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Streszczenie: Ludzkie zarodkowe komorki macierzyste — ES (ang. Embryonic Stem) sa to komorki
uzyskane z przedimplantacyjnych zarodkéw w stadium blastocysty. W odpowiednich warunkach moz-
na je hodowac in vitro. Ze wzgledu na swoje unikalne whasciwosci: nieograniczong zdolnos¢ do samood-
nowy oraz pluripotencjg, czyli mozliwos¢ réznicowania we wszystkie tkanki obecne w organizmie,
wzbudzaja one duze nadzieje na ich zastosowanie nie tylko w badaniach naukowych, ale takze w tera-
piach réznego rodzaju schorzen. Artykut ten ma na celu opisanie mechanizmoéw pozwalajacych na zacho-
wanie pluripotencji, samoodnawianie, ale takze roznicowanie ludzkich zarodkowych komorek macierzy-
stych. Opisuje on réwniez alternatywne, niewymagajace usmiercania ludzkich zarodkéw i niewzbudza-
jace zastrzezen natury etycznej zrodta pozyskiwania pluripotentnych komorek. Szczegdlng uwage po-
$wigcono pracom, ktore pozwolity na ustalenie optymalnych metod hodowli tych komorek.

Stowa kluczowe: ludzkie zarodkowe komorki macierzyste, pluripotencja, Oct3/4, Nanog.

Summary: Embryonic stem (ES) cells derived from preimplantation embryos at the blastocyst stage are unique
in their unlimited self-renewal ability and pluripotency allowing their differentiation into any cell type. For
these reasons ES cells are considered as a perfect material for basic research on their differentiation capacities,
and also for the studies devoted to the development of novel therapies. This article focuses at the mechanisms
regulating ES cells pluripotency, self-renewal, and also influencing their differentiation. It also describes alterna-
tive methods of'the derivation of pluripotent stem cell lines, which do not require embryo destruction and thus
do not raise ethical issues. A special attention is paid to the development of ES cell culture.
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1. WSTEP

W okresie przedimplantacyjnym zarodek ssakow ma postaé blastocysty —
pecherzyka ztozonego z dwoch warstw komorek — zewnetrznej zwanej trofekto-
derma, i wewnetrznej zawierajacej grupe niezroznicowanych komorek, tworzacych
tzw. wezel zarodkowy — ICM (ang. Inner Cell Mass). Komorki wezla
zarodkowego maja zdolnos¢ roznicowania w kazda tkanke organizmu, a wigc sa
pluripotentne. Stosujac odpowiednie techniki z komoérek tych mozna uzyskaé tzw.
zarodkowe komoérki macierzyste — ES (ang. Embryonic Stem), ktére hodowane in
vitro w odpowiednich warunkach zachowuja niezroznicowany charakter i pozostaja
pluripotentne. Ze wzgledu na swoje niemal nieograniczone mozliwosci komoérki ES
wzbudzaja duze nadzieje na zastosowanie nie tylko w badaniach naukowych, ale
takze w terapiach chordb degeneracyjnych. Warunkiem ich wykorzystania do celow
terapeutycznych jest jednak rozwigzanie dwoch problemow. Po pierwsze, nalezy
dokladnie pozna¢ mechanizmy zaréwno regulujace zachowanie przez nie stanu
pluripotencji, jak i odpowiedzialne za ich réznicowanie. Po drugie, trzeba ustali¢
warunki hodowli pozwalajace na wyeliminowanie sktadnikow pochodzenia zwierze-
cego rutynowo stosowanych do wzbogacania podlozy hodowlanych, ktore stwarzaja
ryzyko kontaminacji zwierzgcymi patogenami. Opracowanie specjalnych pozywek
hodowlanych zawierajacych oprocz soli wyltacznie sktadniki otrzymywane synte-
tycznie, ktore zapewnialyby efektywny wzrost kolonii zarodkowych komoérek
macierzystych, nadal sprawia wiele trudnosci.

Niniejszy artykul ma na celu scharakteryzowanie najwazniejszych sciezek sygnato-
wych odpowiedzialnych za utrzymywanie pluripotencji, samoodnawianie, a takze
réznicowanie ludzkich zarodkowych komorek macierzystych. Jego celem jest takze
omodwienie obecnie stosowanych metod hodowli tych komorek.

2. HISTORIA UZYSKANIA
LUDZKICH ZARODKOWYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

Proby uzyskania komérek pluripotentnych rozpoczety sie w latach 70. ubiegtego
wieku. W tym czasie zainteresowanie naukowcow wzbudzity linie komorek
wyprowadzone z guzow rozwijajacych si¢ w gonadach myszy szczepow 129 i
LT/Sv. Byly to tak zwane komorki raka zarodkowego — EC (ang. Embryonic
Carcinoma). Mialy one zdolno$¢ nieprzerwanej proliferacji i réznicowania w komorki
wszystkich trzech listkéw zarodkowych, ale jednoczesnie charakteryzowat je niepra-
widlowy kariotyp [4]. Po wszczepieniu komorek EC do organizmu (np. pod skére)
myszy, o nie w pelni funkcjonalnym uktadzie odpornosciowym, tworzyly one guzy
okreslane mianem potworniakéw lub tez teratom (od gr. teratos — potwor)
zbudowane z wielu tkanek pochodzenia ekto-, endo- i mezodermalnego. Komorki
te charakteryzowat jednak niestabilny kariotyp, co powodowalo, ze nie mogly by¢
one traktowane jako idealne zrodto materiatu do badan np. nad ich ré6znicowaniem.
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W 1981 roku Evans i Kaufman oraz niezaleznie od nich Martin, wyizolowali z
blastocyst myszy linie pluripotentnych zarodkowych komorek macierzystych o
prawidlowym kariotypie [18, 45]. W 1995 roku z blastocyst malp gatunku Rhesus
uzyskano komorki, ktore przypominaty raczej ludzkie komorki raka zarodkowego niz
mysie komodrki ES. Tworzyly one kolonie ptaskie i mniej zwarte w poréwnaniu z
mysimi komorkami ES, syntetyzowaly rowniez markery powierzchniowe charak-
terystyczne dla ludzkich komérek EC [78, 87]. W 1998 roku, Thomson i jego
wspdtpracownicy wyizolowali z ludzkich blastocyst pierwsze linie ludzkich zarodko-
wych komodrek macierzystych — hES (ang. human Embryonic Stem) [77]. Rowno-
czesnie otrzymano komorki hES z innego zrodta — pierwotnych komérek ptciowych
—hEG (ang. human Embryonic Germ) uzyskanych z listew plciowych oraz krezek
5-9-tygodniowych ludzkich ptodéw pochodzacych z aborcji wykonanych z przyczyn
zdrowotnych [68]. Pod wzgledem morfologii, ekspresji markeréw pluripotencji oraz
potencjatlu ré6znicowania nie réznity si¢ one od komorek wyprowadzonych z weztow
zarodkowych blastocyst.

Pozyskanie komoérek hES wymaga zniszczenia catego zarodka, co stwarza
problemy natury etycznej. Z tego wzgledu podejmowane sa poszukiwania alternatyw-
nych zrédet komorek pluripotentnych. Dotychczas linie komorek hES udato si¢
wyprowadzi¢ nie tylko z pierwotnych komérek ptciowych i z blastocyst, ale rowniez
z zarodkow w stadium moruli [72]. W 2006 roku Klimanskaya ze wspotpracow-
nikami uzyskali 2 stabilne linie komorek hES z pojedynczych blastomerdéw wyizolo-
wanych z 8-10-komérkowych zarodkow, ktore po tej procedurze mogly kontynuowaé
dalszy rozwoj [31]. W tym samym roku okazalo si¢, ze mozliwe jest uzyskanie
ludzkich komoérek ES o pelnym potencjale rozwojowym z zarodkow, ktére na skutek
anomalii chromosomowych nie kontynuowaly podzialow bruzdkowania i mogly by¢
zatem uznane za ,,martwe” [95]. Kolejnym zZrodlem pluripotentnych komorek okazaty
si¢ blastocysty rozwijajace si¢ in vitro z niezaptodnionych ludzkich oocytéw pobudzo-
nych do rozwoju partenogenetycznego, a wigc bez udzialu plemnika [43, 61].
Prowadzone sa takze badania majace na celu uzyskanie pluri- lub multipotentnych
komorek z tkanek dorostego organizmu (prace przegladowe w tym numerze PBK
dotyczace komorek mezenchymalnych czy komorek VSEL). Niezwykle istotnym
osiagnigciem naukowym okazaly si¢ udane préby uzyskiwania komorek o wlasciwos-
ciach zarodkowych komorek macierzystych ze zréznicowanych komorek somatycz-
nych. Okreslono je mianem indukowanych komdrek pluripotentnych — iPS (ang.
induced Pluripotent Stem). Przez wprowadzenie do zréznicowanych ludzkich
komorek somatycznych retrowiruséw kodujacych geny odpowiedzialne za utrzymanie
stanu pluripotencji, takich jak: Oct3/4, Sox2 oraz Nanog i Lin28 lub gendw
czynnikdw transkrypcyjnych bioracych udzial migdzy innymi w procesach onkogenezy
(Klf4 i c-Myc) udalo sig¢ je przeprogramowaé przywracajac stan niezrdéznicowania
i pluripotencji [42, 74, 75, 93]. Uzyskiwanie komérek w ten wilasnie sposob nie
wymagatoby usmiercania ludzkich zarodkéw, a dodatkowo przeprogramowane
komorki bylyby identyczne z komoérkami pacjenta, nie wywolywalyby wigc reakcji
jego uktadu immunologicznego. Niewatpliwie komorki iPS daja nadziej¢ na szybki
rozwoj badan nad wykorzystaniem komorek pluripotentnych w medycynie. Jednak,
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podobnie jak w przypadku komodrek pochodzenia zarodkowego, konieczne jest
precyzyjne zdefiniowanie parametréw niezbednych do efektywnego ich uzyskiwania,
hodowli in vitro oraz réznicowania w wybrane typy tkanek (w tym numerze PBK
praca przegladowa Archacka i wsp.[2010; str 187).

3. PROCEDURA UZYSKIWANIA KOMOREK hES

Ludzkie zarodkowe komorki macierzyste otrzymywane sa przede wszystkim z
zarodkow, ktore osiagnely stadium blastocysty. Klasyczna metoda ich uzyskiwania
opiera si¢ na kilkudniowej hodowli blastocyst na warstwie odzywczej mysich
zarodkowych fibroblastéw — MEF (ang. Mouse Embryonic Fibroblasts). W tym
czasie wezel zarodkowy blastocysty rozrasta si¢, a gdy osiagnie odpowiednie roz-
miary jego komorki pobierane sa pipeta, przenoszone na nowe podfoze i wielokrot-
nie pasazowane, az do momentu otrzymania kolonii o morfologii charakterystycznej
dla komorek ES (patrz rozdz. 4). Inna metoda otrzymywania ludzkich komoérek ES
polega na hodowli wyizolowanych, pozbawionych otaczajacych je komdrek trofekto-
dermy, weztow zarodkowych blastocysty. Do izolacji ICM mozna wykorzysta¢ laser
[76, 80] lub metod¢ immunochirurgiczna [71]. Ta druga technika polega na inkubacji
blastocyst w roztworze surowicy zwierzecia immunizowanego komdrkami myszy
(jezeli izolujemy mysie ICM) lub cztowieka (jezeli izolujemy ludzkie ICM), a nastepnie
umieszczeniu ich w roztworze dopelniacza ulegajacego aktywacji pod wpltywem
bialek zwigzanych z zewngtrznymi komodrkami trofektodermy. W efekcie dochodzi
do lizy tych komérek. Zniszczenie trofektodermy nie powoduje uszkodzenia lezacego
wewnatrz blastocysty wezta zarodkowego, ktoéry moze zostaé przeniesiony na
warstwe komorek odzywcezych, hodowany, a nastgpnie dezagregowany mechanicznie
lub enzymatycznie z uzyciem trypsyny, kolagenazy IV lub dispazy.

Powazny problem stanowi bardzo duza wrazliwos¢ komoérek hES na dezagregacije
zarowno metoda enzymatyczna, jak i mechaniczna. Znaczny odsetek komoérek ulega
wowczas apoptozie, zwlaszcza gdy podejmowane sa proby rozdzielania kolonii na
pojedyncze komorki. Z kolei umieszczanie w hodowli duzych agregatow komorek
sprzyja roznicowaniu tych znajdujacych si¢ na obrzezach. Optymalny wzrost komorek
hES otrzymywano wdéwczas, gdy na nowe podloze przenoszono grupy ztozone z
okoto 10 komorek [60, 84]. Jednak nawet przy zastosowaniu takiej procedury efek-
tywnos¢ wzrostu kolonii wynosita tylko ok. 1%. Watanabe ze wspotpracownikami
przebadali szereg potencjalnych czynnikéw ochronnych, a wsrdéd nich: czynniki
wzrostu oraz inhibitory proteaz i kinaz, ktoérych zastosowanie mogloby zapobiec
zaindukowanej dezagregacja apoptozie [84]. Wykazali, ze dodanie do hodowli
inhibitora kinazy Rho (inhibitor ROCK) znacznie poprawia przezywalno$¢ i zwieksza
efektywnos¢ wzrostu nowych kolonii, nawet gdy w wyniku dezagregacji do hodowli
trafiaja pojedyncze komorki hES. Li i wspotpracownicy wykazali, ze zastosowanie
inhibitora kinazy Rho pozwala zmniejszy¢ odsetek ulegajacych apoptozie komodrek
hES poddanych procedurze krioprezerwacji, standardowej metodzie stuzacej do
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przechowywania i transportowania komorek. Przezywalnos¢ zamrozonych kolonii
hES po pasazowaniu osiaga niecate 10% [61, 64]. Zastosowanie inhibitora Rho przed
umieszczeniem komorek w temperaturze —80°C pozwalalo na zwiekszenie odsetka
przezywajacych komodrek do ok. 90% [40].

4. CHARAKTERYSTYKA KOMOREK hES —
MORFOLOGIA, MARKERY PLURIPOTENCJI

W odrdznieniu od mysich komérek ES, ktore rosng w postaci okragtych, zbitych
skupisk, ludzkie komorki ES tworza ptlaskie, luzno upakowane, 2—4-warstwowe
kolonie o wyraznych granicach [22]. Zarowno mysie, jak i ludzkie komorki ES
charakteryzuje duzy stosunek objetosci jadra do objetosci cytoplazmy oraz obecno$é
wyraznych jaderek w jadrach komdrkowych [15]. Jednak cykl komérkowy ludzkich
komorek ES jest ponad dwa razy dtuzszy niz mysich i trwa 30-35 godzin [1].

Morfologia kolonii, a takze pojedynczych komérek hES, nie pozwala na odroznienie
komorek pluripotentnych od tych, ktére rozpoczety réznicowanie. Identyfikacja
mozliwa jest natomiast metodami immunocytologicznymi. Okre$lono bowiem zestaw
markeréw powierzchniowych i wewnatrzkomdrkowych najbardziej charakterys-
tycznych i specyficznych dla ludzkich komoérek niezroznicowanych i pluripotentnych.
Zaliczamy do nich takie biatka jak antygeny powierzchniowe SSEA-3 i SSEA-4 (ang.
Stage Specific Embryonic Antigen) oraz glikoproteiny TRA-1-60 i TRA-1-81 (ang.
Tumor Rejection Antigen) [11, 25, 68]. W odroznieniu od komorek mysich, ludzkie
komorki ES nie syntetyzuja biatka SSEA-1. Pojawia si¢ ono na komorkach hES,
kiedy te rozpoczynaja proces réznicowania [20, 60]. Ludzkie komdrki ES, podobnie
jak mysie, charakteryzuje takze wysoka aktywnos¢ alkalicznej fosfatazy AP (ang.
Alkaline Phosphatase) oraz telomerazy [11, 77].

Za kluczowe dla utrzymania pluripotencji komorek ES uwazane sa trzy czynniki
transkrypcyjne: Oct3/4, Nanog i Sox2 [7, 54, 55, 64, 77]. Podczas normalnego
rozwoju ich ekspresja rozpoczyna si¢ na etapie bruzdkowania (gdy zygota dzieli si¢
na coraz mniejsze komorki), a nastepnie ulega ograniczeniu do komorek wezta
zarodkowego blastocysty i jej pochodnych [24]. W komodrkach hES poziom ekspresji
tych gendéw jest wysoki [60, 64]. Co istotne, kontroluja one ekspresje wielu biatek
zaangazowanych w regulacj¢ sciezek sygnalowych, czynnikdéw transkrypcyjnych i
enzymow wewnatrzkomorkowych. Geny Oct3/4 i Sox2 sa istotne dla syntezy
czynnikéw transkrypeyjnych, takich jak: UTF-1, REX-1/Zfp-42 oraz transkryptazy
TERT (ang. Telomerase Reverse Transcriptase) i czynnikow TERF1 i TERF2 (ang.
TElomeric Repeat binding Factor 1 and 2) [21, 47, 67, 85]. Jednoczesnie
oddziatuja one na swoje promotory i wraz z czynnikiem transkrypcyjnym FoxD3,
na zasadzie sprzg¢zenia zwrotnego, utrzymuja swoja ekspresje na poziomie
warunkujacym stan pluripotencji i samoodnowy [33, 41, 53, 54]. Oprécz genow
kodujacych markery pluripotencji w komoérkach hES transkrybowanych jest wiele
innych, przy czym ich ,,zestaw” jest rézny w réznych liniach komérek oraz zalezy
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od warunkow hodowli [6, 69]. Stwarza to dodatkowe trudnosci w okresleniu
czynnikow unikatowych dla komorek hES.

5. OPTYMALIZACJA WARUNKOW HODOWLI

Standardowa procedura uzyskiwania ludzkich komorek ES opiera si¢ na hodowli
blastocyst na warstwie odzywczej mysich zarodkowych fibroblastow (MEF), w
pozywce wzbogaconej ptodowa surowicg bydleca — FBS (ang. Foetal Bovine
Serum). MEF wykorzystywane w hodowli komoérek ES inaktywowane sa mitomy-
cyng C lub przez poddanie ich dziataniu promieniowania gamma. Traktowanie
komorek mitomycyna C hamuje syntezg DNA w wyniku alkilacji, fragmentacji nici
DNA i tworzenia wiazan krzyzowych pomiedzy poszczegolnymi jego fragmentami.
W efekcie fibroblasty traca zdolnos¢ do podziatow i stanowia idealne podioze do
hodowli innych, dzielacych si¢ komoérek. Waznym krokiem na drodze do optymalizacji
warunkoéw hodowli byto opracowanie przez Price'a w 1998 roku substytutu surowicy
SR (ang. Serum Replacement) zawierajacego miedzy innymi insuline, transferyng
oraz albuming, ktére pozwolily na wyeliminowanie FBS [57]. Uzycie w hodowli
substytutu surowicy nie eliminuje jednak potrzeby zastosowania warstwy komorek
odzywczych lub pozywki ,,uwarunkowanej” obecnoscia tych komoérek — CM (ang.
Conditioned Medium) [89]. Jak dotad nie udato si¢ opracowaé syntetycznej pozyw-
ki, ktéra zapewniataby podziaty niezréznicowanych i pluripotentnych komorek hES,
hodowanych zaréwno na warstwie ludzkich komorek odzywczych, jak i bez
warstwy odzywczej. Zastosowanie w hodowli ludzkiej surowicy rowniez nie dawato
jednoznacznych, zadowalajacych efektow [32, 44, 58].

Warunki hodowli ludzkich komoérek ES nie rdznig si¢ zatem znaczaco od tych
stosowanych podczas uzyskiwania i hodowli komoérek mysich. Z czasem wykazano,
ze komorki mysie nie musza by¢ hodowane na warstwie fibroblastow. Wystarczajaco
dobre warunki zapewnia hodowla na szalkach pokrytych zelatyna pod warunkiem,
ze pozywka hodowlana wzbogacona jest, podobnie jak w przypadku hodowli na
MEF, hamujacym rdéznicowanie czynnikiem przeciwbialaczkowym LIF (ang.
Leukaemia Inhibitory Factor) [70, 86]. Okazalo si¢ jednak, ze w przypadku
komorek ludzkich dodanie egzogennego LIF nie jest wystarczajace do utrzymania
ich w stanie niezréznicowanym [27]. Rdznicowaniu komoérek hES hodowanych bez
udzialu komérek odzywczych mozna przeciwdziata¢ wzbogacajac pozywke w
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow bFGF (ang. basic Fibroblast Growth
Factor), Aktywine A i biatko Noggin [1, 32, 91].

Opracowujac warunki hodowli komoérek hES podjeto takze proby zastgpienia
mysich fibroblastow komdrkami ludzkimi. Wsrdd testowanych komoérek znalazly sie
izolowane z jajowoddéw komodrki nablonkowe, komoérki mig$niowe i fibroblasty
izolowane ze skory [62, 63]. Jednak komorki te nie zapewnialy optymalnych
warunkow dla utrzymania stanu pluripotencji hodowanych na nich komorek hES.
Hodowla przedtuzona do 30 dni byla mozliwa w zasadzie tylko na podtozu z ludzkich
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komorek zrgbu szpiku kostnego [13], a dlugotrwaty wzrost komdrek hES osiagnigto
dopiero przy zastosowaniu inaktywowanych fibroblastow z napletkéw ludzkich
noworodkéw [2, 26, 28]. Komdrki hES hodowane na takiej warstwie odzywczej
wykazywaly niezréznicowany charakter nawet po ponad 57-krotnym pasazowaniu.
Istotna zaleta badanych fibroblastow jest mozliwosé ich wielokrotnego pasazowania
(ponad 25 razy) bez utraty ich zdolnosci do zapewnienia odpowiednich warunkow
do wzrostu komoérek ES. Zapewnia to odpowiednio duzo czasu na dokltadne
przebadanie fibroblastow i wykluczenie prawdopodobienstwa ich kontaminacji
patogenami, takimi jak np. retrowirusy czy wirusy zapalenia watroby i inne [2, 26].
Ludzkie komoérki ES udalo si¢ takze hodowaé przez ponad rok na podlozu z komodrek
ludzkiego endometrium — hUEC (ang. human Uterine Endometrial Cells) [34].
Podobnie jak oméwione powyzej fibroblasty, komorki hUEC pomimo wielokrotnego
pasazowania zachowuja wlasciwosci niezbedne do ich wykorzystania w hodowli
komorek ES. Musza jednak by¢ pobrane w odpowiedniej fazie, tzn. kiedy dochodzi
do intensywnej proliferacji komorek endometrium. Genbacev i wsp. uzyskali ludzkie
komorki ES wykorzystujac do ich hodowli fibroblasty wyizolowane z lozysk
w 6.-9. tygodniu ciazy [19]. Natomiast Chen i wspdlpracownicy wykazali, ze
fibroblasty uzyskane droga réznicowania ludzkich komérek ES in vitro takze moga
by¢ z powodzeniem wykorzystane jako warstwa odzywcza [12].

Poszukiwania odpowiedniego rodzaju ludzkich komorek, ktére moglyby byé
wykorzystane jako komodrki odzywcze, przebiegaty rownolegle z probami hodowli
komorek hES na innych podtozach, do ktérych moglyby one przylegaé i tworzyé
kolonie. Jedng z komercyjnie dostgpnych substancji jest Matrigel, czyli ekstrakt z
blony podstawnej mysiego migsaka. Zawiera on m.in. laminine, kolagen 1V oraz
inne sktadniki macierzy migedzykomodrkowej i czynniki wzrostu [30, 83]. Xu i
wspolpracownikom udato si¢ z powodzeniem hodowac na nim cztery linie komorek
hES [89]. Zachowaly one niezroznicowany charakter w czasie, kiedy komorki
ukonczyly okoto 130 podziatéw komorkowych. Alternatywa dla Matrigelu moze by¢
zastosowanie wybranych biatek budujacych macierz miedzykomdrkowa, takich jak
np. laminina lub fibronektyna [3, 40, 69, 89].

Udoskonalenie warunkéw hodowli, ktére pozwalatyby na catkowite pominigcie
komorek odzywczych lub pozywki uwarunkowanej przez te komoérki, wymaga
wnikliwych badan okreslajacych, jakie czynniki wydzielane przez te komorki sg
niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania komorek ES. Eiselleova i wspotpracow-
nicy poréwnywali mysie i ludzkie fibroblasty i wykazali, ze ludzkie fibroblasty
izolowane z napletkow noworodkow produkowaty wiecej bFGF i biatka Gremlin,
inhibitora $ciezki BMP, jednak znaczaco mniej Aktywiny A [17]. Czynnik bFGF juz
weczesniej okazat si¢ niezbedny w hodowli komdrek hES [1, 22, 91], ale to Aktywina
A jest prawdopodobnie najbardziej krytycznym czynnikiem warunkujacym utrzymanie
pluripotencji przez hES [17, 29, 82, 88]. Wydzielanie Aktywiny A przez ludzkie, ale
nie mysie fibroblasty znaczaco zmniejszato si¢ po inaktywacji mitomycyna C lub
promieniowaniem gamma. Moze to tltumaczy¢ fakt, ze ludzkie komoérki ES réznicuja
spontanicznie z wieksza czestoscia na ludzkich niz na mysich fibroblastach [17].
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Wydaje si¢ zatem, ze ludzkie komorki ES moga by¢ hodowane w réznych
warunkach. Nadal jednak trwaja prace majace na celu opracowanie warunkoéw
najbardziej optymalnych, zapewniajacych zachowanie niezréznicowanego charakteru
tych komorek i ich zdolnosci do ciaglej samoodnowy. Niezwykle istotne jest zatem
poznanie i zdefiniowanie Sciezek sygnatowych oraz kluczowych czynnikéw
odpowiedzialnych za stan pluripotencji komoérek hES.

6. SCIEZKI PRZEKAZYWANIA SYGNALOW
ZAANGAZOWANE W UTRZYMANIE STANU PLURIPOTENCJI

Kluczowa role w regulacji procesow samoodnowy i zachowania pluripotencji
mysich komodrek ES odgrywaja sciezki sygnalowe, w ktére zaangazowany jest LIF
i czynnik transkrypcyjny STAT3 (ang. Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) [46, 48, 49] oraz BMP (ang. Bone Morphogenetic Protein) i
Id3 (ang. Inhibitor of differentiation 3) [92]. Istotna rolg¢ odgrywa rowniez szlak
przekazywania sygnatu, w ktorym biora udziat kinazy 3-fosfatydyloinozytolu — PI3K
(ang. Phosphoinositide-3-kinase) 1 kinaza AKT [52] oraz szlak kinaz z rodziny
Src [5]. Niektore z tych kaskad sygnatowych oraz czynniki transkrypcyjne, takie
jak: Oct3/4, Nanog i Sox2, kontroluja rowniez samoodnawianie ludzkich komorek
ES (ryc. 1) [94]. Wydaje si¢ jednak, ze miedzy ludzkimi i mysimi komérkami ES
istnieja znaczace roéznice. Wykazano bowiem, ze dla utrzymania unikalnych wtasci-
wosci komorek hES konieczne jest wspotdziatanie sciezek sygnatowych aktywowa-
nych m.in. przez bFGF (ang. basic Fibroblast Growth Factor), TGFfA/Aktywina/
Nodal, szlaku MAP kinaz ERK1 i ERK2 (ang. Extracellular signal-Regulated
Kinase) oraz $ciezki zaleznej od WNT i f-kateniny [29, 88].

6.1. Sciezki przekazywania sygnatow
LIF-LIFR-gp130-STAT3 i ras-raf-MEK-ERK

Oddziatywanie LIF na komérke ES warunkowane jest przez jego polaczenie z
btonowym kompleksem receptorowym zbudowanym z dwéch podjednostek —
receptora LIF (LIFR) oraz glikoproteiny gp130. W przypadku mysich komoérek ES
kompleks ten aktywuje dwa szlaki przekazywania sygnatow. Pierwszy prowadzi do
aktywacji kinazy tyrozynowej Jak, ktora fosforyluje czynnik STAT3. Prowadzi to
do jego dimeryzacji i translokacji do jadra komdrkowego, gdzie STAT3 dziala jako
czynnik transkrypcyjny. Drugi to szlak MAP kinaz ERK1 i ERK2 (Ras/Raf/MEK/
ERK). Ufosforylowane przez MEKI1, a wigc aktywne kinazy ERK1 i ERK2
zmieniaja swoja lokalizacje z cytoplazmatycznej na jadrowa. W jadrze komorkowym
reguluja aktywnos¢ czynnikdw transkrypeyjnych, takich jak: Elk, Ets, Myc i SRF
(ang. Serum Response Factor), indukujacych roznicowanie mysich komorek ES
[10, 49]. Aktywacja szlaku MAP kinazy prowadzi zatem do roznicowania komorek
ES myszy. W przeciwienstwie do komorek mysich, w ludzkich komoérkach ES
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RYCINA 1. Najwazniejsze czynniki wptywajace na stan niezrdznicowania i pluripotencji mysich i
ludzkich komédrek ES. Oct3/4, Sox2, Nanog i FoxD3 to jedne z najwazniejszych czynnikéw
odpowiedzialnych za utrzymanie pluripotencji i samoodnawiania si¢ komorek ES. Ich ekspresja regulowana
jest przez czynniki transkrypcyjne, ktérych pojawienie si¢ zalezy od dziatania sygnatéw zewngtrznych.
W przypadku mysich komorek ES najwazniejsze sa dwa biatka: LIF i BMP4. Przylaczenie LIF do jego
receptora na komorce ES prowadzi do aktywacji dwdch kinaz: kinazy JAK, ktora fosforyluje i prowadzi
do dimeryzacji czynnika STAT3, oraz kinazy PI3K aktywujacej biatko AKT. Przytaczenie biatka BMP4
powoduje z kolei fosforylacj¢ biatek Smad 1/5/8. Aktywne biatka STAT3 i Smad 1/5/8 ulegaja translokacji
do jadra komorkowego, gdzie reguluja ekspresj¢ gendw kodujacych czynniki pluripotencji i tym samym
przeciwdzialajq réznicowaniu. W zachowanie pluripotencji i utrzymywanie niezr6znicowanego stanu
ludzkich komorek ES zaangazowane sa: bFGF, ktory aktywuje kinazg PI3K fosforylujaca AKT, oraz
biatka TGFf, Aktywina Ai Nodal aktywujace biatka Smad2/3. AKT wplywa hamujaco na kinazg
GSK-3f, a Smad2/3 wplywajaq na ekspresj¢ genu Nanog. Aktywacja $ciezki sygnatowej, w ktorej
uczestniczy BMP4 prowadzi do réznicowania ludzkich komérek ES. Jej zablokowanie przez biatko
Noggin pozwala na utrzymanie przez nie stanu pluripotencji (wg [94](rycina adaptowana za zgoda
wydawnictwa John Wiley & Sons, Inc: J Cell Biochem [94] copyright 2008)

FIGURE 1. The most important factors affecting the undifferentiated state and pluripotency of mouse
and human ES cells. Oct3/4, Sox2, Nanog and FoxD3 are central factors responsible for maintenance of
pluripotency and self-renewal of ES cells. Their expression is regulated by transcription factors, of which
the appearance depends on the effect of external signals. In case of mouse ES cells LIF and BMP4 are the
most significant proteins. LIF binding to LIF receptor on ES cell leads to the activation of two kinases: Jak
kinase that phosphorylates and leads to the dimerization of STAT3, and PI3K kinase that activates AKT.
BMP4 binding results in phosphorylation of Smad 1/5/8. STAT3 and Smad 1/5/8 are translocated to the
nucleus and regulate the expression of genes coding pluripotency facors thus preventing differentiation.
The maintenance of pluripotency and undifferentiated state of human ES cells depends on: bFGF that
activates PI3K kinase phosphorylating AKT and TGFf, Activin A and Nodal that activate Smad 2/3.
AKT inhibits GSK-3f kinase and Smad 2/3 affects the expression of Nanog gene. Activation of BMP4
signaling pathway results in the differentiation of human ES cells. Inhibition of this pathway by Noggin
allows for the maintenance of the pluripotency (reprinted with permission of John Wiley & Sons, Inc: J
Cell Biochem [94] copyright 2008)
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aktywny szlak MAP kinaz ERK1 i ERK2 jest niezbedny do tego, aby mogly one
proliferowac i aby si¢ nie roznicowaly [38]. Traktowanie mysich komodrek ES
inhibitorami kinazy MEK1 przeciwdziatalo réznicowaniu. Te same inhibitory
indukowaly jednak réznicowanie komorek hES, ktdéremu towarzyszyl spadek ekspresji
markeréw pluripotencji, takich jak: TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-4, Oct3/4 i Nanog
[38]. Li i wspotpracownicy wykazali takze, ze w ludzkich komorkach ES $ciezka
sygnatowa PI3K/AKT wspoéldziata z kaskada MAP kinaz ERK1/ERK2. W mysich
komorkach ES fosforylacja i aktywacja PI3K indukowana jest przez podjednostke
gp130 receptora dla LIF. W przypadku ludzkich komérek ES aktywacja tej Sciezki
zachodzi pod wplywem bFGF [38]. Kinazy PI3K aktywuja wiele zwigzkoéw
stanowiacych przekazniki wewnatrzkomorkowe, w tym kinaze AKT, ktéra z kolei
fosforyluje i hamuje aktywnos¢ kinazy GSK-38 (ang. Glycogen Synthase Kinase-
383). GSK-38 ma hamujacy wplyw na $ciezke WNT, ktdrej aktywnos¢ okazala sig
istotna dla utrzymania przez komoérki hES stanu niezréznicowania i pluripotencji, co
zostalo opisane ponizej [52].

Poniewaz LIF jest niezbedny do tego, aby mysie komérki ES zachowywaly w
hodowli in vitro niezroznicowany charakter, hodowle tych komorek rutynowo
prowadzi si¢ w wykorzystujac albo pozywki wzbogacone w LIF albo fibroblasty
syntetyzujace ten czynnik [59]. Ludzkie komdrki ES réznicuja pomimo obecnosci
czynnika LIF w pozywce hodowlanej. Jest wigc pewne, ze chociaz syntetyzuja one
obie podjednostki receptora LIF: LIFRS i gp130, to wykorzystuja one inny mecha-
nizm samoodnawiania niz komodrki mysie [14, 27].

6.2. Sciezka przekazywania sygnatow WNT

Wykazano, ze w ludzkich komoérkach ES zwigkszona jest ekspresja genow
kodujacych gtowne biatka szlaku WNT (ang. Wingless typed), takie jak: S-katenina,
kinaza syntazy glikogenu — GSK-38 czy podjednostka receptora WNT — Frizzled
[23, 85]. Aktywacja szlaku przekazywania sygnatu za posrednictwem WNT zalezy
od przylaczenia do znajdujacego si¢ na powierzchni komorki receptora Frizzled biatka
WNT. Powoduje to inaktywacje kinazy GSK-33, ktéra odpowiedzialna jest za
fosforylacje B-kateniny. Fosforylacja B-kateniny prowadzi do jej ubikwitynacji i
degradacji [50]. Zahamowanie dziatania GSK-38 powoduje akumulacj¢ -kateniny
w jadrze komodrkowym, gdzie oddziatuje ona z czynnikami transkrypcyjnymi
aktywujacymi transkrypcje gendw kodujacych migdzy innymi Oct3/4, Nanog i Rexl.
Poniewaz czynniki te sa kluczowe dla zachowania pluripotencji, szlak WNT wptywa
na utrzymanie ludzkich komoérek ES w stanie niezréoznicowanym. Zahamowanie
funkcji GSK-38 mozliwe jest takze przy uzyciu specyficznych inhibitorow, migdzy
innymi BIO (ang. 6-Bromoindirubin-3'-oxime). Egzogenne podanie inhibitora BIO
skutkuje utrzymywaniem charakterystycznej morfologii komérek hES oraz zachowa-
niem ekspresji markeréw pluripotencji, takich jak Oct3/4 [66]. Z pracy Dravida i
wspotpracownikow wynika, ze gdy komorki hES nie sa hodowane na warstwie
komorek odzywcezych, aktywacja szlaku WNT nie jest wystarczajaca do zablokowa-
nia ich réznicowania [15]. Dodanie do pozywki biatka Wnt3a powodowalo co
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prawda zwigkszenie proliferacji i przezywalnosci komorek, ale stopniowo tracity one
zdolno$¢ do formowania niezroznicowanych kolonii. Wyniki te zostaly potwierdzone,
gdy zastosowano antagoniste WNT, ktory uniemozliwiat oddzialywanie WNT z jego
receptorem i gdy okazalo si¢, ze nie spowodowalo to utraty markeréw pluripotencji
w hodowanych ludzkich komérkach ES [15, 66, 88]. Aktywny szlak WNT stymuluje
wigc proliferacje ludzkich komorek ES, ale przy braku wspomagajacych komorek
odzywczych nie zapobiega ich réznicowaniu.

6.3. Sciezka przekazywania sygnatéw bFGF

Dziatanie $ciezki sygnatowej zaleznej od bFGF zwiazane jest z regulacja proliferacji,
réznicowania oraz apoptozy komorek. Ludzkie zarodkowe komoérki macierzyste
syntetyzuja znaczne ilosci bFGF oraz maja na swojej powierzchni receptory tego
czynnika: FGFR — 1, 3 i 4 [67, 85]. Zwiazanie bFGF z FGFR-1 prowadzi do
fosforylacji, a przez to aktywacji wielu kinaz, w tym kinaz MAP — ERK1/ERK2
[38]. W komdrkach hES bFGF powoduje zwigkszona ekspresje bialek Sciezki
TGFp/Aktywina/Nodal, czyli szlaku przekazywania sygnatu istotnego dla zachowania
pluripotencji [22]. Przypuszczalnie szlak sygnalizacyjny bFGF hamuje takze transport
ufosforylowanych bialek z rodziny Smad do jadra komodrkowego. Biatka Smad sa
czynnikami transkrypcyjnymi aktywowanymi przez sciezke BMP4, ktore indukuja
réznicowanie komorek hES [36, 91]. Jest takze mozliwe, ze bFGF wydzielany przez
komérki ES do pozywki, w ktorej sa one hodowane, dziata na nie autokrynnie. Pomimo
ze ludzkie komorki ES syntetyzuja bFGF, wydaje sig, ze obecnos¢ egzogennego bFGF
sprzyja zachowaniu niezr6znicowanego charakteru [8, 16].

6.4. Sciezka TGFB/Aktywina/Nodal i BMP

Do rodziny transformujacych czynnikéw wzrostu bioracych istotny udziat w
samoodnawianiu komoérek hES naleza BMP4, transformujacy czynnik wzrostu
TGFB-1 (ang. Tramsforming Growth Factor /1), Aktywina A oraz Nodal. W
przeciwienstwie do mysich komodrek ES, w ktérych aktywacja s$ciezki biatka z
rodziny BMP blokuje proces roznicowania [92], w komorkach hES jej aktywacja
prowadzi do gwaltownego spadku ekspresji genéw Nanog i Oct3/4, powodujac
réznicowanie tych komoérek w komorki trofoblastu [90]. Zablokowanie aktywnosci
Sciezki BMP4 przez stosowanie jej inhibitoréw, takich jak np. bialko Noggin czy
Gremlin, pobudza samoodnowe komorek hES [90, 91]. Poczatkowo wydawalo sie,
ze biatka TGFp-1 i Aktywina A wspdldziataja z bFGF w utrzymaniu pluripotencji
komorek hES [3, 29, 82]. Jednak badania Xiao i wspotpracownikow wykazaty, ze
kluczowa role pelni Aktywina A, a jej aktywnos¢ jest wystarczajaca do tego, aby
komorki hES hodowane bez warstwy odzywczej nie roznicowaly [88]. Aktywina A
wiazac sie ze swoim receptorem fosforyluje i tym samym aktywuje biatka Smad2/
3. Bialka te transportowane sa do jadra komorkowego, gdzie reguluja ekspresje
markerow pluripotencji, takich jak: Oct3/4 i Nanog oraz biatek Nodal, WNT, bFGF
i FGF8. Jak juz wspomniano, Aktywina A hamuje aktywnos¢ $ciezki BMP hamujac
fosforylacje jej biatek efektorowych — Smad 1/5/8 [29]. Aktywacja biatek
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Smad2/3 przez Aktywing A pobudza ekspresj¢ genu Nanog i hamuje w ten sposob
réznicowanie w kierunku neuroektodermy. Z kolei bialko Nanog wiazac si¢ ze
Smad2/3 moduluje ich aktywnos$¢ jako czynnikéw transkrypcyjnych i blokuje
réznicowanie w kierunku endodermy. Interakcje te zapewniaja ludzkim zarodkowym
komoérkom macierzystym zdolnos¢ ciaglego samoodnawiania sie [73, 82].

7. MECHANIZMY EPIGENETYCZNE WARUNKUJACE
SAMOODNOWE I ROZNICOWANIE KOMOREK ES

Swoje unikalne wlasciwosci komorki ES zawdzigczaja nie tylko czynnikom
transkrypcyjnym, takim jak: Oct3/4, Nanog i Sox2 czy opisanym powyzej biatkom
Sciezek sygnalizacyjnych. W regulacji samoodnowy, pluripotencji i roznicowania tych
komorek biora udziat rowniez specyficzne mechanizmy epigenetyczne, czyli takie,
ktére moga wptywacé na funkcje genow przez prowadzaca do wyciszenia ekspresji
gendéw metylacje cytozyn DNA oraz posttranslacyjne modyfikacje biatek histono-
wych, takie jak: metylacja, acetylacja, fosforylacja czy ubikwitynacja. Modyfikacje
te powoduja albo wyciszenie albo aktywacje ekspresji genéw zlokalizowanych w
obszarach DNA zwigzanego z modyfikowanymi histonami.

Regiony promotorowe gendéw bedacych markerami pluripotencji np. Oct3/4 i
Nanog charakteryzuje acetylacja zwigzanych z tymi sekwencjami histonéw H3 i H4.
Modyfikacja ta prowadzi do aktywacji transkrypcji tych genéw w komorkach ES, co
wplywa na utrzymywanie ich w niezréznicowanym stanie. Ten typ modyfikacji jest
charakterystyczny réwniez dla innych komoérek, w tym zréznicowanych komorek
somatycznych [51]. W komorkach ES funkcjonuje takze specyficzny tylko dla nich
mechanizm epigenetyczny, prowadzacy do wyciszenia ekspresji genow odpowiedzial-
nych za réznicowanie. W regionach promotorowych genéw pehiacych istotne funkcje
w determinacji losu komorek w zarodku np. Cdx2 i Gata4 oraz MsxI, Nkx2-2, Pax3
i SoxI wystepuja dwie, majace przeciwstawne dzialanie, modyfikacje histonu H3:
trimetylacja na lizynie 4 prowadzaca do aktywacji transkrypcji i trimetylacja na lizynie
27, ktora powoduje hamowanie transkrypcji [35]. Unikalnos$¢ tego mechanizmu polega
na tym, ze jednoczesna metylacja tych dwoch reszt lizynowych histonu H3 powoduje,
7e geny zwigzane z roznicowaniem sg transkrypcyjnie nieaktywne, ale utrzymywane
w ,stanie gotowosci” i aktywowane dopiero w momencie réznicowania. Role
metylotransferazy lizyny 27 histonu H3 penia biatka z grupy Polycomb PcG (ang.
Polycomb Group). Przypuszcza sig, ze czynniki transkrypcyjne zaangazowane w
utrzymywanie pluripotencji: Oct3/4, Nanog i Sox2 moga wptywac na represj¢ niektorych
ze wspomnianych markeréw réznicowania przez wspotdziatanie z biatkami PcG.

8. PODSUMOWANIE

Ludzkie komorki ES stanowia obiecujacy model dla badan réznicowania komérek
zachodzacego podczas wezesnych etapow rozwoju zarodkowego, analiz mechaniz-
mow powstawania wad rozwojowych i chordb oraz stwarzaja szansg na opracowanie
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nowych terapii. Ciagle jednak wiedza na temat hodowli, biologii i sposobow
efektywnej kontroli réznicowania komorek hES jest niewystarczajaca, aby moc
rozwazaé bezpieczne wykorzystanie ich unikatowych wtasciwosci. Poznanie
doktadnych zaleznosci pomigdzy dziataniem czynnikow transkrypcyjnych, modyfikacji
epigenetycznych i Sciezek sygnatlowych odpowiedzialnych za utrzymywanie niezr6zni-
cowanego stanu i pluripotencji ludzkich komérek ES pozwoli na stworzenie opty-
malnych warunkow do izolacji i hodowli tych komorek, a w efekcie do ich
praktycznego wykorzystania. Istotnym problemem badan, w ktorych wykorzystuje
si¢ ludzkie komorki ES, jak i opracowywanych terapii sa wzgledy etyczne, zwiazane
z technika ich uzyskiwania. Dlatego jednoczesnie kontynuowane sa badania nad
komorkami ES pochodzenia zwierzecego, zwlaszcza tymi uzyskanymi od organizmow
blisko spokrewnionych z cztowiekiem. Poza matpami Rhesus, z zarodkow ktérych
do 2004 roku wyizolowano 10 linii komérek ES, podejmowano proby uzyskania
komorek pochodzenia zarodkowego malp z gatunku Cyrnomolgous [56]. Otrzymano
takze zarodkowe komoérki macierzyste, charakteryzujace si¢ podobna morfologia i
warunkami hodowli jak ludzkie komorki ES z zarodkow marmozety zwyczajnej [65,
79]. W 2008 roku pojawily si¢ liczne doniesienia o wyizolowaniu szczurzych zarod-
kowych komérek macierzystych [9, 37, 39, 81]. Poniewaz szczury, podobnie jak
myszy, wykorzystywane sa w badaniach dotyczacych wielu ludzkich choréb, dlatego
komorki te z pewnoscia pozwola na poznanie genetycznych podstaw niektorych
schorzen. Rozszerzenie badan nad komorkami macierzystymi o komoérki uzyskane
z zarodkow innych gatunkéw ssakow daje mozliwosé stworzenia bardziej ogolnego
obrazu wlasciwosci i sposobdw uzyskiwania tych komorek, a przez to mechanizmow
rzadzacych wczesnym rozwojem zarodkowym ssakow.
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