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Nieembrionalne komoérki macierzyste
a regeneracja uktadu nerwowego

Bogustaw Machalinski
Zaktad Patologii Ogdlnej Pomorskiej Akademii Medycznej

STRESZCZENIE
Strategie lecznicze oparte na wykorzystaniu komaérek macierzy-
stych stwarzajg nadzieje na opracowanie efektywnych metod te-
rapeutycznych dla wielu, do tej pory nieuleczalnych, schorzen.
Nowoczesna dziedzina nauk medycznych, jakg jest medycyna re-
generacyjna, rozwija sie w kierunku wykorzystywania komorek
macierzystych w leczeniu migdzy innymi udaru niedokrwiennego
mozgu, uszkodzen rdzenia kregowego czy chorob neurodegene-
racyjnych. Duze nadzieje wiaze sig z wykorzystaniem komorek
pochodzacych z tkanek dorostych osobnikéw. Opisana ostatnio
populacja komorek macierzystych (VSEL SC, very small embryo-
nic-like stem cells), wyizolowana migdzy innymi z ludzkiej krwi
pepowinowej, posiada wiele cech charakterystycznych dla wcze-
snych komorek embrionalnych. Uwaza sie, ze komorki te moga
stac sig Zrodtem najwczesniejszych rozwojowo komorek pluripo-
tencjalnych wykorzystywanych w medycynie regeneracyjnej.
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Stowa kluczowe: VSEL SC, komorki pluripotencjalne,
regeneracja, uktad nerwowy

Fizjopatologia komérek macierzystych
Kazdy w pelni wyksztalcony organizm, narzad
oraz poszczegolne tkanki powstaja z komérek ma-
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cierzystych (SC, stem cell). Najogblniej rzecz bio-
rac, w zaleznosci od etapu rozwoju ontogenetycz-
nego czlowieka, komoérki te dzieli sie na dwie duze
heterogenne grupy: komorki macierzyste embrio-
nalne oraz nieembrionalne, czyli somatyczne. Ko-
morki macierzyste embrionalne w pierwszym sta-
dium rozwoju, od momentu zaptodnienia komérki
jajowej do osiagniecia liczby 8 komérek zarodko-
wych, nazywane sa ,totipotencjalnymi”, z uwagi
na swdj olbrzymi potencjal réznicowania. Kazda
komorka totipotencjalna jest zdolna do utworze-
nia calego organizmu czlowieka oraz tak zwanego
poptodu (fozysko, sznur pepowinowy, owodnia).
Komérki macierzyste embrionalne pluripotencjal-
ne sa zdolne do utworzenia calego organizmu, ale
juz bez poptodu. Jeszcze bardziej zr6znicowane SC
multipotencjalne, osiagalne w bardziej zaawanso-
wanym etapie rozwoju ptodowego czlowieka, moga
sie r6znicowa¢ w tkanki i narzady w obrebie jed-
nego z trzech listkéw zarodkowych: ekto-, endo-
lub mezodermalnego. W organizmie czlowieka po
urodzeniu obecne sa SC somatyczne. Sa to glow-
nie tak zwane komarki macierzyste tkankowo-ukie-
runkowane (mono-/unipotencjalne). Jak nazwa
wskazuje, sa zdolne do odtwarzania komoérek
w obrebie danej tkanki, na przyktad: nerwowej, skor-
nej, mie$niowej, krwiotwérczej itp. Na poziomie
subpopulacji kompartment krwiotwoérczych komé-
rek macierzystych (HSC, haematopoietic stem cell)
wykazuje pewne cechy komoérek multipotencjal-
nych réznicujacych sie w osiem réznych szeregéw
dojrzalych elementéw morfotycznych krwi (mega-
kariocyty, erytrocyty, monocyty, limfocyty B i T,
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neutrofile, eozynofile, bazofile). Zatem, krwiotwor-
cze komérki macierzyste mozna byltoby definiowaé
jako komérki macierzyste oligopotencjalne.

Do tej pory najlepiej opisano HSC, zar6wno pod
wzgledem morfologicznym, immunohistochemicz-
nym, jak i czynno$ciowym. Tradycyjna definicja
HSC okresla ja jako komorke majacg zdolnosé do
samoodnowy, czyli samopowielania sie oraz réz-
nicowania w kierunku komérek progenitorowych
wszystkich szeregéw hematopoetycznych. Staty-
stycznie rzecz ujmujac, dzielaca sie HSC odtwarza
jedna komorke macierzysta. Druga z komérek po-
tomnych moze natomiast r6znicowac sie w kierun-
ku krwiotworczej komérki ukierunkowanej. Krwio-
twércze komorki ukierunkowane stopniowo tracg
zdolno$¢ samoodnowy. Nabywajg natomiast moz-
liwos¢ proliferowania i tworzenia klonéw komo-
rek potomnych skladajgcych sie z elementéw ko-
morkowych kilku lub jednego szeregu krwiotwér-
czego. Dzieki temu pula komérek macierzystych
w organizmie doroslego czlowieka nie wyczerpuje
sie, chociaz z wiekiem ich liczba stopniowo male-
je, a ciaglo$¢ procesu krwiotworzenia jest zapew-
niona [1]. Nabywany w trakcie ré6znicowania sie
komorek krwiotwérczych potencjal proliferacyjny
jest ogromny. Obliczono, ze u czlowieka dziennie
produkowanych jest okoto 250 mld samych tylko
erytrocytow [2].

Uklad hematopoetyczny nie jest unikatowy pod
wzgledem tak wydajnej produkcji wielkiej liczby
dojrzatych komérek w ciagu calego zycia osobni-
czego. Nabtonek jelitowy, komorki naskoérka, a tak-
ze meski uktad rozrodczy wykazuja podobne wta-
$ciwosci. Obliczono na przyklad, ze najszybciej
dziela sie komorki macierzyste w nablonku jelito-
wym, natomiast najwieksza ich liczba wystepuje
w naskorku. Z kolei watroba, mieénie, uklad na-
czyniowy czy uklad nerwowy maja zdolnos¢ do re-
generacji dojrzalych komoérek w odpowiedzi na
uszkodzenie lub stres. Mimo ze badania w tym kie-
runku nie sg tak zaawansowane, jak w przypadku
uktadu krwiotworczego, zdefiniowano — jak juz
wspomniano wczeéniej — . kandydatéw” na komoér-
ki macierzyste tkankowo-ukierunkowane. Wéréd
nich warto wymieni¢ komérki satelitowe miesni,
owalne watroby, nerwowe komérki macierzyste,
komorki mezenchymalne i tak dalej [3].

Komérki macierzyste kraza wraz z krwia po ca-
Iym organizmie miedzy zgrupowaniami danej tkanki,
zlokalizowanymi w réznych, odleglych od siebie
miejscach, dlatego mozliwe jest utrzymanie w row-
nowadze puli komérek macierzystych swoistych na-
rzadowo w réznych obszarach anatomicznych or-

ganizmu. Obecna we krwi obwodowej pula komé-
rek macierzystych i ukierunkowanych pozostaje
w réwnowadze z komérkami szpikowymi, gdzie
znajduje sie ich najwiecej, a specjalne wlasciwosci
powierzchniowe czynig je zdolnymi do osadzania
sie w odpowiednim dla siebie mikrosrodowisku,
w ktérym moga sie powielaé i r6znicowaé. Komérki
macierzyste zasiedlajg tak zwane nisze (gniazda)
w odpowiednim dla siebie mikrosrodowisku, gtéw-
nie w szpiku kostnym, chociaz — jak wykazano —
podobne nisze moga sie znajdowaé réwniez w in-
nych tkankach. Mikroérodowisko to sktada sie za-
réwno z elementéw komoérkowych (fibroblasty,
osteoblasty, komérki endotelialne, retikularne, ko-
morki thuszczowe), jak i substancji miedzykomér-
kowych (fibronektyna, hemonektyna, kolagen, gli-
koproteidy, laminina, glikozaminoglikany). Kraza-
ce unipotencjalne komérki macierzyste jednej tkan-
ki moga ,konkurowac¢” o wspélne nisze z innymi
tkankowo-ukierunkowanymi komérkami macierzy-
stymi w réznych narzadach. Komérki macierzyste
tkanki mie§niowej moga sie zatem osiedlaé na przy-
ktad w szpiku kostnym, a komérki macierzyste
krwiotworcze zasiedla¢ miesnie.

Migracja komorek macierzystych i progenitoro-
wych (PSC, progenitor stem cell) w obrebie ludz-
kiego organizmu jest regulowana poprzez interak-
cje chemokina-receptor chemokinowy [4]. Komorki
macierzyste progenitorowe, majac na swojej po-
wierzchni receptory dla czynnika pochodzenia stro-
malnego 1 (SDF-1, stromal derived factor 1), czyn-
nika hamujacego biataczke (LIF, leukemia inhibi-
tory factor), czynnika wzrostu hepatocytéw (HGF,
hepatocyte growth factor), czynnika wzrostu $rod-
btonka naczyniowego (VEGF, vascular/endothelial
growth factor) oraz inne czynniki chemotaktyczne.
moga by¢ ,,przyciagane” przez gradient tychze che-
mokin/czynnikéow wzrostu. Komérki wyscielajace
nisze (gniazda), oprocz réznego typu czasteczek
adhezyjnych, czynnikéw wiazacych komérki ma-
cierzyste, sa réwniez wyposazone w ligandy dla
receptoréw chemokinowych i innych czynnikéw
chemotaktycznych, ktére — po zwigzaniu sie
z odpowiednim receptorem na powierzchni SC
— dodatkowo kotwiczg je w niszy (gniezdzie)
i zapewniaja stabilne warunki egzystencji. Najwaz-
niejsza role w regulacji migracji komoérek macie-
rzystych odgrywa SDF-1 [4]. Ostatnie doniesienia
wskazuja, ze odpowiedz SC na gradient stezen SDF-1
moze by¢ pozytywnie modulowana/wzmacniana
przez niektére czynniki, na przyklad fragmenty
rozkladu trzeciej sktadowej dopelniacza — C3
(C3a i C3a), fibronektyne (FN, fibronectin),
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fibrynogen (FG, fibrinogen) i kwas hialuronowy
(HA, hyaluronic acid).

W pewnych warunkach liczba krazgcych komoé-
rek macierzystych oraz progenitorowych moze by¢
zwiekszona przez uwalnianie ich ze szpiku kost-
nego do krwi obwodowej w odpowiedzi na fizjolo-
giczny lub patofizjologiczny stres, jakimi sa: ¢wi-
czenia fizyczne, uraz, stan zapalny czy uszkodze-
nie narzadu. Podczas stresu, wywotanego na przy-
klad udarem mozgu, dochodzi do uwolnienia
komérek macierzystych tkanki nerwowej z odle-
gtych anatomicznie ,,zdrowych” miejsc, przede
wszystkim ze szpiku kostnego, ktéry stanowi zde-
cydowanie najwiekszy rezerwuar SC [1, 5, 6]. Ko-
morki takie sg przyciagane do uszkodzonej tkanki
przez uwalniane w miejscu uszkodzenia mediato-
ry (chemokiny) i moga nastepnie bra¢ udziat w fi-
zjologicznych mechanizmach ich regeneracji. Na-
lezy podkresli¢, ze kazdy silny stres, rowniez stres
porodowy, moze prowadzi¢ do mobilizacji komé-
rek macierzystych krwiotwérczych, mieéniowych
oraz nerwowych do krwi, co ttumaczy, dlaczego
tak czesto pozyskuje sie krew pepowinowsa groma-
dzona w systemie bankowym. Od pewnego cza-
su, w celach terapeutycznych, wykorzystuje sie
mozliwo$¢ sztucznego zwiekszenia puli krazgcych
SC we krwi obwodowej za pomoca farmakologicz-
nych srodkéw indukujacych mobilizacje (np. czyn-
nik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw
[G-CSF, granulocyte-specific colony-stimulating fa-
ctor], cyklofosfamid itp.) [7].

Komorki macierzyste w leczeniu schorzen
uktadu nerwowego

Obecnie wykorzystanie kliniczne komérek ma-
cierzystych w standardowych procedurach leczni-
czych dotyczy w zasadzie jedynie krwiotwdrczych
komérek macierzystych. Komérki te w coraz szer-
szym zakresie stosuje si¢ w transplantologii hema-
tologiczne;j.

Nowe odkrycia, szczeg6lnie w dynamicznie roz-
wijajacym sie obszarze medycyny regeneracyjnej,
zdecydowanie rozszerzaja mozliwosci skutecznej
terapii — nie tylko zaburzen uktadu krwiotwoércze-
go, ale i innych waznych organéw ludzkiego orga-
nizmu. Ogromne nadzieje poklada sie w opraco-
waniu skutecznej terapii komérkowej schorzen
wynikajacych z rozwoju zmian miazdzycowych,
ktore sa gtowna przyczyng zgondéw w krajach wy-
soko rozwinietych.

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy nerwowe
unipotencjalne komérki macierzyste sa zlokalizo-
wane w oSrodkowym uktadzie nerwowym (OUN),

miedzy innymi w ependymie oraz nablonku we-
chowym. Wskazuje sie, ze w przebiegu ostrego lub
przewlektego uszkodzenia tkanki nerwowej w ob-
rebie OUN dochodzi do patofizjologicznego ,uru-
chomienia” w mechanizmie chemoatrakcji zdepo-
nowanej puli SC w celach regeneracyjnych [8].
Obserwacja dotyczaca efektywniejszej naprawy
uszkodzonych struktur u noworodkéw lub matych
dzieci, w por6wnaniu z osobami w podesztym wie-
ku, mogtaby przemawia¢ za wyczerpywaniem sie
potencjalu regeneracyjnego organizmu na skutek
starzenia i zmniejszania sie populacji SC. Niemniej
jednak u pacjentéw w starszym wieku z udarem
niedokrwiennym moézgu zazwyczaj widoczna jest
znaczna poprawa stanu klinicznego, nawet bez
istotnej interwencji terapeutycznej. Swiadczy to
miedzy innymi o wciaz wzglednie efektywnej ak-
tywnosci regeneracyjnej komérek macierzystych
u 0s6b w tym wieku.

Podejmuje sie dzialania zmierzajace do wypra-
cowania nowych strategii terapii komoérkowej
w chorobach neurodegeneracyjnych w modelu kse-
nograficznym, czyli u zwierzat, ale z zastosowa-
niem ludzkich komoérek jednojadrzastych. Osia-
gnieto juz pewne sukcesy w leczeniu takich scho-
rzen, jak parkinsonizm [9], choroba Huntingtona
[10] czy stwardnienie zanikowe boczne [11].

Stosunkowo zaawansowane badania w zakresie
terapii komérkowej udaru niedokrwiennego mézgu
w modelach zwierzecych wydaja sie napawac pew-
nym optymizmem. Interesujgca sekwencje zdarzen
w patofizjologii odbudowy tkanki nerwowej opi-
sal w swojej pracy Taguchi i wsp. [12]. Ludzkie
komorki CD34 pozytywne krwi pepowinowej, po-
dane dozylnie myszom SCID 48 godzin po wywo-
faniu u nich jatrogennie udaru niedokrwiennego
mozgu, wykazaly silne dziatanie neowaskularyza-
cyjne w strefie graniczacej z obszarem niedokrwie-
nia. W nastepstwie poprawienia ukrwienia, w cia-
gu 14 dni od wystapienia udaru, zaobserwowano
znaczng migracje neuronalnych komoérek progeni-
torowych w kierunku strefy niedokrwienia oraz
odbudowe uszkodzonych neurocytéw [12].

W innych badaniach wywolywano przejsciowe
jednogodzinne niedokrwienie OUN u szczuréw
przez chirurgiczne zamkniecie tetnicy srodkowej
mozgu. Po 48 godzinach od chwili wystgpienia
udaru podawano zwierzetom dozylnie komérki
ludzkiej krwi pepowinowej wzbogacone we frak-
cje niehematopoetycznych komérek macierzystych
(CD45CD347). W badaniu histologicznym uwi-
doczniono obecno$¢ ludzkich komoérek w obsza-
rze niedokrwienia oraz znaczna gestosé¢ widkien
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nerwowych penetrujgcych strefe uszkodzenia, po-
chodzacych z nieuszkodzonych struktur. Zaobser-
wowano rowniez okolo 50-procentowe zmniejsze-
nie obszaru martwicy w stosunku do grupy kon-
trolnej zwierzat. W przeprowadzonych czynno$cio-
wych testach behawioralnych zwierzeta leczone
komérkami ludzkiej krwi pepowinowej wykazywa-
ly znaczaca poprawe stanu ruchowego w poréw-
naniu z grupa kontrolna [13].

Odbudowe komérek glejowych oraz neuronal-
nych odnotowano réwniez u szczuréw z udarem
niedokrwiennym po podaniu im homogenicznych
komorek szpiku kostnego, komérek CD34-pozytyw-
nych, mobilizowanych ze szpiku kostnego do krwi
obwodowej badz ludzkich komérek szpikowych
w modelu ksenograficznym [14-16].

Podjeto juz pierwsze préby kliniczne majgce na
celu leczenie pacjentéw z udarem niedokrwiennym
mozgu z uzyciem komérek macierzystych zawar-
tych we frakcji komoérek jednojadrzastych. Mimo
osiagniecia spektakularnych efektéw takiej terapii
w modelach zwierzecych, u ludzi na razie uzysku-
je sie tylko cze$ciowq poprawe stanu neurologicz-
nego w stosunku do pacjentéw leczonych w spo-
s6b konwencjonalny [17].

Szczegblna grupe stanowig osoby mtode z uszko-
dzeniem rdzenia kregowego, najczesciej w wyniku
urazu. Takze w tych przypadkach odnotowano za-
uwazalna réznice efektu terapeutycznego osiaga-
nego w modelach zwierzecym i ludzkim. W prze-
prowadzonych pierwszych prébach klinicznych
stwierdzono ograniczona poprawe czuciows i ru-
chowg po podaniu komérek macierzystych [18, 19].
Wyniki tych pionierskich jeszcze badan wskazuja,
ze pelna rekonstrukcja polaczen nerwowych i od-
budowa uszkodzonej tkanki nerwowej wymagaja
dalszych prac nad optymalizacja protokoléw ba-
dawczych, ukierunkowanych na zastosowanie wta-
sciwej frakcji lub koktajlu, wyizolowanych z orga-
nizmu pacjenta, komoérek macierzystych i/lub pro-
genitorowych.

Identyfikacja tak zwanych matych komérek
macierzystych o charakterze embrionalnym
w tkankach dorostych ssakow

Przelomowym odkryciem ostatnich lat okazato
sie wyodrebnienie i opisanie w szpiku dorostych
myszy rzadkiej populacji bardzo matych komérek
macierzystych o cechach embrionalnych komorek
pluripotencjalnych, ktére sgq zdolne do réznicowa-
nia sie w dojrzate komérki pochodzace z trzech list-
kéw zarodkowych, czyli ekto-, mezo- i endodermy
[20]. Komérki te sa pochodnymi komoérek epibla-

stu, ktére sg deponowane podczas embriogenezy
w rozwijajacych sie narzadach [21]. Mozna je sto-
sunkowo tatwo izolowa¢ ze szpiku kostnego mto-
dych osobnikéw, jednak ich liczba maleje z wie-
kiem. Wykazujg ekspresje embrionalnych/pluripo-
tencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych, takich
jak Oct-4, Nanog oraz Rex-1. Ulegaja ponadto, in-
dukowanej stresem lub za pomoca G-CSF, mobili-
zacji do krwi obwodowej, skad moga nastepnie
migrowac do gradientu SDF-1, uwalnianego przez
uszkodzone tkanki, oraz moga bra¢ udziat w rege-
neracji tkanek/narzadéw [20].

Obecnos¢ analogicznych komérek wykazano tak-
ze w ludzkiej krwi pepowinowej [22]. Opracowana
ostatnio oryginalna 2-stopniowa procedura izolacji
populacji bardzo matych, podobnych do embrional-
nych, komérek macierzystych polega na izolacji
komorek jednojadrzastych krwi pepowinowej na
drodze cytolizy hipotonicznej i wieloparametrycz-
nego sortowania opartego na zasadzie cytometrii
przeplywowej. Procedura ta obejmuje, w pierwszej
kolejnosci, lize hipotoniczng komérek krwi pepo-
winowej w celu usuniecia erytrocytéw i wzbogace-
nia materiatu w komoérki jednojadrzaste. Nastepnie
przeprowadza sie sortowanie wieloparametryczne,
by uzyskaépopulacje o nastepujacym fenotypie:
CXCR4*"AC133*CD34*1in"CD45". Wykazano, Ze po-
dobne do embrionalnych komorki pluripotencjalne
ludzkiej krwi pepowinowej (CB-VSEL, cord blood
very small embryonic-like) izolowane w ten sposéb
sg bardzo male (3-5 um), posiadajg duze jadra za-
wierajace niezorganizowana chromatyne oraz wy-
kazuja ekspresje embrionalnych czynnikéw trans-
krypcyjnych Oct-4 i Nanog i powierzchniowego
antygenu embrionalnego (SSEA-4, stage specific
embryonic antigen 4). Macierzyste komorki pluri-
potencjalne ludzkiej krwi pepowinowej nie posia-
daja antygen6w MHC (major histocompatibility com-
plex) klas 1111, podobnie jak markeréw CD29, CD90
iCD105. Stwierdzono ponadto, ze w hodowlach ko-
moérkowych CB-VSEL daja poczatek neurosferom,
z ktérych powstajg linie neuronalne, charaktery-
zujgce sie fenotypem: B-III tubulina*, nestyna*,
Oct4*, MBP*, GFAP* oraz kardiomiocyty o fenotypie:
pB-myosin heavy chain*, a-sarcomer actin* [21, 22].

Warto nadmieni¢, ze, z jednej strony, nie udato
sie jeszcze zidentyfikowaé kombinacji czynnikéw
wzrostu ani molekut adhezyjnych, pozwalajacych
na efektywne namnazanie VSEL SC w warunkach
in vitro, bez udziatu innych komérek (C2C12, fi-
broblasty szpikowe). Z drugiej strony jednak, ko-
morki pochodzace ze sfer utworzonych z VSEL SC
moga sie r6znicowaé w komérki wszystkich trzech
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listkow zarodkowych i od poczatku wykazuja
znaczny potencjal do samoodnawiania.

W kolejnych badaniach wykazano, ze VSEL SC
moga sie pojawia¢ we krwi obwodowej dorostych
pacjentéw z udarem niedokrwiennym mézgu w me-
chanizmie patofizjologicznej mobilizacji. Szczegdl-
nie interesujgca jest obserwacja, ze w schorzeniu
tym sg mobilizowane gléwnie pluripotencjalne
komérki macierzyste (VSEL SC) oraz nerwowe uni-
potencjalne. W odpowiedzi na tego typu stres ze szpi-
ku kostnego nie przechodza natomiast w wiekszych
iloéciach HSC, co moze wskazywac na liniowo-
-specyficzna odpowiedZ organizmu.

Podsumowanie

Nowo powstajgca gataZz medycyny klinicznej,
jaka jest medycyna regeneracyjna, poszukuje nie-
kontrowersyjnego Zzrédta komérek macierzystych,
ktére mogtyby by¢ efektywnie wykorzystywane
w regeneracji uszkodzonych narzad6w i tkanek. Ko-
morkami takimi mogg sta¢ sie wlaénie VSEL —
mate somatyczne komérki macierzyste o charakte-
rze embrionalnym. Wiele wskazuje na to, ze wkrot-
ce bedziemy swiadkami dynamicznego rozwoju
metod umozliwiajacych standardowe wykorzysta-
nie nieembrionalnych komoérek macierzystych
w terapii wielu powszechnie spotykanych scho-
rzen. OptymiSci wskazuja nawet, ze w czasie jed-
nego pokolenia, opierajac sie na pluripotencjalnych
komérkach macierzystych, uda sie opracowac tech-
niki rekonstrukcji niektérych narzgdéw w warun-
kach ex vivo i ich nastepczej transplantacji w celu
zastapienia organu uszkodzonego na skutek cho-
roby. Regeneracja uszkodzonych struktur uktadu
nerwowego stawia przed medycyna najtrudniejsze
wyzwanie, jednak réwniez w tym obszarze rysuje
sie nadzieja na znaczace postepy w rozwoju tera-
pii komorkowe;.
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