich badan stanowi uzyskanie
myszy, w ktdrych zastapiono gen kodujacy cykling D1 genem cykliny D2 [8] Iub tez
gen cykliny D1 genem kodujacym ludzka cykling E [17].

W latach dziewieédziesiatych XX wieku wprowadzono istotng modyfikacje techniki
uzyskiwania zwierzat nokautowych, pozwalajaca na usunigcie danego genu w okreslo-
nym czasie (wybrany etap rozwoju) i/lub miejscu (wybrany typ komoérek). Technika ta
okazata sig¢ istotna w badaniach, ktorych celem byta analiza funkcji danego genu w
konkretnej tkance czy narzadzie. Uzyskiwanie myszy nokautowej w klasyczny sposéb
moglo prowadzi¢ do sytuacji, kiedy brak syntezy okreslonego czynnika przez caly czas
i we wszystkich komorkach uniemozliwial prawidtowy rozwoj zarodka i powodowat
jego $mier¢ in utero. Tym samym niemozliwe byto stawianie pytan o znaczenie danego
genu i kodowanego przez niego bialka dla prawidtowego funkcjonowania okreslone;j
tkanki lub narzadu w dorostym organizmie. To istotne ograniczenie zostato usunigte,
kiedy opracowano techniki uzyskiwania tzw. nokautéw warunkowych (ang. conditional
knock-out). Modyfikacja klasycznej metody polegata na umieszczeniu wokol genu
(lub jego fragmentu), ktéry chcemy usunag, specyficznych sekwencji rozpoznawanych
przez enzymy bakteryjne — rekombinazg cre (sekwencje LoxP), rekombinaze flip
(sekwencje FRT) lub enzym kodowany przez faga — ®C31 (sekwencje att) [2, 6]. Tak
»otoczony” gen mogt zosta¢ usuniety z komorek tylko wtedy, gdy obecny byt enzym
rozpoznajacy wprowadzone sekwencje. Technika ta umozliwia uzyskanie myszy, w
ktérych komoérkach funkcja genu zachowana jest tak dlugo, jak dtugo nie zostanie
wprowadzona do nich rekombinaza cre czy flip. Z tak zmodyfikowanych myszy
mozliwe jest uzyskanie i hodowla in vitro wybranych komorek, do ktérych mozliwe
jest wprowadzanie wektoréw kodujacych odpowiednie rekombinazy. Obecnie dostgpne
sa takze myszy transgeniczne, ktorych genomy zmodyfikowane zostaty w taki sposdb,



196 M. A. CIEMERYCH

ze rekombinaza cre syntetyzowana jest jedynie w komodrkach okreslonej tkanki czy
narzadu. Krzyzujac ze soba myszy, w ktorych badany gen zostat ,,otoczony” sekwencjami
LoxP, z odpowiednio dobranymi myszami cre mozna uzyska¢ potomstwo, w ktorym
tylko wybrane tkanki pozbawione beda funkcjonalnego genu. Mozliwe jest rowniez
wykorzystanie takich myszy cre, w ktorych komoérkach ekspresja rekombinazy jest
indukowana podaniem odpowiedniego zwigzku chemicznego. Dzigki temu badany gen,
otoczony sekwencjami LoxP, moze zosta¢ usuniety w okreslonych tkankach i w
okreslonym czasie. Technika ta otworzyta zupetlnie nowy rozdziat w badaniach funkcji
gendw — obecnie badacz moze decydowaé, kiedy i w jakich tkankach ,,wylaczyé”
okreslony gen [41, 73, 74].

5.2. Terapie komoérkowe

Uzyskanie ludzkich komoérek ES rozbudzito wielkie nadzieje na ich zastosowanie w
terapiach komorkowych u ludzi. Od wielu lat opracowywane sg techniki réznicowania
zarodkowych komorek macierzystych w okreslone typy komorek, w nadziei, ze bedzie
je mozna wykorzysta¢ dla poprawy regeneracji uszkodzonych tkanek lub tez zastapienia
tkanek funkcjonujacych nieprawidlowo. Naukowcy, ktorzy starajg si¢ opracowac
skuteczne terapie komdrkowe, musza jednak rozwiaza¢ wiele problemow.

Po pierwsze, dtugotrwata hodowla in vitro moze prowadzi¢ do mutacji w genomie
komorek ES. Wiadomo, ze na pewno prowadzi to do zmian w modyfikacjach
epigenetycznych. Wykazal to w 2001 roku zespdt Rudolfa Jaenischa. Opublikowano
wtedy wyniki doswiadczen, w ktorych z jednej macierzystej linii komoérek ES
wyprowadzono kilka linii potomnych. Komorki tych linii poddano réznicowaniu, a
nastepnie wykazano, ze badane linie komdérkowe znaczaco rdéznily si¢ od siebie
poziomem metylacji wybranych genow (gen H19) [24]. Zmiany w metylacji DNA
okreslonych sekwencji, czy tez w metylacji i acetylacji oddziatujacego z DNA histonu
H3, w znaczacy sposdéb wplywaja na ekspresje genow, a co za tym idzie, moga
modyfikowaé np. réznicowanie komorek ES.

Po drugie, wykorzystujac komodrki ES w terapiach nalezy bra¢ po uwage to, ze
wprowadzenie do organizmu komorek niezréznicowanych, o charakterze zarodkowym
moze zaindukowaé powstawanie potworniakdéw. Dlatego obecnie szuka si¢ takich
metod réznicowania i selekcji komorek, ktore pozwola wyeliminowac komorki niezr6z-
nicowane, a zatem ciagle pluripotentne (zobacz np. [80]).

Trzeci, istotny problem zwigzany z wykorzystaniem ludzkich zarodkowych komdrek
macierzystych w terapii wiaze si¢ z dostgpnoscia niewielu linii ludzkich komorek ES.
Planujac przeszczep takich komodrek nalezy bra¢ pod uwage mozliwosé ich odrzucenia
przez biorcg. Problem ten mdglby zosta¢ wyeliminowany, gdyby dostepnych bylo tak
wiele linii komorek ES, ze mozliwe byloby ich dopasowanie pod wzgledem antygenow
zgodnosci tkankowej do kazdego niemal biorcy. Obliczono, ze dysponowanie okoto 200
liniami ES6w pozwolitoby na takie ich dobranie do biorcdw, ze u pacjentow, ktorym
przeszczepiono obce komorki, mozliwe byloby ograniczenie stosowania immunosupresji.
Obecnie jednak tego typu przedsigwzigcie wydaje si¢ niemozliwe, gldwnie ze wzgledu
naregulacje prawne obowiazujace w krajach prowadzacych badania z wykorzystaniem
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komorek ES. Brana byta réwniez pod uwage mozliwos¢ uzyskania komérek macie-
rzystych pozbawionych kluczowych antygenow zgodnosci tkankowej. W obliczu tych
trudnosci duze nadzieje poklada si¢ w klonowaniu terapeutycznym.

5.3. Klonowanie terapeutyczne

Prototyp metody uzyskiwania ,,skrojonych na miar¢” zarodkowych komoérek
macierzystych , czyli komorek o genotypie identycznym z genotypem danego zwierzecia
czy cztowieka, zostal opracowany w latach dziewigcdziesiatych zesztego stulecia.
Pierwszym sklonowanym zwierzgciem byta owca Dolly. Podobna technika zastosowana
zostala podczas klonowania rowniez innych gatunkow zwierzat. Wykorzystano ja takze
w badaniach, w ktorych najpierw sklonowano zarodek myszy, a nastgpnie uzyskano z
niego komoérki ES. W pierwszym etapie tych doswiadczen przeprowadzono mikroma-
nipulacyjne usuniecie DNA z owulowanego oocytu myszy (chromosomy utozone w
ptytce metafazy Il podziatu mejotycznego). Nastepnie na jego miejsce wprowadzono
jadro komorki somatycznej dawcy i taki oocyt pobudzono do rozwoju partenoge-
netycznego. Stworzony w ten sposob zarodek przeszedt kolejne podziaty bruzdkowania,
a kazda z jego komorek funkcjonowata pod kontrola jadra wywodzacego si¢ od jadra
komorki dawcey czyli komoérki somatycznej. Po osiagnigciu przez zarodek stadium
blastocysty uzyskano z niej zarodkowe komorki macierzyste identyczne pod wzgledem

komorka
somatyczna

owulowany
oocyt ) hodowla do uzyskanie
enukleacja fuzja w polu aktywacja stadium linii ES
oocytu elektrycznym blastocysty (NtES)

RYCINA 5. Klonowanie somatyczne — uzyskiwanie komoérek ntES. Z owulowanego oocytu myszy
usuwane jest wrzeciono oraz chromosomy metafazy Il podzialu mejotycznego. Nastepnie pod ostonke
otaczajaca oocyt wprowadzana jest komorka somatyczna dawcy. Umieszczenie oocytu w polu
elektrycznym indukuje fuzj¢ obu komorek — jadro komdrki somatycznej trafia do cytoplazmy oocytu.
Alternatywnie, jadro komorki somatycznej moze zosta¢ wstrzyknigte mikropipeta wprost do wngtrza
oocytu. Aktywowany partenogentycznie oocyt (impulsem aktywujacym moze by¢ umieszczenie w
polu elektrycznym, w roztworze zawierajacym jony strontu lub w niskoprocentowym roztworze
alkoholu etylowego) przechodzi podziaty bruzdkowania i osiaga stadium blastocysty. Z wezla
zarodkowego blastocysty uzyskuje si¢ komorki ntES
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genetycznym z komdrkami dawcy (ryc. 5). Komérki te okreslono mianem ntES (ang.
nuclear transfer ES). W dotychczas przeprowadzonych badaniach do oocytéw wpro-
wadzano juz jadra tak r6znych komorek, jak fibroblasty czy limfocyty B [23]. Wykazano
takze, ze uzyskane komoérki ntES mozna réznicowaé w okreslone tkanki i potencjalnie
wykorzystywaé w terapiach komérkowych.

Komérki ntES, podobnie jak klasyczne komorki ES, mozna takze poddawac mani-
pulacjom genetycznym majacym na celu np. usunigcie istniejacej mutacji. Stosujac te
technike ,,wyleczono” mysz, ktora pozbawiona byta genu Rag2 kodujacego enzym
niezbedny do powstawania limfocytow T i B. Fibroblasty pobrane z ogona takiej
nokautowej myszy zostaty dawcami jader komorkowych wprowadzanych do oocytow.
Po aktywacji partenogenetycznej oocyty utworzyty zarodki, z ktorych po osiagnigciu
stadium blastocysty wyprowadzono lini¢ komorek ntES. Do komorek tych w drodze
elektroporacji wprowadzono plazmid zawierajacy odpowiednio przygotowany konstrukt
kodujacy gen Rag?2, a nastgpnie poddano selekeji w celu uzyskania klonu, w ktorym
doszto do rekombinacji homologicznej oraz wstgpnemu roéznicowaniu w kierunku

wprowadzenie
zrdznicowanych
komorek
do myszy Rag2-/-

uzyskanie
fibroblastow z ogona
myszy Rag2-/-

Rag2-/- ‘>

N\

réznicowanie .
wprowadzenie
jadra fibroblastu

‘ Rag2 4 do oocytu

- <«
kule zarodkowe rozwoj sklonowanego
povysta{e zarodka do stadium
z Il((c:)réwgr e(‘:( EEES uzyskanie linii ntES blastocysty
enllgayz elektroporacja
8 g plazmidem kodujacym
gen Rag2

RYCINA 6. Klonowanie terapeutyczne. Z ogona myszy, ktorej komorki pozbawione byly obu alleli genu
kodujacego enzym Rag?2, (Rag2-/-) pobrano fibroblasty. Jadro fibroblastu postuzyto do sklonowania zarodka,
z ktorego, gdy osiagnat stadium blastocysty, uzyskano komorki ntES. Do komorek tych elektroporowano
wektor zawierajacy gen Rag2 wraz z otaczajacymi go sekwencjami homologicznymi do sekwencji genomowych
zlokalizowanych wokdt genu, ktéry ma zosta¢ zastapiony. Po wyselekcjonowaniu klondw komorek (konstrukt
kodowat réwniez gen warunkujacy opornos¢ na antybiotyk), ktore zintegrowaly gen w prawidlowy sposob,
komorki poddano réznicowaniu in vitro. Po umieszczeniu ich w pozywce pozbawionej LIF utworzyly one
kule zarodkowe, z ktorych, stosujac odpowiednie czynniki wzrostu, uzyskano komorki hematopoetyczne.
Komorki te wprowadzono do krwioobiegu myszy Rag2-/-, gdzie réznicowaty w limfocyty T i B (schemat
adaptowany za zgoda wydawnictwa Elsevier: Cell [54] copyright 2002)
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komérek hematopoetycznych. Takie komorki wprowadzono do krwioobiegu myszy
pozbawionej genu kodujacego Rag2 i w ten sposob doprowadzono do usunigcia
»defektu” —we krwi leczonego zwierzecia pojawily sie limfocyty [54] (ryc. 6). Istnieje
juz zatem technika, ktora teoretycznie mogtaby by¢ zastosowana w terapii cztowieka.
Na przeszkodzie probom jej wykorzystania staja jednak istotne ograniczenia, przede
wszystkim bardzo mala dostepnos¢ oocytow ludzkich, ktore bytyby biorcami jader
komorek somatycznych. Doniesienia o uzyskaniu ludzkich komoérek ntES oraz
wykorzystaniu ich do terapii okazaly si¢ sfalszowane [25, 26, 59]. By¢ moze do
opracowania dogodnej metody klonowania terapeutycznego doprowadza badania,
ktorych wykonywanie zostato ostatnio dopuszczone w Wielkiej Brytanii, a w ktorych
biorcami jader ludzkich komoérek somatycznych miatyby by¢ oocyty innego gatunku
ssaka. W doswiadczeniach takich nie bylyby wigc wykorzystywane ludzkie oocyty.
Tymczasem jednak lata2006 i 2007 przyniosty nadziej¢ na nowy, niebudzacy zastrzezen
etycznych, sposob uzyskiwania komodrek ES.

6. KOMORKI iPS
CZYLI OD FIBROBLASTU DO KOMORKI MACIERZYSTEJ

Latem 2006 roku pojawilo si¢ pierwsze doniesienie wykazujace, ze mysie
pluripotentne komorki mozna uzyskac z fibroblastow. Takahashi i Yamanaka opublikowali
wyniki doswiadczen udowadniajacych, ze jednoczesna ekspresja gendw Oct-4, Sox2,
Kilf4 i c-Myc moze doprowadzi¢ do przeksztatlcenia fibroblastow w komorki
pluripotentne, okreslane przez badaczy jako komorki iPS (ang. induced Pluripotent
Stem) [66]. Podobne proby zostaly z powodzeniem przeprowadzone takze przez inne
grupy badawcze [40, 53, 76]. Wskazanie odpowiedniego zestawu genow nie bylo proste.
Japonscy badacze wytypowali najpierw 24 geny, o ktorych wiadomo bylo, ze odgrywaja
kluczowa rolg w utrzymywaniu pluripotencji przez komorki ES lub tez, ze zaangazowane
sa w regulacje proliferacji komorek. Testowano aktywne formy takich gendw, jak:
beta-katenina, Stat3, Nanog, Oct-4, ale takze onkogenu c-Myc oraz nieaktywne
formy genow, ktore nie sprzyjaja utrzymaniu pluripotencji, jak np. Grb2. Fibroblasty
byly kolejno transfekowane wirusami, kodujacymi oddzielnie kazdy z testowanych
czynnikow. Nie doprowadzito to jednak do zmiany cech tych komorek. Natomiast
nadekspresja wszystkich 24 genéw spowodowala przeksztatcenie fibroblastow w
komorki, ktore mialy cechy komoérek ES. Kolejne doswiadczenia, majace na celu
znalezienie czynnikéw krytycznych, pozwolily ustali¢, ze polaczenie czterech z nich
jest wystarczajace do transformacji fibroblastow w komorki iPS. Oct-4 i Sox2 sg to
biatka, o ktérych wiadomo bylo, ze sa kluczowe dla zachowania pluripotencji przez
komorki ES, K1f4 jest czynnikiem odpowiedzialnym za represje p53, biatka, ktére bierze
udzial migdzy innymi w zahamowaniu syntezy innego kluczowego dla pluripotencji
czynnika — Nanog. ¢c-Myc jest biatkiem stymulujacym podziaty komorkowe oraz
zaangazowanym w indukcje apoptozy — ten efekt uboczny znoszony jest jednak przez
aktywnos¢ Klf4. Komorki iPS, ktore uzyskano po nadekspresji tych genow w fibro-
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blastach charakteryzowala ekspresja genow typowych dla zarodkowych komoérek
macierzystych [5, 56, 66]. Byly one w stanie roznicowac in vivo —tworzyly potworniaki,
a wprowadzone do jamy blastocysty braty udzial w powstawaniu wszystkich tkanek
rozwijajacego sie chimerowego zarodka. Mogly z nich réwniez powstawaé gamety —
uzyskane myszy chimerowe byly plodne, a ich mlode zawieraty w swoich genomach
markery wprowadzone do fibroblastow podczas uzyskiwania komorek iPS [46]. Niestety,
ekspresja onkogenu c-Myc nie zawsze pozostawala bez negatywnych konsekwencji.
U znaczacego odsetka myszy badanych przez zespot Yamanaki rozwingly si¢ nowotwory
[46]. Proba wyeliminowania tego zagrozenia zostata podjeta przez Jaenischa i jego
wspolpracownikow, ktorzy w swoich kolejnych doswiadczeniach wykorzystywali
konstrukt kodujacy gen c-Myc otoczony sekwencjami LoxP. Po uzyskaniu komorek
iPS usuwano c-Myc wprowadzajac do tych komorek rekombinazg cre [22]. Przepro-
wadzono réwniez badania, w ktérych komorki iPS uzyskiwane byly z pominigciem
nadekspresji c-Myc [44]. Dodatkowe analizy wykazaty, ze komoérki iPS mozna
identyfikowa¢ wylacznie na podstawie ich morfologii i dzigki temu wyeliminowaé
stosowany w oryginalnych pracach skomplikowany system selekcji [53]. Komorki iPS
uzyskano nie tylko z fibroblastow, ale takze z mysich hepatocytow oraz komorek
nabtonkowych zotadka [1]. Badania analizujace mechanizmy odpowiedzialne za
przeprogramowanie zroznicowanej mysiej komorki somatycznej (fibroblastu) w komorke
pluripotentng wykazaly, ze pierwszym etapem transformacji bylo wyciszenie ekspresji
genow charakterystycznych dla komorki somatycznej [63]. Nastepnie komorki
rozpoczynaly synteze¢ czynnikow typowych dla komorek zarodkowych i komorek ES
(np. bialko powierzchniowe SSEA-1). Kolejnym etapem byta aktywacja genow
odpowiedzialnych za zachowanie pluripotencji. Zaskakujace okazato si¢ odkrycie, ze
geny kodujace markery pluripotencji Nanog czy Oct-4 nie byly aktywowane jako
pierwsze, lecz dopiero po reaktywacji innego markera komorek pluripotentnych, genu
Fbx15. Dotychezas uwazano, ze ekspresja tego genu regulowana jest wlasnie przez
Oct-4 [71]. Ponadto, w komorkach iPS wznawiana byla synteza telomerazy [63].

Réwnoczesnie z doniesieniami na temat uzyskania mysich komorek iPS pojawily
si¢ prace, w ktorych opisywano podobny sposob otrzymywania ludzkich komorek iPS.
Ludzkie fibroblasty, do ktéorych wprowadzono ten sam zestaw genow, rowniez
przeksztatcaty si¢ w komorki pluripotentne charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja
telomerazy i synteza czynnikdw charakterystycznych dla komérek ES oraz réznicujace
in vitro 1 tworzace teratomy [35, 49, 65].

Réwnolegle z opracowywaniem optymalnych technik uzyskiwania komérek iPS
prowadzono badania majace na celu wykorzystanie tych komorek w terapii. Pierwszym
obiektem takich doswiadczen byly myszy pozbawione genu beta-globiny stanowiace
zwierzgcy model ludzkiej anemii sierpowatej [22]. Uzyskane z fibroblastow tych myszy
komorki iPS zostaly poddane elektroporacji w obecnosci plazmidu kodujacego gen
beta-globiny. Zabieg ten doprowadzit do uzyskania komoérek, w ktorych doszto do
rekombinacji homologicznej i wprowadzenia funkcjonalnego genu w prawidlowe miejsce
genomu myszy. Tak ,,nareperowane” komorki iPS poddano réznicowaniu w komorki
hematopoetyczne, a nastepnie wprowadzono je do krwioobiegu myszy z objawami
anemii sierpowatej. W efekcie we krwi myszy obok erytrocytow ,,sierpowatych”
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wykrywano normalne krwinki i zaobserwowano takze czgsciowe ustgpienie objawow
anemii u tych zwierzat [22]. Pojawila si¢ wigc nadzieja na opracowanie techniki podobnej
do klonowania terapeutycznego, ktora moglaby by¢ stosowana w leczeniu ludzkich
chordb. Autorzy tej pracy podkreslaja jednak, ze zanim to nastapi, konieczne jest
opracowanie modyfikacji pozwalajacych na catkowite pominiecie ekspresji onkogenu
c-Myc oraz zaniechanie wykorzystywania retrowirusow, jako nos$nikow genow
wprowadzanych do fibroblastéw. Jak juz wspomnialam, opracowywane sa techniki,
ktére nie wymagaja wprowadzania do komorek onkogenu c-Myc [44]. Ponadto,
szczegdlnie wazne jest kontynuowanie doswiadczen, ktore zapewnityby opracowanie
skutecznych metod réznicowania komorek iPS [22].

PODSUMOWANIE

Uzyskanie zarodkowych komodrek macierzystych oraz opracowanie technik ich
modyfikacji genetycznej stworzylo szansg na prowadzenie wielu bardzo istotnych badan.
Pozwolily one na zrozumienie funkcji wielu genow, a takze mechanizméw roznicowania
komorek. Mozliwe bylto takze opracowanie nowatorskich metod badawczych i
zainicjowanie badan, ktorych nadrzednym celem bylo opracowanie skutecznych metod
naprawy uszkodzonych lub nieprawidtowo funkcjonujacych tkanek. Poznanie mecha-
nizmoéw warunkujacych pluripotencje oraz samoodnawianie komorek macierzystych
okazalo si¢ kluczowe dla opracowania techniki przeksztatcania komorek somatycznych
w komorki majace cechy komoérek macierzystych. Historia odkrycia i poznawania
cech tych komorek pokazuje, w jak Scistej zaleznosci pozostaja biologiczne badania
podstawowe i te prowadzone przez nauki medyczne
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