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Streszczenie: Postgp badan zwiazanych z komorkami macierzystymi wlaczajac ich modyfikacje gene-
tyczne pozwolil na uzyskanie niezmiernie obiecujacych wynikow. Jedna z gléwnych barier, ktére napo-
tkala terapia genowa ex vivo, jest dostarczenie przygotowanej konstrukcji genetycznej do komorek
docelowych. Zaréwno wektory plazmidowe wprowadzane metodami fizykochemicznymi, jak i wektory
wirusowe maja swoje miejsce w przygotowaniach czynionych w celu implantowania do narzadu biorcze-
go modyfikowanych genetycznie komdrek allo- lub autologicznych. Modyfikacje genetyczne obejmuja
geny terapeutyczne, reporterowe czy sekwencje regulatorowe mogace wspomagac implantacj¢ komorek
macierzystych, ogranicza¢ stan zapalny czy apoptoz¢ lub wspomagac fizjologiczna funkcj¢ uszkodzo-
nych narzadéw czy struktur. Opracowanie przedstawia postgpy w opracowaniu genetycznych kon-
strukcji oraz wskazuje na gléwne trendy wykorzystywania modyfikowanych komérek macierzystych w
probach terapii choréb tak wrodzonych, jak i nabytych.
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Summary: Progress of research on stem cells including their genetic modifications allowed to obtain very
promising results. However, one of the main barriers that (ex vivo) therapy has been encountered was
delivery of genetic construct to the target cell. As well plasmids (delivered with using physico-chemical
methods) as viral vectors have its prominent place at preparations aimed to implant genetically modified
stem cells (auto- or allogenic origin) to recipient organ. Genetic modifications involve therapeutic, reporter
or regulatory genes which may help to implantation of stem cells itself, to limit inflammatory process or
apoptosis, to enhance physiological function of damaged organs/tissues. This review presents a progress
in invention of novel genetic constructs and indicates main trends for application of genetically modified
stem cells as therapeutic agents for either congenital or acquired pathologies.
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WSTEP

Komorki macierzyste stanowia potencjalne zrodto dla przeprowadzania regeneracji
narzadowej czy dostarczania bialek terapeutycznych. Ze wzgledu na pochodzenie
rozréznia si¢ dwa podstawowe typy komorek macierzystych: wyodrebnione z wezta
zarodkowego zarodkowe komoérki macierzyste — ESC (ang. Embryonal Stem Cell)
oraz izolowane ze zrdéznicowanych tkanek organizmu somatyczne komorki
macierzyste — ASC (ang. Adult Stem Cell). Multipotentne somatyczne komorki
macierzyste uzyskano z wielu tkanek i narzaddéw, zwlaszcza ze szpiku, jak np.
mezenchymalne komorki macierzyste — MSC (ang. Mesenchymal Stem Cell), jak
i ko$ci, migsni (mioblasty), tkanki thuszczowej, nerwowej i innych [2, 11,27].

Genetyczne modyfikacje komodrek macierzystych (poprzedzajace ich transplan-
tacje¢) to jedne z najczesciej opisywanych w literaturze przedmiotu zagadnien
badawczych. Terapia z wykorzystaniem takich komorek nosi nazwe terapii genowej
ex vivo 1 polega na wprowadzeniu za pomocg dostgpnych metod molekularnych
»obcego” DNA (w formie wektora pochodzenia wirusowego badz plazmidu) do
komorek allo- badz autologicznych, a nastepnie podanie ich do narzadu patologicznie
zmienionego (biorcy).

Biorac pod uwage ztozonos¢ tej problematyki w przedstawionym doniesieniu zostana
opisane gléwne metody wprowadzania wektorow zawierajacych ,,obcy” DNA, a takze
zadania stawiane komdrkom czy nadzieje z zwigzane z komorkami zarowno ES, jak
i pozyskanymi od osobnikoéw dorostych ze szczegdlnym uwzglednieniem komorek
mezenchymalnych.

I. METODY WPROWADZANIA DNA
DO KOMOREK MACIERZYSTYCH (EX VIVO)

Wprowadzanie DNA do komorek polega na dwoch glownych metodach, tj.
zastosowaniu wektorow wirusopodobnych korzystajacych przy wnikaniu do komorki
z naturalnie wystepujacych receptoréw oraz wektoréw plazmidowych wprowadzanych
do komoérki metodami fizyko-chemicznymi, takimi jak: elektroporacja czy lipofekcja.

Przygotowanie odpowiedniego wektora przenoszacego interesujacy nas transgen
mozliwe jest dzigki zastosowaniu metod inzynierii genetycznej. Wybrany gen (zazwyczaj
jest to sekwencja kodujaca pozbawiona intronéw) lub sekwencje regulatorowa nalezy
najpierw wyizolowa¢ i zamplifikowaé za pomoca techniki PCR, a nastepnie wklonowaé
do przygotowanego wektora, czyli czasteczki DNA petniacej role nosnika.

W chwili obecnej dostgpnych jest wiele wektorow opartych na budowie plazmidu.
Wspdlne sekwencje zawarte w wektorach, ktére nalezy wymienié, to miejsce startu
replikacji ori, odcinek zwany MCS (ang. Multicloning Site) zawierajacy sekwencje
rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne i umozliwiajace wklonowanie pozadanego insertu
DNA oraz gen lub geny opornosci na antybiotyk (ampicyling, tetracykling, neomycyng czy
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G418) umozliwiajacy selekcje klonow bakteryjnych zawierajacych konstrukcje lub w
pozniejszym etapie selekcje komorek eukariotycznych zmodyfikowanych genetycznie.

Przygotowana konstrukcja DNA w zaleznosci od prowadzonych doswiadczen
moze zawiera¢ tzw. geny reporterowe, takie jak: GFP (ang. Green Fluorescent
Protein), lucyferaza czy beta-galaktozydaza, sekwencje dla okreslonych produktow
genowych (insulina czy czynnik IX krzepnigcia krwi) czy sekwencje kodujace
regulatorowe RNA — miRNA (ang. microRNA), RNAi (ang. RNA Interference),
shRNA (ang. Short Hairpin RNA). Kluczowym jest takze umieszczanie
odpowiednio dobranych promotoréw gwarantujacych ekspresje stabilna, np.
wirusowy promotor CMV (cytomegalowirus) badz eukariotyczny EF1 (ang.
Elongation Factor 1) czy tez ekspresje tkankowo specyficzna w komodrkach
skierowanych na odpowiedni tor réznicowania [60]. Dostepne sa réwniez ,,promotory
warunkowe”, ktore umozliwiaja wlaczanie i/lub wylaczanie ekspresji przy
zastosowaniu lekow (np. tetracyklina — promotor typu tet-on/off) badz tez
odpowiadajace ekspresja na okreslone warunki Srodowiska, takie jak hipoksja
zawierajaca sekwencje HRE (ang. Hypoxia Response Element) [33].

Elementem spotykanym w wektorach jest sygnat poliadenylacji powstajacego
transkryptu, jak rowniez sekwencja IRES (ang. Infernal Ribosone Entry Site), ktora
umozliwia powstanie transkryptu bicistronowego (jeden transkrypt kodujacy dwa
niezalezne biatka, np. gen reporterowy — GFP i gen terapeutyczny). Zawarcie w
sekwencji plazmidu odcinka kodujacego nukleazg potaczona ze struktura palca
cynkowego ZFN (ang. Zink Finger Nuclease) umozliwia integracj¢ transgenu w
Scisle okreslonym miejscu genomu. Sprz¢zenie nukleazy z palcem cynkowym
skutkuje powstaniem dwuniciowego peknigcia DNA w miejscu rozpoznawanym przez
ZFN (unikatowym dla danego ZFN) i poprzez rekombinacje homologiczna pomigdzy
chromosomem a ekstrachromosomalnym DNA (donorowym) nastgpuje wlaczenie
sekwencji plazmidowej do genomu gospodarza [66].

Wektory wirusowe oprocz sekwencji wspomnianych wyzej musza zawiera¢ sekwencje
pochodzenia wirusowego stanowiace elementy umozliwiajace prawidlowe przygotowanie
wektora w przystosowanej linii komorkowej (patrz wektory wirusowe). Wektory stosowane
W inzynierii genetycznej podlegaja ciaglemu udoskonalaniu tak, ze w tej chwili mozna bez
wiekszych probleméw dobra¢ skladowe wektora w zaleznosci od wymagan stawianych
zaréwno przez zadania badawcze, jak i proby kliniczne.

1. Wektory pochodzenia wirusowego

Wektory te sa stosowane w zarowno terapii genowej in vivo, jak i ex vivo, a
najwigksza ich zaleta jest wysoka efektywnos¢ wprowadzania ,,obcego” DNA.
Konstrukcja wektora polega na zastapieniu cze$ci genomu wirusa odpowiednio
przygotowang kaseta DNA zawierajaca sekwencje terapeutyczne. Jednocze$nie
zostaje usunigta wiekszos$¢ sekwencji wirusowych niezbednych do namnazania czy
tworzenia biatek otoczki wiruséw. Tak skonstruowany wektor wirusopochodny jest
w pelni zdolny do wniknigcia do wnetrza komorki przy jednoczesnym braku
mozliwosci tworzenia nowych czasteczek wirusowych mogacych wywotaé niekontro-



256 N. ROZWADOWSKA, M. KURPISZ

lowane efekty uboczne. Biatka niezbedne do replikacji oraz tzw. biatka plaszcza
dostarczane sa przez wirus pomocniczy dzialajacy w ukladzie trans, w trakcie
produkcji wirionéw w linii komorkowej (hodowla in vitro), w procesie przygotowy-
wania rekombinowanych czasteczek wirusa. Uproszczony schemat rozmieszczenia
genowych sekwencji wirusowych oraz zawierajacych geny terapeutyczne w
odpowiednich wektorach w trakcie przygotowania czasteczek rekombinowanych
wiruséw przedstawia rycina 1. Wsrdd stosowanych wektoréw najczesciej wymienia
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FIGURE 1. Preparation of recombinant viruses
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si¢ retro-, lenti-, adenowirusy (AdV) oraz wirusy towarzyszace adenowirusom —
AAV (ang Adeno-associated Virus).

Retrowirusy. Wektory retrowirusowe zostaly skonstruowane na podstawie
sekwencji wirusa MoMuLV (ang. Moloney Murine Leukemia Virus). Charaktery-
zuja si¢ wysoka infekcyjnoscia tylko w odniesieniu do komorek dzielacych sig i
zapewniaja dlugoterminowa ekspresje¢ kodowanych przez siebie bialek poprzez
integracj¢ wlasnego DNA z DNA gospodarza. Duzy potencjal proliferacyjny komorek
macierzystych stanowi o tym, ze sg potencjalnie doskonatym celem modyfikacji
genetycznych z uzyciem wektoréw retrowirusowych. Jednak fakt losowej integracji
wirusowego DNA stwarza zagrozenie tzw. mutagenezy insercyjnej, czyli wbudowaniu
si¢ wektora w nieodpowiednim miejscu w genomie i przez to zaburzenie funkcji
waznych genow badz aktywacje protoonkogendw. Podczas zastosowania wektorow
tego typu w terapii genowej u pacjentdw istnieje ryzyko choroby nowotworowe;j.
Najszerzej opisywanym przypadkiem jest rozwinigcie si¢ bialaczki u pacjentow
leczonych z powodu niedoboru odpornosci (ang. X-linked Immunodeficiency-SCID-
X1) modyfikowanymi genetycznie komorkami macierzystymi szpiku [7].

Badane w chwili obecnej wektory wirusopodobne pozbawione sa regionow
promotorowo/enhancerowych i wydaje sig, ze ich zastosowanie wiaze si¢ ze
znacznie mniejszym ryzykiem wystapienia transformacji nowotworowej. Ponadto
zaobserwowano, iz zmodyfikowane wektory z mniejsza czestoscia wbudowywane
sa do regiondéw protoonkogennych [7].

Lentiwirusy. Lentiwirusy stanowig podklase retrowirusow, do ktorej naleza wirusy
zespotu nabytego braku odpornosci — HIV (ang. Human Immunodeficiency Virus), FIV
(ang. Feline Immunodeficiency Virus), EIAV (ang. Equine Infectious Anemia Virus),
ale w odréznieniu od klasycznych wektorow pochodzenia retrowirusowego charakteryzuja
si¢ zdolnoscia infekowania komorek tak aktywnych, jak i nieaktywnych mitotycznie.
Podobnie jak retrowirusowe, DNA pochodnych lentiwirusow podlega integracji z genomem
gospodarza i zapewnia stalg ekspresje wprowadzanych sekwencji. Do wektorow tego typu
mozna wklonowa¢ odcinek DNA o dlugosci ok. 9 kpz (to jest 9 tys. par zasad). Dane
literaturowe potwierdzaja mozliwos¢ wykorzystania wektorow pochodzenia lentiwirusowego
do transdukeji wielu typow komorek w tym: mysich komorek ES [3] oraz hemato-
poetycznych komdrek macierzystych [29], mioblastéw [5], macierzystych komodrek
nerwowych — NSC (ang. Neural Stem Cell) i innych. Wprowadzanie sekwencji genowych
do komorek NS (charakteryzujacych si¢ niskim potencjalem proliferacyjnym) z powo-
dzeniem wykorzystuje wektory pochodzenia lentiwirusowego przy bardzo ograniczonej
mozliwosci stosowania wektorow retrowirusopochodnych. Jednak obecnie stosowane
wektory konstruowane sg przede wszystkim przy uzyciu sekwencji pochodnych wirusa
HIV, co moze budzi¢ watpliwosci dotyczace bezpieczenstwa zwlaszcza wsrod
potencjalnych pacjentow (biorcow).

Adenowirusy. Pochodne adenowirusow (AdV) to jedne z najczesciej stosowa-
nych wektoré6w na potrzeby terapii genowej in vivo zwlaszcza w aspekcie prob
klinicznych. Wysoka pojemnos¢ genetyczna takich wektoréw (zwlaszcza najnowszej
generacji) pozwala na umieszczenie sekwencji nawet do 30 kpz, co umozliwia
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tworzenie konstrukcji poligenowych tacznie z ich sekwencjami regulatorowymi.
Dwuniciowy DNA adenowirusowy nie podlega integracji z genomem i pozostaje w
formie episomalnej w komodree gospodarza zapewniajac przejsciowa ekspresje bialka
na stosunkowo wysokim poziomie, a rdwnoczesnie nie niesie ryzyka mutagenezy
insercyjnej. Wraz z podziatami komorki liczba kopii wektora ulega jednak obnizeniu,
co powoduje spadek poziomu transgenicznego produktu biatkowego [33]. Odnotowa-
ne skutki uboczne stosowania wektorow AdV odnosza si¢ przede wszystkim do préb
terapii genowej in vivo, w trakcie ktorych podanie rekombinowanych wiruséw moze
wywolaé zainicjowanie odpowiedzi immunologicznej (poprzez naturalnie wystepujace
przeciwciala anty-Ad5) u ludzi. Nowa generacja wektorow adenowirusopochodnych
— HDAAJV (ang. Helper Dependent AdV) nie tylko nie powoduje aktywnej odpo-
wiedzi ze strony uktadu odpornosciowego, ale rowniez umozliwia zastosowanie
mechanizmu rekombinacji homologicznej z wykorzystaniem sekwencji HPRT1 (ang.
Hypoxantine Guanine Phospho-ribosyltransferase 1) 1 przez to integracje wpro-
wadzanego DNA w $cisle okreslonym miejscu genomu [49].

Wirusy towarzyszace adenowirusomi — AAV (ang. Adeno-associated virus)
sq wirusami z grupy parwowirusow zawierajagcymi jednoniciowy DNA. Genom
wirusa AAV nie koduje biatek niezbednych przy replikacji, natomiast wykorzystuje
biatka kodowane przez inne wirusy (adeno- lub herpeswirusy), ktore znajduja si¢ w
zainfekowanej komorce. Wirusy AAV maja zdolnos¢ integracji z genomem gospoda-
rza w $cisle okreslonym miejscu na chromosomie 19 (19q13.4) i wedlug dotychczaso-
wych danych nie wywoluja zadnych objawow chorobowych. Wektory AAV infekuja
zaréwno komorki dzielace sig, jak i w stanie spoczynku, jednak ich pojemnosc¢ jest
ograniczona do sekwencji o dlugosci ok. 5 kpz. Wykazano, iz rekombinowane wirusy
AAV maja zdolnos¢ infekcji: mezenchymalnych komorek macierzystych szpiku [49],
jaj oraz mysich i ludzkich macierzystych komorek zarodkowych [4].

2. Niewirusowe (fizyko-chemiczne) metody wprowadzania wektorow DNA

Pomimo wysokiej wydajnosci transdukcji komoérek przez wektory pochodzenia
wirusowego, ryzyko zwiazane z ich stosowaniem obejmuje nie tylko mutageneze
insercyjna, ale rowniez potencjalng mozliwos¢ rekombinacji z genomem gospodarza
oraz ekspresje genow wirusowych per se. Nie bez znaczenia jest rowniez skompliko-
wany proces produkcji rekombinowanych wirusow wymagajacy odpowiednio
zabezpieczonych i wyposazonych laboratoriéw oraz wyszkolonego personelu. Niewiru-
sowe metody wprowadzania ,,obcego” DNA opierajg si¢ przede wszystkim na
elektroporacji oraz stosowaniu zwiazkéw chemicznych (takich jak: lipidy kationowe,
polimery i fosforan wapnia). Funkcjonuje takze wiele metod opartych na fizycznym
wprowadzaniu DNA do komoérek (mikroiniekcja, biolistyka, megnetofekcja,
sonoporacja), jednak ich stosowanie nie jest szeroko rozpowszechnione.

Poréwnujac metody wprowadzania obcego DNA do linii ludzkich komorek
zarodkowych Wu i wsp. wykazali, ze nie uwzgledniajac wektorow wirusowych
najlepsza wydajnoscia transfekcji charakteryzuje si¢ tzw. nukleofekcja (ok. 16%) —
metoda oparta na elektroporacji opracowana przez firm¢ Amax [4]. Zastosowanie
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lipofekeji i tradycyjnej elektroporacji skutkowato stosunkowo niska i porownywalna
wydajnoscia ok. 1-2% [4]. Wczesniejsze badania na linii mESC wykazywaly 63%
wydajnos¢ nukleofekcji w porownaniu z 4% przy elektroporacji [31]. Zoptymali-
zowany protokot elektroporacji komoérek hMSC ze szpiku wprowadzony przez Cool
i wsp. pozwolil osiagna¢ wydajnos¢ transfekcji na poziomie 90% [19].

Poréwnujac lipidy kationowe od trzech réznych producentéw (Fugene HD,
Lipofectamina, ExGene500) Liu i wsp. wykazali, iz zastosowanie kazdego z
odczynnikow umozliwia wyprowadzenie linii komorkowej stabilnie stransfekowanej
[36], przy czym najlepsza skutecznoscia charakteryzowal si¢ Fugene HD. Uzyskane
linie nie roznily si¢ profilem ekspresji i zdolnoscig réznicowania od linii niezmodyfi-
kowanej [36]. Rowniez MSC poddane lipofekcji wykazuja ekspresje wprowadzonego
DNA, przy czym odsetek komorek tranfekowanych waha si¢ od 5 do 19% w zalez-
nosci od rodzaju uzytego czynnika [13].

Do transfekcji komoérek macierzystych (zarodkowych i somatycznych) wyko-
rzystuje si¢ rowniez syntetyczne polimery kationowe, takie jak poly(B-aminoestry).
Przy wysokiej przezywalnosci komorek moga one zapewnié ekspresje w ok. 40%
komorek poddanych tej procedurze [63].

Niewirusowe metody wprowadzania DNA sa postrzegane jako bardziej bezpiecz-
ne, jednak odsetek komorek, ktory podlega modyfikacji jest znacznie mniejszy niz
przy stosowaniu wektorow wirusowych, co znacznie ogranicza ich uzytecznosc.
Jednak dzigki zastosowaniu coraz to nowszych $rodkow efektywnosé tych procedur
ulegla znaczacej poprawie, a przez optymalizacj¢ warunkéw wprowadzania DNA
metody te zaczynaja zyskiwac¢ na znaczeniu jako bezpieczniejsze, tansze i
niewymagajace specjalnych zabezpieczen.

II. TRENDY I KIERUNKI MODYFIKACJI GENETYCZNYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH

Somatyczne i zarodkowe komorki macierzyste stanowig potencjalne zrodto dla
regeneracji narzadowej. Obydwa rodzaje komodrek maja cechy pozadane w terapii
komdrkowej, niestety moga takze wywotywac niekorzystne efekty uboczne. Utwo-
rzenie optymalnego protokohu, ktory umozliwilby uzyskanie idealnej linii komdrkowej
wykorzystywanej w inzynierii tkankowej stanowi wyzwanie dla wielu wiodacych grup
naukowo-badawczych. Wsrod cech korzystnych wylicza si¢: duzy potencjat prolifera-
cyjny umozliwiajacy uzyskanie adekwatnej liczby komoérek gwarantujacej efekt
terapeutyczny, przy jednoczesnej niewielkiej liczbie komorek niezréznicowanych
majacych potencjal nowotworowy, Podkresla sie takze duza odpornos¢ na niekorzys-
tne warunki srodowiskowe patologicznego narzadu, wysoka zdolnos$¢ do zasiedlania
oraz maksymalnie niska immunogenno$¢. Za pomoca inzynierii genetycznej przez
modyfikacje genetyczne wydaje si¢ realne wypracowanie schematu dla uzyskania
linii komdrkowych charakteryzujacych sie pozadanymi cechami.
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1. Roznicowanie komoérek macierzystych przez modyfikacje genetyczne

Jedna z wigkszych trudnosci, jakie napotkano przy probach terapii z zasto-
sowaniem komorek macierzystych, jest uzyskanie odpowiedniej liczby komorek na
danym etapie roznicowania, ktére po podaniu pacjentom gwarantowalyby efekt
terapeutyczny. Optymalizacja sktadu podtéz hodowlanych przeznaczonych dla
réznicowania komodrek macierzystych zaowocowata pojawieniem si¢ wielu medidw.
Jednak ze wzgledu na koszt oraz skutecznos¢ w roznicowaniu komorek ich stosowanie
nadal nie spetnia wysokich wymagan stawianych inzynierii tkankowej. Napotkano
problemy zwlaszcza przy wydajnosci ukierunkowanego roznicowania komorek ES.
Wprowadzenie modyfikacji genetycznych moze potencjalnie doprowadzi¢ do uzyskiwania
homogennej populacji komoérek przygotowanych dla przeszczepu tkankowego.

Wymuszona nadekspresja krytycznych dla poczatkowych etapdw réznicowania
komdrkowego czynnikow transkrypeyjnych umozliwitaby uzyskanie ze znacznie
wigksza wydajnoscig komorek o pozadanym fenotypie. Wprowadzenie do linii hES
stabilnej nadekspresji genow PDX1 (ang. Pancreatic and Duodenal Homeobox
1) oraz FOXA2 (ang. Forkhead Box A2), zaangazowanych w roznicowanie
komorek endodermy, znacznie przyspieszylo pojawienie si¢ struktur charakterys-
tycznych dla réznicowania si¢ komoérek trzustki in vifro [32]. Rodriguez i wsp.
réznicowali komorki ES przez wymuszone wyciszanie lub wzmacnianie ekspresji genu
OCT4 (ang. Octamer-binding Transcription Factor 4). Wysoki poziom OCT4
promowal powstanie komdrek endo- lub mezodermy natomiast obnizenie poziomu
produktu genowego spowodowato pojawianie si¢ wczesnych komoérek trofoblastu
[41]. Wprowadzenie do linii mysich ESC genu PAX6-5a (ang. Paired Box Gene
6) indukowato powstanie komorek wykazujacych cechy neuronalne [45]. Roznico-
wanie w kierunku rozmaitych typow komorek nerwowych obserwowano takze
podczas nadekspresji gendéw NGN3 (ang. Neurogenin-3) [58], RX/RAX (ang.
Retina and Anterior Neural Fold Homeobox Gene) [53], NURRI (ang. Nuclear
Receptor Related 1) [26]. Dane literaturowe szeroko opisujg modyfikacje genetyczne
polepszajace efektywnos¢ réznicowania ESC. Wprowadzenie genu /GF-2 koduja-
cego insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. Insulin-like Growth Factor 2) promuje
réznicowanie komorek migsniowych, genu kodujacego czynnik iNOS (ang. Nitric
Oxide Synthase; Inducible) powstanie kardiomiocytéw i genu SDF-1 (ang. Stromal
Cell Derived Factor-1) prymitywnych komoérek hematopoetycznych [16, 22, 23].

Somatyczne komorki macierzyste, a zwlaszcza komérki mezenchymalne, poddawane sa
modyfikacjom genetycznym w celu doprowadzenia do ich ukierunkowanego rdznicowania.
Wprowadzony do kréliczych MSC gen HCNZ2 (ang. Hyperpolarization-activated Cyclic
Nucleotide-gated Potassium Chanel 2) kodujacy bialko kanalu potasowego umozliwit
wykorzystanie tych komorek w ukladzie serca przewodzacym bodzce (ang. Pacemaker) [67].
Wprowadzajac do komorek mezenchymalnych adenowirusy zawierajace elementy kodujace
bialka BMP-2 (ang. Bone Morphogenetic Protein 2) oraz TGF-81 (ang. Transforming
Growth Factor beta 1) uzyskano zréznicowanie w komorki tkanki tacznej (chondrocyty) [37].
Wprowadzajac do ludzkich MSC gen dla czynnika BMP-2 grupa Hu i wsp. zaobserwowata
zardwno in vivo 1 in vitro rdznicowanie w komorki kosci [5].
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Pomimo optymalizacji réznicowania komorek czgs¢ z nich, z niejasnych dotad
przyczyn nie udaje si¢ skierowaé na zdefiniowany tor. Transplantacja nawet niewielkiej
liczby komorek niezréznicowanych moze powodowac powstanie potworniakow, dlatego
tez niezbgdna jest eliminacja elementow morfotycznych o charakterze zarodkowym.
Wykorzystanie promotorow aktywnych na danym etapie réznicowania komorek oraz
ekspresja tzw. bialek reporterowych (takich jak lucyferaza czy GFP) umozliwia
wyodrgbnienie i pézniejsza selekcje odpowiedniej populacji komoérek. Wektor
bicistronowy zawierajacy mRNA z promotorem dla a-fetoproteiny kodujacy eGFP oraz
kasete opornosci na neomycyne¢ zostal wykorzystany przez Kolossova i wsp. do
uzyskania z mysiej linii ESC wykazujacej cechy pierwotnych hepatocytow [8]. W
prowadzonym na podobnej zasadzie doswiadczeniu uzyskanie populacji kardiomiocytow
(pozbawionych komdrek niezroznicowanych) oparto na wykorzystaniu promotora genu
dla biatka a-MHC, cig¢zkiego tancucha miozyny (ang. Myosin Heavy Chain). Strategia
ekspresji reporterowych markeréw fluorescencyjnych, jak i genow opornosci na
antybiotyki (neomycyng, puromycyng) z tkankowo specyficznymi promotorami zostata
zastosowana przy selekcji i/lub identyfikacji komdrek $roédblonka (z promotorem genu
dla czynnika PECAM-1 — ang. Platelet-endothelial Cell Adhesion Molecule),
komorek trzustki (promotor dla genu insuliny) czy neuronow dopaminowych (promotor
genu PTX3 — ang. Pentraxin3) wyprowadzanych z linii ESC [18, 25, 44].

Pomimo wielu zalet wspomnianych powyzej systeméw, ich zastosowanie w badaniach
klinicznych nasuwa wiele watpliwosci dotyczacych zaréwno wydajnosci, selekcji na podstawie
fluorescencji (przy zastosowaniu cytometru), jak i toksycznosci stosowanych antybiotykow
[50]. Potencjalnie obiecujacym biatkiem markerowym jest biatko blonowe LNGFR (ang. Low-
affinity Nerve Growth Factor Receptor). Jego ekspresja pod kontrola odpowiedniego
promotora umozliwia selekcje komorek z zastosowaniem pola magnetycznego (systemy
MACS — ang. Magnetic-activated Cell Sorting lub Dynabeads). Ten rodzaj frakcjonowania
komorek zapewnia bez skomplikowanych procedur i sprzgtu preparatywne i przyzyciowe
uzyskanie okreslonej populacji komorek [14]. Interesujacym rozwiazaniem wydaje sie rowniez
by¢ wiaczenie do konstrukeji genowej tzw. genu ,.samobdjczego”. Umozliwitby on w razie
wystapienia nieprawidlowosci (np. powstania guza) usunigcie wszystkich wprowadzonych
do organizmu zmodyfikowanych genetycznie komodrek. Przykladem takiego rozwiazania jest
dolaczenie do danego genu terapeutycznego genu kodujacego kinaze tymidynowa wirusa
opryszczki — HSV-tk (ang. Herpes Simplex Thymidyne Kinase), ktorego ekspresja nie
wywiera zadnych znanych efektoéw ubocznych. W momencie, gdy usuniecie z organizmu
biorcy podanych wezesniej komorek jest niezbedne, podany zostaje do krazenia ,.pro-lek”
(gancyklowir). Ulegajaca stalej ekspresji tylko w komorkach zmodyfikowanych kinaza
tymidynowa pochodzenia wirusowego przeksztalca lek w jego cytotoksyczna postac.
Nastgpstwem tej reakcji enzymatycznej jest Smier¢ wszystkich komorek, ktore poddane byty
modyfikacji genetycznej [56].

2. Przetrwanie komodrek macierzystych w warunkach in vivo

Zaréwno terapia komorkowa, jak i terapia genowa z wykorzystaniem modyfiko-
wanych komodrek macierzystych napotkala problem zwigkszenia apoptozy lub/i
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nekrozy w miejscu implantacji podawanych komorek. Przetrwanie komorek w
miejscu podania jest ograniczone przez wiele czynnikdw, takich jak: lokalny stan
zapalny, reakcja uktadu odpornosciowego czy hipoksja. Wprowadzajac odpowiednie
konstrukcje genowe mozna potencjalnie przygotowa¢ komorki na trudne warunki
srodowiska, zwigkszy¢ odsetek komorek prawidtowo zaimplantowanych oraz
zapewni¢ tolerancj¢ ze strony ukladu immunologicznego biorcy (w przypadku
wykonania przeszczepu z uzyciem macierzystych komoérek allogenicznych).

W tradycyjnej transplantologii od wielu lat trwaja badania nad mozliwos$cia
wykorzystania terapii genowej jako alternatywy dla farmakologicznej immunosupresji,
ktora nie jest pozbawiona powaznych efektoéw ubocznych. Potencjalne wykorzystanie
tych samych wektoréw w polaczeniu z zastosowaniem komodrek macierzystych
wydaje si¢ logicznie uzasadnione. W doswiadczalnej terapii genowej przeprowadzanej
na modelach zwierzgcych testowano co najmniej kilka czynnikow mogacych zapobiec
odrzuceniu przeszczepu. Wsrod badanych znalazly sie: bialka przeciwzapalne (antago-
nista receptorowy IL-1, wydzielane formy receptora IL-1, IL-17 czy IL-18BP —
bialka wiagzacego 1L-18 (ang. IL - Interleukin), cytokiny regulatorowe, takie jak:
IL-4, 1IL-10 czy TGFp, czynniki cytoprotekcyjne — eNOS (ang. Nitric Oxide
Synthase; Endothelial), SOD (ang. Superoxide Dismutase), HO-1 (ang.
Hemeoxygenase 1). Nastepna grupa badanych transgendéw byly geny kodujace
biatka blokujace kostymulatory aktywatorow limfocytow T (np. CD40), ktére petnig
szczegdlnie wazna rolg przy wystapieniu reakcji odrzucania przeszczepu. Wprowa-
dzenie do komorek szpikowych biorey alleli gendw kodujacych czasteczki MHC (ang.
Major Histocompability Complex) klasy 1 i Il dawcy organu lub komorek
wywolywatlo tolerancje allogenicznej tkanki przeszczepu [57].

W terapii komérkowej stosowano tez wybrane rozwiazania zaczerpniete z klasycznej
transplantologii, wsrod takich nalezy wymieni¢ transdukcje komorek lentiwirusem
zawierajacym shRNA, wyciszajacym ekspresje antygenow HLA (ang. Human
Leukocyte Antigens). Tak zmodyfikowane komorki byly odporne na alloreaktywne
limfocyty T, zachowujac jednak sladowa ekspresj¢ antygenow unikaly odczynu
cytotoksycznego zaleznego od antygendéw zgodnosci tkankowej [17]. Grupa Poznansky'ego
i wsp. wykazata, ze wysoka nadekspresja czynnika SDF-1 w implantowanych komérkach
umozliwiata ich dtugoterminowe przetrwanie w miejscu podania [38]. Poprawe w
implantacji, w miesniu sercowym komorkom mezenchymalnym zapewniala takze
wymuszona ekspresja antyapoptotycznego genu Akt-1 (ang. Nuclear Factor Kappa-
B Activator 1), natomiast nadekspresja czynnika HO-1 poprawiala efektywnos¢ terapii
w wyniku stymulacji ekspresji czynnikow proangiogennych i proproliferacyjnych — VEGF
(ang. Vascular Endothelial Growth Factor), FGF2 (ang. Fibroblast Growth Factor
2) przy jednoczesnym obnizeniu ekspresji mRNA dla biatek prozapalnych, takich jak:
TNFa (ang. Tumor Necrosis Factor), 1L-18, 1L-6 [9, 65].

3. Dostarczanie czynnikow terapeutycznych i regeneracja narzaddéw in situ

Wigkszo$¢ badan poswigconych efektom terapii genowej ex vivo z wykorzysta-
niem komorek macierzystych skupia si¢ na zagadnieniach wymienionych w tytule
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tego podrozdzialu. Nie sposob wymieni¢ wszystkich badan prowadzonych na tym
polu, w zwiazku z czym zagadnienie zostanie zilustrowane wybranymi przykladami
obrazujacymi mnogos¢ potencjalnych zastosowan genetycznie modyfikowanych
komorek macierzystych w terapii chorob dziedzicznych i nabytych.

Jednym z wyzwan terapii molekularnej jest korekcja efektu spowodowanego przez
uszkodzenie jednego genu. W tym przypadku nalezy rozrézni¢ podejscie terapeutyczne
wobec choréb zwiazanych z nieprawidlowosciami (lub niedoborami) czynnikow
wydzielanych do krwi (czynnik IX i VIII krzepnigcia krwi, czynnik Willebranda czy
al-antytrypsyna), gdzie komorki produkujace prawidtowa forme biatka moga zostac
zaimplantowane w innym miejscu niz wystepujace naturalnie. Uszkodzenie biatka
wewnatrzkomorkowego Scisle powiazanego z funkcja petniong przez komorke
powoduje koniecznos¢ dostarczenia takiej komorki do miejsca zwiazanego z prawidto-
wa ekspresja danego genu (np. dystrofina do migséni szkieletowych dotknietych
dystrofia) [50]. Nalezy wspomnie¢ rowniez o mozliwej reakcji ze strony ukladu
immunologicznego na nieznany dotad dla organizmu antygen, jakim moze by¢
terapeutyczne biatko produkowane przez zmodyfikowane genetycznie komorki [1].

W przypadku dziedzicznych chorob jednogenowych standardem jest transplantacja
komorek, w ktorych gen terapeutyczny ulega ekspresji stalej, a w przypadku innych
chordb, w zaleznosci od korygowanego stanu chorobowego, korzystna moze by¢
ekspresja przejsciowa lub konstytutywna. Ekspresja przejsciowa moze by¢ wskazana
dla wytworzenia naczyn krwiono$nych, przyspieszenia gojenia ran czy mineralizacji
kosci. Krotkotrwala ekspresja czynnika IGF-1 (ang. Insulin-like Growth Factor
1) podobnie jak EGF (ang. Epidermal Growth Factor) znacznie poprawiala leczenie
trudno gojacych sie ran [20, 59]. Transplantacja MSC transfekowanych genem dla
cytokiny TGF-81 do uszkodzonego s$ciggna Achillesa znacznie przyspieszyla leczenie
i odzyskanie sprawnosci przez kréliki poddane takiemu zabiegowi [21]. Podobnie
jak wprowadzenie komoérek z wymuszona ekpresja genu dla czynnika BMP-2
usprawnito regeneracj¢ kosci w pordwnaniu z komorkami niemodyfikowanymi [62].
Naprawa uszkodzen tkankowych spowodowanych niedokrwieniem wymagaé¢ moze
przejsciowej ekspresji czynnikéw proangiogennych, takich jak VEGF — prace nad
zastosowaniem tego biatka prowadzone sa przy terapii komdrkowej: zawalu serca
[40], udaru mozgu [55] czy niedokrwieniu konczyn dolnych [64]. W tym przypadku
dhugotrwala ekspresja VEGF bytaby niekorzystna i moglaby potencjalnie doprowadzi¢
do powstania naczyniaka. Tworzac wektory wykorzystywane w tego rodzaju terapii
bardzo czesto umieszcza si¢ w nich wspomniane wyzej promotory warunkowe
(tkankowo lub Srodowiskowo specyficzne oraz typu tet-on/off).

Terapia genowa potaczona z terapia komodrkowa wydaje si¢ mie¢ ogromny
potencjat przy leczeniu chordb zwigzanych z utrata lub uszkodzeniem funkcji komorek,
takich jak: choroby neurodegeneracyjne czy uszkodzenie rdzenia krggowego, uszko-
dzenie w wyniku zawatu lub przecigzenie migs$nia sercowego czy trzustki.

Na przyklad, wprowadzenie genu kodujacego czynnik BNDF (ang. Brain-derived
Nerotrophic Factor) do uniesmiertelnionych komorek mezenchymalnych, a nastgpnie
ich transplantacja do niedotlenionego mdzgu szczura znacznie zmniejszylo obszar
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uszkodzenia oraz poprawito sprawnos¢ mozgu [30]. Podobny efekt neuroprotekcyjny i
angiogenny wywolato dozylne podanie MSC poddanych transdukcji adenowirusem
kodujacym PIGF (ang. Phosphatydylinositol Glycan) [33]. Sun i wsp. uzyskali bardzo
obiecujace wyniki stosujac modyfikowane zestawem czterech genéw komorki MDSC
(ang. Muscle-derived Stem Cells) do terapii choroby Parkinsona u szczura [51]. Z kolei
nerwowe komorki macierzyste (NCS) poddane genetycznej modyfikacji w wyniku
wprowadzenia genu N1-3 (ang. Neurotrofin-3), po implantacji w uszkodzonym obszarze
rdzenia krggowego znacznie poprawialy sprawnos¢ konczyn dolnych u gryzoni [54].

Pomimo prob zastosowania allogenicznych wysepek trzustkowych leczenie
cukrzycy typu 1 ciagle wymaga bardziej efektywnych terapii. Zastosowanie komorek
macierzystych z nadekspresja insuliny lub wyprowadzenie autologicznych linii
komorek stabilnie produkujacych ten hormon mogloby w istotny sposdb poprawié
jakos¢ zycia pacjentow. Uzycie ludzkich komoérek mezenchymalnych pobranych ze
szpiku kostnego, poprzez transdukcje¢ wektorem adenowirusowym zawierajacym gen
PDXI, zaangazowanym w uruchomienie szlaku réznicowania progenitorowych
komorek trzustki, umozliwito uzyskanie stanu euglikemii u myszy (z do§wiadczalnie
wywolang cukrzyca) juz w czasie dwdch tygodni.

Regeneracja migsnia sercowego po przebytym zawale ze wzgledu na cywilizacyjny
charakter tego schorzenia oraz jego skalg nalezy do jednego z wiodacych nurtéw w
terapii komorkowej. Wspomniane wczesniej w niniejszej pracy modyfikacje genetyczne
poprawiajace przetrwanie transplantowanych komorek czy tez promujace unaczynienie
w miejscu niedokrwienia najczesciej pochodza z badan prowadzonych w tym wiasnie
modelu. Osobna problematyka jest zastapienie obszaru blizny pozawatowej migsniowymi
elementami kurczliwymi. Modyfikacje genowe moga wspomoc powstawanie kardio-
miocytow z niezroznicowanych komorek macierzystych (ES badz MS), badz tez pomoc
przystosowac inne bardziej zaawansowane w roznicowaniu komoérki macierzyste
(progenitorowe) migsni szkieletowych (mioblasty) do podjecia funkcji w pozawatowym
miokardium. W tym ostatnim przypadku zadaniem badawczym jest sprowokowanie,
poprzez wymuszona ekspresj¢ bialek odpowiedzialnych za tworzenie polaczen typu
szczelinowego (koneksyna 43), elektrofizjologicznego sprzgzenia pomigdzy komorkami
transplantowanymi a kardiomiocytami [42]. Uzyskanie prawidtowego sprzezenia
prawdopodobnie zapobiegloby wystgpowaniu arytmii obserwowanych podczas préb
klinicznych prowadzonych z wykorzystaniem mioblastow [46, 47].

4. Terapia przeciwnowotworowa

Wykazano, iz komorki mezenchymalne wykazujg silny tropizm wobec litych guzéw
nowotworowych. Zjawisko to nie jest do konica wyjasnione, jednak brany jest pod
uwage mechanizm chemotaksji, poniewaz komorki nowotworowe aktywnie
wydzielaja wiele chemokin (w tym SDF-1, HGF (ang. Hepatocyte Growth Factor),
FGF i wiele innych), ktore potencjalnie moga oddzialywaé jako chemoatraktanty
wobec komoérek mezenchymalnych [39]. MSC dzigki swojemu tropizmowi moga
postuzy¢ jako elementy transportujace czynniki cytotoksyczne, cytokiny pobudzajace
odpowiedz immunologiczng czy tez ligandy wyzwalajace kaskady sygnatow pro-



MODYFIKACJE GENETYCZNE KOMOREK MACIERZYSTYCH A TERAPIA GENOWA... 265

apoptotycznych do miejsca docelowego. Wsrdéd genetycznych modyfikacji MSC
stosowanych w terapii przeciwnowotworowej wymienia si¢ nadekspresje: INF-3
(ang. Interferon-beta) [51], CX3CLI1 (ang. Chemokine CX3 Motif Ligand 1) [61],
IL-12 [56]. MSC wykorzystano rowniez do ekspresji dwuspecyficznego przeciwciata
(ang. Diabody) skierowanego przeciw antygenowi karcynoembrionalnemu (a-CEA)
oraz antygenowi CD3 (aCD3). Tak skonstruowane przeciwciato, wydzielane przez
komorki mezenchymalne, aktywowato limfocyty T in situ i ograniczalo rozwdj guza
w warunkach in vivo [6].

Interesujaca propozycja bylo wykorzystanie MSC jako swoistych fabryk wektorow
wirusowych dostarczajacych ,.geny samobdjcze” (w tym przypadku opisywana wczesniej
wirusowa kinaze tymidynowa) do komoérek nowotworowych. Po modyfikacji genetycznej
MSC podawano do komory serca, ktére wykazujac tropizm kumulowaty si¢ w tkance
guza i produkujac (lokalnie) wysokie stezenie wektorow wirusowych doprowadzaly do
transdukcji genem HSV-tk in vivo komorki nowotworowe, tym samym uwrazliwiajac
je na dzialanie gancyklowiru [56]. MSC moga rowniez w analogiczny sposob produkowaé
czasteczki wirusow onkolitycznych (testowanych przez ostatnie lata jako nowoczesne
leki przeciwnowotworowe). Badania kliniczne wykazaly bezpieczenstwo stosowania tych
wiruséw jednak ich efektywnos¢ in vivo pozostaje daleka od oczekiwan. Poprzez
dostarczenie wirionow bezposrednio do guza modyfikowane komorki mezenchymalne
wykazuja jednak znacznie wigksza skutecznos¢ niz bezposrednie podawanie wirusow
[28]. Ostatnie doniesienia zalecajg umieszczanie modyfikowanych komorek mezenchy-
malnych na nosnikach zelowych (ang. Scaffolds), aby zapobiec potencjalnemu,
wystepujacemu naturalnie, promowaniu przez MSC unaczynienia guza czy tez
wystapienia przerzutow [10, 24].

Opracowywane sa rowniez terapie przeciwnowotworowe z wykorzystaniem zarod-
kowych komodrek macierzystych. Na przyktadzie terapii nowotworu mézgu (glejaka)
przedstawiono schemat leczenia oparty na ekspresji z wykorzystaniem warunkowego
promotora typu fet-off proapoptotycznego genu dla czynnika TRAIL (ang. TNF-related
Apoptosis Inducing Ligand) umieszczonego w komorkach ES. Tak przygotowane
komorki réznicowano in vitro w astrocyty i nastepnie podawano do myszy z
wywolanym doswiadczalnie guzem. Zaobserwowano znaczne zmniejszenie si¢ objetosci
glejaka, masowa apoptoz¢ komorek nowotworowych, a po tygodniu od iniekcji,
nasilajacg si¢ nekroze z nielicznymi przetrwatymi komoérkami rakowymi [12].

III. PODSUMOWANIE

Podsumowujac przedstawiony przeglad literatury na temat modyfikacji genetycz-
nych komoérek macierzystych nalezatoby podkresli¢ szeroki zakres prowadzonych
badan. Zakladamy, ze w komorkach macierzystych tkwi ogromny potencjat terapeu-
tyczny jakkolwiek do rzeczywistego zastosowania ich w terapii medycznej nalezy
przezwyciezy¢ jeszcze wiele trudnosci. Modyfikacje genetyczne moga pomoc
transplantowanym komodrkom macierzystym przetrwa¢ w miejscu implantacji,
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wspomoc komorki macierzyste jako nosnik dla roznych czynnikéw biologicznych,
takich jak insulina w cukrzycy czy tez dopamina w chorobie Parkinsona. Wprowa-
dzane komodrki moga zregenerowaé zmienione patologicznie tkanki i narzady,
naprawia¢ defekty spowodowane chorobami genetycznymi, poprawia¢ gojenie ran

.....

krwienia mozgu, serca czy konczyn, czy wreszcie stanowié terapi¢ przeciwnowo-
tworowa. Lista chordb, w ktérych mozliwe jest wykorzystanie modyfikowanych
komorek macierzystych, jest praktycznie nieograniczona. Wezesniej jednak nalezy
doglebnie pozna¢ modyfikacje genetyczne wplywajace na los komoérki czy uzyskiwaé
wektory w taki sposob, aby byly bezpieczne dla organizmu biorcy, a jednoczesnie
zapewnialy optymalny efekt terapeutyczny dostarczajac czynniki biologiczne. Wnioski
wynikajace z badan przedklinicznych beda stanowily mocny argument, aby w
niedalekiej przysztosci méc wprowadzi¢ polaczone terapie genowe z komérkowymi
do aplikacji medyczne;.
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