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KOMORKI MACIERZYSTE ORGANIZMU DOROSLEGO
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ADULT ORGANISM STEM CELLS IN BIOLOGY AND MEDICINE
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Streszczenie: Okres zycia komorek jest ograniczony, a komdrki obumierajace sa zastgpowane nowymi,
zroznicowanymi, pochodzacymi od komoérek macierzystych. Komorki macierzyste w organizmie doro-
stym mozna wykry¢ markerami obecnymi zaréwno w komoérkach macierzystych embrionalnych, jak i
komdrkach macierzystych w tkankach. Przykladem tych markeréw sa biatka: Oct3/4, CXCR4, Nanos,
CD133, CD34. Wspdlne funkcje komdrek macierzystych to: 1) zdolnos¢ do samoodnowy (po podziale
powstaja nowe komorki macierzyste), 2) zdolnos¢ do réznicowania w wyspecjalizowane komorki tkanek i
narzadow, 3) opornos¢ na stresy toksyczne oraz radiacyjne. Komorki macierzyste sa obecne w réznych
miejscach dorostego organizmu, np. w naskérku, w nabtonku przewodu pokarmowego, w migsniach szkie-
letowych. Skupienia tych komorek nazywamy niszami komorek macierzystych. Sa one tam zatrzymywa-
ne uktadami chemokinowymi. Znanym uktadem chemokinowym w szpiku kostnym jest ligand SDF-1
(Stroma Derived Factor-1) oraz receptor na komoérkach macierzystych CXCR4. Czynniki wywotujace
stres mogg indukowac spadek poziomu SDF-1 w szpiku kostnym, co powoduje przemieszczanie si¢
komorek macierzystych do uktadu krazenia oraz do nowych nisz. Innym znanym uktadem chemokinowym
jest uktad Wnt(ligand)/Frizzle LPR (kompleks receptora) na powierzchni komorek. Pierwszym bezposred-
nim dowodem istnienia komérek macierzystych nowotworowych byly obserwacje komoérek ostrej biatacz-
ki mieloidalnej. Rozpoczgto izolowanie oraz opisy takich komérek w réznych guzach. Komorki macierzy-
ste nowotworowe stanowig zwykle mniej niz 1% komorek guza w modelach mysich. Przyjmuje si¢, ze
mutacje w komorkach macierzystych prawidlowych moga doprowadzi¢ do transformacji w komorki nowo-
tworowe. Dlugi okres interfazy komorek macierzystych nowotworowych sprzyja gromadzeniu w nich
mutacji, a opornos¢ na czynniki toksyczne chroni te komorki przed dziataniem lekow.

Stowa kluczowe: komorki macierzyste, komorki macierzyste nowotworowe, nisze, markery, modele mysie.

Summary: Life span of the adult cells is restricted and senescent/undergoing apoptosis cells are replaced
by new ones that originate from population of stem cells. An example is the hemopoietic system in the
bone marrow. Stem cells in the adult organism may be identified by markers that are expressed by both
embryonic stem cells and tissue-specitic stem cells. Oct3/4, CXCR4, Nanog, CD133 and CD34 are
examples of such markers. The stem cells share several common properties such as they may: 1) replicate
and give rise to new stem cells, 2) differentiate into heterogenous tissue and organ specific cells, and finally
3) stem cells are self-protected against various toxic agents and radiation. Stem cells reside in the adult
tissues in specialized sites (niches) that are identified e.g., in the bone marrow, skin, digestive tract
epithelium, and skeletal muscles. Stem cells that reside in stem cell niches are anchored by chemokines and
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adhesion molecules. An important role in retention of stem cells in niche plays a-chemokine SDF-1
(Stroma Derived Factor-1) and stem-cell expressed receptor CXCR4. Several stress factors may attenuate
SDF-1-CXCR4 axis in the bone marrow, what leads to release of stem cells from their niches into
circulation. Another important stem cell niche-anchoring mechanism is interaction of Wnt (ligand with
Frizzled LRP (receptor). Recent evidence accumulated, that malignancy arises from maturation arrest of
stem cells and their mutation rather than the dedifferentiation of somatic cells. Cancer stem cells are
responsible for tumor growth, its re-growth and metastasis. The first direct evidence for the existence of
cancer stem cells came from observations of the acute myeloblastic leukemia. Currently cell population
enriched for cancer stem cells were isolated from several tumors. The cancer stem cells represent less than
1% of tumor cells in the mouse models.

Key words: stem cells, cancer stem cells, markers, mouse models, nishes.

WSTEP

Cialo dorostej osoby jest zbudowane wedtug réznych ocen, z 10"*710"° komérek.
Czas zycia pojedynczych komorek jest rézny, ale ograniczony i dla niektérych
rodzajow komorek zostal okreslony [17]. Komorki obumierajace sa zastgpowane
nowymi, ktore wywodza si¢ i roéznicuja z tkankowych komorek macierzystych
krazacych we krwi. Jednym z lepiej poznanych uktadéow odtwarzania komorek z
komorek macierzystych jest uktad macierzystych komoérek hemopoetycznych (HSC)
w szpiku kostnym [25]. Termin ,.komoérki macierzyste” dla komérek macierzystych
uktadu hemopoetycznego w pismiennictwie polskim zaproponowatl W. Jedrzejczak
w 1989 r. [25]. Terminy stosowane w zwiazku z komorkami macierzystymi oraz
ich definicje przedstawiono w tabeli 1.

WLEASCIWOSCI KOMOREK MACIERZYSTYCH
I SUGESTIE WYKORZYSTANIA ICH W LECZENIU

W wielu tkankach organizmu doroslego znajdowano nieliczne komoérki majace
ekspresje biatek-markeréw obecnych w komorkach embrionalnych wezta zarodko-
wego [44, 54, 61] (tab. 2). Komorki te mozna byto izolowac i blizej zbadac in vitro.
Nazwano je komoérkami macierzystymi (ang. stem cells). Na komorkach macierzys-
tych hemopoetycznych (HSC) w szpiku kostnym u dorostych oraz u rozwijajacych
si¢ zarodkéw jest powierzchniowe biatko-marker CD34 [15]. Krew obwodowa
zawiera nieliczne komoérki HSC, ale w krwi pgpowinowej jest wiele komoérek
macierzystych uwalnianych tam ze szpiku kostnego podczas stresu porodowego.
Komorki te moga by¢ izolowane z tozyska oraz ze sznura pgpowinowego, czyli z
tkanek odrzucanych po porodzie. Tak otrzymane komorki macierzyste krwi
pepowinowej moga by¢ wykorzystane u dzieci do odtworzenia ukladu hemo-
poetycznego, podawane choremu po wykrwawieniu w wyniku wypadku czy podczas
operacji chirurgicznych [4]. Komorki te sa rowniez podawane wraz z masa leuko-
cytarng chorym po intensywnej terapii lekami przeciwnowotworowymi, gdy sa
rowniez uszkadzane leukocyty, erytrocyty i ptytki krwi. Komorki macierzyste
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TABELA 1. Definicje termindw z zakresu komdrek macierzystych (wg [19] zmienione)
TABLE 1. Definitions of terms used in stem cell description (according to [19],modified)

Nazwa (termin) Definicja Przyklady

Komoérka macierzysta komdrka dhugo zyjaca, zdolna do VSELs
samoodnowy, proliferacji
i wielokierunkowego roznicowania

Komoérka macierzysta komoérka dlugo zyjaca, zdolna komoérka macierzysta
tkankowa do samoodnowy, proliferacji hemopoetyczna
i wielokierunkowego rdznicowania
w obrgbie okreslonej tkanki

Komoérka komorka zdolna do podziatow, ktora komorka phicna
progenitorowa moze da¢ co najmniej jedno pokolenie  |neuroendokrynna
Komoérka macierzysta komdrka nowotworowa ostra bialaczka
nowotworowa o zwigkszonym potencjale mieloidalna (AML)

regeneracyjnym oraz oporna na toksyny,
odnawiajaca wzrost nowotworu

pochodzace ze szpiku kostnego, krwi pgpowinowej i réznych narzadéw myszy oraz
cztowieka opisano szczegdlowo podajac ich cechy morfologiczne, jak i obecnosé w
nich bialek markerowych [32,33,49,67]. Komorki te sa bardzo mate, u myszy o
Srednicy 3-5 um i maja markery komorek embrionalnych, stad nadano im nazwe
malych komérek macierzystych o cechach embrionalnych — VSELs (Very Small
Embryonic-Like). Komorki VESLs znajdowano w réznych tkankach organizmu
dorostego i okreslono ich liczb¢ zmniejszajaca si¢ z wiekiem organizmu [68].
Wysunieto hipotezg, ze komorki te sa zachowywane po okresie zycia zarodkowego
w szpiku kostnym jako mobilna populacja prekursorowych komorek krazacych.
Odgrywatyby one wazna role w postnatalnej wymianie komorek hemopoetycznych,
jak i niehemopoetycznych.

Komoérki macierzyste srddbtonka w szpiku kostnym oraz w tkankach réwniez maja
ekspresje CD34. Subpopulacja ta moze in vitro, w obecnosci kilku czynnikow:
zasadowego FGF — bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), 1GF-1 (Insulin-like
Growth Factor-1) oraz VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), réznicowac
si¢ w komorki $rodblonka. Te komorki mozna odrézni¢, bo obok antygenu CD34,
zawierajg czynnik von Willebranda (VWF) i wlaczaja lipoproteidy o malej gestosci —
LDL (Low Density Lipoprotein). Aby rozstrzygnaé, czy komorki prekursorowe
srédblonkowe sa stale obecne w krazeniu i pochodza ze szpiku kostnego in vivo,
wykorzystano przeszczepy szpiku u rézniacych si¢ genetycznie psow [55]. Analizowano

TABELA 2. Markery znajdowane w komorkach macierzystych szpiku kostnego czlowieka,
a obecne rowniez w komorkach macierzystych embrionalnych ([49], zmienione)

TABLE 2. Stem cell markers of human bone marrow cells, present on embryonal stem cells
([49], modified)

Komorki Markery
Komorki progenitorowe srodblonka naczyn CD133, CD34, CD31, CD117=c-kit

Mezenchymalne komorki macierzyste (MSC) |CD105, CD133, CD90
Very small embryonic-like stem cells (VSELs) [CD133, CD34, Oct3/4, SSEA-4
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DNA komorek tworzacych nowe naczynia krwionosne z prekursorowych komorek
CD34+ szpiku kostnego implantowane od innego psa. Okazalo sie, ze komorki srédblonka
naczyn pochodzily z komérek krazacych we krwi biorcy. Juz w roku 1971 [29] wykazano,
7e komorki $rodblonka tetnic wiencowych czlowieka po przeszezepieniu serca pochodza od
biorcy, a nie od dawcy. Mozna wiec wnosi¢, ze po obumarciu komoérek $rodbtonka serca
dawcy sa one zastgpowane krazacymi komorkami prekursorowymi biorcy.

Komérki macierzyste neuralne sa potencjalnym zrédlem komorek w leczeniu
schorzen neurodegeneracyjnych. Hodujac komorki pobrane biopsyjnie ze skory albo
z tkanki thuszczowej otrzymano in vitro w obecnosci czynnikow FGF2 (Fibroblast
Growth Factor2) oraz EGF (Epithelial Growth Factor) prekursory neurondw
nestyno (+) [62]. Nestyna jest markerem komorek neuronalnych. Inni autorzy [26]
opisali otrzymanie komoérek nestyno (+) z biopsyjnie pobranej skéry osoby dorostej
po hodowli in vitro w odpowiednio dobranych warunkach.

Poréwnano tez rézne zrodta komorek macierzystych mezenchymatycznych — MSC
(Mesenchymal Stem Cells) [13] dla otrzymania materiatlu osteogennego celem
odtwarzania kosci. MSC z tkanki tluszczowej okazaly si¢ malo przydatne do
otrzymania in vivo tkanki osteogennej, natomiast dobre byly do tego celu MSC
pochodzace ze szpiku kostnego albo z okostnej [21]. Markerami réznicowania
osteogennego byly w tych doswiadczeniach alkaliczna fosfataza oraz osteokalcyna.

W innych doswiadczeniach in vitro porownywano zdolnos$¢ réznicowania do komérek
watroby MSC ze szpiku kostnego i tkanki thuszczowej [59]. Obserwowano podobny
potencjal do réznicowania komorek z obu tkanek, co moze zacheca¢ do dalszych prob
wykorzystania autologicznych komérek tkanki thuszczowej do wspomagania funkcji
watroby. Jednak wedlug ostatnio opublikowanej pracy [13] komorki MSC szpiku
kostnego czlowieka nie mogg roznicowaé si¢ do hepatocytéw, ale moga do osteo-
blastow, chondrocytow, adipocytow oraz migsni gltadkich naczyniowych.

Fizjologiczne wlasciwosci komdrek macierzystych opisywane przez wielu autorow
sa podobne. Opis taki pozwala thumaczy¢ zachowania tych komoérek w prawidlowych
tkankach organizmu dorostego, jak réwniez w tkankach zmienionych chorobowo.
Podstawowymi wlasciwosciami komorek macierzystych sa: a) zdolnos¢ do
odtwarzania si¢, czyli z komorki macierzystej moze powstawa¢ nowa komorka
macierzysta, jednak czesto$¢ podzialow tych komorek jest nieduza, b) zdolnos¢ do
roznicowania w komorki tkanek/narzadow, a w trakcie tego procesu komorki
przechodza wiele podzialéw dajac wiele komorek zrédznicowanych, ¢) opornos¢ na
czynniki szkodliwe, takie jak toksyny i promieniowanie. Ta ostatnia wlasciwos¢ chroni
komorki macierzyste i pozwala im przezy¢ nawet w warunkach, gdy inne komorki
obumieraja. Oporno$¢ komérek na toksyny ttumaczy sie ich zdolnoscia do wyrzucania
toksyn z cytoplazmy, co mozna ocenia¢ metodami cytometrycznymi. Komorki
macierzyste wyrzucaja np. z cytoplazmy jeden z barwnikoéw fluorescencyjnych —
barwnik Hoechsta 33342 i fatwo mozna je wtedy odrézni¢ od pozostalych komorek,
poniewaz na wykresach cytometrycznych oddzielaja si¢ do boku od gltéwnej masy
komorek, stad nazywa sie je .,populacja boczng” — SP (ang. side population)
komorek [15,23]. Molekularng determinantg zachowania si¢ tej populacji komorek
jest uktad transporterow ABC [58].
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UKEADY CHEMOKINOWE I NISZE KOMOREK MACIERZYSTYCH

Komérki macierzyste organizmu przebywaja w okreslonych miejscach nazywa-
nych niszami tkankowymi albo narzadowymi. Komorki te sa utrzymywane w niszach
uktadami chemokinowymi. Jednym z nich jest uktad liganda SDF-1 (Stromal Derived
Factor-1) i receptora na komoérkach macierzystych — CXCR4. Receptor nie jest
rownomiernie rozmieszczony na powierzchni komorek, ale jest wlaczany do
lipidowych tratw (ang. rafis) w blonach komérkowych [65]. SDF-1 jest produkowany
przez komorki zrebu np. szpiku kostnego i moduluje adhezje do fibronektyny. Komorki,
nieprzyczepione na state do podtoza i majace odpowiedni receptor, sg zatrzymywane
w miejscach, gdzie gromadzi si¢ SDF-1. Przyjmuje sie¢, ze dzigki temu uktadowi
komorki macierzyste hemopoetyczne oraz inne komdrki majace receptor CXCR4
sg utrzymywane w niszy szpiku kostnego [64]. W tej niszy uklad zapewnia
sygnalizacj¢ migdzykomdrkowa przez zmiany stezenia liganda oraz ekspresji receptora
CXCR4. Uktad warunkuje tez uwalnianie komoérek pod wpltywem czynnikoéw
regulatorowych, takich jak G-CSF, oraz toksyn, np. cyklofosfamidu, czy czynnikow
stresu organizmu, jak podczas porodu czy zawatu miesnia sercowego [63]. Wtedy
komorki macierzyste sa uwalniane z niszy i przenikaja do krwi obwodowej, by ta
droga dotrze¢ do miejsc zagrozonych wymagajacych naprawy. W warunkach
doswiadczalnych zablokowanie uktadu SDF-1/CXCR4 przez podanie inhibitora
AMD3100 hamuje oddzialywanie migdzy ligandem a receptorem, co prowadzi do
wyrzucania ze szpiku HSC [13,22].

Innym uktadem chemokinowym dziatajacym w niszach komorek macierzystych i
waznym dla utrzymania komorek jest uktad Wnt [37,50]. Rodziny glikoproteidow
Wnt sa wydzielane i przekazuja sygnaly w wielu procesach biologicznych podczas
embrio-genezy i organogenezy [48]. Bialka te sa ligandami, a ich receptorami w
blonie komorek docelowych sa kompleksy biatka G Frizzled zwiazanego z LRP (Low
density lipoprotein Receptor-related Protein). Biatka receptorowe Frizzled sa
zakotwiczone siedmioma odcinkami w blonie komorkowej. LRP kompleksow recep-
torowych jest rodzing bialek liczaca u czlowieka okolo 20 réznych czasteczek.
Sygnalizacja uktadem Wnt jest konserwowana i kluczowa w kontroli oddzialywan
miedzykomoérkowych podczas embriogenezy [8], jak i w organizmie dorostym [9].
Ten uktad w tkankach dorostych zapewnia sygnalizacje regulujaca przemieszczanie
si¢ komdrek wzdhuz nablonka, co moze nas tutaj interesowaé ze wzgledu na regulacje
nisz komorkowych.

Warto przypomnie¢ istnienie réznych nisz komoérek macierzystych. Hemopoetyczne
komdrki macierzyste (HSC) w niszy szpikowej mozna cytochemicznie wyrdzni¢ tym,
ze na powierzchni komoérki te maja biatko CD34 oraz receptory CXCR4, ale nie
majg ekspresji CD38 [15]. Pewna liczba HSC stale krazy i we krwi obwodowej
stanowi ok. 0,1% leukocytdéw. Liczba krazacych HSC zwigksza si¢ wielokrotnie pod
wplywem czynnikéw toksycznych, jakimi sg niektore leki przeciwnowotworowe.
Takie uwalnianie z niszy szpikowej HSC jest obecnie standardowa technika stosowa-
ng w transplantologii, gdy zamiast nakluwania kosci celem otrzymania szpiku
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kostnego z zawartymi w nim HSC dla dokonania przeszczepu [35] podaje si¢ dawcy
cyklofosfamid albo G-CSF badz oba te czynniki tacznie. Wtedy komdrki macierzyste
wyrzucane sg ze szpiku kostnego i mozna pobiera¢ je z krwi obwodowej oraz
podawa¢ choremu w odpowiedniej dawce zaleznej od masy ciala [4].

Komorki macierzyste jelita cienkiego sa zlokalizowane na dnie krypt. Jest ich
4-6 w kazdej krypcie i mozna je odrézni¢ po ekspresji genu Lgr5 metoda
hybrydyzacji in situ [5]. Niektore komorki macierzyste dna krypty rozpoczynaja
réznicowanie czestymi podziatami i wtedy przesuwaja si¢ wyzej w krypcie, a to
wigze si¢ z ich dalszym réznicowaniem. Populacje czesto dzielacych si¢ komodrek
mozna odrézni¢ markerami proliferacji (Ki67, BdrU), ale tez ekspresja genu Wdr43.
Przesuwajac sie do ujscia krypty, a potem na kosmki jelitowe, komorki te roznicuja
si¢ w 3 typy: enterocyty, komorki kubkowe oraz komorki enteroendokrynowe. W
dnie krypt pozostaje czwarty typ zréznicowanych komoérek, komoérki Panetha, ktore
odréznia si¢ morfologicznie oraz ekspresja genu Defa 1. Podobnie zachowuja si¢
komorki macierzyste jelita grubego majace nisz¢ w dnie krypt [12,43,51]. Te komorki
réwniez odréznia si¢ ekspresja genu Lgrd [5]. Komorki dna krypt rzadko dziela
si¢, ale podobnie réznicowanie rozpoczynaja od czgstych podziatdéw. Roznicuja sie
w enterocyty oraz komorki kubkowe, a u ujscia krypty przestaja si¢ dzieli¢ i
przesuwaja na powierzchnig¢ nabtonka, gdzie podlegaja apoptozie i zluszczeniu.

Komérki macierzyste naskdrka maja nisze w torebce wlosowej mniej wiecej w
potowie wysokosci torebki i mozna je odrézni¢ markerem CD200. Stanowia tam
wigksze nagromadzenie komdrek nazywane wypukleniem (ang. bulge) [6,45]. Stad
komorki réznicujace si¢, po podziatach przesuwaja si¢ do gruczohlu tojowego oraz
na powierzchnig skoéry tworzac naskorek. Inne komdrki macierzyste przemieszczaja
si¢ w kierunku przeciwnym, do cebulki wlosa skad wyrasta gataz wlosa. Wypuklenie
jest miejscem uprzywilejowanym immunologicznie [41]. Komorki tam lezace maja
niska ekspresj¢ MHC kl I i II oraz f2-mikroglobuliny, a wysoka czynnikow
immunosupresorowych, takich jak TGFS2, czynnika hamujacego migracj¢
makrofagow.

POCHODZENIE TKANKOWYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH 1 MOZLIYVOSCI REPROGRAMOWANIA
KOMOREK ZROZNICOWANYCH

Pochodzenie komorek macierzystych znajdujacych sie w organizmie dorostym nie
jest oczywiste. Za jeden z podstawowych dowodow na ich obecnos¢ w
tkankach/narzadach organizmu uwaza si¢ znajdowanie w tych komorkach bialek
markerowych, ktore sa rowniez obecne w komorkach wezta zarodkowego we
wczesnym okresie zycia [44,54,61]. Komorki takie moga wiec by¢ ,,pozostatoscia” ko-
morek zarodkowych, ktére sg i dziela sie u dorostego. Komorki macierzyste w tkankach
moga mie¢ rozny potencjat rozwojowy, przewaznie sa multipotencjalne.
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Potencjal rozwojowy ko- TABELA 3. Reaktywacja markeréw pluripotencjalnosci
morek embrionalnych podczas podczas reprogramowania fibroblastow mysich in vitro

prawidlowego rozwoju zarod- (e opisu Brambrink et al. {7]) , ,
K . . e Jak TABLE 3. Reactivation of pluripotential markers in
a zmnigjsza sig. Jak o tym reprogrammed mice fibroblasts in vitro (according

wspomniano, w organizmie description Brambrink et al. [7])

dorostym i w blonach plodo- |Dzien  |Alkalfosfataza [SSEA1  Nanog  [Oct4
wych sa obecne komorki o od indukejilog komorek (+)

charakterze multlpotencrjalt 3 34 0 0 0
nym, tkankowe komorki |9 hg 4 0 0
macierzyste (tab. 1). Komor- |12 38 9 0 0

ki te o mniejszym potencjale 122 gg 1? (2),2 (2),2
rozwojowym, ale o cechach [ 76 16 5 5

komorek embrionalnych, row-
niez w zyciu dorostym maja
ekspresje biatek markerowych obecnych w komoérkach wezta zarodkowego [44,61].
Takimi markerami komoérkowymi sa: alkaliczna fosfataza, SSEA-1, Oct4, Nanog.
Zaobserwowano rowniez ubywanie liczby komorek macierzystych tkankowych z
wiekiem organizmu u ssakow [67], co moze swiadczy¢ o wyczerpywaniu si¢ zapasu
komorek macierzystych z wiekiem osobniczym.

Ostatnio sa czynione proby otrzymania komorek pluripotencjalnych z komdrek
somatycznych jako wynik reprogramowania [10,40,56]. Molekularne mechanizmy tego
procesu nie sa dokladnie poznane. Probowano transdukcji mysich i ludzkich komérek
somatycznych czterema czynnikami transkrypcyjnymi dla stopniowego przeksztalcenia
matej subpopulacji w komorki pluripotencjalne, podobne do komérek macierzystych em-
brionalnych [38]. Badania byly prowadzone na réznych komorkach somatycznych, migdzy
innymi na mysich fibroblastach transfekowanych in vitro wektorem przenoszacym cDNA
genow Oct4, Sox2, c-Myc oraz Kif4 [40]. Komorki reprogramowane okreslono nazwa
komorek iPS (ang. induced Pluripotent Stem cells). Sa one zdolne do réznicowania sie w
komorki trzech listkéw zarodkowych, réwniez w komorki rozrodeze myszy chimerycznej [46].
Analizy metylacji DNA oraz modyfikacji histondw dowodza, ze chromatyna mysich komdrek
iPS zostata reprogramowana do stanu zarodkowego. Dotyczylo to demetylacji endogennych
promotoréw kontrolujacych specyficzne geny Nanog oraz Oct4. Zbadano tez kolejnosé
aktywacji podstawowych czterech czynnikéw wczesniej uznanych jako niezbedne do
reprogramowania mysich fibroblastow (tab. 3) [7]. Zaobserwowano, ze ekspresja SSEAI
po ekspresji alkalicznej fosfatazy jest stanem posrednim, ktory musi by¢ podtrzymany, aby
byla mozliwa pozniejsza ekspresja gendw Oct4 oraz Nanog. Aktywacja endogennych Oct4
oraz Nanog moze by¢ markerem pelnego reprogramowania komorki iPS, juz niezaleznego
od dodatkowych aktywnych gendw. Stwierdzono réwniez, ze niektore komérki macierzyste
w tkankach majg ekspresje kilku kluczowych dla reprogramowania czynnikow
transkrypcyjnych. Komorki progenitorowe neuralne moga wtedy by¢ reprogramowane dwoma
czynnikami (Oct4 i KIf4) [30], a nawet jednym (Oct4).

Uklady reprogramowania opracowano dla bardzo r6znych komoérek somatycznych:
limfocytéw B [20], komorek skory [26], dla ludzkich keratynocytéw [1]. Ustalono tez,
ze rdwnoczesne zahamowanie kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami — MAKP
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(Mitogen-Activated Protein Kinase) i kinazy-3 syntazy glikogenu — GSK3 (Glycogen
Synthase Kinase-3) oraz odnowienie ekspresji LIF (Leukemia Inhibitory Factor)
kieruje pre-pluripotencjalne komorki do stanu pelnej pluripotencji [56].

KOMORKI MACIERZYSTE NOWOTWOROWE

Postepy terapii nowotwordéw znacznie przedtuzyly zycie wielu chorym. Jednak z
praktyki lekarskiej wiadomo, ze po korzystnym wyniku terapii poczatkowej czesto
dochodzi do wznowy nowotworu, a w przypadku guzdéw litych do przerzutow
nowotworowych. Jest coraz wiecej dowodow na to, ze wzrost i rozprzestrzenianie
sie wielu nowotwordw zalezy od matej subpopulacji komoérek w nowotworze,
nazywanej komoérkami macierzystymi nowotworowymi [24,27]. Zgodnie z tym
pogladem, nowotwor nie jest tylko wzrostem monoklonalnych komérek transformo-
wanych, ale ztozona tkanka, gdzie nieprawidlowy wzrost jest ,,napedzany” przez
nieliczne, patologicznie zmienione komorki macierzyste o takich cechach, jak niekon-
trolowany wzrost i zdolno$¢ do tworzenia przerzutow, ale tez zachowujacych
zdolnos¢ do wlasnej odnowy i réznicowania w fenotypowo rézne potomstwo.
Wspierajg ten poglad obserwacje eksperymentalne, poczatkowo przeprowadzone na
komorkach ludzkiej ostrej biataczki szpikowej — AML (Acute Myeloidal Leukemia).
W 1994 r. Lapidot wsp. [34] udokumentowali obecnos¢ biataczkowych komorek
macierzystych w ostrej biataczce szpikowej klonowaniem tych komoérek oraz
obserwacja ich zdolnosci do samoodnowy. Wysortowane i oddzielone komorki
subpopulacji CD34+CD38- ostrej biataczki pobrane od chorego i wszczepione myszy
SCID inicjowaly biataczke, podczas gdy nie mialy tej wilasciwosci komorki
CD34+CD38+ ani komoérki CD34—. Myszy SCID maja niedobory immunologiczne,
niesprawny uklad odpornosciowy i dlatego nie odrzucaja ksenoprzeszczepow
komorek cziowieka. Komorki bialaczki rozwijajacej si¢ u myszy mozna byto
przeszczepia¢ do nastegpnych myszy, co sugeruje, ze komorki implantowane pierwot-
nie maja zdolno$¢ do samoodnowy. Takie obserwacje komérek nowotworowych,
jak zdolno$¢ do samoodnowy oraz do ponownego wzrostu po przeniesieniu pojedyn-
czych komoérek nowotworowych do nowej myszy, przyjmuje si¢ za podstawowe
kryterium nowotworowej komorki macierzystej. Podobne komdrki macierzyste
nowotworowe identyfikowano nie tylko w AML, ale rowniez w guzach litych
[3,14,18,19,47,51,57]. Réwniez w liniach komérek nowotworowych obserwowano
obecno$¢ komorek macierzystych nowotworowych [28,31]. Koncepcja istnienia
komoérek macierzystych nowotworowych moze mie¢ duze znaczenie dla terapii
majacej na celu catkowite usunigcie nowotworu u chorego.

Trudno jest ustali¢, jak moze dochodzi¢ do powstania komoérek macierzystych
nowotworowych. Ocenia sig, ze czestos¢ mutacji spontanicznych jest 10° do 1077
mutacji na gen na podzial komoérki [2]. U czlowieka podczas catego jego zycia
zachodzi okoto 10'® podziatéw komérek, stad mozna wyliczy¢, ze kazdy gen
czlowieka ma szanse ulec mutacji wiecej niz 10° razy. Mutacje te sa najczesciej
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sprawnie reperowane w komorce badz komodrki ze zmutowanymi genami sa
usuwane przez uklad odpornosciowy.

Moze si¢ zdarzy¢, ze w komodrce macierzystej pojawia si¢ mutacje onkogenne
podobnie jak w genomie komdrek zroznicowanych. Czgsto trzy takie kolejne mutacje
onkogenne w komorce decyduja o jej charakterze nowotworowym. Zwykle dla
okreslenia takich komorek bierze si¢ pod uwage kilka ich cech:

a) zdolnos$¢ do odtwarzania si¢ — co jednak nie oznacza, ze komorki dziela sie
czesto; skutkiem jest mozliwos¢ kumulowania w tej samej komodrce mutacji
prowadzacych do pozyskania cech komérki nowotworowe;.

b) zdolno$¢ do roznicowania si¢ w komorki tkanek czy narzadow; nowotwor
pierwotny moze by¢ zbudowany z komoérek zrdéznicowanych, a komorki macierzyste
zwykle stanowig tylko maly procent wszystkich komorek nowotworowych. Inaczej
jednak moze by¢ w przypadku eksperymentalnych nowotworowych linii komorko-
wych, gdzie wigkszos¢ komdrek moze mie¢ cechy macierzystych dzigki selekcji,
jak ma to np. miejsce w przypadku mysich komorek biataczki L1210 [28].

¢) oporno$¢ na czynniki szkodliwe — gdyz komodrki macierzyste nowotworowe
maja wysoka ekspresje transporterow rodziny ABC (A47P Binding Casette) [39,58].
Te cechy komorek macierzystych nowotworowych sa podobne do tych w komérkach
macierzystych nienowotworowych.

Tutaj jednak warto podkresli¢ jeszcze inne cechy komdrek macierzystych nowo-
tworowych: ekspresje antygendw charakteryzujacych komorki macierzyste embrio-
nalne, takich jak: Oct3/4, SSEA1, CD133, CD90, zdolnos$¢ do reperacji DNA [42],
obnizona zdolnos$¢ do inicjowania apoptozy.

Wsréd komorek izolowanych z nowotworow pierwotnych, jak i wsrdd komorek
linii nowotworowych odkryto wspomniane juz komoérki SP (side population),
populacje komoérek wyrzucajace z cytoplazmy barwnik Hoechsta. Zaktada sie, ze
podobnie jak barwnik, komdrki tej SP moga pozbywa¢ si¢ lekow stosowanych w
terapii [15, 23]. Komorki SP wysortowane okazaly si¢ rzeczywiscie komérkami
podtrzymujacymi wzrost nowotworu po implantacji do myszy. Wykryto tez, ze
komorki SP maja wysoka ekspresj¢ blonowych biatek transportujacych rodziny ABC,
a wsrdd nich réwniez transporter opornosci wielolekowej MDR-1 (MultiDrug
Resistance transporter-1) [11] oraz BCRP-1 (Breast Cancer Resistance Protein-
1), chociaz nie znajdowano korelacji migdzy liczba komorek SP+ i MDR-1+ u
pacjentéw z AML. Artykuly przegladowe oraz prace eksperymentalne na temat prob
terapii kierowanej na komorki macierzyste nowotworowe publikowali r6zni autorzy
[11,43,52,60,66]. Ten kierunek terapii wydaje si¢ obecnie najbardziej racjonalny.
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