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Biotechnology in regenerative and reproductive medicine
Summary

Rapid progress in molecular biology, genetics, and mammalian biotechnol-
ogy has revolutionized diagnostic, therapeutic and reproductive cloning in
mammals. Recently, several human gene products have been able to be pharma-
ceutically explored in transgenic organisms and employed for medical applica-
tions.

When organs or tissues are irreparably damaged, they may be also replaced
with an artificial device or donor organ. Promising and also controversial appli-
cation for therapeutic and regenerative medicine is stem cells engineering.

Key words:
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1. Wstep

Gwattowny rozwéj w ostatnim dwudziestoleciu biologii mo-
lekularnej, genetyki, technik inzynierii genetycznej i biotechno-
logii, stworzyt doskonate podstawy do rozwoju diagnostyki i te-
rapii szeregu schorzen cztowieka. Wywarlo to takze ogromny
wplyw na rozwdj przemysiu farmaceutycznego. Na uwage za-
stuguje doskonalenie, na drodze inzynierii genetycznej, licznych
mikroorganizmow, zdolnych do produkcji substancji o dziataniu
farmakologicznym, np. antybiotykow czy cytostatykow. Mozliwe
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stalo sie takze konstruowanie organizméw transgenicznych zawierajacych geny,
ktorych produkty majg witasciwosci lecznicze, jak np. bakterie zdolne do syntezy
ludzkiej insuliny czy zwierzeta transgeniczne wykorzystywane jako bioreaktory do
produkgji biatek cztowieka (1). W ten spos6b uzyskano np. krowy wytwarzajgce
wraz z mlekiem biatka cztowieka (erytropoetyne i laktoferyne), czy owce wytwa-
rzajace mleko z czynnikami krzepliwosci krwi (2). Produkowane zwigzki probuje sie
takze tak modyfikowa¢, z uzyciem metod inzynierii genetycznej, aby polepszy¢ ich
wlasciwosci farmakologiczne. Wprowadzane modyfikacje przedtuzajg trwatos¢ wie-
lu lekow, umozliwiajg specyficzne kierowanie ich do miejsc w organizmie, gdzie za-
chodzi proces chorobowy, zwiekszaja zdolnos$¢ ich pobierania przez wtasciwe ko-
morki oraz zmniejszaja ich toksyczne dziatanie wzgledem prawidtowych komérek
organizmu (1,2). W wyniku rozwoju genomiki oraz bioinformatyki powstata réw-
niez nowa gataz w farmacji — farmakogenomika, pozwalajgca na programowanie
i opracowanie nowych lekéw oraz testow genetycznych, umozliwiajgcych wczesne
rozpoznanie wielu choréb i ich leczenie na drodze terapii genowej (3).

Osiagniecia w biologii molekularnej i biotechnologii majg réwniez ogromny
wplyw na postep w rozwoju medycyny regeneracyjnej (4,5).

2. Medycyna regeneracyjna

Regeneracja komorek krwi czy komorek nabtonkowych zachodzi podczas catego
zycia cztowieka. Ze znacznie mniejszg czesto$cig ulegaja regeneracji kosci, watro-
ba, miesnie, naczynia krwiono$ne, natomiast bardzo ograniczone mozliwosci maja
komorki moézgu. Niekiedy w wyniku choroby uszkodzenie narzgdéw bywa jednak
tak duze, ze organizm nie jest zdolny do ich regeneracji i muszg by¢ zastgpione po-
przez transplantacje — komérek, czesci tkanek lub catych narzadéw. Stato sie to
podstawa do poszukiwania nowych sposobéw ich odbudowy. Rozwdj medycyny re-
generacyjnej zachodzi na réznych ptaszczyznach, ktoére obejmuja:

— poszukiwanie czynnikéw stymulujgcych organizm do samonaprawy;

— implantacje komorek, tkanek lub narzadéw (przeszczepy autologiczne i allo-
geniczne oraz ksenotransplantacje);

— poszukiwanie metod pozwalajgcych na regeneracje starych tkanek;

— zastepowanie brakujgcych tkanek lub narzagdéw materiatami sztucznymi (4-7).

2.1. Czynniki stymulujace organizm do samonaprawy
Dla medycyny regeneracyjnej wazne znaczenie ma poznanie czynnikéw odpo-
wiedzialnych za proliferacje komorek, ich wzrost i réznicowanie. Na podstawie wy-

nikow dotychczasowych badan wskazuje sie, ze zdolno$¢ komérek do ré6znicowania
sie w komérki roznych typow i samoodtwarzania tkanek zalezy od srodowiska w ja-

32 PRACE PRZEGLADOWE



Biotechnologia w medycynie regeneracyjnej i reprodukcyjnej

kim sie one znajduja i obecnych tam licznych czynnikéw tworzacych specyficzna
»hisze”. Charakter tych czynnikéw jest stabo poznany. Niewiele wiadomo o ich wza-
jemnym oddziatywaniu i wspotdziataniu. Wazne znaczenie przypisuje sie czynni-
kom wzrostu, biatkom biorgcym udziat w przekazie sygnatu do komorki i w komor-
ce oraz biatkom macierzy zewnatrzkomérkowej (8). Wykazano np., ze oddzialywa-
nie bialek komoérkowych z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej za posrednic-
twem integryn wplywa na ekspresje czasteczek sygnatowych BMP-4 (ang. bone mor-
phogenic protein 4) i Wnt-1 (od nazw ang. wingless i int). Z kolei podwyzszona ekspre-
sja Wnt-1, a obnizona BMP-4 sprzyja r6znicowaniu si¢ komoérek w komérki nerwo-
we, natomiast wysoka ekspresja BMP-4, a niska Wnt-1 w komérki miesniowe (8), na-
tomiast angiogeneza moze by¢ regulowana przez FGF2 (ang. fibroblast growth fac-
tor), TGF beta 1 (ang. transforming growth factor beta 1), FIk1 (ang. fetal liver kinase 1),
VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) (9,10). Czynnikiem, ktérego wplyw na
wzrost i mineralizacje koSci jest stosunkowo dobrze poznany jest ludzki hormon
wzrostu hGH (ang. human growth hormone). Wykazano, ze stymuluje on chondrocyty
do proliferacji przez uwalnianie insulinopodobnych czynnikéw wzrostu oraz synte-
ze bialek macierzy zewnatrzkomorkowej (gtownie kolagenu). Ponadto ma wptyw na
metabolizm i dynamike mie$nia sercowego, oddziatuje na uktad endokrynny i roz-
woj narzadéw ptciowych (11). Dlatego GH prébowano stosowac jako czynnik przy-
Spieszajacy regeneracje kosci, skory, neuronéw, naczyn krwionosnych oraz w bada-
niach nad ré6znicowaniem sie komoérek macierzystych w komorki roznych typow.
Hormon ten z uwagi na wazne znaczenie farmakologiczne byt jednym z pierwszych
peptydéw produkowanych metodami biotechnologicznymi na potrzeby medycyny
regeneracyjnej (2,12-14). hGH udato sie takze otrzymac z wykorzystaniem transge-
nicznych zwierzat. Swoj udzial majag w tym réwniez polscy naukowcy, ktorzy uzy-
skali transgenicznego krélika, produkujacego ten hormon i wydzielajacego go wraz
z mlekiem (15). Nastepnie wykazano, ze inne czynniki, w tym BMP (ang. bone mor-
phogenic proteins), odpowiedzialne za morfogeneze kosci oraz podobny do nich OP-1
(ang. osteogenic protein-1), stymuluja gojenie sie ztaman kosci z takim samym powo-
dzeniem jak przeszczep kosci, a czynnik 2 wzrostu keratynocytéw (Repifermin)
znacznie przyspiesza gojenie sie wrzodéw na nogach (16). Z kolei, bialko MPIF (ang.
myeloid progenitor inhibitory factor) odpowiedzialne za kontrole produkcji komoérek
krwi w organizmie cztowieka okazato sie doskonalym czynnikiem redukujacym tok-
syczny wptyw chemioterapii na komoérki krwi (2,17). Obecnie biatka te oraz inne
czynniki o waznym znaczeniu farmakologicznym sg produkowane metodami bio-
technologicznymi (tab. 1). Ich podawanie reguluje funkcjonowanie organizmu i znacz-
nie przyspiesza regeneracje wielu tkanek.
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Tabela 1
Leki produkowane metodami biotechnologicznymi (wg 2)
Produkt Zastosowanie w leczeniu
alfal-antytrypsyna mukowiscydoza, rozedma
biatko CFTR mukowiscydoza
alfa glukozydaza zaburzenia w magazynowaniu glikogenu
antytrombina III zator
kolagen reumatyzm
hemoglobina talasemia
czynnik VIII T IX hemofilia
biatko C regulator krzepliwosci krwi
tPA zawal serca, niedokrwistos¢
fibrynogen zapalenia
LDL-receptor hipercholesterolemia
dystrofina dystrofia miesniowa (Duchenne’a)
laktoferyna dodatek do pokarméw dla dzieci
przeciwciata terapie antynowotworowe
antygeny niedobory immunologiczne
enzymy (alfa galaktozydaza, glukocerebrozydaza, alfa idu- | niedobory enzymatyczne
ronidaza, beta heksoaminidaza)
hGH terapie hormonalne

2.2. Regeneracja tkanek

Niekiedy ubytek komérek i tkanek jest tak duzy, ze wymaga transplantacji czesci
tkanek lub catych organéw. Dlatego jednym z celé6w medycyny regeneracyjnej jest
poszukiwanie sposobow syntetyzowania nowych tkanek cztowieka poza organi-
zmem — ex vivo. Badania takie rozpoczeto od préby syntezy skoéry, tak bardzo po-
trzebnej do leczenia oparzen, czy wrzodéw powstatych wskutek zakazenia bakte-
riami, uszkodzonych i ulegajgcych martwicy tkanek, czesto wystepujacych u diabe-
tykow. Skora jest tkankg bardzo ztozong. Sklada sie z komoérek réznych typow, bu-
dujacych skore wiasciwa (dermis) oraz naskorek (epidermis). Ponadto jest trudna do
transplantacji, poniewaz ma wtasny ukfad odpornosciowy. Badania nad jej pozyska-
niem poza organizmem rozpoczeto od namnazania w hodowli ludzkich fibrobla-
stow, ktore przenoszono nastepnie na podtoze sztuczne (ztozone np. z polimeréw
kwasu mlekowego) lub naturalne (np. zele kolagenowe) zawierajagce dodatkowo
czasteczki stymulujgce wzrost i namnazanie sie komoérek, po czym hodowano
w bioreaktorze. Hodowle taka prowadzono przez kilka tygodni az do uzyskania
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tkanki przypominajacej wewnetrzng warstwe skory (dermis), ktérg nastepnie zamra-
zano i stosowano jako opatrunki w leczeniu uszkodzen skoéry. Zamrazanie takiego
produktu znacznie utatwiato jego dalsza obrobke.

Drugi z produktéw skérnych jaki udato sie otrzymac zawierat nie tylko komorki
skory wiasciwej, ale takze naskérka. W tym przypadku skorne fibroblasty zanurzono
w kolagenowym zelu, wzbogaconym w czynniki wspomagajace wzrost komoérek,
ktory pokryto warstwg komorek naskorka — keratynocytoéw. Produkt taki implanto-
wany w uszkodzone miejsce w skorze znacznie przyspieszal gojenie sie rany i stop-
niowo byt zastepowany przez zregenerowang skore chorego. W procesie tym biora
udziat czynniki wytwarzane przez zawarte w nim komérki skoéry. Ponadto chroni on
uszkodzone miejsce przed infekcja.

Fibroblasty, keratenocyty, jak réwniez fragmenty tkanek pobiera sie do hodowli
w warunkach sterylnych oraz przeprowadza sie ich badania w celu wykluczenia
tych, ktére zainfekowane sa czynnikami chorobotwo6rczymi. Nie moga by¢ one tak-
ze toksyczne dla organizmu i wywotywac¢ odpowiedzi uktadu odpornosciowego
(18).

W efekcie proby uzyskania skéry ludzkiej poza organizmem zakonczyly sie zsyn-
tetyzowaniem w roku 1997 potsyntetycznej skéry — TransCyte, stosowanej do le-
czenia oparzen, oraz Dermagraftu, wykorzystywanych w prébach klinicznych do lecze-
nia wrzodow skory u diabetykéw. TransCyte stanowi polimerowa btone, na ktorej
hodowane sg ludzkie fibroblasty. Dermagraft, podobnie jak TransCyte, otrzymano
z fibroblastéw pochodzacych z ludzkiej skéry, ktore hodowano na odpowiednim
rusztowaniu, utworzonym z porowatego materiatu bioabsorbujacego. Z kolei z ko-
morek ludzkiej skory oraz komoérek nabtonkowych napletka utworzono sztuczng
skore, tzw. Apligraf, ktory zawiera komoérki skory wiasciwej i naskoérka, natomiast
brak w nim komoérek uktadu odpornosciowego. Dlatego w trakcie leczenia nie wy-
stepujg problemy z odrzuceniem przeszczepu (7,19,20). Stworzono takze pofsynte-
tyczna skoére o nazwie INTEGRA, gdzie jako podtoze do hodowli komorek skory wy-
korzystano zel kolagenowy zawierajacy siarczan chondroityny. Ponadto taki pro-
dukt jest dodatkowo pokryty polimerowa btong zapobiegajgca jego wysychaniu
w trakcie leczenia (21). W dalszych badaniach nad hodowla ludzkich komérek i tka-
nek poza organizmem doprowadzono do stworzenia syntetycznej tkanki, o nazwie
Corticel. Zawiera ona ludzkie chondrocyty, pobrane ze ztamanych kosci, ktére ho-
duje sie na odpowiednim polimerowym podtozu. Corticel planuje sie wykorzysta¢
do leczenia pecherza moczowego, we wrodzonych defektach pecherza u dzieci
i w chorobach nietrzymania moczu u dorostych. Podobnym produktem jak Corticel
jest Chondrogel, ktéry stanowi mieszanine autologicznych chondrocytéw hodowa-
nych na hydrozelowym podtozu. Preparaty te znajdujg sie obecnie w II lub Il fazie
badan klinicznych (7), a proby ich produkgji podjeto w licznych firmach biotechnolo-
gicznych na $wiecie (tab. 2).
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Tabela 2

Preparaty produkowane przez firmy biotechnologiczne na potrzeby medycyny regeneracyjnej

Nazwa firmy biotechnologicznej

Regenerowana tkanka / organ

Produkt / nazwa produktu

thanki i organy czlowieka

Advanced Tissue Sciences (La Jolla, CA) | skora TransCyte, Dermagraft
Organogenesis (Canton, MA) skora Apligraf

LifeCell (Branchburg, NJ) skora Alloderm
GenzymeBioSurgery (Cambridge, MA) chrzastka Corticel

Curis (Cambridge) chrzgstka Chondrogel (III faza badar)

czynniki wzrostu

Human Genome Sciences (Rockville, MD)

uktad krwiono$ny i immunologiczny

Repiferm (II faza badari)

The Genetics Institute (Cambridge, MA)

regeneracja kosci

rhBMP-2 (I faza badan)

Curis (Cambridge, MA)

regeneracja kosci

OP-1

komorki macierzyste
- badania przedkliniczne

Geron (Menio Park, CA)

rozne tkanki

Layton Bioscience (Sunnyvale, CA)

komorki nerwowe

Aegera Therapeutics (Montreal, PQ, Kanada)

skora

komorki macierzyste skory

Ixion Biotechnologies (Alachua, FL)

trzustka

komérki macierzyste wysp trzustki

MorphoGen Pharmaceutical (SanDiego, CA)

rozne tkanki

komérki pluripotencjalne (,wielo-
potencjalne”)

Cell Based Delivery (Providence, RI)

serce

komérki do regeneracji migs$nia ser-
cowego

ksenotransplantacje

PPL Therapeutics (Edinburgh, UK
oraz Blacksburg, VA)

komérki i tkanki transgenicznych $win

Biotransplant (Charlestown, MA)

komorki i tkanki $wifi transgenicz-
nych wolne od wiruséw RERV

macierze i biomaterialy
do hodowli

Advanced Materials Design (New York)

migsnie i kosci

polimery do hodowli migs$ni i kosci

Interpore International (Irvine, CA)

kosci

ProOsteon — szkielety korali do ho-
dowli koSci

Protein Polymer Technologies (SanDiego, CA)

rekombinowane polimery, hydrozele

Selective Genetics (SanDiego, CA)

macierze do przenoszenia DNA i in-
nych zastosowar

Jako podioze do hodowli komérek i tkanek cztowieka najczesciej stosuje sie
poza wspomnianymi zelami kolagenowymi i hydrozelami zbudowanymi z cyklicz-
nych dimeréw kwasu mlekowego (polilaktyd):
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— polimery kwasu glikolowego (poliglid);

— polimery kwasu alginowego (algininian)

oraz rézne kopolimery;

— np. polietylenoglikol-poliekaprolakton-polietylenoglikol (PEG-PCL-PEG) (22-26).

Dodatkowym sktadnikiem podtozy sa biatka i czynniki wzrostu pochodzgce
z macierzy zewngtrzkomorkowej tkanki facznej, krwionos$nej, nabtonka jelit (27-33).

Doskonatym podiozem do wzrostu komérek skory jest chitozan — polikationo-
wy biopolimer, otrzymany w wyniku N-deacylacji chityny. Chityna jako homopoli-
mer jest zbudowana z N-acetyl-D-glukozoaminowych czgsteczek potaczonych wigza-
niami beta 1-4 glikozoaminowymi (31). Chitozan ulega biodegradacji i jest nietok-
syczny dla cztowieka i zwierzat.

Tréjwymiarowe podioza porowate stosowane w hodowli tkankowej stanowig
nie tylko rusztowanie do wzrostu komorek, ale r6wniez zapewniajg im dostep czyn-
nikéw do tego niezbednych. Ponadto umozliwiajg r6znicowanie sie komorek i ich
organizowanie sie w tkanki, sprzyjaja rozwojowi naczyn krwionos$nych i nie wy-
woluja reakcji immunologicznej.

Ostatnio do regeneracji ztaman kosci prébuje sie takze wykorzysta¢ szkielety
korali lub gabek, wszczepianych w miejsce ztamania wraz z komoérkami zrebowymi
chorego, ktére wydzielajg czynniki stymulujace proliferacje i r6znicowanie sie ko-
morek kostnych, przyspieszajac regeneracje kosci. Koralowe protezy sa po kilku ty-
godniach wchtaniane przez organizm cztowieka i zastepowane wtasciwymi komor-
kami budujgcymi kosci. Trojwymiarowe podioza utworzone ze szkieletow gabek
czy wtokien kolagenowych wykorzystano rowniez jako ,,pufapki” dla wektoréw (pla-
zmidowych lub wirusowych) zawierajacych gen terapeutyczny — GAM (ang. gene ac-
tivated matrix), oraz lekoéw i biatek, wstrzykiwanych w miejsce, ktére ma by¢ zrege-
nerowane (34-37). Do przenoszenia lekow oraz czgsteczek DNA do komoérek ssakow
wykorzystuje sie takze ich mikrokapsutkowanie chitozanem. Wydajno$¢ przenosze-
nia jest jednak bardzo niska i zalezy od typu komérki (38). Z r6znymi sposobami
przenoszenia lekéw i genéw terapeutycznych do komérek mozna zapoznac sie
w oddzielnym opracowaniu (3).

2.3. Pozyskiwanie komoérek i tkanek do przeszczepow

Jeden z wazkich probleméw w medycynie regeneracyjnej polega na pozyskaniu
do przeszczepu odpowiednich komérek czy tkanek. Zrodtem takich implantéw s3
komorki i tkanki wtasne biorcy (autologiczne) (39-41) lub pobrane od dawcy wyka-
zujacego zgodnos¢ antygenéw tkankowych z biorca (przeszczepy allogeniczne) (42-44).
Duze nadzieje, z uwagi na trudnosci z pozyskaniem wiasciwego przeszczepu, wiaze
sie z ksenotransplantacjami, czyli przeszczepianiem choremu cztowiekowi komo-
rek, tkanek i organow zwierzecych. Tkanki zwierzece do przeszczepu po raz pierw-
szy wykorzystano w XVII w., kiedy ubytek kosci w czaszce cztowieka zastagpiono
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fragmentem kos$ci psa. Nastepnie probowano cztowiekowi przeszczepic takze skore
zaby, nerki i serce szympanséw, watrobe oraz komoérki odpornosciowe pawiana czy
neurony $wini. Zabiegi te nie powiodly sie w wyniku reakcji odrzucenia przeszcze-
pu oraz infekcji. Najdtuzej w ciele cztowieka utrzymywaly sie przeszczepione neu-
rony pobrane od $wini (do 7 miesiecy), natomiast $winskie serce i nerki przeszcze-
pione matpom - odpowiednio 35 i 78 dni (45-49). Z tego tez wzgledu dla kseno-
transplantacji wazne znaczenie mogg mie¢ zwierzeta transgeniczne.

Ostatnio duzo uwagi poswieca sie genetycznie modyfikowanym swiniom, ktérych
komorki pozbawione sa na powierzchni alfa 1,3 galaktozylo-galaktozy (6,50). Komor-
ki takie uktad odpornosciowy cztowieka traktuje jako wtasne. Odrzucaniu przeszcze-
pow moze takze zapobiec zidentyfikowanie na komorkach swin innych specyficz-
nych antygenoéw, rozpoznawanych przez ludzkie przeciwciata. Ich poznanie pozwoli
na wprowadzenie do genomu $wini genéw, ktére u $wini zastgpione beda ludzkim
antygenem lub na ich wyeliminowaniu, wprowadzajac np. niszczace je enzymy. Jed-
nym ze sposobow zapobiegania odrzutom jest okrywanie przeszczepianych komo-
rek lub tkanek syntetyczng btona, potprzepuszczalng, przez ktéra mogg przedosta-
wac sie do organizmu substancje przez nie produkowane w celu terapeutycznym, na-
tomiast jest ona nieprzepuszczalna dla komérek uktadu odpornosciowego biorcy.
W ten sposob komorki watrobowe cztowieka (Hep G2), jak rowniez $ledziony, do-
starczajace wlasciwych enzymoéw, otoczono polimerem alginino-polil-lizyny (ALP)
przed ich wprowadzeniem do organizmu (51). Z kolei, do leczenia glejaka prébuje
sie wykorzysta¢ endostatyne. Jest ona produkowana przez komorki zarodkowe nerki
cztowieka, ktore otoczone zelem algininowym usieciowanym jonami wapnia wstrzyk-
nieto do guza mézgu u szczura i wykazano znaczny spadek jego masy oraz regresje
nowotworu (52). Komoérki jajnika chomika (CHO, ang. chamster ovary cell), wydzie-
lajace apolipoproteine E (apoE3), otoczone polimerem algininy z polilizyng lub poli-
etylenoimina, zamierza sie zastosowac do leczenia miazdzycy u ludzi (53). Polimery
te sg rowniez wykorzystywane do mikrokapsutkowania komérek zwierzecych wy-
twarzajacych insuline, w celu leczenia cukrzycy u ludzi (54,55). Innym ze sposobow
zapobiegania odrzucaniu ksenotransplantéw jest tworzenie chimerycznego uktadu
odpornosciowego. Polega to na wprowadzeniu do organizmu czlowieka komérek
szpiku kostnego pobranego od zwierzat, odpowiednio przygotowanego. Ze szpiku
usuwa sie przede wszystkim limfocyty T, krwinki czerwone oraz osocze. Dodatko-
wym problemem przy ksenotransplantacjach sa endogenne wirusy, ktére w organi-
zmach zwierzecych nie wywolujg infekcji, natomiast po przeszczepie z ksenotrans-
plantem mogg by¢ przyczyng silnego zakazenia u biorcy (56-58).

W tym przypadku istotne znaczenie ma produkowanie zwierzat transgenicznych
wolnych od patogenéw. Wazna jest takze odpowiednia diagnostyka, pozwalajgca na
szybka identyfikacje patogenoéw u zwierzat i wyeliminowanie z ksenotransplantagji
tych, ktore sg ich nosicielami.

Wiele emocji towarzyszy perspektywie zastosowania w medycynie regeneracyj-
nej komorek macierzystych (59).
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3. Komorki macierzyste

Komorki macierzyste sg to totipotencjalne komorki, zdolne do podziatow, samo-
odtwarzania i r6znicowania sie¢ w komorki roznych tkanek organizmu. Wyréznia sie
dwa ich rodzaje:

— zarodkowe, pierwotne komorki macierzyste — wystepujgce na etapie zycia
plodowego;

— komorki macierzyste tkanek — obecne w tkankach dorostego organizmu czlo-
wieka (m.in. w szpiku, jelitach, naskérku, tkance nerwowej, krwi, siatkbwce oka)
oraz we krwi pepowinowej.

Najmniej ukierunkowane sg, a przez to majg najwiecej mozliwos$ci réznicowania,
zarodkowe komorki macierzyste. W p6zniejszym okresie zycia komérki macierzyste
wystepuja gtownie w tych tkankach, w ktérych istnieje potrzeba ciaglego wytwarza-
nia nowych komoérek i regeneracji tkanek.

3.1. Zarodkowe komérki macierzyste

Zarodkowe komorki macierzyste — komorki ES (ang. embryonic stem cells) mozna
uzyskaé z wewnetrznej masy komoérek ICM (ang. inner cell mass) blastocysty podczas
gastrulacji. Po wyizolowaniu ICM od reszty blastocysty mozna jg utrzymywac w od-
powiednich pozywkach w niezr6znicowanym stanie. Linie ludzkich komérek ES moz-
na otrzymac poprzez selekcje i namnozenie indywidualnych kolonii ICM o jedno-
rodnej i niezr6znicowanej morfologii. Komorki ES pozostaja diploidalne oraz zacho-
wujg swoj zarodkowy i proliferacyjny charakter w czasie wielu podzialéw komoérko-
wych w hodowli. Majg one praktycznie nieograniczone zdolnosci do samoodnowy
i roznicowania, bedac prekursorami wszystkich linii komérkowych dorostego orga-
nizmu.

Zarodki potrzebne do wyhodowania komorek ES mozna pozyska¢ dwiema dro-
gami: w wyniku zaptodnienia komérki jajowej plemnikiem poza organizmem -
in vitro, lub metodg klonowania somatycznego. Klonowanie somatyczne wykonuje
sie technika transplantacji jader komérkowych. W tym przypadku do komoérki jajo-
wej, pozbawionej jadra komérkowego, wprowadza sie jadro z komérki somatycz-
nej. Otrzymane obu sposobami zarodki hoduje sie wstepnie na odpowiednich po-
zywkach do stadium blastocysty, z ktérej mozna nastepnie izolowaé wewnetrzna
mase komorek (ICM) do celow terapeutycznych (klonowanie terapeutyczne). Zarod-
ki wyhodowane do stadium blastocysty w przypadku klonowania reprodukcyjnego
wprowadza sie do macicy odpowiedniej matki biorczyni w celu ich dalszego rozwo-
ju prenatalnego. Transfer jadrowy umozliwia teoretycznie otrzymanie autologiczne-
go zrodta wiasnych komoérek ES o pelnej zgodnosci immunologicznej, idealnych do
terapii regeneracyjnej. We wstepnych badaniach wykazano, ze izolowane z blasto-
cyst komorki macierzyste hodowane in vitro majg takie same antygeny ukfadu zgod-
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nosci tkankowej jak komérki osobnika, od ktérego pochodzity jadra komérkowe.
Stwarza to realng szanse ich wykorzystania w przysztosci do celow terapeutycz-
nych. Wydajno$¢ tego typu klonowania jest jednak bardzo niska, a koszty catej pro-
cedury bardzo wysokie. Na przyktad przy wykorzystaniu ok. 200 oocytéw rozwija
sie najwyzej 30 blastocyst. Trudno$ci wynikaja rowniez ze sposobu pozyskiwania
samych oocytow. Kobiety, dawczynie oocytéw, poddawane sg silnej stymulacji hor-
monalnej, ktéra moze by¢ przyczyng wielu schorzen watroby, udaru moézgu, a na-
wet nowotwordw. Do konca nie wiadomo takze jakie komorki sa optymalne do po-
bierania jader komérkowych do transplantacji. Dodatkowym czynnikiem jest stabo
poznane pietno genomowe, warunkujace prawidtowe réznicowanie sie komorek
i rozwoj zarodka. Dlatego pod znakiem zapytania stoi jako$¢ otrzymywanych w ten
sposéb komérek macierzystych. Ponadto klonowanie zarodkéw ludzkich budzi wie-
le watpliwosci i probleméw natury etycznej (2,59).

3.2. Komérki macierzyste tkanek

W odréznieniu od komoérek zarodkowych, stosowanie komérek macierzystych
uzyskiwanych od dorostego cztowieka w celach terapeutycznych spotyka sie z po-
wszechng akceptacjg. Wiekszos¢ tkanek, jak wspomniano, zawiera niewielka liczbe
niezré6znicowanych komorek macierzystych, funkcjonujacych jako komorki rodzi-
cielskie dla bardziej wyspecjalizowanych komérek danej tkanki. Najlepiej poznane
sg komorki macierzyste szpiku kostnego. Przeszczepianie szpiku jest szeroko sto-
sowanym leczeniem w wielu schorzeniach ukfadu krwiotwérczego. Do niedawna sa-
dzono, ze réznicowanie sie komérek jest procesem nieodwracalnym. W ostatniej
serii odkry¢ podwaza sie jednak ten poglad, wykazujac, ze niektore populacje ko-
mérek moga sie roznicowaé w komérki swoiste dla innych tkanek. Tak na przyktad
z komorek szpiku kostnego udato sie otrzymac tak réznorodne komérki, jak: neuro-
ny, hepatocyty, komoérki miesnia sercowego czy miesni szkieletowych (60).

Chociaz wiekszos¢ badan prowadzi sie obecnie nad komérkami macierzystymi
szpiku kostnego (gléwnie krwiotwérczymi i mezenchymalnymi), duzym zaintereso-
waniem ciesza sie rowniez komoérki macierzyste innych tkanek (m.in. miesni szkiele-
towych, tkanki nerwowej oraz uzyskane z krwi pepowinowej). Sposréd komérek ma-
cierzystych tkanek najbardziej pierwotne sg komorki macierzyste krwi pepowino-
wej. Do ich zalet nalezy tez niskie ryzyko zanieczyszczenia patogenami i wystgpienia
reakcji immunologicznej oraz mozliwo$¢ pobrania bez ryzyka dla dawcy. Z tego
wzgledu proébuje sie leczy¢ nimi biataczki oraz niektore inne choroby nowotworowe,
a takze anemie aplastyczng i sierpowata oraz ciezkie niedobory odpornosci. Gtéwna
wada krwi pepowinowej jest stosunkowo niska liczba otrzymywanych z niej komé-
rek macierzystych, co utrudnia ich zastosowanie w leczeniu (60-63).
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3.3. Wykorzystanie komérek macierzystych w terapii choréb cztowieka

Mimo Ze nasza wiedza dotyczaca rozwoju i réznicowania sie komoérek macierzy-
stych jest niewystarczajaca, w wielu klinikach na catym $wiecie, w tym takze w Pol-
sce, przeprowadza sie juz zabiegi, ktore majg na celu regeneracje mie$nia sercowe-
go z udziatem tych komorek (64). Nie ma jednej procedury, ani nawet jednego
okreslonego typu komorek stosowanych ogoélnie; nikt nie potrafi tez do konca
wyjasni¢, na czym polega ich terapeutyczne dziatanie.

Komorki miesnia sercowego nie dzielg sie, dlatego obumarte w wyniku zawatu
lub choroby wiencowej serca nie sg zastepowane nowymi i tworza tkanke nekro-
tyczng. Obecnie stosowane sg dwie gléwne metody terapii komérkowej serca: bez-
posrednie wstrzykiwanie komorek macierzystych do serca oraz podawanie lekow
powodujgcych namnazanie sie komérek macierzystych w szpiku i ich przekazywa-
nie do krwiobiegu chorego (m.in. G-CSF, stosowany réwniez w Polsce) (65,66).

W innej proponowanej terapii komorkowej pacjentom proébuje sie wszczepic¢ do
uszkodzonego miesnia sercowego niedojrzate komérki jego wiasnych miesni szkie-
letowych. W przeciwienstwie do miesnia sercowego, miesnie szkieletowe maja zdol-
nos$¢ odnowy po uszkodzeniu, poniewaz posiadaja komorki prekursorowe — mio-
blasty. Terapia komérkowa z uzyciem mioblastéw byta poprzedzona kilkunastolet-
nimi badaniami nad zwierzetami i zapowiadala sie obiecujaco. Po zastosowaniu tej
terapii u ludzi nastepowata poprawa kondycji mie$nia sercowego. W kilku przypad-
kach stwierdzono jednak, ze we wczesnym okresie pooperacyjnym wystgpita aryt-
mia serca. [stnieja przypuszczenia, ze komoérki pochodzace z miesnia szkieletowego
mogg mie¢ inny rytm kurczenia sie w stosunku do komorek serca (64,66-68).

Ze wzgledow etycznych, w leczeniu pozawalowym nie stosuje sie ludzkich za-
rodkowych i ptodowych komoérek macierzystych, jakkolwiek w modelach zwierze-
cych daja one obiecujace wyniki. Wobec dostepnosci réznych komérek ksenoge-
nicznych oraz mniejszych zagadnien natury etycznej towarzyszacych ich zastosowa-
niu, alternatywnym podej$ciem w regeneracji miesnia sercowego moze by¢ kseno-
transplantacja komoérkowa. W tym przypadku gtéwna przeszkoda jest jednak odpo-
wiedz ukfadu odpornosciowego przeciw przeszczepowi, i aby temu zapobiec ko-
niecznos$¢ zastosowania immunosupresji (61).

Zastosowanie komodrek macierzystych nie ogranicza sie do leczenia pozawa-
towego. Komorki te majg bowiem potencjalnie zdolnos¢ regeneracji wszelkich tka-
nek i narzadéw. Terapie komoérkowa prébuje sie zastosowaé pomocniczo w lecze-
niu nowotworéw (np. choroby Hodgkina) lub nawet jako podstawe leczenia prze-
ciwnowotworowego (np. w ztosliwym raku nerki) (69,70). Mezenchymalne komérki
macierzyste moga by¢ wszczepiane lokalnie, w celu wspomagania zrostu zfamane;j
kosci, w leczeniu osteoporozy oraz w przeszczepach kosci (60,71). Z kolei komplek-
sowa terapia genowo-komoérkowa, z uzyciem czynnikow neurotroficznych, jest jed-
ng ze strategii stosowanych w celu regeneracji uszkodzen rdzenia kregowego oraz
moézgu w licznych schorzeniach neurodegeneracyjnych (np. choroba Parkinsona,
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Alzheimera, stwardnienie rozsiane) (71). Prowadzone sg takze intensywne badania
nad sposobem regeneracji wysp trzustkowych uszkodzonych u chorych z cukrzyca
(72).

Komorki macierzyste majg niewatpliwie ogromny potencjal terapeutyczny i beda
odgrywac¢ znaczaca role w medycynie przyszto$ci. Zanim jednak bedziemy mogli
w petni korzysta¢ z ich mozliwosci, nalezy wykona¢ jeszcze wiele podstawowych
badan.

4. Biotechnologia w medycynie reprodukcyjnej

Rozwoj biologii molekularnej, genetyki oraz technik zapfodnienia in vitro stwo-
rzyl takze mozliwos$ci otrzymywania nowych organizméw na drodze klonowania.
W wielu badaniach wskazuje sie jednak, ze klonowane zarodki ssacze moga by¢
obarczone licznymi wadami. Wady te mozna wykry¢ stosujgc przedimplantacyjna
diagnostyke genetyczng PGD (ang. preimplantation genetic diagnosis) klonowanych za-
rodkéw. Dzieki tej metodzie mozliwe jest sprawdzenie, czy w zarodku nie wystepuja
wady genetyczne, jeszcze przed wprowadzeniem go do macicy przysziej matki (75).
Szczegdblnie wazne jest to w klonowaniu reprodukcyjnym dla par obarczonych wro-
dzonymi anomaliami chromosomowymi i chorobami genetycznymi (76). PGD moze
tez okazac sie pomocna dla starszych kobiet planujgcych macierzynstwo, u ktorych
znacznie zwiekszone jest ryzyko wystgpienia w oocytach aneuploidii chromosomo-
wej (76). W ostatnio przeprowadzonych badaniach wskazuje sie, ze metoda ta po-
zwala takze na wykrycie dziedzicznych predyspozycji do zapadania na nowotwory,
na przyktad zwigzanych z mutacjg genu supresora nowotworéw — p53 (76).

Pefen cykl PGD obejmuje kilka etapow. Pierwszym jest wywiad genetyka klinicz-
nego z przysziymi rodzicami i przeprowadzenie odpowiednich badan ich DNA, wy-
izolowanego z komorek krwi obwodowej. Badanie to umozliwia ustalenie stopnia ry-
zyka obciazenia schorzeniem genetycznym przysztego potomstwa badanej pary. Ko-
lejnym krokiem jest pobo6r oocytéw od kobiety poddanej hiperstymulacji hormonal-
nej i ich zaplodnienie poza ustrojem. Aktualnie stosowane sg dwie techniki wspo-
maganego rozrodu. Pierwsza z nich zwana IVF (ang. in vitro fertilization) polega na
zaptodnieniu komérki jajowej plemnikiem w warunkach in vitro, odpowiadajacych
srodowisku naturalnemu. Druga z metod ICSI (ang. intracytoplasmic sperm injection) to
bezposrednie wprowadzenie plemnika do cytoplazmy komorki jajowej. W metodzie
tej pominiete zostajg procesy zwigzane z zaptodnieniem takie jak kapacytacja, reak-
cja akrosomalna, czy reakcja ostonki przejrzystej. W obu przypadkach trzeciego dnia
po zaplodnieniu, kiedy zarodki osiggaja wielko$¢ 8-12 komérek, pobiera sie z nich,
metoda mikromanipulacji, jedng lub dwie komérki, w celu wykonania analiz gene-
tycznych. Zarodki tymczasem dalej rozwijajg sie w inkubatorze. Pobranie jednej lub
dwéch komoérek zarodka na tym etapie rozwoju nie ma wplywu na jego zywotnos¢,
tempo podziatéw, czy rozwoj do stadium blastocysty (74). Po wykonaniu testow ge-
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netycznych wybierane s te z zarodkéw, ktére nie majg wad genetycznych i wprowa-
dza sie je do macicy przysztej matki, maksymalnie po dwa z nich.

Obecnie PGD jest oferowana w ponad 20. krajach. Dzieki niej wykrywa sie znaczng
liczbe defektéw pojedynczych genéw oraz aberracje chromosomowe (tab. 3). Mozliwe
jest takze zbadanie plci zarodka, jesli istnieje ryzyko choroby zwigzanej z picia (2). Do-
tychczas urodzito sie ponad 1000 zdrowych dzieci po zabiegach PGD, co posrednio
potwierdza skutecznosc i bezpieczenstwo stosowanych procedur (77).

Tabela 3

Niektére choroby dziedziczne wykrywane w preimplantacyjnej diagnostyce genetycznej PGD (2)

Choroba dziedziczna

Nieprawidtowy gen

Mutacja

Metody detekcji

Autosomalna recesywna

mukowiscydoza

transbfonowy regulator mu-

kowiscydozy (CFTR)

delecja 3 nt AF508 w ekso-
nie 10 genu CFTR

analiza heterodupleksow

choroba Tay-Sachsa

heksoaminidaza A

insercja 4 nt w eksonie 11

trawienie restrykeyjne; ana-
liza heterodupleksow

zesp6l Lesch-Nyhana

fosforybozylotransferaza hi-

poksantyny (HPRT)

punktowa mutacja w ekso-
nie 3

trawienie restrykcyjne

[B-talasemia [3-globina rozne polimorfizm  konformacji
pojedynczej nici (SSCP);
punktowa mutacja w ekso- | allelospecyficzna hybrydyza-
nie 5 cja oligonukleotydow
rdzeniowy zanik miesni | kilka prawdopodobnych ge- | delecja eksonéw 7 i 8-telo- | trawienie restrykcyjne

(SMN, ang. spinal muscu-
lar atrophy)

now

merowej kopii SMN

Autosomalna dominujgca

syndrom Marfana

fibrilina (FBN1)

nie wykryto mutacji

RT-PCR

dystrofia miotoniczna

kinaza biatkowa miotoniny

powtérzenia CTG i powigza-
ny polimorfizm

elektroforeza w zelu i trawie-
nie restrykcyjne

plasawica Huntigtona huntingtina powtorzenia tripletowe fluorescencyjny PCR i anali-
za automatyczna

rodzinna polipowatos¢ gru- | APC insercja T w eksonie 15B | amplifikacja catego genomu

czolakowata jelita grubego i powigzany polimorfizm poprzez PEP, nastepnie SSCP

Zwigzana z chromoso-

mem X recesywna

dystrofia mig$niowa Duchen- | dystrofina delecja eksonéw 3-18 detekeja produktéw eksonu

ne'a 17

Zwigzana z chromoso-

mem X dominujgca

zesp6t kruchego chromoso- | FMR1 powtorzenia CGG zmodyfikowany nested PCR

mu X

i denaturujacy zel sekwen-
cyjny
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W badaniach korzysta sie z metod biologii molekularnej, genetyki i biotechnolo-
gii. Umozliwia to analize kariotypow, identyfikowanie w nich zmian zaréwno w licz-
bie jak i strukturze chromosomoéw. Najcze$ciej stosowang technika jest poréwnaw-
cza hybrydyzacja genomowa CGH (ang. comparative genomic hybrydisation). W meto-
dzie tej testowany DNA oraz DNA zdrowej komérki znakuje sg r6znymi fluorochro-
mami, (np. czerwonym i zielonym), i hybrydyzuje z DNA chromosoméw metafazo-
wych z komérki prawidtowej. Analiza powstatych hybrydéw pozwala na ocene
zmian w calym zestawie chromosoméw rownoczesnie (74,78).

W celu zbadania plci oraz wad chromosomowych w PGD stosowana jest rowniez
metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ-FISH (ang. fluorescence in situ hybridisa-
tion), z uzyciem sond molekularnych znakowanych fluorochromami, specyficznych
dla okreslonych chromosoméw lub sekwencji DNA na danym chromosomie (73). Do
badania mutacji w pojedynczych genach, odpowiadajacych za powstawanie dzie-
dzicznych choréb genetycznych, uzywana jest metoda fancuchowej reakgcji polime-
razy PCR (ang. polymerase chain reaction) wraz z analizg heteroduplekséw oraz SSCP
(ang. single-strand conformation polymorphism) i RFLP (ang. restriction fragment length
polymorphism) (tab. 3).

Obecnie opisano prawie 600 choréb genetycznych (2).

W przypadku choroby zwigzanej z chromosomem matczynym X, efekt fenotypo-
wy pojawia sie tylko u plci meskiej (XY), natomiast zdrowe sg zarodki zenskie,
majace jeden prawidiowy allel ojcowski i drugi obarczony wada genetyczng od mat-
ki (XX), jednak sg one nosicielami nieprawidtowego allelu. W takim przypadku do
macicy przenoszone sg tylko zarodki ptci zenskiej.

Poznano takze wiele choréb zwigzanych z nieprawidtowg struktura genéw zlo-
kalizowanych na chromosomach autosomalnych.

Pierwszym takim defektem genowym, ktory udato sie z sukcesem wykry¢, byta
trojnukleotydowa delecja AF508 w eksonie 10. genu kodujacego biatko kanatu chlor-
kowego komoérek nabtonkowych — CFTR (ang. cystic fibrosis transmembrane regula-
tor), bedacego przyczyna najczestszej choroby autosomalnie recesywnej — muko-
wiscydozy (tab. 3). Metodg uzytag w tym przypadku byta analiza heterodupleksow
(74).

Diagnostyke przedimplantacyjna nalezy odr6zni¢ od konwencjonalnych badan
prenatalnych, podczas ktérych badania genetyczne wykonuje sie na komoérkach pto-
du pobranych wraz z plynem owodniowym podczas zabiegu amniocentezy dopiero
okoto 15. tygodnia cigzy lub z komoérek pobranych z kosmkéw kosmoéwki CVS (ang.
chorionic villus sampling) okoto 11. tygodnia (2). Uwaza sie, ze dzieki PGD wiele par
moze unikna¢ dylematéw i cierpien wywolanych trudng decyzja przerwania lub po-
zostawienia zaawansowanej cigzy, gdzie u ptodu wykryto wade genetyczng. Prze-
dimplantacyjna diagnostyka genetyczna wzbudza jednak wiele watpliwosci etycz-
nych. Chrzescijanie uwazaja, ze zycie ludzkie rozpoczyna sie¢ w chwili zaptodnienia,
stad niedopuszczalne jest odrzucanie zarodkéw, nawet tych z wykryta wadg gene-
tyczng. W wielu krajach europejskich sugeruje sie, ze technika ta moze by¢ uzyta
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w celach eugenicznych. Prowadzi to do uchwalania restrykcyjnych aktéw prawnych
i moratoriow na uzycie PGD (61,74).

Innymi czynnikami ograniczajacymi rozwo6j PGD sa wysokie koszty przeprowa-
dzenia zaptodnienia in vitro oraz stosunkowo niski wspéfczynnik cigz po transferze
prawidtowych zarodkéw do macicy (61). Wydaje sie jednak, ze rozw6j przedimplan-
tacyjnej diagnostyki genetycznej bedzie postepowal wraz z coraz wiekszym jej upo-
wszechnieniem oraz zwiekszeniem liczby centréw, w ktorych moze by¢ wykonywa-
na, przez co ma szanse stac sie alternatywnym podejsciem do diagnostyki prenatal-
nej (74,79).

5. Uwagi koficowe

Postep w rozwoju metod biotechnologii oraz inzynierii genetycznej, zabiegi ge-
netyczne na oocytach, jak réowniez mozliwosci ich zaptodnienia pozaustrojowego
stworzyty takze podstawy do podjecia préb nad klonowaniem komoérek cztowieka.
Badania takie ze wzgled6éw etycznych budzg duzy sprzeciw spoteczny i wiele krajow
zabronito prawnie ich prowadzenia. Mimo to w kilku krajach préby takie, w celu po-
zyskania nie tylko ludzkich komoérek macierzystych do celéw terapeutycznych, ale
rowniez w celach reprodukcyjnych, byly podejmowane.

Dlatego waznym zagadnieniem dla medycyny regeneracyjnej stafo sie poznanie
czynnikow stymulujacych komorki tkanek do samoodnowy oraz opdzniajgce proces
starzenia sie organizmu cztowieka. Jednym ze sposobow, jakie w tym celu prébuje
sie wykorzystac, jest podawanie czynnikéw, ktérych produkcja zaczyna z wiekiem
zanika¢. W tym celu stosuje sie ludzki hormon wzrostu, insulinopodobny czynnik
wzrostu, zastepczg terapie hormonalna dla kobiet, jak rowniez podawanie testoste-
ronu i jego pochodnych.

Mimo ogromnego postepu biotechnologii w medycynie, wiele tkanek i narza-
dow cziowieka nie da sie jednak usprawnié¢ z uzyciem opisanych metod, totez po-
mocne sg w tym przypadku sztuczne implanty. O ile jednak z duzym powodzeniem
stosuje sie sztuczne tetnice z poliestru czy endoprotezy z tytanu lub ceramiki, to
zastgpienie implantami watroby badz sledziony jest niemozliwe. W sytuacjach ta-
kich uszkodzone narzady bedzie mozna, zapewne, w przysziosci odbudowac¢, sto-
sujac podawanie komoérek macierzystych. Niewykluczone, ze w podobny sposéb zo-
stanie podjeta regeneracja takze innych narzadéw i tkanek.
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