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Streszczenie: Dynamicznie rozwijajaca sie medycyna regeneracyjna poszukuje akceptowanej pod wzgle-
dem etycznym komorki macierzystej, ktora jako macierzysta komorka pluripotencjalna miataby zdol-
no$¢ roznicowania si¢ w komarki wszystkich trzech listkow zarodkowych. Duze nadzieje budza komor-
ki linii zarodkowej izolowane z dorostych tkanek. W niniejszej pracy przedstawione zostang dotychcza-
sowe postepy w identyfikacji i izolacji takich komdrek z jader, jajnikow i innych narzadéw pozagonadal-
nych. Przedstawiony bedzie réwniez zwiazek tych komoérek z izolowanymi z dorostych tkanek tzw.
matymi komdrkami o cechach embrionalnych — VSELs (ang. Very Small Embryonic Like Stem Cells),
ktére, jak uwazamy, sa rozwojowo pokrewne komérkom linii zarodkowe;.

Stowa kluczowe: VSELs, PGCs, pi¢tno genomowe, medycyna regeneracyjna.

Summary: The rapidly developing regenerative medicine searches for pluripotential stem cell that will be
able to differentiate into stem cells from all three germ layers. In this review we will focus on germ line
stem cells that have been recently purified from adult ovaries, testes and other extragonadal tissues. We
will discuss their potential clinical application and their relationship of these cells to so called very small
embryonic-like stem cells (VSELSs), a population of epiblast/germ line pluripotent stem cells identified
recently by our team in adult tissues.
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Wykaz skrotéw: ASCs (ang. Adult Stem Cells) —komorki macierzyste dorostych osobnikéw; bFGF (ang.
basic Fibroblast Growth Factor) — zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw; CSF-1 (ang. Colony
Stimulating Factor-1) — czynnik stymulujacy wzrost kolonii -1; DAZL (ang. Deleted Azoospermia-Like
Gene); DMRs (ang. Differential Methylated Regions)—regiony roznie zmetylowane; EBs (ang. embrionic
bodies)— ciatka embrionalne; EGCs (ang. Embryonic Germ Cells)— embrionalne komorki ptciowe; EGF
(ang. Epidermal Growth Factor) — naskorkowy czynnik wzrostu; EpiSC (ang. Epiblast derived Stem
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Cells) — komorki macierzyste wywodzace si¢ z epiblastu; ESCs (ang. Embryonic Stem Cells) — embrio-
nalne komorki macierzyste; GDF9b (ang. Growth Differentiation Factor 9b) — czynnik rdéznicujacy
wzrost 9b; GDNF (ang. Glial Cells Line-Derived Neurotrophic Factor)—neurotroficzny czynnik wywo-
dzacy si¢ z linii komorek glejowych; GSCs (ang. Germline Stem Cells) — komorki macierzyste linii
piciowej; HIF (ang. Hypoxia Inducible Factor) — czynnik wywolany niedotlenieniem; ICM (ang. Inner
Cell Mass) —komorki masy wezta zarodkowego; IGF-1 (ang. Insulin-Like Growth Factor) —insulino-
podobny czynnik wzrostu-1; KL (ang. Kit Ligand ) —inaczej SCF; LIF (ang. Leukemia Inhibitory Factor)
—czynnik hamujacy biataczke; mGS (ang. multipotent Germline Stem Cells) —multipotencjalne komdrki
macierzyste linii germinalnej; OSCs (ang. Ovarian Stem Cells) — jajnikowe komdrki macierzyste; OSE
(ang. Ovarian Surface Epithelium) — nabtonek powierzchowny jajnika; PGCs (ang. Primordial Germ
Cells) — komorki prapiciowe; PSCs (ang. Pluripotent Stem Cells) — pluripotencjalne komorki macierzy-
ste; SCF (ang. Stem Cell Factor) — czynnik wzrostu komdrek macierzystych; SDF-1 (ang. Stromal
Derived Factor-1) — podscieliskowy czynnik wzrostu-1; SSCs (ang. Spermatogonial Stem Cells) —
spermatogonialne komdrki macierzyste; Stra8 (ang. Stimulated by Retinoic Acid gene 8) — gen 8 stymu-
lowany kwasem retinowym; TCSCs (ang. Tissue Committed Stem Cells) — ukierunkowane tkankowo
komorki macierzyste; TNAP (ang. Tissue Non-specific Alkaline Phosphatase) —tkankowo niespecyficzna
fosfotaza alkaliczna; VEGF (ang. Vascular Endothelial Cell Growth Factor) — czynnik wzrostu komdrek
srédbtonka naczyn; VSELSs (ang. Very Small Embryonic-Like Stem Cells) — bardzo male, podobne do
embrionalnych komorki macierzyste.

WSTEP

Z punktu widzenia przetrwania gatunku najwazniejsza funkcja organizméw jest
przekazywanie gendw z pokolenia na pokolenie. Plemniki i oocyty sa komodrkami
bioracymi udziat w tym procesie. Sa to jedyne komorki, ktore po polaczeniu tworza
zygote — komorke o cechach totipotencjalnych, czyli zdolng do tworzenia wszystkich
tkanek organizmu i tozyska. W wyniku podziatléw zygoty, w dalszych etapach rozwoju
powstaje morula i blastocysta. Ta ostatnia sktada sie z trofoblastu i komorek wezta
zarodkowego — ICM (ang. Inner Cell Mass) rézniacych si¢ ekspresja genow. W
dalszych etapach ICM przeksztatca si¢ w komorki hipo- i epiblastu. Z hipoblastu
powstaje pecherzyk zoltkowy, natomiast komorki epiblastu daja poczatek trzem listkom
zarodkowym oraz prekursorom komorek prapiciowych — PGCs (ang. Primordial
Germ Cells). PGCs wykazuja cechy komoérek pluripotencjalnych. Po opuszczeniu
epiblastu migruja przez tkanki zarodka do grzebieni plciowych, gdzie osiedlajg si¢
w powstajacych gonadach i w wyniku podzialéw i réznicowania tworza populacje
komorek plciowych. PGCs wykazuja ekspresj¢ markeréw komorek pluripoten-
cjalnych, takich jak: Oct4, Sox2, Nanog, SSEA1 (mysz), SSEA4 (czlowiek) [1,28,53],
oraz markeréw specyficznych dla takich komérek praplciowych, jak: TNAP (ang.
Tissue Non-specific Alkaline Phosphatase), stella, fragilis, c-kit [1].

Mozliwosé, ze PGC moga podczas embriogenezy ulec zdeponowaniu w innych
tkankach, zostala zauwazona na poczatku XX wieku na podstawie obserwacji
migracji tych komorek podczas rozwoju zarodkowego u zétwia [25]. Nastepnie do
koncepcji tej powrocono na poczatku lat 80. XX wieku, gdy Upadhyay i Zamboni
[60] wykazali obecnos¢ ektopowych komoérek plciowych w nadnerczach myszy.
Autorzy wskazali, iz w czasie wedrowki PGCs przez tkanki zarodka cze$¢ z nich
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zostaje uwieziona migdzy komorkami rozwijajacego si¢ nadnercza, gdzie podlega
réznicowaniu do oocytdw, rzadziej do spermatogonii. Ostatnio obecnos¢ komorek
pluriopotencjalnych majacych zdolno$¢ roznicowania w kierunku komérek trzech
listkéw zarodkowych wykazano takze w zawiesinach komérkowych pozyskanych z
jader — SSCs (ang. Spermatogonial Stem Cells) i jajnikdow — OSCs (ang. Ovarian
Stem Cells) dorostych osobnikéw [43,61].

Ostatnio zespdt nasz postawil hipoteze istnienia tzw. czwartego listka zarodkowego,
w ktorego sktad wchodzilyby: (i) populacja migrujacych komorek linii zarodkowej
(PGCs), (ii) spokrewnione z nimi VSELs oraz (iii) komoérki linii hematolimfo-
poetycznej [32]. Komoérkami prekursorowymi tych komoérek sa, jak uwazamy,
najwczesniejsze PGCs, ktore wyodrebniaja sie¢ w poczatkowym okresie gastrulacji
w czesci proksymalnej epiblastu. Badania metoda cytometryczng wskazuja obecnosé
VSELs w narzadach limfatycznych (szpik kostny, grasica, sledziona), trzustce,
mobzgu, plucach, watrobie i innych [32, 67]. Wykazane przez nasz zespot, podo-
bienstwo VSELs do PGCs wynika z obecnosci tych samych markeréw komor-
kowych Oct4 i SSEAL, a takze podobnych zmian we wzorze pigtna genomowego
(genomic imprinting) niektérych waznych dla rozwoju gendéw (np. Igf2-HI19 i
Rasgrfl). To przeprogramowanie genow chroni komoérki VSELs przed nadmierna
niekontrolowana proliferacja i tworzeniem potworniakdw (teratoma). Podobna zmiana
pietna genomowego pojawia sie w czasie migracji PGCs do grzebieni plciowych,
co sprawia, ze PGCs nie ulegaja partenogenezie oraz nie tworza potworniakow [14].
Prawidlowy wzor pietna genomowego zostaje odtworzony w komorkach dopiero po
pierwszym podziale mejotycznym, gdy material genetyczny zostaje zredukowany o
potowe do liczby haploidalne;j.

Jak wykazano, PGC moga jednak odroznicowaé si¢ w warunkach hodowli w
kontakcie z fibroblastami ptodowymi, w obecnosci niektorych czynnikow wzrostowych,
takich jak: KL (ang. kit ligand), LIF (ang. Leukemia Inhibitory Factor) oraz bFGF
(ang. basic Fibroblast Growth Factor) i da¢ poczatek tzw. komérkom embrionalnym
linii germinalnej/zarodkowej — EGCs (ang. Embryonic Germ Cells). Komorki takie
moga po wszczepieniu zwierzgtom doswiadczalnym tworzy¢ potworniaki [11].

W tabeli 1 podsumowano dane literaturowe dotyczace komorek linii germinalnej
zidentyfikowanych w réznych tkankach poza gonadami.

TABELA 1. Komorki linii zarodkowej (germinalnej) zidentyfikowane poza gonadami
TABLE 1. Germ line cells identified in extra gonadal tissues

Tkanka Rodzaj komorek Fenotyp Pismiennictwo
Tissue Type of cells Phenotype References
Skora oocytopodobne Oct4, GDF9b, Dazl, Vasa [5]

Skin oocyte-like

Skora oocytopodobne Oct4, Stella, Dazl, Vasa, [44]

Skin oocyte-like

Szpik kostny |spermatogonialne komorki |[Fragilis, Stella, Vasa, ct4, Stra8, Dazl,|[45]
Bone marrow |macierzyste,
spermatogonia B1-1 a6-integryna
spermatogonial stem cells
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JADRO JAKO ZRODEO KOMOREK MACIERZYSTYCH

Gonada meska, jadro sktada si¢ z kanalikow plemnikotwdrczych i tkanki
interstycjalnej. W nablonku plemnikotworczym, wyscielajacym kanaliki, obecne sa dwie
populacje komorek: komorki Sertoliego, zwane tez komorkami podporowymi i komérki
linii germinalnej. Komérki linii germinalnej utozone sa w warstwach, poczawszy od
spermatogonialnych komorek macierzystych (SSCs) i spermatogonii, poprzez
spermatocyty i spermatydy az do plemnikéw, ktore sa uwalniane do $wiatla kanalika.

Spermatogonialne komorki macierzyste sa populacja komorek, ktéra wywodzi sie
bezposrednio z PGCs. Najmniej zroznicowanymi komorkami dojrzalych gonad w nablonku
plemnikotwdrczym sa spermatogonia 4 dark (Ad) i A pale (Ap) u mezczyzn oraz A
single (As), A paired (Apair) i A aligned (Aal) u myszy i szczura. Uwaza sig, ze
spermatogonialnymi komorkami macierzystymi sa 4 dark u mezczyzn i A single u myszy
i szczurdw [12,17]. Populacja ta zasiedla czgs¢ przypodstawna nablonka plemnikotworczego
i stanowi zaledwie ~0,03% populacji komorek ptciowych [57]. Jest to pula regeneracyjna.
Ma ona zdolnos¢ do zasiedlania nabtonka plemnikotwodrczego [41]. Gldwna funkcja tej
nieaktywnej mitotycznie populacji jest ochrona integralnosci genomu i odtworzenie nablonka
plemnikotworezego po jego wezesniejszym zniszczeniu [17].

Wiadomo, ze aktywno$¢ komoérek macierzystych jest regulowana przez specy-
ficzne warunki mikrosrodowiska, zwane niszami komoérek macierzystych [13,54].
Nisza SSCs charakteryzuje si¢ obecnoscia sygnatléw niezbednych do przetrwania,
proliferacji i roznicowania. Czynnikami wplywajacymi na regeneracj¢ populacji SSCs
sa GDNF (ang. Glia cells derived Growth Factor), EGF (ang. Epidermal Growth
Factor) i bFGF (ang. basic Fibroblast Growth Factor). Kanatsu-Shinohara i wsp.
[27] wykazali, iz komorki macierzyste linii germinalnej w hodowli in vitro nie sa w
stanie proliferowa¢ bez suplementacji GDGF. Innymi biatkami niezbednymi do
proliferacji SSCs in vivo sa: plzf, taf-4b, IGF-1, LIF, KL, natomiast biatkami
odpowiedzialnymi za réznicowanie sg Sohlh 112 [8, 31].

Badania Chiarini-Garcia i wsp. [7] wykazaly, iz zarowno u myszy, jak i u szczura
rozmieszczenie niszy nie jest przypadkowe. Wykazali oni obecnos$¢ spermatogoniow
A single w tych miejscach kanalikéw plemnikotworczych, ktore nie stykaja sig z
innymi kanalikami — interstinal region [7]. Ostatnie doniesienia Oatley i wsp. [44]
wskazuja, ze CSF-1 (ang. Colony Stimulating Factor-1) produkowany przez
komorki Leydiga i komorki mioidalne bierze udziat w tworzeniu niszy. Wykazali
oni, iz CSF-1 wzmaga samoodnowe SSCs w hodowlach in vitro. Dodatkowo
wykazali obecnos¢ funkcjonalnego receptora dla CSF-1 na SSCs jader myszy [44].

IZOLACJA 1 ROZNICOWANIE SPERMATOGONIALNYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH (SSCs)

Kilka grup badaczy prawie jednoczesnie podjelo si¢ izolacji SSCs z jader myszy.
Zastosowano rozne metody, a takze uzyto zwierzat w réznym wieku [11].
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Kanatsu-Shinora i wsp. [26] uzyli do izolacji SSCs gonad noworodkéw myszy, u
ktérych na tym etapie rozwoju obecne sa tylko prespermatogonia. Grupy Guana i
Seandela [19,52] przeprowadzily izolacje SSCs z jader myszy dorostych, gdzie obecne
sa juz wszystkie warstwy spermatogonii, co sprawia, ze ich populacja jest mniej
jednorodna. Natomiast Hu i wsp. [21] uzyli jader zwierzat kilkudniowych i otrzymali
populacje zblizong do tej uzyskanej przez Guan i Seandel [19,21,26,52].

Doskonalenie metod izolacji i hodowli SSCs pozwolito na otrzymanie hodowli in
vitro, ktére mogly by¢ podtrzymywane przez wiele miesigcy, bez utraty zdolnosci
do kolonizacji jadra i wytwarzania plemnikdéw. Uzyskane w ten sposob populacje
komérkowe nazwano multipotencjalnymi komorkami linii plciowej — mGS (ang.
multipotent Germline Stem Cells), w odrdznieniu od populacji komérek macierzys-
tych embrionalnych (ESCs) i embrionalnych komorek piciowych (EGCs) [27].
Okazato si¢, ze populacja mGS nie jest jednorodna i moga w niej wystepowaé
komorki o réznych fenotypach, co zwiazane jest faktem roznicowania si¢ czesci
tych komérek [9]. Populacje mGS wykazuja wiele markerow charakterystycznych
dla komoérek pluripotencjalnych, takich jak: Oct4, SSEA-1, Sox2 oraz Nanog
[9,18,27,31,43].

Ostatnio pojawity si¢ doniesienia o uzyskaniu SSCs z komorek szpiku kostnego.
Nayernia i wsp. [42], w wyniku stymulacji adherentnych komérek szpiku kostnego
kwasem retinowym, otrzymali komodrki wykazujace ekspresje¢ markerow wezesnych
komorek linii germinalnej m.in. Oct-4, charakterystycznego dla niezroznicowanych
spermatogoniow, a takze transkrypty genow fragilis, stella, mvh i Rnfl17. Dodatko-
wo wykazali oni za pomoca badan immunohistochemicznych obecnos¢ a6- i
PBl-integryny, ktére uznali m.in. za markery SSCs [42].

KOMORKI MACIERZYSTE JAJNIKA (OSCs)

Od wielu lat wiadomo, ze u ssakow w momencie narodzin jajnik zawiera
pecherzyki jajnikowe z oocytami, ktdrych rozwdj rozpoczety w zyciu plodowym jest
zatrzymywany w diakinezie profazy pierwszego podzialu mejotycznego. Do tej pory
uwazano, ze liczba oocytow w momencie narodzin jest juz okreslona i komoérki te
beda zuzywane wraz z wiekiem az do okresu menopauzy. Uwazano, ze jest to pula
nieodnawialnych komorek. Od kilku lat r6zni badacze donosza, ze zaréwno u ludzi,
jak i u innych ssakow mozliwe jest tworzenie nowych, dodatkowych oocytow, nawet
w zyciu pozaptodowym [10,29,61]. Prekursory komorek jajowych moga prawdo-
podobnie pochodzi¢ zarowno z jajnika [10,29,61], jak i z innych pozajajnikowych
tkanek [5,16].

W jajniku dojrzalych plciowo samic uwalnianie oocytu (owulacja) wiaze si¢ ze
zniszczeniem nabtonka powierzchniowego jajnika (OSE), po czym w dalszych etapach
cyklu dochodzi do jego odnowienia. Fizjologiczny proces odnowy OSE wskazuje, iz
w jego obrebie musza znajdowaé si¢ komorki zdolne do asymetrycznych podziatow.
Udowodniono takze, iz duza czg$¢ nowotwordw jajnika pochodzi z OSE. Potwier-
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dzeniem teorii o istnieniu w OSE komorek zdolnych do podzialu moga by¢ badania
Bowena i wsp. [2]. Wykazali oni, ze prawidlowe komérki OSE maja peptydy
sygnatowe charakterystyczne dla dorostych komdrek macierzystych. Wykazuja
takze ekspresje genéw LHX2 i LHXY, zwigzanych ze zdolnosciami komodrek do
asymetrycznego podziatu charakterystycznego dla komorek macierzystych. Wskazuje
to na istnienie w OSE komdrek niezréznicowanych, ktére w odpowiednich
warunkach, fakultatywnie sa zdolne do asymetrycznych podziatow [2].

Podobne wnioski uzyskali takze Szotek i wsp. [56], ktorzy stosujac metody
barwienia i zatrzymywania zwiazkéw barwnych (ang. label retaining) wykazali
w OSE asymetryczne podzialy. Dodatkowo stosujac odczynnik Hoechst 33342
stwierdzili oni oporno$¢ tych komorek przed zwiazkami potencjalnie toksycznymi.
Sprzyja to ich dlugowiecznosci i jest cecha komoérek macierzystych, progenitordw,
a takze komorek nowotworowych [56].

Uwaza sig, ze pewna liczba PGCs moze przetrwa¢ w nabtonku powierzchniowym
jajnika [10]. Poparciem dla tej tezy jest m.in. wykazanie w jajniku ptlodowym $wini
niezroznicowanych PGCs [3].

Virant-Klum i wsp. [61] opisali z kolei obecnos¢ w OSE u kobiet matych (od
2 do 4 um), kulistych komorek, ze strukturami przypominajacymi ,,.babelki”, z duzym,
zajmujacym prawie cala komorke jadrem oraz z niewielka iloscia cytoplazmy wokot.
Komorki te okreslono jako potencjalne komorki macierzyste jajnika. Wykazuja one
ekspresje wczesnoembrionalnych markeréw, takich jak: SSEA 4, Oct-4, Nanog,
Sox-2, c-kit. Takie komorki wykazano w OSE u kobiet w wieku pomenopauzalnym,
jak i u kobiet z przedwczesna niewydolnoscia jajnikowa w wieku przedmeno-
pauzalnym. W trakcie trwajacej 20 dni hodowli, badacze oznaczali w réoznym czasie
markery embrionalnych komoérek macierzystych. Miedzy 5 a 7 dniem hodowli
komorki te osiagnety wielkosé 20 um, utracity przypominajace babelki struktury i
przypominaly oogonia. Te prawdopodobne komoérki macierzyste jajnika wykazywaly
wowczas ekspresje wezesnorozwojowych markerow charakterystycznych dla PGC,
takich jak: SSEA-4, Oct-4 (Oct-4A i Oct-4B), Sox-2 oraz Nanog. Dlatego nazwano
je jajnikowymi komérkami macierzystymi z embrionalnymi markerami. W 20. dniu
hodowli komorki te miaty $rednice okoto 95 um i wykazywaly silng ekspresje
Oct-4 oraz nieznaczna Sox-2 i Nanog. Badacze tlumacza to zmniejszeniem
pluripotencjalnosci, co zwigzane jest z mozliwo$cig réznicowania si¢ tych komorek
w trakcie hodowli. Wykazywaty rowniez ekspresje biatka VASA oraz genu Zp?2.
Podobienstwo tych komoérek do wyizolowanych przez nasz zespot VSELs sugeruje,
ze komorki izolowane z nabtonka powierzchniowego jajnika by¢ moze sa populacja
komodrek VSEL, ktora jest zdeponowana w jajniku we wczesnym okresie zycia
ptodowego [34,48].

Wykazano obecnos¢ receptora c-kit na kazdym etapie hodowli [61]. Jest to
istotne, gdyz receptor c-kit oraz jego ligand KL, znany rowniez jako SCF (Stem
Cell Factor) [15] uczestnicza w oogenezie i folikulogenezie w czasie zycia
ptodowego oraz kontroluja wzrost oocytdw, roznicowanie komoérek ostonki oraz
chronia pecherzyki jajnikowe przed apoptoza u dorostych osobnikow. Obecnosé
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markera c-kit rowniez potwierdza ich pochodzenie od PGCs. Dzialanie osi
KL-c-kit - receptor jest odpowiedzialne za migracje podczas embriogenezy PGCs
do grzebieni ptciowych.

Ostatnio Zhou i wsp. [66] wyizolowali z OSE komérki macierzyste zenskiej linii
piciowej (ang. Female Germline Stem Cells) majace prawidtowy kariotyp i wysoka
aktywnos¢ telomerazy, ktore hodowali in vitro przez wiele miesigcy. Dodatkowo
przeprowadzili oni udana transfekcje tych komorek genem GFP, a po przeszczepieniu
transfekowanych komoérek do nieptodnych myszy otrzymali pokolenie myszy zawie-
rajacych biatko GFP. Ich eksperyment pokazuje, iz mozliwe jest wykazanie w OSE
obecnosci populacji komodrek macierzystych zdolnych do wytworzenia oocytow i
otrzymania potomstwa z tych oocytow.

Réwniez i inni badacze [24] donosza, ze w OSE u mtodych i dorostych myszy
obecne sg komdrki o cechach germinalnych komorek macierzystych — GSCs (ang.
germline stem cells), ktére wykazuja aktywnos$¢ mitotyczna oraz ekspresje biatka
VASA. Maja zdolnos$¢ organizowania pecherzykow jajnikowych u dorostych
osobnikow. Podwaza to teze, ze w momencie urodzenia jajnik traci mozliwosé¢
produkcji nowych oocytéw. Ci sami autorzy w innej pracy zastanawiaja sie, czy te
komorki moga pochodzi¢ takze z innych tkanek, np. ze szpiku kostnego [23].

Mozliwe jest takze uzyskanie komorek macierzystych z OSE wykazujacego cechy
starzenia. W swojej pracy Tilly i wsp. [59] uzyskali mala populacje komorek Stra8
(ang. Stimulated by Retinoic Acid gene 8) pozytywnych z jajnikow starych myszy,
ktére po przeszczepieniu do jajnika mtodej myszy roznicowaly sie w oocyty.

Bukovsky i wsp. [3] wykazali réwniez, ze przy uszkodzonym OSE mozliwa jest
odnowa pecherzykow jajnikowych. Autor sugeruje, ze ta odnowa jest mozliwa dzigki
obecnosci przypuszczalnie germinalnych komérek w okolicy rdzenia jajnika. Wykazali
oni, iz komorki te pochodza od komérek szpikowych i wykazuja zdolnos¢ do
przesuwania si¢ w kierunku kory jajnika, gdzie formuja struktury przypominajace
pecherzyki.

Z kolei Dyce i wsp. [16] wykazali, ze izolowane z plodowej skory prosiat komodrki
macierzyste wykazuja zdolnos¢ réznicowania sie w oocytopodobne komodrki. W
trakcie réznicowania wykazuja one ekspresje takich markerow, jak: Oct-4, GDF9b
(ang. Growth Differentiation Factor 9b), DAZL (ang. Deleted Azoospermia-like
gene) oraz biatko VASA. Maja zdolno$¢ formowania pgcherzykdéw oraz produkuja
estradiol i progesteron. Sa takze wrazliwe na dzialanie gonadotropin. Duze
oocytopodobne komorki wykazuja ekspresje markeréw specyficznych dla oocytow,
takich jak: SCP3 (ang. synaptonemal complex protein-3). Podobne wyniki uzyskali
Linher i wsp. [38]. Komorki macierzyste wyizolowane przez nich z ptodowej skory
prosiat wykazywaly w czasie hodowli in vitro zmiany morfologiczne i ekspresje
markerow pluripotencjalnych, co wskazuje na transformacj¢ tych komodrek od
ptodowych komédrek macierzystych skoéry poprzez komoérki podobne do prekursorow
komérek praplciowych az do komorek podobnych do oocytow [38].
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KOMORKI VSELSs
I ICH POSTULOWANY ZWIAZEK Z LINIA ZARODKOWA

Badania prowadzone w ostatnich latach przez nasz zespot dowiodly, ze pluripoten-
cjalne komorki macierzyste epiblastu daja poczatek nie tylko komoérkom macierzystym
réznicujacym sie nastepnie w trzy listki zarodkowe oraz komdrkom praplciowym
(PGC), ale prawdopodobnie takze populacji VSELs [30,32,34,37,54].

Obecnos¢ VSELs wykazano w szpiku kostnym, w wielu narzadach, a takze we
krwi obwodowej [29,37,62]. Sa to male komorki, o Srednicy ~ 3—4 um u myszy
oraz ~ 5—6 um u czlowieka. Maja duze jadro z euchromatyna, otoczone waskim
rabkiem cytoplazmy. Zawieraja diploidalng liczb¢ chromosomoéow. Komorki te
wykazuja obecnos¢ specyficznych markerdw, takich jak: Oct-4, Nanog, SSEA-4 (u
myszy SSEA-1), Rex, Rif-1 typowe dla pluripotencjalnych komorek epiblastu, co
zwiazane jest z mozliwoscia roznicowania si¢ we wszystkie trzy listki zarodkowe.
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RYCINA 1. Pochodzenie embrionalnych komoérek macierzystych epiblastu w dojrzatych tkankach.
Obecnos¢ VSELs w watrobie ptodowej, gonadach, szpiku kostnym i innych tkankach mozna wyjasni¢
hipoteza zasiedlania tych organéw w wyniku migracji VSELSs z epiblastu

FIGURE 1. Hypothesis of developmental deposition of epiblast-derived embryonic stem cells in adult
tissues. The presence of VSELSs in the fetal liver, gonads, BM and other tissues could be explained by the
developmental deposition of epiblast derived VSELSs
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RYCINA 2. Postulowane pochodzenie komorek VSELSs z epiblastu/linii zarodkowej. Z punktu widzenia
ewolucji i rozwoju najwazniejsza jest linia zarodkowa, ktora przekazuje DNA i mitochondria nastgpnym
pokoleniom. Komdrki somatyczne powstaja podczas rozwoju z komorek linii zarodkowej i tworza
somg, ktora umozliwia komérkom linii zarodkowej spetnic ich misj¢. Najwcezesniejsza rozwojowo komorka
linii zarodkowej to zygota. Potencjat linii zarodkowej utrzymuje si¢ nastgpnie w komoérkach gastruli,
komorkach wezta zarodkowego i epiblascie. Pierwotne komorki gonad jako pierwsze ulegaja specyfikacji
w proksymalnej cz¢sci epiblastu i wedruja do grzebieni plciowych, gdzie daja poczatek gametom. Linia
zarodkowa daje poczatek najpierw komorkom trofoblastu, ktore utworza tozysko, a nastegpnie komorki
epiblastu dajq poczatek komorkom macierzystym réznych rozwijajacych sie narzadow. Uwazamy, ze na
tym etapie powstaja komorki VSELSs, ktore zdeponowane zostajag w rozwijajacych sie narzadach jako
rezerwowa pula pluripotencjalnych komdrek macierzystych (zaznaczone kolorem czerwonym). Potencjat
proliferacyjny tych komoérek, podobnie jak pierwotnych komorek ptciowych jest regulowany poprzez
modulacj¢ ekspresji gendw wykazujacych pigtno genomowe

FIGURE 2. Postulated germ line origin of VSELs. From the developmental and evolutionary point of
view, the germ line carries the genome (nuclear and mitochondrial DNA) from one generation to the next.
Somatic cell lines ,,bud out™ from the germ line during ontogenesis to soma that will help germ line-derived
gametes fulfill this mission. The germ potential is established in the fertilized oocyte (zygote) and
subsequently retained in the morula, ICM of the blastocyst, epiblast, PGCs, and mature GCs (gonocytes
- oocytes and sperm). The first cells that bud out from the germ lineage are trophoectodermal cells that will
give rise to the placenta. Subsequently, during gastrulation, the epiblast is a source of PSCs for all three
germ layers (meso-, ecto-, and endoderm) and PGCs. We hypothesize that at this stage some epiblast/
germ line-derived SCs could be deposited as Oct-4 VSELSs in peripheral tissues and organs (red circles).
Proliferative potential of these cells in adult tissues is regulated due to modulation of expression of some
developmentally crucial imprinted genes
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Maja ponadto receptor CXCR4, antygeny CD133, Sca-1 (mysz) oraz CD45. W
czasie zycia plodowego ulegaja zdeponowaniu w réznych tkankach i narzadach
(ryc. 1) i tym samym jako linia komorek pluripotencjalnych, sa zrodtem dla komorek
macierzystych ukierunkowanych tkankowo w zyciu pozaptodowym [30,32,34,37,54,62].
Wykazuja tym samym duze podobienstwo do PGCs, ktore rowniez pochodza z
epiblastu i w zyciu ptodowym zasiedlaja przede wszystkim grzebienie plciowe, ale
takze, jak wspominano, mozna je wykaza¢ w innych tkankach [16,32,51,60]. Ze
wzgledu na fakt, iz oba typy komdrek maja podobny zestaw markeréw komorek
pluripotencjalnych, jest sprawa dyskusyjna, czy te zdeponowane komorki to PGCs,
czy tez moze VSELs.

Usunigcie pietna genomowego (ang. genomic impriting) na niektorych genach w
komorkach VSELs kontroluje ich proliferacje oraz zabezpiecza je przed rozwojem
nowotworow, podobnie jak to ma miejsce w komdrkach PGCs (ryc. 2). W wyniku
tych zmian epigenetycznych VSELs utrzymywane sa w dojrzatych tkankach w stanie
,uspienia”. W odpowiednich warunkach jest jednak to proces odwracalny, co moze
by¢ istotne w z punktu widzenia rozwoju medycyny regeneracyjnej [30,33,49].

MOLEKULARNA CHARAKTERYSTYKA VSELs

Uzylismy kilku strategii dla oceny molekularnej VSELs. Ze szpiku kostnego i
watroby ptodowej myszy uzyskano wysoce oczyszczona populacje matych komadrek
Sca-1"CD45 lin, ktore wykorzystano do oceny ekspresji: (i) genow odpowie-
dzialnych za cechy pluripotencjalnosci, (ii) markeréw komorek linii epiblastu/
germinalnej oraz (iii) ekspresji kluczowych dla rozwoju gendéw wykazujacych pietno
genomowe.

Ekspresja genéw odpowiedzialnych za pluripotencjalnos¢ komorek macierzystych

Jak wspomniano, VSELs wykazuja ekspresje czynnika transkrypcyjnego Oct-4
na poziomie zarbwno mRNA, jak i biatka. Czynnik ten jest charakterystyczny dla
embrionalnych komoérek macierzystych. Ostatnio pojawily si¢ watpliwosci, czy
pozytywny wynik reakcji PCR dla genu Oct-4 nie jest skutkiem amplifikacji
pseudogenow dla Oct-4. Aby wykluczy¢ wykrywanie obecnosci pseudogenow
Oct-4 1 pokazaé rzeczywista ekspresje genu Oct-4 w komorkach VSELs, oceniliSmy
stan epigenetyczny promotora genu Oct-4 w tych komoérkach. Populacja komorek
Sca-1"Lin"CD45 VSELs zostata podwdjnie oczyszczona i okreslono w niej poziomy
metylacji promotora genu Oct-4, przy uzyciu techniki sekwencjonowania poprzedzo-
nego modyfikacja DNA w reakcji z wodorosiarczynami. Zauwazono, ze promotor
Oct-4 w komodrkach VSELs nie jest zmetylowany, podobnie jak w komoérkach
izolowanych z ustalonych linii komérek embrionalnych, a poziom metylacji wynosi
odpowiednio 18% i 13,2%. Nastepnie, aby dostarczy¢ bezposredniego dowodu na
obecno$¢ w komorkach VSELs aktywnego/otwartego promotora Oct-4, uzyto
metody immunoprecypitacji chromatyny za pomoca przeciwciatl skierowanych
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przeciwko odpowiednim biatkom histonéw — ChIP (ang. chromatin immuno-
precipitation assay ) w polaczeniu z reakcja PCR majaca wykry¢ sekwencje DNA
w promotorze zwiazane z tymi biatkami. Metoda ta pozwala na okreslenie asocjacji
chromatyny z biatkiem histonowym H3Ac (ang. Acetylated-histone-3) oraz
biatkiem histonowym H3K9me2 (ang. dimethylated-lisine-9 histone-3), ktore sa
znacznikami molekularnymi odpowiednio otwartego (H3Ac) i zamknigtego
(H3K9me2) typu chromatyny. Okazato si¢, ze chromatyna promotora Oct-4 jest
potaczona gltownie z H3Ac, a potaczenie z H3K9me?2 jest stosunkowo niewielkie.

Poniewaz komdrki VSELs wykazuja takze ekspresje biatka Nanog, okreslono
rowniez wptyw czynnikow epigenetycznych na promotor genu Nanog w tych
komorkach. Okazalo sig¢, ze poziom metylacji tego genu siega 50%, jednakze dane
otrzymane w reakcji ilosciowego ChIP potwierdzily, iz pomimo tego stosunek
H3Ac/H3K9me2 wskazuje na otwarty typ chromatyny genu Nanog. Opierajac si¢
na wynikach testow mozna stwierdzi¢, iz komdrki VSELs wykazuja ekspresje
Oct-4 1 Nanog. Wykazano takze ekspresje¢ w komdrkach VSELs innych markerdéw
komorek PSCs, takich jak antygen SSEA-4, oraz czynnikéw transkrypcyjnych Sox2
i KIf4. Poziomy ekspresji transkryptéw Oct-4 i Nanog w VSELs wynosza odpo-
wiednio 50% i 20% w poréwnaniu z komorkami ustalonymi linii embrionalnej myszy
ESC-D3. Podobny poziom zanotowano dla transkryptow Sox2, a 3.5 razy wyzszy
dla transkryptow KIf4 w porownaniu z ESC-D3.

Ekspresja markerow linii epiblastu

Poniewaz, jak uwazamy, VSELs moga by¢ komoérkami macierzystymi wywo-
dzacymi sie z epiblastu, poczatkowo skupilismy si¢ na ekspresji w tych komorkach
genow charakterystycznych dla komoérek macierzystych wywodzacych si¢ z tej
czesci zarodka (Gbx2, Fgf5 oraz Nodal). Wiadomo, ze ekspresja Gbx2, Fgf5 i
Nodal jest podwyzszona w komoérkach macierzystych wywodzacych sig¢ z epiblastu
— EpiSC (ang. Epiblast Stem Cells), ale jest nizsza w komodrkach embrionalnych
izolowanych z ICM [54]. WykazaliSmy, ze w VSELs ekspresja Gbx2, Fgf5 i Nodal
jest znacznie podwyzszona, natomiast ekspresja genow RexI/Zfp42 charakte-
rystyczna dla komoérek embrionalnych wezta blastocysty jest nizsza, co potwierdza
teze, iz VSELs sa bardziej zréznicowane niz wywodzace si¢ z wezta blastocysty
embrionalne komorki macierzyste. Tak wiec VSELs maja ekspresje niektorych
markerow podobna do komorek wywodzacych sie z epiblastu.

Ekspresja markeréw linii zarodkowe;j

Oceniono réwniez zwiazek VSELs z wywodzacymi sie z epiblastu komodrkami
PGCs i za pomoca reakcji RQ-PCR stwierdziliSmy ekspresje wielu genow
charakterystycznych dla tej linii (np. Stella, Prdmli4, fragilis, Blimpl, Nanos3 i
Dndl). Ponadto ekspresja gendw Stella, Blimpl oraz Mvh zostata potwierdzona
na poziomie biatka w barwieniu immunofluorescencyjnym w czystej populacji VSELSs.
StwierdziliSmy rowniez za pomoca reakcji ChIP, iz promotor genu Stella w
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komorkach VSELs ma otwarty charakter chromatyny (asocjacja promotora z H3Ac
i H3K4me3). Uzyskane przez nas wyniki pokazuja, iz VSELs wykazuja ekspresje
gendw oraz wykazuja strukture chromatyny promotora genu Stella charakterystyczne
dla linii komoérek zarodkowej/germinalne;j.

Komorki VSELs wykazuja rowniez ekspresje Dppa2, Dppa4 i Mvh, ktére sa
charakterystyczne dla pdznych, migrujacych PGCs, jednakze nie wykazuja ekspresji
gendw: Sycp3, Dazl i LINEI, ktérych ekspresja jest wysoka w PGCs, ktére
zakonczyly migracje (ang. postmigratory PGCs) i zasiedlily juz gonady.

EPIGENETYCZNE ZMIANY PIETNOWANYCH GENOW
REGULUJACYCH PLURIPOTENCJE VSELs

Szybko rozwijajaca sie medycyna regeneracyjna poszukuje bezpiecznych efektyw-
nych zrédel pluripotencjalnych komorek macierzystych. Z definicji, pluripotencjalne
komorki macierzyste powinny: (i) dawac¢ poczatek komdrkom wszystkich trzech
listkéw zarodkowych; (ii) mie¢ zdolnosci tworzenia blastocysty; (iii) tworzy¢
potworniaki po podaniu zwierzetom eksperymentalnym. Niestety, w przeciwienstwie
do uniesmiertelnionych linii komérkowych embrionalnych komdrek macierzystych czy
indukowanych komorek pluripotencjalnych, dwa ostatnie kryteria nie zostaly do tej
pory spelnione przez zadna z linii pluripotencjalnych komoérek macierzystych
izolowanych z dorostych tkanek. Sa dwa wytlumaczenia tego zjawiska. Pierwszym
moze by¢ fakt, iz komorki pluripotencjalne izolowane z dorostych tkanek nie sg w
pehi pluripotencjalne; drugie to mozliwos¢ istnienia fizjologicznych mechanizmow
zaangazowanych w utrzymanie tych komoérek w stanie ,,uspionym” w dorostych
tkankach w celu zabezpieczenia przed ich nadmierna proliferacja i ryzykiem formo-
wania potworniakow.

Zaktadamy, ze VSELs podobnie do PGCs moga modyfikowaé¢ wzoér metylacji
niektorych z pigtnowanych gendéw, co zapobiega nadmiernej ich proliferacji i
tworzeniu potworniakéw i moze thumaczy¢ ich stan ,,uspienia” w dorostych tkankach.
ZauwazyliSmy bowiem, ze Oct-4" VSELs nie proliferuja in vitro oraz ze u$pienie
tych komorek jest epigenetycznie regulowane przez stan metylacji gendw wykazu-
jacych pietno genomowe. Powszechnie wiadomo, iz pietnowane geny odgrywaja
kluczowa role w embriogenezie, rozwoju plodu, totipotencjalnym stanie zygoty i
odpowiadaja za wlasciwosci pluripotencjalne wczesnych komodrek macierzystych.
Ekspresja pigtnowanych genow jest regulowana poprzez metylacje DNA w tzw.
réznie zmetylowanych regionach — DMRs (ang. differential methylated regions),
ktére zawieraja elementy cis bogate w CpG w swoich loci. ZauwazyliSmy, ze
VSELs tuz po izolacji ze szpiku kostnego maja zdolno$¢ usuwania pigtna na
chromosomach pochodzacych od ojca (np. Igf2-HI19, Rasgrfl loci), natomiast
nastepuje w nich hipermetylacja niektérych genow pochodzacych od matki (np. Igf2
receptor (Igf2R), Kcngl-p57X1™?, Pegl loci).
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Poniewaz ojcowska ekspresja pigtnowanych genow reguluje wzrastanie zarodka,
a matczyna ekspresja pigtnowanych genéw hamuje proliferacj¢ komoérek, unikalny
wzor pigtnowania obserwowany w VSELs ilustruje pigtna hamujace wzrost w tych
komorkach. Potwierdzone jest to wysoka ekspresja genéw hamujacych rozrost (H19,
p57X72 Igf2R) i zmniejszeniem ekspresji genéw promujacych proliferacje (Igf2,
Rasgrfl). Thumaczy to stan ,u$pienia” VSELs zdeponowanych w dorostych
tkankach. Wyniki te sugeruja, iz epigenetyczna zmiana programu pigtnowania
genomowego powinna utrzymac ,,uspienie” najprymitywniejszych dorostych komorek
pluripotencjalnych zdeponowanych w dorostym organizmie i zabezpieczaé je przed
przedwczesnym starzeniem i tworzeniem guzoéw nowotworowych. Dalszych badan
wymaga ocena, czy pigtnowanie genomu rézni si¢ w VSELs w zaleznosci od wieku
myszy i czy zmiany epigenetyczne moga mie¢ potencjalny wplyw na wspomniany
wczesniej spadek liczby VSELs w wyniku starzenia organizmu.

VSELs pojawiaja si¢ w krwi obwodowej w wyniku uszkodzenia tkanek lub
narzaddw, np. w zawale migsnia sercowego i udarze mozgu [33,47,62]. Krazeniem
VSELs zawiaduja rézne czynniki, takie jak: SDF-1, VEGF, HGF/SF, LIF oraz bFGF
[32,34,36,37,50,65].

Dalszych badan wymaga rowniez zbadanie zwigzku VSELs z krazacymi we krwi
obwodowej komoérkami prekursorowymi gamet oraz SSCs [43] i OSCs [61] ktore
opisal we krwi obwodowej Tilly podczas uszkodzenia jajnikow [23,46,58].

POTENCJALNE MOZLIWOSCI WYKORZYSTANIA KOMOREK
SSCs I OSE W MEDYCYNIE REGENERACYJNEJ

Obecnos¢ markerow charakterystycznych dla komoérek pluripotencjalnych na
komorkach mGS i OSE, jak i wstepne wyniki hodowli in vifro wskazuja, iz mozliwe
jest otrzymanie komorek wszystkich trzech listkow zarodkowych.

Wykorzystanie mGS do rekolonizacji nabtonka plemnikotworczego jest uznanym
testem biologicznym sprawdzajacym, czy wyizolowane komorki sa populacja SSCs.
Metoda ta moze by¢ wykorzystana jako sposob oceny regeneracji nablonka plemniko-
tworczego i przywrocenie plodnosei samcow przez SSCs i OSE i potencjalnie VSELSs.

Pojawily si¢ takze doniesienia o udanych prébach uzyskania z mGS komorek
ekto-, endo- i mezodermy. Glaser i wsp. [18] stosujac odpowiednie warunki hodowli
po 4 dniach otrzymali prekursory komorek tkanki nerwowej, w tym neuronéw,
astrocytow i oligodendrocytow [18]. Z kolei sieci polaczen synaptycznych neuronow,
ktére wykazywaly spontaniczng aktywnos¢ neuronow GABAergicznych, glutamat-
ergicznych, serotonergicznych i dopaminergicznych oraz komorki glejowe otrzymali
Streckfuss-Bomeke i wsp. [55].

Mozliwe jest tez otrzymanie komorek mezodermy. Wu i wsp. [63] przeszczepili
SSCs myszy do nerek samicy myszy, u ktorych znaleziono komérki z chromosomem
Y w nabtonku kanalikéw nerkowych, réwniez podocyty w nerkach tych myszy
charakteryzowatly sie obecnoscia chromosomu Y [63].
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Natomiast Guan i wsp. [20] stosujac metode wiszacej kropli uzyskali z mGS
kardiomiocyty. Komorki te w hodowlach wykazywaty obecnosé¢ specyficznych dla
serca kanaloéw wapniowych (L-type Ca®") oraz potaczen szczelinowych. Co wiecej,
po przeszczepieniu tych komorek do serca myszy, komorki te dalej dzielity sig i
réznicowaly w komorki migs$nia sercowego [20].

Coraz wigcej badan oraz doniesien na temat odnowy pecherzykow jajnikowych
oraz potencjalnych mozliwosci komdrek izolowanych z nabtonka powierzchniowego
jajnika do tworzenia nowych oocytow, stwarza nowe perspektywy w leczeniu
nieptodnosci u kobiet z przedwczesng niewydolnoscia jajnika, jak i u kobiet w wieku
pomenopauzalnym oraz u kobiet leczonych chemioterapia [45.,45,59,66]. Najnowsze
badania wskazuja, iz nawet w jajniku pozbawionym pecherzykdéw pierwotnych mozliwe
jest uzyskanie oocytéw z OSE i leczenie nieptodnosci metodami in vitro [6].

Nalezy sie spodziewac, ze najblizsze lata przyniosa odpowiedz, czy komorki te
znajda faktycznie zastosowanie w medycynie regeneracyjne;j.
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