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AMPAr). System jest aktywny rowniez w stanie
czuwania, lecz jego wydajnos¢ dramatycznie ro$nie
w czasie snu. W stanie czuwania aktywno$¢ obejmu-
je jedynie gorne warstwy kory mézgowej. Po wejsciu
w stan snu aktywno$¢ systemu obejmuje caty mozg.
Pelne aktywowanie systemu nastepuje zaréwno
w $nie naturalnym, jak i farmakologicznym.

Przy deficycie snu efektywnos¢ systemu glim-
fatycznego jest niezadowalajaca. W modzgu pozo-
staja nieusuniete substancje toksyczne oraz beta
amyloidy. Nadmiar beta amyloidow w modzgu
powoduje intensyfikacje procesu usuwania z polaczen

synaptycznych AMPAr. Potwierdzaja to wyniki ba-
dan nad deficytem snu u myszy. W badaniach tych
stwierdzono, iz deficyt snu powoduje znaczne obni-
zenie poziomu AMPAr w hipokampie. Poziom ten
wraca do normy, gdy deficyt snu zostaje skompen-
sowany.

Wsrdd badaczy panuje obecnie zgodny poglad, iz
niska efektywno$¢ systemu glimfatycznego zwigzana
z deficytem snu przyczynia si¢ do obnizenia spraw-
no$ci pamieciowej i moze stanowi¢ wazny czynnik
patogenny w chorobie Alzheimera.

I Prof. dr hab. Tadeusz Marek, Osrodek Neurobiologii, Matopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie. E-mail:

tademarek@gmail.com.

TECHNOLOGIE XXIWIEKUIKOMORKI
MACIERZYSTEWBADANIACHITERAPII
SCHORZEN NEUROLOGICZNYCH

Leonora BuZanska, Marzena Zychowicz, Anna Sarnowska (Warszawa)

Wiarygodne, oparte o najnowsze osiggniecia nauki
systemy hodowli in vitro ludzkich komorek macie-
rzystych (KM), sa kluczowe w celu ustalenia poten-
cjatu terapeutycznego wybranych populacji komorek.
Stosowane sg rowniez do badan farmakologicznych
i toksykologicznych wprowadzanych do terapii lub
juz stosowanych lekow.

Przetom technologiczny ostatnich lat w dziedzi-
nie badan nad komoérkami macierzystymi oraz bio-
inzynieriag mikrosrodowiska, w ktorym komorki
hodowane sa poza ustrojem cztowieka, umozliwit
stworzenie systemow ,,.biomimetycznych”, to znaczy
takich, ktore przypominajg warunki naturalnie panu-
jace w organizmie. Strategia tworzenia takich sys-
temoéw badawczych jest dwukierunkowa: 1) prowa-
dzi do otrzymania uktadu réznych mikrosrodowisk
»biomimetycznych” w mikroskali, umozliwiajacych
wydajne i szybkie badanie komorek ludzkich na
mikroplatformach, co znajduje zastosowanie w tok-
sykologii i farmakologii; 2) umozliwia otrzymanie
w hodowli in vitro uktadu komorek, ktore tworza
w makroskali tkanki lub organoidy, a nawet cale na-
rzady, co ma swoje zastosowanie w inzynierii tkanko-
wej 1 medycynie regeneracyjnej. Mozg cztowieka jest
szczegolnie skomplikowany w swej budowie, dlatego
niezwyklym osiggnigciem ostatnich dwoch lat byto
otrzymanie w hodowli organoidy, ktora zaréwno
w budowie, jak i funkcji przypomina kor¢ rozwijaja-
cego si¢ mozgu.
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W strategiach ,,mikro” i ,,makro” stosowana jest
personalizacja uktadu badawczego, tj. wyprowadze-
nie od pacjenta linii komorek macierzystych, ktora sta-
nowi model schorzenia o okreslonym podtozu gene-
tycznym i pozagenetycznym, wilasciwym tylko dla
tego pacjenta. Stalo si¢ to mozliwe dzigki nowej
technologii otrzymywania tzw. indukowanych plu-
ripotencjalnych komorek macierzystych (iPSC, ang.
induced pluripotenst stem cells) z kazdej tkanki do-
rostego czlowieka.

W tym artykule zostang przedstawione nowe tech-
nologie otrzymywania komorek macierzystych i troj-
wymiarowych systemow hodowli w skali ,,mikro”
i,,makro”, ktore mozna zastosowac do badan i terapii
spersonalizowanej schorzen neurologicznych.

Rodzaje ludzkich komorek macierzystych

Unikalne wiasciwosci, ktore charakteryzuja ko-
morki macierzyste, to ich potencjat do samoodnawia-
nia swojej populacji i do roznicowania si¢ w rozne
typy komorek organizmu. Znane systemy klasyfika-
cji komorek macierzystych dotycza badz pochodze-
nia tych komorek (zarodkowe i tkankowe, okreslane
rowniez jako somatyczne), badz ich funkcjonalnosci,
w zwigzku z odmienng zdolno$cig do réznicowania
(totipotencjalne, pluripotencjalne, multipotencjalne,
unipotencjalne). Komorki totipotencjalne posiadaja
zdolno$¢ do réznicowania si¢ we wszystkie rodzaje
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komorek organizmu oraz w tkanki pozazarodkowe,
komorki pluriotencjalne réznicujg si¢ we wszystkie ro-
dzaje komorek organizmu, multipotencjalne sg zdolne
do wytworzenia kilku typow komorek, zwykle w obre-
bie tej samej tkanki, natomiast unipotencjalne utrzy-
muja zdolno$¢ do podziatow, ale rdznicuja sie tylko
w jeden typ komorek. Tabela 1 przedstawia sche-
mat zalezno$ci pomie¢dzy pochodzeniem komorek
macierzystych, a ich funkcjonalno$cia, czyli zdol-
noscig do réznicowania, ze wskazaniem na zrédla,
z ktorych te komorki sg pozyskiwane.

Zrédla pozyskiwania ludzkich komérek macie-
rzystych, ktore mozna zastosowa¢ w diagnostyce
i terapii ,spersonalizowanej” schorzen neurolo-
gicznych

Pojecie medycyny regeneracyjnej ,,spersonalizo-
wanej” dotyczy zastosowania komorek wlasnych
pacjenta do potencjalnej terapii komorkowej lub dia-
gnostyki medyczne;j.

Terapia regeneracyjna z wykorzystaniem komo-
rek macierzystych w chorobach neurodegeneracyj-
nych, np. chorobie Parkinsona czy stwardnienieniu
zanikowym bocznym (ALS), jak i w uszkodzeniach
osrodkowego uktadu nerwowego powstatych w wy-
niku udaru mézgu czy urazu rdzenia kregowego, stata
si¢ przedmiotem zainteresowania srodowisk medycz-
nych pod koniec XX wieku, z chwilg opracowania
metody otrzymania i hodowli ludzkich zarodkowych
komorek macierzystych. Jednak zagadnienia etyczno-
-prawne i zagrozenia onkogenetyczne stanowia cig-
gle nierozwigzany problem praktyczny w stosowa-
niu zarodkowych komorek macierzystych w terapii
schorzen neurodegeneracyjnych. Stad poszukiwanie
innych Zrédet komorek przydatnych w rekonstruk-
cji uszkodzonego uktadu nerwowego. Pierwszym,
naturalnym miejscem poszukiwania byt Osrodkowy
Uktad Nerwowy (OUN) cztowieka.

W roku 1928 Santiago Ramon y Cajal, hiszpan-
ski neuroanatom, prekursor neurobiologii stwierdzit:
»W mozgu cztowieka drogi nerwowe sa ustalone,
wszystko musi umrze¢, nic si¢ nie odnowi”. Ten do-
gmat obowigzywal w naukach medycznych ponad 70
lat, zanim zidentyfikowano w mozgu cztowieka miej-
sca, w ktorych powstaja nowe neurony. Obszary te,
zwane strefami neurogennymi to: strefa podkomoro-
wawyscietajacakomory boczne moézgowia (SVZ, ang.
subventricular zone) oraz strefa podziarnista zakretu
zgbatego hipokampa (SGZ, ang. subgranular zone).
W strefach tych obecne sg neuralne komorki macie-
rzyste (NSC, ang. Neural Stem Cells) odpowiedzial-
ne za zdolno$ci regeneracyjne mozgu. Aktywnosc

neurogenng stwierdzono rowniez w innych czgsciach
OUN czlowieka, ale dotyczy to neurogenezy indu-
kowanej zwykle uszkodzeniem lub innym bodZzcem
zewnetrznym. Bardzo ograniczona dostgpnos¢ ludz-
kich NSC oraz inwazyjny sposob ich otrzymywania
to dwie gtowne przeszkody w pozyskiwaniu tych
komoérek do przeszczepow autologicznych, dlatego
glowny nurt badan zwigzany z wykorzystaniem NSC
do strategii naprawczych mozgu to stymulacja po-
dzialow tych komoérek w ich niszach endogennych.
Poszukiwania optymalnego zrodta komorek macie-
rzystych do terapii schorzen neurologicznych skupity
si¢ na tatwo dostgpnych tkankach organizmu doroste-
go, takich jak szpik kostny, tkanka ttuszczowa, badz
krew obwodowa, jak réwniez na tkankach ,,popto-
du”, takich jak krew pgpowinowa, czy tez Galareta
Whartona izolowana ze sznura pgpowinowego. Takie
tkanki pochodzenia plodowego okazaly si¢ bogate
w niezwykle ,,plastyczne” komorki macierzyste, po-
siadajace zdolnos¢ do samoodnawiania sie, ale row-
niez do roznicowania w komorki innych tkanek. Nasz
zespot bral udziat w pionierskich badaniach na prze-
fomie wieku XX 1 XXI, w ktorych wykazalismy, ze
komorki macierzyste izolowane z krwi pepowinowej
moga przekraczaé bariery tkankowe i roznicowac si¢
w komorki typowe dla moézgu: neurony, astrocyty
i oligodendrocyty. W Polsce, w Instytucie Centrum
Zdrowia Dziecka, przy wspoélpracy z naszym ze-
spotem przeprowadzono pierwszg monitorowang
klinicznie transplantacj¢ dokomorowg autologicz-
nych komorek krwi pgpowinowej, ukierunkowanych
neuralnie. Zaobserwowano nieznaczng, ale postepu-
jaca poprawe kliniczng stanu pacjenta. Przeszczep
dokomorowy okazal si¢ bezpieczny w czasie ponad
6-letniej prospektywnej obserwacji tego przypadku.
Badania przedkliniczne prowadzone w wielu la-
boratoriach na $wiecie wykazaly, Zze somatyczne
komorki macierzyste wystepujace w tkankach doj-
rzatych: szpiku kostnym, krwi obwodowej i tkance
thuszczowej, zwane mezenchymalnymi komorkami
macierzystymi (MSC), wydaja si¢ stanowi¢ najta-
twiej dostepne i dobre zrodto komorek terapeutycz-
nych. Ten typ komorek znalazt szerokie zastosowa-
nie w leczeniu gtownie tkanki chrzgstnej 1 kosci,
ale réwniez w leczeniu schorzen neurologicznych.
Przeszczepione komorki mogag dziata¢ albo poprzez
odbudowe uszkodzonego narzadu, lub dzigki swo-
im wilasciwosciom parakrynnym, aktywowac¢ endo-
genng regeneracj¢ tkanki. W pierwszym przypadku
przeszczepione komorki rdéznicujg sie¢ w komorki
uszkodzonej tkanki i w tym celu zwykle podawane
sa dotkankowo (np. KM mezenchymalne r6znicujg-
ce si¢ w komorki chrzastki). W przypadku dziatania




Wszechswiat, t. 116, nr 1-3/2015 TYDZIEN MOZGU

Tabela 1. Schemat zaleznos$ci pomigdzy pochodzeniem komorek macierzystych, a ich funkcjonalnoscia, ze wskazaniem na zrodta z ktorych te komorki

sa pozyskiwane.

Pochodzenie Tkankowe (Somatyczne)
Zarodkowe Indul::‘:z?:re ksot:rwrkt
Plodowe Doroste >
Funkcjonalnosé
Zygota, blastomery
totipotencjalne na wczesnych
etapach rozwoju
przed implantacja
Komoérki raka zarodkowego
(E.CC’ ang. em'bryomc Indukowane
carcinoma cells) izolowane . . -
, . pluripotencjalne komorki
z guzow — potworniakow R
(teratom) powstajacych macierzyste otrzymane
. . Komorki wezta . . z komorek tkankowych
pluripotencjalne w jajnikach lub jadrach. . .
zarodkowego . . . (iPSC, ang. induced
blastocyst Komérki plurioptencjaine luripotent stem cells) na
sty w tkankach dorostych, krazace prurip .
L . drodze reprogramowania
w krwioobiegu lub rezydujace catkowiteeo
w tkankach dorostych (teorie £0-
w trakcie weryfikacji).
Hematopoetyczne KM Indukowane tkankowe
(HSC, ang. hematopoetic stem komorki macierzyste
Komorki listkow cells) izolowane ze szpiku otrzymane na drodze
zarodkowych (ekto-, | kostnego i krwi obwodowe;j, przeprogramowania:
endo- i mezodermy); | mezenchymalne KM (MSC, | reprogramowanie czgsciowe
. . komorki izolowane | ang. mesenchymal stem cells) + czynniki roznicujace,
multipotencjalne . . . . . .. .
z krwi pepowinowej, | izolowane ze szpiku kostnego, | czyli konwersji fenotypowej
Galarety Whartona | tkanki thuszczowej oraz innych bezposredniej, np.
(sznur pepowinowy), | tkanek, neuralne KM (NSC, indukowane neuralne
ptynu owodniowego. ang. neural stem cells) komorki macierzyste (iNSC,
z okreslonych obszaréw ang. induced neural stem
mozgu i rdzenia krggowego. cells).
Komorki satelitowe migs$ni
. . szkieletowych lub komorki
unipotencjalne SO ,
warstwy ziarnistej naskorka
(keratynocyty).

parakrynnego KM wydzielajg czynniki wspomaga-
jace regeneracje lub wplywaja na odpowiedz immu-
nologiczna mikrosrodowiska i wowczas podawane sg
systemowo, np. do krwioobiegu. Do tej pory udato
si¢ udowodni¢ glownie immunomodulacyjne i pa-
rakrynne funkcje przeszczepianych komorek, nato-
miast nie wiadomo czy MSC, stosowane do terapii
schorzen neurologicznych mogg réznicowac si¢ in
vivo w komorki tkanki nerwowej (chociaz takie do-
wody w badaniach przedklinicznych istniejg).

Na $wiecie zarejestrowano ponad 100 prob klinicz-
nych z zastosowaniem KM tkankowych dotyczacych
schorzen neurologicznych, takich jak stwardnienie
rozsiane, guzy mozgu, udary mozgu, ciezkie uszko-
dzenie rdzenia krggowego, stwardnienie zanikowe
boczne, genetyczne i metaboliczne choroby OUN,
w tym leukodystrofie oraz pojedyncze przypadki

innych choréb neurodegeneracyjnych, np. choroby
Parkinsona i Alzheimera.

W zwigzku z gléwnie parakrynng i adjuwacyja
funkcja przeszczepianych komorek MSC, dla zwiek-
szenia efektu terapeutycznego wskazane jest zasto-
sowanie KM o wigkszych zdolnosciach do rdznico-
wania, np. pluripotencjalnych zarodkowych komorek
macierzystych. Okazato si¢ jednak, ze komorki takie,
poza zastrzezeniami etycznymi zwigzanymi z ich po-
zyskiwaniem, sprawiajg tez duze klopoty natury tech-
nicznej. Postep technologiczny w dziedzinie bioinzy-
nierii komoérek macierzystych pozwolil rozwigzac
ten problem, poniewaz dzisiaj potrafimy otrzymaé
w laboratorium pluripotencjalne komorki macierzy-
ste praktycznie z kazdej tkanki dorostego organizmu.

Prof. John Gurdon i Prof. Shinya Yamanaka
w roku 2012 otrzymali nagrode Nobla w dziedzinie
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medycyny za wykazanie, ze mozna zmodyfikowac
program informacji genetycznej wyspecjalizowa-
nych komorek tkankowych w taki sposob, ze stang
si¢ pluripotencjalne, czyli tak, jak w zarodku, zdolne
do wytworzenia komorek typowych dla wszystkich
tkanek dorostego organizmu. Obydwu badaczom
udato si¢ ,,odmtodzi¢” materiat genetyczny komor-
ki zréznicowanej, w wyniku procesu odwrotnego do
réznicowania, ale uczynili to na dwa rézne sposoby.
Gurdon wykorzystat do tego celu cytoplazme oocytu,
dzieki czemu przeszczepione jadro dojrzatej komorki
znalazlo si¢ w mikrosrodowisku typowym dla wcze-
snego, rozwijajacego si¢ zarodka. Yamanaka opraco-
wat technike reprogramowania materialu genetycz-
nego komorki zroznicowanej bez udziatu srodowiska
komorki jajowej. Omingt w ten sposob trudny pro-
blem etyczny zwigzany z wykorzystaniem oocytow
ludzkich. Wprowadzil do komorki zréznicowanej
mieszaning gendw typowych dla wezesnego zarodka.
Mieszanina ta, zwana ,,koktajlem Yamanaki”, zawie-
rata 4 geny kodujace czynniki transkrypcyjne (biat-
ka regulujace aktywno$¢ genow), odpowiedzialne za
pluripotencjalno$¢ komorki i indukujgce w jadrze ko-
morkowym zmiany, podobnie jak cytoplazma oocytu
z doswiadczen Gurdona.

Charakter translacyjny prac noblistow dla medycy-
ny byt oczywisty od samego poczatku. Dzigki pracom
Gurdona opracowano metod¢ klonowania ssakow
oraz metod¢ otrzymywania zarodkowych komorek
pluripotencjalnych do celow terapeutycznych, tzw.
»klonowania terapeutycznego” (Ryc. 1A). Z drugiej
strony, Shinya Yamanaka udowodnit, Ze z dowolnej
komorki somatycznej mozna otrzymac tzw. induko-
wane pluripotencjalne komorki macierzyste (Tabela 1,
Ryc. 1B) z pominigciem materiatu zarodkowego. Dro-
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Ryc. 1. Sposoby otrzymywania komorek stosowanych w terapii, takze
spersonalizowanej: klonowanie terapeutyczne (A), reprogramowanie (B),
reprogramowanie bezposrednie (C). Otrzymane komorki iPS moga shu-
zy¢ jako komorki terapeutyczne (terapia spersonalizowana), ale rowniez
do wyprowadzania modeli chordb, badan farmakologicznych i toksyko-
logicznych.

ga do sukcesu nie byta prosta. Yamanaka, zanim okreslit

skfad swojego ,koktajlu”, czyli mieszaniny genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne niezbedne do
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indukcji pluripotencjalno$ci w komorkach somatycz-
nych ssakéw, wybrat 24 geny potencjalnie spetniajace
te funkcje. Do fibroblastow myszy wprowadzat rézne
kombinacje wybranych gendw przy pomocy wektorow
retrowirusowych, a nastgpnie badat ich wptyw na two-
rzenie kolonii podobnych morfologicznie do kolonii
komorek zarodkowych. Wyniki doswiadczen zawezity
liste gendéw ,.kandydatow” najpierw do 7-miu, a po-
tem do 4-rech: Oct4, Sox2, Klf4 oraz c-Myc (OSKM)),
stanowigcych obecnie podstawowy sklad mieszaniny
reprogramujacej. Skuteczno$¢ wybranych czynni-
kow transkrypeyjnych do indukcji pluripotencjalno-
$ci zostata potwierdzona we wszystkich badanych do
tej pory somatycznych komorkach ludzkich, m.in.
zroznicowanych komorkach trzustki, watroby i jelita,
a takze w fibroblastach, keratynocytach, limfocytach
i komorkach neuralnych, sugerujac, ze jest to proces
uniwersalny. Kolejne badania prowadzone w wielu
laboratoriach na $wiecie wykazaly, ze mozna jeszcze
bardziej zredukowac liczbe 1 kompozycje wprowa-
dzanych czynnikéw transkrypcyjnych niezbednych
do indukcji pluripotencjalnosci, a zmiany w kombi-
nacji tych czynnikow zaleza od wzoru ich endogen-
nej ekspresji w okreslonych typach komorek. Jedynie
czynnik Oct4 pozostaje niezbgdny do bezposredniego
i skutecznego reprogramowania w kazdym badanym
przypadku.

Whnikliwe badania nad mechanizmami molekular-
nymi regulujacymi reprogramowanie komorek umoz-
liwito opracowanie nowych, bardziej bezpiecznych
metod indukcji pluripotencjalnosci w komorkach
somatycznych. Pierwsze do$wiadczenia w laborato-
rium Prof. Yamanaki prowadzono stosujac jako no-
$niki materiatu genetycznego retrowirusy, ktore po-
wodowaty wbudowanie wprowadzonych genéw do
DNA komorki. Niesie to za soba niebezpieczenstwo
mutacji 1 nowotworzenia. Obecnie opracowano sze-
reg nowych metod ,,nieintegracyjnych”, w ktorych
genetyczne czynniki reprogramujace wprowadzane
sa do komorki czasowo lub w formie biatek rekom-
binowanych, czy tez RNA. Stosowanie takich metod
przybliza potencjalne wykorzystanie komorek iPS
w klinice. Dlatego dla potrzeb medycyny aplikacyj-
nej gtéwny nurt prowadzonych badan dotyczy poko-
nywania przeciwnosci technicznych (skrocenie czasu
stabilnej indukcji iPS, powtarzalnos¢ i wydajnosé
metody) oraz potencjalnych niebezpieczenstw, jakie
niesie za sobg zastosowanie komorek iPS w leczeniu
ludzi.

Juz teraz komorki iPS zroznicowane w tkan-
ki réznego typu wykorzystywane sa do badan
toksykologicznych 1 testow farmakologicznych.
Stosowane sg rowniez do badania mechanizmow
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okreslonych choréb i modelowania ich przebiegu
oraz sposobu terapii. Lista takich chordb, dla kto-
rych udato si¢ wyprowadzi¢ linie komorek iPS jest
bardzo dluga, poczawszy od chorob neurodegene-
racyjnych, przez choroby serca, trzustki i uktadu
krwionos$nego. Modele komorkowe schorzen neu-
rologicznych, ktoére udato si¢ wyprowadzi¢ z ko-
morek iPS przedstawia Tabela 2. Nalezy podkresli¢,
ze pomimo iz translacja komorek iPS do kliniki po-
stepuje niezbyt szybko, to jest to postep skuteczny
i przeprowadzany z nalezyta starannoscig dotycza-
ca bezpieczenstwa pacjentow. Pierwsza proba kli-
niczna z komorkami iPS rozpoczgta si¢ pod koniec
2013 roku w Japonii i dotyczy leczenia degeneracji
plamki zo6ltej zwigzanej z wiekiem (AMD, ang. Age-
-related Macular Degeneration) komorkami iPS
pacjenta, zréznicowanymi w komorki nabtonka pig-
mentowego siatkdwki. Probe poprzedzity przeszcze-
py auto i allogeniczne u naczelnych. Testy jakos$ci do-
tyczyly bezpieczenstwa: wyeliminowania komorek
niezroznicowanych z materialu transplantacyjnego,
testy na tumorogennos¢ i dokladna charakterystyka
otrzymanej populacji komorek.

Obok procesu reprogramowania somatycznych ko-
morek do stadium pluripotencjalnej komorki macie-
rzystej, zapoczatkowanego przez zespot prof. Yamana-
ka, istnieje jeszcze proces nazywany reprogramowaniem

Tabela 2. Niektore modele komorkowe schorzen neurologicznych

bezposrednim (ang. direct reprogramming) lub
konwersjg fenotypowa (Ryc. 1 C). Badania ostat-
nich ok. 20 lat, rowniez naszego zespotu, poka-
zaty, ze w warunkach hodowli in vitro komorki
izolowane z jednego listka zarodkowego moga zo-
sta¢ zréznicowane w komorki pochodzace z odreb-
nego listka zarodkowego (np. komorki krwi pepowi-
nowej, ktore pochodza z mezodermy, zréznicowano
w komorki tkanki nerwowej, pochodzace z ektoder-
my). Po raz pierwszy efekt konwersji fenotypowej
zostat pokazany w roku 1987, gdzie z fibroblastow,
przy uzyciu egzogennej ekspresji czynnika MYOD1,
otrzymano miocyty. Wowczas proces ten nazwano
‘transdyferencjacja’ (co obecnie zaktada efekt spon-
tanicznego przerdznicowania). Badania ostatnich lat
pozwolity opracowaé protokoty indukowanej, szyb-
kiej ,.konwersji fenotypowej” pomiedzy komorkami
zrdznicowanymi, bez koniecznosci indukcji stanu
pluripotencjalno$ci. W procesie ,,reprogramowania
bezposredniego” stosuje si¢ konkretnie zdefiniowane
czynniki, takie jak czynniki transkrypcyjne typo-
we dla danej tkanki, czy zwiazki chemiczne o $cisle
okreslonym dziataniu. Pos$réd wielu typow komo-
rek otrzymanych przy uzyciu protokolu konwersji
fenotypowej znalazly si¢ rowniez dojrzate, zroznicowane
komorki neuralne. Przy pomocy czynnikow transkryp-
cyjnych, specyficznych dla okreslonych fenotypow,

Typ komorek wyprowadzonych

Choroba L iPS Testowane leki
Adrenoleukodystrofia Oligodendrocyty, neurony Lowastatyna, fenylomaslan
Choroba Alzheimera Neurony korowe Inhibitor y-f-sekretazy; kwas
dokozaheksaenowy
Choroba Huntingtona Neurony glutamatergiczne _

i GABAergiczne

Choroba Parkinsona (PD)

Neurony dopaminergiczne

Koemzym Q10, rapamycyna,
GW5074, LRRK2-IN1, PD0325901

Choroba Machado-Josepha

Neurony glutamtergiczne

Kalpaina

Rdzeniowy zanik mie¢$ni (SMA)

Motoneurony

Kwas walproinowy, tobramycyna

Rodzinna dysautonomia

Progenitory grzebienia nerwowego

Kinetyna, SKF-86-466

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS)

Motoneurony, komorki glejowe

Kwas anakardowy, trichostatyna A,
spliceostatyna A, garcinol

Schizofrenia

Motoneurony

Loxapina, kwas walproinowy

Zespol Downa

Neurony, progenitory neuralne

Zespol Dravet Neurony GABAergiczne -

Zespol d.rzema i ataksji zwigzany Neurony )
z lamliwym chromosomem X

Zespo6l Cockayne’a iPSC i neurony -

Zespol Retta

Neurony, progenitory neuralne

IGF-1, gentamycyna
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udalo si¢ naukowcom w ten sposob z fibroblastow
otrzymac roéznego typu funkcjonalne neurony (np. mo-
toneurony, neurony glutamatergiczne oraz dopaminer-
giczne). Czynnikiem transkrypcyjnym powtarzajacym
si¢ dla wszystkich trzech typow neurondéw w protokole
konwersji fenotypowej jest ASCL1 (ang. achaete-scute
complex homologue 1), co sugeruje wspolny mecha-
nizm roéznicowania tych komorek. Naukowcom udato
si¢ rowniez otrzyma¢ ludzkie indukowane komorki
neuronalne (ang. human induced neuronal cells, hiNC)
poprzez przeprogramowanie fibroblastow pochodza-
cych od pacjentow z chorobg Alzheimera czy Parkinso-
na. Dzigki temu mozliwe jest badanie in vitro patologii
charakterystycznej dla okreslonej jednostki chorobowej
oraz spersonalizowana diagnostyka z uzyciem komorek
otrzymanych od pacjenta.

Reprogramowanie bezposrednie, omijajac etap
komorek pluripotencjalnych, skraca czas, w jakim
otrzymujemy zréznicowang populacj¢ komorek, co
juz jest stosowane w diagnostyce, a moze by¢ w przy-
sztosci metoda z wyboru wykorzystywang w medy-
cynie transplantacyjne;j.

Inng, szczegodlnie cenng cechg komorek iPS jest
ich potencjat rozwojowy podobny do zarodkowych
komorek macierzystych, ktory w odpowiednich wa-
runkach mikrosrodowiska in vitro umozliwia od-
tworzenie procesu rozwojowego 1 samoorganizacje
w struktury o charakterze organoidéw przypominajg-
ce kore moézgowa, siatkowke lub przysadke mozgowa.
Opracowanie systemoéw hodowli komorkowych
prowadzacych do otrzymania organoidow i uktadow
okreslonych tkanek w skali ,,makro” jest przelomem
w dziedzinie inzynierii tkankowej i medycyny regene-
racyjnej. Z drugiej strony miniaturyzacja hodowli ko-
morkowych 1 opracowanie ,,inteligentnych” platform
badawczych dla komoérek macierzystych umozliwia
rozw¢j badan podstawowych, farmakologicznych
i toksykologicznych. Kolejny rozdziat podsumowuje
zastosowanie nowych technologii w dziedzinie bio-
inzynierii mikrosrodowiska komorek macierzystych.

Rozwdj technologiczny systemoéw hodowli neural-
nych komérek macierzystych: bioinzynieria mi-
krosrodowiska

Hodowle konwencjonalne dwuwymiarowe sg wy-
godne do utrzymywania statego wzrostu komorek
macierzystych, ale nie zapewniaja odpowiednich
warunkow do ich wlasciwego roznicowania. Do-
piero zastosowanie formy wzrostu hodowli w wa-
runkach ,,pseudo-3D”, gdy powierzchnia szalki jest
pokryta substancja biologicznie czynna w formie
zelu (np. ,,matrigel”) umozliwia tworzenie struktur
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trojwymiarowych, zbudowanych z agregujacych
i oddziatywujacych miedzy sobg komorek, tworzac
funkcjonalne sieci komorkowe. Takie skupiska ko-
morek neuronalnych zréznicowanych z ludzkich ko-
morek iPS przedstawia Rycina 2.

Nowoczesne technologie mikro/nano drukowa-
nia (ang. microprinting) lub dozowania mikrokropli
(ang. microspotting) bialek funkcjonalnych (np. bia-

Ryec. 2. Zdjgcie przyzyciowej hodowli komorek iPS w trakcie réznico-
wania neuronalnego (A). Neurony zréznicowane z wyjsciowej populacji
indukowanych komorek macierzystych (iPS) znakowane na obecnos¢
biatek typowych dla neuronéw (B). Markery neuronalne: neurofilament
200 - kolor czerwony, beta-tubulina III - kolor zielony, jadra komorkowe
- kolor niebieski.

fek macierzy zewnatrzkomorkowej) na powierzchni
platformy do wzrostu komorek, umozliwity otrzyma-
nie okreslonych wzoréw domen biofunkcjonalnych,
ktore sg w stanie immobilizowa¢ do powierzchni na-
wet pojedyncze komorki lub tez cate grupy komorek
na réznych wzorach geometrycznych (Ryc. 3). Mi-
kroplatformy z wykorzystaniem zminiaturyzowanych
bioinzynieryjnych systemow hodowli komorek
stanowia wygodny i uproszczony sposob identyfikacji
oddziatywan komorek macierzystych ze sktadnikami

et

e
=

Ryc. 3. Neuralne komorki macierzyste pozycjonowane na domenach
biofunkcjonalnych uzyskanych metoda drukowania mikrokontaktowe-
go: kwadraty o boku 10pum (A); linie o szerokosci 20 pm (B); kwadraty
o boku 100 pm (C); kwadraty o boku 120 um potaczone liniami (D).
Wedtug Postepy Biochemii, 2013, 59(2):175-187.

niszy i umozliwiaja badanie mechanizméw moleku-
larnych decydujacych o ich losie. Rycina 4 przed-
stawia $cisle ukierunkowany wzrost specyficznych
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wyrostkow komorek nerwowych, zwanych aksona-
mi, na specjalnie zaprojektowanej do takich badan
mikroplatformie.

Zgodnie z licznymi doniesieniami literaturowymi
wiadomo, ze na los komorek, ich przezycie i roznico-

kolagen, fibrynogen, chitosan, algininian i pochod-
ne kwasu hialuronowego. Najczesciej uzywane
biomaterialy syntetyczne to: kwas poliglikolowy
(PGA), kwas polimlekowy (PLA), polidioxanon
(PDO), polikaprolakton (PCL) czy potaczenia po-

Ryec. 4. Neuralne komorki macierzyste rosnace na domenach biofunkcjonalnych o r6znym ksztalcie (linie: A; kwadraty: B; kwadraty potaczone liniami:
C). Kolor zielony wskazuje obecno$¢ biatka typowego dla neuronow: B-tubuliny III, kolor czerwony wskazuje na obecno$¢ biatka typowego dla astro-
cytow: GFAP (A, C) oraz markera proliferacji: Ki67 (B). Jadra komérkowe wybarwione sa na niebiesko. Strzatka wskazuje ukierunkowany wzrost

aksonu. Wedlug Postepy Biochemii, 2013, 59(2):175-187.

wanie bardzo silny wplyw maja czynniki srodowiska,
do jakiego komorki przeniesiemy, w tym: topografia
otoczenia, rodzaj bialek macierzy, czynniki wzro-
stowe. Wszystkie te czynniki tworza rodzaj ,,niszy
komoérkowej”. ,,Biomimetyczne” mikrosrodowisko,
tj takie, ktore przypomina naturalne warunki $rodo-
wiska dla komoérek macierzystych w hodowli in vi-
tro, czyli warunki istniejace w niszy komorkowe;j.
Do otrzymania warunkéw biomimetycznych stosu-
je sie¢ migdzy innymi trojwymiarowe rusztowania
biomateriatlowe, ktére dostarczaja strukturalng i lo-
gistyczna matryce dla komorkowego roznicowania
i funkcjonalnych oddziatywan. Biofunkcjonalizacja
przy uzyciu substancji biatkowych, czynnikéw wzro-
stowych ma za zadanie stworzy¢ z rusztowan 3D
swoiste sztuczne nisze komorkowe. Zastosowanie
bioreaktoréw w systemie hodowli ,,biomimetycznej”
zapewniaja dodatkowa kontrolg¢ na poziomie mole-
kularnym i fizyko-chemicznym, dostarczajac zwiazki
rozpuszczalne, np. czynniki troficzne, biatka sygnali-
zacyjne czy neurotransmitery (Ryc. 5).

Rusztowania 3D stosowane do transplantacji KM
spetniaja rowniez funkcje ochronne ostaniajac je przed
reakcja immunologiczng dawcy, a jednoczesnie dzigki
biofunkcjonalizacji powierzchni umozliwia zwigkszo-
ng proliferacje i migracje przeszczepianych komorek.

Na rodzaj i wlasciwosci rusztowan do hodowli
komoérkowych wplywajg zarowno materiaty, ktorych
uzyto do ich wytworzenia, technologie produkcji, jak
i koncowa biofunkcjonalizacja ich powierzchni. Ma-
teriaty do otrzymywania rusztowan 3D dzielimy na
naturalne i syntetyczne. Do najczgséciej stosowanych
produktéw naturalnych naleza: elastyna, zelatyna,

wyzszych t.j. PGA-PLA (PLGA); PGA-PCL, PLA-
-PCL czy PDO-PCL. Coraz czesciej stosuje sig
rowniez potaczenia materiatow naturalnych i synte-
tycznych, co zakonczylo sie juz sukcesem w bada-
niach dotyczacych odbudowy naczyn krwionosnych,
ale réwniez badania nad odbudowa tkanki nerwowe;j
s obiecujace.

Biginzynieria mikrogrodowiska komdrek macierzystych

Badanse mechanizmiw
oddzialywania komdeek z
oloczansam. lesty

farmakologiczne |
Ioksykologiczne
Platformy z domenami
bicaktywnymi do warestu komarek
Modele komdrkowe 30,

@ do zastosowania w
e 23] inynéaril tankowe| |
medycynie
neracying
Hodawla tréjwymiarowa: e —
neurosfery, komarki na
rusztowaniachibiop 1, orga
hodowla w bioreaktorach

Ryc. 5. Komorki macierzyste moga by¢ hodowane w uktadach dwu- lub
trojwymiarowych. Mikroplatformy z wzorem powierzchni biofunkcjo-
nalnych umozliwiaja badanie mechanizmow oddzialywania komorek,
podczas gdy uktady trojwymiarowe hodowli na rusztowaniach i w bio-
reaktorach umozliwiaja samoorganizacj¢ komorek w tkanki i organoidy.

Do materiatow, ktore powoduja najmniejsze uszko-
dzenie tkanki w momencie ich wprowadzania naleza
niewatpliwie biomaterialy wprowadzajace tzw. 4-ty
wymiar do systemu, umozliwiajacy zmiany i kontrole
systemu w czasie, czyli np. termo lub fotowrazliwos¢.
Materialy te pod wptywem bodzca fizycznego, np.
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zmiany temperatury otoczenia lub odpowiedniej dtu-
gosci fal, zmieniajg swoj stan skupienia, np. z ptyn-
nego na staly. Dzigki tym wlasciwosciom podanie
polimeru jest stosunkowo tatwe i nie powoduje po-
wickszenia uszkodzenia narzadu podczas jego po-
dawania. Po wstrzyknigciu polimeru, pod wptywem
temperatury otaczajacych tkanek polimer z postaci
ptynnej przechodzi w zel, dzigki czemu wypetia
szczelnie ubytek i stanowi dobre rusztowanie dla za-
wieszonych w nim komorek.

Do grupy tzw. ,,inteligentnych” materiatow nale-
zy rowniez poly(N-isopropyl acrylamide) tworzacy
rodzaj membrany, na ktéra nasadzane sg komorki.
Po okresie, w ktorym komorki zréznicujg sie w po-
zadanym kierunku, utworza wzajemne potaczenia
oraz pokryja polimer, obnizana jest temperatura oto-
czenia ponizej tzw. temperatury przejscia. W nowych
warunkach polimer ,,obkurcza si¢”, rozerwaniu ule-
gaja potaczenia pomiedzy polimerem i komorkami.
Dzigki takim zmianom dochodzi do oddzielenia sig¢
warstwy komorek i mozliwe jest ich przeniesienie do
docelowego miejsca transplantacji.

Znane s3 techniki otrzymywania szkieletow bio-
funkcjonalnych o zrdéznicowanej budowie. Do pro-
dukcji szkieletow porowatych, np. hydrozeli, naj-
czesciej stosuje si¢ technike separacji faz. W przed-
stawionej technice jedna z substancji jest substancja
bazowa, tworzaca w przysztosci szkielet, a druga
substancja rozpuszczalng. Po zmieszaniu obu faz
i przeprowadzeniu ich w postac stala, stosujac odpo-
wiedni emulgator wyplukuje sie tylko jedna z substan-
cji, druga tworzy szkielet z pustymi przestrzeniami
po substancji rozpuszczonej — tzw. porami. Pory
powstajace dzigki tej technice maja $rednice rzedu
kilkudziesieciu mikrometrow i najczesciej sa roz-
mieszczone losowo. Jednoczesnie tworza Srodowi-
sko najbardziej przypominajace topografia ,,naturalne
nisze komorkowe”. Do rozdziatu faz mozna roéw-
niez doprowadzi¢ dzieki obnizeniu temperatury do
temperatury krystalizacji jednej z faz. Po usunig-
ciu krysztatkow otrzymujemy przestrzen tworzacg
pory. Dobierajac materiat i rodzaj czynnika separu-
jacego (rozpuszczalnos$¢, temperatura, promieniowa-
nie) tworzy si¢ szkielety o roznych uktadach porow
i r6znej twardosci, co upodabnia szkielet do docelo-
wej tkanki, np. porowate szkielety o duzej twardo-
$ci i zawarto$ci soli wapnia shuzg jako rusztowania
dla osteoblastéw, podczas gdy hydrozele moga by¢
stosowane do regeneracji tkanki nerwowej. Przy pro-
wadzeniu tzw. krystalizacji ukierunkowanej mozna
otrzymac szkielety o porach majacych posta¢ réwno-
legle biegnacych rurek. Takie szkielety moga by¢ sto-
sowane np. przy regeneracji nerwow obwodowych.

Aby rozktad poréw mogt by¢ bardziej uporzadko-
wany 1 zaprojektowany powstaty komputerowe me-
tody szybkiego prototypowania i wytwarzania (CAD/
CAM). Do metod tych naleza: drukowanie 3D, stereo
litografia czy utwardzanie ptynnych warstw (FDM,
ang. fused deposition modeling). W pierwszym eta-
pie prototypowania, przy pomocy programow gra-
ficznych, projektuje si¢ ksztalt przysziego szkieletu,
np. w oparciu o badanie TK mdzgu odtwarza si¢
w projekeji 3D ksztatt ubytku tkanki (np. po operacji
lub urazie). W kolejnym etapie przy pomocy lasera
podtaczonego do komputera obrysowuje si¢ pozada-
ny ksztalt na powierzchni fotopolimeru i przesuwajac
polimer warstwa po warstwie, zgodnie z projektem
graficznym, otrzymuje si¢ pozadany ksztalt 3D. Nie-
stety ograniczeniem tych metod jest mozliwos¢ za-
stosowania jedynie nielicznych tworzyw.

Oprocz rusztowan porowatych, druga liczng grupe
stanowig szkielety nanowltdkniste. Szkielety te sktada-
ja sie z nanowtokien o rozmiarach od kilkudziesigciu
do kilkuset nanometrow. Naleza do nich rusztowania
wytwarzane przy pomocy technik: elektrospiningu,
samoorganizacji (ang. self-assembly) oraz nanotuby
weglowe. Metoda elektrospinningu polega na prze-
puszczaniu przez kapilary o rdznej $rednicy wybra-
nego polimeru. Pomiedzy koncoéwke kapilary a uzie-
mione podtoze przyklada si¢ napigcie, ktore powoduje
osadzanie polimeru w postaci uszeregowanych, row-
noleglych wtokien. Kolejna metoda produkcji, tzw.
metoda samoorganizacji, zblizona jest do poprzed-
niej, ale pozbawiona czynnika ukierunkowujacego,
jakim jest pole elektryczne, co skutkuje powsta-
niem wtokien o spiralnym, chaotycznym rozktadzie.
Innego typu rusztowanie stanowig nanotuby/nano-
rurki weglowe. Sa one wytwarzane réznymi metoda-
mi, np. przy zastosowaniu wytadowania tukowego,
ablacji laserowej czy reakcji stragcania chemicznego.
Nanotuby weglowe sg to alotropowe odmiany struktur
wegla majace posta¢ walcow, o strukturze jedno- lub
wielowarstwowej i $rednicy od 1 do 100 nm. Obec-
nie coraz czgsciej stosowane sa nanotuby grafenowe.
Dzigki swoim wiasciwosciom fizyko-chemicznym
nanotuby wykazuja niezwykla wytrzymato$¢ na roz-
cigganie i unikalne wilasnosci elektryczne. Nanorurki
weglowe stajg si¢ roOwniez alternatywnym nosnikiem,
posiadajacym zdolnos¢ transportu dokomorkowego
czagstek aktywnych biologicznie o dziataniu terapeu-
tycznym i diagnostycznym.

Najnowszg technike¢ stanowi biodrukowanie 3D.
Drukarki 3D shuizg do “materializacji” cyfrowych
modeli — tworza trojwymiarowe obiekty z kropelek
zastygajacego polimeru. Jezeli dodatkowo polimer
bedzie wzbogacony w zrdéznicowane komorki, to
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potencjalnie mozna bytoby po wydrukowaniu hodo-
wac pelen organ. W ten sposob powstaty: pierwszy
drukowany zab, serce czy tchawica. Amerykanska fir-
ma Organovo, ktora jako pierwsza rozpoczeta produk-
cj¢ ludzkich tkanek technologia 3D biodrukowania,
tworzy naczynia krwionosne w ciagu kilku godzin.

Przy rozwoju opisywanych technik coraz blizej
jeste$my osiagniecia tzw. ,,idealnego” szkieletu, kto-
ry miatby mozliwos$¢ transplantacji bez dodatkowego
uszkodzenia tkanki, dobrg adhezj¢ nasiewanych ko-
morek, pozytywny wplyw na przezywalnos¢ oraz r6z-
nicowanie si¢ transplantowanych komorek oraz zdol-
no$¢ do biodegradacji. W celu wytworzenia takich
szkieletow dochodzi najczesciej do polaczenia kilku
przedstawionych technik. Ze wzgledu na cechy fizy-
ko-chemiczne zblizone do tkanek, najczesciej baza
do tworzenia sztucznych nisz sa hydrozele. W celu
ukierunkowania neuralnego komorek w szkielet wkom-
ponowuje si¢ nanowlokna, ktore stanowia prowadni-
ce dla zasiedlajacych i migrujacych komorek. Ostat-
nim etapem jest biofunkcjonalizacja przy pomocy
nadrukowywania powierzchni z zastosowaniem ak-
tywnych mikromolekut, celem ukierunkowanego
réznicowania zasiedlajacych szkielet komorek.

Ze wzgledu na tatwos¢ podania i wstepne pozytywne
wyniki, do zastosowania szkieletow 3D doszto najszyb-
ciej w chirurgii urazowej, a doktadnie w rekonstrukcji

uszkodzen nerwow obwodowych. W latach 1990—
2000 rozpoczeto pierwsze proby kliniczne z zastoso-
waniem polimerowych szkieletow, jako tzw. konduk-
tow prowadzacych. W pierwszych doswiadczeniach
zastosowano silikonowe lub kolagenowe tuby. Wy-
korzystanie szkieletow o roznych parametrach bio-
fizycznych nie tylko umozliwito odbudowe uszko-
dzenia, ale pozwolito réwniez kontrolowa¢ kierunek
wzrostu pojedynczych wiokien nerwowych. W kolej-
nych probach wzbogacono szkielety polimerowe
w sktadniki osocza pacjenta i komponenty macierzy
zewnatrzkomorkowej, co znacznie przyspieszyto ob-
serwowana w elektromiografii (EMG) prawidlowa
regeneracj¢ wiokien nerwowych. Na podstawie po-
wyzszych osiggnig¢ rekonstrukcyjnych rozpoczeto
wstepne do$wiadczenia z zastosowaniem szkieletow
kolagenowych optaszczonych komorkami Schwan-
na. Zastosowanie komorek macierzystych znamien-
nie przyspieszato proces regeneracji nerwéw obwo-
dowych. Zastosowanie biorusztowan do regeneracji
OUN jest dopiero w fazie badan przedklinicznych,
chociaz pierwsze, glosne w Polsce osiggniecie na-
ukowcow z Wroctawia, ktorzy doprowadzili do sku-
tecznej regeneracji rdzenia kregowego byto polacze-
niem terapii komorkowej z naturalnym rusztowaniem
szkieletu otrzymanego z nerwu obwodowego.

I Prof. dr hab. Leonora Buzanska, Marzena Zychowicz, Anna Sarnowska. Pracownia Bioinzynierii Komorek Macierzystych, Instytut Medycyny
Dos$wiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. E-mail: buzanska@imdik.pan.pl.

BORNEO - NAUKA LATANIA

Jozef Rozanski (Krakow)

Borneo, trzecia co do wielko$ci wyspa $wiata
o tacznej powierzchni 743 330 km? potozona jest
w poludniowo-wschodniej Azji i wchodzi w sktad
Archipelagu Malajskiego (Ryc. 1). Wyspa ta jest po-
chodzenia wulkanicznego i ma zrdznicowang rzezbe
terenu. Znajduje si¢ na niej najwyzsza gora Azji potu-
dniowo-wschodniej, o nazwie Mount Kinabalu (Ryc. 2).
Z punktu widzenia administracyjnego Borneo po-
dzielone jest na trzy czesci. Okoto 1/3 powierzchni
znajduje si¢ na terenie panstwa Malezyjskiego, blisko
2/3 wchodzi w sktad Indonezji, natomiast niecaty je-
den procent powierzchni to sultanat Brunei. Z przy-
rodniczego punktu widzenia najistotniejszy jest fakt,
iz Borneo to jedno z najbogatszych pod wzgledem
bior6znorodnos$ci miejsc na naszej planecie.

W sktad flory lasu deszczowego porastajacego Bor-
neo (Ryc. 3), wchodzi okoto 15000 gatunkow ro$lin
okrytonasiennych. Sposréd 3000 gatunkow drzew,

267 to dipterokarpy. Ich nazwa pochodzi z Greki (di
= dwa, pteron = skrzydlo, karpos = owoc) i odnosi si¢

Ryc. 1. Azja potudniowo-wschodnia z uwzglednieniem zasiggu trzecio-
rzedowego Szelfu Sundajskiego oraz granicami krain zoogeograficznych:
orientalnej i australijskiej (linie Wallace’a, Webera oraz Lydykkera).
J. Rozanski.




