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Streszczenie: Najnowsze badania wskazuja, ze pluripotencjalne komorki macierzyste (PKM) wystepuja
w tkankach dorostych organizmoéw. Naleza do nich m.in. wyizolowane ze szpiku kostnego i innych
narzadow tzw. male embrionalno-podobne komérki macierzyste — VSELs (ang. Very Small Embryonic-
Like Stem cells). Cecha charakterystyczna komorek VSELs jest ekspresja markeréw typowych dla plu-
ripotencjalnych komorek epiblastu, ktore to we wezesnych etapach embriogenezy podczas gastrulacji
uczestnicza w formowaniu listkdw zarodkowych i daja poczatek réznym liniom komoérkowym. Uwaza-
my, ze komorki VSELSs deponowane stopniowo w rozwijajacych si¢ tkankach odgrywaja wazna rolg w
utrzymywaniu puli tkankowo specyficznych komorek macierzystych. Stanowig one pierwotne zrodto
wszystkich komorek rozwijajacego si¢ organizmu podczas ontogenezy, przezywaja w dojrzatych tkan-
kach i tym samym pozostaja zrodtem ukierunkowanych tkankowo komoérek macierzystych. W odpowie-
dzi na uszkodzenie tkanek i narzadow (np. w zawale migsnia sercowego, udarze mézgu) VSELs moga by¢
mobilizowane i krazy¢ we krwi obwodowej. Ponadto jak wykazano, modyfikacja metylacji niektorych
gendw wykazujacych pigtno genomowe chroni VSELSs przed niekontrolowana proliferacja i tworzeniem
potworniakdéw. Zaburzenie tego procesu w sytuacjach patologicznych moze prowadzi¢ do udzialu VSELSs
w rozwoju niektorych typdw nowotworow (np. potworniakow, guzéw germinalnych, migsakow wieku
dziecigcego).

Stowa kluczowe: VSELSs, Oct-4, komorki pluripotencjalne, regeneracja, ,,plastycznos¢”.

Summary: Accumulating evidence demonstrates that adult tissues contain a population of very primitive
pluripotent stem cells and recently, our group identified a population of very small stem cells in murine
bone marrow and other adult organs that express several markers characteristic for epiblast/germ line-
derived cells. We named these rare cells ,,very small embryonic/epiblast like stem cells (VSELs)”. We
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hypothesized that these cells, which are deposited during early gastrulation in developing tissues/organs,
play an important role in the turnover of tissue-specific/committed stem cells. Based on this, we envision
that germ line is not only the origin but also a ,,basis/skeleton™ for the stem cell compartment in adult life
forms. We noticed that VSELSs could be mobilized into peripheral blood and the number of these cells
circulating in peripheral blood increases during stress and tissue/organ injuries (e.g., heart infarct, stroke).
Furthermore, our data indicate that VSELs are protected from uncontrolled proliferation and teratoma
formation by a unique pattern of methylation of selected somatic imprinted genes. Finally, we envision
that, in pathological situations, VSELs could be involved in development of some malignan-cies (e.g.,
teratomas, germinal tumors, pediatric sarcomas).

Key words: VSELSs, Oct-4, pluripotent stem cells, regeneration, ,,plasticity”.

WSTEP

Mianem komdrki macierzystej (KM) okresla si¢ komdrke majaca zdolnosé do
samoodnawiania oraz roznicowania si¢ w komorki potomne. Przytoczona definicja
jest jednak zbyt ogolna i mato precyzyjna. Zidentyfikowano bowiem wiele rodzajow
komorek macierzystych rézniacych si¢ potencjalem proliferacyjnym oraz zdolnoscia
do réznicowania. Ta niejednorodnosé¢ populacji KM powoduje, ze trudno je jedno-
znacznie opisa¢ wspdlna definicja. Pula KM utrzymujac w réwnowadze liczbe
komorek somatycznych w organizmie jest odpowiedzialna za odnawianie puli komo-
rek somatycznych, a w konsekwencji za odmtadzanie i regeneracj¢ narzaddéw i
tkanek. Szereg laboratoridow pracuje nad efektywnym pozyskiwaniem komorek
macierzystych i opracowaniem warunkéw ich ekspansji w hodowlach in vitro.
Rozwijane technologie przynosza nadzieje na postep w optymalizacji klinicznego
wykorzystania KM w terapii. Komorki te staja si¢ niejako kluczem do dlugowiecz-
nosci i znajduja coraz szersze zastosowanie w rozwijajacej si¢ nowej dyscyplinie
klinicznej, jaka jest medycyna regeneracyjna.

Podstawowym zalozeniem medycyny regeneracyjnej jest wykorzystanie KM w
terapii uszkodzonych narzadow i tkanek. Transplantacje narzadow, jak si¢ wydaje,
beda w przysztosci coraz czesciej zastepowane przeszczepami zawiesiny swoistych
dla danego narzadu komodrek macierzystych, majacych za zadanie regeneracje/
odbudowe uszkodzonych tkanek. Szczegolne nadzieje na wykorzystanie terapeutyczne
KM wiazg si¢ z takimi schorzeniami, jak: zawal miesnia sercowego, udar mozgu,
parkinsonizm, cukrzyca, dystrofie migsniowe, toksyczne uszkodzenia watroby i nerek.

POTENCJALNE ZRODEA KOMOREK MACIERZYSTYCH
DO REGENERACJI TKANKOWO-NARZADOWEJ

Juz od okoto 40 lat wykorzystuje si¢ krwiotworcze komorki macierzyste (KKM)
szpiku kostnego w leczeniu szeregu chorob ukladu krwiotworczego. Coraz czgsciej
stosuje si¢ rowniez komodrki macierzyste naskorka w leczeniu oparzen powlok
skérnych oraz w celu usprawnienia procesu gojenia troficznych owrzodzen tkanek
miekkich konczyn. Zaawansowana jest tez technologia pozyskiwania macierzystych
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komorek mezenchymalnych dla leczenia ubytkow kostnych. Pozyskiwanie komorek
macierzystych krwiotworczych naskorka, jak i mezenchymalnych na potrzeby klinicz-
ne jest dzi$ stosunkowo latwe. Znacznie trudniej jest natomiast uzyskac¢ od zdrowych
dawcow komorki macierzyste innych tkanek i narzadéow w liczbie pozwalajacej na
ich potencjalne wykorzystanie terapeutyczne. To istotne ograniczenie dotyczy m.in.
migsni szkieletowych, migsnia sercowego, watroby, wysp endokrynnych trzustki,
osrodkowego uktadu nerwowego. W zwiazku z powyzszym, w ostatnich latach duze
nadzieje wzbudzila teoria ,,plastycznosci” krwiotworczych komoérek macierzystych
(KKM) lub ich zdolnosci do transréznicowania. Zgodnie z jej podstawowym
zalozeniem, KKM pozyskane np. ze szpiku kostnego, mobilizowanej krwi obwodowej
lub krwi pgpowinowej, skad stosunkowo latwo je wyizolowa¢, miatyby by¢ zdolne
do odréznicowania si¢ w komorki macierzyste swoiste dla innych narzadow, np.
migsnia sercowego, osrodkowego uktadu nerwowego lub watroby. Analiza badan
przeprowadzonych w réznych osrodkach nasuwa jednak obawy, ze postulowana
przez niektorych badaczy ,.plastycznos¢” KKM w rzeczywistosci byla prawdopo-
dobnie wynikiem artefaktow doswiadczalnych.

KOMORKI NIEHEMATOPOETYCZNE SZPIKU KOSTNEGO -
LEKCJA WYPLYWAJACA ZE ZJAWISKA ,,PLASTYCZNOSCI”
KRWIOTWORCZYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH (KKM)

Jak powyzej wspomniano, duze nadzieje pokladano w potencjalnym wykorzystaniu
w medycynie regeneracyjnej KKM izolowanych ze szpiku kostnego, mobilizowanej krwi
obwodowej oraz krwi pepowinowej. Oczekiwania te opieraly si¢ na wspomnianym
powyzej zjawisku ,,plastycznosci” przypisywanym tym komodrkom i zdolnosci do
transroznicowania w komorki réznych linii niehematopoetycznych. Teori¢ ,,plastycznosci”
KKM wspieraty wyniki niektorych pozytywnych badan nad wykorzystaniem tych komérek
w zwierzecych modelach zawalu migsnia sercowego [40, 79], udaru mozgu [7, 72, 117],
mechanicznego uszkodzenia rdzenia kregowego [47] oraz toksycznego uszkodzenia
watroby [58]. Pomimo obiecujacych wynikow przytoczo-nych powyzej badan, rola KKM
w regeneracji uszkodzonych narzadow nadal jednak nie jest jednoznacznie okreslona, a
jej ocena budzi kontrowersje [15, 108]. Seria nowych badan z zastosowaniem fenotypowo
zdefiniowanych i oczyszczonych subpopulacji KKM przyniosta bowiem negatywne wyniki
w modelach regeneracji migsnia sercowego [6, 76] oraz mézgu [11]. Te nieoczekiwane
obserwacje podwazyly koncepcje ,,plastycznosci” komoérek macierzystych uktadu
krwiotworczego [15, 35]. Wspomniane niezgodnosci i rozbieznosci w wynikach
opublikowanych badan moga by¢ konsekwencja zastosowania przez laboratoria roznych
doswiadczalnych modeli uszkodzenia tkanek, jak rowniez trudnosci w wykrywaniu w
organizmie biorcy komdrek pochodzacych od dawcy, czyli w ocenie tzw. chimeryzmu
komdrkowego. W tabeli 1 zestawiono alternatywne wyjasnienia postulowanego zjawiska
»plastycznosei” KKM.
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Po pierwsze, wykazanie ,,plastycznosci” KKM moze wymaga¢ zastosowania
odpowiednich modeli uszkodzenia tkanek prowadzacych do indukcji w mikrosrodo-
wisku czynnikdw sprzyjajacych potencjalnemu wystapieniu tego zjawiska. Hipotetycz-
nie, tego typu sprzyjajace warunki moglyby dotyczy¢ zmian epigenetycznych w
KKM, stymulujacych je do réznicowania si¢ w kierunku komorek linii innych niz
hematopoetyczna [13, 75]. Po drugie, na podstawie opublikowanych doniesien,
»plastycznos¢” KKM moze by¢é wyjasniona fenomenem fuzji komorkowej [2, 39,
104, 109, 115]. Wedlug tej teorii, przeszczepione KKM moglyby ulega¢ fuzji z
komorkami uszkodzonych narzadow. Komorki budujace dany narzad stawatyby si¢
heterokarionami wykazujacymi ekspresj¢ markerow komorek zardwno przeszczepu,
jak i tkanek gospodarza. Warto nadmieni¢ jednak, ze zarowno fuzja komoérkowa,
jak i zmiany epigenetyczne zachodzace w komorkach po przeszczepie naleza do
bardzo rzadko wystepujacych, przypadkowych zjawisk i nie moga w pelni tlumaczy¢
opublikowanych pozytywnych wynikow badan wskazujacych na transréznicowanie
KKM. Co wigcej, niektore opublikowane ostatnio wyniki badan wydaja si¢ wyklu-
cza¢ zjawisko fuzji jako glowny proces prowadzacy do tzw. chimeryzmu komoérko-
wego obserwowanego po przeszczepie KKM [30, 41, 113]. Kolejnym mozliwym
wytlumaczeniem pozytywnych efektow terapeutycznych uzyskanych w prébach
regeneracji tkanek i narzadow po zastosowaniu przeszczepu komorek szpiku kost-
nego moze by¢ ich wptyw parakrynny na komorki uszkodzonego organu. Macierzyste
komorki hematopoetyczne sa bowiem zrodtem wielu czynnikéw wzrostowych oraz
cytokin, ktore wydzielone przez przeszczepione komorki in situ w miejscu uszko-
dzenia moga promowac procesy regeneracyjne oraz waskularyzacj¢ uszkodzonych
tkanek [87]. Ostatnie doniesienia wskazuja takze na mozliwos¢ modyfikacji fenotypu
komorek w nastepstwie przeniesienia migdzy sasiadujacymi komorkami receptorow
komdrkowych, bialek cytoplazmatycznych oraz mRNA za pomoca mikrofragmentow
komorkowych (ang. microvesicles). Mikrofragmenty komorkowe sa kulistymi
strukturami, w ktérych czes¢ cytoplazmy jest otoczona blona komoérkowa [1, 86,
88, 89]. Zluszczanie mikrofragmentow z powierzchni btony komoérkowej opisane
zostalo jako zjawisko fizjologiczne towarzyszace wzrostowi komorek; potwierdzono
je takze w stanach aktywacji komdrek w takich procesach, jak np. niedotlenienie
tkanek czy ich uszkodzenie [14, 74, 107]. W zwiazku z tym, wspomniane przeniesienie
receptorow powierzchniowych, biatek oraz informacji genetycznej pod postacia
mRNA pomigdzy wszczepionymi KKM szpiku kostnego a komdrkami gospodarza
mogloby przejsciowo prowadzi¢ do zmiany fenotypu komoérek uszkodzonego organu.
Wciaz pozostaje niewyjasnione, czy mikrofragmenty komorkowe moga takze
przenosi¢ niektore markery reporterowe stosowane do wykrywania chimeryzmu, takie
jak np. biatko wykazujace zielona fluorescencj¢ — GFP (ang. Green Fluorescence
Protein) czy [-galaktozydaze.

Najwazniejsze wydaje si¢ jednak, ze w trakcie badan majacych na celu wyjasnie-
nie ,,plastycznosci” komorek macierzystych oraz udzialu pierwotnych komoérek
szpikowych w regeneracji uszkodzonych narzadow (tab. 1), nie wzigto pod uwage
mozliwosci, ze populacja komérek macierzystych obecnych w szpiku kostnym nie
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TABELA 1. Alternatywne wyjasnienia zjawiska transroznicowania lub "plastycznosci"
krwiotworezych komérek macierzystych (KKM)

TABLE 1. Alternative explanations of the phenomenon of trans-dedifferentiation of "plasticity" of
hematopoietic stem cells (HSCs)

Zmiany epigenetyczne Czynniki Srodowiskowe uszkadzajace tkanki/organy moga indukowac
zmiany epigenetyczne w genach regulujacych pluripotencje KKM
(powodujac zmiany w metylacji DNA, acetylacje histonow).
Konieczne jest zgromadzenie dalszych dowodow, by potwierdzi¢
powszechnos¢ tego zjawiska

Fuzja komorkowa Bardzo rzadko wystgpujace zjawisko, w ktérym przeszczepione
KKM ulegaja fuzji z komoérkami uszkodzonej tkanki, tworzac
heterokariony. Powstale heterokariony wykazuja ekspresj¢ markeréw
KKM przeszczepu uszkodzonych komorek tkanek gospodarza
(pseudochimeryzm)

Stymulacja parakrynna |KKM stanowig zrédio réznych czynnikow wzrostowych i
angiopoetycznych, mogacych promowac regeneracj¢ tkanek/organow

Przeniesienie bialek przez Niektore doniesienia o "plastycznosci" komorek macierzystych moga
mikrofragmenty by¢ wyjasnione za pomoca zjawiska czasowej zmiany fenotypu
blonowe komorkowego, bedacego wynikiem przeniesienia receptorow,
cytoplazmatycznych bialek oraz mRNA migdzy KKM a uszkodzona
komorka, za pomocg mikrofragmentow blonowych

Obecnosé Oprocz KKM, szpik kostny zawiera takze populacje innych komorek
heterogenicznej macierzystych. Regeneracja uszkodzonych tkanek moze zostaé
populacji komérek wyjasniona obecnoscig komodrek progenitorowych dla $rodblonka
macierzystych w szpiku |naczyn, ktore stymuluja neowaskularyzacje, jak rowniez obecnoscia
kostnym innych komérek macierzystych, w tym komorek pluripotencjalnych

(np.VSELSs). Moze to tlumaczy¢ brak efektu "plastycznosci" przy
zastosowaniu dokladnie oczyszczonej populacji KKM

jest jednorodna [53]. Uwazamy, ze nieuwzglednienie mozliwej heterogennosci KM
oraz brak odpowiednich kontroli w prowadzonych badaniach nad regeneracja tkanek
nichematopoetycznych z zastosowaniem przeszczepianych komorek szpiku kostnego
oraz krwi pepowinowej bylo zrodlem wielu niescistosci i doprowadzito do niewlas-
ciwych interpretacji obserwowanych zjawisk. Zgodnie z powyzszym uwazamy, ze
najlepszym wyjasnieniem postulowanej ,,plastycznosci” KKM jest obecnos¢ w szpiku
kostnym, mobilizowanej krwi obwodowej oraz krwi pgpowinowej heterogenicznej
populacji komoérek macierzystych. Obecne w puli przeszczepionych KKM inne ko-
morki macierzyste bralyby wigc udziat w regeneracji uszkodzonych tkanek gospo-
darza, co moze thumaczyé obserwowane zjawiska opisywane jako ,,plastycznosé”
czy zdolnos¢ do transréznicowania KKM [53]. Wystepowanie niehematopoetycznych
komorek macierzystych w szpiku kostnym wyjasnia wigc lepiej niz transréznicowanie
KKM pozytywne wyniki badan nad ,,plastycznoscia” KKM uzyskane przez badaczy,
ktérzy stosowali komorki szpikowe w regeneracji uszkodzonych narzadéw [7, 40,
72, 79]. Co wigcej, w przypadkach, kiedy stosowano wyselekcjonowane, oczyszczone
pule KKM, komdrki macierzyste nichematopoetyczne prawdopodobnie byly elimino-
wane na etapie izolacji komorek do przeszczepu; przeszczepiane komorki nie
réznicowaly si¢ wowczas w komorki innych tkanek i tym samym nie obserwowano
zjawiska ,,plastycznosci” [108].
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Podsumowujac, na obecnym etapie badan zjawisko transrdéznicowania KKM w
komorki linii niehematopoetycznych oraz ich udzial w regeneracji uszkodzonych
tkanek nadal pozostaja watpliwe i bardzo stabo udokumentowane. Najbardziej
prawdopodobnym wytlumaczeniem pozytywnych wynikow badan nad ,,plastycz-
noscia” jest wystepowanie w szpiku kostnym réznorodnych populacji komoérek
macierzystych, w tym i pluripotencjalnych komoérek macierzystych. Zagadnienie to
zostanie omdwione ponizej.

DOWODY NA ROZNORODNOSC KOMOREK N
MACIERZYSTYCH SZPIKU KOSTNEGO - OBECNOSC
NIEHEMATOPOETYCZNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

Obecnos¢ niehematopoetycznych komorek macierzystych w szpiku kostnym
potwierdzaja wyniki obserwacji swiadczace o udziale komoérek szpiku kostnego w
regeneracji narzadow i tkanek [9, 78, 90]. W tabeli 2 zestawiono charakterystyczne
cechy fenotypowe roznych rodzajow niehematopoetycznych komoérek macierzystych,
ktére zidentyfikowano w szpiku kostnym. Nie mozna wykluczy¢, ze rézni badacze
stosujac rozne strategie izolacji opisywali w rzeczywistosci ,,zblizone” populacje
komorek macierzystych, nadajac im rdézne nazwy. Ponizej krétko opisano charak-
terystyke tych populacji oraz wystepujace pomiedzy nimi podobienstwa.

Komorki progenitorowe Srédblonka naczyn — EPC (ang. Endothelial Pro-
genitor Cells). Podano, ze szpik kostny zaréwno myszy, jak i czlowieka zawiera
m.in. prekursory srédblonka [4, 5]. Co wigcej, zaobserwowano, iz wspomniane
rezydujace EPC moga by¢ uwolnione ze szpiku do krwiobiegu i bra¢ udziat w
procesach waskularyzacji towarzyszacych naprawie uszkodzonych organow [45, 97,
98, 103]. Okreslenie stopnia udzialu EPC pochodzacych ze szpiku w waskularyzacji
narzadow wciaz jednak wymaga dalszych badan.

Mezenchymalne komoérki macierzyste/stromalne — MSC (ang. Mesenchy-
mal Stem Cells; Multipotent Mesenchymal Stromal Cells). MSC stanowia
populacje¢ fibroblastow szpiku kostnego, bedacych podstawowymi komoérkami
zapewniajacymi odpowiednie mikrosrodowisko dla wzrostu i réznicowania KKM [22,
23, 84]. Ponadto, zdolne sg one do roznicowania w komorki tkanek mezenchy-
malnych, takich jak: tkanka taczna wlasciwa, tluszczowa, kostna, chrzestna oraz
wigzadel i Sciggien [10, 84]. Nie mozna wykluczy¢ jednak, ze izolowane populacje
MSC zawieraja rowniez inne niechematopoetyczne komoérki macierzyste. Taka
mozliwo$¢ powinna by¢ brana pod uwage przy interpretacji wynikow wskazujacych
na transréznicowanie MSC w komorki pochodzace z innych niz mezoderma listkow
zarodkowych (np. w pochodzace z ektodermy komorki nerwowe). W zwiazku z
licznymi rozbiezno$ciami towarzystwo International Society for Cellular Therapy
zaproponowato niedawno unikanie sformulowania ,.komérki macierzyste™ (stem cells)
w odniesieniu do MSC, proponujac ich alternatywna nazwe — ,,multipotencjalne
mezenchymalne komorki stromalne” [36].
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TABELA 2. Fenotypowe cechy nichematopoetycznych komdrek macierzystych
zidentyfikowanych i wyizolowanych ze szpiku kostnego
TABLE 2. Nonhematopoietic stem cells identified in the bone marrow

Komoérki macierzyste Fenotyp

Komérki progenitorowe $rédblonka Ludzkie - CD133", CD34", c-kit (CD117)",

(EPC — Endothelial Progenitor Cells) VE-kadheryna®, VEGFR2*, CD146", vWF",
CD31°

Mysie - Sca-17, ¢-Kit (CD117)", Lin,
VEGFR2", VE-kadheryna®, Tie2*, CD146%,

vWF", CD31"
Komoérki macierzyste mezenchymalne Kryteria wg International Society for
(MSC — Mesenchymal Stem Cells)* Cellular Therapy: CD1057, CD73%, CD90",

CD45°, CD34°, CD14°, CD11b", CD79a,
CD19°, HLA-DR-

Multipotencjalne dojrzale komorki progenitorowe SSEA-17, CD13, Flk-1°%, Thy-1°%, CD34",
(MAPC — Multipotent Adult Progenitor Cells)* |CD44" CD45", CD117(c-kit), MHC T,

MHC II
Komoérki MIAMI CD29", CD63", CD81%, CD122%, CD164",
(MIAMI — Marrow Isolated Adult Multilineage |c-met", BMPRIB', NTRK3", CD34", CD36",
Inducible Cells)* CD45°, D117 (c-kit-, HLA-DR
Bardzo male komérki macierzyste podobne do  |[CXCR4", AC133", CD34", SSEA-1" (mysz),
komérek embrionalnych SSEA-4" (cowiek), AP*, c-met”, LIF-R",
(VSELs — Very Small Embryonic Like Stem CD45°, Lin, MHC I', HLA-DR", CD90",
cells) CD29°, CD105"

* (fenotyp komorek po ekspansji/ fenotyp komérek adherentnych w hodowli)

Skroty: AP — plodowy typ alkalicznej fosfatazy; BMPR1 — receptor typu 1B dla BMP (ang.
Bone Morphogenetic Protein); LIF-R —- receptor dla LIF (ang Leukemia Inhibitory Factor);
NTRK3 — receptor typu 3 dla eurotropowej kinazy tyrozynowej; vW —- czynnik von
Willebranda

Multipotencjalne komorki progenitorowe — MAPC (ang. Multipotent Adult
Progenitor Cells). Komérki MAPC wyizolowane zostaly jako frakcja adherentnych
komorek jednojadrowych szpiku kostnego o fenotypie CD45” GPA-A" oraz morfologii
zblizonej do MSC [42]. MAPC pozostaja jak dotad jedyna populacja szpikowych
komorek macierzystych, ktora po wstrzyknigciu do rozwijajacej sie blastocysty moze
uczestniczy¢ w tworzeniu komoérek wszystkich trzech listkdw zarodkowych.
Komplementacja rozwoju blastocysty przez te komorki ma wskazywac na ich
pluripotencjalnos¢ [42]. Powyzsza obserwacja wymaga jednak potwierdzenia przez
inne niezalezne laboratoria.

Komorki MIAMI (ang. Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible cells).
Populacja komérek MIAMI zostala wyizolowana z frakcji komoérek jednojadrowych
ludzkiego szpiku kostnego w hodowlach ze zmniejszona zawartoscia tlenu, na
podtozach zawierajacych fibronektyne [16]. Komdrki MIAMI izolowano ze szpiku
kostnego 0s6b w roznym wieku, od 3. do 72. roku zycia. Linie komérkowe wypro-
wadzone z MIAMI wykazywaly in vitro ekspresje¢ licznych markeréw komorek
nalezacych do trzech listkow zarodkowych, co wskazywa¢ moze na ich pluripotencije.
Jednakze udziat tych komdrek w komplementacji rozwijajacej si¢ blastocysty nie byt
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dotychczas badany, podobnie jak i potencjalny zwiazek miedzy MIAMI oraz
wspomnianymi powyzej komdérkami MAPC. Jest wysoce prawdopodobne, ze
stanowig one populacje podobnych komorek izolowanych za pomoca réznych
strategii badawczych.

SZPIK KOSTNY JAKO ZRODL.O PLURIPOTENCJALNYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH — IDENTYFIKACJA
BARDZO MALYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

PRZYPOMINAJACYCH KOMORKI EMBRIONALNE — VSELs

Kilka lat temu zespdt nasz zaproponowat alternatywne wyjasnienie zjawiska
»plastycznosci” KKM. Zatozylismy, jak powyzej wspomniano, ze szpik kostny jest
zrédlem heterogenicznych populacji komérek macierzystych i obok KKM zawiera
takze pluripotencjalne komorki macierzyste (PKM) majace zdolnos¢ réznicowania
si¢ w rozmaite tkanki [53, 90].

Komorki o takich wlasciwosciach udalo si¢ nam ostatnio zidentyfikowac i
wyizolowaé ze szpiku kostnego [53, 90]. Strategi¢ izolacji wspomnianej populacji
bardzo matych Sca-1" CD45 lin” komorek z mysiego szpiku kostnego z zastosowa-
niem FACS (ang. Fluorescence Activated Cell Sorter) zobrazowano na rycinie 1.
Badania na poziomie mRNA wykazaly obecnos¢ w tych komorkach silnej ekspresji
wezesnych, tkankowo specyficznych gendéw regulujacych procesy réznicowania w
kierunku linii niehematopoetycznych, przy jednoczesnej ekspresji szeregu embrional-
nych czynnikéw transkrypeyjnych, takich jak: Oct-4, Nanog i Rex-1 [52]. Pomocne
w wyizolowaniu powyzszych komoérek byly wyniki wstgpnych badan sugerujace, ze
komorki te: 1) beda wykazywaly ekspresj¢ receptora CXCR4 (komorki mysie i
ludzkie) oraz antygenow CD133 (komoérki mysie i ludzkie) i Sca-1 (komorki mysie);
2) beda niehematopoetyczne, a wigc CD45™ oraz 3) beda bardzo mate (3—4 um
srednicy u myszy i 4—6 um $rednicy u cztowieka).

Komorki te, jak wspomniano, wykazuja ekspresje¢ szeregu markeréw komorek
pluripotencjalnych, w tym SSEA-4, Oct-4, Rex-1 i Rif-1, na poziomie zar6wno
mRNA, jak i biatka. Jednoczesnie sa negatywne pod wzgledem obecnosci antygenow
zgodnosci tkankowej MHC-I i MHC-II (HLA-DR) oraz bialek specyficznych dla
linii mezenchymalnej, takich jak: CD90, CD105 i CD29 [51]. Co wazniejsze, komorki
te izolowane z mysiego szpiku kostnego w badaniach z zastosowaniem elektrono-
wego mikroskopu transmisyjnego maja cechy charakterystyczne dla komérek embrio-
nalnych, takie jak: obecnos$¢ duzego jadra komdrkowego otoczonego waskim rabkiem
cytoplazmy oraz wystgpowanie luznej chromatyny (euchromatyny) w jadrze komor-
kowym. Co najwazniejsze, pomimo bardzo matych wymiarow komorki te zawieraja
prawidlowa diploidalna liczb¢ chromosomdw, a takze liczne mitochondria. Odznaczaja
si¢ rowniez wysoka aktywnoscia telomerazy. Wykorzystujac powyzsze kryteria,
komorki te okresliliSmy mianem ,,bardzo malych komoérek macierzystych podobnych
do komérek embrionalnych” — VSELSs (ang. Very Small Embryonic-Like stem cells)
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RYCINA 1. Izolacja komdrek VSELSs ze szpiku kostnego dorostych myszy za pomoca FACS. Na rycinie
zobrazowano strategi¢ izolacji VSELs za pomoca sortowania FACS (ang. Fluorescence Activated Cell
Sorting). Komorki szpiku kostnego izolowano z kosci udowych i piszczelowych koniczyn tylnych 4-8
tygodniowych myszy szczepu C57BL/6. Erytrocyty eliminowano za pomocg lizy, a pelna populacje
komoérek szpiku kostnego barwiono stosujac przeciwciala monoklonalne przeciwko mysim antygenom
CD45 i Sca-1 oraz markerom specyficznym dla linii hematopoetycznych. Stosowano przeciwciala
bezposrednio skoniugowane z fluorochromami (BD Pharmingen, USA). PANEL A obrazuje rozmieszczenie
komoérek w zaleznosci od parametréw FSC (ang. Forward Scatter) i SSC (ang. Side Scatter) komorek,
zaleznych odpowiednio od wielkosci oraz ziarnistosci tych komoérek. Region R1 zawiera komorki mate (2—
8 um) o morfologii limfocytarnej. Komdrki z tego regionu przedstawiono na PANELU B w zaleznosci od
ich ekspresji markeréw liniowych oraz Sca-1. Komorki o fenotypie Lin'Sca-1" analizowano dalej pod
wzgledem ekspresji antygenu CD45 (Panel C). VSELSs sortowano jako komérki o fenotypie CD45Lin®
Sca-1" (region R3), natomiast KKM, jako CD45 Lin"Sca-1" (region R4). Wartos$¢ procentowa jest tozsama
z odsetkowa $rednig zawartoscig kazdej z populacji wsroéd wszystkich komorek jednojadrowych szpiku
kostnego myszy

FIGURE 1. Strategy to isolate very small embryonic like cells (VSELSs) in the bone marrow derived from
adult mice based on FACS sorting. The strategy to isolate very small embryonic like cells (VSELSs) based
on fluorescence-activated cell sorting (FACS) is showed. VSELSs were sorted from bone marrow-mononu-
clear cells (BMMNCs) derived from 1 to 2-month-old mice of C57BL/6 strain. Erythrocytes were
removed by a hypotonic solution (Lysing Buffer, BD Biosciences, San Jose, USA). To label BMMNC,
the immunostaining for murine CD45, Sca-1 and lineage markers with specific antibodies conjugated with
the fluorochromes (BD Pharmingen, USA) was performed. PANEL A: Cell distribution based on FSC
(Forward Scatter) and SSC (Side Scatter) parameters that describe their size and granularity, respectively.
Region 1 (R1) contains small cells with a size between 2 and 8 um and lymphocytic morphology. Cells
from R1 region are shown in PANEL B according to their lineage markers and Sca-1 expression. Sca-
1+Lin" cells were analyzed furthermore based on CD435 antigen expression (PANEL C). VSELSs were
sorted as population of CD45 Lin Sca-1" cells (Region R3) and hematopoietic stem cells (HSCs) were
sorted as population CD45 Lin Sca-1" cells (Region R4). Percent values are equall to mean quantity of
each cell population among the all BMMNC:s in the murine bone marrow
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[52]. Ostatnio, stosujac cytometrie¢ przeptywowa, udato si¢ nam zidentyfikowac
podobne Sca-1"1in"CD45" komorki w tkankach wigkszosci mysich organdow, m.in.
w nerkach, ptucach, sercu oraz jadrach. Komorki VSELs wyizolowano takze z
siatkdwki oka, wykazujac jednoczesnie, ze maja one podobnie jak komorki szpikowe
charakter komorek pluripotencjalnych [64]. Zaobserwowalismy, ze wielkos¢ VSELSs
moze by¢ rozna w zaleznosci od narzadu, z ktdrego sa izolowane. Komorki spetnia-
jace kryteria fenotypowe przyjete dla populacji mysich VSELs zidentyfikowalismy
ostatnio w ludzkiej krwi pgpowinowej [51], co wskazuje na to, iz moga wystgpowac
takze w tkankach czlowieka.

Wyniki dotychczasowych badan przeprowadzonych w naszym laboratorium
wskazuja tym samym, ze w wigkszosci tkanek dorostych osobnikéw obecna jest
populacja PKM majacych szereg cech komodrek pierwotnej ektodermy — czyli
epiblastu. Jak wiadomo, w prawidlowym rozwoju embrionalnym epiblast daje
poczatek KM specyficznym tkankowo i narzadowo. PKM obecne w epiblascie
podlegaja roznicowaniu, najpierw do multipotencjalnych, a nastepnie tkankowo
specyficznych komorek macierzystych, ktore biora udziat najpierw w tworzeniu, a
nastgpnie w regeneracji i odmladzaniu narzadéw [70, 92]. Uwazamy, ze niektore z
tych pierwotnych komérek moga uniknaé specyfikacji w kierunku bardziej
zréznicowanych KM oraz zachowujac swoj pluripotencjalny charakter przetrwaé u
dorostych osobnikéw pomigdzy zréznicowanymi tkankowo specyficznymi KM jako
populacja komoérek VSELs (ryc. 2).

Podsumowujac, pochodzace z epiblastu VSELs zostaja zdeponowane poczatkowo
w powstajacych podczas gastrulacji listkach zarodkowych we wczesnych etapach
embriogenezy, a nastgpnie w rozwijajacych sie narzadach (ryc. 3), gdzie przezywaja
do czasu osiagnigcia dojrzalosci organizmu [91]. Cecha charakterystyczna tych
komorek jest ekspresja genow typowych dla pluripotencjalnych komorek epiblastu,
takich jak: SSEA-4, Oct-4 i Nanog. Hipotezg ta potwierdzajg publikowane ostatnio
dane wskazujace na obecnos¢ komoérek macierzystych majacych markery komoérek
epiblastu (np. Oct-4, SSEA) nie tylko w szpiku kostnym [3, 52, 81], ale réwniez w
tkankach wielu organéw niehematopoetycznych, takich jak: naskérek [27], nablonek
oskrzeli [62], migsien sercowy [71], trzustka [17, 49], jadra [29, 44], miazga zgbowa
[46], siatkdwka [48], a takze w plynie owodniowym [19]. Komorki te odpowiadaja
populacji Oct-4" VSELs. Moga si¢ one nieznacznie rdzni¢ morfologia i wielkoscig
w zaleznosci od typu tkanki, z ktorej sa izolowane [55, 91].

Jak wspominano powyzej, komoérki podobne do VSELs zidentyfikowanych
uprzednio w mysim szpiku udato si¢ nam ostatnio wyizolowa¢ z ludzkiej krwi
pepowinowej [51] (tab. 3). ZgromadziliSmy tez dowody, ze podobna populacja
rezyduje w ludzkim szpiku, szczegdlnie u ludzi w mlodym wieku. Uwazamy, ze
VSELSs mogga sta¢ si¢ alternatywnym zrodtem komorek macierzystych wykorzysty-
wanych w celach terapeutycznych. Warto nadmieni¢, ze komorki te z powodzeniem
zostaly juz zastosowane w regeneracji miesnia sercowego w eksperymentalnym
modelu zawalu u myszy [18].
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RYCINA 2. Potencjalny udzial komdrek VSELs w regeneracji tkanek. PANEL A: Liczba VSELs w
dojrzatych tkankach moze ulega¢ zmianie w wyniku ich eliminowania wraz ze zwigkszaniem liczby
tkankowo specyficznych komorek macierzystych wytwarzanych podczas embriogenezy/gastrulacji.
PANEL B: Alternatywnie wzgledem panelu A mozliwe jest przezycie komorek VSELSs wsrod tkankowo
specyficznych komdrek macierzystych; VSELs moga stanowic¢ dodatkowe ich zrédto

FIGURE 2. Potential VSELs activity in tissue regeneration. PANEL A: The VSELs number in adult
tissues can be modified due to their elimination by pararel increasment of the quantity of tissue-commit-
ted stem and progenitor cells produced in embriogenesis and gastrulation phases of organism develop-
ment. PANEL B: Contrary to Panel A: possible survival of VSELs among tissue-committed stem and
progenitor cells; VSELs seem to be the addition source of tissue-committed stem and progenitor cells
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RYCINA 3. Hipoteza obecnosci embrionalnych komorek macierzystych epiblastu w dojrzalych tkankach.
Obecnos¢ VSELs w watrobie ptodowej, szpiku kostnym i innych tkankach mozna wyjasni¢ hipoteza
zasiedlania tych organéw w wyniku migracji VSELs z epiblastu pod wplywem gradientu st¢zeni SDF-1.
Watroba ptodowa jest najwazniejszym organem w szlaku migracyjnym tych komérek

FIGURE 3. Hypothetical epiblast-derived stem cells (EPSC) existence in adult tissues. Finding of VSELSs
in fetal liver, bone marrow and other tissues can be interpreted according to the hypothesis of VSELs
migration from epiblast to those organs under the SDF-1 gradient. Fetal liver is the most important organ
at the migratory pathways of VSELSs in a developing organism

PIETNO GENOMOWE (IMPRINTING GENOMOWY) JAKO
MECHANIZM REGULUJACY POTENCJAL. PROLIFERACYJNY VSELs

7 ewolucyjnego punktu widzenia, komorki linii zarodkowej okreslane sa mianem
.niesmiertelnych” [26, 91, 118]. Pochodzace z linii komorek zarodkowych pierwotne
komorki plciowe — PGC (ang. Primordial Germ Cells) ewoluuja w plemniki i komorki
jajowe, ktore tworza w procesie zaplodnienia zygote — najwczesniejsza komorke linii
zarodkowej. Podczas rozwoju embrionalnego potencjat linii zarodkowej jest zachowany
w blastomerach moruli i w komérkach wezta zarodkowego blastocysty. W stadium
blastocysty czes¢ komorek, ktore otaczaja blastule, roznicuje si¢ w kierunku komdrek
trofoblastu dajac poczatek tozysku. Po implantacji blastocysty w macicy komorki
pluripotencjalne zlokalizowane sa w epiblascie, czyli pierwotnej ektodermie [26, 91, 118].
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TABELA 3. Poréwnanie cech morfologicznych i fenotypowych mysich i ludzkich komorek VSELs
TABLE 3. Morphologic and phenotypic comparison of murine and human VSELs

Zrédlo komérek VSELs szpiku mysiego VSELs ludzkiej krwi pgpowinowe;j

Wielkos¢ 3-5 um 4-7 um

Jadro duze — zawiera euchromatyne, |duze — zawiera euchromatyng,
podwdjna liczba chromosoméw [podwdjna liczba chromosomow

Cytoplazma waski rabek cytoplazmy waski rabek cytoplazmy bogaty
bogaty w mitochondria w mitochondria

Markery Sca-17, CXCR4", CD45, CDI133", CXCR4", CD45", lim,

powierzchniowe lin MHC-I" HLA-DR’, MHC-I" HLA-DR", CD90
CD90" CD105 CD29 CD105 CD29

Markery zarodkowych ~ |SSEA-1, Oct-4, Nanog, Rex-1, [SSEA-4, Oct-4, Nanog, Rex-1

komorek macierzystych |duza aktywnosé telomerazy duza aktywnos¢ telomerazy

Réznicowanie in vitro + +

Udziat w rozwoju zarodka|Nie* (nieodpowiednie)

* Chronione przez zniesienie somatycznego imprintingu genow

U myszy, w 7. dni po zaptodnieniu — dpc. (ang. days post-conception) czesé
PKM epiblastu, okreslana jako PGC, migruje do listw plciowych, gdzie réznicuje
si¢ w oogonia badz spermatogonia, z ktorych powstaja oocyty badz plemniki [69,
70]. Krotko po specyfikacji PGC, pozostate PKM epiblastu zaczynajg roznicowaé
si¢ w multi/unipotencjalne komorki, z ktorych rozwijaja si¢ rézne tkanki i narzady
[91]. Zakladamy, ze w przebiegu roznicowania wywodzace si¢ z epiblastu PKM
nie sa catkowicie eliminowane z rozwijajacego si¢ organizmu. Prawdopodobnie, czes$¢
tych komorek przezywa pomigdzy tkankowo specyficznymi komérkami macierzystymi
jako populacja VSELs [91].

Jak wiadomo, jednym z podstawowych probleméw medycyny regeneracyjnej jest
opracowanie efektywnej ekspansji PKM. PKM poddaja si¢ ekspansji tylko wtedy,
kiedy maja prawidlowy imprinting genomowy (pi¢etno genomowe). Pigtno genomowe
jest bowiem jednym z mechanizméw, ktére kontroluja ekspansje i proliferacje PKM
w dorostym organizmie i najlepiej zostalo poznane wilasnie w populacji PGC.

Jak wykazano, PGC wyizolowane z rozwijajacych si¢ ptodow po 11. dniu rozwoju
embrionalnego: 1) szybko gina w hodowlach in vitro, 2) jadra komérkowe tych
komorek nie biorg udzialu w tworzeniu klonu podczas transferu jadrowego do
enukleowanej komorki jajowej, 3) nie tworza potworniakow po wstrzyknieciu
zwierzetom doswiadczalnym i 4) nie komplementuja rozwoju zarodka po iniekcji do
rozwijajacej si¢ blastocysty [20, 66, 77, 91, 114]. Tak wigc, ta najwazniejsza populacja
KM odpowiedzialna za przenoszenie informacji genetycznej z pokolenia na pokolenie
nie wykazuje tych wszystkich cech, ktore tradycyjnie przypisuje si¢ PKM. Za stan
ten odpowiedzialne jest usunigcie pigtna genomowego (ang. somatic imprint) na
waznych rozwojowo genach [77, 91, 114].

Pietno genomowe polega na réznym stopniu metylacji niektérych genow w
komorkach jajowych i plemnikach [59, 67]. Gen jest metylowany (naznaczany) na
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allelu pochodzacym tylko od jednego z rodzicéw. Do tej pory poznano np. u myszy
okoto 80 takich genow, ktére sa naznaczane glownie w komdrkach rozrodczych
zenskich. Tylko kilka genow jest naznaczanych w gametach meskich (np. Igf2-H19,
Rasgrfl, Meg3) [59, 67, 91]. Podczas zaptodnienia, pary odpowiednich genow
wykazujacych pigtno wystepuja w odpowiedniej proporcji w zygocie i pigtno to
utrzymuje si¢ nastepnie podczas rozwoju we wszystkich komoérkach linii somatyczne;.

Odmienna sytuacja wystepuje w PGC. Usuniecie (demetylacja) jednostek
regulatorowych genow wykazujacych imprinting nastgpuje podczas migracji PGC do
listw plciowych [59, 67]. Usuniecie pigtna genomowego w PGC ma powodowac, ze
komorki te, jesli zmienig kierunek migracji podczas ich wedrowki do listew plciowych
i osiedla si¢ w innych narzadach, nie beda ulegaly proliferacji i tworzyly potworniakow.
Jest to rowniez wazny mechanizm majacy za zadanie kontrolowanie proliferacji tych
komorek i zapobiega zjawisku dzieworddztwa (partenogenezy). Pietno genomowe
zostanie ponownie odbudowane w komodrkach gamet w jadrach i jajnikach po
pierwszym podziale mejotycznym, gdy liczba DNA zostanie zredukowana do polowy
tak, aby diploidalna zygota powstajaca w wyniku zaplodnienia miata prawidtowy wzrost
metylacji gendw pochodzacych od samca i samicy.

Jesli jednak PGC, w ktorych doszto juz do usunigcia pigtna genomowego,
umieszczone zostanag w hodowli na warstwie mysich fibroblastow plodowych w
obecnosci wyselekcjonowanych czynnikdw wzrostu np. czynnika hamujacego
biataczk¢ — LIF (ang. Leukemia Inhibitory Factor), zasadowego czynnika wzrostu
fibroblastéw — bFGF (ang. basic Fibroblast Growth Factor) i liganda receptora
c-kit, moga one ulec zmianom epigenetycznym i odzyska¢ prawidtowy wzor
somatyczny pigtnowanych genow [25, 93]. Powstaja wtedy ,,unie$miertelnione”
embrionalne komérki plciowe — EGC (ang. Embryonic Germ Cells) [68, 118],
majace wilasciwosci PKM. EGC w przeciwienstwie do PGC: 1) rdznicuja si¢ w
hodowlach in vitro w komorki pochodzace potencjalnie z trzech listkow zarodko-
wych, 2) jadra komérkowe tych komorek biorg udzial w tworzeniu klonu podczas
transferu jadrowego do enukleowanej komorki jajowej, 3) daja poczatek potwornia-
kom po wstrzyknieciu zwierzetom doswiadczalnym oraz 4) komplementujg rozwoj
zarodka po iniekcji do rozwijajacej si¢ blastocysty. Ta zmiana wilasciwosci biolo-
gicznych PGC po transformacji w EGC wiaze si¢, jak wspominano powyzej, z
odtworzeniem prawidlowego pigtna genomowego. Tak wigc proces ten ma charakter
odwracalny i w niektérych warunkach moze zosta¢ odtworzony.

Ostatnio wykazalismy, ze podobne zjawisko, jakie opisano dla PGC, zachodzi takze
w VSELs i kontroluje proliferacje tych komoérek. StwierdziliSmy bowiem, ze usuniecie
imprintingu genomowego na niektorych genach (Igf2-HI19, Rasgrfl) VSELs jest
odpowiedzialne za to, ze komorki te w dojrzatych tkankach pozostaja w stanie
,uspienia”. Chroni to organizm przed powstawaniem potworniakow [55, 91].
Niemniej jednak, podobnie jak w przypadku PGC, proces ten w ..sprzyjajacych
warunkach epigenetycznych” jest odwracalny. Dlatego tez pracujemy nad strategia
prowadzaca do przywrocenia wlasciwego somatycznego imprintingu w VSELs.
Uwazamy, ze VSELs po przywroceniu prawidlowego pigtna genomowego moglyby
potencjalnie sta¢ si¢ alternatywa dla komorek embrionalnych pozyskiwanych z
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plodow, czy tez tzw. indukowanych PKM otrzymywanych w wyniku transformacji
komorek somatycznych [55, 91, 102, 110].

ROZNICOWANIE MYSICH VSELs IN VITRO

Zidentyfikowane i opisane przez nasza grupe VSELSs stanowia bardzo matq liczebnie
populacje komorek obecnych w szpiku kostnym dorostych osobnikow (1 komdrka
VSELs na ok. 10*-10° komérek jednojadrowych mysiego szpiku) [52]. Z obserwacji
naszych wynika takze, ze szpik kostny miodych myszy zawiera wigcej komorek o
fenotypie VSELs, a liczba tych komorek maleje z wiekiem osobnika [52]. Majac na
uwadze potencjalne wykorzystanie tych komodrek do celow terapeutycznych niezbednym
wydaje sie¢ szybkie opracowanie skutecznej metody ich ekspansji ex vivo.

Prowadzimy wiec intensywne badania nad opracowaniem sktadu skutecznego
»koktajlu” ré6znych czynnikoéw wzrostowych stymulujacych proliferacje VSELs. Nasze
dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze VSELs wymagaja do proliferacji nie tylko
srodowiska hodowlanego o odpowiednim skladzie, ale rowniez sygnalow kostymulu-
jacych w hodowlach z innymi komérkami (np. mysimi fibroblastami podscieliska
szpiku kostnego). W takich warunkach hodowlanych VSELSs dzielg si¢ oraz roznicuja
w komorki nalezace potencjalnie do trzech listkdw zarodkowych, tj. kardiomiocyty
(mezoderma), rézne rodzaje komorek nerwowych (ektoderma) oraz komorki trzustki
syntetyzujace insuline (endoderma) [52]. W hodowlach na komoérkach linii stromalnej
OP-9 VSELs roznicuja si¢ w kierunku komoérek hematopoetycznych. Stwierdzilismy
rowniez, ze w hodowli z mysimi komoérkami linii mioblastycznej C2C12 okoto
5-10% VSELSs tworzy sfery przypominajace kule zarodkowe. Komorki znajdujace
si¢ w takich sferach wykazuja aktywnos¢ plodowej formy fosfatazy alkalicznej [52]
oraz wykazuja cechy komorek niedojrzalych — zawieraja duze jadro komodrkowe
wypelnione euchromatyna. Ponadto, jesli zostana wyizolowane i umieszczone w
odpowiednim medium roéznicujacym, przeksztafcaja si¢ w komoérki wszystkich trzech
listkow zarodkowych. Obecnie nasza grupa prowadzi takze intensywne badania
potencjatu regeneracyjnego komorek pochodzacych ze wspomnianych sfer w réznych
zwierzecych modelach uszkodzenia tkanek in vivo.

SZPIK KOSTNY JAKO ZRODLO KRAZACYCH
NIEHEMATOPOETYCZNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

W warunkach fizjologicznych niewielka liczba KKM stanowi pul¢ krazaca we
krwi obwodowej powstajaca w wyniku samoodnawiania si¢ komodrek macierzystych
w niszach szpikowych i utrzymujaca rownowage puli komorek macierzystych w
innych, oddalonych niszach szpiku kostnego. Uwazamy, ze krazace komdrki macie-
rzyste moga konkurowaé¢ o nisze specyficzne dla réznych tkanek i narzadow.
Zjawisko to moze thumaczy¢ fakt wystgpowania heterogenicznych populacji komoérek
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macierzystych w réznych organach, np. obecnos¢ KKM w migsniach szkieletowych.
Liczba uwolnionych do krwiobiegu KKM zwigksza si¢ po podaniu chemotaktycznych
czynnikéw mobilizujacych, takich jak np. czynnik wzrostowy kolonii granulocytow
— G-CSF (ang. Granulocyte-Colony Stimulating Factor) [82] czy tez antagonista
receptora CXCR4 — bicyklam AMD3100 [21]. KKM ulegaja rowniez mobilizacji
w sytuacjach stresowych dla organizmu, np. w hipoksji czy tez po uszkodzeniu
narzadow [103, 105, 111].

Potwierdzono, ze rowniez niehematopoetyczne komorki macierzyste szpiku
kostnego moga pokonywac barier¢ szpikowa i krazy¢ we krwi, m.in. podczas
mobilizacji farmakologicznej (G-CSF, AMD3100) lub stresu zwiazanego z uszko-
dzeniem tkanek czy organow (np. zawal migsnia sercowego, udar mozgu, toksyczne
uszkodzenie watroby) [90, 99]. Dlatego zjawisko mobilizacji komodrek macierzystych
ze szpiku kostnego do krwi obwodowej powinno by¢ postrzegane jako proces uwal-
niania nie tylko KKM, ale réwniez komérek macierzystych niechematopoetycznych.
Co wigcej, mobilizacja srodkami farmakologicznymi w potaczeniu z leukofereza moze
znalez¢ zastosowanie kliniczne do pozyskiwania obok szpikowych KKM takze i
pierwotnych komodrek niehematopoetycznych.

W tabeli 4 wymieniono niektore sytuacje kliniczne prowadzace do zwiekszenia
liczby komorek macierzystych krazacych we krwi obwodowej. Zjawisko to obserwo-
wano w przypadkach uszkodzenia migsni szkieletowych [57, 65, 80] oraz migsnia
sercowego [50, 111], w udarze mdzgu [56], skomplikowanych ztamaniach kosci [28],
uszkodzeniach watroby i nerek [105], niedokrwieniu konczyn [43], a takze po
transplantacjach watroby i pluc [60] oraz operacjach na otwartym sercu [73].
Wspomniane krazace komorki szpikowe opisano jako komorki prekursorowe
srodbtonka, komorki satelitowe migsni szkieletowych [57], komdrki progenitorowe
dla migsnia sercowego [111], komdrek nerwowych i kosci [28, 56], a takze jako
MSC oraz tzw. fibrocyty [8, 83], ktore prawdopodobnie stanowia funkcjonalnie
zmieniong subpopulacje MSC.

Dane te wskazuja, ze podczas uszkodzenia tkanek i narzadéw niehematopoetyczne
komorki macierzyste mobilizowane sa ze szpiku kostnego oraz prawdopodobnie z
innych niszy tkankowych do krwi obwodowej, gdzie kraza jako potencjalne zrédto
komorek macierzystych wspomagajacych regeneracje. Krazeniem ich zawiaduja
uwalniane z uszkodzonych tkanek chemoatraktanty, takie jak: SDF-1 (Stromal
Derived Factor-1), VEGF, HGF/SF, LIF oraz bFGF [33, 37, 54, 85, 116].
Stwierdzono rowniez, ze czynnik transkrypcyjny HIF-1 (Hypoxia Regulated/
Inducible transcription Factor-1), zwiazany z niedotlenieniem tkanek, ma bardzo
znaczacy udzial w regulacji ekspresji tych ligandow [34, 95]. Promotory genéw dla
SDF-1, VEGF oraz HGF/SF zawieraja bowiem funkcjonalne miejsca wigzania
HIF-1 [12, 34, 101, 112]. W ten sposob hipoksja moze indukowaé ekspresje
wymienionych czynnikéw odpowiedzialnych za uwalnianie komoérek macierzystych
ze szpiku, w tym VSELs i ich ukierunkowana migracje do uszkodzonych tkanek i
narzadow (ryc. 4).
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TABELA 4. Dowody na krazenie nichematopoetycznych komérek macierzystych szpiku kostnego
w roznych stanach klinicznych

TABLE 4. Proofs for the bone marrow-derived nonhematopoietic stem cells circulation at different
pathological states of human organism

Uszkodzenie
mig$ni
szkieletowych

Mysz — komdrki macierzyste ze szpiku kostnego zostaly opisane jako komorki
zasilajace pule komorek satelitowych po przeszczepie do napromienionych
mig$ni, podobnie szpikowe KM uczestniczyly w regeneracji migsni szkieletowych
uszkodzonych w nastepstwie intensywnych ¢wiczen fizycznych

Zawal mig$nia
sercowego

Czowiek — zwigkszenie liczby krazacych we krwi komoérek CD34", CXCR4",
c-Met™ opisano po ostrym zawale mie$nia sercowego. Krazace komorki byly
wzbogacone w mRNA dla Gata-4, Mef-2C i Nkx2.5/Csx

Mysz — Zwigkszenie zawartosci mRNA dla markerow linii kadiomiocytow:
Gata-4, Mef-2C i Nkx.25/Csx, w calej populacji komorek jednojadrowych krwi
obwodowej po eksperymentalnie spowodowanym zawale serca

Udar mézgu

Mysz — Zwigkszenie zawartosci mRNA dla markerow linii neuronalnych:
GFAP, Nestyny i SIII-tubuliny w calej populacji komérek jednojadrowych krwi
obwodowej po eksperymentalnie spowodowanym udarze mézgu

Liczne ztamania
kosci

Czlowiek — Zwigkszenie zawartosci mRNA dla markerdw tkanki kostnej
(osteokalcyny, alkalicznej fosfatazy, kolagenu typu I) w komorkach jedno-
jadrowych krwi obwodowej u pacjentow ze skomplikowanymi zlamaniami kosci

Uszkodzenie Mysz — Zwigkszenie efektywnego zasiedlania uszkodzonej (przez ekspozycje

watroby na CCl,) watroby myszy NOD/SCID przez ludzkie komorki CD34'CXCR4"

Uszkodzenie Mysz — Zwigkszenie we krwi liczby krazacych komérek CD34"CXCR4" oraz
nerek lin"Sca-1" podczas ostrej niewydolno$ci nerek

Przeszezep pluc

Czowiek — Zwigkszenie liczby krazacych komorek CXCR4™ cytokeratyna-5"
we krwi

Operacje na
otwartym sercu

Czowiek — Zwigkszenie liczby krazacych komorek CD34"CXCR4" we krwi

Przeszczep Czlowiek — Zwigkszenie liczby krazacych komérek CD34" we krwi oraz
watroby zawartosci mRNA dla GATA-4, cytokeratyny 19 i a-fetoproteiny

w calej populacji komorek jednojadrowych krwi obwodowej
Niedotlenienie  |Mysz — Obecno$é szpikowych komorek Sca-1" FLK-17 Tie-2* CD34"
konczyn krazacych we krwi oraz ich udzial w neowaskularyzacji

ROLA PROGENITOROWYCH/MACIERZYSTYCH KOMOREK
SZPIKU KOSTNEGO W PROCESACH PATOLOGICZNYCH

Gromadzone sg dowody doswiadczalne, ze uwalniane i krazace we krwi

obwodowej KM moga odgrywac niekorzystna role¢ w szeregu proceséw patologicz-
nych [96]. Stwierdzono, ze jesli komdrki szpikowe zostang zmobilizowane w
niewlasciwym czasie lub zasiedla niewlasciwa nisze tkankowa (np. obszar tkanki
objety przewleklym procesem zapalnym), moga — zamiast wspomagacé regeneracje
— prowadzi¢ do rozwoju zmian patologicznych [94], np. zwldknienia phuc, pterygii
galki ocznej czy tez neuropatii towarzyszacej cukrzycy [31, 32, 100]. Potwierdzono
rowniez, ze KM pochodzace ze szpiku kostnego moga bra¢ udzial w rozwoju
niektorych guzow litych. Wskazuja na to wyniki badan dotyczacych raka zotadka
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RYCINA 4. Koncepcja krazenia nichematopoetycznych komérek macierzystych we krwi obwodowej.
PANEL A — Komorki macierzyste moga krazy¢ we krwi obwodowej. W warunkach normalnych krazy
niewielka ich liczba (glownie krwiotwdrcze komorki macierzyste), ale zasobno$¢ tej puli KM zwigksza
si¢ (w wyniku mobilizacji) podczas uszkodzen tkankowych i w stanach stresu (np. zawat migsnia
sercowego, udar mézgu, uszkodzenia watroby, zapalenia jelit). Mobilizowane KM sg przyciagane do
uszkodzonych tkanek przez czynniki chemotaktyczne m.in. czynnik wzrostowy pochodzenia
stromalnego-1 — SDF-1, czynnik wzrostowy hepatocytow — HGF (ang. Hepatocyte Growth Factor), czy
tez czynnik wzrostowy komorek srodbtonka — VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor). Do
takiej puli komodrek macierzystych ulegajacych mobilizacji i krazacych we krwi podczas uszkodzen
tkankowych naleza réwniez zidentyfikowane ostatnio pluripotencjalne komorki macierzyste, jakimi sa
VSELs. PANEL B — Potencjalny udziat komérek VSELs w regeneracji migsnia sercowego Podczas zawatu
migsnia sercowego ekspresja SDF-1 ulega zwigkszeniu w uszkodzonej tkance, a takze nastgpuje
gromadzenie si¢ fragmentow rozkladu sktadowej C3 dopetniacza (C3a i gC3 a). Fragmenty dopelniacza
wzmacniaja/moduluja odpowiedz komérek macierzystych CXCR4 ™ na gradient stezen SDF-1, co powoduje
wigksza ich efektywnos¢ i skutecznos$é w regeneracji uszkodzonej tkanki przez tworzenie ,,super gradientu”
(tak jak w przypadku uszkodzenia mi¢$nia sercowego — panel B). Poza SDF-1 inne chemoatraktanty
réwniez odgrywaja wazna rol¢ w tym procesie ( HGF/SF, LIF, VEGF)

FIGURE 4. Concept of the nonhematopoietic stem cells circulation in the peripheral blood. PANEL A —
Stem cells can circulate in peripheral blood. At the normal conditions in human organism, a low number of
stem cells circulate in the peripheral blood (mostly hematopoietic stem cells). However, the quantity of
stem cells increases due to the mobilization mechanisms in situations, such as tissue damage and biological
stress processes (acute myocardial infarction, cerebral stroke, liver parenchyma injury, intestine inflam-
mation, etc...). Mobilized stem cells are attracted to the injured tissues due to the concentration gradient
of chemotactic agents like SDF-1(Stromal Derived Factor-1), HGF (Hepatocyte Growth Factor), and
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Among stem cell populations mobilized under tissue injury
conditions the pluripotent stem cells (such as VSELs) were found. PANEL B — Potential VSELSs activity
in the myocardial muscle regeneration process. SDF-1 concentration is increased during the acute myocar-
dial infarction. Moreover, activated complement cascade elements (C3aand |, C3a)appear in the heart
damaged tissue. These elements modulate and upregulate the response o CXCR4" stem cells to an
increased concentration of SDF-1, what results in a stronger regenerative effect in that tissue by the ,,super
gradient” creation (like in case of the heart hypoxia and damage — panel B). Other chemoattractants play
important role in this process as well (HGF/SF, LIF, VEGF)
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rozwijajacego si¢ w nastgpstwie przewleklego stanu zapalnego btony sluzowej
zotadka ze wspolistniejacym zakazeniem o etiologii Helicobacter pylori [38]. W
zmienionej Sluzowce zotadka zaobserwowano zwigkszona ekspresje SDF-1 (ang.
Stromal Derived Factor-1), co wskazywa¢ moze na potencjalny udzial tego
chemoatraktanta w mobilizowaniu CXCR4 KM ze szpiku kostnego (np. VSELSs?).
Komoérki takie po osiedleniu si¢ w Sluzowce zotadka transformowaly w komorki
inicjujace rozwoj gruczolakoraka [61]. Podobne zjawisko, jako mogace wyjasniaé
patogenezg rozrostu nowotworowego, wskazano rowniez w niektorych przypadkach
raka jelita grubego. Ponadto, z licznych obserwacji wynika, ze komorki EPC oraz
MSC ze szpiku kostnego moga by¢ zaangazowane w rozwoj nowotworow dostar-
czajac progenitorow komorek naczyn krwionosnych i podscieliska [24, 106]. Na
potencjalny udziat komorek macierzystych szpiku kostnego w rozwoju guzéw litych
moze wskazywac fakt, ze komorki szpikowe eksponowane in vitro na rakotworcze
dziatanie 3-metylocholantrenu moga transformowaé¢ w komorki inicjujace rozrost wielu
typodw nowotwordw [63].

Powyzsze dane dostarczaja wigc dowodow na to, ze komorki macierzyste szpiku
kostnego moga by¢ zrédlem wielu niehematopoetycznych rozrostow nowotworowych,
a sam szpik jest organem ,,ukrywajacym” komorki macierzyste potencjalnie podatne
na transformacje nowotworowe. W tym kontekscie, dalszych badan wymaga
réwniez okreslenie potencjalnego udzialu komérek VSELs w tych niekorzystnych
zjawiskach.

PERSPEKTYWY BADAN NAD KOMORKAMI VSELs

Na podstawie analizy wynikdw badan wlasnych, jak rowniez zwickszajacej si¢
liczby publikowanych doniesien potwierdzajacych obecnos$¢ rdznych populacji
pierwotnych komorek w szpiku kostnym (m.in. pluripotencjalnych VSELs), uwazamy,
ze ,pozytywne” wyniki wczesniejszych badan sugerujace ,,plastycznos¢” KKM
szpiku kostnego powinny by¢ poddane weryfikacji. Nalezy odpowiedzie¢ na pytanie,
czy VSELs moga w organizmie dorostego osobnika uczestniczy¢ w odnowie innych,
liniowo zdeterminowanych komoérek macierzystych, wlaczajac w to np. obecne w
szpiku kostnym KKM.

Stosujac odpowiednie badawcze modele uszkodzen narzadow u zwierzat, poszuku-
jemy odpowiedzi na pytanie, czy VSELs moga znalez¢ praktyczne zastosowanie w
medycynie regeneracyjnej. Jak wskazalismy wczesniej, VSELs zostaty juz z powo-
dzeniem zastosowane w eksperymentalnym modelu zawatlu migsnia sercowego u
myszy [18], ale podstawowym potencjalnym ograniczeniem ich wykorzystania w
celach terapeutycznych jest stosunkowo mata liczebnos¢ populacji VSELs w szpiku
kostnym. Ponadto, jak udokumentowali$my, liczba tych komodrek maleje z wiekiem
[52]. Istnieje rowniez mozliwosé, ze po uszkodzeniu tkanek VSELs zmobilizowane
ze szpiku, jesli nawet docieraja bez przeszkdd do zmienionego patologicznie narzadu,
skutecznie uczestnicza w regeneracji jedynie niewielkich uszkodzen. Pojawia si¢ tym
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samym uzasadniona obawa, ze efektywna regeneracja wickszego i bardziej rozlegte-
go uszkodzenia tkankowego (np. zawalu migsnia sercowego czy tez udaru mozgu)
moze przekracza¢ zdolnosci regeneracyjne tej stosunkowo matoliczebnej populacji
komorek. Dlatego wazne bedzie opracowanie protokotdw i procedur zapewniajacych
skuteczna ekspansje tych komorek ex vivo. Po drugie, migracja i przemieszczenie
VSELs do tkanek objetych uszkodzeniem zalezy od sygnatéw chemotaktycznych,
ktére moga by¢ niewystarczajaco silne i skuteczne. Czynniki chemotaktyczne
narazone sa bowiem na dzialanie enzymow proteolitycznych wydzielanych zaréwno
przez leukocyty krwi obwodowej, jak i makrofagi tkankowe in situ w miejscach
uszkodzenia. Przykltadowo, metaloproteinazy trawiace biatka macierzy zewnatrz-
komorkowej, wydzielane przez komdrki towarzyszace procesom zapalnym powoduja
m.in. lokalng degradacj¢ czynnika chemotaktycznego pochodzenia stromalnego-1, co
w efekcie uposledza migracj¢ komorek macierzystych do miejsc uszkodzenia. W
takiej sytuacji zmobilizowane VSELs moga potencjalnie krazy¢ we krwi obwodowe;j
jako ,.bezdomna” populacja, a nastepnie wraca¢ do szpiku kostnego lub zasiedla¢
inne organy. Po trzecie, aby VSELs mogly w pelni wykazaé¢ swoj potencjat
regeneracyjny, ich czynno$¢ musi by¢ w pelni zaktywowana. Badania nasze wska-
zuja, ze VSELs rezydujace w szpiku kostnym w wyniku zmian metylacji genow
wykazujacych pietno genomowe pozostaja w stadium ,,uspienia”. Jak do tej pory,
nie udalo si¢ nam jeszcze zidentyfikowaé kombinacji czynnikéw wzrostowych ani
tez.molekul adhezyjnych, pozwalajacych na efektywne namnazanie VSELs in vitro
bez udziatu innych komoérek (np. C2C12, OP-9, fibroblastow szpikowych).

PODSUMOWANIE

Wyniki badan uzyskane w naszym laboratorium wskazuja, ze VSELs moga
stanowi¢ populacj¢ komorek alternatywna dla zarodkowych komorek macierzystych.
W czasie, kiedy trwa etyczno-religijna debata nad pozyskiwaniem i zastosowaniem
komorek embrionalnych w praktyce klinicznej, istnieje uzasadniona potrzeba oceny
przydatnosci VSELSs jako alternatywnego zrodta PKM w medycynie regeneracyjne;j.
Musimy wigc jak najszybciej znalez¢é odpowiedz na pytanie, czy VSELs izolowane
z tkanek dorostych organizméw moga spetni¢ te oczekiwania i by¢ efektywnie
zastosowane w klinice. Nadchodzace lata przyniosa odpowiedz na to pytanie.
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