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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Naskoérek stanowi tkanke ulegajaca ciaglej odnowie i regeneracji. Poczawszy od warstwy pod-
stawnej, az po warstwg rogowa, zbudowany jest gtéwnie z keratynocytéw, bedacych na réznym
etapie réznicowania. Keratynocyty odgrywaja zasadnicza role w utrzymaniu bariery naskérko-
wej, a takze w procesach immunologicznych skéry. Utrzymanie odpowiedniej rownowagi i od-
nowy naskdrka mozliwe jest dzigki wlasciwosciom regeneracyjnym komorek macierzystych, da-
jacych poczatek zréznicowanym keratynocytom. Komérki macierzyste naskérka biora réwniez
udzial w procesie gojenia si¢ ran, a takze w patogenezie nowotworéw skéry. Komoérki macie-
rzyste naskorka sa umiejscowione w warstwie podstawnej naskérka oraz w regionie wybrzusze-
nia mieszka wlosowego i w jego macierzy germinalnej. Komérki te wyréznia wydtuzony cykl
komoérkowy, wysoki potencjat proliferacyjny oraz nieograniczona zdolnos¢ do samoodnowy.
Komérki macierzyste naskorka hodowane w odpowiednich warunkach ulegajg aktywacji i eks-
pansji in vitro. Wyhodowane ludzkie keratynocyty i komérki macierzyste naskérka moga by¢ na-
stgpnie przeszczepiane w postaci opatrunkéw biologicznych w celu leczenia oparzen, chronicz-
nych owrzodzen oraz réznych choréb skéry. Komorki macierzyste naskdrka stanowia réwniez
cel terapii genowej, a zarazem materiat do testowania nowych lekéw. W pracy oméwiono cechy
charakterystyczne komdrek macierzystych naskorka oraz mechanizmy regulujace ich prolifera-
cj¢ i réznicowanie. Przedstawiono takze mozliwosci wykorzystania tych komérek w medycynie.

komorki macierzyste naskorka ¢ skora * terapia komorkowa

Summary

The epidermis is a self-renewing tissue which regenerates constantly. It consists mainly of kerati-
nocytes of various degree of differentiation, from the proliferative basal layer to the terminally dif-
ferentiated horny layer. Keratinocytes are specialized cells responsible for cohesion, barrier func-
tions, and immunological reactions. The maintenance of homeostasis in the epidermis is possible
via the self-renewing ability of the epidermal stem-cell population, which gives rise to differentia-
ted keratinocytes. It is believed that epidermal stem cells play an important role in cellular regene-
ration, wound healing, and the pathogenesis of skin cancers. Epidermal stem cells reside in the ba-
sal layer of the epidermis, the bulge region of the hair follicle, and the germinal hair follicle matrix.
Epidermal stem cells are relatively quiescent, slow-cycling cells defined by their great proliferative
potential and unlimited capacity for self-renewal. Adult human epidermal stem cells can be activa-
ted and expanded in vitro under appropriate conditions. Cultured human keratinocytes and epider-
mal stem cells may be then transplanted as a biological dressing in burn injuries, chronic wounds,
and various skin diseases. Additionally, epidermal stem cells have become a target for gene thera-
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py and drug testing. In this review the fundamental characteristics of epidermal stem cells and the
signaling pathways involved in the regulation of their proliferation and differentiation are discus-
sed. The possibilities of using epidermal stem cells in medicine are also presented.
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EGF - czynnik wzrostu naskérka (epidermal growth factor); HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw

(hepatocyte growth factor); KGF - czynnik wzrostu keratynocytéw (keratinocyte growth factor);
PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor); TGF-P - transformujacy
czynnik wzrostu B (transforming growth factor B); TNF-o. - czynnik martwicy nowotworéw o (tumor
necrosis factor a); VEGF - naczyniowo-Srodbtonkowy czynnik wzrostu (vascular endothelial growth
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Komorki macierzyste naskdrka ze wzgledu na stosunkowo
tatwa dostepnosc i duze znaczenie praktyczne stanowia od
wielu lat obiekt intensywnych badan. Naskoérek jest nabton-
kiem pochodzenia ektodermalnego, ktérego podstawowa
funkcja jest ochrona organizmu przed dziataniem czynni-
kéw zewngtrznych — dotyczy to zwlaszcza substancji tok-
sycznych, drobnoustrojéw oraz promieniowania §wietlne-
go. Naskorek bierze takze udziat w regulacji gospodarki
wodnej organizmu oraz wchodzi w sktad skérnego systemu
immunologicznego (skin immune system — SIS) [32,65].
Tkankge te buduja przede wszystkim keratynocyty, tworza-
ce kolejne jej warstwy. W naskérku znajduja si¢ réwniez
melanocyty, komoérki dendrytyczne, komoérki Merkela, lim-
focyty T oraz komérki macierzyste. Naskorek jest tkan-
ka, ktora ulega ciagtej wymianie i odnowie uwarunkowa-
nej wlasnie obecnoscia komoérek macierzystych, zwanych
réowniez komoérkami pnia (stem cells) [7,46]. Komérki te
znajduja sie w warstwie podstawnej naskorka (stratum ba-
sale), w regionie wybrzuszenia (bulge region) przy ujsciu
gruczotu tojowego oraz w macierzy germinalnej mieszka
wlosowego [19,42,69]. Komdérki macierzyste naskérka bu-
dza duze zainteresowanie w zwigzku z mozliwosciami wy-
korzystania ich w medycynie, zwlaszcza w leczeniu trudno
gojacych sig¢ ran, a takze w badaniach farmakologicznych
lekéw i kosmetykéw [3,4,25,57]. Praca przedstawia aktu-
alny stan wiedzy na temat biologii komérek macierzystych
naskérka oraz mozliwosci ich zastosowania w medycynie
i naukach pokrewnych.

WeaSciwoscl KOMOREK MACIERZYSTYCH NASKORKA

Komorki macierzyste naskérka wyréznia przede wszyst-
kim: zdolnos¢ samoodnowy, wysoki potencjat proliferacyj-
ny, wydtuzony cykl komérkowy oraz stan uspienia metabo-
licznego [4]. Uwaza sig, ze komodrka macierzysta naskorka

dzieli si¢ asymetrycznie, dajac poczatek jednej komdrce
przejsciowo namnazajacej si¢ (transit amplifying cell), kté-
ra ulega dalej r6znicowaniu oraz jednej komorce macierzy-
stej. Ten sposob podziatu zapewnia utrzymanie statej liczby
komoérek macierzystych w tkance, a tym samym jej ciagta
odnowe [8]. Komorki macierzyste naskorka wyrdznia, jak
juz wspomniano, wydtuzony cykl komérkowy, co przekta-
da si¢ na obnizona dynamike ich podziatéw komérkowych
[9]. Réznice wida¢ wyraznie przy poréwnaniu prolifera-
cji komérek macierzystych oraz przejSciowo namnazaja-
cych si¢ [55]. Wydaje sig, iz wydluzony cykl komérkowy
ma za zadanie ochrania¢ genom komérek macierzystych
przed uszkodzeniami lub mutacjami, ktére moga powsta-
wac podczas replikacji DNA [56]. Komdrki macierzyste,
bedac w stanie uSpienia, rzadko podejmuja podziaty ko-
morkowe, jednak pod wpltywem bodZca, np. uszkodzenia
skéry lub po przeniesieniu do hodowli, ulegaja aktywacji
oraz podziatlom komérkowym [4]. Uwaza sig, iz aktywa-
cja ta jest odpowiedzialna za stopniowe obnizanie poten-
cjatu proliferacyjnego omawianych komérek w warunkach
in vitro. Wiele uwagi przywiazuje si¢ do badan ekspresji
gendw w komodrkach macierzystych naskérka. Wykazano,
ze w komorkach tych, w odréznieniu od dojrzatych kera-
tynocytéw, dochodzi do nadekspresji genéw — gtéwnie
kodujacych czynniki regulujace cykl komérkowy (biatka
p27, pS7, p15, cykliny D1, D2, kinazy zalezne od cyklin,
Whnt/B-katenina) [8,11]. Czes¢ z tych genéw jest wspol-
na dla wielu typéw komoérek macierzystych, np. hemato-
poetycznych, neuronalnych czy embrionalnych. Dowodzi
to, iz za pewne unikalne wtasciwosci réznych typéw ko-
morek macierzystych sa odpowiedzialne wspdlne mecha-
nizmy kontrolujace ich zachowanie [7]. Wciaz dyskuto-
wana jest plastyczno$¢ komérek macierzystych naskorka.
Dotychczas istnieje niewiele prac potwierdzajacych moz-
liwos$¢ réznicowania tych komoérek w kierunku innym niz
wytwory naskérka. Wykazano jednak, ze po odpowiedniej
stymulacji komdrki macierzyste naskérka moga wykazy-
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wac ekspresj¢ antygenow charakterystycznych dla embrio-
nalnych komérek macierzystych oraz komoérek linii hema-
topoetycznej [5]. Ostatnie do§wiadczenia prowadzone na
zwierzgtach wykazaty réwniez, ze istnieje mozliwos¢ re-
konstrukeji rogéwki za pomoca przeszczepianych autolo-
gicznych komodrek macierzystych naskorka [73].

IMARKERY KOMOREK MACIERZYSTYCH NASKORKA

Znajomos¢ charakterystycznych markeréw komoérek ma-
cierzystych jest bardzo wazna nie tylko z punktu widze-
nia nauk podstawowych, ale réwniez klinicznych; izolacja
komorek na podstawie danego markera ma bowiem istot-
ne znaczenie w terapii komoérkowej. Mimo wielu lat ba-
dan, wciaz sa poszukiwane i analizowane nowe wyznacz-
niki komoérek macierzystych naskorka.

B1-integryna

Integryny sa to heterodimeryczne glikoproteiny przy-
twierdzajace keratynocyty warstwy podstawnej naskor-
ka do blony podstawnej. Za wyznacznik komdérek macie-
rzystych naskoérka uwaza sie¢ przede wszystkim wysoka
ekspresje Bl-integryny [53,71]. Glikoproteina ta zapew-
nia odpowiednie rozmieszczenie komérek macierzystych,
a takze sprawia, iz komorki te sg silniej przytwierdzone do
podtoza niz komoérki przejSciowo namnazajace si¢, pod-
legajace migracji w kierunku wyzszych warstw naskoérka
[18,53]. Interakcje komérki z macierza zewnatrzkomorko-
wa za pomocyg integryn wplywaja réwniez na wiele pro-
ceséw wewnatrzkomérkowych. Wraz z utrata kontaktu
komoérek macierzystych z btona podstawna i zapoczatko-
waniem procesu ich réznicowania, obserwuje si¢ zahamo-
wanie syntezy B1-integryny na powierzchni tych komé-
rek. Towarzyszy temu réwniez zahamowanie proliferacji
komorek i zmiana ekspresji wielu gendow, w tym koduja-
cych biatka Ras oraz c-Myc. Udowodniono takze, iz blo-
kada receptoréw P1-integryny powoduje apoptoze komo-
rek naskoérka — gtéwnie przez obnizenie w nich poziomu
biatka Bcl-2 [4]. Wysoka ekspresja integryn na powierzch-
ni komoérek macierzystych naskérka sprawia, iz komoérki
te silnie przylegaja do podtoza. Stanowi to podstawe jed-
nej z metod izolacji tych komérek w technice tzw. szyb-
kiego przylegania do podtoza [33].

Biatko p63

Biatko p63 nalezy do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych
biatka supresorowego p53. Zwierzeta pozbawione genu ko-
dujacego biatko p63 nie wyksztalcaja w petni zorganizowa-
nego naskoérka, a tylko jego pojedyncza warstwe. Ponadto,
keratynocyty tych zwierzat nie wykazuja syntezy markeréw
typowych dla komérek nabtonkowych (keratyny K5 i K14).
Sa dwie gtéwne izoformy biatka p63 (TA oraz AN), ktére
peinia odmienne funkcje w komoérkach naskérka. W war-
stwie podstawnej naskorka wystepuje gtéwnie izoforma
ANp630. Wykazano, iz blokuje ona réznicowanie kera-
tynocytéw indukowane np. jonami wapnia [35]. Biatko to
umozliwia réwniez utrzymanie wysokiego potencjatu pro-
liferacyjnego komorek macierzystych naskorka oraz ke-
ratynocytéw. Wykazano tez, ze izoforma ANp63a ulega
nadekspresji w komoérkach nowotworowych, prowadzac
do zahamowania ich apoptozy [34]. Obecnie przyjmuje
sig, ze biatko ANp63a moze stuzy¢ jako swoisty marker

komorek macierzystych naskoérka [30]. Natomiast postac
TA biatka p63 jest odpowiedzialna za prawidlowe rézni-
cowanie i stratyfikacje keratynocytéw [36].

Pozostale markery

Obecnie prowadzi si¢ poszukiwania kolejnych potencjal-
nych wyznacznikéw komodrek macierzystych naskérka.
Jednym z nich jest surwiwina — biatko zaangazowane w re-
gulacje apoptozy oraz podziaty komdrkowe keratynocy-
téw 1 komorek macierzystych naskérka [41]. Wykazano,
iz wystepuje ono w duzym stgzeniu w komorkach macie-
rzystych naskorka, natomiast jego poziom obniza si¢ w ko-
morkach ulegajacych réznicowaniu. Dotyczyto to przede
wszystkim izoform surwiwiny 2B oraz AEx3. Uwaza sig,
ze biatko to moze stanowi¢ element protekcji komorek,
zapobiegajac ich réznicowaniu i apoptozie [43]. Na uwa-
ge zastuguja réwniez proby wykorzystania jako wyznacz-
nikéw stopnia zréznicowania komoérek naskérka biatek
strukturalnych tworzacych desmosomy. Przyktadem moze
tu by¢ desmogleina, ktérej niska ekspresja na powierzch-
ni keratynocytéow koreluje z wysokim potencjatem proli-
feracyjnym tych komoérek. Desmogleina moze zatem po-
stuzy¢ jako element selekcji negatywnej podczas izolacji
komoérek macierzystych naskérka [70]. Podejmowane sa
takze proby wykorzystania jako markera omawianych ko-
morek receptora CD90. Ekspresja tego receptora zacho-
dzi w komoérkach nisko zréznicowanych, tworzacych in
vitro kolonie, natomiast obniza si¢ wraz z kolejnymi pasa-
zami komorek [48]. Innymi kandydatami na markery ko-
morek macierzystych naskérka sa jeszcze m.in. biatko po-
wierzchniowe CD34, czynnik Tcf-3 oraz cytokeratyna 15.
W oparciu o do§wiadczenia z hematopoetycznymi komor-
kami macierzystymi podejmowane sa takze proby izolacji
komérek macierzystych naskérka z wykorzystaniem barw-
nika Hoechst 33342. Komoérki macierzyste, wykazujace ni-
ska fluorescencj¢ po zastosowaniu tego barwnika, stano-
wig okoto 1% komorek izolowanych z naskérka ludzkiego
(side population). Populacja ta wykazuje in vitro wysoki
potencjat proliferacyjny oraz daje mozliwos$¢ odtworzenia
naskérka w hodowli. Profil transkrypcyjny tych komoérek
wykazywal nadekspresj¢ 37 genéw w poréwnaniu z pozo-
statymi keratynocytami; dotyczylto to giéwnie genéw za-
angazowanych w regulacje transkrypcji oraz sygnalizacje
miedzykomorkowa [37,67,60]. Nalezy jednak dodad, iz ist-
nieja takze doniesienia wskazujace, iz opisana populacja
komoérek (side population) nie wykazuje typowych cech
komoérek macierzystych naskérka, np. wysokiej ekspresji
beta-1 integryny [68]. Wydaje si¢ wigc, ze badania z za-
stosowaniem barwnika Hoechst 33342 musza by¢ konty-
nuowane i powinny uwzglednia¢ réwniez dobrze poznane
markery komérek macierzystych naskérka. Na uwage zastu-
guja réwniez préby wykorzystania rodaminy 123 (Rh123)
— barwnika metabolicznego, ktérego niewielka akumula-
cja w powiazaniu z wysoka ekspresja B1-integryny umoz-
liwia izolacj¢ z naskérka komorek o wtasciwosciach ko-
morek macierzystych [13].

Mimo wielu badar, identyfikacja populacji komoérek ma-
cierzystych oraz precyzyjne znalezienie ich markeréw po-
zostaja wciaz problematyczne. Nalezy w tym miejscu za-
znaczy¢, iz wedtug niektérych badaczy, w naskérku istnieje
stan dynamicznej réwnowagi migdzy komoérkami macie-
rzystymi i komoérkami przejSciowo namnazajacymi sig.
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Wedtug tej teorii, komoérki macierzyste moga przecho-
dzi¢ odwracalnie w komorki przejsciowo namnazajace sig.
Utrzymanie tej delikatnej réwnowagi miatoby by¢ kontro-
lowane przez wiele czynnikéw pochodzacych z mikrosro-
dowiska tych komérek [47,50].

REGULACJA PROLIFERACJI | ROZNICOWANIA

Rozwdj oraz prawidlowe funkcjonowanie naskérka zale-
73 przede wszystkim od ztozonej réwnowagi migdzy pro-
cesami proliferacji i ré6znicowania keratynocytéw oraz ich
progenitoréw. Istnieje wiele czynnikéw i wewnatrzkomor-
kowych szlakéw zaangazowanych w regulacje proliferacji
i réznicowania komdérek macierzystych naskérka. Wazna
role przypisuje si¢ tu glikoproteinom Whnt, ktére sa wy-
dzielane przez komorki naskérka. Aktywuja one gtéwnie
[B-kateniny, biorace udziat w rozwoju embrionalnym, jak
i w procesach nowotworzenia. 3-katenina przy braku ak-
tywacji Wnt przemieszcza si¢ do cytoplazmy, ulega fosfo-
rylacji, ubikwitynacji, a nastgpnie degradacji. W przypad-
ku aktywacji opisanej sygnalizacji fosforylacja B-kateniny
jest zahamowana, co prowadzi do jej kumulacji w cyto-
plazmie w postaci stabilnej. W konsekwencji B-katenina
przemieszcza si¢ do jadra komdrkowego, gdzie wiaze si¢
z czynnikami transkrypcyjnymi Tcf/Lef, wptywajac na
ekspresje genéw i powodujac m.in. wytwarzanie czynni-
ka transkrypcyjnego c-Myc. Jest on niezbedny do przej-
Scia komérek z fazy G, do fazy S cyklu komoérkowego [11].
Jednoczesnie c-Myc indukuje wyjscie komdrek macierzy-
stych ze stanu niezréznicowanego. Nadekspresja c-Myc
prowadzi do hiperproliferacji keratynocytéw, co moze si¢
odbywac kosztem zmniejszania rezerwuaru komorek ma-
cierzystych w naskérku [17,20]. Innym waznym regula-
torem proliferacji komdrek macierzystych naskérka jest
morfogen — biatko Shh (sonic Hedgehog). Petni ono gtéw-
na role w embriogenezie i morfogenezie, m.in. mieszkéw
wlosowych oraz naskérka, a takze bierze udzial w pato-
genezie nowotworéw. Biatko Shh ma swéj udziat w utrzy-
maniu komoérek macierzystych w ich fenotypie niezrézni-
cowanym oraz w regulacji proliferacji tych komérek [76].
Sygnat pochodzacy od biatka Shh jest przekazywany do ko-
morki za posrednictwem receptora transbtonowego z rodzi-
ny Ptc. Nastegpstwem tej stymulacji jest wytwarzanie czyn-
nikéw transkrypcyjnych Gli, wptywajacych na ekspresje
wielu genéw, m.in. zaangazowanych w regulacje cyklu ko-
morkowego, czego skutkiem jest indukcja proliferacji ko-
morek. Nadekspresja biatek z rodziny Gli (gtéwnie Gli2)
moze prowadzi¢ do zapoczatkowania procesu nowotwo-
rzenia i powstania raka podstawnokomérkowego [23,45].
Sygnalizacja z udziatem Shh jest modulowana przez wiele
czynnikéw wewnatrzkomérkowych (B-katenina, p63) oraz
zewnatrzkomoérkowych (EGF) [10,31]. Istotna role w bio-
logii komérek macierzystych naskérka przypisuje sig row-
niez sygnalizacji z udziatem receptoréw Notch. Receptory
te to silnie konserwowane ewolucyjnie struktury transbto-
nowe, ktérych ligandami sa biatka Jagged oraz Delta. Po
ich aktywacji nastgpuje proteolityczne cigcie, dzigki cze-
mu dochodzi do uwolnienia wewnatrzkomoérkowej do-
meny receptora (NICD), jej translokacji do jadra komér-
kowego i wigzania z odpowiednimi biatkami wigzacymi
DNA [7]. Sygnalizacja z udziatem receptoréw Notch jest
aktywna zaréwno podczas embriogenezy naskérka, jak
i w dojrzalym naskérku. Warunkuje ona prawidlowe réz-
nicowanie komérek macierzystych i wyksztatcenie naskor-

ka, mieszkéw wtosowych oraz gruczotéw tojowych [38].
Wraz z zapoczatkowaniem dojrzewania naskdérka obser-
wuje sie¢ spadek ekspresji biatek Notch w warstwie pod-
stawnej naskorka, a ich obecnos¢ ogranicza si¢ giéwnie do
jego warstwy kolczystej. Nadekspresja komponenty NICD
receptora Notch w hodowanych keratynocytach prowa-
dzi do hamowania ich proliferacji wskutek m.in. wzrostu
ekspresji biatka p21 [50]. Wykazano natomiast, ze spadek
poziomu biatek Notch prowadzi do hiperplazji naskor-
ka oraz utatwia powstawanie nowotwordw skory inicjo-
wanych zwigzkami kancerogennymi. Wykazano, iz wiele
czynnikow transkrypcyjnych, zmieniajac ekspresj¢ genéw,
wplywa na zachowanie komorek macierzystych naskorka.
Jednym z nich jest Oct-4, ktéry odpowiada za utrzymanie
stanu niezréznicowania réznych typéw komoérek macierzy-
stych, w tym komorek macierzystych naskérka. Czynnik
ten odpowiada rowniez za zachowanie pluripotencjalno-
$ci macierzystych komérek embrionalnych. Udowodniono
takze, iz transfekcja keratynocytéw genem Oct-4 powoduje
ich odréznicowanie w komorki o cechach komérek macie-
rzystych naskérka [24]. Badania zespotu prof. Watt wyka-
zaty, ze jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za utrzy-
manie komoérek macierzystych w ich stanie ,,u$pienia” jest
tez biatko Lrigl. Nadekspresja Lrigl w komdrkach naskér-
ka hamowata ich proliferacjg, natomiast zahamowanie syn-
tezy tego biatka przez siRNA powodowato m.in. wzrost
ekspresji receptoréw EGF oraz indukcje proliferacji [29].
Wsréd innych istotnych czynnikéw wpltywajacych na pro-
liferacjg, réznicowanie i apoptoz¢ komodrek macierzystych
naskérka nalezy réwniez wymieni¢ pRb, p107, p130 oraz
NF-xB [11,12,62,66].

EKsPANSJA KOMOREK MACIERZYSTYCH NASKORKA IN VITRO

Hodowla i ekspansja komérek macierzystych naskérka
wymagaja na wstepie izolacji ze skéry metodami enzy-
matycznymi, a nastgpnie ich selekcji technikami bardziej
swoistymi. Podczas selekcji komoérek macierzystych sa wy-
korzystywane ich markery, opisane wczesniej. Najczgsciej
wykorzystuje si¢ w tym celu metody cytometrii przepty-
wowej (cytometr sortujacy), immunomagnetyczne oraz
metody oparte na technice tzw. szybkiego przylegania do
podtoza, np. kolagenowego [13,33,55,75]. Znalezienie efek-
tywnych sposobéw namnazania réznych typow tzw. doj-
rzatych komoérek macierzystych (adult stem cells) sprawia
wciaz wiele trudnosci. Istotag odpowiedniego namnazania
tych komérek jest ich proliferacja, bez jednoczesnej induk-
cji réznicowania [52]. Badania z uzyciem analizy klonal-
nej ujawnity, ze izolowane komérki warstwy podstawne;j
naskérka moga in vitro dawaé poczatek trzem rodzajom
klonéw: holoklonom, meroklonom i paraklonom. Uwaza
si¢, iz holoklony tworzone s przez wiasciwe komorki ma-
cierzyste, dajace poczatek siostrzanym klonom o podobne;j
morfologii i potencjale proliferacyjnym. Meroklony two-
rzone sa natomiast przez komérki przej$ciowo namnaza-
jace si¢. Komorki te, mimo szybszej proliferacji, tworza
mniejsza liczbe kolonii in vitro niz komérki macierzyste,
ulegajac wczesniej procesowi roznicowania. Paraklony wy-
réznia natomiast najnizszy potencjat proliferacyjny oraz
wysoki stopient zréznicowania [52,61]. Efekty stopnio-
wego réznicowania keratynocytéw obserwowane w trak-
cie hodowli nazywane sa inwersja klonalna [74]. Polega
ona na stopniowym zastgpowaniu holoklonéw, meroklo-
nami i paraklonami. Poszukuje si¢ zatem czynnikéw, kté-
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re nie indukuja inwersji klonalnej, a ktére pozwalaja na
utrzymanie duzej liczby komoérek macierzystych naskor-
ka in vitro. W hodowli komoérek macierzystych naskor-
ka niezwykle istotny jest dobor odpowiedniego medium
oraz powierzchni hodowlanej. Wykorzystywane sa zarow-
no media z dodatkiem surowicy, jak i bezsurowicze — do-
datkowo suplementowane wybranymi czynnikami wzro-
stu. Sposréd tych czynnikéw nadzieje¢ budza m.in. EGF,
HGF, KGF oraz TGF- [13,16]. Stosowane sa takze rézne-
go rodzaju powierzchnie hodowlane — powlekane sktadni-
kami macierzy zewnatrzkomoérkowej, a takze powierzchnie
zawierajace inaktywowane fibroblasty [52]. Zadowalajace
wyniki przyniosto réwniez wykorzystanie wtéknika jako
powierzchni do namnazania komérek macierzystych i ke-
ratynocytéw. Zastosowanie tego substratu powodowato ha-
mowanie inwersji klonalnej w hodowanych keratynocytach
i stymulowato proliferacj¢ komérek macierzystych naskor-
ka. Wyniki te wydaja si¢ obiecujace ze wzgledu na wyko-
rzystywanie wtéknika w tworzeniu substytutéw skérnych
[21,44]. Istnieja rowniez proby wplywania na fenotyp ke-
ratynocytéw poprzez modyfikacje genetyczne, polegajace
gtéwnie na nadekspresji lub wyciszaniu odpowiednich ge-
néw. Przyktadem tego typu dziataii moze by¢ nadekspresja
kinazy zaleznej od cyklin — Cdk4, ktéra hamowatla starze-
nie replikacyjne keratynocytow oraz zwigkszata propor-
cj¢ komérek macierzystych w hodowli [59]. Nalezy jed-
nak zwréci¢ uwagg, ze komorki macierzyste wyrdzniajq si¢
w hodowli in vitro wolniejszym wzrostem w poréwnaniu
z komoérkami czg$ciowo zréznicowanymi [55,71]. Moze to
skutkowa¢ dtuzszym czasem hodowli niezbednym do uzy-
skania odpowiedniej liczby komoérek, np. do przeszczepu.

ZNACZENIE KOMOREK MACIERZYSTYCH NASKORKA W MEDYCYNIE

Udzial w gojeniu si¢ ran

Gojenie si¢ rany to ztozony proces, ktéry jest uwarunko-
wany obecnosScia wielu rodzajow komdrek. Istotna rolg
odgrywaja w nim zarowno komorki macierzyste naskor-
ka, jak i czgsciowo zréznicowane keratynocyty. Komorki
te podczas gojenia si¢ rany ulegaja procesom aktywacji,
migracji oraz proliferacji [46]. Uwaza sig, iz w stanie fi-
zjologicznym za odnowe naskdrka sa odpowiedzialne ko-
morki macierzyste umiejscowione wytacznie w warstwie
podstawnej naskdrka. Natomiast po uszkodzeniu skory,
w jej regeneracji biorg udziat zaréwno komoérki macierzy-
ste warstwy podstawnej naskérka, jak i regionu wybrzu-
szenia mieszka wtosa (,,paczka”) [39]. Podczas gojenia si¢
rany, na jej obrzezach obserwuje si¢ zwigkszong liczbe ko-
morek z wysoka ekspresja biatek charakterystycznych dla
komérek macierzystych naskérka. Liczba takich komérek
wzrasta wraz z obkurczaniem si¢ rany, a nastgpnie po od-
nowieniu naskérka ulega obnizeniu. Szczeg6lng role w tym
procesie przypisuje si¢ komérkom regionu ,,paczka”; ko-
morki te migruja, proliferuja, a nastgpnie réznicuja w doj-
rzate keratynocyty. Uwaza sig jednak, ze komorki regionu
wybrzuszenia sa odpowiedzialne tylko za tzw. ostre goje-
nie rany. Po zakonczeniu tego procesu nie wykazuje si¢
bowiem ich obecnosci w zregenerowanym naskérku [28].
Wiele uwagi pos§wigca si¢ patofizjologii chronicznego go-
jenia sie ran, w ktérym dochodzi do aktywacji komérek
macierzystych, jednak bez jednoczesnej ich prawidlowe;j
migracji, réznicowania i stratyfikacji. Uwaza sig, iz pod-
czas tych procesow moze dochodzi¢ do zmniejszania si¢

populacji komérek macierzystych w rejonie trudno goja-
cej sig rany i przyczyniaé si¢ do pogorszenia jej parame-
tréw gojenia [6,46].

Kancerogeneza

Komorki naskoérka naleza do komoérek, ktére w sposéb
szczegblny narazone sa na dziatanie czynnikéw szkodli-
wych, takich jak promieniowanie UV, zwiazki kancero-
genne czy zakazenia wirusowe. W zwiazku z tym, czgsciej
niz w innych komoérkach, w ich materiale genetycznym
moze dochodzi¢ do mutacji onkogennych [49]. Jednak
dzieki ciagtej odnowie naskérka komdrki majace mutacje
sq stopniowo eliminowane. W ten sposéb, wytacznie ko-
morki dlugo rezydujace w naskorku, czyli komérki ma-
cierzyste, moga zakumulowaé wystarczajaca ilos¢ mutacji
do powstania nowotworu [22,51]. Przemiana nowotworo-
wa komorek naskdrka jest zwigzana z mutacjami w obrg-
bie wielu genéw m.in. p53, K-ras, p14 [15]. Dowodzi si¢
takze, iz w obrgbie nowotworu istnieja komorki macierzy-
ste nowotworu odpowiedzialne za jego rozrost. Komérki
te moga wywodzi¢ si¢ ze zdrowych komoérek macierzy-
stych, jak i z komérek zréznicowanych, ktére nabyty wia-
Sciwosci niekontrolowanej proliferacji wskutek akumulacji
mutacji onkogennych. Wydaje sie, iz komérki macierzy-
ste nowotworu w spos6b decydujacy wptywaja na progre-
sje nowotworu, jego rozsiew oraz odpowiedzZ na leczenie.
Ten rodzaj komoérek macierzystych moze wykorzystywac
podobne mechanizmy samoodnowy i proliferacji jak zdro-
we komoérki macierzyste. W tym kontekscie badania nad
biologia komérek macierzystych naskérka maja dodatko-
we istotne implikacje kliniczne [4,54].

Przeszczepy komoérek

Przeszczepy keratynocytéw i komérek macierzystych na-
skoérka wyhodowanych in vitro stanowia jedno z najwazniej-
szych osiagnie¢ ostatnich lat w leczeniu oparzen, owrzodzen
oraz innych trudno gojacych si¢ ran [3]. Do wykorzysta-
nia komoérek naskorka do przeszczepéw obecnosé komo-
rek macierzystych ma podwdéjne znaczenie. Komoérki ma-
cierzyste naskérka podczas hodowli in vitro intensywnie
proliferuja, zapewniajac tym samym uzyskanie odpowied-
niej liczby komoérek do przeszczepu lub wytworzenie wta-
Sciwej powierzchni substytutu skérnego. Ponadto, odpo-
wiednia liczba komdrek macierzystych oraz ich stopiert
zréznicowania warunkuja péZniejsze prawidtowe przy-
jecie przeszczepionych komorek oraz gojenie si¢ rany
[40,57,64]. Komorki moga byé podawane pacjentom w po-
staci zawiesiny, naskorka lub ztozonego substytutu skérne-
go. W celu utatwienia przyjgcia sig przeszczepu i poprawy
gojenia rany stosuje si¢ takie substraty jak wtéknik, kola-
gen lub rézne rodzaje zeli opatrunkowych tacznie z komér-
kami [26,27,44]. Po zastosowaniu tego typu substytutéw
skérnych na rozlegte rany zaréwno u zwierzat, jak i u lu-
dzi uzyskano polepszenie warunkéw gojenia si¢ rany bez
tendencji do tworzenia blizn przerostowych. Obserwacje
skéry zregenerowanej za pomoca hodowanych keratyno-
cytéw wykazaly brak zmian przednowotworowych, nato-
miast tylko w rzadkich przypadkach notowano nadmierne
ztuszczanie przyjetego naskorka lub tworzenie sig peche-
rzy [2,21,72]. Autologiczne przeszczepy wyhodowanych
in vitro komorek naskérka wydaja si¢ obiecujaca metoda
leczenia ran ze wzgledu na pobieranie w tym celu malej
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ilosci skéry (niewielkie pole dawcze) do dalszej hodowli
oraz brak mozliwosci odrzutu przeszczepu.

Terapia genowa

Komérki macierzyste naskoérka stanowia atrakcyjny cel te-
rapii genowej, poniewaz sg stosunkowo tatwo dostgpne oraz
moga stanowic tzw. miejsce ektopowe wydzielania biatek in
vivo. Badania ostatnich lat, prowadzone gléwnie na zwie-
rzgtach, przynosza obiecujace efekty stosowania tej meto-
dy. Trwaja préby wykorzystania terapii genowej w leczeniu
przede wszystkim schorzen skéry wywotanych mutacja w po-
jedynczym genie, np. w pgcherzowym oddzielaniu naskor-
ka odmiany dystroficznej (defekt genu COL7A) [14]. Trwaja
réwniez proby wprowadzania do komérek genéw koduja-
cych czynniki wzrostu. Komérki tak zmodyfikowane i prze-
szczepione na trudno gojace si¢ rany maja przyspieszyc¢ ich
gojenie, np. przez wydzielanie wigkszej ilosci czynnikéw
wzrostu (PDGF-A, VEGF). Ostatnie doniesienia wskazuja
réwniez, iz mozliwa jest efektywna transdukcja komérek na-
skérka genem kodujacym erytropoetyng. Stworzony z uzy-
ciem tak zmienionych komérek substytut skérny, efektywnie
wytwarzat ludzka erytropoetyng [63]. Wspomniane tech-
nologie wymagaja jednak wciaz optymalizacji, m.in. w za-
kresie uzyskiwania dtugotrwatej ekspresji wprowadzonego
genu, umiejetnej hodowli komérek macierzystych in vitro
oraz uwzglednienia aspektow bezpieczenstwa terapii [1,4].

Badania toksykologiczne

Hodowle komérek macierzystych naskérka oraz keratyno-
cytéow moga stuzy¢ takze jako dogodny materiat do testo-

PismienNICTWO

wania in vitro lekéw i kosmetykow. Zaleta tej metody jest
mozliwo$¢ doktadnego okreslenia wptywu danego zwiaz-
ku na komérki, w tym mechanizmu dziatania oraz szansa
zmniejszenia liczby testéw in vivo. Naskérek uzyskany in
vitro dzigki hodowli komérek macierzystych stanowi tak-
ze dogodny model bariery do przenikania substancji ak-
tywnych farmakologicznie. Wiadomo, iz gléwnym ogra-
niczeniem w przenikaniu lekow przez skorg jest istnienie
bariery naskorkowej. Mozliwos¢ uzycia modelu takiej ba-
riery ma duze znaczenie ze wzgledu na badania klinicz-
ne coraz to nowych kosmetykéw oraz lekéw podawanych
przezskérnie [7,26,58].

PobpsumowaNIE

Komorki macierzyste naskérka od wielu lat stanowia
obiekt intensywnych badan naukowych. Dzigki temu
wiedza na temat ich biologii wciaz si¢ poszerza, zwtasz-
cza dotyczy to wewnatrzkomérkowych czynnikéw re-
gulujacych ich proliferacje i r6znicowanie. Dodatkowo,
znajomos$¢ markeréw komoérek macierzystych naskérka
w polaczeniu z zastosowaniem nowoczesnych technik
biologii pozwala na ich izolacje¢, efektywne namnaza-
nie in vitro i zastosowanie kliniczne. Komérki macie-
rzyste oraz dojrzate keratynocyty moga by¢ z powodze-
niem wykorzystywane w leczeniu trudno gojacych sig
ran, np. owrzodzen lub oparzein. Komoérki te stanowia
takze dogodny materiat do testowania lekéw lub kosme-
tykéw. Badania nad komérkami macierzystymi naskérka
powinny by¢ jednak kontynuowane ze wzgledu na wciaz
niepeing wiedze¢ na ich temat oraz mozliwe szerokie za-
stosowanie praktyczne.
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