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Streszczenie: Komorki macierzyste to komorki majace mozliwosé samoodnowy i réznicowania we wszyst-
kie typy komorek budujacych w petni funkcjonalny narzad. Prawidtowe funkcjonowanie komérek macie-
rzystych i progenitorowych jest podstawa wzrostu, réznicowania i regeneracji nabtonka wydzielniczego
podczas powtarzajacych sie cykli ciazy, laktacji i inwolucji. [zolacja i charakterystyka komdrek macie-
rzystych gruczotu sutkowego jest kluczowym elementem zrozumienia proceséw rozwoju, prawidtowe-
go funkcjonowania, jak rowniez powstawania nowotworow sutka. Opracowano kilka metod identyfika-
¢ji i charakterystyki komorek macierzystych i progenitorowych. Wystgpowanie komorek macierzystych
w gruczole sutkowym potwierdzono wykorzystujac zardowno metody analizy ultrastrukturalnej in situ,
jak i powszechnie stosowane systemy funkcjonalnej charakterystyki in vitro i in vivo. Najczesciej wyko-
rzystywanymi wskaznikami komdrek macierzystych gruczotu sutkowego sa biatka powierzchniowe,
takie jak: receptory integrynowe, Sca-1, CD24 i brak receptorow hormonoéw steroidowych. Niestety
dotychczas nie udato sie zidentyfikowa¢ markera charakterystycznego tylko i wylacznie dla komérek
macierzystych. Identyfikacja specyficznych bialek wskaznikowych pozwoli na sporzadzenie moleku-
larnego portretu transkryptomicznego komorek macierzystych gruczotu sutkowego i ustalenie kluczo-
wych gendéw zaangazowanych w proces jego prawidlowego rozwoju.

Stowa kluczowe: gruczot sutkowy, komdrki macierzyste, rozwoj, réznicowanie.

Summary: Stem cells are cells with a capacity to self-renew and to generate daughter cells that can
differentiate into different cell lineages to form all the cell types that are found in the mature tissue. The
activity of mammary stem cells and their mitotic progeny is fundamental to normal mammary growth,
differentiation and regeneration in successive cycles of pregnancy, lactation and involution. The isolation
and characterization of mammary stem cells is fundamental to understanding mammary gland develop-
ment and tissue homeostasis as well as breast oncogenesis. Several complementary approaches have been
employed to isolate, identify and enrich mammary epithelial cells that maintain stem/progenitor cell
characteristics. /n situ studies of mammary tissue identified potential mammary stem and progenitor cells
at the ultrastructural and light microscopy levels at all stages of mammary development. Evidence for the
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existence of mammary stem and progenitor cells has also been provided by in vitro and in vivo studies.
The most useful markers for isolating stem/progenitor cells are the combination of integrin receptors, stem
cell antigen-1 (Sca-1), CD24 and lack of steroid hormone receptors, but neither of them are exclusive
markers of mammary gland stem cells. The challenge now is to identify new markers, so that these cells
can be purified in such a way that meaningful gene expression profiles can be obtained.

Key words: mammary gland, stem cells, development, differentiation.

WPROWADZENIE

Obecnos¢ somatycznych komoérek macierzystych, charakteryzujacych si¢ mozli-
woscia samoodnowy, jak rowniez réznicowania w inne typy komorek budujacych
dany narzad zostata potwierdzona w wielu tkankach m.in. migs$niach szkieletowych
[36], tkance nerwowej [2] i gruczole sutkowym [48].

Gruczot sutkowy zaczyna si¢ réznicowa¢ z ektodermy juz we wezesnych stadiach zycia
embrionalnego, przy czym dalszy proces jego rozwoju wykazuje pewne roéznice gatunkowe
[8]. Pelnemu rozwojowi ulega dopiero pod wptywem dziatania hormondw steroidowych w
okresie cigzy, po ktdrej nastaje okres laktacji. Nastepujace po sobie wielokrotnie podczas
zycia cykle ciazy, laktacji i inwolucji sugeruja, iz w gruczole sutkowym istnieje populacja
niezroznicowanych komorek macierzystych. Pozwalaja one na wzrost gruczolu w czasie
dorastania, silny rozwoj i przebudowe w okresie ciazy, laktacji i regeneracyjnej inwolucji, a
takze biorg udziat w procesie odnowy uszkodzonych tkanek [27].

Pierwsze dowody na istnienie komoérek macierzystych w gruczole sutkowym dostarczyly
badania z lat 50. ub. wieku, kiedy to DeOme i wspdtpracownicy [19] zaobserwowali, iz
fragmenty tkanki nablonkowej pobrane z dowolnego regionu gruczotu sutkowego myszy
dawcy, przeszczepione do poduszeczek tluszczowych myszy biorcy, pozbawionej jej wilasnej
tkanki nablonkowej, rozwijaja si¢ w normalny, zawierajacy przewody, pecherzyki i komorki
migsniowo-nablonkowe gruczot sutkowy. Kolejne doswiadczenia z uzyciem techniki
przeszczepienia wykazaly, iz komorki macierzyste sa obecne w gruczole sutkowym na
kazdym etapie jego rozwoju i przez calg dlugos¢ zycia myszy [41]. Kordon i Smith [28]
przy uzyciu komérek nablonka gruczotu sutkowego znakowanych wirusem MMTV
(Mouse Mammary Tumor Virus) potwierdzili, iz pojedyncza komorka macierzysta
przeszczepiona do beznablonkowych poduszeczek thuszczowych myszy biorcy jest zdolna
do wytworzenia kompletnego, funkcjonalnego gruczotu sutkowego.

Dhugi okres zycia, a tym samym zwigkszona ekspozycja na czynniki kancerogenne,
potaczone z ogromnym potencjatem proliferacyjnym zdecydowaty, iz komérki macie-
rzyste postrzegane sa jako potencjalne miejsce poczatku transformacji nowotworowej
[1, 22, 49]. Ogromna wartos$¢ poznawcza dla biologii rozwoju i patologii gruczotu
sutkowego kobiet spowodowaly, ze izolacja i charakterystyka komdrek macierzystych
staly si¢ gldwnym celem prac wielu badaczy. Ponadto identyfikacja komorek
macierzystych w gruczole sutkowym zwierzat gospodarskich, takich jak bydto
mleczne, uczynily z nich potencjalne narzedzie do sterowania rozwojem tego narzadu
w kierunku zwigkszenia wydajnosci produkcji, a tym samym rozwoju przemystu
zwiazanego z przetworstwem mleka.
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WSKAZNIKI ZROZNICOWANIA KOMOREK NABLONKA
GRUCZOLU SUTKOWEGO

Gruczol sutkowy u dorostych osobnikow ma budowe zrazikowo-pgcherzykowa,
na ktdra sktada si¢ silnie rozgateziona sie¢ przewodoéw mlekonosnych zakonczonych
pecherzykami wydzielniczymi. Swiatlo przewodéw i pecherzykéw wystane jest
warstwa komorek nablonkowych, te z kolei otoczone sa komoérkami mig$niowo-
nabtonkowymi, majacymi kontakt z blona podstawna [51].

Nabtonek gruczolu sutkowego czlowieka zostal zbadany pod katem ekspresji
wielu bialek. Wykazano, iz SMA (ang. smooth muscle actin), keratyna 14 (K14),
CD10 (CALLA), CD49f (integryna-a6), CD44v6 i wimentyna sa zlokalizowane
gléwnie w komorkach mig$niowo-nabtonkowych [45]. Wyjatkiem jest K14, ktorej
niski poziom ekspresji moga wykazywaé¢ réwniez komorki wyscielajace swiatlo
duzych przewodow mlekonosnych i wimentyna, zlokalizowana w fibroblastach tkanki
zrgbowej. Markerami shuzacymi do wykrycia komorek nablonkowych wyscielajacych
$wiatto przewodow mlekonosnych sa keratyny: K18 i K19, CD24 [25], CD133 [18,
39] i MUCI [47]. Ponadto stwierdzono wystepowanie biatka EpCAM (ang.
epithelial cell adhesion molecule) znanego rowniez jako ESA (ang. Epithelial
Specific Antigen) jako charakterystyczne dla komoérek nablonkowych $wiatla
przewodow, podczas gdy brak jego ekspresji w komorkach mioepitelialnych.

U myszy identyfikacja komorek mioepitelialnych i nabtonkowych $wiatla
przewodow odbywa sie gldwnie za pomoca charakterystyki ekspresji odpowiednio
K14 i K18. Zesp6t Sleemana [38] opracowal bardzo prosta metode separacji
komorek nabtonkowych swiatta kanalikow, komorek mioepithelialnych i komorek
niemajacych pochodzenia nablonkowego na podstawie ekspresji CD24. W gruczole
sutkowym myszy zidentyfikowano 3 populacje komdrek rdzniacych si¢ poziomem
CD24. Dalsza analiza z wykorzystaniem przeciwciat specyficznych dla K8/18 i K14
wykazata, iz: komorki o wysokim poziomie ekspresji CD24 (CD24"#") maja charakter
nablonka wyscietajacego swiatlo kanalikow, komorki z niskim poziomem CD24
(CD24") to komoérki mioepitelialne, natomiast brak ekspresji CD24 jest typowy dla
komorek niemajacych charakteru nablonkowego.

IDENTYFIKACJA KOMOREK MACIERZYSTYCH
W GRUCZOLE SUTKOWYM

Morfologiczne cechy komoérek macierzystych

Poszukiwanie komorek macierzystych w gruczole sutkowym rozpoczeto od analizy
morfologicznej tkanki nablonkowej na roznych etapach rozwoju [12, 13]. Na
podstawie analizy ultrastrukturalnej gruczotu sutkowego myszy i szczurow zapropono-
wano, iz komorki mate, o jasno wybarwionej cytoplazmie — SLC (small light cell)
niewykazujace cech specjalizacji, majace duzy stosunek wielkosci jadra komorko-
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wego do cytoplazmy, moga by¢ multipotencjalnymi komérkami macierzystymi. Teza
ta postawiona zostala na podstawie ich budowy cytologicznej (brak ziarnistosci na
terenie cytoplazmy), rozmieszczenia przestrzennego (brak kontaktu ze $wiatlem
przewodow) i czestosci wystepowania wzgledem zlokalizowanych w tkance miaz-
szowej: a) niezréznicowanych, duzych, jasnych komérek — LLC (large light cell)
uwazanych za komoérki progenitorowe; b) duzych, ciemnych komoérek — LDC (large
dark cell) odpowiadajacych morfologicznie w peini funkcjonalnym komoérkom
nablonkowym $wiatla przewodow; c¢) komoérek migsniowo-nabltonkowych [42].
Zaproponowano, iz SLC, jako najbardziej pierwotne daja poczatek komodrkom
progenitorowym — LL.C, te z kolei w wyniku wielokrotnych podzialoéw i réznicowania
przeksztalcaja sie w LDC lub komdrki migsniowo-nablonkowe. Komorki SLC tworza
najmniejsza populacje, stanowiaca ok. 3% wszystkich komorek nablonkowych
gruczotu sutkowego, podczas gdy liczba LLC i LDC jest wieksza i wynosi
odpowiednio 5 i 70-75%. Ponadto SLC wystepuja pojedynczo lub tworza pary
homogenne lub heterogenne z LLC. Wystepowanie zréznicowanych par sugeruje,
iz SLC moga ulega¢ charakterystycznym dla komodrek macierzystych dwém typom
podzialéw. Symetrycznemu, podczas ktorego dochodzi do wytworzenia dwoch
identycznych komoérek macierzystych, oraz asymetrycznemu, w wyniku ktérego
powstaje komodrka macierzysta (SLC) i ulegajaca dalszemu réznicowaniu komorka
progenitorowa (LLC) [28]. Podobny wzdr rozwoju ultrastruktury komoérek nabtonko-
wych stwierdzono w gruczole sutkowym bydla mlecznego (ryc. 1). Analiza
histologiczna nabtonka gruczotu sutkowego bydla wykazata, ze podczas rozwoju
dochodzi do spadku liczebnosci komorek jasnych i wzrostu liczebnosci zroznicowanych
komorek ciemnych. Podobny efekt wywotuje obecnos¢ hormonow laktogennych, co
dodatkowo potwierdza pierwotny charakter SLC [14, 24].

LRC — komorki zachowujace znacznik

W celu identyfikacji komorek macierzystych gruczotu sutkowego, podjeto proby
adaptacji metody opisanej w badaniach komoérek macierzystych naskoérka, jelita i
komorek satelitowych migsni [31, 32]. Opiera si¢ ona na inkorporacji znakowej
H3-tymidyny badz jej analogu BrdU do nowosyntetyzowanego DNA, a nastepnie
badaniu czasu utrzymywania wyznakowanej matrycy w komérce. W zwiazku z tym,
iz komorki macierzyste postrzegano jako wyciszone, znajdujace si¢ poza cyklem
komoérkowym, wykazujace niska aktywnos¢ proliferacyjna w poréwnaniu z reszta
komorek, wyznakowanie na wczesnych etapach rozwoju DNA powinno by¢ w nich
utrzymywane przez dlugi czas. Komodrki wykazujace taka wlasciwosé okreslono
mianem LRC (ang. label retaining cell).

W gruczole sutkowym myszy w wieku 3-8 tygodni dochodzi do silnej proliferacji
komorek, bedacej podstawa procesu morfogenezy przewoddéw mlekonosnych. Strefy
silnego wzrostu zlokalizowane sg na zakonczeniach powstajacych przewodéw —TEB
(terminal end buds), a komodrki je budujace daja poczatek komérkom nabton-
kowym, jak i migsniowo-nablonkowym. Welm i wspolpracownicy [50] przeprowadzili
eksperyment, w ktorym myszom w wieku 3 tygodni podawano przez okres 14 dni
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RYCINA 1. Zdj¢cie z mikroskopu elektronowego przedstawiajace fragment tkanki gruczotu sutkowego
dwuletniej jatowki. Wsrod duzych, jasnych (LLC), duzych, ciemnych komdrek (LDC) i komorek
migsniowo-nablonkowych (MY O), wykazujacych oznaki specjalizacji pojawiaja si¢ mate, jasne komorki
(SLC). Ze wzgledu na duze jadro komorkowe, stabo wyksztatcony aparat cytoplazmatyczny, nieliczne
polaczenia punktowe (strzalki pelne) i odcinkowe (strzatki puste) typu gap junction oraz wystgpowanie
w czgsci przypodstawnej przewodow mlekonosnych, komorki te uwazane sa za niezroznicowane komorki
macierzyste/progenitorowe; BM wskazuje na lokalizacj¢ btony podstawnej

FIGURE 1. Electron microscopy image of 2 years old heifer's mammary tissue. Image represents: LLC —
large light cell, LDC — large dark cell, MYO — myoepithelial cells, SLC — small light cell. Large nucleus,
cytoplasm with no structural evidence of specialized functions, basal localization, occasional tight junc-
tions (black arrows), and gap junctions (open arrows) suggest that SLC may represent undifferentiated
population of stem/progenitor cells; BM indicates the localization of basement membrane
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BrdU, a skutecznos¢ inkorporacji monitorowana byla przez kolejne 9 tygodni. W
momencie zakonczenia podawania znacznika ok. 70% komorek nabtonkowych
wykazywato jego obecno$¢, niemniej jednak na skutek dalszych podziatow
wyznakowany material genetyczny ulegat ,,rozcienczeniu”. 9 tygodni pdzniej, kiedy
to proces morfogenezy byt zakonczony, tylko ok. 5% komorek utrzymy-wato
wyznakowane DNA. Ze wzgledu na niska aktywnos¢ proliferacyjna, wyciszony
charakter i obecnos¢ na wszystkich etapach rozwoju gruczotlu sutkowego uznano,
iz populacja ta moze zawiera¢ niezréznicowane komorki macierzyste.

Smith [43] stosujac metod¢ podwojnego znakowania komoérek gruczotu sutkowego
przy wykorzystaniu BrdU i H3T wykazal, iz wérod LRC sg komorki proliferujace,
a utrzymywanie znakowanej matrycy odbywa si¢ nie tylko droga wyjscia z cyklu
komoérkowego, ale rowniez przez podziat asymetryczny. Podczas tego procesu
wyznakowane BrdU-DNA matrycowe utrzymywane jest w komodrce, a nowo
powstate, znakowane H3T-DNA, przekazywane jest komorkom potomnym.
Przyjmuje sig, iz proces selektywnej segregacji materiatu genetycznego ma chronié
komorki macierzyste wystepujace w tkance od mutacji, zmniejszajac w ten sposob
ryzyko transformacji nowotworowej. Proby przeszczepienia komorek nabtonka
gruczolu sutkowego wykazujacych stata ekspresje lacZ udowodnily, iz LRC
zlokalizowane w odrastajacej tkance ulegaja zarowno asymetrycznym podziatom, jak
i samoodnowie, co jest cecha przypisywana komoérkom macierzystym. Ostatnie
badania wykazaly, ze komoérki te sa rowniez obecne w gruczole sutkowym w okresie
cigzy, kiedy to dochodzi do silnego rozwoju pecherzykdow wydzielniczych [5]. Czesé
komoérek LRC wystepujacych w przestrzeni okoloprzewodowej i okotopgcherzykowe;j,
nie ma biatek charakterystycznych dla komorek endotelialnych (CD31), mezenchy-
malnych (SMA, desmina), jak roéwniez nablonkowych (cytokeratyny, receptorow
estrogenowych — ER lub progesteronowych — PR). Postuluje sie, iz w miejscach
wystepowania LRC, w okresie ciazy moze dochodzi¢ do rozgaleziania przewodow
lub tworzenia nowych pecherzykow wydzielniczych.

Pierwotny charakter LRC zidentyfikowanych w gruczole sutkowym cztowieka
potwierdza rowniez zwigkszona w porownaniu z reszta komorek nabtonkowych
ekspresja domniemanych markeréw komorek macierzystych CDKI p21WAFICIPL
Msi 1 [14, 15, 16].

Przedstawione dane potwierdzaja, iz w obrebie populacji LRC moga znajdowaé
si¢ komorki wykazujace cechy komorek macierzystych/progenitorowych, niemniej
jednak analiza wzoru ekspresji receptorow steroidowych [9, 17] i bialek charakte-
rystycznych dla komoérek zréznicowanych [50] wskazuje na jej niejednorodnosé.

FUNKCJONALNA CHARAKTERYSTYKA KOMOREK MACIERZYSTYCH

Ultrastrukturalna analiza budowy gruczotu sutkowego wykazata obecnos¢
komdrek morfologicznie niezréznicowanych, natomiast wystgpowanie LRC dowiodlo
istnienia populacji o niskiej aktywnosci podziatowej lub dzielacej si¢ asymetrycznie.
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Wykorzystanie opisanych metod nie pozwala jednak na przeprowadzenie funkcjonalnej
charakterystyki wytypowanych populacji. Konieczne stato si¢ opracowanie technik
badawczych umozliwiajacych potwierdzenie, czy wskazane komorki maja podsta-
wowe wlasciwosci charakterystyczne dla komoérek macierzystych, takie jak mozli-
wos¢ samoodnowy i przeksztalcania w rozne typy komodrek budujacych gruczot
sutkowy. Rozwdj technik cytometrycznych, polaczonych z mozliwoscia wysoko-
rozdzielcze] separacji poszczegdlnych populacji komoérek na podstawie ekspresji
wybranych markerdw, znacznie usprawnil charakterystyke komérek macierzystych
gruczohu sutkowego. Pierwotny charakter wyizolowanych grup komorek moze zostaé
zweryfikowany przy wykorzystaniu metod hodowli in vitro, jak i systemow in vivo.

Metody identyfikacji komodrek macierzystych in vitro

Jednym ze sposobow identyfikacji komorek macierzystych w gruczole sutkowym
jest zbadanie zdolnosci pojedynczej komoérki do tworzenia zroznicowanych kolonii —
CFC (colony forming cell). Zawiesina pojedynczych komorek, uzyskana za pomoca
mechanicznej i enzymatycznej dysocjacji pobranej tkanki, wysiewana jest w matym
zageszezeniu umozliwiajacym ich klonalny wzrost. Hodowle maja charakter adheren-
tny, a naczynia hodowlane pokryte moga by¢ odzywcza warstwa fibroblastow
poddanych dziataniu promieniowania [17, 37], pokryte zelem kolagenowym [21] lub
wyciagiem biatek macierzy zewnatrzkomorkowej — Matrigel [37]. Uzyskane kolonie
analizuje si¢ metoda immunohistochemiczng wykorzystujac ekspresje opisanych
powyzej biatek, co pozwala odrozni¢ poszczegdlne typy komoérek budujacych gru-
czol. Powstawanie kolonii skladajacych sie z komoérek o profilu nablonkowym i
mig$niowo-nablonkowym potwierdza multipotencjalny charakter wyjsciowej komorki.

Opierajac si¢ na badaniach komorek macierzystych uktadu nerwowego [7] Dontu
i wsp. [21] opracowali inng metod¢ hodowli pozwalajaca na funkcjonalna charakte-
rystyke komorek nabtonka gruczotu sutkowego w warunkach laboratoryjnych.
Wigkszos¢ komodrek nablonkowych utrzymywanych w hodowli uniemozliwiajacej
adherencj¢ ulega wywolanej brakiem kontaktu z macierza zewnatrzkomorkowa
apoptozie, okreslanej mianem anoikis. Wsrdéd komorek wyizolowanych z gruczotu
sutkowego czlowieka wykazano obecnos¢ matej populacji komoérek przezywajacych,
tworzacych kuliste struktury zwane mammosferami. Enzymatyczna dysocjacja
mammosfer i ponowna hodowla uzyskanych komoérek w warunkach nieadherentnych
wykazaly utrzymywanie si¢ potencjatu do tworzenia mammosfer ze stala wydajnoscia
przez kolejne 5 powtdrzen eksperymentu. Ponadto czg$¢ wytworzonych struktur
zbudowana byla z komoérek nablonkowych i migsniowo-nabtonkowych. Obserwacje
te potwierdzaja zdolnos¢ komorek tworzacych mammosfery do samoodnowy i
réznicowania. Hodowla nieadherentna w warunkach umozliwiajacych wzrost klonalny
potwierdzila istnienie pojedynczych komorek zdolnych do tworzenia mammosfer i
wykluczyla udzial reagregacji w procesie ich powstawania. O ile model ten z powodze-
niem wykorzystywany moze by¢ do izolacji komoérek macierzystych nablonka gruczotu
sutkowego cztowieka, ostatnie prace potwierdzaja, ze u myszy wigkszo$¢ mammosfer
powstaje na skutek taczenia si¢ pojedynczych komorek [29].
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Metody identyfikacji komorek macierzystych in vivo

U 3-tygodniowych myszy nabtonek gruczotowy skupiony jest w okolicy brodawki
sutka, nie wykraczajac swoim zasiggiem poza wezel chlonny [34]. Traktujac wezet
chtonny jako staly anatomiczny punkt odniesienia tkanka znajdujaca si¢ w obszarze
miedzy brodawka sutkowa a weztem chtonnym moze zosta¢ oczyszczona z komorek
nabtonkowych. Tak przygotowane poduszeczki thuszczowe sgq doskonatym modelem
do przeprowadzania eksperymentow przeszczepieniowych. Wszczepienie $wiezo
wyizolowanych komorek nablonkowych powoduje odbudowe sieci przewoddw,
budowanych zaréwno przez komorki nablonkowe wyscielajace Swiatto przewodu, jak
i otaczajaca je warstwg komodrek miesniowo-nablonkowych. Podczas ciazy prze-
szczepione komorki tworza struktury pecherzykowate podobne do tych w warunkach
naturalnych, a jedyna réznica jest brak potaczenia powstajacych struktur z brodawka
sutkowa. Zaklada sig, iz wyselekcjonowana za pomoca réznych markeréw populacja
komorek, zawierajaca potencjalne komérki macierzyste powinna regenerowac tkanke
ze znacznie wigksza wydajnoscia niz mieszanina niesegregowana. Ponadto pows-
tawanie odrostow powinno zachodzi¢ przy przeszczepieniu mniejszej liczby komorek.
Najnowsze prace wykorzystujace metodg przeszczepiania udowadniaja, ze pojedyncza
komorka wyselekcjonowana przy wykorzystaniu odpowiednich markeréw jest zdolna
do wytworzenia w petni funkcjonalnego nabtonka wydzielniczego [37, 46].

MOLEKULARNE CECHY KOMOREK MACIERZYSTYCH
GRUCZOLU SUTKOWEGO

Populacja boczna

Cecha charakterystyczna krwiotworczych komoérek macierzystych jest ich
oporno$¢ na barwienie przy wykorzystaniu barwnikow fluorescencyjnych, takich
jak Hoechst 33342 [10]. Hoechst 33342 jest barwnikiem wiazacym rejony DNA
bogate w pary nukleotydow AT, majacym dwa szczyty emisji w zakresie $wiatla
czerwonego i niebieskiego. Cecha ta pozwala na identyfikacje przy wykorzystaniu
cytometrii przeptywowej populacji komorek, ktérych poziom fluorescencji po
barwieniu Hoechstem 33342 jest bardzo niski. Populacja ta w literaturze okreslania
jest mianem populacji bocznej — SP (Side Population). Fenotyp SP komorki
zawdzieczaja obecnosci pomp transbtonowych, nalezacych do rodziny bialek wiaza-
cych ATP, takich jak MDRI1 i BCRP1. Aktywnos¢ tych bialek moze by¢ zablo-
kowana przez specyficzne inhibitory, takie jak varapamil czy cyklosporyna A [20],
ktérych zastosowanie powoduje utrate fenotypu SP. Populacja komorek SP nie jest
charakterystyczna wylacznie dla macierzystych komorek krwiotwodrczych, a jej
obecnos¢ opisano w migsniach szkieletowych, ptucach, watrobie, sercu, jadrach,
nerkach, skorze, moézgu i gruczole sutkowym.

Komorki majace fenotyp SP stanowia od 0,5 do 2-3% wszystkich komorek
budujacych gruczot sutkowy myszy [3, 16, 40, 50], podczas gdy u czlowieka liczba
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ta szacowana jest na 0,2-5% [3, 14, 16, 17, 21]. Badania naszego zespotu
wykazaly rowniez obecnos¢ komorek SP w gruczole sutkowym bydta mlecznego
na poziomie 0,48% (dane niepublikowane). Réznice w wielkosci populacji wynikaja
m.in. z tego, iz znakowanie komorek Hoechstem jest procesem dynamicznym, a
warunki inkubacji moga znaczaco wplywaé na uzyskany wynik. Rowniez metodyka
stosowana przez badaczy nie jest jednolita. Badania, w ktorych odnotowano
najwiekszy procent komorek SP (5%), prowadzone byly na populacji komoérek
wyselekcjonowanej na podstawie ekspresji specyficznego dla komdrek nabtonkowych
markera BER-EP4. Sugeruje to, iz komorki wykazujace niski poziom ekspres;ji tego
markera mogly zosta¢ pominigte w przeprowadzonej analizie, co zawyzylo uzyskany
wynik. Z kolei wynik przedstawiony przez Alvi i wsp. [3] zostat zanizony ze wzgledu
na obecnos¢ komodrek krwiotworczych, wykazujacych ekspresje¢ markera CDA45.
Stanowily one odpowiednio 5% populacji SP i az 40% populacji komdrek niewyka-
zujacych fenotypu SP.

Populacja komodrek SP zostata zbadana pod katem obecnosci markeréw charak-
terystycznych dla zréznicowanych komodrek przez dwie grupy badaczy [14, 17].
Ekspresje wybranych genow okreslono przy wykorzystaniu QRT-PCR, natomiast
syntezg biatek potwierdzono wykorzystujac specyficzne przeciwciala. Prawie 70%
komorek SP pochodzacych z gruczotu sutkowego cztowieka nie wykazuje ekspresji
markerdw zrdznicowania charakterystycznych dla nabtonkowych komoérek wydzielni-
czych (EMA) i komorek migsniowo-nablonkowych — (CALLA), podczas gdy reszta
komorek wykazywata obecnos¢ jednego badz drugiego biatka. Hodowla SP in vitro
wykazata, iz maja one znacznie wigkszy potencjat proliferacyjny niz reszta komoérek.
Ponadto pojedyncza komoérka SP jest w stanie tworzy¢ kolonie, w sktad ktorych
wchodza komoérki wykazujace ekspresje keratyn K14, K18 lub obu tych biatek
jednoczesnie, podczas gdy komorki niewykazujace fenotypu SP daja poczatek gltdwnie
koloniom K14. Wyniki te potwierdzaja wystepowanie w obrebie populacji SP komorek
niezréznicowanych, dajacych w hodowli poczatek innym typom komoérek budujacych
gruczot sutkowy. Potwierdzono réwniez wystepowanie SP wsrdd komodrek buduja-
cych mammosfery, niemniej jednak istnieja rozbieznosci dotyczace liczebnosci tej
populacji [20, 21].

Receptory integrynowe

Wskaznikami najczesciej wykorzystywanymi w celu identyfikacji komodrek
macierzystych i progenitorowych gruczotlu sutkowego myszy sa: CD24, CD29
(integryna B1), CD49f (integryna a6), CD61 (integryna f33). Niestety zadne z tych
biatek nie jest charakterystyczne wylacznie dla populacji komoérek pierwotnych,
niemniej jednak zastosowanie wymienionych znacznikéw w réznych kombinacjach
okazato si¢ bardzo efektywne.

Ostatnie doniesienia Shackletona i wsp. [37] i Stingla i wsp. [46] udowadniaja,
ze najwigkszy potencjal regeneracji tkanki w czasie transplantacji wykazuja komorki
majace wysoki poziom receptora integrynowego CD29, jak rowniez obecnos¢ CD24
(CD24°*CD29"eh) CD29 opisywany jest réwniez jako wskaznik komorek
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macierzystych skoéry [26], podczas gdy CD24 wykorzystywano do izolacji tych
komorek z tkanki nerwowej [35]. Duza populacja opisanych komoérek wykazywata
réwniez wysoki poziom ekspresji CD49f, a obecnos¢ tego biatka stwierdzono rowniez
na powierzchni komoérek tworzacych mammosfery [29]. Wysoki poziom ekspresji
receptordw integrynowych, jak réwniez niski poziom CD24 wskazuja na przypod-
stawng lokalizacje komdrek w tkance, a wigc miejsce wystgpowania niezroznicowa-
nych morfologicznie komorek SLC.

Hodowle in vitro potwierdzily pierwotny charakter komérek CD24°¥CD29"eh. Miaty
one najwigkszy potencjal do tworzenia kolonii, a na Matrigelu dawaly poczatek zardwno
komoérkom wykazujacym nablonkowy, jak i mioepitelialny charakter, podczas gdy komorki
CD24"°"CD29" dawaty poczatek tylko koloniom o profilu nablonkowym. Dalsze badania
potwierdzity wystepowanie w gruczole sutkowym co najmniej dwdch populacji komorek
progenitorowych [4, 37, 39, 47]: CD24""CD29"°"CD49f CD14"CD61" — dajacych poczatek
koloniom zbudowanym z luminalnych komérek nabtonkowych i CD24°*CD29"¢CD49fMeh
— tworzacych kolonie komérek mioepitelialnych. Komérki CD24"¢'CD29""CD49f'CD14
CD61" nie majg zdolnosci tworzenia kolonii i vitro [39, 46].

W gruczole sutkowym czlowieka komorki macierzyste/progenitorowe identyfikuje
si¢ przy wykorzystaniu markerow EpCAM, MUCI1 i CD49f. Najwieksza efektyw-
no$¢ transplantacji zaobserwowano podczas przeszczepienia komodrek o fenotypie
EpCAM"CD49"e"MUC1~. W trakcie analizy wzrostu klonalnego grupa ta wykazuje
bipotencjalny charakter, podczas gdy komoérki EpCAMME"CD49"MUC1" daja
poczatek wylacznie komdérkom nabtonkowym [23, 33, 45].

Sca-1

W gruczole sutkowym myszy zidentyfikowano populacje komodrek majacych na
swojej powierzchni biatko charakterystyczne dla macierzystych komorek krwiotwor-
czych Sca-1 (ang. Stem cell atigen-1) [3, 11]. Analiza immunohistochemiczna
nabtonka gruczotu sutkowego wykazala, ze najwigkszy poziom tego biatka obserwuje
si¢ w zakonczeniach rozwijajacych si¢ przewoddéw mlekonosnych. Jest to strefa
silnego wzrostu, w ktoérej niezroznicowane komorki przeksztalcaja sie zarowno w

RYCINA 2. Identyfikacja komoérek wykazu-
jacych ekspresje Sca-1" w gruczole sutkowym
bydta. Obraz z mikroskopu konfokalnego
przedstawiajacy komorki Sca-17 (kolor zielony)
zlokalizowane w cze¢sci przypodstawnej
gruczotu, niemajace kontaktu ze swiattem
przewodow mlekonosnych; jadra wybarwiono
7-AAD (kolor czerwony)

FIGURE 2. Identification of Sca-1"cells in bo-
vine mammary gland. Confocal image of Sca-1*
cells (green fluorescence) localized in basal part
of mammary tissue, without contact with ductal
lumen; nuclei were stained with 7-AAD (red fluo-
rescence)
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komorki nablonkowe, jak i mioepitelialne. W populacji komoérek wykazujacych
ekspresje tego markera stwierdzono takze wystgpowanie komoérek LRC, czes¢ z
nich wykazuje fenotyp SP. Ponadto odseparowane przy wykorzystaniu cytometrii
przeptywowej komorki Sca-17, dawaly pozytywny wynik w eksperymentach
przeszczepieniowych, czego nie zaobserwowano w przypadku populacji Sca-1" [3,
50]. Obserwacji tych nie potwierdzaja badania Shackletona [37], w ktorych to
komorki wykazujace ekspresje Sca-1, nie miaty zdolnosci regeneracji tkanki nabtonko-
wej. Ponadto inna grupa badaczy wykazata obecnos¢ tego biatka zarowno w czesci
zroznicowanych komoérek nabtonkowych, jak i w populacji niewykazujacej pochodze-
nia nablonkowego [39].

Wzér ekspresji Sca-1 w gruczole sutkowym moze wykazywaé pewne roznice
gatunkowe. U myszy ok. 20% komorek gruczotu sutkowego wykazuje ekspresje Sca-1
[50]. Zlokalizowane sa one gldownie w czesci komorek majacych kontakt ze $wiattem
przewodow [39]. Nasz zespot wykazal, iz w gruczole sutkowym bydla mlecznego tylko
0,5-3% komorek wykazuje ekspresje Sca-1. Ponadto zlokalizowane sa one w okolicy
blony podstawnej, nie majac kontaktu z swiatlem przewodéw mlekonosnych (ryc. 2), a
pierwsze wyniki analizy transkryptomicznej wskazuja na to, iz wsrod komorek Sca-1"
moga znajdowac sie komorki macierzyste/progenitorowe.

Receptory hormonow steroidowych

Dziatanie hormonow steroidowych jest kluczowe dla prawidlowego rozwoju
gruczotu sutkowego w okresie dojrzewania, jak rowniez odgrywaja one istotng role
w procesie nowotworzenia [44, 52]. Tylko niewielka czgs¢ komorek macierzystych/
progenitorowych w rozwijajacej si¢ i dorostej tkance miazszowej gruczotu sutkowego
wykazuje ekspresje receptorow, a ich rola jest dyskusyjna. Niektérzy badacze
twierdza, iz czgs¢ komorek macierzystych wykazuje ekspresje receptora estrogeno-
wego i moze by¢ bezposrednio stymulowana hormonalnie [6, 14]. Pojawiaja sie
rowniez prace sugerujace, iz komoérki ER" sq zrdznicowane i maja mozliwos¢ regulacji
potencjatu proliferacyjnego komoérek macierzystych w drodze parakrynnej [30].

Wykorzystujac metody analizy funkcjonalnej stwierdzono, iz komérki wykazujace
ekspresje receptora (ER") maja obnizong zdolnosci tworzenia kolonii in vitro w
poréwnaniu z komérkami ER™ [39]. Ponadto obecnos¢ tego biatka wykazuja komorki
wyscielajace swiatlo przewodow, natomiast w zlokalizowanych w czgsci przypodstawne;j
komorkach macierzystych gruczotu sutkowego myszy nie stwierdzono jego wystgpowania
[4]. Niemiej jednak cze$¢ komorek LRC w gruczole sutkowym myszy, cztowieka i bydia
mlecznego [9] ma charakter ER”, co sugeruje, iz moga to by¢ komorki progenitorowe
znajdujace si¢ na pozniejszych etapach rozwoju.

PODSUMOWANIE

Identyfikacja i charakterystyka komérek macierzystych gruczotu sutkowego jest istotnym
elementem pelnego zrozumienia procesu rozwoju i prawidlowego funkcjonowania tego
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narzadu. Duzy postep w metodyce badan, pozwolil na wyselekcjonowanie zestawu
potencjalnych markeréw typowych dla komorek macierzystych i progenitorowych, niemniej
jednak dotychczas nie udalo si¢ zidentyfikowaé jednego wskaznika umozliwiajacego
selektywna izolacj¢ komorek najbardziej pierwotnych. W przysztosci opracowanie metody
wybiorczej separacji komorek macierzystych/progenitorowych pozwoli na sporzadzenie profilu
transkryptomicznego tych populacji. Opracowanie molekulamego portretu komoérek na réznym
etapie roznicowania ulatwi identyfikacje kluczowych w rozwoju genow. W zwiazku z tym,
iz komorki macierzyste sa potencjalnym miejscem transformacji nowotworowej, poznanie
mechanizmdéw regulujacych ich rozwdj pozwoli na opracowanie nowych, skuteczniejszych
strategii zapobiegania i leczenia tej choroby. Ponadto charakterystyka komdrek macierzystych
gruczolu sutkowego zwierzat uzytkowych, takich jak bydlo mleczne, utatwi stworzenie narzedzi
sterowania rozwojem i przebudowa tkanki w kierunku zwigkszenia wydajnosci produkeji.
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