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Mozliwos¢ wspomagania regeneracji nieodwra-
calnie uszkodzonych tkanek za pomoca przeszcze-
pow ludzkich komorek macierzystych (KM) poja-
wila si¢ z chwila znalezienia sposobu ich otrzymy-
wania 1 dhugotrwatej hodowli z komérek wezta
zarodkowego [41]. Sg to tzw. embrionalne KM
(eKM) roznicujace si¢ teoretycznie do wszystkich
typow komorek somatycznych. Pierwsze ich linie
wyprowadzone przez autora sg do dzi§ uzywane
w wielu osrodkach badawczych. Prawie jednoczes-
nie pojawily si¢ doniesienia 0 mozliwosciach otrzy-
mywania szerokiego wachlarza ukierunkowanych
tkankowo KM wystgpujacych we wszystkich na-
rzadach na etapie rozwoju ptodowego, a w ograni-
czonej ilosci réwniez w organizmach dojrzatych
(tzw. somatyczne — sKM). Co ciekawe, nawet tkan-
ki nie regenerujace w normalnych warunkach lub
wykazujace jedynie ograniczong zdolnos¢ do pro-

dukcji nowych komédrek (np. mozg), posiadaja en-

dogenne zasoby sKM dajace si¢ stymulowac¢ do po-

dziatéw w okreslonych warunkach in vivo oraz izo-
lowaé 1 namnazac in vitro.

Zgodnie z przyjetym schematem ontogenezy
(Ryc. 1) KM moga wystgpowac na 3 odrgbnych
szczeblach ograniczen repertuaru réznicowania:

— totipotencjalne, réznicujace si¢ bez ograniczen
do wszystkich tkanek i komérek organizmu. Do
nich zaliczamy jedynie zaptodnione komérki ja-
jowe oraz zarodki otrzymane w wyniku transferu
jader komorek somatycznych (SCNT). W przy-
padku zarodkéw ludzkich do niedawna tylko ta
pierwsza mozliwos¢ byta praktycznie osiagalna.
W lutym br. ukazata si¢ praca dokumentujaca
pierwszy pozytywny eksperyment otrzymania
ludzkich blastocyst metoda: SCNT 1 wyprowa-
dzenia z nich 1 linii eKM [11];
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Ryc. 1. Schematycznie przedstawione szlaki sygnalowe odpowiedzialne za utrzymywanie stalej, symetrycznej proliferacji
(samopowielania si¢) komorek macierzystych. U myszy i innych gryzoni notuje si¢ przewagg sygnatu zaleznego od LIF, natomiast

u czlowieka — zaleznego od Wnt/B-catenina

— pluripotencjalne, mogace wytworzy¢ wszystkie
linie komodrek somatycznych (z wykluczeniem
linii komorek piciowych, ang. germ-line). Ich
odpowiednikiem hodowlanym sa wspomniane
juz eKM — otrzymywane z we¢zta zarodkowego
blastocysty;

— multipotencjalne, o jeszcze bardziej restrykcyj-
nym réznicowaniu jedynie do komérek sKM cha-
rakterystycznych dla danej tkanki pochodzacej
z odpowiedniego listka zarodkowego. W organiz-
mie wystepuja one w swoistych niszach okreslo-
nych tkanek czy narzaddéw, niestety o bardzo
zréznicowanej ekspansywnosci 1 dostgpnosci
praktycznej. Sposobem na rozwigzanie tego pro-
blemu jest zmiana naturalnego losu tatwo dostep-
nych KM (transdiferencjacja), uzyskiwana prze-
waznie pod presja Srodowiskows in vitro.
Niezaleznie od réznego stopnia ograniczenia po-

tencjatu réznicowania na poszczegdlnych etapach

rozwojowych, wszystkie KM posiadaja per: defini-
cionem wyrdzniajace je cechy wspolne. Do najbar-
dziej podstawowych nalezy zdoIlno$¢ do nieograni-
czonej samoodnowy (ang. self-reneval) oparta na
wystgpowaniu symetrycznych badz asymetrycznych
podziatéw komoérkowych. Odpowiednikiem funkcjo-
nalnym tej cechy KM jest ich klonogenno$¢, ktora
moze by¢ obserwowana zaréwno in vivo jak 1 in vi-
tro. Latwo mozna sobie wyobrazié, ze wlasnie z nig
zwiazana jest zdolnosci KM do rozwojowej organo-
genezy jak i terapeutycznej repopulacji (regeneracji)
uszkodzonych tkanek (np. krwiotwoérczej w przesz-
czepach szpiku) i1 narzadéw. Druga wazng cecha

KM, réwnie istotna funkcjonalnie lecz stwarzajaca

najwigcej problemow praktycznych, jest utrzymanie

specyficznej 1 kontrolowanej linii ich ré6znicowania
do okreslonych typéw komérek potomnych. Zrozu-

mienie podstaw molekularnych obu tych proceséw
okreslajacych i determinujacych funkcjonalnie KM
jest w stadium poczatkowym, a kontrowersje do-
tycza nawet tego czy jest to proces rzeczywiscie pre-
determinowany programem genetycznym, czy tez,
znajdujac si¢ jedynie pod silng presja czynnikéw
srodowiskowych (epigenetycznych) wystgpujacych
W rozwijajacym si¢ organizmie, posiada w zasadzie
charakter stochastyczny. Z nieznajomosci mecha-
nizmo6w lezacych u podstaw kontroli proceséw pro-
liferacji 1 r6znicowania si¢ KM wynikaja ciagle nie-
rozwiazane trudnosci metodyczne i praktyczne takie
jak konieczno$¢ wspothodowli eKM z tzw. komoérka-
mi odzywiajacymi pochodzenia mysiego (feeder
layer), staba powtarzalno$¢ wynikéw osiaganych
przez rozne, a czgsto nawet te same grupy badaw-
cze, brak wystandaryzowanych metod izolacji czystej
populacji KM oraz trudnosci uzyskania 1 utrzyma-
nia okreslonych linii hodowlanych, szczegolnie
w przypadku sKM. Nawet w ekspansywnie rosnacych
hodowlach niezréznicowane komoérki samoodna-
wiajace si¢ wystepuja jedynie na poziomie kilku
procent 1 ciagle brak jest specyficznych markeréw
powierzchniowych pozwalajacych na ich selekcjg,
izolacj¢ 1 genotypowanie. Ustalenie podstawowych
metod izolacji 1 hodowli KM u gryzoni bazujace na
fenomenologicznej metodzie ,,prob i blgdow” zajgto
badaczom ponad 20 lat. Niestety, metody te nie
sprawdzajg si¢ w przypadku ludzkich KM.
Fizjologicznie sKM w wigkszosci tkanek wystg-
puja w podstawowym stanie tzw. ,,uspienia” w sSwo-
ich naturalnych niszach tkankowych i w bardzo
matych ilosciach. Jedynie pod wptywem stymulacji
srodowiskowej moga przechodzi¢ w faz¢ przyspie-
szonych podzialéw (gléwnie asymetrycznych), ge-
neruyjac komorki potomne. W warunkach sprzy-
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Jjajacych réznicowaniu mogg rowniez, co stanowi
duzy problem w utrzymaniu statych linii KM in
vitro, samorzutnie przechodzi¢ na nastgpne pozio-
my roznicowania juz w kierunku mono-potencjal-
nych, czgsciowo zrdznicowanych, dzielacych si¢
komoérek prekursorowych.

Poznane mechanizmy molekularne utrzymujqce
KM w stanie niezroznicowanym

W chwili obecnej poznane sg dwie drogi sygnal-
ne zaangazowane w utrzymanie proliferacji (samo-
odnowy) niezréznicowanych, ludzkich KM in vitro,
zaréwno na poziomie komodrek embrionalnych jak
i somatycznych. Podstawowymi zewnatrzkomorko-
wymi ligandami dziatajacymi auto- lub parakrynnie
sq cytokiny: Lif (leukemia inhibitory factor) [37,
46] 1 Wnt (wingless) [36]. Przedstawiony uprosz-
czony schemat (Ryc. 1) przekazywania obu syg-
natéw w komdrkach progenitorowych oparty jest na
ogdlnodostgpnych diagramach (STKE Connections
Map>http://stke.sciencemag.org/cm<) aczkolwiek,
szczegolnie w odniesieniu do ludzkich KM, po-
szczegdlne elementy tych drog sa ciagle modyfiko-
wane 1 uzupelniane. Badania nad sygnalem
Lif/STAT 1-3 maja dluzsza histori¢, poniewaz zo-
stal on zidentyfikowany stosunkowo wczesnie jako
niezbedny czynnik promujacy proliferacj¢ i zapo-
biegajacy réznicowaniu si¢ eKM u gryzoni. Dopiero
najnowsze badania wykazaty, ze gléwna, czesciowo
komplementamg droga dziatajaca w ludzkich KM
Jest sygnat Wnt/B-catenina [32, 36]. Co wigcej, syg-
nal Wnt/B-catenina podlega regulacji zaréwno po-

przez naturalne i1 zsyntetyzowane ligandy [44] jak
i posrednio poprzez inhibicj¢ regulujacej negatyw-
nie jego aktywnos¢ kinazy GSK3p (inhibitory: BIO
— TDyrian purple indirubin, Li+) oraz posrednio
przez aktywatory sygnatu drogi PI3K/AKT. Szcze-
g6lnie ciekawa jest tu rola fosfatazy PTEN, ha-
mujacej sygnat P-AKT, ktorej rola w regulacji proli-
feracji i roznicowania komérek byla znana od daw-
na, szczegodlnie w kontekscie rozrostu nowotworowe-
go [17].

W naszych badaniach na ludzkich neuralnych ko-
morkach macierzystych (réznicujacych si¢ zaréwno
w neurony jak i komdrki glejowe) pochodzacych
z krwi pgpowinowej wykazaliSmy wzmocniona eks-
presje szeregu genow kodujacych istotne biatka obu
drég sygnatowych (Buzanska 1 wsp., dane nieopub-
likowane). Sa to geny lif, lifR, jak, stat, gpl30
zwigzane z sygnatem inicjowanym przez Lifi oraz
want, frizzled, Irp, B-cateniny, cadheryna i tcf chara-
kterysyczne dla sygnatu Wnt. Znajdujemy réwniez
ekspresj¢ genow podstawowej drogi modulujace;j
negatywnie sygnat Wnt: GSK-3 1 PI3K/AKT wraz
z cala gama genéw kodujacych ich biatka regulato-
rowe (np. PTEN) i wspoétdziatajacych czynnikow
wzrostowych oraz ich receptorow. Ciekawe, Ze czgs¢
z nich ulega wzmocnieniu lub supresji w zaleznosci
od stanu proliferacji/zréznicowania hodowli, co
wskazuje na mozliwos¢ regulacji ich aktywnosci na
poziomie transkrypcji. Rowniez prowadzenie ho-
dowli w obecnosci egzogennego Lif-u zwigksza
wyraznie pulg proliferujacych komorek o fenotypie
niezréznicowanym, hamuje ich odpowiedz na czyn-

Ryc. 2. Zestawienie sygnalow wewnatrzkomorkowych istotnych dla utrzymywania macierzystego charakteru komorek progenitorowych
(Whnt, Shh, Notch), oraz dla proceséw ontogenezy. Wylamanie sig tych proceséw z pod kontroli prowadzi do rozrostu nowotworowego

komorek, (wg [33])
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niki réznicujace (rdwniez po przeszczepie) i promu-
je tworzenie si¢ w hodowli tzw. neurosfer — konglo-
meratow komorkowych typowych dla niezréznico-
wanych, neuralnych KM otrzymywanych z innych
zrodet.

Ciekawa funkcjonalnie jest rowniez zbiezno§é
sygnalu stymulujacego proliferacje KM z sygnatem
antyapoptotycznym. Zwolnienie tego bloku w wa-
runkach promujacych réznicowanie moze zwigckszaé
podatnos$cia komoérek potomnych na selekcje w cza-
sie organogenezy (tzw. apoptoza rozwojowa). Ta
koincydencja réwniez wydaje si¢ odpowiadaé za
niebezpieczenstwo niekontrolowanej proliferacji
KM prowadzacej do nowotworzenia jak rowniez,
w sensie pozytywnym, za skutecznos¢ antyapopto-
tycznej modyfikacji KM przed przeszczepem. I tak
np. nadekspresja AKT1 ex vivo w mezenchymal-
nych (mKM) komorkach macierzystych, zwigkszata
Znaczaco osiagany stopien repopulacji uszkodzone-
go migsnia sercowego [22]. Tego rodzaju modyfika-
cja, poza postulowanym przez autoréw dzialaniem
cytoprotekcyjnym, posrednio moze wydtuzac obec-
no$¢ niezréznicowanych, proliferujacych mKM
w tkance po przeszczepie, przez co zwigksza¢ ich
ilo$¢ i migracje w uszkodzonym narzadzie.

Odkryty ostatnio zwiazek pomigdzy specyficz-
nym dla ludzkich KM sygnalem Wnt/B-catenina,
a dlugotrwatym utrzymywaniem si¢ samoodnowy
tych komorek in vitro, moze spowodowac gwattow-
ny postgp w metodach hodowli linii KM. Mialoby
to duze znaczenie w okre$leniu nowych standardow
hodowli, niezaleznych od blizej niezdefiniowanych,
a wigc trudnych do kontroli czynnikéw troficznych
1 wzrostowych obecnych w komoérkach odzywczych
(feeder cells) 1 surowicach zwierzecych uzywanych
obecnie. Nalezy podkresli¢, ze wprowadzanie od-
zwierzecego materiatu biologicznego do hodowli
ludzkich linii komérkowych zawsze stanowi pewne
niebezpieczenstwo, roéwniez epidemiologiczne, przy
ich planowanym wykorzystaniu w klinice.

Dostepne rodla otrzymywania ludzkich KM

Komérki macierzyste mozna otrzymywac z tka-
nek znajdujacych si¢ na réznych szczeblach rozwo-
ju osobniczego (Ryc. 3). Do celoéw terapeutycznych
najbardziej pozadane sa zdefiniowane, stabilne linie
ukierunkowanych tkankowo, samoodnawiajacych
si¢. KM. Chociaz w eksperymentach zwierzgcych
opisywano dobre skutki transplantacji rowniez nie-
ukierunkowanych eKM w modelowych stanach pa-
tologicznych (np. w PD [1]), to jednak w znaczacej
czgsci przypadkow ich réznicowanie wymykato si¢
spod kontroli, a znaczacy odsetek przeszczepow
(ok. 20%) konczy! si¢ powstawaniem guzéw nowo-
tworowych. Hodowla dowolnej ilosci zréznicowa-

nych tkankowo, standardowych linii KM- czy to
wyprowadzonych z pierwotnych linii eKM po-
chodzacych z blastocysty czy tez izolowanych
z dostepnych nisz somatycznych komorek dojrzatych,
réwniez po ich ewentualnej transdiferencjacji, za-
pewniataby tatwy dostgp lekarzy do materiatu trans-
plantacyjnego. Jednakze, poniewaz docelowo hodo-
wle takie maja shuzy¢ regeneracji nieodwracalnie
uszkodzonych narzadéw u chorych, problem ich
biologicznego bezpieczenstwa jest szczegolnie istotny.
Koniecznosé¢ wypracowania ogdlnie obowiazujacych,
$cisle zdefiniowanych standardow hodowlanych zo-
stata poruszona w rozdziale poprzednim. Niemniej
istotne jest zagadnienie kontroli losu KM po prze-
szczepie. Liczne badania podstawowe podkreslaja
zbieznos¢ cech KM i komdrek nowotworowych ta-
kich jak niezroznicowanie, klonogenos¢, odpornoscé
na apoptoze. Istnieje rowniez uderzajace podobien-
stwo szlakow sygnalowych promujacych utrzymy-
wanie proliferujacej puli KM i onkogenezg (Ryc. 2).
Poza wspomnianym juz sygnatem Wnt/B-catenina,
ktorego rola w transformacji nowotworowej komo-
rek roznych narzadow byla wielokrotnie wykazy-
wana [33], rowniez do takich ,,wspolnych” szlakow
mozna zaliczy¢ dwa inne sygnaly proliferacyjne:
Notch i Shh (Sonic hedgehog) [39]. Niedojrzate, po-
jawiajace si¢ przejsciowo w rozwoju osobniczym,
pluripotencjalne komdrki macierzyste wezta zarod-
kowego blastocysty stanowiace jedyne zrédto eKM,
saq w czasie hodowli poddane presji zupetnie nowe-
go, sztucznego srodowiska. Problem zmian karioty-
pu tych komérek w trakcie hodowli, mozliwosci
rozrostu nowotworowego (teratocarcinoma) jak
1 nagromadzanie si¢ okresowo ,,niemych”, niekon-
trolowanych zmian epigenetycznych, szczegélnie
ze strony genow imprintowanych [10] byt od
poczatku dokumentowany i dyskutowany przez roz-
ne grupy badawcze. Powrocil on spektakularnie
w ostatnich miesiacach, gdy zesp6t Petera Andrews
wykazat liczne zmiany chromosomalne wyste-
pujace w standardowych, dostarczanych przez Wi-
Cell (linie wyprowadzone przez Thomson’a) i reko-
mendowanych przez NIH ludzkich liniach embrio-
nalnych KM [5]. Zmiany akumulowaly si¢ na
chromosomach 12 i szczegdlnie 17q, w ktdrych,
Jak wynika z innych badan, szczegélnie czg¢sto loka-
lizowane sa geny typowe dla KM. Jak do tej pory
nie wykazano podobnych zmian w dlugotrwale ho-
dowanych, ale mniej licznych, liniach sKM, chociaz
nie mozna ich rowniez catkowicie wykluczy¢. Jed-
nak (na szczgscie) diugoletnie pozytywne doswiad-
czenia kliniczne nad stosowaniem hematopoetycz-
nych KM w przeszczepach szpiku spowodowaty, ze
wigkszoi¢ podejmowanych prob klinicznych terapii
komorkowe)j byla przeprowadzona z wykorzysta-
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Ryc. 3. Zrodha i charakter komoérek macierzystych uzyskiwanych na réznych etapach rozwoju ontogenetycznego czlowieka

niem wiasnie tych sKM. W hodowanej przez nas
unikalnej linii neuralnych KM wyselekcjonowane;
z komorek wystgpujacych w krwi pgpowinowej nie
stwierdziliSmy do tej pory zmiany kariotypu (44 xy)
w czasie dtugotrwatej jej ekspansji. Mozliwe, Ze on-
togenetycznie bardziej dojrzate sKM sg bardziej
oporne na tego typu zmiany. Podstawowym zagad-
nieniem pozostaje jednak, na ile stwierdzona niesta-
bilnos$¢ genetyczna eKM jest stalym atrybutem tych
komorek, a na ile ujawnia si¢ ona jedynie w trakcie
ich hodowli i selekcji in vitro lecz nie wystgpuje
w naturalnym $rodowisku in vivo. O ile pierwsza
mozliwo$¢ wykluczataby wiasciwie mozliwos¢ sto-
sowania eKM w klinice, to druga wymusitaby jedy-
nie zmiany metod hodowli (gléwnie skrécenie cza-
su), stosowania $cistych, bezpiecznych standardow
hodowlanych [34] i uwaznej kontroli jakosci przed
przeszczepem.

Jesli chodzi o dotychczasowe doswiadczenia te-
rapeutyczne oparte na sKM, to procedura ogdlnie
zaakceptowana klinicznie, powszechnie stosowang
1 uznang za stosunkowo bezpieczng sa wspomniane
juz transplantacje szpiku kostnego. Jednak nalezy
przypomniec, Ze sg to przeszczepy bezposrednie i ze
ciagle nie udato si¢ otrzymaé krwiotwoérczych KM
w dhugotrwatej hodowli i ekspansji in vitro. W swiet-
le ostatnich doniesien i watpliwosci co do stabilnosci
genetycznej komorek hodowlanych, moze to byc
korzystnym przypadkiem dla chorych, pomimo
wszelkich trudnosci i ograniczen zwiazanych z wy-
szukiwaniem indywidualnego dawcy.

Bazujac na doswiadczeniach hematologow i fe-
nomenologicznych obserwacjach loséw przeszcze-
pionych komorek szpikowych w materiale sekcyj-

nym bylych pacjentow, wskazuje si¢ na szpik kost-
ny jako potencjalne zrédto réwniez innych niz
hematopoetyczne sKM. Zgodnie z tymi obserwacja-
mi, KM szpiku kostnego moga spontanicznie rozni-
cowac si¢ do komorek migsniowych, kardiomiocy-
tow oraz komorek endotelialnych réznych narzadow
w tym, hepatocytow, komodrek przewodow Zzolcio-
wych 1 komoérek watroby, srodbtonka naczyn, nabton-
kowych komorek nerek, neuronow i komorek glejo-
wych [29]. Problem mozliwosci tzw. transdiferencjacji
(zmiany naturalnego losu komorek progenitorowych
okreslonej linii rozwojowej) lub tez pluripotencjal-
nosci niektorych KM wystepujacych w szpiku i innych
niszach sKM, jest ciagle falsyfikowany doswiad-
czalnie. Do najbardziej znaczacych osiagnieé, prze-
mawiajacych za istnieniem takich pluripotencjal-
nych progenitorow wérod sKM nalezy zaliczy¢ pra-
ce z grupy Catherine Verfaillie [13]. Wykazaly one
mozliwos¢ selekcji z komorek szpiku i dalszej nie-
ograniczonej hodowli in vitro tzw. MAPC (ang.
multipotent adult progenitor cells), réznicujacych
si¢ do komorek linii nalezagcych do 3 rdéznych
listkow zarodkowych. Pomimo przedstawienia satys-
fakcjonujacych dowodéw doswiadczalnych Srodo-
wisko naukowe wykazuje duzy opor przed zaakcep-
towaniem fransdiferencjacji jako istotnego zjawiska
biologicznego, wystgpujacego w pewnych warun-
kach s$rodowiskowych. Pojawily si¢ koncepcje
»Spichrzania” przez szpik kostny matych ilosci
sKM obecnych w krwi obwodowej i prawdopodob-
nie wyplukiwanych ze swoich naturalnych nisz
tkankowych [31]. Trzeba podkresli¢, ze ciagle nie
ma jasnosci co do rodowodu ontogenetycznego so-
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matycznych komorek macierzystych rezydujacych
w roznych tkankach.

Z krytycyzmu podnoszonego w stosunku do licz-
nych obserwacji klonogennego rozrostu przeszcze-
pionych komoérek pochodzenia szpikowego w ta-
kich narzadach jak watroba, serce czy mézg in vivo
11ch réznicowania do miejscowo wystgpujacych fe-
notypéw komorkowych, czyli transdiferencjacji,
najbardziej znanym jest wykazanie mozliwosci fu-
zji tych komorek z komorkami gospodarza [40, 47].
Pomijajac kwesti¢, czy nawet taki mechanizm
dziatania KM, jesli tylko funkcjonalnie skuteczny
1 prowadzacy do zasiedlenia w chorym narzadzie
metabolicznie kompetentnych komorek heteroka-
riotypowych mialby swoja warto$¢ kliniczng, to
niewatpliwie nie tlumaczy on dostatecznie wszy-
stkich faktow obserwowanych doswiadczalnie. I tak
np. we wspomnianych juz pracach z grupy Verfaillie
obserwowana in vitro zmiana typowej $ciezki rozni-
cowania mezenchymalnych progenitoréw szpiko-
wych, jak rownie dobrze udokumentowana zmiana
fenotypu multipotencjalnych komoérek izolowanych
ze skdry [42] zachodzily pod nieobecnos¢ komorek
o fenotypie docelowym i nie wykazano w nich wstg-
powania jader heterokariotypowych. Podobnie w na-
szych badaniach, zmiana fenotypu komérek jed-
nojadrzastych krwi pgpowinowej zachodzita w wa-
runkach jednorodnej hodowli in vitro, a wigc bez
mozliwosci wystapienia fuzji z komoérkami neural-
nymi. Kariotyp tych komoérek pozostawat niezmien-
nie diploidalny. Réwniez in vivo niektore zastoso-
wane metody i wyszukane strategie eksperymental-
ne wydaja si¢ wyklucza¢ mozliwos$¢ fuzji ;jako
podstawowego mechanizmu nabywania nowych
cech przez komdrki progenitorowe po ich prze-
szczepie 1 miejscowym rozroscie klonalnym [16,
23, 26)]. Roéwniez interesujace sa obserwacje poczy-
nione u matek posiadajacych meskie potomstwo.
Wydaje sig, ze obserwowane klinicznie zaostrzanie
si¢ choréb autoimmunologicznych post-partum,
moze wynikaé¢ z przezlozyskowej penetracji alloge-
nicznych komorek ptodu. Po ich losowym wbudo-
waniu si¢ w tkanki matki moze to doprowadza¢ do
nadreaktywnosci uktadu immunologicznego. Opisa-
no przypadek poporodowego zapalenia tarczycy z licz-
nymi ,goracymi” guzkami wykazujacymi budowg
chimeryczna i z obecnoscia w nich zréznicowanych,
pochodzacych od plodu komoérek gruczotowych
o kariotypie XY lecz nigdy XXXY- co wykluczato
mozliwo$¢ ich powstania droga fuzji [38].

Druga czgsto podnoszong watpliwoscia co do
charakteru obserwowanej transdiferencjacji sKM
zachodzacej zaréwno in vivo jak 1 in vitro jest oba-
wa, ze komorki te przyjmuja;jedynie pewne cechy
fenotypowe ale bez trwalego nabywania cech

funkcjonalnych, typowych dla komorek nowego ro-
dzaju. Istnieja jednak bardzo przekonywujace dane
eksperymentalne uzyskane na gryzoniach, ze prze-
szczepiane komorki szpikowe moga w warunkach
odpowiedniej presji $rodowiskowe] generowaé
funkcjonalnie sprawne komorki np. watroby, mézgu
czy serca [17, 24, 27]. Niestety nie we wszystkich
przypadkach postulowanej transdiferencjacji, szcze-
golnie w przypadkach klinicznych, mozna przedsta-
wi¢ podobnie mocne dowody funkcjonalne.
Pochodna opisanych doswiadczen nad komorka-
mi szpiku kostnego byla przeprowadzona przez nas
selekcja progenitorow neuralnych z niehematopoe-
tycznych komoérek mononuklearnych uzyskiwanych
z krwi pgpowinowej [2]. Na to, ze krew pgpowino-
wa moze by¢ bardzo bogatym i bezpiecznym mate-
riatem do izolacji sKM, wskazywaty doswiadczenia
hematologéw nad stosowaniem jej w regeneracji
krwiotworczej funkcji szpiku kostnego. Rowniez
fakt, ze krew pepowinowa mozna zaliczy¢ do tka-
nek lezacych na pograniczu rozwoju plodowego
1 dojrzatosci (Ryc. 3) wydawat sie¢ nam obiecujacy.
Stosujac selekcje in vitro subfrakcji komoérek jed-
nojadrzastych o fenotypie CD34(-) otrzymali$my
populacj¢ zawierajaca progenitory neuralne (ne-
stin+), mogace w obecnos$ci neuromorfogenow roz-
nicowa¢ si¢ do komorek o fenotypie neuronow,
astrocytow i oligodendrocytow. Co wigcej, wykaza-
liSmy dlugotrwala obecnos¢ klonogennych KM
w niektérych przeprowadzonych izolatach takich
progenitorow. Pozwolilo nam to na wyprowadzenie
stalej linii nKM, wykazujacej zaskakujaca stabil-
nos¢ fenotypowga i kariotypowa (badania niepubli-
kowane). Obecnos¢ progenitordw neuralnych w krwi
pgpowinowej zostala rowniez wykazana przez ba-
daczy amerykanskich [8, 35], a mozliwos¢ ich se-
lekcji zgodnej z opisang przez nas procedurg
potwierdzona zostala aktualnie przez grupg¢ nie-
miecka [7]. W obecnie prowadzonych badaniach
otrzymana przez nas linia nKM pochodzaca z krwi
pepowinowej, po wykazaniu nabywania przez ko-
morki licznych cech funkcjonalnych neuronéw in
vitro, jest testowana w kierunku uzycia jej do
przeszczepu terapeutycznego u zwierzat doswiad-
czalnych. Ostatnio grupa amerykanska pracujaca
z nieselekcjonowanymi mononuklearami krwi peg-
powinowej, opublikowata zbiér prac do$wiadczal-
nych wskazujacych na duzy ich potencjal regenera-
cyjny po ich przeszczepie w doswiadczalnych sta-
nach patologicznych OUN u zwierzat [6, 21, 48].
Jednak ciagle niewyjasnionym problemem jest isto-
ta mechanizmu dziatania takich przeszczepow,
potwierdzenie suplementacji chorej tkanki przez in-
tegrujace si¢ KM oraz ustalenie jaki poziom neural-
nego ukierunkowania i zréznicowania in vitro przed
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transplantacja jest najbardziej korzystny. Naj-
prawdopodobniej poziom ten b¢dzie zmienny i za-
lezny od okreslonej jednostki patologicznej podda-
wanej terapii komorkowej. Rowniez nalezy ustalié
wiasciwy sposob przeszczepu komorek, rodzaj
wskazanej cytoprotekcji oraz przeprowadzi¢ dlugo-
terminowa kontrol¢ losu przeszczepionych komo-
rek. Dodatkowg trudnoscia jest konieczno$é prowa-
dzenia badan ludzkich KM na do$wiadczalnych
modelach zwierzgcych, w systemie kseno-trans-
plantacyjnym, wysoce niekorzystnym dla prze-
szczepu 1 prawdopodobnie wymagajacym immuno-
supresji. Istniejg jednak dane dos§wiadczalne o ni-
skiej immunogenno$ci stabo zrdéznicowanych
komorek progenitorowych, co pozwolito niektérym
badaczom na pominig¢cie immunosupresji [20]. W
innych badaniach podkresla si¢ jednak koniecznosé
glebokiej immunosupres;ji lub korzystania z kosztow-
nych mutantéw z niewydolnoscig ukladu immuno-
logicznego.

Dotychczasowe doswiadczenia w terapii
komorkowej

Szybki w ostatnich latach post¢p metod hodowli
neuralnych KM in vitro [4] umozliwil przyspiesze-
nie prac eksperymentalnych nad regeneracja uszko-
dzone;j tkanki nerwowej. Od co najmniej 20 lat trwaja
proby kliniczne domézgowych przeszczepow tkanek
zawierajacej prekursory neuronéw dopaminergicz-
nych (rdzen nadnerczy, okreslone okolice mézgu
ptodéw, a nawet wyselekcjonowane neuralnie ko-
morki guzéw nowotworowych (hNT) w leczeniu
choroby Parkinsona (PD). W ostatnich latach rozpo-
czeto intensywne badania nad przeszczepami KM
[12]. W badaniach na gryzoniach przeprowadzono
pomysine proby suplementacji autologicznymi KM
réwniez 1 w innych chorobach neurodegeneracy;j-
nych: w leukodystrofiach [28, 45], stwardnieniu za-
nikowym bocznym [6] czy tez w zmianach ponie-
dokrwiennych i pourazowych CUN [3, 19, 21].

W klinice pierwsze proby leczenia lizosomal-
nych choréb spichrzeniowych przeszczepami allo-
genicznych komorek szpikowych podjeto juz przed
20 laty [9]. Przeprowadzono zabiegi na setkach pa-
cjentéw z zespotami Huntera, Maroteaux-Lamy, ad-
renoleukodystrofii, metachromatycznej leukodystro-
fii, fukozydozy, choroby Gauchera. Choroby te sg
nieuleczalne i w krotszym lub diuzszym czasie pro-
wadzg do $mierci, zatem ocena dziatania tych zabie-
gow jest kontrowersyjna, aczkolwiek w kilku przy-
padkach potwierdzono cz¢$ciowq rekonstrukceje en-
zymatyczng 1 Srednie przedtuzenie czasu przezycia
u leczonych pacjentow. W kazdym razie przeszcze-
py szpikowe nie zmienialy ostatecznie niepomysl-
nego rokowania u tych chorych [15]. W celu wyjas-

nienia miejscowego mechanizmu dziatania zmody-
fikowanych genetycznie mKM w modelu choroby
Niemann-Picka przeprowadzono eksperymenty na
myszach transgenicznych pozbawionych aktywnosci
kwasnej sfingomielinazy (ASM), ktdrej brak jest
odpowiedzialny za wystapienie tej choroby u ludzi.
Po domozdzkowym podaniu mKM z nadprodukcja
ASM wykazano zmniejszong utrat¢ komorek Purkin-
Jjego 1 mézgowych zlogow sfingomieliny [14]. Bada-
nia te mozna uznaé za pierwsza pomyslng probg rze-
czywistej suplementacji komérkowej w spichrzenio-
wych chorobach neurodegeneracyjnych.

Najliczniejsze byly proby terapii komdrkowej
w leczeniu skutkéw neurologicznych udaru oraz
urazOw mozgu i rdzenia kr¢gowego podejmowane
gléwnie na modelach zwierz¢cych. Obecno$é nie-
znacznych ilosci ludzkich transplantowanych ko-
morek wykrywano w uszkodzonej tkance mozgu
irdzenia do 35, a nawet 60 dni po przeszczepie. Na-
tomiast w wielu badaniach podkre$lano zaobserwo-
wang znaczng poprawe funkcjonalng u zwierzat le-
czonych w poréwnaniu z grupg kontrolng. Ze
wzgledu na znikomg ilo$é przezywajacych i rézni-
cujacych si¢ neuralnie KM wydaje si¢ mato prawdo-
podobnym, aby obserwowana poprawa byta zwiazana
z wbudowaniem si¢ komorek dawcy w uszkodzona
sie¢ neuronalna. Wielu badaczy sugeruje, ze sa to
wylacznie skutki oddzialywania troficznego lub
metabolicznego przeszczepianych komoérek. W ba-
daniach Chen’a i wsp. [3] wykazano, ze w tkance
ischemicznej moézgu po przeszczepie wykrywa sig¢
zwigkszone iloSci BDNF i NGF w poréwnaniu
z grupa zwierzat nie poddanych transplantacji. Wy-
kazano réwniez duza zdolno$é, szczegdlnie mKM
do produkcji takich czynnikoéw in vitro. Czynniki
troficzne i wzrostowe moglyby oddzialywa¢ stymu-
lujaco na rezerwy regeneracyjne uszkodzonego
mozgu, wiacznie z pobudzeniem endogennych KM
znajdujacych si¢ w tkance gospodarza. W czasie ba-
dan nad wptywem transplantacji KM na przebieg
regeneracji mozgu i rdzenia u gryzoni, zaobserwo-
wano jeszcze jedno bardzo interesujace zjawisko.
Wydaje si¢ mianowicie, ze KM pochodzace z ko-
morek mezenchymalnych szpiku kostnego i podane
do krwioobiegu migruja selektywnie do miejsca
uszkodzenia réznych narzadow, w tym réwniez do
mozgu, przechodzac nawet przez nieuszkodzona
barier¢ krew/moézg. Podjgto wigc proby zidentyfiko-
wania chemokin czynnych w tym procesie [43]. Po-
dobne ,,zadamawianie” si¢ transplantowanych KM
pochodzenia szpikowego obserwowano rowniez
w przypadku regeneracji serca i innych narzadow
[30]. Trwaja intensywne badania nad poznaniem
molekularnego podloza tego terapeutycznie bardzo
istotnego zjawiska.
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Osobnym zagadnieniem sa proby terapii komor-
kowej w przypadku stwardnienia rozsianego. Ze
wzgledy na jego systemowe, autoimmunologiczne
podloze, strategia bezposredniej suplementacji og-
nisk demielinizacyjnych progenitorami oligoden-
drocytéw nie wydaje si¢ by¢ wystarczajaca. Nato-
miast patologiczna nadreaktywno$¢ limfocytow T
moze zosta¢ sttumiona poprzez allogeniczne prze-
szczepy hematopoetycznych KM szpiku, ktore wy-
wolujac dtugotrwaty efekt immunosupresyjny w or-
ganizmie biorcy, moga wspomagaé przezycie
w mozgu réownolegle przeszczepionych oligoden-
drocytow [25].

Intensywne prace eksperymentalne prowadzone
sg rowniez w celu uzyskania KM do terapii innych
narzadéw m.in. produkujacych insuling komorek B
wysepek trzustki, progenitoréw komorek mig$ni
(tzw. komorek satelitarnych), do zainicjowania re-
generacji genetycznie uwarunkowanych zanikow
mig¢$ni szkieletowych, jak rowniez, po podaniu do-
sercowym, do zroznicowanych kardiomiocytow.
Wszystkie te badania znajduja si¢ we wczesnej fa-
zie eksperymentalnej i maja stosunkowo krotka
histori¢, a interpretacja uzyskanych wynikow jest
petna niejasnosci i wymaga bardzo krytycznego po-
dejscia. Dlatego tez ich skrétowe omowienie nie jest
tutaj mozliwe, a zainteresowanych nalezy odesta¢ do
literatury zrédtowe;.
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